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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Metylacja argininy uznawana jest za jedng z najtrwalszych i najczesciej wystepujacych mo-
dyfikacji potranslacyjnych. Reakcja przeniesienia grupy metylowej z S-adenyzolometioniny
na aminowa reszte argininy katalizowana jest przez metylotransferazy argininy (PRMT).
W organizmie cztowieka znanych jest dziewie¢ enzyméw z rodziny PRMT, nazwanych zgod-
nie z kolejno$cia odkrycia PRMT1-PRMTY. Ze wzgledu na produkt katalizowanej reakcji
metylotransferazy argininy podzielono na trzy klasy: I, I, IIl. Produktami ich aktywno$ci
sa odpowiednio: asymetryczna dimetyloarginina (ADMA), symetryczna dimetyloarginina
(SDMA) oraz monometyloarginina (MMA). Powstale modyfikacje w istotny sposéb wplywaja
na strukture chromatyny, dzieki czemu moga petni¢ funkcje koaktywatoréw i supresoréw
transkrypcji. Metylacja argininy petni wiele krytycznych funkgji, niezbednych do prawidto-
wego funkcjonowania organizmu. Uczestniczy m.in. w kontroli transdukcji sygnatu, splicingu
mRNA oraz reguluje podstawowe procesy komédrkowe, takie jak: proliferacja, réznicowanie,
migracja i apoptoza. Coraz wiecej dowodéw wskazuje, ze dysregulacja poziomu PRMT moze
powadzi¢ do transformacji nowotworowej. Zwigzek miedzy podwyzszonym poziomem PRMT
a chorobg nowotworowg udowodniono m.in. w raku: piersi, jajnika, ptuc i jelita grubego. Ak-
tywno$é metylotransferaz argininy moze by¢é regulowana za pomoca matoczasteczkowych
inhibitoréw PRMT. Obecnie trzy substancje hamujgce aktywno$¢é PRMT znajdujg sie w fazie
badan klinicznych i wykazujg dziatanie przeciwnowotworowe wobec nowotworéw hemato-
logicznych. Przypuszcza sie, ze zastosowanie swoistych inhibitoréw PRMT moze sie okazaé
nowym, skutecznym i bezpiecznym sposobem zwalczania choréb onkologicznych.

epigenetyka, PRMT, metylacja, nowotwdr, inhibitor PRMT

Summary:

Arginine methylation is considered to be one of the most permanent and one of the most
frequent post-translational modifications. The reaction of transferring a methyl group
from S-adenosylmethionine to arginine residue is catalyzed by aginine methyltransferase
(PRMT). In humans there are nine members of the PRMT family, named in order of discovery
of PRMT1- PRMT9. Arginine methyltransferases were divided into three classes: I, II, 111, with
regard to the product of the catalyzed reaction. The products of their activity are, respec-
tively, the following: asymmetric dimethylarginine (ADMA), symmetrical dimethylarginine
(SDMA) and monomethylarginine (MMA). These modifications significantly affect the chro-
matin functions; therefore, they can act as co-activators or suppressors of the transcription
process. Arginine methylation plays a crucial role in many biological processes in a human
organism. Among others, it participates in signal transduction control, mRNA splicing and
the regulation of basic cellular processes such as proliferation, differentiation, migration and
apoptosis. There is increasing evidence that dysregulation of PRMT levels may lead to the
cancer transformation of cells. The correlation between increased PRMT level and cancer
has been demonstrated in the following: breast, ovary, lung and colorectal cancer. The ac-
tivity of arginine methyltransferase can be regulated by small molecule PRMT inhibitors.
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To date, three substances that inhibit PRMT activity have been evaluated in clinical trials and
exhibit anti-tumor activity against hematological cancer. It is believed that the use of specific
PRMT inhibitors may become a new, effective and safe treatment of oncological diseases.
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WPROWADZENIE

Epigenetyka jest dziedzing biologii molekularnej, badajaca
dziedziczne zmiany ekspresji genéw, ktérych nie mozna
wyttumaczy¢ zmianami w sekwencji kwasu deoksyrybonu-
kleinowego (DNA, deoxyribonucleic acid) [62]. Mechanizmy
epigenetyczne obejmujg metylacje nici DNA oraz zmiany
biochemiczne reszt aminokwasowych biatek histonowych
[31]. Do najlepiej poznanych modyfikacji potranslacyjnych
(PTM, posttranslational modification) histonéw zalicza
sie: metylacje, acetylacje, fosforylacje, sumoilacje, rybo-
zylacje oraz deiminacje [44]. PTM zachodzace w obrebie
bialek histonowych umozliwiaja tworzenie bardziej skom-
plikowanych sieci interakgji: biatko-biatko, biatko-DNA,
biatko-RNA, dzieki czemu nadzorujg wiele waznych pro-
ceséw biologicznych, takich jak: proliferacja, réznicowa-
nie, migracja i apoptoza komérek. Modyfikacje chemiczne
genomu w odrdznieniu od mutacji genetycznych sa reak-
cjami odwracalnymi [1, 18, 32].

Metylacja reszt ogonéw histonowych uznawana jest za
jedng z najtrwalszych modyfikacji epigenetycznych. Pierw-
sze informacje o metylacji biatek pochodza z 1960 r., gdy
odkryto e-N-metylolizyne w organizmie Salmonella Typhi-
murium. Wplynelo to na rozwéj epigenetyki i kilka lat
pézniej odkryto zjawisko metylagji lizyny, a w 1970 r. ziden-
tyfikowano po raz pierwszy metylowang arginine [46].
Obecnie znanych jest ponad 60 ludzkich metylotransferaz

histonowych (HMT, histone methyltransferases), wéréd
ktérych mozna wyrdzni¢: metylotransferazy lizyny (HKMT,
histone lysine methyltransferase) katalizujace transfer
grupy metylowej (-CH3) z S-adenozylometioniny (SAM,
AdoMet, S-Adenosyl methionine) do aminowej reszty
lizyny lub metylotransferazy argininy (PRMT, protein argi-
nine methyltransferase), katalizujace reakcje metylacji
reszt argininy [39].

