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.

EZ
,
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一
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r h e im m u n e

r e s因n se s a n d P a t h o g e n
-

es i s o f H CV i n fec t i o n
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. t h e
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u s e al bu m i n p ro m o t e r ; A卯E

,

h u m a n li v e r
一

s详e i f i e

a

脚11阳 Port
e i n E por m o t e r ;

M S ( ;
.

an d e x

am
e t h a
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n e

一
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t
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一

l
,
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一
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t n ad f
.

e o
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u k /j ourn
al sl 3

Th o u gh t h e s e s y st e m s an d ot h r r et A T
一

b a s ed s y s-

t e m sf a e et h isd i s ad v n at a g e,

1
.

e
.

b a s a l t r a n s g e n e

le a k a g e i n v i t or
a n d i n v ivo

, s e v e r a l a p p or
a e h e s h a v e

b e e n d e v e lo pe d t o a
vo id t h i s l im i t a t io n e f f e e t i v e ly (

s e e

b
e l o w )

.

M a n y n e w v a r ia n t s o f t h e T e t
一

b a s e d r e g u la
-

t o r y a n d r e s
op

n s iv e e l e m e n t s t h a t e a n m i n im iz e o r e -

l im i n a t e le a k y t r a sn g e n e e x P er s s i o n h a v e
b

e e n d e -

s i g n e d w i t h s p e e i f ie P or p e r t ie s a n d t e s t e d s u e e e s s f u l
-

ly
, e s p e e ia l ly i n v i t or (

s e e b e lo w )
.

d e m o n s t r a t e d
.

I t s h o u ld a lso b e n o t e d t h a t r t T ZA
s 一

52 15 t o x i e i n

m o u s e e m b r y o n i e s t e m e e l ls ( E S e e l ls )
a n d t h a t E S

e e l一5 e x p r e ss i n g r t T肛
s
一

52
e a n n o t g r o w i n t h e p r e s -

e n c e o f 以 18 [ 3 2 ]
.

2
.

2 T e t r a e y e li n e 一 e o n t or l le d t r a n s e r ip t io n a l s i le n e e r

( t T S )

2 C o u n t e r 刃n e韶 U r e s t o e l im i n a t e b a s a l t r a璐
·

ge en le a k in T e t
·

b as ed s y s et m s

2一 Im p
vor

e d , e r s i o sn of
: t

认 (
: t T八2 5

一

M z a n d r t
-

T八2 5
一

s2 )

O n e a p Por a e h 15 t o se e k im p or
v e d v e r s i o n s o f r t

-

T A b y s e r ee n i n g a se r ies o f t T A m u t a n t s t o id e n t i fy

t hos e w i t h les
s
(
o r e v e n z e or ) b as a l a e t i v i t y a n d w i t h

e n h a n e e d se n s i t iv i t y t o t h e i n d u e e r

oD
x

.

T h is a p
-

P or
a e h le d ot t h e ide n t i f i

e a t i o n o f n e w r t T A m u t a n t s

( e
.

9
.

r t T八2 5
一

破
a n a r t T八2 5

一

发 ) [川 t h a t a r e m o er

s u s e e p t ib l e ot 伪
x

an d sh o w e d im p or
v e d t ar n s e r ip t

s t a b i li t y a n d a bor a d e r ar n g e o f i n d u e t io n ,

w it h 5 19
-

n i f ie a n t ly lo w e r
bas

a l a e t iv i t y t h a n r t T A i t s e l f i n s t a -

b ly t r a n s f e e t e d e e l l li n e s
.

eG
n e r a lly

, e e l l li n e s e a r r y
-

i n g r t T 八2 5
一

破
o r rt T户2 5

一

, d e

om
n s t r a t e r e d u e e d

b a s a l a e ti v i t y i n t h e a
b se

n e e o f oD
x a n d h i g h e r a e ti v a -

t i o n le v e l s i n i t s Pr e s e n e e co m P a er d t o a n r t T A

li n e [2 1一 24 ]
.

In a dd i t i
o n ,

rt T八2 5
一

, h a s lo w e r b a e
k

-

g or
u n d a e t iv i t y t h a n rt T八2 5一

撇
i n v i t or

,

b u t r t
-

T AZ s 一

沁 15 m o er esr 伪 sn i v e t o

伪
x t h a n rt T似

s
-

, [2 1, 23
,

2 4 ]
.

fA t e r d e l iv e叮 o f p l a s m id s i n t o t h e a d u l t

m o u s e q u a d r i e e p s m cus l e b y i n v i vo D N A e le e t or i n
-

j e e t io n ,

切t h rt T 八2 5
一

破
a n d rt T似

s 一

咒
s h o w e d co n -

s id e r a b ly lo w e r basa l a e t iv i t y a n d h ig h e r w i n do w s o f
i n d u e t io n t h a n rt

T̂
i n 沉伪 [ 23 ]

.

A 伪
x 一 r e g u l a t e d

le n t iv i r a l v e e ot
r s y s t e m w i t h rt T 八2 5一 M Z [2 5

·

26 ] a n d a

oD
x 一 e o n t or l le d h e lp e r 一 d e P e n d e n t a d e n o v i r u s v e e t o r

w i t h r t T似
S
一

, [27 ] a los s h o w e a ti g h t e o n t or l o f g e n e

e x P r e ss i o n i n v i t or
, e v 访伪

a n d i n v ivo
.

