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Caractérisation et immunogénicité de 1l'autoantigéne Ro et
signification clinique des autoanticorps anti-Ro. Gilles
Boire, Département de Sciences cliniques, Faculté de
médecine, Université de Sherbrooke.

Mémoire présenté a la Faculté de Médecine en vue de

1l'obtention du grade de maitre és sciences (M. Sc.).

La production d'anticorps dirigés contre 1l'autoantigéne
Ro, un ensemble de ribonucléoprotéines formées par
l'association d'un polypeptide antigénique de 60 kiloDalton
(kD) et de 4 ARNs de petit poids moléculaire (hYl, hY3, hY4,
et hY5), représente l'une des manifestations sérologiques
les plus fréquentes chez les patients atteints de col-
lagénoses telles que le Lupus Erythémateux Disséminé (LED)
et le syndrome de Sjogren (SS). Nous avons tenté au cours
de ce travail d'aider a définir les conditions menant a la
formation de ces anticorps et a raffiner leurs corrélations
cliniques.

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence une
hétérogénéité immunologique des anticorps anti-Ro qui
correspond a une hétérogénéité biochimique des ribonucléo-
protéines Ro. En particulier, nous avons démontré qu'une
proportion significative des autoanticorps anti-Ro sont
dirigés contre des déterminants antigéniques présents

uniquement sur la ribonucléoprotéine contenant 1'ARN hY5
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(Rorys) intacte. Ce déterminant antigénique n'est présent ni
sur les composantes protéiniques (Ro ou La) et ARN (hY5)
isolées, ni sur les autres ribonucléoprotéines Ro, qu'elles
soient d'origine humaine ou animale. Cette population
d'anti-Ro représente donc de véritables AUTOanticorps qui,
de plus, reconnaissent spécifiquement des déterminants con-
formationnels. Dans un travail antérieur complété par
Sylvie Lapointe, nous avions démontré que la majorité des
sera anti-Ro contiennent des anticorps dirigés contre des
déterminants conformationnels sur 1l'antigéne Ro de 60 kD.
Afin de tenir compte de ces nouvelles données, nous pro-
posons que les stimuli conduisant & la production de cer-
tains autoanticorps impliquent une immunisation directe par
un autoantigéne intact.

Afin de préciser les éléments structurels ou fonction-
nels qui favorisent 1'immunogénicité des ribonucléoprotéines
Rohry5, nous avons développé une technique de purification
biochimique qui nous a permis d'obtenir et de caractériser
ces ribonucléoprotéines intactes. Nous avons ainsi démontré
que les ribonucléoprotéines Ro présentent un poids molécu-
laire apparent beaucoup plus élevé que la somme de leurs
constituantes individuelles, suggérant une dimérisation de
ces constituantes ou une association avec des protéines non
encore caractérisées. De plus, nous avons démontré que la
ribonucléoprotéine RohYs est associée de fagon stable avec la
protéine La. Cette derniére observation pourrait expliquer

la fréquente production concomitante des anticorps anti-Ro,
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anti-Ror¥s, et anti-La, et constitue un nouvel argument en
faveur de 1'immunogénicité de la ribonucléoprotéine RobhY5 in-
tacte.

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu définir plus
précisément la signification clinique de la production
d'autoanticorps anti-Ro. Dans une étude pilote, nous avons
observé qu'en comparaison avec un groupe de patients
rhumatoides non producteurs d'anti-Ro appariés pour 1'&age,
les rhumatoides producteurs d'anti-Ro présentaient des
caractéristiques démographiques et articulaires semblables
mais présentaient une fréquence plus élevée de
manifestations extra-articulaires.

Pour donner suite a ces données préliminaires, nous
avons établi une étude de cohorte portant sur toute la popu-
lation de patients atteints de PR soignés a 1'Unité des
Maladies Rhumatismales (UMR) du Centre Hospitalier
Universitaire de Sherbrooke (CHUS). A l'aide des résultats
de notre étude pilote, nous avons défini 5 manifestations
cibles pré-établies: 1) développement de LED/PR, 2) manifes-
tations vasculitiques, 3) abaissement simultané des com-
posantes C3 et C4 du complément, 4) leucopénie persistante
(moins de 4.0 x 109\L) non reliée a la prise d'une médica-
tion myélotoxique, et 5) mise au monde d'un enfant atteint
de lupus néonatal avec ou sans bloc atrioventriculaire car-
diaque congénital (bloc AV). Nous avons ainsi établi qu'un
échantillon de 292 patients (intervalle de 180 a 600 selon

les hypothéses) permettrait de détecter, avec une puissance
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de 80%, une différence significative a 5% entre les patients
rhumatoides producteurs et non-producteurs d'anti-Ro.

Entre Novembre 1985 et Mai 1987, trois cent trois pa-
tients rhumatoides consécutifs ont été évalués, desquels 278
(91.7%) ont été inclus. Les patients inclus représentent un
reflet non biaisé de la population rhumatoide suivie par
1'UMR, et présentent des caractéristiques cliniques compara-
bles a celles d'autres populations Nord-Américaines de
rhumatoides. Neuf patients (3.2%) produisaient des
anticorps anti-Ro détectables par double immunodiffusion en
gel d'agarose (ID). Ces 9 patients rhumatoides producteurs
d'anti-Ro avaient des caractéristiques démographiques et ar-
ticulaires semblables au groupe contrdéle; ils présentaient
toutefois plus fréquemment des manifestations de SS. Globa-
lement, les patients producteurs d'anti-Ro avaient un risque
relatif (RR) de 7.87 (p<0.001) de présenter 1l'une ou l'autre
des manifestations cibles, notamment un abaissement simul-
tané de C3 et de C4 (RR 2.30), une leucopénie en cours
d'évolution (RR 6.64) et du purpura non thrombocytopénique
de type vasculite leucocytoclasique (RR 44.83). Seuls des
patients producteurs d'anti-Ro ont donné naissance a un en-
fant atteint de bloc AV (1 patiente) et développé un syn-
drome de chevauchement LED\PR caractérisé par le développe-
ment d'un lupus érythémateux cutané subaigu (LECS) (1 pa-
tient). De fagon intéressante, les patients producteurs
d'anti-Ro avaient aussi un risque plus élevé de présenter

une photosensibilité marquée (RR 19.93) et d'étre traités
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avec des doses élevées de corticostéroides et/ou avec des
immunosuppresseurs (RR 2.37). Compte tenu de
1'hétérogénéité biochimique et immunologique que nous avons
démontrée dans le systéme Ro/anti-Ro, nos résultats obtenus
par la technique relativement peu sensible de 1'ID pour-
raient étre raffinés par l'utilisation de techniques de dé-
tection plus sophistiquées.

Notre travail ouvre de larges possibilités de recherche
fondamentale pour définir les caractéristiques structurelles
et fonctionnelles qui déterminent 1'immunogénicité de
l'autoantigéne Ro. De méme, il devient possible de définir
la sensibilité et la spécificité de nouvelles techniques
pour la détection des anti-Ro ainsi que d'établir leur uti-
lité clinique éventuelle. C'est dans cette voie que nous

sommes maintenant engagés.
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NOTE CONCERNANT LES PUBLICATIONS ANTERIEURES

Une partie importante des résultats rapportés dans ce
mémoire a déja fait l1l'objet de publications. Nous détail-
lons dans la présente liste les illustrations (Figures et
Tableaux) faisant partie de ces publications. Ces illustra-
tions ont toutefois été traduites et adaptées avant d'étre

intégrées au Mémoire.

Figures 1 a 8 et Tableau 1

Boire G. & Craft J. (1989) Biochemical and immunologi-
cal heterogeneity of the Ro ribonucleoprotein particles.
Analysis with sera specific for the RobYs particle. J. Clin.

Invest. 84; 270-279.

Figures 9 a 15

Boire G. & Craft J. (1990) Human Ro ribonucleoprotein
particles: characterization of native structure and stable
association with the La polypeptide. J. Clin. Invest. 85;
1182-1190.
Tableaux 2 a 5

Boire G. & Ménard H.A. (1988) Clinical significance of
anti-Ro(SSA) antibody in rheumatoid arthritis. J. Rheumatol.

15; 391-394.
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Mon intérét pour le systéme antigéne\anticorps Ro\anti-
Ro a débuté en cours de formation clinique de rhumatologie a
1'Université de Sherbrooke (1983-1985). J'avais alors
étudié la signification clinique des autoanticorps détectés
dans le laboratoire d'Immuno-rhumatologie du Dr Henri-A.
Ménard. Nous avions observé, d'une part, qu'une proportion
relativement élevée (33%) de nos patients producteurs
d'anti-Ro souffraient de polyarthrite rhumatoide (PR), et
d'autre part que ces derniers souffraient fréquemment de
manifestations extra-articulaires sévéres. J'ai voulu don-
ner suite a cette étude pilote en établissant une étude de
cohorte de notre population de rhumatoides, cette fois avec
un nombre plus adéquat de patients et un meilleur contrdle
des biais.

Entre temps, j'avais porté mon attention sur les as-
pects plus fondamentaux de la réponse autoimmune anti-Ro.
J'ai d'abord amorcé une étude des sous-populations
d'anticorps anti-Ro, mettant en évidence des anticorps re-
connaissant de fagon spécifique des déterminants conforma-
tionnels sur la protéine Ro de 60 kilodalton (kD). Cette
étude a par la suite été complétée par Sylvie Lapointe qui
en a fait le sujet de son mémoire de maitrise "Des autoanti-
corps reconnaissent des déterminants conformationnels de la
protéine Ro(SS-A)" déposé en Février 1990. A partir de
Juillet 1987 et jusqu'en Juin 1989, j'ai poursuivi ma forma-
tion post-doctorale a 1l'Université Yale de New Haven,

Connecticut, en étudiant 1'autoantigéne Ro intact et la



réponse autoimmune dirigée contre lui. J'ai pu ainsi démon-
trer une hétérogénéité au sein des ribonucléoprotéines Ro
ainsi que des autoanticorps qui les reconnaissent. Ces
travaux n'ont pour 1l'instant pas porté sur les corrélations
cliniques de ces nouvelles populations d'anticorps.
L'évaluation de 1l'apport que ces acquis technologiques ap-
porteront a la clinique reste donc a définir.

Ce long cheminement explique 1l'aspect "bicéphale" de
mon mémoire. Dans un premier temps, j'y ai rapporté les ré-
sultats de mes recherches en biochimie et en immunologie
fondamentales. Dans un deuxiéme temps j'y ai présenté les
résultats d'études évaluant la signification clinique des
anticorps anti-Ro dans une population de patients atteints
de polyarthrite rhumatoide. Ces deux approches représentent
toutefois des éléments complémentaires. La définition plus
exacte des sous-populations d'anticorps anti-Ro pourrait en
effet permettre l'identification de meilleurs marqueurs
sérologiques. De plus, en filigrane de ce travail, se
trouve la recherche d'une réponse a deux questions impor-
tantes. Tout d'abord, quels sont les facteurs qui con-
duisent certains malades a perdre sélectivement leur
tolérance envers une composante mineure de la cellule hu-
maine? Ensuite, quelle est la relation entre la production
de ces autoanticorps et les processus pathogéniques qui con-
duisent & la maladie? Bien que nous n'apportions de réponse

définitive a aucune de ces questions, nous espérons que



notre contribution aura permis d'avancer, méme de fagon

minime, dans la bonne direction.

1.1 Systéme immunitaire

Le systéme immunitaire a la responsabilité de re-
connaitre et de détruire une multitude d'agresseurs tant
exogénes qu'endogénes. Le développement d'une réponse spé-
cifique a un agresseur aussi bien que la distinction du soi
et du non-soi sont la responsabilité de cellules spécia-
lisées, les lymphocytes T et B (Nossal, 1983). Ces cellules
reconnaissent les antigénes a l'aide de récepteurs présents
a leur surface, chaque cellule portant un seul type de ré-
cepteur (Nossal et Lederberg, 1958; Hozumi et Tonegawa,
1976; Yanagi et al., 1984; Hedrick et al., 1984). Quoique
les récepteurs sur les différentes populations de lympho-
cytes partagent des éléments structurels similaires, les
lymphocytes B et les lymphocytes T reconnaissent les
antigénes de fagon radicalement différente (voir plus bas).
Avant d'aborder le probléme des dysfonctions conduisant au
développement de réactions autoimmunes, il convient
d'établir d'abord les grandes lignes du fonctionnement de la
réponse immune "normale". Il convient aussi de rappeler le
rdle essentiel joué par les récepteurs de surface des lym-
phocytes B, et en particulier leur prédilection pour des

déterminants conformationnels, dans la sélection des clones



qui se différencieront en plasmocytes et en cellules-mémoire

(Nossal, 1987; Germain, 1986; Lanzavecchia, 1985).

1.1.1 Définitions

1.1.1.1 Antigéne

Un antigéne est toute substance contre laquelle
l'organisme peut développer une réponse immunitaire. Bien
que les antigénes soient généralement des protéines,
l'organisme peut reconnaitre comme antigénique pratiquement
n'importe quelle molécule complexe. Certaines molécules
simples, par exemple certains métaux, peuvent devenir
antigéniques par suite de leur combinaison avec des pro-
téines propres a 1'héte qui sont ainsi modifiées. De telles
molécules simples qui ne sont pas antigéniques en elles-méme
mais qui peuvent le devenir par suite de leur interaction

avec des protéines complexes sont appelées hapténes.

1.1.1.2 Epitope

La région d'un antigéne qui interagit avec un an-
ticorps ou avec un récepteur a la surface d'un lymphocyte
est définie comme un épitope (Benjamin et al, 1984). Un
épitope n'est pas une propriété intrinséque d'une structure
particuliére, mais est définie par référence au site de son

interaction avec le récepteur. Un épitope peut étre consti-



tué de structures continues (linéaires) ou discontinues

(conformationnelles).

1.1.1.3 Anticorps

Les anticorps appartiennent a une famille de gly-
coprotéines qui partagent des caractéristiques structurelles
et fonctionnelles (Harlow et Lane, 1988). 1Ils sont définis
par leur capacité d'interagir de fagon spécifique avec un
épitope présent sur un antigéne donné. L'interaction
antigéne-anticorps est noncovalente et réversible. La force
de l'interaction entre un épitope et un anticorps est
définie par la constante d'affinité. Cette affinité varie
de 105 mol-! & plus de 1012 mol-i. Des sera polyclonaux con-
tiennent des mélanges d'anticorps de différentes affinités.
Des techniques de détection comme 1'immunobuvardage ou les
tests immunoenzymatiques en phase solide (e.g. ELISA) sont
capables de détecter des anticorps de plus faible affinité,
alors que 1l'immunoprécipitation requiert habituellement des

anticorps de plus forte affinité.

1.1.1.4 Tolérance

La tolérance immunitaire représente un état de
non-réactivité spécifique du systéme immunitaire face a un
antigéne, requérant dans son développement un contact préa-

lable avec lui (Theofilopoulos, 1987).



1.1.2 Caractéristiques de la réponse immune.

Pour donner lieu a une réponse immune, trois conditions
doivent étre remplies (Nossal, 1989). Premiérement, les
substances antigéniques doivent étre reconnues par des ré-
cepteurs spécifiques présents sur la surface de cellules
lymphocytaires. La probabilité de cette reconnaissance est
grandement augmentée par un mécanisme de recombinaison soma-
tique des génes codant pour les récepteurs membranaires.

Les mécanismes impliqués dans le développement de cette di-
versité ont été le sujet de diverses revues (Tonegawa, 1983;
Hedrick, 1984). Chaque lymphocyte porte a sa surface un
seul type de récepteur provenant d'une seule recombinaison
de génes (Nossal et Lederberg, 1958; Hozumi et Tonegawa,
1976).

Deuxiémement, a l'exception de certains antigénes ap-
pelés T-indépendants, le développement d'une réponse immune
implique une collaboration entre les lymphocytes T et les
lymphocytes B (Kurt-Jones et al., 1988) et\ou entre les lym-
phocytes T et des cellules capables de présenter 1l'antigeéne,
principalement les macrophages et les lymphocytes B (Nossal
et al., 1968).

Troisiémement, un antigéne doit induire les lymphocytes
spécifiques pour cet antigéne a quitter 1'état de repos cel-
lulaire appelé G, et a entreprendre une série de mitoses.

Ce mécanisme de sélection clonale donne naissance a une po-



pulation de cellules effectrices de la réponse immune. Ces
cellules peuvent étre des cellules T cytotoxiques, des cel-
lules T auxiliaires (Th), des cellules T suppressives (Ts),
ou des plasmocytes producteurs d'anticorps, mais toutes sont
spécifiques pour l'antigéne ayant causé l'activation de la
cellule initiale. Le processus de sélection clonale n'est
pas déclenché par la simple interaction de l'antigéne avec
1l'un de ses récepteurs. Il implique plutdt 1l'interrelation
de multiples récepteurs présents sur des cellules dif-
férentes, l'action de cytokines qui sont des facteurs de
différenciation et de croissance, et probablement d'autres
signaux dépendant de certains contacts intercellulaires
(Zubler et al., 1987; Sanders et al., 1986). La complexité
des signaux nécessaires a la mise en marche de l'activation
clonale représente une composante majeure de

1'immunorégulation (Nossal, 1983).

1.1.3 Présentation de 1l'antigéne

1.1.3.1 Complexe Majeur d'Histocompatibilité

Les molécules du Complexe Majeur
d'Histocompatibilité (CMH) appartiennent a deux groupes de
glycoprotéines: les molécules de Classe I et les molécules
de Classe II. Leur structure générale rappelle celle des
immunoglobulines; ces derniéres sont probablement dérivées

des molécules du CMH au cours de l'évolution. L'ensemble



des molécules de ce type (incluant entre autres les récep-
teurs a la surface des lymphocytes T) est maintenant re-
groupé sous le vocable de "superfamille des immunoglobu-
lines". Les molécules de Classe I sont présentes a la
surface de toutes les cellules nucléées, alors que les
molécules de Classe II ne sont présentes que sur les cel-
lules présentant les antigénes, telles que les macrophages
et les lymphocytes B (Shimonkevitz et al., 1983). La plu-
part des antigénes intacts ne semblent pas pouvoir
s'associer aux molécules du CMH (Unanue, 1984; Sette et al.,
1989), bien que cela semble occasionnellement le cas (Sette
et al., 1989). Pour pouvoir s'y associer, les antigénes
protéiniques doivent étre soit dénaturés soit dégradés sous
forme d'oligopeptides. Puisque seuls quelques oligopeptides
dérivant d'un antigéne donné sont capables d'interagir avec
une molécule CMH donnée, la plus grande partie d'une pro-
téine antigénique reste invisible aux cellules T (Melms et
al., 1989). 1I1 existe donc la possibilité, rare dans les
espéces non consanguines, qu'aucun oligopeptide dérivé d'un
antigéne donné ne puisse interagir avec les molécules CMH
présentes sur les cellules présentatrices d'antigéne de
1'individu. Ceci conduirait a un état de "tolérance" résul-
tant de 1l'incapacité de reconnaitre l'antigéne, état qui
difféere de la tolérance acquise durant 1l'ontogénie du sys-
téme immunitaire et responsable de la distinction du soi et

du non-soi.
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1.1.3.2 Association avec les molécules CMH de

classe 1

Les molécules CMH de classe I sont constituées
d'une chaine lourde repliée en trois domaines globulaires
associée a une molécule de B,-microglobuline. Il semble que
par un mécanisme qui n'est pas encore tout a fait élucidé,
les antigénes intracellulaires (qu'ils soient autologues ou
hétérologues, e.g. une protéine virale) sont dégradés dans
un compartiment cellulaire non lysosomal et produisent des
oligopeptides qui sont capables de s'associer avec les
molécules de classe I (Parham, 1989). Le complexe CMH-
oligopeptide migre alors vers la surface cellulaire ou il
devient accessible aux cellules T. L'association avec un
oligopeptide semble étre nécessaire pour permettre la migra-
tion de la molécule CMH a la surface cellulaire (Townsend et

al., 1989).

1.1.3.3 Association avec les molécules CMH de

classe II

Les molécules CMH de classe II sont des
hétérodiméres constitués d'une chaine a et d'une chaine B.
Les antigénes extracellulaires sont phagocytés par la cel-
lule et dégradés dans le compartiment lysosomial.
L'interaction des oligopeptides qui en dérivent avec les

molécules CMH semble 1la aussi se produire intracellulaire-
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ment avant la migration de la molécule CMH a la surface de
la cellule, quoique la présence de molécules CMH disponibles
pour interagir avec un oligopeptide extracellulaire soit
bien établie (Babbitt et al., 1985; Benacerraf, 1988). Les
protéines autologues semblent pouvoir étre digérées intra-
cellulairement de fagon constante et semblent également étre
présentées d'une fagon similaire a celle de protéines

étrangéres a l'organisme (Lorenz et Allen, 1988).

1.1.4 Reconnaissance antigénique

1.1.4.1 Lymphocytes T

Les récepteurs des cellules T ne reconnaissent
les antigénes que lorsqu'ils sont présentés a la surface
d'autres cellules en association avec une molécule du CMH
(Unanue, 1984). L'attachement & une cellule présentatrice
par l'intermédiaire d'une molécule CMH porteuse d'un
oligopeptide que le lymphocyte T reconnait rend cette cel-
lule susceptible a l'action de médiateurs solubles tels que
les interleukines 1 et 2 (IL-1 et IL-2). En réponse a la
stimulation par ces interleukines, les lymphocytes T pro-
liferent et se différencient. L'ensemble de ce systéme de
régulation permet une amplification rapide de lymphocytes Th
en réponse a une stimulation antigénique tout en conservant

une spécificité trés élevée.
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1.1.4.2 Lymphocytes B

L'ADN génomique contient un nombre élevé de génes
codant pour les chaines lourdes et légéres des anticorps.
Avant méme leur exposition a tout antigéne extérieur, de
nombreuses cellules B formant un vaste répertoire préimmun
sont produites par un processus qui implique des recombi-
naisons et des mutations aléatoires de ces génes chez les
précurseurs des lymphocytes B (Tonegawa, 1983). Des cel-
lules B différenciées produisent des anticorps IgM et IgD
qui se localisent a leur surface et n'expriment qu'une seule
spécificité par cellule. Les anticorps sécrétés par suite
de l'activation du lymphocyte B auront la méme spécificité
que les anticorps présents a la surface de la cellule, mais
pourront appartenir & l'une ou l'autre des 5 classes
d'immunoglobulines (i.e. IgM, IgG, IgA, IgD, ou IgE) par
suite d'un processus de changement d'isotype ("class-

switching"; French et al., 1989).

1.1.4.3 Production des anticorps: interaction

entre lymphocytes T et B.

Les lymphocytes B semblent étre capables de
digérer un antigéne de fagon similaire aux autres cellules
présentatrices d'antigénes. Le lymphocyte B présente toute-
fois un avantage considérable puisque son interaction avec

l'antigéne est spécifique. En effet, seuls les antigénes
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capables de se complexer aux anticorps de surface seront in-
ternalisés dans les lymphocytes B (Chestnut et Grey, 1981;
Rock et al., 1984). Le complexe formé par un oligopeptide
dérivé de l'antigéne et des molécules CMH de Classe II sur
les lymphocytes B est identique au complexe formé a la sur-
face d'autres cellules présentatrices. Il semble donc que
les mémes lymphocytes Th déja stimulés aprés leur interac-
tion avec une autre cellule présentatrice puissent main-
tenant s'attacher au lymphocyte B et déclencher le mécanisme
de sélection clonale conduisant a la formation de plasmo-
cytes producteurs d'anticorps et de cellules B mémoire capa-
bles de reconnaitre l'antigéne lors d'une exposition sub-
séquente et d'y répondre de fagon plus rapide (Nossal,
1968).

Pour résumer, la régulation de la production des
anticorps repose en grande partie sur la nécessité d'une in-
teraction entre les lymphocytes B et les lymphocytes Th
(Nossal, 1968). Pour qu'il induise la formation
d'anticorps, un antigéne doit d'abord avoir un épitope qui
peut s'attacher a un anticorps a la surface d'un lymphocyte
B et ensuite, lors de sa dégradation intracellulaire, donner
naissance a au moins un fragment qui peut s'attacher a une
molécule CMH de Classe II et donner ainsi naissance a un
complexe reconnaissable par le récepteur d'un lymphocyte Th.
Puisque l1l'attachement sur la molécule CMH de classe II se
fait par l'intermédiaire de produits de dégradation de

l'antigéne, le site responsable de cette interaction peut ne
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pas étre exposé sur l'antigéne intact (Harlow et Lane,
1988). Toutefois, seuls les épitopes qui sont présents a la
surface de l'antigéne intact peuvent s'attacher aux lympho-
cytes B et induire la production d'anticorps. Il en résulte
que les anticorps produits en réponse a une immunisation
avec des antigénes natifs reconnaissent fréquemment des
déterminants antigéniques natifs ou conformationnels puisque
ce sont la les déterminants accessibles aux lymphocytes B
(Benjamin et al., 1984). Pour la méme raison, les anticorps
produits en réponse a une immunisation avec des antigénes
dénaturés reconnaissent habituellement des séquences conti-
nues d'acides aminés. Cette notion est particuliérement im-
portante compte tenu que l'essentiel de notre travail porte
sur la reconnaissance d'un antigéne natif par les autoanti-

corps anti-Ro.

1.2 Tolérance et autoimmunité

Les mécanismes qui peuvent empécher des clones de lym-
phocytes spécifiques contre le soi de réagir contre des
molécules autologues ont été résumés par Nossal (Nossal,
1983). Premiérement, les clones spécifiques pour des
molécules autologues peuvent étre éliminés pendant la forma-
tion de l'organisme (ontogénie). Deuxiémement, des lympho-
cytes T suppresseurs (Ts) peuvent supprimer les clones de
lymphocytes autoréactifs, soit en reconnaissant directement

un antigéne donné, soit en reconnaissant des récepteurs spé-
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cifiques pour l'antigéne présents sur les cellules auto-
réactives. Troisiémement, un réseau d'anticorps anti-idio-
types peut prévenir la prolifération des clones
autoréactifs. Quatriémement, la dégradation d'antigénes au-
tologues pourrait donner naissance a des oligopeptides non
immunogéniques qui pourraient inhiber de fagon compétitive
l'interaction des oligopeptides immunogéniques dérivés des
antigénes autologues avec les récepteurs des lymphocytes T.
Cinquiémement, les antigeénes autologues pourraient étre con-
tenus dans des structures auxquelles les lymphocytes n'ont
normalement pas accés, par exemple l'intérieur de 1l'oeil ou
des cordons spermatiques. Sixiémement, les génes codant
pour les régions variables des immunoglobulines autoréac-
tives peuvent avoir été éliminés au cours de 1l'évolution de
l'espéce (phylogenése) ou au cours de la formation de
1'individu (ontogenése) (modéle de Jemmerson et Margoliash).
Chacun de ces mécanismes repose sur des preuves expérimen-
tales, et il est probable que tous contribuent, a des degrés
divers, a l'établissement de la tolérance.

