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ABSTRACT

Kriippel-like factors are a family of transcription factors capable of binding GC-rich sequences, have
emerged as critical regulators of functions that play important roles in many fundamental biologic
processes, including development, proliferation, differentiation and apoptosis. KLF1 (EKLF) was the
first KLF member to be discovered. It is an erythroid-specific transcription factor that is essential for
erythropoiesis. In this review, we first give information about the structure, functions and variants of
KLF1. The effects of KLF1 on fetal hemoglobin (HbF) and hemoglobin A2 (HbA2) values will be
discussed.
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Kriippel benzeri faktorler, GC bakimindan zengin sekanslari baglayabilen transkripsiyon faktorleri
ailesidir ve gelisme, cogalma, farklilasma ve apoptoz gibi bircok temel biyolojik siirecte dnemli rol
oynayan fonksiyonlanin kritik diizenleyicileri olarak ortaya ¢lkmustir. KLF1 (EKLF) kesfedilen ilk KLF
liyesiydi. Eritropoez icin gerekli olan eritroide ozel bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu derlemede,
oncelikle KLF1" in yapisi, gorevleri ve varyantlan hakkinda bilgi aktariip KLF1'in Fetal hemoglobin
(HbF) ve Hemoglobin A2 (HbA2) degerleri iizerine etkileri tartigilacaktir.
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Girig

Kruppel benzeri transkripsiyon faktor ailesi (KLF), hiicresel biiyiime, gelisme, farklilasma ve
aktivasyonda cesitli rolleri olan yaziimsal diizenleyicilerdir. KLF aile Gyeleri Drosophila
melanogaster'in embriyolarinda bulunan Kruppel proteininin DNA'ya baglanan bélgesine
benzerlik gostermesinden dolay! Alman aragtirmacilar tarafindan ‘Kriippel benzeri etmenler’
olarak adlandinlmislardir. Bugiine kadar, cesitli deneysel yaklasimlarla tanimlanan memeli
KLF ailesinin tyeleri, KLF1'den KLF17'e kadar kronolojik siraya gore siralanmigtir (Sekil.1). Her
aile iiyesi bir ¢inko parmak transkripsiyon faktorii varligiyla tanimlanir. Bu nedenle, KLF'lerin
diger cinko parmak iceren proteinlerle karsilastinldiginda ayirt edici ozelligi, C-terminal
ucunda ya da yakininda Cys?/His> c¢inko parmagindan olusan oldukca korunmug bir DNA
baglama alaninin varligidir. Bunun gibi, cogu KLF'ler CACCC elemani ve GC kutusu konsensiis
sekanslarini baglayabilmektedir. Dahasi, KLFler ¢inko parmaklar arasinda oldukga korunumlu
7 kalinti dizisi olan TGEKP'yi (Y / F) paylagirlar. Bununla birlikte, her birinin DNA'ya
baglanmayan bolgeleri ¢ok farklidir ve trans-aktivasyon veya trans-baski olarak islev
gorebilirler. Bu ozellikler KLF'leri biiyiik ¢inko parmak transkripsiyon faktorleri ailesinden
ayinr'>,

KLF gen ailesi; yapisal ve islevsel ozelliklerine gore filogenetik olarak li¢ alt gruba ayrilir.
KLF'lerin yapisal homolojileri islevsel benzerliklerle iliskilidir; Bu baglanti muhtemelen amino
terminal alanlarindaki homolog protein etkilesim motiflerinden kaynaklanmaktadr.
Fonksiyonel ozelliklere dayanarak, KLF proteinleri iic ayri gruba ayrilabilir (Sekil.1). Bunlarin
protein dizilerinin filogenetik analizleri birbirleri arasindaki evrimsel farkliliklan ortaya
koymaktadir. Grup 1'deki KLF'ler (KLF'ler 3, 8 ve 12), karboksi-terminal baglayici protein
(CtBP) ile etkilesimleri yoluyla transkripsiyonel baskilayici olarak gérev yaparlar. Grup 2'deki
aile yeleri (KLF'ler 1, 2, 4, 5, 6 ve 7) baskin olarak transkripsiyonel aktivatorler olarak islev
goriir (Asitilasyon baglanma bdlgeleri). Grup 3'deki KLF'ler (KLF 9, 10, 11, 13, 14 ve 16), ortak
transkripsiyonel ¢ekirdek baskilayici Sin3A ile olan etkilesimleri yoluyla baskilayici aktiviteye
sahiptir (Sekil.2). KLF 15 ve 17, filogenetik analizle daha uzak bir gekilde iliskilidir ve
tanimlanmis protein etkilesim motifleri icermez®®.

