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Deskriptivna i funkcionalna definicija jezgrice

— put prema terapiji raka

Descriptive and functional definition of nucleolus — a pathway to cancer

therapy

Mira Krstulja’’, Gordana Dordevic?, Irena Seili-Bekafigo?, Tamara Braut®

Sazetak. Ocekuje se da moderna terapija tumora djeluje ciljano i sveobuhvatno. U novim
klinickim ispitivanjima terapije raka primjenjuju se mali molekularni inhibitori transkripcije
ribosomalnih gena i aktivatori apoptoze. Model terapije prikazan ovdje je aktivacija supresora
tumora koji djeluju u domeni jezgrice. Stanice tumora pokazuju poremecaj regulacije
proteina i mutaciju P53 gena koji suprimira rast. Razvoj bolesti definira terapiju. Moderna se
definicija bolesti temelji na etiopatogenezi stani¢nog stresa u kojem sudjeluju brojne
organele, uklju€ujudi jezgricu. Jezgra i jezgrica su mikroskopski oblici. Ovaj prikaz daje sazet
opis onoga $to se vidi kada se kaZe ,jezgrica”. Nadalje su opisani kiseli nehistonski proteini
koji se okupljaju oko transkripcijskog ustroja RNK polimeraze | te je istaknut znacaj njihove
vizualizacije za promjenu definicije jezgrice. Osim Sto je tjelesce u nukleoplazmi i
subnuklearna organela, jezgrica se moze vizualizirati pomocu njezinih funkcionalnih struktura
— AgNOR-a. AgNOR proteini imaju ulogu u nukleolarnom stresu. Svrha ovoga teksta je
raspraviti nukleolarni stres.

Kljuéne rijeci: bioloski stres; bolest; karcinogeneza; stani¢na jezgrica; terapija

Abstract. Modern tumour therapy should be target specific and comprehensive. Recent
clinical trials test small molecular inhibitors of transcription of ribosomal genes and activators
of apoptosis. We treatise on models of activation of the suppressors of tumour growth acting
in the nucleolar domain. Tumour cells demonstrate a disordered protein regulation and
mutation of P53 gene which codes for a suppressor of growth. Therapy is guided by
pathogenesis. Modern disease definition is based on etiopathogenesis of cell stress, wherein
participate numerous organelles, including the nucleolus. Nucleus and nucleolus are forms
seen on light microscopy. This presentation focuses on the description of the visible correlate
of the notion of “nucleolus”. Further to this, acid non-histone proteins which gather around
the transcriptional machinery of RNA polymerase | are described, and the significance of
their visualisation towards the alteration of the definition of nucleolus is pointed out. Besides
being a particle within the nucleoplasm and a subnuclear organelle, the nucleolus is
visualized through its functional structures — the AgNORs. The AgNOR proteins have a role in
nucleolar stress. The aim of this article is to discuss the nucleolar stress.

Key words: biological stress; carcinogenesis; cell nucleolus; disease; therapeutics
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U JEZGRICI

U proucavanju jezgrice 2015. godina oznacila je
pedesetogodisnjicu znacajnog zbivanja! za medi-
cinsku znanost i praksu. Na Simpoziju o strukturi i
funkciji jezgrice u Montevideu 1965. godine (u
daljem tekstu ,Simpozij 1965.”) izvrsen je, za to
doba, sveobuhvatni prikaz jezgrice, gdje je po
prvi put definirano da nukleolarni organizatori
(NOR-i)*3, oko kojih se oblikuje interfazna jezgri-
ca, sadrze gensku informaciju za sintezu rRNK-a

Definirana kao mjesto biogeneze ribosoma, jezgrica je
usmijerila paznju znanstvenika na ribosome. Pokazalo se
da koli¢ina AgNOR proteina u jezgrici ovisi o jaCini trans-
kripcije ribosomalnih gena. Intenzivno ispitivanje
AgNOR-a u patologiji prethodilo je opisu jezgrice kao
otvorenog molekularnog sustava i multifunkcionalne
organele. Deskriptivna definicija jezgrice postavila je pi-
tanje funkcije nekonvencionalnih proteina u jezgrici.

(ribosomalna ribonukleinska kiselina)®. Ranije
opisane razlike u gradi i obliku jezgrice kod razlici-
tih bioloskih vrsta u razli¢itim stadijima razvoja®® i
u bolesti’ te shvacanje segregacije kao prolaznog
stanja inaktivacije jezgrice kod kod ostecenja
transkripcije ribosomalnih gena, tj. rDNK (riboso-
malna deoksiribonukleinska kiselina; engl. ribo-
somal DNA; rDNA)®, postale su nedostatne za
raspravu o funkciji. Kako se jezgrica ve¢ pocetkom
dvadesetog stolje¢a i danas opisuje kao citoge-
netsko svojstvo eukariotske stanice, uz nju su ve-
zana imena poznatih citogeneti¢ara poput Emila
Heitza?, Barbare McClintock® i Anastassove-Kri-
steve!’. Citogenetski pristup jezgrici u patologiji
podrzale su Skole Plotona!*!3, Derenzinia'*®
i Hernandez-Vendun. Istrazivanja strukture i
funkcije jezgrice su brojna, a literatura opsezna.
Medu najcesc¢im pitanjima koja su dulje vremena
okupirala paznju znanstvenika bila su: kako defi-
nirati jezgricu kao organelu bez membrane, gdje
se to¢no odvija transkripcija ribosomalnih gena —
u fibrilarnim centrima (FC) ili u gustoj fibrilarnoj
komponenti (engl. dense fibrillar component;
DFC) te kako povezati dinamiku promjene oblika s
funkcijom. Autori koji su svoj rad posvetili jezgrici
zasluZni su za brojne revijalne prikaze koji se re-

dovno javljaju svake godine, no odgovor na gore
navedena pitanja pripada svima. Nakon sto je na
Simpoziju 1965. ukazano na mjesto sinteze rRNK-a
u jezgri, jos daljnjih trideset godina jezgrica je de-
finirana biosintezom ribosoma kao jedinom funk-
cijom. Usmjeravanjem pozornosti znanstvenika
na ribosome postignut je znacajan uspjeh u prou-
Cavanju jezgrice i njezine uloge u nastanku bole-
sti. Danas se zna da jezgrica nije samo organela
koja proizvodi ribosome. Prisutnost u jezgrici pro-
teina koji nisu direktno u funkciji biogeneze ribo-
soma pokrenula je raspravu o funkciji jezgrice.
Biti u organeli koja nema membranu znaci, osim
u biogenezi ribosoma, sudjelovati u dinamickim
promjenama stani¢nog ciklusa, diferencijacije,
starenja te u nukleolarnom stresu koji je defini-
ran poremecajem navedenih procesa. Tema ovog
napisa je nukleolarni stres'” sa stajalista patologa.

ORGANIZACIJA JEZGRICE | JEZGRINA
TJELESCA

Biogeneza ribosoma pripada tom jednom i ne
drugom organizmu, a ovisi o diferencijacijskom
tipu stanice i fazi rasta. Stoga je regulacija riboso-
malne biogeneze vrlo kompleksna. Ovom napo-
menom Zeli se podsjetiti na nuklearni transfers,
hibridne jezgre'®, pojavu dominacije jezgrice® i
epigenetske promjene u njoj?!, $to je uglavnom
izvan okvira ovog teksta koji je namijenjen medu-
odnosu strukture i funkcije jezgrice u jezgri.

Jezgra i jezgrica su mikroskopski oblici. Jezgra je
subcelularna, a jezgrica subnuklearna organe-
[al0?2224 U stani¢noj jezgri jezgrica se opaza kao
podrucje koje jace lomi svjetlost®® i u kojem se
nalaze visSestruke kopije gena za rRNK.>*%* U hema-
toksilin-eozinskom preparatu jezgrica je najkrupni-
ja plavo obojena gruda kromatina (tockasta
struktura, engl. blue dot). Kao subnuklearna orga-
nela ona prisutno$¢u oblika izrazava prisutnost
organizirane funkcije. Zahvaljujuéi vrlo uocljivom
obliku u interfazi, jezgrica je prva ukazala da po-
stoji organizacija jezgre koja nije slucajna (engl.
non random). Nukleolarni organizatori metafazni
su rezidualni oblik organizacije jezgre u podrucju
rDNK-a?”28, S malim modifikacijama srebrni nitrat
prikazuje nukleolarne organizatore u metafazi i
interfazi stani¢nog ciklusa'>?**. Kod covjeka se
NOR-i nalaze na akrocentri¢cnim kromosomima
13, 14, 15, 21 i 22° koji, time $to su na okupu?,
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definiraju polozaj interfazne jezgrice u jezgri. U
tome se ribosomalni geni, njihovi nositelji, i jez-
gra ponasaju kao ostali geni: centralni polozaj u
jezgri ukazuje na aktivnu funkciju dok periferni
poloZaj uz jezgrinu membranu ukazuje na sma-
njenje funkcije gena. Mikroskopski je jednostavan
primjer za meduodnos polozaja i funkcije pro-
mjena poloZaja jezgrice epitela endometrija pre-
ma fazi hormonskog ciklusa: snaznu proliferaciju
(snaznu transkripciju rDNK-a) prati poloZaj jezgri-
ce centralno u jezgri. Ulaz u fazu sekrecije prati
pad proliferacije (smanjenje transkripcije rDNK-a)
i pomak jezgrice periferno®, sto ima odredeni di-
jagnosticki znacaj u kontroli faze hormonalnog ci-
klusa. No ono glavno na Sto ukazuju kretanja
jezgrice u jezgri je polozaj koji nije nasumican
(centralno-periferno), a time ni funkcije nisu na-
sumicne.

