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   HIV-1 vif  مطالعهبراي هاي ناپذيراتوليد سلول
  

پيروزمند احمد
*  

  
  خلاصه

 آن ميانكنشكند كه براي بررسي  عمل ميvif HIV-1  باميانكنشدخيل در  سلولي فاكتور  به عنوان،APOBEC3Gمولكول  :سابقه و هدف
به دليـل ناكارآمـدي    .شود استفاده ميAPOBEC3Gولد انساني مPBMC  و H9هاي ناپذيراي طبيعي و ذاتي مثل از سلول ،vif HIV-1 با

- سـلول  لـذا از  .  بنمايـد  APOBEC3Gطور ثابت و به ميزان بالا توليـد         ه  ب  كه بوديم هاي ناپذيرايي سلول نيازمند ها،آنها در اين نوع بررسي    

  .ها استفاده شدسلول از دسته  براي ايجاد اين293Tهاي
 استفاده شد كه اين كـار پـس از ترانسفكـشن بـا            ) non-permissive( هاي ناپذيرا راي توليد سلول   ب 293T هاياز سلول  :هامواد و روش  

همچنين فعاليـت رپليكاسـيون    .آنها بررسي شد ميزان بيان ، صورت گرفت و سپس با روش وسترن بلاتينگPcDNA-APO3G هاي مولكوليكلون
HIV-1استفاده از   باRT assayه لوسيه بزايي آنها  و عفونتMAGI assayبررسي شد  .   
بـه آسـاني از     . تهيه شـد   APOBEC3Gنام  ه   ب HIV-1 ابرازكننده يك فاكتور انساني ضد       293T رده سلولي  تعدادي   ،در اين مطالعه   :نتايج

و كلون ويژه مشخص شد كه ده ب .كنند را ابراز ميAPOBEC3Gطريق ايمونوبلاتينگ اثبات شد كه چهار كلون از هفت كلون مورد بررسي،  
(A3G-C1,A3G-C4) توليد مقادير بالاتري از  APOBEC3Gهاي سلولي را در مقايسه با كلونPooledاثربخشي ترانسفكـشن   .نمايد مي

ويروسي نوع وحشي DNA  هايها در نتيجه ترانسفكشن كلونهاي والد بود؛ با توليد سطح قابل قياسي از ويريونها مشابه سلولهمه اين كلون
رده  بسيار بالاتر از سـطح ابـرازي در يـك            ،(A3G-C1) رده سلولي  در بهترين    APOBEC3Gعلاوه سطح ابرازي    ه  ب. )vif -( فيمن vifو  

هـاي توليـد   ويريـون   درAPOBEC3Gدر نهايت دخول . اي خون محيطي بود  هستههاي تك  مثبت و سلول   APOBEC3Gلنفوسيتي   سلولي
 vifبه راحتي در ذرات ويروسي پروژني در نتيجه ترانسفكشن كلون پروويروسـي  APOBEC3G  .شد مونيتور و پيگيري A3G-C1شده در 
  .و نه در كلون نوع وحشي، تشخيص داده شد منفي،
  انـساني و   APOBEC3G ميانكنش براي مطالعات مختلف بررسي      توليد شده جديد   رده سلولي اين نتايج مشخص ساختند كه       :گيرينتيجه

HIV-1 vifاست  مفيد .  
  H9  ، PBMCهايسلول ، HIV-1 vif،APOBEC3G ،هاي ناپذيراسلول : كليديانواژگ
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  مقدمه

سلولي بالقوه ضـد     يك فاكتور ،  APOBEC3Gملكول   
HIV-1   كننـده    است كه تنظيمDNA   ـ رشـته من  ي ويروسـي در    ف

اينتگـره  يـا    برداري معكوس است و منجر به تخريـب       هنگام نسخه 
به عنـوان يـك     و  . شد ميزبان   كروموزوم DNAآن در داخل    شدن  

اثـر منفـي و      .] 1-3[ .گـردد ميتلقي  روويروس بسيار جهش يافته     پ
 ـ ، ناشي از بسته    HIV-1 در   APOBEC3Gرسان  آسيب دي آن  بن

