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L’AMP cyclique

est un regulateur
de la pigmentation
de la peau

La pigmentation de la peau est le mécanisme principal de
protection contre les rayonnements ultraviolets solaires et
contre la photocancérogenése cutanée. Les mélanines sont
les principaux pigments responsables de la couleur de la
peau. La stimulation photo-induite de la mélanogenése
entraine un assombrissement de la peau, communément
appelé bronzage. Cette capacité au bronzage, associée a la
photosensibilité, permet de définir des phototypes qui iden-
tifient les sujets a risque pour la photocarcinogenese cuta-
née. La voie de I’AMP cyclique parait jouer un réle primor-
dial dans le contrdle de la synthése des mélanines qui
implique plusieurs enzymes spécifiques. La liaison des pep-
tides mélanotropes a leurs récepteurs transmembranaires
induit une augmentation de I’AMP cyclique intramélanocy-
taire et une forte augmentation de I’expression de ces
enzymes qui stimulent la mélanogenése. Le décryptage des
voies de signalisation impliquées dans la régulation de la
mélanogenese conduit a I'identification de nombreuses
cibles thérapeutiques potentielles et pourrait également per-
mettre une identification plus précise des sujets a risque.

a pigmentation constitutive
de la peau résulte de la pré-
sence de grains de mélanine
dans les kératinocytes épider-
miques. Ces grains de pig-
ment sont synthétisés dans des orga-
nites intracytoplasmiques, les
mélanosomes, par des cellules spécia-
lisées, les mélanocytes, qui les transfe-
rent alors aux kératinocytes. Le stimu-
lus physiologique de la synthése des
mélanines est le soleil. La mélanoge-
nese photo-induite entraine un

assombrissement de la peau corres-
pondant a la pigmentation faculta-
tive, communément appelé bronzage.
Cette réaction a pour support une
augmentation du nombre des méla-
nocytes résultant de leur prolifération
photoinduite, une néosynthése de
meélanines, et des modifications mor-
phologiques des mélanocytes, asso-
ciant un accroissement de leur den-
dricité a une augmentation du
transfert des mélanosomes aux kérati-

nocytes. Ces modifications induisent —

177



une augmentation de la formation,
de la maturation et de la mélanisation
des mélanosomes. La capacité au
bronzage associée a la photosensibi-
lité (réaction érythémateuse ou
«coup de soleil») permet de définir
des phototypes, qui identifient les
sujets a risque pour la photocarcino-
genése cutanée. Ces phototypes sont
encore exclusivement fondés sur des
criteres cliniques, mais les fonde-
ments d’une classification molécu-
laire commencent a se dessiner. La
mélanogenése induite par le rayonne-
ment ultraviolet du spectre solaire est
considérée comme la principale réac-
tion physiologique de protection
contre le photovieillissement et
contre la photocarcinogenése. Ses
mécanismes moléculaires sont com-
plexes, impliquant vraisemblable-
ment plusieurs voies de signalisation,
mais la voie de I’AMP cyclique parait
jouer un rdle primordial.

I La mélanogenese

La syntheése des mélanines consiste
en une série de réactions enzyma-
tiques et spontanées dont le précur-
seur est la L-tyrosine (figure 1). Trois
enzymes principales et spécifiques
des mélanocytes participent a la
mélanogenese. Il s’agit de la tyrosi-
nase, de la TRP-1 (tyrosinase related
protein-1) ou gp75 et de la TRP-2 (tyro-
sinase related protein-2) ou DOPA-
chrome tautomérase (DCT). TRP-1
et TRP-2 sont surtout impliqués dans
la voie de I’eumélanogeneése [1].
Bien que ces enzymes aient une
structure similaire, elles sont codées
par des génes distincts et ont des acti-
vités enzymatiques différentes. La
tyrosinase, codée par le locus albino
chez la souris, catalyse la transforma-
tion de la tyrosine en 3,4-dihydroxy-
phénylalanine (DOPA) et de la
DOPA en dopaquinone. La TRP-2,
codée par le locus slaty, posseéde une
activité dopachrome tautomérase, et
catalyse la transformation du dopa-
chrome en acide 5,6-dihydroxyin-
dole-2-carboxylique (DHICA). La
TRP-1, localisée au locus murin
brown, catalyse I’oxydation de la
DHICA en acide indole 5,6-quinone-
2-carboxylique [1].

Les mélanocytes des mammiféeres pro-
duisent deux types de mélanines: les
phéomélanines, pigments jaunes ou

mssmmmm OUgQe-brun, riches en soufre, et les
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eumélanines, pigments bruns, noirs,
pauvres en soufre. Le rapport euméla-
nines/phéomélanines dans I'épi-
derme est variable, mais la présence
d’eumélanines est corrélée au niveau
de photoprotection de la peau. Les
sujets a peau blanche et cheveux roux
(phototype 1), dont I’épiderme
contient des quantités importantes de
phéomélanines, ont un risque élevé de
cancers de la peau photo-induits. Plu-
sieurs études réalisées in vitro démon-
trent que les phéomélanines sont tres
photolabiles et peuvent, aprés pho-
toexcitation, produire des radicaux
libres mutagénes et phototoxiques,
contrairement aux eumélanines qui
sont photoprotectrices. Ces observa-
tions permettraient d’expliquer la
photosensibilité extréme de la peau
des sujets de phototype 1 au niveau
moléculaire, ainsi que leur risque
élevé de photocancérogenése [2].