S t r i n g e n t

c o n t or l of t r a n s g e n e e x P er ss io n u s i n g im P or
v e d v e r -

s i o n s o f rt
TA

,

fo r e
xa m p l e rt T八2 5 一

义 [ 2 8
,

29 ] a n d r t
-

T 八2 5
一

沁
[ 30

,

31 ]
,

h as al so bee n a e h i e v e d in t r a n s g e n ie

m i e e
fo

r
cr

e er co m b i n ase
[28 ]

,

f
e rr i t in H [2 9 ]

,

p i g m e n t

e p i t h e li u m
一

d e r i v e d f a e ot r
( P E D F ) [3 0 ] a n d l a 。 z [3 1 ]

.

oC l le e t iv e ly
,

t hese esr
u l t s s h o w t h a t t h e p h e n o t y p e o f

r t T A e a n b e im P
vor

e d a n d d e s i g n e d b y u s i n g a p p or
-

p r i a t e s e

eer sn
.

H o w ve e r ,
t h e u t i l i t y o f t h e s e n e w

fo mr
s o f r t T A i n t r a sn g e n ie a n im a l s h a s y e t t o b e

A n o t h e r m e t hod 15 t o g e n e r a t e a n a e t iv e t r a n -

s e r i p t io n a l s u p p r e

sso
r t h a t e a n b e u se d i n e o m b i n a t io n

w i t h t h e r t T A s y s t e m t o s u PP r e ss b a s a l t r a n s g e n e

le a
k昭 e w h i le a ll

o w in g on mr
a l o r h i g h i n d u e t i o n o f

t h e t r a n阻 e n e b y r t T A
.

T o t h i s e n d
,

T e t
一 r e p r e s so sr

h a v e b e e n d e s i g n e d
.

T w o e o n s t r u e t s
,

t T R [川 a n d

t T s ` d [3 3 ]
, a r e a v a il a b l e i n w h i e h t h e r e p r e

sso
r d o m a i n

of t e t R h a s b e e n s u b s t i t u t e d w i t h a m a m m a li a n e q u iv
-

a le n t
.

T h e s e r e P r e ss t h e t ar n s e r iP t io n a l a e t i v i t y a t t h e

t e t o s e q u e n e e s in t h e a bs e n e e o f T e a n a lo g s [ 33
· 3 4 ]

.

T h i s s t ar t e g y a PP e a r s t o b e m o r e v e r sa t i le i n d e a li n g

w i t h u n w a n t e d t a r g e t g e n e e x p r e ss i o n t h a n t h e P or
-

mo
t e r a d a P t a t i o n P or op se d b e lo w

.

T h e t T s kid co n s t r u e t 15 s p e e ia l ly d e s ig n e d f o r u s e

w i t h t h e T e t
一 o n s y s t e m a n d p r e v e n t s u n r e g u la t e d

g e n e e x p r e ss io n w h e n

oo
x 15 a b se n t [3 3

·

35 ]
.

T h e 5 1
-

l e n e e r t T S
, a t r a n s e r ip t io n a l r e p r e

sso
r a n d a h y b r id

Por t e i氏 15 a f u s io n o f T e t R a n d t h e K R AB
一

A B dO
-

m a in of t h e K id
一

1 p or t e i n [ 33
·

3 5 ]
.

s i n e e t h e T e t R 因
r -

t io n o f t T S 15 s im i la r i n f u n e t io n t o t h a t o f t T A
,

t T S

e a n r e e
吃

n i z e a n d s u b s e q u e n t ly b i n d t o t e t o s e -

q u e n e
es i n t h e T R E i n t h e a b s e n e e o f i n d u e e r

.

B e -

e a u se it h a s a s i l e n e i n g d o m a i n
,

t T S a e t i v e ly s i l e n e e s ,

i sn t e a d o f a e t i v a t i n g
,

t r a sn e r i p t io n o f t h e t a r g e t g e n e

w h e n
bo

u n d
.

T h eo r e t i e a lly
,

t h e r e f o r e , n o t r a n s g e n e

p r
ed

u e t 15 p or d u e e d w i t h o u t i n d u e t io n
.

W h e n a s u f f i
-

e i e n t co n e e n t r a t i o n o f oD
x 15 p r e s e n t

,
t T S u n d e r g o e s

a co n
fo mr

a t io n a l e h a
雌

e a n d d isso
e i a t e s f or m t e t o

,

r e l ive i飞 t h e t r a n s e r i p t i o n a l s u p p r

ess i o n a n d a l lo w i n g

r t T A t o b in d t o t e t o s e q u e n e e s ,

w h i e h t h e n a e t i v a t e

t ar sn e r iP t i o n o f t h e g e n e u n d e r i n v e s t i g a t io n
.

A m o r e s t r i n g e n t ly co n t or ll e d r e g u la t o r y s y s t e m

ca n b e a e h i e v e d b y e o m b in i n g a t r a n s 一 s i le n c e r s u e h a s

t T S w i t h r t T A o r it s n e w im P or v e d v e r s io n s , e
.

g
.

r t
-

T户2 5
一

M Z a n d r t T八2 5
一

52
.

T h e t w o t ar n s r e g u la t o r s

b i n d i n a m u t u a ll y e x e l u s iv e m a n n e r
.

T h is e f f i e i e n t l y

er d u e e s o r co m p l e t e l y e lim i n a t e s b a e k g or
u n d e x p r e s -

S ! o n I n y e 8 s
t [3 6 ] e e l ls [ 8

·

22
.

25
.

3 5
.

37一 4 3 〕

in场i n t ar n sg e n i e

o J ,

i n m a m m a li a n ·

m i e e [ 44
·

4 5 ]
.

a n d i n
11l l C e

t i g h t ly co n t or l s t r a n s g e n e e x p r e ss i o n

w h i c h t T S

d e l iv e r i n g
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.

