UC

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD DE CANTABRIA

GRADO EN MEDICINA

TRABAJO FIN DE GRADO

El papel del oncogén BCL6 en linfomas B.

Role of BCL6 oncogene in B-cell lymphomas.

Autora: Carmen Iglesias Montalvo
Directora: M. Dolores Delgado Villar
Codirectora: Ana Batlle Lopez

Santander, Junio 2017




PAPEL DE BCL6 EN LINFOMAS B [ITEGIVISdicinay




PAPEL DE BCL6 EN LINFOMAS B [ITEGIVISdicinay

INDICE
RESUIMEN .ottt e et e e e et e e e et e e e s eaa s e e eeaa s e e ena s eeeena e eeeenaneeeennnns 4
ABREVIATURAS c. ettt ettt et e ettt s e e et eeeeaa s e e eeaa s eeetaanseaesnaseesennnseanennnaes 5
GLOSARIO ettt ettt e ettt e e et e e e et s e e et s e aesa s e e saaa s e eeana e eaeaaseeetaa e eeenaneeenenn 6
1. INTRODUGCCION ....oouiiitiieieeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ete s enesee s eresaenesrenna 7
2. DIFERENCIACION DE LAS CELULAS B. CENTRO GERMINAL.......cocvevrveerieeiereeeeeeeeeeeeeenenes 8
3. ESTRUCTURA, EXPRESION Y REGULACION DE BCL6........cvevieeeeeeeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 10
3.1, Geny proteiNa BCLE: ..cccceieiiiiiiecec e, 10
3.2 EXPresion de BCLO ...cccceeiiiiiiiicccc e, 11
3.3.  Regulacion de la expresion de BCLE ........ccoeeeiiiiiiiiiiii, 11
4. FUNCION DE BCL6: MECANISMOS DE ACCION Y GENES DIANA ......cocvevirrrererereveeeenen, 15
4.1. Mecanismos bioquimicos de accion de BCL6...........cevvvevrerriieeereereiiieiiieeereeeeeeesreenn. 15
4.2. Genes dianay rutas reguladas Por BCL6...........cuuvviviivevirieereieiirierereeereeereseseseesereee. 17
5.  DESREGULACION DE BCL6 EN LINFOMAS........c.coeveriuieiereeererereseessesesesesesesesessessesesenene 23
5.1.  BCLE Y liNnfoMagenesis ......ccooiiiiiiiiiiii 23
5.2.  Alteraciones enlaregulacion de BCL6............ccooeiiiiiiiiiii 26
6. TERAPIA DIRIGIDA CONTRA BCLO......cciiuieiiiiieiieeeitee ettt siee et e sttt e st e e e e 31
6.1. Disefio racional de inhibidores de BCLE ...........cceeeeriiieieiiiiieee e 31
6.2.  Moléculas inhibidoras de BCLE ...........ceeiriieieiiiiiiiee ettt e 34
6.3. Combinacién de terapias en linfomas .............cccce i 38
7. CONCLUSIONES .....eitititeettee ettt ettt et e sttt e et e sttt esab e e s bt e e sabeeesabeesbbeesabeeesabeesnnneesas 40
8. BIBLIOGRAFIA. ... .ttt ettt ettt et ettt e e sab e e e bt e e sabe e e sab e e s bt e e sabe e e sabeesaaneeea 41



PAPEL DE BCL6 EN LINFOMAS B [ITEGIVISdicinay

RESUMEN

BCL6 es un represor transcripcional indispensable para la inmunidad adaptativa, dado
gue es esencial para la formacidon del centro germinal, donde se produce la generacién
de anticuerpos de alta afinidad. Para ejercer su funcién como master regulador del
centro germinal regula diferentes vias de sefializacién, inhibiendo Ila diferenciacién a
células plasmaticas, la respuesta al dano del ADN, la apoptosis y varias rutas que
intervienen en los estadios finales de la diferenciacion de los linfocitos B. La
desregulacién de BCL6 es suficiente para la generacion de linfomas. Es por ello que la
expresion de BCL6 estd altamente regulada tanto por mecanismos transcripcionales
como post-transcripcionales. La desregulacién de BCL6 se detecta en diferentes tipos
de linfomas agresivas, con frecuencia de origen centrogerminal, siendo especialmente
frecuente en DLBCL. A pesar de los avances, los linfomas todavia tienen una alta tasa
de recidivas. El desarrollo de terapia dirigida contra BCL6 se plantea como una
atractiva alternativa para estos pacientes. Para disefiar estos inhibidores de BCL6 es
importante conocer cuales son las regiones implicadas en la represion transcripcional.
Gracias a varios estudios se han desarrollado moléculas que inhiben el dominio BTB
(BPI, RI-BPI y pequefias moléculas) y moléculas que actuan a nivel del dominio RD2 de
BCL6. La combinacién de los inhibidores de BCL6 con farmacos que actuan sobre las
vias reprimidas por BCL6 aumenta la muerte de las células de los linfomas con menor
toxicidad que la terapia convencional.

Palabras clave: BCL6, centro germinal, represidon transcripcional, diferenciacién de
células B, linfomas, terapia dirigida.

BCL6 is a transcriptional repressor necessary for adaptive immunity, since it is essential
for the formation of the germinal center, where the generation of high affinity
antibodies takes place. To exert its function as a master regulator of the germinal
center, BCL6 regulates different signaling pathways, such as inhibiting plasma cell
differentiation, DNA damage response, apoptosis and several pathways involved in the
final states of B-cell differentiation. Deregulation of BCL6 is sufficient for the
generation of lymphomas. This is why BCL6 expression is highly regulated by both
transcriptional and post-transcriptional mechanisms. Deregulation of BCL6 is detected
in different types of aggressive lymphomas, often of germinal center origin, being
especially frequent in DLBCL. Despite the latest advances, lymphomas still have a high
relapse rate. The development of therapy directed against BCL6 is considered as an
attractive alternative for these patients. To design these BCL6 inhibitors it is important
to know which regions are involved in transcriptional repression. Several studies have
developed molecules that inhibit the BTB domain (BPI, RI-BPI and small molecules) and
molecules that act on RD2 domain of BCL6. The combination of BCL6 inhibitors with
drugs acting on BCL6 repressed pathways increases the death of lymphoma cells with
less toxicity than conventional therapy.

Key words: BCL6, germinal center, transcriptional repression, B-cell differentiation,
lymphoma, targeted therapy.
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GLOSARIO

AICD: Se trata de una enzima de 24 kDa que en los humanos esta codificado por el gen AICDA.
Genera mutaciones en el ADN por deaminacion de bases de citosina, las cuales son convertidas
en uracilo.

ATR: producto de un gen cuya funcién es la de detectar los dafios del ADN y poner en marcha
una cascada de puntos de control en respuesta a roturas simpes o dobles de la cadena de ADN.

B cell lymphoma 6 (BCL6): es un represor transcripcional y miembro de la familia de factores
de transcripcién BTB/POZ dedos de zinc. BCL6 se detectd inicialmente en una translocacion
que ocurre en el cromosoma 3¢27 en el linfoma difuso de células B grandes (DLBCL).

BCL6 co-represor (BCOR): co-represor transcripcional que interactia con BCL6 en células B del
centro germinal y de linfomas. BCOR forma un complejo (PRC1) que contiene la histona
desmetilasa KDM2B, ubiquitina ligasas RING1A y RING1B y otras proteinas relacionadas con
PRC1.

BTB: dominio estructural situado en el N-terminal de BCL6 que media la dimerizacién de BCL6.
La dimerizacién del dominio BTB de BCL6 genera dos “lateral groove” idénticos y simétricos.
Sirven para el reclutamiento de co-represores.

Centroblastos: Células B del centro germinal sometidas a una radpida divisidén e hipermutacion
somatica de sus loci de inmunoglobulina. Los centroblastos se localizan en la zona oscura del
centro germinal.

Centrocitos: células B del centro germinal que derivan de los centroblastos y emigran a la zona
clara del centro germinal donde examinan la afinidad de sus receptores de anticuerpos con
ayuda de células dendriticas foliculares (FDC) y células T helper foliculares del centro germinal.

Centro germinal (CG): zona dentro de los 6rganos linfoides secundarios que se forman tras la
activacion de células B. En esta estructura se articula la respuesta de larga duracion y alta
afinidad de las células B, dependientes de su unién a células T. Las células B sufren
hipermutacidon somdtica del gen de las inmunoglobulinas y recombinacién de clase, lo que
conduce a la maduracién de los anticuerpos.

Deacetilacion de histonas: Las histonas suelen estar cargadas positivamente debido a los
grupos amino presentes en los residuos de lisina y arginina. Estas cargas positivas ayudan vy
afianzan la interaccidn con las cargas negativas de los grupos fosfato del esqueleto carbonado
del ADN. La deacetilacion de histonas elimina los grupos acetilo, incrementando la carga
positiva de las histonas y por tanto la afinidad de éstas por el ADN. Este incremento de la unién
condensa la estructura del ADN, impidiendo la transcripcion.

Retro-inverted BCL6 peptide inhibitors (RI-BPI): péptidos pequefios disefiados para imitar la
secuencia del péptido SMRT que interacciona directamente con el dimero BCL6. Estos péptidos
se unen al dominio BTB de BCL6 y dan como resultado la disrupcién de la interaccion de BCL6
con los co-represores del dominio BTB, el cese de la represion de los genes diana de BCL6 y la
muerte celular del linfoma.

SMRT/NCOR (Silencing Mediator of the Retinoid and Thyroid hormone receptors/ Nuclear
Receptor Corepressor): proteinas homdlogas co-represoras que interactian con muchos
factores de transcripcion represores. El ntcleo de la represién SMRT/NCOR contiene HDAC3,
TBL1y GPS2.

PEST: Secuencia peptidica rica en residuos de prolina (P), acido glutamico (E), serina (S) y
treonina (T)


https://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
https://es.wikipedia.org/wiki/Citosina
https://es.wikipedia.org/wiki/Uracilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Amino
https://es.wikipedia.org/wiki/Lisina
https://es.wikipedia.org/wiki/Arginina
https://es.wikipedia.org/wiki/Fosfato
https://es.wikipedia.org/wiki/ADN
https://es.wikipedia.org/wiki/Acetilo
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1. INTRODUCCION

El sistema inmune es el encargado de defender nuestro organismo de agentes
patégenos externos, diferencidndose el sistema innato, primera linea de defensa, y el
sistema adaptativo.

Las células NK, NK-like T cells y las células Gamma delta junto con granulocitos y
macrofagos constituyen los principales efectores del sistema innato. Cuando el sistema
inmune innato entra en contacto con un antigeno a través de unas proteinas conocidas
como “Pattern Recognition Receptors” se inicia la respuesta inflamatoria no especifica,
proporcionando una respuesta rapida, pero que dura poco y es inespecifica. La
respuesta innata ademads estimula la respuesta adaptativa que tiene como
protagonistas a los linfocitos By T, y que a diferencia de la anterior se caracteriza por
la especificidad y la memoria.

La interaccion del linfocito B con el antigeno, produce una senal que induce la
migraciéon a los drganos linfoides secundarios, estimula la proliferaciéon dando lugar a
los centros germinales (CG) y se inician una serie de procesos conocidos como
hipermutacién somatica y cambio de isotipo, cuyo objetivo es la generacién de unos
anticuerpos de alta afinidad especificos frente al antigeno que inicio la respuesta. De
esta manera se producen células de memoria de vida larga tras varios dias de
expansion clonal. En caso de reexposicidon al mismo antigeno se produce una respuesta
muy especifica, rapida y efectiva (Moss & Drayson, 2015).