Régulation

de la mélanogenése
par les hormones
mélanotropes

Les mécanismes qui contrblent la
nature biochimique des mélanines
produites dans la peau sont donc
fondamentaux pour le déterminisme
de la photoprotection mélanique.
Chez la souris, trois génes au moins
déterminent le rapport euméla-
nines/phéomélanines dans les méla-
nocytes folliculaires. Ces génes
codent pour la pro-opiomélanocor-
tine (POMC), le récepteur des méla-
nocortines de type 1 (MCIR) et la
protéine agouti [3]. La POMC est le
précurseur des hormones mélano-
tropes ACTH (adrénocorticotrophic
hormone) et a-MSH (melanocyte sti-
mulating hormone), qui se lient toutes
deux au MCI1R. L’activation du
MC1R par ses ligands induit une aug-
mentation de la teneur intramélano-
cytaire en AMPc et stimule I'euméla-
nogenése. La protéine agouti est un
peptide de 131 aminoacides produit
par les mélanocytes folliculaires, et se
comporte comme un antagoniste
compétitif de I'a-MSH, puisque sa
liaison au MC1R empéche I'a-MSH
d’augmenter les taux d’AMPc intra-
mélanocytaire et favorise la pheomé-
lanogenese [4]. Le gene mahogany,
récemment identifié, code pour un
récepteur membranaire homologue
de l'attractine humaine [5], et est

également impliqué dans le contréle
de la nature biochimique des méla-
nines. Chez les souris portant la
mutation lethal-yelow, une expression
ectopique de la protéine agouti
mutée réduit I’eumélanogenése et
produit un pelage jaune. Dans ce
contexte, les mutations du géne
mahogany, entrainant la perte de
fonction ou I’absence d’expression
de la protéine correspondante, per-
mettent la restauration de la voie de
I’eumélanogenése et d’une pigmen-
tation normale (marron). Le role et
la fonction de la protéine mahogany
ne sont pas encore élucidés. Sur le
plan enzymatique, le passage de
I’eumélanogenése vers la phéoméla-
nogenése est dd a une inhibition par-
tielle de I'activité de la tyrosinase, et
a I'absence presque totale de TRP-1
et de TRP-2, indiquant que I’AMPc
ne contréle pas de maniére iden-
tiqgue I'expression de ces trois
enzymes mélanogéniques.

Le rdle des peptides mélanotropes
dans le contréle de la pigmentation
de la peau humaine normale a été
mis en question sur la base de plu-
sieurs arguments. Chez I’homme, le
lobe intermédiaire de I’hypophyse,
lieu du clivage de la pro-opiomélano-
cortine (POMC), précurseur des hor-
mones mélanotropes, est vestigial.
L’hypophyse humaine produit donc
peu d’a-MSH et les taux circulants de
cette hormone sont trés faibles. La
mise en évidence récente d’une pro-
duction locale d’hormones mélano-
tropes dans la peau conduit a recon-
sidérer cette question. En effet, le
POMC et ses produits de clivage pro-
téolytiques, I'a-MSH et I’ACTH ont
été détectés dans la peau [6]. Ces
peptides sont produits majoritaire-
ment par les kératinocytes, mais éga-
lement par les mélanocytes et les cel-
lules de Langerhans. La présence
dans la peau humaine des proconver-
tases 1 et 2, qui clivent la POMC res-
pectivement en ACTH et en a-MSH a
été mise en évidence par immunohis-
tochimie. En outre, les génes codant
pour le CRH (corticotropin releasing
hormone) et son récepteur de type 1,
CRHR (corticotropin releasing hormone
receptor), sont exprimés dans la peau
humaine [7]. Ces observations sugge-
rent que, comme dans I’axe hypotha-
lamo-hypophysaire, la boucle de
régulation CRH-CRHR-POMC est
présente dans la peau.
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Figure 1. Voie de synthése des mélanines. La synthese des mélanines
consiste en une série de réactions enzymatiques et spontanées dont le pré-
curseur est la L-tyrosine. Trois enzymes principales et spécifiques des méla-

nocytes participent a la mélanogenése.

Il s’agit de la tyrosinase, de TRP-1 et

de TRP-2 ou DOPAchrome tautomérase. TRP-1 et TRP-2 jouent un role clé

dans la voie de 'eumélanogenése.

L’hyperpigmentation cutanée asso-
ciée aux maladies d’Addison et de
Cushing semble étre corrélé a des
taux élevés d’ACTH. Un cas d’hyper-
pigmentation cutanée due a une
hypersécrétion d’a-MSH a été récem-
ment décrit [8], et I'injection d’un
analogue d’a-MSH & des volontaires
sains entraine une stimulation de la
pigmentation. Ces données mettent
ainsi en lumiére le role clé de I’ a-
MSH et I’ACTH dans la régulation
de la pigmentation cutanée chez
I’lhomme.

