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t e t r a e y e li n 已 d e p e n d e n t r e g u l a t io n o f E G F P g e n e e x -

p r e s s i o n
.

T h e r e s u lt s p r e s e n t e d i n T a b l e 1 s h o w t h a t

M F I o f t h e t r a n s f e e t弓d e e l l s v a r i e s d e p e n d i n g o n d if
-

f e r e n t e e ll l i n e s
.

T e t R e a n p or d u e e r e s p e e t i v e l y 5
.

4
-

f o ld a n d Z
一

f o l d r e P r e s s i o n i n S SM C
一

7 7 2 1 e e l ls a n d

H E K 2 9 3 e e ll s
.

O n t h e o t h e r h a n d
,

i n t h e P r e s e n e e o f

t e t r a e y e l in e ,
t h e M F I v a l u e s i n e r e a s e d r e s p e e t i v e l y

m o r e t h a n s
一

f o ld a n d 1
.

7 5
一

f o ld i n 7 7 2 1 e e l ls a n d

H E K 2 9 3 e e l ls i n t h a t t e t R w a s i n h i b i t e d b y t e t r a e y
-

e li n e
.

T a b l e 1
.

FA C S a n a ly s i s o f e o n t
or lle d E G FP

e x p r e s s i o n i n t w o e e l l l i n e s

M F I

( H B V ) f u n e t i o n s a s t r a n s d o m i n a n t n e g a t iv e P o ly p e p
-

t i d e s t h a t w o u ld i n h i b i t H B V r e p li e a t i o n
.

W
e e lo n e d

p r e e o r e p r o t e i n g e n e o f H B V i n t o t h e p C M V t e t O v e e -

t o r a n d t r a n s f e e t e d P C M V t e t o p r e e o r e i n t o S SM C
-

7 7 2 1 e e l ls
.

W
e s t e r n b l o t a n a l y s i s o f t h e e e ll e x t r a e t s

s h o w e d t h a t H B V p r e e o r e p r o t e i n e o u ld b e e x p r e s s e d

a n d t h e e x P r e s s io n w a s r e P r e s s e d b y t e t r a e y e li n e r e -

p r e s s o r ( T e t R )
, a n d t h e r e p r e s s i o n e a n b e e f f i e ie n t l y

r e l e a s e d b y t h e p r e s e n e e o f t e t r a e y e li n e ( F ig
.

3 )
.

T e t r a e y e li n e

SS M C
一

7 7 2 1 H E K 2 93

内J00OC J47p CM V t e t O E G F P a n d p C I〕N3A
p CM V t e t O E G F P a n d p C I〕 N 3A

t e t R

,

;;
.

;

2
.

3 T r a n s i e n t t r a n s f e e t io n a s s a y s o f p C MV t e t o p r e -

e o r e a n d t h e r e g u l a t e d e f f e e t o f p CM V t e t o p r e e o r e i n

e e l l l i n e s s t a b l y e x p r e s s i n g t e t R

F ig
.

3
.

T e t r a e y e
l i n e r e g u la t i o n o f p C M V t e t o p r e e o r e i n S SM C

-

7 7 2 1 。 e l l s
.

C
e
l l s w e r e i n d

e p e n d e n t ly c o t r a n s f e e t e d w i t h ( 1 )

p C M v t e t o p r e e o r e ( l 拌g ) a n d p C D N 3A ( 3拜 g ) ; ( 2 ) p C MV t e t O
-

p r e e o r e ( 1拌g ) a n d pC L〕N 3A
一

t e t R ( 3 拜g ) ; ( 3 ) p C M V t e t o p r e e o r e

( 1拜g ) a n d p
CD N 3A

一
t e t R ( 3 “ g ) i n t h e p r e s e n e e o f t e t r a e y e l i n e a t s

拜g /m L
a
f t e r t r a n s f e e t i o n

.