Jezgrica je tjeleSce organizirano u interfazi oko
nukleolarnih organizatora naslijedenih iz metafa-
ze?>%, Ako u jezgri postoji vise takvih tjelesaca,
ona pretezno konfluiraju u jedno tijelo — jedin-
stvenu jezgricu'l. Osobina tijela je da promjenom
polozaja ne mijenja funkciju, kao Sto je prethod-
no opisano, centralni ili periferni polozaj jezgrice
u stanici endometrija govori o promjeni intenzite-
ta funkcije, ali ne o promjeni same funkcije. Jez-
grica je, stoga, ,,organci¢” koji se moZe prenijeti.
Strukturalna i funkcionalna plasticnost jezgrice
(o€uvanje grade i funkcije usprkos dinamickim
promjenama) ovisi o pravilnoj funkciji gena za nu-
klearne lamine. Dinamicnost strukture Cini jezgri-
cu senzorom promjena u metabolizmu.

Bioloska su tjelesca dinamicne strukture kojima
je glavna osobina integritet, Sto je vise od fizicke
cjelovitosti. Interfazna nuklearna tjelesca pojav-
ljuju se u velikom broju te nastaju i mijenjaju se
kao posljedica prostornog razdvajanja stanicnih
funkcija i kretanja molekula — Saperona (Sto je
proces kompartmentalizacije jezgre)®’. Osim jez-
grice u jezgri su tjeleSca promijelocitne leukemije
(PML), Cajalova tjelesca (engl. Cajal body; CB),
manji tockasti i pjegasti molekularni kompleksi
(engl. gem i speckle), tjeleSca nuklearnog stresa
(engl. nuclear stress bodies; NSB), tjeleSca histon-
skog lokusa (engl. histone locus bodies; HLB), pe-
rinukleolarni i ekstranukleolarni odjeljak®*3. U
interfazi se nuklearna tjeleSca prostorno prekla-
paju kada postoji funkcionalna interakcija. Prekla-
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panje se zapaza po tome sto koilin, koji je tipican
CB protein, kolokalizira s proteinima jezgrice, a fi-
brilarin, tipi¢ni protein jezgrice, kolokalizira u Ca-
jalovim  tjeleScima kao izraz  kofunkcije.
Kolokalizacija i kofunkcija jezgrinih tjeleSaca, od-
nosno njihovih tipiénih molekula, ne podrazumi-
jevaju nuzno sinkronizaciju. Potencijalno prisutna
funkcija ne mora biti aktivna. Kolokalizacija moze
imati negativne implikacije, tj. u brojnim situaci-
jama sekvestracije proteina u jezgrici kolokalizaci-
ja molekula ukazuje na inhibiciju funkcije.

Bitno u interpretaciji kretanja u jezgri je Sto vec
klasicno mikroskopsko promatranje preklapanja
funkcionalnih prostora jezgrice ukazuje da nema
rigidne membrane i da molekule koje definiraju
prostor jezgrinih organela kolokaliziraju funkcio-
nalno uvjetovanim kretanjem?. Moderne meto-
de analize kretanja jezgrice i njenih proteina
uklju€uju zakone fizike i isticu da su sva jezgrina
tjeleSca membranom neomedena, viskozna, te-
kucini nalik struktura®®. Ova spoznaja bit ¢e sna-
Zan poticaj za razvoj metoda koje omogucuju
promatranje molekularnih kretanja. Danas se o
aktivnosti funkcije molekula i bioloskih oblika za-
kljuCuje metodama poput mikroskopije u Zivo
(engl. live microscopy), obiljezavanjem molekula
fluorescentnim markerom (npr. GFP; engl. green
fluorescent protein) i metodom FRAP (engl. fluo-
rescence recovery after photobleaching), koje pri-
kazuju kretanje molekula®®. Ovih nekoliko redaka
ukazuju, osim na multiparametarski pristup u
istraZzivanju strukture i funkcije jezgrice®® i na in-
terakciju (biotehnologije, biologije, fizike, kemije,
fiziologije i morfologije s jedne strane te klinickih
struka s druge strane) u pristupu jezgrici u zdrav-
lju i bolesti. Takva interakcija znanstvenih i struc-
nih disciplina ¢ini jezgricu znacajnim faktorom u
translacijskoj medicini koja znanje o proteinima
jezgrice (nukleolomika) primjenjuje u praksi koja
je s druge strane poticaj u proucavanja jezgrice
(engl. ,,bench to bedside” i obratno). U tome se
istiCu dva pravca: jezgrica u somatskoj stanici i
jezgrica u zametnoj stanici (odnosno u interfazi i
mitozi/mejozi).

Za razliku od interfaze, kada se jezgrina tjelesca
krecu integrativno, jezgricu u mitozi karakterizira
redistribucija proteina te se slicna diskusija, po-
put one o kretanju jezgrinih tjeleSaca, moze pro-
vesti o odnosu poloZaja i funkcije proteina
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jezgrice u vrijeme mitoze, pri ¢cemu promjena po-
loZaja proteina rezultira promjenom subnuklear-
nih i subnukleolarnih oblika®**“?. Sve manje se
govori da u mitozi jezgrica nestaje'’. Ako nukleo-
lin (C23), glavni protein jezgrice, u vrijeme mitoze
oblaze kromosome i nalazi se u NDF-u (engl. nuc-
leolus derived focus), onda nevizualizirani oblik
interfazne jezgrice ne znaci da nema molekular-
nog sustava, vec¢ znaci da postoji promjena proce-
sa koji sada vizualiziraju kromosom i jezgricu
preklapanjem u poloZaju njihovih molekula. Kada
u interfazi na molekularnoj razini medusobno su-
raduju jezgrica i telomere®, to je interakcija intra-
kromozomalnih funkcionalnih domena.

Nekoliko tjeleSaca tijekom mitoze i ranog embrio-
nalnog razvoja mikroskopski imitira interfazni
oblik jezgrice. NDF (engl. nucleolus derived foci) u
vrijeme segregacije kromosoma ¢uvaju pre-rRNK
razli¢ite elongacije*, a karakterizira ih kolokaliza-
cija B23 i rRNK-a. PNB (engl. prenucleolar body)
telofazni je oblik u kojem zavrSava sazrijevanje
rRNK-a koje je zapocelo prije mitoze*'i sadrzi pre-
ribosome, ali ne i rDNK. AgNOR-i su odsutni u
embrionalnim prekursorima jezgrice NPB-a (engl.
nucleolus precursor bodies) koji su centri obliko-
vanja jezgrice u prvim diobama nakon oplodnje®.
Mitoticka i interfazna tjelesca jezgre definirana su
razlikom u sastavu molekularnih kompleksa, sto
ukazuje na razlike u intenzitetu funkcije i na mul-
tifunkcionalnost proteina. Sto je jo$ znadajnije,
opisana stani¢na tjelesca ukazuju na prijenos mo-
lekularne i formalne ekspresije funkcija iz pret-
hodnog ciklusa kroz kaskade mitoze u sljededi
ciklus, Sto je nacin prijenosa informacije u samo-
obnavljanju, to jest proliferaciji. U interfazi izosta-
nak funkcije neke od molekula transkripcijskog
ustroja RNK polimeraze |, funkcionalnog moleku-
larnog kompleksa jezgrice, oznaCava nedostatak
funkcije jezgrice u smislu transkripcije rDNK-a i ri-
bosomalne biogeneze****. Na tome se baziraju
neki modeli moderne terapije raka koja blokira
transkripciju rDNK-a.

Danas gotovo svako istraZzivanje zapocinje defini-
cijom jezgrice kao multifunkcionalne strukture s
primarnom funkcijom sinteze ribosoma. Potreb-
no je razlikovati strukturu i oblik. Prihvaceno je
da se oblik jezgrice ne mora nuzno odrzati da bi
se zadrzala funkcija®. Prisutnost oblikovanja upo-
zorava da postoji organizacija i, iako ne govori ka-

http://hrcak.srce.hr/medicina

kva je to organizacija, pokreée analizu sastavnica.
Oblik jezgrice kao organele ovisi o kompleksnom
supramolekularnom udruzivanju za vrijeme prije-
nosa informacije od rDNK-a do ribosoma**. Pro-
mjenom oblika jezgrice organizacija molekula
mora biti odrzana da bi funkcija bila saCuvana®,
npr. RNK polimeraza | i UBF (engl. upstream bin-
ding factor) ne mijenjaju poloZaj na kromosomu
kroz promjene oblika u stani¢cnom ciklusu ¢uvaju-
¢i time diferencijaciju. U novom pristupu jezgrici
kao mjestu interakcije, a ne samo kao mjestu sin-
teze rRNK-a, naglasak je na suradnji molekularnih
sustava. U tome je analogija izmedu jezgrice i
mozga. Uklju¢ivanjem vremena u definiciju jezgri-
ce, primjerice izrazaj ,kada jezgrica sekvestrira
p53”, moze se samo pretpostaviti da je bolest
vremenska anomalija s prostornim izrazajem, pa-
toloski ,timing”, Sto prelazi okvir i mogucnosti
ovog prikaza.