Les effets de I'a-MSH et ’ACTH
sont déclenchés par la liaison de ces
hormones au MC1R. Ce récepteur a
7 domaines transmembranaires est
couplé a une protéine G de type as,
qui active I’adénylate cyclase et aug-
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mente la concentration intracellu-
laire en AMPc. Le MCI1R joue un
role prépondérant dans le détermi-
nisme des phototypes. Chez
I’homme, il semble que le phéno-
type roux soit associé a des muta-
tions du récepteur MC1R, qui
entrainent une diminution de I'affi-
nité pour I’a-MSH [9]. Par ailleurs,
un autre variant du MC1R a été asso-
cié a une susceptibilité au méla-
nome malin sporadique, mais cette
relation semble indépendante du
phototype [10]. Plus récemment,
des mutations du gene de la POMC
ont été décrites chez I’lhomme, et
induisent un phénotype associant
une obésité sévere précoce, une
insuffisance surrénalienne et des
cheveux roux [11].

Role de I’AMP cyclique
dans la mélanogenese
induite par les hormones
mélanotropes

La liaison de I'a-MSH et/ou de
I’ACTH au MCIR induit une aug-
mentation de I’AMPc intramélanocy-
taire, qui stimule la mélanogenése en
augmentant tres fortement I’expres-
sion du géne de la tyrosinase et de
TRP-1. L’a-MSH augmente préféren-
tiellement la synthese d’eumélanines
[12]. Dans les mélanocytes humains
normaux en culture, elle induit une
augmentation du rapport euméla-
nines/phéomélanines. De nom-
breuses données obtenues in vitro ont
illustré le réle crucial de I’AMPc dans
la régulation de la mélanogenése. En
effet, la mélanogenése est stimulée
par de nombreux agents qui augmen-
tent les taux intracellulaires d’AMPc
tels que la forskoline, les prostaglan-
dines et la caféine. En outre, certains
signes cliniques de patients atteints
du syndrome de McCune-Albright
confirment I'importance de I’AMPc
dans le contrdle de la pigmentation
in vivo. Ces patients présentent des
taches d’hyperpigmentation et por-
tent une mutation activatrice dans la
protéine Gas, entrainant une activa-
tion de I’'adénylate cyclase et une aug-
mentation des taux intracellulaires en
AMPc.

En outre, les effets de ’AMPc sont
dus a I’activation de la protéine
kinase A (PKA) car I'inhibition de
cette kinase bloque les effets mélano-
géniques de I'a-MSH [13, 14].

Régulation
transcriptionnelle
des génes
mélanogéniques

Tous les agents mélanogéniques sem-
blent exercer leurs effets via une aug-
mentation de I’'expression de la tyro-
sinase. Les travaux réalisés par notre
groupe ont permis de montrer que
I’'augmentation du taux intracellu-
laire en AMPc entrainait une stimula-
tion de la transcription du gene de la
tyrosinase. La réponse a I’AMPc est
contrblée par deux motifs entourant
la boite TATA: la boite M (AGT-
CATGTGCT) et la boite E
(CATGTG) [14]. L’AMPc stimule
également I’activité transcriptionnelle

des promoteurs de TRP-1 et de TRP-2,
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par le biais d’une bofte M identique a
celle du promoteur de la tyrosinase.
Une boite E est également impliquée
dans la réponse de TRP-1 a I’AMPc.
Une boite E et un pseudo-site CRE
(élément de réponse a I’AMPc) parti-
cipent & la sensibilité du promoteur
de TRP-2 & ’AMPc [14].

Les boites M et E contiennent un élé-
ment canonique de liaison (CANNTG)
des facteurs de transcription de type
hélice-boucle-hélice (helix-loop-helix,
HLH). Cette caractéristique a permis
d’orienter la recherche des méca-
nismes de sa régulation. Ainsi, le fac-
teur de transcription microphthalmia
se lie spécifiguement aux boites M et
E des promoteurs des genes codant
pour la tyrosinase, TRP-1 et TRP-2
[13, 14], dont il stimule P’activité
transcriptionnelle. Ce facteur a une
structure de type HLH avec un
domaine a répétition de leucine (leu-
cine zipper, LZ). La région basique du
cdté amino-terminal est responsable
de la liaison de la protéine a ’ADN
sur une séquence de type CANNTG
(boite E) [15]. Microphthalmia pos-
séde une grande homologie de struc-
ture avec trois autres facteurs de
transcription, TFEB, TFE3 et TFEC,
dans lesquels se trouve également un
domaine transactivateur (DDVID-
DIISLES), situé en amont du
domaine basique [16]. Microphthal-
mia est impliqué dans le contréle du
développement et de I’homéostasie
du systéme mélanocytaire. Des muta-
tions de I’hnomologue humain de ce
gene induisent le syndrome de Waar-
denburg de type 1l (WS 2A), caracté-
risé par une hypomélanose de la
peau, des yeux et des cheveux.
L’inhibition de la fonction de
microphthalmia par un mutant
dominant négatif bloque les effets
de I'a-MSH et de I’AMPc sur le pro-
moteur de la tyrosinase, confirmant
ainsi que ce facteur est indispen-
sable & la stimulation de la tyrosi-
nase par I’AMPc. Par ailleurs, I'aug-
mentation des taux intracellulaires
d’AMPc stimule I’expression de
microphthalmia dans les mélano-
cytes humains normaux en culture,
et dans les cellules de mélanome de
souris B16. L’AMPc regle I'expres-
sion du géne Microphthalmia au
niveau transcriptionnel, via un motif
CRE situé dans son promoteur, qui
n’est fonctionnel que dans les méla-

