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Streszczenie: Ludzki protoonkogen BCL6 koduje represor transkrypcji niezbedny do tworzenia osrod-
kéw rozmnazania (GC), odpowiedzi T-zaleznej, regulacji roznicowania komoérek B oraz modulacji
sygnatoéw z receptora limfocytoéw B. Wysoki poziom ekspresji BCL6 obserwowany jest w komorkach B
w GC, natomiast niski w pre-GC, w bardziej zréznicowanych komorkach B pamigci i w plazmocytach.
BCL-6 funkcjonuje jako potencjalny represor transkrypcji roznych genéw docelowych, ale jego doktad-
na rola jest niejasna. W chtoniakach B-komérkowych wystepuja czesto strukturalne nieprawidtowosci
w regionie promotora BCL6, ponadto translokacje chromosomowe i somatyczne hipermutacje. Mutacje
te reprezentuja wigkszo$¢ genetycznych zmian zwiazanych z chtoniakami nie-Hodgkinowskimi, a szcze-
golnie z chtoniakiem olbrzymiokomoérkowym. Sugeruje sig, ze BCL6 jest waznych czynnikiem w pato-
genezie chloniakow.

Stowa kluczowe: gen BCL-6, biatko BCL-6, chtoniaki nie-Hodgkinowskie.

Summary: The human proto-oncogene BCL-6, encodes transcriptional repressor that is necessary for
germinal-center formation, T cell dependent antibody responses, regulation of B cell differentiation,
and B-cell receptor signaling modulation. High expression of BCL6 is detected in GC B cells, but not
in pre-GC B cells or in more differentiated memory or plasma cells. It performs a function as a potent
transcriptional repressor of various target genes, but the precise function of BCL6 in these processes is
unclear. In B cell lymphomas, structural alterations of the BCL6 promoter region, including chromoso-
me translocation and somatic hypermutation present the most prevalent genetic lesion, especially in
diffuse large cell lymphoma. BCL-6 is suggested as an important factor in lymphomagenesis.

Key words: BCL-6 gene and protein, non-Hodgkin lymphomas.

Wykaz stosowanych skrotow: BCL-6 (B-cell lymphoma) — chtoniak B-komorkowy 6, B-CLL — prze-
wlekta biataczka limfatyczna B-komoérkowa, B-CoR (BCL-6 interacting corepressor) — korepresor
oddziatujacy z BCL-6, CTLA-4 — hamujaca czasteczka regulacyjna limfocytéw T, der — chromosom
pochodny, DLCL — chtoniak rozlany olbrzymiokomoérkowy, FL — chtoniak grudkowy, GC — o$rodki
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rozmnazania, HDAC — deacetylaza histonow, Ig — immunoglobulina, I1-4 — interleukina 4, MAPK —
kinaza bialkowa aktywowana przez miogeny, N-CoR (nuclear receptor corepressor) — korepresor od-
dziatujacy z BCL-6, NHL — chtoniak nie-Hodgkinowski, PEST — domena tancucha polipeptydowego
bogata w proling, kwas glutaminowy/kwas asparaginowy — seryng — treoning, POZ (poxvirus and zing
finger) — domena biatkowa, SMRS (silecing mediator of retinoid and thyroid receptor) — korepresor
oddziatujacy z BCL-6, STAT — stymulator transdukcji aktywator transkrypcji, Th2 — wlasciwy limfocyt
pomocniczy T CD4", ZF — palec cynkowy.

WPROWADZENIE

Nowotwory wywodza si¢ z komorek, w ktorych doszto do mutacji kluczowych genow,
niezbgdnych do prawidtowego funkcjonowania komorki. Wynikiem zmian mutacyjnych
moze by¢: nadmierna ekspresja proto-onkogenéw lub defekt genow supresorowych.
Zarowno jedne, jak i drugie geny odpowiedzialne sa, migdzy innymi, za proliferacje,
roznicowanie i/lub apoptoze. Mutacje moga prowadzi¢ do niestabilno$ci genomowej i
ostatecznie do nowotworzenia. Analiza punktow ztaman chromosomow i translokacji
obserwowanych w nowotworach, czgsto przyczynia si¢ do identyfikacji gendow
zaangazowanych w ten proces.

Proto-onkogen BCL-6 zidentyfikowano ze wzgledu na jego uczestnictwo w
chromosomowych translokacjach obserwowanych w chioniaku rozlanym olbrzymio-
komorkowym (DLCL) —najbardziej pospolitej formie chtoniaka nie-Hodgkinowskiego
(NHL) [10]. Nastgpnie wykazano, ze rearanzacje genu BCL-6 moga wystgpowaé w
30-40% DLCL, 5-10% chtoniakow grudkowych (FL), 1/3 przypadkéw biataczki
limfocytowej przewleklej B-komorkowej (B-CLL) [2]. Zmiany genetyczne BCL-6 moga
obejmowac translokacje, w ktoérych uczestniczy chromosom 3 region q27 i somatyczne
hipermutacje w regulatorowym regionie 5°.

W prawidlowych tkankach limfoidalnych, najwyzszy poziom ekspresji biatka
BCL-6 obserwowany jest w osrodkach rozmnazania. Sugeruje si¢, ze BCL-6
funkcjonuje jako potencjalny wyciszacz transkrypcji genow, bioracych udzial w
przekazywaniu roznych rodzajéw sygnatéw docierajacych z btony komoérkowe;j.