 ـ  اده  ب  چرخـه   assemblyهـاي پروژنـي در مرحلـه        ونخـل ويري

بنـدي  از بـسته HIV-1vif  .]5، 4[باشد همانندسازي ويروسي مي
هاي در حال توليد ممانعت     ريونداخل وي ه   ب APOBEC3Gشدن  
هـاي  سـلول   در vif كـاركردي  بـدون ژن     HIV-1. ] 6-9[  كند  مي

 و  H9يتي به نام    سولنف رده سلولي     نظير APOBEC3Gابرازكننده  
 قـادر بـه رشـد    )PBMCs(اي خون محيطـي  هستههاي تك سلول
 ـ  بنابراين اين سـلول    .] 10،11  [ باشدنمي -non(نـام ناپـذيرا     ه  هـا ب

permissive ( طور ه  هاي هدف ناپذيرا كه ب    سلول .شوندناميده مي
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ــر روي  معمــول ــيميايي ب ــا بيوش ــوژيكي ي ــات بيول ــراي مطالع  ب
 از رده ،گيرندمورد استفاده قرار ميAPOBEC3G  و vifميانكنش

سفكـشن  نترا اثبات رسيده است كـه       به .باشنديتي مي سلولي لنفوس 
 دهاي مور DNA هاي اوليه با  تسيولنفوسيتي و لنف  هاي سلولي   رده

 ـ   ده   كارآمد نيست و ب    ،آزمايش يج مكـرر يكـسان     اسـت آوردن نت
(Reproducibility)ــي ــشكل م ــ م ــي .دباش ــراي بررس ــاي ب ه

هـاي سـلولي    رده،  APOBEC3G  و Vifرولوژيك مولكـولي    وي
APOBEC3G   هستندفكشن بالا مورد نياز     سي تران ي مثبت با كارا. 

لايه گـزارش   تكرده سلولي   ها تنها يك    راي انجام اين تست   بولي     
- را ابراز مي   APOBEC3Gطور ثابت و پايدار     ه  شده است كه ب   

در ايـن   .] 8[  باشد مي بسيار حساس و مستعد   ،فكشنسكند و به تران   
 APOBEC3Gابرازكننده پايـدار   293T هاي سلوليردهمطالعه 

 ـ  در اين  .تهيه شد  ،كه براي آناليز ترانسفكشن مناسب هستند      ه جا ب
 293T/A3G-C1تهيه شده   رده سلولي    كه   داده شد وضوح نشان   

 HIV-1 بر ضد    كاركردي APOBEC3Gمقادير بسيار زيادي از     
  .هاي هدف طبيعي توليد كردلولرا در مقايسه با س

 
  ها مواد و روش

در ]  293T ]12 تـك لايـه   رده سـلولي    يك   :هاسلول
 غيرفعـال  گـاوي نين درصد سرم ج 10داراي EME محيط كشت 

 .داري شـد  نگه ) دقيقه 30مدت  ه   ب C560در  ( شده توسط حرارت  
-RPMI در محـيط كـشت   ،] H9  ]13  يتيلنفوس ـرده سلولي  يك 

ت نگهداري ري غيرفعال شده با حراجنين گاوسرم داراي   و   1640
در نيتـروژن مـايع      تـا زمـان اسـتفاده        هـاي انـساني   PBMC .شد

ها قبل از استفاده سريعا ذوب شـده، شـسته          سلول. نگهداري شدند 
   ]. 14[   شده و براي ايجاد عفونت آماده شدند

-HIV عفوني از    DNA يك كلون    :DNAساختارهاي  

 pNL-Ndنام ه  منفي آن بVif و موتانت   ]PNL432   ]15 نامه   ب 1
يـك وكتـور ابـرازي از        .انـد طراحـي شـد     كه قبلا توصيف شده   

APOBEC3Gنامه  انساني ب PcDNA-APO3G يك وكتور انتخابي  و
 293Tسلوليهاي  رده براي ايجاد    PTK-Hyg(Clontech)نام  ه  ب

  . مورد استفاده قرار گرفتندAPOBEC3G ابرازكننده
 بـا روش    293Tهـاي    سـلول  نسفكـشن  ترا :ترانسفكشن

لا گـزارش   زمان با كلسيم فسفات به همان روشي كه قب        رسوب هم 
   .]15[    انجام شد،شده است

:ازاسـتفاده    ايمونوبلاتينـگ بـا   آنـاليز     :سترن بلاتينگ و  

anti-myc(Invitrogen)                                                                                
، anti-APOBEC3G (NIH AIDS Research and 