= NOCYytes [17].
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En résume, les différentes étapes de
la mélanogenese, induite par I’AMPc,
se déroulent de la maniére suivante
(figure 2): (1) ’'AMP cyclique, via
I’activation de la PKA et de CREB, sti-
mule la transcription du geéne
Microphthalmia; (2) celui-ci se fixe aux
boites E et M, situées dans le promo-
teur des enzymes mélanogéniques,
tyrosinase, TRP-1 et TRP-2, et stimule
leur expression; (3) I'augmentation
de I’expression de ces enzymes
entraine un augmentation de la syn-
thése des pigments mélaniques.
L’importance de microphthalmia
dans la régulation de la pigmentation
est également illustrée par son impli-
cation dans I’'inhibition de la mélano-
genese par le TPA. Cet agent induit
en effet une diminution de la liaison
de microphthalmia a la boite M du
promoteur de la tyrosinase. De
méme, I'inhibition de I'activité trans-
criptionnelle des génes de la tyrosi-
nase, de TRP-1 et de TRP-2 par la
protéine agouti, induite par I'a-MSH,
est due a une inhibition de I’expres-
sion de microphthalmia [18].
D’autres facteurs de transcription
ont été également impliqués dans la
régulation des genes mélanogé-
niques, mais leur réle semble étre
moins important que celui de
microphthalmia. En effet, le facteur
de transcription BRN2, contenant
un domaine POU, inhibe I'activité
du promoteur de la tyrosinase pro-
bablement en empéchant la liaison
de microphthalmia sur la boite M
[19]. Le facteur de transcription
TBX2, appartenant a la famille de
Brachyury, inhibe I’activité du pro-
moteur de TRP-1 en se liant & des
éléments spécifiques (MSE) [20].
Ces mémes éléments lient aussi
PAX3, qui stimule I’activité du pro-
moteur de TRP-1 [21]. PAX3 est un
facteur de transcription trés impor-
tant pour le développement du sys-
teme meélanocytaire, dont nous
reparlerons ultérieurement. Tres
recemment, il a été montré que
TFE3 et TFEB stimulent I'activité
des promoteurs de la tyrosinase et
de TRP-1 [22].

En conclusion, si la régulation de
I’expression des enzymes mélanogeé-
niques est principalement sous le
contr6le de microphthalmia, il est
évident qu’il existe d’autres méca-
nismes de régulation dont I'impor-
tance reste & déterminer.

Controle de I’expression
de microphthalmia

L’expression de microphthalmia est
retreinte & un nombre limité de tissus
et cellules, tels que le cceur, les masto-
cytes, les ostéoclastes, les cellules pig-
mentées de la rétine et les mélanocytes.
Il existe au moins 4formes différentes
de ce géne, qui utilisent des promo-
teurs distincts, et sont caractérisées par
un premier exon spécifique [23]. Les
mécanismes qui réglent I’'expression de
la forme spécifique des mélanocytes
doivent impliquer une combinaison
particuliere de protéines mélanocy-
taires, et les deux facteurs de transcrip-
tion PAX3 et SOX10 sont d’excellents
candidats pour remplir cette fonction.
PAX3 est un facteur de transcription
caractérisé par une séquence de 128
acides aminés appelée «paired box» et
un homéodomaine de 60acides ami-
nés. Des mutations dans le géne PAX3
humain ont été mises en évidence chez
des patients atteints des syndromes de
Waardenburg de type | ou Ill, caracté-
risé par des anomalies pigmentaires et
auditives [24]. Récemment, le groupe
de Tachibana [25] a pu montrer que
Pax3 se lie au promoteur de microph-
thalmia et stimule I'expression de la
protéine.

SOX10 est un facteur de transcrip-
tion cloné et caractérisé récemment,
et exprimé trées tot au cours du déve-
loppement embryonnaire dans les
cellules de la créte neurale. Ce fac-
teur posseéde un domaine de liaison a
I’ADN, ayant une forte homologie
structurale avec le domaine HMG
(high mobility group) du facteur de
transcription de détermination
sexuelle SRY. Des mutations de
SOX10 sont associées au syndrome
de Waardenburg de type IV [26].
Tout comme PAX3, SOX10 se fixe et
stimule également I'activité du pro-
moteur de microphthalmia [27].