Para la formacion de los centros germinales, responsables de proporcionar el
ambiente necesario para la generacion de los anticuerpos de alta afinidad, se requiere
la expresion del gen BCL6, siendo por ello considerado el “master regulator” de dicha
estructura (Basso & Dalla-Favera, 2010). BCL6 es un potente represor transcripcional,
identificado en 1993 como la diana de alteraciones cromosémicas que afectaban al
cromosoma 3g27 en los linfomas difusos de células B grandes (DLBCL) (Ye et al., 1993).
Los animales deficientes de BCL6 son inmunodeficientes al no ser capaces de generar
centros germinales y por otro lado, la desregulacidon de BCL6 es suficiente para inducir
linfomas en modelos animales.

A pesar de los avances en el diagndstico y el tratamiento de los linfomas agresivos,
estos siguen siendo una causa importante de mortalidad y morbilidad, con un
incremento de la mortalidad en las ultimas dos décadas. Por tanto, es importante
conocer los mecanismos moleculares involucrados en los procesos de linfomagénesis,
entre los que destaca la desregulacién del oncogén BCL6.

En este trabajo se lleva a cabo una revisidn de la literatura de los ultimos afios
sobre la importancia de BCL6 en los eventos que se producen en el centro germinal, y
como su alteracion es responsable del desarrollo de linfomas B agresivos. También se
describen los ultimos avances en el desarrollo de moléculas inhibidoras de BCL6 y su
uso prometedor en terapia antitumoral.
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2. DIFERENCIACION DE LAS CELULAS B. CENTRO GERMINAL

La diferenciacion normal de las células B se produce en la medula ésea a partir de
un precursor B conocido como progenitor de células B o linfoblasto B. El precursor B
sufre reordenamiento del gen VDJ, diferencidndose hasta dar lugar a la célula B
madura que expresa inmunoglobulina IgM e IgD en su superficie. Esta fase de la
diferenciacién es independiente de antigeno y tiene lugar en la médula dsea (Jaffe et
al, 2008) (Huang & Melnick, 2015).

Los linfocitos B naive abandonan la médula ésea y circulan por la sangre periférica
hacia los nddulos linfaticos, comenzando la fase de diferenciacién linfoide dependiente
de antigeno (Figura 1). Si se encuentran con un antigeno T dependiente que se une a
su receptor Ig de superficie en las dreas extrafoliculares del nédulo linfatico, las células
B naive pueden madurar directamente en células plasmaticas extrafoliculares que
producen la respuesta temprana mediada por IgM contra un antigeno. Mas
frecuentemente los linfocitos B naive migran al limite entre los foliculos y la zona de
células T o zona interfolicular, donde pasan por unas fases de transformacion y
proliferacion conformando el centro germinal (Jaffe et al, 2008) (Huang & Melnick,
2015) (Hatzi & Melnick, 2014).

Los centroblastos del centro germinal expresan la proteina BCL6, un factor de
transcripcion nuclear que también es expresado por los centrocitos (Jaffe et al, 2008).

El centro germinal es una estructura dindmica dentro del nédulo linfatico que esta
compuesto por dos estructuras bien diferenciadas histolégicamente y con
microambientes diferentes: la zona oscura y la zona clara (Huang & Melnick, 2015),
donde se producen la hipermutacion somdtica y el cambio de clase respectivamente,
dos procesos moleculares que son exclusivos de las células B (Figura 1)

- Zona oscura del centro germinal: contiene los centroblastos. Aqui se produce la
expansion clonal y la hipermutacion somatica de la regidn variable de los genes
de las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas para generar clones
de alta afinidad para un amplio rango de antigenos (Jaffe et al, 2008). Tras
finalizar el proceso migran a la zona clara.

- Zona clara: contiene los centrocitos. Aqui se producen tres procesos diferentes

o Seleccidon positiva de células B que expresan inmunoglobulinas de alta
afinidad

o Proceso de recombinacién y cambio de clase para producir diferentes
tipos de inmunoglobulinas, aumentando su variedad y produciendo Ig
asociadas a diferentes funciones biolégicas.

o Inicio de la diferenciacion en células plasmaticas. Algunas células
pueden volver a la zona oscura para volver a sufrir todo el proceso, lo
que suele ocurrir cuando el anticuerpo generado no tiene la suficiente
afinidad por el antigeno (Huang & Melnick, 2015).
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Figura 1. Esquema del centro germinal. El centro germinal se forma en los érganos linfoides
secundarios, por las células B activadas. En la médula ésea se produce la fase de maduracion
independiente del antigeno que culmina con la presentacion en la superficie del linfocito B
naive del receptor de la IGH todavia inmaduro y con poca afinidad por los antigenos. Después
de interaccionar con células T en las regiones interfoliculares, las células B activadas aumentan
la expresion de BCL6 y entran en los foliculos, donde proliferan rapidamente mientras sufren
hipermutacidon somatica. Estas células se llaman centroblastos y se localizan en la zona oscura
de la CG. Luego se diferencian en centrocitos y migran a la zona clara del CG donde se examina
la afinidad de sus receptores de Ig con ayuda de células Tey del CG y células dendriticas
foliculares (FDC). Los centrocitos con BCR de alta afinidad se seleccionan para su
diferenciacién en plasmocitos o células B de memoria, pero aquellos con baja afinidad mueren
por apoptosis (Hatzi & Melnick 2014).

En ambos procesos (hipermutacién somdtica y el cambio de clase) esta
involucrada la enzima deaminasa de citosina inducida por activacién (AICD). En las
células B de los ganglios linfaticos, las mutaciones originadas por AID originan la
diversidad de anticuerpos, sin embargo, dado que induce mutaciones aleatorias, el
mismo proceso puede potencialmente dar origen a linfomas B, siendo especialmente
susceptibles aquellos genes que estan transcripcionalmente activos en las células B y
contienen secuencias susceptibles de hipermutacidon somatica (Ci et al, 2008).

Para que el proceso de hipermutaciéon somatica pueda tener lugar, BCL6 induce en
las células B un estado de aceptacién de inestabilidad gendmica, evitando que se
desencadenen mecanismos de proteccién y de reparacion, facilitando que se
produzcan las mutaciones patoldgicas que derivan en tumores, como se detallara mas
adelante. Por esta razén, la mayoria de las neoplasias de células B derivan de las
células del centro germinal (Ci et al, 2008).


https://es.wikipedia.org/wiki/Ganglio_linf%C3%A1tico
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3. ESTRUCTURA, EXPRESION Y REGULACION DE BCL6
3.1. Geny proteina BCL6:

El gen BCL6 se localiza en el cromosoma 3q27, comprende unas 24 Kb y estd
compuesto por 10 exones. El sitio de iniciacién de la traduccién (ATG), se localiza en el
ex6n 3. Se han localizado dos regiones de autorregulacidon negativa en el exén 1 e
intrén 1. La zona que se extiende unas 2Kb desde el sitio de iniciacién de la
transcripciéon (TSS) es una importante regién reguladora frecuentemente alterada o
reordenada en linfomas (ver apartado 5).

El gen BCL6 codifica una proteina de 95 kDa (Figura 2). La proteina de BCL6 es
miembro de la familia de los factores de transcripcion de BTB/POZ/dedos de zinc
(Basso & Dalla-Favera, 2012) (Batlle-Lopez, 2010), que se caracteriza por una regién N
terminal con un dominio BTB/POZ. Las proteinas BTB-ZF funcionan como dimeros, el
dominio BTB es fundamental para su dimerizacién y también para la represion de la
actividad transcripcional de BCL6. Para que BCL6 lleve a cabo sus actividades de
represion transcripcional, tiene que reclutar complejos histona deacetilasa (HDAC) de
clase | y Il, directamente o a través de complejos co-represores. A través del dominio
BTB, BCL6 se une a varios complejos co-represores (NCOR, SMRT, BCOR) responsables
de inhibir la transcripcion cuando se unen a los promotores de sus dianas (Basso &
Dalla-Favera, 2012) (Huang & Melnick, 2015).

Chr 3q27 S'J _-% m 3’

1 23 4 5§ 67 89 10

BTB/POZ PEST
(protein-protein inferaction) (activity and stability)

\ 4

Figura 2. BCL6: gen, proteina y expresion. Arriba se representa el gen BCL6. Las secuencias
de exones no-codificantes y codificantes estan en rojo claro y oscuro respectivamente. En el
centro se representa la proteina de BCL6. Se indican los tres principales dominios funcionales
(BTB/POZ, PEST y dedos de zinc). Por ultimo, imagen de inmunofluorescencia del centro
germinal de una célula de amigdala humana, BCL6 (rojo), CD20 (azul) (Basso & Dalla-Favera,
2012)
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El dominio C terminal contiene seis dedos de zinc que son los encargados de
unirse directamente al ADN y reconocer secuencias reguladoras especificas (Basso &
Dalla-Favera, 2012) (Batlle-Lopez, 2010). La regidén central de la proteina de BCL6
incluye tres dominios PEST, esta involucrada en regular la estabilidad y actividad de la
proteina y se une al co-represor MTA3 (Figura 2).

3.2. Expresion de BCL6

BCL6 es un represor de transcripcién necesario para las células B maduras durante
la reaccion en el centro germinal, expresdandose exclusivamente en esta fase de la
diferenciacién. Donde primero se detecta la proteina BCL6 es en la zona interfolicular
en un pequeiio grupo de células B activadas por unién a un antigeno y que siguen la
ruta del centro germinal. BCL6 se expresa en centroblastos y en algunos centrocitos,
mientras que no se expresa en las células B naive ni en las células plasmaticas y células
B memoria (Jaffe et al, 2008) (Wagner et al, 2011) (Huang & Melnick, 2015).

La expresiéon de BCL6 en ratones de manera constitutiva induce la formacion de
linfoma difuso de células B grandes y la supervivencia de las células del linfoma
depende de su presencia (Ci et al, 2008).

3.3. Regulacion de la expresion de BCL6

La expresion de BCL6 esta altamente regulada. Los mecanismos transcripcionales y
post-transcripcionales son muy importantes para la regulacion de la expresién del
ARNm de BCL6 y la estabilidad de la proteina en linfocitos normales (Bunting &
Melnick, 2013) (Figura 3).

El hecho de que la expresion proteica de BCL6 esté restringida a las células B del
centro germinal indica que esta sometida a una regulacién muy estricta durante la
reaccion en el centro germinal. Tanto el ARNm de BCL6 como su proteina estan
regulados de manera positiva durante la activacién de las células B (Hatzi & Melnick,
2014) (Basso & Dalla-Favera, 2010).

Mecanismos transcripcionales de regulacion

BCL6 es crucial en los acontecimientos pre centro germinal. La regulacién positiva
de BCL6 parece ser importante para estas células pre centro germinal, de manera que
se formen interacciones duraderas con las células Tfh y puedan dirigirse hacia el centro
germinal (Huang & Melnick, 2015) (Ci et al, 2008).