W artykule scharakteryzowano rodzine metylotransferaz
argininy, zaburzenia ich poziomu w chorobach nowotwo-
rowych oraz prébe blokowania ich aktywnosci, jako nowym
sposobie terapii chordb onkologicznych.

Czym sg metylotransferazy argininy i za co
odpowiadajg w organizmie czlowieka?

Metylotransferazy argininy (PRMT) sa grupg enzyméw
epigenetycznych katalizujacych przytaczenie grupy mety-
lowej do reszt argininy ogonéw histonowych i/lub biatek
niehistonowych [9]. W organizmie czlowieka znanych jest
dziewie¢ réznych metylotransferaz argininy nazwanych
zgodnie z kolejnoscia odkrycia PRMT1-PRMT9. Wiekszo$¢
genéw kodujacych PRMT ulega ekspresji we wszystkich
tkankach, wyjatkiem jest gen PRMTS, ktérego ekspresja
wykrywana jest wytacznie w o$rodkowym uktadzie ner-
wowym [37]. Ze wzgledu na przebieg reakcji katalizowa-
nej przez PRMT enzymy podzielono na trzy klasy: PRMT

273

273



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2021; tom 75: 272-282

I, PRMT II, PRMT 111 [6, 9]. Pierwszy etap reakcji we wszyst-
kich klasach PRMT przebiega w ten sam sposdb i polega na
wytworzeniu monometyloargininy (MMA, monomethy-
larginine). Nastepny etap metylacji przebiega odrebnie dla
kazdej klasy enzyméw. Wsrdd metylotransferaz argininy
nalezgcych do klasy I sg PRMT: 1, 2, 3, 4, 6, 8. Enzymy te
katalizujg powstanie asymetrycznej dimetylowanej argi-
niny (ADMA, asymmetric dimethylarginine) [53]. Do mety-
lotransferaz argininy klasy II naleza: PRMT5 i PRMT9.
Enzymy te uczestnicza w powstaniu symetrycznie dime-
tylowanej argininy (SDMA, symmetric dimethylarginine)
[19]. PRMT?7 jest jedynym enzymem nalezacym do mety-
lotransferaz argininy klasy I11 i katalizuje powstanie mono-
metyloargininy [34].

Reakcja metylacji argininy reszt ogonéw histonowych
jest wazng modyfikacja epigenetyczna, regulujaca struk-
turalng przebudowe chromatyny i proces transkrypcji
[40, 43]. W wyniku aktywno$ci PRMT moga powstaé trzy
rézne metyloargininy: monometyloarginina (Rme1l), syme-
tryczna dimetyloarginina (Rme2s) oraz asymetryczna
dimetyloarginina (Rme2a) [1]. Miejsce przylaczenia grupy
-CH3 i powstata podczas reakcji metyloarginina decyduje
o kondensacji lub rozluznieniu chromatyny. Metylacja
biatek histonowych w pozycjach: H3R2me2s, H4R3me2a,
H3R17me2a, H3R26me2a prowadzi do aktywacji trans-
krypcji, a powstanie H3R2me2s, H3R8me2a, H3R8mez2s,
H4R3me2s hamuje aktywno$¢ transkrypcyijna [43, 66].

Metylacja argininy pelni wiele krytycznych funkcji, nie-
zbednych do prawidlowego funkcjonowania organizmu.
Uczestniczy m.in. w kontroli transdukcji sygnatu, regu-
lacji sktadania mRNA, a takze w utrzymaniu homeostazy
glukozy [9]. Ponadto PRMT zawierajg wiele substratéw
niebedacych biatkami histonowymi. Sg one zaangazowane
w regulacje wielu proceséw komérkowych, takich jak: réz-
nicowanie, cykl komdrkowy, apoptoze, endocytoze oraz
transport RNA [34, 53, 56].

ZABURZENIA POZIOMU METYLOTRANSFERAZ ARGININY
W CHOROBIE NOWOTWOROWE)

Prawidlowy wzrost i rozwéj komdrek tworzacych orga-
nizm jest mozliwy dzieki wlasciwej regulacji i wzajemnym
oddziatywaniom miedzy $ciezkami sygnalizacyjnymi, kon-
trolujgcymi podzial, réznicowanie oraz $mier¢ komdrek
[50]. Reakcja metylacji argininy reguluje poziom ekspresji
gendw na réznych etapach zycia komérek. Nieprawidlowy
poziom PRMT moze spowodowa¢ zmiany aktywnosci onko-
genéw i gendw supresorowych oraz sprzyja¢ modyfikacjom
wewngtrzkomdrkowych szlakéw sygnalizacyjnych, promu-
jac transformacje komdrek [47, 71]. W tym rozdziale omé-
wiono w jaki sposéb dysregulacja poszczegélnych PRMT
wplywa na rozwdj choroby nowotworowe;.