Le facteur de transcription LEF-1
joue également un role clé dans la
régulation de I’expression de
microphthalmia. Il existe un site de
liaison pour LEF-1 dans le promoteur
de microphthalmia, chez I’homme et
chez le poisson zébre. LEF-1 agit en
aval de la voie Wnt et son activité est
contrdlée par la B-caténine. LEF-1 et
la B-caténine jouent donc un réle
central dans la différenciation méla-
nocytaire, en réglant I’expression de
microphthalmia [28, 29].

m/s n°2, vol. 17, février 2001
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Figure 2. Mécanismes moléculaires de la mélanogenese induite par L’AMP
cyclique. L’AMP cyclique, via I'activation de la PKA et de CREB, stimule la
transcription de microphthalmia. Ce facteur de transcription se fixe aux
boites E et M des promoteurs des enzymes mélanogéniques, tyrosinase,
TRP-1 et TRP-2, et stimule leur expression. L’augmentation de I'expression
de ces enzymes entraine une augmentation de la syntheése des pigments
mélaniques. AC: adénylylcyclase ; Mi: microphthalmia.

Ces observations montrent qu’il
existe un réseau complexe de régula-
tions qui contrdlent I'expression de
microphthalmia, qui représente le
facteur clé de la différenciation méla-
nocytaire. S’il est clairement démon-
tré que PAX3, SOX10 et LEF-1
jouent un réle déterminant dans
I’embryogeneése mélanocytaire, leur
role dans le contrdle de la mélanoge-
nése reste a définir.

L'AMP cyclique

et les autres voies
de la signalisation
de la melanogenése

Phosphatidylinositol-3-kinase
et p70S6 kinase

D’autres voies de transduction ont été
impliquées dans la signalisation cellu-
laire de la mélanogenese (figure 3).
L’inhibition spécifique de la phos-
m/s n°2, vol. 17, février 2001

phatidylinositol-3-kinase (P13-kinase),
ainsi que celle de la p70S6 kinase, sti-
mulent fortement la mélanogenése et
la dendritogenése [30]. En outre, la
forskoline, via une augmentation des
taux intracellulaires en AMPc, inhibe
partiellement la PI3-kinase et bloque
completement I'activité de la p70S6
kinase. Ces observations suggérent
(1) que I'inhibition de la PI3-kinase-
p70S6 kinase est impliquée dans la
régulation de la différenciation méla-
nocytaire et (2) que la mélanogenése
et la dendritogenése, induites par
I’AMPc, sont au moins en partie
relayées par I'inhibition de la voie
P13-kinase/p70S6 kinase par I’AMPCc.

La famille Rho des petites GTPases
et le controle
de la dendricité mélanocytaire

La croissance des dendrites est un
événement tres important, qui carac-

térise I’activation mélanocytaire, et
représente un processus essentiel
assurant le transfert des mélanosomes
aux kératinocytes épidermiques.
Néanmoins, les mécanismes molécu-
laires responsables de la dendritogé-
nése n'ont pas fait I’objet d’études
approfondies jusqu’a présent.
L’étude des composants du cytosque-
lette au cours de la dendritogénése
induite par I’AMPc dans des cellules
de mélanome B16, a montré que la
dendricité était accompagnée par la
désorganisation des fibres de stress
d’actine, et par I’apparition d’une
forme d’actine en pointillé [31]. Or,
ces processus sont sous le contrdle
des petites GTPases Rho et Rac. En
utilisant des toxines bactériennes qui
inhibent spécifiguement I’activité de
ces petites GTPases ou en surexpri-
mant des mutants dominants négatifs
de la protéine Rho, Busca et al. [31]
ont démontré que I'inhibition de
Rho mime la dendricité induite par
I’AMPc. De plus, I’activation de Rho
par la toxine bactérienne CNF ou la
surexpression de mutants constituti-
vement actifs de Rac et de Rho blo-
guent la croissance des dendrites
induite par I’AMPc. Ces résultats
montrent que la dendricité mélanocy-
taire induite par I’AMPc nécessite
I'inhibition de Rho et la désorganisa-
tion des fibres de stress.

L’AMPc active la voie
des MAP-kinases
dans les mélanocytes

Les MAP-kinases ERK1 et ERK2 sont
des sérine-thréonine kinases phos-
phorylées et activées par la MAP-
kinase kinase (MEK). MEK est elle-
méme activée par la Kinase Raf-1,
activée a son tour par la petite
GTPase p21Ras. Apres leur activa-
tion, les ERK se relocalisent dans le
noyau, dans lequel elles activent des
facteurs de transcription impliqués
dans la différenciation ou la prolifé-
ration selon le systeme cellulaire.