Reference Reagent program, cataloge no 9906)        
anti-β-actin(sigma)                                                                               

anti-HIV-1 Gag P24 (NIH AIDS Research and 
Reference Reagent, cataloge no 6521)  

عـصاره سـلولي   .  انجام شد،ي كه قبلا بيان شده است به همان نحو  
هـاي  ترانسفكت شده با كلون293T براي ايمونوبلاتينگ از سلول 

 وسـيله  تهيه شـد و بـه    CHAPS بافر ليزكنندهوسيله ه مختلف ب
هـا بـه طريـق    پـروتئين  .تفكيـك شـد   SDS-PAGE الكتروفورز

 منتقـل   )PVF( وينيليـدين فلورايـد    پلـي  يالكتروفورتيك به غشا  
 APOBEC3Gبادي منوكلونـال ضـد       غشاها با آنتي   سپس .شدند

-براي آشكارسازي از معرف .مواجه شدند)  Invitrogenشركت(

 ــ ــگ ب ــاي آشكارســازي مخــصوص بلاتين ــامه ه  ECL plus ن
)Amersham Biosciences( Buckinghamshire, England 

  .]16[  استفاده شد 
نحـوه   :)RT assay (بـرداري معكـوس  سنجش نـسخه 

 قـبلا توضـيح داده شـده        32P-dTTP با اسـتفاده از      RTسنجش  
به منظور بهينه سازي برخي تغييرات در اين روش انجام شد           . است

 50ز محلول رويي كشت با ا ميكروليتر10با : كه بدين نحو مي باشد
 كه دربردارنـده يـك پرايمـر        RTاز يك مخلوط واكنش    ميكروليتر
ــو از  در ) 1.57 µg/ml(  dT 12-18 و)n) A ()5µg/mlالگ

50mM Tris (pH 7.8) ،7.5 mM Kcl ،2mM DTT، 5mM 

MgCl2 ،0.05% Nonidet P-40و  µCi 0.5از (32P) 

dTTP (400Ci/mmol) ـ .مخلوط شـد  ،باشدمي  دنبـال يـك   ه ب
 از مخلـوط واكـنش      ميكروليترc370، 10اي در  دقيقه 90انكوباسيون  

-لكه) DEAE ion-exchange paper( روي كاغذهاي واتمن بر

 0.015علاوه ه  ب،2x SSC )1xSSCمرتبه در 6-4گذاري شد و 
 شستـشو   ، داخـل نـشده    )32P( dTTPبراي حذف   ) كلريد سديم 

يلاسـيون قابـل مـشاهده      گر سنت وسيله شمارش ه  ها ب سپس لكه . شد
  .] 17  [ گرديد

ه در  هاي توليد شد  يونزايي وير عفونت :MAGIسنجش  
هـاي   ترانـسفكت شـده بـا كلـون        293T سلولي مختلف    هايرده

DNA هاي  ل در سلول  پروويراMAGIطور كه قبلا توضيح   همان
در  MAGI-CCR5سـلولهاي   ]. 18[    تعيـين شـد   ،داده شده است  

.  روز قبل از عفونت تهيـه شـدند        ه در يك   خان 96يك ميكروپليت   
 confluency  درصـد  40-30ها در روز قبل از عفونـت در         سلول
-و افزودن رقـت ها پس از حذف محيط از هر چاهك        سلول .بودند

 كامـل   DMEMاز    ميكروليتر 100هايي از ويروس در حجم كلي       
پس .  عفوني شدند  1ml ر د DEAE -ميكروگرم از دكستران  20با  
 CO2 %5 در يك انكوبـاتور  c370در اعت انكوباسيون  س5-3از 

 48هـا بـراي   سلول . به هر چاهك اضافه شد     DMEMدو قطره از    
سپس محلول رويي حـذف  .ساعت تحت همان شرايط انكوبه شدند  

 ، درصـد 1فرمالدئيـد   ( كننـده شده و دو قطـره از محلـول فـيكس         
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  دقيقـه  5پـس از     .اضافه شـد   )PBSدر   درصد   2/0گلوتارآلدئيد  
سپس دو قطره   .  شستشو شدند  PBSبا   ها سه بار  انكوباسيون سلول 

