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Streszczenie

Deregulacja onkogenu BCL6 jest najczestszym zaburzeniem molekularnym w chloniaku roz-
lanym z duzych komorek B (DLBCL) u dorostych. Gen BCL6 po raz pierwszy sklonowano
z translokacji chromosomalnych dotyczqcych 3q27. Gen ten koduje bialko nalezgce do rodziny
represorvow transkrypcyjnych charakteryzujgcych sie obecnosciqg domeny BTB/POZ oraz pal-
cow cynkowych. Dimeryzacja BCL6 powoduje rekrutacje korepresorow, ktore odpowiadajq za
zroznicowane biologiczne funkcje tego biatka. Ekspresja BCL6 w limfocytach B jest niezbedna
do rozpoczecia reakcji germinalnej, w trakcie ktorej komorki B intensywnie proliferujq
1 wskutek procesow edycji sekwencyi genow immunoglobulinowych zwiekszajg powinowactwo
przeciwciat do antygenu. W obrebie centrum germinalnego BCL6 kontroluje ekspresje genow,
ktorych represja zwieksza tolevancje na fizjologiczne uszkodzenia DNA wynikajqce ze specyfiki
reakcyi germinalnej, reguluje progresje cyklu komorkowego, aktywacje limfocytow ovaz ich
roznicowanie. Wyciszenie ekspresji BCL6 jest wymagane do zakonczenia reakcyi germinalnej
1 dalszego roznicowania limfocytow w komorki pamiect lub plazmocyty. Konstytutywna eks-
presja BCL6 wskutek zaburzen strukturalnych lub mechanizmow czynnosciowych uniemozli-
wia roznicowanie limfocytow, sprzyja akumulacyi dodatkowych zaburzen genetycznych i indu-
kuje powstanie DLBCL. Z tego wzgledu inhibicja aktywnosci BCL6 moze stanowic racjonalny
cel terapeutyczny w chioniakach z deregulacjq tego onkogenu i czynnosciowo zaleznych od jego
ekspresji. Poznanie molekularnych zaleznosci miedzy strukturg 1 funkcjq biatka BCL6 pozwo-
lito na podjecie prob projektowania molekul, ktore moglyby specyficznie rozrywac interakcje
BCL6 z okreslonymi zestawami korepresorow 1 swoiscie blokowac jego okreslone funkcje.
Niniejszy artykul stanowi przeglad doniesien dotyczqcych roli BCL6 w genezie DLBCL oraz
obecnego stanu zaawansowania badan dotyczqcych celowanych inhibitorow BCL6.
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Abstract

BCLG6 1s the most frequently deregulated oncogene in diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL),
the most common lymphoma in adults. BCL6 gene was first cloned from recurring
chromosomal translocations involving 3q27. BCL6 encodes a member of the BTB/POZ zinc
finger family of transcriptional repressors. Upon dimerization, BCL6 recruits distinct sets of
corepressors that mediate its biological activity. BCL6 expression in B-cells is required for
Sformation of germinal centers (GC). Within the GC, BCL6 controls the expression of multiple
genes that increase the tolerance to the physiological DNA breaks required for immunoglobulin
affinity maturation, regulate cell cycle progression, B-cell activation and differentiation.
Downregulation of BCL6 is required for B-cells to undergo further differentiation to memory
cells or plasma cells. Constitutive expression of BCL6 due to structural or functional
abnormalities in humans and mice inhibits B-cell differentiation and fosters acquisition of
additional lesions, leading to DLBCL. For these reasons, BCL6 represents a rational
therapeutic target in DLBCL with deregulated expression of this oncogene and reliant on its
continuous actiity. Dissection of molecular structure-function relationships of the BCL6
protein allowed to design molecules specifically targeting this transcription factor and blocking
its function. Herein, we review recent advances in understanding the role of BCL6 in

lymphomagenesis and approaches to its therapeutic targeting.
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BCL6 — gen, bialko
1 molekularne podstawy dzialania

Gen BCL6 (B-cell lymphoma 6) jest najczesciej
deregulowanym onkogenem w chioniaku rozlanym
z duzych komorek B (DLBCL, diffuse large B cell
lymphoma) [1]. Strukturalne nieprawidlowosci tego
onkogenu wystepuja rowniez w innych nowotwo-
rach B-komoérkowych wywodzacych sie z centrow
germinalnych (GC, germinal center), w tym chlonia-
ku grudkowym i przewleklej bialaczce limfocytowe;j
[1, 2]. Gen BCL6 po raz pierwszy sklonowano
z translokacji chromosomalnych t(3;14)(q27;q32)
oraz t(3;22)(q27;ql1) [3, 4]. Ma on wielko§¢ okolo
23 kb i sklada sie z 11 eksonow. Biatko bedace pro-
duktem tego genu to jagdrowa fosfoproteina o masie
95 kDa, nalezaca do rodziny biatek wspéidzielacych
domene BTB/POZ (bric-a-brac, tramtrack, broad
complex/pox virus zinc finger) [5]. Biatko BCL6 pel-
ni funkcje represora transkrypcyjnego, hamujace-
go ekspresje gendow zawierajacych jego sekwencje
consensus w obrebie region6w regulatorowych. To
skladajace sie z 707 aminokwasow bialtko mozna
strukturalnie 1 funkcjonalnie podzieli¢ na trzy regio-
ny: N-koncowa domene BTB, czes¢ centralng oraz
C-koncowsa domene zawierajaca palce cynkowe [6].
Podstawowa funkcja tej trzeciej domeny jest wia-
zanie specyficznych sekwencji DNA w promotorach
genow regulowanych przez BCL6. Domena ta zawie-
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ra zestaw szesSciu palcow cynkowych typu C2-H2,
oddzielonych od siebie konserwowanymi tancucha-
mi siedmiu aminokwasow. Dwie reszty cysteiny
1 dwie reszty histydyny koordynuja jon cynku i od-
powiadajg za zwijanie domeny w palcowatg struktu-
re zdolng do oddzialywania z tancuchami DNA [7].
Srodkowa cze§¢ bialka stanowi w wiekszo$ci nie-
ustrukturyzowany i elastyczny region, taczacy dome-
ne BTB z domeng palcow cynkowych. Region ten
zawiera dodatkowo wiele motywow funkcjonalnych,
w tym domene RD2 (repression domain 2), wyma-
gang do aktywnosci hamujacej transkrypcje, oraz trzy
motywy PEST, bedace celem acetylacji zaleznej od
p300, odpowiadajace tym samym za regulacje aktyw-
no$ci BCL6 [8].