Dans la plupart des types cellulaires,
I’AMPc inhibe la voie de la MAPK.
Néanmoins, dans les cellules de
mélanome B16 et les mélanocytes
humains normaux, I’augmentation
de ’AMPc active les MAPK (ERK1,
ERK2) [32, 33]. Dans les mélano-
cytes, I’activation de ERK par I’AMPc
est due a I'activation de la petite

GTPase p21Ras et de la kinase B-Raf,
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Figure 3. Voies de signalisation impliquées dans la mélanogenése. D’autres
voies de transduction ont été impliquées dans la signalisation cellulaire de la
mélanogenese. L’augmentation des taux intracellulaires d’AMPc inhibe par-
tiellement la PI3-kinase et bloque complétement I'activité de la p70S6 kinase.
L’inhibition de ces kinases suffit pour stimuler la mélanogenése. L’activation
d’ERK par 'AMPc dans les mélanocytes est due a I'activation de la petite
GTPase p21Ras et de la kinase B-Raf, une isoforme de Raf, fortement expri-
mée dans des cellules d’origine neurale. L’activation de Ras par I'’AMPc est
indépendante de la protéine-kinase A. Ces donnés suggeérent I’existence d’'un
facteur d’échange pour p2lRas (AMPc-Ras-GEF), activé directement par
I’AMPc, et qui serait exprimé spécifiquement dans les cellules mélanocy-
taires. AC: adénylylcyclase ; ERK: extracellular signal regulated kinase ; MEK:

mitogen activated ERK kinase.

une isoforme de Raf fortement expri-
mée dans les cellules d’origine neu-
rale. L’activation de Ras par I’AMPc,
qui n’a pas été mise en évidence dans
un autre systéme cellulaire, ne
dépend pas de la protéine-kinase A,
et n’implique pas non plus SOS, le
facteur d’échange classique de Ras
[33]. Ces donnés suggérent I'exis-
tence d’un facteur d’échange de
p21Ras, activé directement par
I’AMPc, et qui serait exprimé spécifi-
guement dans les cellules mélanocy-
taires. L’existence de telles voies de
signalisation spécifiques des mélano-
cytes ouvrent de nouvelles perspec-
tives de recherche sur la différencia-

== tion de ce type cellulaire.
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Interaction entre les voies de ’AMPc
et des protéine-kinases C

L’effet négatif d’un inhibiteur spéci-
fique de la PKC sur la stimulation de
I’activité de la tyrosinase induite par
I’'IBMX, suggere gu’il pourrait exis-
ter des interactions entre les voies de
la PKC et de I’AMPc. Cependant,
plusieurs travaux montrent que la
mélanogenése n’est pas modifiée,
voire est stimulée par I'inhibition de
la PKC, suggérant que cette voie
n’est pas impliquée dans I’activation
de la mélanogeneése [34]. L’implica-
tion de la voie de transduction de la
protéine kinase C, et en particulier
de I'isoforme B de la PKC, dans la

régulation de la mélanogeneése a été
suggérée. En effet, des travaux
récents ont montré que la PKC phos-
phoryle la tyrosinase et stimule son
activité [35].

Roles des MAP-kinases
dans le développement
et la différenciation
des mélanocytes

Des études récentes ont mis en évi-
dence la relation entre les MAP-
kinases et le développement mélano-
cytaire. Au cours du développement
des mélanocytes, le facteur de crois-
sance des cellules souches (stem cell
factor, SCF) active son récepteur (c-kit)
et entraine I’'activation des MAPK.
L’effet du SCF est considéré comme
un événement essentiel dans le pro-
cessus de pigmentation, puisque des
mutations de la lignée germinale au
locus de c-kit ou du steel factor aboutis-
sent a des défauts pigmentaires (pié-
baldisme) [36].

Des résultats récents [37] ont récem-
ment permis de mieux comprendre
les mécanismes qui relient la cascade
de la MAPK et le développement des
mélanocytes. ERK2 phosphoryle la
sérine 73 de microphthalmia et aug-
mente son activité transcriptionnelle
sur le promoteur de la tyrosinase,
suggérant ainsi que la phosphoryla-
tion de microphthalmia par ERK
pourrait jouer un réle dans I'induc-
tion de la mélanogenése [37]. L’acti-
vation de microphthalmia n’est pas
due a des modifications de sa locali-
sation nucléaire ni de sa capacité de
liaison a I’ADN. La phosphorylation
de microphthalmia contr6le I’asso-
ciation de ce facteur au co-activateur
transcriptionnel p300/CBP [38].
Néanmoins, d’autre travaux ont
montré que le traitement des cel-
lules de mélanome B16 avec I'inhibi-
teur de la MEK, PD 98059, ou la sur-
expression d’un mutant dominant
négatif de Ras ou de MEK induisent
la mélanogenése et une augmenta-
tion de I’expression de la tyrosinase.
De la méme facon, la surexpression
des mutants constitutivement actifs
de Ras et de MEK inhibent I’expres-
sion de la tyrosinase et la mélanoge-
nése [39]. Ces données montrent
que I’activation de la voie des MAPK
inhibe la mélanogeneése. Cette inhi-
bition pourrait représenter un
mécanisme de rétrocontrdle permet-
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tant de limiter la surproduction de
mélanines, toxique pour les mélano-
cytes.

Ces résultats semblent contredire les
données décrites précédemment,
selon lesquelles la phosphorylation
de microphthalmia par ERK condui-
rait a I'augmentation de la mélano-
genese. Récemment, de nouvelles
données ont été obtenues [40], expli-
quant les effets antimélanogéniques
induits par I’activation de la voie de
la MAPK.

