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Гены GAPR-1 (Golgi-Associated Pathogenesis Related-1 protein) и KPNA-4 (KaryoPheriN
Alpha 4) были обнаружены как потенциальные факторы репликации вируса HTLV-1 в
трёх независимых скринингах библиотеки нокаутов GeCKO. GAPR-1 широко экспресси-
руется в иммунокомпетентных клетках. Будучи белком, связанным с мембраной аппарата
Гольджи, GAPR-1 регулирует внутриклеточный сигнальный путь врожденного иммун-
ного ответа, ассоциированный с TLR-4. Такого рода регуляция может быть выражена в
посттрансляционных модификациях, которые GAPR-1 способен вносить в белковые мо-
лекулы различных внутриклеточных сигнальных путей [1]. Ген KPNA-4 кодирует белок
импортин 𝛼-3, участвующий в процессе транспорта белков в ядро клетки. Известно, что
импортин 𝛼-3 взаимодействует с интегразой ВИЧ-1 и способствует транслокации преин-
теграционного комплекса вируса в ядро [2].

Ранее в нашей лаборатории был разработан метод SORTS (Surface Oligopeptide knock-
in for Rapid Target Selection) [3], который позволяет с высокой точностью и эффективно-
стью получать нокауты генов, кодирующих внутриклеточные и секреторные белки. Ме-
тод основан на системе геномного редактирования CRISPR-Cas9. В дополнение к Cas9 и
гидовой РНК клетки ко-трансфицируются донорскими конструкциями. Донорская ДНК
содержит плечи гомологии в отношении целевого гена, а также последовательность эпи-
топного тага, экспрессирующегося на поверхности клетки. Интеграция этой последова-
тельности в целевой ген происходит по механизму HDR (Homology Directed Repair). Сор-
тировка нокаутных популяций проводится по экспрессии эпитопных тагов на поверхности
трансфицированных клеток.

Нами был разработан дизайн специфических к GAPR1 и KPNA4 гидовых РНК и
донорских ДНК, содержащих HA-таги. После ко-трансфекции клеток HEK293T данными
генетическими конструкциями и плазмидой с Cas9 мы получили от 1,5 до 2,5% клеток, экс-
прессирующих HA-таг на поверхности. В результате серии последовательных сортировок
клеток по HA-тагам удалось выделить популяции нокаутных по генам GAPR1 и KPNA4
клеток с высокой чистотой. На полученных нокаутных клетках планируется изучить роль
GAPR-1 и KPNA-4 в ряде инфекционных тестов HTLV-1.

Верификация роли GAPR-1 и KPNA-4 в репликационном процессе T-лимфотропного
вируса человека-1 открывает возможности для разработки ген-ориентированных терапев-
тических подходов в лечении заболеваний, ассоциированных с инфекцией HTLV-1, таких
как тропический спастический парапарез и острый T-клеточный лейкоз взрослых.

Работа была выполнена при поддержке гранта РФФИ 18-34-00712 «Изучение роли
KPNA1, CD82 и ряда других белков в репликации HTLV-1, выявленных с помощью скри-
нинга библиотеки нокаутов GeCKO»
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