KLF1 (Kriippel-like factor 1) jako kluczowy regulator
ekspresji gendéw erytroidalnych

STRESZCZENIE

LF1 (Kriippel-like factor 1) jest niezbednym czynnikiem transkrypcyjnym zaangazo-

wanym w niemal wszystkie etapy erytropoezy. KLF1 promuje przejscie mieloidalnych
komérek progenitorowych w kierunku rozwoju linii erytroidalnej, z jednoczesnym hamo-
waniem szlaku megakariopoezy. Jego ekspresja jest tkankowo specyficzna i ogranicza sie
do narzadéw krwiotwérczych. Rozpoczyna sie w woreczku zéttkowym, nastepnie w watro-
bie i szpiku kostnym plodu. KLF1 pelni role globalnego regulatora rozwoju i integralnosci
erytrocytow. Reguluje wiele proceséw, w tym synteze globin, hemu, pozyskiwanie zelaza,
elastycznosé blony krwinek czerwonych i cytoszkieletu, cykl komérkowy i apoptoze. KLF1
tworza dwie domeny: N-koficowa transaktywacyjna oraz C-konncowa domena wiazaca DNA.
KLF1 jest pierwszym poznanym czynnikiem transkrypcyjnym z rodziny Kruppel-like Fac-
tor, ktéra obecnie obejmuje 17 cztonkéw. Ich cecha charakterystyczna sa motywy palcow
cynkowych typu C2H2 oddzialujace z DNA. Précz erytropoezy czynniki KLF odgrywaja klu-
czowa role w regulacji ekspresji genéw réznych procesow biologicznych, w tym proliferacji
komorek, r6znicowaniu, apoptozie.

WPROWADZENIE

Erytropoeza to proces, w ktérym powstaja czerwone krwinki (erytrocyty)
rozprowadzajace tlen w organizmie. W kazdej sekundzie w szpiku kostnym
zdrowego, dorostego czlowieka jest produkowanych okoto 2,4 miliona erytrocy-
tow. Dojrzala krwinka trafiajaca do krwioobiegu pelni swoja role przez 120 dni
po czym ulega degradacji, gléwnie w $ledzionie [1]. Utrzymanie tego dynamicz-
nego procesu w réwnowadze jest zalezne od wielu czynnikéw kontrolujacych
proces erytropoezy na wszystkich jego etapach, a zachowanie homeostazy po-
zwala na wydajny transport gazéw oddechowych w organizmie.

Woczesne etapy rozwoju embrionalnego odbywaja sie bez obecnosci komorek
krwi. Dojrzewajacy embrion jest zaopatrywany w tlen i inne niezbedne czynniki
przez dyfuzje. Dopiero gdy osiagnie zbyt duzy rozmiar i dyfuzja staje sie niewy-
starczajaca, pierwsze komoérki uktadu krwiotwérczego zaczynaja powstawac.
Mysia hematopoeza ma swoéj poczatek w dniu embrionalnym E7,5 (w ludzkim
embrionie w dniu E30) [2]. Pierwsza hematopoetyczna komoérka HSC (ang. he-
matopoietic stem cell) powstaje w pozaembrionalnych wyspach krwiotwoérczych
w Scianie woreczka z6ttkowego, a kolejne w omoczni i fozysku. Nastepnie ko-
morki te migruja do tozyska i watroby ptodowej, rozpoczynajac swoja najwiek-
sza ekspansje; nastepnie, tuz przed urodzeniem, migruja do $ledziony i szpiku
kostnego, gdzie beda produkowane po urodzeniu. Komérki HSC to samood-
nawiajace sie prekursory zdolne do produkowania komérek, ktére dziela sie i
dojrzewaja, prowadzac do powstania wszystkich efektorowych komoérek krwi,
takich jak komorki limfoidalne oraz mieloidalne [3].

