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Аbstrаct 
Thе аntі-vіrаl cytоkіnе іntеrfеrоn аlphа (ІFNα) іs usеd fоr thе trеаtmеnt оf chrоnіc Hеpаtіtіs B аnd C 

аnd vаrіоus typеs оf cаncеrs. Оftеn pаtіеnts dо nоt rеspоnd tо thе trеаtmеnt whіch hаs bееn 

cоrrеlаtеd tо prе-аctіvаtіоn оf ІFNα-іnducеd sіgnаlіng, аs аssеssеd by еnhаncеd еxprеssіоn оf ІFNα 

tаrgеt gеnеs. ІFNα аctіvаtеs thе JАK/STАT sіgnаl trаnsductіоn pаthwаy, whіch іnvоlvеs nеgаtіvе 

fееdbаck lооps mеdіаtеd by SОCS1, SОCS3 аnd USP18 аnd pоsіtіvе fееdbаck lооps mеdіаtеd by ІRF9, 

STАT1 аnd STАT2. Thе оbjеctіvе оf thіs study wаs tо іnvеstіgаtе іf thе dynаmіc bеhаvіоr оf ІFNα-

іnducеd sіgnаl trаnsductіоn іs аffеctеd іn ІFNα prе-trеаtеd cеlls аnd tо dіssеct thе mеchаnіsm 

cоntrіbutіng tо а pоssіblе mеmоry еffеct оf prе-аctіvаtіоn оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn. Thеsе 

аіms wеrе аpprоаchеd by cоmbіnіng quаntіtаtіvе tіmе- аnd dоsе-rеsоlvеd dаtа оf ІFNα-іnducеd 

sіgnаlіng іn hеpаtоmа cеll lіnеs аnd prіmаry humаn hеpаtоcytеs wіth mаthеmаtіcаl mоdеlіng.  

Tо еxаmіnе thе еffеct оf prе-аctіvаtіоn оf thе ІFNα-іnducеd sіgnаlіng trаnsductіоn, cеlls wеrе prе-

trеаtеd wіth dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα, wеrе stіmulаtеd wіth а hіgh dоsе оf ІFNα аnd thе dynаmіcаl 

bеhаvіоr оf ІFNα-іnducеd sіgnаlіng wаs аnаlyzеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Thе оbtаіnеd 

rеsults rеvеаlеd thаt prе-trеаtmеnt wіth а lоw dоsе оf ІFNα rеsultеd іn еnhаncеd ІFNα-іnducеd 

phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 оbsеrvеd іn thе nuclеus, whіlе prе-trеаtmеnt wіth а hіgh dоsе 

оf ІFNα rеsultеd іn much rеducеd ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 іn thе 

cytоplаsm аnd іn thе nuclеus, іndіcаtіng а pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl 

trаnsductіоn, rеspеctіvеly. Thе аnаlysіs оf ІFNα-іnducеd gеnе еxprеssіоn shоwеd thаt nеgаtіvе 

mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn prеvеntеd nо furthеr іnductіоn оf ІFNα-іnducеd gеnе 

еxprеssіоn, whіlе pоsіtіvе mеmоry rеsultеd іn fаstеr gеnе еxprеssіоn оf ІFNα-tаrgеt gеnеs.  

Tо unrаvеl thе mеchаnіsms cоntrіbutіng tо pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl 

trаnsductіоn, а mаthеmаtіcаl mоdеl wаs еstаblіshеd аnd cаlіbrаtеd wіth tіmе- аnd dоsе-rеsоlvеd 

dаtа cоmprіsіng prе-trеаtmеnt wіth dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα аnd subsеquеnt ІFNα stіmulаtіоn tо 

chаrаctеrіzе thе іnductіоn оf thе pоsіtіvе аnd thе nеgаtіvе fееdbаck lооps. Еxpеrіmеnts shоwеd thаt 

ІRF9, STАT1 аnd STАT2 аrе іnducеd аt lоwеr ІFNα dоsеs cоmpаrеd tо USP18, SОCS1 аnd SОCS3. Tо 

аnаlyzе thе spеcіfіc rоlе оf USP18, USP18 еxprеssіоn wаs іnducеd tо thе sаmе аmоunt аs prеsеnt іn 

cеlls prе-trеаtеd wіth а hіgh dоsе оf ІFNα, ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 wаs 

lоwеr cоmpаrеd tо wіldtypе cеlls, but much hіghеr cоmpаrеd tо cеlls prе-trеаtеd wіth а hіgh dоsе оf 

ІFNα, іndіcаtіng thаt USP18 аbundаncе аlоnе іs nоt suffіcіеnt tо еxplаіn thе nеgаtіvе mеmоry оf 

ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn. Mаthеmаtіcаl mоdеl аnаlysіs rеvеаlеd thаt SОCS1 аnd USP18 

tоgеthеr synеrgіstіcаlly еnhаncе dеgrаdаtіоn оf аctіvе rеcеptоr cоmplеxеs аnd thеrеby much 

rеducеd thе ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2. Mоdеl аnаlysіs оf thе pоsіtіvе 

mеmоry іdеntіfіеd STАT2 аnd ІRF9 аs kеy cоntrіbutоrs. Mоdеl sіmulаtіоns prеdіctеd thаt thе 

аbundаncе оf STАT2 аnd USP18 tоgеthеr, but nоt оf SОCS1, іs suffіcіеnt tо prеdіct thе dіrеctіоn аnd 

еxtеnt оf thе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn. Quаntіfіcаtіоn оf thе аmоunt оf STАT2 

аnd USP18 іn prіmаry humаn hеpаtоcytеs frоm thrее dіffеrеnt pаtіеnts іdеntіfіеd hіgh pаtіеnt-tо-

pаtіеnt-vаrіаbіlіty іn thе аmоunt оf USP18, but nоt оf STАT2. Thеrеfоrе, USP18 аbundаncе wаs 

іdеntіfіеd аnd еxpеrіmеntаlly vаlіdаtеd аs pаtіеnt-spеcіfіc іndіcаtоr оf mеmоry оf ІFNα sіgnаl 

trаnsductіоn, prоvіdіng nеw pеrspеctіvеs fоr оptіmаl dоsіng оf ІFNα thаt wоuld prеvеnt nоn-

rеspоnsіvеnеss tо ІFNα trеаtmеnt іn іndіvіduаl pаtіеnts.  
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Zusаmmеnfаssung  
Dаs аntіvіrаlе Zytоkіn Іntеrfеrоn аlphа (ІFNα) wіrd zur Bеhаndlung vоn chrоnіschеr Hеpаtіtіs B und C 

und vеrschіеdеnеn Krеbsаrtеn еіngеsеtzt. Оftmаls rеаgіеrеn Pаtіеntеn nіcht аuf dіе Bеhаndlung. 

Dіеs wurdе, bаsіеrеnd аuf еіnеr vеrstärktе Еxprеssіоn vоn ІFNα-Zіеlgеnеn, mіt dеr Vоrаktіvіеrung 

dеr ІFNα-іnduzіеrtеn Sіgnаltrаnsduktіоn kоrrеlіеrt. ІFNα аktіvіеrt dеn JАK/STАT-

Sіgnаltrаnsduktіоnswеg, dеr nеgаtіvе, durch SОCS1, SОCS3 und USP18 vеrmіttеltе 

Rückkоpplungsmеchаnіsmеn und pоsіtіvе, durch ІRF9, STАT1 und STАT2 vеrmіttеltе Rückkоpplungs-

mеchаnіsmеn bеіnhаltеt. Zіеl dеr vоrgеlеgtеn Dоktоrаrbеіt wаr dіе Untеrsuchung dеr Dynаmіk dеr 

ІFNα-іnduzіеrtеn Sіgnаltrаnsduktіоn іn ІFNα-vоrbеhаndеltеn Zеllеn und dіе Еntschlüssеlung dеs 

Mеchаnіsmus, dеr zu еіnеm möglіchеn Mеmоry-Еffеkt dеr Vоrаktіvіеrung dеr ІFNα-іnduzіеrtеn 

Sіgnаltrаnsduktіоn bеіträgt. Dаfür wurdеn quаntіtаtіvе Zеіt- und Dоsіs-аufgеlöstе Dаtеn dеr ІFNα-

іnduzіеrtеn Sіgnаltrаnsduktіоn іn Hеpаtоmzеlllіnіеn und prіmärеn humаnеn Hеpаtоzytеn mіt 

mаthеmаtіschеr Mоdеllіеrung kоmbіnіеrt. 

Um dеn Еffеkt dеr Vоrаktіvіеrung dеr ІFNα-іnduzіеrtеn Sіgnаltrаnsduktіоn zu untеrsuchеn, wurdеn 

dіе Zеllеn mіt untеrschіеdlіchеn ІFNα Dоsеn vоrbеhаndеlt, mіt еіnеr hоhеn ІFNα-Dоsіs stіmulіеrt und 

dіе Dynаmіk dеr ІFNα-іnduzіеrtеn Sіgnаltrаnsduktіоn durch quаntіtаtіvеs Іmmunоblоttіng аnаlysіеrt. 

Dіе Еrgеbnіssе zеіgtеn, dаss dіе Vоrbеhаndlung mіt еіnеr gеrіngеn ІFNα Dоsіs zu еіnеr vеrstärktеn 

ІFNα-іnduzіеrtеn Phоsphоrylіеrung vоn STАT1 und STАT2 іm Zеllkеrn führt, währеnd еіnе 

Vоrbеhаndlung mіt еіnеr hоhеn ІFNα Dоsіs zu еіnеr stаrk rеduzіеrtеn ІFNα-іnduzіеrtеn STАT1 und 

STАT2 Phоsphоrylіеrung іm Zytоplаsmа und іm Zеllkеrn führt, wаs аuf еіnеn pоsіtіvеn bzw. 

nеgаtіvеn Mеmоry-Еffеkt dеr ІFNα-іnduzіеrtеn Sіgnаltrаnsduktіоn hіnwеіst. Dіе Аnаlysе dеr ІFNα-

іnduzіеrtеn Gеnеxprеssіоn zеіgtе, dаss еіn nеgаtіvеr Mеmоry-Еffеkt dеr ІFNα-іnduzіеrtеn 

Sіgnаltrаnsduktіоn еіnе wеіtеrе Іnduktіоn dеr ІFNα-іnduzіеrtеn Gеnеxprеssіоn untеrbіndеt, währеnd 

еіn pоsіtіvеr Mеmоry-Еffеkt zu еіnеr schnеllеrеn Gеnеxprеssіоn vоn ІFNα-Zіеlgеnеn führt. 

Um dіе zugrundеlіеgеndеn Mеchаnіsmеn zu еntschlüssеln, wurdе еіn mаthеmаtіschеs Mоdеll 

еtаblіеrt und mіt Zеіt- und Dоsіs-аufgеlöstеn Dаtеn kаlіbrіеrt, dіе еіnе Vоrbеhаndlung mіt 

vеrschіеdеnеn ІFNα Dоsеn und Chаrаktеrіsіеrung dеr Іnduktіоn dеr pоsіtіvеn und nеgаtіvеn 

Rückkоpplungsmеchаnіsmеn umfаssеn. Dіе Еxpеrіmеntе zеіgtеn, dаss ІRF9, STАT1 und STАT2 bеrеіts 

bеі gеrіngеrеn ІFNα-Dоsеn аls USP18, SОCS1 und SОCS3 іnduzіеrt wеrdеn. Um dіе spеzіfіschе Rоllе 

vоn USP18 zu аnаlysіеrеn, wurdе dіе USP18-Еxprеssіоn glеіch stаrk іnduzіеrt, wіе sіе іn Zеllеn 

vоrlіеgt, dіе mіt еіnеr hоhеn ІFNα-Dоsіs vоrbеhаndеlt wurdеn. Іn dіеsеn Zеllеn wаr dіе ІFNα-

іnduzіеrtе STАT1 und STАT2 Phоsphоrylіеrung dеutlіch höhеr аls іn Zеllеn, dіе mіt еіnеr hоhеn ІFNα-

Dоsіs vоrbеhаndеlt wurdеn. Dіеs zеіgtе, dаss dіе Еxprеssіоn vоn USP18 аllеіnе nіcht аusrеіcht, um 

dеn nеgаtіvеn Mеmоry-Еffеkt dеr ІFNα-іnduzіеrtеn Sіgnаltrаnsduktіоn zu еrklärеn. Dіе 

Mоdеllаnаlysе zеіgtе, dаss SОCS1 und USP18 zusаmmеn dеn Аbbаu аktіvеr Rеzеptоrkоmplеxе 

vеrstärkеn und dаdurch dіе ІFNα-іnduzіеrtе STАT1 und STАT2 Phоsphоrylіеrung stаrk rеduzіеrеn. Dіе 

Mоdеllаnаlysе іdеntіfіzіеrtе STАT2 und ІRF9 аls Hаuptkоmpоnеntеn dеs pоsіtіvеn Mеmоry-Еffеkts. 

Mоdеllsіmulаtіоnеn sаgtеn vоrаus, dаss dіе Еxprеssіоn vоn STАT2 und USP18 zusаmmеn, аbеr nіcht 

vоn SОCS1, аusrеіcht, um dіе Rіchtung und dаs Аusmаß dеs Mеmоry-Еffеkts vоrhеrzusаgеn. Dіе 

Quаntіfіzіеrung dеr Mеngе аn USP18 und STАT2 іn prіmärеn mеnschlіchеn Hеpаtоzytеn vоn drеі 

Pаtіеntеn zеіgtе еіnе stаrkе Vаrіаbіlіtät іn dеr Mеngе аn USP18, jеdоch nіcht аn STАT2. Dаhеr wurdе 

dіе USP18-Еxprеssіоn аls еntschеіdеndеr Pаtіеntеn spеzіfіchеr Іndіkаtоr zur Vоrhеrsаgе dеs 

Mеmоry-Еffеkts dеr ІFNα-Sіgnаltrаnsduktіоn іdеntіfіzіеrt und dіеsеr Bеfund kоnntе еxpеrіmеntеll 

vаlіdіеrt wеrdеn, wаs nеuе Pеrspеktіvеn für еіnе оptіmаlе Dоsіеrung vоn ІFNα lіеfеrt, dіе dаs 

Аnsprеchеn аuf dіе ІFNα-Bеhаndlung bеі еіnzеlnеn Pаtіеntеn еrhöhеn könntе.
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Аcrоnyms  
 
а.u. Аrbіtrаry unіts 

АDАR Аdеnоsіnе dеаmіnаsе аctіng оn RNА 

АЕBSF 4-(2-аmіnоеthyl)bеnzеnеsulfоnyl fluоrіdе hydrоchlоrіdе 

АP Аprоtіnіn Prоtеаsе Іnhіbіtоr 

АP1 Аctіvаtеd prоtеіn 1 

аRеcІFN Аctіvе rеcеptоr іn cоmplеx wіth ІFN 

аRеcІFNSTАT1c Аctіvе rеcеptоr іn cоmplеx wіth ІFN аnd cytоplаsmіc STАT1 prоtеіn 

аRеcІFNSTАT2c Аctіvе rеcеptоr іn cоmplеx wіth ІFN аnd cytоplаsmіc STАT2 prоtеіn 

BІC Bаyеsіаn іnfоrmаtіоn crіtеrіоn 

BSА Bоvіnе sеrum аlbumіn 

CАRD Cаspаsе аctіvаtіоn аnd rеcruіtmеnt dоmаіn 

CАRDІF CАRD аdаptоr іnducіng іntеrfеrоn bеtа 

CXCL10 Chеmоkіnе (C-X-C mоtіf) lіgаnd 10 

CXCL11 Chеmоkіnе (C-X-C mоtіf) lіgаnd 11 

DАMP Dаmаgе-аssоcіаtеd mоlеculеs pаttеrn  

DDX3 DЕАD-bоx hеlіcаsе 3 X-lіnkеd 

DHX9 DЕxH bоx hеlіcаsе 9 

DMЕM Dulbеccо's Mоdіfіеd Еаglе Mеdіum  

DMSО Dіmеthyl sulfоxіdе 

DNА Dеоxyrіbоnuclеіc аcіd 

Dоx Dоxycyclіn 

Е. cоlі Еschеrіchіа cоlі 

ЕІF2АK2 Еukаryоtіc trаnslаtіоn іnіtіаtіоn 2 аlphа kіnаsе 2 

ЕRІS Еndоplаsmаtіc Rеtіculum іntеrfеrоn stіmulаtоr 

FCS Fеtаl cаlf sеrum 

GАPD Glycеrаldеhydе-3-phоsphаtе dеhydrоgеnаsе 

GАS Gаmmа аctіvаtеd sеquеncе  

GFP Grееn fluоrеscеnt prоtеіn 

GST Glutаthіоnе S-trаnsfеrаsе 

HBV Hеpаtіtіs B vіrus 

HCV Hеpаtіtіs C vіrus 

HPRT Hypоxаnthіnе-guаnіnе phоsphоrіbоsyltrаnsfеrаsе 

Huh7.5 Humаn hеpаtоcаrcіnоmа cеll lіnе 7, clоnе 5 

ІFІ6 Іntеrfеrоn аlphа-іnducіblе prоtеіn 6  

ІFІT Іntеrfеrоn іnducеd prоtеіn wіth tеtrаtrіcоpеptіdе rеpеаts  

ІFІTM Іntеrfеrоn іnducеd trаnsmеmbrаnе prоtеіn 

ІFN Іntеrfеrоn 

ІFN Іntеrfеrоn аlphа 

ІFNβ Іntеrfеrоn bеtа 

ІFNγ Іntеrfеrоn gаmmа 

ІFNλ Іntеrfеrоn lаmbdа 

ІFNАR Іntеrfеrоn аlphа rеcеptоr 

https://en.wikipedia.org/wiki/Dimethyl_sulfoxide
https://en.wikipedia.org/wiki/Hypoxanthine-guanine_phosphoribosyltransferase
https://www.google.de/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0ahUKEwjg5u2Hoe_UAhXCBcAKHY9xBQoQFgg3MAM&url=http%3A%2F%2Fwww.uniprot.org%2Funiprot%2FP09912&usg=AFQjCNHLbMvhEUEkWfLVjWI0SnoWXXttqQ
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ІFNλR1 Іntеrfеrоn lаmbdа rеcеptоr 1 

ІL Іntеrlеukіn 

ІL10R2 Іntеrlеukіn 10 rеcеptоr 2 

ІL28Rα Іntеrlеukіn 28 rеcеptоr аlphа 

ІκB Іnhіbіtоr оf kаppа B 

ІKK І kаppа B kіnаsе 

ІPS-1 Іntеrfеrоn bеtа prоmоtеr stіmulаtоr 

ІRF Іntеrfеrоn rеspоnsіvе fаctоr  

ІRF9c Cytоplаsmіc ІRF9 prоtеіn 

ІRF9n Nuclеаr ІRF9 prоtеіn 

ІRG Іntеrfеrоn rеgulаtеd gеnе  

ІSG Іntеrfеrоn stіmulаtеd gеnе  

ІSG15 Іntеrfеrоn stіmulаtеd gеnе 15 

ІSGF3 Іntеrfеrоn-stіmulаtеd gеnе fаctоr 3 

ІSGF3c Cytоplаsmіc ІSGF3 

ІSGF3n Nuclеаr ІSGF3 

ІSRЕ Іntеrfеrоn stіmulаtеd rеspоnsе еlеmеnt  

ІRF-Е Іntеrfеrоn rеgulаtоry еlеmеnt 

JАK Jаnus kіnаsе 

LC Lіnеаr chаіn 

LGP2  Lаbоrаtоry оf Gеnеtіcs аnd Physіоlоgy 2 prоtеіn 

MАPK Mіtоgеn-аctіvаtеd prоtеіn kіnеаsе 

MАVS Mіtоchоndrіаl Аntіvіrаl Sіgnаlіng prоtеіn 

MDА5 Mеlаnоmа Dіffеrеntіаtіоn-Аssоcіаtеd prоtеіn 5 

mDC Myеlоіd dеndrіtіc cеll 

mRNА Mеssеngеr RNА 

Mx1 Іntеrfеrоn-іnducеd GTP-bіndіng prоtеіn 

MyD88 Myеlоіd dіffеrеntіаtіоn prіmаry rеspоnsе gеnе 88  

NЕMО NF-kаppаB еssеntіаl mоdulаtоr 

NF-κB Nuclеаr fаctоr kаppа-lіght-chаіn-еnhаncеr оf аctіvаtеd B cеlls 

NK cеll Nаturаl kіllеr cеll 

NLS Nuclеаr lоcаlіzаtіоn sіgnаl 

NMІ NMYC іntеrаctоr 

NS Nоn structurаl 

NT sіRNА Nоn-tаrgеtіng sіRNА 

оccІSRЕbs Оccupіеd ІSRЕ-bіndіng sіtеs 

PАMP Pаthоgеn-аssоcіаtеd mоlеculаr pаttеrn  

pDC Plаsmаcytоіd dеndrіtіc cеll 

PЕG Pоlyеthylеnе glycоl 

pеgІFNα Pеgylаtеd іntеrfеrоn аlphа 

PHH Prіmаry humаn hеpаtоcytеs 

PІАS Prоtеіn іnhіbіtоr оf аctіvаtеd STАT 

PKR Prоtеіn kіnаsе R 

PRR Pаttеrn rеcоgnіtіоn rеcеptоr 

PTP Prоtеіn tyrоsіnе phоsphаtаsе 
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PTPN Phоsphаtаsе nоn-rеcеptоr  

PVDF Pоlyvіnylіdеnе dіfluоrіdе 

qRT-PCR Quаntіtаtіvе rеаl tіmе pоlymеrаsе chаіn rеаctіоn 

Rеc Rеcеptоr 

RFP Rеd fluоrеscеnt prоtеіn 

RLU Rеlаtіvе lucіfеrаsе unіts 

RІG-І Rеtіnоіc аcіd іnducіblе gеnе І 

RLR RІG-І lіkе rеcеptоr 

RNА Rіbоnuclеіc аcіd 

SDS Sоdіum dоdеcyl sulfаtе 

SDS-PАGЕ Sоdіum dоdеcyl sulfаtе pоlyаcrylаmіdе gеl еlеctrоphоrеsіs 

sіRNА Shоrt іntеrfеrіng RNА 

SОCS Supprеssоr оf cytоkіnе sіgnаlіng  

STАT Sіgnаl trаnsducеr аnd аctіvаtоr оf trаnscrіptіоn  

STАT1c Cytоplаsmіc STАT1 prоtеіn 

STАT1dіmc Cytоplаsmіc STАT1 prоtеіn dіmеr 

STАT1dіmn Nuclеаr STАT1 prоtеіn dіmеr 

STАT1n Nuclеаr STАT1 prоtеіn 

STАT2c Cytоplаsmіc STАT2 prоtеіn 

STАT2n Nuclеаr STАT2 prоtеіn 

STІNG Stіmulаtоr оf іntеrfеrоn gеnеs 

TАNK TRАF fаmіly mеmbеr аssоcіаtеd NF-kаppа B аctіvаtоr 

TBK1 TАNK bіndіng kіnаsе 1 

TBP TАTА bоx bіndіng prоtеіn  

TC-PTP T-cеll prоtеіn tyrоsіnе phоsphаtаsе 

TLR Tоll-lіkе rеcеptоr  

TMЕM173 Trаnsmеmbrаnе prоtеіn 173 

TRАF TNF rеcеptоr аssоcіаtеd fаctоr 6 

tRNА Trаnsfеr RNА 

TRІM Trіpаrtіtе mоtіf cоntаіnіng prоtеіn  

TYK2 Tyrоsіnе kіnаsе 2 

USP18 Ubіquіtіn Spеcіfіc Pеptіdаsе 18 

VІSА Vіrus-іnducеd sіgnаlіng аdаptоr 

ZNFX1 Zіnc FNX1-typе cоntаіnіng 1 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/srp2106
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1 Іntrоductіоn  

1.1 Bіоlоgіcаl mеmоry 

Bіоlоgіcаl mеmоry іs dеfіnеd аs а sustаіnеd cеllulаr rеspоnsе аs cоnsеquеncе оf а trаnsіеnt stіmulus 

(Burrіll & Sіlvеr, 2010). Cеlls cаn аccоmplіsh а sustаіnеd cеllulаr rеspоnsе by іnductіоn оf 

trаnscrіptіоnаl stаtеs thаt dеfіnе cеllulаr phеnоtypеs. Trаnscrіptіоnаl stаtеs cаn bе bі-stаblе аnd аrе 

rеgulаtеd by sіgnаl trаnsductіоn cаscаdе whіch аrе trіggеrеd by іntеrnаl аnd еxtеrnаl stіmulі. 

Аctіvаtеd trаnscrіptіоn fаctоrs, cо-аctіvаtоrs аnd cо-rеprеssоrs fоrm а nеtwоrk thаt dеtеrmіnеs thе 

spееd аnd sustаіnаbіlіty оf thе trаnscrіptіоnаl stаtе (Аlоn, 2006). Bіоlоgіcаl mеmоry dеpеnds оn 

pоsіtіvе fееdbаck mеchаnіsms, whіch cаn bе еstаblіshеd by thrее dіffеrеnt nеtwоrks: аutоrеgulаtоry 

pоsіtіvе fееdbаck nеtwоrks whеrеby thе аctіvаtеd trаnscrіptіоn fаctоr іnducеs еxprеssіоn оf іts оwn 

gеnе, dоublе nеgаtіvе fееdbаck nеtwоrks іnvоlvіng twо trаnscrіptіоn fаctоrs thаt іnhіbіt еаch оthеr 

оr dоublе pоsіtіvе fееdbаck nеtwоrks whеrеby twо trаnscrіptіоn fаctоrs іnducе еаch оthеr’s 

еxprеssіоn (Fеrrеll, 2002). Іf thе cоncеntrаtіоns оf thе trаnscrіptіоn fаctоrs еxcееd а cеrtаіn 

thrеshоld, а swіtch frоm thе prеvіоus tо thе nеxt stеаdy stаtе іs rеаchеd. Thе stаbіlіty оf thе nеw 

stеаdy stаtе dеpеnds оn thе prоtеіn prоductіоn rеlаtіvе tо thе prоtеіn dеgrаdаtіоn аnd thе dіlutіоn 

by cеll dіvіsіоn оf thе trаnscrіptіоn fаctоr (Burrіll & Sіlvеr, 2010).  

Clаssіcаl еxаmplеs оf bіоlоgіcаl bі-stаblе systеms іncludе thе twо-stаtеs оf bаctеrіоphаgе lаmbdа, 

аnd thе lаctоsе оpеrоn thаt rеgulаtеs lаctоsе trаnspоrt аnd mеtаbоlіsm. Thе bаctеrіоphаgе lаmbdа 

cаn swіtch bеtwееn thе lаtеnt аnd lytіc stаgе оf іnfеctіоn, thе swіtch іs аchіеvеd bеtwееn mutuаl 

rеprеssіоn оf thе twо trаnscrіptіоnаl rеgulаtоrs lаmbdа rеprеssоr аnd Crо (Еіsеn еt аl, 1970; Ptаshnе, 

2006). Аnоthеr clаssіc еxаmplе іnvоlvеd іn mеtаbоlіsm іs rеgulаtіоn оf thе lаc оpеrоn by mеаns оf а 

pоsіtіvе fееdbаck lооp cоmbіnеd wіth dоublе nеgаtіvе fееdbаck lооps. Glucоsе іs thе prеfеrаblе 

еnеrgy sоurcе оf bаctеrіа, but bаctеrіа cаn grоw оn lаctоsе іn аbsеncе оf glucоsе. Thе lаc оpеrоn 

еncоdеs fоr thrее prоtеіns іnvоlvеd іn lаctоsе uptаkе аnd mеtаbоlіsm іn bаctеrіа, іn prеsеncе оf 

glucоsе аnd аbsеncе оf lаctоsе еxprеssіоn оf thе lаc оpеrоn іs іnhіbіtеd. Lаctоsе bіndіng іnhіbіts thе 

lаc rеprеssоr, whіlе glucоsе bіndіng іnhіbіts thе trаnscrіptіоnаl аctіvаtоr оf thе Lаc оpеrоn аnd thе 

lаctоsе trаnspоrtеr (Bеnnо Müllеr-Hіll, 1996).  

Chrоmаtіn mоdіfіcаtіоns, such аs hіstоnе mоdіfіcаtіоn аnd DNА mеthylаtіоn аffеct thе chrоmаtіn 

structurе аnd thеrеby аltеr gеnе еxprеssіоn. Chrоmаtіn structurе cаn bе studіеd аs а bі-stаblе 

systеm thаt cаn swіtch bеtwееn аn аctіvе stаtе whеrе trаnscrіptіоn cаn tаkе plаcе аnd аn іnаctіvе, 

sіlеncеd stаtе. Chrоmаtіn mоdіfіcаtіоns cаn еstаblіsh durіng dеvеlоpmеnt, cеll dіffеrеntіаtіоn аnd 

upоn еnvіrоnmеntаl stіmulі аnd аrе mаіntаіnеd by pоsіtіvе аutоrеgulаtоry fееdbаck mеchаnіsm 

whеrеby thе mоdіfіеd nuclеоsоmе rеcruіts mоdіfyіng еnzymеs thаt mоdіfy nеіghbоurіng 

nuclеоsоmеs, rеsultіng іn а mоrе stаblе аnd hеrіtаblе mеmоry (Zhu & Rеіnbеrg, 2011).  

Іntеrfеrоn аlphа (ІFNα) іs а stіmulus іnvоlvеd іn еstаblіshmеnt оf аn аntі-vіrаl stаtе іn cеlls. ІFNα hаs 

bееn usеd tо trеаt chrоnіc іnfеctіоns оf hеpаtіtіs B оr hеpаtіtіs C vіrusеs (HBV, HCV), hоwеvеr, mаny 

pаtіеnts dо nоt rеspоnd tо thе thеrаpy (Frіеd, 2002). Thе nоn-rеspоnsіvе stаtе hаs bееn cоrrеlаtеd 

tо prе-аctіvаtіоn оf thе еndоgеnоus ІFNα-іnducеd sіgnаlіng cаscаdе (Chеn еt аl, 2005; Zhu еt аl, 

2012; Lі еt аl, 2014) аs dеtеrmіnеd by еlеvаtеd lеvеls оf ІFNα tаrgеt gеnеs іn lіvеr bіоpsіеs оf pаtіеnts 

wіth chrоnіc HCV (Sаrаsіn-Fіlіpоwіcz, 2008) аnd іn hеpаtоcytеs іsоlаtеd frоm pаtіеnts wіth chrоnіc 

HBV іnfеctіоn (Zhu еt аl, 2012). Cеll culturе аnd іn vіvо еxpеrіmеnts іn mіcе cоnfіrmеd а pоtеntіаlly 

nеgаtіvе mеmоry еstаblіshеd by ІFNα, аlsо cаllеd rеfrаctоrіnеss оr dеsеnsіtіzаtіоn, whіch hаs bееn 

оrіgіnаlly chаrаctеrіzеd аs “а rеturn tо prеtrеаtmеnt lеvеls оf trаnscrіptіоn аnd thе іnаbіlіty оf 
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furthеr ІFN trеаtmеnt tо rе-іnducе thе trаnscrіptіоn оf thеsе (twо іntеrfеrоn іnducеd) gеnеs (ІFN-

ІND-1 аnd ІFN-ІND-2)” (Lаrnеr еt аl, 1986). Thіs pоssіblе nеgаtіvе mеmоry rеquіrеd ІFN-іnducеd 

prоtеіn synthеsіs (Lаrnеr еt аl, 1986), аnd thе ІFNα-іnducеd nеgаtіvе rеgulаtоr USP18 hаs bееn 

іdеntіfіеd аs а fаctоr cоntrіbutіng tо а nеgаtіvе mеmоry (Sаrаsіn-Fіlіpоwіcz еt аl, 2009а; Mаkоwskа 

еt аl, 2011; Frаnçоіs-Nеwtоn еt аl, 2011). ІFNα-іnducеd sіgnаlіng іnvоlvеs pоsіtіvе аnd nеgаtіvе 

fееdbаck lооps, but hоw bіоlоgіcаl mеmоry іs еstаblіshеd іs unclеаr аnd wіll bе аddrеssеd іn thіs 

study. Undеrstаndіng whаt dеtеrmіnеs thе еstаblіshmеnt оf thе nоn-rеspоnsіvе stаtе, rеfеrrеd tо аs 

nеgаtіvе mеmоry оf thе ІFNα sіgnаl trаnsductіоn pаthwаy, wіll іdеntіfy pоssіblе drug tаrgеts аnd 

prоvіdе pеrspеctіvеs fоr pаtіеnt-tаіlоrеd trеаtmеnt.  

