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				KLF1 (Krüppel-like factor 1) jako kluczowy regulator ekspresji genów erytroidalnych

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				KLF1 (Krüppel-like factor 1) jest niezbędnym czynnikiem transkrypcyjnym zaangażo-wanym w niemal wszystkie etapy erytropoezy. KLF1 promuje przejście mieloidalnych komórek progenitorowych w kierunku rozwoju linii erytroidalnej, z jednoczesnym hamo-waniem szlaku megakariopoezy. Jego ekspresja jest tkankowo specyficzna i ogranicza się do narządów krwiotwórczych. Rozpoczyna się w woreczku żółtkowym, następnie w wątro-bie i szpiku kostnym płodu. KLF1 pełni rolę globalnego regulatora rozwoju i integralności erytrocytów. Reguluje wiele procesów, w tym syntezę globin, hemu, pozyskiwanie żelaza, elastyczność błony krwinek czerwonych i cytoszkieletu, cykl komórkowy i apoptozę. KLF1 tworzą dwie domeny: N-końcowa transaktywacyjna oraz C-końcowa domena wiążąca DNA. KLF1 jest pierwszym poznanym czynnikiem transkrypcyjnym z rodziny Kruppel-like Fac-tor, która obecnie obejmuje 17 członków. Ich cechą charakterystyczną są motywy palców cynkowych typu C2H2 oddziałujące z DNA. Prócz erytropoezy czynniki KLF odgrywają klu-czową rolę w regulacji ekspresji genów różnych procesów biologicznych, w tym proliferacji komórek, różnicowaniu, apoptozie.

				Wprowadzenie

				Erytropoeza to proces, w którym powstają czerwone krwinki (erytrocyty) rozprowadzające tlen w organizmie. W każdej sekundzie w szpiku kostnym zdrowego, dorosłego człowieka jest produkowanych około 2,4 miliona erytrocy-tów. Dojrzała krwinka trafiająca do krwioobiegu pełni swoją rolę przez 120 dni po czym ulega degradacji, głównie w śledzionie [1]. Utrzymanie tego dynamicz-nego procesu w równowadze jest zależne od wielu czynników kontrolujących proces erytropoezy na wszystkich jego etapach, a zachowanie homeostazy po-zwala na wydajny transport gazów oddechowych w organizmie.

				Wczesne etapy rozwoju embrionalnego odbywają się bez obecności komórek krwi. Dojrzewający embrion jest zaopatrywany w tlen i inne niezbędne czynniki przez dyfuzję. Dopiero gdy osiągnie zbyt duży rozmiar i dyfuzja staje się niewy-starczająca, pierwsze komórki układu krwiotwórczego zaczynają powstawać. Mysia hematopoeza ma swój początek w dniu embrionalnym E7,5 (w ludzkim embrionie w dniu E30) [2]. Pierwsza hematopoetyczna komórka HSC (ang. he-matopoietic stem cell) powstaje w pozaembrionalnych wyspach krwiotwórczych w ścianie woreczka żółtkowego, a kolejne w omoczni i łożysku. Następnie ko-mórki te migrują do łożyska i wątroby płodowej, rozpoczynając swoją najwięk-szą ekspansję; następnie, tuż przed urodzeniem, migrują do śledziony i szpiku kostnego, gdzie będą produkowane po urodzeniu. Komórki HSC to samood-nawiające się prekursory zdolne do produkowania komórek, które dzielą się i dojrzewają, prowadząc do powstania wszystkich efektorowych komórek krwi, takich jak komórki limfoidalne oraz mieloidalne [3].

				Proces erytropoezy dzieli się na dwie fale: pierwotną i definitywną. Fala pierwotna rozpoczyna się od pierwszych ssaczych progenitorów erytropoezy, EryP-CFC, które powstają w wyspach krwiotwórczych woreczka żółtkowego [4,5]. Progenitory EryP są wykrywalne w dniu E7,25-9 u myszy (między 3 a 4 tygodniem gastrulacji u człowieka) [6,7]. Te komórki dają początek dużym ją-drzastym erytroblastom, które zaczynają krążyć w krwioobiegu od dnia E8,5 u myszy (po 4. tygodniu u człowieka) [8]. Do dnia E12,5 pierwotne erytrobla-sty dojrzewają do etapu ortochromatycznego. Na tym etapie podział komórek ustaje i dochodzi do enukleacji. Następnie bezjądrzasty, pierwotny retikulocyt dojrzewa do postaci czerwonej krwinki [9]. Druga fala – definitywna – rozpoczy-na się u myszy około dnia E9,5 (5. tydzień rozwoju u człowieka) pojawieniem się w woreczku żółtkowym i łożysku progenitorowych komórek, które następ-nie migrują do wątroby płodowej, gdzie dają początek dojrzałym czerwonym krwinkom [10].
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				Różnicowanie komórek erytroidalnych