Metylotransferaza argininy 1 (PRMT1) jest najlepiej pozna-
nym enzymem z rodziny PRMT. PRMT1 katalizuje powsta-
wanie okolo 80% zmian epigenetycznych zwigzanych
z metylacja argininy w genomie cztowieka [46, 69, 71].
Gléwnym zadaniem PRMT1 jest regulacja embriogenezy,

kontrola cyklu podziatowego komdrek oraz naprawa uszko-
dzeri DNA [47, 69]. Podwyzszony poziom PRMT1 wykryto
m.in. w raku: prostaty, ptuc, okreznicy, pecherza moczo-
wego, biataczce oraz piersi. W wielu przypadkach stezenie
enzymu koreluje ze stopniem zaawansowania choroby oraz
jest wiarygodnym czynnikiem prognostycznym [3, 17].
PRMT1 moze sprzyjaé rozwojowi ostrej biataczki szpikowej
(AML, acute myeloid leukemia) przez bezposrednig interak-
cje z biatkami fuzyjnymi AML1-ETO oraz MLL-EEN, katali-
zujac zaburzona metylacje w docelowych loci i zwiekszajac
ekspresje genéw powiazanych z potencjatem hematopo-
etycznym [52]. W raku piersi PRMT1 uczestniczy w asy-
metrycznej dimetylacji R260 receptora estrogenowego,
umozliwiajac powstanie kompleksu mEra/Src/PI3K i akty-
wacje kinazy Akt, skutkiem tego jest zwiekszona prolife-
racja, migracja i przezycie komérek nowotworowych [43,
46]. Hiperproliferacji komérek raka piersi sprzyja réwniez
symetryczna dimetylacja receptora nabtonkowego czyn-
nika wzrostu (EGFR) w pozycjach R198 i R200. Modyfikacja
ta zwieksza dimeryzacje i aktywacje EGFR oraz wyksztatca
oporno$¢ na cetuksymab [40, 57]. W wielu typach nowo-
tworéw podwyzszony poziom PRMT1 powoduje nad-
mierng proliferacje komérek rakowych dzigki aktywacji
szlaku sygnatowego Wnt/p-katenina oraz $ciezki NOTCH
[66]. Enzym zaburza réwniez proces podziatu komdrki
przez zwiekszong ekspresje genédw kodujacych cykliny: B1
i D1 oraz obnizenie ekspresji genu CDKN1 [49]. Coraz wie-
cej dowodéw wskazuje, ze metylotransferaza argininy 1
zwieksza inwazyjny charakter komérek nowotworowych
sprzyjajac przejéciu nablonkowo-mezenchymalnemu (EMT,
epithelial-mesenchymal transition). Enzym asymetrycznie
dimetyluje histon H4R3 w regionie promotorowym genéw
ZEB1 oraz TWIST1. Zmiana ta obniza ekspresje e-kadheryny
i powoduje jej degradacje; obniza stezenie p-kateniny oraz
zwieksza poziom markeréw mezenchymalnych (wimen-
tyny, N-kadheryny, Snail), promujac EMT [25, 46, 56]. Pod-
wyzszona ekspresja genu PRMT! uposledza funkcje gendw
uczestniczacych w naprawie uszkodzeti nici DNA: TP53,
BRCA1, GADD45G oraz moduluje aktywno$¢ czynnika wigzg-
cego powtdrzenia telomerowe 2 (TRF2), regulujac dugosé
i stabilno$¢ telomeréw. Wykazano, ze zmniejszenie ekspre-
sji genu PRMTI w komdrkach nowotworowych zwieksza
asocjacje TRF2 z telomerami i powoduje ich skracanie [3].

Metylotransferaza argininy 2 (PRMT2) uczestniczy w trans-
aktywacji receptoréw jadrowych, takich jak receptor: estro-
genowy (ER), progesteronowy (PgR) i androgenowy (AR).
Podwyzszone stezenie PRMT2 sprzyja wiec rozwojowi
nowotworéw hormonozaleznych [46]. Aktywacja recepto-
réw ERa, PgR oraz AR indukuje wzrost i progresje nowo-
tworu, zwiekszajac tempo kinetyki wzrostu komérek,
zaburzajac ich cykl podzialowy oraz promujac migracje
i adhezje [67]. Dysregulacja PRMT?2 i jego udzial w roz-
woju choroby nowotworowej najlepiej przebadano w raku
piersi. W warunkach fizjologicznych enzym umiejscawia
sie w jadrze komdrkowym, jednak w tkance nowotwo-
rowej dochodzi do jego translokacji i nadmiernego gro-
madzenia sie w cytoplazmie. Zwiekszona ekspresja genu
PRMT2 w cytoplazmie komdérki koreluje ze wzrostem guza
oraz ze stopniem jego inwazyjnosci [68]. Podwyzszona
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ilo§¢ enzymu w obecnosci estrogenu zwieksza ekspre-
sje genu SNAIL oraz zmniejsza ilo$¢ E-kadheryny, promu-
jac migracje komdrek nowotworowych [51]. Zhong i wsp.
dowiedli, ze utrata ekspresji genu kodujacego metylotrans-
feraze argininy 2 w jadrze sprzyja hiperproliferacji komé-
rek nowotworowych, dzieki zwiekszonemu powinowactwu
ERa do regionu promotorowego genu CNND1. Natomiast
ekspresja PRMT2 w jadrze przyczynia sie do stabszej proli-
feracji komérek i do zahamowania aktywnosci szlaku Akt/
GSK-3B/CNND1 [68, 69]. Podwyzszone stezenie PRMT2
zaobserwowano réwniez w przypadku glejaka. Enzym
uczestniczy w asymetrycznej dimetylacji histonu 3 przy
argininie 8. Modyfikacja ta zwieksza ekspresje genéw
zaangazowanych w progresje cyklu komdrkowego: CCNAZ,
CCNBI, CCND1 oraz sprzyja aktywacji onkogennych $ciezek
sygnalizacyjnych: duze stezenie PRMT4 korzystnie wplywa
na nadmierng proliferacje komdrek rakowych, gtéwnie
poprzez proliferacje komérek nowotworowych, uwraz-
liwia je na chemio- i radioterapie i obniza ekspresje mar-
keréw charakterystycznych dla nowotworowych komérek
macierzystych [67].

