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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W artykule przedstawiono przebieg melanogenezy oraz udziat cAMP i czynnika transkrypcyj-
nego MITF w regulacji tego procesu. Produktami melanogenezy sa eu- i/lub feomelaniny po-
wstajace w wyniku wieloetapowego procesu utleniania i polimeryzacji tyrozyny. W przemianach
tych biora udzial nastgpujace enzymy: tyrozynaza (TYR, giéwny enzym), izoforma I hydroksy-
lazy tyrozynowej (THI) oraz biatka zwiazane z tyrozynaza (TRP1 i TRP2). W procesie regula-
cji syntezy melaniny uczestnicza liczne biatka sygnatowe oraz czynniki transkrypcyjne, sposréd
ktérych najwazniejsze znaczenie maja cAMP 1 MITF. cAMP jest przekazZnikiem drugiego rzedu
w wewnatrzkomdrkowej kaskadzie sygnalizacyjnej. Syntetyzowany jest z adenozynotrifosforanu
(ATP) przez cyklazg adenylanowa aktywowang m.in. przez receptor melanokortynowy oraz pod-
jednostke o biatka G. Przekaznik ten bierze udzial w regulacji transkrypcji MITF, TYR, THI,
GTP-cyklohydroksylazy I (GTP-CHI) oraz w fosforylacji Ser'® w hydroksylazie fenyloalaninowej
(PAH) przez kinazg¢ biatkowa A (PKA). Mutacje genéw kodujacych biatka uczestniczace w ka-
skadzie wykorzystujacej cAMP moga prowadzi¢ do wystgpowania zespotéw McCune’a-Albrighta
oraz Carneya. MITF jest jednym z najwazniejszych jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych re-
gulujacych proces melanogenezy. Znanych jest 10 izoform MITF, przy czym w melanocytach
wystepuja tylko izoformy MITF-M, MITF-Mdel, MITF-A oraz MITF-H. Czynnik transkrypcyj-
ny MITF reguluje melanogeneze¢ poprzez aktywacje transkrypcji genéw TYR, TRP1 oraz TRP2.
MITF wptywa ponadto na ekspresj¢ innych czynnikéw bioracych udziat w dojrzewaniu, bioge-
nezie i transporcie melanosoméw. MITF uczestniczy takze w regulacji proliferacji melanocytéow
iich ochronie przed apoptoza. Mutacje genu MITF moga prowadzi¢ do wystgpowania dziedzicz-
nych zespotéw Waardenburga typu 2 oraz Tietza.

melanogeneza * cAMP  MITF « tyrozynaza ° THI « TRP1  TRP2

Summary

The article presents the melanogenesis pathway and the role of cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) and microphthalmia transcription factor (MITF) in regulation of this process. Products
of melanogenesis are eu- and/or pheomelanins synthesized in a multistage process of tyrosine
oxidation and polymerization. The conversions require the presence of tyrosinase (TYR, key en-
zyme), tyrosine hydroxylase isoform I (THI) and tyrosinase related proteins (TRP1 and TRP2).
Many types of signal molecules and transcription factors participate in regulation of melanin
synthesis, but the most important are cAMP and MITF. cAMP is the second messenger in the
intracellular signal cascade, which is synthesized from adenosine triphosphate (ATP) by adeny-
Iyl cyclase, activated among others by the melanocortin receptor and the o, subunit of G prote-
in. The signal molecule cAMP regulates MITF, TYR, THI, GTP-cyclohydroxylase I (GTP-CHI)
transcription and phenylalanine hydroxylase (PAH) phosphorylation at Ser'¢ by protein kina-
se A (PKA). Mutations of genes encoding proteins belonging to the cAMP signal cascade may
lead to McCune-Albright and Carney syndromes. MITF is one of the most important nuclear
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transcription factors regulating melanogenesis. Currently 10 isoforms of human MITF are known,
but in melanocytes only MITF-M, MITF-Mdel, MITF-A and MITF-H occur. MITF transcription
factor regulates melanogenesis by activation of tyrosinase, TRP1 and TRP2 transcription. It also
affects expression of other factors regulating melanosome maturation, biogenesis and transport.
Moreover, it regulates melanocyte proliferation and protection against apoptosis. Mutations of
the MITF gene may lead to hereditary diseases: Waardenburg type II and Tietz syndromes.
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ACTH - hormon adrenokortykotropowy (adrenocorticotropic hormone); ATP - adenozynotrifosforan

(adenosine triphosphate); cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan (cyclic adenosine
monophosphate); CBP - biatko wigzace CREB (CREB-binding protein); CRE - element
odpowiedzi na cAMP (cAMP responsive element); CREB - biatko wigzace CRE (CRE-

binding protein); DAG - diacyloglicerol (diacylglycerol); DCoH - kofaktor odpowiedzialny za
dimeryzacje HNF-1c (dimerisation cofactor of HNF-1ax); DCT - tautomeraza DOPAchromu
(DOPAchrome tautomerase); DHI - 5,6-dihydroksyindol (5,6-dihydroxyindole); DHICA - kwas
5,6-dihydroksyindolo-2-karboksylowy (5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid);