La expresién de BCL6 depende de varias vias de sefalizacion, destacando las vias
de IRF8, PI3K e IL21-R (Figura 3a) (Bunting & Melnick, 2013) (Huang & Melnick, 2015).

e |IRF8. La induccion de la expresion de BCL6 durante la activacién de las células B
estd mediado por IRF8, el Unico factor conocido que se une y directamente
induce la expresién de BCL6 en las células B al entrar y durante su transicién
por el centro germinal.
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e PI3K. La seiializacion mediante PI3K facilita la expresién de BCL6 cuando se
produce el cambio de clase de las inmunoglobulinas, regulando negativamente
los niveles de IRF4, que a su vez regula BCL6.

e |L21-R. En el centro germinal la proliferacion de las células B requiere
receptores para IL-21, asi se produce una regulacién positiva de BCL6 y se
mantiene su expresion.
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Figura 3. Representacién esquematica de los principales mecanismos de regulacion
transcripcional y postranscripcional de BCL6 en linfocitos B. El esquema a) representa los
reguladores transcripcionales de la induccién del gen BCL6 (flechas verdes) y regulacién
negativa (barras rojas). El esquema b) representa la regulacién postraduccional de la
estabilizacién de proteinas BCL6 (flechas verdes) y degradacién (barras rojas) (Bunting &
Melnick, 2013).
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Cuando la célula B ha completado su maduracidén por el centro germinal, sufre una
regulacidon negativa de BCL6 y se produce su salida del centro germinal. La regulacidn
negativa estd mediada principalmente por factores de transcripcién como IRF4 y
PRDM1 (BLIMP1) (Bunting & Melnick, 2013). La regulacién también esta mediada por
moléculas de superficie, interferones y el propio BCL6 (Figura 3a).

e IRF4. BCL6 e IRF4/MUM1 se expresan de manera reciproca, siendo IRF4/MUM1

positivo en los centrocitos tardios y las células plasmaticas. IRF4/MUM1 juega
un papel muy importante como regulador negativo de la expresién de BCL6
(Jaffe et al, 2008).
A través de la interaccion con moléculas de superficie como CD23 y CD40
ligando de las células dendriticas foliculares y los linfocitos T, los centrocitos
disminuyen la expresion de la proteina de BCL6 y se diferencian en células B
memoria o células plasmaticas. La estimulacion del receptor de CD40 en las
células B por su ligando, expresado en las células T, produce una regulacién
negativa de BCL6. Ambos estdn involucrados en la seleccion de las células que
han adquirido la funcién de expresar anticuerpos de alta afinidad, que se
adquiere en las fases finales de la reaccion en el CG. La estimulacién por CD40
activa la via de sefalizacion transcripcional de IRF4 mediado por NF-kB, que
reprime la transcripcion de BCL6 (Hatzi & Melnick, 2014) (Basso & Dalla-Favera,
2010).

e PRDM1 (BLIMP1). El factor de transcripcion PRDM1 (BLIMP1) también regula
negativamente la transcripcion de BCL6 cuando las células B abandonan el
centro germinal (Bunting & Melnick, 2013). PRMD1 es, a su vez, inhibido por
BCL6 (apartado 4).

e IFN-a y el IFN-B. Los interferones producen de manera directa regulacién
negativa de los niveles de ARNm de BCL6 en las células B del centro germinal,
seguramente a través de STAT5, que es un regulador negativo de BCL6 en
células B (Bunting & Melnick, 2013) (Huang & Melnick, 2015).

e BCL6 puede regular su propia expresion a través de un mecanismo de
autorregulacién negativa mediante el cual modula su expresidon uniéndose a su

propio promotor (Basso & Dalla-Favera, 2010).

Regulacion epigenética de BCL6

Recientemente se ha descrito la regulacién epigenética de BCL6 mediada por el
regulador de la cromatina CTCF. Se trata de un regulador multifuncional que induce y
mantiene interacciones de la cromatina. CTCF se une al ADN a través de un dominio de
11 dedos de zinc capaces de unirse a varias secuencias (Batlle-Lopez et al, 2015).

La unién de CTCF a la region reguladora del exdn 1A de BCL6 en células del centro
germinal se asocia a marcas de cromatina activa y contrarresta la autorregulacion
negativa de BCL6 (Batlle-Lopez et al, 2015). Por otra parte CTCF se une al intron 1 de
BCL6 en células plasmaticas, reprimiendo su expresién (Hatzi & Melnick, 2014). El
silenciamiento de CTCF se relaciona con reducciéon de la expresion de BCL6 en las
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células B del centro germinal y aumento de PRDM1 y otros marcadores de células
plasmaticas (Batlle-Lopez et al, 2015).

Mecanismos post-transcripcionales

Existen otros mecanismos pos-transcripcionales (Figura 3b) que garantizan el
silenciamiento de BCL6 una vez ha terminado la maduracion y permiten la
diferenciacién terminal en células plasmaticas secretoras de anticuerpos y células B de
memoria (Hatzi & Melnick, 2014).

Los mecanismos post-transcripcionales que regula los niveles de la proteina de
BCL6 son:

e Regulacion de la estabilidad del ARNm: La estabilidad del ARNm BCL6 depende
de la chaperona AUF1 y HSP90. HSP90 es también responsable de la estabilidad
de la proteina de BCL6 y la protege de la degradacién, alargando su vida media
y la de su ARNm. El aumento de la salida de ARNm de BCL6 del nucleo celular
esta mediado por el factor elF4e (Hatzi & Melnick, 2014) (Bunting & Melnick,
2013).

e Inactivacion funcional de la proteina BCL6 por acetilacion mediada por EP300:
Se ha descrito una secuencia (KKYK) incluida en el dominio PEST de BCL6 (ver
Figura 2) que puede ser acetilada por EP300 (una enzima con actividad lisina
acetil transferasa). La acetilaciéon de BCL6 desencadena su disociaciéon de los
complejos co-represores, lo que tiene un efecto negativo sobre la actividad de
BCL6 al mismo tiempo que facilita la funcion de TP53, una de las dianas
conocidas de BCL6. Esto sugiere que existe coordinacién entre la regulacion
negativa de BCL6 y la activacién de sus dianas moleculares (Basso & Dalla-
Favera, 2010).

e Degradacion via ubiquitin-proteasoma por fosforilacion mediada por ATM y
MAPK:

- La activacién del receptor de las células B por la unién al antigeno
estimula la sefializacion de BCR que desencadena la fosforilacion de
BCL6 a través de MAP kinasa, esto conlleva la degradacion de BCL6 por
la via de ubiquitin-proteasoma (Hatzi & Melnick, 2014) (Basso & Dalla-
Favera, 2010).

- Otro mecanismo importante en la regulacién de BCL6 es la respuesta al
dafo del ADN, que produce la degradacion de la proteina de BCL6 a
través de una via independiente de la que se activa cuando se estimula
el receptor de las células B. Cuando los dafios en el ADN se acumulan, se
produce la fosforilacion de BCL6 por la kinasa ATM, seguido por su
interaccion con la isomerasa Pinl y la degradacién de BCL6 por el
sistema ubiquitin-proteasoma. Este mecanismo sirve para garantizar la
degradacién de BCL6 cuando el dafio al ADN es masivo (Basso & Dalla-
Favera, 2010).
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- La degradacién ubiquitin-dependiente de BCL6 en las células B también
esta mediada por FBXO11-CUL1 E3 ligasa y la proteina COPS5 (Bunting
& Melnick, 2013).

En resumen, la regulacién de BCL6 es un complejo proceso coordinado en distintos
puntos para asegurar unos niveles adecuados de expresidon en las células B y que
garanticen una correcta regulaciéon negativa de BCL6 en los estadios finales de la
reaccion del centro germinal. Esto es fundamental para que el proceso de
diferenciacién pueda avanzar (Basso & Dalla-Favera, 2010).

4. FUNCION DE BCL6: MECANISMOS DE ACCION Y GENES DIANA

BCL6 habilita y mantiene el fenotipo del centro germinal reprimiendo genes que
controlan el ciclo celular, la muerte celular, diferenciacion terminal en células
plasmaticas y también la respuesta al dafio del ADN, proporcionando un ambiente
tolerante a las roturas de ADN asociado a los mecanismos de remodelacion del gen de
la inmunoglobulina, necesarios para producir anticuerpos de alta afinidad contra
diferentes isotipos (Ci et al, 2008) (Basso & Dalla-Favera, 2012).

El bloqueo de la activacion y diferenciaciéon prematura de las células B por las
células T u otras sefiales solubles mediante la inhibicién de varias rutas involucradas en
la activacién dependiente de linfocitos T, es importante para prevenir la salida de los
centroblastos del centro germinal antes de que completen la fase de expansion
proliferativa y de maduracion de la afinidad de los anticuerpos (Huang & Melnick,
2015).

4.1. Mecanismos bioquimicos de accion de BCL6

Como ya se ha explicado, BCL6 es un represor transcripcional que reduce la
expresion de ARNm de sus genes diana, para lo que se une al ADN como un
homodimero. Al formarse el homodimero, se forman dos surcos idénticos y extendidos
en los laterales de manera simétrica que forman sitios de acoplamiento para las
proteinas co-represoras SMRT, NCOR y BCOR. Estas proteinas a su vez, atraen a las
histonas deacetilasas 1y 2. La homodimerizacion y reclutamiento de co-represores se
realiza a través del dominio N-terminal (BTB/POZ) y una region media no estructurada,
a menudo denominada segundo dominio de represion o dominio RD2 (Figura 4). Tanto
BTB como RD2 atraen distintos tipos de co- represores y en funcién de cudl sea el co-
represor que se une, se reprimen diferentes dianas (Huang & Melnick, 2015) (Basso &
Dalla-Favera, 2012). La deacetilacion de histonas conlleva la represién transcripcional
de los genes diana de BCL6 (Wagner et al, 2011).

Formacion de complejos co-represores

Los co-represores que se unen al dominio BTB tienen como funcién la regulacién
de un programa transcripcional asociado a los primeros estadios de la reaccién del
centro germinal (Huang & Melnick, 2015) (Basso & Dalla-Favera, 2012).
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El dominio BTB lleva a cabo sus funciones de represor transcripcional a través de
dos mecanismos simultaneos pero funcionalmente independientes al interaccionar
con dos tipos de complejos de represion en promotores y “enhancers” (Hatzi &
Melnick, 2014) (Cardenas et al, 2017).

e Aunque BCL6 se une a miles de promotores, solo reprime de forma potente el

subconjunto donde forma un complejo ternario con reclutamiento simultaneo
de BCOR y SMRT/NCOR, que reprime de manera efectiva la transcripcion en un
ambiente donde la cromatina esta reprimida.
La formacion del complejo ternario de BCL6 se asocia a marcas epigenéticas en
la cromatina que forman “una huella bioquimica de represién por BCL6”. La
huella de represién del promotor por BCL6 consiste en deplecién de las
modificaciones de histonas activadoras y enriquecimiento en marcas de
represion como H3K27me3 (histona H3 trimetilada en la lisina 27) y metilacidn
del ADN (Hatzi & Melnick, 2014) (Huang & Melnick, 2015).

e Un segundo mecanismo independiente, implica la regulacién de “enhancers”

por BCL6, ligados a un conjunto diferente de genes que los regulados por el
complejo promotor ternario (Hatzi & Melnick, 2014).
Los “enhancers” tienen dos configuraciones, “active” y “poised”. Los “active
enhancers” estan asociados con genes transcripcionalmente activos que estan
marcados con mono/dimetilacion de H3K4, y acetilacién de H3K27. “Poised
enhancers” estdan marcados con mono/dimetilacion de H3K4, pero no
acetilacion de H3K27 y se asocia con genes reprimidos. BCL6 alterna la
configuracion de los “enhancers” de la configuracion “active” a “poised”. Esta
accion se lleva a cabo reclutando el complejo SMRT-HDAC3 para deacetilar
H3K27, e impedir la acetilacion de H3K27 por EP300. Este mecanismo parece
ser esencial para que las células B puedan realizar cambios rapidos en su
fenotipo en respuesta a sefiales ambientales (Hatzi & Melnick, 2014).