				Pierwszymi komórkami progenitorowymi podczas fali definitywnej erytropoezy są BFU-E (ang. Burst Forming Unit-Erythroid), które pod wpływem erytropoetyny, inter-leukiny 3, czynnika stymulującego tworzenie kolonii gra-nulocytów i makrofagów, trombopoetyny oraz czynnika komórek macierzystych, produkują tysiące wypełnionych hemoglobiną erytroblastów. Kolejnymi, bardziej dojrza-łymi komórkami progenitorowymi są CFU-E (ang. Colony Forming Unit-Erythroid), z których powstają kolejne erytro-blasty. Następne etapy dojrzewania czerwonych krwinek odbywają się na wyspach erytroblastycznych, znajdujących się w wyspecjalizowanych niszach szpiku kostnego i wątro-by, gdzie erytroblasty otaczają centralną komórkę makrofa-ga (zaznaczoną na różowo na rycinie 1) [11]. Tutaj powstają i dojrzewają jądrzaste prekursory, począwszy od proery-troblastów (ProE) przez erytroblasty zasadochłonne (ba-zofilne), erytroblasty wielobarwliwe (polichromatyczne), erytroblasty kwasochłonne (ortochromatyczne), aż po bez-jądrzaste retikulocyty (Ryc. 1). Ostatnim etapem dojrzewa-nia erytrocytów jest enukleacja, polegająca na fagocytozie pyrenocytu (obkurczonego jądra z niską zawartością RNA) przez komórkę makrofaga [12]. Następnie bezjądrzaste reti-kulocyty zmniejszają wielkość komórek, akumulują hemo-globinę i ulegają symetrycznym podziałom dając początek erytrocytom [9].

				Regulacja procesu erytropoezy na poziomie transkrypcyjnym

				Proces erytropoezy jest kontrolowany przez grupę spe-cyficznych czynników transkrypcyjnych odpowiedzial-nych za aktywację transkrypcji niezbędnych genów. W czasie rozwoju zarodkowego, kiedy mamy do czynienia z 

			

		

		
			
				erytropoezą fali pierwotnej, głównymi czynnikami trans-krypcyjnymi biorącymi udział w procesie powstawania czerwonych krwinek są: GATA1 oraz KLF1 [8,13]. Podczas erytropoezy fali definitywnej aktywacja i represja genów pozostaje pod kontrolą takich czynników transkrypcyjnych jak: GATA1 [14], FOG-1, NFE2 [15], c-myb, Bcl11A, Sox6 [16], Lyl-1 [17] oraz KLF1, a także kompleksu TAL1-LMO2--LBD1-E2A [18,19].

				Czynniki transkrypcyjne z rodziny GATA (ang. GATA--binding factors) zaangażowane w proces hematopoezy to GATA-1 oraz GATA-2. W początkowych etapach hemato-poezy czynnik GATA-2 jest eksprymowany na wysokim poziomie w hematopoetycznych komórkach macierzy-stych. Jednak kiedy ma dojść do zainicjowania procesu ery-tropoezy, ulega on represji i zostaje zastąpiony przez czyn-nik GATA-1 (Ryc. 1). To dynamiczne przejście pomiędzy GATA-2 i GATA-1, nazywamy „przełączaniem czynników GATA” (ang. GATA „switch”) [20]. GATA-1, rozpoznając i wiążąc konsensusowy motyw DNA: 5’ A/T GATA A/G 3’, może działać zarówno jako aktywator, jak i represor trans-krypcji [21]. Większość pełnionych przez GATA-1 funkcji zależy od jego oddziaływania z białkiem FOG-1 (ang. Friend of GATA-1) [22]. Mutacje w genie Gata-1 zaburzające to od-działywanie prowadzą do powstawania ciężkich anemii dyserytropoetycznych u ludzi oraz do śmiertelności zarod-ków mysich w wyniku anemii [23]. Co więcej, GATA1 od-działuje z czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak TAL1/SCL (w kompleksie z Ldb1, LMO2 oraz E2A), KLF1, Pu.1 czy Sp1, wpływając na aktywację lub represję genów pozo-stających pod ich kontrolą w sposób pośredni [24].