L'élimination des clones autoréactifs semble étre beau-
coup plus efficace dans le cas des lymphocytes T que dans
celui des lymphocytes B. En effet, des clones de lympho-
cytes B reconnaissant 1'ADN dénaturé ou ayant une activité
facteur rhumatoide (FR) peuvent étre isolés a partir
d'individus tant malades que normaux (Ohosone et al., 1986;
Cairns et al., 1986; Bell et al., 1987). Les anticorps

alors produits sont habituellement de classe IgM, de faible
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affinité, et polyspécifiques. Cette constatation suggére
que les lymphocytes B qui présentent une faible affinité
pour des antigénes autologues ne sont pas complétement éli-
minés du répertoire immunitaire. La maturation de ces
clones autoréactifs semble toutefois normalement bloquée par
un mécanisme de suppression active. Des autoanticorps na-
turels tels que les FRs et les anticorps anti-ADN pourraient
méme avoir des fonctions de régulation de la réponse a un
stimulus antigénique, et pourraient faciliter 1'élimination
des complexes immuns et des autoantigénes libérés dans le
serum aprés la lyse cellulaire (Carroll et al, 1985;
Levinson et Martin, 1988).

Jemmerson et Margoliash (Benjamin et al., 1984;
Jemmerson et Margoliash, 1979) ont observé que lors de
l'utilisation d'un antigéne dérivé d'une espéce apparentée
pour immuniser un animal (e.g. cytochrome c de la souris
chez le rat), les autoanticorps élicités reconnaissent
préférentiellement les régions de l'antigéne qui différent
de l'autoantigéne. Ils ont donc suggéré que les autoanti-
corps induits par immunisation ont tendance a reconnaitre
des épitopes qui sont instables au cours de 1l'évolution. Ce
modéle suggére qu'aux mécanismes d'élimination ou de
"tolérisation" des clones de lymphocytes autoréactifs sur-
venant au cours du développement de 1l'individu s'ajouterait
un mécanisme de délétion phylogénique par lequel les génes
codant pour les régions variables des immunoglobulines cor-

respondant a des anticorps autoréactifs seraient préféren-
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tiellement éliminés. Toutefois, une fois que la tolérance
pour un autoantigéne est brisée et que le systéme immuni-
taire a commencé a y répondre, des mutations somatiques sur-
venant dans les clones autoréactifs conduiraient a une
diversification de la réponse immune a cet antigéne. Le
répertoire des autoanticorps s'étendrait donc progressive-
ment pour reconnaitre d'autres portions de 1l'autoantigéne

qui présentent les propriétés requises (Benjamin, 1984).

1.3 Autoanticorps et collagénoses

Les collagénoses sont des maladies d'étiologie inconnue
caractérisés par des signes de déréglement immunitaire. Ces
maladies ont été regroupées en grands syndromes cliniques a
1'aide de critéres diagnostiques établis par consensus
(Schumacher, 1988). La plus fréquente des collagénoses est
la polyarthrite rhumatoide (PR), qui touche de 0.3 a 1.5% de
la population &gée de plus de 18 ans (Hochberg, 1988).
Viennent ensuite le Lupus érythémateux disséminé (LED) et le
syndrome de Sjogren primaire (SS) qui affectent chacun entre
0.05 et 0.10% de la population. Enfin, la sclérodermie et
les myopathies inflammatoires auraient chacune une
prévalence d'environ 0.01%. L'un des éléments permettant de
regrouper ces syndromes aux manifestations cliniques variées
est la présence, dans le serum de la majorité des patients,
d'anticorps (ou autoanticorps) dirigés contre des

composantes intracellulaires (Hardin et Mimori, 1985; Tan,
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1989). Le serum de sujets normaux ne contient
habituellement pas de niveaux détectables de ces
autoanticorps.

Au total, les autoantigénes reconnus par les patients
atteints de collagénoses sont trés nombreux et se retrouvent
tant dans le cytoplasme que dans le noyau et les nucléoles.
Plusieurs observations suggérent que la production des
autoanticorps n'obéit pas au hasard (Hardin et Mimori, 1985;
Tan, 1989). Premiérement, des milliers d'autoantigénes
potentiels sont présents dans une cellule de mammifére, mais
seul un nombre restreint (de 10 a8 20 environ) semblent étre
reconnus avec une fréquence mesurable. Deuxiémement, les
autoanticorps qui reconnaissent un antigéne donné ont ten-
dance a ne se retrouver que chez des patients souffrant
d'une maladie donnée. Par exemple, seuls les patients at-
teints de LED produisent des anticorps dirigés contre 1'ADN
double brin (nADN) ou contre une ribonucléoprotéine appelée
Sm (Notman et al., 1975). De méme, les anticorps anti-Scl
70 (dirigés contre l'enzyme topoisomérase I de 1'ADN) et les
anticorps reconnaissant 1l'enzyme tARNhis synthétase ne sont
respectivement retrouvés que chez les patients atteints de
sclérodermie et de polymyosite. D'autres autoanticorps
présentent des associations cliniques moins strictes mais
représentent néanmoins une aide diagnostique, e.g. anti-RNP
et connectivite mixte (MCTD) [Sharp et al, 1972], anti-
centromére et sclérodermie de forme limitée (CREST)

[Fritzler et al, 1980], et anti-SS-A (Ro) et anti-SS-B (La)
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et syndrome de Sjogren (SS) primaire et anti-SS-C/RAP et
polyarthrite rhumatoide avec SS secondaire [Alspaugh et al,
1976]. Troisiémement, un patient donné ne produit
habituellement des autoanticorps que contre un nombre
restreint d'autoantigénes (de 1 a 5 environ).
Quatriémement, certains autoanticorps de spécificité donnée
(e.g. anti-Sm et anti-Ul RNP) ne semblent pas étre produits
de fagon indépendante mais reconnaissent des antigénes qui
sont retrouvés in vivo en association a l'intérieur de
complexes macromoléculaires (Reeves et al., 1985; Eisenberg,
1985; Wolin et al, 1983; Reeves et Sthoeger, 1989).

Ces observations suggérent que les autoantigénes eux-
méme pourraient jouer un rdéle direct dans la production des
autoanticorps. Une part importante de la recherche moderne
en immunologie clinique a donc étudié les caractéristiques
et les propriétés des autoantigénes pouvant étre respon-
sables de leur immunogénicité. Il est d'ailleurs possible
que la compréhension des mécanismes conduisant a la produc-
tion des autoanticorps pourrait éventuellement permettre la
compréhension des mécanismes pathogéniques sous-jacents aux
collagénoses. Dans ce contexte, nous avons choisi d'étudier
la réponse autoimmune dirigée contre 1l'autoantigéne Ro, en
partie a cause de sa prévalence relativement élevée, et en
partie a cause de ses associations cliniques étroites et im-
portantes. La contribution de certaines de ses propriétés a
1'immunogénicité de 1l'antigéne Ro parait d'autant plus pro-

bable que celui-ci n'est qu'une composante mineure de la
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cellule, représentant moins de 0.05% des protéines solubles

(Yamagata et al., 1984).

1.4 Maladies autoimmunes et autoanticorps anti-Ro

Les anticorps anti-Ro sont retrouvés chez environ 30%
des patients avec LED et chez 50 a 80% des patients atteints
de SS primaire (Tan, 1989; Harley et al, 1986; Reichlin,
1986). De plus, ces autoanticorps sont fortement associés
au lupus néonatal accompagné ou non de bloc cardiaque
atrioventriculaire congénital (bloc AV) (Scott et al, 1983;
Watson et al., 1984). 1Ils sont en effet détectables chez
presque 100% des méres qui donnent naissance a ces enfants.
Les anti-Ro maternels sont transportés a travers le placenta
et sont détectables de fagon transitoire dans le serum des
enfants atteints. Les troubles de conduction cardiaque
semblent résulter d'un dommage irréversible survenu in
utero. Par contre, les manifestations cutanées du lupus
néonatal sont habituellement transitoires et suivent de
fagon grossiérement paralléle les niveaux sériques d'anti-Ro
maternels. Toutefois, seule une minorité des méres
productrices d'anti-Ro donneront naissance a des enfants
atteints de lupus néonatal. De méme, une mére ayant donné
naissance a un enfant atteint de bloc AV ne donnera
naissance que dans environ 25% des cas a un enfant atteint

de lupus néonatal (avec ou sans bloc AV) lors de grossesses

subséquentes (Watson et al., 1984). Une grande proportion
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des producteurs d'anti-Ro sont porteurs des antigénes
d'histocompatibilité HLA DR2 et DR3 (Harley et al., 1986;
Arnett et al., 1989). Les méres productrices d'anti-Ro dont
les enfants sont atteints de lupus néonatal ont une
fréquence élevée de HLA DR3, cependant que les méres produc-
trices d'anti-Ro dont les enfants sont normaux ont une
fréquence élevée de HLA DR2. Les enfants atteints, toute-
fois, ne démontrent aucune association avec les antigénes
HLA (Watson et al., 1984). Il semble donc que la production
des anti-Ro soit modulée par les antigénes HLA, mais que la
susceptibilité a l'expression du lupus néonatal soit modulée
par d'autres génes ou par des éléments non génétiques.

Les anti-Ro représentent aussi l'anomalie sérologique
la plus fréquemment retrouvée chez les patients atteints de
lupus erythémateux cutané subaigu (LECS) (Sontheimer et al.,
1982) et de syndromes d'allure lupique associés a des défi-
ciences en composantes de la voie classique du complément
(Meyer et al, 1985). 1Ils sont en effet retrouvés chez plus
des deux tiers de ces patients lorsque la technique rela-
tivement peu sensible d'immunodiffusion en gel d'agarose
(ID) est utilisée. De plus, la présence d'anticorps anti-Ro
caractérise le groupe de patients avec SS (primaire et
secondaire) le plus a risque de développer des
manifestations extra-glandulaires de type vasculitique ou de
type atteinte du systéme nerveux central (Alexander et al.,
1983). Les anticorps anti-Ro se retrouvent également chez

une forte proportion de patients avec collagénoses "non
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classifiées" (Scopelitis et al., 1985) et a l'occasion dans
la sclérodermie ou la cirrhose biliaire primitive. Les
anti-Ro sont rares chez l'individu normal, quoiqu'a l'aide
d'une technique ELISA trés sensible de faibles titres
d'anti-Ro ont pu étre détectés chez 5 a 10% des individus
considérés normaux (Gaither et al., 1987).

La présence des anti-Ro dans le serum de patients avec
des manifestations cliniques trés différentes semble entrer
en contradiction avec 1l'étroite corrélation entre ces anti-
corps et certaines manifestations cliniques. L'existence de
différences qualitatives entre les anti-Ro produits par dif-
férents patients a été suggérée (Reichlin, 1986), certains
anticorps pouvant étre pathogéniques et d'autres pas.

La majorité des patients atteints de LED et de SS et
producteurs d'anti-Ro montrent des signes d'hyperactivité
immune (Alexander et al., 1983; Bell et al., 1984), tels que
de 1'hypergammaglobulinémie ou des complexes immuns circu-
lants élevés, et produisent un FR de fagon fréquente et a
titres élevés. Cette observation pourrait étre reliée a la
démonstration récente qu'une fraction des anti-Ro reconnais-
sent la portion Fc de 1'IgG (Mamula et al., 1987). Par
ailleurs, les anticorps anti-La (dirigés contre un polypep-
tide de 48 kD qui est associé de fagon transitoire a tous
les ARNs transcrits par 1'ARN polymerase III) (Gottlieb et
Steitz, 1989) sont rarement produits sans la production con-
comitante d'anti-Ro en quantités suffisantes pour étre

détectables par technique Elisa (Harley et al, 1986;



23

Reichlin, 1986; Hamilton et al, 1988; Arnett et al, 1989),
cependant que les anticorps anti-Ro sont fréquemment
retrouvés seuls, non accompagnés par d'autres autoanticorps

(Hardin et Mimori, 1985; Reichlin, 1986; Tan, 1989).

1.5 Anti-Ro et polyarthrite rhumatoide

La prévalence des anticorps anti-Ro dans la PR reste
mal définie. Lorsque détectés par les techniques d'ID ou de
contre-immunoélectrophorése, ils ne sont retrouvés que chez
1 &8 3% des patients. Une prévalence de 10 a 15% chez les
rhumatoides suivis dans un centre universitaire du Nord de
la Gréce a toutefois été rapportée (Moutsopoulos et al.,
1985). I1 n'est toutefois pas clair si cette prévalence
élevée provient de différences génétiques de cette popula-
tion (Skopouli et al., 1988) ou plus simplement d'un biais
de 1l'échantillon testé.

La faible prévalence des anti-Ro parmi les patients at-
teints de PR a conduit a négliger 1l'étude de ce groupe de
patients. Toutefois, un calcul simple permet de démontrer
qu'il s'agit d'une erreur. Les patients atteints de PR sont
en effet 10 a 30 fois plus nombreux que les patients at-
teints de LED ou de SS. Une prévalence d'anti-Ro de 1'ordre
de 3 a 5% chez les PR en ferait 1l'un des groupes quantita-
tivement les plus importants parmi les patients producteurs
de ces anticorps. Jusqu'a présent, seule 1l'étude grecque de

Moutsopoulos a suggéré que les patients avec PR producteurs
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d'anti-Ro présenteraient plus fréquemment des manifestations
occultes de SS et démontreraient surtout une incidence plus
élevée d'effets secondaires lors d'un traitement a la D-
pénicillamine. A notre connaissance, aucune étude systéma-
tique de cette population de malades n'a été rapportée.
Toutefois, suite a la publication d'un résumé ou nous rap-
portions 2 patientes souffrant de PR et productrices d'anti-
Ro ayant développé un LECS (Boire et Ménard, 1986), cette
association a été confirmée chez 3 autres patients (Cohen et
al., 1986). Nous avons pu démontrer que nos 2 patientes
initiales, tout comme un troisiéme identifié par la suite
(Boire et Ménard, 1988), avaient d'abord développé un
tableau de PR et des anticorps anti-Ro avant de développer
leur tableau de LECS puis de LED. De plus, les anti-Ro
présents chez ces patients présentaient un comportement
immunochimique différent des anti-Ro usuels (Boire et
Ménard, 1989). Il semble donc que la production d'anti-Ro
particuliers pourrait caractériser les patients rhumatoides

susceptibles de développer un LECS et/ou un LED.

1.6 Hétérogénéité des anticorps anti-Ro

L'existence de différentes catégories d'anticorps re-
connaissant l'antigéne Ro a d'abord été mise en évidence par
1l'observation que les anticorps présents dans des sera don-
nant une ligne d'identité en ID pouvaient étre dirigés con-

tre un polypeptide de 60 kD ou contre un polypeptide de 52
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kD lorsque testés en immunobuvardage (IB) (Ben-Chetrit et
al., 1988). Par la suite, un troisiéme polypeptide de 54 kD
reconnu par les anticorps contenus dans des sera anti-Ro a
été identifié (Rader et al., 1989). Tout récemment, un
polypeptide de 48 kD mais migrant de fagon aberrante en gel
de polyacrylamide comme une protéine de 60 kD, appelé cal-
réguline, lui aussi reconnu par des sera anti-Ro, a été
cloné et caractérisé (McCauliffe et al., 1990). Tous ces
polypeptides semblent capables de former un complexe avec
les ARNs Ro puisque des anticorps reconnaissant chacun de
ces polypeptides immunoprécipitaient les ribonucléoprotéines
Ro a partir d'extraits de cellules humaines en culture.

Un deuxiéme niveau d'hétérogénéité fut suggéré par
1l'observation que l'antigéne Ro non dénaturé était reconnu
par des dilutions de sera cent fois plus grandes que
l'antigéne dénaturé (Rosario et al., 1988). Récemment, nous
avons observé que la plupart des sera anti-Ro contiennent
des anticorps qui sont dirigés contre des déterminants
présents sur l'antigéne Ro natif mais absents en immunobu-
vardage utilisant 1l'antigéne Ro dénaturé par traitement au
SDS (Boire et al., 1988; Lapointe, 1990). Certains sera
semblaient d'ailleurs ne contenir que des anticorps recon-
naissant l'antigéne Ro natif.

Troisiémement, dans des expériences d'inhibition en
ELISA, le groupe de Reichlin a démontré que les polypeptides
Ro et La humains sont plus efficaces pour détecter les au-

toanticorps humains que ne le sont les polypeptides corres-



26

pondants provenant d'animaux (Rader et al., 1989). Ceci
suggére que les anticorps anti-Ro et anti-La seraient de
véritables autoanticorps et seraient dirigés de fagon
préférentielle contre des déterminants spécifiquement
humains. Cette derniére observation vient confirmer nos

propres observations.

1.7 Réle pathogénique des autoanticorps

I1 est improbable que des anticorps puissent entrer
dans une cellule vivante et perturber des fonctions intra-
cellulaires essentielles, quoiqu'un tel mécanisme aie été
suggéré dans le cas des anticorps anti-RNP (Alarcon-Segovia
et al., 1979). Plus récemment, il a été suggéré que cer-
tains autoantigénes pourraient étre exprimés a la surface
cellulaire sous certaines conditions, et ainsi étre reconnus
par les anticorps circulants (LeFeber et al., 1984; Norris
et al., 1984; Furukawa et al., 1988). Il est également pos-
sible que les autoanticorps puissent jouer un réle indirect
en formant des complexes immuns soit dans le serum (amenant
l'activation du complément lors de leur déposition dans les
tissus) ou directement dans les tissus. Ceci représente le
mécanisme suggéré pour la contribution des anticorps anti-
ADN a la pathogenése de la néphrite lupique (Koffler et al.,

1974).
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1.8 Role pathogénique des anticorps anti-Ro

Différents éléments suggérent que les anticorps anti-Ro
pourraient étre directement pathogéniques. Tout d'abord, la
présence d'anti-Ro est constante dans le serum des méres
d'enfants atteints de lupus néonatal; aucun autre autoanti-
corps, a l'exception des anti-La, n'est habituellement dé-
tectable dans ces sera (Watson et al., 1984). De méme, les
manifestations cutanées et hématologiques du lupus néonatal
sont surtout marquées a la naissance ou juste apreés, et dis-
paraissent habituellement vers 3 a 6 mois, suivant la courbe
de la clairance des IgG maternelles. Deuxiémement, une
fraction des enfants avec lupus néonatal souffre aussi d'un
bloc AV congénital. On a observé des dépdts
d'immunoglobulines maternelles dans le tissu cardiaque
d'enfants décédés des suites de 1l'atteinte cardiaque du
lupus néonatal (Deng et al., 1987). Comme les anticorps
anti-Ro ne semblent pas étre cardiotoxiques chez 1'adulte,
il est possible que l'expression de l'antigéne Ro soit dif-
férente dans le coeur foetal, ou encore que le coeur en
croissance soit plus susceptible aux dommages causés par une
atteinte immunologique. Troisiémement, les anticorps anti-
Ro se retrouvent chez plus des deux tiers des patients souf-
frant de LECS, une maladie exacerbée par l'exposition a la
lumiére (Sontheimer et al., 1982). Or les anticorps anti-Ro
sont capables de se fixer a la surface de kératinocytes

exposés a des radiations ultraviolettes (LeFeber et al.,
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1984) ou incubés dans un milieu contenant de 1l'estradiol
(Furukawa et al., 1988). Cette observation suggére que sous
certaines conditions l'antigéne Ro pourrait étre exprimé a
la surface des cellules, le rendant ainsi accessible aux
cellules du systéme immunitaire. De méme, quand des souris
immunodéficientes ayant regu des greffes de peau humaine ont
été immunisées passivement avec des anticorps anti-Ro
purifiés, ceux-ci ne se sont pas fixés sur la peau normale
d'origine humaine ou murine. Par contre, lorsque les mémes
souris greffées sont d'abord exposées a des radiations
ultraviolettes, les anticorps anti-Ro s'attachent a la peau
humaine mais pas a la peau de souris. Le pattern de
déposition de ces anticorps reproduirait d'ailleurs celui
des immunoglobulines observé dans des spécimens de peau de
patients souffrant de LECS (Lee et al., 1989). Bien que
fort suggestives, aucune de ces observations ne représente
toutefois une preuve d'un rdéle pathogénique direct des anti-

Ro dans ces manifestations cliniques.

1.9 L'autoantigéne Ro

1.9.1 Composantes ARN et protéiques

Les ribonucléoprotéines Ro sont formées d'un polypep-
tide de 60 kD associé a de petits ARNs de 83 & 112 nu-
cléotides appartenant & la famille des Y ARNs (Wolin et

Steitz, 1984). Récemment on a rapporté l'existence d'un
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polypeptide de 52 kD (Ben-Chetrit et al., 1988), puis celle
d'un polypeptide de 54 kD présent seulement dans les glo-
bules rouges (Rader et al., 1989), qui seraient aussi capa-
bles de s'associer aux ARNs Ro. Tout récemment, un polypep-
tide de 48 kD mais migrant de fagon aberrante en gel de
polyacrylamide comme une protéine de 60 kD lui aussi reconnu
par des sera anti-Ro, a été cloné et caractérisé (Lieu et
al., 1988; McCauliffe et al., 1990). De fagon surprenante,
la séquence de ce polypeptide correspondrait a une protéine
impliquée dans la régulation du calcium intracellulaire ap-
pelée calréguline. Le polypeptide La de 48 kD est également
associé avec une fraction des ribonucléoprotéines Ro
(Hendrick et al., 1981), probablement par l'intermédiaire de
l'extrémité 3' des ARNs, riche en Uridine, de la méme fagon
qu'il s'attache aux autres ARNs produits de transcription de
1'ARN polymérase de type III (Stefano, 1984; Gottlieb et
al., 1989; Hendrick et al., 1981). Le nombre d'ARNs Ro
varie d'une espéce a l'autre: les cellules nucléées humaines
en contiennent quatre, appelées hY1l-hY5 (hY2 est une forme
légérement tronquée de hYl); les globules rouges humains en
contiendraient deux, dont 1l'un migre avec hY4 et 1l'autre
migre entre hYl et hY2 en gel d'urée-polyacrylamide; les
cellules de souris en contiennent deux, appelées mYl et mY2;
les cellules de rat en contiennent trois (rYla, rYlb, et
rY2); et les cellules bovines en contiennent quatre (bYl-
bY4) (Wolin et Steitz, 1983; Reddy et al., 1983; Rader et

al., 1989; Mamula et al., 1989). Le polypeptide de 60 kD
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s'attache aux ARNs Ro & une région spécifique constituée par
1l'appariement de leurs extrémités 3' et 5' (Wolin et al.,
1983). Les sites d'attachement des polypeptides de 52 et de
54 kD et de la calréguline restent inconnus. Le polypeptide
de 60 kD a récemment été cloné et séquencé (Deutscher et
al., 1988; Ben-Chetrit et al., 1989). Une séquence simi-
laire a une séquence consensus présente sur plusieurs autres
protéines s'attachant a 1'ARN y a ainsi été identifiée,
constituant un site potentiel pour l'interaction avec les
ARNs ou d'autres polypeptides. Une séquence analogue a un
"doigt de zinc" a aussi été identifiée sur le polypeptide Ro
de 60 kD. Les "doigts de zinc" ont jusqu'a présent été
identifiés surtout chez des protéines qui interagissent avec
des acides nucléiques (Schleif, 1988). Leur rdle semble
étre d'induire un changement conformationel dans la protéine
permettant une interaction plus précise avec son substrat.
Bien que les composantes individuelles des ribonucléo-
protéines Ro semblent maintenant mieux connues, aucune
activité n'a pu leur étre attribuée. De méme, la fonction
des ribonucléoprotéines intactes reste inconnue. Il semble
que cette fonction soit essentielle puisque les ARNs Ro sont
les seuls produits de transcription de 1'ARN polymérase III
dont la production persiste dans des cellules soumises a des

conditions difficiles (Hendrick et al., 1981).
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1.9.2 Les ribonucléoprotéines Ro

Le poids moléculaire apparent en tamisage moléculaire

~

des ribonucléoprotéines Ro isolées de tissus étant de 100 a
150 kD, il a été suggéré qu'un seul ARN (20 a 32 kD) s'y
trouve associé a une seule protéine de 60 kD (Yamagata et
al., 1984; Scopelitis et al., 1980). Les conditions de
purification de ces ribonucléoprotéines étaient telles, dans
ces travaux déja anciens, que la composante protéique et\ou
1'ARN pouvaient avoir été dégradés ou dissociés. De plus,
peu de données existent sur le comportement en solution de
ribonucléoprotéines intactes (Monteilhet et Aggerbeck,
1986). Il est possible qu'un complexe d'acide nucléique et
de protéines ne se comporte pas exactement comme une pro-
téine globulaire. Le poids moléculaire des ribonucléopro-

téines Ro, et donc la stoichiométrie de leurs composantes,

reste donc une estimation sujette a caution.

1.9.3 Localisation intracellulaire de 1l'autoantigéne Ro

Bien que l'autoantigéne Ro aie été intensivement
étudié, sa localisation intracellulaire reste & préciser.
En utilisant des techniques d'immunofluorescence indirecte
ou de fractionnement cellulaire, plusieurs études ont en
effet rapporté une localisation cytoplasmique (Clark et al,
1969; Hendrick et al, 1981; Wolin et Steitz, 1983), d'autres

une localisation nucléaire (Alspaugh et al, 1976; Harmon et
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al, 1984; Gaither et al, 1987), et d'autres enfin en ont
retrouvé dans les deux fractions mais en proportion inverse
(Kato et al, 1982 [surtout cytoplasmique]; Ben-Chetrit et
al, 1988 [surtout nucléaire]. Harmon et al ont aussi
démontré que la méthode de fixation des cellules utilisées
dans la méthode d'immunofluorescence indirecte pouvait
modifier les résultats, suggérant que Ro pouvait facilement
passer d'un compartiment cellulaire a 1l'autre.