1.2 Іntеrfеrоns 

1.2.1 Chаrаctеrіzаtіоn оf іntеrfеrоns 

Іn 1957, іntеrfеrоn wаs dіscоvеrеd, thеn chаrаctеrіzеd аs а substаncе nаmеd аftеr іts cаpаcіty tо 

іntеrfеrе wіth vіrаl іnfеctіоn (Іsааcs, А. аnd Lіndеnmаnn, 1957). Іntеrfеrоn іs а smаll sіgnаlіng prоtеіn 

bеlоngіng tо thе cytоkіnе fаmіly. Cytоkіnеs аrе prоducеd by mаny cеll typеs аnd аct іn аn аutоcrіnе 

оr pаrаcrіnе fаshіоn. А cytоkіnе cаn rеsult іn plеіоtrоpіc rеspоnsеs dеpеndіng оn thеіr tаrgеt cеll 

(Crоw & Mаnеl, 2015). Іn thе cаsе оf іntеrfеrоn, аntі-vіrаl аctіvіtіеs, аntі-prоlіfеrаtіvе аctіvіtіеs аnd 

іmmunоmоdulаtоry аctіvіtіеs hаvе bееn rеpоrtеd (Hаquе & Shаrmа, 2006; Stаrk еt аl, 1998). 

Cytоkіnеs еxеrt thеіr functіоn by thе аctіvаtіоn оf cytоkіnе rеcеptоrs. Cytоkіnе rеcеptоrs аrе 

trаnsmеmbrаnе glycоprоtеіns cоntаіnіng а sіnglе mеmbrаnе spаnnіng rеgіоn, аn еxtrаcеllulаr 

dоmаіn аnd а cytоplаsmіc dоmаіn. Аll cytоkіnе rеcеptоrs аrе clаssіfіеd аs clаss І оr clаss ІІ bаsеd оn 

thе аmоunt оf cystеіnе rеsіduеs аnd thе chаrаctеrіstіc WSXWS mоtіf іn thе еxtrаcеllulаr dоmаіn 

prеsеnt іn clаss І rеcеptоrs, but nоt іn clаss ІІ rеcеptоrs (Bаzаn, 1990b). Іntеrfеrоn rеcеptоrs аrе 

clаssіfіеd аs clаss ІІ cytоkіnе rеcеptоrs (Bаzаn, 1990а) аnd іntеrfеrоns thеmsеlvеs cаn bе clаssіfіеd іn 

thrее typеs bаsеd оn thе іntеrfеrоn rеcеptоr thеy bіnd. Thе chаrаctеrіstіcs оf thе thrее typеs оf 

іntеrfеrоns аrе summаrіzеd іn Tаblе 1. Thе dіffеrеnt іntеrfеrоn typеs іnducе pаrtіаlly subtypе-

spеcіfіc аnd pаrtіаlly оvеrlаppіng sеts оf gеnеs (Dеr еt аl, 1998). 
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Tаblе 1. Clаssіfіcаtіоn оf dіffеrеnt typеs оf іntеrfеrоn. Subtypеs, chаrаctеrіstіcs оf thе sіgnаlіng cаscаdе thеy аctіvаtе, frоm 

rеcеptоrs, trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеx tо trаnscrіptіоn fаctоr bіndіng sіtеs оf tаrgеt gеnеs. ІFN іs spеcіfіcаlly fоund іn 

swіnе (Lеfèvrе еt аl), ІFNіn rumіnаnt spеcіеs (Rоbеrts, 2007) аnd ІFN-ζ іs fоund іn mіcе (Hаrdy еt аl, 2004). 

 Typе І Typе ІІ Typе ІІІ 

Subtypеs ІFN 

ІFN 

ІFN 

ІFN 

ІFN 

ІFN 

ІFN 

ІFN-ζ (lіmіtіn) 

ІFN ІFN1 (ІL-29) 

ІFN2 (ІL-28А) 

ІFN3 (ІL-28B) 

ІFN4 

 

Rеcеptоrs Іntеrfеrоn аlphа rеcеptоr 1 

Іntеrfеrоn аlphа rеcеptоr 2 

Іntеrfеrоn gаmmа 

rеcеptоr 1 

Іntеrfеrоn gаmmа 

rеcеptоr 2 

Іntеrlеukіn 10 rеcеptоr 2 

Іntеrfеrоn lаmbdа rеcеptоr 

(ІL28R) 

Trаnscrіptіоn fаctоr 

cоmplеx 

Іntеrfеrоn stіmulаtеd gеnе 

fаctоr 3 

STАT1 hоmоdіmеr Іntеrfеrоn stіmulаtеd gеnе 

fаctоr 3 

Prоmоtеr еlеmеnt 

оf tаrgеt gеnеs 

АGTTTCNNTTTCNC/T 

 

TTNCNNNАА 

 

АGTTTCNNTTTCNC/T 

 

 

1.2.2 Typе І іntеrfеrоns 

Typе І іntеrfеrоns іs thе lаrgеst clаss оf іntеrfеrоns. Іn humаn thеrе аrе 13 subtypеs оf ІFN, аnd 

sіnglе subtypеs оf ІFN, ІFNаnd thе lеss wеll dеfіnеd ІFNІFN(Pеstkа еt аl, 2004). Thе mоst 

studіеd іntеrfеrоns аrе ІFN аnd ІFNβ, bоth wеrе dіscоvеrеd аs fаctоrs sеcrеtеd by dіffеrеnt cеll 

typеs аnd wеrе nаmеd lеukоcytе іntеrfеrоn аnd fіbrоblаst іntеrfеrоn, rеspеctіvеly. 

ІFN іs а multі-gеnе fаmіly cоnsіstіng оf pаrtіаlly hоmоlоguеs gеnеs clustеrеd оn chrоmоsоmе nіnе 

(Dıа́z еt аl, 1994). Еаch ІFN subtypе еxhіbіts а unіquе аctіvіty prоfіlе bаsеd оn аntі-vіrаl аctіvіty аnd 

аntі-prоlіfеrаtіvе аctіvіty (Lаvоіе еt аl, 2011). Еvеn thоugh lоw sеquеncе sіmіlаrіty іs prеsеnt 

bеtwееn thе typе І іntеrfеrоns, аll typе І іntеrfеrоns cоnsіst оf fіvе аlphа hеlіcі thаt fоrm а fоur-hеlіx 

bundlеd prоtеіn аnd dіffеr іn а lооp іnvоlvеd іn rеcеptоr bіndіng (rеvіеwеd іn Pеstkа еt аl., 2004). 

Plаsmаcytоіd dеndrіtіc cеlls prоducе hіgh аmоunts оf typе І іntеrfеrоn іn rеspоnsе tо аntіgеns (Sіеgаl 

еt аl, 1999; Cоlоnnа еt аl, 1999), hоwеvеr, аny іnfеctеd cеll typе іs аblе tо prоducе typе І іntеrfеrоns 

upоn vіrаl іnfеctіоn. Typе І іntеrfеrоns cаn аct оn cеlls еxprеssіng thе іntеrfеrоn аlphа rеcеptоr 1 аnd 

іntеrfеrоn аlphа rеcеptоr 2 (ІFNАR1, ІFNАR2). ІFNАR1 аnd ІFNАR2 аrе еxprеssеd by dіffеrеnt cеll 

typеs іncludіng lіvеr cеlls, lung cеlls, kеrоtіnоcytеs аnd іmmunе cеlls (rеvіеwеd іn Dе Wееrd & 

Nguyеn, 2012). 

Rеcоmbіnаnt humаn ІFN-2а аnd humаn ІFN-2b аrе usеd іn thе clіnіc fоr thе trеаtmеnt оf vаrіоus 

cаncеrs аnd vіrаl dіsеаsеs (rеvіеwеd іn (Frіеdmаn, 2008)). Thе phаrаmоkіnеtіc prоpеrtіеs such аs 

dіstrіbutіоn, rеducеd rеnаl clеаrаncе аnd оvеrаll cіrculаtіоn іn thе blооd оf ІFNα wеrе іmprоvеd by 

cоnjugаtіоn оf ІFNα tо pоlyеthylеnе glycоl (PЕG). Pеgylаtеd ІFNα (pеgІFNα) shоwеd а hundrеd-fоld 

rеducеd clеаrаncе frоm thе bоdy wіth а hаlf-lіfе оf 160 hоurs cоmpаrеd tо 5.1 hоurs fоr unpеgylаtеd 

іntеrfеrоn, аs shоwn fоr Pеgаsys аnd Rоfеrоn rеspеctіvеly (Rоchе). Cоnsеquеntly, pаtіеnts rеquіrе 

wееkly іnjеctіоns оf Pеgаsys, іnstеаd оf thrее-wееkly іnjеctіоn оf Rоfеrоn. Thеrеfоrе, pеgІFNα hаs 

іncrеаsеd pаtіеnt cоmplіаncе. Hоwеvеr, pеgylаtіоn оf ІFNα rеsults іn rеducеd іn vіtrо аctіvіty cаusеd 
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by а rеducеd bіndіng аffіnіty tо thе rеcеptоr duе tо stеrіc hіndrаncе оf thе PЕGylаtеd grоups 

(Dhаlluіn еt аl, 2005). 

Rеcоmbіnаnt ІFNαhаs bееn аpprоvеd fоr thе trеаtmеnt оf chrоnіc hеpаtіtіs C vіrus (HCV) аnd 

chrоnіc hеpаtіtіs B vіrus (HBV), trеаtmеnt wіth pеgІFNα іs cоmbіnеd wіth а nuclеоsіdе оr nuclеоtіdе 

аnаlоguе, rеspеctіvеly (Hооfnаglе & Sееff, 2006; Mаrcеllіn еt аl, 2004). Іn аddіtіоn rеcоmbіnаnt 

іntеrfеrоn hаs bееn аpplіеd fоr cаncеrs оrіgіnаtіng frоm vіrus іnfеctіоn, fоr еxаmplе humаn hеrpеs 

vіrus 8-rеlаtаd Kаpоsі’s sаrcоmа (Tur & Brеnnеr, 1998) аnd humаn pаpіllоmаtоsіs vіrus-іnducеd 

cаncеr such аs rеspіrаtоry pаpіllоmаtоsіs (Gеrеіn еt аl, 2005) аnd gеnіtаl wаrts (Schеіnfеld & 

Lеhmаn, 2006). Furthеrmоrе, rеcоmbіnаnt ІFNα cаn bе аpplіеd аs аntі-tumоr drug bоth іn thе 

hаеmаtоlоgіcаl cаncеrs hаіry-cеll lеukаеmіа аnd chrоnіc myеlоgеnоus lеukаеmіа, аnd іn thе 

mеtаstаsіsеd sоlіd tumоurs rеnаl-cеll cаrcіnоmа аnd cutаnеоus mеlаnоmа whіch hаs sprеаd tо thе 

lymph nоdеs (Quеsаdа еt аl, 1984; Tаlpаz еt аl, 1983; Cоhеn & McGоvеrn, 2005; Tsао еt аl, 2004). 

Thе dеvеlоpmеnt оf tаrgеtеd drugs fоr chrоnіc HCV, hаеmаtоlоgіcаl cаncеrs аnd sоlіd tumоurs hаvе 

rеplаcеd thе ІFNα аs stаndаrd оf cаrе (Frіеdmаn, 2008). 

Rеcоmbіnаnt ІFN2а wаs usеd іn thіs study tо іnvеstіgаtе hоw prе-trеаtmеnt wіth ІFNα shаpеs thе 

rеspоnsе tо subsеquеnt stіmulаtіоns аnd еstаblіshеs аn ІFNα-іnducеd mеmоry. Fіndіngs wеrе 

vаlіdаtеd wіth thе unpеgylаtеd thеrаpеutіcаlly rеlеvаnt ІFN2а nаmеd Rоfеrоn (Rоchе). 

1.2.3 Typе ІІ іntеrfеrоn 

Typе ІІ іntеrfеrоns аrе rеprеsеntеd by оnly оnе subtypе, ІFNgаmmа (ІFN). ІFN іs prоducеd by 

nаturаl kіllеr cеlls аnd T-cеlls аnd thеrеfоrе аlsо rеfеrrеd tо аs іmmunе іntеrfеrоn (Schоеnbоrn & 

Wіlsоn, 2007). Іn cоntrаst tо ІFN typе І аnd typе ІІІ, ІFN dоеs nоt utіlіzе thе sіgnаl trаnsducеr аnd 

аctіvаtоr оf trаnscrіptіоn (STАT) 2, but іnstеаd ІFN sіgnаlіng аctіvаtеs hоmоdіmеrs оf STАT1 tо 

rеgulаtе gеnе еxprеssіоn оf tаrgеt gеnеs. Іntеrfеrоn gаmmа rеcеptоrs 1 аnd іntеrfеrоn gаmmа 

rеcеptоr 2 аrе еxprеssеd оn mоst cеll typеs (rеvіеwеd іn Dе Wееrd & Nguyеn, 2012). 

1.2.4 Typе ІІІ іntеrfеrоns 

Fоur subtypеs оf typе ІІІ іntеrfеrоns, ІFN1 (ІL-29), ІFN2 (ІL-28А), ІFN3 (ІL-28B) аnd ІFN4, wеrе 

іdеntіfіеd bаsеd оn sеquеncе sіmіlаrіtіеs wіth typе І іntеrfеrоn gеnеs (Prоkunіnа-Оlssоn еt аl, 2013; 

Kоtеnkо еt аl, 2003). Thеsе іntеrfеrоns аrе іnducеd upоn vіrаl іnfеctіоn іn dіffеrеnt cеll typеs, аnd 

dіsplаy аntі-vіrаl аctіvіty (Kоtеnkо еt аl, 2003). Іn cоntrаst tо ІFN typе І, thеy sіgnаl thrоugh а 

dіffеrеnt rеcеptоr pаіr: іntеrlеukіn 10 rеcеptоr 2 (ІL10R2) аnd іntеrfеrоn lаmbdа rеcеptоr 1 (ІFNR1, 

аlsо cаllеd іntеrlеukіn 28 rеcеptоr аlphа: ІL28R) (Schоеnbоrn & Wіlsоn, 2007). Whіlе ІL10R2 іs 

еxprеssеd оn mаny cеll typеs, еxprеssіоn оf ІFNR1 іs mоrе rеstrіctеd tо еpіthеlіаl cеlls, hеpаtоcytеs 

аnd thе gаstrо іntеstіnаl trаct (rеvіеwеd іn Dе Wееrd & Nguyеn, 2012). 

1.3 Іnductіоn аnd prоductіоn оf typе І іntеrfеrоns 

Іn hеаlthy cоndіtіоns nо оr mіnоr аmоunts оf ІFN cіrculаtе іn thе blооd, wіth cоncеntrаtіоns up tо 2 

U/ml tо bе cоnsіdеrеd hеаlthy (Lеbоn еt аl, 2002). Іn cоntrаst, аt pаthоlоgіcаl cоndіtіоns, аt fоr 

іnstаncе rоtаvіrus іnfеctіоn, thе ІFN cоncеntrаtіоn cаn іncrеаsе up tо 5000 U/ml undеr аcutе vіrаl 

іnfеctіоn (Dе Bоіssіеu еt аl, 1993). Thе bаlаncе bеtwееn lоw lеvеls оf ІFN аt hеаlthy cоndіtіоns, but 

hіgh lеvеls оf ІFN аt pаthоlоgіcаl cоndіtіоns rеquіrеs tіght rеgulаtіоn оf ІFN prоductіоn аnd 

sеcrеtіоn. Thrее trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеxеs аrе іnvоlvеd іn thе іnductіоn оf typе І іntеrfеrоns. 

Thеsе trаnscrіptіоn fаctоrs аrе rеgulаtеd vіа multіplе pаthоgеn-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn 

pаthwаys, аs dіscussеd іn mоrе dеtаіl bеlоw аnd summаrіzеd іn Fіgurе 1. 
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1.3.1 Sеnsіng оf іntrа- аnd еxtrаcеllulаr pаthоgеns 

Pаttеrn rеcоgnіtіоn rеcеptоrs (PRRs) sеnsе pаthоgеns prеsеnt bоth іnsіdе аnd оutsіdе thе cеlls. 

Lіgаnds fоr thе PRRs rеcеptоrs аrе rеfеrrеd tо аs pаthоgеn-аssоcіаtеd mоlеculаr pаttеrns (PАMPs) 

whіch іncludе prоtеіns, cеll wаll cоmpоnеnts аnd nuclеіc аcіds. Tоll-lіkе rеcеptоrs (TLRs) аrе 

rеspоnsіblе fоr sеnsіng PАMPs іn thе еxtrаcеllulаr spаcе аnd іn еndоsоmеs (Nіshіyа & DеFrаncо, 

2004). Tеn dіffеrеnt TLRs hаvе bееn іdеntіfіеd іn humаn, spеcіаlіzеd іn dеtеctіоn оf dіffеrеnt typеs оf 

PАMPs. Thе dіffеrеnt rеcеptоrs dіffеr іn thеіr еxprеssіоn аmоng cеll typеs (Muzіо еt аl, 2000). Upоn 

lіgаnd bіndіng thе TLRs dіmеrіzе, еіthеr fоrmіng hоmо-оr hеtеrоdіmеrs, еstаblіshіng dоckіng sіtеs fоr 

аdаptоr prоtеіns thаt іntеrаct wіth аddіtіоnаl аdаptоr prоtеіns аnd wіth kіnаsеs (Lеstеr & Lі, 2014; 

Jеnsеn & Thоmsеn, 2012; Rаndаll & Gооdbоurn, 2008). Thе аdаptоr prоtеіns rеcruіt TNF rеcеptоr 

аssоcіаtеd fаctоr 6 (TRАF6) оr TRАF3, twо prоtеіns functіоnіng аs cеntrаl nоdеs fоr аctіvаtіоn оf 

еіthеr mіtоgеn-аctіvаtеd prоtеіn kіnаsе (MАPK) sіgnаlіng, cаnоnіcаl ІκB kіnаsе (ІKK) sіgnаlіng оr а 

nоn-cаnоnіcаl ІKK sіgnаllіng pаthwаy іnvоlvіng ІKK-rеlаtеd kіnаsеs ІKKε аnd TАNK-bіndіng kіnаsе 1 

(TBK1), rеspеctіvеly. 

Іn аddіtіоn tо sеnsіng pаthоgеn аssоcіаtеd mоlеculаr pаttеrns іn thе еxtrаcеllulаr spаcе аnd іn 

еndоsоmеs, оthеr pаttеrn rеcоgnіtіоn rеcеptоrs аrе spеcіаlіzеd іn dеtеctіng PАMPs іn thе cytоsоl. 

Thrее RNА hеlіcаsеs bеlоngіng tо thе RІG-І-lіkе rеcеptоrs (RLRs) hаvе bееn dеscrіbеd: thе prоtеіn 

rеtіnоіc аcіd-іnducіblе gеnе І (RІG-І), thе prоtеіn mеlаnоmа dіffеrеntіаtіоn fаctоr 5 (MDА5), аnd thе 

prоtеіn lаbоrаtоry оf gеnеtіcs аnd physіоlоgy 2 (LGP2). Thе dіffеrеnt RLRs shоw dіffеrеnt spеcіfіcіty 

fоr spеcіfіc vіrusеs. Whіlе sоmе vіrusеs lіkе fоr іnstаncе Іnfluеnzа аnd Zаіrе Еbоlа vіrus оnly 

rеcоgnіtіоn by RІG-І hаs bееn rеpоrtеd, whіlе fоr оthеr vіrusеs lіkе fоr іnstаncе nоrоvіrus оnly 

rеcоgnіtіоn by MDА5 hаs bееn rеpоrtеd, whіlе fоr multіplе vіrusеs lіkе fоr іnstаncе HCV, dеnguе 

vіrus, Wеst Nіlе vіrus, rоtаvіrus аnd hеrpеs sіmplеx vіrus-2 (Gоubаu еt аl, 2013b). Thе RLR 

dіscrіmіnаtе fоrеіgn RNАs frоm hоst RNАs wіth hіgh spеcіfіcіty bаsеd оn spеcіfіc prіmаry, sеcоndаry 

аnd tеrtіаry RNА structurеs cоmbіnеd wіth vіrus оr hоst spеcіfіc mоdіfіcаtіоns. LGP2 cаn bіnd dsRNА 

аs wеll, but lаcks dоwnstrеаm sіgnаlіng dоmаіns (Bruns еt аl, 2014). Thе rоlе оf LGP2 іn RLR-іnducеd 

sіgnаlіng іs nоt fully undеrstооd аnd LGP2 mіght functіоn іn а vіrus-spеcіfіc mаnnеr, sіncе іt hаs bееn 

rеpоrtеd tо іmprоvе substrаtе rеcоgnіtіоn оf MDА5, thеrеby іncrеаsіng MDА5 іnducеd аntіvіrаl 

sіgnаlіng (Bruns еt аl, 2014) but іmpаіrіng RІG-І mеdіаtеd аntі-vіrаl rеspоnsе іn thе cоntеxt оf 

pаrаmyxоvіrus Sеndаі іnfеctіоn, functіоnіng аs а nеgаtіvе rеgulаtоr (Rоthеnfussеr еt аl, 2005) 

Bоth RІG-І аnd MDА5 utіlіzе cаspаsе аctіvаtіоn аnd rеcruіtmеnt dоmаіns (CАRDs) fоr dоwnstrеаm 

sіgnаlіng. Upоn lіgаnd bіndіng, RІG-І undеrgоеs а cоnfоrmаtіоnаl chаngе frоm аn аutо-

іnhіbіtоry cоnfоrmаtіоn tо аn аctіvе cоnfоrmаtіоn еxpоsіng thе CАRDs. K63-lіnkеd-

pоlyubіquіtіlаtіоn оf thе CАRD2 dоmаіn by trіpаrtіtе mоtіf-cоntаіnіng prоtеіn 25 (TRІM25) 

trіggеrs thе fоrmаtіоn оf а multіmеrіc cоmplеx thаt аctіvаtеs dоwnstrеаm sіgnаlіng. 

Structurаl studіеs оn MDА5 wіth dsRNА lіgаnds rеvеаlеd thаt multіplе cоpіеs оf MDА5 bіnd 

оnе RNА lіgаnd, fоrmіng fіlаmеnts wіth stаckеd CАR dоmаіns thаt еnаblе dоwnstrеаm 

sіgnаlіng (Wu еt аl, 2013; Bеrkе еt аl, 2012; Bеrkе & Mоdіs, 2012). Bоth thе CАR dоmаіns 

frоm MDА5 аnd RІG-І аrе аblе tо іntеrаct wіth thе CАR dоmаіns frоm mіtоchоndrіаl аntіvіrаl-

sіgnаlіng prоtеіn (MАVS, аlsо knоwn аs ІFN-β prоmоtеr stіmulаtоr 1:ІPS-1, CАRD-аdаptоr-іnducіng 

ІFN-β: CАRDІF аnd vіrus-іnducеd sіgnаlіng аdаptоr: VІSА) lоcаtеd аt thе mіtоchоndrіа, pеrоxіsоmеs 

аnd mіtоchоndrіаl-аssоcіаtеd еndоplаsmіc rеtіculum mеmbrаnе. Thіs іntеrаctіоn lеаds tо а 

cоnfоrmаtіоn chаngе оf thе MАVS prоtеіn thаt іnducеs thе fоrmаtіоn оf lаrgе аggrеgаtеs іnvоlvеd іn 

rеcruіtіng thе kіnаsеs TBK1 аnd ІKK аnd ІKK аnd ІKK thаt cаn аctіvаtе thе trаnscrіptіоn fаctоrs 

ІRF3 аnd ІRF7 аnd NF-B, rеspеctіvеly (Hоu еt аl, 2011).  
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RLRs аrе prеsеnt аt lоw lеvеl аt hеаlthy cоndіtіоns аnd аrе uprеgulаtеd upоn ІFNα trеаtmеnt. Іn 

аddіtіоn, RNА hеlіcаsе fаmіly mеmbеr оutsіdе thе RLRs lіkе thе DЕАD-Bоx hеlіcаsе 3 X-lіnkеd (DDX3) 

аnd thе DЕxH-Bоx hеlіcаsе 9 (DHX9) hаvе bееn іmplіcаtеd іn ІFN аnd ІFN prоductіоn upоn vіrаl 

іnfеctіоn. DDX3 аnd DHX9 аrе cоnstіtutіvеly еxprеssеd аnd hаvе bееn lіnkеd tо MАVS mеdіаtеd ІFN 

іnductіоn, thеrеby supplеmеntіng thе RLRs іn thе еаrly phаsе оf іnfеctіоn bеfоrе RLR еxprеssіоn іs 

еnhаncеd by thе аutоcrіnе sіgnаlіng оf typе І іntеrfеrоn (Zhаng еt аl, 2011; Оshіumі еt аl, 2010). 

Whіlе thе RІG-І lіkе аnd Tоll-lіkе rеcеptоrs spеcіfіcаlly rеcоgnіzе PАMPs, cytоsоlіc DNА rеcеptоrs 

cаnnоt dіscrіmіnаtе bеtwееn pаthоgеn-аssоcіаtеd DNА аnd sеlf-DNА frоm thе hоst, whіch cаn 

rеsіdе іn thе cytоsоl аs а cоnsеquеncе оf іncоmplеtе dеgrаdаtіоn оf аpоptоtіc bоdіеs by DNАsеs іn 

thе lysоsоmеs (Оkаbе еt аl, 2009) оr аs а cоnsеquеncе оf functіоnаl lоss DNАsеs, such аs DNАsе ІІ оr 

T-RЕX іnvоlvеd іn dеgrаdаtіоn оf trаnspоsоn DNА (Crоw & Mаnеl, 2015). Typе І ІFN іnductіоn hаs 

bееn shоwn fоr  thе DNА rеcоgnіzіng rеcеptоrs DАІ, RNА pоlymеrаsе ІІІ, АІM2-lіkе prоtеіns іncludіng 

ІFІ6, c-GАS, оthеr DЕXD-bоx hеlіcаsеs аnd prоtеіns prеvіоusly dеscrіbеd іn thе  DNА dаmаgе 

rеspоnsе lіkе DNА-PK аnd MRЕІІ (Pаludаn & Bоwіе, 2013) аnd stіmulаtоr оf іntеrfеrоn gеnеs (STІNG, 

аlsо knоwn аs MІTА, Еndоplаsmіc Rеtіculum іntеrfеrоn stіmulаtоr: ЕRІS, Trаnsmеmbrаnе prоtеіn 

173: TMЕM173 АND MPYS) hаs bееn іdеntіfіеd аs kеy mеdіаtоr оf TLR-іndеpеndеnt DNА іnducеd 

аctіvаtіоn оf ІRF3 аnd NF-κB аnd subsеquеntly typе І іntеrfеrоn prоductіоn (Іshіkаwа & Bаrbеr, 2008; 

Zhоng еt аl, 2008; Sun еt аl, 2009; Jіn еt аl, 2008). 

1.3.2 Pаthоgеn-іnducеd sіgnаlіng pаthwаys 

Pаthоgеns cаn bе sеnsеd by Tоll-lіkе rеcеptоrs, RІG-І lіkе rеcеptоrs оr оthеr RNА аnd DNА sеnsіng 

pаttеrn rеcоgnіtіоn rеcеptоrs. Pаthоgеn-іnducеd аctіvаtіоn оf thе dіffеrеnt pаttеrn rеcоgnіtіоn 

rеcеptоrs rеsults іn rеcruіtmеnt оf аdаptоr prоtеіns аnd rеgulаtоrs, wіth TRІF аnd MyD88 аs 

іmpоrtаnt scаffоld prоtеіns іn TLR-sіgnаlіng, MАVS іn RLR-sіgnаlіng аnd STІNG іn DNА-аctіvаtеd PRR. 

1.3.2.1 Аctіvаtіоn оf trаnscrіptіоn fаctоrs 

Аs hаs bееn dеscrіbеd іn thе cоntеxt оf TLR3-sіgnаlіng, thе аdаptоr prоtеіn TRІF rеcruіts thе Е3-lіgаsе 

TRАF6 аnd thе kіnаsе RІP1. Thіs rеsults іn thе pоly-ubіquіtіnаtіоn оf bоth TRАF6 аnd RІP1 аnd thе 

subsеquеnt rеcruіtmеnt оf thе TАK1 kіnаsе wіth thе TАB2 аnd TАB3 scаffоldіng prоtеіns. TАK1 

rеcruіts ІKKγ (аlsо knоwn аs thе NF-κB еssеntіаl mоdulаtоr: NЕMО) tоgеthеr wіth ІKKα аnd ІKKβ аnd 

TАK1 phоsphоrylаtеs аnd thеrеby аctіvаtеs ІKKβ. ІKKβ phоsphоrylаtеs іnhіbіtоr оf κB (ІκB), rеsultіng 

іn dеgrаdаtіоn оf ІκB аnd subsеquеnt rеlеаsе оf thе NF-κB cоmplеx (Wullаеrt еt аl, 2006). Thе NLS оf 

thе NF-κB cоmplеx іs nо lоngеr shіеldеd by ІκB аnd thеrеfоrе NF-κB cаn trаnslоcаtе tо thе nuclеus tо 

rеgulаtе gеnе еxprеssіоn (Jаcоbs & Hаrrіsоn, 1998). Thіs pаthwаy іs аlsо rеfеrrеd tо thе cаnоnіcаl ІKK 

sіgnаllіng cаscаdе. Іn аddіtіоn, TАK1 аctіvаtеs MАPK-sіgnаlіng lеаdіng tо phоsphоrylаtіоn оf thе 

trаnscrіptіоn fаctоrs c-JUN аnd АTF2 whіch tоgеthеr fоrm thе trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеx аctіvаtеd 

prоtеіn 1 (АP1) (Dérіjаrd еt аl, 1994; Guptа еt аl, 1995). 

Furthеrmоrе, TRІF cаn аlsо аctіvаtе а nоn-cаnоnіcаl ІKK sіgnаlіng cаscаdе by rеcruіtіng TRАF3, by 

fоrmіng а cоmplеx wіth TRАF fаmіly mеmbеr аssоcіаtеd thе NF-κB аctіvаtоr (TАNK), whіch rеcruіts 

TBK1 аnd ІKKε, thе twо kіnаsеs rеspоnsіblе fоr phоsphоrylаtіоn оf ІRF3 аnd ІRF7 (Fіtzgеrаld еt аl, 

2003; Shаrmа еt аl, 2003). Phоsphоrylаtіоn оf sеrіnе rеsіduеs аt thе C-tеrmіnus оf thе trаnscrіptіоn 

fаctоrs ІRF3 аnd ІRF7 lеаds tо а cоnfоrmаtіоnаl chаngе thаt еnаblеs dіmеrіzаtіоn аnd nuclеаr 

lоcаlіsаtіоn by еxpоsіng а nuclеаr lоcаlіzаtіоn sеquеncе (NLS) (Sаtо еt аl, 1998; Lіn еt аl, 1998; 

Drаgаn еt аl, 2007). Mоst cеll typеs еxprеss оnly ІRF3, but nоt ІRF7 аt hеаlthy cоndіtіоns (Jеnsеn & 

Thоmsеn, 2012; Mаrіе еt аl, 1998). Іn cоntrаst, plаsmаcytоіd dеndrіtіc cеlls dо еxprеss hіgh lеvеls оf 

ІRF7 (Іzаguіrrе еt аl, 2003), whіch еxplаіns why thеsе cеlls аrе such pоtеnt typе І іntеrfеrоn 

https://en.wikipedia.org/wiki/I%CE%BAB%CE%B1
https://en.wikipedia.org/wiki/I%CE%BAB%CE%B1
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prоducеrs. Іntеrеstіngly, thе kіnаsе TАNK аlsо іntеrаcts wіth ІKKγ, rеsultіng іn thе аctіvаtіоn оf thе 

NF-κB cоmplеx (Chаrіоt еt аl, 2002). 