				Białko TAL1/SCL należące do rodziny czynników trans-krypcyjnych zawierających podstawowy motyw helisa-pę-tla-helisa, działa jako aktywator lub represor transkrypcji 
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				Rycina 1. Etapy dojrzewania czerwonych krwinek od hematopoetycznej komórki macierzystej, aż do dojrzałego, bezjądrzastego erytrocytu. Schemat przedstawiający rozwój linii erytroidalnej od hematopoetycznej komórki macierzystej poprzez kilka progenitorowych komórek, aż po dojrzały erytrocyt. Na etapie komórki HSC wysokiej ekspresji ulega czynnik GATA2, na etapie proerytroblastu ustępuje on miejsca GATA1, którego ekspresja trwa aż do końca dojrzewania erytrocytów. KLF1 promuje zapo-czątkowanie produkcji i kontroluje ekspresje wielu genów zaangażowanych we wszystkie etapy dojrzewania erytrocytów (za [9]).
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				genów podczas dojrzewania czerwonych krwinek. Tworzy ono pentameryczny kompleks z białkami: LDB1, LMO2, białka-E (E2E, HEB, E2-2) oraz GATA1, poprzez który kon-troluje etapy dojrzewania komórek erytroidalnych [25]. Myszy pozbawione genów kodujących białka TAL1/SCL, GATA-1 oraz LMO2 wykazują anemię i umierają w wyniku nieefektywnej erytropoezy [24].

				Podobnie jak TAL1/SCL, LYL-1 jest czynnikiem trans-krypcyjnym, zawierającym podstawowy motyw helisa-pę-tla-helisa, biorącym udział w regulacji genów erytroidal-nych. Najnowsze badania prowadzone na myszach wyka-zały, że ma on wspólne geny docelowe z białkiem TAL1/SCL, przez co może kompensować jego utratę oraz że pełni ono kluczową rolę w fali pierwotnej erytropoezy [26].

				Obok GATA-1 najważniejszym czynnikiem transkrypcyj-nym w trakcie erytropoezy jest KLF1 (ang. Krüppel like-Fac-tor1), dawniej nazywany EKLF (ang. Erythroid Krüppel like-Factor). Pełni on dwojaką rolę w procesie hematopoezy: na etapie bipotencjalnej komórki progenitorowej megaka-riocytów i erytrocytów MEP (ang. megakaryocyte /erythrocyte progenitor) jednocześnie promuje linię erytroidalną do pro-dukcji erytrocytów oraz hamuje linię megakarioidalną [27].

			

		

		
			
