Warianty KLF1 (Kriippel-like factor 1) w patogenezie chor6b hematologicznych

STRESZCZENIE

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

wanym w réznorodne etapy tworzenia czerwonych krwinek. KLF1 odgrywa kluczowe
funkcje na etapie progenitora megakariocytow-erytrocytow, gdzie zaangazowany jest w
rozw6j linii erytrocytow. Uczestniczy podczas globalnej ekspresji genéw erytrocytow od-
grywajac bezposrednia role w przelaczaniu globiny. KLF1 bierze tez udzial podczas kofico-
wego dojrzewania erytrocytow, kontrolujac wyjscie z cyklu komorkowego, jak tez proces
enukleacji. KLF1 ma on budowe domenowa: N-konicowa transaktywacyjna oraz C-konicowa
domena wigzaca DNA. W genie KLF1 opisano wiele mutacji, ktére prowadza do powstania
calego spektrum fenotypéw: od klinicznie nieistotnych zmian morfologicznych, przez la-
godne zmiany, az po ciezkie stany patologiczne. Dwie mutacje maja charakter dominujacym.
Jedna wystepuje u myszy i powoduje anemie noworodkowa ze sferocytoza wrodzona (Nan),
druga u ludzi i prowadzi do wrodzonej anemii dyserytropoetycznej typu IV (CDA).

WPROWADZENIE

KLF1 nalezy do czynnikéw typu C2H2 stanowiacych najliczniejsza klase
czynnikéw transkrypcyjnych z palcami cynkowymi u eukariotéw. Nazwa po-
chodzi od motywu Cys2-His2 w ich domenach wigzacych DNA, ktére koordy-
nuja jon cynku i w ten sposob ustabilizujq ich strukture. Oddzialywanie palcow
cynkowych z DNA zachodzi poprzez wiekszy rowek w DNA i jest specyficzne
dla danej sekwencji nukleotydowe;j.

Biorac pod uwage znaczenie KLF1 podczas erytropoezy, nie jest zaskakujace,
ze mutacje w locus KLF1 u myszy i cztowieka powoduja zmiany i zaburzenia
hematologiczne. R6znia si¢ one pod wzgledem nasilenia w zaleznosci od cha-
rakteru mutacji.

Struktura pojedynczego palca cynkowego zawiera dwie beta-kartki i jedna al-
fa-helise, ktore utrzymuja atom cynku. Koordynacja cynku odbywa sie poprzez
oddzialywanie z dwiema histydynami i dwiema cysteinami (Ryc. 1A). Cztery
reszty aminokwasowe umiejscowione wzgledem poczatku a-helisy w pozy-
gjach: -1, +2, +3 1 +6, kazdego palca cynkowego odpowiadaja za oddziatywanie
z DNA (Ryc. 1A). Jak przedstawiono na rycinie 4B aminokwasy w pozycjach -1,
+3 1 +6 (nazywane XYZ) wiaza sie z kolejnymi nukleotydami, a aminokwas przy
pozycji +2 tworzy wigzanie z przeciwna nicig lub odgrywa posrednig role w
wigzaniu DNA [1,2]. KLF1, tak jak inne biatka z rodziny KLF, rozpoznaje miej-
sca regulatorowe genéw zawierajace motywy -GC bogate Iub miejsca CACCC,
jednak w rzeczywistosci, czynnik transkrypcyjny KLF1 oddziatuje bezposrednio
z przeciwng, bogata w guaniny niciag DNA (Ryc. 1B).

Na podstawie badan z wykorzystaniem modelowania i genéw reportero-
wych wyznaczono motyw konsensusowy, rozpoznawany przez czynnik trans-
krypcyjny KLF1: 5-NGG-GNG-NGG-3’ [3]. Motyw z czasem zostal dopracowa-
ny przy uzyciu eksperymentu EMSA (ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay) [4]
oraz ChlP-seq (ang. Chromatin Immunoprecipitation Sequencing). UsciSlono jego
sekwencje, gdzie N z pozycji 5. zostal zawezony do cytozyny i tyminy, nato-
miast w pozycji 7. do guaniny lub tyminy. (5'-NGG-GC/TG-G/TGG-3") [5]. Taki
motyw DNA znajduje sie¢ w wielu promotorach oraz regionach wzmocnienia
transkrypcji genéw linii erytroidalnej, co wskazuje na role KLF1 podczas proce-
sOw powstawania i dojrzewania erytrocytow [6].