Metylotransferaza argininy 3 (PRMT3) znajduje si¢ wytacz-
nie w cytoplazmie, wiec enzym bezpo$rednio nie wptywa
na epigenom [56]. Enzym katalizuje metylacje biatka rybo-
somalnego 40s oraz uczestniczy w prawidlowym dojrze-
waniu biatka rybosomalnego 80s [59]. Dotychczas nie
stwierdzono bezposredniego udzialu metylotransferazy
argininy 3 w procesie karcynogenezy, jednak podwyzszone
stezenie enzymu sprzyja wytworzeniu opornosci na gem-
cytabine w nowotworze trzustki. PRMT3 katalizuje reakcje
asymetrycznej dimetylacji hnRNPA1 w pozycji R31, powo-
dujgc zwiekszone powinowactwa biatka do mRNA ABCG2
(ATP-binding cassette super-family G member 2). Metyla-
¢ja hnRNPA1 za po$rednictwem PRMT3 wzmacnia wigzanie
zmRNA ABCG2 i znaczgco przedtuza jego stabilnos¢ [22].

Metylotransferaza argininy 4 (PRMT4) znana jest réw-
niez pod nazwa CARM1 (coactivator-associated arginine
methyltransferase 1). PRMT4 reguluje wiele podstawo-
wych proceséw biologicznych, takich jak: sktadanie RNA,
naprawa DNA, progresja cyklu komérkowego oraz auto-
fagia [57]. Podwyzszony poziom PRMT4 dziata proonko-
gennie w rakach: piersi, prostaty, ptuc oraz nowotworéw
przewodu pokarmowego [7]. Duze stezenie PRMT4 hamuje
proliferacje komérek, gtéwnie przez deregulacje szlaku
B-kateniny [33]. Enzym ten uczestniczy w asymetrycznej
dimetylacji biatka Rb w pozycji R787, ktéra zaburza funk-
cje osi Rb/EsF1, upo$ledza supresorowg funkcje biatka
Rb, a nawet do rozregulowania cyklu komérkowego [35].
PRMT4 specyficznie metyluje BAF155, sktadowa kom-
pleksu przebudowy nukleosomu SWI/SNF. Zmiana ta jest
zwiazana ze wzrostem migracji komérek i ich przerzutowa-
niem. Obecnie asymetryczna dimetylacja BAF155 w pozy-
cji R1064 odgrywa tak istotna role w procesie onkogenezy,
iz zostata uznana za niezalezny marker prognostyczny
nawrotu raka piersi [45, 56]. Enzym moze réwniez mody-
fikowa¢ odpowiedz organizmu na stosowane leczenie che-
mio-terapeutyczne. CARM1 katalizuje przytaczenie grupy
metylowej do kompleksu mediatora polimerazy RNA,

podjednostki MED12, zwiekszajac chemiooporno$¢ komé-
rek nowotworowych [15]. Coraz wiecej dowodéw wskazuje,
Ze obnizone stezenie PRMT4 moze réwniez niekorzystnie
wplywad na procesy przebiegajace w komérce. Obnizone
stezenie PRMT4 zaobserwowano w raku watrobowokomér-
kowym oraz w nowotworze trzustki. W obydwu przypad-
kach brak ekspresji genu kodujacego PRMT4 skorelowany
byt ze zwiekszonym metabolizmem komédrek nowotworo-
wych. CARM1 specyficznie metyluje dwa wazne enzymy
metaboliczne: GAPDH w pozycji R234 oraz MDH1 w R248,
co zmniejsza lub catkowicie wytacza ich aktywno$é. Zabu-
rzenie aktywnosci enzyméw: GAPDH i MDH1 prowadzi
do zwiekszenia przemian energetycznych zachodzacych
w komdrce, czego konsekwencja jest nadmierna prolifera-
cja komdrek nowotworowych [58, 70].

Metylotransferaza argininy 5 (PRMT5) jest enzymem
powszechnie wystepujacym we wszystkich tkankach euka-
riontéw. Aktywno$¢ PRMT5 jest zwigzana z represja trans-
krypcji spowodowang zmiang struktury chromatyny [10,
50]. Poziom PRMT5 ulega podwyzszeniu przede wszystkim
w raku: pluc, jelita grubego, piersi oraz w czerniaku. Stezenie
enzymu w transformowanych komérkach jest zwigzane zich
hiperproliferacjg, zaburzeniem cyklu komérkowego oraz
zniesieniem programowanej $mierci komaérki [2, 61]. W wiek-
szosci przypadkéw nadekspresja genu kodujgcego PRMT5
skraca czas przezycia pacjentéw z chorobami nowotworo-
wymi [30]. Na rokowanie chorego moze wptywaé umiejsco-
wienie komérkowe enzymu. Udowodniono to w przypadku
nowotworu gruczotu krokowego. Frakcja jadrowa PRMT5
w komérkach tagodnego raka stercza hamuje proliferacje
komérek nowotworowych, podczas gdy cytoplazmatyczna
go nasila [2, 30]. PRMT5 sprzyja proliferacji komérek nowo-
tworowych przez zwiekszenie ekspresji cyklin fazy G1 cyklu
komérkowego: D1, D2, E1[10, 50]. Dzieki symetrycznej dime-
tylacji histonéw H3R8 i H4R3 obniza sie ekspresja gtéwnych
genéw supresorowych: ST7, RB, NM23 oraz TP53 [1, 32, 50].
Zwiekszone stezenie frakcji jadrowej enzymu moze sprzy-
ja¢ nadmiernej proliferacji transformowanych komdrek
przez metylacje EGFR w pozycji R1175 i wzmocnieniu sygna-
lizacji Erk [28, 32]. Ponadto enzym uczestniczy w aktywacji
szlaku NF-kB, celujac w podstawowe geny antyapoptyczne,
takie jak: BCL2L1 oraz IAP-2, hamujgc w ten sposdb apop-
toze komérek nowotworowych i podtrzymujac ich prolife-
racje [23]. Metylotransferaza argininy 5 zwieksza ekspresje
pluripotencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych, dzieki
czemu podtrzymuje populacje nowotworowych komérek
macierzystych i uodparnia je na stosowang chemioterapie.
Zmniejszenie stezenia PRMT5 moze mie¢ podstawowe zna-
czenie w terapii choréb nowotworowych, gdyz prowadzi
do apoptozy zréznicowanych komdrek nowotworowych,
a niezréznicowane komérki rakowe uwrazliwia na dziatanie
cytostatykéw [5, 23].