				Rodzina czynników Krüppel like-Factor

				Rodzina czynników transkrypcyjnych KLF składa się z białek zaangażowanych w regulację wielu procesów zacho-dzących w komórkach. Cechą charakterystyczną wszyst-kich czynników z tej rodziny jest posiadanie trzech wysoce konserwatywnych palców cynkowych o motywie Cys2/His2 gdzie atom cynku jest koordynowany przez dwie hi-stydyny i dwie cysteiny. Każdy z palców cynkowych jest zbudowany z dwóch antyrównoległych, krótkich β-kartek i jednej α-helisy. Drugą cechą charakterystyczną palców cyn-kowych białek z rodziny KLF są wysoce konserwatywne, siedmioaminokwasowe sekwencje linkerowe łączące je ze sobą (TGEKP(Y/F)X,), nazywane linkerami typu H/C [28]. Palce cynkowe białek z rodziny KLF znajdują się na koń-cach karboksylowych i są zaangażowane w rozpoznawa-nie i wiązanie DNA. Rozpoznają motywy GC-bogate oraz zawierające tzw. CACCC-box [29]. Domena palców cynko-wych może być również zaangażowana w oddziaływania białko-białko zmieniające jej specyficzność [30,31]. Na koń-cu aminowym białek z rodziny KLF znajduje się domena odpowiedzialna za aktywację lub represję transkrypcji. Region ten jest dużo bardziej zróżnicowany pomiędzy po-szczególnymi białkami w obrębie rodziny KLF, niż domena palców cynkowych.
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				Rycina 2. Klasyfikacja filogenetyczna i funkcjonalna czynników z rodziny KLF. Analiza filogenetyczna oparta o sekwencje białkowe, członków rodziny KLF, zdeponowa-nych w NCBI. Drzewo filogenetyczne wykonano w programie ClustalW2. Schemat aktywacji genów docelowych poprzez oddziaływanie z motywem CACCC, a następnie z białkiem CBP/p300. Schemat represji genów docelowych poprzez oddziaływanie z regionem CACCC, a następnie z białkiem CtBP i HDAC1. Schemat represji genów docelowych poprzez oddziaływanie z regionem GC, białkami Sin3 i HDAC1.
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				Filogenetyczna analiza ludzkich genów kodujących biał-ka z rodziny KLF pozwala na klasyfikowanie tych czynni-ków w trzy grupy, cechujące się różnicami funkcjonalnymi kodowanych białek (Ryc. 2). Grupa 1 zaznaczona na Ryci-nie 2 kolorem zielonym, to czynniki hamujące transkrypcję genów poprzez ich oddziaływanie z białkiem CtBP (KLF3, 8 i 12, Ryc. 2C), grupa 2 zaznaczona kolorem czerwonym to aktywatory transkrypcji, głównie działające poprzez od-działywanie z CBP/p300 (KLF 1, 2, 4, 5, 6 i 7, Ryc. 2B), grupa 3, zaznaczona kolorem niebieskim, to białka (KLF 1, 9, 10, 11, 13, 14 i 16) wykazujące aktywność represorową poprzez oddziaływanie z czynnikiem transkrypcyjnym Sin3A. Biał-ka KLF15 i 17 nie klasyfikują się do żadnej z powyższych grup [32].

				KLF1 – jest czynnikiem transkrypcyjnym, który odpo-wiada za aktywację genów podczas dojrzewania erytrocy-tów. Jednak nie tylko KLF1 ulega ekspresji w komórkach linii erytroidalnej, ale także inne czynniki z tej rodziny biorą udział w regulacji genów, zarówno podczas erytropoezy fali pierwotnej (KLF2 oraz KLF4,[33]), jak i fali definitywnej (KLF3, KLF8, KLF10, KLF12, [34,35]).

				Krüppel like-Factor 1

				KLF1 został zidentyfikowany podczas badań nad re-gulacją genów globinowych u myszy z erytroleuke-mią w 1993, a u ludzi w 1996 roku [36,37]. Jego rola to regulacja ekspresji genów na wszystkich etapach doj-rzewania erytrocytów w trakcje erytropoezy fali de-finitywnej. Myszy pozbawione obu alleli genu KLF1(KLF1-/-) cierpią na ciężką anemię pojawiającą się podczas przejścia erytropoezy fali pierwotnej w definitywną, w związku z nieprawidłowym dojrzewaniem erytrocytów,i zamierają w dniu embrionalnym 14.5 [38–40]. W 2015 roku opisano pierwszy, i jak do tej pory jedyny, przypadek żyją-cego człowieka bez obu alleli genu KLF1, jednak z rozwinię-tą ciężką anemią hemolityczną bez sferocytozy, z obecnością erytroblastów w krwi obwodowej i żółtaczką [41]. Umiera-nie zarodków myszy i bardzo ciężki fenotyp u człowieka pojawiający się w przypadku braku genu KLF1 pokazuje, jak ważne funkcje pełni ten czynnik transkrypcyjny.

				Struktura i budowa domenowa białka KLF1

				Mysi gen KLF1 koduje białko o długości 357 aminokwa-sów, w obrębie którego znajdują się dwa potencjalne miej-sca startu translacji. Dowiedziono, że druga metionina w pozycji 19 otwiera ramkę odczytu tego białka w warunkach in vivo. Ludzkie białko KLF1 składa się z 362 aminokwa-sów i jest w 93% podobne do mysiego w obrębie domeny na C-końcu (palce cynkowe) i 69% w obrębie całego białka. Czynnik KLF1 ma budowę domenową i zawiera: na koń-cu aminowym (u ludzi od 1 do 271 aminokwasów) domenę transaktywacyjną, a na końcu karboksylowym (u ludzi od 272 do 362 aminokwasów) domenę wiążącą DNA (DBD, ang. DNA binding domain) zbudowaną z trzech palców cyn-kowych o typie C2H2 (ZnF, ang. zinc fingers) [37,42] (Ryc. 3).