Jusqu'a récemment, l'explication de ces résultats
contradictoires n'était pas évidente. La réponse réside
probablement en partie dans 1l'hétérogénéité des anticorps
anti-Ro discutée a la section 1.6. Les études
d'immunolocalisation de l1l'autoantigéne Ro ont été faites
alors qu'on ignorait que des sera anti-Ro pouvaient contenir
des anticorps reconnaissant l'une ou l'autre d'au moins 3
protéines distinctes (60 kD, 52 kD, et 43 kD calréguline),
certaines ayant vraisemblablement une localisation surtout
nucléaire (60 kD et 52 kD) et d'autres cytoplasmique (e.g.
calréguline qui semble confinée au réticulum endoplasmique).
I1 est donc vraisemblable que ces divergences puissent
découler de l'utilisation de sera aux spécificités
distinctes. De méme il est possible que l'antigéne Ro soit
impliqué dans une fonction de transport ou de régulation des
mouvements de certaines protéines entre le noyau et le
cytoplasme, ou encore, que différentes ribonucléoprotéines
Ro aient des fonctions différentes (O'Brien et Harley,

1990).
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1.9.4 Expression de l'antigéne Ro a la surface des

cellules

Comme nous l1l'avons mentionné précédemment, des anti-
corps anti-Ro s'attachent a la surface de kératinocytes ex-
posés a des radiations UV (LeFeber et al., 1984). Cet
attachement est dépendant de la survie de la cellule,
puisque les cellules mortes ne fixent pas les anticorps et
que l'attachement des anticorps a la surface cellulaire est
inhibé par incubation en présence de cycloheximide. De
méme, l'estradiol augmente 1l'attachement d'anticorps anti-Ro
sur des kératinocytes en culture (Furukawa et al., 1988).
Cette action est spécifique puisque d'autres hormones n'ont
aucun effet. Des cellules Hep-2 infectées par des
adénovirus auraient également montré une translocation des
antigénes Ro et La d'abord dans le cytoplasme puis a la sur-
face des cellules (Tesar et Armstrong, 1986). De fagon
intéressante, aucune de ces cellules n'exprimait des
molécules CMH de classe II; la translocation de 1l'antigéne
n'était donc pas le résultat d'une présentation antigénique
classique. La structure moléculaire des antigénes Ro et La
exprimés a la surface des cellules n'a pas été étudiée, de
sorte qu'il n'est pas clair s'ils s'y retrouvent sous forme

dégradée, dénaturée, ou intacte.
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1.10 Techniques de détection des autoanticorps

Classiquement, les anticorps anti-Ro sont détectés par
la technique de double immunodiffusion en gel d'agarose
(ID). Quoique trés spécifique dans des systémes
antigéne\anticorps simples, cette technique présente des
limitations importantes. D'une part, l'antigéne n'est re-
connu que par sa capacité de former un précipité
lorsqu'exposé a un anticorps spécifique. Nous n'obtenons
ainsi aucune information sur les caractéristiques physi-
cochimiques de l'antigéne (poids moléculaire, etc.). De
plus cette technique ne permet pas de détecter les anticorps
non précipitants; elle est aussi peu sensible.

I1 y a quelques années, des techniques immunoenzyma-
tiques de type ELISA ont été développées (Yamagata et al.,
1984). Utilisant des antigénes purifiés par immunoaffinité,
ces techniques sont beaucoup plus rapides et sensibles que
1'ID, tout en permettant une quantification plus précise des
titres d'anticorps. Les techniques ELISA souffrent toute-
fois de quatre limitations potentielles: 1) l'antigéne puri-
fié peut étre contaminé par des traces d'autres
autoantigénes, diminuant ainsi la spécificité; 2) un
antigéne purifié par immunoaffinité est partiellement
dénaturé par les conditions de dissociation des complexes
antigéne\anticorps, rendant impossible la détection
d'anticorps dirigés contre des déterminants conformation-

nels; 3) l'attachement d'un antigéne & une surface conduit a
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des changements de conformation, aggravant encore le pro-
bléme de dénaturation de l'antigéne (Hollander et
Katchalski-Katzir, 1986); et 4) des anticorps de faible
affinité, et donc potentiellement polyspécifiques ou sans
importance clinique peuvent étre détectés (Barlow et al.,
1986; Jemmerson, 1987; Harlow et Lane, 1988; Jemmerson et
Blankenfeld, 1988).

La technique d4d'immunobuvardage (IB) a été développée en
paralléle aux techniques ELISA (Lieu et al., 1984; Elkon et
Culhane, 1984; Deng et al., 1985). Cette technique permet
l'identification de l'antigéne par son poids moléculaire ap-
parent lors d'une électrophorése sur gel de polyacrylamide.
Elle permet aussi l'utilisation d'un extrait antigénique
complexe, rendant plus facile le travail de purification de
l'antigéne. Toutefois, l'utilisation d'un détergent ionique
de type SDS et celle d'un agent réducteur dans la technique
d'IB classique neutralisent les interactions électrosta-
tiques et les ponts disulfure responsables des structures
secondaire et tertiaire des protéines. L'IB en conditions
dénaturantes ne permet donc de détecter que des anticorps
dirigés contre des épitopes constitués d'oligopeptides
linéaires et ignore totalement (ou presque) les anticorps
dirigés contre des déterminants conformationnels.

Une quatriéme technique, celle de 1l'immunoprécipitation
d'extraits de cellules en culture permet d'allier sensibi-
lité et spécificité, et permet la détection des antigénes

sous leur forme native (Hendrick et al., 1981; Craft et al.,
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1988; Forman et al., 1985). Cette technique permet égale-
ment la détection préférentielle d'anticorps de plus haute
affinité (Harlow et Lane, 1988), donc potentiellement plus
significatifs. Toutefois cette technique est laborieuse et
n'est pas utilisée pour la détection routiniére des autoan-
ticorps. Elle représente cependant une technique de
référence a laquelle les résultats obtenus par d'autres
techniques peuvent étre comparés.

Nous avons récemment mis au point une technique de dé-
tection des anti-Ro et des anti-La par immunobuvardage
d'extraits tissulaires séparés par électrophorése en condi-
tions non-dénaturantes (N-IB) (Boire et al., 1987; Lapointe,
1990). Cette technique permet la détection d'anticorps
dirigés contre des déterminants conformationnels. Bien que
nos résultats soient encore préliminaires, il semble que la
sensibilité et la spécificité de cette technique soient com-
parables a celles de 1l'immunoprécipitation d'extraits cellu-
laires (Boire et al., 1990). Cette technique a aussi permis
la détection d'anticorps anti-Ro dans un nombre appréciable
de sera qui restent négatifs en immunodiffusion et en im-
munobuvardage classique. L'apport de ce développement tech-
nologique pour la détection des anti-Ro reste encore a

évaluer.



MATERIEL ET METHODES

37



38

2.1 Sera

Nous avons utilisé des sera humains obtenus de donneurs
sains ainsi que de patients d'origine Canadienne-Frangaise
et Américaine souffrant de diverses collagénoses. Les
critéres diagnostiques utilisés pour la polyarthrite
rhumatoide (PR), le LED et la sclérodermie étaient ceux de
1'American Rheumatism Association (ARA) (Schumacher, 1988).
Les changements radiologiques ont été notés selon les stades
radiologiques de 1'ARA (Steinbrocker et al., 1949). Nous
avons défini le Syndrome de Sjogren (SS) comme 1l'association
de deux critéres cliniques (xérostomie et xérophtalmie) ou
d'au moins un critére clinique plus la démonstration
objective d'une atteinte soit oculaire (test de Schirmer
anormal ou test au rose bengale positif) soit salivaire
(présence d'au moins un amas de plus de 50 lymphocytes sur
une biopsie de glandes salivaires mineures [Greenspan et al,
1974] ou sialoscintigraphie démontrant une atteinte diffuse
de toutes les glandes salivaires majeures). Le SS était dit
primaire si le patient ne remplissait les critéres d'aucune
autre collagénose, et secondaire dans le cas contraire. Le
diagnostic de connectivite mixte (MCTD) était posé lorsque
le patient présentait des éléments de LED, de sclérodermie
et de polymyosite, habituellement accompagnés de titres
élevés d'anticorps anti-RNP (Sharp et al., 1972). Les
patients qui ne remplissaient les critéres pour aucun des

diagnostics précédents ont été déclarés souffrir d'une
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"connectivite non définie" (UCTD). Enfin, le diagnostic de
syndrome de Felty nécessitait la présence de la triade
compléte de PR, de splénomégalie, et de neutropénie.

Les sera anti-Ro contréle immunoprécipitaient les 4
ARNs associés a l'antigéne Ro a partir d'extraits de cel-
lules HeLa marquées in vivo avec [32P]orthophosphate
(Hendrick et al., 1981). Les sera identifiés anti-RohYs
n'immunoprécipitaient que 1'ARN Ro hY5 a partir d'extraits
semblables (Boire et Craft, 1989). Les sera anti-Ro en dou-
ble immunodiffusion en gel d'agarose (ID) formaient une
ligne de précipitine fusionnant avec la ligne de précipitine
formée par un serum anti-Ro de référence (CDC, Atlanta, GA).
Les sera anti-Ro en immunobuvardage de protéines dénaturées
au SDS (SDS-IB) reconnaissaient une bande co-migrant exacte-
ment avec la bande de 60 kD reconnue par le méme serum anti-
Ro de référence (Wolin et Steitz, 1984; Lieu et al., 1984;

Deng et al., 1985).

2.2 Etude pilote

Entre Septembre 1983 et Décembre 1984, 495 sera consé-
cutifs provenant de 334 patients furent regus pour carac-
térisation d'anticorps antinucléaires au laboratoire
d' Immuno-rhumatologie du Dr Henri-A. Ménard.

Les dossiers de tous les patients dont le serum conte-
nait un anticorps anti-Ro détectable par ID et qui étaient

suivis par un membre de 1l'Unité des Maladies Rhumatismales
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(UMR) ont été revus de fagon rétrospective. Parmi ces pa-
tients, un sous-groupe constitué de 12 individus souffrant
de PR a été étudié de fagon plus compléte. Un groupe de
patients souffrant de PR et apparié pour 1l'&age mais ne pos-
sédant pas d'anticorps anti-Ro a été constitué de fagon .
aléatoire a partir de la population de patients suivis par
les membres de 1'UMR. Les deux groupes de patients
rhumatoides ont été comparés en utilisant des tests t
bilatéraux (obéissant & une loi de Student) pour les
variables continues et des tests du chi carré (X2) pour les
variables discrétes. Compte tenu de la petite taille de
1'échantillon et de 1l'aspect exploratoire de 1l'étude, aucune
correction n'a été apportée pour tenir compte des

comparaisons multiples auxquelles nous avons procédées.

2.3 Etude de cohorte de la population rhumatoide

2.3.1 Sélection des patients

Les résultats obtenus lors de l'analyse de notre étude
pilote nous avaient suggéré que la présence d'anticorps
anti-Ro pouvait représenter un marqueur de sévérité de la
maladie rhumatoide. Comme toute étude de cas-témoins
rétrospective, cette étude ne pouvait guére que suggérer des
associations. Pour les confirmer, il nous fallait étudier

une population non sélectionnée.
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Nous avons donc opté pour une étude de cohorte d'un
échantillon aussi représentatif que possible de la po-
pulation des patients souffrant de PR. Pour ce faire, nous
avons inclus dans notre étude tous les patients consécutifs
examinés par un membre de 1'UMR du CHUS qui remplissaient
les critéres de 1'ARA permettant un diagnostic de PR. Nous
nous sommes limités aux patients examinés et diagnostiqués
par un membre de 1'UMR et non & tous les patients avec PR
examinés au CHUS pour deux raisons. Tout d'abord, puisque
seuls trois médecins étaient impliqués (Drs André Lussier,
Henri-A. Ménard, et Daniel Myhal), il serait plus facile de
s'assurer de l'inclusion de tous les patients avec un
diagnostic de PR. Pour ce faire, le diagnostic de chaque
patient examiné était consigné sur des listes qui étaient
remises au secrétariat de rhumatologie. Les patients iden-
tifiés rhumatoides sur ces listes, mais qui n'avaient pas
été inclus dans 1l'étude, avaient alors leur dossier revu.
Si les renseignements contenus au dossier suggéraient le
diagnostic de PR, tout était mis en oeuvre pour admettre ce
patient lors de sa prochaine visite. De cette fagon, nous
espérions rejoindre la quasi-totalité de 1l'échantillon visé.
Deuxiémement, en limitant la responsabilité du diagnostic a
des rhumatologues chevronnés, nous minimisions les erreurs
et nous augmentions nos chances de disposer de renseigne-
ments pertinents plus complets et plus détaillés. Nous
introduisions toutefois un biais de sélection, puisque seuls

les patients suffisamment atteints pour faire 1l'objet d'une
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référence a un rhumatologue risquaient ainsi d'étre échan-
tillonnés. Toutefois, la situation particuliére de 1'UMR du
CHUS, qui constitue a la fois un centre de référence ter-
tiaire et une unité de soins secondaire (puisqu'il n'y a
qu'une autre rhumatologue dans toute la région administra-
tive 05), pouvait nous assurer que l'échantillon étudié
serait probablemement représentatif des patients examinés
par la majorité des groupes de rhumatologues Nord-

Américains.

2.3.2 Inclusion des patients

La période d'inclusion s'est étendue du ler Novembre
1985 au 30 Mai 1987. Lors de leur identification, tous les
patients étaient informés de 1l'existence d'une étude portant
sur la sérologie des patients atteints de PR et leur
participation était sollicitée. La feuille de consentement
signée par les patients est jointe en annexe A.

Lors de 1l'inclusion, chaque patient subissait un examen
clinique complet, et des informations standardisées étaient
recueillies pour définir leurs caractéristiques cliniques
(e.g. durée de la maladie, manifestations extra-
articulaires, etc.). Le stade radiologique de leur atteinte
articulaire était alors établi par des radiographies des
mains et des pieds. Des prélévements sanguins et urinaires
étaient aussi effectués. Ces prélévements comprenaient en-

tre autres une formule sanguine compléte, un dosage des gam-
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maglobulines (N:0.5-1.6 g\dl) et des composantes du complé-
ment C3 (N:94-214 mg\dl) et C4 (N:16-50 mg\dl) mesurés par
néphélométrie par comparaison avec des réactifs contrdles.
De plus le titre de facteur rhumatoide IgM, exprimé en
Unités Internationales (UI), était déterminé par agglutina-
tion de billes de latex utilisant des sera de référence
obtenus du Center for Diseases Control (Atlanta, GA). Un
titre égal ou supérieur a 31 UI était considéré positif. La
présence de facteur antinucléaire (FAN) était aussi déter-
minée par immunofluorescence indirecte sur des coupes de
foie de rat. Un titre supérieur a 1:80 était considéré
positif. Enfin, un prélévement additionnel ("kit
sérologique") était effectué pour permettre la détection des
anticorps antinucléaires. Le "kit sérologique" comporte une
épreuve d'immunofluorescence indirecte sur cellules Hep-2 en
culture, le dosage des anticorps anti-ADN bicaténaire par
épreuve de Farr, l'identification des anticorps
antinucléaires par double immunodiffusion en gel d'agarose,
et le dosage des cryoglobulines sériques. Les sera
provenant de ce dernier prélévement ont été codés puis

congelés, pour étre analysés de fagon groupée.

2.3.3 Manifestations cibles

A partir des résultats de notre étude pilote, nous

avons défini comme manifestations cibles 1l'apparition de

l'une ou l'autre des manifestations extra-articulaires sui-
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vantes: 1) la présence de manifestations vasculitiques, 2)
une leucopénie persistante (moins de 4.0 x 109\L) non expli-
cable par une toxicité médicamenteuse, 3) un abaissement
simultané des composantes C3 (inférieure a 94 mg\dl) et C4
(inférieure a 16 mg\dl) du complément, 4) l'apparition d'un
syndrome de chevauchement PR\LED, et 5) la mise au monde
d'un enfant souffrant de lupus néonatal avec ou sans bloc AV
congénital. La frégquence de ces manifestations n'est pas
bien définie. Moins de 1% des malades souffrant de PR
présenteraient une leucopénie (Goldberg et Pinals, 1980).
Les autres manifestations sélectionnées sont de faible
prévalence: l'artérite toucherait moins de 1% des malades
(Decker et Plotz, 1985), et les autres ne peuvent étre
quantifiées. Au total, les 5 manifestations toucheraient
donc moins de 5% de la population rhumatoide générale.

Nous avions retrouvé dans notre étude pilote initiale
une prévalence combinée de ces manifestations de 30 a 40%
chez les patients rhumatoides porteurs d'anti-Ro. Une
pareille différence nous apparaissait cliniquement signi-
ficative. Compte tenu que la fréquence des anticorps anti-
Ro est elle-méme trés basse (3 a 5%), nous ne pouvions
espérer obtenir un échantillon trés important de patients
rhumatoides anti-Ro positifs. Nous avons donc établi que la
présence de l'une ou l'autre des 5 manifestations cibles
mentionnées permettrait de classer le patient atteint dans

le groupe des patients avec atteinte sévére.
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2.3.4 Taille de 1l'échantillon

La taille de l'échantillon visé avait été établie comme
suit. Nous avons établi une valeur acceptable de l'erreur
de type I (a) de 0.05 et de l'erreur de type II (B) de 0.20
(i.e. une puisssance de 80%). La prévalence des patients
producteurs d'anti-Ro avait été estimée a 0.04 (intervalle
de 0.03 a 0.05). La prévalence des manifestations cibles
dans la population rhumatoide générale et dans la population
rhumatoide avec anti-Ro avait été estimée a 0.04 (intervalle
de 0.03 a 0.05) et 0.35 (intervalle de 0.30 a 0.40),
respectivement. En utilisant une formule définie pour 1la
comparaison de deux groupes de taille inégale (Fleiss et
al., 1980) nous avons obtenu un échantillon cible de 292

patients (intervalle de 180 a 600).

n = {Zgf[(s+1)P(1-Ps)] + Zg/[sPe(1-Pg) + Pc(1-Pc)1} 2/(s62)

ou n = nombre de patients avec anti-Ro

et sn = nombre de patients sans anti-Ro ou n\(s+l1l)n = 0.04
P = prévalence des manifestations clibles chez les patients
producteurs d'anti-Ro (0.35)

P. = prévalence des manifestations cibles chez les patients
non-producteurs d'anti-Ro (0.04)

Ps = (Pg+sPc)/(s+1)

et & = différence cliniquement significative entre les deux

groupes (ici 0.35 - 0.04 = 0.31).
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2.3.5 Collecte des données

Les dossiers de tous les patients admis ont été relevés
soit par moi-méme, soit par une étudiante d'été (Nathalie
Cauchon), et ce dans l'ignorance des résultats des tests de
détection des autoanticorps antinucléaires. Les patients ne
remplissant pas les critéres de PR de 1'ARA ont été exclus
(4 malades: 3 patientes souffrant de polyarthrite chronique
juvénile, et une patiente souffrant de MCTD). Le dossier de
tous les patients remplissant les critéres d'inclusion a été
revisé. Les renseignements recueillis comprenaient les
caractéristiques démographiques et cliniques des patients
(e.g. numéro de dossier, sexe, date de naissance, durée de
maladie, grade fonctionnel...), les manifestations extra-
articulaires éventuelles (e.g. splénomégalie, vasculite,
Sjogren...), les conditions associées (e.g. néoplasie,
enfant né avec bloc AV congénital, dysthyroidie, etc.), et
les manifestations sérologiques et radiologiques de leur
maladie. Un exemple du feuillet sommaire des données

recueillies pour chaque patient est joint en Annexe B.

2.3.6 Evaluation des traitements anti-

rhumatismaux

La polyarthrite rhumatoide est une maladie trés

hétérogéne. L'un des objectifs majeurs quant a son
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traitement est d'identifier qui aura besoin d'un traitement
anti-rhumatismal agressif et qui sera susceptible d'y
répondre ou d'en développer des effets secondaires
importants. Notre étude pilote avait suggéré que la
présence d'anti-Ro identifiait un sous-groupe nécessitant un
traitement plus agressif. Il est clair que l'utilisation
d'un régime thérapeutique plus agressif peut réfléter une
maladie plus sévére (articulaire ou extra-articulaire), ou
une moins bonne réponse aux agents usuels. Afin de préciser
cette observation, nous avons relevé les traitements anti-
rhumatismaux auxquels nos patients ont été soumis.
L'évaluation a partir du dossier des malades de l'efficacité
ou de la toxicité d'un traitement anti-rhumatismal est
difficile, surtout dans le contexte d'une étude
rétrospective. Dans certains cas, les traitements ont pu
étre administrés de nombreuses années avant 1l'évaluation
initiale du malade par un membre de 1'UMR. De plus les
pratiques concernant ces agents se sont considérablement
modifiées au fil du temps. Par exemple, il était pratique
courante, il y a moins de 10 ans, de cesser les sels d'or
parentéraux aprés qu'une dose de charge de 1 g aie été
administrée, que l'on aie ou non obtenu des résultats
favorables. Actuellement, les recommandations sont, en cas
de réponse adéquate, de continuer l'administration de sels
d'or a doses plus faibles afin de maintenir la rémission
partielle ou totale obtenue. Les recommandations concernant

d'autres agents anti-rhumatismaux ont également évolué: les
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doses d'antimalariques optimales ont été mieux définies, les
combinaisons d'agents sont devenues plus courantes, et de
nouveaux antirhumatismaux sont devenus disponibles, par
exemple la salazopyrine et le méthotrexate. Notre étude
transversale a été conduite a une époque charniére ou
plusieurs de ces changements étaient en cours.

Pour tenir compte de toutes ces variations, nous avons
établi un ensemble de régles. Premiérement, un traitement
antirhumatismal ne serait comptabilisé que s'il avait été
administré a des doses et pour une durée adéquate
(arbitrairement établie a 3 mois) & moins que son arrét soit
justifié par une réaction toxique. Deuxiémement, nous
n'avons considéré que le premier traitement adéquat (tel que
défini ci-haut) avec un agent antirhumatismal donné. Ainsi,
nous n'avons pas comptabilisé un deuxiéme ou un troisiéme
traitement aux sels d'or. Troisiémement, nous avons défini
l'efficacité (et l'inefficacité) a la fois par 1l'évaluation
du médecin consignée au dossier (lorsque disponible) et par
l'administration continue du médicament une fois passée la
période d'évaluation habituelle du médicament
(arbitrairement fixée a 6 mois pour tous les antirhuma-
tismaux). Quatriémement, nous avons défini une toxicité
médicamenteuse comme une condition justifiant 1l'arrét
définitif ou la réduction prolongée des doses ou l1l'arrét
temporaire et la reprise a doses plus faibles d'un agent

antirhumatismal. Cinquiémement, nous avons regroupé en une

seule entité les traitements aux sels d'or, qu'ils soient



49

sous forme parentérale (Aurothiomalate de sodium,
Myochrysine) ou entérale (Auranofin, Ridaura). Sixiémement,
nous avons considéré qu'un traitement a l'aide de corti-
costéroides était a doses élevées s'il équivalait a une dose
supérieure a 5 mg de prednisone pour une durée supérieure a
un mois; seuls ces traitements ont été comptabilisés.
Septiémement, nous avons regroupé dans une seule rubrique
"immunosuppresseurs", tous les traitements avec les agents
suivants: méthotrexate, cyclophosphamide, azathioprine,

levamisole et chlorambucil.

2.3.7 Détection des anticorps antinucléaires

Les sera prélevés furent analysés de la fagon suivante.
La présence de FAN a été déterminée par immunofluorescence
indirecte sur des cellules Hep-2 cultivées en monocouches
(Kallestad, Austin, TX) (Mimori et al., 1986). Un titre
supérieur a 1:80 était considéré positif. Le pattern
d'immunofluorescence était défini comme celui visible a la
derniére dilution donnant une fluorescence positive.

Les anticorps anti-nADN étaient mesurés par la
technique de Farr, utilisant 1'ADN du phage lambda marqué in
vitro avec [3H] par la méthode de transcription utilisant
une cassure monocaténaire ("nick translation"; Raptis et
Ménard, 1980). La limite supérieure de la normale pour ce

test était de 1500 ng d'ADN précipité par ml de serum.
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Un dosage des cryoglobulines d'apparition tardive, qui
reflétent la quantité de complexes immuns circulants
(Robinson et al., 1979), était exprimé en équivalents
d'immunoglobuline humaine aggrégée a la chaleur. Une valeur
inférieure a 40 pg\ml était considérée normale.

Les anticorps anti-Ro, anti-RNP, anti-Sm, anti-La,
anti-Pm-Scl, anti-Jo-1, et anti-Scl 70 étaient détectés par
la technique de double immunodiffusion en gel d'agarose (ID)
(Boire et Ménard, 1988). Les anti-Ro étaient détectés en
utilisant un extrait de rate humaine (et a l'occasion un
polypeptide Ro de 60 kD purifié par immunoaffinité a partir

de rate bovine). Tous les autres autoanticorps étaient dé-

tectés en utilisant un extrait salin de thymus de lapin.

2.3.8 Traitement statistique

Les caractéristiques démographiques, cliniques et
paracliniques furent évaluées par un test t bilatéral dans
le cas des données quantitatives et par un test du chi carré
dans le cas des données qualitatives. Compte tenu du faible
nombre de patients producteurs d'anti-Ro, et de leur
subdivision en patients avec ou sans atteinte sévére tel que
définie plus haut, ces tests se retrouvaient a la limite de
leurs conditions d'applicabilité lors de la comparaison des
patients producteurs d'anti-Ro avec ceux qui n'en produisent
pas. Nous avons donc décidé d'utiliser un test

d'indépendance des deux populations, le test d'indépendance
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de G utilisant la correction de Williams (Scherrer, 1984).
Nous avons également calculé les risques relatifs de la
présence de manifestations extra-articulaires cibles en

présence ou en absence d'anti-Ro.

2.4 Cellules en culture

Des cellules d'ascite de souris de type Ehrlich, des
cellules de lapin de type SIRC, et des cellules de boeuf de
type MDBK furent obtenues de 1l'American Type Culture
Collection (Rockville, MD). Ces trois lignées cellulaires
ainsi que des cellules humaines de type Hela furent cul-
tivées a 37°C dans une atmosphére contenant 5% de CO, dans
un milieu RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, NY)
enrichi avec 10% de serum de veau foetal décomplémenté a la
chaleur (56°C, 30 minutes) et 60 pg de pénicilline G sodique
par ml et 100 pg de streptomycine par ml (Boire et Craft,

1989).

2.5 Préparation d'extraits cellulaires radiomarqués

Pour analyser les ARNs, des cellules HeLa furent ra-
diomarquées pendant 14 heures avec [32P]orthophosphate (10
pCi\ml; Amersham Corp., Arlington Heights, IL) (Craft et
al., 1988). Pour l'analyse des protéines, des cellules Hela
furent radiomarquées pendant 14 heures avec de la

[33S]méthionine (10 pCi\ml de cellules; Amersham Corp.).
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Les cellules furent récoltées par centrifugation, lavées
dans du tampon TBS (10 mM Tris-Cl [7.5], 150 mM NaCl), et
brisées par sonication a 5 reprises pour des périodes de 30
secondes chacune dans un tampon NET-2 (50 mM Tris-Cl [7.5],
150 mM NaCl, 0.05% Nonidet P-40). La suspension a été clari-
fiée par centrifugation a 13,000g pendant 20 minutes et les
surnageants furent immédiatement utilisés comme source
d'antigéne. Les autres lignées cellulaires (cellules
d'ascite de souris, cellules SIRC de lapin, et cellules MDBK
de boeuf) furent cultivées jusqu'a ce que les cellules
soient presque confluentes dans des flacons a culture de 75
cm? (Corning Glass Works, Corning, NY); les cellules furent
alors détachées par digestion tryptique, lavées dans un tam-
pon TBS, divisées en deux flacons identiques dans un milieu
minimal ne contenant pas de phosphate, et radiomarquées avec
[32P] -orthophosphate (300 pCi par flacon) pendant 14 heures.
Les cellules ont alors été détachées mécaniquement, lavées

dans du tampon TBS, puis brisées par sonication et traitées

comme pour les cellules Hela.