Proces erytropoezy dzieli sie na dwie fale: pierwotng i definitywna. Fala
pierwotna rozpoczyna sie od pierwszych ssaczych progenitoréw erytropoezy,
EryP-CFC, ktére powstaja w wyspach krwiotwoérczych woreczka zéttkowego
[4,5]. Progenitory EryP sa wykrywalne w dniu E7,25-9 u myszy (miedzy 3 a 4
tygodniem gastrulacji u cztowieka) [6,7]. Te komorki daja poczatek duzym ja-
drzastym erytroblastom, ktére zaczynaja krazy¢ w krwioobiegu od dnia E8,5
u myszy (po 4. tygodniu u czlowieka) [8]. Do dnia E12,5 pierwotne erytrobla-
sty dojrzewaja do etapu ortochromatycznego. Na tym etapie podziat komorek
ustaje i dochodzi do enukleacji. Nastepnie bezjadrzasty, pierwotny retikulocyt
dojrzewa do postaci czerwonej krwinki [9]. Druga fala - definitywna - rozpoczy-
na sie u myszy okoto dnia E9,5 (5. tydzieri rozwoju u czlowieka) pojawieniem
sie w woreczku zoéttkowym i lozysku progenitorowych komoérek, ktére nastep-
nie migruja do watroby ptodowej, gdzie daja poczatek dojrzalym czerwonym
krwinkom [10].
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Rycina 1. Etapy dojrzewania czerwonych krwinek od hematopoetycznej komorki macierzystej, az do dojrzatego, bezjadrzastego erytrocytu. Schemat przedstawiajacy
rozwdj linii erytroidalnej od hematopoetycznej komérki macierzystej poprzez kilka progenitorowych komoérek, az po dojrzaly erytrocyt. Na etapie komérki HSC wysokiej

ekspresji ulega czynnik GATA2, na etapie proerytroblastu ustepuje on miejsca GATA1, ktorego ekspresja trwa az do korica dojrzewania erytrocytéw. KLF1 promuje zapo-
czatkowanie produkgji i kontroluje ekspresje wielu genéw zaangazowanych we wszystkie etapy dojrzewania erytrocytow (za [9]).

ROZNICOWANIE KOMOREK ERYTROIDALNYCH

Pierwszymi komoérkami progenitorowymi podczas fali
definitywnej erytropoezy sa BFU-E (ang. Burst Forming
Unit-Erythroid), ktére pod wplywem erytropoetyny, inter-
leukiny 3, czynnika stymulujacego tworzenie kolonii gra-
nulocytéw i makrofagéw, trombopoetyny oraz czynnika
komorek macierzystych, produkuja tysigce wypetnionych
hemoglobing erytroblastow. Kolejnymi, bardziej dojrza-
tymi komoérkami progenitorowymi sa CFU-E (ang. Colony
Forming Unit-Erythroid), z ktérych powstaja kolejne erytro-
blasty. Nastepne etapy dojrzewania czerwonych krwinek
odbywaja sie na wyspach erytroblastycznych, znajdujacych
sie w wyspecjalizowanych niszach szpiku kostnego i watro-
by, gdzie erytroblasty otaczaja centralng komoérke makrofa-
ga (zaznaczong na rézowo na rycinie 1) [11]. Tutaj powstaja
i dojrzewaja jadrzaste prekursory, poczawszy od proery-
troblastow (ProE) przez erytroblasty zasadochlonne (ba-
zofilne), erytroblasty wielobarwliwe (polichromatyczne),
erytroblasty kwasochlonne (ortochromatyczne), az po bez-
jadrzaste retikulocyty (Ryc. 1). Ostatnim etapem dojrzewa-
nia erytrocytow jest enukleacja, polegajaca na fagocytozie
pyrenocytu (obkurczonego jadra z niska zawartosciag RNA)
przez komorke makrofaga [12]. Nastepnie bezjadrzaste reti-
kulocyty zmniejszaja wielko$¢ komoérek, akumulujg hemo-
globine i ulegaja symetrycznym podzialom dajac poczatek
erytrocytom [9].

REGULACJA PROCESU ERYTROPOEZY
NA POZIOMIE TRANSKRYPCYJNYM

Proces erytropoezy jest kontrolowany przez grupe spe-
cyficznych czynnikéw transkrypcyjnych odpowiedzial-
nych za aktywacje transkrypcji niezbednych genéw. W
czasie rozwoju zarodkowego, kiedy mamy do czynienia z
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erytropoeza fali pierwotnej, gléwnymi czynnikami trans-
krypcyjnymi bioragcymi udzial w procesie powstawania
czerwonych krwinek sa: GATA1 oraz KLF1 [8,13]. Podczas
erytropoezy fali definitywnej aktywacja i represja genow
pozostaje pod kontrola takich czynnikéw transkrypcyjnych
jak: GATAL [14], FOG-1, NFE2 [15], c-myb, Bcl11A, Sox6
[16], Lyl-1 [17] oraz KLF1, a takze kompleksu TAL1-LMO2-
-LBD1-E2A [18,19].