 4/0 ميكروليتـر از فروسـيانيد پتاسـيم         10(آميـزي   از محلول رنگ  
 ميكروليتـر از    10 مـولار و     MgCl2 2/0 ميكروليتـر از     10 ،مولار

mg/ml 40 از X-GAL )5-ــرو-4-برومــو ــدوليل-3-كل  D- اين
ها براي سلول . اضافه شدml1 تا حجم )گالاكتوزيداز استاپيرانوزيد

 انكوبـه شـدند و      CO2 در انكوبـاتور بـدون       c370 ساعت در    21
هـا دو   آميزي متوقف شد و سلول    پذيري با حذف محلول رنگ    رنگ
سپس نقاط آبي مثبت شمارش شدند و        . شستشو شدند  PBS بار با 

هـاي وارد   زايي ويروس بعد از نرماليزه شدن تعداد ويروس       عفونت
  . تعيين شدندRTد واح برحسب ،شده

 بـه همـان     IF سنجش    :(IF)سانس  ايمونوفلورسنجش  
در اين مطالعـه     .]19[   انجام شد صورتي كه قبلا گزارش شده است       

 شـده در    دل سـر  و با متان  IFهاي مورد استفاده براي سنجش      سلول
بادي اول مـورد اسـتفاده در       آنتي . دقيقه فيكس شدند   10 براي   ،يخ

  .)9906 شماره كاتالوگ(  بودanti-APOBEC3Gاين سنجش 
 

  جنتاي
   براي بررسي معمولطور ه هاي مورد استفاده بب سلولاغل

و  باشـند ي مـي  وئيـد از رده سـلول لنف     ،HIV-1عفونت  
 ـ  معمولا وارد كردن كلون    داخـل آنهـا از طريـق       ه  هاي مولكولي ب
ه علاق ، ما از طريق آزمايشات ترانسفكشن    .ترانسفكشن مشكل است  

سي لولي ضد ويرو يك فاكتور ذاتي سبلاقي واكنش مترسمند به بر 
 كه داراي فعاليتي مخـالف      Vif HIV-1 با APOBEC3Gنام  ه  ب
 به وكتـور ابـرازي    دسترسي اخير    . بوديم ، است APOBEC3Gا  ب

PcDNA-APO3G   ]9 [ مولـد  تـك لايـه     هاي سلولي   رده به توليد    ار  ما
APOBEC3G  293 سلولي   رده.  تشويق كردT   ]12[ دين منظور  ب

ربخشي و كارايي ترانسفكشن آن بالاست و ميزان         كه اث  انتخاب شد 
هـاي  هاي پروژني را در اثـر ترانسفكـشن كلـون         يونرزيادي از وي  

هـاي  ردهتثبيت و ايجاد    به منظور    .كند توليد مي  HIV-1پروويرال  
 ـ 293Tهـاي   سـلول  ،APOBEC3G  پايدار  ابرازكننده سلولي ه  ب

 و )بـه عنـوان كنتـرل    PUC19يا   (PcDNA-APO3Gزمان با   طور هم 
PTK-Hyg      ت شـدند و در حـضور       ترانـسفك  20:1 به نسبت تقريبـا 

Hygromycin )200mg/ml(   كـشت داده    ،براي مرحله انتخاب 
هفت كلون بـراي ابـراز       دست آمده، ه  هاي سلولي ب  از كلون  .شدند

APOBEC3G، مورد بررسي قرار    تينگلاوسيله آناليز ايمونو ب   ه  ب 
   .)1A شكل (گرفتند

A 
  
  
  
  
  
  

 ايجاد هاي سلوليرده در APOBEC3Gسطوح ابرازي  )A: ( ايجاد شده در اين مطالعه293Tهاي مختلف  تعيين خصوصيات كلون-1شكل 
و با استفاده از   تهيه شدندهاي سلوليردهها از عصاره ).A3G-C8  تاPTK-Hyg) A3G-C1 و PcDNA-APO3Gشده توسط ترانسفكشن توام 

و  ، PTK-Hyg  وPUC19دست آمده از طريق ترانسفكشن همزمان ه  برده سلولي ،Cr .هاي معين توسط ايمونوبلاتينگ بررسي شدندباديآنتي
P هاي سلولي كلونPooled A3G  
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)B(  توليدRT ا هر كلون سلولي ب. هاي پرووپرال مختلف در نتيجه ترانسفكشن كلونرده هاي سلولي درPNL432 يا PNL-Nd ترانسفكت شده ،

