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Suhrn

Vychodiskd: Maligny melanédm je jednym z najagresivnejsich druhov rakoviny. Melaném pri-
marne vznika z pigment produkujucich buniek melanocytov, ktoré sa vyznacuju Specifickymi
mechanizmami prezivania. KIti¢ové postavenie v metabolizme melandmu ma transkripény
faktor asociovany s mikroftalmiou (microphthalmia-associated transcription factor - MITF-M).
MITF-M sa zapaja do regulacie expresie velkého poctu génov riadiacich procesy melanogenézy,
proliferécie, diferenciacie a prezitia melanocytov. Expresia tohto transkripcného faktora v mela-
nocytoch je aktivovana niekolkymi signalnymi cestami, pricom blokovanie jeho expresie, alebo
funkcie méze znamenat poruchu v reguldcii antiapoptotickych mechanizmov. MITF-M taktiez
ovplyviiuje aktivitu matrixovej metaloproteinazy 14 (matrix metalloproteinase - MMP14), ktora
je zodpovednd za zmenu tvaru melanocytov a za zvysenie ich pohyblivosti a invazivity. V fud-
skych melanocytoch s invazivnym fenotypom bola zistena velmi nizka hladina expresie MITF-M,
¢o naznacuje ze tento transkripcny faktor pésobi ako supresor metastatického procesu.
V rakovinovych bunkach s nizkou hladinou expresie cytozolového/nukledrneho B-kateninu,
vznikd malé mnozstvo proteinu MITF-M, ktory nedokaze inhibovat transkripciu MMP 14. Tento
enzym katalyzuje degradaciu lamininu a fibronektinu, ¢im dochadza k zmene tvaru melanocy-
tov, k zvysemiu ich pohyblivosti a invazivity. Ciele: Tato prehladova praca popisuje regula¢nu
drahu aktivacie MITF-M, jeho zapojenie do proliferacie transformovanych melanocytov ako
aj jeho ulohu pri zvySovani invazivity maligneho melanému. Detailné pochopenie mechani-
zmov fungovania signalnej drahy MITF-M je vysoko aktudlnou témou a moéze pomaoct pri vy-
voji novych tak diagnostickych, ako aj terapeutickych aplikdcii pri lie¢cbe pacientov s malignym
melanémom.
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Summary

Background: Malignant melanoma is one of the most aggressive types of cancers. Melanoma is derived from pigment-producing cells, mela-
nocytes, which are characterized by a specific survival mechanism. Microphthalmia-associated transcription factor (MITF-M) plays a role in the
metabolism of melanoma and is involved in the regulation of the expression of multiple genes mediating processes such as melanogenesis,
proliferation, differentiation, and melanocyte survival. The expression of this transcription factor in melanocytes is activated by several signaling
pathways, and reduced expression or function of MITF-M can cause the dysregulation of anti-apoptotic mechanisms. MITF-M is also involved in
matrix metalloproteinase 14 (MMP14) activity, which is responsible for shape changes in melanocytes and increases in their motility and invasi-
veness. Very low levels of expression of MITF-M are found in human melanocytes with an invasive phenotype, indicating that this transcription
factor acts as a suppressor of the metastatic process. Cancer cells with low expression of cytosolic/nuclear f-catenin have a small amount of
MITF-M 14 that is insufficient to inhibit MMP transcription. The enzyme catalyzes the degradation of laminin and fibronectin, thereby changing
the shape of melanocytes, which leads to their increased mobility and invasiveness. Aims: This review describes the regulatory pathway of
MITF-M activation, its involvement in the proliferation of transformed melanocytes, and its role in increasing the invasiveness of malignant me-
lanoma. A detailed understanding of the MITF-M signaling pathway is highly topical and could help to develop new diagnostic and therapeutic

applications for patients with malignant melanoma.

Key words

neoplastic cell transformation — melanoma - MITF transcription factor

Uvod

Maligny melaném je jednym z najagre-
sivnejsich druhov rakoviny. Melaném
primarne vznika z pigment produku-
jucich buniek melanocytov, ktoré sa vy-
znacuju Specifickymi mechanizmami
prezivania. Pésobia hlavne proti viace-
rym karcinogénnym faktorom, vratane
UV Ziarenia a vysoko reaktivnych me-
dziproduktov melanogenézy [1]. Tieto
zlozité mechanizmy oddialujice bun-
kovu smrt Ucinkuju jednak v zdravych
melanocytoch ako aj v transformova-
nych bunkach melanému. Klucové po-
stavenie v metabolizme melanému ma
transkripény faktor asociovany s mik-
roftalmiou (microphthalmia associated
transcription factor - MITF), ktory stoji
v centre transkrip¢nej regulacie od em-
bryondlneho vyvoja normalnych mela-
nocytov, ich diferenciacie, udrzaniaiden-

