Влияние аминокислотных замен в капсидном белке p24 ВИЧ-1 на активацию внутриклеточного каскада cGAS-STING
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Существуют клеточные механизмы, распознающие цитозольную ДНК и активирующие тем самым имунный ответ. Один из них – cGAS-STING путь, активирующийся в ответ на вирусную ДНК, в том числе и в случае ВИЧ-1, а именно на обратно-транскрибированный вирусный геном (кДНК), но степень активации сильно меньше, чем у истинных ДНК-содержащих вирусов [1]. Это может объясняться тем, что кДНК в этом случае синтезируется внутри капсида, который защищает её от распознавания цитоплазматическими сенсорами ДНК до проникновения в ядро. Сенсинг происходит лишь в небольшом проценте случаев, когда капсид повреждён или преждевременно разбирается [2]. Таким образом, стабильность капсида ВИЧ-1 определяет обход вируса от внутриклеточного распознавания кДНК цитозольными сенсорами. Именно аминокислотные взаимодействия внутри капсидного белка p24 обуславливают стабильность капсида. 
Изучение взаимосвязи стабильности капсида, в частности, определение аминокислотных остатков, формирующих интерфейс взаимодействия субъединиц капсидного белка, и цитозольного сенсинга может позволить создать новые терапевтические агенты против ВИЧ.
С помощью программ Protein Contact Atlas и PyMOL были отобраны аминокислотные остатки капсидного белка p24, участвующие во взаимодействиях, стабилизирующих структуру капсида. Методом сайт-направленного мутагенеза на базе вектора pNL-4.3-E-R была получена серия векторов с мутациями в капсидном белке. На основе полученных векторов с мутацией собирали псевдовирусы на основе генома ВИЧ-1. 
Была исследована активация каскада cGAS-STING в клетках, трансдуцированных псевдовирусами, содержащими мутации. Для этого с помощью ПЦР в реальном времени определяли уровень экспрессии гена хемокина CXCL10, продукция которого увеличивается при активации cGAS-STING пути. 14 из 20 мутаций усиливали продукцию CXCL10, что говорит об активации каскада cGAS-STING у исследуемых псевдовирусов.
Чтобы показать, что наблюдаемый эффект вызван именно вирусной ДНК, образующийся в ходе обратной транскрипции, а активация хемокинов CXCL10 вызвана именно исследуемым каскадом, проводили эксперименты с ингибитором обратной транскрипции ВИЧ-1 и киназы, участвующую в этом каскаде. В обоих случаях продукция CXCL10 снималась, что подтверждает активацию GAS-STING в ответ на вирусную ДНК. 
Из литературы известно, что активация сGAS-STING может быть вызвана нарушениями обратной транскрипции или транспорта капсида в ядро, связанными с изменением стабильности капсида [2]. Путём измерения форм ДНК ВИЧ-1, мы установили, что эффект введённых нами мутаций объясняется увеличением кДНК в ходе обратной транскрипции и нарушением транспорта капсида в ядро. 
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