En utilisant le systéme de double
hybride dans la levure, le groupe de
E. Medrano a pu montrer que I’ubi-
quitine conjugating enzyme humaine,
hUBC9, interagit avec microphthal-
mia. En outre, les auteurs ont mis
en évidence l'ubiquitination de
microphthalmia, qui conduit a sa
dégradation. Ce processus dépend de
hUBC9 et de I'activité du protéa-
some. La phosphorylation de la
sérine 73 de microphthalmia par
ERK est essentielle pour son ubiquiti-
nylation et sa dégradation [40].
L’ensemble de ces résultats suggere
que I’activation de la MAPK inhibe la
mélanogenése, via I'augmentation de
la dégradation de Microphthalmia
celle-ci dépend de sa phosphoryla-
tion et de son ubiquitinylation,
induite par la MAPK.

En résumé, bien que la phosphoryla-
tion de la sérine 73 de microphthal-
mia augmente I’activité transcription-
nelle intrinséque de ce facteur, cette
modification le dirige aussi vers le
protéasome ou il est dégradé. Par
conséquent, la diminution de la
quantité de la protéine microphthal-
mia conduit & la diminution de
I’expression des enzymes melanogé-
niques et a I'inhibition de la mélano-
genese.

Réle de I'a-MSH

et des récepteurs

des hormones
mélanotropes

dans la melanogeneése
photo-induite

Les mécanismes moléculaires de la
mélanogenése photoinduite ne sont
que trés partiellement caractérisés.
L’irradiation des mélanocytes
humains normaux en culture par des
rayons ultraviolets induit une stimula-
tion de la mélanogenese, par un effet
direct. Cependant, I'intervention de
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facteurs paracrines d’origine kérati-
nocytaire dont la synthese et/ou la
sécrétion sont augmentées par
I’exposition aux rayons ultraviolets
est bien établie. Il s’agit soit de fac-
teurs inhibant la mélanogeneése, tels
gue l'interleukine-1la, le TNFa, les
interférons, ou le bFGF, soit de fac-
teurs stimulant la mélanogeneése tels
que la prostaglandine PGE2, I’endo-
théline, le NO [41, 42], les diméres
de pyrimidines [43]. Les rayons UV-B
stimulent la production de CRH par
les mélanocytes humains normaux
[7], et induisent également la syn-
thése des ARNm du récepteur-1 du
CRF [7]. Ces observations ont
conduit a proposer I’hypothése selon
laquelle la réponse pigmentogéne de
la peau induite par les UV-B
implique un équivalent cutané de
I’axe hypothalamo-hypophysaire
comprenant le CRH, le CRHR et le
POMC.

L’exposition aux rayons UV stimule
également la synthése et la sécrétion
d’a-MSH et de peptides mélano-
tropes, ainsi que celle des ARN mes-
sagers de la POMC, dans des lignées
de kératinocytes humains. La stimula-
tion par les rayons ultraviolets induit
des réponses similaires dans les méla-
nocytes humains normaux et dans les
cellules de mélanomes en culture
[44].

Les rayons ultraviolets stimulent
I’expression du MCI1R sur des cel-
lules de mélanome murin et augmen-
tent la liaison de I'a-MSH a son
réecepteur sur les mélanocytes
humains normaux en culture. Ces
observations suggérent que I'irradia-
tion de la peau par les UV augmente
la production locale de peptides
mélanotropes dans I’épiderme ainsi
gue I’expression des récepteurs pour
ces peptides stimulant ainsi la
réponse mélanogénique des mélano-
cytes [6, 45].

Plusieurs arguments plaident pour le
réle indispensable de I’AMP cyclique
dans la mélanogenése induite par les
rayons UV.

En I'absence d’agents pharmacolo-
gigues inducteurs de I’AMPc, les
rayons UVB, en irradiation unique
ou multiple, inhibent la mélanoge-
nese dans les mélanocytes humains
normaux en culture, et diminuent
I’expression et I'activité de la tyrosi-
nase. A I'inverse, I'ajout d’a-MSH ou
de dibutyryl AMPc dans le milieu de

culture «restaure» la réponse méla-
nogénique des mélanocytes a la sti-
mulation par les UVB, ainsi que
I’augmentation de I’expression de la
tyrosinase. Ces derniéres observa-
tions suggérent que la stimulation de
la synthése d’AMPCc est indispensable
pour la mélanogenese photo-induite
par les UVB dans les mélanocytes
humains normaux en culture [46].
La concentration d’aMSH et
d’ACTH dans la peau dépend non
seulement de la synthése de ces pep-
tides, mais également de leur dégra-
dation par des protéases locales. L’a-
MSH peut se lier au MC1R. Cette
enzyme, appelée également néprily-
sine, enképhalinase ou CD10, inac-
tive également de nombreux autres
peptides, en particulier I’endothé-
line-1. La NEP est tres fortement
exprimée dans les mélanocytes
humains normaux et dans les cellules
de mélanome. L’expression de cette
enzyme, ainsi gue son activité, sont
inhibées par I’exposition aux rayon-
nements UV-B. In vitro, I'inhibition
de la NEP augmente I'activité méla-
nogénique de I'a-MSH et de ’ACTH
dans les mélanocytes humains nor-
maux via une augmentation de I’acti-
vité tyrosinase et de I’expression de
microphtalmie.