N-koncowa domena BTB/POZ w BCL6 jest
wysoce konserwowanym motywem, tworzacym
SciSle posplatany homodimer o motylowatym
ksztalcie [9, 10]. Dimeryzacja jest niezbedna do
prawidiowego funkcjonowania BCL6, poniewaz pro-
wadzi do formowania tak zwanej bruzdy boczne;j (la-
teral groove). Ta charakterystyczna powierzchnia,
wyeksponowana na styku obu fancuchéw dimeru,
bezposrednio rekrutuje i specyficznie oddzialuje
z korepresorami BCL6: SMRT (silencing mediator of
retinoid and thyroid receptors) [11-13], NCoR (nuc-
lear receptor corepressor) [12] oraz BCoR (BCL6 co-
repressor) [14], ktore sg kluczowe dla funkcjonowa-
nia BCL6 [11, 14]. Aktywno$¢ represyjna BCL6
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Rycina 1. Mechanizmy i konsekwencje dziatania BCL6. Poprzez odrebne motywy strukturalne BCL6 rekrutuje rézne
zestawy korepresoréw odpowiedzialnych za rézne funkcje biologiczne tego biatka. Precyzyjne przerywanie oddziaty-
wan BCL6 z konkretnymi zestawami korepresoréw, a tym samym selektywne modulowanie specyficznych funkcji
BCL6 moze by¢ racjonalng strategig terapeutyczng (szczegoty i wyjasnienia w tekscie)

Figure 1. Mechanizms and consequences of BCL6 function. Through distinct structural motifs, BCL6 recruits different
sets of corepressors, responsible for different biological activities of BCL6. Precise disruption of BCL6 interactions
with its corepressors might modulate specific biological functions of this protein and represent a rational therapeutic
strategy (details and explanations of the abbreviations in the text)

polega rowniez na rekrutacji kompleksow deacyte- tycznych [21]. Korepresor CtBP1 oddzialuje zarow-
laz histonowych I 1 II klasy, bezpoSrednio lub po- no z domeng BTB, jak i centralng czeScia BCL6
przez korepresory [15]. 1jest zaangazowany w negatywna autoregulacje eks-

BCL6 moze rowniez wchodzi¢ w bezpoSrednig presji BCL6, wynikajaca z wigzania BCL6 do wtasnych
interakcje z szeregiem innych korepresorow, takich elementow regulatorowych. Poniewaz rekrutacja
jak na przyktad MTA3 (metastasis-associated 3) [16] réznych korepresorow jest zwigzana z regulacjg
czy CtBP1 (C-terminal-binding protein 1) [17]. W od- roznych zestawow genow docelowych i réznymi
dziatywaniach miedzy BCL6 i MTA3 zaangazowa- konsekwencjami biologicznymi [21], to precyzyjne
na jest domena RD2, a rezultat tego oddzialywania przerywanie oddzialywan BCL6 z konkretnymi ze-
to utworzenie trzeciorzedowego kompleksu z kom- stawami korepresorow, a tym samym selektywne
pleksem korepresora NuRD (nucleosome remodeling modulowanie specyficznych funkcji BCL6 moze byé
and deacetylase). Poza swa typowa funkcja specyficz- racjonalng strategia terapeutyczna.

nego wzgledem sekwencji czynnika blokujacego

transkrypcje, BCL6 potrafi rowniez hamowac eks- BCLS6 jako nadrzedny czynnik

presje okre§lonych genéw w sposob posredni. BCL6 regulujacy reakcje germinalna
moze oddziatywac z biatkiem ZBTB17/Mizl (zinc
finger and BTB domain-containing protein 17/Myc- Role BCL6 w ukiadzie odpornoSciowym pozna-
-interacting protein 1) i poSrednio wigzac sie z ele- no, wykorzystujac myszy jako organizmy modelo-
mentami Inr (initiator motif) promotoréw regulo- we [22-24]. Zwierzeta pozbawione Bcl6 nie wy-
wanych genéw, hamujac w ten sposob ich transkryp- ksztalcaty GC w odpowiedzi na immunizacje, cecho-
cje [18-20]. wal je defekt w odpowiedziach immunologicznych
Odmienne zestawy korepresorow, rekrutowa- zaleznych od limfocytow T 1 byly niezdolne do wy-
ne przez BCL6 poprzez roézne mechanizmy, s od- twarzania przeciwcial o wysokim powinowactwie.
powiedzialne za zroznicowane, biologiczne funkcje Myszy ze znokautowanym genem wykazywaly row-
tego biatka (ryc. 1). Rekrutowane poprzez ,bruzde niez powazne reakcje zapalne oraz wzmozona se-
boczna” BCoR, NCoR 1 SMRT reguluja ekspresje krecje cytokin typu 2 przez limfocyty T [22-24].
genow odpowiedzialnych za przebieg reakcji germi- Centra germinalne sg wyspecjalizowanymi
nalnej. Rekrutacja MTAS3 blokuje natomiast trans- strukturami, w ktérych nastepuje ekspansja klonu
krypcje czynnika transkrypcyjnego PRDM1 (PR odpowiadajacego na antygen i dojrzewanie powino-
domain zinc finger protein 1), znanego takze jako wactwa oraz funkcji efektorowych przeciwcial, wy-
BLIMP1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1), nikajacych z hipermutacji somatycznych (SHM, so-
uniemozliwiajac przedwczesne roznicowanie limfo- matic hypermutation) genéw immunoglobulinowych
cytow germinalnych w kierunku komorek plazma- (IG) 1 zmiany klas (CSR, class switch recombination)
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Rycina 2. Biologiczna aktywnos$¢ BCL6 w centrum ger-
minalnym. Ekspresja BCL6 umozliwia zapoczatkowanie
i przebieg reakcji germinalnej, wptywajac na procesy de-
tekcji i naprawy uszkodzen DNA, kinetyke proliferacyjna,
prég apoptotyczny, natezenie sygnatu receptora B-ko-
moérkowego, réznicowanie i aktywacje limfocytéw. De-
regulacja BCL6 i konstytutywna, niepoddajaca sie fizjolo-
gicznej kontroli, ekspresja tego biatka ma z tego wzgledu
charakter onkogenny (szczegoty i wyjasnienia w tekscie)
Figure 2. BCL6 is the master regulator of germinal cen-
ter reaction. Expression of BCL6 facilitates initiation and
progression of the germinal center reaction by modula-
ting genes involved in DNA damage sensing and repair,
proliferation, apoptosis, B-cell receptor signaling thre-
shold, differentiation and activation of lymphocytes. For
these reasons, deregulation and constitutive expression
of BCL6 is oncogenic (details and explanations of the
abbreviations in the text)