GEN I BIALKO BCL-6

Gen BCI-6 obejmuje region 26 tysigcy par zasad (pz) w dtugim ramieniu chromosomu
3(3927.3) i sklada sig z 10 eksondw (ryc.1). Niekodujacy region 5° genu BCL-6 zawiera
elementy regulatorowe dla ekspresji genu. Region promotora obejmuje 1,5 tysigcy par
zasad (kz), zawiera sekwencje TATA, regulatorowe sekwencje CACCC, kasety E (ang.
E-box)1 GATA-1. Moze on by¢ odpowiedzialny za niska ekspresje¢ genu w prawidtowych
1 w nowotworowych tkankach limfoidalnych, z wyjatkiem nowotwordéw limfoidalnych
wywodzacych si¢ z osrodkow rozmnazania [49]. W niekodujacym eksonie 1 BCL6 znajduja
sig dwa motywy zwane BSE1A (+225 +244) 1 BSE1B (+249 +268), ktore sa docelowymi,
fizjologicznymi miejscami wigzania biatka BCL6, odpowiedzialnymi za autoregulacje
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aktywnosci genu. W regionach tych dochodzi do czgstych mutacji, skutkiem tego wiazanie
BCL6 do BSE jest ostabione [18, 43]. Fakt ten taczy si¢ z patogeneza DLBCL [52].

Miegjscem szczegdlnie podatnym na zmiany mutacyjne jest koniec 3’ niekodujacego
eksonu 1. Z tego wzgledu okreslono ten obszar jako MMC (ang.major mutation cluster)
[14]. Wykryte mutacje s3 roznorodne i obecne w komodrkach prawidlowych i ich
nowotworowych odpowiednikach [41]. Postuluje sig, ze zmiany mutacyjne w MMC
moga indukowac¢ zmiany chromatyny jadrowej tego regionu, w wyniku tego bardziej
wzrasta podatno$¢ na rearanzacje z innymi genami [1]. Stusznos¢ tego twierdzenia
potwierdza czg$ciowe pokrywanie si¢ obszaru MMC z miejscami MTC (ang. major
translocation cluster) w eksonie 1 BCL-6 [12]. Obszary podatne na translokacje
zidentyfikowano zarowno powyzej, jak i ponizej pierwszego eksonu. Region obejmujacy
245-285 kz powyzej pierwszego eksonu genu BCL-6, okreslono jako region ABR (ang.
alternative breakpoint region) [16]. 126 pz ponizej 1-go eksonu zidentyfikowano obszar
781 pz, w ktorym ze szczegolnag czestoscia wystepuja miejsca ztaman skutkujace
translokacjami migdzychromosomowymi, gtéwnie do chromosomu 14, 2, 22. Wynikiem
tego sa fuzje fragmentoéw genu BCL6 i genow immunoglobulin fancucha ciezkiego i
tancuchow lekkich kappa lub lambda [1,35,53].

Regulacja ekspresji BCL-6 zachodzi na poziomie regulacji transkrypcji (w tym
negatywnej autoregulacji) i w okresie potranskrypcyjnym [38]. Mechanizm tego procesu
nie jest dotychczas catkowicie wyjasniony.

Miejsce startu translacji zlokalizowane jest w eksonie 3 [48]. mRNA o dtugosci 3,8
kz ulega translacji do biatka ztozonego z 706 aminokwasdéw o masie czasteczkowej
78,8 kD. BCL-6 jest jadrowa fosfoproteina, nalezaca do podklasy biatek typu palcow
cynkowych (ZF). Na koncu karboksylowym wystepuje sze$¢ palcow cynkowych Cys, -
His, typu Kriippel, ktére wiaza si¢ w sposob specyficzny do sekwencji DNA. Na koncu
aminowym wystepuje konserwatywna ewolucyjnie, 120-aminokwasowa domena POZ
[4, 68], odpowiedzialna za oddzialywania biatko-biatko i za znaczng cz¢$¢ funkeji
represyjnej BCL-6 [50]. Za jej posrednictwem do BCL-6 przytaczane sa korepresory
wzmacniajace efekt represji transkrypcji genow docelowych.

Wewnatrz czasteczki biatka BCL6 zidentyfikowano trzy sekwencje PEST, bogate

w proling, glutaming i seryn¢ — docelowe miegjsca dla kinazy serynowo/treoninowej

(MAPK). Sa one wymagane do degradacji biatka, indukowanej przez fosforylacje,
stad ich nazwa — domena $mierci [47] (ryc. 2).