L-DOPA - 3,4-dihydroksy-L-fenyloalanina (3,4-dihydroxy-L-phenylalanine); ERK - kinaza
regulowana sygnatem zewnatrzkomérkowym (extracellular signal-regulated kinase);

GDP - guanozynodifosforan (guanosine diphosphate); GPCR - receptory zwigzane

z biatkiem G (G protein-coupled receptors); GSK-3[3 - kinaza syntazy glikogenu 33

(glycogen synthase kinase 3[3); GTP - guanozynotrifosforan (guanosine triphosphate);

GTP-CHI - GTP-cyklohydroksylaza | (GTP-cyclohydroxylase I); HNF-1c - czynnik jadrowy
hepatocytow 1o (hepatocyte nuclear factor 1o); LAT1 - transporter duzych aminokwaséw

1 (large amino acid transporter 1); MAPK - kinaza biatkowa aktywowana przez mitogen
(mitogen activated protein kinase); MC1R - receptor melanokortynowy typu 1 (melanocortin 1
receptor); MITF - czynnik transkrypcyjny zwigzany z mikroftalmia (microphthalmia associated
transcription factor); MSH - hormon stymulujgcy melanocyty (melanocyte stimulating
hormone); NADPH4 - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (nicotinamide adenine dinucleotide);
NF-xB - czynnik jadrowy kappa B (nuclear factor kappa B); p53RE - element odpowiedzi na p53
(p53 responsive element); PAH - hydroksylaza fenyloalaninowa (phenylalanine hydroxylase);

PK - kinaza biatkowa (protein kinase); RACK-I - receptor aktywowanej kinazy C | (receptor for
activated C kinase I); ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species); RPE - nabtonek
barwnikowy siatkéwki (retinal pigment epithelium); RSK - kinaza rybosomalna R6 (ribosomal R6
kinase); RTK - kinaza receptora tyrozyny (receptor tyrosine kinase); THI - izoforma | hydroksylazy
tyrozynowej (tyrosine hydroxylase isoform I); TRP - biatko zwiazane z tyrozynaza (tyrosinase related
protein); TYR - tyrozynaza (tyrosinase); hUBC9 - ludzki enzym sprzegajacy ubikwityne (human

ubiquitin conjugating enzyme 9).

Wstep

Melaniny sa barwnikami wystgpujacymi w organizmach
zywych, majacymi zdolnos¢ absorbowania i rozpraszania
promieniowania UV. Dzigki temu ograniczaja powstawa-
nie reaktywnych form tlenu (ROS — reactive oxygen spe-
cies), chronigc komérki przed uszkodzeniami DNA, bia-
ek i lipidéw [12,20]. Melaniny maja ponadto zdolnos¢

neutralizacji wolnych rodnikéw, czym przypominaja wta-
Sciwosci dysmutazy ponadtlenkowej [12]. Synteza mela-
nin odbywa si¢ w wyniku procesu melanogenezy, ktéry
zachodzi w wyspecjalizowanych organellach — melanoso-
mach, znajdujacych si¢ w komoérkach barwnikowych zwa-
nych melanocytami. Regulacja procesu melanogenezy jest
niezwykle zlozona i obejmuje udziat czynnikéw fizycznych
(np. promieniowanie UV), biochemicznych: endokrynnych
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(np. hormon melanotropowy, adrenokortykotropina, estro-
geny), parakrynnych (np. epinefryna, endotelina 1, prosta-
glandyna F, ) i autokrynnych (np. interleukina lovi 1B, leu-
kotrien B4) [1,5,23,26]. Wszystkie te czynniki wptywaja
na aktywnos$¢ wewnatrzkomoérkowych kaskad sygnaliza-
cyjnych prowadzac do regulacji syntezy melaniny w me-
lanocytach. Najwazniejsze z punku widzenia regulacji
melanogenezy sa kaskady z udziatem cyklicznego adeno-
zynomonofosforanu (cAMP) oraz czynnika transkrypcyj-
nego zwigzanego z mikroftalmia (MITF).