Czynniki transkrypcyjne z rodziny GATA (ang. GATA-
-binding factors) zaangazowane w proces hematopoezy to
GATA-1 oraz GATA-2. W poczatkowych etapach hemato-
poezy czynnik GATA-2 jest eksprymowany na wysokim
poziomie w hematopoetycznych komoérkach macierzy-
stych. Jednak kiedy ma dojs¢ do zainicjowania procesu ery-
tropoezy, ulega on represji i zostaje zastapiony przez czyn-
nik GATA-1 (Ryc. 1). To dynamiczne przejscie pomiedzy
GATA-2 i GATA-1, nazywamy , przetaczaniem czynnikéw
GATA” (ang. GATA , switch”) [20] GATA-1, rozpoznajac i
wigzac konsensusowy motyw DNA: 5" A/T GATAA/G 3,
moze dziala¢ zaréwno jako aktywator, jak i represor trans-
krypcji [21]. Wiekszos¢ pelnionych przez GATA-1 funkeji
zalezy od jego oddziatywania z biatkiem FOG-1 (ang. Friend
of GATA-1) [22]. Mutacje w genie Gata-1 zaburzajace to od-
dzialywanie prowadza do powstawania ciezkich anemii
dyserytropoetycznych u ludzi oraz do $miertelnoéci zarod-
kéw mysich w wyniku anemii [23]. Co wiecej, GATA1 od-
dzialtuje z czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak TAL1/
SCL (w kompleksie z Ldbl, LMO2 oraz E2A), KLF1, Pu.l
czy Spl, wplywajac na aktywacje lub represje genéw pozo-
stajacych pod ich kontrola w sposéb posredni [24].

Biatko TAL1/SCL nalezace do rodziny czynnikéw trans-

krypcyjnych zawierajacych podstawowy motyw helisa-pe-
tla-helisa, dziala jako aktywator lub represor transkrypcji
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genéw podczas dojrzewania czerwonych krwinek. Tworzy
ono pentameryczny kompleks z bialkami: LDB1, LMO2,
biatka-E (E2E, HEB, E2-2) oraz GATA1, poprzez ktéry kon-
troluje etapy dojrzewania komoérek erytroidalnych [25].
Myszy pozbawione genéw kodujacych biatka TAL1/SCL,
GATA-1 oraz LMO2 wykazuja anemie i umieraja w wyniku
nieefektywnej erytropoezy [24].

Podobnie jak TAL1/SCL, LYL-1 jest czynnikiem trans-
krypcyjnym, zawierajacym podstawowy motyw helisa-pe-
tla-helisa, bioragcym udzial w regulacji genéw erytroidal-
nych. Najnowsze badania prowadzone na myszach wyka-
zaly, Ze ma on wspdlne geny docelowe z biatkiem TAL1/
SCL, przez co moze kompensowac jego utrate oraz ze pelni
ono kluczowa role w fali pierwotnej erytropoezy [26].

Obok GATA-1 najwazniejszym czynnikiem transkrypcyj-
nym w trakcie erytropoezy jest KLF1 (ang. Kriippel like-Fac-
tor1l), dawniej nazywany EKLF (ang. Erythroid Kriippel
like-Factor). Pelni on dwojaka role w procesie hematopoezy:
na etapie bipotencjalnej komoérki progenitorowej megaka-
riocytow i erytrocytéw MEP (ang. megakaryocyte /erythrocyte
progenitor) jednocze$nie promuje linie erytroidalng do pro-
dukcji erytrocytéw oraz hamuje linie megakarioidalna [27].