   همانند مراحله قبلP و Cr . در مايعات سلولي تعيين شدRTو دو روز بعد، فعاليت 

   Cr           P        C1      C2        C3          C4        C5     C7       C8  

anti-Myc 

anti-β-actin 
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) Cr وA3G-C1، A3G-C4(هاي هاي ويروسي از سلولنمونه.  مختلف293T هاي سلوليردههاي توليد شده در ريوني عفونت زايي و-2شكل 

  .1، همانند شكل Cr . تعيين شدMAGIهاي زايي آنها در سلول تهيه شدند و عفونتPNL-Nd يا PNL432ترانسفكت شده با 
  

 جمـع آوري  ها كلون سلولي     ده ،براي مشاهده سطح ابرازي متوسط    
 APOBEC3G كشت داده شدند و سـپس بـراي حـضور        شده و   
 ،كلـون  7 تـا از     4غيره منتظـره تنهـا      به طور كاملا    .  شدند بررسي

APOBEC3G  ـ      .  كردند  را ابراز  دسـت  ه  در ميان چهـار كلـون ب
از  ميزان بـالاتري     A3G-C1,A3G-C4)(  يعني دوتاي آنها  ،آمده

APOBEC3G     جمـع آوري  هـا و نمونـه       را نسبت به ديگر كلون 
ها مقايـسه   سفكشن اين سلول  سپس اثربخشي تران   .كردند  ابراز شده
روويرال ترانسفكت  هاي پ ها با كلون  ولاين صورت كه سل    به   شدند
در سـوپرناتانت  ) Reverse Transcripts( هاRT توليد و ندشد

طور كـه    همان.  دوم پس از ترانسفكشن تعيين شدند      كشت در روز  
داري در  نشان داده شده است هـيچ اخـتلاف معنـي          B1-در شكل   

اثربخشي ترانسفكشن مشاهده شده بـراي      .  نبود مشاهدهنتايج قابل   
نتايج نـشان داده  ( د بود وال 293Tهايها مشابه با سلولاين سلول

-مـي  A3G-C1و A3G-C4 براي تعيين اينكه آيـا       .)شده است ن

 كنند يـا نـه؛      را ابراز  عملكرد فعال از نظر     APOBEC3Gتوانند  
  بـدون  HIV-1 كـردن همانندسـازي      ركوبعني داراي توانايي س   ي

Vif )-Vif (هاي پروژني توليد   ريونيوزايي  باشند يا نه؛ عفونت   مي
هـاي   در سـلول   ، ترانسفكت شده  A3G-C4 و   A3G-C1شده از   
MAGI    2 كـه در شـكل       طـور  همـان .  مورد بررسي قرار گرفتند 

ماننـد  تواننـد ه  مـي طور ثابـت    ه   ب رده سلولي  هر دو    ،واضح است 
در كـل  . كنند  را ابراز  APOBEC3Gهاي ناپذيراي طبيعي،    سلول
  كـه   نتيجه گرفتيم  2 و 1دست آمده در اشكال     ه  اساس نتايج ب   و بر 

A3G-C1       باشد مي ي موجود هاكلون بهترين كلون موجود در بين. 
هـاي  در سـلول APOBEC3G  اي ابـراز طـور مقايـسه  سپس به 

هـاي   از يك طرف و سـلول      PBMCهاي  سلول  و H9لنفوسيتيك  
ايـن  . را آنـاليز و بررسـي كـرديم        A3G-C1جديدا ايجاد شـده     

 لاتينـگ اي ايمونوفلورسانس و وسـترن ب     هها بر اساس روش   سلول
- را نشان مي IF نتايج سنجش    A3شكل   .مورد بررسي قرار گرفتند   

 خيلـي   A3G-C1هـاي    در سـلول   IFدر اينجا گرچه شدت      .دهد
 در APOBEC3G ولـــي ، بـــودH9 و PBMCتـــر از قـــوي

  همـان  همچنين ديـده شـد     .سيتوپلاسم هر سه نوع سلول بارز بود      
هاي  برخي جمعيت   مورد قضاوت قرار گرفت    IFطوري كه توسط    