JEZGRICA DEFINIRANA ELEKTRONSKIM

MIKROSKOPOM

Elektronski mikroskop, osim sto detaljnije prikazu-
je strukturu jezgrice ve¢im povecanjem, pokazuje
da jezgrica, kao subnuklearni odjeljak, ima subnu-
kleolarne odjeljke. Mozda se to Cini manje vaznim
onome tko ne polazi od definicije da je odjeljak
(engl. compartment) prostor definiran funkcijom, a
ne geometrijom. Povezivanje prostor-vremena s
funkcijom?632474° znacajan je doprinos razumijeva-
nju uloge jezgrice u nastanku bolesti. Zakljucak
znanstvenika da se aktivna transkripcija ribosomal-
nih gena zbiva na sucelju fibrilarnih centara (FC) i
guste fibrilarne komponente (DFC) spoznaja je da
je stvaranje oblika na molekularnoj razini posljedi-
ca aktivacije funkcije i nakupljanja produkta biolos-
kih procesa, a ne pregradnje membranom.
Nakupljanje produkta (preribosoma) dovodi do vi-
zualizacije granularne komponente (engl. granular
component; GC) jezgrice u elektronskom mikrosko-
pu. Dvojnom FISH probom dokazano je usmjereno
kretanje pre-rRNK-a (rRNK prekursora): novi tran-
skript udaljava se od otisnog rDNK-a, tj. kretanje
zrelih rRNK-a nastavlja se kroz DFC u GC, Sto znaci
da je DFC takoder strukturiran. Time je submikro-
skopska paradigma FC-DFC-GC oblika'**> ogra-
niCena na staticke zone dobivene elektronskim
mikroskopom?*.
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Informacija o kapacitetu proteinogeneze, spre-
mljena kao potencijalna funkcija u FC-u, aktivna
transkripcija ribosomalnih gena na granici FC-a i
DFC-a, metaboli¢ko sazrijevanje tipova rRNK-a u
DFC-u i udruzivanje u oblik preribosoma i riboso-
ma u GC-u izraz su hijerarhijskog puta zvanog ri-
bosomalna biogeneza*®. Usmjereno kretanje
procesa i pripadnog produkta preoblikuje i uda-
ljava informaciju od izvora. Preoblikovanjem in-
formacija ulazi u nove molekularne komplekse i
nove funkcije. Prvobitni produkt, pre-rRNK, sazri-
jeva u 18S, 5.8Si 28S rRNK te postaje molekularni
kompleks (ribonukleoprotein), koji interakcijom
ribonukleoproteina postaje zrnce — najjednostav-
niji tockasti oblik (otuda naziv granularne kompo-
nente GC jezgrice).

Funkcionalno oblikovani molekularni sustav jez-
grice je organela, a kretanje je proteina u navede-
nim procesima u najmanju ruku dvosmjerno, do
ribosoma i obratno. Nastaju ribosomi na kojima
translacijom nastaju proteini koji se vracaju u jez-
gru i jezgricu da bi regulirali proces stvaranja ri-
bosoma. Ovo dvosmjerno kretanje posebno je
znacajno za ribosomalne proteine koji imaju
funkciju i u jezgrici i u ribosomu, sto je bitan fak-
tor u nastanku bolesti. Kompartmentalizacija jez-
grice s opisom pripadnih funkcija u kaskadnom
slijedu zapocinje s funkcijom RNK polimeraze |3
iz prethodnog ciklusa. lako su glavne molekula
traskripcijskog ustroja ribosoma RNK polimeraza |
i Ill, jezgrica je otvoreni sustav i u njoj suraduju
sva tri tipa RNK polimeraze, direktno ili sintezom
proteina koji reguliraju jezgricu°2.

Morfogeneza jezgrice je prostorno remodelira-
nje, kako u ontogenezi tako i u filogenezi. Ana-
mniota imaju FC i DFC, amniota imaju FC, DFC i
GC. Videna elektronskim mikroskopom jezgrica je
bipartitna i tripartitna®3.

Elektronska mikroskopija omogucava dodatne
markere povezujuci veliko poveéanje i impregna-
ciju solima razli¢itih metala (ukljucujuci srebro) s
fluorescencijom i imunohistokemijom. Elektron-
ska mikroskopija, fluorescencija i imunohistoke-
mija klasi¢ne su metode 20. stolje¢a’***. Koloidno
srebro prikazat ¢e argirofilne proteine u svjetlo-
snom i elektronskom mikroskopu kao i u Western
blot analizi proteina koja pokazuje podudarnost
argirofilnosti proteina jezgrice i antitijela na te
proteine. Time je AgNOR metoda multidiscipli-
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narna — ukljucuje se u svjetlosnu i elektronsku
mikroskopiju te ekstrakciju proteina. Elektronska
mikroskopija i in situ hibridizacija pokazale su da
je jezgrica prirodno subnukleolarno kompart-
mentalizirana i plurifunkcionalna, $to je pokrenu-
lo znanstvena istraZivanja koja nastoje objasniti
odnos strukture i funkcije ne na bazi rigidnih obli-
ka, ve¢ na bazi kretanja molekula, a u cilju novih
modela terapije.

Formulacija ,,u jezgrici” oznacava da su na okupu
molekularne sastavnice i oblici te da se funkcija
odvija kolokalizacijom molekule s molekulom,
molekule s oblikom i oblika s oblikom. Aktivna
funkcija okuplja proteine i poveéava njihovu kon-
centraciju u prostoru. Stvaranje oblika prvenstve-
no se bazira na sporim proteinima jezgrice, dok
su brzi proteini u jezgrici kratko, u rangu sekunde,
stoga je vizualizacija takvih proteina dostupna
samo modernim dinami¢kim metodama®®?’,

PROTEINI JEZGRICE | AgNOR PROTEINI

Najuodljivija i davno opisana kompartmentaliza-
cija stanice prostorno je razdvajanje funkcija cito-
plazme i jezgre. Jezgra je istaknuta po svojoj
jezgrici. Kemijski je jezgrica sastavljena od rDNK-a,
rRNK-a i proteina koji ¢ine kompaktne struktu-
re®®%’, Ve su proteini koji ulaze u jezgru i jezgricu
plurifunkcionalni i karakterizirani brojnim veznim
domenama®®. Unaprijed prisutni molekularni
kompleksi u koje ulazi klju¢na molekula ubrzavaju
biokemijske reakcije® — ostaje otvoreno pitanje
smjera kretanja. Proteini jezgrice opisuju se kao:
rezidentni (spori) i tranzitorni (brzi). Za funkciju
su potrebni jednako spori, kao i brzi proteini. Sto-
ga poremecaj oblika jezgrice (sporih proteina)
ukazuje na poremecaj funkcije brzih proteina, a
poremecaj brzih proteina remeti oblikovanje jez-
grice. Patoloski oblik jezgrice govori o poremeca-
ju grade i funkcije ribosoma. Proteini se jezgrice
opisuju kao ribosomalni i neribosomalni, histon-
ski i nehistonski, proteini koji suraduju u biogene-
zi ribosoma i proteini koji nisu u direktnoj vezi s
biogenezom ribosoma. To ne znaci da poremecaj
ovih posljednjih nema utjecaja na transkripciju ri-
bosomalnih gena i oblikovanje ribosoma. Kreta-
nje proteina iz citoplazme prema jezgrici
regulirano je nuklearnim i nukleolarnim lokaliza-
cijskim signalom (NLS-om, odnosno NoLS-om).
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Lokalizacijski signali su funkcionalne domene mo-
lekula®®®! koje omogucdavaju organizaciju bioloske
tvari. Pomocu lokalizacijskog signala spori, jednako
kao i brzi proteini, usmjeravaju se prema jezgrici,
gdje se specificno vezuju na rezidentne kompo-
nente, ali i s proteinima koji nisu direktno u funkciji
ribosomale biogeneze. Ovdje valja postaviti pita-
nje otkuda virusima lokalizacijski signali koji njiho-
ve proteine usmjeravaju prema jezgrici u kojoj se
zbiva interakcija funkcionalno heterogenih protei-
na. | nukleolin i nukleofosmin svojim lokalizacij-
skim signalima transportiraju viruse. Proteom
jezgrice mijenja se kontinuirano i ciklicki kao reak-
cija na promjenu metabolizma®%. Funkcija rezi-
dentnih proteina znacajna je za stabilnost procesa.
Nukleolin (C23) i nukleofosmin (B23) najvaznije su
molekule u organizaciji transkripcije ribosomalnih
gena, a time i proliferacije koja je progresivan pro-
ces i bazira se na snaznoj proteinogenezi. lzosta-
nak funkcije proteina u molekularnom kompleksu
uzrokuje ,gasenje” jezgrice. Velik broj veznih mje-
sta (funkcionalna strukturiranost) ¢ine nukleolin
najvaznijim proteinom jezgrice®. Ukljucen je u sve
korake biogeneze ribosoma, a ima funkcije i izvan
jezgrice, sve do stanicne membrane. Interakcija i
fizicko vezivanje nukleolina s rDNK-om i rRNK-om
regulira funkciju RNK polimeraze 195,

Nukleofosmin je molekula koja brzo i ¢esto mije-
nja polozZaj, Sto je znacajno ne za njegovu funkci-
ju, ve¢ za funkciju proteina koji nukleofosmin
nosi. Stres oslobada poznate proapoptoticke mo-
lekularne faktore poput NF-kB/RelA iz njihovih ci-
inhibitornih
proteine usmjerava prema jezgri. Pritom je po-

toplazmatskih kompleksa, sto
sebno zanimljiv RelA koji se svojim NoLS-om na-
kuplja u jezgrici, sto je uzrok da nukleofosmin
relokalizira u citoplazmu, Sto usmjerava Bax pro-
tein u mitohondrije i olakSava apoptozu®’ — pro-
ces je bitan za terapijske modele.