RODZINA CZYNNIKOW KRUPPEL LIKE-FACTOR

Rodzina czynnikéw transkrypcyjnych KLF sklada sie z
bialek zaangazowanych w regulacje wielu proceséw zacho-
dzacych w komorkach. Cechg charakterystyczna wszyst-
kich czynnikéw z tej rodziny jest posiadanie trzech wysoce
konserwatywnych palcéw cynkowych o motywie Cys2/
His2 gdzie atom cynku jest koordynowany przez dwie hi-
stydyny i dwie cysteiny. Kazdy z palcéw cynkowych jest
zbudowany z dwéch antyréwnolegtych, krétkich 3-kartek i
jednej a-helisy. Druga cecha charakterystyczna palcow cyn-
kowych biatek z rodziny KLF sa wysoce konserwatywne,
siedmioaminokwasowe sekwencje linkerowe Iaczace je ze
soba (TGEKP(Y/F)X,), nazywane linkerami typu H/C [28].
Palce cynkowe biatek z rodziny KLF znajduja sie na kon-
cach karboksylowych i sg zaangazowane w rozpoznawa-
nie i wigzanie DNA. Rozpoznajag motywy GC-bogate oraz
zawierajace tzw. CACCC-box [29]. Domena palcéw cynko-
wych moze by¢ réwniez zaangazowana w oddzialywania
biatko-biatko zmieniajace jej specyficznos¢ [30,31]. Na kon-
cu aminowym bialek z rodziny KLF znajduje si¢ domena
odpowiedzialna za aktywacje lub represje transkrypcji.
Region ten jest duzo bardziej zréznicowany pomiedzy po-
szczeg6lnymi biatkami w obrebie rodziny KLF, niz domena
palcéow cynkowych.
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Rycina 2. Klasyfikacja filogenetyczna i funkcjonalna czynnikéw z rodziny KLF. Analiza filogenetyczna oparta o sekwencje bialkowe, cztonkéw rodziny KLF, zdeponowa-
nych w NCBI. Drzewo filogenetyczne wykonano w programie ClustalW2. Schemat aktywacji genéw docelowych poprzez oddziatywanie z motywem CACCC, a nastepnie
z biatkiem CBP/p300. Schemat represji genéw docelowych poprzez oddzialtywanie z regionem CACCC, a nastepnie z bialkiem CtBP i HDACI. Schemat represji genow

docelowych poprzez oddzialywanie z regionem GC, biatkami Sin3 i HDACI.
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Filogenetyczna analiza ludzkich genéw kodujacych bial-
ka z rodziny KLF pozwala na klasyfikowanie tych czynni-
koéw w trzy grupy, cechujace sie réznicami funkcjonalnymi
kodowanych biatek (Ryc. 2). Grupa 1 zaznaczona na Ryci-
nie 2 kolorem zielonym, to czynniki hamujace transkrypcje
genéw poprzez ich oddziatywanie z biatkiem CtBP (KLF3,
8112, Ryc. 2C), grupa 2 zaznaczona kolorem czerwonym
to aktywatory transkrypcji, gléwnie dzialajace poprzez od-
dziatywanie z CBP/p300 (KLF 1, 2, 4,5, 617, Ryc. 2B), grupa
3, zaznaczona kolorem niebieskim, to biatka (KLF 1, 9, 10,
11, 13, 14 i 16) wykazujace aktywnos¢ represorowa poprzez
oddzialywanie z czynnikiem transkrypcyjnym Sin3A. Bial-
ka KLF15 i 17 nie klasyfikuja sie do zadnej z powyzszych
grup [32].

KLF1 - jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry odpo-
wiada za aktywacje genéw podczas dojrzewania erytrocy-
tow. Jednak nie tylko KLF1 ulega ekspresji w komorkach
linii erytroidalnej, ale takze inne czynniki z tej rodziny biora
udzial w regulacji genéw, zaréwno podczas erytropoezy
fali pierwotnej (KLF2 oraz KLF4,[33]), jak i fali definitywnej
(KLF3, KLF8, KLF10, KLF12, [34,35]).