Metylotransferaza argininy 6 (PRMT6) reguluje pro-
cesy jadrowe, takie jak: ekspresja genéw i naprawa
nici DNA [29]. Zwiekszona ekspresja genu kodujacego
PRMT6 obserwowana jest w wielu tkankach nowo-
tworowych, m.in. w guzach litych: ptuc, stercza, piersi
oraz watroby [46, 67]. Podwyzszone stezenie PRMT6
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Tabela 1. Charakterystyka rodziny metylotransferaz argininy

Enzym Funkdja fizjologiczna Nowotwor Cel molekularny enzymu
 plers — biatka fuzyjne: AML1-ETO, MLL-EEN;
 phuc EGFR; ZEBT;
—regulacja embriogenezy ~ okretnicy receptor estrogenowy CCNB1; CCND1;
PRMT1 — kontrola cyklu komdrkowego E-kadheryna; TP53; TWIST1; SNAIL;
~ naprawa uszkodzef nici DNA - prostaty BRCAT; GADDA5G; TFR2
— pecherza

— ostra biataczka szpikowa

— aktywacja $ciezek sygnalizacyjnych:
NOTCH, Wnt/B-katenina

— SNAIL; e-kadheryna; CCND1; CCNA2,

— aktywacja receptorw: — piersi (CNB1;
PRMT2 estrogenowego, progesteronowego, —glejak — aktywacja $ciezek sygnalizacyjnych:
androgenowego MAPK,
PI3K-AKT, JAK-STAT
— metylagja biatka rybosomalnego 40s
PRMT3 —regulacja dojrzewania biatka — trzustki —hnRNPA1
rybosomalnego 80s
— skfadanie RNA — piersi
—naprawa nici DNA — prostaty Y N . .
PRMT4 (CARM1) — kontrola cyklu komérkowego - phuc B-katenina; Rb; BAF135; GAPDH;
. ) MDH1
— autofagia — watrobowokomdrkowy
— trzustki
- phuc
_ . . — jelita grubego — CCND1; CCND2; CCNET;
PRMITS represja transkryj — piersi TP53; EGFR; BCL2LT; 1AP-2
— czerniak
- phuc
. —stercza
PRMT6 ~naprawa nici DNA — piersi —p21; p27,TSP1, PELPT
— aktywacja receptora estrogenowego
— watroby
— marker komérek pluripotencjalnych — E-kadheryna; TWIST1; SNAIL; ZEB1;
PRMT7 — utrzymanie puli komérek — piersi ZEB2; MMP-2
satelitarnych MMP-9
— piersi
PRMTS - dOJrz'ewame synaps w osrodkowym  — szy;lq rTlaqcy _ Sox2: NANOG; Octd
uktadzie nerwowym — okreznicy
— trzustki
— czerniak
—requlacja alternatywnego splicingu chtoniak
_ o ) - ptuc — Aktywadja Sciezki sygnalizacyjnej
PRAT9 r ngn‘ﬂzgz d:’()’gﬁ:“’az:)\;"arh - jader PI3K/AKT/GSK-3b/SNAIL
y P Jacrowy — watrobowokomérkowy
— trzustki

prowadzi do asymetrycznej dimetylacji H3R2 w miej-
scu rozpoczynajacym transkrypcje p21 i p27. Utrata
ekspresji obydwu inhibitoréw cyklu komérkowego
sprzyja nadmiernej proliferacji komdérek nowotworo-
wych oraz zapobiega ich starzeniu [29, 56]. Dimetylacja
biatka p21 w pozycji R156 promuje fosforylacje treoniny
145, sprzyjajac lokalizacji cytoplazmatycznej p21. Nad-
mierne gromadzenie biatka p21 w cytoplazmie komé-
rek dziata antyapoptycznie i znosi ich wrazliwosé
na chemioterapeutyki [41]. W wielu nowotworach

wysokie stezenie PRMT6 zwieksza migracje komdrek nowo-
tworowych i angiogeneze przez zahamowanie ekspresji
naturalnego inhibitora wyzej wymienionych proceséw
- trombospondyny 1 (TSP1). W raku piersi PRMT6 wchodzi
w interakcje ze znanym protonkogenem PELP1 i uczestni-
czy w aktywacji receptora estrogenowego. Zahamowanie
ekspresji genu kodujacego PRMT6 w istotny sposéb redu-
kuje aktywacje ER za po$rednictwem PELPI oraz zmniejsza
proliferacje komérek nowotworowych i tworzenie przez
nie kolonii [38].
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Metylotransferaze argininy 7 (PRMT7) uwaza sie za marker
komérek pluripotencjalnych [58]. Enzym umozliwia utrzy-
manie puli mie$niowych komdrek satelitarnych, a jego brak
opéznia aktywacje réznicowania miogennego i utrate wla-
$ciwosci komdrek macierzystych, powodujac niezdolnosé
zaangazowania sie do naprawy tkanek i defekty regene-
racyjne miesni [59]. Metylotransferaza argininy 7 uczest-
niczy gtéwnie w progresji choroby nowotworowej przez
regulacje genéw zaangazowanych w przejécie nablonkowo-
-mezenchymalne [18]. Dotychczasowe badania sugeruja, ze
PRMT?7 promuje EMT i przerzutowanie za po$rednictwem
e-kadheryny. Autometylacja enzymu w pozycji R531mel
koreluje ze zto$liwoscia raka piersi, a powstata modyfikacja
biochemiczna nasila interakcje PRMT7 z czynnikiem trans-
krypcyjnym YY1, wyciszajac ekspresje genu kodujacego
e-kadheryne [16, 56]. Zwiekszone stezenie enzymu wiaze
sie réwniez z podwyzszeniem ekspresji genéw: TWIST,
SNAIL, ZEB1, ZEB2, MMP-2 i MMP-9, promujacych migracje
komdérek nowotworowych [4].