L’inhibition de la NEP est donc pro-
bablement I’'un des mécanismes de la
mélanogenése photo-induite, provo-
quée par I'absence de dégradation
des peptides mélanotropes a-MSH et
ACTH, et peut-étre également de
I’endothéline-1 [47].

I Conclusions

Le décryptage des voies de signalisa-
tion de la mélanogenése induite par
des agents pharmacologiques et phy-
siques, comme les rayons ultraviolets,
a permis d’identifier de nouvelles
cibles qui devraient permettre, a
court ou a moyen terme, d’enrichir
I’arsenal thérapeutique permettant le
traitement des troubles pigmentaires
de la peau. En effet, en ce qui
concerne le domaine des agents pig-
mentants et dépigmentants, la phar-
macopée est actuellement trés
pauvre.

Compte tenu du réle photoprotec-
teur de I’eumélanogeneése, une
meilleure connaissance de ses méca-
nismes de régulation pourrait per-

mettre de stimuler cette voie de m—
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fagcon pharmacologique, sans recou-
rir aux rayonnements ultraviolets,
dont le rdle dans la carcinogenese
cutanée est bien démontré. Des stra-
tégies de prévention de la photocar-
cinogenése de la peau, efficaces et
sans danger, pourraient ainsi étre
mises en place.

La caractérisation du récepteur
MCI1R a permis de comprendre son
réle dans le contréle de I'eumélano-
genése et dans la détermination du
phototype. Les phototypes humains
directement corrélés au risque de
photocancérogenése cutanée pour-
raient ainsi étre définis sur des bases
moléculaires correspondant a
I’expression de différents variants
du MC1R. Il serait alors possible de
corréler les polymorphismes allé-
liques du géne MC1R aux risques de
cancer cutané. L’élucidation de ces
mécanismes pourrait ouvrir une
nouvelle ére pour I’épidémiologie et
la prévention de la cancérogenése
cutanée m

* GLOSSAIRE *

ASP: Agouti signaling protein.

bFGF : basic fibroblast growth factor.

PGE2: prostaglandine E2.

NO : nitric oxide.

MAP-kinase : mitogen-activated pro-
tein kinase.

CRE: cyclic AMP responsive element.

CREB: cyclic AMP responsive element
binding protein.

PKA: cAMP dependent protein kinase.

TRP1: tyrosinase related protein-1.

TRP2: tyrosinase related protein-2.

DHICA: 5,6-dihydroxyindole-2-car-
boxylic acide.

DHI: dihydroxyindole.

DOPA: dihydroxyphénylalanine.

a-MSH : a-mélanocyte stimulating
hormone.

MCL1R : melanocortin receptor type 1.

ACTH : adrenacorticotropic hormone.

NEP : neutral endopeptidase.

POMC : pro-opiomélanocortine.

CRH : corticotropin releasing hormone.

CRHR: corticotropin releasing hor-
mone receptor.
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Summary

Cyclic AMP is a key messenger
in the regulation of skin
pigmentation

The signalling pathways involved
in melanogenesis have been par-
tially elucidated. The role of mela-
notropin peptides, a-MSH and
ACTH, in melanocyte differentia-
tion and in the regulation of mela-
nogenesis is now widely recogni-
zed. Their melanogenic effects
appear to be mediated through
the up-regulation of the cAMP
pathway by the melanocortin-1
receptor and the activation of ade-
nylate cyclase. The molecular
mechanisms involve the subse-
qguent phosphorylation and activa-
tion of PKA, followed by CREB
which binds to the promoter of the
transcription factor Microphthal-
mia, and upregulates its transcrip-
tion. The elevated expression of
Microphthalmia increases its bin-
ding to the specific E-box and M-
box present in the tyrosinase pro-
moter, resulting in an increased
expression of this enzyme and the
up-regulation of melanin synthesis.
LEF-1 and [B-catenin also regulate
the expression of Microphthalmia
and play a key-role in pigment cell
differentiation. Other transcrip-
tion factors such as Brn2, TBX2,
PAX3, Sox10 are also involved in
these processes. cCAMP modulates
several other signalling pathways
involved in the regulation of mela-
nogenesis. The cAMP-induced
melanogenesis and dendricity are
partially mediated by the inhibi-
tion of the phosphatidylinositol-3-
kinase/p70S6 kinase pathway. In
addition, cCAMP activates a melano-
cyte-specific pathway leading to
MAP kinase activation. These new
advances lead to a better unders-
tanding of the natural photopro-
tective mechanisms of the skin. In
the future, they should help to the
development of treatments for pig-
mentary disorders, and more effi-
cient prevention strategies against
sun-induced carcinogenesis of
human skin.
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