2.6 Techni 1" Srind ati

L'immunoprécipitation des extraits cellulaires ra-
diomarqués a été faite telle que décrite (Lerner et Steitz,
1979) avec quelques modifications. En bref, 10 pl de serum
d'un patient furent incubés pendant 2 heures a 4°C avec 2 mg

de billes de sepharose recouvertes de protéine A (Pharmacia
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Inc., Piscataway, NJ) dans 500 pl de tampon
d'immunoprécipitation (IPP: 10 mM Tris-Cl [7.5], 500 mM
NaCl, 0.1% Nonidet P-40). Les billes maintenant recouvertes
d'IgG furent lavées a six reprises dans du tampon IPP et re-
suspendues dans 400 pl de tampon NET-2. Pour l'analyse des
ARNs, les billes furent combinées a 100 pl d'extraits cellu-
laires radiomarqués in vivo avec [32P]-orthophosphate cor-
respondant a 2 x 106 cellules, et incubées a 4°C pendant 1
heure. Les billes furent alors lavées a six reprises dans
du tampon NET-2, puis resuspendues dans un mélange de 300 pl
de tampon NET-2, 15 pl de 20% SDS, 30 pl de 3 M d'acétate de
sodium, et 1-2 pl de 10 mg\ml de glycogéne d'huitre. Les
ARNs retenus sur les billes furent extraits avec 300 pl de
phénol-chloroforme (PCA; 50 volumes de phénol liquide saturé
en eau, 50 volumes de chloroforme, 1 volume d'alcool
isoamylique, et 0.1% de 8-hydroxyquinoline). Les acides nu-
cléiques présents dans la phase aqueuse furent précipités
par l'addition d'éthanol & une concentration finale de 70%
suivie d'une incubation a -20°C pendant 2-14 heures. Les
acides nucléiques précipités furent lavés avec 500 pul
d'éthanol 70% glacé, puis séchés sous vide et redissous dans
20 pl de 7 M urée contenant 0.025% de bromophénol bleu et
0.025% de xylénecyanol FF. Les ARNS étaient finalement
fractionnés dans des gels contenant 10% de polyacrylamide et
7 M d'urée. Aprés séchage des gels, les acides nucléiques
radiomarqués ont été détectés par autoradiographie a -70°C

sur un film photographique XRP (Eastman Kodak).
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Lors des études de déplétion d'antigéne Ro, 100 pl
d'extraits radiomarqués au [32P] ont été incubés de fagon
sériée avec des billes recouvertes d'anticorps provenant
d'un serum anti-Ro jusqu'a ce qu'aucun ARN RO ne puisse étre
immunoprécipité de cet extrait (en général quatre ou cing
incubations suffisaient), puis avec des billes recouvertes
avec un serum anti-Robrvs, Afin de confirmer que 1l'antigéne
Ro avait été sélectivement enlevé de cet extrait, nous avons
par la suite incubé l'extrait avec un serum anti-Ul RNP.

Les acides nucléiques présents dans les immunoprécipités ont
été extraits et détectés comme décrit ci-haut.

Lors de certaines expériences, nous avons utilisé des
extraits de cellules non radiomarquées. Nous avons alors
utilisé 6 x 106 cellules par échantillon, et les ARNs im-
munoprécipités ont été détectés par coloration a 1l'argent
des gels de polyacrylamide (Forman et al., 1985).

Pour les expériences nécessitant des acides nucléiques
non combinés a des protéines, des extraits cellulaires ra-
diomarqués in vivo avec [32P]-orthophosphate ont d'abord été
extraits au PCA. Les acides nucléiques ont été précipités
dans 1l'éthanol, lavés dans 1l'éthanol 70%, et resuspendus
dans un tampon NET-2. Dans certaines autres expériences,
les extraits cellulaires radiomarqués ont été digérés par la
protéinase K (360 pg\ml; Boehringer Mannheim Biochemicals,
Indianapolis, IN) & 4°C pendant 90 minutes; la protéinase K
a ensuite été neutralisée par 1l'addition de 4.0 mM de fluo-

rure de phénylméthylsulfonyle (PMSF; Sigma Chemicals Co.,
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St-Louis, MO) (Rosa et al., 1983). Les extraits d'acides
nucléiques déprotéinés furent alors immunoprécipités en pa-
ralléle avec des extraits radiomarqués non traités, selon la
procédure décrite ci-haut.

Pour les études de protéines, des billes recouvertes
d'anticorps furent combinées avec 400 pl d'extraits ra-
diomarqués avec [35S]méthionine (8 x 106 cellules) et in-
cubées pendant une heure a 4oC. Les billes furent lavées a
six reprises avec du tampon NET-2 puis resuspendues dans un
tampon d'électrophorése (2% SDS, 10% glycérol, 62.5 mM Tris-
Cl [6.8], 0.005% bromophénol bleu), puis chauffées a 90C
pendant 5 minutes. Les protéines dissoutes dans le tampon
furent alors séparées dans un gel de 10% polyacrylamide
(acrylamide:bis; 30:1.13) contenant du SDS. Le gel fut
alors incubé dans 0.5 M de salicylate de sodium pendant 30
minutes puis séché. Les protéines furent détectées par au-

toradiographie a -70oC pendant 1-8 jours.

2.7 Sé £ 3 ARN 3 1i ;

La technique de séparation des ARNs en deux dimensions
était essentiellement celle décrite (Rosa et al., 1983).
Nous avons utilisé un gel contenant 10% d'acrylamide, 0.38%
de N,N'-bisacrylamide et 7M urée et un tampon TBE (0.09 M
Tris borate [8.3], 1 mM EDTA) pour la premiére dimension, et
un gel contenant 18% d'acrylamide et 0.68% de N,N'-bisacry-

lamide pour la deuxiéme dimension.
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2.8 Di £y la Ril L& ; g o4 ( RNA A)

Des billes recouvertes de serum ont été incubées avec
des extraits cellulaires radiomarqués au
[32P]orthophosphate. Aprés lavage avec du tampon NET-2, les
billes ont été resuspendues dans 100 pl de tampon NET-2 con-
tenant 5 mM MgCl, et 1 mg\ml de ribonucléase pancréatique A
(RNAse A; Boehringer Mannheim Biochemicals) et incubées a
4oC pendant 14 heures (Mimori et al, 1986). Des échantil-
lons contrdles ont été traités de fagon identique, a

l'exception de l'addition de ribonucléase.

2.9 Electrophorése en gel de polyacrylamide

Les électrophoréses en gel de polyacrylamide furent ef-
fectuées verticalement dans des plaques de 1 mm d'épaisseur
avec 6 cm de gel séparateur et 1 cm de gel concentrateur
dans un appareil Mini-Protean II cell (Bio-Rad, Richmond,
CA). Les électrophoréses sur gel de polyacrylamide 10%
(acrylamide:bis; 73:2), sous des conditions réductrices et
dénaturantes, furent effectuées selon la méthode de Laemmli
(Laemmli, 1970). Dans certaines expériences, le polypeptide
Ro de 60 kD purifié par immunoaffinité (4 pg par puits)
(Yamagata et al., 1984) fut utilisé; dans la plupart des ex-
périences, 100 pl d'extrait de rate humaine a une concentra-

tion de 8 mg\ml furent utilisés pour chaque gel (la méthode
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utilisée pour la détermination de la concentration des pro-
téines était la méthode de Bradford). Dans chaque cas, les
protéines furent dénaturées par incubation dans 1l'eau bouil-
lante pendant 5 minutes dans un tampon de dissolution de
1l'échantillon contenant 2% SDS, 10% glycérol, 62.5 mM Tris-
Cl [6.8], et 5% de 2-mercaptoéthanol. L'électrophorése fut
effectuée a 165 Volts pendant 45 minutes, dans le tampon
d'électrophorése contenant 25 mM Tris-192 mM glycine [8.3]
et 0.1% SDS, jusqu'a ce que le bromophénol bleu atteigne le
bas du gel. Les substances de poids moléculaire de
référence utilisées provenaient de Sigma (St-Louis, MO) et
incluaient 1l'albumine sérique bovine (BSA; 66 kD),
1l'ovalbumine (45 kD), la glycéraldehyde-3-phosphate deshy-
drogénase (36 kD), et 1l'anhydrase carbonique (29 kD). A
l'occasion, de 1'IgG provenant d'un serum humain normal fut
purifié par précipitation au sulfate d'ammonium et par chro-
matographie sur résine échangeuse d'anions (DE52, Whatman),
pour étre utilisé comme marqueur de poids moléculaire tant
en électrophorése réductrice (chaine lourde gamma, 52 kD)
qu'en électrophorése non-réductrice (IgG, 150 kD).

Les électrophoréses sur gel de polyacrylamide contenant
du SDS dans des conditions non-réductrices furent effectuées
de la méme maniére que pour les électrophoréses dans des
conditions réductrices, a l'exception que les échantillons
étaient dissous dans un tampon sans 2-mercaptoéthanol.

Aprés électrophorése les protéines dans les gels de poly-

acrylamide pouvaient étre colorées au bleu de Coomassie R-



58

250 (coloration dans 0.1% de bleu de Coomassie, 50% méthanol
et 10% d'acide acétique; décoloration dans 10% méthanol et

10% acide acétique), ou transférées sur nitrocellulose.

2.10 Electrotransfert

Les gels de polyacrylamide contenant du SDS, contenant
ou non un agent réducteur, étaient d'abord équilibrés dans
un tampon de transfert contenant 25 mM Tris-192 mM glycine
[8.3], 25% méthanol et 0.1% SDS pendant 15 minutes.
L'électrotransfert sur une feuille de nitrocellulose se fai-
sait dans un tampon identique, sauf qu'il ne contenait pas
de SDS, a 100 Volts pendant 75 minutes (Towbin et al.,
1979). Aprés électrotransfert, l'efficacité du transfert
était contrdlée par coloration du gel au bleu de Coomassie.
Pour bloquer tous les sites d'attachement des protéines non
occupés, les feuilles de nitrocellulose étaient ensuite in-
cubées toute la nuit dans 3% de BSA dans un tampon TBS ou
dans 5% de poudre de lait dégraissé dans un tampon TBS con-
tenant 0.1% d'azidﬁre de sodium (NaN;) (Blotto). Dans cer-
taines expériences, une bande de la feuille de nitrocellu-
lose a été découpée et colorée a 1l'Amido Black (coloration
dans 45% méthanol, 10% acide acétique, 45% eau, 0.1% Amido
Black; décoloration dans 90% méthanol, 2% acide acétique, 8%

eau) avant l'incubation avec la BSA ou la solution Blotto.
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2.11 Immunobuvardage

Les feuilles de nitrocellulose étaient lavées deux fois
dans un tampon TBS puis incubées avec des dilutions de sera
dans un tampon contenant 10 mM Tris-Cl [7.4], 150 mM NaCl,
0.1% Tween-20 et 0.5% BSA pendant une heure a la température
de la piéce. Dans la plupart des cas, l'incubation était
faite dans un appareil MiniBlotter (Immunetics, Cambridge,
MA) qui permet d'utiliser jusqu'a 28 sera différents sur
chaque feuille de nitrocellulose de 9 par 6.5 cm. Chaque
minichambre contenait 40 pl de serum dilué en contact avec
approximativement 25 pg d'extrait de rate humaine ou 1 pg de
polypeptide Ro de 60 kD purifié par immunoaffinité. Le
dépistage des sera positifs était possible a de faibles di-
lutions (1:20 & 1:50) sans observer d'interférences non-spé-
cifiques marquées. Les sera positifs étaient dilués en
série pour l'obtention de titres semi-quantitatifs. Les
feuilles de nitrocellulose étaient ensuite lavées dans un
tampon de lavage (10 mM Tris-Cl [7.4], 1 M NaCl, 0.1% Tween-
20) et incubées avec une dilution 1:1000 d'immunoglobulines
de chévre marquées a la peroxydase spécifiques pour 1'IgG
humaine, pendant 1 heure a la température de la piéce. La
feuille de nitrocellulose était alors lavée trois fois dans
le tampon de lavage. Le développement de la coloration
était obtenu avec 30 mg de 4-chloro-l-naphtol et 20 pl de
peroxyde d'hydrogéne 30% dans 40 ml de Tris-Cl [7.4] et 10

ml de méthanol. Dans certaines expériences, les anticorps
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attachés aux feuilles de nitrocellulose ont été détectés par
incubation avec de la protéine A radiomarquée a [125I] (1 x
105 cpm\ml; ICN, Irvine, CA) puis par autoradiographie sur

film XRP (Eastman Kodak Co, Rochester, NY).

2.12 Purificati b oahind 3 il 16 t&1 R

~

Trois litres de cellules HelLa, & une densité de 6 a 10
x 105 cellules\ml, furent récoltées par centrifugation et
lavées deux fois dans un tampon TBS glacé. Par la suite
toutes les étapes de la purification ont été a 4-C et tous
les tampons ont été supplémentés de 1.0 mM dithiothréitol et
de 1.0 mM PMSF. La fraction cytoplasmique des cellules
était préparée sans détergent. Briévement, les cellules
étaient d'abord incubées sur la glace pendant 10 minutes
dans un volume de tampon A (10 mM Tris-Cl [7.5], 1.5 mM
MgCl,, 10 mM KCl) correspondant a six fois le volume du cu-
lot cellulaire. Les cellules étaient alors recentrifugées
et resuspendues dans du tampon A (deux fois le volume du cu-
lot initial) pour étre brisées par 10 coups d'un ho-
mogénéiseur Dounce en verre; on ajoutait 100 unités de
RNasin (Promega Biotec, Madison, WI) a la suspension cellu-
laire avant leur homogénéisation. L'extrait était ensuite
clarifié par centrifugation a 13,000 g pendant 20 minutes.
La concentration en sel du surnageant était ramenée a 150 mM
par l'addition de 0.1 volume de tampon B (0.3 M Tris-Cl

[7.5], 1.4 M NaCl, 1.5 mM MgCl;). L'extrait était alors dé-
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posé sur 7.5 ml d'une solution concentrée de sucrose (800 mM
sucrose, 10 mM Tris-Cl [7.5], 5 mM MgCl,) dans des tubes de
30 ml pour étre centrifugé a 100,000 g pendant 90 minutes.
Le surnageant était alors dilué avec un volume équivalent de
TSE (50 mM Tris-Cl [7.5], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) et ap-
pliqué sur une colonne contenant 40 ml de résine échangeuse
d'anions DE 52 (Whatman) prééquilibrée dans le tampon TSE.
La colonne était ensuite lavée abondamment avec du tampon
TSE, puis les protéines étaient décrochées par des lavages
successifs avec du tampon TSE contenant 175, 190, 210, 250,
puis 300 mM NaCl. Aprés avoir ajouté 40 unités de RNAsin,
chaque éluat était concentré individuellement par dialyse
sous vide (Pro-Di-Con, Bio-Molecular Dynamics, Beaverton,
OR) contre du TSE. Les ribonucléoprotéines Ro dans chaque
éluat étaient alors identifiées par immunoprécipitation avec
des sera anti-Ro.

Les différents éluats obtenus de la colonne de DE52
étaient ensuite concentrés jusqu'a 0.5 ml environ puis ap-
pliqués sur 10.5 ml d'un gradient de sucrose 10 a 30%
(poids/poids) pour étre centrifugés a 35,000 tours-minute
dans un rotor SW4l (Beckman) pendant 18 heures. A la fin de
la centrifugation, le gradient était récolté en fractions
successives de 0.5 ml chacune a partir du fond du tube. Les
fractions contenant les pics des ribonucléoprotéines Ro, tel
que déterminé par IPP, étaient alors fractionnées par chro-

matographie liquide & haute pression (HPLC) a la température

de la piéce dans le tampon TSE sur une colonne de tamisage
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moléculaire TSK G3000 SW (600 x 7.5 mm; Phenomenex, Rancho
Palos Verdes, CA) a la vitesse de 0.5 ml\min (260 psi). Les
poids moléculaires de référence utilisés comportaient la
thyroglobuline (669 kD), la ferritine (440 kD), la catalase
(232 kD), l'aldolase (158 kD), la BSA (67 kD), le chy-
motrypsinogéne A (25 kD), et l'uridine (0.244 kD). Les pro-
téines obtenues de la colonne étaient récoltées en fractions
de 250 pl et la présence de ribonucléoprotéines Ro était

déterminée par immunoprécipitation.

2.13 Purificati A1 arid FEinita

Des anticorps anti-La ont été purifiés par im-
munoaffinité & partir d'un serum a haute teneur en anticorps
anti-La et a faible titre d'anti-Ro, tel que déterminé par
immunobuvardage (Smith et Fischer, 1984). Un extrait total
de cellules HeLa fut d'abord séparé par électrophorése en
gel de polyacrylamide contenant du SDS, et le polypeptide La
fut identifié par immunobuvardage d'une section de la
feuille de nitrocellulose. La bande de nitrocellulose por-
tant le polypeptide La a alors été découpée, incubée avec un
serum anti-La puis lavée abondamment. Les anticorps anti-La
attachés de fagon spécifique ont alors été élués avec un
tampon glycine-HCl1l 0.2M [2.5]; le surnageant fut neutralisé
avec 1\10 du volume de 2 M Tris-Cl [7.5], et son contenu en

anti-La déterminé par immunoprécipitation. Les anticorps

élués d'une bande de nitrocellulose contrdéle (ne correspon-
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dant a aucune bande visible sur 1'immunoblot) ne précipi-
taient aucune ribonucléoprotéine a partir d'un extrait total

de cellules HeLa marquées in vivo au [32P]-orthophosphate.
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Pour faciliter la compréhension de nos résultats, nous
avons choisi de les grouper en deux sections. Tout d'abord,
nous rapporterons les résultats obtenus dans la caractérisa-
tion de l'autoantigéne Ro et de la réponse immune qu'il sus-
cite. Dans un deuxiéme temps, nous rapporterons les résul-
tats des études cliniques que nous avons faites, tout
d'abord une étude pilote, puis une étude de cohorte dans la
population rhumatoide suivie a 1'UMR de l'Université de

Sherbrooke.

3.1 Caractérisation des autoanticorps reconnaissant la
i} 1é L& Rohs

3.1.1 La ribonucléoprotéine Ro contenant 1'ARN hY5

(Ronys) est immunoprécipitée de fagon spécifique

Tel que démontré antérieurement par Lerner et al.
(1979) et par Hendrick et al (1981), et tel qu'illustré a la
Figure 1 (seconde ligne), les anticorps anti-Ro présents
dans les sera anti-Ro immunoprécipitent quatre petits ARNSs,
appelés hYl-hY5, a partir d'un extrait total de cellules
Hela marquées in vivo avec [32P]orthophosphate. Dans ces
expériences, les ARNs Ro ne sont pas visibles dans les ex-
traits contenant tous les ARNs cellulaires (Figure 1, pre-

miére ligne), et ne deviennent identifiables que par immu-
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Figure 1l: Des sera humains immunoprécipitent spécifiquement,
a partir d'un extrait de cellules HeLa, un ARN co-migrant
avec 1'ARN Ro hY5 en gel de polyacrylamide.

Fractionnement en gel de polyacrylamide des ARNs radiomar-
qués in vivo au [32P] présents dans un extrait cellulaire
total de cellules HelLa (ligne 1), et dans des immunopréci-
pités formés par un serum anti-Ro de référence (ligne 2),
par les deux sera prototypes J.0. et T.S. (lignes 3 et 4),
et par un serum provenant d'un individu normal (NHS) (ligne
5). Des quantités identiques de serum (5 pl) et d'extraits
cellulaires (2 x 106) ont été utilisées dans chacune des im-

munoprécipitations.
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noprécipitation avec des anticorps anti-Ro. Parmi 32 sera
qui contenaient seulement des anticorps anti-Ro tels que
définis par la technique d'immunoprécipitation au [32P]

(i.e. ne contenant pas d'anticorps immunoprécipitant
d'autres ribonucléoprotéines ou d'autres ARNs a partir
d'extraits totaux de cellules HeLa), nous avons identifié
deux sera provenant de patients atteints de LED (patients
J.0. et T.S.), qui immunoprécipitaient sélectivement un
petit ARN comigrant avec 1'ARN hY5 dans des gels d'urée-
polyacrylamide (Figure 1, lignes 3 et 4). Comme 1'ARN hY5,
cet ARN apparait sous la forme d'un doublet serré (Figure 1,
lignes 2-4). L'ARN immunoprécipité par les deux sera
prototypes présentait également les mémes caractéristiques
de migration que 1'ARN hY5 dans des gels de polyacrylamide
en deux dimensions (Figure 2; comparez la migration dans la
deuxiéme dimension de 1'ARN immunoprécipité par le serum
J.0. (ligne B) avec 1'ARN hY5 immunoprécipité par un serum
anti-Ro de référence (ligne A) et avec 1'ARN de transfert
tARNris immunoprécipité par un serum anti-Jo-1 (ligne C). De
plus lorsque les ribonucléoprotéines immunoprécipitées par
les sera J.0. et T.S. ont été digérées par la RNAse A, les
fragments d'ARN protégés de l'action de 1l'enzyme étaient
identiques aux fragments identifiés comme provenant de 1'ARN
hY5 lorsque les ribonucléoprotéines immunoprécipitées par un
serum anti-Ro de référence ont été digérées de la méme fagon
(donnée non illustrée). De plus, lorsque des préparations

de cellules HelLa ont préalablement été déplétées de leurs
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Figure 2: Fractionnement en deux dimensions en gel de poly-
acrylamide des ARNs immunoprécipités d'extraits de cellules
HeLa marquées in vivo a l'aide de [32P]orthophosphate.

Les ARNs immunoprécipités ont d'abord été séparés dans un
gel 10% polyacrylamide-7 M urée, puis découpés et refrac-
tionnés dans une deuxiéme dimension dans un gel de polyacry-
lamide 18%. Les ARNs ont été obtenus par immunoprécipita-
tion avec un serum anti-Ro de référence (ligne A), par le
serum prototype J.0. (ligne B), par un serum anti-Jo-1
(anti-tARNnris synthétase; ligne C). L'ARN Ul provenant de
l'extrait total est illustré a la ligne D. L'ARN hY5
provenant de 1'immunoprécipité formé par le serum de
référence anti-Ro et 1'ARN précipité par le serum J.O. mi-
grent de fagon identique dans les deux dimensions. XC:

xyléne cyanol FF.
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ribonucléoprotéines Ro par incubation avec des billes de
Protéine A-sépharose recouvertes d'anticorps anti-Ro, les
sera J.0. et T.S. n'immunoprécipitaient plus d'ARN de ces
extraits. La spécificité de la déplétion est confirmée par
la démonstration que des sera anti-Ul RNP continuent a
immunoprécipiter la ribonucléoprotéine Ul de ces mémes
extraits (données non illustrées). Ces résultats
confirmaient que 1'ARN immunoprécipité par les deux sera
prototypes J.0. et T.S. était bien 1'ARN Ro hY5.

L'ARN hY5 représente la plus grande partie de la ra-
diocactivité présente dans les ribonucléoprotéines Ro immuno-
précipitées par les sera Ro (comparez l'intensité de la
bande correspondant a hY5 aux bandes correspondant aux ARNs
hY1-hY4 dans la Figure 1, ligne 2). Il était donc possible
que les sera prototypes J.0. et T.S. ne semblent étre spéci-
fiques pour RobYs que parce qu'ils contiennent de faibles
titres d'anticorps anti-Ro; dans ces conditions, seul 1'ARN
hY5 serait observé par autoradiographie. De fait, les deux
sera ne donnaient pas de ligne de précipitine lorsque testés
par immunodiffusion en gel d'agarose et les deux ne don-
naient QG'une coloration cytoplasmique de faible intensité
losqu'examinés par immunofluorescence indirecte sur des cel-
lules Hep-2, suggérant que ces sera étaient delféible titre.
I1 apparait toutefois qu'un faible titre d'anticorps anti-Ro
n'explique pas la spécificité de 1l'immunoprécipitation de
1'ARN hY5, puisque cet ARN représente plus de 90% de la ra-

diocactivité immunoprécipitée par les deux sera prototypes a
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Figure 3: Détermination quantitative de 1'ARN h¥Y5 par rap-
port aux ARNs Ro totaux.

Les ARNs immunoprécipités a partir d'extraits de cellules
HelLa radiomarquées au [32P] ont d'abord été fractionnées
dans un gel de 10% polyacrylamide-7 M urée, et les autora-
diographies qui en résultaient ont été analysées par densi-
tométrie au laser (voir la section Méthodes pour les dé-
tails).

A) Courbe correspondant a 1'ARN immunoprécipité par le serum
anti-Rorvs J.0.; l'ordonnée correspond a la densité optique a
633 nm et l'abscisse & la distance en mm a partir du bas du
gel. La vignette montre les résultats obtenus a 1l'aide des
deux sera anti-Ror5 J.0. et T.S.; les deux sera ont été
utilisés en trois quantités variant de 1.0 a 10.0 pl par im-
munoprécipitation. L'ordonnée représente la surface sous la
courbe de 1'ARN hY5 divisée par la surface correspondant a
tous les ARNs Ro (Rorvs §) et l'abscisse les quantités de
sera utilisées. Dix pl des deux sera ont aussi été utilisés
pour immunoprécipiter différentes quantités d'extraits cel-

lulaires: (o) 2 x 106 cellules; (4) 2 x 105 cellules; et (")

4 x 104 cellules. Les barres verticales représentent la
A
v

S

dévig;ion\standard par rapport a la moyenne.
B) Courbe correspondant a un serum anti-Ro de référence. La
vignette montre les résultats obtenus avec 4 sera anti-Ro de
référence; les 4 sera ont été utilisés a des quantités

variant entre 0.01 et 1.0 pl. Les barres verticales
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travers un éventail de dilutions des sera et a diverses con-
centrations d'extraits de cellules Hela (Figure 3 A). En
fait, 1'ARN hY5 représente de 50 a 80% seulement de la ra-
dioactivité totale immunoprécipitée par les sera anti-Ro de
référence sous toutes les conditions évaluées, les autres
ARNs Ro représentant le reste de la radioactivité immunopré-

cipitée (Figure 3 B).