[25]. Oba te zjawiska zaleza od aktywnoSci enzymu
AID (activation-induced deaminase), wprowadzaja-
cego podwojne zlamania nici DNA. W obrebie cen-
trum germinalnego BCL6 blokuje ekspresje wielu
czynnikow zaangazowanych w detekcje uszkodzen
1naprawe DNA (ryc. 2), w tym TP53 (tumor protein
153) [26], ATR (ataxia teleangectasia and Rad3 re-
lated) [27], CHEK1 (CHKI checkpoint homolog Sac-
charomyces pombe) [28], CDKNIA (cyclin depen-
dent kinase inhibitor 1A), kodujacy biatko p21 czy
GADD45A (growth arrest and DNA-damage-indu-
cible protein 45 alpha) [18]. Zmniejszona ekspresja
tych genow pozwala limfocytom B z GC tolerowaé
fizjologiczne pekniecia nici DNA wymagane do hi-
permutacji somatycznej oraz rekombinacji przy
przelaczaniu klas IG, bez zapoczatkowania odpowie-
dzi apoptotycznej i zatrzymania progresji cyklu ko-
morkowego. BCL6 moze rowniez promowac proli-
feracje komorek poprzez represje genow wplywa-
jacych na zatrzymanie cyklu komorkowego, na

przyklad genu biatka p21 [18]. W procesie tym po-
Sredniczy interakcja BCL6 z ZBTB17 umozliwiaja-
ca wigzanie do promotora CDKNIA.

Profil transkrypcyjny limfocytow B centrow
germinalnych charakteryzuje sie rowniez zalezng od
BCL6 represja niektorych genow antyapoptotycznych,
w tym BCL2 (B-cell lymphoma 2) [19]. Podobnie jak
w przypadku p21, BCL6 wiaze sie do promotora BCL2
poprzez oddzialywanie z czynnikiem transkrypcyjnym
ZBTB17 i powoduje represje jego transkrypcji [19].
Supresja BCL2 powoduje zwiekszona podatno$¢ na
Smier¢ komorkowa i reprezentuje niezwykle istotng
1 kluczowa wlasciwo$¢ fenotypu centroblastow. Ob-
nizony prog apoptotyczny tych komorek pozwala na
ich efektywna i skuteczng eliminacje na drodze apop-
tozy, o ile nie ocali ich sygnat receptora B-komorko-
wego 1 innych Sciezek sygnalowych.

BCL6 wykazuje zlozona, lecz spdjna aktywnosc
regulujaca wobec molekul zaangazowanych w oddzia-
lywania miedzy limfocytami B1 T. BCL6 reguluje eks-
presje CD8O0 (cluster of differentiation 80), CD274 (clu-
ster of differentiation 274) [20, 29] 1 innych genow ko-
dujacych biatka Sciezek sygnatowych zaangazowanych
w odpowiedzi na cytokiny i chemokiny, takich jak re-
ceptory TLR (toll-like receptors) 1 TGF-B (transforming
growth factor beta) czy Sciezki WNT. Tym sposobem
BCL6 podtrzymuje fenotyp limfocytow B z centrow
rozrodczych 1 zapobiega ich przedwczesnemu rozni-
cowaniu 1/lub opuszczeniu GC przez centroblasty
przed zakonczeniem fazy ekspansji proliferatywnej
1dojrzewania powinowactwa przeciwciat [30-33]. BCL6
hamuje ro6wniez koficowe roznicowanie limfocytow B
centrow germinalnych poprzez bezpoSrednig repre-
sje genu PRDM1, niezbednego do terminalnego roz-
nicowania w komorki plazmatyczne [34-36]. Dodat-
kowo BCL6 negatywnie reguluje IRF4 (transcription

factor interferon regulatory factor 4) — czynnik trans-

krypcyjny odgrywajacy kluczowa role w tworzeniu
komorek plazmatycznych 1 w procesie przelaczania
Kklas [37, 38].