Bazi¢na molekula u sazrijevanju ribosoma, a time
u funkcije jezgrice, jest fibrilarin, koji je metiltran-
sferaza u oblikovanju malih nukleolarnih RNK-a
(engl. small nucleolar RNA; snoRNA). Zbog svoje
funkcije u cijepanju i sazrijevanju pre-rRNK-a
snoRNK-i su marker kancerogeneze i istovremeno
metaterapije raka. snoRNK-i su glavni sastojak
guste fibrilarne komponente jezgrice, gdje se zbi-
va njihova funkcija, a informacija za njih nalazi se
unutar nekodiraju¢eg DNK-a®.

http://hrcak.srce.hr/medicina

Opisani rezidentni proteini jezgrice znacajni su ti-
jekom cijelog stani¢nog ciklusa, a brojem ih nad-
masuju proteini koji su kratkotrajno u jezgrici i
reguliraju nekonvencionalne funkcije jezgrice po-
put stani¢nog ciklusa®, starenja’, stani¢ne smr-
ti”+72i virusnih ciklusa”.

Nukleolin, nukleofosmin, fibrilarin, RNK polime-
raza | i UBF kiseli su nehistonski i argirofilni
(AgNOR) proteini okupljeni oko nukleolarnih or-
ganizatora koji ne bi vrsili funkciju organizacije
jezgrice da nema navedenih proteina. Je li impre-
gnacija interfaznih NOR-a koloidnim srebrom
(AgNOR metoda) klasi¢na histokemijska metoda?
AgNOR je histokemijska, ali ne i klasi¢cna metoda.
Specificnim prikazivanjem nenasumicnog naku-
plianja AgNOR proteina oko transkripcijskog
ustroja rDNK-a i njihovog kretanja u zdravlju i bo-
lesti, kroz filogenezu i ontogenezu, AgNOR reakci-
ja postaje metoda premoscivanja izmedu
klasi¢nog prikaza proteina histokemijom i moder-
nog prikazivanja dinamike kretanja molekula u
stanici s funkcionalnim implikacijama definicije
prostora aktivnih ribosomalnih gena, tj. funkcio-
nalne domene jezgrice. Reakcija koloidnog srebra
nije molekularno specificna (kao Sto je imunohi-
stokemija) i prikazuje grupno kretanje proteina.
Kako je jezgrica citogenetski oblik, AgNOR protei-
ni ukazuju na prisutnost aktivne funkcije gena.
Geni ¢ija je aktivnost samo potencijalno prisutna,
ali ne i aktivna, ne nakupljaju AgNOR proteine.
Na tome bazira polimorfija rDNK locusa u proce-
sima diferencijacije. Monofunkcionalna definicija
jezgrice™* predstavljena na Simpoziju 1965. glav-
na je znacajka 20. stoljeca, temeljena na vrlo uoc¢-
liivom produktu procesa, rRNK-u, sto je klasi¢na
deskriptivna definicija jezgrice. Pokretanjem
AgNOR proteina te modernim metodama vizuali-
zacije dobro definirane strukture dobivaju u 21.
stoljecu plurifunkcionalnu interpretaciju. Najno-
vija definicija kaZe da se po fizikalnim osobinama
jezgricu usporeduje s tekuéinom (engl. liquid —
like behaviour)™.

Ucestale ciklicke promjene stanice povecavaju
potrebu za sintezom ribosoma i proteina. Nije ja-
sno je li pretjerano stvaranje ribosoma u stanica-
ma raka posljedica zloc¢udne trasformacije ili
etiopatogenetski prethodi malignitetu”. Spozna-
ja o suradnji ribosomalne biogeneze i signalnih
sustava te o patoloskom kretanju ribosomalnih i
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drugih proteina’ u nukleolarnom stresu usmijeri-
lo je istraZivanja prema kretanju p5377%° supresor
tumora koji je transkripcijski faktor brojnih gena.
DNK i p53 pokazuju veliki afinitet povezivanja
¢ime se pokrecu dva razli¢ita procesa: zaustavlja-
nje stanic¢nog ciklusa (fosforilacijom p53) i aktiva-
cija brojnih gena (acetilirani p53 djeluje kao
transkripcijski faktor). Za acetilaciju p53 zaduZene
su histon acetilaze, sto je neobi¢no za proteine.
Na putu prema apoptozi p53 aktivira mitohondri-
jalne i ekstramitohondrijalne kaspaze. Osim veli-
kog veznog afiniteta, fosforilacije i acetilacije,
bitan moment u kontroli proliferacije je stabiliza-

va koji suraduju u jezgrici. Ocekuje se od Citatelja
da prepozna da je izdvajanje (sekvestracija) nor-
malnih, a pogotovo mutiranih proteina u nepripad-
ne stanicne odjeljke (jezgricu, nukleoplazmu,
citoplazmu) mehanizam molekularne patologije jer
je funkcija ovisna o polozZaju molekule u molekular-
nom kompleksu te o suradnji i kretanju molekula.

AgNOR proteini, pogotovo nukleolin i nukleofo-
smin, mijenjaju se s promjenom stani¢nog ciklu-
sa, a u stresu suraduju s p53. Njihova ekspresija
je niska u stanicama koje ne proliferiraju, a naku-

Nekonvencionalni proteini u jezgrici pripadaju razli¢itim
signalnim sustavima. Poremecaj suradnje signalnih su-
stava s biogenezom ribosoma nukleolarni je stres. Pre-
poznata je uloga jezgrice u stresu. Bolest kao poremecaj
homeostaze ukljucuje nukleolarni stres kao izrazaj nefi-
zioloskog kretanja proteina. Model ciljane terapija raka
je kontrola molekularnih kompleksa jezgrice i promjena

cija p53. Stabilizacija p53 znadi da je nukeoplaz-
matska MDM2 molekula (engl. mouse double
minute 2), ubikvitin ligaza za destrukciju p53, zau-
zeta u molekularni kompleks s nekom drugom
molekulom. Time je p53 slobodan za funkciju
apoptoze’®’. Moderna terapija nastoji stanicu
raka specificno uvesti u apoptozu. Ostecenje

DNK-a nije dostatno za indukciju p53. Potreban je
prekid molekularnih mehanizama jezgrice (engl.
nucleolar dusruption). Takav poremecaj jezgrice
oslobada mnoge faktore u nukleoplazmu — osim
B23%” bitni su ribosomalni proteini’’#8 j ARF%%*
koji je tumor supresor. ARF (p19) je kodiran u
istom lokusu kao p14 i p26 (koji su proteini sta-
ni¢nog ciklusa), a ipak razli¢ito (engl. alternative
reading frame; ARF). Nukleofosmin sekvestrira
ARF u jezgrici. U suprotnom ARF izlazi u nukleo-
plazmu, veze MDM2 i time stabilizira ulogu p53 u
apoptozi. Sekvestracija ribosomalnih proteina u
nukleoplazmi dovodi do njihove interakcije s
MDM?2 ubikvitin ligazom koja, opterecena riboso-
malnim proteinima, ne vrsi svoju funkciju raz-
gradnje p53 u sustavu proteasoma te nivo p53
raste. Nakupljanje p53 (stabilizacija) uzrokuje sta-
ni¢ni arest i apoptozu. Sekvestracija ribosomalnih
proteina u jezgrici, naprimjer interakcija PICT1 s
ribosomalni proteinom RPL11 (engl. ribosomal
protein L11), sprjecava izlazak RPL11 u nukleo-
plazmu i njegovu interakciju s MDM2. U tom slu-
¢aju MDM2 pomaZze razgradnju p53, Sto
pogoduje patoloskom rastu jer je p53 supresor
tumora. Ovo je minimalan uvid u nacin prekapca-
nja istih molekula u razli¢ite molekularne kom-
plekse Sto rezultira razlicitim ishodom u
prezivljenju stanice. Ne ocekuje se od Citatelja da
usvoji brojne molekularne faktore signalnih pute-
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signala.