3.1.2 Purification biochimique des ribonucléo-

protéines Ro

Puisque les expériences précédentes indiquaient que les
ribonucléoprotéines RohYs pouvaient étre reconnues
spécifiquement par le systéme immunitaire, ces ribonucléo-
protéines pouvaient donc présenter des caractéristiques par-
ticuliéres qui permettraient leur purification biochimique.
En accord avec des études antérieures, nous avons observé
que la fraction cytoplasmique de cellules Hela, méme pré-
parée en 1l'absence de détergents, contient la plus grande
partie des ribonucléoprotéines Ro (Kato et al., 1982). Nous
avons donc fractionné ces préparations cytoplasmiques par
chromatographie sur résine échangeuse d'anions. Des frac-
tions contenant différentes ribonucléoprotéines Ro ont été
obtenues par élution avec des tampons contenant des concen-
trations en sel de plus en plus grandes. Nous avons illus-
tré en Figure 4 les résultats de cette expérience. Un serum

anti-Ro de référence immunoprécipite les quatre ARNs Ro de
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Figure 4: Séparation biochimique des ribonucléoprotéines
RohY5 et RoOhYl-hv4

Les échantillons correspondant a des étapes successives de
purification ont été soit extraites au phénol/chloroforme et
les ARNs totaux fractionnés dans un gel de 10% polyacry-
lamide-7 M urée (ligne 1), soit immunoprécipités a 1l'aide
d'un serum anti-Ro de référence W.0. (lignes 2-5) ou avec le
serum prototype RobhYs T.S. (lignes 6-8). Les lignes 1 et 2
se rapportent a l'extrait cytoplasmique total (les 4 ARNs Ro
sont présents dans cette préparation, tel qu'illustré en 2);
les lignes 3 et 6, 4 et 7, et 5 et 8 se rapportent aux frac-

tions décrochées de la colonne de DEAE-cellulose a l'aide de

210 mM NaCl, 250 mM NaCl, et 300 mM NaCl.
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préparations de cytoplasme de cellules HeLa avant la chro-
matographie sur résine échangeuse d'anions (Figure 4, ligne
2), mais le méme serum n'immunoprécipite que 1'ARN h¥5 d'un
extrait cellulaire élué avec un tampon contenant 210 mM NaCl
(ligne 3). Les quatre ARNs Ro sont présents dans la frac-
tion cellulaire éluée avec 250 mM NaCl (ligne 4), quoique la
proportion de 1'ARN hY5 soit fortement diminuée en comparai-
son avec les autres ARNs Ro (comparez les lignes 2 et 4).
Les ARNs hY1l-hY4, avec une contamination minimale de hY5,
sont immunoprécipités de la fraction cellulaire éluée avec
300 mM NaCl (ligne 5). Comme on pouvait le prévoir, le
serum prototype T.S. immunoprécipite 1'ARN hY5 de la frac-
tion obtenue avec 210 mM NaCl, ainsi qu'une quantité mini-
male de hY5 de la fraction 250 mM NaCl, mais
n'immunoprécipite aucun ARN de la fraction préparée avec 300

mM NaCl (lignes 6-8).

3.1.3 Utilisation des ribonucléoprotéines Ro partielle-
ment purifiées pour inhiber 1'immunoprécipitation

de la ribonucléoprotéine RohY5

Afin de confirmer que les anticorps présents dans
les sera J.0. et T.S étaient dirigés spécifiquement contre
les ribonucléoprotéines Roh¥5, nous avons vérifié si des ri-
bonucléoprotéines RohY5 ou Ronvi-hv4 purifiées pouvaient inhiber
1'immunoprécipitation de 1'ARN hY5 par ces sera. Dans ces

expériences, nous avons d'abord incubé les sera avec un
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excés de ribonucléoprotéines Ro non radiomarquées et par-
tiellement purifiées. Ces sera furent par la suite utilisés
pour immunoprécipiter des extraits de cellules Hela ra-
diomarquées in vivo avec [32P]orthophosphate. Tel
qu'illustré a la Figure 5, la fraction cellulaire enrichie
de ribonucléoprotéines Roh¥5 et pauvre en ribonucléoprotéines
Ronvi-hv4 (obtenue par élution avec 210 mM NaCl) inhibait com-
plétement 1'immunoprécipitation de Roh¥5 par le serum proto-
type J.0. (comparez la ligne 3 et la ligne 4). Au con-
traire, l'addition de la fraction cellulaire contenant
surtout les ribonucléoprotéines Rohvi-hv4é (obtenue par élution
avec 300 mM NaCl) n'inhibait que trés partiellement
1'immunoprécipitation de Roh¥5 par le méme serum (ligne 5).
Cette observation confirme donc que le serum prototype J.O.
contient des anticorps spécifiques pour un épitope retrouvé
seulement sur les ribonucléoprotéines Robh¥5, En opposition a
ces résultats, 1'immunoprécipitation de tous les ARNs Ro par
le serum de référence anti-Ro W.0. pouvait étre presque to-
talement inhibée par les deux fractions cellulaires
(comparez les lignes 7 et 8 a la ligne 6). Ceci indiquait
que ce serum de référence contient des anticorps dirigés
contre un épitope commun a toutes les ribonucléoprotéines

Ro, incluant RohY5,



79

Figure 5: Inhibition de 1'immunoprécipitation des ARNs Ro
radiomarqués au [32P] par des fractions cellulaires non mar-
quées enrichies soit en ribonucléoprotéines RohY5 soit en ri-
bonucléoprotéines RobhYl-hv4,

Les ARNs présents dans un extrait total de cellules Hela
sont illustés en 1; un immunoprécipité formé par un serum
humain provenant d'un individu normal en 2 (NHS); et les
immunoprécipités formés par le serum prototype J.0. (lignes
3-5) et un serum anti-Ro de référence W.O. (lignes 6-8).
Avant leur utilisation pour immunoprécipiter les extraits
cellulaires radiomarqués, les deux derniers sera ont été
incubés avec un excés 200x soit de la fraction cellulaire
enrichie en RorYs (lignes 4 et 7) soit de la fraction
cellulaire enrichie en ribonucléoprotéines Rokhvi-hv4 (lignes 5
et 8). Les lignes 3 et 6 représentent les immunoprécipités

formés par les sera non modifiés.
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3.1.4 Certains sera anti-Ro de référence contiennent

des anticorps anti-RobhYs,

Nous avons alors voulu déterminer si les autoanticorps
spécifiques pour les ribonucléoprotéines Roh5 étaient
fréquents. Tel qu'illustré a la Figure 6 (lignes 2-5),
lorsque le serum G.L. est incubé avec des quantités crois-
santes de ribonucléoprotéines Robhvi-hv4  1'immunoprécipitation
des ribonucléoprotéines correspondantes est inhibée de fagon
préférentielle. Nous avons quantifié cette observation par
étude densitométrique de l'intensité des bandes correspon-
dant a chacun des ARNs Ro. Le pourcentage de la radioacti-
vité correspondant a hY5 est ainsi passée de 62% dans les
immunoprécipités formés par le serum G.L. en 1l'absence de
toute préincubation a 100% dans les immunoprécipités formés
aprés préincubation maximale (Tableau 1). Il apparait donc
que ce serum contienne une population d'anticorps reconnais-
sant spécifiquement les ribonucléoprotéines Robh¥5. Par con-
tre, la préincubation du serum W.0. avec les mémes concen-
trations de ribonucléoprotéines Robhvi-hy4 jnhibait de fagon
identique 1'immunoprécipitation des 4 ARNs Ro (Figure 6,
lignes 6-9), suggérant que ce serum ne contient pas un
niveau significatif d'anticorps reconnaissant spécifiquement
les ribonucléoprotéines Roht5. Ceci est confirmé de fagon
quantitative par 1l'analyse densitométrique des autoradiogra-
phies. En effet, 1'ARN hY5 constitue 50% de la

radioactivité immunoprécipitée par ce serum en 1l'absence ou
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Figure 6: Inhibition de 1l'immunoprécipitation des ARNs Ro
radiomarqués au [32P] par des fractions cellulaires non mar-
quées enrichies en ribonucléoprotéines Rohvl-hv4,

Des anticorps anti-RohYs sont présents dans des sera anti-Ro
de référence. Les immunoprécipités formés par deux sera
anti-Ro de référence (le serum G.L. aux lignes 2-5; le serum
W.0. aux lignes 6-9) et le serum prototype J.0. (lignes 10-
13) sont illustrés. Aucun inhibiteur n'a été ajouté dans
les lignes 2, 6, et 10. L'inhibiteur a été ajouté a des ex-
cés 10x (lignes 3, 7, et 11), 100x (lignes 4, 8, et 12), et
400x (lignes 5, 9, et 13) par rapport & la quantité
d'extraits cellulaires radiomarqués au [32P]. La ligne 1
représente les ARNs présents dans un extrait total de cel-

lules radiomarquées.
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TABLEAU 1
- hy5 -
Sera RohY5 g
sQuantité d'inhibiteur RohY1l-hY4

0 10 100 400
G.L. 62 87 99 100
S.A. 63 ND* ND 100
C-M. 52 ND ND 90
S.C. 55 ND ND 91
W.O. 50 52 50 -
A.S. 57 44 47 52
J.O. 100 100 100 100
T.S. 100 100 100 100

§ exprimée en excés d'extrait non radiomarqué par rapport a
l'extrait de cellules radiomarquées.

* Non fait

-- Indétectable.

Les sera anti-Ro G.L., S.A., C.M., S.C., W.0. et A.S.
immunoprécipitent les 4 ARNs Ro a partir d'extraits de
cellules HeLa radiomarquées au [32P] lorsqu'ils ne sont pas
incubés avec des ribonucléoprotéines RohY1l-hY4 ytilisées
comme inhibiteur. Les sera J.0. et T.S. immunoprécipitent
seulement 1'ARN hY5 des mémes extraits radiomarqués.

RohY5 & représente la surface sous la courbe obtenue par
densitométrie des autoradiogrammes correspondant & 1'ARN
hY5, divisée par la somme des surfaces correspondant aux 4
ARNs Ro x 100%.
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en présence de faibles concentrations de ribonucléoprotéines
Ronvi-hv4 1 'immunoprécipitation des 4 ARNs devenant totale-
ment inhibée lors de l'utilisation de fortes concentrations
d'inhibiteur (Tableau 1). L'immunoprécipitation de 1'ARN
hY5 par le serum J.0., par contre, n'est jamais complétement
inhibée méme par de fortes concentrations de ribonucléopro-
téines Robvi-hv4 (Figure 6, lignes 10-13. Tableau 1).

Des six sera anti-Ro testés, quatre continuent
d'immunoprécipiter 1'ARN hY5 méme aprés inhibition compléte
de leur capacité d'immunoprécipiter les ribonucléoprotéines
Rohvl-hv4 (sera G.L., S.A., C.M., et S.C., Tableau 1). Ces
quatre sera contiennent donc des anticorps spécifiquement
dirigés contre les ribonucléoprotéines Roh¥s, Par contre,
deux sera (W.0. et A.S., Tableau 1) ne semblent pas contenir
ce type d'autoanticorps. Il est toutefois important de
noter que des sera qui contiennent de faibles titres
d'anticorps anti-Roh5 pourraient donner des résultats
faussement négatifs dans ce type d'expérience puisque notre
préparation de ribonucléoprotéines Robhvi-hv4é contenait une
faible quantité de ribonucléoprotéines Roh¥5 contaminantes

(voir Figure 4, ligne 5).
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3.1.5 L'épitope autoantigénique spécifique aux ribo-
nucléoprotéines Rohv5 dépend a la fois de la
présence de la composante protéinique et de

1'ARN hY5

Comme c'est le cas pour la majorité des anticorps
antinucléaires décrits jusqu'a présent, tous les sera anti-
Ro semblent reconnaitre la portion protéinique des ribonu-
cléoprotéines. Nous avons confirmé ce fait puisque aucun
des deux sera prototypes anti-RohYs n'immunoprécipite 1'ARN
hY5 d'extraits cellulaires dont les protéines ont été dé-
truites soit par extraction au phénol soit par digestion a
la protéinase K (résultats non illustrés). Cette
observation suggére que 1l'épitope spécifique aux
ribonucléoprotéines Roh¥s est au moins partiellement
constitué de la composante protéinique. De plus, les deux
sera immunoprécipitent le polypeptide Ro de 60 kD d'extraits
cellulaires marqués in vivo avec la [35S]méthionine (Figure
7, lignes 3 et 4). Toutefois ces deux sera ne reconnaissent
pas les polypeptides Ro humains ou bovins purifiés par
immunoaffinité, soit en double immunodiffusion en gel
d'agarose (résultats non illustrés), soit en immunobuvardage
(résultats non illustrés). Ceci suggére donc que 1l'épitope
spécifique a Rohs nécessite la présence de 1'ARN hY5 sur le

polypeptide Ro pour son expression.
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Figure 7: Immunoprécipitation d'extraits de cellules Hela
marquées in vivo a l'aide de [35S]méthionine.

Les immunoprécipités sont formés a partir d'un serum
provenant d'un individu normal (NHS, ligne 1), d'un serum
anti-Ro monospécifique de référence (W.O., ligne 2), des
sera prototype anti-Rorvs J.0. et T.S. (lignes 3 et 4), et
d'un serum avec des anticorps anti-Ro et anti-La (lignes 5).
Les polypeptides Ro de 60 kD et La de 50 kD sont identifiés.

M, = poids moléculaire multiplié par 10-3.
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3.1.6 Le déterminant antigénique présent sur les
ribonucléoprotéines Roh¥5 n'est présent que

sur les ribonucléoprotéines Ro humaines

Wolin et Steitz (1983) ont démontré que les cel-
lules de souris ne contiennent que deux ARNs Ro, appelés mYl
et mY2, qui présentent une homologie de séquence significa-
tive avec les ARNs hYl et hY3 des cellules humaines. Les
ARNs Ro de la souris ne présentent pas le méme degré
d'homologie avec 1'ARN hY5. De leur cdté, les cellules de
lapin et de boeuf contiennent respectivement trois et quatre
ARNs associés aux ribonucléoprotéines Ro, mais leurs
éventuelles similarités structurelles avec les ARNs hY1l-hY5
restent inconnues. Tel qu'illustré a la Figure 8, les sera
anti-Ro de référence immunoprécipitent gautre ARNs
d'extraits de cellules humaines (section A, ligne 2), trois
d'extraits de cellules de lapin (section A, ligne 5), deux
d'extraits de cellules de souris (section B, ligne 2), et
quatre d'extraits de cellules de boeuf (section B, ligne 5).
Au contraire, tel qu'illustré par la serum J.0O., les sera
reconnaissant spécifiquement les ribonucléoprotéines RoOhY5
n'immunoprécipitent aucun ARN de ces trois lignées cellu-
laires animales (section A, ligne 6; section B, lignes 3 et
6). Il semble donc que l'épitope spécifique aux ribonucléo-
protéines Roh¥s n'est pas présent sur les ribonucléoprotéines

Ro d'espéces autres qu'humaines, qui par ailleurs ne
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Figure 8: Immunoprécipitation des ribonucléoprotéines
marquées au [32P] a partir de plusieurs lignées cellulaires
de mammiféres.

A) Cellules HeLa humaines et SIRC de lapin

B) Cellules d'ascite Ehrlich de souris et MDBK de boeuf.

Les ARNs présents dans les extraits cellulaires totaux sont
illustrées en 1 et 4 (A et B). Les immunoprécipités formés
par le serum anti-Ro de référence W.0. sont illustrés en
lignes 2 et 5 (A et B); ce serum précipite 4 ARNs de cel-
lules humaines (hY1l-hY5), 3 des cellules de lapin (1Y1-1Y3),
2 des cellules de souris (mYl et mY2), et 4 des cellules de
boeuf (bYl-bY4) (Mamula et al., 1989). Aucune des lignées
animales ne contient un ARN qui co-migre avec 1'ARN hY¥5. Le
serum J.0. ne précipite aucun ARN des lignées cellulaires
non-humaines (ligne 6, A; lignes 3 et 6, B), bien qu'il im-
munoprécipite 1'ARN hY5 d'extraits de cellules HeLa (ligne
3, A). Des résultats similaires ont été obtenus a l'aide du
serum T.S.. Les sections A et B proviennent de gels dif-
férents. La fléche en B indique un probable produit de
dégradation des ARNs Ro bovins, puisque cet ARN n'était pas

immunoprécipité dans d'autres expériences semblables.
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semblent donc pas contenir d'équivalent a cette

ribonucléoprotéine.

3.2 C el antt 3 il 1& Lo R

3.2.1 Les ARNs Ro se dissocient de la protéine Ro de

60 kD en tampon de force ionique élevée

Au cours d'expériences préliminaires pour définir les
conditions optimales de purification permettant la pré-
paration de ribonucléoprotéines Ro intactes, nous avons
utilisé des tampons de force ionique croissante. Tel
qu'illustré a la Figure 9A, des concentrations relativement
faibles de sels dissocient les ARNs Ro de la protéine Ro de
60 kD. Des sera anti-Ro spécifiques pour le polypeptide de
60 kD ne pouvaient plus immunoprécipiter les ARNs RO
d'extraits cellulaires contenant 500 mM NaCl (Figure 9A,
comparez les lignes 3 et 6). Cette incapacité ne résulte
pas de la perte de l'affinité des anticorps pour le polypep-
tide lui-méme puisque 1l'intensité de la bande correspondant
au polypeptide de 60 kD immunoprécipité d'extraits cellu-
laires marqués in vivo a la [3S]méthionine ne semble pas
diminuer méme lorsqu'obtenue a partir de tampons contenant
jusqu'a 1 M NaCl (Figure 9B; comparez la ligne 2 & la ligne
3). Les ribonucléoprotéines Ro ne se dissocient pas toutes
de fagon identique en présence de tampons de force ionique

élevée: les ARNs hY3 et hY4 sont complétement dissociés du
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Figure 9: Immunoprécipitation des ribonucléoprotéines Ro a
partir d'extraits de cellules HelLa maintenus dans des con-
centrations croissantes de NaCl.

Section A. Immunoprécipitation d'extraits radiomarqués au
[32P] @ 1'aide d'un serum anti-Ro (lignes 2-6) et d'un serum
contenant a la fois de l'anti-Ro et de l'anti-La (lignes 7
et 8). Les immunoprécipitations étaient faites dans un tam-
pon NET-2 modifié a l1'aide de NaCl 4 M de fagon a ce que sa
concentration finale en NaCl soit 150 mM (lignes 6 et 8),
250 mM (ligne 5), 350 mM (ligne 4), 500 mM (ligne 3, et 750
mM (lignes 2 et 7). La ligne 1 représente les ARNs présents
dans un extrait cellulaire total.

Section B. Immunoprécipitation d'extraits cellulaires ra-
diomarqués a l'aide de [35S]méthionine. Serum provenant
d'un individu normal (NHS, ligne 1), serum anti-Ro (lignes 2
et 3) et serum anti-Ro et anti-La (ligne 4). Les immunopré-
cipitations étaient faites dans un tampon NET-2 contenant
150 mM NaCl (lignes 1, 2 et 4) ou 1000 mM NaCl (ligne 3).
Les bandes correspondant aux polypeptides Ro de 60-kD et La
de 50-kD sont indiquées. Aucune bande correspondant & une
protéine de 52-kD n'est visible avec ces sera. Les bandes
observées a 45 et 65 kD sont non spécifiques puisqu'elles
sont observées aussi bien avec le serum normal. Les mar-
queurs de poids moléculaire utilisés étaient 1l'albumine
sérique bovine (69 kD) et l'ovalbumine (46 kD) toutes deux

marquées au [14C].
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polypeptide de 60 kD en présence de 350 mM NaCl, alors que
les ARNs hYl et hY5 ne sont que partiellement dissociés dans
un tampon de méme force ionique (Figure 9A, ligne 4). La
présence d'EDTA a des concentrations de l'ordre du millimo-
laire dans les tampons semblant stabiliser légérement
l'interaction ARN-protéine Ro (résultats non illustrés),
nous avons par la suite ajouté 1 mM EDTA & tous les tampons.

La dissociation lors de l'exposition a des tampons de
force ionique élevée est une caractéristique des ribonucléo-
protéines Ro puisque 1'immunoprécipitation des ARNs La par
des sera anti-La n'est pas affectée de fagon significative
méme en présence de 750 mM NaCl (Figure 9A; comparez la
ligne 7 a la ligne 8). De fagon intéressante, en présence
de concentrations en sel qui provoquent la dissociation de
tous les ARNs Ro du polypeptide Ro de 60 kD, un serum anti-
La continue a immunoprécipiter un ARN co-migrant avec 1'ARN
hY5; les ARNs qui semblent correspondre aux ARNs Ro hYl et
hY2 (qui est un produit de dégradation de hYl) semblent

avoir disparu (Figure 9A; comparez la ligne 7 a la ligne 8).

3.2.2 Trois populations de ribonucléoprotéines RO

peuvent étre purifiées biochimiquement & partir

d'extraits de cellules Hela

Comme 1l'ont rapporté Kato et al (1982), plus de 90% des
ribonucléoprotéines Ro se retrouvent dans la fraction cyto-

plasmique de cellules Hela préparée en l'absence de déter-
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gent (résultats non illustrés). La fraction cytoplasmique
ainsi obtenue est d'abord chargée sur une colonne de résine
échangeuse d'anion (DE52, Whatman), la colonne est lavée
abondamment, puis le matériel retenu est élué par des gra-
dients discontinus de sel. Tel qu'illustré dans la Figure
10, et comme décrit plus haut, les ribonucléoprotéines RoOhS
sont éluées d'abord avec 175 et 190 mM NaCl (lignes 3 et 4,
lignes 10 et 11), un groupe de ribonucléoprotéines contenant
les 4 ARNs Ro (Ronvi-hys) egst é€lué entre 210 et 250 mM NaCl
(lignes 6 et 13), et enfin les ribonucléoprotéines contenant
les ARNs hYl, hY3 et hY4 (Ronvi-nv4é) gsont éluées entre 250 et
300 mM NaCl (lignes 7 et 14). Les ARNs Ro présents dans
chacune de ces fractions ont été immunoprécipités par un
serum qui reconnait le polypeptide Ro de 60 kD (lignes 10-
14), ce qui démontre que ce polypeptide forme bien un com-
plexe avec les ARNs. Les ribonucléoprotéines Ro ne sont
toutefois pas obtenues a 1'état pur. Des ARNs ribosomaux 5S
ainsi que des ARNs de transfert (tARN) sont présents dans
chacune des fractions; toutefois il est remarquable que
1'ARN hY5 et les ARNs La représentent les ARNs prédominants
dans les fractions obtenues respectivement entre 175 et 190
mM NaCl et entre 210 et 250 mM NaCl (Figure 10, lignes 3 et
4, et ligne 6). Deux populations de ribonucléoprotéines RoO
sont donc déja apparentes: les ribonucléoprotéines Roh¥s et
les ribonucléoprotéines Rohvi-hv4, I['existence d'une
troisiéme population de ribonucléoprotéines contenant les

quatre ARNs Ro et qui serait obtenue par élution entre 210
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Figure 10. Purification des ribonucléoprotéines Ro sur ré-
sine échangeuse d'anion DEAE-cellulose.

Les ARNs totaux présents dans les différentes fractions sont
illustrés dans les lignes 1-7. Pour aider l'identification
des ARNs, des immunoprécipités formés par un serum anti-Ro
et anti-La (ligne 8) et un serum anti-Ro (lignes 9-14) sont
aussi illustrées. Ligne 1: ARNs présents dans l'extrait
cellulaire total; lignes 2, 8, et 9: ARNs de la fraction cy-
toplasmique; lignes 3 et 10: fraction a 175 mM NaCl; lignes
4 et 11: fraction a 190 mM NaCl; lignes 5 et 12: fraction a
210 mM NaCl; lignes 6 et 13: fraction a 250 mM NaCl; lignes

7 et 14: fraction a 300 mM NaCl.
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et 250 mM NaCl pourrait tout simplement résulter d'une con-
tamination de chacune des deux autres populations. Toute-
fois, il n'est pas exclu que ces ribonucléoprotéines
représentent une entité qui contient les quatre ARNs Ro en
quantité approximativement équimolaire.

Les trois fractions obtenues de la colonne de DE52 sont
alors concentrées jusqu'a 500 pl par dialyse sous vide.
Elles sont ensuite déposées séparément sur des gradients de

sucrose 10-30% (poids:poids) et soumis & une ultracentrifu-

gation. Les ribonucléoprotéines RohY5, provenant de la frac
tion obtenue avec 175 mM NaCl, sédimentent pour former un
seul pic ou le contaminant majeur est 1'ARN 5S (Figure 11A,
ligne 6); dans la fraction du gradient contenant Rohv5 1'ARN
5S n'est pas immunoprécipité par un serum anti-La (résultats
non illustrés), suggérant que ce contaminant n'est pas
présent sous la forme d'une ribonucléoprotéine contenant la
protéine La. Les ribonucléoprotéines Ro présentes dans la
fraction obtenue avec 250 mM NaCl semblent sédimenter
légeérement plus rapidement que les ribonucléoprotéines La
(Figure 11B, comparez les lignes 5 et 6 aux lignes 7 et 8).
Ceci est confirmé lorsque les fractions successives du gra-
dient sont évaluées par immunoprécipitation avec un serum
anti-Ro et un serum anti-La, tel qu'illustré a la Figure 11C
(@ noter que le pic des ribonucléoprotéines Ro se trouve
dans les tubes 14 et 15, alors que le pic des ribonucléopro-
téines La se retrouve dans les tubes 16 et 17). Cependant

il semble qu'une population de ribonucléoprotéines Rohv4
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Figure 11. Ultracentrifugation des ribonucléoprotéines Ro a
travers un gradient de sucrose.

Section A. Les ARNs totaux présents dans les fractions suc-
cessives du gradient obtenu a partir de la fraction éluée de
la résine DEAE-cellulose avec 175 mM NaCl. La ligne 1 il-
lustre les ARNs totaux présents dans la fraction a 175 mM,
et la ligne 2 illustre un immunoprécipité obtenu a partir
d'un extrait cytoplasmique total utilisant un serum anti-Ro
de référence. Les fractions consécutives 1 a 22 ont été ré-
coltées a partir du fond du tube; les ARNs présents dans des
fractions représentatives sont illustrées.

Section B. ARNs totaux présents dans les fractions succes-
sives du gradient formé a partir de la fraction éluée de la
résine DEAE-cellulose avec 250 mM NaCl.

Section C. Immunoprécipités formés par un serum anti-Ro de
référence (lignes 2-6) et un serum anti-La (lignes 7-11).

Les fractions du gradient correspondent a celles de la sec-

tion B.
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sédimente avec le pic des ribonucléoprotéines La (Figure
11C, lignes 4 et 9), suggérant que les ribonucléoprotéines
Rohrv¢ pourraient représenter une troisiéme population de
ribonucléoprotéines Ro, s'ajoutant aux Roh¥s et a la popula-
tion de ribonucléoprotéines qui contient les ARNs hYl, hY3,
et hY4. Enfin il est & noter que l'apparition d'une popula-
tion contenant uniquement 1'ARN hY4 ne résulte pas de la
dissociation in vitro de cet ARN du polypeptide Ro de 60 kD
puisque les ribonucléoprotéines Roh¥¢ peuvent étre immunopré-
cipitées par un serum qui reconnait la protéine Ro de 60 KkD.
Les pics des ribonucléoprotéines Ro obtenues par sédi-
mentation & travers un gradient de sucrose sont ensuite
fractionnés par tamisage moléculaire sur une colonne HPLC.
A nouveau les ribonucléoprotéines Rohv¢ se sont comportées
différemment des autres ribonucléoprotéines Ro (Figure 12).
Alors que le rayon de Stokes des ribonucléoprotéines Rohs et
Ronhvi-nvé est compatible avec celui d'une protéine globulaire
de 300 a 350 kD, celui des ribonucléoprotéines Roh¥¢ est
plutdt compatible avec une protéine de 230 kD. Les ribonu-
cléoprotéines Rohv¢ sont éluées avec le gros des ribonucléo-
protéines La (résultats non illustrés), ce qui est compati-
ble avec leur co-sédimentation dans les gradients de su-
crose. Aprés l'étape de purification par HPLC, les
fractions contenant les ribonucléoprotéines Roh¥5s ne contien-
nent essentiellement pas d'autre ARN visible sur les gels
des fractions extraites au phénol\g%%g;qforme (Figure 13 A,

lignes 4 et 5), quoique plusieurs polypep;ideSAsbiédﬁtencore
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Figure 12. Chromatographie de perméation moléculaire a
haute pression (HPLC) des fractions de gradient de sucrose
correspondant aux pics des ribonucléoprotéines Ro.
L'élution des substances de poids moléculaires de référence
est illustrée (BSA = albumine sérique bovine; KkD:
kilodaltons). L'abscisse représente la fraction. Le profil
d'élution des ribonucléoprotéines Rohv5, Rohv4é et Rohvi-hv4é est
illustré en ordonnée.