Poziom sygnatu pochodzacego od BCR (B-cell
receptor) jest kluczowym, obok sygnatow limfocy-
tow T, czynnikiem determinujacym los limfocytow
germinalnych, kierujac je albo ku kolejnym itera-
cjom procesow edycyjnych IG, albo na Sciezke dal-
szego rozwoju i roznicowania. BCL6 kontroluje
amplitude 1 prog sygnatu BCR w centroblastach
poprzez represje fosfatazy PTPROt (protein tyrosi-
ne phosphatase receptor type O, truncated), kontro-
lujacej aktywnoS¢ SYK (spleen tyrosine kinase) —
proksymalnej kinazy szlaku BCR [39]. Zalezna od
BCL6 represja PTPROt obniza prég zaré6wno dla
tonicznych, jak i indukowanych przez ligand sygna-
16w od BCR w limfocytach B centréw germinalnych,
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co ulatwia ich przezywanie. Gdy tylko zostang wy-
tworzone receptory B-komoérkowe o wysokim po-
winowactwie, wzmocniony, zalezny od ligandu sy-
gnal BCR najprawdopodobniej umozliwia supresje
BCL6 poprzez zalezng od MAPK (mitogen-activa-
ted protein kinases) fosforylacje domen PEST
w BCL61zwiazana z tym proteasomalng degradacje,
zapewniajac w rezultacie wyjScie z reakcji germi-
nalnej [40]. Dodatkowo utrzymujacy sie sygnal od
CDA40 (cluster of differentiation 40) w jasnej strefie
GC powoduje redukcje ekspresji BCL6 poprzez in-
dukcje IRF4 w Sciezce zaleznej od czynnika jadro-
wego kB (NF«B, nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) [41]. Dalszy wklad
w terminacje programu BCL6 majg sygnaty pocho-
dzace od cytokin i aktywacja czynnika transkrypcyj-
nego STATS (signal transducer and activator of
transcription 5). Czynnik ten wiaze sie w obrebie
eksonu 1 1intronu 1 BCL6, co w rezultacie powoduje
zahamowanie jego ekspresji [42]. Miejsca wigzania
STATS5 polozone wérod elementow regulatorowych
BCL6 w chtoniakach DLBCL u ludzi czesto sa zmu-
towane, co wskazuje, ze utrata zaleznej od STATS5
supresji BCL6 moze mie¢ swoj udzial w deregulo-
wanej ekspresji tego onkogenu [42].

Kontrola reakcji GC przez BCL6 nie jest ogra-
niczona do jego roli w limfocytach B — ekspresja
BCL6 zachodzi rowniez w wyspecjalizowanej sub-
populacji limfocytow T pomocniczych (Tth, T folli-
cular helper) [43, 44]. Limfocyty Tth charakteryzuja
sie ekspresja BCL6, CXCR5 (C-X-C chemokine re-
ceptor type 5), PD-1 (programmed cell death protein
1)1 ICOS (inducible T-cell costimulator). Limfocyty
te ogrywaja wazna role w tworzeniu i utrzymywa-
niu reakcji centrow germinalnych poprzez oddzia-
tywania z grudkowymi komoérkami dendrytyczny-
mi (FDC, follicular dendritic cells) 1 limfocytami B,
a ponadto zapoczatkowuja reakcje germinalng przez
zaindukowanie ekspresji BCL6 w aktywowanych
limfocytach B i dostarczaja im sygnalow antyapop-
totycznych oraz stymulujgcych do przezycia i pro-
liferacji. Limfocyty T pomocnicze stymuluja SHM
w nowo utworzonych GC i albo nadal dostarczaja
sygnalow do przezywania i proliferacji limfocytom B
z korzystnymi wersjami IG, albo zabijaja komorki
z bezuzytecznymi ukiadami genéw IG poprzez od-
dziatywanie receptora Smierci Fas z ligandem FasL.
Wreszcie, Tfh s3 wymagane do réznicowania sie
limfocytow B w komoérki plazmatyczne, a takze
w komorki pamieci. Tym samym BCLS6 jest kluczo-
wym regulatorem biologii Tth, cho¢ zachodzi to
W znacznej mierze poprzez odmienny zestaw genow
niz ten kontrolujacy tozsamosSc¢ centroblastow [43,
44]. Ekspresja BCL6 w limfocytach T blokuje ich

roznicowanie w kierunku innych subpopulacji po-
przez zahamowanie ekspresji i funkcji gtownych
czynnikow transkrypcyjnych odpowiedzialnych za
ich rozwoj, w tym T-bet (T-box expressed in T cells
— komorki Thl), GATA3 (GATA binding protein 3
— komorki Th2), FOXP3 (Forkhead box P3 — komor-
ki Treg) 1 RORyt (RAR-related orphan receptor y —
komorki Th17). Zalezna od BCL6 represja BLIMP1
jest dodatkowym mechanizmem, dzieki ktéremu
BCL6 blokuje réznicowanie komérek innych niz
Tth, poniewaz BLIMP1 kieruje r6znicowaniem
w komorki efektorowe T CD8+ i komodrki CD4+
inne niz Tth [43, 44].

Mechanizmy deregulacji ekspresji
BCL6 w nowotworach zwiagzanych
z centrami rozrodczymi

Ze wzgledu na aktywnos$¢ BCL6 w biologii re-
akcji germinalnej oraz jego udzial w potencjalnie
onkogennych procesach, takich jak wykrywanie
1 naprawa uszkodzen DNA i kontrola cyklu komor-
kowego, ekspresja tego czynnika transkrypcyjne-
go pozostaje pod Scislg kontrola, a deregulacja tego
onkogenu jest najczestsza genetyczng aberracjg
w DLBCL. Translokacje chromosomalne dotyczace
locus BCL6 (3q27) sa najczestsza przyczyna niekon-
trolowanej ekspresji tego onkogenu. U transgenicz-
nych myszy nadekspresja Bcl6 w komorkach B wy-
wolywana przy uzyciu promotora Iu [45] wystarcza-
ta do zainicjowania poczatkowo limfoproliferacji,
a nastepnie do rozwiniecia chioniaka histologicznie
bardzo zblizonego do typowego ludzkiego DLBCL
[45, 46]. W przewazajace] wiekszoSci przypadkow
translokacji 3q27/BCL6 w ludzkich nowotworach
pekniecia s3 zlokalizowane tuz przy koncu 3’ ekso-
nu 11w zwigzku z tym region kodujacy biatko BCL6
pozostaje nietkniety [5]. Wskutek takiej konfigura-
¢ji ztaman sekwencja kodujaca BCL6 zostaje wigczo-
na w obreb kontroli transkrypcyjnej heterologicz-
nych promotoréw [47]. Substytucja promotora powo-
duje ciagla, niezakiocang przez sygnaly fizjologiczne,
ekspresje 1 aktywno§é BCL6 w limfocytach B [48].
Najczestszym partnerem w translokacji 3q27/BCL6
jest locus ciezkiego tancucha immunoglobulinowego
(IGH@), ale translokacje moga rowniez zachodzi¢
przy udziale innych partneréow [49]. W niektorych
DLBCL pekniecie w 3q27 powoduje umieszczenie
receptora interleukiny 21 (IL-21) z chromosomu 16
pod kontrola promotora BCL6, podczas gdy region
kodujacy BCL6 jest regulowany przez promotor re-
ceptora IL-21 [50]. Powoduje to wzmozong ekspre-
sje zarowno IL-21, jak 1 BCL6, co w obu przypadkach
moze mie charakter onkogenny.
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Deregulacja BCL6 w DLBCL moze zachodzié
rowniez wskutek innych mechanizméw niz translo-
kacje. Poprzez wiazanie sie do elementdow rozpo-
znawczych w 5’ regionie regulatorowym wiasnego
genu BCL6 tworzy petle negatywnego sprzezenia
zwrotnego regulujacego wlasna ekspresje. Kluczo-
wym korepresorem dla tej autoregulacji BCL6 jest
CtBP [17]. Hipermutacje somatyczne sekwencji au-
toregulatorowych BCL6 moga prowadzi¢ do utraty
zdolno$ci do samoregulacji, a tym samym wplywac
na nadekspresje BCL6 [51]. Dodatkowy poziom, na
ktorym mozliwa jest kontrola aktywno$ci BCL6, jest
tworzony przez modyfikacje potranslacyjne. Acety-
lacja motywu KKYK sekwencji PEST centralnej cze-
Sci biatka BCL6 przez acetylotransferaze p300 upo-
Sledza jego zdolno$¢ do repres;ji transkrypcji, mie-
dzy innymi przez wylaczenie zdolno$ci rekrutacji
deacetylaz histonowych (HDAC, histone deacetylase)
[8]. Czeste mutacje inaktywujace p300 w DLBCL
prowadza do zmniejszenia acetylacji BCL6 1 wzma-
gaja jego aktywno$¢ w tych nowotworach [52].