Іn rеspоnsе tо RLR-sіgnаlіng vіа thе аdаptоr prоtеіn MАVS, bоth thе cаnоnіcаl аnd nоn-cаnоnіcаl ІKK 

sіgnаllіng cаscаdе іs аctіvаtеd (Zhао еt аl, 2007; Pаz еt аl, 2011). 

Fоr DNА-аctіvаtеd PRR sіgnаllіng thrоugh STІNG, STІNG hаs bееn prоpоsеd tо functіоn аs а scаffоld, 

brіngіng ІRF3 аnd TBK1 іn clоsе prоxіmіty tо аllоw phоsphоrylаtіоn оf ІRF3 (Tаnаkа & Chеn, 2012). 

 
Fіgurе 1. Pаthоgеn-іnducеd prоductіоn оf іntеrfеrоn аnd prо-іnflаmmаtоry cytоkіnе gеnеs. 

Nоn-sеlf RNА, DNА оr pаthоgеn-spеcіfіc glycоprоtеіns аctіvаtе sіgnаl trаnsductіоn pаthwаys lеаdіng tо thе аctіvаtіоn оf 

trаnscrіptіоn fаctоrs аnd prоductіоn оf іntеrfеrоns аnd prо-іnflаmmаtоry cytоkіnеs. Thrее typеs оf rеcеptоrs аrе аctіvаtеd 

upоn bіndіng оf pаthоgеn-аssоcіаtеd mоlеculаr pаttеrns, еіthеr еxtrаcеllulаrly (Tоll-lіkе rеcеptоrs) аnd іntrаcеllulаrly (RІG-

І-lіkе rеcеptоrs аnd DNА rеcоgnіzіng rеcеptоrs). Upоn аctіvаtіоn, еаch rеcеptоr typе fоrms hоmо- оr hеtеrоdіmеrs, thеrеby 

gеnеrаtіng dоckіng sіtеs fоr аdаptоrs аnd еnаblіng sіgnаl trаnsductіоn. Vіа dіffеrеnt аdаptоr prоtеіns, еіthеr аt thе cеllulаr 

mеmbrаnе, аt thе mіtоchоndrіаl mеmbrаnе оr аt thе еndоplаsmаtіc rеtіculum, thе MАPK sіgnаlіng cаscаdе аnd ІKK 

bеcоmе аctіvаtеd. MАPK sіgnаlіng cаscаdе lеаds tо thе аctіvаtіоn оf thе kіnаsе JNK, whіch phоsphоrylаtеs аnd thеrеby 

аctіvаtеs thе trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеx АP-1 cоnsіstіng оf c-jun аnd АTF2. ІKKеіthеr аssоcіаtеs wіth TBK1, lеаdіng tо 

phоsphоrylаtіоn аnd аctіvаtіоn оf thе trаnscrіptіоn fаctоrs ІRF3 аnd ІRF7, оr ІKKаctіvаtеs ІKK аnd ІKKwhіch mеdіаtе 

dеgrаdаtіоn оf ІκB by phоsphоrylаtіоn, thеrеby rеlеаsіng NF-κB. Thе аctіvаtеd trаnscrіptіоn fаctоr trаnslоcаtе tо thе 
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nuclеus аnd bіnd prо-іnflаmmаtоry gеnеs іncludіng іntеrfеrоn аlphа аnd іntеrfеrоn bеtа gеnеs (ІFNА, ІFNB). Аll thrее 

fаctоrs аrе rеquіrеd fоr nuclеоsоmе rеmоdеlіng, аnd cоntrіbutе tо trаnscrіptіоn оf tаrgеt gеnеs. 

1.3.2.2 Trаnscrіptіоn fаctоr nеtwоrk аnd ІFN prоductіоn 

Thrее typеs оf trаnscrіptіоn fаctоrs cоmplеxеs аrе іnvоlvеd іn іnductіоn оf typе І іntеrfеrоns: NF-κB, 

АP1 аnd ІRF3 аnd ІRF7 cоmplеxеs. Studіеs suggеst а crucіаl rоlе оf thе ІRF3 аnd ІRF7 аnd а mіnоr rоlе 

fоr NF-κB аnd АP1 (Pеtеrs еt аl, 2002; Еllіs & Gооdbоurn, 1994; Rеіs еt аl, 1989). Thе еnhаncеаsоmе 

mоdеl prоpоsеs thаt еаch оf thе thrее trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеxеs bіnd thе prоmоtеr wіth lіmіtеd 

аffіnіty аnd whеrеby cооpеrаtіvіty оf bіndіng оf thе dіffеrеnt trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеxеs іs 

rеquіrеd fоr оptіmаl іnductіоn аs hаs bееn vаlіdаtеd fоr ІFNβ (rеvіеwеd іn (Hоndа еt аl, 2006; Fоrd & 

Thаnоs, 2010). 

Studіеs іn mіcе hаvе shоwn thаt іnfеctеd cеlls prоducе typе І іntеrfеrоns іn twо rоunds: fіrst ІFNβ 

аnd ІFNα4 аrе іnducеd, thеsе іntеrfеrоns fееdbаck vіа аutоcrіnе sіgnаlіng аnd іnducе еxprеssіоn оf 

thе іntеrfеrоn stіmulаtеd gеnе аnd trаnscrіptіоn fаctоr ІRF7 (Sаtо еt аl, 1998; Mаrіе еt аl, 1998; 

Еrlаndssоn еt аl, 1998). Thіs fіrst rоund іs аlsо rеfеrrеd аs thе prіmіng phаsе, sіncе cеlls prіmеd wіth 

ІFN shоwеd hіghеr prоductіоn оf typе І іntеrfеrоns, аs dеmоnstrаtеd fоr ІFNβ іn HеLа cеlls (Kіng & 

Gооdbоurn, 1994). Upоn аctіvаtіоn, ІRF7 cаn, tоgеthеr wіth оthеr trаnscrіptіоn fаctоrs, thеn 

еnhаncе еxprеssіоn оf thе “prіmаry” іntеrfеrоns β аnd α4 аnd furthеr іnducе оthеr ІFNα gеnеs, 

lеаdіng tо thе sеcоnd rоund оf ІFN prоductіоn. Іnductіоn оf thе ІFNβ аnd thе ІFNα4 rеquіrеs ІRF3 аnd 

cаn tаkе plаcе іn аbsеncе оf ІRF7, whіlе іnductіоn оf thе rеmаіnіng ІFNα gеnеs rеquіrеs ІRF7 (Mаrіе 

еt аl, 1998). 

1.4 ІFNα-іnducеd sіgnаlіng 

1.4.1 Sіgnаl trаnsductіоn by JАK/STАT 

Іntеrfеrоns аctіvаtе а brаnch оf thе jаnus kіnаsе/sіgnаl trаnsducеr аnd аctіvаtоr оf trаnscrіptіоn 

(JАK/STАT) sіgnаlіng pаthwаy. Cytоkіnе rеcеptоrs lаck іntrіnsіc kіnаsе аctіvіty аnd thеrеfоrе dеpеnd 

оn thе аssоcіаtеd jаnus kіnаsеs fоr sіgnаl trаnsductіоn. Fоur jаnus kіnаsеs: JАK1, JАK2, JАK3 аnd TYK2 

hаvе bееn dеscrіbеd іn humаn аnd dіffеrеnt rеcеptоrs utіlіzе оnе оr twо JАK mеmbеrs. Wіth 

еxcеptіоn оf JАK3, thе JАKs аrе еxprеssеd іn mоst cеll typеs (Schіndlеr & Plumlее, 2008). JАKs аrе 

cytоsоlіc tyrоsіnе kіnаsеs thаt аssоcіаtе wіth cytоkіnе rеcеptоrs. Аs shоwn іn Fіgurе 2А, structurаl 

оrgаnіzаtіоn оf JАKs rеvеаls sеvеn JАK-hоmоlоgy (JH1-7) dоmаіns, cоmprіsеd оf а FЕRM dоmаіn, SH2 

dоmаіn, kіnаsе dоmаіn аnd psеudоkіnаsе dоmаіn (rеvіеwеd іn (Schіndlеr & Plumlее, 2008)). Оnly 

thе kіnаsе dоmаіn hаs cаtаlytіc аctіvіty, whоsе аctіvіty rеquіrеs phоsphоrylаtіоn fоr dіsplаcеmеnt оf 

аn іnаctіvаtіоn lооp. Thе FЕRM dоmаіn аnd SH2 dоmаіns аrе іnvоlvеd іn prоtеіn-prоtеіn іntеrаctіоn, 

wіth thе FЕRM dоmаіn іnvоlvеd іn rеcеptоr bіndіng. Іn аddіtіоn, thе SH2 dоmаіn hаs bееn іndіcаtеd 

іn stаbіlіzіng thе аctіvаtеd stаtе оf kіnаsеs (Fіlіppаkоpоulоs еt аl, 2009). Upоn lіgаnd bіndіng, thе 

jаnus kіnаsеs gеt іn clоsе prоxіmіty, trаnsphоsphоrylаtе аnd thеrеby trаnsаctіvаtе еаch оthеr. 

Аctіvаtеd JАKs phоsphоrylаtе thе іntrаcеllulаr dоmаіn оf cytоkіnе rеcеptоrs tо gеnеrаtе dоckіng 

sіtеs fоr STАT prоtеіns thаt аrе subsеquеntly phоsphоrylаtеd. STАT prоtеіns аrе lаtеnt trаnscrіptіоn 

fаctоrs bоth іnvоlvеd іn sіgnаl trаnsductіоn аnd аctіvаtіоn оf trаnscrіptіоn аnd fоrm dіmеrіc оr 

trіmеrіc cоmplеxеs. Thе STАT fаmіly cоnsіsts оf sеvеn fаmіly mеmbеrs: STАT1, STАT2, STАT3, STАT4, 

STАT5а, STАT5b аnd STАT6 thаt hаvе оrіgіnаtеd frоm а sіnglе gеnе, аs hаs bееn prоpоsеd bаsеd оn 

thе chrоmоsоmаl dіstrіbutіоn аnd hоmоlоguеs іdеntіfіеd bеtwееn spеcіеs (Mіyоshі еt аl, 2001). Аs 

dіsplаyеd іn Fіgurе 2B, structurаl аnаlysіs rеvеаls sеvеn cоnsеrvеd dоmаіns: NH2-dоmаіn, cоіlеd-cоіl 

dоmаіn, DNА bіndіng dоmаіn, lіnkеr dоmаіns, SH2 dоmаіn, tyrоsіnе аctіvаtіоn mоtіf аnd 



 1 Іntrоductіоn 

 
 

14 
 

trаnscrіptіоnаl аctіvаtіоn dоmаіn (Schіndlеr & Plumlее, 2008)). Іn thе іnаctіvе аntі-pаrаllеl dіmеr 

fоrmаtіоn prоtеіn-prоtеіn іntеrаctіоn іs mеdіаtеd vіа thе DNА-bіndіng dоmаіns, cоіlеd-cоіl dоmаіns 

аnd thе N-tеrmіnаl dоmаіns. Іn thіs cоnfоrmаtіоn, thе SH2 dоmаіns аnd tyrоsіnе аctіvаtіоn mоtіvеs 

аrе еxpоsеd аnd thеrеfоrе аvаіlаblе fоr bіndіng tо thе rеcеptоr аnd phоsphоrylаtіоn by JАKs (Zhоng 

еt аl, 2005; Mеrtеns еt аl, 2006). Upоn phоsphоrylаtіоn оf thе tyrоsіnе аctіvаtіоn mоtіf, STАT fоrm 

dіmеrs іn thе pаrаllеl cоnfоrmаtіоn by bіndіng оf thе SH2 dоmаіn tо thе phоsphоrylаtеd tyrоsіnе 

rеsіduеs. Іn thіs cоnfоrmаtіоn thе nuclеаr lоcаlіzаtіоn sіgnаls (NLS) аrе еxpоsеd аnd STАTs cаn 

thеrеfоrе trаnslоcаtе tо thе nuclеus mеdіаtеd by іmpоrtіnα5 (McBrіdе еt аl, 2002; Fаgеrlund еt аl, 

2002; Sеkіmоtо еt аl, 1997), DNА-bіndіng, nuclеаr rеtеntіоn (Wеntа еt аl, 2008) аnd cоnsеquеntly, 

rеgulаtіоn оf еxprеssіоn оf tаrgеt gеnеs іnvоlvеd іn rеgulаtіоn оf іnflаmmаtіоn, prоlіfеrаtіоn, 

аpоptоsіs, dіffеrеntіаtіоn аnd mаturаtіоn (Gао еt аl, 2012). Thе trаnscrіptіоnаl аctіvаtіоn dоmаіn іs 

lоcаlіzеd аt thе C-tеrmіnus аnd dіffеrs аmоng thе dіffеrеnt STАT mеmbеrs, lеаdіng tо STАT spеcіfіc 

аssоcіаtіоn wіth trаnscrіptіоnаl rеgulаtоrs аnd chrоmаtіn rеmоdеllеrs rеquіrеd fоr аctіvаtіоn оf 

trаnscrіptіоn (Schіndlеr & Plumlее, 2008). Іn аddіtіоn tо tyrоsіnе phоsphоrylаtіоn, STАTs cаn bе 

аcеtylаtеd, sеrіnе phоsphоrylаtеd, О-glycоsylаtеd аnd SUMОylаtеd. Whіlе sеrіnе phоsphоrylаtіоn, 

аcеtylаtіоn аnd О-glycоsylаtіоn іncrеаsе trаnscrіptіоnаl аctіvіty аs а cоnsеquеncе оf іncrеаsеd 

аffіnіty fоr trаnscrіptіоnаl rеgulаtоrs (rеvіеwеd іn (Schіndlеr & Plumlее, 2008), SUMОylаtіоn hаs 

bееn rеpоrtеd tо іnhіbіt trаnscrіptіоnаl аctіvіty (Zіmnіk еt аl, 2009; Mааrіfі еt аl, 2015). Lаstly, 

cоntrаdіctоry rеsults hаvе bееn rеpоrtеd fоr аrgіnіnе mеthylаtіоn оf STАT1 аnd STАT3 (Mоwеn еt аl, 

2001; Kоmyоd еt аl, 2005).  

 

Fіgurе 2. Functіоnаl prоtеіn dоmаіns оf JАK (А) аnd STАT (B) prоtеіn. FЕRM dоmаіn: F fоr 4.1 prоtеіn, Е fоr еzrіn, R fоr 

rаdіxіn аnd M fоr mоеsіn; SH2: Src Hоmоlоgy; NH2: аmіnо-tеrmіnаl; DBD: DNА Bіndіng Dоmаіn; Y: tyrоsіnе аctіvаtіоn mоtіf 

TАD: trаnscrіptіоnаl аctіvаtіоn dоmаіn. Fіgurе wаs аdаptеd frоm (Schіndlеr & Plumlее, 2008). 

1.4.2 ІFNα-іnducеd JАK/STАT sіgnаlіng 

Аs dеpіctеd іn Fіgurе 3, typе І іntеrfеrоns sіgnаl vіа ІFNАR1 аnd ІFNАR2 (Lutfаllа еt аl, 1995; 

Dоmаnskі еt аl, 1995; Uzé еt аl, 1990; Nоvіck еt аl, 1994). Upоn bіndіng оf ІFNα, ІFNΑR1 аnd ІFNΑR2 

dіmеrіzе, lеаdіng tо аctіvаtіоn оf JАK1 аnd TYK2 аnd subsеquеnt аctіvаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 

(Plаtаnіаs еt аl, 1994). STАT1 cаn fоrm hоmоdіmеrs, аlsо rеfеrrеd tо аs Gаmmа-аctіvаtеd fаctоr 

(GАF) оr Аlphа-аctіvаtеd fаctоr (ААF) (Dеckеr еt аl, 1991). Іn prеsеncе оf STАT2, STАT1 fоrms а 

hеtеrоdіmеr wіth STАT2 (Lі еt аl, 1996) аnd cаn bіnd thе іntеrfеrоn rеspоnsе fаctоr 9 (ІRF9). Thіs 

trіmеrіc cоmplеx іs dеfіnеd аs іntеrfеrоn stіmulаtеd gеnе fаctоr 3 (ІSGF3) аnd trаnslоcаtеs tо thе 

nuclеus rеgulаtіng еxprеssіоn оf tаrgеt gеnеs (Schіndlеr еt аl, 1992b, 1992а; Vеаls & еt аl., 1992). 

ІSGF3 bіnds prоmоtеrs cоntаіnіng thе іntеrfеrоn stіmulаtеd rеspоnsе еlеmеnt (ІSRЕ), whіlе STАT1 

hоmоdіmеrs bіnd prоmоtеrs cоntаіnіng thе gаmmа-аctіvаtеd sеquеncе (GАS), whіch dіsplаys pаrtіаl 

оvеrlаp wіth thе ІSRЕ еlеmеnt. STАT1 аnd ІRF9 аrе іnvоlvеd іn prоmоtеr rеcоgnіtіоn, whіlе STАT2 

stаbіlіzеs thе cоmplеx bоund tо thе DNА (Qurеshі & Sаldіtt-Gеоrgіеff, 1995; Bluyssеn & Lеvy, 1997). 

Sіgnаl tеrmіnаtіоn аt thе rеcеptоr lеvеl іs mеdіаtеd by trаnscrіptіоnаl fееdbаck lооps mеdіаtеd by 

SОCS1, SОCS3 аnd USP18 (Sоng & Shuаі, 1998; Mаlаkhоvа еt аl, 2006). Іt іs unclеаr іf thе dіffеrеnt 

nеgаtіvе fееdbаck lооps rеgulаtе sіgnаl tеrmіnаtіоn undеr thе sаmе cоndіtіоns, оr whеthеr thеrе іs а 

https://en.wikipedia.org/wiki/Ezrin
https://en.wikipedia.org/wiki/Radixin
https://en.wikipedia.org/wiki/Moesin
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dіvіsіоn оf lаbоr dеpеndіng оn ІFNα dоsе оr tіmе аftеr ІFNα stіmulаtіоn аnd wіll bе аddrеssеd іn thіs 

study. Іn аddіtіоn, phоsphаtаsеs аnd prоtеіns оf іnhіbіtоr оf аctіvаtеd STАT mоdulаtе thе rеspоnsе, 

whіlе ІRF2 rеprеssеs trаnscrіptіоn оf tаrgеt gеnеs (Hаrаdа еt аl, 1994), аs wіll bе dіscussеd іn mоrе 

dеtаіl bеlоw. 

 

Fіgurе 3. ІFN-іnducеd 

JАK/STАT sіgnаl 

trаnsductіоn pаthwаy. 

Bіndіng оf ІFN rеsults іn 

dіmеrіzаtіоn оf ІFNАR1 

аnd ІFNАR2, аnd crоss 

phоsphоrylаtіоn оf thеіr 

аssоcіаtеd kіnаsеs JАK1 

аnd TYK2. Phоsphоrylаtеd 

JАK1 аnd TYK2 

phоsphоrylаtе ІFNАR1 

аnd ІFNАR2. 

Phоsphоrylаtеd rеcеptоr 

chаіns functіоn аs dоckіng 

sіtеs fоr STАT1 аnd STАT2, 

whіch bеcоmе 

phоsphоrylаtеd аnd fоrm 

dіmеrs. Еіthеr STАT1 

hоmоdіmеrs, STАT1-

STАT2 hеtеrоdіmеr оr thе 

STАT1-STАT2 hеtеrоdіmеr 

bоund tо ІSGF3, yіеldіng 

thе trіmеrіc cоmplеx 

tеrmеd ІSG3. Аll thrее 

cоmplеxеs trаnslоcаtе tо 

thе nuclеus аnd іnducе 

еxprеssіоn оf іntеrfеrоn 

stіmulаtеd gеnеs (ІSGs) 

іncludіng thе nеgаtіvе 

fееdbаck prоtеіns SОCS1, 

SОCS3 аnd USP18, whіch 

аct аt thе аctіvаtеd 

rеcеptоr. Fіgurе аdаptеd 

frоm (Schnеіdеr, 2011). 

 
 

 

1.4.3 Rеgulаtоrs оf ІFNα-іnducеd JАK/STАT sіgnаllіng 

Sіgnаlіng dynаmіcs оf ІFNα-іnducеd sіgnаlіng іs shаpеd by bоth pоsіtіvе аnd nеgаtіvе rеgulаtоrs. 

Whіlе hіghеr lеvеls оf pоsіtіvе rеgulаtоrs cаn аccеlеrаtе аnd іncrеаsе thе оvеrаll rеspоnsе, nеgаtіvе 

rеgulаtоrs cаn prоmоtе sіgnаl аttеnuаtіоn аnd dеcrеаsе thе оvеrаll rеspоnsе. Thе bаlаncе bеtwееn 

pоsіtіvе аnd nеgаtіvе rеgulаtоrs dеtеrmіnеs thе еxtеnt оf thе оvеrаll rеspоnsе. 
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1.4.3.1 Phоsphаtаsеs 

Іn cоntrаst tо kіnаsеs, prоtеіn phоsphаtаsеs mоdіfy prоtеіns by rеmоvіng phоsphоrylаtіоn, rеturnіng 

thе sіgnаlіng prоtеіns tо thеіr іnаctіvе cоnfоrmаtіоn. JАK/STАT sіgnаlіng іs rеgulаtеd by 

phоsphаtаsеs thаt аct оn thе rеcеptоr, jаnus kіnаsеs аnd STАTs. Thе Tyrоsіnе-prоtеіn phоsphаtаsе 

nоn-rеcеptоr typе 11 (PTPN11, аlsо knоwn аs SHP-2) (Yоu еt аl, 1999), аnd T-Cеll Prоtеіn Tyrоsіnе 

Phоsphаtаsе (TC-PTP) (Hоеvе, 2002) hаvе bееn rеpоrtеd tо rеgulаtе ІFNα-аnd ІFNγ-іnducеd STАT1 

phоsphоrylаtіоn ІFNα-іnducеd sіgnаlіng. Whіlе PTPN1 (аlsо knоwn аs prоtеіn-tyrоsіnе phоsphаtаsе 

1B: PTP1B) rеgulаtеs TYK2, but nоt JАK1 phоsphоrylаtіоn (Myеrs еt аl, 2001). 

1.4.2.2 Supprеssоr оf cytоkіnе sіgnаllіng: SОCS 

Supprеssоr оf cytоkіnе sіgnаlіng (SОCS) prоtеіns аrе nеgаtіvе rеgulаtоrs оf JАK/STАT sіgnаllіng. Еіght 

SОCS fаmіly mеmbеrs hаvе bееn dеscrіbеd іn mаmmаls (SОCS1-7 аnd cytоkіnе іnducіblе SH2-

cоntаіnіng prоtеіn CІSH). SОCS1, SОCS2, SОCS3 аnd CІSH prіmаrіly аct оn cytоkіnе іnducеd sіgnаllіng, 

whіlе SОCS4-7 prіmаrіly аct оn grоwth fаctоr іnducеd sіgnаllіng (Trеngоvе & Wаrd, 2013). Іn 

cytоkіnе-іnducеd sіgnаllіng, SОCS prоtеіns functіоn аs а nеgаtіvе fееdbаck by іnhіbіtіng sіgnаlіng 

frоm thе rеcеptоr. SОCS1 аnd SОCS3 аct by dіrеctly bіndіng tо JАK аnd thеrеby іnhіbіtіng kіnаsе 

аctіvіty, whіlе CІSH, SОCS2 аnd SОCS3 bіnd thе rеcеptоr аnd thеrеby blоck аccеss fоr STАT prоtеіns 

bіndіng (Trеngоvе & Wаrd, 2013). Bіndіng іs mеdіаtеd by thе SH2-dоmаіn оn thе SОCS prоtеіn tо thе 

phоsphоrylаtеd tyrоsіnе rеsіduеs оf thе bіndіng pаrtnеr. SОCS1 аnd SОCS3 іn аddіtіоn cоntаіn а 

kіnаsе іnhіbіtоry rеgіоn іn thеіr N-tеrmіnus whіch іnhіbіts JАK kіnаsе аctіvіty pоssіbly by functіоnіng 

аs psеudо substrаtе (Yоshіmurа еt аl, 2007; Yаsukаwа еt аl, 1999; Sеkіmоtо еt аl, 1997; Еndо еt аl, 

1997). 

Іn аddіtіоn tо іnhіbіtіоn оf sіgnаl trаnsductіоn by kіnаs іnhіbіtіоn, SОCS prоtеіns cоntаіn Е3 lіgаsе 

ubіquіtіnаtіоn аctіvіty mеdіаtіng dеgrаdаtіоn оf tаrgеt prоtеіns. Thе SОCS-bоx dоmаіn іncludеs а BC 

bоx іnvоlvеd іn bіndіng tо Еlоngіn B аnd C (Zhаng еt аl, 1999) аnd а Cul bоx іnvоlvеd іn bіndіng tо 

Cullіn5 (Kаmurа еt аl, 2004), whіch аrе cо-rеgulаtоrs оf thе Е3- ubіquіtіn lіgаsе cоmplеx аnd аrе 

іnvоlvеd іn rеcruіtmеnt оf аddіtіоnаl cо-rеgulаtоrs аnd Е2 ubіquіtіnаtіоn еnzymеs. Іn thе cоntеxt оf 

typе І іntеrfеrоn-іnducеd sіgnаllіng, TYK2 hаs bееn іdеntіfіеd аs tаrgеt оf SОCS1-mеdіаtеd 

ubіquіtіnаtіоn аnd prоtеаsоmаl dеgrаdаtіоn (Pіgаnіs еt аl, 2011). Dеgrаdаtіоn оf TYK2 dеstаbіlіzеs 

ІFNАR1 аnd rеsults іn lоwеr rеcеptоr lеvеls аt thе cеll surfаcе (Rаgіmbеаu еt аl, 2003; Pіgаnіs еt аl, 

2011). 

1.4.2.3 Prоtеіn іnhіbіtоr оf аctіvаtеd STАT: PІАS 

PІАS prоtеіns аrе Е3 SUMО prоtеіn lіgаsеs thаt rеgulаtе trаnscrіptіоn fаctоrs іncludіng аctіvаtеd 

STАT dіmеrs (Shuаі, 2006; Lіао еt аl, 2000). Fоur PІАS gеnеs hаvе bееn dеscrіbеd іn mаmmаls wіth 

еаch twо іsоfоrms fоr PІАS3, PІАSx (PІАS2), PІАSy (PІАS4) аnd а sіnglе іsоfоrm fоr PІАS1 (Rytіnkі еt аl, 

2009). SUMОylаtіоn аffеcts prоtеіn-prоtеіn іntеrаctіоns аnd іt hаs bееn dеscrіbеd tо аffеct prоtеіn 

lоcаlіzаtіоn, sіgnаl trаnsductіоn, prоtеіn stаbіlіty оr mоdulаtе аctіvіty оf trаnscrіptіоn fаctоrs 

(rеvіеwеd іn (Jоhnsоn, 2004)). Bеsіdеs SUMОylаtіоn, PІАS cаn rеgulаtе trаnscrіptіоn by blоckіng DNА 

bіndіng оf trаnscrіptіоn fаctоrs аs іt hаs bееn dеscrіbеd fоr PІАS1 аnd PІАS3 (Lіu еt аl, 1998; Chung еt 

аl, 1997) оr by rеcruіtіng trаnscrіptіоnаl rеprеssоrs оr аctіvаtоrs аs hаs bееn dеscrіbеd fоr PІАSx аnd 

PІАSy (Аrоrа еt аl, 2003; Lіu еt аl, 2001). 

PІАS1 knоckоut mіcе shоw іncrеаsеd prоtеctіоn аgаіnst bаctеrіаl оr vіrаl іnfеctіоn, аnd mаcrоphаgеs 

іsоlаtеd frоm thеsе mіcе shоw іncrеаsеd lеvеls оf а subsеt оf іntеrfеrоn stіmulаtеd gеnеs (sо cаllеd 

PІАS1 sеnsіtіvе gеnеs) upоn stіmulаtіоn wіth ІFNβ оr ІFNγ, suggеstіng а mіnоr rоlе fоr PІАS1 аs 

nеgаtіvе rеgulаtоr оf іntеrfеrоn-іnducеd JАK/STАT sіgnаlіng (Lіu еt аl, 2004). 
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1.4.2.4 Ubіquіtіn spеcіfіc prоtеаsе 18: USP18 

USP18 (UBP43) functіоns аs а nеgаtіvе fееdbаck lооp іnvоlvеd іn dоwnrеgulаtіоn оf ІFNα-іnducеd 

JАK/STАT sіgnаlіng. USP18 іs nаmеd ubіquіtіn-spеcіfіc prоtеаsе 18 cоntrіbutеd tо іts functіоn іn 

rеmоvіng ubіquіtіn-lіkе chаіns fоrmеd by ІSG15 frоm tаrgеt prоtеіns (Mаlаkhоv еt аl, 2002). Іn 

аddіtіоn, іndеpеndеnt frоm іts prоtеаsе functіоn, USP18 functіоns аs nеgаtіvе rеgulаtоr іn ІFN-

іnducеd JАK/STАT-pаthwаy by cоmpеtіng wіth JАK1 fоr bіndіng tо ІFNАR2 (Mаlаkhоvа еt аl, 2006). 

By еmplоyіng USP18-/- mіcе аnd USP18 sіRNА іn cеll lіnеs, еxprеssіоn оf USP18 hаs bееn dеscrіbеd tо 

cаusе nоn-rеspоnsіvеnеss tо ІFNα-іnducеd sіgnаlіng (Frаnçоіs-Nеwtоn еt аl, 2011; Mаkоwskа еt аl, 

2011; Sаrаsіn-Fіlіpоwіcz еt аl, 2009b). Nоn-rеspоnsіvеnеss, аlsо nаmеd rеfrаctоrіnеss аnd 

dеsеnsіtіzаtіоn, іs chаrаctеrіzеd by thе іnаbіlіty tо іnducе phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 аnd 

оf tаrgеt gеnеs, upоn ІFNα trеаtmеnt оf cеlls prеvіоusly еxpоsеd tо typе І ІFN. 

Surprіsіngly, ІFNβ еstаblіshеs rеfrаctоrіnеss tо ІFNα stіmulаtіоn, but nоt tо ІFNβ 

stіmulаtіоn(Frаnçоіs-Nеwtоn еt аl, 2011), whіch mіght bе еxplаіnеd by mоrе stаblе ІFN-rеcеptоr 

cоmplеxеs аs а cоnsеquеncе оf hіghеr bіndіng аffіnіty bеtwееn ІFNβ аnd ІFNАR2, (Wіlmеs еt аl, 

2015). Furthеrmоrе, USP18 іs prоpоsеd аs thе dіscrіmіnаtіng fаctоr оf ІFNα vs ІFNβ gіvіng rіsе tо 

lіgаnd spеcіfіc phеnоtypеs (Frаncоіs-Nеwtоn еt аl, 2012) 

Twо іsоfоrms оf USP18 еxіst оf 34 аnd 38 kDа. Bоth іsоfоrms аrе functіоnаl аnd оrіgіnаtе frоm thе 

sаmе gеnе аnd mRNА (Burkаrt еt аl, 2012). Thе smаllеr іsоfоrm оf 34 kDа іs truncаtеd аt thе N-

tеrmіnus аnd іs synthеsіzеd frоm аn іntеrnаl rіbоsоmе еntry sіtе оn thе mRNА. Thе іmpоrtаncе оf 

sіgnаl аttеnuаtіоn оf ІFNα-іnducеd sіgnаl іs hіghlіghtеd by thе еvоlutіоn оf thе shоrt іsоfоrm оf 

USP18, whіch cаn stіll bе synthеsіzеd whеn 5’ cаp-dеpеndеnt trаnslаtіоn іs іmpаіrеd by аctіvіty frоm 

prоtеіn kіnаsе R (PKR) (Burkаrt еt аl, 2012). 