(=) indique que 1'ARN était indétectable par immunoprécipi-
tation; (+) qu'il était faiblement détecté; (++) clairement
détecté; et (+++) intensité maximale. Les espaces laissés
libres indiquent les fractions qui n'ont pas été évaluées

par immunoprécipitation.
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Figure 13. Purification finale de ribonucléoprotéines

RohY5 ,

Section A. Les ARNs totaux présents dans les fractions suc-
cessives obtenues par chromatographie de perméation molécu-
laire a haute pression (HPLC) contenant les ribonucléopro-
téines Ror¥s purifiées. La ligne 1 illustre les ARNs totaux
présents dans un extrait cytoplasmique, et la ligne 2 montre
les ARNs immunoprécipités de cet extrait par un serum anti-
Ro de référence. Les fractions sont numérotées a partir de
la premiére fraction éluée aprés le volume mort de la
colonne. La ligne 10 illustre les ARNs immunoprécipités a
partir de la fraction 10 en utilisant un serum anti-Ro de
référence.

Section B. Gel de polyacrylamide coloré au nitrate
d'argent. Les protéines présentes dans la fraction éluée de
la colonne de DEAE-cellulose a l'aide de 175 mM NaCl (ligne
2), dans la fraction du gradient de sucrose contenant le pic
des Rorys (ligne 4), et dans la fraction du HPLC contenant le
pic de ribonucléoprotéines Roh¥s (lignes 5-7). La quantité
d'extraits dans chaque puits provient d'approximativement un
nombre équivalent de cellules. La ligne 3 illustre le
polypeptide Ro de 60 KD purifié par affinité a partir de

placenta humain.
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présents dans ces fractions (Figure 13B, lignes 5 et 6).
Les fractions contenant les ribonucléoprotéines Rohvl-hv4 et
Rorv¢ restent fortement contaminées par des ribonucléopro-

téines La, ceci méme aprés l'étape de purification par HPLC.

3.2.3 Caractérisation des ribonucléoprotéines Ro

purifiées

Aprés chaque étape de purification, les ARNs Ro ont été
immunoprécipités avec des sera spécifiques pour le polypep-
tide Ro de 60 kD. Ceci signifie que cette protéine est
restée attachée aux ARNs a travers toutes les étapes de pu-
rification. Pour le confirmer, nous avons évalué par im-
munobuvardage, utilisant des sera anti-Ro et des sera anti-
La, les fractions obtenues de la colonne de tamisage molécu-
laire HPLC contenant les pics des ribonucléoprotéines RohY5,
Ronvi-hvé =~ et Rohv4, De ces expériences, il résulte que le
polypeptide Ro de 60 kD (Figure 14, panneau du haut, ligne
4) et le polypeptide La de 50 kD (Figure 14, panneau du bas,
ligne 4) sont tous deux présents dans les fractions con-
tenant les ribonucléoprotéines Roh¥s. De plus, la quantité
de ces protéines dans les fractions semble suivre en paral-
léle la quantité de ribonucléoprotéines'Roh‘f’5 présente dans
des fractions successives (comparez la Figure 13A, lignes 5
et 7 a la Figure 14, lignes 4 et 5). Ces fractions ne con-
tiennent pas d'ARNs La contaminants, suggérant que le

polypeptide La est associé de fagon stable avec les ribonu-
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Figure 14. Immunobuvardage des protéines présentes dans les
fractions contenant les ribonucléoprotéines RohYS purifiées
par HPLC.

Section du haut. La feuille de nitrocellulose a été incubée
avec un serum anti-Ro monospécifique (1:100).

Section du bas. La feuille de nitrocellulose provenant de
la section A a été réincubée avec un serum anti-La de titre
élevé (1:200).

Dans chaque panneau, la ligne 1 représente la fraction éluée
de la colonne de DEAE-cellulose avec 175 mM NaCl, la ligne 2
la fraction du gradient de sucrose préparé a l'aide de la
fraction 175 mM NaCl contenant le pic des ribonucléopro-
téines RobhY5, la ligne 3 le polypeptide Ro de 60 kD purifié
par affinité a partir de placenta humain, la ligne 4 la
fraction éluée de la colonne de HPLC contenant le maximum de
Rohys, et la ligne 5 une fraction éluée de la colonne de HPLC

récoltée aprés le pic de Ronvs,
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cléoprotéines Rohys, Le polypeptide Ro de 60 kD et le
polypeptide La sont aussi présents dans les fractions
obtenues de la colonne de tamisage moléculaire contenant les
ribonucléoprotéines Rohvi-h¥4 et Rohv4 (résultats non illus-
trés). Toutefois ce résultat est ininterprétable, puisque
ces fractions contiennent des ARNs associés a la protéine La
en plus des ARNs associés a la protéine Ro.

I1 est important de noter que le polypeptide La dans
les fractions obtenues de la colonne de HPLC est essen-
tiellement sous la forme d'un polypeptide de 50 kKD corre-
spondant au poids moléculaire de la protéine intacte (Figure
14, panneau du bas, lignes 1, 2, 4, et 5). Ceci indique que
notre schéma de purification donne lieu a trés peu de dégra-
dation, surtout lorsque comparé a la dégradation observée
dans le polypeptide La contaminant notre préparation de
polypeptide Ro purifié par affinité (Figure 14, panneau du
bas, ligne 3). Des résultats semblables ont aussi été
obtenus par immunobuvardage des fractions qui contiennent
les pics de ribonucléoprotéines Rohvi-hv4 et RobY4 (résultats
non illustrés). Puisque le polypeptide La est trés sensible
a la dégradation enzymatique, ceci est une indication addi-
tionnelle que les ribonucléoprotéines Ro purifiées d'apreés
notre technique ne sont pas dégradées de fagan substantielle
et représentent des ribonucléoprotéines essentiellement
intactes.

Enfin, pour définir plus complétement les composantes

protéiniques des ribonucléoprotéines Ron¥s purifiées par
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Figure 15. Immunoprécipitation des ribonucléoprotéines RohY5
purifiées.

Les ribonucléoprotéines RorYs purifiées par HPLC ont été im-
munoprécipitées a 1l'aide de 10 pl de serum anti-Roh¥s spéci-
fique (ligne 2), d'un serum spécifique pour le polypeptide
Ro de 60 kD (ligne 3), du serum d'un individu normal (NHS,
ligne 4) et d'anticorps anti-La purifiés par affinité (ligne
5). La ligne 1 montre les ARNs immunoprécipités d'un ex-

~

trait cytoplasmique de cellules HeLa a l'aide du méme serum

~

anti-Ro de référence utilisé a la ligne 3.
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HPLC, nous avons utilisé des anticorps spécifiques pour le
polypeptide Ro de 60 kD et pour le polypeptide La. Nous
avons aussi utilisé des anticorps reconnaissant spécifique-
ment les ribonucléoprotéines RohYs au cours de ces expé-
riences. Tel qu'illustré dans la Figure 15, lignes 2, 3 et
5, ces trois anticorps sont capables d'immunoprécipiter les
ribonucléoprotéines Roh¥s purifiées. Nous n'avons pas
procédé a une expérience d'immunoprécipitation semblable
avec les fractions contenant les ribonucléoprotéines RohYl-hv4
et Rohws puisque ces fractions étaient fortement contaminées
par des ribonucléoprotéines La, rendant les résultats inin-

terprétables.

3.3 Sianificati 1413 3 ti ti-R

3.3.1 Etude pilote

Trente des 334 sera testés entre Septembre 1983 et
Décembre 1984 formaient une ligne de précipitine en gel
d'agarose correspondant a l'anticorps anti-Ro. Vingt
d'entre eux, soit 66%, contenaient aussi d'autres autoanti-
corps identifiables (Tableau 2). Des dix patients ne pro-
duisant que des anticorps anti-Ro, 8 souffraient de
polyarthrite rhumatoide (PR). Les deux autres patients
souffraient respectivement de SS primaire et d'une combinai-
son de neutropénie et de splénomégalie sans arthrite (UCTD).

Par ailleurs, deux des 7 patients souffrant de LED avaient
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TABLEAU 2

ETUDE PILOTE

SPECIFICITE DES ANTINUCLEAIRES ET DIAGNOSTICS

Antinucléaire Sera (%) LED PR SS

UCTD/MCTD

Aucun 10 (33) 0 8 1 1

nDNA 7 (24) 7% 0 0 0

La 5 (16) 0 1 2 2

nRNP/x** 8 (27) 2 1 2 3

Total (%) 30 (100) 9 (30) 10 (33) 5 (17) 6

(20)

* Incluant 2 patientes avec un syndrome de chevauchement
PR/LED.

* % Dans 6 cas x était La, dans 1 cas x était non identifié
et dans 1 cas seul nRNP était détecté.



116

d'abord développé une polyarthrite déformante, érosive,
séropositive et nodulaire. Toutes deux avaient été traitées
avec des agents rémittifs (sels d'or et D-pénicillamine)
avec plus ou moins de succés, puis avaient développé des
manifestations cliniques de LED. De fagon intéressante, les
manifestations cliniques de ces patientes incluaient une
sérosite, des cytopénies, un rash de lupus érythémateux cu-
tané subaigu (LECS), un abaissement des composantes C3 et C4
du complément, et des anti-nADN élevés sans atteinte de la
fonction rénale ou du systéme nerveux central. De plus, au
cours de la période de follow-up suivant cette étude, un des
8 patients avec PR anti-Ro positifs a développé un rash de
LECS (cf. étude de cohorte).

Afin de pouvoir comparer ces patients avec une popula-
tion contrdéle, nous avons établi au hasard un groupe de 12
patients rhumatoides dont le serum ne contenait pas d'anti-
Ro. Ce groupe a été tiré d'un ensemble d'environ 60
patients connus rhumatoides et suivis a 1'UMR dont les sera
ne formaient pas de ligne de précipitine anti-Ro. Ces sera
avaient été envoyés au laboratoire d'Immuno-rhumatologie au
cours de la méme période que ceux des 12 sujets de 1l'étude.
Douze noms ont ainsi été sélectionnés au hasard sauf pour
1'age parmi la liste des 60 noms pour constituer notre
groupe contrdle. Ces 12 patients ont été choisis de fagon a
étre appariés pour 1l'age, fant avec le groupe de 10
rhumatoides sans manifestations lupiques qu'avec le groupe

élargi qui incluait les 2 patientes souffrant d'un
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chevauchement LED\PR. Nous avons fait les comparaisons
statistiques avec et sans les 2 patientes souffrant d'un
syndrome de chevauchement LED/PR. Puisque leur exclusion
n'affectait pas le degré de signification calculé, nous ne
présentons que les résultats des comparaisons qui incluent
les patientes avec syndrome de chevauchement.

Les deux groupes étaient comparables pour un grand nom-
bre de variables démographiques, cliniques et articulaires
(Tableau 3A). Notamment, les manifestations cliniques du SS
étaient présentes chez environ la moitié des patients dans
chaque groupe: la xérophtalmie était présente chez 7 des
patients anti-Ro (+) et chez 5 des patients anti-Ro (-),
tandis que la xérostomie était présente chez 8 et 4
patients, respectivement. Les manifestations objectives du
syndrome sec étaient toutefois peu fréquentes, puisque
seulement 2 des 5 patients avec anti-Ro et 4 des 8 patients
contrdle démontraient un test de Schirmer positif. De méme,
aucune des 4 biopsies de glandes salivaires mineures faites
chez les patients avec anti-Ro et seulement 1 sur 6 chez les
contrbdles s'est révélée positive.

Par contre, le groupe de patients rhumatoides avec
anti-Ro présentait plus fréquemment une hépatomégalie
clinique sans évidence de dysfonction hépatique (Tableau
3B). Ces patients démontraient aussi plus frégquemment une
splénomégalie et une leucopénie, alors que l'association de
ces deux manifestations pour former un syndrome de Felty

complet n'était retrouvé que chez deux patients anti-Ro
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positifs. Les deux patientes avec syndrome de chevauchement
présentaient une leucopénie mais une seule avait aussi une
splénomégalie. Enfin, tel que déja noté, 2 des patients
producteurs d'anti-Ro avaient développé un syndrome de
chevauchement PR/LED tandis que 2 autres développaient des
manifestations de vasculite.

Au niveau sérologique, les patients rhumatoides produc-
teurs d'anti-Ro produisaient des titres plus élevés de fac-
teur rhumatoide (FR) et de FAN, une hyperglobulinémie
importante, des cryoglobulines d'apparition tardive plus
abondantes, et un C3 plus bas. Seules les 2 patientes avec
un syndrome de chevauchement avaient des anti-nADN élevés et
un C4 abaissé (Tableau 4).

Nous avons enfin comparé la réponse des deux groupes de
patients aux agents antirhumatismaux. Les deux groupes sem-
blaient avoir été traités de fagon a peu prés identique.

Les patients producteurs d'anti-Ro, toutefois, avaient moins
bien répondu a ces traitements, sans avoir démontré d'effets
secondaires plus importants ou inhabituels (Tableau 5). Six
des 12 patients anti-Ro positifs avaient donc dG étre
traités avec des stéroides (a des doses supérieures a
1l'équivalent de 5 mg de Prednisone par jour) ou avec des im-
munosuppresseurs, alors qu'un seul des 12 patients contrdle
avait di recevoir ces médicaments. Bien que prometteurs,
nous n'avons pas voulu soumettre ces résultats a une étude
statistique car chaque groupe de traitement comportait trop

peu de malades. Nous avons donc considéré ces résultats
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TABLEAU 3

ETUDE PILOTE

COMPARAISON DES PATIENTS RHUMATOIDES ANTI-Ro POSITIFS ET

NEGATIFS
A) SIMILARITES CLINIQUES
Anti-Ro
Positif Négatif
(n=12) (n=12)
Age (ans) 46.85 + 2.8 45.0 = 2.1
Sexe (F:M) 10:2 1181
Durée de la maladie (ans) 8.7 + 2.2 7.7 £ 1.2
Critére de PR 7.9 £+ 0.3 7.3 £ 0.5
Critére de LED 1.7 + 0.3% 1.1 & 0.3
Critére de SS 1.7 + 0.4 1.3 + 0.4
Grade radiologique 2.5 + 0.2 2:1 £ 0.3
Nodules 7 o
Dysthyroidie autoimmune 3 3
§ Toutes les valeurs sont exprimées comme Moyenne +
erreur de la moyenne. Il n'y avait aucune différence
significative.
* Excluant 2 patientes avec syndrome de chevauchement

PR/LED.
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TABLEAU 3

ETUDE PILOTE

COMPARAISON DES PATIENTS RHUMATOIDES
ANTI-Ro POSITIFS ET NEGATIFS

B) DIFFERENCES CLINIQUES

Anti-Ro
Positif Négatif p*®
(n=12) (n=12)

Hépatomégalie 6 1 0.03
Splénomégalie 5 2 NS
Vasculite* ou PR/LED 4 0 0.04*
Leucopénie (<4.0 x 109/L) 6 1 0.03
*

* %

* k%

Un patient présentait des infarctus périunguéaux, une
pleuropéricardite avec tamponade, une polyneuropathie
suivie d'un infarctus cérébelleux. Une autre présentait
une vasculite leucocytoclastique récurrente. Deux autres
patientes présentaient un syndrome de chevauchement
lupus/polyarthrite rhumatoide.

Méthode exacte de Fisher.

p non significatif pour vasculite ou syndrome de
chevauchement pris de fagon isolée.
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comme préliminaires et pouvant servir a définir les condi-
tions d'une étude plus définitive. De fagon intéressante le
typage HLA de 9 des rhumatoides anti-Ro (+) et de 11 des
rhumatoides anti-Ro (-) n'a pas permis de démontrer
d'association avec un HLA particulier, tant pour la produc-
tion de l'anti-Ro que pour la toxicité médicamenteuse

(résultats non illustrés).

3.3.2 Etude transversale dans la population rhumatoide

3.3.2.1 Echantillon

La période d'inclusion des patients s'est étendue
de Novembre 1985 a Mai 1987. Au cours de cette période, les
membres de 1'UMR ont porté le diagnostic de PR chez 307
patients. De ceux-ci, 282 ont accepté de participer a
1'étude et ont entre autres subi un prélévement sanguin
permettant de déterminer la présence ou 1l'absence
d'anticorps anti-Ro dans leur serum. Quatre de ces patients
ont été exclus a l'étape de la révision des dossiers parce
qu'ils ne remplissaient pas les critéres diagnostiques de
PR: trois d'entre eux souffraient de polyarthrite chronique
juvénile, et la quatriéme remplissait les critéres diagnos-
tiques de MCTD. L'échantillonnage final était donc consti-
tué de 278 patients remplissant les critéres de PR définie

selon 1'ARA.
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PATIENTS RHUMATOIDES ANTI-Ro POSITIFS ET ANTI-Ro NEGATIFS

DONNEES SEROLOGIQUES
Anti-Ro
Positif Négatif
(n=12) (n=12)
Hb (g/L) 102 + 7% 124 +
Leucocytes (109/L) 4.6 + 0.6 6.8 +
Plaquettes (109/L) 340 + 40 317 +
Facteur rhumatoide 1401 + 632 170 +
(U/ml)
FAN* 3.0 + 0.4 1.3 £
anti-nDNA (ng/ml) 908 + 190++ 650 +
Gammaglobulines 2.4 + 0.4 1.5 +
(g/L)
C3 (mg/dl) 91 + 9 128 +
C4 (mg/dl) 19 + 5 24 +
Cryoglobulines 117 + 32 39 +
(ng/ml)
+ moyenne + erreur de la moyenne
* log; de dilution ou 1 est 1/40

057
23

53

0.4
144

0.1

10

11

el
I\

0.01
0.01

0.01
NS

0.02

++ incluant 2 patientes avec syndrome de chevauchement
PR/LED avec titres élevés d'anti-nADN.
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TABLEAU 5
ETUDE PILOTE
PATIENTS RHUMATOIDES ANTI-Ro POSITIFS ET ANTI-ROo NEGATIFS
TRAITEMENTS ANTIRHUMATISMAUX

Traitements* Efficacité Toxicité E/T

(E) (T)

Anti-Ro (+) 18 4 4 1.0
(n=9)
Anti-Ro (-) 18 9 3 3.0
(n=9)

* Nombre de traitements. Anti-Ro(+)/anti-Ro(-): Or
parentéral (9/8), D-pénicillamine (3/4),
Hydroxychloroquine (6/5).
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Les 25 autres patients avec PR n'ont pas été inclus
pour diverses raisons. Deux patientes ont refusé. Tois
autres avaient accepté mais les prélévements nécessaires ont
soit été perdus ou n'ont pas été faits. Enfin, la majorité
des patients non inclus ne semblent tout simplement pas
avoir été sollicités. Comme dans la plupart des cas il
s'est agi d'une visite ponctuelle unique, il a été impossi-
ble de procéder a leur inclusion. La comparaison des carac-
téristiques disponibles pour ces 25 patients avec celle des
278 patients inclus n'a pas permis de détecter de différence
significative tant au niveau du sexe, de 1'adge, de la durée
de leur maladie, de leur grade radiologique, ou de la
présence de FR et de FAN positifs (Tableau 6). Les patients
non inclus avaient cependant plus tendance a présenter des

manifestations de SS (p<0.05, X2z = 5.095).

Les caractéristiques cliniques des patients inclus dans
1'étude en font un groupe représentatif de la population
rhumatoide traitée dans un service de rhumatologie. En ef-
fet, ces caractéristiques correspondent aux données d'études
épidémiologiques Nord-Américaines comparables (Tableau 6).
Ainsi, un peu moins des deux tiers des patients sont des
femmes, et 71% sont séropositifs. La durée de leur maladie
s'étalait de 3 a 504 mois (moyenne de 107.0 * 102.6 mois),
avec 47 patients (17%) ayant une durée de maladie inférieure
a 12 mois. L'Age au début de la maladie s'étalait de 17 a

76 ans, avec une moyenne de 48.2 + 13.0 ans et une médiane
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de 49 ans. Quatre patients remplissaient 3 critéres de LED,
et une seule en remplissait 4 (photosensibilité, aphtes buc-
caux, arthrite non érosive, et FAN positif). Par contre, 44
patients, soit 15.8%, remplissaient au moins 2 critéres de
SS, et souffraient donc possiblement d'un SS secondaire. Le
grade radiologique variait de 1 a 4, avec une moyenne de
2.7; les radiographies de 2 des patients n'étaient pas
disponibles. Excluant les patients examinés moins d'un an
aprés le début des symptdomes, 226 des 249 patients (90.8%)
présentaient au moins un grade 2 de Steinbrocker et seule-
ment 17 (6.8%) avaient des radiographies normales. Enfin,
126 patients (45.5%) présentaient un titre de FAN égal ou
supérieur a 1:80 (182 ou 65.7% présentaient un titre égal ou

supérieur a 1:40).

3.3.2.2 Prévalence des anticorps anti-Ro

Cette étude a été établie a une époque ou nous ne
disposions que de la seule technique d'ID pour identifier
les anticorps antinucléaires. Nous comptons compléter la
caractérisation de ces sera en utilisant des techniques plus
sensibles pour lesquelles nous avons récemment développé la
technologie, tout particuliérement le SDS-IB, le N-IB, et
1'IPP. Nous tentons actuellement de développer une
technologie Elisa qui nous permettrait de détecter les
anticorps anti-Ro dirigés contre la ribonucléoprotéine Rohvs,

I1 sera donc bientdt possible de pouvoir comparer la



TABLEAU 6

ETUDE DE COHORTE SUR LA SIGNIFICATION CLINIQUE DES ANTI-Ro

DANS LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

CARACTERISTIQUES DES PATIENTS INCLUS ET NON INCLUS

PATIENTS
INCLUS

(278)
Sexe F ' 178
M 100
Durée (mois) 107.0 £ 6.2%

Age au début (ans) 48.2 + 0.8

Symptémes de SS 44 (15.8%)
Grade radiologique 2.7
moyen

Grade radiologique 226/249
> 2
(excluant durée < 12)

Séropositivité 198/278 (71.2%)
(FR)
FAN > 1/80 126/277 (45.5%)

PATIENTS
NON INCLUS

(25)
17
8

131.7

I+

3.1
45.0 + 3.1
6 ** (24.0%)

2.6

15/19%%%

13/20 (65.0%)

5/14 (35.7%)

§ Ruddy et al., 1985; Schumacher, 1988.

* * erreur de la moyenne
* % p < 0.05
*** p < 0.01

SLITTERATURE

30-50 ans

10-15%

70-75%

24-60%

126
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sensibilité et la spécificité de chacune de ces techniques
pour la détection de l'anti-Ro dans une population a faible
incidence d'anticorps antinucléaires et aussi de définir
l'utilité clinique comparée de chacune de ces techniques.
Nous ne rapportons toutefois ici que les résultats obtenus
par ID puisque les autres dosages ne sont pas complétés.

Des 278 patients testés, 8 ont démontré un anti-Ro
isolé, 2 étaient positifs pour un anti-La, et 1 était
positif pour l'anti-Ro et l'anti-La (Tableau 7). La préva-
lence des anti-Ro dans notre population de rhumatoides (tel
que détecté par ID) était donc de 3.2%, et celle des anti-La
était de 1.1%. Par ailleurs 1 patiente produisait de
1l'anti-RNP, alors que 4 patientes formaient une ligne de
précipitine qui ne correspondait & aucun des systémes
actuellement identifiés dans notre laboratoire.

Les caractéristiques démographiques (&ge, sexe, durée
de la maladie) des patients rhumatoides producteurs d'anti-
Ro n'étaient pas statistiquement différentes de celles des
patients ne produisant pas d'anti-Ro (Tableau 8). Parmi les
données cliniques, seule la présence de manifestations sug-
gestives d'un SS associé se retrouvait avec une fréquence
plus élevée chez les patients producteurs d'anti-Ro. Le
grade radiologique, les manifestations suggestives de LED,
le pourcentage de séropositivité pour le FR et les FAN
étaient en effet comparables (Tableau 8). Enfin, parmi les
caractéristiques sérologiques évaluées, seul le niveau de C3

s'est révélé significativement plus bas dans le groupe de
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TABLEAU 7

ETUDE DE COHORTE SUR LA SIGNIFICATION CLINIQUE DES ANTI-RoO
DANS LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

Anti-nADN 7
Anti-Ro 8
Anti-La 2
Anti-Ro et anti-La 1
Anti-RNP 1
Autres 4

N.B. Les anti-nADN ont été mesurés par épreuve de Farr, et
les anticorps dirigés contre les antigénes protéiniques (Ro,
La, RNP, autres) ont été identifiés par double
immunodiffusion en gel d'agarose.
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TABLEAU 8
ETUDE DE COHORTE SUR LA SIGNIFICATION CLINIQUE DES ANTI-RoO
DANS LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

(Ro +) (Ro -)

n=29 n = 269
Critéres PR 7.6 £ 0.4% 7.6 + 0.2
Sexe Féminin 8 (88.9%)** 170 (63%)
Age au début (ans) 45.0 = 3.0 48.3 + 13.1
Durée maladie (mois) 78.3 + 16.6 108.0 + 103.0
Grade radiologique 2.4 + 0.4 2.7 % 0.2
Symptémes de SS 4 (44.4%) 40 (14.9%)**
Critéres de SS 1:6 & 157 0.5 # 1.1
Critéres de LED 1.0 = 0.3 0.7 £ 0.5
Séropositivité (FR) 6 192
FAN (2 1:80) 4 126

* + erreur de la moyenne
** p < 0.00001



TABLEAU 9
ETUDE DE COHORTE SUR LA SIGNIFICATION CLINIQUE DES ANTI-RoO
DANS LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

FR (patients positifs) 460

Gammaglobulines 17.9
(g/L)

C3 (mg/dl) 119.6
C4 (mg/dl) 27 .2
Leucocytes (109/L) 7.0
Plaquettes (109/L) 308

Cryoglobulines (pg/ml) 58.6

Anti-nADN (ng/ml) 752

*
* %

*
p

er
<

reur de la moyenne
0.02

I+

I+

I+

110

2.8

7.3
4.3
0.9
53

23.

202

410

13.7

140.4

26.9

330
49.5

485

130

269
+* 50 (n=192)
£ 0.2 (n=253)

69.2*%* (n=249)

+

I+

11.4 (n=249)

I+

2.4 (n=269)

I+

102 (n=261)

I+

72.0 (n=267)

I+

493 (n=278)
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patients producteurs d'anti-Ro, bien que le niveau moyen de

ce groupe soit resté dans les limites de la normale (Tableau

9).