Bu derleme, oncelikle KLF1 hakkinda bilgi verip, KLF1'in Fetal hemoglobin (HbF) ve
Hemoglobin A2 (HbA,) degerleri iizerine etkilerine odaklanacaktir. KLF1 ve yiiksek fetal
hemoglobin arasindaki baglanti, Borg ve arkadaslan tarafindan 2011 yilinda Fetal
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Hemoglobin'in kalitsal kaliahidi (HPFH) olan genis bir Malta ailesi iizerinde yapilan bir
calismada tanimlandi. Perseu ve arkaslan tarafindan yapilan makelede de 2011 yilinda ilk
defa, KLF1 mutasyonlarinin sinir araliginda HbA2 seviyeleri ile sonuclandigi bildirildi® ™.
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KLF1

KLF ailesinin ilk kez klonlanan ve karakterize edilen geni, KIf1/eritroid kruppel benzeri faktor
(EKLF)'dir. Eritropoez icin gerekli olan eritroide dzel bir transkripsiyon faktoriidiir. 1992 yilinda
KLF1 kegsfedildi; KLF1 geni 19p13.2 kromozom bdlgesi iizerinde bulunur, yaklasik 3 kb
genomik DNA'y1 kapsar ve (362 amino asit proteini kodlayan) ii¢c ekzondan olusur ve iki
islevsel bolgeye sahiptir: (Sekil.4). Bir prolin zengin amino terminal bdlgesi ve bircok eritroid
genin diizenleyici bélgelerinde bulunan konsensiis baglanma bdlgesi motifini taniyan bir
karboksi terminal alana sahiptir. Cinko parmaklar, hedef DNA'ya baglanmaya yardima olan
"TGERP" benzeri motif ile birbirine baghdir™™. (Sekil 3.)

KLF1

KLF1 protéin \ ,-f

ekil 4. KLF1 ‘in yapisi™
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KLF1'in li¢ C-terminali GGH, ¢inko parmaginin, hem in vitro hem de in vivo genelde bir 'CACCC'
motifi olarak adlandinlan bir G/C zengin DNA motifine baglandigi gosterilmistir (Sekil.5).
KLF1'in  N-ucu, p300, CBP (crebp baglayici protein) ve TFIIH gibi transkripsiyonel
koaktivatorlerle etkilesime girdigi, cinko parmaklarinin Sin3A ve HDAC1 gibi transkripsiyonel
cekirdek baskilayicilarla etkilesime gectigi bildirilmistir. Buna ragmen, KLF1 in vivo olarak
agirlikli olarak bir transkripsiyonel aktivator olarak hareket ettigi bilinmektedir™,

N terminal Baskilama DNA baglanma Cterminal
Alani alam
vog Cinko Parmak

(PKRGRR)

DNA sekans
Sekil 5. DNA baglanma alani
KLF1'in islevsel Alanlan

KLF1 proteini (362 amino asit), N-terminal bdlgesinde 2 tane transaktivasyon alani iceriyor
(TAD1 ve TAD2), bir transkripsiyonal aktivator olarak calismasi icin gereklidir. C ucunda KLF1'in
genomdaki belirli noktalarda DNA'y1 baglamasini saglayan 3 ¢inko parmak alani (ZF1, ZF2 ve
ZF3) vardir. Cinko koordinasyonunda yer alan sistein ve histidin kalintilan mavi renkte
vurgulanir; DNA ile temas eden kalintilar san renkte vurqulanir. Oklar, genomdaki KLF1
baglanma yerlerini taniyan baza ozgii temas noktalar olusturan kalintilara isaret ediyor.
Varyantlar renk kodludur: sinif 1, yesil; Sinif 2, mavi; Sinif 3, kirmizi; Sinif 4, siyah®(Sekil.6).