W warunkach fizjologicznych metylotransferaza argininy
8 (PRMT8) wystepuje jedynie w o§rodkowym ukladzie
nerwowym [21]. Enzym wykazuje bardzo duze podobieni-
stwo do PRMT1, a sekwencje nukleotydowe obydwu
metylotransferaz pokrywaja sie ze sobg prawie w 80%
[20]. Podwyzszone stezenie metylotransferazy argininy
8 stwierdza sie w nowotworowych komérkach macie-
rzystych, gtéwnie tych wywodzacych sie z guzdéw litych
szyjki macicy, piersi, okreznicy oraz tarczycy [36]. Zaob-
serwowano wystepowanie korelacji miedzy ekspresja
genu kodujgcego PRMTS a czasem przezycia pacjentéw
w kilku réznych typach nowotworéw. Wykazano pozy-
tywny zwigzek miedzy nadekspresjg genu PRMTS8 a przewi-
dywanym czasem zycia chorych z rakiem piersi i jajnika.
Natomiast u pacjentéw z rakiem zotadka z duzym steze-
niem enzymu w komérkach obserwuje sie skrécenie czasu
przezycia do okoto 2 lat od chwili rozpoznania [21]. Duze
stezenie PRMT8 zwieksza proliferacje, migracje oraz leko-
oporno$¢ transformowanych komdérek. Ponadto enzym moze
indukowa¢ powstawanie nowotworowych komérek macie-
rzystych odpowiedzialnych za powstawanie przerzutéw.
Asymetryczna dimetylacja biatka Sox2 katalizowana przez
PRMTS, zmniejsza jego degradacje, a to zwieksza zawarto$é
biatka i podnosi inne pluripotencjalne czynniki transkryp-
cyjne, m.in, NANOG i 0CT4[20, 36].

Metylotransferaza argininy 9 (PRMT9) uczestniczy w regu-
lacji alternatywnego splicingu oraz moduluje dojrzewanie
matych rybonukleoprotein jadrowych [27]. Podwyzszony
poziom PRMT9 wykryto w: chioniaku, czerniaku, raku
jader, raku watrobowokomérkowym (HCC, hepatocellu-
lar carcinoma) oraz w nowotworze trzustki [17]. Niewiele
jeszcze wiadomo o roli enzymu w procesie karcynogenezy.
Nadekspresja genu kodujacego PRMT9 odgrywa istotng
role w metastazie komdrek raka watrobowokomérkowego,
co sprzyja przejéciu epitelialno-nabtonkowemu. Duze ste-
Zenie enzymu wigze sie ze zwiekszonym poziomem mar-
keréw mezenchymalnych (wimentyny i fibronektyny).
Jiang i wsp. dowiedli, iz ma to zwiazek z aktywacjg szlaku
PI3K/AKT/GSK-3b/Snail przez PRMT9, ktéra prowadzi do

stabilizacji biatka Snail i jego akumulacji w jadrze, utatwia-
jac migracje komérek i tworzenie odlegtych przerzutéw [27].

INHIBITORY METYLOTRANSFERAZ ARGININY

Odkrycie zwigzku miedzy podwyzszonym poziomem mety-
lotransferaz argininy a rozwojem choréb nowotworowych
zapoczatkowato poszukiwania substancji chemicznych, ktére
skutecznie i selektywnie zahamowatyby nadmierng aktyw-
no$¢ PRMT i w przyszlodci moglyby sie staé bezpieczna,
celowang terapia u pacjentéw onkologicznych. Pierwsze
inhibitory PRMT (iPRMT, PRMT inhibitors) odkryto w latach
2004/2005 [56]. Obecnie ze wzgledu na sposéb dziatania
inhibitory metylotransferaz argininy mozna podzieli¢ na
5 gtéwnych grup. Inhibitory PRMT klasy 1, 111 I1I to substancje
wykazujace powinowactwo odpowiednio do: kieszeni wigza-
cej AdoMet, kieszeni wigzacej substrat lub do obydwu miejsc
jednocze$nie. Inhibitory klasy IV to substancje selektywnie
hamujace PRMT5 przez blokowanie motywu oY /THW i cze-
$ciowo kieszeni wigzacej substrat. Natomiast inhibitory klasy
V wplywajg na dimeryzacje metylotransferaz argininy i ich
aktywno$¢ allosteryczna [54].

Wiekszo$¢ substancji hamujacych aktywno$¢ metylotrans-
feraz argininy to tzw. paninhibitory PRMT, czyli analogi
SAM, majace malg selektywno$¢. Substancje te bardzo
czesto wykazujg powinowactwo nie tylko do PRMT, lecz
réwniez do HKMT [34]. Wspdlng cechg inhibitoréw nasla-
dujgcych kofaktor jest to, ze dziataja w niskich stezeniach
mikromolowych i moga wywotaé globalny spadek poziomu
metylacji w zywym organizmie. Do prostych analogéw
SAM zalicza sie: sinefungine, SAH oraz MTA [24, 63].