Ekspresja BCL6 w centroblastach moze byc
réwniez regulowana w sposob zalezny od Sciezki
ubikwityna—proteasom. W odpowiedzi na masowa
akumulacje uszkodzen DNA w centroblastach kina-
za ATM (ataxia teleangiectasia mutated) uruchamia
fosforylacje BCL6, prowadzac w ten sposob do jego
interakcji z izomeraza PIN1 (peptidyl-prolyl-isome-
rase 1) 1 ubikwitynozaleznej proteolitycznej degra-
dacji przez proteasom [53]. W tym wypadku utrata
ekspresji BCL6 pozwala uszkodzonym limfocytom
B wej$¢ w apoptoze zalezng od szlakow wyzwala-
nych przez uszkodzenia DNA. Ekspresja BCL6
moze by¢ takze modulowana niezaleznie od opisa-
nej Sciezki poprzez kompleks ligazy ubikwitynowe;j
SCF (SKP1-CULI1-F-box protein [SCF] ubiquitin
ligase complex) zawierajacy biatko FBXO11 (the or-
phan F-box protein) [54]. Inaktywacja FBXO11
zwieksza stabilno$¢ BCL6 i poziom jego ekspres;ji,
a gen kodujacy FBXO11 ulega delecji lub jest zmu-
towany w wielu liniach komoérkowych DLBCL
1 pierwotnych komoérkach chtoniakowych [54].

Mimo ze nadekspresja BCL6 wywolana trans-
lokacjami wystarcza do zainicjowania chloniaka, to
jego onkogenny potencjal w znacznym stopniu zale-
zy od obecno$ci innych czynnikow. Transgen Iu-
-BCL6 nie powoduje nowotwordéw limfocytow ger-
minalych u myszy pozbawionych genu Aicda (acti-
vation-induced cytidine deaminase), co sugeruje, ze
ekspresja AID jest niezbedna do rozwiniecia onko-
gennego dzialania BCL6. Enzym AID to kluczowy
enzym, ktorego aktywno$c jest wymagana do wpro-
wadzenia podwdjnych peknie¢ DNA podczas hiper-
mutacji somatycznej i przelgczania klas. Obserwacje

te wskazuja, ze BCL6 tworzy sprzyjajace Srodowi-
sko do nagromadzania potencjalnie onkogennych
uszkodzen pojawiajacych sie w wyniku aberrent-
nej mutagennej aktywnosci AID, ale nie jest zdolny
do transformacji komorek, ktore nie mogg zaini-
cjowac dzialania maszynerii edytujacej receptory
IG [55].

Pelniejsze zrozumienie funkcji 1 kontekstu
dziatania BCL6 wymaga scharakteryzowania global-
nego programu transkrypcyjnego realizowanego
przez ten onkogen w centroblastach i chioniakach
wywodzacych sie z limfocytow germinalnych. Dzie-
ki wykorzystaniu mikromacierzowego profilowania
ekspresji genoéw zestawionego z globalng identyfi-
kacja promotorow regulowanych przez BCL6 w li-
niach komoérkowych i izolowanych limfocytach B
centrow germinalnych [20, 56, 57] zdefiniowano
zestaw genow regulowanych przez BCL6, a dzieki
bioinformatycznej analizie ich wzajemnych powia-
zan 1 rekonstrukcji uktadow sygnatlowych modulo-
wanych przez BCL6 i silico scharakteryzowano
biologiczny kontekst dziatania tego onkogenu.
BCL6 zarzadza spojnym biologicznie zespolem ge-
noéw, w tym zwigzanymi ze znanymi juz wczesniej
Sciezkami, takimi jak: naprawa DNA, regulacja cy-
klu komérkowego, transkrypcji i stanu chromaty-
ny. Co wiecej, w badaniach tych stwierdzono takze
wplyw BCL6 na inne Sciezki sygnalowe, miedzy
innymi dotyczace przekazywania sygnalow przez
receptory TLR, IFN, TGF, $ciezke WNT i cytoki-
ny. BCL6 reguluje rowniez geny biorace udziat
w transkrypcji, metabolizmie RNA 1 ubikwitynylacji
biatek [20, 56, 57]. Szczegblng cecha programu
transkrypcyjnego zaleznego od BCL6 jest jego eks-
pansja (zwiekszenie liczby gendéw regulowanych
w limfocytach nowotworowych) 1 jednoczesna czes-
ciowa utrata wlasciwosci (brak wpltywu BCL6 w ko-
morkach nowotworowych na niektore geny regu-
lowane w prawidiowych limfocytach). Ponadto
BCL6 powoduje represje kilku onkogenéw limfo-
cytow B (w tym: BCL2, MYC, BMI1, JUNB,
CCND1 PIM1, PIM2, EIF4E, BAG1 i NOTCH?2),
zatem tym samym moze niejako rownowazy¢ swoj
wlasny potencjal onkogenny, hamujac ekspresje
innych onkogenéw. Obserwacje te sugeruja, ze
aby w pelni uwolni¢ swo6j onkogenny potencjal,
BCL6 musi wspotdziata¢ z innymi, dodatkowymi
partnerami.