MUTACJE W GENIE KLF1 ZWIAZANE Z ZABURZENIAMI
ORAZ CHOROBAMI HEMATOLOGICZNYMI

Odkryto wiele mutacji w genie KLF1, ktére prowadza do powstania calego
spektrum fenotypéw: od klinicznie nieistotnych zmian morfologicznych, przez

Postepy Biochemii 71 (2) 2025

dr Klaudia Kulczynska-Figur-
ny’,

dr hab. Mirostawa Siatecka?™

'Katedra i Zaklad Biochemii i Biologii Mole-
kularnej, Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu

?Zaklad Genetyki, Instytut Biologii Ekspery-
mentalnej, Uniwersytet im. Adama Mickiewi-
cza, Poznan

https://doi.org/10.18388/pb.2017_614

“autor korespondujacy: msiatecka@amu.edu.
pl

Stowa kluczowe: KLF1, erytropoeza, warianty
KLF1, choroby hematologiczne, Nan, CDA

Wykaz stosowanych skrotow: KLF1 - Kriip-
pel-like factor 1; HPFH - dziedziczne utrzymy-
wanie sie¢ hemoglobiny ptodowej (ang. heredi-
tary persistance of fetal hemoglobin); Nan - ane-
mia noworodkowa (ang. neonatal anemia); CDA
- wrodzona anemia dyserytropoetyczna (ang.
Congenital Dyserythropoietic Anemia)

153



—=>—e) N —

-112+345+6
e 0 o

C G/A clclclN 3’ Ni¢ C-bogata- CACCC box
A A
|
Cha 5 oo "
8 7 GGI 5T\ G4 3G Qz N1 l4::dd2ia}yv;janiagz KLF1
A 0®e \eo
: 3@ : +3 :_1 +3
O +60) .. +6 e} +6
WA WA °
@) Nod ® o Nod @ .\"’\Z/
[ 2N o o [ YN (4
%0000°  %oggee®
Ll L R F

Rycina 1. Struktura oraz motyw z jakim oddziatujg palce cynkowe biatka KLF1. Model palca cynkowego KLF1, o typie C2H2, gdzie dwie cysteiny zlokalizowane w obrebie
B-kartki i dwie histydyny zlokalizowane w obrebie a-helisy koordynuja atom cynku (zaznaczony jako zielone kétko) co stabilizuje strukture palca cynkowego (sekwencja
palca cynkowego KLF1 pochodzi z bazy NCBI; model wygenerowany w programie PyMOL). Pojedynczy palec cynkowy sklada si¢ z dwoch p-kartek (szare strzatki) oraz
jednej a-helisy (szary walec) w ktorej znajduja si¢ kluczowe dla oddziatywania z DNA pozycje XYZ (zaznaczone na czerwono). Schemat trzech palcéw cynkowych biatka
KLF1 wigzacych motyw konsensuowy DNA. Kazdy z palcow cynkowych oddziatuje z trzema nukleotydami na nici G-bogatej poprzez aminokwasy w pozycjach -1, +3
i+6 (pozycje XYZ, zaznaczone na czerwono) oraz z jednym nukleotydem na nici C-bogatej poprzez aminokwas w pozygcji +2 (sekwencja DNA za [5]). Pozycje z ktérymi
oddziatuje KLF1 na nici G-bogatej zostaly ponumerowane od 1-9 (w kierunku 5'-3").

tagodne zmiany, az po ciezkie stany patologiczne [7]. Muta-
cje w genie KLF1 mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze kate-
gorie, w zaleznosci od fenotypu jaki w ich konsekwencji po-
wstanie (Ryc. 2). Kategorie pierwszg stanowia mutacje pro-
wadzace do niewystarczalnosci jednego z alleli genu KLF1.
Naleza tutaj mutacje: (1) prowadzace do wilaczenia przed-
wczesnego kodonu STOP, a w konsekwencji do powstania
wadliwego transkryptu kierowanego na droge degradacji
(Ryc. 2 A1), (2) zmieniajace strukturalnie wazny aminokwas
przez co powstaje zaburzone czynnosciowo (nieaktywne)
biatko (Ryc. 2 A2). Kategorie druga stanowia mutacje domi-
nujace, powodujace substytucje konserwatywnego, istotne-
go funkcjonalnie aminokwasu (Ryc. 2B). Do tej pory odkry-
to dwie mutacje dominujace w KLF1, obie zlokalizowane w
drugim palcu cynkowym. Prowadza one do ciezkich anemii
umyszy i uludzi [4,8].

