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Nucleoli en kanker: dangerous liaisons

Nucleoli zijn organellen die de ribosomen assembleren. Ribosomen zijn biologische nanomachi-
nes, die eiwitten synthetiseren. De structuur en het aantal nucleoli veranderen bij kanker. In een
artikel dat werd gepubliceerd in juni 2016 in Nature Communications, heeft een groep vorsers
van de ULB aangetoond dat enkele ribosomale eiwitten de integriteit van de nucleoli regelen. '
Twee van die eiwitten spelen overigens ook een sleutelrol bij de regeling van p53, een antitu-
moraal eiwit. De groep, die wordt geleid door professor Denis Lafontaine, heeft ook een index
van de gezondheidstoestand van de nucleoli opgesteld, die door oncologen kan worden gebruikt

voor diagnostische en prognostische doeleinden. |Philippe Lambert

rofessor Denis Lafontaine, directeur on-
Pderzoek van het F.R.S.-FNRS en hoofd

van de dienst moleculaire biologie van
het RNA aan de Université Libre de Bruxelles
(ULB), voert al een twintigtal jaar onderzoek
uit naar ribosomen. Ribosomen zijn nanoma-
chines, die de eiwitten in de levende cellen
synthetiseren. Professor Lafontaine heeft zijn
onderzoek aanvankelijk uitgevoerd op een

speciale gist, Saccharomyces cerevigiael

een soort basismodel, maar onderzoekt
sinds zes jaar ook humane cellen.

Bij de mens is het ribosoom een zeer com-
plexe machine, die 84 bestanddelen bevat,
waarvan vier belangrijke structurele ele-
menten, de ribosomale RNA’s, die als het
ware het skelet van het ribosoom vormen.
Daarop zitten dan 80 ribosomale eiwitten,
die zelf worden gefabriceerd door andere al
bestaande ribosomen. Hoe dat systeem ont-
staan is, is niet meer te achterhalen (de eeu-
wige vraag van de kip of het ei). “De 84
bestanddelen van het ribosoom zijn ver-
spreid over twee subeenheden, die samen
eiwitten synthetiseren na ontcijfering van de
informatie die in het boodschapper-RNA ver-
vat ligt”, preciseert Denis Lafontaine.

Elke cel bevat miljoenen ribosomen. De le-
vensduur van de ribosomen bedraagt enkele
dagen. De ribosomen worden gefabriceerd
door de nucleoli, die een driedimensionale
puzzel van 84 stukken in elkaar steken. Nu-
cleoli zijn organellen die een gesofistikeerd,
sequentieel productieproces volgen. Tijdens
de synthese van een ribosoom moeten de
84 bestanddelen zich op een gegeven ogen-
blik op een gegeven plaats in de cel bevin-
den om in interactie te kunnen treden met
andere bestanddelen teneinde het substraat
te vormen voor binding van het volgende
bestanddeel.

De nucleoli werden in 1781 ontdekt door
de Italiaanse fysicus en naturalist Felice Fon-
tana. We weten al tientallen jaren dat het
aspect van de nucleoli een goede indicator

4 Professor Denis Lafontaine

is van de gezondheidstoestand van de cel.
De vorm, de grootte en het aantal nucleoli
kunnen sterk variéren als een cel onder
stress staat of ziek is. Kankercellen en cellen
die geinfecteerd zijn met een virus, vertonen
typisch afwijkingen van de nucleoli. “Een ge-
zonde humane cel in cultuur bevat gemid-
deld vijf of zes regelmatige, ronde nucleoli”,
zegt professor Lafontaine. “In kankercellen
kan het aantal nucleoli stijgen tot een tien-
tal. 0ok kan hun vorm veranderen: ze wor-
den groter en minder regelmatig. En ze
kunnen met elkaar versmelten.”