pljaju se u stanicama koje patoloski proliferiraju,
pri cemu je koli¢ina argirofilnih proteina izraz ja-
¢ine transkripcije ribosomalnih gena u prethod-
nom ciklusu. Neki AgNOR proteini ostaju
pridruzeni nukleolarnim organizatorima u vrije-
me mitoze. Dokazano je u nukleolarnim, nuklear-
nim i stani¢nim ekstraktima da su nukleolin C23,
nukleofosmin B23 i fibrilarin glavni argirofilni pro-
teini interfaze, dok su RNK polimeraza | i UBF
glavni AgNOR proteini udruzeni uz nukleolarne
organizatore u mitozi. Ekspresija nukleolina ra-
pidno raste u fazi sinteze. Supresija nukleolina
pomocu RNKi (engl. RNA interference) dovodi do
smanjenja funkcije RNK polimeraze | i porasta
p53. U stresu nukleolin napusta jezgricu i u nukle-
oplazmi ulazi u kompleks s p53°. Dokaz da su
AgNOR proteini marker proliferacije je porast nji-
hove ekspresije u S-G2 fazi koja je pripremna faza
za ulaz u mitozu, Sto znaci da je veci broj stanica u
populaciji u fazi sinteze. Porast koli¢ine AgNOR
proteina ima za posljedicu poremecaj broja i poli-
morfiju veli¢ine i oblika AgNOR-a'®. Moze se za-
kljuciti da, poput virusa, i tumori koriste rezidentne
i nekonvencionalne puteve jezgrice mijenjajudi
kretanje AgNOR proteina i ¢uvajudi kancerozni fe-
notip. No tumorske stanice imaju fatalnu karakte-
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ristiku: narusena je regulacija p53. Stoga je glavni
cilj brojnih terapijskih modela pokrenuti nukleo-
larni stres i uvesti stanicu u apoptozu. Biti ili ne
biti u jezgrici® pitanje je pobjede homeostaze ili
bolesti. Zbog dinamike proteina jezgrica je Ahilo-
va peta stanice®®%,

MORFOFUNKCIONALNI ODNOS AgNOR-A,
JEZGRICE | JEZGRE

AgNOR-i su mikroskopski tockasti oblici koji se jav-
ljaju solitarno i u nakupinama. Nalaze se iskljucivo
na teritoriju jezgrice i time definiraju polozaj jezgri-
ce. Konfokalnim mikroskopom AgNOR-i pokazuju
Stapicastu i dvojnu tockastu konfiguraciju ili nema
obojenosti srebrom**!°*. Njihova prisutnost obilje-
Zava aktivne ribosomalne gene.

Prisutnost neobojenih NOR-a znaci da nisu svi nu-
kleolarni organizatori, odnosno svi ribosomalni
geni istovremeno aktivni. Ribosomalni geni opisu-
ju se kao aktivni, potencijalno aktivni, inaktivni i
utisani, Sto ovisi i o statusu metiliranja. Jezgrica sa-
drzi kompetentne i nekompetentne nukleolarne
organizatore. Kompetentni su NOR-i koji su aktivni
u profazi'®1%, Broj ribosomalnih gena svojstvo je
koje se nasljeduje. Promjena tipi¢nog slijeda baza
rRNK-a bioloske jedinke moze biti evolucijski feno-
men. Sisavci imaju Sest tipova rRNK-a, dva u mito-
hondriju i Cetiri u jezgri od kojih je tri kodirano u
jezgrici na kromosomima 13, 14, 15, 21, 22. Za
18S, 5, 85 i 28S transkripcija je ovisna o RNK poli-
merazi |, a za 5S transkripcija je ovisna o RNK poli-
merazi Il na kromosomu 1. AgNOR-i su u
preparatu presjeci nakupina (engl. clusters) kiselih
nehistonskih proteina u jezgrici.

Eksperimentalno proizvedena jezgrica ukazuje da
se interfazni oblik, uz koji se vezuju AgNOR-i, uvi-
jek nalazi tamo gdje je poloZaj UBF argirofilnog
proteina, traskripcijskog faktora RNK polimeraze
1%, U humanom genomu ima 350 kopija riboso-
malnih gena po haploidnom setu. Smatra se da
broj aktivnih gena opada sa starenjem te pri
tome opada broj AgNOR-a koji je najveci u skupi-
ni ispitanika starosti od 14 do 29 godina'®. Poli-
morfija u veliini jezgrice izraz je polimorfije u
koli¢ini i aktivnosti rDNK-a. Nakon oplodnje jajne
stanice sve su jezgrice podrijetlom od majke®*®,
Zanimljivo je da u ranoj embrionalnoj fazi enukle-
olacijom zigote ipak dolazi do stvaranja somat-
skih jezgrica®®e.

http://hrcak.srce.hr/medicina

Dioba stanice, kao jedini¢ni fenomen proliferaci-
je, pocinje profazom i zavrsava telofazom. Logic-
no je da se na metafazni oblik NOR-a koji su
argirofilni nadoveze telofazni oblik prenukleolar-
nog tjeledca (PNB), koje je takoder argirofilno, ali
u kojem joS nema de novo transkripcije*’. U nje-
mu se faktori procesuiranja i pre-rRNK iz pret-
hodnog ciklusa udruzuju krajem telofaze s
pocetkom G1 i ribosomalnim kromatinom. Time
se na PNB aktivacijom transkripcijskog ustroja na-
doveZe oblikovanje interfazne jezgrice koja u sebi
sadrzi AgNOR-e, tj. domene nukleolarnih organi-
zatora. Opisana kompletna i inkompletna tjelesca
jezgrice kroz interfazu i mitozu izraZavaju cjeloku-
pnost proteina jezgrice.

Ono sto je privuklo pozornost klinicara je moguc-
nost kvantitativnog izrazavanja intenziteta aktiv-
nosti ribosomalnih gena proucavanjem broja i
povrsine pojedinacnih i grupnih presjeka Ag-
NOR-a!”1%_ AgNOR reakcija opisana je u gameto-
genezi, embriogenezi, mitozi, regeneraciji i
reparaciji, hipertrofiji i hiperplaziji, metaplaziji i
displaziji te u brojnim tipovima neoplazije, dru-
gim rijeCima u svim proliferativnim procesima.
Proliferacije su Cesta klinicka stanja koja traze
jednostavnu i nezahtjevnu adjuvantnu metodu
poput AgNOR-a u odredivanju prognoze prolife-
rativne promjene. Dijagnosticki AgNOR reakcija
nije prihvacena, a prikladna je u odredivanju
agresivnosti rasta unutar prepoznatog tumorskog
histotipa. Stopa proliferacije proporcionalna je
velicini jezgrice, broju i povrsini solitarnih i grupi-
ranih AgNOR-a te koli¢ini plurifunkcionalnih argi-
rofilnih proteina koji su dostupni jednostavnoj
kompjutorskoj analizi kvantitativnih AgNOR para-
metara uz dobro razraden softver (morfometrija).
Ovisno o metodi prikazivanja, o fazi stani¢nog ci-
klusa i djelovanju egzogenih tvari u koje spada i te-
rapija (aktinomicin D) izrazaj jezgrice vrlo je
raznolik. Danas je tesko prihvatiti da je jezgrica
samo oblik’2%3%1% kojj se vidi samo u interfazi. Jez-
grica je oblikovani molekularni sustav, organela
Cije molekule udruzivanjem i razdruZivanjem stva-
raju oblike, no klasi¢nim metodama prikazano pri-
sutnost oblika ne znaci uvijek i aktivnu funkciju.
Aktivacija funkcije sa svakim novim ciklusom stva-
ra interfazni oblik jezgre, jezgrice i AgNOR-3, Sto je
jednostavan argument da su u pitanju oblikovani
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molekularni sustavi: osobina sustava je da se pro-
mjenom oblika ne gubi organizacija, a oblici se
ciklicki ponavljaju. Komparativno proucavanje vi-
zualizacije jezgrice razli¢itim metodama kaze da je
organizacija odrZana i da su razli¢iti oblici jezgrice
bez obzira na razlicit izgled, homologni. Vrijeme
tece nastavljanjem oblika na oblik, sto se naziva
morfogenezom. U zlo¢udnom rastu polimorfni po-
vecani presjek AgNOR-a prate polimorfna poveca-
na jezgrica i polimorfna povecana hiperkromatska
jezgra Ciji normalni izgled ovisi o diferencijacijskom
tipu. Polimorfija jezgre i jezgrice najranije su opisa-
ne osobine zlo¢udne stanice®.

GRUPA ZA AgNOR | REZULTATI S APEKSOM

Proucavanje strukture najistaknutije pojave u jez-
gri nametnulo je pitanje o funkciji. Smatralo se da
je pitanje funkcije jezgrice rijeSeno na Simpoziju
1965., a to je bila definicija da je jezgrica mjesto
sinteze rRNK-a. Tridesetak godina kasnije novije
su metode omogucile dublji uvid u biokemijske
procese i molekularna kretanja glede teritorija ri-
bosomalnih gena, ¢ime su devedesetih godina ci-
togenetske osobine jezgrice privukle paZnju
patologa. Prema definiciji jezgrice kao mjesta bio-
geneze ribosoma, AgNOR-i su postali mjesta ak-
tivnosti rDNK-a, gdje se AgNOR proteini okupljaju
oko transkripcijskog ustroja RNK polimeraze |I.
Promjene u jezgrici ukazale su na promjene u ja-

Cini transkripcije!®. Jasno uocljiva funkcija potica-
la je istrazivanja ovog jezgrinog teritorija. Skupina
proteina oko rezidentnih AgNOR proteina posta-
jala je sve veca. Takav pristup bio je posebno in-
tenzivan u vrijeme aktivnih sastanaka Skupine
znanstvenika zaduZenih za standardizaciju AgNOR
metode (engl. Committee on AgNOR Quantitati-
on within the European Society of Pathology, u
daljem tekstu ,Skupina za AgNOR”). Pregled
kljuénih rijeci koje definiraju jezgricu u bazi PUB-
MED vodi do zanimljivog zakljucka (slika 1). Klju¢-
ne rijeCi koje se odnose na doprinos metoda
vizualizacije za interpretaciju funkcije jezgrice,
poput ,jezgrica” i ,ribosomi”, ,jezgrica” i ,mje-
sto”, ,jezgrica” i ,,multifunkcionalnost” te ,jezgri-
ca” i ,AgNOR”# pokazuju da kombinacija
pojmova ,jezgrica” i ,AgNOR” rezultira izgledom
krivulje koji ukazuje na ,period snazne aktivnosti
oko AgNOR-a".