1 2 007

oc m b in a t io n s o f t he

oD
x 一 r e g u la te d t a馆 e t g e n e e o n -

s tr u e t
, : t T A/ rt T似

s 一

破 /
r t T尼

s
一

,
, a n d t T s e x -

p er s s i o n p l a s m ia s [4 6
·

47 ] o r v i r u s v e e t o r s〔40
, 42

,

4 3 , 4 8
,

49 ]

in t o t i s s u e s u s i n g i n v i伪 P la s m id a n d v i r a l v e e t o r

e
l
e e t ro t r a n s f e r ; t h e m a x im a l e x p r e ss io n le v e l 15 a f f e e t

-

e d o n ly s li g h t ly [2 2 ] o r n o t a t a l l [ 33 ]
.

oC m b i n e d t T S a n d r t T A s y s t e m s h a v e a lr e a d y

b e e n s h o w n t o e o n f e r p r e e i s e r e g u l a t io n o f t a r g e t

g e n e s i n v i t ro (
s e e 【8

,

33
,

35 ] )
,

b u t t h e y a r e
on t

w e l l e h a r a e t e r i z e d in t r a n阻 e n ie mo
u s e m o d e li n g (

s
ee

a
bo

v e a n d b e l o w )
.

S i n e e t T S i n co m b i n a t io n w i t h rt
-

T A a e t iv e ly s u p p r

ess
e s b a e k g or u n d e x p er ss io n o r e -

l im i n a t e s “
l e a k i n e ss

, ,

w i t ho
u t im p a r i n g t h e i n d u e ib i l i

-

t y o f t a r g e t g e n e i n 饭 t or ( se
e 〔8

,

3 3
,

35 ] )
,

p r o v id
-

i雌
a t ur e “ o

盯
o f f

” t r a n s g e n e s w i t e h
,

t h i s a p p or
a e h

m i g h t a lso b e e m p lo y e d t o co n t or l b a
sa l t r a n限 e n e

l e a k a g e i n t r a n s g e n e s y s t e m s i n 沉伪
.

I n t e r e s t in g ly
,

Z h u ’ 5 e x p e r im e n t s i n t r a n阻 e n i e m i e e p or
v id e d t h e

f i sr t co vn i n e i n g e v id e n e e
fo

r t T S m e d ia t e d r e p er ss io n

t h a t co m P l
e t e ly s u p p r

esse
s t h

e t r a n s e ir p t i o n o
f

a g i v e n

g e n e w i t ho
u t co m P or m is i n g r t T A

一

m e d ia t e d a e t iv a -

t io n : t T S co m p l e t e ly e l im i n a t e d t r a n s g e n e le a k i n e ss i n

t h e m o u s e l u雌 [ 45 ]
.

A d e t a i l e d co m p a ir so n o f C C 10
一 r t T A/ t T S I L

一

1 3

w i t h CC 1 0
一

rt T A
一

I L 1 3 m i e e s h o w e d t h a t t T S c o r n -

p l
e t e ly

s u p p r e ss e s b a s a l e x p r e ss io n o f I L
一

1 3 a n d t h e

I L
一

1 3
一

m e d i a t e d Ph e n o t y Pe i n t h e a b s e n e e o f oD
x in

-

d u e t i o n ,

b u t doe s
on t al t e r t h e a b i l it y o f oD

x t o in
-

e er a s e IL
一

13 e x P r e ss i o n o r i n d u e e a f u l l
一

b lo w n I L
一

1 3

p h e n o t y p e
.

M o r e im卯 rt a n t l y
,

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

eD
x ,

t T S s u p p r e ss i o n w a s f u l ly r e l ie v e d
, a ll o w i n g r t

-

T A t o a e t i v a t e I L
一

13 t r a n s e r iP t i o n a n d le a d i n g t o a n

I L
一

1 3
一

i n d u e e d p h e
on t y p e i n t h e l u n g [ 4 5 ]

.

I t 15 t h e r e -

fo r e r e

aso
n a b l e t o b e li e v e t h a t t h e t r iP l e t r a n sg e n e

CC 1 0
一

rt T A
.

t T S s y s t e m e a n b e u s e d t o d e f i n e t h e n a t
-

u r a l h is t o r y o f i n 沉伪 inj u r y a n d r e p a i r r e s
卯

n s e s a e -

e u r a t e ly a n d w i t h a l e v e l o f P er e i s io n t h a t h a s
on t p r e -

v io u s l y b e e n a t t a i n a b le
.

F u r t h e r p oor f o f t h e u se f u l
-

n

ess
o f t T S t e c h on l吃 y i ” v i伪 w a s o b t a i n e d i n E l i a s ’

5 l a b ( fo
r m o er d e t a i ls

,

se e R e f
.

【1 1 ] )
.

In o t h e r

wo dr ` in t r a n s g e n i e mo
u se mo d e li n g

,
t h e o P t im a l

“ o f f/
o n ” r e g u la t i o n o f t ar n s g e n e e x p r e s s io n 。 a n b e

a e h i e v e d b y t h e co m b i n e d u s e o f t T S a n d r t T A o r i t s

m o er a d v a n c e d v a r i a n t s
.

O n t h e b a s i s o f t h e co m b i n e d u s e o f t T S a n d r t
-

T A in t r a n 阻e n i e m o u s e

mo d e li n g i n E li a s ’ 5 la b o r a t o
-

r y
,

t h e t r a n s g e n ie f r a g m e n t o f a Po E
一 r t T A

一
t T S

( a
伪 E

一 r t T -A t T S
: r t T A a n d t T S f r a g m e n t s a m p li f i e d

b y P CR a n d e lo n e d i n t o t h e s a m e v e e t o r o f p L i v
.