Kankercellen  vermenigvuldigen  zich
wanordelijk en kunnen duidelijk meer eiwit-
ten synthetiseren dan gezonde cellen. Het is
dan ook geen verrassing dat ze meer ribos-
omen produceren. De nucleoli moeten zich
dan ook aanpassen aan de nieuwe vraag. En
ze kwijten zich haastig en vrij chaotisch van
die taak.

iNo score

Theoretisch vormen afwijkingen van de nu-
cleoli een biomarker van de gezondheid van
de cel. Helaas kunnen kankerpathologen dat
nog niet in de klinische routine toepassen
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omdat ze niet beschikken over een betrouw-
baar en gebruiksvriendelijk kwalitatief en
kwantitatief instrument. Vorsers van de dienst
moleculaire biologie van het RNA van de ULB
hebben die klip omzeild door een software-
programma op te stellen om ondubbelzinnig
uit te maken of een nucleolus al dan niet nor-
maal is en in voorkomend geval hoe abnor-
maal hij is. Daarvoor heeft professor
Lafontaine een beroep gedaan op het Centre
de Microscopie et d’Imagerie Moléculaire
(CMMI/ULB), dat mede door hem werd opge-
richt en waarvan hij lid is, om een zeer per-
formant screeningplatform te ontwikkelen,
een robotmicroscoop die duizenden beelden
van nucleoli in zeer korte tijd kan maken. In
samenwerking met ingenieurs-programmeurs
van de groep van professor Christophe De
Vleeschouwer van de Université catholique de
Louvain (UCL) is de dienst voor moleculaire
biologie van het RNA erin geslaagd om een al-
goritme op te stellen dat de nagestreefde
doelstelling kan verwezenlijken: uitgaande
van de beelden een aantal morfometrische
parameters analyseren in alle betrokken nu-
cleoli, de toestand van de nucleoli beschrijven
en in voorkomend geval becijferen hoe ab-
normaal ze zijn.

Met een combinatie van de verschillende
parameters hebben ze een “index van afwij-
kingen van de nucleoli” opgesteld, die ze de
naam hebben gegeven van iNo score. Die
score geeft statistisch gevalideerde informa-
tie over de ernst van eventuele schade van de
nucleoli. Mogelijk biedt dat diagnostische en
prognostische perspectieven in de oncologie.
“Via het programma BioWin van de Fédération
Wallonie-Bruxelles onderzoeken we nu of de
graad van een kanker correleert met de nu-
cleolaire afwijkingen”, rapporteert Denis La-
fontaine. “Met onze score kan je die
afwijkingen snel opsporen. Informatie over de
ernst van die afwijkingen kan bijdragen tot het
diagnosticeren van kanker en zal hopelijk ook
een prognostische waarde hebben, zodat we

op grond daarvan een behandeling kunnen
vastleggen. Uiteraard dient dat eerst in klini-
sche studies te worden onderzocht.”

De nucleolus is een entiteit, die onvol-
doende voor diagnostische en prognostische
doeleinden wordt gebruikt in de oncologie. Bij
optische microscopie met het blote oog kan je
alleen een onderscheid maken tussen perfect
normale nucleoli en volledig gedesorgani-
seerde nucleoli. Tussenstadia en vooral de
vroege stadia van destructurering zijn niet te
zien. De iNo score zal daar verandering in
brengen. De zone gaat van 0 tot 2 op een nu-
merieke schaal. Nul: de nucleolus is perfect.
Twee: de structuur van de nucleolus is volledig
ontaard. Tussen die extremen ligt er een con-
tinuim van tussenstadia.

Integriteit van de nucleoli

In 2012 heeft de groep van prof. Ross Han-
nan van de Australian National University de
scheikundige stof CX-5461 toegediend aan
kankercellen. ? CX-5461 remt de functie van
de nucleoli. Na toediening van die stof ver-
minderde de productie van ribosomale RNA's,
essentiéle bestanddelen van de ribosomen,
het “chassis van het voertuig”, om het met de
beeldspraak van professor Lafontaine te zeg-
gen. Er werden minder ribosomen geprodu-
ceerd en de kankercellen werden specifiek
gedood, waarbij de gezonde cellen intact ble-
ven. Het moet dus mogelijk zijn om selectief
tumorcellen te elimineren met een farmaco-
logische behandeling die gericht is tegen de
nucleoli. “De nucleoli vormen dus wel dege-
lijk een therapeutische target. Dat verhoogt
het belang van de studies die wij uitvoeren,
nog meer”, merkte Denis Lafontaine op.