IMELANOGENEZA

Biosynteza tyrozyny

Substratem w biosyntezie eu- i feomelaniny jest tyrozy-
na, ktéra powstaje z L-fenyloalaniny. L-fenyloalanina do-
staje si¢ do wnetrza melanocytu z udzialem transportera
LATI1 (large amino acid transporter) i Ca>*/ATP-azy [26].
Aminokwas ten ulega utlenieniu do L-tyrozyny w obec-
nosci hydroksylazy fenyloalaninowej (PAH — phenylalani-
ne hydroxylase). PAH jest cytoplazmatycznym enzymem,
ktérego aktywnos¢ wymaga obecnosci kofaktora (6R)-L-
erytro-5,6,7,8-tetrahydrobiopteryny (6BH,) i tlenu czastecz-
kowego. Aktywacja PAH nastgpuje w wyniku fosforylacji
Ser'® przez kinaze biatkowa A (PKA — protein kinase A),
co przedstawiono na ryc. 1A [23,26,30]. Kofaktor 6BH,
powstaje de novo z udziatem GTP-cyklohydroksylazy
I (GTP-CHI — GTP-cyclohydroxylase I) i petni funkcje
donora elektronu podczas hydroksylacji aminokwaséw
aromatycznych. W wyniku reakcji powstaje 4a-OH-tetra-
hydrobiopteryna (4a-OH-BH,), ktéra ulega nieenzyma-
tycznemu przeksztatceniu do kofaktora (7R)-L-erytro-
5,6,7,8-tetrahydrobiopteryny (7BH,) lub pod wptywem
dehydratazy 4a-OH-BH, do chinonoidu dihydrobioptery-
ny (qBH,). gBH, w obecnosci dinukleotydu nikotynamido-
adeninowego (NADPH) ulega nastgpnie redukcji do wyj-
Sciowej postaci kofaktora 6BH,, ktéry razem z L-tyrozyna
zostaje przetransportowany do melanosomu na zasadzie dy-
fuzji ulatwionej [28]. Warto w tym miejscu zwrécic¢ uwage,
ze 6BH, jest jednym z czynnikéw regulujacych zabarwie-
nie skdry, czego potwierdzeniem jest korelacja poziomu
6BH, w skorze z fototypami skéry I-VI [9,27].

Tyrozynaza

L-tyrozyna ulega w melanosomie przeksztatceniu do 3,4-di-
hydroksy-L-fenyloalaniny (L-DOPA) z udzialem tyrozyna-
zy (TYR). Enzym ten, zwany takze oksydaza tyrozynowa,
oksydaza DOPA, oksydaza monofenolowa lub tlenowg oksy-
doreduktaza L-DOPA, jest glikoproteina, zbudowana z 511
aminokwaséw o masie 60-75 kDa [17,20,26,35]. Proces trans-
lacji mRNA tyrozynazy w melanocytach przebiega z udzia-
fem rybosoméw szorstkiego retikulum endoplazmatyczne-
go. Powstale biatko jest nastgpnie transportowane do aparatu
Golgiego. Tam ulega glikozylacji, co pozwala tyrozynazie
uzyskaé prawidlowa strukture i funkcjg. W kolejnym etapie
tyrozynaza zostaje przetransportowana do melanosomdéw,
gdzie uczestniczy w procesie biosyntezy melaniny [35].

W budowie tyrozynazy wyrézni¢ mozna trzy gtéwne do-

meny [2,4,35]:

* N-koricowa, umiejscowiona wewnatrz melanosomu, kt6-
ra stanowi okoto 90% biatka i jest odpowiedzialna za

aktywnos¢ katalityczna enzymu oraz synteze melaniny
w melanosomie,

* C-konicowa, znajdujaca si¢ w cytoplazmie melanocytu,
zbudowana z 30 aminokwaséw, w tym 17 cystein, odpo-
wiedzialna za wewnatrzkomdrkowy transport tyrozynazy,

» transblonowa o helikalnej strukturze laczaca domeny
N- i C-koricowe.

W domenie C-konicowej znajduje si¢ charakterystyczna dla
tyrozynazy sekwencja: kwas glutaminowy-X-X-glutamina-
prolina-leucyna-leucyna (X-dowolny aminokwas), ktéra
odpowiada za lokalizacjg oraz aktywno$¢ enzymu [23].

W centrum aktywnym enzymu w domenie N-koricowe;j
znajduja si¢ dwa atomy miedzi, ktére sa zwigzane koordy-
nacyjnie z trzema resztami histydyny [23,26]. W procesie
melanogenezy uczestnicza trzy rézne formy tyrozynazy [2]:
* oksytyrozynaza, zdwoma atomami miedzi Cu(II), kt6-

re wiaza czasteczke tlenu tworzac mostek nadtlenkowy,
e mettyrozynaza, zdwoma atomami miedzi Cu(II) pota-

czonymi ligandem zawierajacym grupg hydroksylowa,
* deoksytyrozynaza, z dwoma atomami miedzi Cu(]).