U samo jednom desetljecu (od 1991. do 2000.
godine) naslo se 2/3 analiza jezgrice AgNOR me-
todom. Krivulja , jezgrica i AgNOR” obuhvaca vise
od tisu¢u prikaza kvantitativne analize broja
AgNOR-a i povrsine AgNOR reakcije, prvenstveno
u tumorima. Znacaj krivulje nije u kvantitativnim
vrijednostima AgNOR-a prikazanim u literaturi,
niti u broju referenci o AgNOR-ima, ve¢ u koncen-
traciji brojnih istrazivanja u kratkom vremenskom
periodu koji definira rad na standardizaciji meto-
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Slika 1. U periodu od 1981. do 2015., nakon maksimalne ucestalosti od 1991. do 2000., istrazivanja AgNOR-a su u
padu (plavo). Pri tome pristup jezgrici kao ,mjestu” sinteze ribosoma pokazuje plato (crveno). S poc¢etkom 21.
stoljeca sve se Cesce jezgricu opisuje kao multifunkcionalnu (mf) organelu (zeleno). Osim $to istice intenzivnu
primjenu AgNOR metode u analizi jezgrice u posljednjem desetljecu proslog stoljeca, slika ukazuje na promjenu u
pristupu jezgrici koja vise nije samo ,,mjesto” sinteze rRNK-a, ve¢ je multifunkcionalna.
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de. Ova se kulminacija u ispitivanju jezgrice kolo-
idnim srebrom, koja u posljednjem desetljecu 20.
stoljeca intenzivno vizualizira jezgricu kao citoge-
netsku pojavu, podudara s organizacijom ucesta-
lih radnih sastanaka za evaluaciju metode u
praksi. Metoda je standardizirana zaslugom broj-
nih istraZivata i prema uputama Skupine za
AgNOR. Citogenetski pristup nukleolarnim orga-
nizatorima uveden je u patologiju kao jednostav-
na i financijski dostupna metoda. AgNOR reakcija
jednostavnim oblicima prikazuje kompleksnu or-
ganizaciju jezgre u kojoj su AgNOR-i hijerarhijski
oblik koji omogucava kvantitativhu analizu poda-
taka. Osvrt na opisano razdoblje ukazuje da je
AgNOR metoda postala zlatni standard® u rutin-
skoj analizi materijala dobivenog s onkoloske ki-
rurgije i bitan korak u istrazivanju tumora
histoloskim, citoloSkim i molekularnim pristu-
pom. Za onkologe i terapeute patolozi i citolozi
uvode AgNOR analizu kao metodu komplemen-
tarnu drugim dijagnostickim postupcima. Uspr-
kos standardizaciji metode kolicina AgNOR
reakcije izrazava koli¢inu argirofilnih proteina u
lokusu aktivnih ribosomalnih gena, cija aktivnost
ovisi o uvjetima metabolizma, stanicnom tipu,
stupnju diferencijacije stanice, ravnini presjeka
kroz jezgricu, a to su parametri koji se ne mogu
kontrolirati u patohistoloskom rezu.

Vise od prikaza ucestalosti istrazivanja tumorskih
AgNOR-a, apeks krivulja u slici 1 ukazuje na tijek
povijesti proucavanja jezgrice. Za razliku od rutin-
ske HE histokemije, koja vidi isto Sto i Pianese
1896.1%: izoblicene hipertrofi¢ne i hiperplasti¢ne
jezgrice u zlocudnim tumorima, AgNOR-om pri-
kazana jezgrica (slika 2 a i b) usmjerava paznju na
mjesta aktivnosti transkripcijskog ustroja riboso-
ma’>100110111 'Danas je transkripcijski ustroj u fo-
kusu interesa zbog razvoja novih terapija koje
ciljano smanjuju transkripciju rDNK-a, kako bi se
smanjila pretjerana sinteza ribosoma koja podr-
Zava patoloski rast i izazvao nukleolarni stres koji
¢e tumorsku stanicu uvesti u apoptozu. No put do
ove spoznaje bio je dugotrajan. Nukleolarni orga-
nizatori (NOR-i) kao metafazni oblici povezani su
s jezgricom nakon $to je Barbara McClintock®
1934. zapazila da translokacija NOR-a mijenja
mjesto oblikovanja jezgrice. Potom su Caspersson
i Schultz®” 1940. ukazali da je bit funkcije jezgrice
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da se ribonukleinske kiseline nalaze na dva mje-
sta: i u jezgrii u citoplazmi. Ploton?®? je 1986. godi-
ne prikazao bojenja
nukleolarnih organizatora (AgNOR-i) u odnosu na

metodu interfaznih
metafazne oblike NOR-a, prilagodenu za vizuali-
zaciju interfaznih NOR-a u parafinskom rezu. De-
renzini i Ploton'* su pocetkom devedesetih
usporedili histokemijski i elektronsko mikroskop-
ski prikaz jezgrice objasnivsi da tockaste nakupine
AgNOR proteina, videne svjetlosnim mikrosko-
pom, odgovaraju fibrilarnim centrima uz koje pri-
janja gusta fibrilarna komponenta u elektronskom
mikroskopu. AgNOR metoda koloidnog srebra
prihvacena je u patologiji. Slijede brojne publika-
cije u kojima su AgNOR-i jezgrice, kao hijerarhij-
sko svojstvo okupljanja regulatornih proteina
genske funkcije, nasli svoje mjesto u patologiji i
citologiji tumora i reaktivnih proliferativnih stanja
u ¢emu sudjeluju i hrvatski morfolozi''>*2!, Na sli-
ci 1 apeks krivulje ucestalosti AgNOR publikacija,
u kojima se prvenstveno radi o tumorskoj patolo-
giji, ukazuje na nagli porast interesa za funkciju
ribosomalnih gena u onkogenezi i uvod je u istra-
Zivanje jezgrice dinamickim molekularnim meto-
dama na ulazu u 21. stolje¢e kada dolazi do
promjene definicije jezgrice.

Povezivanjem oblika, strukture i funkcije AgNOR
metoda ukazuje na razvoj znanstvene misli, te
daje uvid u povezanost jezgrice s patoloSkim sta-
njima koja su danas opisana molekularnim meto-
dama’¢8011L122132 - Time patologija, molekularna
biologija i biotehnologija dobivaju zajednicki cilj
istraZzivanja: jezgricu u bolesti, sto je vidljivo i ov-
dje u slici 1i 2, a u cemu medu prvima sudjeluju
znanstvenici Medicinskog fakulteta u Rijeci'*2. Da-
nas se razmislja o mogucoj primjeni tog znanja u
terapijske svrhe.

AHILOVA PETA STANICE — DEFINICJA
JEZGRICE | BOLESTI U 21. STOLJECU

Jezgrica je jedan od najistaknutijih primjera kon-

gruencije oblika i funkcije u biologiji stanice!?.
Sinteza rRNK-a najsnazniji je metabolicki proces u
stanici. rRNK nije samo glavni element u strukturi
ribosoma. Ona je istovremeno kataliticki element
u sintezi proteina. Struktura koja samu sebe ob-
navlja vrlo je osjetljiva na stres. To je posljedica
integracije brojnih procesa i komponenti koje in-
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Slika 2. Vizualizacija AgNOR-a koloidnim srebrom u stanicama raka grkljana. a) dobro diferencirani tumor s
primjerenom koli¢inom AgNOR-a u nukleoplazmi. b) Velik broj polimorfnih AgNOR-a u tumorskim jezgrama kao
izraz polimorfije jezgrice primjerene slabo diferenciranom tumoru istog histotipa.

formaciju prenose od rDNK-a do ribosoma da bi
se povratnom spregom pomocu novonastalih
proteina u istom lokusu regulirale replikacija i
transkripcija bez prostornog i vr.emenskog prekla-
panja. Tijekom ribosomalne biogeneze molekule
ulaze svojim funkcionalnim domenama u razlicite
molekularne komplekse, sto ih cini multifukcio-
nalnim. S druge strane u jezgrici razli¢iti signalni
sustavi suraduju s biogenezom ribosoma, sto jez-
gricu Cini plurifunkcionalnom?®. Odsustvo zdravlja
ocituje se poremecajem oblika, strukture i funkci-
je. Stoga je mjesto najsnaznije kongruencije obli-
ka i funkcije, jezgrica, istovremeno i najosjetljivije
mjesto za poremecaj homeostaze. Homeostaza u
jezgrici ovisi o suradnji proteina i nukleinskih ki-
selina, proteina i proteina te suradnji nukleinskih
kiselina i ribonukleoproteina. Poremedéaj organi-
zacije molekularnog kretanja kroz jezgricu nukle-
olarni je stres.