HAPLONIEWYSTACZALNOSC
JEDNEGO ALLELU GENU KLF1

Wykazano, ze zaréwno podczas fali erytropoezy pier-
wotnej jak i definitywnej brak jednego allelu KLFI (hete-
rozygoty +/-) prowadzi do nieprawidlowosci w obrebie
niektérych genéw kontrolowanych przez KLF1, takich jak
BCAM, Bcl11A, HBD, HBA2, wrazliwych na obnizony po-
ziom KLF1. Haploniewystarczalnos¢ KLF1 moze by¢ ge-
nerowana w dwojaki sposéb: (1) w wyniku mutacji pro-
wadzacej do wprowadzenia przedwczesnie kodonu STOP
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lub (2) poprzez mutacje, w ktérej dochodzi do substytucji
konserwatywnego strukturalnie istotnego aminokwasu
(Ryc. 2, odpowiednio Al i A2). W obu przypadkach tylko
z jednego allelu powstanie prawidtowe biatko KLF1. Oba
typy mutacji sa zwiazane z zaburzeniami w obrebie ukia-
du grup krwi typu Lutheran (uktad luteranski - LU). Lu-
teraniski system grup krwi obejmuje co najmniej 25 antyge-
néw na powierzchni erytrocytéw, ktére s przenoszone na
dwoch izoformach glikoproteiny - podstawowej czasteczki
adhezyjnej BCAM (ang. basal cell adhesion molecule) [9]. Oba
opisane typy mutacji zwigzane z haploniewystarczalnoscia
prowadza do pojawienia sie dziedzicznego fenotypu zwig-
zanego z grupa krwi typu In(Lu) (ang. inhibitor of Lutheran)
Lu(a-b-). Fenotyp ten wynika z braku ekspresji genu BCAM,
aktywowanego przez KLF1, kodujacego czasteczke adhezyj-
na BCAM [10]. Do tej pory opisano ponad 60 przypadkéw
mutacji w KLF1 powodujacych jego haploniewystarczal-
noé¢, a w konsekwengcji obecnoé¢ grupy krwi typu In(Lu)
(OMIM #111150) [11]. Poza fenotypem In(Lu) oba opisane
typy mutacji prowadzace do haploniewystarczalnosci KLF1
moga wywolywacé inny tagodny fenotyp, charakteryzujacy
sie¢ wysokim poziomem hemoglobiny ptodowej w zyciu do-
rostym (OMIM #613566) HPFH (ang. hereditary persistance of
fetal hemoglobin) [12]. W tym przypadku wrazliwy na niedo-
bor KLF1 jest gen Bcl11A represor y-globiny.
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Rycina 2. Mechanizm laczacy mutacje w genie KLF1 z ich wplywem na fenotyp erytrocytow. Przeptyw informacji genetycznej od dwoch alleli KLF1 przez transkrypty
mRNA i biatka, az do powstajacego fenotypu i zaburzeri hematologicznych. Haploniewystarczalnos¢ KLF1 powstaje w nastepstwie: (A1) mutagji (na zielono) prowa-
dzacych do wiaczenia przedwczesnego kodonu STOP i degradacji wadliwego transkryptu; (A2) mutacji (na zotto) prowadzacych do substytucji strukturalnie waznego
aminokwasu i powstania nieaktywnego bialka. (B) Mutacja (na czerwono) zmienia funkcjonalnie wazny aminokwas i prowadzi do powstania dominujacego fenotypu.

Pozycje mutacji zaznaczono symbolicznie (zmodyfikowano za [51]).

MUTACJE DOMINUJACE W KLF1

Najciezszy fenotyp powstaje w wyniku mutacji dominu-
jacych, w ktérych zastepowany jest funkcjonalnie wazny
aminokwas, co prowadzi do translacji biatka o zmienionych
wlasciwosciach (Ryc. 2B). W genie KLF1 opisano do tej pory
dwie mutacje dominujace. Obie znajduja sie w wysoce kon-
serwatywnym regionie drugiego palca cynkowego: R -E-R,
(arginina,-kwas glutaminowy-arginina,) (Ryc. 3), zaanga-
zowanego w interakcje z DNA (Ryc. 1B). Pierwsza z nich
to wystepujaca u myszy mutacja E339D prowadzaca do
anemii noworodkowej ze sferocytozg wrodzona (Nan, ang.
neonatal anemia), a druga to mutacja E325K wystepujaca u
ludzi i prowadzaca do powstawania ciezkiej anemii dyse-
rytropoetycznej typu IV CDA (ang. Congenital Dyserythro-
poietic Anemia, Ryc. 3). Pozycje E339 i E325 sa ekwiwalentne
(to ten sam aminokwas w drugim palcu cynkowym KLF1).