W e e s t a b li s h e d t h e S SM C
一

7 7 2 1
一
t e t R e e l l li n e b y

s t a b l e t r a n s f e e t i o n o f 7 7 2 1 e e ll s w i t h t e t R
一 e x P er s s i n g

T h e p r e e o r e p r o t e i n o f h u m a n h e p a t i t is B V l r U S



P r o g r e ss i n N a t u r a l Se i e n e e V o l
.

1 3 N o
.

2 2 0 0 3 1 1 7

p la sm i d p C D NA 3
一

t e t R
.

T he t e tR
一 e x p r e s si n g e e l l s

w e r e s e le e te d by g r o w i n g e e ll s i n m e di u m e o n ta i n i n g

4G 1 8 a t a e o n e e n t r a ti o n o f 4 0 0 拌 g /m L
.

F i g
.

4 r e p r e -

s e n t s t h e r e s u l t o f t r a n s i e n t t r a n s f e e ti o n a n a ly s i s o f

S SM C
一

7 7 2 1
一

te t R e e l l s w i t h p CM V t e t O P r e e o r e a n d

P r e s e n t s P r e e o r e P ro t e i n e x Pr e s si o n i n t h e a b s e n e e o r

t he P r e s e n e e o f t e t r a e y e li n e
.

e li n e w a s r o b u s t i n C H O K l e e l l s
,

i n t e r m e d ia t e i n

S S M C
一

7 7 2 1 e e l l s b u t o n l y m o d e s t i n H E K 2 9 3 e e l ls
.

H o w e e t a l
.

h a v e r e p o r t e d t h a t H E K 2 9 3 e e l l s d o n o t

P or
v i d e a e e l l u l a r e n v ior

n rn e n t i n w h i e h t h e e x P r e s -

s io n o f a h e t e
or lo g o u s g e n e e a n b e t i g h t l y e o n t or l le d i n

t h e t e t r a e y e li n e 一 r e s p o n s i v e m a n n e r [8 ]
,

t h e r e fo r e , o u r

r e s u l t s a r e i n g oo d a g r e e m e n t w i t h H o w e ’ 5
.

F ig
.

4
.

T e t r a e y e li n e i n d u e t i o n H B V p r e co er por
t e i n e x p r e s s i o n i n

SS M G 7 7 2 1 e e l l l i n e s t a bly e x p r e ss i n g t e t R
.

lA
t e r

2 4 h e u l t u r i n g
,

SS M C 7 7 2 1
一
t e t R 。 e l ls w e re t ra n s fe e t e d w i t h ( 1 ) p C M V t e t o p r e

-

e o r e ( 1 拌g ) i n t h e a b s e n e e o f t e t r a e y e lin e ; ( 2 ) pC M V t e t o p r e e o r e

( 1 拌g ) i n t h e p r e s e n e e o f t e t r a e y e li n e
.

3 D IS C U S S i o n

T h e n o v e l t e t r a e y e li n e 一 r e g u l a t e d e x P r e s s i o n s y s -

t e m 15 b a s e d o n “ t e t
一 o f f

, ’ a n d
“ t e t

一 o n , ,
t e t r a e y e l i n e i n

-

d u e ib l e e x P r e s s io n s y s t e m
, ,

a n d it d e m o n s t r a t e s t h a t

t h e t e t r a e y e l i n e r e p r e s s o r ( t e t R ) a l o n e , r a t h e r t h an
t e t R

一

m a m m a li a n e e l l t r a n s e r iP t io n f a e t o r f u s io n -

d e r i v a t i v e s , e a n f u n e t i o n a s a P o t e n t
一

m o d u l a t o r t o

r e g u la t e g e n e e x p r e s s i o n i n m a m m a l ia n e e ll s
.

In e o n -

t r a s t t o o t h e r i n d u e ib l e m a m m a l ia n e x p r e s s i o n s y s -

t e m s ,
t h is s y s t e m d o e s n o t u s e t r a n s e r i p t i o n a e t i v a t o r

f u s i o n p or t e i n s u e h a s t T A ( t e t R
一

V P 16 ) t h a t 。 a n

e a u s e u n d e r s i r a b l e
,

p l e i o t or p h i e e f f e e t s i n m a n y h o s t

c e ll s [6
,

7 〕
.