El dominio RD2 (regién central de BCL6) controla, al menos en parte, la migracién
de las células B al foliculo. Recluta HDAC2 y el complejo MTA3/NuRD y otros posibles
co-represores. MTA3 regula las dianas involucradas en la modulacién de la
diferenciacién en células plasmaticas (Huang & Melnick, 2015) (Basso & Dalla-Favera,
2012).
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Figura 4. Representacidon esquematica de los mecanismos clave de accion de BCL6. Este
oncogen lleva a cabo sus funciones de represor transcripcional reclutando co-
represores, sobre todo a través del dominio BTB Y RD2. Los co-represores que se unen al
dominio BTB son NCOR, BCOR y SMRT. A RD2 se unen los complejos HDAC2 y MTA3
(Huang & Melnick, 2015).

La actividad de represion transcripcional de BCL6 necesita en la mayoria de los
casos que se una directamente a sitios especificos del ADN a través del dominio C-
terminal de dedos de zinc. Es interesante que cerca de los sitios de unién de BCL6 al
ADN se hayan encontrado otros sitios que son importantes para la modulacién del
desarrollo del centro germinal, asi como para la uniéon de competidores de la actividad
de BCL6 (Huang & Melnick, 2015) (Basso & Dalla-Favera, 2012).

4.2. Genes dianay rutas reguladas por BCL6

BCL6 tiene un gran impacto sobre el centro germinal, regulando los genes y las
rutas clave implicados en el ciclo celular, la diferenciacion a células plasmaticas y la
apoptosis, asi como en la inflamacién (Wagner et al, 2011) (Basso & Dalla-Favera,
2012).

El estudio del programa transcripcional fisiolégico de BCL6 en las células B del
centro germinal normal requiere conocer los sitios de unién de BCL6. Esto ha sido
posible gracias a un estudio del afio 2010 (Basso et al, 2010) que incluia tres analisis
complementarios:
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- Bioquimico: ChIP — on — chip (Chromatin Immunoprecipitation followed by
microarray), permiten identificar regiones promotoras unidas a BCL6 en las
células de los linfomas y en células B normales.

- ARACNe: “reverse-engineering algorithm” que identifica relaciones
transcripcionales potentes conservadas en un gran grupo de fenotipos de
células B. Se realiza junto a ChIP —on — chip

- GEP (Gene Expression Profiling): que permite identificar las dianas que estdn
fisioldgicamente reprimidas en las células B del centro germinal (Basso et al,
2010).

Estos estudios permitieron identificar mas de 1200 genes a los que BCL6 se une en
su promotor provocando su regulacién negativa en condiciones fisiolégicas en las
células B de los centro germinales, proporcionando una mejor compresién de las
funciones de BCL6 en células B normales (Basso & Dalla-Favera, 2010) (Basso et al,
2010). Una caracteristica de BCL6 es el amplio control sobre varias dianas de la misma
via de senalizacion (Basso & Dalla-Favera, 2010).

Ademads BCL6 parece relevante en unas vias que antes no se habian tenido en
cuenta, modulando la sefializacién a través de receptores tipo Toll, INF-R, diferentes
citoquinas, TGF-R y la senalizacion de WNT (Figura 5) (Basso & Dalla-Favera, 2010).

Todo ello sugiere que BCL6 no actua solo como un potente represor, alterando la
expresion de sus dianas, sino que también es un modulador de la transcripcion que
permite controlar la expresion de moléculas esenciales para dos funciones
fundamentales del centro germinal: i) BCL6 modula la activacién y diferenciacion de las
células B del centro germinal y ii) controla el dafio al ADN y la respuesta apoptética de
las células B del centro germinal (Basso & Dalla-Favera, 2010) (Basso & Dalla-Favera,
2012).

Rutas celulares reguladas por BCL6

1. Activacion mediada por células T y sefalizacion por BCR y CD40

La activacion de las células B en las fases finales de la reaccion del centro
germinal es fundamental para la seleccidn de las células B basandose en la
afinidad de su receptor Ig y para que las células seleccionadas continten con la
diferenciacion. La unién de BCR al antigeno ademds de sefiales co-
estimuladoras, son necesarias para que sefales de supervivencia rescaten de la
apoptosis a aquellas células B que expresen anticuerpos de alta afinidad en su
superficie. La interaccidén entre linfocitos B y T se produce entre el receptor
CD40 de las células B y su ligando CD154, que se expresa sobre todo en células
T CD4+ activadas. La sefializacidn de CD40 es necesaria para tener una buena
respuesta inmune.

La sefalizacion mediada por CD40 no se ha demostrado en todas las células del
centro germinal, solo en un pequeiio grupo de centrocitos en los que la
expresion de BCL6 esta disminuida. La sefializacion mediada por CD40 activa
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diferentes vias, cuyo resultado es la activacion de varios factores de
transcripcion, incluyendo NF-kB, NF-AT y AP-1 (Basso & Dalla-Favera, 2010).
BCL6 modula varias moléculas involucradas en la sefial de transduccién de BCR
y CD40, desde la superficie hasta el nucleo, como la sefializacion mediada por
Ca?*, y las vias MAPK y NF-kB. La funcién de BCL6 es prevenir una progresion y
activacion precoz de las células B hacia las fases finales de la diferenciacion. Asi
mismo se ha demostrado que las rutas MAPK y NF-kB regulan a su vez a BCL6,
lo que indica que BCL6 modula sus propias senales regulatorias (Basso & Dalla-
Favera, 2010) (Basso & Dalla-Favera, 2012).
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Figura 5. Representacion esquematica de las rutas celulares reguladas por BCL6 en las
células B del centro germinal. La represion transcripcional por BCL6 en centroblastos cesa
en los centrocitos cuando se activan determinadas vias de sefalizacion que conducen a la
disminucion en la transcripcion de BCL6 y la degradacién de la proteina (Basso & Dalla-
Favera, 2010).
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2. Diferenciacion a células plasmaticas
La diferenciacion terminal define el proceso por el cual las células B del centro
germinal se convierten en células plasmaticas y se requieren cambios en la
produccidon de anticuerpos tanto los unidos a la membrana celular como los
que son secretados. Este proceso se asocia a perdida de la capacidad
proliferativa (Wagner et al, 2011).

BCL6 reprime varias sefiales que podrian activar las células B de manera
prematura, de manera que se asegura que las células B tienen el tiempo
suficiente para pasar por el proceso de hipermutacién somatica. Aunque los
mecanismos que conducen a la diferenciacidon terminal de las células B no se
conocen del todo, si se sabe que la regulacion de los factores de transcripcion
PRMD1, XBP1 e IRF4 es esencial en este proceso (Basso & Dalla-Favera, 2010)
(Basso & Dalla-Favera, 2012).

BCL6 reprime la transcripcion de los genes de PRMD1 e IRF4, que son los
factores de transcripcion encargados de regular la salida y diferenciacion
terminal de las células B de los centro germinales en células plasmaticas
secretoras de anticuerpos (Wagner et al, 2011) (Hatzi & Melnick, 2014).

PRDM1 (BLIMP1) es un factor de transcripcién, reprimido directamente por
BCL6 a través del co-represor MTA3 y necesario para el fenotipo de secrecién
de las células plasmaticas que actua por encima de XBP1. Se expresa en un
grupo de células B del centro germinal tardias que no expresan BCL6, y células
plasmaticas (Basso & Dalla-Favera, 2010) (Basso & Dalla-Favera, 2012) (Wagner
et al, 2011). PRMD1 también es un supresor tumoral que esta silenciado o
mutado en casi el 25% de los ABC-DLBCL, por lo que su supresidon es un
mecanismo que también conduce a la aparicién de linfomas, al bloquearse la
diferenciacion de las células B (Hatzi & Melnick, 2014).

IRF4 es un factor de transcripcion expresado en un subconjunto de centrocitos
en el centro germinal y en las células plasmaticas, necesario para producir las
mismas. Se cree que IRF4 actua por encima o al mismo tiempo que PRDM1 para
la generacién de células plasmaticas (Basso & Dalla-Favera, 2010).

La conclusién es que una expresidon elevada de BCL6 implica una capacidad
proliferativa alta porque bloquea la diferenciacién de las células B post centro
germinal. Si BCL6 disminuye y aumenta PRMD1, se produce la diferenciacion en
células efectoras y su salida del centro germinal (Basso & Dalla-Favera, 2010)
(Wagner et al, 2011) (Basso & Dalla-Favera, 2012).

3. Respuesta a daiio al DNA
La alteracion de las rutas que controlan el daio al ADN contribuye a la funcién
normal de las células B, permitiendo que se produzca la hipermutacién
somatica, pero provoca que se vuelvan resistentes al dafio del ADN y a la
apoptosis, pudiendo degenerar en neoplasias malignas si el proceso se
descontrola (Wagner et al, 2011) (Basso & Dalla-Favera, 2012) (Hatzi & Melnick,
2014).
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La aplicacion de la tecnologia ChlP-on-chip de todo el genoma en asociacién
con GEP ha puesto en evidencia el papel de BCL6 como modulador de la
deteccién y ejecucién de respuestas ante el dafio al ADN, gracias a la
identificacion de un gran conjunto de genes diana de BCL6 implicados en esta
via (Basso & Dalla-Favera, 2010) (Ranuncolo et al, 2008). Entre los genes
reprimidos por BCL6 estan: ATR, CHEK1, TP53 y CDKN1A. BCL6 también se une
y reprime otros supresores tumorales como CDKN1B, CDKN2A, CDKN2B, PTEN y
otros (Hatzi & Melnick, 2014).

Estudios de ganancia y pérdida de funcion en células B primarias humanas y
lineas de células de DLBCL, demostraron que BCL6 impide la fosforilacién de la
histona 2AX y la reparacion de la rotura de la doble hebra tras la exposiciéon a
agentes que dafaban el ADN. Esto se debia en parte a la represién directa de la
transcripciéon de ATR mediada por BCL6, poniendo en evidencia su papel
protegiendo las células de las apoptosis tras el dano del ADN (Ci et al, 2008)
(Basso & Dalla-Favera, 2012).

BCL6 reprime los genes clave de los puntos de control que siguen a ATR en la
cascada (CHEK1, TP53 y CDKN1A). La expresion mantenida de BCL6 disminuye
la accion de estos sensores del dafio del ADN, jugando asi un papel
fundamental en la linfomagénesis (Ci et al, 2008) (Basso & Dalla-Favera, 2012).

Mediante experimentos de ChIP-on-chip se pudo determinar con mas precision
el sitio de union de BCL6 a CHEK1. CHEK1 es una tirosina quinasa, que se activa
por fosforilacion de la serina 345 por ATR, involucrada en la via de reparacion
del dafo al ADN y que involucra la activacién de TP53 y sus dianas en la
cascada. La deplecién de BCL6 en las células B del CG primario induce un
aumento en los niveles de proteina de CHEK1 (Ranuncolo et al, 2008).