De groep zoekt niet alleen naar een klini-
sche toepassing (de iNo score), maar voert
ook fundamenteel onderzoek uit. De biologen
van de ULB proberen inderdaad na te gaan
welke principes de integriteit van de nucleoli
bepalen, en vooral welke celbestanddelen be-
langrijk zijn voor de architectuur van de nu-
cleolus.

Met hun performante screeningtechniek en
het begeleidende softwareprogramma heb-
ben de vorsers alle ribosomale eiwitten van
de nucleoli één voor één verwijderd om na te
gaan of dat al dan niet invioed had op de
structuur van de nucleoli. De wetenschappers
hebben eerst gekeken naar de ribosomale ei-
witten en wel om drie redenen. Ten eerste, de
ribosomale eiwitten zijn de eiwitten die het
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meest voorkomen in de nucleoli, waar ze per
definitie stuk voor stuk worden ingebouwd bij
de fabricatie van de ribosomen. Ten tweede,
mutaties van de genen die coderen voor ri-
bosomale eiwitten, veroorzaken vaak een ri-
bosomopathie (zie verder). Ten derde,
we weten dat ribosomale eiwitten de
expressie regelen van de genen die een 5
rol spelen bij kanker. Denis Lafontaine preci-
seert evenwel dat zijn groep sinds kort ook an-
dere eiwitten van de nucleoli onderzoekt,
maar de resultaten van die tweede onder-
zoeksfase zijn nog niet gepubliceerd.

Een onverwachte link

Laten we even terugkeren naar de eerste
fase, het onderzoek van ribosomale proteinen.
“We moesten als het ware wat mikado spe-
len”, commentarieert de directeur van de
dienst voor moleculaire biologie van het RNA.
“Als je een nucleolus zou vergelijken met een
autofabriek, zou de vraag geweest zijn: welke
elementen van de fabriek zijn belangrijk voor
de werking van de fabriek? Als je een venster
van het gebouw wegneemt, zal de autopro-
ductie er niet fundamenteel onder lijden, maar
als je de voorraad wielen opgebruikt, ligt de
productie stil.”

Een belangrijke conclusie van de studie is
dat slechts enkele van de 80 ribosomale ei-
witten noodzakelijk zijn om de structuur van
de nucleoli te handhaven. Meer nog, en dat
was een totaal onverwachte (en volgens
Denis Lafontaine “onverhoopte”) vaststelling,
de belangrijkste twee eiwitten wat dat betreft,
zijn eiwitten die een sleutelrol spelen bij het
regelen van de concentratie van het p53-gen.
p53 is een antitumoraal eiwit, waarvan be-
kend is dat het tumoren onderdrukt. Concreet,
als een cel kwaadaardig wordt, leidt p53, dat
dan sterk tot expressie wordt gebracht, tot
apoptose van de zieke cel. In een normale cel
daarentegen moet de p53-concentratie zeer
laag blijven. Meerdere mechanismen regelen
de concentratie van het p53-eiwit in de cel.
Zoals we hebben gemeld, is één van die me-
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chanismen gebaseerd op twee proteinen, die
ook een sleutelrol spelen in de ribosomen: uL5
en uL18. “Het HDM2-eiwit voert p53 naar het
proteasoom, dat p53 afbreekt, en verlaagt dus
de hoeveelheid p53”, preciseert Denis Lafon-
taine. “In kankercellen dienen uL5 en uL18 om
HDM2 te “sequestreren” zodat HDM2 p53 niet
meer naar het proteasoom kan voeren. Het
antitumorale eiwit kan dan in hoeveelheid
toenemen en de kankercel vernietigen.”

Dan rijst meteen de vraag: “Waarom zijn de
twee ribosomale eiwitten die cruciaal zijn voor
de integriteit van de nucleoli, net zo belangrijk
bij het regelen van p53?” Dat weten we niet.
“Die vraagq zal ons waarschijnlijk nog enkele
jaren zoet houden”, gaf onze gesprekspartner
toe. “We weten dat uL5 en uL18 bij de fabri-
catie van het ribosoom helemaal op het einde
van de assemblage worden toegevoegd en
dat de biologische nanomachine zonder hen
gedoemd zal zijn tot dislocatie. “Een aanne-
melijk scenario is dat de cellen beschikken
over een mechanisme voor kwaliteitscontrole,
dat ervoor moet zorgen dat uL5 en uL18 wor-
den toegevoegd op het einde van de fabrica-
tiecyclus”, vervolgt Denis Lafontaine. “Als dat
niet gebeurt, zal de structuur van de nucleolus
niet conform zijn en zal het lichaam de pro-
bleemcel elimineren via p53.”