I n t h i s s t u d y
,

w e u s e d q u a n t i t a t i v e F A C S a n a l y
-

5 15 a n d a n o v e l t e t r a e y e l i n e 一 r e g u l a t e d
’

e x P r e s s io n s y s -

t e m t o e x a m i n e t h e i n d u e t io n o f E G F P b y t e t r a e y e li n e

o n a e e l l b y e e l l b a s is i n d if f e r e n t e e l l li n e s
.

E G F P 15

l e s s s e n s i t iv e t h a n lu e if e r a s e ,

E G F a n d o t h e r r e P o r t

g e n e s ,

b u t m o r e r e a d i l y a s s a y e d a t t h e s in g l e e e l l l e v -

d
.

oF
r e o m p a r i s o n o f t h e e x p r e s s io n o f t e t r a e y e l in e

r e g u la t e d E G F P r e P o r t e r g e n e ,

C H O K l e e l l s
,

H E K

2 9 3 e e l l s a n d S S M C
一

7 7 2 1 e e ll s w e r e u s e d in o u r

s t u d y
.

T h e F A C S a n a l y s i s d e m o n s t r a t e d t h a t t h e e x -

p r e s s i o n e f f i e i e n e y o f p CM V t e tO E G F P a r e t h e h ig h
-

e s t i n C H O e e l ls
,

m o d e r a t e i n 7 7 2 1 e e l l s a n d t h e lo w
-

e s t i n H E K 2 9 3 e e l ls
.

A s fo r t h e le v e l o f t e t r a e y e l i n e -

m e d i a t e d in d u e ib le g e n e r e g u l a t i o n ,

d i f f e r e n t e e ll s

s h o w e d o b v io u s ly d i f f e r e n t M F I v a l u e s w h e n t h e

t r a n s f e e t e d e e l ls w e r e e u l t u r e d i n t h e a b s e n e e o r P r e s -

e n e e o f t e t r a e y e l in e ,

w h ie h 15 r e l a t e d t o t h e e e ll t y p e

a n d t o t h e r e g u l a t e d e x p r e s s io n e f f i e ie n e y
.

T h e i n d u e -

t io n o f e x p r e s s i o n o b t a i n e d u p o n P r e s e n e e o f t e t r a e y
-

C h or
n i e h e P a t i t i s B 15 a e o m m o n d i s e a s e w i t h a

w o r ldw id e p r e v a le n e e o f m o r e t h a n 3 0 0 m i ll io n e a r r i
-

e r s
.

H B V i n f e e t io n 15 a s i g n if i e a n t e a u s e o f li v e r d i s
-

e a s e a n d lo n g
一
t e r m s e q u e l a e o f i n f e e t io n i n e l u d e

e h or
n ie h e p a t i t i s

, e ir r h o s i s
, a n d h e p a t o e e l l u la r e a r e i

-

n o m a
.

C u r r e n t e s t a b l is h e d t h e r a p y i n vo l v e s t r e a tm e n t

w i t h a lP h a i n t e r f e
or

n b u t r e s u lt s i n l im i t e d e li n i e a l

s u e e e s s
.

N u e l e i e a e i d
一

b a s e d a n t i v i r a l a p p r o a e h e s f o r

H B V i n e l u d e t h e u s e o f a n t is e n s e o l i g o n u e le o t i d e s a n d

R N A
, r i b o z y m e s ,

D N A
一

b a s e d t h e r a p e u t i e v a e e i n e s

a n d d o m i n a n t n e g a t i v e m u t a n t e o r e P or t e i n s t h a t d is
-

r u p t t h e l if e e y e l e o f 邢 v [ 9 ]
.

A n a t t r a e t iv e a n t i v i r a l

s t r a t e g y 15 b a s e d o n t h e d e s i g n a n d u s e o f t r a n s d o m i
-

n a n t n e g a t i v e p r o t e i n s t h a t a r e a b l e t o i n t e r a e t a n d / o r

d is r u p t t h e f u n e t io n o f t h e i r n a t iv e e o u n t e r p a r t s
.