BCL-6 jest ewolucyjnie konserwatywnym biatkiem, z niska ekspresja w roznych

tkankach, ale ze szczegolnie wysoka aktywnos$cig represyjna w dojrzatych komoérkach
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RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy locus BCL-6. Pola ciemne przedstawiaja eksony kodujace, pola
jasne — eksony niekodujace
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RYCINA 2 Schemat czasteczki biatka BCL-6

B obecnych w osrodkach rozmnazania w¢ztow chtonnych i w ich stransformowanych
odpowiednikach. Ekspresji BCL-6 nie wykryto w naiwnych komoérkach B w stadium
pre-GC, w komorkach B pamigci post-GC ani w plazmocytach. W limfocytach o
T-komorkowym rodowodzie, biatko BCL-6 jest wykrywane w korowych tymocytach
i w komorkach T-CD4"* w o$rodkach rozmnazania. BCL-6 jest waznym regulatorem
transkrypcji w systemie immunologicznym i negatywnym regulatorem odpowiedzi
Th2 [5,24]. Jego rola polega na [11,31,32]:

* regulacji kooperacji limfocytow B-T,

e tlumieniu transkrypcji genow istotnych dla prawidlowego rozwoju, aktywacji i
r6znicowania limfocytow,

* tworzeniu o$Srodkdw rozmnazania (GC),

* represji gendw aktywujacych cykl komorkowy,

* represji genow aktywujacych apoptoze w GC,

* tlumieniu gendw aktywnych w stanach zapalnych,

* modulacji sygnalow przekazywanych z receptora limfocytow B (BCR).

REGULACJA FUNKCJI BCL-6

Wyciszenie transkrypciji BCL-6 jest warunkiem koniecznym, aby prawidlowe limfocyty
B mogly opusci¢ osrodki rozmnazania. Zaburzona regulacja ekspresji BCL-6
manifestowana stala, na znacznym poziomie aktywno$cia genu BCL-6, moze by¢
przyczyna transformacji nowotworowej, co ma miejsce np. w chtoniakach [5, 51].

W warunkach fizjologicznych kontrolg nad ekspresja BCL-6 sprawuja sygnatly
docierajace od receptorow btonowych, tj. BCR, CD40 i receptoréw mitogendow.
Kontrola sprawowana jest na poziomie mRNA i biatka. Badania in vitro wykazaty,
ze po aktywacji angazujacej wymienione receptory, dochodzi do obnizenia ekspresji
mRNA BCL-6, w limfocytach B krwi obwodowej i §ledziony [5].

Na poziomie biatka stabilnos¢ BCL-6 reguluja sygnaty transmitowane z BCR za
posrednictwem biatka RAS. Aktywne biatko RAS stymuluje MAP kinazg, ktora
fosforyluje biatka BCL-6, doprowadzajac do zmniejszenia jego poziomu przez
degradacje. Degradacja indukowana fosforylacja wymaga domen PEST. Zaangazowanie
sekwencji PEST wskazuje na to, ze degradacja BCL-6 odbywa si¢ fizjologiczna droga
ubikwityna-proteasomy, czyli gldownym, wieloetapowym, pozalizosomalnym szlakiem,
odpowiedzialnym za degradacjg biatek wewnatrzkomorkowych w organizmach
eukariotycznych.
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Kolejnym opisanym mechanizmem hamujacym represyjna aktywno$¢ biatka BCL-
6 jest acetylacja za posrednictwem ko-aktywatora p300. Acetylacja zapobiega
przytaczeniu deacetylaz histonéw do BCL-6, nie dopuszczajac do represji transkrypcji
docelowych genow. BCL-6 jest acetylowane zar6wno w warunkach fizjologicznych w
os$rodkach rozmnazania komorek B, jak rowniez w GC pochodzacych z nowotworow
B-komorkowych. Acetylacja BCL-6 wspiera transkrypcje genow zwykle hamowanych
przez ten represor [13, 51].

DOCELOWE GENY DLA BCL-6

Protoonkogen BCL-6 jest genem wielofunkcyjnym. Funkcjonalne i biochemiczne
dowody bezposredniej represji transkrypcji przez BCL-6 okreslono tylko dla kilkunastu
genow, zaangazowanych w aktywacje¢ i réznicowanie limfocytow, w izotypowe
przetaczenie klasy Ig, w regulacje cyklu komorkowego, i w stanach zapalnych (tab.1).
Precyzyjny molekularny mechanizm oddziatywania BCL-6 na geny docelowe jest
niejasny. Przyjmuje sig, ze BCL-6 tlumi ekspresj¢ genow przez bezposrednie wiazanie
si¢ do elementow regulatorowych w ich promotorach [31,46,52, 62,65,64].

Unikatowymi cechami wszystkich gendw docelowych BCL-6, jak rowniez samego
genu BCL-06, jest ich indukcja przez sygnaly pozakomoérkowe. Geny CD69, CD44,
cyklina D2 i MIP-1a, indukowane sa podczas aktywacji limfocytéw B przez BCR lub
przez mitogeny [62], gen PRDM jest aktywowany przez IL-2, CD80 przez BCR, CD40
11L-4 [26, 45]. Chemokina MCP-1 jest aktywowana przez LPS [64].

Poprzez hamowanie transkrypcji genu CD80, BCL-6 ostabia efekt wspotpracy miedzy
komorkami B i T. Antygen CD80 jest aktywna czasteczka limfocytu B, ktora zwigksza
efektywnos¢ prezentacji antygenu limfocytowi T. CD80 jest ligandem receptora CD28,
obecnego na limfocytach T. Stymulacja CD28 przedtuza i znacznie zwigksza produkcje
cytokin w tym IL-2, ktora jest niezbedna m.in. do prawidtowego rozwoju pomocniczych
limfocytéw T i zapobiega powstawaniu stanu tolerancji.