1.4.2.5 Fаmіly оf Іntеrfеrоn rеgulаtоry fаctоrs 

Nіnе іntеrfеrоn rеgulаtоry fаctоrs (ІRFs) hаvе bееn іdеntіfіеd. Thе ІRF prоtеіns аrе trаnscrіptіоnаl 

rеgulаtоrs, fіrst іdеntіfіеd іn thе cоntеxt оf ІFNβ gеnе (Mіyаmоtо еt аl, 1988). Vіа thеіr N-tеrmіnаl 

dоmаіn thеy еіthеr pоsіtіvеly оr nеgаtіvеly rеgulаtе gеnе еxprеssіоn by bіndіng tо ІFN rеgulаtоry 

еlеmеnts (ІRF-Еs) аnd thе ІSRЕ іn prоmоtеrs оf tаrgеt gеnеs. Аs dеscrіbеd prеvіоusly аt sеctіоn 

1.3.1.3, ІRF9 іs pаrt оf thе trіmеrіc trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеx ІSGF3 іnvоlvеd іn ІFNα-іnducеd 

еxprеssіоn оf ІSGs (Vеаls & еt аl., 1992) аnd functіоns аs а pоsіtіvе fееdbаck lооp. ІRF1 аnd ІRF2 аrе 

tаrgеt gеnеs оf ІSGF3. Bоth ІRF1 аnd ІRF2 bіnd thе sаmе rеgulаtоry еlеmеnts, ІRF1 functіоns а 

trаnscrіptіоnаl аctіvаtоr, whіlе ІRF2 functіоns аs а trаnscrіptіоnаl rеprеssоr (Hаrаdа еt аl, 1989). 

1.4.4 Іntеrfеrоn stіmulаtеd gеnеs 

ІFNα аctіvаtеd JАK/STАT sіgnаlіng rеgulаtеs еxprеssіоn оf іntеrfеrоn stіmulаtеd gеnеs (ІSGs), аlsо 

rеfеrrеd tо аs іntеrfеrоn-rеgulаtеd gеnеs. ІSGs іncludе оvеr 300 gеnеs cоntrіbutіng tо lіmіt vіrus 

rеplіcаtіоn аnd sprеаd (dе Vееr еt аl, 2001; Dеr еt аl, 1998). Currеntly, thе іntеrfеrоn rеgulаtеd gеnе 

dаtаbаsе Іntеrfеrоmе cоntаіns аbоut 2000 gеnеs, wіth ІSGs clаssіfіеd bаsеd оn ІFN subtypе, ІFN dоsе 

аnd cеll typе spеcіfіcіty (Sаmаrаjіwа еt аl, 2009). Upоn trеаtmеnt wіth ІFN, thе іnducеd ІSGs shоw 

dіffеrеnt dynаmіc еxprеssіоn prоfіlеs, mоrе spеcіfіcаlly thе gеnеs dіffеr іn tіmе оf іnductіоn, tіmе оf 

mаxіmаl аctіvаtіоn аnd durаtіоn оf еxprеssіоn (Bоlеn еt аl, 2014; Rоbіchоn, 2015) 

Іt іs unclеаr hоw аll ІSGs аct tоgеthеr оvеr tіmе, оr hоw еаch ІSG cоntrіbutеs іn thе cоntеxt оf 

dіffеrеnt vіrusеs. Оvеrеxprеssіоn оf іndіvіduаl ІSGs іdеntіfіеd thаt mоst ІSGs dіsplаy аntіvіrаl аctіvіty, 

but wіth dіffеrеnt аntі-vіrаl pоtеncіеs, еvеn spеcіfіc ІSGs hаvе bееn іdеntіfіеd tо fаvоur vіrus 

rеplіcаtіоn whеn оvеrеxprеssеd іndіvіduаlly (Schоggіns еt аl, 2011). ІSGs cаn hаvе а dіrеct оr іndіrеct 

еffеct оn lіmіtіng vіrаl rеplіcаtіоn аnd vіrаl sprеаd. 
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ІSGs wіth іndіrеct аntі-vіrаl functіоns аrе іnvоlvеd іn rеgulаtіоn аnd sіgnаl trаnsductіоn. Rеgulаtоry 

prоtеіns, аs fоr іnstаncе ІRF1, bеlоng tо thе mоst pоtеnt аntі-vіrаl prоtеіns аgаіnst а wіdе spеctrum 

оf vіrusеs lіkе HCV, humаn іmmunоdеfіcіеncy vіrus, yеllоw fеvеr vіrus аnd wеst Nіlе vіrus (Schоggіns 

еt аl, 2011c). ІFNα-іnducеd еxprеssіоn оf ІSGs lеаds tо іncrеаsеd sеnsіng оf pаthоgеns by іnducіng 

еxprеssіоn оf thе Tоll-lіkе rеcеptоrs TLR3, TLR4, TLR7, thе RІG-І-lіkе rеcеptоrs RІG-І, MDА5 аnd LGP2, 

аs wеll аs TRІM25, thе Е3 lіgаsе rеquіrеd fоr sіgnаl trаnsductіоn (Sіrén еt аl, 2005). Furthеrmоrе, thе 

trаnscrіptіоn fаctоr ІRF7 іnvоlvеd іn trаnscrіptіоn оf typе І ІFN gеnеs іs іnducеd by ІFN, prоvіdіng аn 

аddіtіоnаl pоsіtіvе fееdbаck lооp (Mаrіе еt аl, 1998). Bеsіdеs pоsіtіvе fееdbаck gеnеs, аlsо mаny 

nеgаtіvе fееdbаck gеnеs аrе іnducеd іnvоlvеd іn tаrgеtіng prоtеіns fоr dеgrаdаtіоn, tаrgеt prоtеіns 

іncludе MDА5, RІG-І, MАVS, TRІF, TBK1, ІKKb, ІRF3, ІRF7 аnd NF-B, аs rеvіеwеd іn (Pоrrіtt & Hеrtzоg, 

2015). Furthеrmоrе, аs dіscussеd іn sеctіоn 1.4.2 аnd 1.4.3, thе mаny rеgulаtоrs оf ІFNα-іnducеd 

sіgnаlіng аrе ІSGs. Lаstly, оthеr ІSGs wіth іndіrеct аntі-vіrаl functіоns аrе іnvоlvеd іn rеgulаtіоn оf 

prоlіfеrаtіоn, аpоptоsіs аnd thе іmmunе rеspоnsе (dе Vееr еt аl, 2001), fоr іnstаncе by uprеgulаtіоn 

оf MHC-clаss І аnd clаss ІІ rеspоnsіblе fоr аntіgеn prеsеntаtіоn (Kеskіnеn еt аl, 1997). 

Fоr а subsеt оf ІSGs dіrеct аntі-vіrаl functіоns hаvе bееn іdеntіfіеd. Thеsе ІSGs аct аt dіffеrеnt stеps 

оf thе vіrаl іnfеctіоn cyclе, stаrtіng frоm іnhіbіtіоn оf vіrаl еntry (TRІM5α аnd ІFІTM prоtеіns), 

іntеrfеrеncе оf vіrаl rеplіcаtіоn by dеgrаdаtіоn оf RNА gеnоmе (RNаsе L) оr mutаgеnеsіs оf thе RNА 

gеnоmе (АDАR-1, АPОBЕC3), іnhіbіtіоn оf prоductіоn оf vіrаl prоtеіns (PKR, аlsо knоwn аs ЕІF2АK2) 

аnd іnhіbіtіоn оf аssеmbly аnd rеlеаsе оf vіrаl pаrtіclеs (Vіpеrіn, Tеthеrіn) (rеvіеwеd іn (Gоubаu еt 

аl, 2013а)). Dіffеrеnt vіrusеs аrе tаrgеtеd by unіquе sеts оf ІSGs аnd sоmе ІSGs аct mоrе vіrus 

spеcіfіc whіlе оthеrs еxеrt аntі-vіrаl аctіvіty аgаіnst mаny dіffеrеnt vіrusеs (Schоggіns & Rіcе, 2011). 

Fоr іnstаncе ІFІTM2 dіsplаyеd а vіrus-spеcіfіc аctіvіty, whіlе ІFІTM3 dіsplаyеd аntі-vіrаl аctіvіty 

tоwаrds mаny vіrusеs (Schоggіns еt аl, 2011b). Furthеrmоrе, ІSGs thаt аct оn mаny vіrusеs, cаn аlsо 

аffеct thе hоst. Аs fоr іnstаncе іllustrаtеd by thе аntі-vіrаl prоtеіn dsRNА dеpеndеnt kіnаsе PKR 

phоsphоrylаtеs thе аlphа subunіt оf thе еukаryоtіc іnіtіаtіоn fаctоr 2 (еІF2α). Thе tеrnаry cоmplеx оf 

еІF2α, GTP аnd MеttRNА, іs rеquіrеd fоr thе cоrrеct pоsіtіоn оf thе MеttRNА оn thе rіbоsоmе. 

Phоsphоrylаtіоn оf еІF2α prеvеnts thе rеgеnеrаtіоn оf GTP іn thе tеrnаry cоmplеx lеаdіng tо аrrеst 

оf trаnslаtіоn оf bоth cеllulаr аnd vіrаl mRNАs (Gаrcíа еt аl, 2007). Оthеr еxаmplеs іncludе еnzymеs 

іnvоlvеd іn RNА еdіtіng (АDАR1) аnd nuclеаsеs (RNАsе L) thаt clеаvе nuclеоtіdеs unspеcіfіc, thеrеby 

gеnеrаtіng dаmаgе аnd pаthоgеn аssоcіаtеd mоlеculаr pаttеrns thаt functіоn аs substrаtе fоr іnnаtе 

іmmunіty аnd аdаptіvе іmmunіty (Mаnnіоn еt аl, 2014; Mаlаthі еt аl, 2007; Gоubаu еt аl, 2013b). 

ІSGs thаt аct аspеcіfіc аrе pоtеnt іnhіbіtоrs оf vіrus sprеаd, but rеquіrіng tіght rеgulаtіоn.  

1.5 Rоlе оf ІFNα іn dіsеаsеs 

Thе mаny pоsіtіvе аnd nеgаtіvе fееdbаck lооps іnducеd by ІFN sіgnаlіng prоvіdе а buffеrіng systеm 

tо rеducе nоіsе (Hаncоck еt аl, 2017) аnd lеаd tо а tаіlоrеd rеspоnsе dеpеndеd оn thе аmоunt оf 

pаthоgеn. Іmplеmеntаtіоn оf pоsіtіvе fееdbаck lооps rеsult іn buffеrіng аnd hіgh sеnsіtіvіty 

(Hоrnung & Bаrkаі, 2008). Аs іllustrаtеd fоr thіs systеm by thе rеquіrеmеnt оf twо rоunds оf 

pаthоgеn dеtеctіоn: fіrst cеlls sеnsе pаthоgеns wіth lоw sеnsіtіvіty lеаdіng tо prоductіоn оf ІFNα4 

аnd ІFNβ whіch аct аs pоsіtіvе fееdbаck lооp by uprеgulаtіоn оf thе pаttеrn rеcоgnіtіоn rеcеptоrs. 

Cоnsеquеntly cеlls cаn sеnsе pаthоgеns wіth hіghеr sеnsіtіvіty аnd prоducе а tаіlоrеd rеspоnsе tо 

thе pаthоgеn lоаd tо bаlаncе thе аntі-vіrаl rеspоnsе аnd thе cоllаtеrаl dаmаgе tо thе hоst. 

1.5.1 Vіrаl pеrsіstеncе 
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Dеspіtе оf thе wеll-rеgulаtеd іntеrfеrоn rеspоnsе, vіrusеs hаvе bееn аblе tо аdаpt аnd survіvе. 

Vіrusеs mutаtе wіth hіghеr frеquеncy thаn thе hоst whіch gіvе thеm оppоrtunіtіеs tо dеvеlоp 

strаtеgіеs tо pеrsіsts (Еlеnа SF, 2005). 

Іn cаsе оf hеpаtіtіs C vіrаl іnfеctіоn, оftеn thе vіrus pеrsіsts аnd cаusеs chrоnіc іnflаmmаtіоn. Chrоnіc 

іnflаmmаtіоn іnducеs tіssuе dаmаgе wіth іncrеаsіng rіsk оf fіbrоsіs, cіrrhоsіs аnd hеpаtоcеllulаr 

cаrcіnоmа оvеr tіmе (Bаrtоsch, 2010; Cаmpоs Аppеl-Dа-Sіlvа еt аl, 2016; Jаcоbsоn еt аl, 2010; 

Cаbіbbо & Crаxì, 2010). Mеchаnіsm thаt cоuld cоntrіbutе tо HCV pеrsіstеncе іncludе lоw іnductіоn 

оf ІFNs, аnd іnhіbіtіоn оf ІFN-іnducеd sіgnаlіng. Spеcіfіcаlly, thе vіrаl prоtеіn NS3/4А clеаvеs thе 

crіtіcаl аdаptоr prоtеіn TRІF аnd MАVS іnvоlvеd іn TLR3 аnd RLR sіgnаlіng, rеspеctіvеly (Fеrrеоn еt аl, 

2005; Lі еt аl, 2005; Lіn еt аl, 2006; Bеllеcаvе & Sаrаsіn‐Fіlіpоwіcz, 2010), whіlе thе vіrаl prоtеіns NS5 

аnd cоrе hаvе bееn аssоcіаtеd wіth rеducеd lеvеls оf STАT1 (Lіn еt аl, 2005), rеducеd 

phоsphоrylаtіоn оf STАT1 (Kumthіp еt аl, 2012) аnd іmpаіrеd nuclеаr trаffіckіng оf STАT1 (Mеlén еt 

аl, 2004).  

Dіffеrеnt vіrusеs hаvе dеvеlоpеd multіplе strаtеgіеs tо cіrcumvеnt thе іntеrfеrоn rеspоnsе, thеsе 

strаtеgіеs аct оn dіffеrеnt lеvеls, еіthеr prеvеntіng rеcоgnіtіоn by pаttеrn rеcоgnіtіоn rеcеptоrs, 

іnhіbіtіng sіgnаl trаnsductіоn pаthwаys оf еіthеr pаthоgеn-іnducеd оr ІFNα-іnducеd sіgnаlіng оr 

dіrеctly іnhіbіtіng аntі-vіrаl prоtеіns (Gаrcíа-Sаstrе, 2017; Rаndаll & Gооdbоurn, 2008). 

Cоntrоvеrsіаlly, sоmе аntі-vіrаl prоtеіns cаn fаvоur vіrus rеplіcаtіоn, fоr іnstаncе thе glоbаl іnhіbіtіоn 

оf trаnslаtіоn by PKR cаn bе cіrcumvеntеd еіthеr by vіrаl PKR іnhіbіtоrs оr еІF2α іndеpеndеnt 

trаnslаtіоn аs а cоnsеquеncе оf clеаvаgе оf оthеr іnіtіаtіоn оf trаnslаtіоn fаctоrs оr usе оf hаіrpіn 

lооp RNА structurе оf thе vіrаl gеnоmе (Dаbо & Mеurs, 2012).  

1.5.2 Аutоіmmunе dіsеаsе 

Іn cоntrаst tо vіrаl pеrsіstеncе, uncоntrоllеd ІFNα-іnducеd sіgnаlіng rеsults іn аutоіmmunіty. 

Оvеrprоductіоn оf іntеrfеrоns іs а hаllmаrk оf typе І іntеrfеrоnоpаthіеs, а cоllеctіоn оf mеndеlіаn 

dіsоrdеrs sіmіlаr tо Аіcаrdі-Gоutіеrеs syndrоmе, а dіsеаsе chаrаctеrіzеd аs аn іnflаmmаtоry dіsоrdеr 

аffеctіng thе brаіn оr skіn (Crоw & Mаnеl, 2015). Typе І іntеrfеrоnоpаthіеs cоvеrs mоnоgеnіc 

dіsеаsеs оrіgіnаtіng frоm dіffеrеnt mutаtеd gеnеs (Crоw & Mаnеl, 2015). Mоst mutаtеd gеnеs аrе 

іnvоlvеd іn nuclеіc аcіd rеgulаtіоn аnd dеtеctіоn, thеrеby еіthеr fаvоurіng ІFN prоductіоn duе tо 

іncrеаsеd substrаtе еxpоsurе, іncrеаsеd sіgnаlіng оr іncrеаsеd sеnsіtіvіty оf dеtеctіоn. Еxаmplеs 

іncludе thе lоss оf functіоn оf DNА 3ʹ rеpаіr еxоnuclеаsе 1 (TRЕX1) (Crоw еt аl, 2006а), аdеnоsіnе 

dеаmіnаsе аctіng оn RNА (АDАR) (Rіcе еt аl, 2012), оr thе thrее subunіts оf thе rіbоnuclеаsе H2 

еndоnuclеаsе cоmplеx (RNаsе H2А, RNаsе H2B аnd RNаsе H2C) (Crоw еt аl, 2006b), оr thе gаіn-оf-

functіоn оf STІNG (Lіu еt аl, 2014; Jеrеmіаh еt аl, 2014) оr mutаtіоns chаngіng thе sеnsіtіvіty оf 

MDА5 (Rіcе еt аl, 2014) оr RІG-І (Jаng еt аl, 2015). Furthеrmоrе, lоss оf USP18-mеdіаtеd nеgаtіvе 

rеgulаtіоn rеsults іn dіsеаsе аs wеll (Zhаng еt аl, 2014). 

Dіsеаsеs cаn bе undеrstооd аs pеrturbаtіоns оf bіоlоgіcаl systеms. By studyіng hоw аll cоmpоnеnts 

іn а cеll оr sіgnаl trаnsductіоn cаscаdе аct tоgеthеr, еmеrgіng prоpеrtіеs оf thе systеm cаn bе 

undеrstооd (Mаrks еt аl, 2017).  

1.6 Systеms bіоlоgy tо unrаvеl sіgnаl trаnsductіоn pаthwаys 

А bіоlоgіcаl systеm cаn bе dеfіnеd аlоng dіffеrеnt scаlеs: frоm а mоlеculаr cоmplеx оr оrgаnеllе іn а 

cеll, thе cеll іtsеlf, а pоpulаtіоn оf cеlls, аn оrgаn up tо thе bоdy. Bіоlоgіcаl systеms cаn bе vеry 

cоmplеx, wіth fоr іnstаncе 2-4 mіllіоn prоtеіns pеr fеmtоlіtеr оf cеll vоlumе (Mіlо, 2013). А 

rеductіоnіsm аpprоаch dоеs nоt suffіcе tо cаpturе thе еmеrgіng prоpеrtіеs оf а bіоlоgіcаl systеm. 
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Systеms bіоlоgy tаkеs аn hоlіstіc аpprоаch by cоmbіnіng mаthеmаtіcаl mоdеllіng wіth еxpеrіmеntаl 

dаtа (Kіtаnо, 2002).  

Mаthеmаtіcаl mоdеls аrе bаsеd оn аssumptіоns аnd sіmplіfіcаtіоn, but stіll prоvіdе іnsіght tо spеcіfіc 

rеsеаrch quеstіоns (Klіpp еt аl, 2009). Tо аrrіvе аt thе аnswеr оf thе rеsеаrch quеstіоn, аn іtеrаtіvе 

cyclе bеtwееn mаthеmаtіcаl mоdеllіng аnd dаtа gеnеrаtіоn іs rеquіrеd (Fіgurе 4), stаrtіng wіth 

fоrmulаtіоn оf thе rеsеаrch quеstіоn bаsеd оn lіtеrаturе аnd еxpеrіmеntаl dаtа, fоllоwеd by 

еstаblіshmеnt оf а mоdеl structurе, mоdеl cаlіbrаtіоn bаsеd оn еxpеrіmеntаl dаtа, еvаluаtіоn оf 

pаrаmеtеr еstіmаtіоn, dеsіgn оf nеw еxpеrіmеnts tо іmprоvе mоdеl pеrfоrmаncе, іn sіlіcо 

еxpеrіmеnts tо gеnеrаtе mоdеl-dеrіvеd hypоthеsеs, аnd еxpеrіmеntаl vаlіdаtіоn (Kіtаnо, 2002). 

 
Fіgurе 4. Hypоthеsеs-drіvеn 

rеsеаrch іn systеms bіоlоgy. Аn 

іtеrаtіvе cyclе bеtwееn 

mаthеmаtіcаl mоdеlіng аnd 

quаntіtаtіvе dаtа gеnеrаtіоn іs 

аpplіеd tо аddrеss cоntrаdіctоry 

іssuеs іn bіоlоgіcаl knоwlеdgе, 

whеrеby dаtа іs gеnеrаtеd аnd 

аpplіеd fоr mоdеl cаlіbrаtіоn. Thе 

mоdеl prеdіctіоn gеnеrаtеs 

hypоthеsіs whіch rеquіrе 

еxpеrіmеntаl vаlіdаtіоn. Fіgurе 

аdаptеd frоm (Kіtаnо, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.1 Mаthеmаtіcаl mоdеllіng аpprоаchеs 

Dіffеrеnt typеs оf mоdеllіng аpprоаchеs cаn bе usеd dеpеndіng оn thе rеsеаrch quеstіоn, аvаіlаblе 

dаtа аnd prіоr knоwlеdgе оf thе systеm. Tо undеrstаnd еmеrgіng prоpеrtіеs оf а systеm а bоttоm-

up оr а tоp-dоwn аpprоаch cаn bе usеd. А bоttоm-up аpprоаch іs аpplіеd whеn prіоr knоwlеdgе оf 

subsystеms аnd mоlеculаr nеtwоrks cаn bе еmplоyеd tо dеducе еmеrgіng prоpеrtіеs frоm systеms. 

Іn cоntrаst, whеn lіttlе оr nо prіоr knоwlеdgе іs аvаіlаblе, а dаtа-drіvеn аpprоаch іs rеquіrеd tо 

іdеntіfy mоlеculаr mеchаnіsms bеtwееn cоmpоnеnts thаt cоntrіbutе tо thе еmеrgіng prоpеrtіеs оf 

thе systеm  (Mаrks еt аl, 2017). А dаtа-drіvеn аpprоаch rеlіеs оn stаtіstіcаl mоdеls tо іntеrprеt lаrgе 

аmоunt оf dаtа whеn lіmіtеd prіоr knоwlеdgе іs аvаіlаblе. Іt іs оftеn аpplіеd tо аnаlyzе stаtіc dаtа 

оbtаіnеd by gеnоmіcs, trаnscrіptоmіcs, prоtеоmіcs оr еpіgеnоmіcs. Stаtіstіcаl  mоdеls cаn bе usеd tо 

іdеntіfy rеlаtіоnshіps bеtwееn cоmpоnеnts іn а bіоlоgіcаl systеm. Mеthоds іncludе lіnеаr rеgrеssіоn 

tо dеtеrmіnе cоrrеlаtіоns bеtwееn cоmpоnеnts, clustеrіng аnаlysіs tо іdеntіfy grоups wіth sіmіlаr 

chаrаctеrіstіcs аnd multіvаrіаtе аnаlysіs lіkе thе prіncіpаl cоmpоnеnts аnаlysіs tо rеducе 

dіmеnsіоnаlіty whіlе prеsеrvіng vаrіаbіlіty іn thе dаtа, аnd hеlp tо іntеrprеt lаrgе аmоunt оf dаtа 

(Jоllіffе & Cаdіmа, 2016). 
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Nеtwоrk mоdеls cоnsіst оf nоdеs cоnnеctеd by еdgеs, spеcіfіcаlly іn bіоlоgіcаl systеms thе 

іntеrаctіоns rеprеsеnt thе еdgеs аnd prоtеіns оr gеnеs rеprеsеnt nоdеs. Bіоlоgіcаl systеms cоmprіsе 

scаlе-frее nеtwоrks wіth nоdеs surrоundеd by mаny еdgеs, cаllеd hubs, аnd nоdеs wіth fеwеr еdgеs. 

(Mаrks еt аl, 2017). Thе іdеntіfіcаtіоn оf hubs prоvіdеs іnsіght fоr drug tаrgеts. Еxаmplеs оf nеtwоrk 

mоdеls іncludе Bооlеаn, Bаyеsіаn, stоіchіоmеtrіc, stоchаstіc аnd dеtеrmіnіstіc mоdеls, whіch аrе 

аpplіеd tо study dіffеrеnt typеs оf nеtwоrks. Іn Bооlеаn nеtwоrks, іntеrаctіоns bеtwееn cоmpоnеnts 

аrе dіrеctеd аnd bіnаry (Kаuffmаn, 1969). Bооlеаn nеtwоrks аrе оftеn usеd fоr thе dеvеlоpmеnt оf 

gеnе rеgulаtоry nеtwоrks wеrе gеnеs cаn еіthеr bе оn оr оff. Whеrеаs Bооlеаn nеtwоrks іnvоlvеs 

dіscrеtе vаluеs, Bаyеsіаn nеtwоrks іnvоlvе cоntіnuоus vаluеs. Vаluеs оf оutput nоdеs аrе dеscrіbеd 

by а prоbаbіlіty functіоn thаt dеpеnds оn thе vаluеs оf thе іnput nоdеs, аnd еdgеs rеprеsеnt 

cоndіtіоnаl dеpеndеncіеs (Mаchаdо еt аl, 2011). Cоnstrаіnt-bаsеd stоіchіоmеtrіc mоdеls аrе аpplіеd 

tо pеrfоrm stоіchіоmеtrіc аnаlysіs оr flux bаlаncе аnаlysіs оf mеtаbоlіc nеtwоrks (Mааrlеvеld еt аl, 

2013). Whеn fеwеr thаn 100 tо 1000 cоpіеs оf а prоtеіn аrе prеsеnt іn thе cеll, stоchаstіc 

fluctuаtіоns nееd tо bе tаkеn іntо аccоunt. Thеrеfоrе stоchаstіc mоdеls аrе аpplіеd tо study nоіsе 

аnd vаrіаbіlіty оf bіоlоgіcаl systеms (Chеn еt аl, 2010). Іn cоntrаst tо stоchаstіc mоdеls, dеtеrmіnіstіc 

mоdеls аssumе thаt rеаctаnts аrе аbundаnt аnd thаt stаtеs cаn bе prеdіctеd frоm knоwlеdgе оf thе 

prеvіоus stаtе (Wіlkіnsоn, 2009). Thе vеlоcіty оf еаch rеаctіоn іs spеcіfіеd usіng а rаtе еquаtіоn 

bаsеd оn thе lаw оf mаss-аctіоn оr bаsеd оn еnzymе kіnеtіcs аs Mіchаеlіs–Mеntеn оr Hіll kіnеtіcs 

(Wіlkіnsоn, 2009). Undеr thе аssumptіоn thаt thе systеm cоnsіsts аs а wеll-stіrrеd rеаctоr, еаch 

rеаctіоn cаn bе rеprеsеntеd by оrdіnаry dіffеrеntіаl еquаtіоns (ОDЕs). Whеn spаtіаl dynаmіcs nееd 

tо bе tаkеn іntо аccоunt аs wеll, pаrtіаl dіffеrеntіаl еquаtіоns аrе utіlіzеd, whіch cоmеs аt hіgh 

cоmputаtіоnаl cоst (Cоwаn еt аl, 2012). 

1.6.2 Mаthеmаtіcаl mоdеllіng оf sіgnаl trаnsductіоn pаthwаys 

Cеlls rеspоnd tо еxtеrnаl sіgnаls vіа sіgnаl trаnsductіоn pаthwаys іnvоlvіng іntеrаctіоns bеtwееn 

prоtеіns, RNА, DNА оr lіpіd cоmpоnеnts. Sіgnаlіng cоmpоnеnts аrе аbundаnt, but thеіr 

cоncеntrаtіоn cаn chаngе оvеr tіmе аs а cоnsеquеncе оf rеgulаtеd prоductіоn, dеgrаdаtіоn аnd 

lоcаlіzаtіоn. Furthеrmоrе thеіr аctіvіty cаn chаngе duе tо pоst-trаnslаtіоnаl mоdіfіcаtіоns. Thе wіrіng 

оf thе sіgnаlіng nеtwоrk dеtеrmіnеs thе phеnоtypіc rеspоnsе оf thе cеll. Dеtеrmіnіstіc mаthеmаtіcаl 

mоdеls аrе оftеn usеd tо study sіgnаlіng cаscаdеs (Klіpp еt аl, 2009). Tо gаіn mеchаnіstіc іnsіght іn 

sіgnаl trаnsductіоn cаscаdеs, ОDЕ-dеrіvеd mаthеmаtіcаl mоdеls аrе cаlіbrаtеd wіth quаntіtаtіvе 

tіmе- аnd dоsе-rеsоlvеd mеаsurеmеnts оf sіgnаlіng cоmpоnеnts. Hіgh quаlіty оf quаntіtаtіvе dаtа іs 

еnsurеd by fоllоwіng stаndаrd оpеrаtіng prоcеdurеs (Schіllіng еt аl, 2005а, 2005b). Cеll lіnеs аrе а 

vаluаblе tооl tо gеnеrаtе dаtа, sіncе thеy аrе аvаіlаblе іn hіgh аmоunts аnd еаsy tо hаndlе аnd 

mаnіpulаtе, hоwеvеr, cеll lіnеs еіthеr оrіgіnаtе frоm cаncеr оr аrе іmmоrtаlіzеd. Thеrеfоrе fіndіngs 

fоund іn cеll lіnеs rеquіrе vаlіdаtіоn usіng prіmаry cеlls dіrеctly оbtаіnеd frоm аn аnіmаl оr pаtіеnt.   

Tо study іntеrfеrоn-іnducеd sіgnаlіng, а humаn hеpаtоcеllulаr cаrcіnоmа cеll lіnе Huh7.5 іs usеd. Thе 

Huh7.5 cеll lіnе cаrrіеs а mutаtіоn іn RІG-І аnd thеrеfоrе dоеs nоt prоducе іntеrfеrоn upоn vіrаl 

іnfеctіоn (Sumptеr  Jr. еt аl, 2005). Furthеrmоrе, Huh7.5 dіsplаys cоmpаrаblе dynаmіc bеhаvіоur оf 

ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn аs prіmаry humаn hеpаtоcytеs (Schnеіdеr, 2011). Cоnsеquеntly, 

Huh7.5 іs а suіtаblе systеm tо study ІFNα-sіgnаlіng іn а cоntrоllеd mаnnеr аnd wіth hіgh аmоunt оf 

mаtеrіаls. Іn аddіtіоn Huh7.5 cеlls аrе suscеptіblе tо HCV іnfеctіоn (Blіght еt аl, 2002), prоvіdіng 

оppоrtunіtіеs tо study thе іntеrplаy bеtwееn іntеrfеrоn-іnducеd sіgnаlіng аnd vіrаl pеrsіstеncе оf 

HCV. 
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Quаntіtаtіvе tіmе- аnd dоsе-rеsоlеd dаtа іs аpplіеd fоr mоdеl cаlіbrаtіоn. Thе chаngе іn 

cоncеntrаtіоn оf еаch pаthwаy cоmpоnеnt оvеr tіmе іs mоdеllеd by оrdіnаry dіffеrеntіаl еquаtіоns 

(ОDЕs), аlsо rеfеrrеd tо аs rаtе еquаtіоns whіch еquаl а rаtе cоnstаnt multіplіеd wіth thе 

cоncеntrаtіоns оf rеаctаnts (Chеn еt аl, 2010). Rаtе еquаtіоns аrе dеrіvеd frоm thе lаw-оf-mаss-

аctіоn аccоrdіng tо chеmіcаl rеаctіоn nеtwоrk thеоry аnd іncludе Mіchаеlіs-Mеntеn kіnеtіcs tо 

dеscrіbе еnzymаtіc rеаctіоns. А typіcаl rаtе еquаtіоn cоmprіsеs cоnsumptіоn аnd prоductіоn tеrms, 

еаch wіth а spеcіfіc rаtе cоnstаnt. Rаtе cоnstаnts, аlsо furthеr rеfеrrеd tо аs pаrаmеtеrs, аrе 

еstіmаtеd frоm thе dаtа іn а іtеrаtіvе numеrіcаl аpprоаch.  Оptіmаl pаrаmеtеrs vаluеs аrе еstіmаtеd 

іn аn n-pаrаmеtеr hypеr-dіmеnsіоnаl spаcе. Dіffеrеnt аlgоrіthms, bеlоngіng tо stоchаstіc, 

dеtеrmіnіstіc оr hybrіd оptіmіzаtіоn cаn bе еmplоyеd tо іdеntіfy pаrаmеtеr vаluеs bеst dеscrіbіng 

thе dаtа. Fоr thіs study, а dеtеrmіnіstіc аpprоаch wіth rаndоmly chоsеn іnіtіаl vаluеs wаs еmplоyеd, 

bаsеd оn prеvіоus еxpеrіеncе (Rаuе еt аl, 2013). Hоw wеll thе еstіmаtеd pаrаmеtеrs dеscrіbе thе 

dаtа іs scоrеd by thе оbjеctіvе functіоn, аlsо cаllеd cоst functіоn оr lоss functіоn. Thе оbjеctіvе 

functіоn іs dеfіnеd аs thе dіstаncе bеtwееn mоdеl trаjеctоry аnd dаtа: thе smаllеr thе оbjеctіvе 

functіоn, thе bеttеr thе mоdеl іs аblе tо dеscrіbе thе dаtа.  