Aktywacja enzymu wymaga fosforylacji dwoch reszt sery-
nowych (Ser®®, Ser®®) na koricu domeny C [26]. Proces ten
zachodzi z udziatem kinazy biatkowej CB (PKCP) oraz re-
ceptora aktywowanej kinazy C I (RACK-I — receptor for ac-
tivated C kinase I). Kinaza PKCp, aktywowana przez diacy-
loglicerol (DAG), tworzy kompleks z receptorem RACK-I,
ktéry po przytaczeniu do btony melanosomu, fosforyluje
reszty serynowe tyrozynazy [23]. Fosforylacja seryn po-
zwala na przytaczenie czasteczki L-tyrozyny do enzymu
irozpoczegcie procesu melanogenezy (ryc. 1A i 1B) [23,26].
Aktywnos$¢ tyrozynazy jest takze regulowana przez obecne
w melanosomach kofaktory: 6BH, oraz jego izomer 7BH,,
ktdre sa zdolne do tworzenia z tyrozynaza kompleksu w sto-
sunku 1:1, co powoduje zahamowanie jej aktywnosci [9,26].
Proces ten jest odwracalny dzigki obecnym w melanoso-
mach hormonom a-MSH i B-MSH, ktére moga spowodo-
wac odtaczenie wspomnianych wczesniej kofaktoréw z wy-
tworzeniem komplekséw: a-MSH — 6BH, i B-MSH — 7BH,
ijednoczesnym przywréceniem aktywnosci enzymu [26].

TRP1, TRP2

Poza tyrozynaza w procesie melanogenezy uczestnicza
rowniez takie enzymy jak biatko zwigzane z tyrozynaza 1
(TRP1 — tyrosinase related protein 1; oksydaza DHICA —
oksydaza kwasu 5,6-dihydroksyindolo-2-karboksylowe-
go) i tautomeraza DOPAchromu (DCT — dopachrome tau-
tomerase; TRP2 — tyrosinase related protein 2). Enzymy
te sa biatkami podobnymi strukturalnie do tyrozynazy,
wspolnie z nia wykazuja 40% homologie aminokwasowa
oraz podobnie jak tyrozynaza, sa umiejscowione w btonie
melanosoméw [9,23]. TRP1 jest oksydaza bioraca udziat
w konicowym etapie melanogenezy; moze zwigkszac sto-
sunek eumelaniny do feomelaniny, a ponadto uczestniczy
w aktywacji i stabilizacji tyrozynazy w wyniku tworzenia
z nig kompleksu. TRP2 jest tautomerazg odpowiedzialna
za przeksztatcenie DOPAchromu do pochodnej kwasu kar-
boksylowego. W melanosomie tworzy kompleksy z tyro-
zynazg oraz TRP1. W przeciwienistwie do tyrozynazy, ak-
tywnos$¢ enzymatyczna TRP2 wymaga obecnosci gtéwnie
jondéw Zn**, a nie Cu®* [23].
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Ryc. 1. Rola cAMP i MITF w regulacji melanogenezy; A — przebieg i requlacja melanogenezy w melanocycie, B — przebieg syntezy DOPAchinonu
w melanosomie, C— requlacja ekspresji genéw zwigzanych z melanogeneza (wg [1,7, 23, 26] zmodyfikowano)
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Przebieg melanogenezy

Melanogeneza rozpoczyna si¢ przeksztalceniem L-tyrozyny
do DOPAchinonu. Proces ten moze zachodzi¢ dwuetapo-
wo z udzialem izoformy I hydroksylazy tyrozynowej THI
(tyrosine hydroxylase isoform I) i tyrozynazy lub jedno-
etapowo z udzialem tyrozynazy.

Przeprowadzone przez Marlesa i wsp. [21] badania wyka-
zaty, ze utlenianie L-tyrozyny przez THI zachodzi w obec-
nosci kofaktora 6BH, i tlenu czasteczkowego w Srodowi-
sku o pH=5,0. Produktem tej reakcji jest L-DOPA, ktéra
nastgpnie ulega utlenieniu do DOPAchinonu z udziatem
oksytyrozynazy. W wyniku tej reakcji forma oksyenzy-
mu zostaje przeksztatcona do met-, ktéra nastgpnie utle-
nia kolejna czasteczkg L-DOPA przechodzac w deoksyty-
rozynazg [2,24,26] (ryc. 1B).

L-tyrozyna moze réwniez zosta¢ utleniona do DOPAchinonu
w jednoetapowej reakcji katalizowanej przez tyrozynaze
i przebiegajacej w srodowisku o pH=6,8. Reakcji tej towa-
rzyszy przeksztalcenie enzymu z formy oksy- w deoksy-
[2,24,26]. Powstata deoksytyrozynaza przytacza nastgpnie
czasteczke tlenu i przechodzi w forme oksy-, zamykajac
tym samym cykl katalityczny [2,24] (ryc. 1B). Zmiana
wartosci pH=5,0 na pH=6,8 wewnatrz melanosomu moz-
liwa jest dzieki obecnosci biatka p, ktére nalezy do rodzi-
ny btonowych transporteréw Na*/SO,>” — SLC13 [4,26].