Kliniczne konsekwencje
ekspresji BCL6 w DLBCL

Mimo ze zmiany strukturalne dotyczace genu
BCL6 sa uznanym czynnikiem patogenetycznym
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w rozwoju DLBCL, to klinicznych konsekwencji
translokacji BCL6, jak dotad, bezspornie 1 jedno-
znacznie nie okreslono. Istniejace doniesienia wska-
zuja zaréwno na korzystne, jak i negatywne znacze-
nie prognostyczne translokacji BCL6 [58-60].
W wiekszoSci tych doniesien translokacje BCL6 nie
korelowaly z ekspresja biatka, najprawdopodobnie;j
z powodu alternatywnych dla translokacji mecha-
nizmow deregulacji. Rearanzacje tego onkogenu sg
znacznie czestsze w bardziej agresywnych chlonia-
kach DLBCL typu ABC (activated B-cell), natomiast
hipermutacja somatyczna elementow regulatoro-
wych BCL6 1 ekspresja biatka jest wyzsza w DLBCL
typu GC-B (germinal center B-cell) [61]. Niejasne
znaczenie prognostyczne translokacji BCL6 moze
rowniez wynikac z réznorodno$ci gendéw bedacych
partnerami tego onkogenu. Heterologiczne regio-
ny regulatorowe w translokacjach, w ktorych part-
nerem sg regiony gendow /G, moga wykazywac inny
potencjal aktywujacy transkrypcje BCL6 niz regio-
ny partner6w nieimmunoglobulinowych. W konse-
kwencji rozne translokacje moga powodowac eks-
presje biatka na znacznie r6znigcych sie poziomach
1 w rezultacie ich wplyw prognostyczny moze sie
istotnie r6zni¢ [62, 63]. W przeciwienstwie do nie-
jasnego prognostycznego wplywu translokacji,
mRNA i1 ekspresja biatka BCL6 sg biomarkerami
znacznie lepszego rokowania u chorych leczonych
standardowa polichemioterapig zawierajaca antra-
cykline [64, 65]. U chorych z wysokim poziomem
mRNA BCL6 mediana przezycia catkowitego (OS,
overall survival) byla istotnie wyzsza niz u chorych
z niska ekspresja tego genu (odpowiednio 171124
miesiace; p = 0,007) [65]. Ekspresja biatka BCL6
oceniana immunohistochemicznie wigzala sie row-
niez z dtuzszym OS tych chorych. Ekspresja genu
BCL6 stanowila niezalezny czynnik prognostyczny
w analizie wieloczynnikowej, uwzgledniajacej row-
niez parametry Miedzynarodowego Indeksu Pro-
gnostycznego (IPI, International Prognostic Index).
W przeciwienstwie do chorych leczonych wediug
schematu CHOP (cyklofosfamid, doksorubicyna,
winkrystyna, prednizon), u chorych poddawanych
immunochemioterapii z zastosowaniem rytuksyma-
bu w potaczeniu z CHOP ekspresja biatka BCL6 nie
wiazala sie z lepszymi wynikami leczenia [66].

BCLS6 jako cel terapeutyczny w DLBCL

BCLS6, jako onkogenny czynnik transkrypcyj-
ny, ktorego deregulacja inicjuje powstanie niekto-
rych chioniakow DLBCL i wplywa na ich biologiczna
charakterystyke, stanowi logiczny i atrakcyjny cel
terapeutyczny. Molekularne mechanizmy patogene-