Hasta Fenotiplerince Tanimlanan KLF1 Varyant Siniflan

KLF1 geninin transkripsiyonunu etkileyebilecek birkag¢ promoter varyanti tarif edilmistir.
Bununla birlikte, en yaygin olarak, KLF I'deki varyantlar, protein kodlayic dizileri degistirir. Bu
degiskenler dort fonksiyonel sinifa aynilabilir:
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1. islevsiz veya kiiiik islevsiz varyantlar
2. disiik islevli hipomorfik varyantlar
3. islev kaybi varyantlar

4. baskin degiskenler

smif1 | | |
smf2 | I 1
smif 3 ||
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sekil.6. KLF1'in igelvsel alanlan ve literatiirde bildirilen varyantlan™

Simif 1, DNA baglama alani disinda bulunan missense varyantlarini temsil eder. TAD'lerdeki
varyantlar KLF1 aktivitesini etkileyebilir, ancak bunlar nétr polimorfizm olarak kabul edilir.
Sinif 2 DNA baglama alani iginde hemen hemen her zaman bulunur bulunan normal KLF1
islevine miidahale eden missense varyantlarini veya kiiciik cerceve kayma mutasyonlarini
icerir. Bilesik heterozigot KLF1 varyantlarina sahip olan hemen hemen tiim hastalar, en az bir
alel lizerinde bir sinif 2 varyanti tagirlar. F onksiyonel KLF1'in eksiklii eritropoezi ciddi sekilde
etkiler ciinkii sinif 2 varyantlarinin hipomorfik alleller oldugunu gosterilmistir. Sinif 3, DNA
baglama alanini diginda cerceve kaydirma varyantlarini icermektedir. Sadece 1 alleli etkileyen
sinif 3 varyantlan fenotipik olarak hafif olan KLF1 icin haploid yetersizlige neden olur. Simif 4,
ZF2, p.E325K'da oldukca korunmus bir kalani degistiren tek bir varyant ile temsil edilir.
Yalnizca de novo bir varyant olarak ortaya ¢ikar ve baskin bir siddetli konjenital diskritropoetik
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anemi IV KLF1'in mutasyonundan kaynaklanir ve otozomal dominant bir gekilde kalrtilir'®",
KLF1'in HbF Degeri Uzerine Etkisi

KLF1 mutasyonlarinin artmig HbF diizeylerine etkileyip etkilemedigini incelemek icin
Gallienne ve ark. 2011 yilinda yaptigi calismada KLF1 genindeki mutasyonlarin artmig Hb F
seviyeleri ile iliskili olup olmadigini arastinldi. Hemoglobinopati arastirmasi icin (1 ila 81 yas
arasi bireyler), yiiksek Hb F seviyesine (aralik%1.5-25) sahip olan toplam 131 kan drnegi KLF1
mutasyonlan icin test edildi. Fonksiyonel olarak etkili KLF1 mutasyonlan, yiiksek Hb F
seviyesine (%1.5-25.0) sahip 131 yetiskin drnegin 11'inde tanimlandi. Onbir farkli mutasyon
tespit edildi, bunlarin 9'u daha dnce bildirilmemisti. KLF1 mutasyonlari, normal Hb F diizeyleri
(<9%71.0) olan 121 drnekteki eslestirilmis bir kohortta tanimlanmad. Orak hiicreli bir hastada,
ozellikle hafif bir fenotipe sahip 0lan%20.3'lik bir Hb F seviyesinde bagka bir yeni KLF1
mutasyonu da bulundu. Ancak normal Hb F diizeyleri olan 121 hemoglobinopati tavsiyesinde
KLF1 mutasyonlan saptanmadi. Bu, KLF1 mutasyonlarinin bu hastalarda gozlemlenen artmig
Hb F seviyeleri ile iliskili oldugunu kuvvetle onerir. Saptanan tiim mutasyonlar heterozigot idi,
bu da tek bir degistirilmis KLF1 alelinin Hb F'yi yiikseltebilecegini gosteriyor. Bu, KLF1
mutasyonlarinin, hemoglobinopatilerin yaygin oldugu bolgelerde HPFH'nin yaygin bir nedeni
olabilecegini ve muhtemelen bu popiilasyonlarda Hb F varyansina onemli bir katki
yapabilecegini gosterir. Saptanan tiim mutasyonlar heterozigot idi ve tek bir degistirilmis
KLF1 alelinin Hb F seviyelerini yiikseltmek icin yeterli in vivo kanit sagladigini ortaya
koymustur’'*,