Podczas kooperacji B-T limfocyty T przejsciowo wykazuja na swej powierzchni
ligand CD40L, ktory taczy si¢ z receptorem CD40 na komorce B. Za jego posrednictwem
przekazywany jest najsilniejszy sygnat aktywujacy limfocyty B. Wspotdziatanie CD40-
CDA40L utatwia limfocytom B wejscie w cykl komorkowy. Sygnalizacja za posrednic-
twem CD40 odgrywa istotna rolg w izotypowym przetaczeniu klasy Ig, w réznicowaniu
limfocytow B do plazmocytow i w tworzeniu komoérek pamigci. Sygnat z CD40 jest
takze konieczny do indukcji czasteczki CD80, do odpowiedzi humoralnej na antygeny
grasiczozalezne i do rozwoju o$rodkdéw rozmnazania. BCL-6 hamuje transkrypcje CD80
1 wycisza jego ekspresjg.

Eksperymenty na myszach z deficytem BCL-6 wykazaty wyrazny wzrost ekspresji
genu CDS80O w komorkach prawidtowych [46].

Podczas prawidtowego rozwoju limfocytow, BCL-6 jest negatywnym regulatorem
drogi sygnalizacji prowadzacej od BCR [48]. Przy braku sygnalizacji, komorki B



TABELA 1. Docelowe geny BCL6

Gen Opis/funkcja docelowego genu Literatura
CD69 marker wczesnej aktywacji limfocytow B 11, 62
CD44 obecny na wszystkich leukocytach, odgrywajacy rolg w adhezji i aktywacji 11, 62
EB12 obecny na limfocytach B, aktywacja indukowana EBV 11, 62
1d2 ekspresja powszechna, negatywny regulator roznicowania komorkowego 11, 62
STAT1 ekspresja powszechna, przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji 11, 62
CD80 ekspresja na aktywowanych komorkach B i komorkach dendrytycznych, udziat w kooperacji limfocytow T-B 46
PRDM kodujacy biatko Blimp- 1, ekspresja w plazmocytach 11, 62
Ige subpopulacja aktywowanych limfocytow B, przefaczenie klasy, produkcja IgE 62
MIP-1a chemokina, dzialanie pozapalne, regulacja aktywacji proliferacji i roznicowania okreslonych komorek, regulacja odpowiedz 11, 62
immunologicznej, udziat w przenoszeniu sygnatu przy pomocy biatek STAT i G
IP-10 chemokina, syntetyzowana przez monocyty, makrofagi, fibroblasty, keratynocyty, komorki srodblonka, dzialanie pozapalne, regulacja 11, 62
aktywacji proliferacji i roznicowania okreslonych komorek, regulacja odpowiedzi immunologicznej
MCP-1 monocytarny czynnik chemotaktyczny i aktywujacy 64
MRP-1 monocytarny czynnik chemotaktyczny 64
Cyklina D2 ekspresja powszechna, kontrola cyklu komorkowego 11, 62
p27ke! ekspresja powszechna, inhibitor cyklu komérkowego, zatrzymanie cyklu w fazie G1 11, 62
CXCR4 receptor czynnika podscieliskowego SDF-1, ekspresja na prekursorowych komorkach wezesnego etapu réznicowania 11, 62
PDCD2 ludzki gen programowanej $mierci komorki-2 11
p53 anty-onkogen, straznik genomu 55
IL-5 cytokina zaangazowana w kontrolowanie wzrostu, roznicowania i aktywacji eozynofili 8
IL-18 stymulator odpowiedzi Thl i Th2 27
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osrodkow rozmnazania wykazuja wysoka ekspresje BCL-6 i niska aktywnos$¢ genow
docelowych. Aktywacja BCR prowadzi do obnizenia ekspresji BCL-6, co pozwala na
wyzszy poziom indukcji gendow docelowych. Dzigki takiej regulacji, BCL-6 ma wptyw
na rozwdj limfocytéw B rowniez w stadium post-GC.

Istnieja dowody, ze znacznie wigcej genow podlega kontroli BCL-6, przy czym
dziatanie to jest posrednie, poprzez pierwotne produkty genow docelowych [62]. Za
przyktad moze postuzy¢ docelowy dla BCL-6 gen prdm, kodujacy represor transkrypcji
Blimp-1. Blimp-1 kontroluje koncowe réznicowanie limfocytow B do plazmocytow
[6], hamujac jednoczes$nie proliferacj¢ indukowana migdzy innymi przez geny c-Myc i
PAX-5 [42,56]. BCL-6 jest negatywnym regulatorem genu prdm, a pozytywnym
regulatorem genu c-Myc, mimo iz w promotorze genu c-Myc nie ma miejsca wigzania
BCL-6. Hamowanie ekspresji BCL-6 pociaga za soba obnizenie ekspresji genu c-MYC,
wzrost ekspresji inhibitora cyklu komorkowego p274! i zatrzymanie cyklu komorkowego
w fazie G1 [62].