Disminuyendo la actividad de CHEK1, BCL6 no permite una completa activacion
de TP53 y facilita la progresion del ciclo celular a través de la fase S y G2/M.
BCL6 también reprime TP53 de forma directa (Ranuncolo et al, 2008) (Basso &
Dalla-Favera, 2010).

. Apoptosis y proliferacion

Las funciones de pro supervivencia y proliferacién de BCL6 son potencialmente
peligrosas. Asi, aunque estas acciones son esenciales para permitir mutagénesis
y maduracion de las inmunoglobulinas, también hace a las células B del centro
germinal propensas a la transformacion maligna (Hatzi & Melnick, 2014).

Sin embargo, las células B del centro germinal tienen un perfil transcripcional
que se caracteriza por la regulacidn negativa de varios genes anti apoptéticos y
la regulacién positiva de genes pro apotéticos, dando como resultado una alta
susceptibilidad para la apoptosis mostrada por las células B. El mantenimiento
del fenotipo pro apoptdtico garantiza que las células B del centro germinal
serdn eliminadas por apoptosis si presentan multiples daifos del ADN (Basso &
Dalla-Favera, 2010) (Basso & Dalla-Favera, 2012).
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BCL6 puede compensar su potencial oncogénico al silenciar genes supresores
de tumores mediante su unién y represién de un gran conjunto de genes, que
pueden contribuir a la aparicién de tumores cuando se desregulan en las
células B del centro germinal normal, incluyendo BCL2, c-MYC, CCND1 y BMI1.
Es plausible que la represién BCL6 de estos genes haya evolucionado como un
mecanismo para contrarrestar su potencial para generar tumores en las células
B de los centros germinales. (Hatzi & Melnick, 2014) (Basso & Dalla-Favera,
2012)

BCL2 es un gen involucrado en suprimir las vias intrinsecas de la apoptosis y es
un gen diana directo de BCL6. BCL2 es silenciado normalmente por BCL6, que
coopera con el factor de transcripcion MIZ1 para reprimir este locus. Sin
embargo las traslocaciones cromosémicas y las mutaciones del promotor de
BCL6 en los linfomas (ver apartado 5) permiten que BCL2 escape a la represion
de BCL6 (Hatzi & Melnick, 2014) (Basso & Dalla-Favera, 2010). Ademas BCL2
esta traslocado frecuentemente en FL y DLBCL.

BCL6 inhibe MYC después de las primeras divisiones celulares que siguen a la
activacion de las células B. Tras la hipermutacién somatica, las células B de los
centros germinales migran hacia las zonas claras para ser seleccionadas a través
de su interaccion con los linfocitos T helper y las células dendriticas foliculares.
En este momento se deja de reprimir MYC para facilitar que un grupo de células
B vuelvan a la zona oscura para seguir madurando (Hatzi & Melnick, 2014).

Estos hallazgos sugieren que BCL6 puede prevenir la detencion del ciclo y las
respuestas apoptaticas en las células B del centro germinal para permitir que se
produzcan los procesos de remodelacion del ADN sin que se inicien respuestas
ante el dafio del ADN (Basso & Dalla-Favera, 2010).

Sefializacion por IFN/IL

Las dianas directas de BCL6 incluyen varios genes que apuntan a varias vias de
senalizaciéon que pueden tener un papel en la activacion y diferenciacién de
células B del centro germinal. Varias rutas involucradas en la respuesta a
quimiocinas y citoquinas estdn moduladas por BCL6, en particular varios
receptores de interleukinas y tipo interferén que conducen a la activacion de
JAK/STAT. Ademas, miembros de la familia STAT estan reprimidos directamente
por BCL6.

Estas rutas juegan un papel en la en la diferenciacién de las células plasmaticas,
el déficit de STAT3 produce un defecto en la produccion de células plasmaticas
productoras de IgG (Basso & Dalla-Favera, 2010) (Basso & Dalla-Favera, 2012).
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6. Senalizacion por receptores Toll-like
La ruta de los receptores tipo Toll tiene un papel en la respuesta inmune
dependiente de linfocitos T y en el desarrollo de las células B de memoria
(Basso & Dalla-Favera, 2012).

Una actividad moduladora en la via del receptor tipo Toll ha sido sugerida por la
presencia entre los genes diana de BCL6 de aquellos que codifican receptores
tipo toll y transductores de las sefiales que se derivan de estos receptores.
Estos hallazgos sugieren que su silenciamiento por BCL6 también puede ser
necesario para estimulos activadores durante la fase proliferativa de la reaccidon
en el centro germinal (Basso & Dalla-Favera, 2010).

7. Seializacion por TFGf
TGF tipo B es un factor de crecimiento que promueve la diferenciacion de las
células plasmaticas secretoras de IgA y atenua la respuesta de las células B ante
antigenos de baja afinidad (Basso & Dalla-Favera, 2012).

BCL6 tiene una accién moduladora sobre la capacidad de TGF-B para regular la
diferenciacién post-centro germinal actuando sobre los genes que codifican
receptores de tipo TGFB, un ligando (BMP2), y los efectores nucleares (Basso &
Dalla-Favera, 2010) (Basso & Dalla-Favera, 2012).

8. WNT
La via de sefializacion WNT también parece estar afectada por BCL6 a través del
control de genes que codifican sus receptores, transductores de sefal, y
factores de transcripcion de la via de sefializacion. La sefializacion por WNT
interviene en los ultimos estadios de la diferenciacion de las células, por lo que
esta via esta silenciada por BCL6 en la primera etapa de la reaccién en el centro
germinal (Basso & Dalla-Favera, 2010).

5. DESREGULACION DE BCL6 EN LINFOMAS

5.1. BCL6 ylinfomagénesis

La expresién desregulada de BCL6 desempefia un papel fundamental en el
mantenimiento del fenotipo proliferativo y la supervivencia de los linfomas de células
B que surgen del centro germinal. Como se ha descrito en el apartado anterior, BCL6
juega un papel clave en la modulacidn de genes implicados en la deteccién y respuesta
al dafio del ADN, por lo que BCL6 puede contribuir a la linfomagénesis al inducir
tolerancia al dafno del ADN, favoreciendo asi la acumulacion de mutaciones
oncogénicas adicionales. Otro mecanismo por el que BCL6 favorece la aparicion de
tumores es bloqueando la diferenciacién terminal (Basso & Dalla-Favera, 2012)
(Bunting & Melnick, 2013) (Wagner et al, 2011) (Basso & Dalla-Favera, 2015).
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En consecuencia, la mayoria de los linfomas de células B surgen de células B del
centro germinal y expresan BCL6 constitutivamente, como se documenta mas
claramente en el caso de linfomas difusos de células B grandes (DLBCL) con fenotipo
GCB Yy linfomas foliculares (FL) (Hatzi & Melnick, 2014) (Bunting & Melnick, 2013).

En la Figura 6 (Cortiguera, 2017) se muestra un esquema de los diferentes tipos de

linfomas B segun su sitio de origen.
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Figura 6. Esquema de los diferentes linfomas de células B y sus zonas de origen. Las flechas
naranjas sefialan el tipo de linfoma y su célula de origen. (Cortiguera, 2017)

Basandonos en la clasificacion de los linfomas de la WHO recientemente
actualizada (Swerdlow et al, 2016), se resumen a continuacion las caracteristicas mas

importantes de los linfomas B donde BCL6 se encuentra desregulado.
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Linfomas difusos de células B grandes (DLBCL)

Estudios morfoldgicos, bioldgicos y clinicos han subdividido los DLBCL en variantes
morfoldgicas, subgrupos moleculares e inmunofenotipicos y variantes patoldgicas
distintas. Los estudios de expresidn génica separaron los casos de DLBCL en base a la
“célula de origen” (COO) en dos grupos: GCB-like que tiene un perfil de expresién
como el de las células B del CG, y ABC-like, cuyo perfil de expresion es como el de las
células B periféricas activadas. Cada uno se asocia con diferentes alteraciones
cromosdmicas. La variante centrogerminal se caracteriza por la expresion de BCL6 y se
asocia con un buen pronéstico, frente a la variante ABC que caracteristicamente no
expresa BCL6 y son mas agresivos (Swerdlow et al, 2016).

Los estudios de expresién génica mostraron que aunque la expresion y actividad
BCL6 se asocia generalmente con el tipo GCB de DLBCL, las traslocaciones que afectan
al locus BCL6 y determinan su expresion constitutiva ocurren mas frecuentemente en
el subtipo ABC (24% de las células B activadas (ABC) DLBCL en comparacion con el 10%
de los casos de GCB-like). Esto sugiere una supresion de la disminucidén de expresion de
BCL6, que ocurre normalmente en las ultimas etapas de la reaccion del centro
germinal (Basso & Dalla-Favera, 2012) (Bunting & Melnick, 2013) (Wagner et al, 2011).

Mas de un 30% de los DLBCL presentan alteraciones en la regién 3927 que
involucra al gen de BCL6 (ver Figura7A), constituyendo una de las traslocaciones mas
prevalentes en el DLBCL.

Aunque la clasificacion de “COQO” proporciona una descripcién de un subconjunto
de DLBCL, no recoge toda la heterogeneidad bioldgica de la enfermedad. Un estudio
independiente basado en perfiles de expresién génica (GEP) identificd tres subtipos
biolégicos DLBCL no relacionados con la célula de origen, sino asociados con: i) B cell
receptor/proliferation (BCR). BCL6 es un factor de transcripcion del grupo BCR; ii) El
microambiente tumoral; iii) La respuesta inflamatoria del huésped. Los tres son los
rasgos que se usaron para definir los DLBCL (Basso & Dalla-Favera, 2012) (Wagner et
al, 2011).

Linfoma folicular (FL)

BCL6 también aparece expresado en otros linfomas de origen centrogerminal

como los linfomas foliculares, neoplasias linfoides compuestas por células B del CG
(tipicamente tanto centrocitos como centroblastos), que normalmente tienen un
patrdn folicular, al menos parcialmente. Son normalmente BCL6 positivos.
El FL se clasifica en 3 grados diferentes en funcién de la proporcidén de centroblastos.
Una serie de estudios sugiere que la separacién en funcién de la histologia puede
predecir el resultado clinico, siendo los casos con mayor numero de células grandes los
gue se comportan de manera mads agresiva y los que tienen mds probabilidades de
progresar a un DLBCL (Swerdlow et al, 2016). La alteracion de 3927 y/o reorganizacion
de BCL6 se encuentra en un 5-10% de los FL, sobre todo los de grado 3B. El grado 3B
asociado a DLBCL tiene una frecuencia de reordenamiento de BCL6 similar a la
encontrada en DLBCL.
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Recientemente se ha incluido una nueva variante de linfoma agresivo con origen
generalmente centrogerminal, los linfomas doble/triple hit, que presentan
reordenamiento de MYC, BCL2 y aunque menos frecuentemente presentan también
reordenamiento de BCL6. Estos casos tienen un indice de proliferacion alto (>90%
Ki67+) (Swerdlow et al, 2016).