i

@

tity az po prezivanie nielen normalnych,
ale aj nddorovych melanocytov. V sticas-
nosti je znamych viac ako 40 cielovych
génov MITF, ktorych Gcinky su castokrat
antagonistické [2]. Tento prehladovy ¢lé-
nok popisuje regula¢nu drahu aktivacie
MITF-M, jeho zapojenie do proliferacie
transformovanych melanocytov ako aj
jeho ulohu pri zvySovani invazivity ma-
ligneho melanému.

Uloha MITF pri vzniku maligneho
melanému

MITF je nuklearny protein charakteris-
ticky pre embryondlny vyvoj a postna-
télnu Zivotaschopnost melanocytov. Gén
kodujuci tento transkripcny faktor bol
lokalizovany na tretom chromozéme,
konkrétne na pozicii 3p14.2-3p14.1 [3].
Protein MITF existuje celkovo v 12 zostri-
hovych izoforméach (oznacovanych A,
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Obr. 1. Struktura proteinu MITF-M a reguldcia jeho aktivity.

Viaceré signalne proteiny pdsobia priamou fosforylaciou serinovych zvyskov na pozicii 73,
298 a 409, ¢im dochadza k aktivécii MITF-M. Cisla pod $truktirou popisuju poradie exénov
v géne MITF-M. Oblasti M, T, S st bohaté na metionin, treonin, resp. serin so slabsou tran-
skripénou aktivitou. Naopak domény AE a pHLH ZL znamenaju transkripcne velmi aktivne

oblasti. Upravené podla [5].

B, C, H a M) a kazda je exprimovana zo
svojho, tkanivovo 3pecifického, promé-
tora. VSetky izoformy obsahuju devat
exénov a odlisuju sa len prvym exénom,
zostrihnutym ku spolo¢nému druhému
exénu. Poloha ostatnych exénov je uz vo
vsetkych izoformdach rovnaka. Pre me-
lanocyty je Specificka izoforma MITF-M,
ktora je exprimovana iba v pigmento-
vych a v melanémovych bunkach [4].
MITF-M obsahuje viacero Specifickych
domén (obr. 1) [5]. V centrdlnej ¢asti mo-
lekuly protein MITF obsahuje zasaditu
oblast s motivom helix-slucka-helix-leu-
cinovy zips (basic helix-loop-helix-leu-
cine zipper — bHLH LZ), ktora je zodpo-
vedna za vazbu na DNA a dimerizéciu
proteinu. MITF-M pozostava zo 419 ami-
nokyselin a zapaja sa do regulécie expre-
sie velkého poctu génov zapojenych do
melanogenézy, proliferacie, diferencia-
cie a prezitia melanocytov.

Priamym cielom su gény pre tyrozi-
nézu (tyrosinase — TYR), s tyrozinkinazou
asociovanym proteinom 1 (tyrosinase-
-related protein 1 -TYRP1) a dopachrom
tautomerazu (dopachrome tautome-
rase — DCT), ktoré ovplyviiuju melano-
genézu. MITF sucasne ovplyvnuje ex-
presiu génov pre premelanozémovy
protein 17 (premelanosome protein 17 —
Pmel 17) a osteoartriticky protein 1 (os-
teoarthritis protein 1 — OA1), ¢im regu-
luje transfer melanozémov [6].