KRUPPEL LIKE-FACTOR 1

KLF1 zostat zidentyfikowany podczas badan nad re-
gulacja genéw globinowych u myszy z erytroleuke-
miag w 1993, a u ludzi w 1996 roku [36,37]. Jego rola to
regulacja ekspresji genéw na wszystkich etapach doj-
rzewania erytrocytow w trakcje erytropoezy fali de-
finitywnej. Myszy pozbawione obu alleli genu KLFI
(KLF17) cierpia na ciezka anemie pojawiajaca sie podczas
przejécia erytropoezy fali pierwotnej w definitywna, w
zwigzku z nieprawidlowym dojrzewaniem erytrocytéw,
i zamieraja w dniu embrionalnym 14.5 [38-40]. W 2015 roku
opisano pierwszy, ijak do tej pory jedyny, przypadek zyja-
cego czlowieka bez obu alleli genu KLF1, jednak z rozwinie-
ta ciezka anemig hemolityczng bez sferocytozy, z obecnoscia
erytroblastéw w krwi obwodowej i z6ttaczka [41]. Umiera-
nie zarodkéw myszy i bardzo ciezki fenotyp u czlowieka
pojawiajacy sie w przypadku braku genu KLF1 pokazuje,
jak wazne funkcje pelni ten czynnik transkrypcyjny.

STRUKTURA I BUDOWA DOMENOWA BIAELKA KLF1

Mysi gen KLF1 koduje biatko o dlugosci 357 aminokwa-
sow, w obrebie ktérego znajduja sie dwa potencjalne miej-
sca startu translacji. Dowiedziono, ze druga metionina w
pozycji 19 otwiera ramke odczytu tego biatka w warunkach
in vivo. Ludzkie biatko KLF1 sktada sie z 362 aminokwa-
sow 1 jest w 93% podobne do mysiego w obrebie domeny
na C-koricu (palce cynkowe) i 69% w obrebie calego biatka.
Czynnik KLF1 ma budowe domenowa i zawiera: na kon-
cu aminowym (u ludzi od 1 do 271 aminokwaséw) domene
transaktywacyjna, a na koncu karboksylowym (u ludzi od
272 do 362 aminokwasow) domene wiazaca DNA (DBD,
ang. DNA binding domain) zbudowana z trzech palcéw cyn-
kowych o typie C2H2 (ZnF, ang. zinc fingers) [37,42] (Ryc. 3).

Domena transaktywacyjna sktada sie z dwéch subdomen
minimalnej aktywagcji transkrypcji: TAD1 i TAD2 (Rye. 3).
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Domena transaktywacyjna KLF1 jest podobna do TAD wy-
stepujacych w innych aktywatorach transkrypcji, jak np.:
p53 (biatko supresorowe nowotworéw), czy bialka wirusa
opryszczki VP16 [43].

Pierwsze 40 reszt aminokwasowych (subdomena TAD1)
rekrutuje kofaktory biatkowe, a aminokwasy od 50 do
90 (subdomena TAD2) sa niezbedne do aktywacji genu
p-globiny. Obie domeny TAD zawieraja w wiekszosci ami-
nokwasy o charakterze kwasowym oraz region PEST bo-
gaty w proliny, kwas glutaminowy, seryny oraz treoniny.
Delecja domen TAD powoduje, ze KLF1 nie jest wydajnie
degradowany w szlaku ubikwityna-proteasom [44]. Udo-
wodniono, ze to subdomena TAD1 poprzez wigzania nieko-
walencyjne oddzialuje z ubikwityna, kierujac KLF1 na dro-
ge degradacji [45]. Domena transaktywacyjna peini zatem
dwie funkcje: aktywagji transkrypciji i kierowania na droge
degradacji, ktére sa niezbedne dla KLF1 w trakcie kontro-
lowania procesu powstawania i dojrzewania erytrocytow.

Cecha charakterystyczna wszystkich biatek z rodziny
KLF jest obecno$¢ domeny wiazacej DNA zbudowanej z
trzech palcéw cynkowych (Ryc. 3). Kazdy palec cynkowy
w KLF1 rozpoznaje tripletowa sekwencje nukleotydows, a
zatem wszystkie palce razem oddziatuja z motywem o dtu-
gosci 9 nt.