Kolejne przeksztalcenia DOPAchinonu uzaleznione sa od
obecnosci zwiazkéw tiolowych np. cysteiny, czy glutatio-
nu. Badania Ito i wsp. [14] wskazuja, ze gtéwnym czyn-
nikiem decydujacym o przeksztalceniu DOPAchromu,
a tym samym o syntezie feo- lub eumelaniny jest stg-
zenie cysteiny wewnatrz melanosomoéw. Jezeli wyno-
si ono powyzej 0,13 uM, to z DOPAchinonu powstaje
3- lub 5-cysteinyloDOPA, ktérych utlenienie z udzia-
tem peroksydazy i polimeryzacja prowadza do otrzy-
mania zo6ttoczerwonej feomelaniny [14,31]. Natomiast
w przypadku, gdy stezenie cysteiny jest ponizej 0,13 uM,
to DOPAchinon z udzialem tyrozynazy przeksztatca
si¢ do DOPAchromu. W kolejnym etapie DOPAchrom
moze ulec nieenzymatycznej dekarboksylacji do 5,6-di-
hydroksyindolu (DHI) lub tautomeryzacji z udziatem
TRP2 do kwasu 5,6-dihydroksyindolo-2-karboksylowe-
go (DHICA). Powstate hydroksylowe pochodne indolu
sg nastgpnie utleniane odpowiednio do indolo-5,6-chino-
nu pod wptywem tyrozynazy i/lub peroksydazy oraz do
kwasu indolo-5,6-chinono-2-karboksylowego pod wpty-
wem TRP1 [6,19,30,31,39]. Powstale produkty chinono-
we ulegaja nastgpnie polimeryzacji, prowadzac do po-
wstania bragzowoczarnej eumelaniny [39].

SYNTEZA CAMP 1 ROLA W REGULACJI MELANOGENEZY

cAMP jest przekaznikiem drugiego rzedu w sygnaliza-
cji komérkowej, ktéry powstaje z udziatem cyklazy ade-
nylanowej. Enzym ten, umiejscowiony na wewngtrznej
powierzchni btony komdérkowej, katalizuje przeksztatce-
nie ATP do cAMP. Aktywacja cyklazy adenylanowej na-
stgpuje m.in. za posrednictwem transbtonowego recepto-
ra melanokortynowego typu 1 (MCIR — melanocortin 1
receptor), co przedstawiono na ryc. IA. MCIR nalezy do
receptoréw zwigzanych z biatkiem GS (GPCR) i moze

by¢ aktywowany zaréwno przez hormon o stymulujacy
melanocyty (a-MSH) jak i hormon adrenokortykotropo-
wy (ACTH). Biatko GS zbudowane jest z trzech podjed-
nostek: o, B i 7. Po zwiazaniu liganda z receptorem na-
stgpuje zmiana konformacji receptora i aktywacja biatka
GS, co skutkuje odtaczeniem nukleotydu GDP i zwia-
zaniem GTP do podjednostki o, ktéra nastgpnie zosta-
je uwolniona z kompleksu i aktywuje cyklaze adenylano-
wa [1,7,33]. Wazna role cAMP w regulacji melanogenezy
podkresla mutacja skutkujaca aktywacja podjednostki o
u pacjentéw z zespotem McCune’a-Albrighta, ktéra obja-
wia si¢ m.in. wystgpowaniem na skérze duzych obszaréw
hiperpigmentacyjnych [16].

Badania przeprowadzone przez Spencera i wsp. [34] wyka-
zaty mozliwos¢ regulacji melanogenezy przez cAMP w wy-
niku oddziatywania hormonu -MSH z receptorem MC4R.

cAMP jest istotnym czynnikiem stymulujacym melano-
genezg, co nastgpuje poprzez aktywacje¢ kinazy biatkowe;j
A (PKA) i regulacjg transkrypcji genéw MITF, GTP-CHI
oraz THI [1]. Aktywacja PKA nastgpuje przez przyltacze-
nie si¢ cCAMP do dwéch podjednostek regulatorowych en-
zymu, w wyniku czego dochodzi do uwolnienia i aktywa-
¢ji dwéch podjednostek katalitycznych. Dzigki temu kinaza
biatkowa jest zdolna do fosforylacji m.in. biatek regulato-
rowych, innych enzymow i kanatéw jonowych. Moze ona
rowniez zostaé przetransportowana z cytoplazmy do ja-
dra komoérkowego, gdzie fosforyluje czynniki transkryp-
cyjne CREB (cAMP responsive element binding protein).
Zaktywowane w ten sposéb biatka CREB wiaza si¢ z do-
meng CRE (cAMP responsive element) w obregbie pro-
motora genu. PKA fosforyluje réwniez biatka CBP wia-
zace CREB (CREB-binding protein), ktére sa niezbgdne
w regulacji transkrypcji genéw docelowych [1] (ryc. 1C).
Istotne znaczenie PKA w melanogenezie podkresla muta-
cja aktywujaca genu PKA wystepujaca w zespole Carneya,
ktéry objawia si¢ m.in. plamistymi zmianami barwniko-
wymi skéry [16].