Postepy Biochemii 71 (2) 2025

NEONATALNA ANEMIA U MYSZY ZE
SFEROCYTOZA WRODZONA

Anemia noworodkowa (Nan) zostala zidentyfikowana u
potomstwa myszy w trakcie przesiewowych badan gene-
tycznych z wykorzystaniem czynnika mutagennego: ENU
(N-etylo-N-nitrozomocznik). Mutacja Nan zostala po raz
pierwszy opisana w 1983 roku, za$ 1986 roku zostata okre-
Slona jej lokalizacja na chromosomie 8 przez Mary Lyon
[13,14]. Ponownie zainteresowano si¢ nia w 2009 roku, jako
modelem do badan nad anemia hemolityczna ze sferocy-
toza wrodzong, ktéra jest czesto wystepujaca dziedzicz-
na anemia u ludzi [15]. Zaobserwowano, ze mutacja jest
dziedziczona autosomalnie dominujaco. Czterdziesci trzy
procent potomstwa myszy Nan/+ parowanych z myszami
typu dzikiego rodzilo sie z mutacja Nan [15]. Co wazne, ho-
mozygoty Nan, podobnie jak heterozygoty Nan/-, zamie-
rajg w dniu embrionalnym 10-11 (Ryc. 4A) [4,16]. Myszy
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Pies KROAAHTCTHPGCGKSYTKSSHLKAHLRTHTGEKPYACTWDGCGWRFARSDELTRHYRKHTGQRPFRCOL CPRAF SRSDHLALHMKRHL
krowa yROAAHTCTHPGCGKSYTKSSHLKAHLRTHTGEKPYACTHDGCGWRFAR SDELTRHYRKHTGORPFRCQL CSRAF SRSDHLALHMKRHL
SZYmpans  yp(AAHTCAHPGCGKSYTKSSHLKAHLRTHTGEKPYAC TWEGCGWRFAR D E L TRHYRKHTGQRPFRCQL CPRAF SRSDHLALHMKRHL
makak KRQAAHTCAHPGCGKSYTKSSHLKAHLRTHTGEKPYACTHEGCGHWRFARSDELTRHYRKHTGQRPFRCOL CPRAF SRSDHLALHMKRHL
szczur KRAAHTCGHEGCGKSYTKSSHLKAHLRTHTGEKPYACSWDGCHWRFAR SDELTRHYRKHTGHRPF CCGLCPRAF SRSDHLALHMKRHL
mysz KRQARHTCGHEGCGKSYTKSSHLKAHLRTHTGEKPYACSWDGCDWREARSDE L TRHYRKHTGHRPF CCGL CPRAF SRSDHLALHMKRHL
Nan KRQAAHTCGHEGCGKSYTKSSHLKAHLRTHTGEKPYACSWDGCDWRFARSDIDLTRHYRKHT GHRPF CCGLCPRAF SRSDHLALHMKRHL
cztowiek KRQAAHTCAHPGCGKSYTKSSHLKAHLRTHTGEKPYACTWEGCGWREARSDELTRHYRKHTGQRPFRCQLCPRAF SRSDHLALHMKRHL
CDA KRQAAHTCAHPGCGKSYTKSSHLKAHLRTHTGEKPYACTWEGCGWRFAR SDIKL T RHYRKHT GQRPFRCQLCPRAF SRSDHLALHMKRHL

Rycina 3. Przyréwnanie sekwencji aminokwasowych trzech palcow cynkowych KLF1 u ssakéw. Aminokwasowy region R1-E-R2 drugiego palca cynkowego KLF1 cha-
rakteryzuje si¢ wysoka konserwatywnoscia u ssakéw (na z6tto). W przypadku mutacji dominujgcych w KLF1 kwas glutaminowy (E) w tym regionie ulega substytucji:
kwasem asparaginowym w przypadku mutacji Nan (na niebiesko), lizyna w przypadku mutacji CDA (na czerwono) (zmodyfikowano za [16]).

Nan/+ rodza sie blade i wykazuja cechy anemii noworod-
kowej ze sferocytoza (Ryc. 4). Ciezki fenotyp powodowat
$miertelnos¢ znacznej cze$ci mlodych myszy w wyniku
niedokrwistosci jeszcze na etapie karmienia przez matke.
Osobniki, ktére przezyly ten okres charakteryzowaly sie
anemia utrzymujaca sie, takze w zyciu dorostym.

Erytrocyty myszy Nan/ +, cechuja sie zaburzonym ksztal-
tem (sferocyty) i sa wrazliwe na stres osmotyczny (Ryc. 4B).
Zas elektroforeza wypreparowanych blon erytrocytow
osobnikéw z mutacja Nan, wykazata obnizony poziom bia-
tek: band3, Epb4.1, Epb 4.2, dematyny, f-adducyny i p55, w
poréwnaniu z erytrocytami zdrowych myszy [4]. U myszy
Nan/+ obserwowano takze akumulacje zelaza w watrobie
i sledzionie oraz znaczne ilosci protoporfiryny zwigzanej z
cynkiem [4,15].