F o r

e x a m p le
, e e l ls o v e r e x P r e s s i n g m u t a t e d f o r m s o f t h e

H I V R e v o r T a t p r o t e i n s h a v e b e e n a b l e t o in h i b i t

“
w i l d

一
t y p e ”

H l v r e p l i e a t i o n [ 10一 1 2 ]
.

I n t h i s r e g a r d
,

H B V P r e e o r e P r o t e i n s a n d e o r e m u t a n t s w e r e i d e n t i
-

f i e d a n d f u n e t i o n a ll y e h a r a e t e r i z e d a s t r a n s d o m i n a n t

n e g a t iv e p r o t e i n s t h a t s t r i k in g ly i n h ib i t
“
w i ld

一
t y p e ”

v i r a l r e p li e a t i o n ￡n v i t or
a n d i n v i vo [ 1 3

,

14 〕
.

T h e a n -

t i v ir a l e f f e e t w a s P r i n e iP a ll y d u e t o i n t e r f e r e n e e b y t h e

p r e e o r e p r o t e in s w i t h
“ w ild

一
t y p e ” n u e l e o e a sP id a s -

s e m b l y
.

A s a e o n s e q u e n e e o f t h is P h e n o m e
no n

,
t h e

p r o e e s s o f P r e g e n o m i e R N A e n e a P s id a t io n w a s i n h i b
-

it e d a n d v i r a l D N A s y n t h e s is t e r m i n a t e d
.

In t h i s

s t u d y
,

w e h a v e e lo n e d H B V P r e e o r e p or t e i n g e n e i n t o

t e t r a e y e l i n e i n d u e i b l e p l a s m i d p C M V t e t O b y P C R

m e t h o d a n d e o n s t r u e t e d P las m id P C M V t e t o p r e e o r e
.

W
e s h o w e d t h a t t h e p r e e o r e P or t e i n g e n e e x P r e s s io n

e a n b e r e g u l a t e d t ig h t l y b y t e t R i n r e s P o n s e t o t e t r a -

e y e l i n e w h e n t h e e e l l s w e r e e o t r a n s f e e t e d w i t h t e t R
-

e x p r e s s i n g p l a s m i d i n t r a n s ie n t e x p r e s s io n a s s a y s a n d

t h e p la s m i d w a s t r a n s f e e t e d i n t o a t e t R
一 e x P r e s s in g e e l l

l in e ,

S SM C
一

7 7 2 1
一
t e t R

.

oC m p a r e d w i t h o t h e r r e p r e s -

s i o n 一 b a s e d m a m m a l ia n e x p r e s s i o n s y s t e m s ,
t h e t e t r a -

e y e l i n e 一 r e g u l a t e d e x p r e s s i o n s y s t e m o f f e r s h i g h e r in
-

d u e e d e x P r e s s i o n l e v e ls a n d l o w e r b a s a l le v e l o f e x -

p r e s s i o n u n d e r r e p r e s s in g e o n d it io n s
.

W h a t 15 m o r e

im p o r t a n t 15 t h a t t h i s s y s t e m d o e s n o t u s e v i r a l t r a n s -

a e t i v a t i n g d o m a i n s w h ie h a r e t o x i e t o m a n y m a m
-

m a l i a n e e l l s
.

W e u t i li z e d E G F P a s t h e r e P o r t e r t o
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r e s s i n N a t u r a l Se i e n e e V o l

,

1 3 N o
.

2 2 00 3

s t u d y q u a n t i t a t i v e l y r e g u l a t e d e x P r e s s io n o f t e t r a e y
-

e l i n e i n s e v e r a l e e l l t y P e s
.