cAMP uczestniczy w regulacji procesu melanogenezy wpty-
wajac na transkrypcje gendw TYR, THI oraz GTP-CHI, za
posrednictwem czynnikéw transkrypcyjnych CBP i biatek
CREB [20,26]. cAMP ponadto bierze udziat w aktywacji
PAH poprzez PKA, ktéra odpowiada za fosforylacje Ser'¢
w tym enzymie [20].

Warto zaznaczy¢, ze wzrost wewnatrzkomérkowego stgze-
nia cAMP prowadzi do aktywacji szlaku Ras/ERK (extra-
cellular signal-regulated kinase). cAMP aktywuje biatko
Ras, ktére nalezy do rodziny biatek G i podobnie jak pod-
jednostka o, odiacza GDP i wiaze si¢ z GTP. Biatko Ras
aktywuje nastgpnie kinaze B-Raf odpowiedzialng za fos-
forylacje kinazy MAP (mitogen activated protein kinase),
co prowadzi do aktywacji kinaz serynowo-treoninowych
ERK1 i ERK2 [1,7]. Kinazy te fosforyluja Ser” w czyn-
niku MITF, co umozliwia przytaczenie si¢ ludzkiego en-
zymu sprzggajacego ubikwityng hUBC9 (human ubiquitin
conjugating enzyme) i skierowanie MITF do proteasoméw,
gdzie zostaje on poddany degradacji [1]. Aktywacja szla-
ku Ras/ERK przez cAMP prowadzi do zahamowania me-
lanogenezy, a to stanowi mechanizm sprz¢zenia zwrotne-
go 1 zapobiega nadmiernemu wytwarzaniu melanin, ktére
moga okazac si¢ toksyczne dla komérek [16].
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MITF - STRUKTURA I FUNKCIE

Struktura i izoformy MITF

MITF jest czynnikiem transkrypcyjnym, w budowie kt6-

rego mozna wyrézni¢ nastgpujace domeny [1,25]:

* C-koricowa domeng zasadowa, odpowiedzialng za wia-
zanie z DNA i aktywacje transkrypcji,

» sekwencj¢ helisa-petla-helisa z domena zamka leucy-
nowego (bHLH-LZ) odpowiedzialna za oddziatywania
typu biatko-biatko i tworzenie homo- i heterodimeréw,

e N-koricowa domeng transaktywacyjna, znajdujaca si¢
powyzej domeny zasadowe;.

Ze wzgledu na to, ze MITF wykazuje duze podobien-
stwo strukturalne do innych czynnikéw transkrypcyjnych
np.TFE3, TFEB i TFEC, moze z nimi tworzy¢ hetero-
dimery [1]. Zdolnos$¢ rozpoznawania sekwencji M-box
(AGTCATGTGCT) i E-box (CATGTG) gendéw kodujacych
enzymy uczestniczace w procesie melanogenezy oraz re-
gulowania transkrypcji genéw TYR, TRP1, TRP2 i PKCf
wykazuje tylko ufosforylowana postaé MITFE. Fosforylacja
MITF nastgpuje poprzez kinaz¢ MAPK oraz kinazg syn-
tazy glikogenu (GSK-3f — glycogen synthase kinase-3[3),
ktérych aktywacja jest zalezna od receptoréw RTK (recep-
tor tyrosine kinase), np. C-Kit [10,23]. Fosforylacja, oprécz
aktywacji czynnika MITF, prowadzi réwniez do obnizenia
jego stabilnosci i degradacji w proteasomach [23]. GSK-
3 fosforyluje Ser®® biatka MITF, co umozliwia wigzanie
si¢ MITF z DNA [10]. Z kolei fosforylacja Ser” i Ser*® od-
powiednio przez kinaz¢ ERK oraz RSK (ribosomal R6 ki-
nase) umozliwia oddziatywanie MITF z enzymem sprze-
gajacym ubikwityne hUBC9, co prowadzi do degradacji
MITF w proteasomach. [1,16,17,18,20].

Znanych jest 10 izoform czynnika MITF: MITF-A, MITF-B,
MITF-C, MITF-D, MITF-E, MITF-H, MITF-J, MITF-M,
MITF-Mdel i MITF-Mc, przy czym w melanocytach wyste-
puja tylko izoformy MITF-M, MITF-Mdel, MITF-A oraz
MITF-H. [24,26,39]. Izoformy te zawieraja w regionie
N-koncowym charakterystyczna dla siebie domeng odpo-
wiednio M, A oraz H. Gen kazdej z izoform, oprécz MITF-
Mdel, ma charakterystyczna sekwencj¢ promotorowa, co
sugeruje petnienie r6znych funkcji w zaleznosci od rodza-
ju komoérek, w ktérych ulegaja ekspresji [25].