				Domena transaktywacyjna składa się z dwóch subdomen minimalnej aktywacji transkrypcji: TAD1 i TAD2 (Ryc. 3). 

			

		

		
			
				Domena transaktywacyjna KLF1 jest podobna do TAD wy-stępujących w innych aktywatorach transkrypcji, jak np.: p53 (białko supresorowe nowotworów), czy białka wirusa opryszczki VP16 [43].

				Pierwsze 40 reszt aminokwasowych (subdomena TAD1) rekrutuje kofaktory białkowe, a aminokwasy od 50 do 90 (subdomena TAD2) są niezbędne do aktywacji genu β-globiny. Obie domeny TAD zawierają w większości ami-nokwasy o charakterze kwasowym oraz region PEST bo-gaty w proliny, kwas glutaminowy, seryny oraz treoniny. Delecja domen TAD powoduje, że KLF1 nie jest wydajnie degradowany w szlaku ubikwityna-proteasom [44]. Udo-wodniono, że to subdomena TAD1 poprzez wiązania nieko-walencyjne oddziałuje z ubikwityną, kierując KLF1 na dro-gę degradacji [45]. Domena transaktywacyjna pełni zatem dwie funkcje: aktywacji transkrypcji i kierowania na drogę degradacji, które są niezbędne dla KLF1 w trakcie kontro-lowania procesu powstawania i dojrzewania erytrocytów.

				Cechą charakterystyczną wszystkich białek z rodziny KLF jest obecność domeny wiążącej DNA zbudowanej z trzech palców cynkowych (Ryc. 3). Każdy palec cynkowy w KLF1 rozpoznaje tripletową sekwencję nukleotydową, a zatem wszystkie palce razem oddziałują z motywem o dłu-gości 9 nt.

				Rola białka KLF1 podczas erytropoezy

				Na przestrzeni ostatnich lat przeprowadzono wiele eks-perymentów pokazujących porównanie profili ekspresji genów w komórkach z WT-KLF1 oraz pozbawionych genu KLF1(-/-). Dowiedziono, że KLF1 odgrywa kluczową rolę zarówno podczas fali pierwotnej, jak i definitywnej erytro-poezy [46,47]. Zaś analizy z wykorzystaniem CHIP-seq po-kazują jego rolę w regulacji transkrypcji genów związanych z większością procesów, końcowego dojrzewania czerwo-nych krwinek, od utrzymywania prawidłowego kształtu erytrocytów, przez powstawanie hemoglobiny, aż po re-gulację cyklu komórkowego [48,49]. KLF1 aktywuje aż 650 genów podczas erytropoezy.

				Udowodniono, że KLF1 może pełnić swoją rolę jako re-presor transkrypcji oddziałując z białkiem Sin3A oraz de-acetylazą histonów 1 (HDAC1, ang. histone deacetylase 1), a także ulegając sumoilacji [50–52]. Jednak znacznie częściej jego funkcja sprowadza się do aktywacji genów. Aktywność białka KLF1 jest regulowana potranslacyjnie co wspomaga jego oddziaływanie z innymi białkami, np. acetylotrans-ferazą histonów p300 czy białkiem CBP (CBP, ang. CREB--binding protein). Ułatwia to oddziaływanie z kompleksem remodelującym chromatynę SWI/SNF poprzez podjed-nostkę Brg1 (Ryc. 2B) [53–55]. Dzięki oddziaływaniu z kompleksem remodelującym chromatynę oraz kofaktora-mi transkrypcji KLF1 aktywuje geny docelowe. Powyższe zależności pomiędzy KLF1, a innymi białkami, czy całymi kompleksami białek pozwalają mu na pełnienie roli akty-watora transkrypcji genów: zaangażowanych w budowę łańcuchów globinowych, kontrolujących cykl komórkowy, związanych z metabolizmem hemu, transportem i akumu-lacją żelaza, budową błony erytrocytów w tym antygenami 
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				powierzchniowymi, a także genów kodujących czynniki transkrypcyjne (np. KLF3) [46,56].