M o r e o v e r , o u r e x Pe r im e n t s

d e m o n s t r a t e d t h e e x P r e s s i o n o f H B V P r e e o r e P r o t e in

g e n e e a n b e a e e u r a t e l y e o n t or ll e d i n r e s Po n s e t o t e t r a -

e y e li n e i n h e P a t o e a r e in o m a e e ll l in e s
.

T h e s e r e s u l t s a l
-

5 0 p or v i d e d u s e f u l d a t a f o r t h e f u r t h e r s t u d i e s i n g e n e

t h e r a p y fo r i n f e e t io u s H B V
.

A c k n o w led 罗m e n st T h
e a u t h

o r s w o u
ld li k

e t o t h
a n

k

P r o f
,

aG
o

G
u a n g x ia fo r

h i
s
k in d ly p or v id i n g u s p l

a

sm id T O P 〔)
~

H B V a n
d P or f

.

H
u a n g Z u

h
u a t N a

nj i n g M
e d ie a

l oC ll
e g e fo r

h is

k in d l y p or v id in g u s a n t ibod y a
, i n s t H B V

e
or

e a n t i g e n
.

W
e a

l
s o

th
a n

k L iu L i n
, a n d X in S h

u x ia a t th
e

cS hoo l
o f B a s ie M

e
d i

e a
l

cS ie n e e s o
f B

e
ij i

n g U n iv e sr i t y fo r p e fr o

mr i n g F A C S
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.

W
e a r e g ar t e f u l t o

M
s

.

L ia o F u l ia n fo r h e r t e e
h n ie a

l
s u Ppo

r t
.

R e fe r e n C e S

1 0

G o s s e n
,

M e t a l
.

T i g h t e o n t
ro l o f g e n e e x p r e s s i o n i n m a m m a li a n

e e l l
s
b y t e t r a e y e l i n e

一
r e s

po
n s i v e p r o r n o t e r s

.

P roc
.

N a t l
.

A e a d S e i
.

U S A
,

1 9 92
,

8 9 ( 1 2 )
:

55 4 7
.

G o s s e 氏 M
.

e t a l
.

T r a n s e r ip t ion al a e t iv a t i o n by t e t r a e y e li n e s i n

m a m m a l i a n e e l l s
.

S e i e n e e
,

1 9 9 5
,
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:
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.

Buj
a r d

,

H
.

oC
n t r o lli n g g e n e s w i t h t e t r ac y e l in e s

.

J
.

G e n e
.

M e d
.

,

19 9 9
,
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:
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.

W e i , X
.
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.

e t a l
.

R e t
or
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e
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e r t h

e
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N a t io n a l M e d i
-

e a l J o u r n a l o f C h i n a ,

2 0 00
,

8 0 ( 1 0 )
: 7 7 3

.
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G u id o r t i , L
.

G
.

e t a l
.

T h e h e p a t i t i s B v i r u s ( IJ B V ) p r e e o r e p or
-

t e i n i n h ib i t s H BV r e p li e a t i o n i n t r a n 阻 e n i e m i e e
.

J
.

V ior l
,

19 9 6
,

7 0 ( 1 0 )
:

7 0 5 6
.

Y ao
,

F
.

e t a l
.

T e t ar e y e li n e r e p r e s os
r ,

t e tR
,

r a t h e r t h a n t h e t e tR
-

m a m m a l i a n e e l l t r a n s e r iP t i o n f a e t o r fu s i o n d e r i v a t i v e s
,

r e g u la t es i n
-

du e ibl e g e n e e x P re ss ion i n m a m m a l i a n e e l l s
.

H u m
.

G e n e
.

T h
e r

.
,

1 9 9 8
,

9 ( 1 3 ) : 19 39
.

O g u e t a ,

5
.

B
.

e t a
l

.

D e s ig n a n d i n v i t or
e h

a r a e t e r i z a t io n o f a s i n g l
e

r e g u la t o r y
om d u l e of r e f fi e i e n t e o n t

or l o f g e n e e x p r e ss i o n i n ob
t h

p la s m id D N A a n d a s e l f
一

i n ac t i v a t i n g l e n t i v i r a l v e e t o r
.

M o l
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