Izoforma MITF-M ulega ekspresji tylko w melanocytach
prawidtowych wywodzacych si¢ z grzebienia nerwowego
oraz w komérkach czerniaka. Sposréd wszystkich izoform
MITF jest najkrétsza, bo zbudowana z 419 aminokwaséw
i ma charakterystycznag domeng M zbudowana z 10 ami-
nokwaséw [36]. Niedawno odkrytym wariantem MITF-M
jest MITF-Mdel, ktéry powstaje w wyniku alternatywne-
go skladania genu [38].

W odréznieniu od MITF-M i MITF-Mdel, pozostate izo-
formy zawieraja w domenie N-koricowej charakterystyczna
domeng B1b zbudowana z 83 aminokwasow [25].

MITF-A jest najdluzsza izoforma, zbudowana z 520 ami-
nokwasow. Najwyzszy poziom ekspresji tej izoformy wy-
stgpuje w nablonku barwnikowym siatkéwki (RPE — reti-
nal pigment epithelium). Ulega takze ekspresji w innych
typach komoérek barwnikowych, m.in. w melanocytach

prawidtowych i komérkach czerniaka. MITF-A ma cha-
rakterystycznag domeng¢ A zbudowana z 35 aminokwa-
sow [25,36].

MITF-H jest izoforma zbudowana z 519 aminokwaséw
i ulega ekspresji wraz z MITF-A w melanocytach prawi-
dtowych oraz komérkach czerniaka. Ma domeng H zbu-
dowanag z 19 aminokwaséw [25,36].

W komoérkach RPE ekspresji ulega izoforma MITF-C,
ktéra nie wystepuje w melanocytach prawidlowych i ko-
morkach czerniaka. Jest zbudowana z 519 aminokwaséw
i ma charakterystyczna domeng¢ C zbudowang z 34 ami-
nokwasow [25,36].

Funkcje MITF

Ekspresja czynnika transkrypcyjnego MITF regulowana
jest bezposrednio przez czynnik jadrowy HNF-1o (hepa-
tocyte nuclear factor 1o) oraz biatko CREB.

Czynnik jadrowy HNF-1a bierze bezposrednio udziat w in-
dukcji ekspresji genéw MITF i tyrozynazy [26]. Inicjacja
transkrypcji HNF-1a jest zalezna od biatka p53, ktére
przylacza sie do sekwencji pS3RE (p53 responsive ele-
ment) w genie HNF-10[15,26]. Ekspresja genu p53 regu-
lowana jest m.in. przez jadrowy czynnik NF-kB (nuclear
factor kappa B). Powstaly HNF-1a wiaze si¢ z sekwencja
E-box genu MITF i razem z CREB zwiazanym z sekwen-
cja M-box uczestniczy w transkrypcji MITF [26] (ryc. 1C).

W regulacji ekspresji genu tyrozynazy gtéwna rolg odgry-
waja czynniki transkrypcyjne MITF, HNF-1a oraz kofaktor
odpowiedzialny za dimeryzacj¢ HNF-1o (DCoH - dimeri-
sation cofactor of HNF-1o). HNF-1o wiaze si¢ z sekwencja
M-box genu kofaktora DCoH, powodujac jego transkrypcje.
Powstatly z udzialem DCoH homodimer HNF-1a. oraz czyn-
nik MITF wiaza si¢ z sekwencja M-box promotora genu ty-
rozynazy w wyniku rozpoznania 16-zasadowej odwréconej
sekwencji palindromowej, prowadzac do jego transkrypcji
[26]. Mozliwos¢ regulacji ekspresji gendw TRP1 oraz TRP2
przez czynnik MITF wynika z obecnosci sekwencji M-box
i E-box w promotorach tych genéw [1]. Transkrypcja genu
GTP—cyklohydroksylazy I (GTP-CHI) jest mozliwa dzieki
zwigzaniu si¢ czynnika MITF i biatka CREB odpowiednio
z sekwencja E-box oraz M-box tego genu. Powstaty w ten
sposéb GTP-CHI jest najwazniejszym enzymem w synte-
zie kofaktora 6BH, [3,26] (ryc. 1C).

Czynnik MITF pelni takze funkcje gléwnego regulatora
melanogenezy na poziomie transkrypcyjnym w odniesie-
niu do melanosoméw — poprzez mozliwos¢ indukcji eks-
presji genéw bioracych udziat w biogenezie, dojrzewaniu
oraz transporcie melanosoméw [21,38]. MITF moze ponad-
to aktywowac transkrypcje receptora melanokortynowego
typu 1 (MC1R), z ktérym wiaze si¢ m.in. hormon o-MSH,
odpowiedzialny za regulacje¢ procesu melanogenezy oraz
proliferacj¢ i1 tworzenie wypustek melanocytéw [25,35].