Expresia MITF-M v melanocytoch je
aktivovana niekolkymi transkripénymi
cestami (napr. cez Pax3 protein alebo
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pomocou transkripéného faktora CREB).
Tieto transkripcné faktory obsahuju vaz-
bové miesta v blizkosti prométora MITF.
Preto sa MITF-M povazuje za ciel pre gé-
novu terapiu, pricom blokovanie expre-
sie alebo funkcie MITF méze znamenat
poruchu v reguldcii antiapoptotickych
drah v melanémovych bunkach [7]. Jed-
nym z regulatorov expresie MITF-M je aj
receptor pre melanokortin 1 (melano-
cortin 1 receptor - MC1R). Tento recep-
tor v aktivnom stave vykazuje funkciu
G proteinu, ktory zvysuje hladinu cyklic-
kého adenozinmonofosfatu (cyclic ade-
nosine monophosphate - cAMP). Aku-
muldcia cCAMP vedie k aktivacii proteinu
viazuceho cAMP odpovedajuceho tseku
(cAMP response element-binding pro-
tein — CREB), ¢im sa zvysi expresia MITF-M,
¢o nasledne reguluje aktivaciu génov
podielajicich sa na syntéze melaninu.
Plne aktivne alely génu MCT1R umoznuju
syntézu tmavého pigmentu - eumela-
ninu, zatial ¢o alelicka varianta s oslabe-
nou aktivitou zodpoveda za tvorbu cer-
veného pigmentu - feomelaninu, ktory
moze mat i fotosenzibiliza¢né uGcinky
a prispieva k vzniku a vyvoju karci-
nognézy primarneho melanému [8].

Uloha MITF-M pri regulacii
proliferacie

MITF-M taktiez zohrdva vyznamnu
Ulohu pri proliferacii melanocytov [9].
Tento transkrip&ny faktor je nevyhnutny
pre prezivanie a diferenciaciu melano-
blastov a melanocytovych kmenovych
buniek [10]. Prostrednictvom zvysenej
expresie cyklin dependentnych inhibi-
torov p21°r! a p16™NK4 sa MITF-M zapaja
do regulacie bunkového cyklu [11]. Zni-
Zenie aktivity MITF-M vedie k ukonceniu
bunkového cyklu v G1 faze, reorganiza-
cii aktinového cytoskeletu a k zvyseniu
expresie matrixovych metaloproteindz,
¢o vedie k zvyseniu invazivneho poten-
cidlu melanocytov. MITF-M preto vystu-
puje ako regulator proliferacie a diferen-
ciacie normalnych melanocytov, ktorého
aktivita moze byt narusena genetickymi
aj epigenetickymi zmenami, ¢co moze
indukovat malignu transformiciu.
Aktivita MITF-M je taktiez regulovand
mikroprostredim nadoru, ako aj vnutro-
bunkovou hladinou $pecifickych miRNA,
ktoré znizuju mnozstvo primarneho tran-

zastavenie bunkového cyklu

diferenciacia

v G1 faze, zvysena expresia p21

syntéza melaninu

a p16 - znizena proliferacia

proliferacia

zvysenie aktivity CDK2 a TBX2

zvacsenie buniek

zastavenie bunkového cyklu

utlmenie

zastavenie bunkového cyklu
v G1 faze, poruchy mitozy,

starnutie

v G1 faze, zvysena expresia p27 -
zvysena invazivita

metastdzovanie
nadoru

zastavenie rastu
a smrt buniek

poskodenie DNA,
zvySena expresia p53

Schéma 1. Uloha MITF-M pri reguldcii starnutia melanocytov. Upravené podla [13].

skriptu jeho degradéciou [12]. MITF-M
tiez pbdsobi ako faktor zabranujuci star-
nutiu melanocytov (schéma 1) [13]. Pri
inhibicii expresie alebo aktivity MITF-M
dochddza k pred¢asnému starnutiu
buniek prostrednictvom zvysenej ak-
tivity p53. Aktivacia p53 je priamym
dbésledkom degradacnej kaskady in-
dukovanej poskodenim DNA. Vznikaju
rézne mitotické poruchy, ¢o vedie k nek-
réze alebo apoptoze [14].

Predc¢asné starnutie buniek je charak-
teristické pre premaligne lézie, ale neob-
javuje sa pri lézidch malignych. Z uve-
denych faktov vyplyva, Ze sledovanie
aktivity a expresie inhibitorov bunko-
vého cyklu (p16™4e, p21<P! g p27KPT)
mdbze poméct pri hladani novych vhod-
nych prognostickych markerov pouzitel-
nych aj na rozlisenie jednotlivych stadii
maligneho melanému [15].