Een nieuwe groep ziektes

Er is nog een nieuw concept dat de aan-
dacht van de dienst voor moleculaire biologie
van het RNA trekt. Tot voor kort beschreef de
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fundamentele biolo-
gie ribosomen als perfect
identieke entiteiten. Maar blijkbaar be-
staan er gespecialiseerde ribosomen in de
cellen. “De eerste vraag is dan hoe de ri-
bosomen onderling
meent Denis Lafontaine. “Sommige
van de 84 stukken, waaruit de ribo-
somen bestaan, zijn primordiaal voor
hun werking, terwijl andere dat
waarschijnlijk minder zijn. Een auto
3~ kan niet rijden zonder zijn vier wielen,
zijn motor, zijn chassis en zijn stuur, maar
wel zonder sigarettenaansteker. Dat is hier
waarschijnlijk ook zo.”

De hamvraag is: “Herkennen verschillende
ribosomen preferentieel boodschapper-RNA
en fabriceren ze dan specifieke eiwitten?” De
eerste aanwijzingen lijken inderdaad daarop
te wijzen.

De onderzoeken van de vorsers van de ULB
werpen een belangrijk licht op een nieuwe
klasse van zeer recentelijk ontdekte ziektes:
de ribosomopathieén. Dat zijn zeer ernstige
genetische aandoeningen. Veel van die ziek-
tes waren al lang bekend, maar de oorzaak
ervan was nog niet bekend. Nu weten we dat
het probleem ligt in de biogenese, de vorming
van de ribosomen.

Ribosomopathieén predisponeren tot kanker.
Ze verhogen de frequentie van kanker door de
ontwikkeling ervan te faciliteren of te stimule-
ren. Ribosomopathieén hebben meestal drie
punten gemeen: ze verhogen het risico op kan-
ker en ze veroorzaken doorgaans afwijkingen
bij de ontwikkeling van het skelet en de rijping
van de bloedcellen. Daarbovenop komen dan
nog satellietsymptomen, pancreasinsufficiéntie
of nagelafwijkingen bijvoorbeeld naargelang
van het type ribosomopathie.

Door sequencing van het genoom is duide-
lijk geworden dat de onderliggende geneti-
sche mutaties kunnen variéren. Er zijn immers
verschillende genen nodig voor de fabricatie
van de ribosomen. Maar soms tast de mutatie
direct het ribosoom aan, wat dan typisch af-
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wijkingen van de ribosomale eiwitten veroor-
zaakt. De bekendste ribosomopathie is de
anemie van Blackfan-Diamond (ABD), een
zeldzame genetische ziekte (de prevalentie
wordt geraamd op 0,67 per 100.000 geboor-
tes), waarbij het beenmerg niet in staat blijkt
te zijn om voldoende rode bloedcellen te pro-
duceren.

“Een interessante observatie is dat niet alle
cellen van het lichaam functioneel worden aan-
getast bij die ziekten, hoewel elke cel een klei-
ner aantal ribosomen of misvormde ribosomen
bevat”, onderstreept Denis Lafontaine. “Em-
bryo’s zouden a priori niet levensvatbaar moe-
ten zijn. En toch halen ze het. Als er problemen
zijn bij de assemblage van de ribosomen, wor-
den minder ribosomen geproduceerd en som-
mige zijn waarschijnlijk niet functioneel. De
vraag rijst dan waarom de cellen van bepaalde
weefsels (bloed, skelet...) eronder lijden en cel-
len van andere weefsels niet.”

De meest aannemelijke hypothese is dat
we in het eerste geval zouden te maken heb-
ben met cellen die om goed te kunnen wer-
ken alle ribosomen in een normale cel nodig
hebben. In het tweede geval zou een kleiner
aantal ribosomen kunnen volstaan. Ribosomo-
pathieén zijn dus geen generische ziektes,
maar zeer specifieke aandoeningen. En nog-
maals, één van de eigenschappen daarvan is
dat ze predisponeren tot kanker. ¢
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