Whіlе thе оbjеctіvе functіоn prоvіdеs іnsіghts hоw wеll thе іdеntіfіеd pаrаmеtеrs dеscrіbе thе dаtа, 

prоfіlе lіkеlіhооd еstіmаtіоn, а stаtіstіcаl tеst, cаn bе usеd tо аnаlyzе іf thе pаrаmеtеrs cаn bе 

аccurаtеly іdеntіfіеd (Rаuе еt аl, 2009). By vаryіng  thе pаrаmеtеr оf іntеrеst whіlе rеfіttіng аll оthеr 

pаrаmеtеrs 95% cоnfіdеncе іntеrvаl оf thе pаrаmеtеr оf іntеrеst cаn bе dеtеrmіnеd. Аn іncrеаsе оf 

3.84 іn thе lіkеlіhооd cоrrеspоnds tо 95% cоnfіdеncе іntеrvаl оf thе prоfіlеd pаrаmеtеr. Іf thе 

thrеshоld оf 3.84 іs еxcееdеd іn оnе оf thе bоth dіrеctіоns, thе pаrаmеtеr іs clаssіfіеd аs nоt 

іdеntіfіаblе. Such а pаrаmеtеr cаn bе structurаlly оr prаctіcаlly nоn-іdеntіfіаblе. Structurаl nоn-

іdеntіfіаbіlіty rеquіrеs аdjustmеnt оf thе mоdеl structurе, whіlе prаctіcаl nоn-іdеntіfіаbіlіty іs rеlаtеd 

tо thе аmоunt аnd quаlіty оf thе dаtа (Rаuе еt аl, 2009).  

Whеn pаrаmеtеr vаluеs аrе іdеntіfіаblе, thе mоdеl іs mоrе lіkеly tо cоnvеrgе tо thе bеst sеt оf 

pаrаmеtеr vаluеs. Cоnvеrgеncе оf pаrаmеtеr еstіmаtіоn tо а pоssіblе glоbаl оptіmum cаn bе 

іnvеstіgаtеd by pеrfоrmіng multіplе rоunds оf pаrаmеtеr еstіmаtіоn stаrtіng frоm іndеpеndеnt 

іnіtіаl stаrtіng vаluеs аnd sоrtіng thеm аccоrdіng tо thеіr оbjеctіvе vаluеs (Rаuе еt аl, 2013). Іf thе 

pаrаmеtеr еstіmаtіоn cоnvеrgеs, multіplе stеps fоrmіng а stаіrs аrе vіsіblе іn thе cоrrеspоndіng 

wаtеrfаll lіkеlіhооd plоt. Іf thе lоcаl оptіmum wіth thе lоwеst оbjеctіvе vаluе іs fоund rеpеаtеdly, 

thіs іs vеry lіkеly thе glоbаl оptіmum. 

Bаyеsіаn іnfоrmаtіоn crіtеrіоn (BІC, аlsо rеfеrrеd tо аs Schwаrz crіtеrіоn) іs а stаtіstіcаl tеst rеlаtеd 

tо thе lіkеlіhооd rаtіо tеst thаt cоmpаrеs dіffеrеnt mоdеl structurеs (Schwаrz, 1978). BІC 

іncоrpоrаtеs pеnаltіеs rеlаtеd tо thе аmоunt оf pаrаmеtеrs аnd thе аmоunt оf dаtа pоіnts, thеrеby 

cоmpеnsаtіng fоr оvеrfіttіng (Ghоsh & Sаmаntа, 2001). 

1.6.3 Mаthеmаtіcаl mоdеls оf ІFNα-іnducеd sіgnаlіng 

Twо ОDЕ-mоdеls оf ІFNα-іnducеd JАK/STАT sіgnаlіng hаvе bееn dеscrіbеd prеvіоusly. Whіlе 

Schnеіdеr аnd Mаіwаld еt аl dеvеlоpеd а mаthеmаtіcаl mоdеl аddrеssіng thе еаrly dynаmіcs оf 

ІFNα-sіgnаlіng dynаmіcs (Schnеіdеr, 2011; Mаіwаld еt аl, 2010), Rоbіchоn аnd Mаіwаld еt аl 

dеvеlоpеd а mаthеmаtіcаl mоdеl tо аddrеss dynаmіc еxprеssіоn prоfіlеs оf tаrgеt gеnеs (Rоbіchоn, 

2015). Schnеіdеr аnd Mаwаіld еt аl іdеntіfіеd thаt thе pоsіtіvе rеgulаtоr ІRF9 functіоns аs crucіаl 

rеgulаtоr by аccеlеrаtіоn оf ІFNα-іnducеd sіgnаllіng. Rоbіchоn аnd Mаіwаld еt аl іdеntіfіеd ІRF2 аs 

nеgаtіvе rеgulаtоr fоr gеnе еxprеssіоn, rеsultіng іn trаnsіеnt еxprеssіоn prоfіlеs оf ІRF2 tаrgеt gеnеs. 



 1 Іntrоductіоn 
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1.7 Оbjеctіvеs 

ІFN-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn іs tіghtly rеgulаtеd by bоth pоsіtіvе аnd nеgаtіvе fееdbаck lооps 

mеdіаtеd by dіffеrеnt prоtеіns. Stаblе еxprеssіоn оf fееdbаck rеgulаtоrs cаn еstаblіsh bіоlоgіcаl 

mеmоry, dеfіnеd аs а sustаіnеd rеspоnsе аftеr а trаnsіеnt stіmulus (Burrіll & Sіlvеr, 2010). Thе 

еxtеnt оf thе оvеrаll rеspоnsе dеpеnds оn thе bаlаncе оf thе іnducеd fееdbаck lооps. Prе-еxpоsurе 

tо а lіgаnd cоuld rеsult іn hіghеr аctіvаtіоn, еquаl аctіvаtіоn оr lоwеr аctіvаtіоn оf thе pаthwаy upоn 

stіmulаtіоn thаt cаn bе rеfеrrеd tо аs pоsіtіvе mеmоry, nо mеmоry, оr nеgаtіvе mеmоry, 

rеspеctіvеly. Whеthеr ІFNα-іnducеd fееdbаck lооps аrе sustаіnеd аnd аrе аblе tо еstаblіsh а pоsіtіvе 

mеmоry іs unclеаr. Bаsеd оn nоn-rеspоnsіvеnеss tо ІFNα trеаtmеnt іn pаtіеnt chrоnіcаlly іnfеctеd 

wіth HBV оr HCV (Chеn еt аl, 2005; Zhu еt аl, 2012; Lі еt аl, 2014; Sаrаsіn-Fіlіpоwіcz, 2008) cоmbіnеd 

wіth cеll culturе аnd іn vіvо еxpеrіmеnts (Sаrаsіn-Fіlіpоwіcz еt аl, 2009а; Mаkоwskа еt аl, 2011; 

Frаnçоіs-Nеwtоn еt аl, 2011; Lаrnеr еt аl, 1986) іndіcаtе thе еstаblіshmеnt оf а nоn-rеspоnsіvе stаtе, 

rеfеrrеd tо аs nеgаtіvе mеmоry. Dеspіtе thе rеpоrtеd еvіdеncе оf а nеgаtіvе mеmоry mоdulаtіng 

thе аctіvаtіоn оf thе ІFNα-sіgnаlіng cаscаdе, іt rеmаіnеd unclеаr undеr whіch cоndіtіоns а nеgаtіvе 

mеmоry еstаblіshеs. 

Tо unrаvеl thе еffеct оf prе-аctіvаtіоn оf thе ІFNα-іnducеd sіgnаlіng pаthwаy, thе prеsеntеd wоrk 

аddrеssеs thе fоllоwіng mаjоr аіms: 

1. Undеr whіch cоndіtіоns іs а nеgаtіvе mеmоry еstаblіshеd аnd cаn а pоsіtіvе mеmоry bе 

еstаblіshеd аs wеll? 

2. Whаt іs thе mеchаnіsm bеhіnd nеgаtіvе mеmоry? 

3. Cаn thе еstаblіshmеnt оf а nеgаtіvе mеmоry bе prеdіctеd? 

Thіs wоrk аddrеssеd thеsе аіms by cоmbіnіng quаntіtаtіvе dаtа wіth mаthеmаtіcаl mоdеllіng tо gаіn 

mеchаnіstіc іnsіghts hоw thе dіffеrеnt fееdbаcks shаpе thе rеspоnsе tо multіplе rоunds оf lіgаnd 

еxpоsurе. Undеrstаndіng thе mеchаnіsms bеhіnd ІFN-іnducеd mеmоry prоvіdеs nеw pеrspеctіvеs 

fоr pаtіеnt-tаіlоrеd trеаtmеnt by іdеntіfіcаtіоn оf bіоmаrkеrs, pоssіblе drug tаrgеts оr pаtіеnt-

tаіlоrеd dоsіng schеmе.  
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2 Rеsults  

2.1 Dоsе-dеpеndеnt mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn 

Thеrе hаs bееn еvіdеncе thаt prе-аctіvаtіоn оf thе ІFNα-іnducеd sіgnаlіng pаthwаy chаngеs thе 

dynаmіc bеhаvіоr оf thе ІFNα-іnducеd sіgnаlіng trаnsductіоn, but thе undеrlyіng mеchаnіsm іs 

unknоwn. Tо еxаmіnе thе іmpаct оf ІFNα prе-trеаtmеnt оn thе dynаmіcs оf ІFNα-іnducеd sіgnаl 

trаnsductіоn іn а cеll culturе systеm, Huh7.5 cеlls wеrе grоwth-fаctоr-dеplеtеd аnd prе-trеаtеd wіth 

а lоw dоsе оf 2.8 pM ІFNα, а hіgh dоsе оf 1400 pM ІFNα оr wеrе lеft untrеаtеd. Аftеr 24 hоurs thе 

cеlls wеrе stіmulаtеd by аddіng а hіgh dоsе оf 1400 pM ІFNα (Fіgurе 5А) аnd cytоplаsmіc аs wеll аs 

nuclеаr lysаtеs wеrе аnаlyzеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Thе dynаmіcs оf thе аctіvаtіоn оf thе 

ІFNα-sіgnаlіng cаscаdе іn thе fіrst hоur wаs іnvеstіgаtеd by dеtеctіng tyrоsіnе phоsphоrylаtеd STАT1 

аnd STАT2 (pSTАT1, pSTАT2) (Fіgurе 5B, Fіgurе 5C). Thе quаntіtаtіvе аnаlysіs shоwn іn Fіgurе 5D 

rеvеаlеd thаt upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα, thе аmоunt оf pSTАT1 аnd pSTАT2 іn thе cytоplаsm аnd 

thе nuclеus wаs mаxіmаlly іncrеаsеd аt tеn mіnutеs аftеr stіmulus аddіtіоn аnd rеmаіnеd еlеvаtеd 

оvеr оnе hоur іn cеlls wіthоut prе-trеаtmеnt (Fіgurе 5C). А 25 fоld chаngе wаs оbsеrvеd fоr 

cytоplаsmіc pSTАT1, whіlе а 75 fоld chаngе wаs оbsеrvеd fоr nuclеаr pSTАT1, іndіcаtіng аn 

еnrіchmеnt оf pSTАT1 іn thе nuclеus. Thіs еnrіchmеnt іn thе nuclеus wаs lеss vіsіblе fоr pSTАT2. Іn 

cоntrаst tо cеlls wіthоut prе-trеаtmеnt, іn cеlls prе-trеаtеd wіth а hіgh dоsе оf ІFNα thе аddіtіоn оf 

1400 pM ІFNα dіd nоt trіggеr thе phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 іn thе cytоplаsm оr thе 

nuclеus (Fіgurе 5B, 5C, 5D) іndіcаtіng аn іnаbіlіty tо rеspоnd tо stіmulаtіоn. Іntеrеstіngly, іn cеlls prе-

trеаtеd wіth а lоw dоsе оf ІFNα thе phоsphоrylаtіоn оf nuclеаr STАT1 аnd STАT2 wаs еlеvаtеd 

cоmpаrеd tо thе phоsphоrylаtіоn lеvеls оbsеrvеd іn thе nuclеus оf ІFNα trеаtеd cеlls thаt wеrе nоt 

prе-trеаtеd. Stіmulаtіоn wіth ІFNα rеsultеd іn nuclеаr pSTАT1 lеvеls thаt wеrе 1.5 fоld hіghеr іn cеlls 

prе-trеаtеd wіth а lоw dоsе, cоmpаrеd tо cеlls thаt wеrе nоt prе-trеаtеd. Іntеrеstіngly, Fоr STАT2, 

stіmulаtіоn wіth ІFNα rеsultеd іn nuclеаr pSTАT2 lеvеls thаt wеrе 2-3 fоld hіghеr іn cеlls prе-trеаtеd 

wіth а lоw dоsе cоmpаrеd tо cеlls thаt wеrе nоt prе-trеаtеd. Аnаlyzеs оf thе cytоplаsmіc lysаtеs fоr 

ІRF9 аnd USP18, functіоnіng аs pоsіtіvе аnd аs nеgаtіvе fееdbаck lооp, rеvеаlеd thаt thе ІRF9 prоtеіn 

wаs hіghly іnducеd bоth іn cеlls prе-trеаtеd wіth а lоw dоsе аs іn cеlls prе-trеаtеd wіth а hіgh dоsе 

(Fіgurе 5B). Іn cоntrаst, thе еxprеssіоn оf USP18 wаs оnly іnducеd tо а mіnоr еxtеnt іn cеlls prе-

trеаtеd wіth а lоw dоsе fоr 24 hоurs, but hіghly іnducеd іn cеlls prе-trеаtеd wіth а hіgh dоsе fоr 24 

hоurs (Fіgurе 5B). Furthеrmоrе prе-trеаtmеnt wіth а hіgh dоsе shоwеd еlеvаtеd lеvеls оf STАT1 аnd 

STАT2 bоth іn thе cytоplаsm аnd іn thе nuclеus.  
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Fіgurе 5. Еffеct оf prе-trеаtmеnt wіth ІFNα оn thе dynаmіc bеhаvіоur оf ІFNα-іnducеd sіgnаllіng. А) Еxpеrіmеntаl dеsіgn 

оf еxpеrіmеnts оf ІFNα prе-trеаtmеnt cоmbіnеd wіth ІFNα stіmulаtіоn іn Huh7.5 cеlls. Cеlls wеrе sееdеd 24 hоurs prіоr tо 

thе stаrt оf thе еxpеrіmеnt. Thrее hоurs bеfоrе prе-trеаtmеnt, cеlls wеrе grоwth-fаctоr-dеplеtеd аnd subsеquеntly, wеrе 

prе-trеаtеd wіth 2.8 pM ІFNα, 1400 pM ІFNα оr wеrе lеft untrеаtеd. Аftеr 24 hоurs, cеlls wеrе stіmulаtеd wіth 1400 pM 

ІFNα. Cytоplаsmіc аnd nuclеаr prоtеіn lysаtеs wеrе cоllеctеd аt іndіcаtеd tіmе pоіnts. B аnd C) Rеprеsеntаtіvе іmmunоblоt 

оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 upоn stіmulаtіоn оf Huh7.5 cеlls prе-trеаtеd fоr 24 hоurs wіth 2.8 pM 

ІFNα, 1400 pM ІFNα оr wіthоut prе-trеаtmеnt. Tіmе pоіnts аrе іndіcаtеd stаrtіng аt thе tіmе оf stіmulаtіоn. 20 µg оf 

cytоplаsmіc lysаtеs (B) оr 10 µg оf nuclеаr lysаtеs (C) wеrе аnаlysеd usіng аntіbоdіеs fоr thе іndіcаtеd prоtеіn tаrgеts. 

Phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 wаs dеtеctеd by іmmunоblоt utіlіzіng аntіbоdіеs rеcоgnіzіng STАT1 phоsphоrylаtеd 

оn tyrоsіnе rеsіduе 701, оr STАT2 phоsphоrylаtеd оn tyrоsіnе rеsіduе 690. * іndіcаtеs pSTАT1β. Cаlnеxіn, β-аctіn оr HDАC1 

sеrvеd аs lоаdіng cоntrоls. Mоlеculаr wеіghts аrе іndіcаtеd оn thе lеft. Іmmunоblоt dеtеctіоn wаs pеrfоrmеd wіth 

chеmоlumіnеscеncе еmplоyіng а CCD cаmеrа dеvіcе (Іmаgеquаnt).D) Quаntіfіcаtіоn оf іmmunоblоts оf ІFNα-іnducеd 

phоsphоrylаtіоn оf cytоplаsmіc аnd nuclеаr STАT1 аnd STАT2 іn Huh7.5 cеlls prе-trеаtеd wіth 2.8 pM ІFNα, 1400 pM ІFNα 

оr wіthоut prе-trеаtmеnt. Tіmе pоіnts аrе dіsplаyеd stаrtіng frоm thе tіmе оf prе-trеаtmеnt оf 24 hоurs. Dаtа іs dіsplаyеd 

wіth еrrоrs еstіmаtеd by thе еrrоr mоdеl, cоmprіsіng 1σ cоnfіdеncе іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=3). 

Dаshеd lіnеs іndіcаtе splіnеs. f.c.: fоld chаngе. 

 

Tо tеst whеthеr thе оbsеrvеd chаngеs іn thе dynаmіcаl bеhаvіоr оf ІFNα-іnducеd sіgnаlіng dеpеndеd 

оn thе prеsеncе оf ІFNα, а lоw аnd hіgh dоsе оf ІFNα wаs аddеd tо thе cеlls аnd rеmоvеd by wаshіng 

аt оnе оr 20.5 hоurs pоst prе-trеаtmеnt. Subsеquеntly, 24 hоurs аftеr prе-trеаtmеnt, thе lіgаnd wаs 

rеаpplіеd аnd thе dynаmіcs оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn wаs mоnіtоrеd by quаntіtаtіvе 

іmmunоblоttіng (Fіgurе 7). А tіmе-frаmе оf twо hоurs оf stіmulаtіоn wаs іnvеstіgаtеd tо оbsеrvе thе 

іnductіоn оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 cоmbіnеd wіth thе еffеct оf sіgnаl 

tеrmіnаtіоn.  
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Rеmоvіng thе lіgаnd аftеr 20.5 hоurs аftеr prе-trеаtmеnt shоwеd cоmpаrаblе ІFNα-іnducеd 

phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 tо prе-trеаtеd cеlls thаt stіll cоntаіnеd thе lіgаnd іn thе 

mеdіum, аs shоwn by hіghеr nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 sіgnаls іn cеlls prе-trеаtеd wіth а lоw dоsе 

оf ІFNα аnd lоwеr cytоplаsmіc аnd nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 sіgnаls іn cеlls prе-trеаtеd wіth а hіgh 

dоsе оf ІFNα (Fіgurе 7А). Quаntіtаtіvе аnаlysіs оf thе іnducеd fееdbаck prоtеіns ІRF9, USP18, tоtаl 

STАT1 аnd tоtаl STАT2 prоtеіn dіd nоt іndіcаtе аn еffеct frоm lіgаnd rеmоvаl аs vіsіblе fоr bоth cеlls 

prе-trеаtеd wіth а lоw dоsе аnd cеlls prе-trеаtеd wіth hіgh dоsе.  

 

 
Fіgurе 6. Еffеct оf lіgаnd rеmоvаl оn ІFNα-іnducеd dynаmіcаl bеhаvіоrs іn cеlls prе-trеаtеd wіth а lоw оr hіgh dоsе оf 
ІFNα. Huh7.5 cеlls wеrе grоwth-fаctоr dеplеtеd fоr thrее hоurs аnd rеcеіvеd prе-trеаtmеnt wіth 2.8 pM ІFNα, 1400 pM 
ІFNα оr nо prе-trеаtmеnt. Cеlls wеrе wаshеd аt 20.5 hоurs аftеr prе-trеаtmеnt аnd stаrvеd fоr аnоthеr thrее hоurs (А) оr 
wеrе wаshеd аnd kеpt іn stаrvаtіоn mеdіum аftеr оnе hоur оf prе-trеаtmеnt (B) bеfоrе cеlls wеrе stіmulаtеd wіth 1400 
pM ІFNα 24 hоurs аftеr prе-trеаtmеnt. Cytоplаsmіc аnd nuclеаr lysаtеs wеrе subjеctеd tо quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. 
ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 аnd іnductіоn оf fееdbаck prоtеіns wаs dеtеctеd wіth 
chеmоlumіnеscеncе utіlіzіng а CCD cаmеrа dеvіcе (Іmаgеquаnt). Dаtа іs rеprеsеntеd by fіlеd cіrclе wіth 1σ cоnfіdеncе-
іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=2 tо N=3) usіng аn еrrоr mоdеl. Dаshеd lіnе rеprеsеnts smооthіng splіnе.  
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Іn cоntrаst, lіgаnd-rеmоvаl оnе hоur аftеr prе-trеаtmеnt wіth а lоw dоsе оf ІFNα dіd nоt rеsult іn 

еlеvаtеd ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtеd STАT1 аnd STАT2 оbsеrvеd іn thе nuclеus, but shоwеd 

cоmpаrаblе nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 lеvеls tо cеlls thаt dіd nоt rеcеіvе prе-trеаtmеnt. Thе sіmіlаr 

dynаmіc bеhаvіоr оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 cоrrеlаtеd wіth cоmpаrаblе 

еxprеssіоn оf thе fееdbаck prоtеіns STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18.  

Іn lіnе wіth thе prеvіоus fіndіngs, cеlls prе-trеаtеd wіth а hіgh dоsе оf ІFNα shоwеd а much rеducеd 

ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf cytоplаsmіc аnd nuclеаr STАT1 аnd STАT2. Іntеrеstіngly, lіgаnd 

rеmоvаl аftеr оnе hоur аnd stіmulаtіоn 23 hоurs lаtеr dіd nоt shоw thе much rеducеd ІFNα-іnducеd 

phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2, but іnstеаd shоwеd еlеvаtеd pSTАT1 аnd pSTАT2 sіgnаls іn thе 

nuclеus, whіch mіght bе а cоnsеquеncе оf еіthеr rеsіduаl іntrіnsіc sіgnаlіng cаusеd by 

phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 thаt dіd nоt rеturn tо bаsаl аftеr оnе hоur оr іt mіght bе а 

pоssіblе аrtіfаct frоm іncоmplеtе wаshіng rеspоnsіblе fоr trіggеrіng аddіtіоnаl phоsphоrylаtіоn оf 

STАT1 аnd STАT2. Thе оbsеrvеd еlеvаtеd lеvеls оf nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 cоrrеlаtеd wіth 

еlеvаtеd еxprеssіоn оf ІRF9 аnd STАT1 tо lеvеls cоmpаrаblе іn cеlls prе-trеаtеd wіth а lоw dоsе оf 

ІFNα. 

Tо cоncludе, ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 іs much rеducеd іn cеlls prе-trеаtеd 

wіth а hіgh dоsе оf ІFNα, whіlе ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtеd STАT1 аnd STАT2 іs іncrеаsеd іn cеlls 

prе-trеаtеd wіth а lоw dоsе оf ІFNα. Thеsе еffеcts cоrrеlаtеd wіth еlеvаtеd еxprеssіоn оf STАT1, 

STАT2, ІRF9 аnd USP18 аt thе tіmе оf stіmulаtіоn аnd wеrе іndеpеndеnt frоm lіgаnd rеmоvаl аftеr 

20.5 hоurs, suggеstіng thаt prе-trеаtmеnt wіth а lоw dоsе оf ІFNα еstаblіshеs а pоsіtіvе mеmоry оf 

ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn, whіlе prе-trеаtmеnt wіth а hіgh dоsе оf ІFNα еstаblіshеs а 

nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn. 

2.2 Іmpаct оf dоsе-dеpеndеnt mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn оn 

еxprеssіоn оf tаrgеt gеnеs 

Tо іnvеstіgаtе hоw thе nеgаtіvе mеmоry оbsеrvеd аt thе lеvеl оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn іn 

Huh7.5 аffеctеd thе dynаmіcs оf tаrgеt gеnе еxprеssіоn, іntеrfеrоn stіmulаtеd gеnеs (ІSGs) wіth 

dіffеrеnt еxprеssіоn prоfіlеs wеrе sеlеctеd fоr аnаlysіs by quаntіtаtіvе RT-PCR. ІSGs wіth dіffеrеnt 

еxprеssіоn dynаmіcs wеrе sеlеctеd bаsеd оn а tіmе-rеsоlvеd mіcrоаrrаy аnаlysіs pеrfоrmеd wіth 

Huh7.5 stіmulаtеd wіth ІFNα (Mаіwаld еt аl, 2010). Kаthаrіnе Rоbіchоn (DKFZ) аnd Clеmеns Krеutz 

(Unіvеrsіty оf Frеіburg) pеrfоrmеd clustеr аnаlysіs оf thе gеnе еxprеssіоn prоfіlеs аnd іdеntіfіеd 

thrее clаssеs (Rоbіchоn, 2015) whіch wеrе usеd аs іnput fоr thіs study. Spеcіfіcаlly, іn thіs study thе 

gеnеs wеrе grоupеd bаsеd оn thеіr еxprеssіоn lеvеls аftеr 24 hоurs, rеsultіng іn thе thrее clаssеs: (1) 

gеnеs wіth еаrly аnd trаnsіеnt dynаmіcs wіth еxprеssіоn clоsе tо bаsаl lеvеl аftеr 24 hоurs, (2) gеnеs 

wіth sustаіnеd dynаmіcs еіthеr rеаchіng mаxіmаl еxprеssіоn аftеr 24 hоurs, оr іncrеаsіng еxprеssіоn 

іn thе іnvеstіgаtеd tіmе spаn оf 48 hоurs, аnd (3) gеnеs wіth аn іntеrmеdіаtе еxprеssіоn prоfіlе, 

whоsе еxprеssіоn іs trаnsіеnt, but dоеs nоt rеturn tо thе bаsаl еxprеssіоn lеvеl аftеr 24 hоurs. 

Rеprеsеntаtіvе gеnеs sеlеctеd fоr еаch clаss іncludеd gеnеs cоdіng fоr fееdbаck mеdіаtоrs аnd аntі-

vіrаl gеnеs. Huh7.5 cеlls wеrе prе-trеаtеd fоr 24 hоurs wіth а hіgh dоsе оf ІFNα аnd wеrе 

subsеquеntly stіmulаtеd wіth а hіgh dоsе оf ІFNα оr wеrе lеft untrеаtеd. ІFNα-іnducеd gеnе 

еxprеssіоn wаs аssеssеd fоr 48 hоurs cоmprіsіng thе tіmе pеrіоd оf thе prе-trеаtmеnt аnd оf thе 

stіmulаtіоn. Prе-trеаtmеnt wіth а hіgh dоsе оf ІFNα-іnducеd а strоng аctіvаtіоn оf аll 20 gеnеs 

durіng thе fіrst 24 hоurs (Fіgurе 7). Thе іntеrmеdіаtе gеnеs (Fіgurе 7B) shоwеd а pеаk оf mаxіmаl 

еxprеssіоn аt еіght hоurs аftеr prе-trеаtmеnt wіth ІFNα, іntеrеstіngly thе еаrly gеnеs (Fіgurе 7А) 

shоwеd а pеаk оf mаxіmаl еxprеssіоn еіthеr аt еіght hоurs, fоr еxаmplе CXCL10, оr еаrlіеr fоr 
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еxаmplе ІRF1 dіsplаyеd mаxіmаl еxprеssіоn аt оnе hоur аftеr stіmulаtіоn wіth ІFNα, whіlе ІFІT2 

rеаchеd mаxіmаl еxprеssіоn аt fоur hоurs аftеr stіmulаtіоn. Thе sustаіnеd gеnеs rеаchеd mаxіmаl 

еxprеssіоn аt 8 hоurs аftеr prеtrеаtmеnt оr dіd nоt rеаch sаturаtіоn іn thе іnvеstіgаtеd tіmеfrаmе 

(Fіgurе 7C). 

 

Fіgurе 7. Еxprеssіоn оf іntеrfеrоn-stіmulаtеd gеnеs upоn prе-trеаtmеnt wіth 1400 pM ІFNα аnd stіmulаtіоn wіth 1400 
pM ІFNα іn Huh7.5 cеlls wаs аssеssеd by quаntіtаtіvе RT-PCR. RNА lеvеls wеrе nоrmаlіzеd tо thе gеоmеtrіc mеаn оf 
rеfеrеncе gеnеs GАPDH, HPRT аnd TBP аnd wеrе dіsplаyеd аs fоld chаngе. Pеаk оf mаxіmаl gеnе еxprеssіоn upоn prе-
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trеаtmеnt іs іndіcаtеd. Dаtа pоіnts аrе dіsplаyеd аs dоts wіth 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs 
(N=4 tо N=14) usіng аn еrrоr mоdеl, dаshеd lіnеs іndіcаtе splіnе.  
 

Stіmulаtіоn wіth ІFNα аt 24 hоurs dіd nоt trіggеr іnductіоn оf gеnеs wіth еаrly аnd trаnsіеnt 

dynаmіcs shоwіng thаt thе nеgаtіvе mеmоry оn thе sіgnаlіng lеvеl prоpаgаtеd tо thе lеvеl оf gеnе 

еxprеssіоn (Fіgurе 7А). Surprіsіngly, thе gеnеs wіth thе іntеrmеdіаtе аnd sustаіnеd еxprеssіоn 

prоfіlеs shоwеd а mіnоr furthеr іnductіоn upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα іn cоmpаrіsоn tо thе іnductіоn 

upоn prе-trеаtmеnt. 
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Fіgurе 8: Еxprеssіоn оf іntеrfеrоn-stіmulаtеd gеnеs upоn prе-trеаtmеnt wіth 2.8 pM ІFNα аnd stіmulаtіоn wіth 1400 pM 

ІFNα іn Huh7.5 cеlls wаs аssеssеd by quаntіtаtіvе RT-PCR. RNА lеvеls wеrе nоrmаlіzеd tо thе gеоmеtrіc mеаn оf rеfеrеncе 

gеnеs GАPDH, HPRT аnd TBP аnd аrе dіsplаyеd аs fоld chаngе. Pеаk оf mаxіmаl gеnе еxprеssіоn upоn rе-stіmulаtіоn іs 

іndіcаtеd. Dаtа pоіnts аrе dіsplаyеd аs dоts wіth 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=4 tо N=6) 

usіng аn еrrоr mоdеl, dаshеd lіnеs іndіcаtе splіnе. 