tyczne wynikajace z zaburzonych oddziatywan mie-
dzybialkowych dotychczas uznawano jednak za nie-
poddajace sie interwencji terapeutycznej. Opiera-
jac sie na zrozumieniu zalezno$ci miedzy strukturg
1 dzialaniem BCL6, w ostatnich latach dokonano
znaczacych postepow w pracach nad otrzymaniem
swoistych antagonistow, ktore moga te opinie istot-
nie zmieniC. Potencjalnym celem dziatan tych inhi-
bitorow sa przede wszystkim domena dimeryzacyj-
na, ,,bruzda boczna” i obdarzona fadunkiem kieszen
w obrebie struktury czasteczki BCL6 [67, 68]. On-
kogenna aktywno$§¢ BCL6 zalezy przede wszystkim
od jego zdolno$ci do rekrutacji korepresoréow po-
przez unikatowe miejsce wigzania, znajdujace sie
w czeSci N-terminalnej (domena BTB). Czasteczki,
ktore sa zdolne do zablokowania tego miejsca, sg
tym samym w stanie hamowac onkogenne funkcje
BCL6 zalezne od rekrutacji tych korepresorow.
Specyficzny peptydowy inhibitor BCL6, BPI (BCL6
peptide inhibitor), stanowiacy rekombinowany frag-
ment korepresora SMRT, swoiScie przylacza sie do
,bruzdy bocznej” w domenie BTB BCL6 i interfe-
ruje z rekrutacja korepresoréw. W ten sposoh BPI
zakloca dzialanie BCL6 1 reaktywuje ekspresje ge-
now regulowanych przez ten czynnik. Podawany
zwierzetom BPI rekapituluje fenotyp myszy Bcl6—/—
1 upo$ledza tworzenie GC w odpowiedzi na antygeny
zalezne od limfocytow T [67]. Ponadto BPI hamuje
proliferacje 1 indukuje apoptoze nowotworowych lim-
focytow B. Dalsze modyfikacje BPI (skrocenie, kon-
wersja do formy zawierajacej D-aminokwasy, addy-
cja motywow zwiekszajacych penetracje przez blo-
ny) doprowadzily do otrzymania jego ulepszonej
formy RI-BPI (retro-inverted BPI) — duzo silniej-
szej 1 stabilniejszej, a wciagz utrzymujacej wysoka
swoisto$¢ oryginalnego fragmentu [68]. Forma RI-
-BPI okazala sie nietoksyczna, nieimmunogenna
1, podobnie jak wyjSciowy peptyd, byla w stanie od-
tworzy¢ fenotyp myszy pozbawionych Bcl6 [68].
Poza tym RI-BPI indukowat apoptoze w komorkach
chloniakéw pochodzacych z piewotnych ludzkich
DLBCL, nie uszkadzajac jednoczes$nie zdrowych
tkanek limfatycznych 1 nie oddzialujac na inne no-
wotwory. Chociaz RI-BPI powoduje reaktywacje
wielu gendéw zwykle blokowanych przez BCLS6, to
specyficzna toksyczno$¢ tego inhibitora w duzej
mierze jest zwigzana z odblokowaniem kilku Scisle
okreSlonych genow, w tym transkrypcji EP300.
Czynnik transkrypcyjny BCL6 bezposrednio bloku-
je ekspresje acetylotransferazy lizynowej p300
(EP300) 1 jej kofaktora BAT3 (HLA-B-associated
transcript 3) [52]. Reekspresja EP300 1 BAT3 byta
niezbedna dla toksyczno$ci RI-BPI w komorkach
chtoniakowych, a zablokowanie ich ekspresji poprzez
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interferencje RNA znosito toksyczno$¢ tego inhi-
bitora [52]. Przywrocenie ekspresji EP300 po za-
stosowaniu RI-BPI powoduje hiperacetylacje p53
oraz biatka szoku cieplnego HSP9O0 (keat shock pro-
tein 90), co prowadzi do zwiekszonej aktywnosci p53
1 upo$ledzenia opiekunczych funkcji HSP90. Acety-
lacja HSP90 wplywa na przyspieszenie degradacji
1 zmniejszenie ekspresji AKT 1 RAF1, kontrolowa-
nych przez to biatko opiekuncze. Ponadto endogen-
ne HSP90 oddziatuje bezposrednio z BCL6, stabili-
zujac zaréowno bialko, jak i mRNA [69]. Inhibitor
HSP90 — PU-H71 zmniejszat ekspresje BCL6 po-
przez stymulacje jego degradacji w proteasomach,
a takze destabilizujac samo mRNA. Inhibitor ten od-
blokowywal ekspresje genow regulowanych przez
BCL6 i prowadzit do $mierci komoérek pierwotnych
ludzkich DLBCL oraz ttumil wzrost tych DLBCL
in vivo [69]. Reasumujac, toksyczno$é RI-BPI
W znacznej mierze polega na zaleznej od p300 mo-
dulacji funkcji p53 oraz HSP90. Obserwacje te
wskazuja rowniez na potencjalne racjonalne skoja-
rzenia dostepnych klinicznie celowanych inhibito-
row, ktore moga wplywac na procesy modulowane
przez deregulacje BCL6, takie jak bedace w trak-
cie badan klinicznych i/lub zarejestrowane juz inhi-
bitory deacetylaz histonowych i inhibitory HSP90.

Peptydy blokujace BCL6 nie osiggnely dotych-
czas etapu badan klinicznych i sa dostepne wytacz-
nie jako zwigzki narzedziowe, wskazujace na tera-
peutyczny potencjal inhibicji BCL6, mechanizm
jego toksycznoS$ci 1 mozliwe kombinacje z innymi
lekami. Inhibitory drobnoczasteczkowe reprezen-
tuja alternatywne podejScie terapeutyczne, ktore-
go celem sa interakcje BCL6. Poszukiwania in sili-
co potencjalnych czastek wykazujacych powinowac-
two do miejsca wigzania korepresorow w domenie
BTB BCL6, w potaczeniu z symulacjami bioinfor-
matycznymi i testami funkcjonalnymi, doprowadzity
do identyfikacji zwiazku o kodowej nazwie ,,79-6",
ktory specyficznie blokuje interakcje BCL6 z kore-
presorami BCoR, NCoR oraz SMRT. Zwigzek ten
cechuje dobra penetracja do wnetrza komorek po-
zwalajaca na reaktywacje ekspresji genow regulo-
wanych przez BCL6 1 selektywng indukcje apopto-
zy komoérek DLBCL zaleznych od BCL6 [70]. Cza-
steczka ta nie interferowala z dzialaniem innych
represorow transkrypcji z domenami BTB 1 nie
wykazywala istotnego wplywu na nowotwory
BCL6-niezalezne, co wskazuje na duza specyficz-
no$c¢ dziatania tego inhibitora. Zwigzek 79-6 swo-
iScie hamowal wzrost BCL6-zaleznych nowotworow
rowniez in vivo, nie wplywajac na wzrost chlonia-
kow niezaleznych od BCL6. Chociaz czasteczka
79-6 wcigz wymaga strukturalnej optymalizacji,

zanim trafi do prob klinicznych, to racjonalne projek-
towanie drobnoczasteczkowych antagonistow BCL6
jest niewatpliwym przelomem, ktéry moze wprowa-
dzic te klase lekow do leczenia klinicznego.

Biomarkery umozliwiajace
identyfikacje nowotworow
wrazliwych na inhibitory BCL6

Powazna przeszkoda w zastosowaniu terapii
celowanych ukierunkowanych na BCL6 w prakty-
ce 1 jednym z giéwnych problemoéw badan klinicz-
nych z zastosowaniem terapii celowanych w ogole
jest mozliwo$¢ wytypowania chorych, u ktorych cel
terapii stanowi krytyczny czynnik biologiczno-pa-
togenetyczny. Biorac pod uwage molekularng he-
terogenno§¢ DLBCL, jest to szczego6lny problem
w tej chorobie. W badaniach in vitro brak ekspres;ji
BCL6 zawsze powodowal oporno§é na BPI, ale
obecno$¢ BCL6 nie decydowala o wrazliwosci na ten
inhibitor [56, 67].