Sekwencjonowanie pozwolilo na zlokalizowanie mutacji
Nan w genie KLF1, gdzie kodon GAA (kwas glutaminowy)
zostal zamieniony na GAT (kwas asparaginowy) w wyni-
ku transwersji adeniny na tymine w egzonie 3 [16]. Mutacja
Nan w sekwencji aminokwasowej wystepuje w pozycji 339
(E339D), ktéra znajduje sie w drugim palcu cynkowym i jest
czescia wysoce konserwatywnego regionu arginina - kwas
glutaminowy - arginina (R-E-R) (Ryc. 3), gdzie kazdy z wy-
mienionych aminokwaséw to odpowiednio pozycje -1, +3
i +6 w a-helisie, opisane wczesniej jako odpowiedzialne za
oddzialywanie palca cynkowego z tripletem nukleotydéw
(Ryc. 1B). Kwas glutaminowy (pozycja +3 a-helisy) w po-
zycji 339 odpowiedzialny jest za rozpoznawanie i wigzanie
cytozyny, badZ tyminy na zasadzie oddziatywani Van der
Waalsa w piatej pozycji motywu DNA wigzanego przez
WT-KLF1 (Ryc. 1B). Zamiana kwasu glutaminowego na
kwas asparaginowy w pozycji E339, powoduje zaburzenie
oddzialywania tego miejsca z DNA. Kwas asparaginowy
rozpoznaje jedynie cytozyne w piatej pozycji motywu DNA
[4]. Takie zawezenie mozliwosci wigzania sie do sekwencji
regulatorowych genéw docelowych wplywa na funkcjono-
wanie calego organizmu.
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Poczatkowo motyw DNA rozpoznawany i wigzany (opty-
malny) dla mutanta Nan-KLF1: 5'-NGG-GCG-KGG -3, wy-
znaczono za pomoca eksperymentu EMSA [4]. W 2017 roku
skonstruowano model komérkowy z indukowang ekspresja
mutanta Nan, co pozwolifo na wykonanie analiz ChIP-seq i
udoktadnienie motywu wiazania DNA: 5-NGG-GC/AN G/
TGG-3" [17]. Nowy motyw DNA dla mutanta Nan pozwala
na wigzanie, nie tylko cytozyny, ale i adeniny w pozycji pia-
tej, a takze rozszerza mozliwosci wiazania jakiegokolwiek
nukleotydu w pozycji szostej, w przeciwienstwie do WT-
-KLF1, ktéry rozpoznaje jedynie guanine w széstej pozycji.
Degeneracja motywu DNA dla Nan-KLF1, obserwowana
w pozycji szostej, powoduje zwiekszenie sie liczby miejsc
wigzania dla tego mutanta wystepujacych w genomie. Roz-
szerzenie mozliwosci rozpoznawania i wigzania sekwengji
prowadzi do ektopowej aktywacji genéw neomorficznych
charakterystycznych tylko dla mutanta Nan-KLF1.

Badania transkryptomiczne z wykorzystaniem watréb
plodowych myszy Nan/+ wykazaly, ze okolo 80 gendw,
ulega znacznie zawyzonej ekspresji w poréwnaniu z trans-
kryptomem myszy +/+ [17]. Wéréd tych gendéw, znalezio-
no dwa, ktére koduja biatka sekrecyjne - hepcydyne (Hamp)
oraz IRF7 (Irf7, ang. interferon requlatory factor 7). Hepcydyna
wiazac sig z ferroportyna reguluje gospodarke zelaza i ule-
ga ekspresji w komorkach watroby [18]. Siédmy czynnik re-
gulujacy interferon (IRF7) jest czynnikiem transkrypcyjnym
uczestniczagcym w odpowiedzi immunologicznej poprzez
aktywacje interferonu p (IFNp), produkowanym w makro-
fagach [19]. Bialka te biora udzial w obserwowanej anemii
w dwojaki sposéb: (1) ektopowe aktywowanie hepcydyny
i obnizenie poziomu erytroferonu prowadza do zmniejsze-
nia produkcji czerwonych krwinek w wyniku obniZzonej
dostepnosci zelaza w komoérkach, (2) ektopowa ekspresja
IRF7 indukuje ekspresje IFN, ktéry powoduje zahamo-
wanie rozwoju komérek erytroidalnych. Organizm myszy
z mutacja Nan reaguje obronnie indukujac produkcje ery-
tropoetyny w celu zwiekszenia produkcji czerwonych krwi-
nek, czego konsekwencja jest obserwowana splenomegalia
[20]. Jednakze jest to dzialanie daremne, poniewaz nowo
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Nan/+ Nan/-