5.2. Alteraciones en la regulacion de BCL6

La pérdida de control de la expresion de BCL6 deriva en la transformaciéon maligna de
las células B

Tal como se ha descrito anteriormente, la expresién y la transcripcion de BCL6
estd bajo un control muy estricto durante la reaccién en el CG. Por una parte, durante
la activacion de las células B aumenta tanto el ARNm de BCL6 como su proteina.
Algunas de las vias y factores que inducen BCL6 son la sefializacion mediante IL21R,
IRF8, STAT5B. Por otra parte, la estabilidad del ARNm de BCL6 estd regulada por AUF1
y las chaperonas del ARNm HSP90. La exportacién del ARNm de BCL6 del nucleo celular
estda aumentada por elF4e. (Hatzi & Melnick 2014)

Existen otros mecanismos que aseguran que BCL6 es silenciado una vez que la
maduracién por afinidad se ha alcanzado, de manera que las células B pueden
continuar la diferenciacion terminal hacia células B memoria y células secretoras de
anticuerpos. El fallo en los mecanismos de supresion de BCL6 es la causa subyacente
de la transformacion maligna de las células B. (Hatzi & Melnick, 2014)

Mecanismos de desregulacion de BCL6

Una variedad de mecanismos convergen para alterar la expresién y actividad de
BCL6 en linfomas (Figuras 7 y 8). La expresidon constitutiva de BCL6 puede ser
provocada por translocaciones o interrupciones cromosémicas de regiones
reguladoras dentro del gen BCL6. La expresion de BCL6 es una caracteristica casi
invariable de DLBCL, BL y FL, presumiblemente porque refleja su origen en el CG. En
estos linfomas el mantenimiento del programa de expresion génica mediada por BCL6
parece contribuir a mantener un fenotipo proliferativo (Wagner et al, 2011) (Basso &
Dalla-Favera, 2015).
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Figura 7. BCL6 es diana de alteraciones genéticas que se asocian con la aparicion de
linfomas. (A) Se producen traslocaciones que sustituyen la region reguladora 5° por
promotores heterdlogos (sustitucion del promotor). (B) El circuito de autorregulacion
negativa de BCL6 y la represidn mediada por IRF4 estan impedidas por mutaciones somaticas
(Basso & Dalla-Favera, 2010).

BCL6 fue identificado como la diana de traslocaciones cromosdmicas que afectan
al cromosoma 3927 en DLBCL (Ye et al.,, 1993). En el locus de BCL6 se producen
traslocaciones cromosdémicas que colocan intacta la secuencia codificante de la
proteina de BCL6 bajo el control de regiones reguladoras heterdlogas (Figura 7A)
(Basso & Dalla-Favera, 2015). El locus de la cadena pesada de la inmunoglobulina (IGH)
es el que se altera con mas frecuencia, asi como los promotores de una variedad de
genes que se caracterizan por un amplio rango de expresién a lo largo del desarrollo
de células B, incluyendo los estadios post centro germinal. En estos casos los
mecanismo reguladores se pierden y BCL6 se expresa principalmente a partir del alelo
reordenado (Basso & Dalla-Favera, 2012) (Wagner et al, 2011) (Basso & Dalla-Favera,
2015).
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Los reordenamientos que conducen a la expresidn alterada de BCL6 se detectaron
en aproximadamente el 40% de los DLBCL y 15% de los FL. Como consecuencia de las
traslocaciones cromosdmicas que afectan al cromosoma 327, los promotores
heterdlogos derivados de otros cromosomas se yuxtaponen al extremo 5 del gen
BCL6, un mecanismo conocido como sustitucion del promotor, que impide la
regulacidon negativa de la expresion de BCL6 que esta asociada con la diferenciacion
post centro germinal (Basso & Dalla-Favera, 2012) (Wagner et al, 2011) (Basso & Dalla-
Favera, 2015).

Una caracteristica comun de los promotores es su actividad constitutiva en el
linaje de células B, y en particular su actividad persistente en células post centro
germinal, como inmunoblastos y células plasmaticas. Por lo tanto, estas
translocaciones cromosdmicas causan desregulacion de la expresion de BCL6
impidiendo la disminucidn fisioldgica en células B post centro germinal (Basso & Dalla-
Favera, 2012).

La relacién entre la desregulacion BCL6 y su actividad oncogénica se demostré de
forma concluyente en modelos de ratén con un locus de BCL6 reordenado, imitando
una translocacidon encontrada en los linfomas humanos. Estos ratones con expresion
de BCL6 alterada desarrollaban linfomas con muchas de las caracteristicas de los
DLBCL de los humanos, incluyendo un patrén histolégico difuso, inmunofenotipo de
célula B madura, y genes Ig hipermutados que indican que se originan de células del
centro germinal o post centro germinal (Basso & Dalla-Favera, 2012).

La traslocaciéon cromosémica no tiene en cuenta todos los casos de sobreexpresion
de BCL6, équé otros mecanismos pueden estar actuando para producir este efecto?

En los DLBCL, la desregulacion de BCL6 se logra también mediante un mecanismo
diferente asociado con el proceso de hipermutacién somatica, normalmente dirigido a
la regién reguladora 5° de BCL6. La hipermutacién somatica ocurre en condiciones
normales en las células B para diversificar la respuesta de los anticuerpos. BCL6 fue el
primer objetivo no Ig descrito como afectado por hipermutacion somatica en células B
normales del centro germinal. Otros estudios identificaron un subconjunto de DLBCL
(aproximadamente el 14% de los casos) que presentaban mutaciones en la regién
reguladora 5" de BCL6 que interrumpen el circuito de autorregulacion negativa o
impiden la represion mediada por IRF4 (figura 7B). Mutaciones similares se
encontraron en varios linfomas no Hodgkin (Basso & Dalla-Favera, 2012) (Wagner et al,
2011). Los experimentos en ratones sugirieron que el locus de BCL6 muta con mas
facilidad que los loci de TP53 o MYC. Una posibilidad es que las mutaciones que
ocurren en el sitio 5° UTR de BCL6 podria tener un papel fisiolégico, pero podria
también conducir a un fracaso del mecanismo de autorregulacién y contribuir a la
expresion constitutiva de BCL6 (Wagner et al, 2011).

En ratones con rotura homocigética del locus BCL6, que no producen la proteina
BCL6, se encontrd expresion aumentada de ARNm de BCL6, y se demostrd que era
debido a la presencia de un sitio autorregulatorio en el primer exén del gen. La unién
de la proteina BCL6 a este sitio redujo la transcripciéon BCL6. Alrededor del 15% de
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DLBCL tiene mutaciones en la secuencia autorregulatoria y esto es, por lo tanto, una
via alternativa de la expresién constitutiva de BCL6 (Wagner et al, 2011).

Mecanismos indirectos de desregulacion a nivel transcripcional y postranscripcional

La adquisicién de aberraciones genéticas que afectan el locus de BCL6 no es el
Unico mecanismo utilizado por las células B para alterar la regulacién de la expresién
de BCL6. La desregulacion indirecta de la expresiéon de BCL6 puede lograrse también
por mutaciones somaticas de los genes que codifican los reguladores implicados en la
regulacidn transcripcional o post-transcripcional de BCL6. Asi se facilitan o mantienen
las funciones de BCL6 en los linfomas (Basso & Dalla-Favera, 2012) (Bunting & Melnick,
2013). La mutacién de BCL6, al igual que el estado mutacional de las IG, sirve como
marcador de las células que han pasado por el centro germinal (Jaffe et al, 2008). Estos
mecanismos se resumen a continuacién y se muestran en la Figura 8.

e Los elementos de respuesta a IRF4 en el gen BCL6 median la represion de la
expresion de BCL6. Interrupciones o mutaciones de estas secuencias son un
mecanismo adicional que llevan a la expresion constitutiva de BCL6 (Wagner et
al, 2011) (Basso & Dalla-Favera 2015).

e Mutaciones de ganancia de funcién en su regulador positivo MEF2B25 resultan
en la expresion sostenida de BCL6 en linfomas (Basso &Dalla-Favera 2015).

e Los programas mas afectados en los DLBCL, independientemente del subtipo,
se alteran a causa de modificaciones epigenéticas debidas a la inactivacion
genética de las acetiltransferasas EP300 y/o CREBBP (Basso & Dalla-Favera,
2015). Varios estudios han descrito la presencia de delecciones gendmicas y/o
mutaciones somaticas de pérdida de funciéon en el dominio codificante de la
histona acetil transferasa (HAT) de CREBBP y/o EP300, dos miembros de la
familia KAT3 de histona/proteina lisina acetiltransferasas. En general, estas
alteraciones estan presentes en el 40% de los casos DLBCL y FL (Basso & Dalla-
Favera, 2012) (Bunting & Melnick, 2013). CREBBP y EP300 facilitan la
transcripcién por acetilacién de histonas asi como de proteinas nucleares no
histonas, incluyendo BCL6 y TP53. Estas lesiones suelen ser monoalélicas,
mientras que la expresion del segundo alelo queda retenida, lo que conduce a
una disminucidn de la actividad HAT. Estos hallazgos sugieren que CREBBP vy
EP300 funcionan como genes supresores de tumores haploinsuficientes (Basso
& Dalla-Favera, 2012) (Basso & Dalla-Favera 2015).

Las mutaciones de CREBBP conducen a defectos en la inactivacién mediada por
acetilacién de BCL6. Las mutaciones en EP300 inhiben su actividad de lisina
acetil-transferasa y pueden estabilizar BCL6 manteniendo complejos Hsp90-
BCL6, asi como la reduccién de la acetilacion de BCL6 (ver apartado 3.3). Esto
confirma que la desregulacién de BCL6 puede ocurrir indirectamente a través
de alteraciones genéticas de sus moduladores (Basso & Dalla-Favera, 2012)
(Bunting & Melnick, 2013) (Basso & Dalla-Favera, 2015).
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e La estabilidad BCL6 también puede mantenerse mediante una mutacién que
inhabilita FBXO11, que reduce la tasa de degradacién de BCL6 mediada por
ubiquitinas (Bunting & Melnick, 2013) (Basso & Dalla-Favera, 2015).
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Figura 8. Mecanismos transcripcion y regulacion de la proteina de BCL6 en células
normales Vs células de linfomas (Hatzi & Melnick, 2014).

En conclusidon, la expresion alterada de BCL6 se asocia con linfomagénesis al
permitir la aparicién de aberraciones en un entorno que no responde a los puntos de
control del dafio del ADN y al interferir con los procesos de diferenciacién. La
caracterizacion molecular de los linfomas es esencial para la diseccion de los
subconjuntos tumorales dependientes de BCL6 y por lo tanto potencialmente sensible
a la terapia dirigida a BCL6 (Basso & Dalla-Favera, 2012).
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6. TERAPIA DIRIGIDA CONTRA BCL6

Uno de los objetivos ultimos de la investigacidon terapéutica experimental en el
cancer es desarrollar agentes dirigidos especificamente contra las lesiones moleculares
causales de cada tipo de tumor. Tales agentes tienen potentes efectos antitumorales
generalmente, con menos toxicidad debido a que los tumores dependen de estas vias
aberrantes de supervivencia que no son esenciales en células normales (Parekh et al,
2008).

La terapia estandar para el tratamiento de DLBCL consiste en una combinacién de
anticuerpos monoclonales contra CD20 con un régimen de quimioterapia usando
varios farmacos (CHOP). Incluso cuando tiene éxito, este régimen tiene como resultado
una toxicidad significativa, y en torno al 30% de los pacientes recidivan o progresan,
ocasionando una importante morbimortalidad. El desarrollo de nuevas terapias es
necesario tanto para mejorar el resultado de los pacientes, como para reducir la
toxicidad de los regimenes actuales (Cardenas et al, 2016).