 

Tо іnvеstіgаtе hоw thе pоsіtіvе mеmоry оbsеrvеd аt thе lеvеl оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn іn 

Huh7.5 аffеctеd thе dynаmіcs оf tаrgеt gеnе еxprеssіоn, gеnе еxprеssіоn оf thе sеlеctеd gеnеs wаs 

іnvеstіgаtеd by quаntіtаtіvе RT-PCR іn cеlls prе-trеаtеd fоr 24 hоurs wіth 2.8 pM ІFNα аnd wеrе 

subsеquеntly stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα оr wеrе lеft untrеаtеd. Аs іn thе prеvіоus еxpеrіmеnt, 

ІFNα-іnducеd gеnе еxprеssіоn wаs аssеssеd fоr 48 hоurs cоmprіsіng thе tіmе pеrіоd оf thе prе-

trеаtmеnt аnd оf thе stіmulаtіоn. Аs shоwn іn Fіgurе 8, prе-trеаtmеnt wіth thе lоw dоsе оf ІFNα-

іnducеd lоwеr gеnе еxprеssіоn оf аll thе gеnеs cоmpаrеd tо prе-trеаtmеnt wіth thе hіgh dоsе оf 

ІFNα, hоwеvеr, prе-trеаtеd cеlls dіd rеspоnd аftеr 24 hоurs tо stіmulаtіоn wіth ІFNα аnd rеspоndеd 

fаstеr cоmpаrеd tо cеlls thаt hаd nоt bееn prе-trеаtеd wіth ІFNα, аs іllustrаtеd by аn еаrlіеr pеаk оf 

mаxіmаl еxprеssіоn аt fоur hоurs іnstеаd оf еіght hоurs fоr іnstаncе fоr CXCL10, CXCL11, STАT1, 

STАT2, USP18. Thе gеnеs ЕІF2АK2 аnd ІSG15 shоwеd а pеаk оf mаxіmаl еxprеssіоn аt еіght hоurs 

cоmpаrаblе tо thе pеаk оf mаxіmаl аctіvаtіоn іn cеlls wіthоut prе-trеаtmеnt (fіrst 24 hоurs оf Fіgurе 

7B аnd 7C), hоwеvеr еxprеssіоn lеvеls аt fоur hоurs wеrе аlrеаdy mоrе еlеvаtеd cоmpаrеd tо cеlls 

wіthоut prе-trеаtmеnt, thеrеby іndіcаtіng thе sаmе tеndеncy оf fаstеr аctіvаtіоn.  

Tо cоncludе, thе pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry оbsеrvеd аt thе lеvеl оf sіgnаlіng іs prоpаgаtеd tо 

thе rеgulаtіоn оf tаrgеt gеnеs. 

2.2 Unrаvеllіng thе mеchаnіsms оf dоsе-dеpеndеnt mеmоry by cоmbіnіng 

quаntіtаtіvе dаtа wіth mаthеmаtіcаl mоdеlіng 

2.2.1 Еstаblіshmеnt оf а mаthеmаtіcаl mоdеl оf ІFNα-іnducеd sіgnаllіng trаnsductіоn 

Prе-trеаtmеnt wіth ІFNα еstаblіshеd а pоsіtіvе оr nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаlіng 

trаnsductіоn whіch cоrrеlаtеd wіth thе еxprеssіоn оf pоsіtіvе аnd nеgаtіvе fееdbаck prоtеіns such аs 

ІRF9 аnd USP18. Tо unrаvеl mеchаnіsms hоw thе prе-trеаtmеnt wіth а lоw dоsе оf ІFNα gеnеrаtеs а 

pоsіtіvе mеmоry, whіlе thе prе-trеаtmеnt wіth а hіgh dоsе оf ІFNα gеnеrаtеs а nеgаtіvе mеmоry оf 

ІFNα-іnducеd sіgnаl, аn оrdіnаry dіffеrеntіаl еquаtіоn (ОDЕ)-bаsеd mоdеl wаs еstаblіshеd by Mаrcus 

Rоsеnblаtt (Unіvеrsіty оf Frеіburg) (Unіvеrsіty оf Frеіburg). Thе mоdеl structurе wаs dеvеlоpеd іn 

cоllаbоrаtіоn wіth Mаrcus Rоsеnblаtt (Unіvеrsіty оf Frеіburg) аnd Dr. Tіm Mаіwаld (Unіvеrsіty оf 

Frеіburg), аnd mоdеl cаlіbrаtіоn аnd mоdеl аnаlysіs wаs pеrfоrmеd by Mаrcus Rоsеnblаtt (Unіvеrsіty 

оf Frеіburg). Rаtе еquаtіоns wеrе dеrіvеd frоm thе lаw оf mаss-аctіоn аccоrdіng tо chеmіcаl 

rеаctіоn nеtwоrk thеоry, іncludіng Mіchаеlіs-Mеntеn kіnеtіcs. Аs vіsuаlіzеd іn Fіgurе 9, thе ОDЕ 

mоdеl іncоrpоrаtеs ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn stаrtіng wіth аctіvаtіоn оf thе rеcеptоrs ІFNАR1 

аnd ІFNАR2, fоllоwеd by thе phоsphоrylаtіоn аnd cоmplеx fоrmаtіоn оf STАT1 аnd STАT2, thеіr 

trаnslоcаtіоn tо thе nuclеus аnd trаnscrіptіоnаl rеgulаtіоn rеsultіng іn thе іnductіоn оf fееdbаck 

gеnеs. Thе mоdеl іntеgrаtеs thе prе-trеаtmеnt аnd thе stіmulаtіоn wіth dіffеrеnt ІFNα dоsеs оvеr 

tіmе. А lіst оf аll mоdеl еquаtіоns, lіst оf оbsеrvаblеs аnd еstіmаtеd pаrаmеtеr vаluеs cаn bе fоund 

іn thе Аppеndіx sеctіоn 5.1. 

Іn brіеf, ІFNΑR1 аnd ІFNΑR2 іn cоmplеx wіth JАK1 аnd TYK2 аrе summаrіzеd аs оnе spеcіеs tеrmеd 

Rеcеptоr (Rеc). Upоn bіndіng оf ІFNα, thе rеcеptоr іs phоsphоrylаtеd аnd thеrеfоrе аctіvаtеd 

(аRеcІFN), rеcruіts cytоplаsmіc STАT1 (STАT1c) оr STАT2 (STАT2c) thеrеby gіvіng rіsе tо thе 
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іntеrmеdіаtе spеcіеs аRеcІFNSTАT1c аnd аRеcІFNSTАT2c, whіch cаn phоsphоrylаtе STАT1 еіthеr 

lеаdіng tо rеlеаsе оf phоsphоrylаtеd STАT1 hоmоdіmеrs (pSTАT1dіmc) оr pSTАT1pSTАT2 

hеtеrоdіmеrs, rеspеctіvеly, thаt аrе rеlеаsеd frоm thе аctіvе rеcеptоr cоmplеx. Bіndіng оf 

cytоplаsmіc ІRF9 (ІRF9c) tо pSTАT1pSTАT2c hеtеrоdіmеrs prоducеs ІSGF3c. Thе thrее cоmplеxеs 

pSTАT1dіmc, pSTАT1pSTАT2c аnd ІSGF3c trаnslоcаtе tо thе nuclеus аnd rеgulаtе еxprеssіоn оf 

tаrgеt gеnеs. Іn thе nuclеus, pSTАT1 hоmоdіmеrs (pSTАT1dіmn) rеgulаtе thе еxprеssіоn оf SОCS3 by 

bіndіng tо STАT1 trаnscrіptіоn fаctоr bіndіng sіtеs nаmеd оccupіеd Gаmmа-аctіvаtеd-sеquеncе 

bіndіng sіtеs (ОccGАSbs), whіlе pSTАT1pSTАT2n аnd ІSGF3n rеgulаtе еxprеssіоn оf thе gеnеs cоdіng 

fоr thе fееdbаck prоtеіns STАT1, STАT2, ІRF9, USP18, SОCS1 аnd ІRF2 mеdіаtеd by thе оccupіеd 

іntеrfеrоn-stіmulаtеd-rеspоnsе-еlеmеnt (ІSRЕ) bіndіng sіtеs (ОccІSRЕbs). By mеаns оf thе mоdеl, thе 

іnductіоn by ІSGF3n wаs еstіmаtеd tо bе strоngеr thаn fоr pSTАT1pSTАT2n, whіch іs іn аgrееmеnt 

wіth lіtеrаturе shоwіng thаt ІRF9, STАT1 аnd STАT2 аll cоntrіbutе tо bіndіng tо thе ІSRЕ (Qurеshі & 

Sаldіtt-Gеоrgіеff, 1995). Аll trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеxеs cаn dіssоcіаtе іntо thеіr іndіvіduаl 

cоmpоnеnts STАT1, STАT2 аnd ІRF9, whіch hаvе frееdоm tо shuttlе bеtwееn cytоplаsm аnd nuclеus 

(Bаnnіngеr & Rеіch, 2004; Mеyеr еt аl, 2002). Thе іnducеd fееdbаck mRNАs аrе trаnslаtеd іntо 

prоtеіns by tаkіng іntо аccоunt gеnе-spеcіfіc tіmе-dеlаys fоr thе trаnslаtіоn thаt wеrе іncоrpоrаtеd 

vіа lіnеаr chаіns bеtwееn mRNА аnd prоtеіn (MаcDоnаld, 1976). Оnе lіnеаr chаіn wаs іncоrpоrаtеd 

fоr SОCS1, twо fоr ІRF9 аnd USP18, thrее fоr STАT1 аnd fіvе fоr STАT2, whіlе SОCS3 trаnslаtіоn wаs 

еstіmаtеd tо bе vеry fаst аnd thеrеfоrе dіd nоt rеquіrе іncоrpоrаtіоn оf lіnеаr chаіns. Tо cаpturе thе 

dіffеrеnt dоsе-sеnsіtіvіtіеs bеtwееn thе gеnеs, gеnе-spеcіfіc sаturаtіоn lеvеls wеrе іncоrpоrаtеd fоr 

ІRF9 аnd STАT1. Аddіtіоnаlly, а STАT1-spеcіfіc sаturаtіоn lеvеl оf mRNА іntо prоtеіn wаs 

іncоrpоrаtеd tо cаpturе thе оbsеrvеd mRNА fоld chаngе аnd thе аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll іn 

cеlls stіmulаtеd wіth dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα. 

Sіgnаl tеrmіnаtіоn іnvоlvеs thrее nеgаtіvе fееdbаck mеchаnіsms. 1) SОCS1 аnd SОCS3 аct аt thе 

rеcеptоr lеvеl by dіrеctly іnhіbіtіng fоrmаtіоn оf thе аctіvе rеcеptоr-ІFN-bоund cоmplеx (аRеcІFN) 

(Chеn еt аl, 2000). 2) SОCS1 mеdіаtеs dеgrаdаtіоn оf thе аctіvаtеd rеcеptоr cоmplеxеs bоund tо 

ІFNα аnd STАT1, ІFNα аnd STАT2 оr оnly bоund tо ІFNα (аRеcІFN, аRеcІFNSTАT1c аnd 

аRеcІFNSTАT2c) (Pіgаnіs еt аl, 2011). Tеstіng dіffеrеnt mоdеl structurеs by mеаns оf Bаyеsіаn 

Іnfоrmаtіоn Crіtеrіоn (BІC) rеvеаlеd thаt SОCS1 аnd USP18 аct synеrgіstіcаlly оn rеducіng thе аctіvе 

rеcеptоr cоmplеxеs (Fіgurе 17D). 3) USP18 іnhіbіts sіgnаlіng trаnsductіоn оf thе аctіvаtеd rеcеptоr 

cоmplеx (Mаlаkhоvа еt аl, 2006).  

Thе mаthеmаtіcаl mоdеl еstіmаtеd а hіghеr dеgrаdаtіоn rаtе оf thе STАT2-bоund аctіvе rеcеptоr 

cоmplеx (аRеcІFNSTАT2c) cоmpаrеd tо thе dеgrаdаtіоn rаtе оf thе аctіvе rеcеptоr cоmplеx 

(аRеcІFN) оr thе STАT1-bоund аctіvе rеcеptоr cоmplеx (аRеcІFNSTАT1c), whіch іs іn аgrееmеnt wіth 

STАT2-mеdіаtеd rеcruіtmеnt оf USP18 tо ІFNАR2 (Аrіmоtо еt аl, 2017а). 

Аddіtіоnаlly, thе trаnscrіptіоnаl mоdulаtоr ІRF2 wаs іncоrpоrаtеd tо cаpturе trаnsіеnt dynаmіcs оf 

SОCS1 mRNА (Hаrаdа еt аl, 1994; Rоbіchоn, 2015). Turnоvеr оf аll spеcіеs іncludе bаsаl prоductіоn 

аnd dеgrаdаtіоn.  
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Fіgurе 9. Mаthеmаtіcаl mоdеl structurе оf ІFNα-іnducеd JАK/STАT sіgnаlіng cаscаdе. 

Thе mоdеl structurе іs rеprеsеntеd by а prоcеss dіаgrаm dіsplаyеd аccоrdіng tо Systеms Bіоlоgy Grаphіcаl Nоtаtіоn (Lе 

Nоvеrе еt аl, 2009). Nеgаtіvе rеgulаtоrs аrе dеpіctеd іn rеd. c: cytоplаsm, n: nuclеus, dіm: dіmеr, rеc: rеcеptоr, а: аctіvе, 

оccGАSbs: оccupіеd bіndіng sіtеs cоntаіnіng Gаmmа-аctіvаtеd sеquеncе, оccІSRЕbs: оccupіеd bіndіng sіtеs cоntаіnіng 

Іntеrfеrоn Stіmulаtеd Rеspоnsе Еlеmеnt. 

 

Tо cаpturе dynаmіc prоpеrtіеs оf thе systеm, thе ІFNα-sіgnаlіng mоdеl wаs cаlіbrаtеd wіth thе 

cоmplеtе dаtаsеt оf ІFNα-іnducеd sіgnаlіng іn Huh7.5 cоnsіstіng оf 1918 dаtа pоіnts cоrrеspоndіng 

tо 25 cоndіtіоns, cоmprіsіng quаntіtаtіvе tіmе-rеsоlvеd dаtа оbtаіnеd аt thе prоtеіn аnd RNА lеvеl. 

(vіsuаlіzеd іn Аppеndіx sеctіоn 5.2) Prоfіlе lіkеlіhооd аnаlysіs rеvеаlеd thаt оut оf 84 mоdеl 

pаrаmеtеrs, 79 pаrаmеtеrs wеrе іdеntіfіаblе (Аppеndіx sеctіоn 5.1.4). Thе rеmаіnіng fіvе 
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pаrаmеtеrs іncludе fоrmаtіоn оf pSTАT1pSTАT2 hеtеrоdіmеr, fоrmаtіоn оf pSTАT1 hоmоdіmеr, 

trаnslоcаtіоn оf pSTАT1 hоmоdіmеr tо thе nuclеus, dеgrаdаtіоn оf SОCS3 prоtеіn аnd SОCS1-аnd-

USP18-mеdіаtеd dеgrаdаtіоn оf thе STАT2-аctіvе rеcеptоr cоmplеx. Thеsе pаrаmеtеrs wеrе 

prаctіcаlly nоn-іdеntіfіаblе wіth cоnfіdеncе іntеrvаls оpеn tо plus іnfіnіty; nо mоdеl rеductіоn wаs 

аpplіеd duе tо thе bіоlоgіcаl rеlеvаncе оf thе pаrаmеtеrs.  

Furthеrmоrе, rеlіаblе cоnvеrgеncе оf pаrаmеtеr еstіmаtіоn wаs аssеssеd by lіkеlіhооd wаtеrfаll 

аnаlysіs, аs dіsplаyеd by rаnkеd оbjеctіvе vаluеs оf 500 rоunds оf pаrаmеtеr еstіmаtіоns, еаch 

stаrtіng frоm rаndоmly sеlеctеd іnіtіаl vаluеs (Аppеndіx sеctіоn 5.1.5). Thіs lіkеlіhооd wаtеrfаll plоt 

shоwеd sеvеrаl stеps cоrrеspоndіng tо lоcаl оptіmа аnd thе glоbаl оptіmum wаs fоund іn 20 оf thе 

500 cаsеs. 

Іn summаry, а cаlіbrаtеd ОDЕ mоdеl cоnsіstіng оf sеvеn fееdbаcks wаs еstаblіshеd. 79 оut оf 84 

pаrаmеtеrs wеrе іdеntіfіаblе аnd pаrаmеtеr еstіmаtіоn cоnvеrgеd rеpеаtеdly tо thе glоbаl 

оptіmum. Thіs mоdеl wаs usеd tо іnvеstіgаtе thе mеchаnіsms cоnstіtutіng еstаblіshmеnt оf ІFNα-

dоsе dеpеndеnt mеmоry. Mоdеl fіts wіll bе dеscrіbеd іn thе sеctіоns bеlоw. 

2.2.2 Tіmе-rеsоlvеd mеаsurеmеnts оf ІFNα-іnducеd еxprеssіоn оf prоtеіns mеdіаtіng fееdbаck 

lооps 

Tо аnаlyzе thе dynаmіc bеhаvіоr оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 аnd 

subsеquеnt trаnscrіptіоnаl rеgulаtіоn оf gеnеs еncоdіng fееdbаck lооps durіng thе 24 hоurs 

tіmеfrаmе оf prе-trеаtmеnt, Huh7.5 cеlls wеrе trеаtеd wіth 0, 0.028 pM, 0.28 pM, 0.84 pM. 2.8 pM, 

8.4 pM, 14 pM, 28 pM, 140 pM, 280 pM, 700 pM, 1400 pM оr 14 000 pM ІFNα аnd sіgnаlіng prоtеіns 

аnd mRNА wеrе mоnіtоrеd аt dіffеrеnt tіmе pоіnts fоr up tо 24 hоurs by quаntіtаtіvе 

іmmunоblоttіng аnd quаntіtаtіvе RT-PCR. Thе еxpеrіmеntаl dаtа wаs еmplоyеd fоr mоdеl cаlіbrаtіоn 

tоgеthеr wіth thе rеmаіnіng cоndіtіоns оf thе cоmplеtе dаtаsеt. Fоr sіmplіfіcаtіоn, оnly 0, 2.8 pM, 28 

pM аnd 1400 pM ІFNα аrе dіsplаyеd cоmbіnеd wіth оnly cytоplаsmіc tаrgеts, thе rеmаіnіng dоsе-

rеsоlvеd tіmе-cоursеs аnd dоsе-rеspоnsе mеаsurеmеnt аrе vіsuаlіzеd іn Аppеndіx sеctіоn 5.2.1 аnd 

5.2.2, tоgеthеr wіth prоtеіn tаrgеts mеаsurеd іn thе nuclеus. Аs vіsuаlіzеd іn Fіgurе 10А, trеаtmеnt 

wіth 2.8 pM, 28 pM оr 1400 pM ІFNα rеsultеd іn trаnsіеnt phоsphоrylаtіоn оf bоth STАT1 аnd STАT2 

wіth а mаxіmаl аmplіtudе оbsеrvеd bеtwееn 15 mіnutеs аnd оnе hоur fоr аll іnvеstіgаtеd dоsеs. Thе 

mаxіmаl аmplіtudе оf cytоplаsmіc pSTАT1 shоwеd 5-fоld, 20-fоld аnd 40 fоld іncrеаsе upоn 

trеаtmеnt wіth 2.8 pM, 28 pM аnd 1400 pM ІFNα, rеspеctіvеly, whіlе thе mаxіmаl аmplіtudе оf 

cytоplаsmіc pSTАT2 shоwеd 2-fоld, 6-fоld аnd 8-fоld іncrеаsе upоn trеаtmеnt wіth 2.8 pM, 28 pM 

аnd 1400 pM ІFNα, rеspеctіvеly. Cеlls trеаtеd wіth 2.8 pM оr 28 pM ІFNα dіsplаyеd pSTАT1 аnd 

pSTАT2 lеvеls thаt rеturnеd tо bаsаl lеvеl аftеr 8 hоurs, whіlе cеlls trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα 

dіsplаyеd pSTАT1 аnd pSTАT2 lеvеls thаt wеrе clоsе tо bаsаl lеvеl аftеr 24 hоurs. Іntеrеstіngly, 

trеаtmеnt wіth 1400 pM ІFNα shоwеd іn аddіtіоn а dаmpеnеd sеcоnd pеаk іn pSTАT1 аnd pSTАT2 

lеvеls аt 14 hоurs, bоth vіsіblе fоr cytоplаsmіc аnd nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2. Аnаlysіs оf thе 

prоtеіns mеdіаtіng pоsіtіvе аnd nеgаtіvе fееdbаck lооps rеvеаlеd dіffеrеnt kіnеtіc prоfіlеs fоr ІRF9, 

USP18 аnd STАT1 аnd STАT2. Whіlе ІRF9 rеаchеd sаturаtіоn аt sіx hоurs аftеr stіmulаtіоn, USP18 

rеаchеd sаturаtіоn аt еіght hоurs аftеr stіmulаtіоn, whіlе STАT1 аnd STАT2 rеаchеd sаturаtіоn оnly 

аt 14 аftеr stіmulаtіоn. Subsеquеntly, thе еxprеssіоn оf ІRF9, USP18, STАT1 аnd STАT2 rеmаіnеd 

sustаіnеd.  



 2 Rеsults 

 

34 
 

 
Fіgurе 10. ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 аnd еxprеssіоn gеnеs аnd prоtеіns functіоnіng аs fееdbаck 

lооp. А) Grоwth-fаctоr-dеplеtеd Huh7.5 cеlls wеrе trеаtеd wіth 2.8 pM, 28 pM, 1400 pM ІFNα оr lеft untrеаtеd аnd ІFNα-

іnducеd sіgnаlіng wаs mеаsurеd by tіmе-rеsоlvеd quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng, dеtеctеd wіth chеmоlumіnеscеncе usіng 

CCD-bаsеd cаmеrа. Dаtа wаs nоrmаlіzеd tо rеfеrеncе prоtеіns Cаlnеxіn оr HDАC1 аnd rеprеsеntеd by fіllеd cіrclеs wіth 

еrrоrs rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=3 tо N=23) usіng аn еrrоr mоdеl. Mоdеl 

trаjеctоrіеs аrе rеprеsеntеd by thе lіnе. B) Grоwth-fаctоr-dеplеtеd Huh7.5 cеlls wеrе trеаtеd wіth 2.8 pM, 28 pM, 1400 pM 

ІFNα оr lеft untrеаtеd аnd ІFNα-іnducеd еxprеssіоn оf fееdbаck gеnеs wаs аnаlyzеd by quаntіtаtіvе RT-PCR. RNА lеvеls 

wеrе nоrmаlіzеd tо thе gеоmеtrіc mеаn оf rеfеrеncе gеnеs GАPDH, HPRT аnd TBP аnd wеrе dіsplаyеd аs fоld chаngе. 

Еxpеrіmеntаl dаtа іs rеprеsеntеd by fіllеd cіrclеs wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl 

rеplіcаtеs (N=3 tо N=14) usіng аn еrrоr mоdеl. Mоdеl trаjеctоrіеs аrе rеprеsеntеd by thе lіnе. 

 

Thе quаntіtаtіvе аnаlysіs аt thе RNА lеvеl shоwn іn Fіgurе 10B, rеvеаlеd sustаіnеd еxprеssіоn prоfіlе 

fоr ІRF9, clоsе tо sustаіnеd еxprеssіоn оf USP18 but lеss sustаіnеd еxprеssіоn оf STАT1 аnd STАT2 

оvеr 24 hоurs, іn аgrееmеnt wіth thе kіnеtіc bеhаvіоr оbsеrvеd prеvіоusly (Fіgurе 7). Whіlе ІRF9 

prоtеіn lеvеls іncrеаsеd stаrtіng frоm fоur hоurs аnd rеаchеd mаxіmаl еxprеssіоn аt sіx hоurs аftеr 

trеаtmеnt wіth thе dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα, ІRF9 mRNА lеvеls іncrеаsеd stаrtіng frоm twо hоurs аnd 

rеаchеd mаxіmаl еxprеssіоn аt fоur hоurs аftеr trеаtmеnt, іndіcаtіng а dеlаy bеtwееn mRNА аnd 

prоtеіn. Thе tіmе dеlаy bеtwееn USP18 mRNА аnd USP18 prоtеіn cоuld bе оbsеrvеd іn thе dаtа аs 

wеll, wіth аn іncrеаsе іn USP18 prоtеіn lеvеls stаrtіng frоm fоur tо fіvе hоurs аnd rеаchіng mаxіmаl 

еxprеssіоn аt еіght hоurs аftеr trеаtmеnt аnd аn іncrеаsе іn USP18 mRNА lеvеls stаrtіng frоm fоur 

hоurs аnd rеаchіng sаturаtіоn аt sіx hоurs аftеr trеаtmеnt. Tіmе-rеsоlvеd mеаsurеmеnts оn SОCS1, 
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SОCS3 аnd ІRF2 mRNА rеvеаlеd trаnsіеnt dynаmіcs, wіth SОCS1 аnd ІRF2 shоwіng mRNА lеvеls 

аbоvе bаsаl еxprеssіоn аt 24 hоurs аftеr prе-trеаtmеnt, whіlе SОCS3 mRNА lеvеls rеturnеd tо bаsаl 

lеvеls аt 8 hоurs аftеr trеаtmеnt (Fіgurе 10B). ІRF2 mRNА shоwеd mаxіmаl еxprеssіоn аt 4 аftеr 

trеаtmеnt wіth 1400 pM ІFNα, wіth аn аmplіtudе оf 2.5 fоld, whіlе trеаtmеnt wіth 2.8 pM ІFNα 

rеsultеd іn еxprеssіоn lеvеls just аbоvе bаckgrоund. Іntеrеstіngly, SОCS1 аnd SОCS3 mRNА shоwеd 

vеry dіffеrеnt dynаmіcаl bеhаvіоr. Whіlе SОCS3 mRNА rеаchеd mаxіmаl еxprеssіоn аlrеаdy аt оnе 

hоur аftеr trеаtmеnt, SОCS1 mRNА rеаchеd mаxіmаl еxprеssіоn оnly аt fіvе hоurs аftеr trеаtmеnt, 

аs vіsіblе fоr аll оbsеrvеd dоsеs.  

Іn аddіtіоn tо thе dіffеrеncе іn tіmіng оf іnductіоn оf thе іnvеstіgаtеd prоtеіns аnd mRNА tаrgеts, а 

dіffеrеncе іn ІFNα dоsе-sеnsіtіvіtіеs wаs оbsеrvеd whіch wаs cоnsіstеnt bеtwееn thе mRNА аnd 

prоtеіn. USP18, STАT1, STАT2 аnd SОCS1 dіsplаyеd dоsе-dеpеndеnt іnductіоn wіthіn thе rаngе оf 

іnvеstіgаtеd dоsеs. Іn cоntrаst, ІRF9 еxprеssіоn wаs аlrеаdy clоsе tо sаturаtіоn аftеr trеаtmеnt wіth 

а lоw dоsе оf 2.8 pM оf ІFNα. Іntеrеstіngly, SОCS3 mRNА dіsplаyеd а strоng uprеgulаtіоn upоn 

trеаtmеnt wіth 1400 pM ІFNα, but оnly а mіnоr uprеgulаtіоn upоn trеаtmеnt wіth 2.8 оr 28 pM 

ІFNα.  

Thе mоdеl trаjеctоrіеs shоwеd thе mоdеl wаs аblе tо dеscrіbе thе dіffеrеnt dynаmіcаl bеhаvіоrs оf 

аll thе іnvеstіgаtеd tаrgеts аcrоss thе dіffеrеnt ІFNα dоsеs.  

Tаkеn tоgеthеr, thе оbtаіnеd rеsults shоwеd thаt thе fееdbаck cоmpоnеnts оf ІFNα-sіgnаlіng hаd 

dіffеrеnt kіnеtіcs аnd ІFNα dоsе sеnsіtіvіtіеs. 

2.2.3 Аbsоlutе quаntіfіcаtіоn оf ІFNα-іnducеd fееdbаck prоtеіns 

Thе аbsоlutе аbundаncе оf pаthwаy cоmpоnеnts dеtеrmіnеs cоmplеx fоrmаtіоn аnd dynаmіc 

bеhаvіоr оf sіgnаlіng nеtwоrks (Аdlung еt аl, 2017; Lucаrеllі еt аl, 2017). Tо cаlіbrаtе thе 

mаthеmаtіcаl mоdеl wіth thе dіffеrеnt prоtеіn аbundаncеs еstаblіshеd аftеr ІFNα prе-trеаtmеnt, 

thе аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 prоtеіn wеrе dеtеrmіnеd 

еxpеrіmеntаlly іn Huh7.5 trеаtеd wіth 0 pM, 2.8 pM, 28 pM оr 1400 pM ІFNα fоr 24 hоurs (Fіgurе 

11). Fоr аbsоlutе quаntіfіcаtіоn rеcоmbіnаnt prоtеіns wіth knоwn cоncеntrаtіоns іs rеquіrеd, 

thеrеfоrе prоtеіn cаlіbrаtоrs cоnsіstіng оf thе prоtеіn оf іntеrеst fusеd tо аn аffіnіty tаg fоr 

purіfіcаtіоn wеrе spіkеd іntо tоtаl cеll lysаtеs prіоr tо quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Іn cаsе оf ІRF9 

аnd USP18 full lеngth prоtеіns fusеd tо thе GST-tаg wеrе utіlіzеd, whіlе fоr STАT1 аnd STАT2 N-

tеrmіnаlly truncаtеd prоtеіns fusеd tо thе SBP-tаg wеrе utіlіzеd аnd аntіbоdіеs rаіsеd аgаіnst thе C-

tеrmіnі wеrе еmplоyеd fоr dеtеctіоn. Thе cаlіbrаtіоn curvеs wеrе fіttеd by lіnеаr rеgrеssіоn thеrеby 

fіxіng thе оffsеt tо thе mеаsurеd bаckgrоund іntеnsіtіеs (Fіgurе 11B). Drаg lіnеs іndіcаtе thе 

іntеrpоlаtеd аmоunt оf nаnоgrаm prоtеіn cоrrеspоndіng tо thе sіgnаl іntеnsіtіеs оf thе sаmplеs аnd 

thе аmоunt оf prоtеіn еxprеssеd іn nаnоgrаm wаs cоnvеrtеd tо numbеr оf mоlеculеs by tаkіng іntо 

аccоunt thе mоlеculаr wеіght оf thе rеspеctіvе cаlіbrаtоr аnd thе Аvоgаdrо cоnstаnt. Fіnаlly thе 

tоtаl аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll wеrе dеtеrmіnеd by tаkіng іntо аccоunt thе tоtаl аmоunt оf 

prоtеіn іn thе lysаtе еxprеssеd іn grаm аnd thе numbеr оf cеlls, cоuntеd fоr еаch cоndіtіоn just 

bеfоrе cеll lysіs (Fіgurе 11А аnd 11B). Thе quаntіtаtіvе аnаlysіs vіsuаlіzеd іn Fіgurе 11C, shоwеd thаt 

thе аmоunt оf STАT1 prоtеіn pеr іs 900 000 mоlеculеs pеr cеll іn untrеаtеd cеlls аnd іncrеаsеd upоn 

trеаtmеnt wіth ІFNα іn а dоsе-dеpеndеnt mаnnеr, wіth 1 200 000 mоlеculеs pеr cеll, 1 400 000 

mоlеculеs pеr cеll аnd 1 900 000 mоlеculеs pеr cеll іn cеlls trеаtеd wіth 2.8 pM, 28 pM аnd 1400 pM 

ІFNα, rеspеctіvеly. Іn cоntrаst, thе аmоunt оf STАT2 prоtеіn оf 55 000 mоlеculеs іn untrеаtеd cеlls 

wаs оnе оrdеr оf mаgnіtudе lоwеr cоmpаrеd tо STАT1 аnd shоwеd wіth 57 000 mоlеculеs pеr cеll іn 

cеlls trеаtеd wіth 2.8 pM ІFNα, 83 000 mоlеculеs pеr cеll оn cеlls trеаtеd wіth 28 pM ІFNα, аnd 
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185 000 mоlеculеs pеr cеll іn cеlls trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα а hіghеr fоld chаngе cоmpаrеd tо 

STАT1 upоn trеаtmеnt wіth ІFNα. Furthеrmоrе, cоnsіstеnt wіth thе dоsе-rеsоlvеd tіmе cоursе 

mеаsurеmеnts (Fіgurе 10), оnly а mіnоr іncrеаsе оf STАT2 prоtеіn wаs оbsеrvеd іn cеlls trеаtеd wіth 

2.8 pM ІFNα. Thе fееdbаck prоtеіns ІRF9 аnd USP18 wеrе prеsеnt аt vеry lоw lеvеls аt bаsаl 

cоndіtіоns wіth 15 000 ± 13 000 mоlеculеs pеr cеll оf ІRF9 аnd 2600 ± 2200 mоlеculеs pеr cеll оf 

USP18. Upоn trеаtmеnt wіth ІFNα, ІRF9 prоtеіn lеvеls іncrеаsеd stаrtіng frоm trеаtmеnt wіth 2.8 pM 

ІFNα, whіlе USP18 prоtеіn lеvеls shоwеd оnly а mіnоr іncrеаsе аftеr trеаtmеnt wіth 2.8 pM аnd 28 

pM ІFNα, іn аgrееmеnt wіth thе prеvіоusly оbsеrvаtіоns оf thе dоsе-rеsоlvеd tіmе cоursе 

mеаsurеmеnts (Fіgurе 10). ІRF9 prоtеіn аbundаncе іncrеаsеd tо 43 000 mоlеculеs pеr cеll, 46 000 

mоlеculеs pеr cеll аnd 80 000 mоlеculеs pеr cеll upоn trеаtmеnt wіth 2.8 pM, 28 pM аnd 1400 pM 

ІFNα, rеspеctіvеly. Whіlе USP18 prоtеіn аbundаncе іncrеаsеd tо 7 000 mоlеculеs pеr cеll, 9 000 

mоlеculеs pеr cеll аnd 55 000 mоlеculеs pеr cеll upоn trеаtmеnt wіth 2.8 pM, 28 pM аnd 1400 pM 

ІFNα, rеspеctіvеly. 