- را توليد مـي    APOBEC3G  سطح بالايي از   A3G-C1سلولي  

چنين وضعيتي در حال      بيولوژيكي علت مشاهدهِ   يقعادرك و  .كرد
بـراي مقايـسه كمـي سـطح ابـراز           .حاضر شـناخته شـده نيـست      

APOBEC3G    ،عصاره آنها تهيه شـد و        در انواع مختلف سلولي
 نشان داده   B3مورد بررسي ايمونوبلاتينگ قرار گرفت كه در شكل         

 A3G-C1 كلـون ، A 3شكل  منطبق با نتايج حاصل از.شده است
 را ابـراز   APOBEC3G سطح بالاتري ازهانسبت به ديگر سلول

 ـ A3G-C1هاي   سلول APOBEC3Gورود   ،در انتها  .كنندمي ه  ب
 بدين صورت كه    .شد ر مونيتو Vifياب  وسي در غ  رذرات وي داخل  
 PNL-Ndيـا    PNL432 با ،293Tو كنترل  A3G-C1هايسلول

ژنـي توليـد شـده در روز دوم         هاي پرو ند و ويريون  ترانسفكت شد 
 شـده   نسفكشن به همان صورتي كـه قـبلا توضـيح داده          پس از ترا  

 A4طور كه در شكل      همان .]20[   ليظ شدند تغآوري و    جمع ،است
هـاي رهـا    ويريـون  تنها،ترفو انتظار هم مي نشان داده شده است 

واجــد  ،vifت نــ بــا كلــون موتاA3G-C1هــاي شــده از ســلول
APOBEC3G شـماي علاوه يك   ه  ب . بودند Gag    غيرطبيعـي در 

 مـشاهده   A3G-C1هـاي   هاي موتانت توليد شده از سلول     ويريون
فولـوژي ويريـون   ربـر مو  vifرود ممكن اسـت   كه گمان مي   نشد،

HIV-1شكل ( تاثير نگذارد B4(.  
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در انواع APOBEC3G ابراز .  PBMCو 293T/A3G-C1 ،293T/A3G-C4، H9 در كشت هاي APOBEC3G ابراز -3شكل 
-anti از APOBEC3Gيراي آشكار سازي . مونيتور و بررسي شد )B( و ايمونوبلاتينگ )(IF Aهاي مختلف سلولي توسط سنجش

APOBEC3G  استفاده شدA3G-C8را ببينيد1شكل (  به عنوان يك كنترل منفي استفاده شد .(  
     

 
  

 
 
 
 
 
 

             Vif              +                     -                    +                 -              
 

    
  
  
  
  
  

 A3G-C1 و293Tهاي ذرات ويروسي از سلول vif .(A) توليد شده در غياب HIV-1هاي  به ويريونAPOBEC3G وارد شدن -4 شكل
براي آشكارسازي . ، تهيه شدند و عصاره آنها براي بررسي ايمونوبلاتينگ استفاده شد(-) PNL-Nd يا (+) PNL432ترانسفكت شده با 

APOBEC3G از anti-APOBEC3Gاستفاده گرديد . (B) براي آشكارسازي abnormality Gag proccessingاز anti-CA  استفاده 
  .گرديد
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 )27(

  گيري نتيجه
 يـك   A3G-C1 رده سـلولي  شود كه   بات مي  اث در نتيجه 

 بـراي   توانـد مـي اسـت كـه      293T جديدا ايجاد شـده از    زيررده  
  بـسيار  -1vif HIV بـر روي     زيست مولوكولي  و   زيستيمطالعات  

 را ابراز   APOBEC3G زسطح بالايي ا  ،  زيرردهين  ا .مناسب باشد 
 از نظـر     ابراز شـده در آن     APOBEC3Gو   )3 و 1اشكال  ( كرد

بنابراين بـه ترانسفكـشن      .)4و 2 اشكال(  بود عملكرديبيولوژيكي  
 را توليـد    HIV-1 هايبسيار حساس بود و سطح بالايي از ويريون       

هـاي  كه با استفاده از سلول      در نهايت اين   .)1ي شماره شكل(كرد  
A3G-C1     ميـانكنش  تر اسـاس مولكـولي       ما قادر به بررسي آسان

HIV-1vif و APOBEC3Gواهيم بود خ.  
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