7

co n t a i n i n g t h e a
op E p or mo

t e r t o P r e P a r e t h e r t T A

a n d t T S e x p r e ss i n g v e e t o r ,

d e s ig n a t e d PA卯E
一 r t T A

-

t T S ) h a s b e e n e m p lo y e d t o g e n e r a t e a
因E

一 r t T A
一
t T S

t r a n s g e n ie m i e e
(

u n pu b l i
s h e d d a t a f or m Ch e n ’ 5 l a b o -

r a t o r y a t S u n Y a t
一 s e n U n iv e r s i t y )

,

w h i
e
h w i l l b e a n -

t i e ip a t e d t o e x p r e ss r t T A
一
t T S p or t e in a e t i v e ly s u p

-

p r e ss i n g t h e b a s a l le a k a g e o
f HC V

一

C i n a
因 E

一 r t T A
-

t T S / T R E
一

H C V
一

C b i
一
t r a n s g e n i e m i e e ,

b u t w h
e t h e r

t h e a dd it io n o f t T S t o t h e T e t s y s t e m e a n e o m p l
e t e ly

e lim i n a t e
bo t h d e t e e t a b l e a n d u n d e t e e t a b le le a

k in e ss

f or m T e t
一

b a s e d s y s t e m s i n a
oP E

一

rt T A
一
t T s/ T R E

-

H CV
一

C t r a n s g e n i e m i e e er m a i n s t o b e e l u e id a t e d
.

oC m b in e d u s e o f t T S a n d r t T A s y s t e m s i n t r a n s -

g e n i e m o u s e m od
e l i n g r e q u i r e s t h e g e n e r a t i o n o f a n -
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g e n e ar t e d a n i n d u e ib le T G F
一

b l m o u s e m ed
e l i n E lias

’

5 l a bo
r a t o r y ( f

o :

mo
r e d e t a i l s

,

see R e f
.

[ 11」)
.

M o

eor
v e r ,

t h e r e 15 t h e a l t e rn a t i v e o f co m b i n i吃 t h e

t w o co n t or l e le m e n t s ( i
.
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.
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t r a n s g e n e u n d e r co n t or l o f a u b iq u i t o u s P or m o t e r o r a

e e l l
一
t y p e o r t i s s u e 一 s p e e i f i e p or m o t e r t o p or d u e e r t T A

-

t T S t r a sn g e n i e m i e e , e
.
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-
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,

w h ie h s P e e if ie a l ly in h ib i t s t h e

t e t o
一

m o d if ie d a l le le a n d doe s
on t a f f e e t n e ig h bo

r i n g

g e n e s , e a n b e u s e d t o e o n t or l t r a n s e r i p t io n t ig h t ly i n a

t e t o
一

m od i f i e d m o u s e g e n e i n v i伪 ; t r a n s e r iP t i o n 15

co m p l e t e ly b lo c k e d i n t h e a b s e n e e o f 伪
x b u t r es t o r e d

w h e n t h e a n t ib io t i e 15 a dm i n i s t e r e d t o t h e a n im a l [4 4 ]
.

In s u m m a r y
, a l t h o u g h t h e e v id e n e e fo r im p or v e d

p e r f o r m a n e e b y e o m b i n i n g t h e r t T A a n d t T s s y s t e m s

i n t r a n s g e n i e m ie e 15 s t i l l p r e lim i n a r y
,

t h e s e s t u d i e s

d e m o sn t r a t e t h a t t h e i n e o r p o r a t i o n o f t T S i n t o r t T A
-
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s ys tems gr a e tly o p t im izs e thr e eg ula t ion o f tr ans g en e

ex ps s r e in o in v io v
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By ef f e e t iv ely el im in a t in g th e

bs a el in e tr as n g en ela e kan dph e
n o ty pe in de ut ion w ith

-

o uta l ter in g th e

肠
x 一

in de u ib il ity o fr tT A
一r eg ula te d

ts r n a g en e
(
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)
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t T S m a y c o n v e r t t h e r t T A

一

b a s e d s y s -

t e m f or m o n e w i t h lo w l e a
k y

e x P r e ss io n a n d h i g h l e v -

e ls o f t r a n s g e n e e x p er ss io n t o o n e w i t h t r u e “ o f f
, ’ a n d

“ o n ” r e g u l a t i o n
.

I n t r a n s g e n i e m o u s e m ed
e l i n g

,
t h i s

“ o f f /
o n ” r e g u l a t io n w il l b

e v e r y u s e f u l f o r s t u d ie s i n

w h i e h t o x i e g e n e s a r e e x p er s s e d i n a t e m卯
r a l ly r e -

s t r i e t e d m a n n e r , a n
d fo

r s t u d i e s i n w h i e h e r i t i e a l w i n
-

do w s o f d e v e
l
o pm e n t

, a n d HBV o r HC V i n f e e t i o n a r e

b e i眼 P r e e is e ly d e f i n e d
.

o f g e n e r e g u l a t i o n 15 e h o s e n , u s e o f a p T R E
一

T ig h t

v e e t o r e n s u r e s t h a t b a e k g r o u n d e x p r e s s io n 15 m i n i
-

m i z e d
.

T h u s ,

w e f i n a lly e n s u r e t h e t w o im p o r t a n t

q u a li t ie s w e r e q u i r e i n a s i n g l e T e t
一 r e s p o n s e v e e t o r :

r e d u e e d b a e k g or u n d a n d m a x im a l i n d u e t i o n
.

H o w e v -

e r ,
t h e u t i li t y o f t h i s n e w fo rm o f T e t

一 r e s p o n s e v e e t o r

i n t r a n s g e n ie a n im a l m ed
e l in g h a s y e t t o b e d e m o n -

s t ar t e d
.
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·
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l a bo
r a t o r y of D r

.

H
.

B uj a r d
.
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op
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e x p r e ss io n 15 r e a d i ly a e h i e v a b le i n v i加 a n d i n v i t or :

a n d t h is h a s be e n s h o w n t o be t h e e a s e i n P ar e t i e e

( se
e
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,

2 6
,

3 7
,

4 0
,
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,
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.