ROLA BIALKA KLF1 PODCZAS ERYTROPOEZY

Na przestrzeni ostatnich lat przeprowadzono wiele eks-
perymentéw pokazujacych poréwnanie profili ekspresji
genéw w komoérkach z WT-KLF1 oraz pozbawionych genu
KLF1t). Dowiedziono, ze KLF1 odgrywa kluczowa role
zaréwno podczas fali pierwotnej, jak i definitywnej erytro-
poezy [46,47]. Za$ analizy z wykorzystaniem CHIP-seq po-
kazuja jego role w regulacji transkrypcji gendéw zwigzanych
z wiekszoscig proceséw, koricowego dojrzewania czerwo-
nych krwinek, od utrzymywania prawidlowego ksztaltu
erytrocytéw, przez powstawanie hemoglobiny, az po re-
gulacje cyklu komérkowego [48,49]. KLF1 aktywuje az 650
genow podczas erytropoezy.

Udowodniono, ze KLF1 moze pelni¢ swoja role jako re-
presor transkrypcji oddziatujac z biatkiem Sin3A oraz de-
acetylaza histonéw 1 (HDAC1, ang. histone deacetylase 1), a
takze ulegajac sumoilacji [50-52]. Jednak znacznie czesciej
jego funkcja sprowadza sie do aktywacji genéw. Aktywnosc¢
biatka KLF1 jest regulowana potranslacyjnie co wspomaga
jego oddzialywanie z innymi biatkami, np. acetylotrans-
feraza histonéw p300 czy biatkiem CBP (CBP, ang. CREB-
-binding protein). Ulatwia to oddzialywanie z kompleksem
remodelujacym chromatyne SWI/SNF poprzez podjed-
nostke Brgl (Ryc. 2B) [53-55]. Dzieki oddzialywaniu z
kompleksem remodelujacym chromatyne oraz kofaktora-
mi transkrypcji KLF1 aktywuje geny docelowe. Powyzsze
zaleznosci pomiedzy KLF1, a innymi biatkami, czy calymi
kompleksami bialek pozwalaja mu na pelnienie roli akty-
watora transkrypcji genéw: zaangazowanych w budowe
taficuchéw globinowych, kontrolujacych cykl komérkowy,
zwiazanych z metabolizmem hemu, transportem i akumu-
lacja Zelaza, budowa btony erytrocytéw w tym antygenami
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Rycina 3. Schemat budowy domenowej czynnika transkrypcyjnego KLF1. Czynnik KLF1 jest zbudowany z dwé6ch domen: transaktywacyjnej zawierajacej dwie sub-
domeny TAD (ang. transcription activating domain, oznaczone kolorem pomarariczowym) i sygnat lokalizacji jadrowej NLS (ang. nuclear localization signal, oznaczony na
niebiesko) oraz domeny wiazacej DNA zbudowanej z trzech palcow cynkowych (na zielono).

powierzchniowymi, a takze genéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne (np. KLF3) [46,56].