3.3.2.3 Prévalence des manifestations cibles

Globalement, 24 patients sur 278 (7.2%) ont
présenté l'une ou l'autre des manifestations définies
sévéres a priori. Cing des 9 patients anti-Ro (55.5%) ap-
partiennent a ce groupe, versus 19 des 269 patients anti-Ro
négatifs (7.1%) (Tableau 10). Cette différence apparait
hautement significative (RR = 7.87; G.qy = 11.303, p<0.001).

Une seule patiente avait donné naissance a un enfant
atteint de bloc AV congénital, plusieurs années avant les
manifestations cliniques de PR; le serum de cette patiente
contenait de l'anti-Ro. Un patient a développé un rash de
LECS en cours d'étude (puisque nos critéres nous avaient
fait exclure d'emblée les 2 patientes précédemment décrites
qui avaient développé un LECS et un LED franc sur un tableau
de PR); le serum de ce patient contenait aussi de 1l'anti-Ro.
Une autre patiente remplissait a la fois 4 critéres du LED
(photosensibilité, aphtes buccaux, arthrite non érosive, et
FAN positif mais pas de rash de LECS) et un tableau de PR;
son serum ne contenait pas d'anti-Ro. Huit patients
présentaient une leucopénie lors de 1l'étude (3 autres
avaient auparavant présenté une leucopénie qui s'était

corrigée sous stéroides); 1 patiente leucopénique produisait
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de l1l'anti-Ro (et de l'anti-La), alors qu'une des patientes
dont la leucopénie s'était corrigée sous stéroides
produisait de l'anti-Ro. Par ailleurs, 6 patients
présentaient des manifestations vasculitiques lors de
1'étude, soit 1 présentant une artérite nécrosante
systémique de type rhumatoide et 5 présentant un purpura non
thrombopénique de type vasculite leucocytoclasique. Deux
des 5 patients avec purpura produisaient de l'anti-Ro et 1
produisait de l'anti-Ro et de l'anti-La. La patiente (non-
productrice d'anti-Ro) souffrant d'artérite nécrosante ainsi
que 2 des 3 patients producteurs d'anti-Ro étaient traités
avec des corticostéroides lors de 1l'étude. Trois patients
avaient présenté des manifestations vasculitiques sévéres
dans le passé (mononévrite multiplex dans un cas, artérite
rhumatoide dans 2 cas), dont aucun ne produisait de l'anti-
Ro lors de l1l'étude. Deux de ces derniéres avaient regu des
immunosuppresseurs dans le passé (1 levamisole et 1
cyclophosphamide), et toutes trois recevaient encore des
corticostéroides; il n'est pas clair si ce traitement a pu
modifier leur positivité pour l1l'anti-Ro. De fagon
surprenante, un nombre élevé de patients présentaient soit
un C3 abaissé (21 sur 258 ou 8.1%) soit un C4 abaissé (22
sur 258 ou 8.5%). Toutefois, seulement 8 patients
présentaient a la fois un C3 et un C4 abaissés, suggérant
une consommation exagérée et non un déficit isolé ou une
anomalie de laboratoire. De ces 8 patients, 1 seul pro-

duisait de l1l'anti-Ro.
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TABLEAU 10

ETUDE DE COHORTE SUR LA SIGNIFICATION CLINIQUE DES ANTI-Ro
DANS LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

RISQUE
(Ro +) (Ro -) RELATIF
n=29 269 (RR)
L'une ou l'autre des 5% 19 7.87
5 manifestations
Bloc AV 1 0 a
PR/LED K 1 29.89
Vasculite 3 6 14.94
Purpura 3 2 44.83
C3 et C4 abaissés 1 7 2.30
Leucopénie (<4.0 X 109/L)
lors de 1'étude 1 7 2.30
en cours d'évolution 2 9 6.64
Photosensibilité 2 3 19.93

ol p<0.001

*x Les deux patientes déja décrites dans 1l'étude pilote
avaient été exclues d'emblée bien qu'elles
remplissaient les critéres de PR et qu'elles étaient

toujours suivies a 1'UMR. Incluant ces 2 patientes, le
RR deviendrait 73.36.
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En résumé, des 9 patients producteurs d'anti-Ro identi-
fiés par ID, 5 présentaient des manifestations extra-articu-
laires considérées sévéres: une a donné naissance a un
enfant avec bloc AV, 2 ont présenté des manifestations vas-
culitiques isolées de type purpura (accompagné d'anti-nADN
élevés dans un cas), un patient a présenté une leucopénie,
un lupus cutané subaigu et un abaissement simultané du C3 et
du C4, alors qu'une patiente a présenté une leucopénie cor-
rigée sous fortes doses de stéroides associée a un abaisse-
ment isolé du C4 et a du purpura.

Les risques relatifs pour les patients rhumatoides pro-
ducteurs d'anti-Ro de présenter les différentes manifesta-
tions cibles vont donc de 2.30 pour un abaissement simultané
du C3 et du C4, a 6.64 pour une leucopénie en cours
d'évolution, a 29.89 pour un syndrome de chevauchement
PR/LED, a 44.83 de présenter un purpura récidivant. De
plus, seuls les patients producteurs d'anti-Ro semblent
développer un lupus cutané subaigu ou donner naissance a un
enfant avec bloc AV.

I1 faut noter que 3 des 9 patients anti-Ro positifs
(33%) étaient traitées avec des stéroides a doses élevées
lors de 1'étude, alors que seulement 61 des 269 patients
anti-Ro négatifs (22.7%) avaient été traités, a un moment
quelconque de leur évolution, avec des doses équivalents de
stéroides, et seulement 36 (13.4%) étaient toujours traitées
lors de 1'étude. Des doses élevées de corticostéroides

risquent de diminuer 1l'incidence de 1l'abaissement du complé-
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ment et de la neutropénie, diluant ainsi toute différence
significative potentielle entre les patients anti-Ro
positifs et négatifs.

De fagon fortuite, nous avons noté que 5 patients
rhumatoides présentaient une histoire de photosensibilité
marquée: deux de ces patients produisaient de 1l'anti-Ro.
Compte tenu de l'association bien connue des anti-Ro avec la
photosensibilité dans d'autres groupes de malades (Mond et
al., 1989), cette constatation pourrait donc représenter un
marqueur additionnel permettant d'identifier les patients

producteurs d'anti-Ro.

3.3.2.4 Traitements antirhumatismaux

Deux cents des 278 patients avaient été traités
par des agents antirhumatismaux ou des corticostéroides a
doses élevées lors de leur inclusion. Des 78 patients non
traités, 37 étaient symptomatiques depuis 12 mois ou moins.
Des 231 patients souffrant de PR depuis plus de 12 mois, 190
(82.2%) avaient donc eu une tentative de traitement antirhu-
matismal.

Des 47 patients ayant une évolution plus courte
que 12 mois, 10 (21.3%) avaient eu un traitement antirhuma-
tismal (4 aux sels d'or, 4 avec 1l'hydroxychloroquine, et 2
avec des corticostéroides). Tous les traitements précoces
aux sels d'or et a 1l'hydroxychloroquine semblaient se

révéler efficaces, avec une seule réaction toxique aux sels
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d'or. Quoique les patients traités précocément semblaient
montrer une réponse encourageante, le design de notre étude
ne nous permet pas d'extrapoler sur l'indication de traiter
précocément, comme le suggére la littérature récente
(Kushner, 1989; Wilske et Healey, 1989; Fries, 1990).

Les agents antirhumatismaux les plus utilisés chez
les 190 patients ayant une durée de maladie supérieure a 12
mois étaient les sels d'or avec 155 traitements,
1'hydroxychloroquine avec 108 traitements, la Dpénicillamine
(44 traitements) et les immunosuppresseurs (13 traitements);
un traitement, inefficace, a l'aide de sulfasalazine, n'a
pas été comptabilisé (Tableau 11). Les corticostéroides
avaient été utilisés chez 64 patients (23.0%), la plupart du
temps (55 patients, 86%) en association avec ou apres
l'échec d'un ou plusieurs agents antirhumatismaux. Le
profil de chacun des antirhumatismaux respecte les attentes
telles que rapportées dans la littérature (Fries et al.,
1990; Ruddy, 1985). En effet, 118 des 155 traitements aux
sels d'or (76.1%) avaient été efficaces (y inclus 7
rémissions), tout comme 61 des 108 traitements aux anti-
malariques (56.5%) et 23 des 44 traitements a la D-
pénicillamine (52.3%). L'incidence des effets toxiques
était plus faible avec les antimalariques (13.0%), suivi des
sels d'or (38.7%), et enfin de la D-pénicillamine (50%).

Les patients producteurs d'anti-Ro semblaient
avoir été traités de fagon a peu pres équivalente aux autres

patients (Tableau 11). Deux patients n'avaient jamais regu
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d'agents antirhumatismaux. Quatre patients avaient regu des
sels d'or (efficaces dans 3 cas), et 4 des antimalariques
(efficaces dans 1 cas). Il est notable toutefois qu'aucun
de ces patients n'avait été traité avec la D-pénicillamine,
réflétant probablement le faible taux d'utilisation de cet
agent dans notre population. Aucune toxicité médicamenteuse
particuliére n'a été notée chez les patients producteurs
d'anti-Ro. Tel que mentionné plus haut, les patients pro-
ducteurs d'anti-Ro étaient plus susceptibles d'étre traités
avec des doses élevées de corticostéroides (3 sur 9) et des
immunosuppresseurs (2 sur 9), donc au total 5 sur 9 traités
avec l'un et/ou l'autre agent versus 69 sur 269 dans le
groupe sans anti-Ro (RR 2.65). L'utilisation d'un traite-
ment "plus lourd" réfléte probablement la sévérité des mani-

festations extra-articulaires de ces patients.
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TABLEAU 11

ETUDE DE COHORTE SUR LA SIGNIFICATION CLINIQUE DES ANTI-Ro

DANS LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE
TRAITEMENTS ANTIRHUMATISMAUX

EFFICACES INEFFICACES TOXIQUES
OR
Ro(-) (n=151) 115 (76.2%)* 16 (10.6%) 59
(39.1%)
Ro(+) (n=4) 3 (75%) 1 (25%) 1 (25%)
HYDROXYCHLOROQUINE
Ro(-) (n=104) 60 (57.72%) 35 (33.7%) 14
(13.5%)
Ro(+) (n=4) 1 (25%) 3 (75%) 0
D-PENICILLAMINE
Ro(-) (n=44) 23 (52.3%) 7 (15.9%) 22 (50%)
Ro(+) (n=0) -~ - -
IMMUNOSUPPRESSEURS
Ro(-) (n=2+) ND ND ND
Ro(+) (n=0++) ND ND ND
CORTICOSTEROIDES
Ro(-) (n=36++) ND ND ND
Ro(+) (n=3) ND ND ND
* La somme des traitements efficaces, inefficaces et

+

+++

ND:

toxiques est supérieure au total des patients traités
car certains traitements ont été a la fois efficaces (ou
inefficaces) et toxiques.

6 patients avaient été traités antérieurement avec des
immunosuppresseurs, mais les avaient cessés lors de
1'étude

2 patientes avaient été traités antérieurement avec des
immunosuppresseurs, mais les avaient cessés lors de
1'étude

25 autres patients avaient aussi été traités avec des
corticostéroides en cours d'évolution.

Non évalué
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DISCUSSION



140

Nous avons étudié la réponse autoimmune dirigée contre
l'antigéne Ro de deux perspectives différentes mais complé-
mentaires. Nous avons en effet caractérisé plus précisément
les anticorps anti-Ro eux-mémes, en étudiant 1l'antigéne
qu'ils reconnaissent. En paralléle, nous avons examiné la
signification clinique de la présence de ces anticorps dans
le serum de patients atteints de polyarthrite rhumatoide.
Les deux approches sont nécessaires puisque 1l'hétérogénéité
immunologique des anticorps anti-Ro que nous avons démontrée
pourrait fort bien sous-tendre une certaine hétérogénéité
clinique. Dans un premier temps, je crois qu'il est

préférable de discuter des résultats obtenus par chacune de

ces approches avant de tenter de les réconcilier.

Nous avons d'abord étudié le spectre de la réponse hu-
morale anti-Ro. Pour ce faire, nous aurions pu définir cer-
taines propriétés de ces autoanticorps, telles que leur
affinité, leur point isoélectrique, leurs isotypes et
idiotypes prédominants, etc.. De méme, il aurait été
possible d'étudier les déterminants de la réponse a
l'antigéne Ro au niveau génétique, soit au niveau des
molécules du CMH servant a la présentation de 1l'antigéne,
soit au niveau des molécules du récepteur des lymphocytes T

qui déterminent la reconnaissance du complexe antigéne-CMH
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et par la suite induisent des clones spécifiques de
lymphocytes B a produire des anticorps. Nous avons préféré
étudier les anticorps anti-Ro du point de vue de 1l'antigéne
qu'ils reconnaissent.

Nous partions en effet de 1l'hypothése que les
autoantigénes eux-méme, et probablement sous une forme rela-
tivement intacte, jouent un rdle dans l1l'induction de la
réponse autoimmune. Cette hypothése découle de plusieurs
observations que nous rappelons briévement. Tout d'abord,
presque tous les autoantigénes fréquemment reconnus font
partie de complexes macromoléculaires qui interagissent avec
des acides nucléiques; seule une petite proportion de ces
complexes macromoléculaires sont effectivement reconnus par
des autoanticorps. De méme, certains autoanticorps sont
produits de fagon liée, i.e. qu'un anticorps (e.g. anti-La)
n'est pratiquement jamais produit sans qu'un autre anticorps
(e.g. anti-Ro) ne soit aussi produit (Harley et al, 1986;
Reichlin, 1986; Hamilton et al, 1988; Arnett et al, 1989).
Or, les protéines Ro et La feraient partie, au moins
transitoirement, d'une méme ribonucléoprotéine; cette
ribonucléoprotéine deviendrait donc un candidat idéal pour
1l'autoimmunisation. Enfin, il est clairement établi pour
certains autoanticorps (e.g. anti-tARN synthétases produits
dans la polymyosite) que certains anticorps reconnaissent
des déterminants conformationnels sur les autoantigénes.

Les autoantigénes pourraient donc étre accessibles sous

forme intacte aux lymphocytes B. En effet, la sélection



142

clonale des lymphocytes B qui produiront des anticorps
repose essentiellement sur un double mécanisme de
reconnaissance: celle de l'antigéne intact par les
immunoglobulines de surface du lymphocyte B, et celle d'un
fragment dérivé du méme antigéne en association avec une
molécule CMH de classe II a la surface du méme lymphocyte B
par un lymphocyte T auxiliaire.

Nous avons d'abord décrit un nouvel autoanticorps qui
reconnait spécifiquement les ribonucléoprotéines Ro qui con-
tiennent 1'ARN hY5 (Roh¥5). Ces autoanticorps reconnaissent
un déterminant antigénique conformationnel dont 1'expression
sur le polypeptide Ro de 60 kD nécessite son association
avec 1'ARN hY5. Ces autoanticorps constituent, a
l'occasion, l'essentiel de la réponse autoimmune anti-Ro.
Grace a des sous-populations de ribonucléoprotéines Ro puri-
fiées biochimiquement, nous avons démontré par une technique
d'inhibition compétitive d'immunoprécipitation que la ma-
jorité des sera anti-Ro contiennent aussi des anticorps
dirigés spécifiquement contre les ribonucléoprotéines RohY5.
De plus, ce déterminant n'est retrouvé que sur les ribonu-
cléoprotéines Ro humaines. Ce nouvel autoanticorps semble
donc différer d'autres autoanticorps qui reconnaissent des
régions conservées sur certains autoantigénes (Tan, 1989).

Parmi 32 sera qui immunoprécipitaient exclusivement les
ARNs Ro, nous en avons identifié 2 (J.0. et T.S.) qui
n'immunoprécipitaient qu'un seul ARN qui co-migrait avec

1'ARN hY5. Nous avons d'abord démontré que cet ARN était
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bien hY5 et non un ARN de méme poids moléculaire. Premiére-
ment, 1'ARN hY5 précipité par un serum anti-Ro classique et
1'ARN immunoprécipité par le serum J.0. migraient de fagon
identique lorsque fractionnés en une ou en deux dimensions.
Deuxiémement, nous avons digéré par la RNAse A les ribonu-
cléoprotéines retenues sur des billes de protéine A-
sépharose recouvertes des deux mémes sera; les fragments
protégés dérivant de 1'ARN précipité par le serum J.O.
étaient identiques aux fragments protégés de 1'ARN hY5 pré-
cipité par un serum anti-Ro. Troisiémement, 1'ARN précipité
par le serum J.0. était spécifiquement éliminé d'un extrait
de cellules HelLa par des incubations répétées avec des anti-
corps anti-Ro monospécifiques adsorbés sur des billes de
protéine A-sépharose. Quatriémement, 1'ARN précipité par le
serum J.0., sous forme de ribonucléoprotéine, co-purifiait
avec la ribonucléoprotéine Roh¥s. Bien que nous n'ayions pas
séquencé directement 1'ARN immunoprécipité par les sera J.O.
et T.S., ces expériences nous ont convaincu que ces antisera
étaient bel et bien dirigés contre la ribonucléoprotéine
Ronys, Les sera J.0. et T.S. ont alors été baptisés anti-
Rory5, pour dénoter qu'ils reconnaissaient spécifiquement
cette ribonucléoprotéine.

Nous avons ensuite exploré les épitopes des anticorps
contenus dans les sera J.0. et T.S.. Ni 1'ARN hY5 seul
(dans des extraits cellulaires dont les protéines avaient
été détruites par extraction au phénol ou digestion par 1la

protéinase K), ni la protéine Ro de 60 kD seule (en im-
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munobuvardage en conditions dénaturantes et en ELISA
utilisant un polypeptide immunopurifié) n'étaient reconnus.
Toutefois, les sera anti-Roh¥5 reconnaissaient la ribonucléo-
protéine Roh5 par l'intermédiaire de la protéine Ro de 60
kD, puisque celle-ci était la protéine majeure précipitée
par ces sera a partir d'extraits de cellules Hela marquées a
la [35S]méthionine. Une protéine de 50 kD (mineure) co-mi-
grant avec la protéine La était également immunoprécipitée
par ces sera. De méme, la protéine Ro de 60 kD n'était ef-
fectivement reconnue qu'en association avec 1'ARN hY¥5. En
effet, 1'immunoprécipitation de 1'ARN hY5 était inhibée par
des extraits enrichis en ribonucléoprotéines Roh5 et pauvres
en RokYl-hv4 mais n'étaient pas inhibée par les ribonucléo-
protéines Robhvi-4¢, A 1'opposé, ces derniéres ribonucléopro-
téines étaient capables d'inhiber 1'immunoprécipitation de
tous les ARNs Ro, y compris 1'ARN hY5, par un serum anti-Ro
de référence. Il apparait donc que la ribonucléoprotéine
RohYs comporte deux épitopes distincts: un premier unique a
cette ribonucléoprotéine, et un second commun & toutes les
ribonucléoprotéines Ro. Tel que mentionné précédemment,
certains autoanticorps, et notamment les anti-Ro (comme nous
1l'avons démontré dans un travail antérieur en collaboration
avec Sylvie Lapointe), reconnaissent des déterminants con-
formationnels sur une protéine. Par contre, l'autoanticorps
anti-RohYs semble le premier exemple d'un autoanticorps spon-
tané dont la spécificité dépend de 1l'association d'une pro-

téine et d'un ARN.
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Comme nous l'avons mentionné précédemment, nous avons
identifié 2 sera anti-Rohs parmi 32 sera qui immunoprécipi-
taient les ARNs Ro (mais pas les ARNs La) a partir
d'extraits cellulaires de cellules HeLa. Ceci représente
probablement la prévalence minimale des sera spécifiques
pour Robys, En effet les deux sera anti-Roh¥5 prototypes ne
donnaient qu'une faible fluorescence cytoplasmique sur des
cellules Hep-2 en culture. Dans la majorité des labora-
toires (y compris le ndétre), les épreuves de caractérisation
des antinucléaires sont réservées aux sera fortement posi-
tifs en immunofluorescence. Des sera présentant une spéci-
ficité semblable risquent donc habituellement de ne pas étre
caractérisés.

Afin de déterminer si la formation d'anticorps anti-
Rorys était fréquente, nous avons développé une épreuve
d'inhibition compétitive de 1'immunoprécipitation de ribonu-
cléoprotéines radiomarquées. Quatre des 6 sera anti-Ro
testés contenaient des anticorps reconnaissant spécifique-
ment Roh5 aprés incubation avec des ribonucléoprotéines
Ronvi-hv4,  La technique que nous avons utilisée pourrait
toutefois sous-estimer la véritable incidence des anti-Rohvs
puisque notre préparation de ribonucléoprotéines Rohvi-4 était
contaminée par une faible quantité de Roh5. Nous avons donc
pu conclure que la reconnaissance d'épitopes hautement con-
formationnels sur Roh5 semblait une propriété générale de la
réponse immune a l'antigéne Ro. De plus les anticorps anti-

RobYs seraient habituellement produits en tandem avec des



146

anticorps qui immunoprécipitent toutes les ribonucléopro-
téines Ro. Cette association rend la détection des anti-
Rorys impossible a moins que des épreuves d'inhibition spéci-
fique soient faites.

Les anticorps anti-Roh¥s devaient nous réserver une
seconde surprise. En effet ces anticorps non seulement ne
reconnaissaient pas les ribonucléoprotéines Ro humaines ne
contenant pas 1'ARN hY5, mais ils ne reconnaissaient pas les
ribonucléoprotéines Ro d'origine animale. Cette observation
avait une double implication. Tout d'abord, au moins une
portion des anticorps anti-Ro sont véritablement des AUTOan-
ticorps, en ce sens qu'ils reconnaissaient un antigéne spé-
cifiquement humain. Cette observation suggére fortement que
la ribonucléoprotéine Roh¥s intacte joue un rdle direct
d'autoimmunogéne. Deuxiémement, un épitope non conservé
dans 1l'évolution pouvait étre reconnu par un autoanticorps.
Utilisant des données recueillies dans d'autres systémes
antigéne/anticorps, Tan (1989) a proposé que les épitopes
reconnus par les autoanticorps sont des sites hautement con-
servés dans l1l'évolution, le plus probablement des sites re-
sponsables de l'activité enzymatique ou fonctionnelle.

Cette théorie irait a l'encontre de l'expérience acquise
dans le domaine des anticorps induits par immunisation. En
effet, les anticorps induits reconnaissent de fagon prédomi-
nante les sites non conservés dans l'évolution. La réponse
immune "mature" ensuite progressivement pour reconnaitre

d'autres portions de l'antigéne qui sont sélectionnnées par
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des propriétés comme 1l'accessibilité et 1'index
d'hydrophilicité (Benjamin et al., 1984). L'exemple des an-
ticorps anti-Rob¥5S pourrait étre compatible avec un processus
d'autoimmunisation par la ribonucléoprotéine intacte. Nous
proposons donc que le processus initial d'immunisation dans
les collagénoses pourrait étre la production d'anticorps qui
reconnaissent des épitopes non conservés (fort probablement
conformationnels) sur des polypeptides conservés. La
présence constante de l'autoantigéne conduirait ensuite a la
maturation du répertoire des lymphocytes B, avec la produc-
tion d'anticorps reconnaissant un grand nombre d'épitopes
accessibles a la surface de l'antigéne (Benjamin et al.,
1984; Harlow et Lane, 1988). Quoique notre hypothése
souligne 1l'importance des sites sujets a des variations de
séquences et/ou de conformation des antigénes pour induire
ou permettre 1l'induction du processus d'autoimmunisation, il
est tentant d'y rattacher 1l'hypothése que ces sites soient
situés a proximité des sites actifs des autoantigénes. Ceci
expliquerait 1l'inhibition de l'activité enzymatique des
antigénes par certains autoanticorps. De plus, un site ac-
tif est par définition accessible a un substrat, tout en
étant aussi a risque d'étre bloqué ou de réagir avec un pro-
duit exogéne jouant le rdéle d'un hapténe et donc capable
d'induire la réponse immune lors de son association avec
l'autoantigéne. Cette hypothése ouvre la voie a 1l'étude de

différences structurelles ou fonctionnelles des
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autoantigénes chez les sujets sains et les sujets produc-

teurs d'anti-Ro.

4.2 Caractérisation des ribonucléoprotéines Ro

Comme la ribonucléoprotéine Roh¥s intacte semblait pou-
voir jouer un rdle direct dans 1l'induction de la réponse
anti-Ro, il nous a semblé important de tenter de déterminer
les caractéristiques structurelles ou fonctionnelles qui
pouvaient lui conférer cette immunogénicité particulieére.
Nous avons alors voulu répondre a ce probléme en purifiant
biochimiquement les ribonucléoprotéines Ro. Les conditions
de purification furent choisies de fagon a minimiser toute
dégradation ou dissociation: fractionnement cellulaire mé-
canique sans détergent, chromatographie d'échange d'anion
avec élution a faible force ionique, ultracentrifugation a
travers un gradient de sucrose isotonique, et enfin tamisage
moléculaire en HPLC. Les ribonucléoprotéines Ro ont ainsi
été purifiées en trois groupes: une contenant uniquement
1'ARN hY5, une contenant uniquement 1'ARN hY4, et une con-
tenant les 3 ARNs hYl a hY4. La ribonucléoprotéine RohY5 a
été purifiée jusqu'a quasi-homogénéité, alors que les autres
ribonucléoprotéines Ro restaient contaminées par des ribonu-
cléoprotéines La.

Les ribonucléoprotéines Ro purifiées apparaissaient in-

tactes d'aprés plusieurs critéres. Tout d'abord, les ARNs

des ribonucléoprotéines purifiées n'étaient pas dégradés
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puisque leur migration lors de 1l'électrophorése en gel de
polyacrylamide-urée était identique & celles d'ARNs Ro im-
munoprécipités d'extraits cellulaires fraichement préparés.
Ensuite, 1'immunobuvardage des fractions contenant les ri-
bonucléoprotéines purifiées indiquaient que le polypeptide
Ro de 60 kD et le polypeptide La (trés sensible a l'activité
protéolytique) (Habets et al., 1983) étaient intacts.
Troisiémement, le polypeptide antigénique Ro de 60 kD
restait associé avec les ARNs Ro durant toutes les étapes de
la purification puisque les ARNs Ro pouvaient étre immuno-
précipités a l'aide de sera anti-Ro reconnaissant spéci-
fiquement cette protéine. De méme, la protéine La demeurait
associée a la ribonucléoprotéine RobhYs puisque celle-ci pou-
vait étre immunoprécipitée en utilisant des anticorps anti-
La immunopurifiés. Et enfin, le déterminant antigénique
dépendant de 1l'intégrité de la conformation de la ribonu-
cléoprotéine RobhYs était toujours présent puisque ces ribonu-
cléoprotéines pouvaient toujours étre immunoprécipitées a
l'aide d'un serum anti-RohYs,

Cette purification a permis de définir deux propriétés
importantes des ribonucléoprotéines Ro, et des Roh5 en par-
ticulier. Tout d'abord, le poids moléculaire apparent des
ribonucléoprotéines Ro variait de 230 kD environ pour Rohv¢ a
300-350 kD pour les autres. Ce poids moléculaire différe
fortement de celui antérieurement rapporté (100 a 150 kD).