T i g h t e r
卯

s i t i v e r e g u -

l a t io n
of t ar n s g e n e e x P er ss io n b y a s i n g le a d e

on
v i r u s

v e e t o r co n t a i n i n g r t T心
s 一

,
a n d t T s e x p r e ss i o n e a s -
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oC m bi n a t io n o f r t T ZA
S一 M Z o r r t T AZ s

一

52 w i t h t h
e
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sso
r t T R s h o w e d t h a t b a s a l e x p r e ss i o n w a s

a e t iv e ly r e p r e

sse d w h i l e t h e e x p r e ss i o n le v e
l

o f t h
e

t ar sn i e n t ly t r a n s f e e t e d r e
卯

r t e r g e n e w a s n o t a f f e c t e d ;

w h e er as i f t h e t a啥 e t g e n e 15 a lso e h or m o so m a l ly i n t e
-

g ar t e d
,

t T R l e a d s t o a f u r t h e r r e d u e t io n o f b a
sa l e x -

p er ss i o n [2 2 ]
.

T i g h t e o n t or l o f e x p r e s s io n o f t h e s e e er t
-

e d al k
a l i n e p h o s p h a t a s e g e n e w a s a lso

e a s i ly a e h ie v e d

i n v i t or a n d i n v i伪 b y a h e lp e r 一 d e P e n d e n t a d e n -

o v i r u s v e e t o r e a r r y i n g r t T八2 5
一

M Z a n d t

巧 [ 43 ]
.

In a d
-

d i t io n
. a s im p le

“ a l l
一

i n
一 o n e ” v e e t o r , e o n t a i n in g t h

e

e le m e n t s o f t h e

oD
x 一

i n d u e ib le T e t
一 o n s y s t e m i n t h e i r

mo st a d v a n e e d v a r ia n t , ( : t T似
S一 M Z a n d t T s )
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b e u s e d t o e o n t or l t r a n s g e n e e x P r e ss io n e f f i e i e n t ly i n
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~

t e

mr
t iss u e e u lt u r e a n d i n t h e m o u s e h e m a t o oP i

-

e t i e s y s t e m fo ll o w i n g b o n e m a r
or w t r a n s p la n t a -

( 1 ) t h
。 i n d u e ib le e x p r e ss i o n o

f p or t e i n , t h a t 。 r 。 。 x 一
t i o n [2 5 ]

.

勘
r n k a m m 。 t 。 1

.

[3 7 ] 。 e h ie v e d m o r。 , t r i n g e n t

t r e m e ly p o t e n t o r t o x i e t o t h e h o s t e e l l s
, s u e h a s t u 一

oD
x 一

d e p e n d e n t co n t or l o f g e n e a e t iv i t i e s i n v i t or
u s -

m o r s u p p r

essosr
or a p o p t o t i e p or t e i n s ; ( 2 ) g e n e r a t i n g i呀

a n 印 i so m a l o n e 一 v e e t o r s y s t e m ( p R T S
一

1
, a s im p le

H BV o r H C V t r a sn g e n i。 m ie e t h a t a r e im m u
on

c o m
一 “ a l l

一

i n
一 o n e ” v e e t o r )

,

w h ie h e a r r i e s a l l t h e e l e m e n t s

p e t e n t fo r ; h e t r a

哩
e n e p

odr
u e t ( s )

, e
.

9
.

h e p a t i t i s ( i
n e lu d i吃

r t T AZ s 一 M z
,

t T s 。 n d t h。 b id i r e e t i o n a l

v i r al a n t i g e n (
s
)

.

I n t h ese
e
as

e s ,

w h e r e b a e k g or
u n d p or m ot

e r P ( t e t ) b i
一

1 i n t h e s a m e t r a n s g e n e co n -

e x p r

ess ion 15 s im p ly
u n a e e e p t a b le

, u s e o f a p T R E
一 s t r u ct )

,

fo r C o n d it io n a l e x p r e s s i o n o f t a r g e t g e n e ( s )

T ig h r v e e t o r e n s u er s t h a t bas
a l g e n e e x p er s s io n 15 v i a eT t

一 r e g u l a t io n
.

T h e s e r e s u l t s d e m o n s t r a t e t h a t

m i n im a l o r e v e n z e拍
.

In e r e
as i n g a m o u n t s o f e v id e n e e v a ir o us er g u l a t o r y w i n do w s e a n b e a e h ie v e d u s in g d i f

-

s h o w t h a t t h e p T R E
一

T ig h t v e e t o r e n s u r e s r e m a r k a b ly f e er n t t r a n s r e g u l a t o r s o r e o m b i n a t i o n s t h e r eo f
.

W e

lo w (
o r a p p a er n t ly z e or ) b

a e k g or
u n d e x p r e s s io n o r s u p卯

s e t h a t t h e s e p r o p e r t i e s w o u ld a lso a l lo w t h e

u n d e t e e t a b l e b a s al e x p r e ss i o n , a n d v e r y h i g h i n d u e 一 g e n e r a t i o n o f t r a n s g e n i e m i e e w i t h p r e s e le e t e d e x p r e s -

t io n i n v i t or [ 5 1一 54 )
.

I n co n c l u s i o n ,

w h ie h e v e r s y s t e m s io n w i n d o w s
.
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I t 15 i m po
r ta n t t o

po i n t o u t t h
a t

,

b
e s id e s t T S

,

o t h e r a PP or
a e h e s t o e o n t or l l i n g b

a s a l t r a n s g e n e
l
e a
k

-

a g e h a v e b e e n d e s e r ib e d
.

T h e s e i n e l u d e t h e u s e o f i n
-

s u l a t o r s s u e h a s t hos e 。 h a r a e t e r i z e d i n D osr
o
hP i l a

e h or m a t i n [5 5 ] a n d on
v e l r t T A m u t a n t s t h a t e x p a n d

t h e r a n g e a n d s e n s i t iv i t y of t h e r t T A s y s t e m [ 2 1 ]
.