KLF1 JAKO CZYNNIK KONTROLUJACY
CYKL KOMORKOWY

W trakcie powstawania czerwonych krwinek jednym
z kluczowych proceséw jest regulacja cyklu komérkowe-
go, zapewniajaca balans pomiedzy proliferacjg, a réznico-
waniem komorek. KLF1 jest odpowiedzialny za regulacje
cyklu komoérkowego dzialajac jako aktywator transkryp-
qji, takich genéw jak: inhibitory kinaz zaleznych od cyklin
umozliwiajgce wyjscie komorek z cyklu komérkowego oraz
regulatory transkrypcji z rodziny E2F i cykliny wymagane
do wejscia komorek w faze S i synteze DNA [57]. W komor-
kach MEL z wymuszona nadekspresja KLF1 zaobserwowa-
no zwiekszong ekspresje inhibitora p21 (kodowanego przez
gen CDKN1A, ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) oraz
zatrzymanie komoérek w fazie GO/G1 [58]. W komorkach
pozbawionych KLF1 dochodzi do znacznego obnizenia
ekspresji genu kodujacego biatko p18 (gen CDKN2c), be-
dacego inhibitorem cyklin zaleznych od kinaz aktywnych
w czasie trwania fazy G1 [59], co wskazuje na role KLF1 w
hamowaniu podziatéw komoérkowych. Takze inny inhibi-
tor cyklu komérkowego, biatko p27 (kodowany przez gen
CDKN1B), okazat sie wrazliwy na brak KLF1 [60]. Odkryto,
ze sekwencje regulatorowe genéw kodujacych biatka p18 i
p21 posiadaja odpowiednio trzy i dwa miejsca wigzania dla
KLF1 [58,59]. Osobna role KLF1 pelni podczas kornicowego
réznicowania erytrocytéw, aktywujac geny E2F2 oraz E2F4
bedace czescia kompleksu Rb-E2F odpowiedzialnego za re-
gulacje wejscia komoérek w faze S cyklu komérkowego. W
komérkach pozbawionych KLF1 obserwowano znaczne ob-
nizenie ekspresji E2F2 [61], za$ analizy CHIP-seq wskazaty,
ze KLF1 wiaze si¢ do miejsc regulatorowych w genach E2F2
i E2F4 zaré6wno w promotorach jak i regionach intronowych
o wlasciwosciach wzmacniaczy transkrypcji [48,61,62]. Za-
tem KLF1 pelni dwojaka role w trakcie réznicowania: na
wczesnych etapach wspiera on proliferacje poprzez wejscie
komorek w faze S cyklu komoérkowego (pozytywna regula-
cja poprzez geny z rodziny E2F), na pézniejszych etapach
hamuje podziaty komérkowe poprzez aktywacje transkryp-
¢ji genéw kodujacych inhibitory: p18, p21i p27. Aktywowa-
nie powyzszych genéw przez KLF1 wplywa na koricowy
etap dojrzewania erytrocytow, jakim jest pozbycie sie jadra
komoérkowego [57].

ROLA CZYNNIKA TRANSKRYPCYJNEGO KLF1 W
HEMOGLOBINIZAC]JI CZERWONYCH KRWINEK

Czerwone krwinki wiaza tlen i dwutlenek wegla, a w
pelnieniu tej roli posredniczy hemoglobina, czyli metalo-
proteina zlozona z dwoéch tancuchéw a- i dwoéch pB-globiny
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oraz czterech grup hemu koordynujacych atom zelaza.
KLF1 kontroluje ekspresje lancuchéw p-globiny. Ludzki
locus genu p-globiny znajduje sie na chromosomie 11 i jest
zbudowane z pieciu genéw, ulegajacych kolejno ekspresji
w trakcie rozwoju osobniczego [63]. Na wczesnych etapach
rozwoju zarodka gen e-globiny ulega wysokiej ekspresji
(powstaje hemoglobina zarodkowa), za§ w momencie wy-
ksztalcenia ptodu - wyciszeniu. Na tym etapie aktywacji
ulegaja geny y©-globiny i y*-globiny (co skutkuje produkcja
hemoglobiny ptodowej). Hemoglobina ptodowa jest wy-
twarzana az do urodzenia. Kolejnym etapem jest wyci-
szenie gendéw y-globiny i aktywacja genu p-globiny oraz w
mniejszym stopniu 0-globiny [64].

Cecha réznicujaca erytropoeze fali pierwotnej od defini-
tywnej jest ekspresja specyficznych wariantéw hemoglobi-
ny, kodowanych przez wymienione powyzej geny. KLF1
odgrywa kluczowa role w regulacji przejécia pomiedzy eks-
presja hemoglobiny ptodowej i dorostej, zaréwno poprzez
bezposrednia aktywacje p-globiny, jak i posrednig represje
ekspresji y-globiny w progenitorach erytroidalnych u doro-
stych, poprzez aktywacje genéw Bcl11a, KLF3 i KLF8 [65,66].

Rola KLF1 w hemoglobinizacji nie ogranicza sie tylko do
produkgji taficuchéw B-globinowych. KLF1 aktywuje, takze
gen AHSP (ang. a-hemoglobin stabilizing protein). Jego pro-
dukt - biatko opiekuricze AHSP - hamuje akumulacje wol-
nych taiicuchéw a-hemoglobiny, ktére sa toksyczne [67].
KLF1 aktywuje, takze ekspresje wielu genéw zwigzanych z
produkcja hemu i metabolizmem Zelaza [46,48,68].