Rycina 4. Poréwnanie zdrowych osobnikéw z myszami z mutacja Nan-KLF1. Poréwnanie morfologii zarodkéw mysich pobranych dnia E14.5. Zarodki WT (+/+) oraz
(+/-) byly identyczne fenotypowo, Nan/+ rozwijaly sie prawidiowo, ale obserwowano ich blados¢, natomiast Nan/- wykazywaty wady dysmorficzne (zmodyfikowano
za [16]). Obraz erytrocytow z mikroskopu elektronowego, poréwnujgcy komérki homozygoty dominujacej (+/+) oraz heterozygoty z jednym allelem niosagcym mutacje

Nan (Nan/+). Skala 8,57 pm. (zmodyfikowano za [15]).

produkowane krwinki wydzielaja hepcydyne oraz IFN,
co prowadzi do sprzezenia zwrotnego i ponownej induk-
qji erytropoetyny [20]. Ektopowa aktywacja nowych genéw
docelowych przez mutanta Nan-KLF1, moze sie wydawac
zaskakujaca, poniewaz nietypowe miejsca rozpoznawane
przez Nan-KLF1 nie sg tatwo dostepne w komorkach ery-
troidalnych. Niektére czynniki transkrypcyjne moga pelnié
pionierska role tj. ,otwiera¢” $ciéle upakowana chroma-
tyne, aby ulatwi¢ przylaczanie innych czynnikéw trans-
krypcyjnych i kofaktoréw, aby umozliwi¢ transkrypcje. Do
tej pory nie potwierdzono jednoznacznie pionierskiej roli
Nan-KLF1, jednak w przypadku innego, blisko spokrew-
nionego, biatka z rodziny KLF - KLF4 zaobserwowano
taki mechanizm. Palce cynkowe 2 i 3 biatka KLF4 wspiera-
ja pionierska role w rozpoznawaniu miejsc wiazania DNA
upakowanego w nukleosom [21]. W przypadku Nan-KLF1
mutacja znajduje si¢ w 2. palcu cynkowym i moze poma-
ga¢ w rozpoznawaniu nietypowych miejsc w genach, ktére
przypuszczalnie sg niedostepne dla WT-KLF1 [20].