En los linfomas de origen centro germinal tales como el DLBCL subtipo GCB, BCL6
juega con frecuencia un papel fundamental en el mantenimiento del fenotipo tumoral
y por ello constituye una diana terapéutica muy atractiva.

El hecho de que el subtipo ABC-DLBCL a menudo tiene niveles proteicos de BCL6
mas bajos que el fenotipo GCB, podria a priori, sugerir que en este tipo de pacientes
BCL6 no constituye una potencial diana. Sin embargo, la genética tumoral sugiere lo
contrario, dado que los ABC-DLBCL presentan traslocaciones, asi como amplificaciones
del locus de BCL6, que implican desregulacion de su expresion. Se ha sugerido que
BCL6 podria funcionar a través de un mecanismo de tipo "hit-and-run" en ABC-DLBCL
en base a estudios en los que la expresidn transitoria de BCL6 en células madre de
murino, indujeron DLBCL mas tarde en estos ratones (Cardenas et al, 2016).

Por todo ello, BCL6 constituye una diana terapéutica muy atractiva en pacientes
con linfomas agresivos. Sin embargo, actuar sobre los factores de transcripcién se
considera desde hace tiempo un desafio en la terapia contra el cancer (Hatzi &
Melnick, 2014).

6.1. Diseiio racional de inhibidores de BCL6

Sabemos que BCL6 media sus funciones como regulador de las células B del CG y de los
linfomas coordinando el ensamblaje de complejos de represidn transcripcional en la
cromatina. Los estudios estructurales en profundidad del dominio co-represor BTB y
otros dominios de BCL6, han proporcionado una ruta para el disefio racional de estos
inhibidores (Hatzi & Melnick 2014).

A. Dominio BTB. Las caracteristicas que hacen que el dominio N-terminal BTB de
BCL6 sea una buena diana terapéutica para linfomas de células B son:
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e El papel de BCL6 como supresor de los puntos de control es mediado
principalmente a través del dominio BTB. Estudios ChIP-seq en células B
primarias del CG mostraron que BCL6 reprime ATR, TP53 y CDKN1A, genes
clave de los puntos de control, reclutando SMRT o BCOR (Hatzi & Melnick,
2014).

e El dominio BTB contiene residuos a través de los cuales BCL6 interactia con
los co-represores SMRT, NCOR y BCOR y son exclusivos de BCL6, no estan
presentes en otros dominios BTB, planteando la posibilidad de desarrollar
inhibidores especificos menos propensos a interferir con otros factores de
transcripcién. Los tres co-represores se unen a una superficie expuesta
comun en la interfaz de las dos cadenas del dimero, denominada “lateral
groove”, que se forma por homodimerizacién del dominio BTB (Figura 9). Los
ratones que expresan una forma de BCL6 con mutaciones en el “lateral
groove” de union al co-represor no forman centro germinal (Hatzi &
Melnick, 2014) (Cardenas et al, 2017).

e NCOR y SMRT reconocen el “lateral groove” a través de un dominio BBD
(BCL6 BTB binding domain) de 18 aminoacidos. Ambas proteinas forman
complejos similares con HDAC3 y facilitan la deacetilacion de histonas. BCOR
no comparte secuencia ni estructura con SMRT y NCOR y se une a BCL6
usando una secuencia BBD completamente diferente. Mutaciones que
cambian la superficie del “lateral groove” de BCL6 sin afectar la estructura
general del dominio no se unen a los BBDs de los co-represores, y estas
mutaciones anulan la actividad represora del dominio BTB de BCL6 (Hatzi &
Melnick, 2014) (Parekh et al, 2008).

Estas caracteristicas sugieren que el “lateral groove” de BCL6 podria ser una
excelente diana terapéutica. Los agentes que se unen al “lateral groove” y compiten
por la unién del co-represor pueden, en principio, revertir las actividades de represion
de BCL6 (Parekh et al, 2008). Ademas, la interfaz del dominio BTB de BCL6 no parece
estar involucrado en el fenotipo de inflamacién letal causado por la pérdida total de la
proteina de BCL6, reduciendo asi la probabilidad de toxicidad en la diana (Hatzi &
Melnick, 2014).

La parte superior de los dimeros forma un “charged pocket motif”, que estd muy
conservado en la familia del dominio BTB (Figura 9). Se demostré que el “charged
pocket motif” de BCL6 contribuia a la represion transcripcional, y podria constituir otra
diana para el diseiio de inhibidores de BCL6 (Parekh et al, 2008).
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Figura 9. Representacion del dominio BTB de BCL6. Este dominio forma un homodimero
entre los dos mondémeros representados en azul y rojo. A) representacion en la que las
flechas indican el “charged pocket motif” y la zona hidrofébica, indicando algunos de los
residuos. B) representacion del dominio BTB y el “lateral groove” indicado con el recuadro
(Cardenas et al, 2017).

B. Dominio RD2. Ademas del dominio BTB, el dominio RD2 también presenta
actividad represora auténoma:

e La regién RD2 de BCL6 interacciona con el dominio C-terminal del co-
represor MTA3 y CTBP. MTA3 forma un complejo con BCL6 que reprime el
locus de PRDM1, bloqueando asi la diferenciacidon terminal (Hatzi & Melnick,
2014) (Parekh et al, 2008)

e La expresién de MTA3 es similar a la de BCL6 durante la diferenciaciéon
normal en el centro germinal, asi como en DLBCL. La deplecion de MTA3 de
las células de linfoma induce la diferenciacion en células plasmdticas, pero
no reactiva la expresion de ATR o TP53 ni mata las células de linfoma, ya que
la represion de estos genes estd mediada por el dominio BTB (Parekh et al,
2008), por lo que a priori constituye una diana menos potente que el
dominio BTB.

BCL6 usa, por lo tanto, dos tipos de co-represores para reprimir los genes
involucrados en dos rutas bioldgicas diferentes. Asi, el co-represor SMRT/NCOR se une
al “lateral groove” del dominio BTB, y MTA3 se une a RD2, bloqueando Ia
diferenciacién terminal (Parekh et al, 2007).
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El disefio de inhibidores dirigidos contra los dominios de BCL6 de unién a co-
represores son mejores que las estrategias encaminadas a disminuir la proteina de
BCL6 o su unién al ADN por los dedos de zinc. Los ratones “knockout” BCL6 que no
tienen el dominio de los dedos de zinc manifiesta un fenotipo fatal debido a la
inflamacién sistémica mediada por los macrdfagos y células T. Por lo tanto, suprimir la
unién de BCL6 a la cromatina probablemente causaria efectos secundarios téxicos
significativos. Por el contrario, actuando contra el dominio de BTB de unién a co-
represores, que no estd implicado en la respuesta inflamatoria por macrofagos o
funciones de las células T, no provoca estos efectos biolégicos no deseados (Hatzi &
Melnick, 2014).

Por otro lado, comprender los mecanismos bioquimicos de la funcién del dominio
BTB de BCL6 podria servir para seleccionar pacientes en futuros ensayos que prueben
los inhibidores de BCL6 en la clinica. Dada la variabilidad en la clinica de DLBCL, la
mejor clasificacion de los pacientes basada en las firmas trascripcionales derivadas de
las redes diana de promotores y “enhancer” de BCL6, podrian indicar los tumores
dependientes de BCL6 BTB que se beneficiarian de los inhibidores de BCL6 (Hatzi &
Melnick, 2014).

6.2. Moléculas inhibidoras de BCL6

A continuacién se describen las principales caracteristicas de los inhibidores de BCL6
descritos hasta el momento (ver mas detalles en la Figura 10).

A. Moléculas que inhiben el dominio BTB

1. BPI (péptido inhibidor de BCL6):

El primer inhibidor de BCL6 (BPI) fue un péptido recombinante que contenia el
dominio BBD (BCL6 BTB binding domain) de SMRT junto con un dominio TAT para
facilitar su penetracion en la célula (Figura 10). La actividad anti-linfoma de BPI
depende del equilibrio entre la penetracion celular, estabilidad y su unién a BCL6.
(Cerchietti et al, 2009)

La probabilidad de que una de las moléculas lo suficientemente grandes para
ocupar completamente el “lateral groove” pueda penetrar facilmente en las
células, es baja. Una forma de liberar moléculas mas grandes, como los péptidos,
es usando “protein transduction domains” tales como pTAT, que han demostrado
penetrar practicamente todos los tipos de células tanto in vitro como in vivo.
Estudios realizados utilizando péptidos SMRT recombinantes fusionados a pTAT,
muestran que estos inhibidores peptidicos de BCL6 (BPI) pueden interrumpir la
formacion de complejos represores de BCL6. Se demostrd que el péptido de fusién
recombinante TAT-BBD penetra las células B in vitro e interrumpe la interaccién
entre BCL6 y SMRT. BPI fue capaz de reactivar genes diana de BCL6, inducir la
apoptosis y detener el ciclo celular en las células DLBCL. Ademas, la administracién
de BPI in vivo anuld la formacién del centro germinal en respuesta a un estimulo
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antigénico dependiente de células T. Sin embargo, BPI no pudo inducir la
diferenciacién en células de DLBCL (Hatzi & Melnick, 2014) (Parekh et al, 2008),
probablemente porque no interfiere con la unién MTA3. Aunque BPI fue eficaz en
el rango micromolar bajo, el péptido tenia una vida media corta in vivo y era
degradado por las proteasas (Parekh et al, 2008).

Differential Glgy In Invivo GC | In vivo xenograft

BCLS Inhibitor Structure Kd Method | gPCR | Chip Kiling | sensitive cedis | Inhibttion models Reference
A S 158:3nmoll] SPR
SMRTMM-MAI | LVATVKEAGRSHEPREELBHTPELPL 133100t o [ NA | N NA NA NA NA B
BBD-BPI | (His).-PTAT-HA tag -GLVATVKEAGRSHEIPREEL 1102 umol/L | EMSA | Yes | Yes Yes 12 3 pmol/L Yes NA 6,2
L-BPI FU-TAT-GRSIHEIPRG NA NA Yes | Yes Yes 4 ¢ 2 pmol/L NA NA 6,21
RI-BPI TAT-GRGIEHISR-Fu NA NA Yes | Yes Yes 16 £ 3 umol/L Yes Yes 6,2
Apt4s gpHGPROWCLFGgp NA NA | ves | NA NA NA NA NA 30
H
0
av
79-6 o i 138+ Ngmolfl] NMR Yes | Yes Yes 408 £ 396 pmodL NA Yes 3
NN

0
]
o . i 7:3pmoyt| MsT | ves | ves Yes [3ocnpmoli| ves Yos 34
5

Rifamycin SV ~immol/t | NMR NA | NA NA NA NA NA 39

OH

HO
Resveratrol NA NA NA | NA NA <25 pmolL. NA NA 35-37

Figura 10. Inhibidores de BCL6 conocidos hasta la fecha. En la figura esta representada la
estructura de cada uno, asi como su actividad (Cardenas et al, 2017).