Kroni¢ni nukleolarni stres moze promijeniti orga-
nizaciju genoma i utemeljiti neoplasti¢nu patoge-
nezu. Proteini koji sudjeluju u toj organizaciji su
nukleolin, fibrilarin, nukleofosmin, RNK polimera-
za |, transkripcijski faktor UBF, SL1 i TIF1A (koji su
po osobinama rezidentni, neribosomalni i nehi-
stonski), RPL i RPS (koji su ribosomalni proteini,
nazvani prema velikoj i maloj podjedinici riboso-
ma, engl. large, odnosno small), ekstraribosomal-
ni proteini su regulatorni virusa,
apoptoze, stani¢nog ciklusa, starenja te nukleo-
larni proteini ribonukleoproteinskog kompleksa

proteini

SRP (engl. signal recognition particle) ¢ija je funk-
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cija kotranslacijsko ciljano prepoznavanje poli-
peptidnog signala i isporuka membranskih i
sekretornih proteina s ribosoma u endoplazmat-
ski retikulum. Poremecaj transkripcije, translacije
i kretanja ovih proteina u etiopatogenezi je sta-
ni¢nog stresa. Funkcije jezgrice u odnosu na sin-
tezu ribosoma definiraju se kao tradicionalne
(funkcija transkripcije rDNK-a, sinteze, cijepanja i
sazrijevanja pre-rRNK-a te udruZivanja zrelih
rRNK-a u molekularne komplekse ribonukleopro-
teina i preribosome) i nekonvencionalne funkcije
jezgrice (kofunkcija istih u stani¢nom ciklusu, hi-
poksiji, promjeni metabolizma pod utjecajem lije-
kova, infekciji, te u starenju i apoptozi na osnovi
molekularnih interakcija). Poremecaji funkcija
jezgrice, onih konvencionalnih i onih nekonvenci-
onalnih, ¢ine jezgricu senzorom patoloskih signa-
la u nastanku bolesti* .

Bioloski stres bazira se na fizioloskim reakcijama
u svrhu regulacije homeostaze. Nedavna definici-
ja ukazuje da je stres stanje u kojem pritisak na
homeostazu nadilazi regulatorne kapacitete za
ocCuvanje homeostaze, tj. zahtjevi (mikro)okolisa
su veci od kapaciteta regulatornih reakcija®’. Kla-
sifikacija stresa je etiopatogenetska. Stres dobiva
naziv prema kauzalnoj patogenezi koju Cine sta-
ni¢ne reakcije na ostecenje direktno izazvane dje-
lovanjem uzroka. Nukleolarni je stres po
etiopatogenezi replikacijski (signalnim putem
ATR kinaze, engl. ataxia telangiectasia and Rad3-
related protein (ATR)—checkpoint kinase 1), pro-
teotoksicki (putem patoloskih oblika proteina,
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engl. misfoded proteins), hipoksi¢ni (signalnim
putem VEGF; engl. vascular endothelial growth
faktor), lipotoksicki (toksicki efekt masnih kiseli-
na i oStecenje u uvjetima oksidativnog stresa i
peroksidacije slobodnim radikalima), genotoksic-
ki (oStecenje i reparacija DNK-a aktiviraju p53 u
zdravim stanicama), metabolicki stres (signalnim
putem mTOR; engl. mechanistic target of rapa-
mycin). Drugim rije¢ima, procesi i signali koji do-
vode do ostecenja homeostaze u nabrojenim
mehanizmima nukleolarnog stresa reflektiraju se
u kretanju molekula kroz jezgricu. Jezgrica je sen-
zor®**? ribosomalnog stresa, tj. ribosomalni stres
dovodi do nukleolarnog stresa, a razli¢ite etiopa-
togeneze povezane su putem p53 supresora tu-
mora i regulatora stanicnog ciklusa. Kroni¢ni je
stres bolesno stanje, poremecdaj homeostaze na
svim razinama organizacije bioloske strukture i
funkcije, sto ukljucuje i stres koji se odvija u jez-
grici zbog nefizioloSkog kretanja proteina, poseb-
no p53. Navedeni primjeri etiopatogeneze
mehanizmi su nastanka razlicitih bolesti*’.

DEFINICIJA BOLESTI USMJERAVA TERAPLJU

Molekularna patologija definira bolest kao pore-
mecaj organizacije molekula, a time i organizacije
jezgrice i ribosoma, koji je prisutan u patogenezi
poremecaja stanicnog ciklusa, ribosomalne bioge-
neze, starenja, infektivnih osteéenja, neoplazije i
malformacije. Nukleolopatije su multisistemske
bolesti koje se temelje na mutaciji proteina jezgri-
ce ali bez jasnog genotipa ili fenotipa, uz poreme-
¢aj pomaka okvira cCitanja u ribosomu. Kodiraju se
skraceni polipeptidi nedostatne funkcije koji ¢ine
jezgricu osjetljivom na promjene u transkripciji. O
jezgrici ovisi embrionalni razvoj mozga'®. Riboso-
mopatije, poremecaji biogeneze i funkcije riboso-
ma, pretezno su kongenitalni poremecaji
uzrokovani patoloskim ribosomalnim proteinima
i/ili drugim faktorima nuZnim za procesuiranje
rRNK-a'?. Razlike u reakciji na ribosomalni stres i
razlike u ekspresiji zahvacenih gena uzrok su razli-
¢itim klinickim fenotipovima. Osobina ribosomo-
patija je da hipoproliferativna stanja oste¢enog
tkiva prelaze u hiperproliferativna uz cestu pojavu
anemije i neoplazije. U ovoj se skupini spominju
X-vezana kongenitalna diskeratoza'**, anemija Dia-
mond-Blackfana'® i mandibulofacijalna dizostoza
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Treacher-Collinsa®. U doba kada se tek prepoznala
povezanost jezgrice i bolesti prva su saznanja o
proteinima jezgrice dobivena od pacijenata s auto-
imunim oboljenjem. Nedavno je ukazano na pove-
zanost autoimunosnih bolesti s reaktivacijom X
kromosoma??*, na mutirani protein cirhin kod dje¢-
je ciroze'®, na znacaj nukleostemina u kardiopro-
tektivnoj terapiji'®, a za prisutnost antitijela na
fibrilarin i nukleolin u sistemskim autoimunim bo-
lestima odavno se zna®!. Vise ne iznenaduje kada
se prikazu novi dokazi o prisutnosti regulatornih
proteina virusa u jezgrici’®. Stoga je opéeprihvacen
znacaj poznavanja jezgrice za brojne klini¢ke stru-
ke. Dijagnosticki oblik jezgice od manjeg je znaca-
ja, osim za krupne deformirane eozinofilne
nukleole u pojedinim agresivnim tumorima te uoc-
liivosti segregacije jezgrice kao znaka djelovanja
genotoksicke terapije. Potrebno je dijagnosticirati
molekularna kretanja u nukleolarnom stresu koji
je poseban faktor u patogenezijer ukazuje na mo-
guénost zastite jezgrice od stresa u preventivnoj
medicini. Jezgrica je samo jedna od razina na koji-
ma se stres odvija.

MALE MOLEKULE U TERAPUJI RAKA

Jezgrica je bioloski oblik i funkcionalna domena
stanicne jezgre koja opstaje kompleksnom inte-
rakcijom izmedu transkripcije ribosomalnih gena
i proteina brojnih signalnih molekularnih sustava.
U jezgrici stanice raka biogeneza ribosoma i trans-
kripcijska funkcija RNK polimeraze | patoloski su
povisene i pojacani su mehanizmi opstanka stani-
ce, dok je funkcija p53 proapoptotickog supreso-
ra tumora neprimjerena. Tim nacinom stanica
raka Cuva svoj trasformirani fenotip.

Klasicna protutumorska terapija poput Actino-
mycina D (AMD), doxorubicina, camptothecina,
S5-fluorouracila, remeti biogenezu ribosoma.
AMD se umetne u strukturu koja je bogata gva-
nin-citozin parovima baza. Cisplatin stiSava trans-
kripciju ovisnu o RNK polimerazi | stvaranjem
unakrsnih veza izmedu DNK-a i proteina i time
ometa molekularni kompleks s UBF-om (engl. up-
stream binding factor), glavnim transkripcijskim
faktorom RNK polimeraze I. 5’fluorouracil inhibira
sintezu nukleotida. Inhibitori topoizomeraze stva-
raju patoloske molekularne komplekse s topoizo-
merazom |.
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Ocekuje se da moderna terapija tumora djeluje
sveobuhvatno a ciljano. RavnoteZu izmedu sta-
ni¢nog rasta i proliferacije s jedne strane te pro-
gramirane stanicne smrti s druge regulirana je
interakcijom proapoptoti¢kog p53 supresora tu-
mora s molekularnim signalima IGF1 — AKT —
mTOR (engl. insulin like growth factor, AK mouse
bred Thymoma, odnosno mechanistic target of
rapamycin) koji ¢uvaju preZivljenje stanice. U te-
rapiji uznapredovalog raka bubreznih stanica Eve-
rolimus je rapalog koji inhibira mTORC, mTOR
komponentu koja u normalnoj stanici negativ-
nom povratnom spregom regulira AKT kinazu.
Izostanak mTORCL1 signala i poviSena AKT kinaza
remete RNK-glasnike proteina stani¢nog ciklusa i
glikolize $to inhibira rast i proliferaciju tumora.
Novi modeli moderne kemoterapije baziraju se
na ciljanoj selektivnoj inhibiciji transkripcijske
funkcije RNK polimeraze |I's premisom da zaustav-
ljanje transkripcije rDNK-a u rRNK inducira nukleo-
larni stres koji ¢e stanicu raka specificno i
selektivno odvesti u apoptozu s ciliem ocuvanja
zdravih stanica u kojima put p53 nije ostecen i
koje se mogu adaptirati na stres.