DZIEDZICZNA ANEMIA DYSERYTROPOETYCZNA
ULUDZITYPU IV

Dyserytropoeza to zesp6t objawéw wynikajacych z nie-
prawidtowej produkcji komorek linii erytroidalnej w szpiku
kostnym, charakteryzujacy sie obecnoscia komérek prekur-
sorowych krwi o nieprawidlowej budowie morfologiczne;.
Terminu tego uzyto po raz pierwszy, aby opisa¢ wrodzone
anemie dyserytropoetyczne CDAs (ang. Congenital Dysery-
thropoietic Anemias). W roku 1967 Heimpel i Wendt stworzy-
li klasyfikacje zakladajaca podziat na trzy typy anemii CDA
(CDA I, I1 i IIT) [22]. U pacjentéw z CDA typu I znaleziono
mutacje w genie CDAN1 [23]. Mutacja w genie SEC23B wy-
stepuje u pacjentow z CDA typu II [24], zas w typie III po-
jawia si¢ mutacja w genie KIF23 [25]. Obecnie wyréznia sie
takze inne warianty (IV-VII), do ktérych zaliczono anemie
charakteryzujace sie dodatkowymi cechami, ktére nie pasu-
ja do pozostalych trzech typow [26].
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Anemia CDA typulV, jest zwigzana z dominujaca muta-
cja w genie KLF1 [8,27]. Opisana mutacja to tranzycja guani-
ny w adenine (c.973G>A) zlokalizowana w egzonie 3 genu
KLF1 [8]. Powoduje ona substytucje kwasu glutaminowego
lizyna w pozycji E325 (Ryc. 3). Jest to wysoce konserwatyw-
ny aminokwas znajdujacy si¢ w drugim palcu cynkowym
w pozycji +3 a-helisy, odpowiedzialny za oddzialywanie z
piatym nukleotydem sekwencji konsensusowej KLF1 i jest
to ta sama pozycja co w przypadku mutacji Nan(E339D).
Do tej pory w literaturze zostalo opisanych dziesie¢ przy-
padkéw wystepowania tej anemii u ludzi [8,27-40]. Objawy
wystepujace u pacjentéw dotycza ciezkiej niedokrwistosci
oraz hemolizy krwinek, nieprawidlowej budowy blony
erytrocytéw, wystepowania hemoglobiny ptodowej, od-
kladania sie bilirubiny i Zelaza co skutkuje powigkszeniem
sledziony oraz watroby. Zaréwno w rozmazie krwi, jak i ba-
daniu szpiku kostnego pacjentow wystepuja wielojadrzaste
erytroblasty, fragmenty euchromatyny potaczone z blona
jadrowa, nietypowe inkluzje cytoplazmatyczne oraz frag-
menty wieloblonowe okalajace jadro komoérkowe [28]. W
blonie erytrocytéw nie znaleziono kanatu wodnego - akwa-
poryny 1 oraz antygenu powierzchniowego CD44. Pacjenci
r6znig sie pomiedzy soba wystepowaniem i nasileniem ob-
jawoéw. Co istotne, w dwoéch przypadkach zaobserwowano
zaburzenia w ukladzie moczowo-plciowym. W pierwszym
przypadku opisanym przez Arnaud i in. w 2010, byt to mi-
kropenis oraz nieprawidlowe ulozZenie cewki moczowej
(hypospadia), za§ w drugim przypadku obserwowano ka-
riotyp charakterystyczny dla osobnikéw meskich (XY), ale
cechy plciowe zerskie [34]. Drugim objawem chorobowym,
spoza ukladu krwiotwoérczego, obserwowanym u pacjen-
tow CDA typu 1V jest obnizenie wzrostu, ktére nie ulega po-
prawie nawet w przypadku podawania hormonéw wzrostu
[34]. Niski wzrost mialo réwniez dziecko pozbawione obu
alleli KLF1, jednak w tym przypadku nie obserwowano nie-
prawidiowosci w ukladzie moczowo-plciowym [41]. Inna
cecha faczaca pacjentéw z CDA typu IV jest brak fenotypu
In(Lu), obecnego w przypadku utraty funkcji jednego z alle-
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Rycina 5. Model obrazujacy oddzialywanie biatka CDA-KLF1 ze zdegenerowanym motywem DNA, dla pierwszego palca cynkowego. Schemat oddziatywania pomiedzy
mutantem CDA-KLF1 (E325K, K=Lys, na czerwono), a nowo wyselekcjonowanym motywem DNA, zdegenerowanym dla pierwszego palca cynkowego (ZnF1). Oddzia-
tywanie ZnF2 i ZnF3 z ént motywu DNA wystarcza do utrzymania wigzania. Schemat oddzialywania biatka WT-KLF1 (E339D, D=Glu, na zielono), a znanym motywem
DNA dla tego biatka. Wszystkie palce cynkowe sa zaangazowane w oddzialywanie z DNA.

li KLF1 (haploniewystarczalnosc¢). Zaréwno dodatkowe ce-
chy spoza ukladu krwiotwoérczego, jak i brak wystepowania
fenotypu In(Lu) $wiadcza o tym, ze mutacja ta nie jest tyl-
ko mutacja powodujaca utrate funkcji bialka, ale takze po-
wodujaca nabywanie nowych cech przez mutanta. W 2011
roku Singleton i wspoétpracownicy analizowali powinowac-
two z jakim zmutowane formy KLF1 (w tym CDA-KLF1)
oddzialuja z miejscami regulatorowymi charakterystyczny-
mi dla WT-KLF1. Wiekszo$¢ mutantow prowadzacych do
powstania fenotypu In(Lu) charakteryzowala sie brakiem
powinowactwa do 9nt sekwencji regulatorowej z promo-
tora genu BCAM, rozpoznawanej przez biatko WT-KLFI.
[42]. W badaniach opartych o gen reporterowy lucyferazy
poprzedzony promotorem genu BCAM wykazano, ze CDA-
-KLF1 aktywuje transkrypcje podobnie jak biatko typu dzi-
kiego [43]. To wskazuje, ze mutacja CDA w genie KLF1, nie
jest mutacja prowadzaca do utraty wszystkich funkcji biat-
ka, ale ze dochodzi do zachowania niektérych funkcji KLF1.
Na podstawie obserwowanego u pacjentéw fenotypu poza
ukladem krwiotwoérczym mozna sadzié, ze mutant CDA-
-KLF1 nabywa takze nowych funkgji.