H o -

m o g e n e i t y a n d lo n g
一
t e

mr
s t a b il i t y o f t e t r a e y e l i n e 一 r e g

-

u la t e d g e n e e x P r e ss i o n w i t h lo w bas
a l a e t iv i t y w e r e

a t t a in e d b y u s i n g t h e r t T AZ S一

破
a n d i n s u l a t o 卜

n a n k e d er 卯
r t e r v e e t o sr [ 56 ] ; 伪

x 一

i n d u e ib l e l e n t iv ir u s

v e e t o r s b e a r i n g isn u l a t o r s h a v e
b

e e n P or v e d u s e f u l fo r

a p p li e a t i o sn d e m a n d i雌 t h e
l
o w e s t l e v e l s o

f b a s a l

le a k y e x p r e ss io n [ 52 ]
.

In co n t ar s t t o t T s
,

t h e u t i l i t y of

t h e s e a P p or
a e

h
e s in t r a sn g e n ie m i e e h a s n o t b e e n e s -

t a b l is h e d
.

If s u b s e q u e n t s t u d i e s d e m o n s t r a t e t h a t t h e y

wo
r k i n t ar n s g e n i e s邓 t e m s i n v i加

,

i t w il l b e p er t t y

im op
r t a n t t o co m Pa r e t h e m w it h t h e t T S s y s t e m s t o

id e n t i fy t h e r e l a t i v e m e r i t s a n d l im it a t io n s o f e a e h
.

2
.

5 O t h e sr

L e a k i n e ss i n t h e e o n t or l o f e x p r e ss i o n o f t h e a e -

e e p t o r e

osn
t r u e t m a y al so r e s u l t f or m s t or 眼 卯

s i t io n a l

e ft e e t s o n t h e et t o m in im al p or m o t e r
.

M o r eo v e r ,
t h e

d e g r e e o f e x P r

ess io n a n d le v e l o f l e a k i n e ss a

sso
e i a t e d

w it h : t

认
, : t T八2 5

一

磁
,

t T S/
r t T A 。 : t T S /

r t T八2 5 -

M Z d e P e n d o n bo t h t h e p or mo
t e r a

dn
t h e e e l l t y P e u -

t i l i z e d [5 7 ]
.

s p e e i f i e a l一y
,

e M v
一

击 i v e n t T s八 t T肛
s -

M Z s h o w e d t h e h i g h e s t l e v e l o f i n d u e ib i li t y i n

H E 2K 9 3 C e l ls (
a b o u t 100 0 fo ld )

v e r s u s t h e d o p a m i n
-

e r g i c e e ll l i n e ,

M N g D ( a
ha

u t 7 0 fo ld ) ; i n C o n t r a s t
,

t y
osr ien h y d or

x y las
e

( T H )
一

d r i v e n : t T般
s 一M Z

d e m o n s t ar t e d t h e h ig h es t l e ve l o f e x p r e s s i o n w i t h t h e

l e a s t b a e k g or
u n d e x p r e ss io n in d o p a m i n e r g i e e e

ll t y p e s

v e sr u s H E2K 93 e e l l s
.

I n t e g r a t io n s i t e
一

d e p e n d e n t

l e a k i n e ss h a s b e e n a t t r ib u t e d t o e n h a n e e r s lo e a t e d

e fo s e t o t h e i n t e g r a t i o n s i t e o f t h e t a r g e t g e n e c o n -

s t r u e t [ 9 ]
.

T h u s ,
t h e e or s s 一 t a lk b e t w e e n t h e m i n im a l

P or mo
t e r i n t h e t a gr e t co n s t ur e t a n d n e a r b y e n h a n e e sr

w o u ld b e m i n im i z e d b y t h e id e a l i n t e g r a t io n s it e , a n d

s u b s e q u e n t ly f u l ly m a i n t a i n 伪
x i n d u e ib i l it y

.

In it i a l

s t u d i e s i n t r a sn g e n i c m i e e f o r t T A o r r t T A e
or

s s e d

w i t h L u e o r L a e 2 r e
op

r t e r s t r a i n s il l u s t r a t e d bo t h t h e

p r a e t i e a l i t y a n d t h e p or b l e m s o f t h is a p p or
a e h [ 4一 7 ]

.

In m a n y e e l l li n e s , s i g n if i e a n t l e a k y e x p r e ss i o n w a s

o b s e vr e d
,

b u t b as al e x p r e ss i o n l e v e l s i n s e l e e t e d l in e s

w e r e e los e t o t h e lim i t s o f d e t e e t io n [ 6 ]
.

T h i s r e q u i r e s

t h e g e n e r a t io n o f s e v e r a l a e e e p t o r m o u s e s t r a i n s a n d

t h e id e n t if ie a t io n o f t h o s e t h a t e x p r e s s t h e t r a n阻 e n e

on t e o n s t i t u t i v e l y b u t i n a n in d u e ib l e m a n n e r
.

In t h e -

o r y
,

t h i s t y p e o f in t e g r a t i o n e v e n t e a n b e a e h ie v e d i f

la r g e n u m b e r s o f t r a n s g e n i e m ie r o inj e e t io n s
( f

o r i ,

v ivo s t u d i e s
)

a r e u n d e r t a k
e n ,

b u t in p r a e t i e e ,
t h is

e a n b e a v e r y e x t e n s iv e a n d s o m e t im e s im P r a e t ie a b l e

u n d e r t a k i n g
.

A n a l t e r n a t iv e a p p or a e h 15 t o i n e r e a s e

t h e y ie ld o f f u n e t io n a l d u a l t ar n s g e n i e o f f s p r i雌
u s i n g

m ie or inj e e t io n a p p or a e h e s i n w h ie h bo t h t r a n 阻 e n i e

co n s t r u e t s a er t r a n s f e r r e d s im u l t a n eo u s ly ( s
ee

a
bo

v e )
, a n d 。 o n e u r r e n t ly t o i n s e r t e o n s t r u e t s t h a t

s h i e ld t h e t e t
一 e o n t or l le d t r a n s g e n ie u n it f r o m e x t r a n e -

o u s a e t iv a t io n
(

s e e 【5 8」)
.