Pierwszg grupg zwiazkéw swoidcie hamujgcych aktyw-
no$¢ metylotransferaz argininy byta rodzina inhibitoréw
AMI (arginine methyltransferase inhibitor), sktadajaca sie
z 9 cztonkéw (AMI-1 - AMI-9). Dalsze badania wykazaly,
iz jedynie AMI-1 i AMI-8 sg swoiste dla PRMT i nie wply-
wajg na aktywno$¢ metylotransferaz lizyny [24]. Spo$réd
tych dwdch substancji AMI-1 wykazuje wieksza aktywno$¢,
z tego wzgledu zwiazek ten zostal mianowany pierwszym
selektywnym, matoczasteczkowym inhibitorem PRMT
[12, 63]. Ze wzgledu na swoja strukture AMI-1 wykazuje
podobienistwo do peptydyloargininy: mocznik jest podobny
do neutralnej grupy guanidynowej, a hydrofobowy uktad
pierécienia naftalenu ma podobna dtugo$¢ do taricucha
alkilowego argininy [12]. Modele ilo$ciowej zaleznoéci mie-
dzy struktura chemiczng a aktywnoscig (QSAR quantitative
structure-activity relationship) wskazuja, iz AMI-1 pozy-
cjonuje sie pomiedzy miejscem wigzania SAM i argininy,
zatem substancja dziata przez blokowanie dostepu obydwu
kieszeni enzymu [11, 14]. Poczatkowo uwazano, iz inhibitor
jest ukierunkowany jedynie na PRMT klasy I, jednak dal-
sze eksperymenty udowodnily jego skuteczno$é¢ réwniez
w stosunku do enzymdw klasy 11 [64]. Wkrétce po odkryciu
AMI-1 pojawily sie inne swoiste inhibitory PRMT, takie jak:
stilbamidyna i allentodapson [15, 61].

Dalsze badania dotyczgce iPRMT skoncentrowano na
poszukiwaniu zwigzkéw bardziej specyficznych dla danej
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pan-inhibitory PRMT

+  Sinefungina
* SAH
+ MTA

Specyficzne inhibitory PRMT o
szerokim spektrum dzialania

*  AMI-1
+  Stilbamidyna
+  Allentodapsan

inhibitory PRMT I
+ MS023
+  CUPP-1
EPZ020411
WO02014153214A1
+ WO02014153235A2
+ WO02016044626A1
+ TP-064
DC Cl1
DC C66

Ryc. 1. Podziat inhibitoréw PRMT

klasy metylotransferaz argininy badz ukierunkowanych na
konkretne enzymy. Poszukiwanie nowych iPRMT, wérédd
substancji wykazujacych powinowactwo do kieszeni wia-
zacej substrat, jest najbardziej uzasadnione dlatego, ze
wszystkie metylotransferazy cechuje to samo miejsce wig-
zania [59, 61]. Obiecujagcym podejéciem do opracowywania
nowych skutecznych inhibitoréw PRMT jest wyszukiwanie
substancji powodujgcych modyfikacje substratu w obre-
bie grupy guanidynowej argininy. Dzieki zastosowaniu
sekwencji peptydu flankujacego dokonuje sie modyfika-
¢ji N-koficowych atoméw reszt argininy, w celu stworze-
nia swoistego wigzania pomiedzy nim a cztonkami rodziny
PRMT [55]. Powstate inhibitory PRMT, bazujgce na sekwen-
cji aminokwasowej wykazujg duze powinowactwo i duzg
selektywno$¢ w stosunku do substratu. Jednak substancje
te ze wzgledu na duzg zawarto$¢ argininy i lizyny w fizjolo-
gicznym pH sa niestabilne metabolicznie. Zwigzki te moga
by¢ wykorzystywane jako sondy chemiczne do badania
funkcji i mechanizmu dziatania PRMT oraz s3 modelem dla
lekéw opartych na peptydomimetykach [24].

W grupie inhibitoréw metylotransferaz argininy klasy
I znajduja sie substancje hamujace aktywno$¢ wszyst-
kich cztonkéw PRMT I, poszczegblnych cztonkéw tej
grupy lub wybidrcze enzymy. Substancjg o szerokim
zakresie dziatania jest MS023. Zwigzek ten opraco-
wano z uzyciem dwéch wezesniej znanych inhibitoréw:
CUPP-1 i EPZ020411. MS023 zajmuje miejsce wigza-
nia substratu peptydowego, dzieki czemu skutecznie
hamuje asymetryczna dimetylacje argininy wszystkich
PRMT I z wyjatkiem PRMT6 [13]. Innymi substancjami
selektywnie hamujacymi aktywno$é PRMT klasy I sa:
WO02014153214A1, WO2014153235A2 i WO2016044626A1
[34]. Wéréd inhibitoréw PRMT I jest duza grupa
matoczasteczkowych substancji ukierunkowana na

inhibitory PRMT II
CMP5
EPZ015666
«  EPZ015938
«  INI-64619178
DC Y134
LLY-283
NCT02783300
+  GSK3326593

zahamowanie aktywno$ci PRMT4. Zwigzki te wspéiza-
wodnicza z argining o wigzanie z CARM1, ale nie zakté-
cajg wiagzania kofaktora. Substancjami dziatajacymi na
tej zasadzie sa pochodne pirazolu, benzo[d]imidazol,
N-benzylpieridin-4-amine, pyrole, fenoksybenzamid
oraz pochodne fenyloeterowe [48]. Do znanych inhibito-
réw PRMT4 zalicza sie réwniez TP-064, DC C11, DC C66.
Zwigzki te w sposdb zalezny od dawki wykazuja dziatanie
przeciwnowotworowe, gdyz hamujg proliferacje komé-
rek rakowych i zatrzymuja ich cykl podziatowy [27, 42].