				KLF1 jako czynnik kontrolujący cykl komórkowy

				W trakcie powstawania czerwonych krwinek jednym z kluczowych procesów jest regulacja cyklu komórkowe-go, zapewniająca balans pomiędzy proliferacją, a różnico-waniem komórek. KLF1 jest odpowiedzialny za regulację cyklu komórkowego działając jako aktywator transkryp-cji, takich genów jak: inhibitory kinaz zależnych od cyklin umożliwiające wyjście komórek z cyklu komórkowego oraz regulatory transkrypcji z rodziny E2F i cykliny wymagane do wejścia komórek w fazę S i syntezę DNA [57]. W komór-kach MEL z wymuszoną nadekspresją KLF1 zaobserwowa-no zwiększoną ekspresję inhibitora p21 (kodowanego przez gen CDKN1A, ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) oraz zatrzymanie komórek w fazie G0/G1 [58]. W komórkach pozbawionych KLF1 dochodzi do znacznego obniżenia ekspresji genu kodującego białko p18 (gen CDKN2c), bę-dącego inhibitorem cyklin zależnych od kinaz aktywnych w czasie trwania fazy G1 [59], co wskazuje na rolę KLF1 w hamowaniu podziałów komórkowych. Także inny inhibi-tor cyklu komórkowego, białko p27 (kodowany przez gen CDKN1B), okazał się wrażliwy na brak KLF1 [60]. Odkryto, że sekwencje regulatorowe genów kodujących białka p18 i p21 posiadają odpowiednio trzy i dwa miejsca wiązania dla KLF1 [58,59]. Osobną rolę KLF1 pełni podczas końcowego różnicowania erytrocytów, aktywując geny E2F2 oraz E2F4 będące częścią kompleksu Rb-E2F odpowiedzialnego za re-gulację wejścia komórek w fazę S cyklu komórkowego. W komórkach pozbawionych KLF1 obserwowano znaczne ob-niżenie ekspresji E2F2 [61], zaś analizy CHIP-seq wskazały, że KLF1 wiąże się do miejsc regulatorowych w genach E2F2 i E2F4 zarówno w promotorach jak i regionach intronowych o właściwościach wzmacniaczy transkrypcji [48,61,62]. Za-tem KLF1 pełni dwojaką rolę w trakcie różnicowania: na wczesnych etapach wspiera on proliferację poprzez wejście komórek w fazę S cyklu komórkowego (pozytywna regula-cja poprzez geny z rodziny E2F), na późniejszych etapach hamuje podziały komórkowe poprzez aktywację transkryp-cji genów kodujących inhibitory: p18, p21 i p27. Aktywowa-nie powyższych genów przez KLF1 wpływa na końcowy etap dojrzewania erytrocytów, jakim jest pozbycie się jądra komórkowego [57].

				Rola czynnika transkrypcyjnego KLF1 w hemoglobinizacji czerwonych krwinek

				Czerwone krwinki wiążą tlen i dwutlenek węgla, a w pełnieniu tej roli pośredniczy hemoglobina, czyli metalo-proteina złożona z dwóch łańcuchów α- i dwóch β-globiny 

			

		

		
			
				oraz czterech grup hemu koordynujących atom żelaza. KLF1 kontroluje ekspresję łańcuchów β-globiny. Ludzki locus genu β-globiny znajduje się na chromosomie 11 i jest zbudowane z pięciu genów, ulegających kolejno ekspresji w trakcie rozwoju osobniczego [63]. Na wczesnych etapach rozwoju zarodka gen ε-globiny ulega wysokiej ekspresji (powstaje hemoglobina zarodkowa), zaś w momencie wy-kształcenia płodu - wyciszeniu. Na tym etapie aktywacji ulegają geny γG-globiny i γA-globiny (co skutkuje produkcją hemoglobiny płodowej). Hemoglobina płodowa jest wy-twarzana aż do urodzenia. Kolejnym etapem jest wyci-szenie genów γ-globiny i aktywacja genu β-globiny oraz w mniejszym stopniu δ-globiny [64].

				Cechą różnicującą erytropoezę fali pierwotnej od defini-tywnej jest ekspresja specyficznych wariantów hemoglobi-ny, kodowanych przez wymienione powyżej geny. KLF1 odgrywa kluczową rolę w regulacji przejścia pomiędzy eks-presją hemoglobiny płodowej i dorosłej, zarówno poprzez bezpośrednią aktywację β-globiny, jak i pośrednią represję ekspresji γ-globiny w progenitorach erytroidalnych u doro-słych, poprzez aktywację genów Bcl11a, KLF3 i KLF8 [65,66].