Deux éléments expliquent probablement cette différence.

Premiérement, le poids moléculaire avait auparavant été es-
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timé & partir d'extraits de tissus ou dans des conditions
rendant improbable la préservation de la composante ARN.
Aucun effort n'avait alors été fait pour vérifier
l'intégrité des ribonucléoprotéines purifiées. Deuxiéme-
ment, le comportement des ribonucléoprotéines en solution
pourrait différer de celui des protéines globulaires, pou-
vant conduire a une estimation inadéquate du poids molécu-
laire. Toutefois, une ribonucléoprotéine 7S de poids
moléculaire 107 kD (Monteilhet et Aggerbeck, 1986), donc
trés proche de celui théorique des ribonucléoprotéines Ro, a
été purifiée par tamisage moléculaire en HPLC. Le poids
moléculaire estimé de ces ribonucléoprotéines était de 120
kD, soit environ la moitié du poids moléculaire apparent des
ribonucléoprotéines Ro. Le poids moléculaire apparent trés
élevé des ribonucléoprotéines Ro pourrait donc résulter
d'une dimérisation (i.e. l'association de deux ribonucléo-
protéines contenant chacune une protéine de 60 kD et un
ARN), ou de la présence d'autres protéines au sein des ri-
bonucléoprotéines. Alors que la dimérisation est une carac-
téristique fréquente des protéines qui interagissent avec
les acides nucléiques puisqu'elle favorise la stabilisation
de l'interaction, nous n'avons pour le moment aucun élément
pouvant confirmer cette hypothése. Par contre, nous avons
démontré par immunoprécipitation des ribonucléoprotéines
Rorys purifiées a l'aide d'anticorps anti-La immunopurifiés,
ainsi que par immunobuvardage des protéines contenues dans

les fractions contenant les ribonucléoprotéines RobY5, que la
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protéine La était associée de fagon stable avec les ribonu-
cléoprotéines Roh¥s, Cette association stable pourrait sous-
tendre la formation souvent conjointe dans un méme serum
d'anticorps dirigés contre les protéines Ro et La. Ce
dernier élément constitue d'ailleurs un argument additionnel
suggérant que les ribonucléoprotéines intactes pourraient
jouer un rdéle immunogénique direct. Nos résultats ne nous
permettent pas de préciser si les polypeptides Ro (de 52, 54
et 60 kD) récemment décrits sont aussi des composantes des
ribonucléoprotéines Ro purifiées puisque les sera que nous
avons utilisés ne reconnaissaient pas spécifiquement ces
antigénes. Il n'est pas non plus établi si la protéine La
est une composante des ribonucléoprotéines Robhvi-4, Les frac-
tions finales de ces ribonucléoprotéines restaient en effet
contaminées par des ribonucléoprotéines La, de sorte que les
expériences d'immunoprécipitation et d'immunobuvardage uti-
lisant des anticorps anti-La immunopurifiés étaient ininter-
prétables. Toutefois, la taille de ces ribonucléoprotéines
(supérieure a 220 kD) suggére qu'elles comportent plus
qu'une copie du polypeptide Ro de 60 kD associé a une copie

d'un ARN d'environ 30 KkD.
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4.3 Hétérogénéité des ribonucléoprotéines Ro et des auto-
. .

Pour résumer, nous avons démontré que, du moins dans le
cas de la réponse immune a l'antigéne Ro, six éléments nou-
veaux pouvaient étre énoncés:

1) une forte proportion des patients producteurs d'anti-Ro
produisent des anticorps reconnaissant un épitope hautement
conformationnel dépendant de l'interaction de la protéine Ro
de 60 kKD et de 1'ARN hY5; rarement ces anticorps constituent
l'essentiel des anticorps anti-Ro d'un serum;

2) les anticorps anti-Ror¥s sont dirigés contre un détermi-
nant spécifiquement humain qui n'est pas retrouvé sur
d'autres ribonucléoprotéines humaines ou animales;

3) les anticorps anti-Ro et anti-Roh¥5, tout comme les anti-
corps anti-Ro et anti-La, sont fréquemment produits en
tandem ou de fagon liée. L'association stable de ces deux
polypeptides et de ces trois épitopes au sein d'une méme
ribonucléoprotéine constitue un complexe macromoléculaire
qui pourrait étre l'objectif de ces autoanticorps;

4) les ribonucléoprotéines Ro humaines sont biochimiquement
hétérogénes puisqu'elles peuvent étre purifiées en trois
groupes: Rohv5, Rohv4, et Rohvl-4, Les caractéristiques
biochimiques uniques des ribonucléoprotéines Roh¥5 sous-ten-
dent vraisemblablement leurs caractéristiques immunologiques
uniques. Il reste a préciser si elles sous-tendent des

caractéristiques fonctionnelles uniques;
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5) les ribonucléoprotéines Ro présentent un poids molécu-
laire apparent en solution beaucoup plus élevé (220 a 300-
350 kD) que la somme des poids moléculaires de leurs com-
posantes nominales (environ 90 kD). Quoique la significa-
tion exacte de ce poids moléculaire élevé reste a préciser,
il est vraisemblable qu'il résulte de 1l'une ou de plusieurs
des conditions suivantes: comportement en solution différent
de celui d'une protéine globulaire, association avec une
autre composante protéique, ou dimérisation. Il est
vraisemblable que si elles sont présentes, l'association
avec une autre protéine ou la dimérisation jouent un rdéle
dans la fonction cellulaire des ribonucléoprotéines Ro; il
est aussi possible qu'elles contribuent a leur immunogéni-
cité;
6) le polypeptide La est associé de fagon stable avec les
ribonucléoprotéines Rohv5, Puisque la fonction du polypep-
tide La semble étre celle d'un facteur de terminaison de la
transcription par 1'ARN polymérase III, il est possible que
la fonction des ribonucléoprotéines Ro puisse étre d'agir
comme un cofacteur qui module l'activité de la protéine La,
ou une sorte de "siphon" qui permette le recyclage des
polypeptides La pour un autre cycle de terminaison de trans-
cription.

Les points 1) a 3) constituent des éléments fortement
suggestifs d'un rdle direct des ribonucléoprotéines RohY5
dans le processus initial d'autoimmunisation contre

l'antigéne Ro dans le LED et certaines maladies associées.
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De plus, les composantes protéiques et ARN sont essentielles
pour l'activité enzymatique de certains autres autoantigénes
ribonucléoprotéiques (Sharp, 1987; Altman et al., 1988;
Walter et Blobel, 1983). Il est donc possible que des ri-
bonucléoprotéines Ro intactes comme celles que nous avons
obtenues puissent devenir des réactifs permettant d'étudier
l'activité des ribonucléoprotéines Ro, soit seules ou en as-
sociation avec le polypeptide La, possiblement dans la régu-
lation de la transcription par 1'ARN polymérase III. De

semblables études restent cependant a venir.

4.4 Etontitemt lini 3 £ ti-Ro: &tud
pilote

Aprés avoir discuté de notre travail d'approche fonda-
mentale, nous allons maintenant traiter de nos études cli-
niques. Nous avons d'abord mené une étude pilote pour
déterminer la signification clinique de la présence
d'anticorps anti-Ro dans le serum des patients suivis dans
notre Centre Hospitalier. Notre travail s'inscrivait dans
le courant fort utilisé et fort productif en rhumatologie
qui utilise les autoanticorps pour aider a la classification
diagnostique et prognostique des collagénoses (Tan, 1989).

Dans notre population, en utilisant la technique rela-
tivement peu sensible de la double immunodiffusion en gel
d'agarose, nous avons déterminé que lorsque l'anti-Ro était

le seul autoanticorps détectable, il se trouvait 8 fois sur
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10 dans le serum d'un patient atteint de polyarthrite
rhumatoide. De plus 2 patientes produisant des anti-nADN en
plus des anti-Ro avaient d'abord présenté un tableau de
polyarthrite séro-positive, nodulaire et érosive avant de
développer un lupus cutané sub-aigu puis un LED franc.
L'association de la production isolée d'anti-Ro avec la PR
est confirmée par une relecture de la littérature.
Scopelitis et al (1985) ont rapporté que sur 100 sera anti-
Ro positifs en ID, 44 ne contenaient pas d'autres spéci-
ficités. De ces 44, 10 provenaient de patients atteints de
PR, alors que 27 souffraient de collagénoses mal définies
(UCTD) ou ne souffraient d'aucune collagénose identifiable;
4 patients seulement souffraient de LED et 1 seul de scléro-
dermie. Les anti-Ro, lorsque présents de fagon isolée,
pourraient donc étre fréquemment associés avec la PR.

Nous avons ensuite étudié plus a fond nos 12 patients
rhumatoides producteurs d'anti-Ro. Pour fins de comparai-
son, nous avons établi au hasard, parmi les patients
rhumatoides connus non-producteurs d'anti-Ro, un groupe
contrdle apparié pour 1l'dge. Les données démographiques,
cliniques et paracliniques de ces 24 patients ont alors été
établies par une étude rétrospective de leurs dossiers.

Les 12 patients rhumatoides anti-Ro positifs étaient
démographiquement comparables & un groupe de patients
rhumatoides anti-Ro négatifs appariés pour 1l'adge. Les
patients producteurs d'anti-Ro présentaient cependant des

manifestations extra-articulaires plus sévéres. Quoique
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cette conclusion reposait sur l'utilisation de comparaisons
multiples, le niveau de signification de chaque comparaison
et le fait que les résultats de la majorité des tests
favorisaient la méme hypothése suggéraient que les
différences observées étaient réelles.

La présence d'anti-Ro chez des patients atteints de SS
primaire est associée a des manifestations systémiques et
vasculitiques similaires a celles de nos patients (Alexander
et al., 1983). Notre groupe de rhumatoides anti-Ro positifs
ne présentait cependant pas plus de manifestations du SS que
le groupe contrdle. De méme, dans une étude effectuée dans
notre laboratoire portant sur une exocrinopathie autoimmune
chez les patients atteints de PR (Radoux et al., 1987), 12
des 30 patients présentaient un SS documenté mais aucun ne
produisait d'anti-Ro. Il semble donc que les manifestations
systémiques retrouvées chez nos patients ne pouvaient étre
facilement attribuées & un SS associé, tout comme la produc-
tion d'anti-Ro chez les rhumatoides ne semblait pas reliée a
la présence d'un SS associé.

Les anticorps anti-Ro sont étroitement associés au
développement d'un lupus érythémateux cutané subaigu (LECS).
Nous avons observé au cours de cette étude que 2 patients
atteints de PR, ne produisant initialement que des anti-Ro,
avaient ensuite développé des anti-nADN et un rash de LECS,
puis un tableau de LED. Un troisiéme patient porteur
d'anti-Ro devait éventuellement développer un rash de LECS

(voir résultats de 1l'étude de cohorte) et finalement des
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anti-nADN. Cette association a été confirmée par d'autres
(Cohen et al., 1986). Quoique le nombre de patients avec
syndrome de chevauchement PR\LED soit faible, cette observa-
tion suggére que la présence d'anti-Ro chez les patients at-
teints de PR pourrait précéder le développement de ce syn-
drome et ainsi avoir une certaine valeur prognostique.

De fagon intéressante, dans cette étude pilote, les pa-
tients anti-Ro positifs semblaient avoir répondu moins bien
aux agents antirhumatismaux et avoir nécessité l'utilisation
de corticostéroides et\ou d'immunosuppresseurs plus fréquem-
ment que le groupe contrdle. L'inefficacité des traitements
semblait plus fréquente que toute toxicité spécifique. D'un
autre co6té, une toxicité plus fréquente des patients anti-Ro
positifs & la D-pénicillamine a été rapportée (Moutsopoulos
et al., 1985). Une association entre HLA-DR3, toxicité a la
D-pénicillamine, et anti-Ro a aussi été proposée (Panayi et
al., 1978). Les résultats du typage HLA de nos patients ne
semblaient pas confirmer cette hypothése, mais portaient sur
un nombre insuffisant de malades. Compte tenu des
développements récents dans la caractérisation moléculaire
des antigénes du CMH qui ont permis de définir de nombreuses
sous-classes aux HLA, il n'est pas étonnant que les associa-
tions définies sérologiquement ne soient pas absolues.

En conclusion, ces résultats préliminaires suggéraient
que la présence d'anti-Ro caractérisait un sous-groupe de

patients avec PR qui présentait des manifestations cliniques



158

et sérologiques plus sévéres et une réponse moins

qu'optimale aux agents antirhumatismaux.

4.5 Significati 1ind 3 ti-Ro d ] ] St
] toid

Outre les résultats de notre étude pilote, 1l'étude de
la signification clinique des anticorps anti-Ro dans la
polyarthrite rhumatoide nous semblait justifiée. La pre-
miére raison était quantitative. La prévalence d'anti-Ro
chez les patients atteints de PR se situe probablement entre
3 et 5% (Tan, 1982) (bien qu'une étude grecque aie rapporté
jusqu'a 23% [Moutsopoulos et al., 1984]); le méme anticorps
serait présent chez environ 30% des patients atteints de
LED, chez 50 a 80% des patients atteints de Sjogren pri-
maire, et chez 10 a 20% des patients atteints de scléroder-
mie. Bien que la contribution des patients atteints de PR
puisse ainsi apparaitre négligeable, la prévalence de cha-
cune de ces maladies influence fortement le nombre de pa-
tients avec anti-Ro: 0.3 a 1.5% de la population agée de
plus de 18 ans souffrirait de PR, alors que la prévalence
pour le LED et le SS primaire dans cette population serait
d'environ 0.05 a 0.1% chacune, et celle de la sclérodermie
inférieure a 0.01%. Pour chaque million d'adultes, on peut
calculer qu'un minimum de 500 et un maximum de 1870 person-
nes atteintes de collagénose produiraient des anti-Ro.

Celles-ci se répartiraient en 90 a 750 souffrant de PR, 250
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a 800 de SS, 150 a 300 de LED, et 10 a 20 de sclérodermie.
Les patients rhumatoides représenteraient donc environ 35%
(intervalle de 7 a 65%) des patients atteints de collagénose
producteurs d'anti-Ro. Jusqu'a présent, la plupart des
études sur la signification clinique des anti-Ro ont porté
sur les patients atteints de LED ou de SS, négligeant la
population rhumatoide.

Deuxiémement, la PR est une maladie extrémement
hétérogéne pour laquelle il est difficile d'établir un
pronostic. Certains autoanticorps représentent déja des
marqueurs utiles. Ainsi, la présence d'un facteur
rhumatoide IgM positif est associée a une atteinte extra-
articulaire plus sévére; un tel autoanticorps est toutefois
présent chez 70% des patients et présente donc peu de spéci-
ficité. De méme, la présence d'un FAN positif pourrait in-
diquer une sévérité plus importante de la maladie, mais les
résultats restent conflictuels. Identifier des sous-popula-
tions plus homogénes a l'intérieur des patients atteints de
PR pourrait permettre d'améliorer leur management ainsi que
la planification d'essais cliniques.

Nous avons opté pour une étude de cohorte transversale
sans intervention, donc essentiellement descriptive. Tous
les patients consécutifs évalués par un membre de 1l'Unité
des Maladies Rhumatismales du CHU de Sherbrooke entre
Novembre 1985 et Mai 1987 constituaient la population cible.
L'inclusion automatique des patients lors du diagnostic,

1l'absence de rappel des patients connus producteurs d'anti-
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Ro et l'analyse groupée des sera codés visaient a minimiser
les biais éventuels. Les relevés des dossiers ont été faits
(en partie par une étudiante d'été, Nathalie Cauchon) dans
1l'ignorance des résultats des tests de détection des
anticorps antinucléaires. De méme nous avons défini a
l'avance, a partir des résultats de notre étude pilote, 5
manifestations extra-articulaires considérées cliniquement
significatives que nous désirions comparer. Le
développement de l'une ou l'autre de ces manifestations chez
un patient était considérée la manifestation d'une atteinte
sévére. De méme, la taille de l'échantillon visé a été
établie a priori a 292 patients (intervalle 180 & 600). Cet
échantillon devait nous permettre d'identifier une
différence significative (statistiquement et cliniquement),
et ceci avec une puissance de 80%.

Nous avons essentiellement atteint notre objectif
puisque un total de 303 patients porteurs d'un diagnostic de
PR ont été examinés par un membre de 1'UMR au cours de la
période de 1l'étude. De ce nombre, 278 ont signé un formu-
laire de consentement et ont subi le bilan recommandé. Ceci
représente un taux d'inclusion de 91.7% de la population
disponible. Deux patientes ont refusé d'étre incluses dans
1'étude, trois sera semblent avoir été perdus, et 20 pa-
tients ne semblent pas avoir été sollicités. Les patients
non-inclus dans 1l'étude ne différaient pas significativement
des patients inclus au niveau des données démographiques et

du taux de séropositivité pour le facteur rhumatoide et le
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FAN. Les patients non inclus semblaient toutefois présenter
de fagon significative une atteinte radiologique articulaire
moins sévére. Ceci pourrait toutefois résulter de ce que
plusieurs patients non inclus n'avaient pas subi de radio-
graphies récentes. Le grade radiologique montre habituelle-
ment une détérioration rapide au cours des 2 premiéres an-
nées de maladie (Fuchs et al.,1989) puis une détérioration
plus graduelle mais le plus souvent continue. Par contre,
les patients non-inclus étaient aussi plus susceptibles
(p<0.05) de souffrir de symptdémes de SS. La signification
de cette différence est difficile a préciser puisque les
données disponibles au dossier des patients non-inclus
étaient trés fragmentaires. La non-inclusion de ces 25 pa-
tients ne nous semble pas représenter un biais systématique
et est donc peu susceptible de modifier significativement
les conclusions de notre étude.

De l'échantillon de 278 patients rhumatoides, 16 pro-
duisaient un anticorps détectable par ID. Huit produisaient
des anti-Ro isolés, 1 de l'anti-Ro et de l'anti-La, 2 des
anti-La isolés, 1 de l'anti-RNP, et 4 sera formaient des
lignes de précipitine ne correspondant a aucun systéme de
référence connu. La prévalence d'anti-Ro dans notre échan-
tillon était donc de 3.2%. Les patients producteurs d'anti-
Ro ne différaient au niveau clinique du groupe anti-Ro né-
gatif que par la prévalence plus importante de symptomatolo-
gie suggestive de SS (p<0.00001]). Cette constatation vient

en contradiction avec notre étude pilote ou les patients
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avec PR producteurs d'anti-Ro ne présentaient pas de SS plus
fréquemment que le groupe contrdle. Rétrospectivement, il
est possible que la tenue d'une étude sur une exocrinopathie
associée au SS chez les patients avec PR concurremment a
notre étude pilote aie biaisé 1l'ensemble de patients a
partir duquel notre groupe contrdle avait été établi. En
effet le nombre de critéres par patient producteur d'anti-Ro
est similaire dans les deux études (1.7 vs 1.6), alors qu'il
différe fortement dans le cas des patients anti-Ro négatifs
(1.3 vs 0.5). Les résultats de notre étude transversale
confirment donc l'association anti-Ro\SS secondaire chez les
patients avec PR (Moutsopoulos et al., 1984; Moutsopoulos et
al, 1985).

De méme, les patients producteurs d'anti-Ro ne dif-
féraient pas significativement des patients anti-Ro négatifs
au niveau sérologique, sauf en ce qui concerne le niveau du
C3 (p=<0.02). Nous n'avons donc pas confirmé les résultats
de notre étude pilote suggérant une hyperréactivité immune
associée a la production d'anti-Ro. Effectivement, les
titres de facteur rhumatoide ainsi que la quantité de gamma-
globulines et de cryoglobulines étaient plus élevés dans le
groupe anti-Ro positif (surtout ceux présentant des manifes-
tations extra-articulaires sévéres), mais aucune de ces dif-
férences n'atteignait un niveau significatif.

Dans 1l'échantillon total, 24 patients (8.6%) ont
présenté les manifestations cibles, ce qui représente une

prévalence plus élevée que prévu. Cette prévalence élevée
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rhumatoides producteurs et non-producteurs d'anti-Ro est
confirmée par un test d'indépendance (G = 11.3, pour un
p<0.001). De fagon intéressante, 2 patients avec anti-Ro et
3 patients anti-Ro négatifs présentaient une
photosensibilité importante, définissant un risque relatif
de 19.93. Il semble donc que la présence d'anti-Ro dans
leur serum représente un marqueur pour le développement de
ces manifestations extra-articulaires. Il n'est pas clair,
toutefois, si ce lien est de nature causale ou si la
production de 1l'autoanticorps refléte une immunodéficience
prédisposant a ces manifestations cliniques, ou encore si la
production de 1l'autoanticorps représente une réponse de
1'héte aux stimuli induisant la maladie.

Chez nos patients rhumatoides, nous n'avons pas observé
d'association de l'anti-Ro avec des manifestations comme 1la
vasculite nécrosante, l'anémie ou la thrombopénie,
1'hypergammaglobulinémie, des titres élevés de facteur
rhumatoide ou de FAN, ou les atteintes du systéme nerveux
central, tel que décrites dans le SS (Alexander et al, 1983;
Provost et al., 1988). De méme, parmi les manifestations
associées a l'anti-Ro dans le LED, nous n'avons pas observé
une incidence accrue de néphrite ou de production d'anti-
nADN (Wasicek et al., 1982), ni un titre de facteur
rhumatoide plus élevé (Bell et al., 1980); 1la
photosensibilité semblait toutefois, comme dans le LED (Mond
et al., 1989), significativement associée a l'anti-Ro. Il

semble donc que les associations de l'anti-Ro que nous
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rapportons reflétent une situation propre a la PR. Comme
les manifestations associées a l'anti-Ro sont variables
d'une collagénose a l'autre, il est vraisemblable que le
background génétique de 1'individu ou la maladie dont il est
atteint module les associations cliniques associées a
l'anti-Ro. Par ailleurs, puisque les patients producteurs
d'anti-Ro ne représentaient que 9% (4/44) des patients avec
SS secondaire, il semble que les manifestations extra-
articulaires observées soient associées a la production
d'anti-Ro et non a la présence d'un syndrome sec. La part
respective que joueraient le SS et l'anti-Ro dans les
manifestations observées sera l'objet d'études ultérieures.

Les associations les plus étroites avec la présence
d'anti-Ro, qui devraient donc éveiller l'attention, sont le
développement d'un purpura non thrombocytopénique, une
photosensibilité importante, et une leucopénie non
explicable par une toxicité médicamenteuse. Par contre, nos
observations confirment 1l'étroite association entre la
présence d'anti-Ro et la mise au monde d'un enfant atteint
de bloc AV congénital et du développement d'un syndrome de
chevauchement LED\PR caractérisé par un lupus érythémateux
cutané subaigu. Notre population de rhumatoides semble
enfin avoir été traitée de fagon semblable a des populations
similaires de rhumatoides. Aucune toxicité particuliére des
patients anti-Ro positifs aux agents anti-rhumatismaux n'a
été identifiée. L'absence d'exposition de nos malades

producteurs d'anti-Ro a la D-pénicillamine ne nous permet
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pas de confirmer la fréquence des réactions toxiques qui y
serait associée. Tout au plus est-il possible d'affirmer
que, probablement en conséquence de leur prévalence de
manifestations extra-articulaires sévéres, les patients
producteurs d'anti-Ro ont plus de risques d'étre traités
avec des doses élevées de corticostéroides et/ou avec des
immunosuppresseurs.

En conclusion, il semble donc que la présence
d'anticorps anti-Ro détectables par ID représente un mar-
queur pour un sous-groupe de patients souffrant de PR. Ces
patients ne semblent pas présenter de différences au niveau
de leur maladie articulaire. Toutefois, ils souffrent plus
fréquemment de SS secondaire, de neutropénie sévére, de pho-
tosensibilité, et de purpura de type vasculitique. Certains
d'entre eux sont également a risque de donner naissance a un
enfant avec lupus néonatal et de développer un lupus cutané
subaigu dans le cadre d'un syndrome de chevauchement LED\PR.
Puisque les patients producteurs d'anti-Ro ne représentaient
que 9% (4/44) des patients avec SS secondaire, il semble que
les manifestations extra-articulaires observées soient
associées a la production d'anti-Ro et non a la présence
d'un syndrome sec. De plus, nous n'avons pas observé chez
nos patients avec PR d'association de l'anti-Ro avec des
manifestations telles que la vasculite nécrosante, la
thrombopénie, 1'hyperactivité immune
(hypergammaglobulinémie, titres élevés de FR et de FAN), ou

l'atteinte du systéme nerveux central décrites avec le SS



166

(Alexander et al, 1983). Il semble donc que la présence
d'une collagénose sous-jacente module les manifestations
cliniques associées a l'anti-Ro. La part respective que
joueraient le SS et l'anti-Ro dans les manifestations

observées sera l'objet d'études ultérieures.

4.6 Conclusion

Les patients atteints de PR producteurs d'anti-Ro
présentent donc eux-méme une hétérogénéité clinique. Nous
croyons que la démonstration d'une hétérogénéité im-
munologique des anticorps anti-Ro pourrait sous-tendre cette
diversité. Au moins quatre types de déterminants
antigéniques reconnus par les anti-Ro ont ainsi été mis en
évidence: des épitopes linéaires sur le polypeptide Ro de 60
kD, des épitopes conformationnels sur la protéine Ro de 60
kD, des épitopes conformationnels sur la ribonucléoprotéine
RohY5, alors que certains anticorps anti-Ro reconnaissent
d'autres polypeptides de 52, 54, ou 60 kD. A l'aide de
techniques de détection plus sensibles et reconnaissant cha-
cune de ces populations d'anticorps, nous espérons analyser
leurs corrélations cliniques. Par la méme occasion, nous
évaluerons la spécificité et la sensibilité des techniques
d'immunodiffusion et d'immunobuvardage pour la détection
d'anti-Ro dans cette population par rapport a

1'immunoprécipitation (Boire et al., 1990). L'utilité cli-
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nique de ces techniques de détection plus sensibles et/ou

plus spécifiques reste toutefois a préciser.
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ANNEXE A
TITRE DU PROJET: L'ANTI-SSA (Ro) DANS L'ARTHRITE RHUMATOIDE
L@siscsisnssvssanonon

Par la présente, je consens a ce que le sérum tiré d'un
prélévement de 20 cc de mon sang total serve & la recherche
d'auto-anticorps. Ce prélevement servira a préciser 1la
nature et 1l'étendue des anomalies biologiques qui pourraient
étre associées a cette maladie. Ce prélévement pourrait étre
répété annuellement pour les besoins de cette étude ou plus
fréquemment s'il s'avére que les trouvailles aient une
implication pratique immédiate sur mon évolution et
traitement.

La procédure m'a été expliquée par mon médecin et je
comprends que ces prélévements sanguins font partie de
1'évaluation habituelle et n'ont pas de conséquences
néfastes sur mon état de santé.

I1 est entendu que ma participation n'implique aucun autre
don ou prélevement de spécimen biologique autre que ceux
justifiés par mon état de santé. Tous les renseignements
obtenus a l'occasion de cette étude seront traités de fagon
confidentielle.
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Signature du témoin
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