ROLA CZYNNIKA TRANSKRYPCYJNEGO
KLF1 W UTRZYMANIU PRAWIDEOWEGO
KSZTALTU CZERWONYCH KRWINEK

Podczas badart z wykorzystaniem mysich embrionéw
pozbawionych genu KLF1 odkryto, Ze utrata tego genu skut-
kuje powaznymi konsekwencjami w obrebie morfologii bto-
ny komoérek erytroidalnych [46,68]. Ekspresja genu EPB4.9
kodujacego dematyne, biatko cytoszkieletu odpowiedzialne

Tabela 1. Wybrane geny bezposrednio aktywowane przez KLF1 zwigzane z blona
i cytoszkieletem erytrocytow.

Nazwa genu (biatka) Funkcja Zrédto
EPB4.9 (dematyna)

EPB4.2 Biatka cytoszkieletu [47,69]
Slc4al (band3)

CD44 . ]

ICAM-4 Czasteczki adhizyp}e [41,46]
Lu/BCAM antygeny grup krwi

AQP1 Transportery blonowe [47]
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za integralnos¢ i stabilizacje blony erytrocytu, w komorkach
pozbawionych KLF1 byla okoto 20-krotnie obnizona, w po-
réwnaniu z komérkami, w ktérych KLF1 ulegat ekspres;ji.
Takze wiele innych elementéw cytoszkieletu i blony ery-
trocytoéw, takich jak antygeny grup krwi, transportery bto-
nowe, spektryny oraz glikoforyny, pozostaje pod kontrola
KLF1, bedac jego genami docelowymi [46,68,69]. Na pod-
stawie badan z wykorzystaniem ChlP-seq dowiedziono,
ze KLF1 bezposérednio aktywuje wiele genéw kodujacych
wymienione biatka cytoszkieletu i blony erytrocytow [47].
Niektore z tych genéw wymieniono w tabeli 1.

PODSUMOWANIE

KLF1 jest przede wszystkim charakteryzowany jako ak-
tywator transkrypcyjny, petniacy kluczowa role w regulacji
erytropoezy. Jego aktywnos¢ jest modulowana przez po-
translacyjne modyfikacje, ktére promuja interakcje biatko-
-biatko. Jednym z istotnych mechanizméw regulacyjnych
jest acetylacja KLF1, ktéra umozliwia jego oddziatywanie z
kompleksem remodelujagcym chromatyne SWI/SNEF. Dzieki
temu KLF1 uczestniczy w otwieraniu chromatyny i odgry-
wa centralng role w tworzeniu aktywnego centrum trans-
krypcyjnego, m. in w locusie genu p-globiny.

KLF1 jest klasyfikowany jako pionierski czynnik trans-
krypcyjny, potrafi wiazaé sie z zamknieta chromatyna, ini-
cjowac jej przebudowe oraz ustanawiaé programy ekspresji
genéw charakterystycznych dla erytrocytéw. KLF1 dziala
przed innymi czynnikami transkrypcyjnymi, tworzac ka-
skade ekspresji genéw niezbedng do rozwoju czerwonych
krwinek. KLF1 czesto rekrutuje koaktywatory (takie jak
p300/CBP) i utatwia wigzanie sie innych, niepionierskich
regulatoréw transkrypcji, co czyni go centralnym elemen-
tem determinujacym los komorek erytroidalnych wywo-
dzacych sie z multipotencjalnych prekursoréw.
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ABSTRACT

KLF1 (Kriippel-like factor 1) is an essential transcription factor involved in almost all stages of erythropoiesis. KLF1 promotes the transition
of myeloid progenitor cells towards the erythroid lineage, while inhibiting the megakaryopoietic pathway. Its expression is tissue-specific
and limited to hematopoietic organs. It begins in the yolk sac, then in the liver and in bone marrow. KLF1 plays a role as a global regulator of
erythrocyte development. It regulates many processes, including globin synthesis, heme, iron acquisition, red blood cell membrane antigens
expression. KLF1 is composed of two domains: an N-terminal transactivation domain and a C-terminal DNA-binding domain. KLF1 is the first
known transcription factor from the Kruppel-like Factor family, which currently includes 17 members. Their characteristic feature is C2H2
zinc finger motifs interacting with DNA. In addition to erythropoiesis, KLF factors play a key role in regulating gene expression of various
biological processes, including cell proliferation, differentiation, and apoptosis.
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