W stosunku do melanocytéw MITF moze wykazywac za-
rowno dziatanie pro-, jak i antyproliferacyjne. Czynnik
transkrypcyjny MITF moze bra¢ udzial w stymulacji
proliferacji poprzez indukcje transkrypcji genu cykli-
nozaleznej kinazy 2 lub indukcj¢ ekspresji genu biatka
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Dial, odpowiedzialnego za kontrolg polimeryzacji akty-
ny. Aktywne biatko Dial moze takze nasila¢ degradacje
cyklinozaleznego inhibitora kinazy 1B, co z kolei prowa-
dzi do stymulacji proliferacji komérkowej [26].

Czynnik MITF moze takze uczestniczy¢ w inhibicji proli-
feracji w wyniku stymulacji ekspresji genu czynnika trans-
krypcyjnego TBX2 (brachyury-related transcription factor)
lub cyklinozaleznego inhibitora kinazy 1A oraz cyklinoza-
leznego inhibitora kinazy 2A. Czynnik TBX?2 odpowiada
za hamowanie cyklu komérkowego w wyniku inhibicji eks-
presji cyklinozaleznego inhibitora kinazy 1A [13,25,26].
Czynnik transkrypcyjny MITF moze réwniez aktywowac
inhibitor cyklu komérkowego INK4A (inhibitor of cyc-
lin-dependent kinase 4A), co zapobiega proliferacji ko-
morek i pozwala na ich dojrzewanie i réznicowanie [13].
Wykazano ponadto udziat czynnika MITF w ochronie ko-
morek przed apoptoza przez indukcje ekspresji nastgpu-
jacych biatek: Bcl-2, inhibitoréw apoptozy czerniaka (np.
ML-IAP, BIRC7, LIPIN), receptora czynnika wzrostu he-
patocytéw, endonukleazy APEX1 (apurinic/apirymidinic
endonuclease 1), czynnika transkrypcyjnego HIF1A (hypo-
xia inducible factor 1A) oraz receptora endoteliny [15,25].

Mutacje MITF

Mutacje genu MITF zwiazane sa z wystgpowaniem auto-
somalnych i dominujacych zespotéw: Waardenburga typu
2 oraz Tietza. W zespole Waardenburga w wyniku muta-
cji dochodzi do zamiany Ser*® na alaning lub proling, co
uniemozliwia opisana wczesniej fosforylacj¢ MITF przez
kinaze GSK-3p [11,16,37]. Objawy charakterystyczne dla

PiSmiENNICTWO

zespolu Waardenburga (wystgpowanie plam na skorze,
zmiany w pigmentacji tgczowki oraz utrata stuchu zwia-
zana z utrata melanocytéw w prazku naczyniowym §li-
maka) sa konsekwencja zmniejszenia liczby melanocytéw
[18,25]. Z kolei w zespole Tietza zaobserwowano zamiang
Lys?' na asparaging oraz delecjg Arg?’ [32,36]. Objawami
charakterystycznymi dla tego zespotu sa: catkowita utrata
stuchu, hipopigmentacja [36].

PobpsumowaNIE

Proces melanogenezy zachodzi w wyspecjalizowanych or-
ganellach — melanosomach, ktére znajduja si¢ w komor-
kach barwnikowych zwanych melanocytami. Substratem
w syntezie melanin jest tyrozyna, ktéra w wyniku wielo-
etapowego procesu utleniania i polimeryzacji zostaje prze-
ksztatcona do eu- i/lub feomelaniny. Przemiany te katali-
zowane sa przez nastgpujace enzymy: tyrozynaze (TYR,
enzym gtéwny), THI, oraz TRP1 i TRP2. Do najwazniej-
szych czynnikéw regulujacych proces melanogenezy nale-
73 cAMP oraz MITF, ktdre uczestnicza w regulacji ekspre-
sji gendw enzymoOw bioracych udzial w syntezie melanin.

cAMP oraz MITF uczestnicza ponadto w dojrzewaniu, bio-
genezie i transporcie melanosoméw, a takze w regulacji pro-
liferacji i procesu apoptozy melanocytow. Znajomos¢ prze-
biegu kaskad zwiazanych z udziatem cAMP oraz czynnika
transkrypcyjnego MITF moze si¢ przyczynié do lepsze-
go zrozumienia i poznania molekularnych mechanizméw
regulacji procesu melanogenezy oraz opracowania tera-
pii dziedzicznych zespoléw Waardenburga typu 2, Tietza,
McCune’a-Albrighta oraz Carneya.
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