Ostatnio [55], na liste genow podlegajacych bezposredniej represji BCL-6 zostat
wciagnigty gen p53. W regionie 5’ inicjacji transkrypcji genu p353, stwierdzono dwa
miejsca wigzania dla BCL-6. Obnizenie ekspresji BCL-6 $cisle wiaze si¢ ze wzrostem
zaro6wno podstawowego, jak i indukowanego poziomu p53. Wynik ten przektada sig¢ na
ekspresj¢ gendow pozostajacych pod kontrola p33, tj. genu p2/ i genu PUMA —
modulatora apoptozy indukowanej przez p53. Spekuluje sig, ze inhibicja ekspresji pS3
przez BCL-6 pozwala komdrkom B obecnym w GC na utrzymanie fizjologicznego,
genomowego stresu (peknie¢ DNA), wymaganego dla rearanzacji genomu, przetaczenia
klasy immunoglobulin i somatycznych hipermutacji, bez indukowania odpowiedzi
apoptotycznej zaleznej od p53.

Inhibicja transkrypcji p53 przez BCL-6 obserwowana jest rowniez w nowotworach.
Okoto 45% DLBCL, jednego z najpowszechniejszych chtoniakdéw, wykazuje stata
ekspresje BCL-6 z powodu translokacji chromosomowych lub mutacji, ktére zmieniaja
jego region promotorowy. Ten typ chioniaka charakteryzowany jest jako funkcjonalnie

p53-negatywny [21].

MECHANIZM REPRESJI TRANSKRYPCJI GENOW
DOCELOWYCH PRZEZ BCL-6

Represja transkrypcji odgrywa centralna rolg¢ w wielu biologicznych procesach.
Thumienie transkrypcji koordynowane jest przez represory, korepresory, biatka wpty-
wajace na utrzymanie struktur nukleosomowych itp. Biatko BCL-6 w akcji represyjne;j
wspierane jest przez korepresory i deacetylazy histonow (HDACs). Rola deacetylaz w
tym procesie jest szczegdlnie podkreslana. Wspieranie funkcji represyjnej BCL-6 przez
HDACI1 dowiedziono stosujac ich inhibitory, ktére znaczaco redukowaty represje
transkrypcji badanych genow, powodowana przez BCL-6 [25].

Na podstawie homologii do sekwencji drozdzowych deacetylaz, HDACs ssakow
podzielono na dwie klasy. Do klasy 1. wlaczono HDAC1-HDAC3, do klasy II. —
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HDAC4-HDACT7. U ssakow te dwie klasy sa funkcjonalnie podobne [36]. HDACs
wykorzystywane sa przez rdzne represory i pewne nieligandowe receptory jadrowe
(ang. orphan receptors). Pewne represory transkrypcji wiaza si¢ bezposrednio z
HDACs, w innych przypadkach deacetylazy histonéw sa integralna komponenta
wigkszego kompleksu zawierajacego korepresory.

Sposréd znanych korepresoréw BCL-6 wymieni¢ nalezy: N-CoR, SMRT, mSIN3A
mSIN3B (dwa ostatnie znane jako mSIN3) i BcoR. Domena POZ BCL6 oddziatuje z
korepresorami N-CoR i SMRT, ktore obok mSIN3 i deacetylazy histonow HDACI sa
sktadowymi duzego kompleksu regulujacego transkrypcje [23, 34]. Kompleks ten taczy
si¢ z promotorami docelowych genow, indukujac stan represji chromatyny [25].

Z domena POZ BCL-6 taczy si¢ takze korepresor BCoR (ang.BCL-6 corepresor).
BCoR wystepuje w dwoch formach — dtugiej (1721 aminokwasow) i skroconej (1004
aminokwasy). Jedynie forma dluga moze hamowac transkrypcje, jesli przytaczy si¢ do
promotora. Oddziatywanie BCoR z domeng POZ BCL-6 jest selektywne. Potwierdzity
to wyniki badan uzyskane z o§mioma innymi biatkami zawierajacymi domeny POZ.
Jednoczesnie wykazano, ze BCoR moze rywalizowac¢ o wiazanie domeny POZ BCL-6
z korepresorami N-CoR i SMRT, przy czym oddziatywania pomiedzy domena POZ
BCL-6 a SMRT, N-CoR i BCoR wzajemnie si¢ wykluczaja. W mechanizmie represji
wspieranym przez BCoR istotna rolg odgrywaja rowniez deacetylazy histonow (klasa
[1 Il HDAC), z ktorymi oddziatuja obydwie formy BCoR — dluga i skrocona. [34].

MUTACJE I TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE
7. UDZIALEM BCL-6