				Rola KLF1 w hemoglobinizacji nie ogranicza się tylko do produkcji łańcuchów β-globinowych. KLF1 aktywuje, także gen AHSP (ang. α-hemoglobin stabilizing protein). Jego pro-dukt – białko opiekuńcze AHSP – hamuje akumulację wol-nych łańcuchów α-hemoglobiny, które są toksyczne [67]. KLF1 aktywuje, także ekspresję wielu genów związanych z produkcją hemu i metabolizmem żelaza [46,48,68].

				Rola czynnika transkrypcyjnego KLF1 w utrzymaniu prawidłowego kształtu czerwonych krwinek

				Podczas badań z wykorzystaniem mysich embrionów pozbawionych genu KLF1 odkryto, że utrata tego genu skut-kuje poważnymi konsekwencjami w obrębie morfologii bło-ny komórek erytroidalnych [46,68]. Ekspresja genu EPB4.9 kodującego dematynę, białko cytoszkieletu odpowiedzialne 
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				Rycina 3. Schemat budowy domenowej czynnika transkrypcyjnego KLF1. Czynnik KLF1 jest zbudowany z dwóch domen: transaktywacyjnej zawierającej dwie sub-domeny TAD (ang. transcription activating domain, oznaczone kolorem pomarańczowym) i sygnał lokalizacji jądrowej NLS (ang. nuclear localization signal, oznaczony na niebiesko) oraz domeny wiążącej DNA zbudowanej z trzech palców cynkowych (na zielono).

			

		

		
			
				Tabela 1. Wybrane geny bezpośrednio aktywowane przez KLF1 związane z błoną i cytoszkieletem erytrocytów.
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				za integralność i stabilizację błony erytrocytu, w komórkach pozbawionych KLF1 była około 20-krotnie obniżona, w po-równaniu z komórkami, w których KLF1 ulegał ekspresji. Także wiele innych elementów cytoszkieletu i błony ery-trocytów, takich jak antygeny grup krwi, transportery bło-nowe, spektryny oraz glikoforyny, pozostaje pod kontrolą KLF1, będąc jego genami docelowymi [46,68,69]. Na pod-stawie badań z wykorzystaniem ChIP-seq dowiedziono, że KLF1 bezpośrednio aktywuje wiele genów kodujących wymienione białka cytoszkieletu i błony erytrocytów [47]. Niektóre z tych genów wymieniono w tabeli 1.

				PODSUMOWANIE

				KLF1 jest przede wszystkim charakteryzowany jako ak-tywator transkrypcyjny, pełniący kluczową rolę w regulacji erytropoezy. Jego aktywność jest modulowana przez po-translacyjne modyfikacje, które promują interakcje białko--białko. Jednym z istotnych mechanizmów regulacyjnych jest acetylacja KLF1, która umożliwia jego oddziaływanie z kompleksem remodelującym chromatynę SWI/SNF. Dzięki temu KLF1 uczestniczy w otwieraniu chromatyny i odgry-wa centralną rolę w tworzeniu aktywnego centrum trans-krypcyjnego, m. in w locusie genu β-globiny.

				KLF1 jest klasyfikowany jako pionierski czynnik trans-krypcyjny, potrafi wiązać się z zamkniętą chromatyną, ini-cjować jej przebudowę oraz ustanawiać programy ekspresji genów charakterystycznych dla erytrocytów. KLF1 działa przed innymi czynnikami transkrypcyjnymi, tworząc ka-skadę ekspresji genów niezbędną do rozwoju czerwonych krwinek. KLF1 często rekrutuje koaktywatory (takie jak p300/CBP) i ułatwia wiązanie się innych, niepionierskich regulatorów transkrypcji, co czyni go centralnym elemen-tem determinującym los komórek erytroidalnych wywo-dzących się z multipotencjalnych prekursorów.
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				ABSTRACT