Motyw DNA dla CDA-KLF1, 5-NGG-GGG/T-G/TG/
TG/T-3, r6zni sie od sekwencji rozpoznawanych przez WT-
-KLF1: 5-NGG-GC/TG-T/GGG-3" oraz przez mutanta Nan-
-KLF1: 5-NGG-GC/AN- T/GGG-3". Motyw dla CDA-KLF1
jest unikalny, swoisty dla tego biatka. Charakteryzuje sie
obecnoscia guaniny w 5. pozycji, podczas gdy WT-KLF1
rozpoznaje C/T, a Nan-KLF1 rozpoznaje C/A w tej pozy-
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¢ji motywu DNA [4,17,44]. Druga cecha charakterystyczna
motywu jest zdegenerowanie na koricu 3" (Ryc. 5).

Degeneracja 3’ korica wystepujaca w miejscach wiaza-
nia dla CDA-KLF1 moze wiec mie¢ korzystny wplyw na
funkcje mutanta jako czynnika transkrypcyjnego. Taki zde-
generowany motyw w konsekwencji moze przekladaé sie
na zmniejszenie zbyt silnych oddziatywan DNA i czynnika
transkrypcyjnego hamujacych proces ich dysocjacji. Dege-
neracja motywu DNA z jakim oddziatuje mutant CDA-
-KLF1 moze wplywaé, nie tylko na szybkos¢ transkrypdji,
ale przede wszystkim zwieksza¢ ilos¢ potencjalnych genéw
docelowych aktywowanych przez to biatko [45]. Nadanie
nowych (neomorficznych) cech czynnikowi transkrypcyj-
nemu KLF1 stanowi podstawe zrozumienia molekularnego
mechanizmu ciezkiej niedokrwistosci wywotywanej przez
mutacje CDA.

PODSUMOWANIE

Gen KLF1 zostal zidentyfikowany dziesigtki lat temu,
podobnie jak jego rola w kontrolowaniu ekspresji f-globiny
[46-49]. Jednak zwiazek miedzy mutacjami KLF1, a choro-
bami hematologicznymi zostal ustalony dopiero niedawno
[7,50]. Jak oméwiono w niniejszym przegladzie, jest teraz
jasne, ze mutacje Nan- i CDA-KLF1 sa zwigzane z zaburze-
niem kontroli transkrypcji regulatoréw erytrocytéw. Wraz
z innymi nieprawidlowosciami w blonie erytrocytéw i en-
zymach, prowadza do dyserytropoezy i zwigzanych z nig
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zmian morfologicznych i patologii czerwonych krwinek.
Rezultatem zaréwno u myszy, jak i u ludzi jest utrzymujaca
si¢ cale Zzycie anemia, ktéra moze by¢ zalezna od transfu-
zji, lub zwigzana z erytropoeza pozaszpikowa, ktéra moze
powodowac¢ zmiany takie jak splenomegalie. Dodatkowo
moga wystepowac neomorficzne zmiany genetyczne, ktore
zaburzaja funkcjonowanie czerwonych krwinek. Prowadza
do uszkodzenia narzadéw, ktére nastepuje w rezultacie lizy
czerwonych krwinek i odkladania sie Zelaza. Czestos¢ wy-
stepowania pacjentow z CDA typu IV moze by¢ znacznie
niedoszacowana, co dodatkowo komplikuje potencjalny
zwiazek z wodniakiem plodu [41] i utrata ciazy w péznym
stadium lub $miercig noworodkéw bez zbadania przyczy-
ny (oméwiono w [7]). Aktywacja genéw nieerytroidalnych
moze pomoc wyjaéni¢ anomalie obserwowane u chorych z
CDA. Nalezy réwniez pamietaé, ze cynkowe palce KLF1 sa
zaangazowane w interakcje z biatkami, czyli mutacja CDA
moze réwniez zaburzy¢ oddzialywanie miedzy biatkami i
przyczynic sie do patologicznego fenotypu.
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ABSTRACT

KLF1 (Kriippel-like factor 1) is an erythroid transcription factor involved in various stages of red blood cell formation. KLF1 plays key func-
tions at the megakaryocyte-erythrocyte progenitor stage, where it is involved in the development of the erythrocyte lineage. It participates
in the global expression of erythrocyte genes, playing a direct role in globin switching. KLF1 also participates in the final maturation of
erythrocytes, controlling exit from the cell cycle and the enucleation process. KLF1 has a domain structure: N-terminal transactivation domain
and C-terminal DNA-binding domain. Many variants (mutations) have been described in the KLF1 gene, which lead to the development of a
whole spectrum of phenotypes: from clinically insignificant morphological changes, through mild changes, to severe pathological conditions.
Two mutations are dominant. One occurs in mice and causes neonatal anemia with congenital spherocytosis (Nan), the other in humans and

leads to congenital dyserythropoietic anemia type IV (CDA).
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