MITF-M a invazivita nadoru

Nadorovo transformované melanocyty
patria medzi extrémne pohyblivé a in-
vazivne bunky. Podobne ako pri inych
typoch néadorov sa invazivita zvysuje
prostrednictvom remodeldcie extrace-
luldarneho matrixu reguldciou proteazo-
vej aktivity matrixovych metaloprotei-
naz (matrix metaloproteinases - MMP)
alebo zmenou tvaru buniek [16]. Jednu
z hlavnych uloh pri zvyseni invazivity
melanocytov zohrava aktivéacia kano-
nickej Wnt (wingless/integrated) signal-
nej drahy, ktorad vyuziva k prenosu sig-

nalu 3-katenin, ktory sa v bunke podiela
na tvorbe adherentnych spojov medzi
bunkami a ukotvuje aktinové vldkna cy-
toskeletu. B-katenin je nevyhnutny pre
prezivanie a proliferaciu zdravych me-
lanocytov [17]. Regulacia aktivity tohto
proteinu zavisi na jeho fosforylacii. Ak je
B-katenin fosforylovany cez kinazu gly-
kogén syntazy-3 B (glycogen synthase
kinase-3B - GSK-3B) dochadza k jeho
ubikvitinacii a naslednej proteazomal-
nej degradacii. Pri aktivacii signdlnej
drahy Wnt vsak nedochadza k fosforyla-
cii, ale k akumuldcii B-kateninu v cyto-
zole. Po dosiahnuti hrani¢nej koncen-
trcie sa presuva do jadra, kde aktivuje
transkripciu Specifickych génov, ako
napr. MITF-M [18]. V bunkdch metasta-
zujucich melanocytov bola dokazana
Wnt drahou indukovana zvysena hla-
dina transkripcie MITF-M a jeho cielo-
vych génov [19]. ZniZovanie expresie
B-kateninu v bunkdch melanému zvy-
Suje ich invazivitu [20]. V ludskych me-
lanocytoch s invazivnym fenotypom
bola zistena velmi nizka hladina expre-
sie MITF-M, ¢o naznacuje, Ze tento tran-
skripcny faktor pésobi ako supresor
metastatického procesu [21]. V rakovi-
novych bunkdch s nizkou hladinou ex-
presie cytozolového/nukledrneho B-ka-
teninu vznikd malé mnozstvo proteinu
MITF-M, ktory nedokdze inhibovat tran-
skripciu MMP 14. Tento enzym kataly-
zuje degradaciu lamininu a fibronektinu,
¢im dochéadza k zmene tvaru melanocy-
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tov, k zvySemiu ich pohyblivosti a invazi-
vity [22]. MITF-M je teda povazovany za
jeden z klu¢ovych komponentov regula-
cie tvorby a Sirenia metastdz maligneho
melanému.

Zaver

Doposial publikované studie naznacuju,
Ze aktivacia MITF-M predstavuje jeden
zo zakladanych mechanizmoy, ktory in-
tegruje Specifické vnutrobunkové sig-
nalizdcie podielajice sa na bunkovej
diferenciacii, proliferacii a prezivani me-
lanocytov. Syntéza enzymov a Struk-
tarnych proteinov zapojenych do me-
lanogenézy je koordinovana uz na
transkripénej drovni. Okrem pigmen-
tacie upravuje aktivacia MITF-M aj pro-
liferaciu a invazivnost zhubnych mela-
nocytov, hlavne regulaciou transkripcie
génov zapojenych do tychto procesov.
Zablokovanie transkripéného faktora
MITF-M a niektorych jeho aktivatorov
ma inhibi¢né ucinky na neotransforma-
ciu melanémovych buniek. Tento expe-
rimentalny pristup je eSte vyznamnejsi
vzhladom na vznik rezistencie pri pou-
Ziti sucasnych chemickych inhibitorov.
Preto je Studium a detailné porozume-
nie signalnej drahe MITF-M vysoko ak-
tudlne a méze prispiet k vyvoju novych
diagnostickych postupov vyuzitefnych

nasledne aj pri monitorovani pacientov
s malignym melanémom.

Literatara

1.SuTR, Lin JJ, Tsai CC etal. Inhibition of melanogenesis by gal-
lic acid: possible involvement of the PI3K/Akt, MEK/ERK and
Wnt/B-catenin signaling pathways in B16F10 cells. Int J Mol
Sci 2013; 14(10): 20443-20458. doi: 10.3390/ijms141020443.
2. Maddodi N, Jayanthy A, Setaluri V. Shining light on
skin pigmentation: the darker and the brighter side of ef-
fects of UV radiation. Photochem Photobiol 2012; 88(5):
1075-1082. doi: 10.1111/}.1751-1097.2012.01138.x.

3. Paillerets BB, Lesueur F, Bertolotto C. A germline onco-
genic MITF mutation and tumor susceptibility. Eur J Cell
Biol 2014; 93(1-2): 71-75. doi: 10.1016/j.ejcb.2013.10.002.
4. Hartman ML, Czyz M. Pro-survival role of MITF in me-
lanoma. J Invest Dermatol 2015; 135(2): 352-358. doi:
10.1038/jid.2014.319.