Somatyczne hipermutacje, to jeden z mechanizmoéw, w wyniku ktérego geny
immunoglobulin sa modyfikowane w limfocytach B, w celu tworzenia duzego repertuaru
komorek, z ktorych kazda wykazuje ekspresje unikatowej czasteczki przeciwciat [58].
U ludzi proces ten zachodzi w osrodkach rozmnazania komorek B [39]. Powszechnie
sadzono, ze jest to cecha wylacznie loci Ig, regionu zmiennego tancucha ciezkiego i
fancuchow lekkich. Jednak badania komorek B, pochodzacych z ré6znych chtoniakow,
wykazaly obecnos¢ somatycznych hipermutacji w niekodujacym, regulatorowym
regionie 5* genu BCL-6 [29]. Odkrycia te zrodzity pytanie, czy hipermutacje w genie
BCL-6 zwiazane sa z jego nieprawidtowa funkcja w nowotworach, czy tez sa efektem
fizjologicznego mechanizmu podobnego do procesu hipermutacji IgV. Badania Pasqua-
lucci i wsp. [53], prowadzone na komorkach izolowanych z migdatkow dziecigcych,
potwierdzily te¢ druga wersje. Wykazano, ze w prawidtowych komoérkach B obecnych
w GC, wregionie niekodujacym 5’genu BCL-6 dochodzi do somatycznych hipermutacji.
Jednoczesnie analizujac stransformowane odpowiedniki komoérek B, w roznym stadium
roznicowania, udowodniono istnienie $cistego zwiazku hipermutacji BCL-6 i
hipermutacji IgV, z przejsciem komorek B przez osrodki rozmnazania. Postuluje si¢
zatem, ze hipermutacje genu BCL-6 moga by¢ rozpatrywane jako molekularny marker
przejscia limfocytow B przez GC. Biologiczna rola hipermutacji BCL-6 w rozwoju
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prawidtowych 1 nowotworowych komorek B pozostaje niejasna. Cytowani autorzy
podkreslaja jednak, ze funkcji limfocytow B i genezy chtoniakdw, nie nalezy postrzegac
wytacznie w kategoriach konsekwencji mechanizmu hipermutacji genu BCL-6.

Obecno$¢ somatycznych mutacji BCL-6, z jednoczesnymi hipermutacjami genu IgV,
wykorzystuje si¢ do okreslenia komérkowego pochodzenia B-CLL.

B-CLL jest biataczka heterogenna. Wystepuja postaci B-CLL charakteryzujace si¢
genami /g niezmutowanymi [28] lub zmutowanymi [22]. Pierwszy przypadek sugeruje
obecnos¢ klonu komorek naiwnych, niedo§wiadczonych antygenowo, natomiast drugi
pozwala na konkluzje, ze klon nowotworowy wywodzi si¢ z komorek, ktore przeszty
przez GC. Mutacje BCL-6 i IgV w B-CLL potwierdzaja poglad, ze jest to biataczka
histogenetycznie heterogenna.

Wykorzystujac obecnos¢ synchronicznych mutacji /gl i BCL-6 w B-CLL, podjg¢to
probe wyjasnienia mozliwosci istnienia wspolnego mechanizmu ich powstawania [ 17,54,
60]. Analiza 34 przypadkéw B-CLL przeprowadzona przez Pasqualucci i wsp. [54]
wykazala, ze hipermutacje BCL-6 wystgpuja rownolegle z hipermutacjami IgV,. Jesli
nie ma hipermutacji w locus genu IgV,, hipermutacje w genie BCL-6 rowniez nie
wystepuja. Ta obserwacja pozwolila na stwierdzenie, ze mechanizm powstawania
mutacji BCL-6 jest taki sam jak w przypadku hipermutacji /gV. Podobnie Capello i
wsp. [17] wykazali zgodna dystrybucje mutacji w genach BCL-6 1 IgV,, w B-CLL. W
sprzecznosci z ta opinia pozostaja wyniki Sahoto 1 wsp. [60].

Rola mutacji somatycznych BCL-6 w prawidtowych komoérkach B w GC, jak réwniez
w ich stransformowanych odpowiednikach jest obecnie nieznana. Mutacje w locus genu
BCL-6 nie sa funkcjonalnie znaczace w B-CLL i powoduja jedynie subtelne zaklocenia
ekspresji tego genu. Jednoczes$nie wykazano, ze ekspresja biatka BCL-6 w podgrupie
B-CLL ze zmutowanym i niezmutowanym genem BCL-6, jest na znacznie nizszym poziomie
w pordéwnaniu z prawidlowymi limfocytami B w GC i innymi chtoniakami [54].

Znaczenie mutacji genu BCL-6 na przebieg B-CLL nie jest wyjasnione. Do niedawna
uwazano, ze wystgpowanie mutacji IgV u chorych jest prognostycznie korzystniejsze,
bez wzgledu na obecnosc¢ lub brak rownoleglej mutacji genu BCL-6. Ostatnie doniesienia
Sarsottiiwsp. [61] podwazaja dotychczasowy poglad. Cytowani autorzy przeprowadzili
badania na limfocytach 95 chorych z B-CLL w stadium A wg Bineta, i niespodziewanie
okazalo sig, ze wspotwystepowanie mutacji IgV, i BCL-6 jest skorelowane z wysokim
ryzykiem progresji choroby.

Oprécz B-CLL hipermutacje w genie BCL-6 wykazywane sa rowniez we wszystkich
nowotworach wywodzacych sig z komoérek B o fenotypie GC lub post-GC. Stwierdza
si¢ je w szpiczaku mnogim (MM), chtoniaku Burkita (BL), cht oniaku grudkowym
(FL) i w chtoniaku rozlanym olbrzymiokomérkowym (DLBCL) [18, 52, 54].
Pasqualucci i wsp. [52] badali funkcjonalne konsekwencje hipermutacji genu BCL-6
poprzez dokonywanie analizy funkcjonalnej prawidtowych limfocytow GC i limfocytow
roznych typow chtoniakow. Wyniki wykazaty, ze wszystkie hiperzmutowane allele
obecne w komodrkach GC zdrowych dawcoéw, miaty porownywalna aktywnos¢
transkrypcyjna badanych genow. Podobnie, hiperzmutowane allele wywodzace si¢ z
BL, FL, B-CLL byly funkcjonalnie nie do odr6znienia w poréwnaniu z forma bez
mutacji somatycznych.