2. RI-BPI (péptido inhibidor de BCL6 retro inverso)

Posteriormente se desarrollé una forma mas estable de BPI que podria servir en la
terapia dirigida contra BCL6 (Cerchietti et al, 2009). El péptido se acortd y se
convirti6 en D-aminoacidos resistentes a proteasas (Figura 10). El farmaco
peptidomimético de BCL6 retro-inverso (RI-BPI) era mas potente y estable que BPI.
RI-BPI es un inhibidor de BCL6 que estd siendo desarrollado para su uso clinico y
actua impidiendo que BCL6 reclute los complejos co-represores (BCOR, NCOR,
SMRT) que se unen al dominio BTB (Dupont et al, 2016).
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Las firmas transcripcionales inducidas por él afectan sobre todo a los genes
reprimidos por complejos BCL6-promotor ternario, asi como los genes vinculados
a “enhancer” silenciados por BCL6-SMRT (Hatzi & Melnick, 2014). La funcién
principal de RI-BPI en las células de los linfomas es inducir muerte celular, que se
produce porque BCL6 deja de reprimir genes clave de los puntos de control de
dafio de ADN y genes moduladores como ATR, TP53 y EP300 (Dupont et al, 2016).

Los DLBCL que presentan una firma de activacion por BCR son sensibles a BPI, y de
manera congruente también a RI-BPI. Sin embargo un grupo de DLBCL que
presentan “OxPhos signature” son resistentes al tratamiento con BPI, a pesar de
expresar BCL6 y el tratamiento con RI-BPI ha demostrado ser superior en estos
casos (Cerchietti et al, 2009).

RI-BPI no fue tdxico en ratones y podria ser apropiado para su uso en humanos
(Cardenas et al, 2017).

3. Pequeiias moléculas inhibidoras de BCL6:

A partir de estudios “in silico” se estdn desarrollando pequefias moléculas
inhibidoras capaces de unirse al “lateral groove” del dominio BTB de BCL6 tales
como los compuestos 79-6 y FX1 (Figura 10).

79-6: el disefio de medicamentos por ordenador permitid la identificacién de 79-6,
una molécula pequeifia con actividad anti-linfoma. 79-6 no induce ninguna
toxicidad en los animales, incluso cuando se administra durante un afio de forma
continua, lo que es consistente con el modelo de raton BCL6B™™!t, Este compuesto
muestra propiedades farmacocinéticas favorables y pueden erradicar
completamente linfomas en modelos de ratén (Hatzi & Melnick, 2014).

79-6 se une a BCL6 con menor afinidad que las proteinas co-represoras
enddgenas, lo que podria limitar su utilidad (Hatzi & Melnick, 2014). Sin embargo,
el dominio BTB de BCL6 también se une a los co-represores con relativa baja
afinidad. Por lo tanto, aunque las interacciones entre proteinas son dificiles de
interrumpir no es necesario generar compuestos de alta afinidad, ya que los
inhibidores sélo necesitan competir contra una proteina relativamente débil en el
dominio BTB de BCL6 (Cardenas et al, 2016).

FX1: En un estudio reciente (Cardenas 2016) se utilizd un nuevo método
denominado “SILCS” para disefiar pequeiias moléculas mejoradas que se unieran
al “lateral groove” del dominio BTB de BCL6 y rompieran la unién con los co-
represores endogenos. El compuesto FX1 se identific6 como el inhibidor mas
activo y selectivo contra el dominio BTB de BCL6 (Cardenas et al, 2016)

- FX1 es especifico para BCL6 y se une con mayor afinidad que el ligando
natural de BCL6, SMRT

- FX1 impide que BCL6 reclute co-represores de sus genes diana. Ademas es
mas potente que 79-6 interrumpiendo la unién de BCL6 con SMRT
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- FX1 produce la des-represién de los genes diana de BCL6 y su programa
transcripcional

- FX1 suprime el subtipo GCB-DLBCL dependiente de BCL6 in vitro e in vivo.
Dado que algunos estudios sugieren que el subtipo ABC-DLBCL depende
biolégicamente de BCL6, se podria emplear FX1 para tratarlos.

FX1 era 100 veces mas potente que la generacién anterior de inhibidores de BCL6
representados por 79-6. Es importante destacar que esta potencia superior en la
unién se traduce en una eficacia mejorada en ensayos basados en células vy
modelos animales de GCB-DLBCL, mientras que no se produce toxicidad. Ademas,
se logréo mejorar la potencia sin sacrificar la especificidad, ya que FX1 no tuvo
ningun efecto sobre otras proteinas BTB. Esta especificidad se debe seguramente
al hecho de que los residuos superficiales que recubren el “lateral groove” y se
unen a los co-represors son Unicos para BCL6 y no se conservan en otras proteinas
BTB. Por lo tanto, este enfoque mediante SILCS puede guiar el disefio de
inhibidores de la interaccion proteina-proteina (Cardenas et al, 2016).

B. Moléculas que actuan a nivel del dominio RD2

La interrupcion de la interaccion BCL6-MTA3 podria ser potencialmente Util para
inhibir el bloqueo de la diferenciacion mediado a través del dominio RD2. (Parekh
et al, 2008).

Dado que la deplecion de MTA3 induce la diferenciacién celular, pero no mata a
las células del linfoma, la combinacion del bloqueo de MTA3 con péptidos o
moléculas pequefias, junto a BPI aumenta la respuesta de las células del linfoma a
la terapia, mas que usando cada terapia por separado (Parekh et al, 2007).

C. Moléculas que inhiben “charged pocket motif”

Una estrategia péptidomimética alternativa fue el desarrollo de aptdmeros (Figura
10) que se unian al dominio BTB de BCL6 de manera diferente a los inhibidores.
Aptamer48 es un péptido que puede unirse cerca del “charged pocket motif”
(Figura 9) de BCL6 y podria bloquear la actividad represora de BCL6 sin afectar a la
interaccion con SMRT o NCOR. Aptamer48 promovia la reexpresion de genes diana
de BCL6 y fue también capaz de inhibir la proliferacién de células de linfoma. Estos
datos sugieren que Aptamer48 también podria servir como inhibidor en la terapia
dirigida contra BCL6 (Parekh et al, 2008) (Cardenas et al, 2017).

Parece que la respuesta a los inhibidores de BCL6 se correlaciona con los niveles
de BCL6, debido a que se requieren mayores dosis para suprimir las lineas celulares
gue expresan mas BCL6. Sin embargo, hay muchas excepciones a esta regla,
probablemente debido a los efectos de diferentes conjuntos de mutaciones somaticas
y otros factores que alteran la funcionalidad BCL6 (Cardenas et al, 2016).
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6.3. Combinacion de terapias en linfomas

Determinar las vias de sefalizacidon reprimidas por BCL6 en células de linfomas, asi
como sus mecanismos bioquimicos de accidn, permitiria disefiar mas eficazmente el
tratamiento combinado de inhibidores de BCL6 con otros farmacos. Estudios
preliminares de combinacion apoyan esta estrategia:

e Lades-represidon de TP53 vy las vias de apoptosis produce la muerte sinérgica de
las células del linfoma cuando los inhibidores de BCL6 se combinan con
guimioterapia o compuestos activadores de TP53 (Hatzi & Melnick, 2014).

e Estrategias terapéuticas que combinan bloqueo BCL6 con inhibidores de HSP90
o HDAC, elimina células de DLBCL interrumpiendo el circulo de
retroalimentacién positiva entre BCL6, represion de EP300, y HSP90 (Hatzi &
Melnick, 2014).

e La inhibicion de BCL6 también induce la expresién de genes antiapoptéticos
como BCL2 y BCL2A1. Estos pueden representar un tipo de mecanismos de
retroalimentacién que permitan la supervivencia DLBCL cuando tratamos con
inhibidores de BCL6 (RI-BPI) (Hatzi &Melnick, 2014).

Las mutaciones en el promotor de BCL2 que se producen en algunos DLBCL
permiten que BCL2 escape al control por BCL6, de manera que mantiene la
supervivencia del linfoma al suprimir la actividad de la proteina pro-apoptadtica
BH3 (Dupont et al, 2016).

Los datos sugieren que las proteinas de la familia BCL2 proporcionan resistencia
a la activacion de los puntos de control, activados por el tratamiento con RI-BPI
en GCB-DLBCL. Al volverse estos linfomas mas dependientes de BCL2 con el
tratamiento con RI-BPI, si le afladimos tratamiento contra los mecanismos de
feedback que actuan en BCL2, aumentamos la eficacia de la terapia contra BCL6
(Dupont et al, 2016).

De acuerdo con estas lineas, la terapia combinada utilizando farmacos
miméticos BH3 tales como ABT-737 (inhibidor de BCL2 en fase de ensayo
clinico) produjo una potente sinergia con inhibidores de BCL6 (Hatzi & Melnick,
2014).

e La regulacién del receptor de células B por BCL6 y la sefalizacion por NF-kB
también podria ser aprovechado para disefiar tratamientos combinados
dirigidos. Por ejemplo, se mostré que BCL6 mantiene sefializacién BCR a través
de la represion de SYK (spleen tirosina quinasa) inactivando la fosfatasa
PTRPRO (protein tyrosin phosphatase, receptor type O). Por lo tanto, la
inhibicidn de BCL6 combinada con compuestos contra la sefializacion BCR tales
como inhibidores de SYK y BTK pueden producir destruccién sinérgica de
células del linfoma (Hatzi & Melnick, 2014).
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En resumen, desde el punto de vista terapéutico, la combinacién de inhibidores de
BCL6 con farmacos que actuan sobre las vias reprimidas por BCL6 llevé a una mayor
muerte celular, lo que sugiere que la terapia combinada contra las funciones de
represion de BCL6 podria proporcionan un efecto terapéutico superior (Hatzi &
Melnick, 2014) (Parekh et al, 2008). Por lo tanto, se amplia el alcance de los linfomas
gue pueden responder a la terapia dirigida a BCL6 para incluir DLBCL tipo GCB y ABC.
Esto es particularmente importante dado la evolucién clinica mas desfavorable de
ABC-DLBCL.

La potente actividad anti-linfoma y las propiedades farmacolégicas favorables de
los inhibidores de BCL6 son muy prometedoras para el desarrollo de regimenes
terapéuticos definitivos para erradicar los linfomas con menos toxicidad, en
comparacion con las opciones actuales (Hatzi & Melnick, 2014).
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7. CONCLUSIONES

BCL6 juega un papel esencial en la formacién del centro germinal, mantiene el
equilibrio entre la supervivencia y la apoptosis de los linfocitos B y genera el ambiente
necesario para que se produzca la generacidon de anticuerpos de alta afinidad. Esto lo
consigue por su represion tanto de de oncogenes como de genes supresores tumorales
gue controlan la proliferacion, apoptosis, respuesta al dafio al ADN, diferenciacién
celular, etc. En la Figura 11 se resumen los efectos de BCL6 en células B normales del
centro germinal y en linfomas.

Sin embargo, la desregulacion de BCL6 por mutaciones puntuales o traslocaciones,
impiden que se complete la diferenciacidn fisiolégica y generalmente conlleva en
muchos casos la generacion de Linfomas.

Debido a su papel en el desarrollo de linfomas B, la inhibicion de BCL6 mediante la
combinacion de la terapia dirigida contra BCL6 y farmacos estandar, se presenta como
una alternativa terapéutica muy atractiva, con estudios preliminares que sugieren
una eficacia clinica superior y una menor toxicidad. Esto es de gran interés
especialmente en pacientes de alto riesgo que tienen mas probabilidades de ser
resistentes a quimioterapia.
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Figura 11. Esquema que representa el papel de BCL6 manteniendo el balance para que
se produzca el desarrollo normal de las células B del centro germinal, y como su
alteracion deriva en la formacion de un linfoma de células B al aumentar la actividad de
los oncogenes y disminuir la de los supresores tumorales (Hatzi & Melnick, 2014).
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