U inhibiciji transkripcije ribosomalnih gena koja
¢e dovesti do nukleolarnog stresa nukleolin/
rDNK komplex meta je CX-3543%3 molekule koja
uzrokuje otpustanje nukleolina s veznih mjesta u
locusu rDNK-a.

U terapiji akutne limfoblasticne leukemije
CX-5461%41¢ je molekula koja aktivira ATM/ATR
put (engl. ataxia telangiectasia-mutated, ATM, od-
nosno ATM and Rad3-related, ATR) i zaustavlja sta-
nicu u G2 fazi uz indukciju apoptoze. U tijeku su
klinicka ispitivanja snaznog i specificnog inhibitora
telomerase, GRN163L, a govori se i o nekoliko ti-
pova terapeutskih cjepiva na bazi telomerase!®.
Mali molekularni inhibitori RNK polimeraze | indu-
ciraju nukleolarni stres da bi omogudili specificnu
aktivaciju supresora tumora p53.

BMH-1 terapija putem proteasoma dovodi do de-
strukcije RPA194, glavne sastavnice kompleksa
RNK polimeraze I, zaustavlja rRNK sintezu i izaziva
segregaciju i nukleolarni stres!®. Direktna induk-
cija BAX proteina malim molekulama koje
omogucavaju aktivaciju apoptoze direktnim vezi-
vanjem na protein nova je paradigma farmakote-
rapije.
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Ispitana je i moguénost protutumorske terapije
putem interferencije s mehanizmima stiSavanja
ribosomalnih gena. Nukleometilin (NML) je pro-
tein jezgrice s afinitetom za rRNK. Sirtuin (SIRT1)
je protein koji stisava funkciju jezgrice u uvjetima
hipotrofije i deacetilira p53 (Sto moZe utjecati na
njegovo vezivanje na promotor p2l proteina).
Nukleometilin ima moguénost vezati SIRT1 ili
rRNK. Olak$ano vezivanje NML-rRNK-a sprjecava
stvaranje NML-SIRT1 kompleksa. Time novostvo-
reni rRNK povratnom spregom prijeci stiSavanje
aktivnih ribosomalnih gena. S druge strane u pro-
cesu starenja nastaju molekularni kompleksi iz-
medu NML i SIRT1 (Sto dovodi do represije
transkripcije ribosomalnih gena i smanjenja po-
trosnje energije). U stanicama raka je SIRT1
mRNK povisen no mali molekularni inhibitori
SIRT1 ne postizu antiproliferativnu aktivnost, tj.
blokada sirtuina nije dostatna za stiSavanje aktiv-
nosti ribosomalnih gena iako poremecaj u stisa-
vanju transkripcije rDNK-a pogoduje recidivhom
rastu tumora®®,

Ukratko se mogu spomenuti i sljedec¢i modeli te-
rapije. U svrhu terapije transfekcijom gena se P53
unosi u tumorske stanice adenovirusnim vekto-
rom. Onkoliti¢ki virusi ciljano uniStavaju stanice s
mutacijom p53. Funkciju negativnih regulatora
p53 (poput MDM2) moguce je inhibirati pomocu
malog RNKi. Malim molekulama moguce je utje-
cati na strukturu mutiranog proteina i aktivirati
p53. Inhibicija histon deacetilaza takoder aktivira
p53.

U odnosu na navedene mehanizme direktnom
blokadom transkripcijskog ustroja ribosomalnih
gena inaktivacijom RNK polimeraze 1 nastaje nu-
kleolarni stres koji prirodno aktivira p53. Poveca-
nu osjetljivost stanica raka na inhibitore sinteze
RNK-a podrzavaju vec¢ naruseni mehanizmi regu-
lacije stanicnog ciklusa, aktivacije onkogena i
oporavka DNK-a, zbog Cega pojacani nukleolarni
stres aktivira mehanizme apoptoze bez obzira na
mutaciju supresora tumora.

Opisani modeli terapije raka predlazu dva nacina
indukcije apoptoze u tumorskoj stanici: 1. direk-
tno, ili 2. zaobilazno putem aktivacije p53 i induk-
cijom nukleolarnog stresa na koji su stanice raka
osjetljivije od zdravih netransformiranih stanica.
Pri tome ne dolazi do genotoksic¢kog stresa.
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ZNACAJ JEDINSTVENE ORGANELE ZA

MEDICINSKE ZNANOSTI - PRAKTICNE |
FILOZOFSKE IMPLIKACIJE

Definicija bolesti kao odstupanja od fizickog, psi-
hickog i socijalnog dobrog osjec¢anja nije znatno
promijenjena upoznavanjem jezgrice. Upravo je
mjesto odstupanja od fizioloskog kretanja mole-
kula i molekularnih kompleksa ciljno mjesto dje-
lovanja modernih terapija. Nove nanotehnologije
omogucduju terapiju koja zaobilazi bioloske barije-
re, oslanja se na mikrookoli§ tumorskih stanica i
poboljsava isporuku lijeka, stoga je potrebno do-
bro upoznati razlike izmedu zdravog i tumorskog
tkiva u svrhu primjene i pracenja moderne ciljane
terapije.

AgNOR-i  prikazuju funkcionalnu lokalizaciju
kiselih nehistonskih proteina i ukazuju na kvanti-
tativne razlike izmedu fizioloskog i patoloskog mi-
krookolisa jezgrine domene. U tome je jos jedna
od znacajki vrlo intenzivnog ispitivanja AgNOR-a
u posljednjem desetlje¢u proslog stoljeca —
AgNOR-i definiraju mikrookolis traskripcijskog
ustroja RNK polimeraze | koji je ciljno mjesto mo-
dernih terapijskih modela. Stovise, prikazom ra-
zlicitog pristupa jezgrici u duljem vremenskom
periodu, slika 1 pokazuje da nakon intenzivnog is-
pitivanja funkcije AgNOR-a jaCa spoznaja da je
jezgrica plurifunkcionalna. U tome je razlika pre-
ma klasi¢noj deskriptivnoj definiciji monofunkcio-
nalne jezgrice iz razdoblja prije intenzivnog
proucavanja AgNOR-a u patologiji.

Drugim rije¢ima, slika 1 ukazuje na razdoblje pro-
mjene definicije jezgrice. Potaknuto intenzivhom
vizualizacijom funkcionalne strukture jezgrice
AgNOR metodom u literaturi slijede prikazi brojnih
proteina u jezgrici koji nisu direktno u vezi s bioge-
nezom ribosoma. Ako su AgNOR-i mjesta okuplja-
nja rezidentnih i uz njih brojnih drugih proteina
jezgrice, Cini li masa proteina jezgricu velikom? Da,
jer je promjena definicije veliki dogadaj u nacinu
interpretacije funkcije jezgrice. Deskriptivna defi-
nicija jezgrice bazira se samo na vrlo uocljivoj na-
kupini rRNK-a u jezgri. Upravo je prisutnost
,brojnih i neocekivanih” proteina u jezgrici dugo-
godisnji refren ,jezgrica je mjesto sinteze riboso-
ma” pretvorilo u orkestralnu izvedbu ,jezgrica je
mjesto gdje proteini brojnih molekularnih sustava
susrecu biogenezu ribosoma”. Ovo je funkcionalna
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definicija jezgrice. Obje definicije dobivene su
istim, morfoloskim metodama, ali su klasi¢cne me-
tode staticke, a moderne dinamicke.

Sa stanovista klini¢ara, jezgrica donosi nova sa-
znanja o patogenezi bolesti te predstavlja obeca-
vajuce ciljno mjesto djelovanja novih terapija.
Proteini jezgrice pripadaju upalnim, regenerator-
nim i degenerativnim procesima, malformaciji i
neoplaziji i efektor su epigenetskih promjena. Sli-
ka 2 a i b prikazuje razliku u distribuciji AgNOR-a
vizualiziranih koloidnim srebrom u pacijenata s
neoplazijom istog histotipa a razlicite dinamike
rasta, Sto je znacajno za prognozu, klasifikaciju
tumora, a time i terapiju.

Jezgrica ostaje fascinantni misterij, prisutan sva-
kodnevno u nasim stanicama'®’. Utemeljeni de-
skriptivni pristup jezgrici i klasicne metode
vizualizacije bioloske strukture i dalje ¢e imati svo-
je mjesto u patobiologiji stanice i biti podrska u is-
pitivanju funkcionalne strukture. Je li istraZivanje
jezgrice, osim za bioloSke znanosti, od sustavnog
znacaja? Poseban moment u definiciji zdravlja je
dobro osjecanje. Dokaz su pacijenti s minornim
anomalijama koji su postigli kvalitetu Zivljenja. To
ukazuje na znacaj opce drustvene misli u medicin-
skoj znanosti. Odgovor na pitanje pomaze li zna-
nost Covjekovu boljitku i opcenito napretku moze
se dijelom naci u ovom napisu. Zadatak funkcional-
ne anatomije jezgrice prikazane AgNOR-om je kla-
sicno jednostavan, ekonomski isplativ i egzaktan,
pomazuci time razvoj sofisticiranih tehnologija u
istrazivanju mjesta djelovanja kompleksnih terapi-
ja nukleolarnog stresa. Nukleolarni stres poseban
je trenutak u patogenezi i ukazuje na mogucnosti
preventivne medicine, jer jezgrica je samo jedna
od razina na kojima se stres odvija.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju da ne postoji
sukob interesa.
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