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

STRESZCZENIE

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

wanym w niemal wszystkie etapy erytropoezy. KLF1 promuje przejécie mieloidalnych
komérek progenitorowych w kierunku rozwoju linii erytroidalnej, z jednoczesnym hamo-
waniem szlaku megakariopoezy. Jego ekspresja jest tkankowo specyficzna i ogranicza si¢
do narzadéw krwiotwérezych. Rozpoczyna sie w woreczku z6ltkowym, nastepnie w watro-
bie i szpiku kostnym plodu. KLFL pelni role globalnego regulatora rozwoju i integralnosci
erytrocytéw. Reguluje wiele proceséw, w tym synteze globin, hemu, pozyskiwanie zelaza,
elastycznoé¢ blony krwinek czerwonych i cytoszkieletu, cykl komérkowy i apoptoze. KLFL
tworza dwie domeny: N-koficowa transaktywacyjna oraz C-koficowa domena wiazaca DNA.
KLF1 jest pierwszym poznanym czynnikiem transkrypeyjaym z rodziny Kruppel-like Fac-
tor, ktéra obecnie obejmuje 17 czlonkéw. Ich cechq charakterystyczng sa motywy palcéw
cynkowych typu C2H2 oddzialujace z DNA. Précz erytropoezy czynniki KLF odgrywaja klu-
czowa role w regulacji ekspresji gen6w roznych proceséw biologicznych, w tym proliferacji
komérek, réznicowantu, apoptozie.

WPROWADZENIE

Erytropoeza to proces, w ktérym powstaja czerwone krwinki (erytrocyty)
rozprowadzajace tlen w organizmie. W kazdej sekundzie w szpiku kostnym
zdrowego, doroslego czlowieka jest produkowanych okolo 2,4 miliona erytrocy-
tow. Dojizala krwinka trafiajaca do krwioobiegu pelni swoja role przez 120 dni
po czym ulega degradadji, glwnie w sledzionie [1]. Utrzymanie tego dynamicz-
nego procesu w rownowadze jest zalezne od wielu czynnikéw kontrolujacych
proces erytropoezy na wszystkich jego etapach, a zachowanie homeostazy po-
Zzwala na wydajny transport gazow oddechowych w organizmie.

Wezesne etapy rozwoju embrionalnego odbywaja sie bez obecnosci komérek
Lkrwi. Dojrzewajacy embrion jest zaopatrywany w tlen i inne niezbedne czynniki
przez dyfuzje. Dopiero gdy osiagnie zbyt duzy rozmiar i dyfuzja staje si niewy-
starczajaca, pierwsze komorki ukladu krwiotworczego zaczynaja powstawac.
Mysia hematopoeza ma swéj poczatek w dniu embrionalnym E7,5 (w ludzkim
embrionie w dniu E30) [2]. Pierwsza hematopoetyczna komérka HSC (ang. fie-
matopoictic stem cell) powstaje w pozaembrionalnych wyspach krwiotwérczych
w scianie woreczka z6ltkowego, a kolejne w omoczni i lozysku. Nastepnie ko-
morki te migruja do lozyska i watroby plodowej, rozpoczynajac swoja najwiek-
s2a ekspansje; nastepnie, tuz przed urodzeniem, migruja do éledziony i szpiku
Kostnego, gdzie beda produkowane po urodzeniu. Komérki HSC to samood-
nawiajace sie prekursory zdolne do produkowania komérek, ktore dziela sie i
dojrzewaja, prowadzac do powstania wszystkich efektorowych komorek kewi,
takich jak komérki limfoidalne oraz mieloidalne [3].

Proces erytropoezy dzieli si¢ na dwie fale: pierwotna i definitywna. Fala
pierwotna rozpoczyna sie od pierwszych ssaczych progenitorow erytropoezy,
EryP-CFC, ktore powstaja w wyspach krwiotworczych woreczka zoltkowego
[45]. Progenitory EryP sa wykrywalne w dniu E7,25-9 u myszy (miedzy 3 a 4
tygodniem gastrulacji u czlowieka) [6,7]. Te komorki daja poczatek duzym ja-
drzastym erytroblastom, ktére zaczynaja krazyé w krwioobiegu od dnia E85
w myszy (po 4. tygodniu u czlowieka) [8]. Do dnia E12,5 pierwotne erytrobla-
sty dojrzewaja do etapu ortochromatycznego. Na tym etapie podzial komorek
ustaje i dochodzi do enukleadji. Nastepnie bezjadrzasty, pierwotny retikulocyt
dojrzewa do postaci czerwonej krwinki [9]. Druga fala - definitywna - rozpoczy-
na sie u myszy okolo dnia E9,5 (5. tydzieri rozwoju u czlowieka) pojawieniem
sie w woreczku z6ltkowym i lozysku progenitorowych komérek, ktore nastep-
nie migruja do watroby plodowej, gdzie daja poczatek dojrzalym czerwonym
Kewinkom [10].
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