Heterogenno$¢ molekularng DLBCL mozna
scharakteryzowac wedtug podobienstw transkryp-
cyjnych komorek chioniakowych do prawidiowych
limfocytow B centrum rozrodczego (GCB DLBCL)
lub aktywowanych in vitro komorek B (ABC
DLBCL) [71]. Typ GCB charakteryzuje sie wy-
zszym poziomem BCL6, natomiast podgrupa ABC
wykazuje czestsze translokacje BCL6, chociaz jego
ekspresja jest nizsza niz w nowotworach GCB.
Mimo wielu biologicznych roéznic miedzy tymi ty-
pami molekularnymi, przekiadajacych sie rowniez
na ich charakterystyke kliniczng, w przypadku in-
hibitorow BCL6 charakterystyka GCB/ABC komo-
rek nowotworowych nie roznicowata wrazliwo$ci na
ich dzialanie [56]. Alternatywnym podejSciem do
molekularnej klasyfikacji DLBCL jest ich klasyfi-
kacja bez zalozen a priori o podobienstwach mole-
kularnych [72]. Klasyfikacja taka pozwala na wyod-
rebnienie trzech biologicznie odrebnych grup.
Pierwsza z nich jest grupa wykazujaca podwyzszona
ekspresje gendow zwigzanych z fosforylacja oksyda-
cyjna (grupa OxP [oxidative phosphorylation]). Druga
grupa sa chloniaki charakteryzujace sie zwiekszong
ekspresja gendow zwigzanych z odpowiedzig immu-
nologiczng gospodarza (grupa HR [host response]).
Trzecig 1 zarazem najliczniejsza grupe stanowily
chioniaki z intensywng ekspresja komponentoéw
kaskady sygnalow receptora B-komorkowego oraz
specyficznych dla komoérek B czynnikow transkryp-
cyjnych, w tym BCL6 (grupa BCR). Nowotwory
typu BCR wykazywaly rowniez czestsze transloka-
cje dotyczace BCL6, co sugeruje, ze moga one za-
leze¢ od programu transkrypcyjnego BCL6 [56].
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W pierwotnych chioniakach DLBCL, w podgrupie
BCR, geny regulowane przez BCL6 byly regulowa-
ne w skoordynowany sposob w odroznieniu od po-
zostalych typow molekularnych. W eksperymen-
tach przeprowadzonych na panelu linii komoérko-
wych DLBCL jedynie chtoniaki typu ,,BCR” byly
wysoce wrazliwe na BPI [56]. Reasumujac, badania
te wskazujg na SciSle zdefiniowana molekularnie
grupe chioniakow DLBCL, ktora jest zalezna od
sygnatow BCL6 1 wrazliwa na inhibitory tego czyn-
nika transkrypcyjnego. Inhibitor HSP90 PU-71, kt6-
rego aktywnoS$¢ w znacznej mierze zalezy od mo-
dulacji ekspresji BCL6, wykazywatl podobne profi-
le wrazliwo$ci w eksperymentach na liniach
komorkowych [68, 69].

Whioski i perspektywy

Zalezne od programu transkrypcyjnego BCL6
fizjologiczne zmiany kinetyki proliferacyjnej i roz-
nicowania limfocytow oraz odpowiedzi na czynniki
genotoksyczne sa potencjalnie onkogenne i w istocie
czesto wykorzystywane przez limfocyty ulegajace
transformacji nowotworowej. Podobnie jak w przy-
padku innych czynnikéw transkrypcyjnych deregu-
lowanych w onkogenezie, biologiczna aktywno$¢
BCL6 zalezy od oddziatywan z korepresorami. In-
terakcje te zwykle zachodza poprzez relatywnie
duze powierzchnie i wiasnie dlatego uwazano je za
niepodatne na interwencje terapeutyczne, szczegdl-
nie z uzyciem matych czastek. Zgtebienie moleku-
larnych mechanizmow dziatania BCL6, a w szcze-
gblnosci doktadne scharakteryzowanie struktury
BCLS6, pozwolilo na rewizje tej tezy, a otrzymane
inhibitory moga sie sta¢ waznym narzedziem w le-
czeniu DLBCL. Poznanie molekularnych mechani-
zmoOw powodujacych onkogenny charakter BCL6,
a zwlaszcza mechanizmow efektorowych BCLS6,
pozwala oczekiwac, ze laczona inhibicja tych szla-
kow moze by¢ strategia szczegdlnie uzasadniona.
Ekspansja programu transkrypcyjnego BCL6 w no-
wotworach B-komorkowych wzgledem prawidlo-
wych limfocytow B pozwala oczekiwac, ze inhibito-
ry BCL6 nie beda wykazywaly istotnych dzialan
niepozadanych. Takie nadzieje sa rowniez podpar-
te badaniami na zwierzetach, u ktorych inhibitory
BCL6 nie wykazywaly znaczacych dziatan toksycz-
nych. Obserwacje te uzasadniajg potrzebe kontynu-
owania prac nad rolg inhibitoréw BCL6 1 okreSle-
niem ich miejsca w leczeniu nowotworow B-komor-
kowych. Obok zasadniczej roli w biologii GC 1 dob-
rze udokumentowanej roli w onkogenezie limfocy-
tow B, BCL6 jest rowniez waznym czynnikiem
dla oporno$ci komorek macierzystych przewlektle;j

biataczki szpikowej na terapie inhibitorami kinaz ty-
rozynowych [73, 74]. Tym samym kliniczne zasto-
sowania inhibitorow BCL6, zaro6wno w formie mo-
noterapii, jak i terapii skojarzonych z innymi leka-
mi celowanymi, moga wykracza¢ poza wskazania
dotyczace nowotworow ukiadu chtonnego.
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