KLF1’in HbA, Degeri Uzerine Etkisi

Bildigimiz lizere artmig hemoglobin A2 (HbA2) diizeyi, B-talasemi tagiyicilarinin
saptanmasinda en giivenilir hematolojik bulgu olarak kabul edilmektedir. Perseu ve
arkadaslan 2011 yilinda ilk kez KLF1 gen mutasyonlarinin sinirda HbA2 ve normal MCV ve
MCH olan bireylerden sorumlu oldugunu bulmuslardir. Calismada KLF1 mutasyonlarinin sinir
araliginda HbA2 seviyeleri ile sonuglanip sonuclanmadigi hipotezi test etmek icin, sinirda
HbA2 ile birlikte normal MCV ve MCH ile diizeyine sahip olan deneklerin biiyiik bir grup icinde
KLF1 dizisini siraladik ve bu konularda tutarli bir oranda birka¢ KLF1 mutasyon tespit ettik.
Sinirda HbA2 ile 145 denek, HbA2 degerleri %3.3-4.1 arasinda, normal ya da biraz azalmis
MCV ve MCH olarak tanimlananlar calisildi. Sinirda HbA,'ye sahip 145 hastanin 52'inde
(%35.9) KLF1 geninde heterozigot mutasyon vardi. KLF1 mutasyonlan arasinda, en yaygin
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olani, 42 kiside (%80.8) bulunan non-sense KLF1 p.Ser270X mutasyonu idi. Ortalama HbA2
degeri %0.2-3.6 KLF1 (cerceve kaymasi)HbF, normal (%0.2) seviyeden orta derecede artmis
seviyelere (%5.8) kadar oldukca degiskenlik gostermistir. KLF1 geninin komple dizilimi,
sinirda HbA2 bulunan kalan 93 kiside mutasyon saptanmad. iki denekte P.Thr280_His283del
mutasyonu, 4 denekte p.Arg319GlufsX34 cerceve kaymasi mutasyonu, 1 denekte
p.Leu326Arg, 2 denekte Thr327Ser ve 1 denekte p.Lys332GIn missense mutasyonu
saptanmustir. 1ki mutasyon (Thr280_His283del ve Thr327Ser) ilk defa tanimlanmadi. KLF1
geninin komple dizilimi, sinirda HbA2 bulunan kalan 93 kiside mutasyon ortaya
saptanmamugtir. Bir ailede, her iki ebeveyn de KLF1 p.Ser270X mutasyonuna sahipti. Bu ailede
2 spontan ve aciklanamayan erken gebelik kesilmelerinin meydana geldigini gormek ilgingtir.
Bu hipotez test edilemez olmasina ragmen, erken gebelik kesintilerinin, KLF1 p.Ser270X
mutasyonu icin homozigotluk sonucu oldugu, bunun da KLF1'in tamamen yoklugu ile iligkili
olmasi miimkiindiir".

Sonug

Bugiin icin KLF1 genini etkileyen mutasyonlarin sayisi ve bu mutasyonlarla iliskili farkl
fenotipler hakkindaki bilgiler az ve belirsizdir. KLF1, herhangi bir anemi olmadan HbF 'de
miitevazi artiglara neden olmaktadir. Bu nedenle KLF1 diizeylerini azaltmak veya% 70-80
oraninda islev gormesini saglamak anemiye neden olmaksizin HbF diizeylerini Gnemli dl¢iide
yiikseltmek miimkiin olabilir. Bu yiizden orak hiicre hastaligi ve B-talasemi’de Gnemli dlciide
klinik diizelme saglayacak HbF'nin yeniden etkinlestirilmesine neden olarak potansiyel bir
terapatik hedef olabilir.

Ayni zamanda sinirda HbA2'ye sahip kisilerde KLF1 mutasyonlarinin belirlenmesi ve klasik
HBB mutasyonu ile iligkili klinik olarak anlamli fenotiplerin bulunmamasi, tasyici tespiti ve
genetik damismanhdi kolaylastiracak ve tanimlanmasina yonelik talasemi tarama
programlarina risk ciftlere onemli dl¢iide katkida bulunacaktir. Bu yiizden KLF1 mutasyonlari
ile ilgili degerli bilgilerin sistematik olarak toplanmasini ve hem Klinik hem de arastirmaci
bilim insanlari tarafindan erisilebilir olmasini saglanmasi gerektigini diisiiniiyorum.
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