B e s id e s s e er e n i n g a dd i t i
o n -

a l e l o n e s u n t il o n e w i t h t h e d e s i r e d P or P e r t i e s 15

fo u n d
,

t h e p or b l e m h a s b e e n a p p or
a e h e d b y i n s u la t i n g

P t e t
一

1 for m e x t e rn a l a e t iv a t i n g s ig n a ls b y i n s e r t i n g a

e h ie k e n ly so
z y m e m a t r i x a t t a e hm e n t r e g i o n i u s t u P

-

s t r e a m o f P t e t
一

l [ 59 ] o r
b y f l a n k i n g t h e t a很e t g e n e e x -

p r e邪 io n u n i t w i t h e i t h e r e h i e k e n
卜g lo b i

n i n s u l a
-

t o r s [ 60 1 o r s cs
a n d s cs bo

u n a a r y e l e m e n t s fomr
n or s

hoP
i z。 [ 6 ,〕

.

M o r

voo
e r ,

t T s p or
v ia es 。

卯 w e fr u l

s h i e ld fo r a n d t i g h t e n s t h e er g u l a t io n o f t e t o e o n -

s t r u e t s t h a t a r e n o t i n t e g r a t e d i n a n “ id ea l
”

loc a t io n

(
s e e a

比
v e

) [
4 4 , 4 5 ]

.

F i n a lly
, u n r e g u l a t e d basa l t r a n -

s e r ip t ion
e a n b e

ob se vr e d f r e q u e n t ly w h e n e v e r t h e in
-

t e g r a t io n o f t h e g i v e n g e n e
(

s
) d ir v e n b y p or m o t e r r e -

s
卯 sn iv e t o (

r ) t T A doe s
on t oc e u r a t t h e s u i t a b le

e h or m o so m e s i t e (
s
)

.

In a dd i t i o n ,
t h e g e n e t ie b

a e k g or u n d o f t h e m i e e

e a n i n f l u e n e e t h e o e e u r r e n e e o f s u e
h d i f f i e u l t ie s [ 45 ]

T h e e o n fo u n d i n g e
f f

e e t s o f t r a n s g e n e lea k a g e e a n

r e a d i ly b e a P Pr e e ia t e d i n t h e co n t e x t o f t h e CC 10
一 r t

-

T -A IL
一

13 m ie e g e n e r a t e d i n E li a s ’ 5 l a bo
r a t o r y

W h e n t h e s e m i e e w e r e i n i t i a l l y g e n e r a t e d o n a m i x e
d

C BA/ C 5 7 B L / 6 g e n e t i e b a e k g r o u n d
, v e r y lo w l e v e ls

o f B A L I L
一

13 a n d m a堪i n a lly d e t e e t a b l e p h e
on t y p e s

w e er o b t a i n e d [6 2 ]
.

H o w e v e r , a s
b

r e e d i n g o n t o p u r e

m u r i n e g e n e t i e b a e k g or
u n d s w a s a e e o m p l is h e d

,

b a s a l

l e v e ls o f I L
一

13 i n e r e as e d a n d a

mo
r e im P r e ss iv e P h e -

n o t y P e w a s o b s e r v e d
.

In s u m m a r y
,

im P
vor

e m e n t s a n d a dd i t io n s t o t h e

T e t s y s t e m
,

i n e l u d in g t h e r e g u l a t o r y e o m op
n e n t s

, a r e

s t il l p o s s ib le a n d n e e e ss a r y
.

P or m o t e r d e v e lo pm e n t

h a s n ot y e t r e e e iv e d t h e s

am
e d e g r e e of a t t e n t io n a s

t h e t r a n s r e g u la t o r s [ 9〕
.

T h e n u m b e r of t e t o e l e m e n t s

a n d t h e i r s p a c i n g h a v e n o t y e t b e e n o p t im iz e d [ 6 3 ]
, n o r

h a s t h e li n k e r s e q u e n e e s e p a r a t i n g t h e o p e r a t o r s [ 64 ]
.

I t r e m a i n s t o b e s e e n w h e t h e r a n “
id e a l

, ,

m in im a l p or
-

mo
t e r w i t h no i n t r i n s i e l e ak ine

s s s u Ppo
r t i n g v e r y

h i g h
一

l e v e l a e t i v a t i o n e a n b e id e n t if ie d o r d e s i g n e d [2 1 ]

S e v e r a l n e w v a r ia n t s o f t h e T e t
一

b a s e d r e g u la t o r y

e l e m e n t s t h a t e a n m i n im i z e o r e l im in a t e l e a k y t r a n s -



Po rg r e
ss in N a tu ra l Sc i

e n c e
V

o l
.

7 1 No
.

1 2 0 07 w w w
.

t a n df
.。 o

.

u k/ io u
r n a ls 7 l

召℃刀 e e X p八绍 s刃 n h ao bnee
s u e

csse fu lyl aex m in ed in

v i to r
,

b u t t o d a t e
, a p p or

a e h e s t o e l im i n a t i n g b a s a
l

t r a n s g e n e
l
e a

k
a g e i n v i加 h a v e

on t b e e n f u l ly e h a r a e -

t e r i z e d
.