530 H. ANTOSZ

Znaczaca nadekspresj¢ genu BCL-6 wykazano natomiast u 33% badanych z DLBCL.
Przyczyna tej nadekspresji okazaty si¢ by¢ swoiste jedynie dla DLBCL, tzw. somatyczne
»,mutacje aktywujace” [67] wystepujace w pierwszym niekodujacym eksonie BCL-6,
zakldcajace mechanizm prawidtowej, negatywnej autoregulacji, wymaganej w kontroli
poziomu ekspresji BCL-6. Ze wzgledu na unikatowo$¢ zidentyfikowanych zmian w
motywie BSE1 (odpowiedzialnym za autoregulacj¢ BCL6) w DLBCL, sugeruje sig, ze
moga one by¢ brane pod uwage w patogenezie tego chtoniaka. Ponadto wykazano, ze
mutacje somatyczne BSE1 i translokacje regionu 3q27 wzajemnie si¢ wykluczaja.

Istnieja dowody sugerujace, ze mutacje somatyczne i translokacje podlegaja podob-
nemu mechanizmowi. Region 120 pz zlokalizowany w regionie MMC, wykazujacy
wysoka (az do 35%) czgsto$¢ mutacji somatycznych, obejmuje rowniez najwigksze
skupisko punktow ztaman genu BCL-6 w chtoniakach [1]. Konsekwencja ztaman sa
translokacje chromosomowe skutkujace zaktoceniem prawidlowej regulacji transkrypcji
genu BCL-6 [53]. Czgsto sa to translokacje wzajemne, w tych przypadkach geny fuzyjne
wystepuja w tej samej transkrypcyjnej orientacji. Translokacje z reguly obejmuja
niekodujacy region pierwszego eksonu i pierwszego intronu genu BCL-6. W chtoniakach
B-komorkowych, wywodzacych si¢ z osrodkow rozmnazania, nieprawidtowa ekspresja
BCL-6 jest skutkiem mechanizmu zwanego substytucja promotorowa. W jej wyniku
promotory genéw partnerskich wstawione sa powyzej kodujacego eksonu BCL-6 w
chromosomie nr 3. Sekwencje kodujace dostaja si¢zatem pod kontrolg sekwencji
regulatorowych obcych genow [7,19,44,57]. Funkcjonalna konsekwencja zestawienia
obok siebie sekwencji regulatorowych jednego partnera i sekwencji kodujacych drugiego
jest nieprawidlowa ekspresja obu genow [37].

Glownymi genami partnerskimi, zaangazowanymi w translokacj¢ z BCL-6 w
chtoniakach, sa geny immunoglobulinowe tancucha cigzkiego i tancuchow lekkich.
Proces translokacji zachodzi w limfocytach B dojrzatych, ktore maja zakonczony proces
rearanzacji regionu zmiennego [ 1]. Translokacje obejmuja rekombinacyjne sekwencje
sygnatowe locus IgH, rozpoznawane przez rekombinaz¢ w procesie izotypowego
przetaczenia klasy Ig. Przyczyn translokacji /g/BCL-6 upatruje si¢ w btgdach procesu
rekombinacji, poniewaz translokacje IgH/BCL-6 zawsze obejmuja tzw. region
przetaczenia IgH — rewir dzialania rekombinaz.

Region MTC BCL-6, w miejscach graniczacych z delecjami, nie zawiera jednak
sekwencji podobnych do rekombinacyjnych sekwencji sygnatowych Ig (heptamerowych,
nonamerowych), co wyklucza uczestnictwo rekombinazy Ig w tym procesie [15].

W wyniku translokacji /gH/BCL6 [t(3;14)(q27;932)] powstaja chromosomy
pochodne, tj. der(14) i der(3), z ktorych produkt pochodzacy z chromosomu der(14)
jest znacznie bardziej aktywny w poréwnaniu z produktem z chromosomu der(3).
Dowodem jest obecno$¢ fuzyjnych transkryptow BCL6-1gH pozostajacych pod kontrola
promotora BCL-6 w chromosomie der (14q32) [66].

Liczne badania cytogenetyczne chtoniakow NHL wykazaty, ze w translokacjach z
BCL6 moga uczestniczy¢ poza genami /g rowniez inne geny partnerskie (tab. 2).



TABELA 2. Geny partnerskie zaangazowane w translokacjg¢ BCL-6

Symbol genu  [Synonim genu Produkt genu Locus Choroba Lit.