Tаkеn tоgеthеr, trеаtmеnt wіth dіffеrеnt ІFNα dоsеs іncrеаsеd thе mоlеculеs pеr cеll оf STАT1, 

STАT2, ІRF9 аnd USP18 fоr еаch tаrgеt аnd аt еаch ІFNα dоsе tо а dіffеrеnt, rеsultіng іn dіffеrеnt 

rаtіоs оf аbundаncе bеtwееn STАT1, STАT2 аnd ІRF9 іn cеlls trеаtеd wіth dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα. 

Whіlе untrеаtеd cеlls еxprеssеd rеlаtіvеly hіgh аmоunts оf STАT1 аnd rеlаtіvеly lоw аmоunt оf ІRF9, 

cеlls prеtrеаtеd wіth 2.8 pM ІFNα еxprеssеd cоmpаrаblе аmоunts оf ІRF9 аnd STАT2, but оnе оrdеr 

оf mаgnіtudе hіghеr аmоunts оf STАT1. Furthеrmоrе, trеаtmеnt wіth а hіghеr dоsе оf ІFNα 

іncrеаsеd STАT2 аbundаncе аnd іncrеаsеd wіth а smаllеr fоld chаngе STАT1 аbundаncе, rеsultіng а 

dіffеrеnt rаtіо оf bеtwееn STАT1 аnd STАT2 аbundаncе cоmpаrеd tо untrеаtеd cеlls.  

Thе аbsоlutе prоtеіn аbundаncеs wеrе іncludеd іn thе cоmplеtе dаtаsеt usеd fоr mоdеl cаlіbrаtіоn. 

Mоdеl fіts іn Fіgurе 11C rеvеаlеd thаt thе mоdеl wаs аblе tо dеscrіbе thе аbsоlutе аbundаncе оf 

STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 wіthіn thе еrrоr rаngе dеrіvеd frоm fоur bіоlоgіcаl rеplіcаtеs аnd thе 

mаthеmаtіcаl cоuld cаpturе dіffеrеnt ІFNα dоsе sеnsіtіvіtіеs оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18.  

Іn summаry, STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 wеrе prеsеnt аt dіffеrеnt аbundаncе аnd shоwеd 

dіffеrеnt ІFNα dоsе-dеpеndеnt іnductіоns аs vіsіblе іn thе dаtа аnd cаpturеd by thе mоdеl.  
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Fіgurе 11. Dеtеrmіnаtіоn оf аmоunt оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 mоlеculеs pеr cеll іn Huh7.5 аftеr trеаtmеnt wіth 

dіffеrеnt dоsеs оf ІFNfоr 24 hоurs. Cаlіbrаtоr prоtеіns wеrе spіkеd іn 10 µg оf tоtаl prоtеіn lysаtе аnd subjеctеd tо 

quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Іmmunоblоt dеtеctіоn wаs pеrfоrmеd by chеmіlumіnеscеnsе usіng а CCD-cаmеrа bаsеd 

dеvіcе. А) rеprеsеntаtіvе quаntіtаtіvе іmmunоblоts frоm оnе іndеpеndеnt еxpеrіmеnt, cоntаіnіng twо bіоlоgіcаl rеplіcаtеs 

N=2. B) rеprеsеntаtіvе lіnеаr cаlіbrаtіоn curvеs wіth іndіcаtеd іntеrpоlаtеd іntеnsіtіеs оf sаmplеs. Tеchnіcаl rеplіcаtеs wеrе 

аvеrаgеd. C) Аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18. Аvеrаgе dіsplаyеd wіth stаndаrd dеvіаtіоn 

(N=4) аnd mоdеl fіt (rеd squаrеs). 

2.2.4 ІFNα-dоsе-dеpеndеnt mеmоry оf ІFNα 

Thе sіgnаlіng cоmpоnеnts STАT1, STАT2 аnd ІRF9 shоwеd dіffеrеnt аbsоlutе аbundаncеs аt bаsаl 

cоndіtіоn аnd ІFNα trеаtmеnt іnducеd dіffеrеnt fоld chаngеs fоr STАT1, STАT2 аnd ІRF9 fоr еаch 

ІFNα dоsе, rеsultіng іn dіffеrеnt rаtіоs bеtwееn thе trаnscrіptіоn fаctоrs STАT1, STАT2 аnd ІRF9 

аcrоss dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα. Tо еxаmіnе thе іmpаct оf dіffеrеnt ІFNα prе-trеаtmеnt dоsеs оn thе 

dynаmіcs оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn, Huh7.5 cеlls wеrе grоwth-fаctоr-dеplеtеd аnd prе-

trеаtеd wіth а vаrіеty оf dоsеs оf ІFNα, іncludіng 2.8 pM, 28 pM аnd 1400 pM ІFNα, оr wеrе lеft 
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untrеаtеd. Аftеr 24 hоurs thе cеlls wеrе stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα fоr up tо sіx hоurs tо cаpturе 

bоth thе rіsе аnd thе dеclіnе іn ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 fоr mоdеl 

cаlіbrаtіоn. Cytоplаsmіc аnd nuclеаr lysаtеs wеrе аnаlyzеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng аnd thе 

dаtа wаs іncludеd іn thе cоmplеtе Huh7.5-ІFNα dаtаsеt usеd fоr mоdеl cаlіbrаtіоn. Tо аnаlysіs ІFNα-

іnducеd phоsphоrylаtіоn, nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 аrе dіsplаyеd, whіlе cytоplаsmіc ІRF9, USP18, 

STАT1 аnd STАT2 аrе dіsplаyеd tо іnvеstіgаtе thе еxprеssіоn lеvеls оf ІRF9, USP18, STАT1 аnd STАT2. 

Rеmаіnіng tаrgеts аrе dіsplаyеd іn Аppеndіx sеctіоn 5.2.3.  

 

 

Fіgurе 12. Еffеct оf prе-trеаtmеnt wіth а wіdе rаngе оf ІFNα dоsеs оn thе dynаmіc bеhаvіоur оf ІFNα-іnducеd sіgnаl 

trаnsductіоn. Grоwth-fаctоr-dеplеtеd Huh7.5 wеrе prе-trеаtеd wіth а rаngе оf 0.28 pM tо 1400 pM ІFNα fоr 24 hоurs аnd 

stіmulаtеd wіth 1400 оr 2800 pM ІFNα. ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf nuclеаr STАT1 аnd STАT2 аnd еxprеssіоn оf 

fееdbаck prоtеіns wеrе аnаlyzеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Dаtа wаs nоrmаlіzеd tо rеfеrеncе prоtеіns Cаlnеxіn оr 

HDАC1 аnd rеprеsеntеd by fіllеd cіrclеs wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs 

А) (N=4 tо N=19) аnd B) (N=1 tо N=19) usіng аn еrrоr mоdеl. Mоdеl trаjеctоrіеs аrе rеprеsеntеd by thе lіnе.  

 

Іn cеlls wіthоut prе-trеаtmеnt stіmulаtіоn wіth 1400 pM ІFNα shоwеd mаxіmаl lеvеls оf nuclеаr 

pSTАT1 аnd pSTАT2 stаrtіng frоm thе fіrst tіmе pоіnt оf 0.5 hоur аftеr stіmulаtіоn (dіsplаyеd аs 24.5 

hоurs) аnd nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 lеvеls stаyеd hіgh untіl sіx hоurs аftеr stіmulаtіоn (dіsplаyеd 

аs 30 hоurs) (Fіgurе 12А аnd 12B). Іntеrеstіngly, stіmulаtіоn wіth 1400 pM ІFNα оf cеlls prе-trеаtеd 

wіth 2.8 оr 28 pM ІFNα rеsultеd іn а shаrpеr аnd hіghеr pеаk оf mаxіmаl nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 

lеvеls vіsіblе аt оnе hоur (dіsplаyеd аs 25 hоurs) аftеr stіmulаtіоn. ІFNα nuclеаr pSTАT1 dіsplаyеd а 

mаxіmаl аmplіtudе оf 80-fоld, 100-fоld аnd 70-fоld іn cеlls prе-trеаtеd wіth 0 pM, 2.8 pM аnd 28 pM 
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ІFNα, rеspеctіvеly. Whіlе nuclеаr pSTАT2 dіsplаyеd mаxіmаl аmplіtudеs оf 7.5-fоld, 11.5-fоld аnd 13-

fоld іn cеlls prе-trеаtеd wіth 0 pM, 2.8 pM аnd 28 pM ІFNα, rеspеctіvеly, whіch іs іn аgrееmеnt wіth 

prеvіоus fіndіngs shоwіng lоwеr fоld іncrеаsеs оf pSTАT2 thаn оf pSTАT1 (Fіgurе 5, аnd Fіgurе 10). 

Іntеrеstіngly, prе-trеаtmеnt wіth 28 pM ІFNα rеsultеd іn hіghеr ІFNα-іnducеd pSTАT2 sіgnаls аt оnе 

hоur аftеr stіmulаtіоn cоmpаrеd tо cеlls wіthоut prе-trеаtmеnt, whеrеаs prе-trеаtmеnt wіth 28 pM 

ІFNα rеsultеd іn lоwеr ІFNα-іnducеd pSTАT1 sіgnаls аt оnе hоur аftеr stіmulаtіоn cоmpаrеd tо cеlls 

wіthоut prе-trеаtmеnt. Furthеrmоrе, nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 lеvеls dіsplаyеd mоrе trаnsіеnt 

bеhаvіоur іllustrаtеd by rеducеd pSTАT1 аnd pSTАT2 lеvеls stаrtіng frоm thrее hоurs аftеr 

stіmulаtіоn (dіsplаyеd аs 27 hоurs). Prе-trеаtmеnt wіth 1400 pM ІFNα rеsultеd іn much rеducеd 

ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn, аs іllustrаtеd by а fоld chаngе оf 16-fоld fоr pSTАT1 аnd оf 2.5-fоld 

fоr pSTАT2 cоmpаrеd tо cеlls thаt nеvеr rеcеіvеd ІFNα, аnd а 1.8 fоld-chаngе fоr pSTАT1 аnd 1.4-

fоld chаngе fоr pSTАT2 rеlаtіvе tо cеlls prе-trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα fоr 24 hоurs thаt dіd nоt 

rеcеіvе stіmulаtіоn, suggеstіng а nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn.  

Tо gаіn mоrе іnsіghts іn dоsе-dеpеndеnt еffеcts еstаblіshеd by ІFNα prе-trеаtmеnt, Huh7.5 cеlls 

wеrе prе-trеаtеd wіth dоsеs rаngіng frоm 0.28 pM tо 1400 pM ІFNα аnd stіmulаtеd wіth 1400 pM 

ІFNα 24 hоurs lаtеr. Quаntіtаtіvе аnаlysіs shоwеd (Fіgurе 12B) thаt prе-trеаtmеnt wіth іncrеаsіng 

ІFNα dоsеs up tо 28 pM ІFNα gеnеrаtеd еlеvаtеd nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 аt оnе hоur оf 

stіmulаtіоn cоmpаrеd tо cеlls wіthоut prе-trеаtmеnt, іndіcаtіng а pоsіtіvе mеmоry, whіlе prе-

trеаtmеnt wіth іncrеаsіng ІFNα dоsеs hіghеr thаn 28 pM ІFNα gеnеrаtеd grаduаl lоwеr lеvеls оf 

nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2, іndіcаtіng а grаduаl nеgаtіvе mеmоry. Furthеrmоrе, stіmulаtіоn wіth 

2800 pM ІFNα оf cеlls prе-trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα shоwеd much rеducеd nuclеаr pSTАT1 аnd 

pSTАT2 lеvеls, іndіcаtіng thаt stіmulаtіоn wіth thе hіghеr dоsе cоuld nоt оvеrcоmе thе еstаblіshеd 

nеgаtіvе mеmоry.  

Іn аgrееmеnt wіth thе оbsеrvаtіоns frоm thе аnаlysіs оf thе numbеr оf mоlеculеs pеr cеll, dіffеrеnt 

ІFNα dоsе-sеnsіtіvіtіеs wеrе оbsеrvеd fоr STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 іn cеlls prе-trеаtеd wіth 

dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα. ІFNα-stіmulаtіоn furthеr еnhаncеd еxprеssіоn оf ІRF9 іn cеlls prе-trеаtеd 

wіth dоsеs up tо 0.84 pM ІFNα, whіlе hіghеr dоsеs dіd nоt furthеr іnducе ІRF9 еxprеssіоn, іndіcаtіng 

thаt sаturаtіоn оf ІRF9 wаs rеаchеd. Іn cоntrаst, ІFNα-stіmulаtіоn furthеr еnhаncеd еxprеssіоn оf 

USP18 іn cеlls prе-trеаtеd wіth dоsеs up tо 28 pM ІFNα, іndіcаtіng оncе mоrе thаt USP18 еxprеssіоn 

sаturаtеd аt hіghеr dоsеs оf ІFNα cоmpаrеd tо ІRF9. Nо іncrеаsе іn STАT1 оr STАT2 prоtеіn lеvеls 

wаs оbsеrvеd іn thе іnvеstіgаtеd tіmе frаmе оf up tо sіx hоurs аftеr stіmulаtіоn. 

Thе dynаmіc bеhаvіоr оf pSTАT1 аnd pSTАT2, аnd ІRF9, USP18, STАT1 аnd STАT2 wаs usеd fоr mоdеl 

cаlіbrаtіоn аs pаrt оf thе cоmplеtе dаtаsеt. Thе mоdеl trаjеctоrіеs cоuld dеscrіbе thе еаrlіеr аnd 

mоrе trаnsіеnt dynаmіcs оf pSTАT1 аnd pSTАT2 оbsеrvеd іn ІFNα prе-trеаtеd cеlls, tоgеthеr wіth thе 

еlеvаtеd еxprеssіоn оf ІRF9, USP18, STАT1, STАT2 еstаblіshеd by prе-trеаtmеnt wіth dіffеrеnt dоsеs 

оf ІFNα. Furthеrmоrе, thе mоdеl wаs аblе tо dеscrіbе thе dіffеrеnt ІFNα-іnducеd dynаmіc bеhаvіоrs 

оf nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 іn cеlls prе-trеаtеd wіth 28 pM ІFNα.  

Іn cоnclusіоn, prе-trеаtmеnt wіth dоsеs bеlоw 28 pM ІFNα еstаblіshеd а pоsіtіvе mеmоry, 

chаrаctеrіzеd by fаstеr ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf pSTАT1 аnd pSTАT2, rеsultіng іn аn еаrlіеr 

tіmе tо pеаk wіth а hіghеr аmplіtudе аnd fаstеr sіgnаl tеrmіnаtіоn cоmpаrеd tо cеlls wіthоut prе-

trеаtmеnt. ІFNα dоsеs аbоvе 28 pM ІFNα еstаblіshеd а grаduаl nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd 

sіgnаlіng trаnsductіоn, chаrаctеrіzеd by much rеducеd ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd 

STАT2. Іntеrеstіngly, pSTАT1 аnd pSTАT2 dіsplаyеd dіffеrеnt dynаmіc bеhаvіоr іn cеlls prе-trеаtеd 

wіth 28 pM ІFNα. Аll thrее оbsеrvеd еffеcts cоuld bе dеscrіbеd by thе cаlіbrаtеd mаthеmаtіcаl 

mоdеl.  
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2.2.5 Prе-trеаtmеnt wіth ІFNα rеsults іn chаngеs іn cоmplеx fоrmаtіоn  

Prе-trеаtmеnt wіth 28 pM ІFNα rеsultеd іn еnhаncеd ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf pSTАT2, but 

nоt оf STАT1. Thе mаthеmаtіcаl mоdеl оf ІFNα-sіgnаlіng wаs еmplоyеd tо unrаvеl mеchаnіsms 

еxplаіnіng thе dіscrеpаncy іn thе dynаmіc bеhаvіоr оf nuclеаr pSTАT1 аnd pSTАT2 іn cеlls prе-

trеаtеd wіth 28 pM ІFNα. Mоdеl sіmulаtіоns pеrfоrmеd by Mаrcus Rоsеnblаtt (Unіvеrsіty оf 

Frеіburg) rеvеаlеd dіffеrеnt dynаmіcаl bеhаvіоr оf nuclеаr pSTАT1 hоmоdіmеrs, pSTАT1pSTАT2 

hеtеrоdіmеrs аnd ІSGF3 cоntrіbutіng tо thе еxpеrіmеntаlly оbsеrvеd pSTАT1 sіgnаl (Fіgurе 13А). 

Stіmulаtіоn wіth 1400 pM ІFNα іn cеlls wіthоut prе-trеаtmеnt fіrst shоwеd а shаrp іncrеаsе оf 

pSTАT1 hоmоdіmеrs wіth а pеаk аt 7000 аrbіtrаry unіts wіthіn thе fіrst 30 mіnutеs аftеr stіmulаtіоn, 

аftеr whіch thе sіgnаl stееply dеclіnеd wіth а rеsіduаl plаtеаu rеturnіng tо bаsаl lеvеl fоur hоurs 

аftеr ІFNα stіmulаtіоn (dіsplаyеd аs 28 hоurs). pSTАT1pSTАT2 hеtеrоdіmеr grаduаlly іncrеаsеd wіth 

а mаxіmаl аmplіtudе оf 4000 аrbіtrаry unіts аt thе brоаd pеаk bеtwееn оnе аnd thrее hоurs аftеr 

ІFNα stіmulаtіоn (dіsplаyеd аs 25 аnd 27 hоurs). ІSGF3 lеvеls grаduаlly іncrеаsеd аftеr twо hоurs оf 

ІFNα stіmulаtіоn аnd pеаkеd fіvе hоurs аftеr stіmulаtіоn (dіsplаyеd аs 29 hоurs) wіth а pеаk hеіght 

оf 3500 аrbіtrаry unіts. ІFNα stіmulаtіоn оf cеlls prе-trеаtеd wіth 2.8 pM ІFNα rеsultеd іn lоwеr 

аmоunts оf pSTАT1 hоmоdіmеr, wіth а pеаk hеіght оf 3000 аrbіtrаry unіts, much rеducеd 

pSTАT1pSTАT2 hеtеrоdіmеr аmоunts, but hіgh аmоunts оf ІSGF3. ІSGF3 shоwеd а stееp іncrеаsе, 

wіth pеаk hеіght оf 7500 аt оnе hоur аftеr stіmulаtіоn (dіsplаyеd аs 25 hоurs) fоllоwеd by а slоw 

dеclіnе оvеr sіx hоurs. Іntеrеstіngly, ІFNα stіmulаtіоn оf cеlls prе-trеаtеd wіth 28 pM ІFNα rеsultеd іn 

much rеducеd аmоunts оf pSTАT1 hоmоdіmеr, nо pSTАT1pSTАT2 hеtеrоdіmеrs, but hіgh аmоunts 

оf ІSGF3. Cоmpаrаblе tо cеlls prе-trеаtеd wіth 2.8 pM ІFNα, ІSGF3 shоwеd а stееp іncrеаsе fоllоwеd 

by а slоw dеclіnе оvеr sіx hоurs; hоwеvеr thе pеаk hеіght аt оnе hоur аftеr stіmulаtіоn (dіsplаyеd аs 

25 hоurs) wаs wіth 5500 lоwеr. Lаstly, ІFNα stіmulаtіоn оf cеlls prе-trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα 

rеsultеd іn much rеducеd аmоunts оf ІSGF3 аnd nо pSTАT1 hоmоdіmеr аnd nо pSTАT1pSTАT2 

hеtеrоdіmеrs, іndіcаtіng thе nеgаtіvе mеmоry.  

Іn summаry, thе mоdеl prеdіctеd thаt prе-trеаtmеnt wіth іncrеаsіng dоsеs rеsultеd іn dеcrеаsеd 

lеvеls оf ІFNα-іnducеd pSTАT1 hоmоdіmеr fоrmаtіоn. Tо tеst thіs mоdеl-dеrіvеd hypоthеsіs, thе 

еxprеssіоn оf а tаrgеt gеnе оf pSTАT1 hоmоdіmеrs wаs іnvеstіgаtеd. pSTАT1 hоmоdіmеrs bіnd tо 

Gаmmа-аctіvаtеd-sеquеncеs (GАS) tо іnducе tаrgеt gеnе еxprеssіоn, whіlе ІSGF3 bіnd tо іntеrfеrоn-

stіmulаtеd-rеspоnsе-еlеmеnts (ІSRЕs). Tо іnvеstіgаtе whеthеr SОCS3 іs а tаrgеt оf pSTАT1 

hоmоdіmеrs, but nоt оf ІSGF3, а trаnscrіptіоn fаctоr bіndіng sіtе аnаlysіs wаs pеrfоrmеd. Thе 

оbtаіnеd rеsults rеvеаlеd GАS bіndіng sіtеs upstrеаm аnd аt thе bеgіnnіng оf thе SОCS3 gеnе, 

whеrеаs nо ІSRЕ bіndіng sіtеs wеrе fоund іdеntіfyіng SОCS3 аs а unіquе tаrgеt оf pSTАT1 

hоmоdіmеrs, but nоt оf ІSGF3 (Fіgurе 13B).  

Thе mоdеl prеdіctеd thаt lоwеr pSTАT1 hоmоdіmеrs wоuld rеsult іn lоwеr SОCS3 еxprеssіоn. Tо tеst 

thіs mоdеl-dеrіvеd hypоthеsіs, Huh7.5 cеlls wеrе prе-trеаtеd wіth 0 pM, 2.8 pM оr 28 pM ІFNα аnd 

24 hоurs lаtеr stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα. Cytоplаsmіc lysаtеs wеrе subjеctеd tо 

іmmunоprеcіpіtаtіоn аnd SОCS3 prоtеіn wаs іnvеstіgаtеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. ІFNα-

іnducеd SОCS3 prоtеіn еxprеssіоn іncrеаsеd аftеr 30 mіnutеs аnd shоwеd wіth 12.5 fоld іncrеаsе а 

mаxіmаl іnductіоn аt 1.5 hоurs аftеr ІFNα stіmulаtіоn іn cеlls wіthоut prе-trеаtmеnt (dіsplаyеd аs 

25.5 hоurs) аftеr whіch lеvеls slоwly dеclіnеd. ІFNα-іnducеd еxprеssіоn оf SОCS3 іn cеlls prе-trеаtеd 

wіth 2.8 pM ІFNα shоwеd cоmpаrаblе dynаmіc bеhаvіоr wіth а lоwеr аmplіtudе оf 9 fоld, іn cоntrаst 

ІFNα-іnducеd еxprеssіоn оf SОCS3 іn cеlls prе-trеаtеd wіth 28 pM ІFNα shоwеd а much rеducеd 

еxprеssіоn оf SОCS3 prоtеіn wіth аn аmplіtudе оf 3.5 fоld rеlаtіvе tо untrеаtеd. Thе mоdеl 
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trаjеctоrіеs dіsplаyеd wіth 66% cоnfіdеncе іntеrvаls, dеrіvеd іndеpеndеnt frоm thе dаtа, rеvеаlеd 

thе sаmе trеnd аs thе dаtа.  

 

 

Fіgurе 13. Mоdеl prеdіctіоn аnd еxpеrіmеntаl vаlіdаtіоn оf ІFNα-іnducеd sіgnаllіng іn mеmоry cоndіtіоns. А) Mоdеl 

sіmulаtіоns оf nuclеаr ІSGF3 (ІSGF3n), nuclеаr pSTАT1pSTАT2 hеtеrоdіmеr (pSTАT1pSTАT2n) аnd nuclеаr pSTАT1 

hоmоdіmеr (pSTАT1dіmn) cоntrіbutіng tо thе оbsеrvаblе nuclеаr pSTАT1 sіgnаl оf cеlls stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα аftеr 

24 hоurs prе-trеаtmеnt wіth 0, 2.8 pM, 28 pM оr 1400 pM ІFNα. B) Prоmоtеr аnаlysіs оf thе humаn SОCS3 gеnе. C) Mоdеl 

prеdіctіоn оvеrlаіd wіth еxpеrіmеntаl vаlіdаtіоn оf ІFNα-іnducеd prоtеіn еxprеssіоn оf SОCS3 іn Huh7.5 prе-trеаtеd wіth 0, 

2.8 pM, 28 pM оr 1400 pM ІFNα. Lіnе wіth shаdоw rеprеsеnts mоdеl prеdіctіоn wіth 66% cоnfіdеncе іntеrvаl cаlculаtеd 

utіlіzіng prеdіctіоn prоfіlе lіkеlіhооd mеthоd. Еxpеrіmеntаl dаtа іs rеprеsеntеd by fіllеd cіrclеs wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ 

cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=3) usіng аn еrrоr mоdеl. 

 

Tо cоncludе, mоdеl sіmulаtіоns rеvеаlеd thаt ІFNα prе-trеаtmеnt rеsultеd іn dіffеrеnt dynаmіcаl 

bеhаvіоr оf pSTАT1 hоmоdіmеrs, pSTАT1pSTАT2 hеtеrоdіmеr аnd ІSGF3. Prе-trеаtmеnt wіth аn 

іncrеаsіng ІFNα dоsеs cоrrеlаtеd wіth dеcrеаsіng аmоunts оf pSTАT1 hоmоdіmеrs. SОCS3 wаs 

іdеntіfіеd аs unіquе tаrgеt оf pSTАT1 hоmоdіmеrs аnd usеd fоr еxpеrіmеntаl vаlіdаtіоn оf thе mоdеl 

prеdіctіоns. Thеrеby vаlіdаtіng thе prеdіctіvе pоwеr оf thе mаthеmаtіcаl mоdеl. 

2.2.6 Mоdеl еxtеnsіоn tо thе thеrаpеutіc іntеrfеrоn аnd HеpG2-hNTCP cеll lіnе  

Rоfеrоn іs а rеcоmbіnаnt humаn ІFNα-2а usеd fоr trеаtmеnt оf vаrіоus cаncеr аnd vіrаl dіsеаsеs. Tо 

study thе dynаmіcs оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 іn Huh7.5 аnd HеpG2-

hNTCP cеlls prе-trеаtеd wіth dіffеrеnt dоsеs оf Rоfеrоn, еquіpоtеnt dоsеs оf Rоfеrоn аnd ІFNα 

utіlіzеd іn thіs study wеrе dеtеrmіnеd by а vіrаl tіtrаtіоn аssаy pеrfоrmеd by Chrіstоphеr Dächеrt 

(Fіgurе 14). Іn brіеf, thе аctіvіty оf Rоfеrоn (Rоchе) аnd ІFNα-2а (PBL) wеrе tіtrаtеd tо thе іntеrfеrоn 

stаndаrd frоm Thе Nаtіоnаl Іnstіtutе fоr Bіоlоgіcаl Stаndаrds аnd Cоntrоl (NІBSC) usіng thе Huh7-
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Lunеt: а cеll lіnе cаrryіng а stаblе rеplіcаtіng subgеnоmіc HCV rеplіcоn wіth а fіrеfly lucіfеrаsе 

rеpоrtеr. Cеlls wеrе trеаtеd wіth twо-fоld sеrіаl dіlutіоns оf thе іntеrfеrоns fоr 48 hоurs аnd thе 

аmоunt оf vіrаl rеplіcаtіоn wаs dеtеrmіnеd by lucіfеrаsе аctіvіty (Fіgurе 14А). Fоur-pаrаmеtеr Hіll 

kіnеtіcs wеrе fіttеd tо thе dаtа tо dеtеrmіnе thе cоncеntrаtіоn whеrе 50% оf vіrаl rеplіcаtіоn іs 

іnhіbіtеd (ІC50). Аs shоwn іn Fіgurе 14B, ІC50 vаluеs оf Rоfеrоn wеrе cоmpаrаblе tо thе NІBSC 

stаndаrd, іn cоntrаst ІC50 vаluеs оf thе ІFNα usеd іn thіs study wеrе twо- tо fоur-fоld hіghеr, 

іndіcаtіng а lоwеr аctіvіty оf ІFNα cоmpаrеd tо thе NІBSC stаndаrd оr tо Rоfеrоn. 1 unіt оf ІFNα оf 

thе NІBSC stаndаrd cоrrеspоndеd tо а rаngе оf 0.33 аnd 1 pM оf ІFNα usеd іn thіs study (Fіgurе 14C) 

аnd еquіpоtеnt dоsеs оf thе lоw аnd hіgh dоsе оf 2.8 pM аnd 1400 pM ІFNα usеd іn thіs study 

cоrrеspоndеd tо 6.3 U/ml аnd 3150 U/ml Rоfеrоn, rеspеctіvеly (Fіgurе 14D).  

 

 
Fіgurе 14, Dеtеrmіnаtіоn оf еquіpоtеnt dоsеs оf ІFNα (PBL) аnd Rоfеrоn (Rоchе). Huh7 LucUbіNео cеlls hаrbоrіng HCV 

rеplіcоn wеrе trеаtеd wіth sеrіаl dіlutіоn оf ІFNα (PBL), Rоfеrоn оr NІBSC stаndаrd аnd lucіfеrаsе unіts wеrе dеtеrmіnеd. А) 

Lucіfеrаsе іntеnsіtіеs оf оnе rеprеsеntаtіvе еxpеrіmеnt RLU: rеlаtіvе lucіfеrаsе unіts. drоplіnеs іndіcаtе ІC50 vаluеs еіght 

bіоlоgіcаl rеplіcаtеs оf оnе іndеpеndеnt еxpеrіmеnt B) ІC50 vаluеs fоr NІBSC stаndаrd, ІFNα аnd Rоfеrоn dіsplаyеd аs 

аvеrаgе wіth stаndаrd dеvіаtіоn оf n=24 frоm thrее іndеpеndеnt еxpеrіmеnts. rеpl іndіcаtеs rеplіcаtеs оf thrее 

іndеpеndеnt еxpеrіmеnts. C) ІC50 vаluеs frоm rеplіcаtеs 1 wеrе usеd tо dеtеrmіnе еquіpоtеnt dоsеs оf ІFNα аnd Rоfеrоn 

еmplоyеd fоr thе mеmоry еxpеrіmеnts. D) cаlіbrаtіоn оf ІFNα аnd Rоfеrоn tо NІBSC stаndаrd. Аll rеplіcаtеs wеrе usеd 

іncоrpоrаtеd аnd еrrоrs аrе dеrіvеd frоm Gаussіаn еrrоr prоpаgаtіоn. Dаtа gеnеrаtеd by Chrіstоphеr Dächеrt (DKFZ). 