5.Shibahara S, Takeda K, Yasumoto K et al. Microphthalmia-
-associated transcription factor (MITF): multiplicity in
structure, function, and regulation. J Invest Dermatol
Symp Proc 2001; 6(1): 99-104.

6. Vachtenheim J, Ondrusova L. MITF expression levels in
melanoma cells contribute to cell invasion and proliferation.
Exp Dermatol 2015; 24(7): 481-484. doi: 10.1111/exd.12724.
7. Eccles MR, He S, Ahn A et al. MITF and PAX3 play dis-
tinct roles in melanoma cell migration; outline of a,gene-
tic switch” theory involving MITF and PAX3 in proliferative
and invasive phenotypes of melanoma. Front Oncol 2013;
11(3): 229. doi: 10.3389/fonc.2013.00229.

8. Agnarsdottir M, Ponten F, Garno H et al. MITF expression
in cutaneous malignant melanoma. J Mol Biomark Diagn
2012; 3(4): 128. doi: 10.4172/2155-9929.1000128.

9. Steingrimsson E, Copeland NG, Jenkins NA. Melanocy-
tes and the microphthalmia transcription factor network.
Annu Rev Genet 2004; 38:365-411.

10. Nishimura EK, Granter SR, Fisher DE. Mechanisms of
hair graying: incomplete melanocyte stem cell mainte-
nance in the niche. Science 2005; 307(5710): 720-724.
11. Loercher AE, Tank EM, Delston RB et al. MITF links dif-
ferentiation with cell cycle arrest in melanocytes by tran-

scriptional activation of INK4A. J Cell Biol 2005; 168(1):
35-40.

12. Gajos-Michniewicz A, Duechler M, Czyz M. MiRNA in
melanoma-derived exosomes. Cancer Lett 2014; 347(1):
29-37.doi: 10.1016/j.canlet.2014.02.004.

13. Carreira S, Goodall J, Denat L. Mitf regulation of
Dial controls melanoma proliferation and invasiveness.
Genes Dev 2006; 20(24): 3426-3439.

14. Giuliano S, Ohanna M, Ballotti R et al. Advances in me-
lanoma senescence and potential clinical application.
Pigment Cell Melanoma Res 2011; 24(2): 295-308. doi:
10.1111/j.1755-148X.2010.00820.x.

15. Giuliano S, Cheli Y, Ohanna M. Microphthalmia-as-
sociated transcription factor controls the DNA damage
response and a lineage-specific senescence program
in melanomas. Cancer Res 2010; 70: 3813-3822. doi:
10.1158/0008-5472.CAN-09-2913.

16. Sabeh F, Shimizu-Hirota R, Weiss SJ. Protease-depen-
dent versus-independent cancer cell invasion programs:
three-dimensional amoeboid movement revisited. J Cell
Biol 2009; 185(1): 11-19. doi: 10.1083/jcb.200807195.

17. Hari L, Brault V, Kléber M et al. Lineage-specific requi-
rements of 3-catenin in neural crest development. J Cell
Biol 2002; 159(5): 867-880.

18. Zeng X, Huang H, Tamai K et al. Initiation of Wnt sig-
naling: control of wnt coreceptor Lrp6 phosphoryla-
tion/activation via frizzled, dishevelled and axin functions.
Development 2008; 135(2): 367-375.

19. Dansky WE, Curley DP, Santhanakrishnan M et al. -ca-
tenin signaling controls metastasis in Braf-activated Pten-
-deficient melanomas. Cancer Cell 2011; 20(6): 741-754.
doi: 10.1016/j.ccr.2011.10.030.

20. Arozarena |, Bischof H, Gilby D et al. In melanoma,
beta-catenin is a suppressor of invasion. Oncogene 2011;
30(45): 4531-4543. doi: 10.1038/0nc.2011.162.

21. Hoeck KS, Eichhoff OM, Schlegel NC et al. In vivo
switching of human melanoma cells between prolifera-
tive and invasive states. Cancer Res 2008; 68(3): 650-656.
doi: 10.1158/0008-5472.CAN-07-2491.

22. Sahai E, Marshall CJ. Differing modes of tumour cell in-
vasion have distinct requirements for Rho/ROCK signalling
and extracellular proteolysis. Nat Cell Biol 2003; 5(8): 711-719.

350

Klin Onkol 2016; 29(5): 347-350