1 IgH fancuch cigzki Ig 14932 DLCL, NHL,CLL, MM, 1
chloniak Burkita
2 Igk fancuch lekki Igk 2pl2 NHL, chioniak Burkita 1
3 IgA fancuch lekki IgA 22q11 NHL, chioniak Burkita 1
4 MBNL MBNLI biatko ZF homolog muscleblind - Drosophila 3q25 FL 2
5 EIF4A2 DDX2B czynnika inicjacji translokacji 3q27.3 NHL 2
6 TFRC TFR, CD71 receptor transferyny 3929 NHL 1
7 TTF RhoH, ARHH homolog rodziny genu RAS 4pl13 NHL 2
8 HSP908 HSPCB biakko szoku termicznego 6pl2 NHL 1
9 US0HG snoRNA RNA niekodujacy biatka 6q15 FL 2
10 SFRS3 SRp20, SSFRS czynnik skiadania 3 bogaty w argining/seryng 6p21 NHL 20
11 H4 histon H4 6p21.3 NHL 1
12 PIM-1 Onkogen pim-1 kinaza serynowo/treoninowa 6p21.2 DLCL 1
13 ZNFN1Al Ikaros, IK 1 biatko ZF (palec cynkowy) Tp12 DLCL, NHL 33
14 GRHPR GLXR reduktaza glioksalowa 9pll.2 FL 2
15 OBF1 BOBI, POU2AF1, |czynnik1wigzacy Oct 11q23.1 NHL, biataczki 59
OCA-B B-komorkowe

16 LRMP JAW 1 limfoidalne biatko blonowe 12q12.1 FL 2
17 a-NAC NACA alfa polipeptyd kompleksu inicjujacego translacjg 12g23-q24.1 NHL 1
18 LCP1 L-plastin cytozolowe biatko limfocytow 1 13q14 NHL 30
19 HSP89a HSPCA biakko szoku termicznego 1 14q32 NHL 1
20 CIITA MHC2TA, C2TA transaktywator klasy I MHC 16p13 NHL 1
21 I-21R NILR receptor interleukiny 21 16pll NHL 66
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IMPLIKACJE CO DO GENEZY CHLONIAKOW

Czgstos¢ translokacji chromosomowych i somatycznych hipermutacji w regionie
promotora BCL-6 w chtoniakach B-komoérkowych sugeruje, ze zaburzenie funkcji
BCL-6 odgrywa znaczna role w powstawaniu chloniakéw. Wskutek translokacji, gen
BCL-6 jest regulowany przez obce promotory o statej aktywnosci. Utrzymujaca sig,
poprzez to, wysoka ekspresja BCL-6 zapobiega obnizaniu transkrypcji BCL-6, co
ma miejsce w czasie réznicowania limfocytow B do plazmocytow oraz powoduje
nieustajaca represj¢ wszystkich docelowych genow (dla ktérych BCL-6 jest
negatywnym regula-torem) i aktywacj¢ gendw podlegajacych pozytywnej regulacji.
Na przyktad stata represja Blimp-1 jest przyczyna braku roznicowania limfocytow B
do plazmocytow, natomiast stata aktywacja genu c-Myc moze powodowac nadmierna
proliferacj¢ komorek. Zmieniona ekspresja BCL-6 moze sprzyjaé represji genow
zaangazowanych w apoptozg, np.DCD2 [11], przyczyniajac si¢ do akumulacji
komorek nowotworowych.

Udziat BCL6 w transformacji nowotworowej podkresla si¢ rowniez w konteks$cie
represji genu p2 7!, W warunkach prawidlowych rola biatka p27 polega na zatrzymy-
waniu cyklu komorkowego w fazie spoczynkowej G1, w odpowiedzi na sygnaly
zewnatrzkomorkowe. Brak funkcjonalnego biatka pozwala na szybkie przejscie komorki
przez fazy cyklu i niekontrolowane powielanie ilo$ci komorek. Badania wykazaty, ze
nawet niewielkie zwigkszenie poziomu p274! moze podtrzymywac proliferacj¢ komorek,
blokujac jednoczesnie ich koncowe roznicowanie, co w konsekwencji moze by¢
przyczyna transformacji nowotworowej [27].

Znaczenie translokacji 3q27 i ekspresji BCL-6 w prognozowaniu przebiegu choroby
analizowano w r6znych przypadkach chtoniakow. Opisane rearanzacje BCL-6 w DLBCL
stuza jako markery kliniczne. Z innych doniesien wynika, ze o przezyciu chorego
decyduje translokacyjny partner BCL-6, poniewaz translokacje z genami innymi niz /g
daja gorsze prognozy w DLBCL w pordéwnaniu z translokacjami Ig/BCL-6 [3,9]. Istnieja
jednak pojedyncze doniesienia, ze rearanzacje BCL-6 nie maja istotnego wplywu na
wyniki kliniczne [40].

Do sformutowania ostatecznych wnioskow dotyczacych genezy chioniakow,
konieczne s dalsze badania, uwzgledniajace rowniez rolg innych genow, ktorych funkcja
jest sprz¢zona z regulacyjna rola BCL-6. Podstawowe pytania, ktore pozostaja jak na
razie bez odpowiedzi, dotycza sposobu, w jaki deregulacja ekspresji genow docelowych
przyczynia si¢ do genezy chtoniakow i jaki jest zwiazek migdzy odpowiedzia BCL-6
na rozne sygnaty otrzymywane z powierzchni komoérek B z GC a hamowaniem
transkrypcji genow docelowych.
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