If i n v e s t i g a t o r s e x P e e t t o u s e T e t
一

b a s e d s y s -

t e m s a n d t h e i r n e w v a r t i a n t s t o P or d u e e e r e d ib le

t r a n s g e n i e a n im a l d i se a s e m o d e l s ( p
r e e i s e ly a n d er a l i s

-

t i e a lly m im ie k i
n g d i se a s e s t a t e s

) fo
r s u e h h u m a n d is

-

e

ase
s a s h e P a t i t i s B a n d C

,

d e t e e t a
b l

e a n
d

u n d e -

t e e t a b l e le v e l s o f t r a n s g e n e le a k吃
e i n t he

a b s e n e e o f

oD
x m u s t b e co m P l e t e ly a

vo id e d
,

b e e a u s e a v e r y

s li g h t le a k i n ess of t h e s y s t e m
,

t co fo w t o d e t e e t b io
-

e h e m ie a l ly
,

15 s u f f i e i e n t t o i n d
u e e im m u n e t o l e r a n e e

a g a i n s t t h e t r a n阻 e n e p or d u e t (
s
) [
’ 2 ]

.

T e t r a e y e l i n e -

e o n t or l l e d t r a n s e r ip t io n a l a e t iv a t io n s y s t e m s ,

w h i e h

a r e t h e

mos
t w id e ly e m P fo y e d i n d u e ib l e r e g u l a t io n

s y s t e m s a n
d

a r e co n t i n u o u s ly b e i n g im p or v e d
, a r e r e -

l i a b l
e t co l s all

o w i吃
“ r e la t iv e ly s t r i眼

e n t ”
,

er v e r s ib l e

(
“ o n , , a n d

“ o f f
, ,

)
,

q u a n t i t a t iv e ,
t e m oP

r a l a n d s p a t i a l

co n t or l o f t r a n sg e
耽

e x P er ss io n i n 沉 t or a n d i n v i
-

伪 [ l
,

2 ]
.

H ow
e v e r ,

d a t a f or m o u r e x p e r im e n t s a n d

f or m C h i sa
r i

’ 5 l a bo ar ot
r y a PP e a r t o d e m o n s t ar t e t h a t

t h e y a r e
on t s u i t a b l

e
fo

r m ed
e li n g h u m a n h e p a t it is

p a t h o g e n e s i s i n t r a sn g e n i e m ie e t h a t a er on t im m u n o -

co m p e t e n t fo
r t h

e t ar n s g e
en P r

ed
u e t (

s
)

,

b e e a u se

l e a k y t r a n s g e
en

e x P

essr
io n o f t e n er s u l t s f or m t h e i n

-

t r isn i e l im it a t io n s
of eT

t
一

b ase d s y s t e m s a n d f or m e x -

t ir sn ie f a e t o sr (
s u e

h as p o s l t io aln
e f f

e e t s
)

.

On
t h e

o t h e r h a n d
, t h e C er / lox P s w i t e h i吃

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

t e m ( T
a
b l

e l ) se e
ms t o b e a n al t e rn a t iv e t o t e t r a e y

-

e li n会 i n d u e ibl
e s邓 t e

ms b
e e a u se i t s

ho w s t r u e “ o ff
”

a n d
“ o n , ’

er g u l a t io n
, a

vo id i n g t h e d e f e e t s o f t h e T e t
-

b
a s e d s邓 t e m s des e ir b e d a

bo ve
.

T h e
op i n t h a s a ler a d y

b e e n s u e e e ss f
u l ly e o n

f imer
d b y w

a k i t a e t a l
.

[20 ]
.

oT
e x a m i n e t h e im m u

en
r es op

n s e ot H CV s t r u e t u r a l Por
-

t e i n s ,

w
a
k i t a e t 已

.

[2 0 ] u
se d t h e e r e

/ lox P s y s t e m t o

e x p r

ess
t h e co er

,

E l a n d E Z p or t e i n s e f f i e i e n t ly a n d

e o n d i t i o n a lly in t ar
n s g e n ie m i e e ( e

.

9
.

C N Z m ie e )
,

p or
v id i眼

a u s e f u l a in m al m ed
e l w i t h w h ie h t o i n v e s -

t ig a t e t h e
h os t im m u n e er s

op
n se a g a isn t H C V i n f e e -

t io n a n d t h e pa t h o g e n es i s o f t h i s i n f e e t io n [ 20
, “ 5

·

66 ]
.

U n
of rt u n a t e ly

,
t h e “

of r
, a n d

“ o n , , r e g u la t io n m e d i a t
-

e d b y t h e C er/ lox P 。w i t e h i雌
e x p er s s io n s y s t e m 15

on t r e v e sr ib le
.

t o r y e le m e n t s t h a t e a n m i n im iz e o r e lim i n a t e l e a
k y

t r a n s g e n e e x p r e s s i o n h a v e
b

e e n t e s t e d s u e e e ss f u l ly i n

v i t or
a n d /

o r i n v io
.

O n g o i n g im p r o v e m e n t s o f t h e

e x i s t i n g e o m Po n e n t s a n d t h e e o n t i n u o u s a dd it io n o f

n e w e o m p o n e n t s t o e x p a n d i t s r a n g e o f a p p l ie a
b i l i t y

w i l l m a k e t h e T e t r e g u
l
a t o r y s y s t e m s t i g h t

, v e r s a t i l e

a n d fl e x ib l e
.

P a r t ie u l a r a p p l ie a t io n s w il l i n e l u d e m o d
-

e li n g t h e e o m p le x r e g u la t o r y s e t u p s r e q u i r e d t o a n a -

ly z e so p h is t ie a t e d a n d m u lt if a e t o r i a l b io l眼 i e a l p r o e e s s -

e s i n d e v e l o pm e n t a n d d i s e a s e ,

co n s e q u e n t ly n o t o n ly

im p or
v i n g o u r u n d e sr t a n d in g o f l i v i n g o r g a n i s m s ,

b u t

a lso d e m o n s t r a t i n g so m e n o v e l a n d i n n o v a t i v e s t r a t e -

g i e s a n d a P Por
a e h e s t o t h e t r e a t m e n t of v a r io u s m a l

-

a d ie s
.
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