Inhibitory PRMT klasy II ukierunkowane sg gléwnie
na PRMTS5, poniewaz enzym ten odpowiada za powsta-
nie wiekszo$ci SDMA w organizmie cztowieka. Pierwszy
selektywny zwigzek hamujacy aktywno$¢ PRMT5 - CMP5
odkryto w 2015 r. [42]. Od tego czasu lista znanych inhi-
bitoréw metylotransferaz argininy 5 powiekszyta sie
0: EPZ015666, EPZ015938, JNJ-64619178, DC_Y134, LLY-
283, NCT02783300, GSK3326595. Wszystkie te substancje
sprawdzane sa pod katem wlasciwosci przeciwnowotwo-
rowych [56, 61].

Na ryc. 1 przedstawiono podzial inhibitoréw PRMT
ze wzgledu na ich selektywno$é w stosunku do metylo-
transferaz argininy.

Obecnie prowadzone sg badania, w ktérych podejmowane
sg préby jednoczesnego zastosowania inhibitoréw PRMT
klasy 1i 11 w celu uzyskania lepszego dziatania przeciw-
nowotworowego. Ponadto inhibitory PRMT tgczone sa
z innymi substancjami wykazujacymi aktywnos$¢é w sto-
sunku do enzyméw epigenetycznych. W glejakach o duzej
zho§liwosci potaczono inhibitor PRMT5 (CMP5) z substancja
hamujaca aktywno$¢ deacetylazy histonowej - trichosta-
tyna A (TSA, trichostatin A). Wykazano, ze PRMT ma lepsza
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aktywno$¢ na resztach argininy w histonach H4R3 i H3RS,
gdy sasiednie reszty lizyny sg acetylowane. Zastosowane
leczenie kombinowane okazato sie skuteczniejsze i spowo-
dowalo znaczng apoptoze komdrek glejaka [34].

Przeciwnowotworowe dziatanie inhibitoréw PRMT spra-
wia, Ze substancje te w przyszto$ci moga sie sta¢ lekami
epigenetycznymi; trwaja badania kliniczne 3 inhibitoréw
PRMT. GSK3326595 to inhibitor PRMT1 testowany pod
katem doustnego stosowania u pacjentéw z nawracajacym
i/lub opornym na leczenie zespotem mielodysplastycznym
(MDS, myelodysplastic syndrome), ostrg biataczkg szpi-
kowa poprzedzong zespotem mielodysplastycznym czy
przewlekla biataczkg mielomonocytowa (CMML, chronic
myelomonocytic leukemia). Natomiast GSK3326595 i JNJ-
64619178 to inhibitory PRMTS5, ktdrych skuteczno$é badana
jest w nawracajacych guzach litych oraz w chtoniaku nie-
ziarniczym (NHL, non-Hodgkin lymphoma) [8, 26, 34].

PODSUMOWANIE

Metylotransferazy argininy sa rodzing enzymdéw odpo-
wiedzialnych za metylacje reszt argininy w ogonach histo-
nowych oraz biatkach niehistonowych. Wéréd rodziny
PRMT wyréznia sie dziewie¢ enzyméw (PRMT1 - PRMTY).
Ze wzgledu na przebieg katalizowanej reakcji metylotransfe-
razy argininy podzielono na trzy klasy: I, 11 i II. W$réd mety-
lotransferaz argininy nalezacych do klasy 1 s3 PRMT: 1, 2, 3,
4, 6, 8. Gléwnym zadaniem tych enzymdw jest katalizowa-
nie powstania NG-monometyloargininy i asymetrycznej
w-NC,NC-dimetyloargininy. Asymetryczna dimetylacja argi-
niny zwieksza acetylacje biatek histonowych, a wiec enzymy
dzialaja jako koaktywatory transkrypcji. Do PRMT II
naleza: PRMT5 i PRMTY. Ich rola polega na przeniesieniu

PISMIENNICTWO

grupy metylowej do niezmodyfikowanego atomu azotu
guanidynowej monometyloargininy, tworzgc biatka
o symetrycznych resztach dimetylowanych. Enzymy te sta-
biej poznano, w wiekszo$ci przypadkéw ich aktywnos$¢ jest
zwigzana z represja transkrypcji. Cztonkiem metylotransfe-
raz argininy klasy I1I jest jedynie PRMT7, katalizuje powsta-
nie monometyloargininy.

Metylacja argininy pelni wiele krytycznych funkgji, nie-
zbednych do prawidtowego funkcjonowania organizmu.
Uczestniczy m.in. w kontroli transdukcji sygnatu, regu-
lacji splicingu mRNA oraz kontroluje podstawowe szlaki
wewnatrzkomdrkowe.

Metylotransferazy argininy w istotny sposéb wplywaja na
aktywno$¢ chromatyny, a dysregulacja ich poziomu moze
sprzyjaé rozwojowi stanéw patologicznych. Enzymy te
dziatajg jako aktywatory lub represory transkrypcji. Zatem
moga wpltywaé na zaburzenie podstawowych proceséw
zachodzacych w komérkach oraz modulowaé ich odpo-
wiedZ na sygnaly pochodzace ze $rodowiska zewnatrz-
i wewnatrzkomdrkowego. Udowodniono, iz podwyzszone
lub obnizone stezenie PRMT sprzyja rozwojowi chordb roz-
rostowych uktadu krwiotwérczego oraz guzéw litych.

Coraz wieksze zainteresowanie wzbudza innowacyjna
terapia choréb onkologicznych z wykorzystaniem mato-
czasteczkowych inhibitoréw PRMT. Zwiazki te moga by¢
ukierunkowane na wszystkie metylotransferazy argininy,
na jedna z klas enzyméw lub na konkretne PRMT. Obecnie
trzy substancje hamujace aktywno$é PRMT znajduja sie
w fazie badan klinicznych i by¢ moze w niedalekiej przy-
szlo$ci beda uzywane w leczeniu pacjentéw z chorobami
rozrostowymi uktadu krwiotwérczego.
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