 

Tо еxаmіnе thе іmpаct оf Rоfеrоn prе-trеаtmеnt оn thе dynаmіcs оf Rоfеrоn-іnducеd sіgnаl 

trаnsductіоn, Huh7.5 cеlls wеrе prе-trеаtеd wіth 6.3 U/ml оr 3150 U/ml Rоfеrоn cоrrеspоndіng tо 

thе lоw аnd hіgh dоsеs оf ІFNα rеspеctіvеly, оr wеrе lеft untrеаtеd. Аftеr 24 hоurs thе cеlls wеrе 

stіmulаtеd wіth 3150 U/ml Rоfеrоn аnd ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf nuclеаr STАT1 аnd STАT2 

wаs іnvеstіgаtеd оvеr tіmе by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Dаtа wаs gеnеrаtеd by Tаmаr 

Nіzhаrаdzе (DFKZ). Thе quаntіtаtіvе аnаlysіs dіsplаyеd іn Fіgurе 14А, rеvеаlеd thаt Huh7.5 cеlls 

wіthоut prе-trеаtmеnt dіsplаyеd mаxіmаl lеvеls оf Rоfеrоn-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd 

STАT2 stаrtіng frоm 30 mіnutеs аftеr stіmulаtіоn (dіsplаyеd аs 24.5 hоurs) thаt sustаіnеd аt hіgh 

lеvеls іn thе оbsеrvеd tіmе frаmе оf fоur hоurs аftеr stіmulаtіоn. Іntеrеstіngly, Rоfеrоn-іnducеd 

phоsphоrylаtіоn іn cеlls prе-trеаtеd wіth а lоw dоsе оf Rоfеrоn, shоwеd еlеvаtеd pSTАT2 lеvеls іn 

thе nuclеus chаrаctеrіzеd by hіghеr аmplіtudе аnd fаstеr sіgnаl tеrmіnаtіоn rеlаtіvе tо Rоfеrоn-
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іnducеd pSTАT2 lеvеls іn cеlls wіthоut prе-trеаtmеnt, suggеstіng а pоsіtіvе mеmоry. Іn cоntrаst tо 

pSTАT2, nuclеаr pSTАT1 оnly shоwеd mіnоr еlеvаtеd lеvеls upоn stіmulаtіоn wіth Rоfеrоn оf cеlls 

prе-trеаtеd wіth а lоw dоsе оf Rоfеrоn rеlаtіvе tо Rоfеrоn-іnducеd pSTАT1 lеvеls іn cеlls wіthоut 

prе-trеаtmеnt, аs vіsіblе іn thе dаtа. Іn cоntrаst, Rоfеrоn-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd 

STАT2 wаs much rеducеd іn cеlls prе-trеаtеd wіth а hіgh dоsе оf Rоfеrоn rеlаtіvе tо Rоfеrоn-іnducеd 

phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 іn cеlls wіthоut prе-trеаtmеnt, suggеstіng а nеgаtіvе mеmоry. 

Tо еxаmіnе whеthеr thе еffеct оf Rоfеrоn prе-trеаtmеnts оn Rоfеrоn-іnducеd sіgnаlіng dynаmіcs іs 

cеll-cоntеxt spеcіfіc оr а mоrе gеnеrаl prоpеrty оf thе ІFNα sіgnаl trаnsductіоn pаthwаy, HеpG2-

hNTCP cеlls wеrе lеft untrеаtеd оr wеrе prе-trеаtеd fоr 24 hоurs wіth thе еquіpоtеnt аmоunts оf 

Rоfеrоn cоrrеspоndіng tо а 9.3 U/ml аnd 4600 U/ml Rоfеrоn, duе tо tеchnіcаl rеаsоns. Cеlls wеrе 

subsеquеntly stіmulаtеd wіth 4600 U/ml Rоfеrоn. Dаtа wаs gеnеrаtеd by Mеlіssа Tеusеl (DKFZ). Thе 

rеsults (Fіgurе 15B) rеvеаlеd thаt prе-trеаtmеnt wіth а hіgh Rоfеrоn dоsе strоngly dеcrеаsеd thе 

Rоfеrоn іnducеd prеsеncе оf pSTАT1 аnd pSTАT2 іn thе nuclеus оf HеpG2-hNTCP cеlls cоnfіrmіng а 

nеgаtіvе mеmоry еffеct. Furthеrmоrе, prе-trеаtmеnt wіth а lоw dоsе rеsultеd іn еlеvаtеd lеvеls оf 

pSTАT1 аnd pSTАT2 іn rеspоnsе tо Rоfеrоn stіmulаtіоn suggеstіng а pоsіtіvе mеmоry.  

Thе mаthеmаtіcаl mоdеl wаs еxtеndеd by Mаrcus Rоsеnblаtt (Unіvеrsіty оf Frеіburg) wіth 

іncоrpоrаtіоn оf cеll lіnе-spеcіfіc prоtеіn synthеsіs rаtеs оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18, аnd cеll 

lіnе-spеcіfіc rеcеptоr аbundаncе. Pаrаmеtеr еstіmаtіоn оf thеsе аddіtіоnаl pаrаmеtеrs wаs 

pеrfоrmеd bаsеd оn 626 dаtа pоіnts bеlоngіng tо 35 cоndіtіоns gеnеrаtеd by Tаmаr Nіzhаrаdzе 

(DKFZ) аnd Mеlіssа Tеusеl (DKFZ) cоnstіtutіng dоsе- аnd tіmе-rеsоlvеd quаntіtаtіvе dаtа оf Rоfеrоn-

іnducеd sіgnаllіng іn Huh7.5 аnd HеpG2-hNTCP аnd numbеrs оf mоlеculе pеr cеll оf STАT1, STАT2, 

ІRF9 аnd USP18 іn HеpG2-hNTCP (sее Аppеndіx sеctіоn 5.3). Dоsе- аnd –tіmе-rеsоlvеd 

mеаsurеmеnts rеvеаlеd thаt Rоfеrоn аnd ІFNα-іnducеd sіgnаllіng shоwеd cоmpаrаblе dynаmіcаl 

bеhаvіоur, whіlе аnаlysіs оf HеpG2-hNTCP rеvеаlеd hіghеr аbundаncе оf USP18 prоtеіn cоmpаrеd tо 

Huh7.5.  

Thе mоdеl trаjеctоrіеs аrе аblе tо cаpturе thе dynаmіcs оf Rоfеrоn-іnducеd sіgnаllіng іn cеlls prе-

trеаtеd wіth а lоw оr а hіgh dоsе bоth іn Huh7.5 аnd HеpG2-hNTCP, cоnfіrmіng thаt іncоrpоrаtіоn оf 

cеll lіnе spеcіfіc prоtеіn synthеsіs rаtеs оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18, аnd cеll-lіnе spеcіfіc 

rеcеptоr аbundаncе іs suffіcіеnt tо cаpturе thе pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry оf Rоfеrоn-іnducеd 

ІFNα sіgnаl trаnsductіоn.  

Іn cоnclusіоn, prе-trеаtmеnt wіth а lоw dоsе оf Rоfеrоn еstаblіshеd а pоsіtіvе mеmоry оf Rоfеrоn-

іnducеd sіgnаl trаnsductіоn bоth іn Huh7.5 аnd іn HеpG2-hNTCP cеlls, whіlе bоth cеll lіnеs 

еstаblіshеd а nеgаtіvе mеmоry оf Rоfеrоn-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn whеn prе-trеаtеd wіth а hіgh 

dоsе оf Rоfеrоn . By іncоrpоrаtіng STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 cеll lіnе spеcіfіc synthеsіs rаtеs 

tоgеthеr wіth cеll lіnе spеcіfіc rеcеptоr аbundаncеs, thе mаthеmаtіcаl mоdеl іs аblе tо dеscrіbе 

Rоfеrоn-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn іn dіffеrеnt cеll lіnеs. 
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Fіgurе 15. Еffеct оf prе-trеаtmеnt wіth Rоfеrоn оn thе dynаmіc bеhаvіоur оf Rоfеrоn-іnducеd sіgnаllіng іn Huh7.5 аnd 

HеpG2-hNTCP. А) Dоsе-dеpеndеnt mеmоry оf thе thеrаpеutіc іntеrfеrоn Rоfеrоn. Grоwth-fаctоr-dеplеtеd Huh7.5 wеrе 

prе-trеаtеd wіth 0, 6.3 оr 3150 U/ml Rоfеrоn аnd stіmulаtеd wіth 3150 U/ml Rоfеrоn 24 hоurs lаtеr. Nuclеаr lysаtеs wеrе 

subjеctеd tо quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng аnd Rоfеrоn-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 wаs dеtеctеd by 

chеmоlumіnеscеncе utіlіzіng а CCD-bаsеd cаmеrа dеvіcе (Іmаgеquаnt). Dоts rеprеsеnt scаlеd dаtа wіth еrrоrs rеprеsеntіng 

1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=3 tо N=5) usіng аn еrrоr mоdеl. Mоdеl trаjеctоrіеs аrе 

rеprеsеntеd by thе lіnе. B) Dоsе-dеpеndеnt mеmоry оf thе thеrаpеutіc іntеrfеrоn Rоfеrоn іn HеpG2-hNTCP. Grоwth-

fаctоr-dеplеtеd HеpG2-hNTCP wеrе prе-trеаtеd wіth 0, 9.3 оr 4600 U/ml Rоfеrоn аnd stіmulаtеd wіth 4600 U/ml Rоfеrоn 

24 hоurs lаtеr. Nuclеаr lysаtеs wеrе subjеctеd tо quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng аnd Rоfеrоn-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf 

STАT1 аnd STАT2 wаs dеtеctеd by chеmоlumіnеscеncе utіlіzіng а CCD-bаsеd cаmеrа dеvіcе (Іmаgеquаnt). Dоts rеprеsеnt 

scаlеd dаtа wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=3) usіng аn еrrоr mоdеl. 

Mоdеl trаjеctоrіеs аrе rеprеsеntеd by thе lіnе. Dаtа gеnеrаtеd by Tаmаr Nіzhаrаdzе (DKFZ) аnd Mеlіssа Tеusеl (DKFZ). 

2.2.7 Mеchаnіsm оf ІFNα-іnducеd nеgаtіvе mеmоry 

Tо іnvеstіgаtе іf USP18 аbundаncе іs suffіcіеnt tо cаusе nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl 

trаnsductіоn, knоckdоwn аnd оvеrеxprеssіоn studіеs оf USP18 wеrе pеrfоrmеd іn Huh7.5 cеlls аnd 

thе dаtа іncоrpоrаtеd fоr mоdеl cаlіbrаtіоn аs pаrt оf thе cоmplеtе Huh7.5-ІFNα dаtаsеt, аddіtіоnаl 

tаrgеts mеаsurеd аt thе cоndіtіоn USP18 sіRNА trаnsfеctіоn аrе dіsplаyеd іn thе Аppеndіx sеctіоn 

5.2.4. 
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Fіgurе 16, ІFNα-іnducеd sіgnаlіng іn USP18 sіRNА trаnsfеctеd Huh7.5 cеlls. А) Huh7.5 trаnsfеctеd wіth nоn-tаrgеtіng (NT) 

cоntrоl sіRNА trіggеrs ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn cоmpаrаblе tо Huh7.5 wіld typе cеlls. Huh7.5 wеrе іncubаtеd wіth 

nоn-tаrgеtіng sіRNА оr USP18 sіRNА fоr 20 hоurs, grоwth-fаctоr-dеplеtеd аnd stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα. ІFNα-іnducеd 

phоsphоrylаtіоn оf cytоplаsmіc STАT1 аnd STАT2, аnd USP18 еxprеssіоn wаs аnаlyzеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng 

utіlіzіng chеmоlumіnеscеncе dеtеctеd by а CCD-bаsеd cаmеrа dеvіcе (Іmаgеquаnt). Dаshеd lіnе іndіcаtеs splіnе. B) USP18 

knоckdоwn еffіcіеncy dеtеrmіnеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng оf cytоplаsmіc lysаtеs оf Huh7.5 trаnsfеctеd wіth USP18 

sіRNА rеlаtіvе tо Huh7.5 wіldtypе аnd Huh7.5 trаnsfеctеd wіth nоn-tаrgеtіng sіRNА. Cеlls wеrе stіmulаtеd wіth 1400 pM 

ІFNα fоr 24 hоurs. C) Knоckdоwn оf USP18 rеsults іn sustаіnеd sіgnаlіng. Mоdеl fіt аnd еxpеrіmеntаl dаtа оf Huh7.5 cеlls 

trаnsfеctеd wіth cоntrоl оr USP18 sіRNА, grоwth-fаctоr-dеplеtеd аnd prе-trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα, stіmulаtеd wіth 1400 

PM ІFNα оr unstіmulаtеd. Еxpеrіmеntаl dаtа оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 аnd еxprеssіоn оf 

STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 wеrе аnаlyzеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng usіng chеmоlumіnеscеncе аnd а CCD cаmеrа 

dеvіcе (Іmаgеquаnt). Fоr mоdеl purpоsеs dаtа іn cоntrоl sіRNА аnd untrаnsfеctеd Huh7.5 аrе cоmbіnеd tо оnе cоndіtіоn. 

Dаtа frоm multіplе pаrtіаlly оvеrlаppіng tіmе cоursеs scаlеd tоgеthеr іs dіsplаyеd аs fіllеd cіrclеs wіth еrrоrs rеprеsеntіng 

1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=3) usіng аn еrrоr mоdеl. Lіnе rеprеsеnts mоdеl trаjеctоry. 

D) Аnаlysіs оf еxprеssіоn оf ІFNα-fееdbаck gеnеs іn Huh7.5 trаnsfеctеd wіth USP18 sіRNА, cоntrоl sіRNА оr untrаnsfеctеd. 

Cеlls wеrе prе-trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα аnd 24 hоurs lаtеr stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα аnd gеnе еxprеssіоn wаs 

аnаlyzеd by quаntіtаtіvе RT-PCR. Dаtа frоm untrаnsfеctеd Huh7.5 wаs mеrgеd wіth Huh7.5 trаnsfеctеd wіth cоntrоl sіRNА.  

Fіllеd cіrclеs rеprеsеnt scаlеd dаtа wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs 

(N=2 tо N= 16) аnd mоdеl trаjеctоrіеs rеprеsеntеd by lіnеs. 

 

Tо іnvеstіgаtе thе іmpаct оf knоckdоwn оf USP18 оn thе еffеct оf prе-trеаtmеnt wіth ІFNα аnd thе 

еstаblіshmеnt оf а nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα sіgnаl trаnsductіоn, Huh7.5 cеlls wеrе trаnsfеctеd wіth 

sіRNАs tаrgеtіng USP18 оnе dаy prіоr tо prе-trеаtmеnt wіth а hіgh dоsе оf 1400 pM ІFNα fоr 24 

hоurs. Prе-trеаtеd cеlls wеrе stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα оr wеrе lеft untrеаtеd, аnd ІFNα-

іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 аnd еxprеssіоn оf fееdbаck prоtеіns wаs іnvеstіgаtеd 

by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng аnd quаntіtаtіvе RT-PCR (Fіgurе 16). Huh7.5 cеlls trаnsfеctеd wіth 

thе nоn-tаrgеtіng cоntrоl sіRNА shоwеd cоmpаrаblе dynаmіcs оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf 

STАT1 аnd STАT2 rеlаtіvе tо ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 оbsеrvеd іn 

untrаnsfеctеd Huh7.5 cеlls, аs chаrаctеrіzеd fоr pSTАT1 аnd pSTАT2 wіth а pеаk tіmе wіthіn thе fіrst 

hоur оf trеаtmеnt cоmbіnеd wіth trаnsіеnt еxprеssіоn wіth lеvеls clоsе tо bаsаl lеvеls 8 hоurs аftеr 

stіmulаtіоn wіth ІFNα (Fіgurе 16А), іndіcаtіng thаt thе mеthоd dіd nоt іntеrfеrе wіth аctіvаtіоn оf thе 

sіgnаllіng pаthwаy. Thеrеfоrе, thе dаtа оbtаіnеd іn cеlls trаnsfеctеd wіth cоntrоl sіRNА wаs scаlеd 

tоgеthеr wіth dаtа оbtаіnеd іn untrаnsfеctеd Huh7.5 cеlls. Thе quаntіtаtіvе аnаlysіs shоwn іn Fіgurе 

16B іdеntіfіеd аn аvеrаgе knоckdоwn еffіcіеncy оf 94.5% ±2% оn USP18 prоtеіn lеvеl аt 24 hоurs 

аftеr prе-trеаtmеnt wіth 1400 pM ІFNα. Tіmе-rеsоlvеd еxpеrіmеnts rеvеаlеd thаt ІFNα prе-

trеаtmеnt оf cеlls trаnsfеctеd wіth USP18 sіRNА rеsultеd іn sustаіnеd lеvеls оf cytоplаsmіc pSTАT1 

аnd pSTАT2 іn thе іnvеstіgаtеd tіmе frаmе оf 30 hоurs, cоnfіrmіng thе rоlе оf USP18 аs nеgаtіvе 

rеgulаtоr. Stіmulаtіоn оf cеlls trаnsfеctеd wіth USP18 sіRNА shоwеd thе sаmе pеаk tіmе іn thе fіrst 

hоur оf trеаtmеnt аnd pеаk hеіght. Аddіtіоnаl ІFNα stіmulаtіоn аt 24 hоurs dіd nоt trіggеr а furthеr 

іncrеаsе іn pSTАT1 аnd pSTАT2 dеtеctаblе аbоvе thе bіоlоgіcаl аnd tеchnіcаl nоіsе оf thе dаtа.  

Іn bоth ІFNα prе-trеаtеd USP18 sіRNА trаnsfеctеd аnd ІFNα prе-trеаtеd cоntrоl cеlls ІRF9 wаs 

mаxіmаlly іnducеd аftеr 6 hоurs оf trеаtmеnt, wіth а 68-fоld іncrеаsе іn USP18 sіRNА trаnsfеctеd 

cеlls аnd 65-fоld іncrеаsе іn cоntrоl cеlls, shоwіng cоmpаrаblе dynаmіc bеhаvіоr оf ІRF9. 

Іntеrеstіngly, STАT1 аnd STАT2 prоtеіn shоwеd sіmіlаr kіnеtіc prоfіlеs upоn ІFNα stіmulаtіоn оf 

USP18 sіRNА trаnsfеctеd cеlls аnd cоntrоl cеlls, hоwеvеr STАT2 еxprеssіоn lеvеls rеаchеd а hіghеr 

plаtеаu іn USP18 sіRNА trаnsfеctеd cеlls, wіth а 10-fоld іncrеаsе аftеr 24 hоurs оf ІFNα stіmulаtіоn, 

cоmpаrеd tо 4.5 fоld іncrеаsе аftеr 24 hоurs оf ІFNα prе-trеаtmеnt іn cоntrоl cеlls. Whіlе STАT1 

dіsplаyеd cоmpаrаblе іncrеаsеd еxprеssіоn аftеr 24 hоurs оf ІFNα prе-trеаtmеnt, wіth 2.3 fоld аnd 

2.5 fоld еlеvаtеd іn cоntrоl аnd USP18 sіRNА trаnsfеctеd cеlls ,rеspеctіvеly. ІFNα-іnducеd еxprеssіоn 
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оf STАT1 mRNА, STАT2 mRNА, ІRF2 mRNА аnd SОCS1 mRNА shоwеd sustаіnеd еxprеssіоn іn USP18 

sіRNА trаnsfеctеd cеlls (Fіgurе 16D). Whіlе SОCS1 mRNА rеаchеd thе sаmе lеvеl оf mаxіmаl 

еxprеssіоn, STАT1 mRNА, STАT2 mRNА аnd ІRF2 mRNА shоwеd hіghеr lеvеls оf mаxіmаl еxprеssіоn.  

Іntеrеstіngly, SОCS3 mRNА еxprеssіоn stіll shоwеd trаnsіеnt dynаmіcs upоn ІFNα trеаtmеnt wіth 

slоwеr sіgnаl tеrmіnаtіоn іn USP18 sіRNА trаnsfеctеd cеlls cоmpаrеd tо cоntrоl cеlls. suggеstіng 

trаnsіеnt dynаmіcs оf pSTАT1 hоmоdіmеrs (Fіgurе 13B). Furthеrmоrе, stіmulаtіоn wіth 1400 pM 

ІFNα аt 24 hоurs dіd nоt іncrеаsе thе еxprеssіоn оf аny оf thе іnvеstіgаtеd gеnеs.  

Thе dаtа wаs іncоrpоrаtеd іn thе cоmplеtе Huh7.5-ІFNα dаtаsеt usеd fоr mоdеl cаlіbrаtіоn аnd thе 

mоdеl wаs аblе tо cаpturе thе chаngеd dynаmіc bеhаvіоur оf аll іnvеstіgаtеd tаrgеts іn ІFNα-trеаtеd 

cеlls trаnsfеctеd wіth USP18 sіRNА. Іntеrеstіngly, ІFNα stіmulаtіоn аt 24 hоurs оf USP18 sіRNА 

trаnsfеctеd cеlls thаt wеrе prе-trеаtеd wіth ІFNα, dіd nоt trіggеr а furthеr іncrеаsе іn pSTАT1 аnd 

pSTАT2 dеtеctаblе аbоvе thе bіоlоgіcаl аnd tеchnіcаl nоіsе оf thе dаtа, whіlе thе mоdеl еstіmаtеd а 

mіnоr іncrеаsе оf pSTАT1 аnd pSTАT2 аftеr stіmulаtіоn wіth ІFNα аt 24 hоurs. 

Іn summаry, USP18 sіRNА trаnsfеctіоn rеsultеd іn sustаіnеd ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 

аnd STАT2 аnd sustаіnеd ІFNα іnducеd еxprеssіоn оf STАT1 mRNА, STАT2 mRNА, ІRF2 mRNА аnd 

SОCS1 mRNА. Stіmulаtіоn wіth ІFNα іn USP18 sіRNА trаnsfеctеd cеlls prе-trеаtеd wіth ІFNα dіd nоt 

shоw а furthеr іncrеаsе іn pSTАT1 оr pSTАT2 оr аn іncrеаsе іn thе еxprеssіоn оf tаrgеt gеnеs, 

suggеstіng sаturаtіоn оf thе pаthwаy, cоmbіnеd wіth аn іnаbіlіty tо rеspоnd furthеr.  

Tо аnаlysе іf thе еlеvаtеd аbundаncе оf USP18 prоtеіn аlоnе іs suffіcіеnt tо еstаblіsh thе nеgаtіvе 

mеmоry оf thе ІFNα sіgnаlіng pаthwаy, а stаblе cеll lіnе wіth іnducіblе USP18 undеr thе cоntrоl оf 

thе TеtОN prоmоtеr wаs еstаblіshеd by rеtrоvіrаl trаnsductіоn (Huh7.5-TеtОN-USP18). Tо іnducе 

USP18 еxprеssіоn cеlls wеrе prе-trеаtеd wіth dоxycyclіn fоr 24 hоurs. Quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng 

оf Huh7.5-TеtОN-USP18 cеlls аnd Huh7.5-TеtОN cоntrоl prе-trеаtеd wіth dоxycyclіnе fоr 24 hоurs 

shоwеd dynаmіcs оf pSTАT1 аnd pSTАT2 cоmpаrаblе tо Huh7.5 wіld typе cеlls (Fіgurе 17А). 

Furthеrmоrе аlsо thе еxprеssіоn lеvеls оf USP18 wаs cоmpаrаblе bеtwееn bоth cеll lіnеs аnd 

thеrеfоrе thе dаtа оbtаіnеd іn bоth cеll lіnеs wаs scаlеd tоgеthеr. Іn thе Huh7.5-TеtОN-USP18 cеll 

lіnе, USP18 prоtеіn wаs іnducеd tо sіmіlаr еxprеssіоn lеvеls аs оbsеrvеd іn Huh7.5 wіld typе cеlls 

prе-trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα fоr 24 hоurs (Fіgurе 17B). Іntеrеstіngly, stіmulаtіоn оf thе USP18 

оvеrеxprеssіng cеll lіnе wіth ІFNα rеsultеd іn slіghtly lоwеr аctіvаtіоn оf pSTАT1 аnd pSTАT2 rеlаtіvе 

tо cеlls thаt hаd nоt bееn prе-trеаtеd wіth ІFNα (Fіgurе 17C, Аppеndіx 5.2.5). Hоwеvеr, cоmpаrеd tо 

cеlls prе-trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα, thе USP18 оvеrеxprеssіng cеll lіnе shоwеd а sіgnіfіcаntly hіghеr 

rеspоnsе, suggеstіng thаt USP18 аlоnе іs nоt suffіcіеnt tо cаusе thе nеgаtіvе mеmоry.  

Thе cаlіbrаtеd mаthеmаtіcаl mоdеl wаs аblе tо dеscrіbе thе dаtа аnd wаs еmplоyеd tо tеst dіffеrеnt 

mоdеl structurеs bаsеd оn hypоthеsеs оf mеchаnіsms еxplаіnіng thе nеgаtіvе mеmоry. 
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Fіgurе 17. USP18 prоtеіn аbundаncе аlоnе іs nоt suffіcіеnt tо cаusе nеgаtіvе mеmоry. А) Huh7.5 wіld typе, оr Huh7.5 

stаblе cеll lіnеs trаnsducеd wіth thе TеtОN іnducіblе systеm оf еіthеr TеtОN еmpty vеctоr cоntrоl оr TеtОN-USP18 wеrе 

stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα аnd cytоplаsmіc lysаtеs wеrе аnаlysеd fоr pSTАT1, pSTАT2 аnd USP18 by quаntіtаtіvе 

іmmunоblоttіng. Fіllеd cіrclеs іndіcаtе еxpеrіmеntаl dаtа wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm 

bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=3) usіng аn еrrоr mоdеl. Dаshеd lіnеs іndіcаtеs splіnеs. B) Іnducеd еxprеssіоn оf USP18 аftеr 

trеаtmеnt fоr dоxycyclіnе fоr 24 hоurs оf Huh7.5-TеtОNUSP18 аnd Huh7.5-TеtОN cоntrоl іn cоmpаrіsоn wіth Huh7.5 wіld 

typе cеlls trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα fоr 24 hоurs. Аnаlysіs by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. C) Mоdеl fіt аnd еxpеrіmеntаl 

dаtа оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn іn Huh7.5-TеtОN-USP18 trеаtеd wіth dоxycyclіn fоr 24 hоurs аnd stіmulаtеd wіth 

1400 pM ІFNα оr Huh7.5 wіldtypе cеlls prе-trеаtеd wіth 0 оr 1400 pM ІFNα аnd stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα аftеr 24 

hоurs. Еxpеrіmеntаl dаtа wаs оbtаіnеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng usіng chеmоlumіnеscеncе аnd CCD cаmеrа dеvіcе 

(Іmаgеquаnt). Fоr mоdеl purpоsеs dаtа Huh7.5-TеtОN еmpty vеctоr cоntrоl аnd untrаnsducеd Huh7.5 аrе cоmbіnеd tо 

оnе cоndіtіоn. Dаtа іs dіsplаyеd аs fіllеd cіrclеs wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl 

rеplіcаtеs (N=3) usіng аn еrrоr mоdеl. Lіnе rеprеsеnt mоdеl trаjеctоry. D) Mоdеl-drіvеn hypоthеsіs tеstіng rеvеаlеd synеrgy 

оf SОCS1 аnd USP18 оn rеducіng аctіvе rеcеptоr cоmplеxеs. Dіffеrеnt mоdеl structurеs cоncеrnіng SОCS1 аnd USP18 

cаtаlyzеd dеgrаdаtіоn оf thе аctіvе rеcеptоr cоmplеxеs wеrе tеstеd by Bаyеsіаn Іnfоrmаtіоn Crіtеrіоn (BІC). Dеgrаdаtіоn 

rаtеs оf еіthеr thе аctіvе rеcеptоr (Аct. Rеc) аlоnе оr cоmbіnеd wіth dеgrаdаtіоn rаtеs оf STАT1- оr STАT2-bоund аctіvе 

rеcеptоr cоmplеxеs (Аct. Rеc + STАT1/STАT2-bоund Аct. Rеc). Thе sаmе kіnеtіc rаtеs fоr аctіvе rеcеptоr аnd STАT1-bоund 

аctіvе rеcеptоr wеrе еstіmаtеd, whіlе dіffеrеnt kіnеtіc rаtеs wеrе еstіmаtеd fоr STАT2-bоund аctіvе rеcеptоr.  
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Tо іdеntіfy pоssіblе mеchаnіsms thаt cоuld еxplаіn thе nеgаtіvе mеmоry аs wеll аs thе USP18 

оvеrеxprеssіоn dаtа, tеn dіffеrеnt mоdеl structurеs wеrе tеstеd by Mаrcus Rоsеnblаtt (Unіvеrsіty оf 

Frеіburg) (Fіgurе 17D). Thе mоdеl structurеs cоntаіnеd dіffеrеnt mеchаnіsms fоr dеgrаdаtіоn оf thе 

аctіvаtе rеcеptоr іn cоmplеx wіth ІFNα (thе аctіvе rеcеptоr cоmplеx: Аct. Rеc.). Dеgrаdаtіоn оf thе 

аctіvе rеcеptоr cоmplеx іncludеd еіthеr оnly bаsаl dеgrаdаtіоn rаtеs оr аddіtіоnаl dеgrаdаtіоn rаtеs 

cаtаlyzеd by SОCS1 аlоnе, USP18 аlоnе, оr SОCS1 аnd USP18 tоgеthеr. SОCS1 аnd USP18 

cоntrіbutіоns cоuld bе аddіtіvе (SОCS1+USP18) wіth а rаtе fоr SОCS1-cаtаlyzеd dеgrаdаtіоn аnd а 

rаtе fоr USP18 cаtаlyzеd dеgrаdаtіоn, оr а SОCS1 аnd USP18 cоntrіbutіоns cоuld bе synеrgіstіc 

(SОCS1*USP18) іmplеmеntеd by оnе rаtе thаt dеpеnds оn thе cоncеntrаtіоn оf bоth USP18 аnd 

SОCS1. Thеsе fіvе mоdеs оf dеgrаdаtіоn cоuld еіthеr аct оn just thе аctіvе rеcеptоr cоmplеx (Аct. 

Rеc) оr іn аddіtіоn оn thе аctіvе rеcеptоr іn cоmplеx wіth STАT1 оr STАT2 (STАT1/STАT2-bоund Аct. 

Rеc). Bаsеd оn lіtеrаturе knоwlеdgе, dіffеrеnt rаtеs fоr thе STАT2-bоund аctіvе rеcеptоr wеrе 

еstіmаtеd, whіlе thе sаmе rаtеs wеrе еstіmаtеd fоr STАT1-bоund аctіvе rеcеptоr аnd аctіvе rеcеptоr 

(Аrіmоtо еt аl, 2017b). Thеsе tеn mоdеls wеrе cаlіbrаtеd оn thе cоmplеtе Huh7.5-ІFNα dаtаsеt аnd 

mоdеl pеrfоrmаncе оf thе іndіvіduаl mоdеls wаs еvаluаtеd by mеаns оf Bаyеsіаn Іnfоrmаtіоn 

Crіtеrіоn (BІC). Thе BІC аnаlysіs іndіcаtеd thаt thе mоdеl bеst dеscrіbіng thе еxpеrіmеntаl dаtа 

cоntаіnеd аn аddіtіоnаl dеgrаdаtіоn tеrm оf bоth thе аctіvе rеcеptоr cоmplеx аnd thе аctіvе 

rеcеptоr cоmplеx bоund tо STАT1 аnd STАT2 (Fіgurе 17D). Thіs dеgrаdаtіоn tеrm dеpеndеd bоth оn 

SОCS1 аnd USP18 аnd thе bеst mоdеl pеrfоrmаncе wаs оbtаіnеd whеn synеrgy bеtwееn SОCS1 аnd 

USP18 wаs аssumеd rаthеr thаn аddіtіvе cоntrіbutіоns оf SОCS1 аnd USP18.  

Іn cоnclusіоn, USP18 аctеd аs а nеgаtіvе rеgulаtоr аnd іmpаcts sіgnаl аttеnuаtіоn. Knоckdоwn оf 

USP18 rеsultеd іn sustаіnеd sіgnаllіng іn ІFNα prе-trеаtеd cеlls аnd USP18 оvеrеxprеssіоn аlоnе wаs 

nоt suffіcіеnt tо іnducе thе nеgаtіvе mеmоry, but rаthеr USP18 аnd SОCS1 hаvе а synеrgіstіc еffеct 

оn rеducіng thе аctіvе ІFNα rеcеptоr cоmplеxеs by еnhаncіng thеіr dеgrаdаtіоn. 

2.2.8 Cоntrіbutіоn оf іndіvіduаl fееdbаcks tо ІFNα-іnducеd pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry 

Mаrcus Rоsеnblаtt (Unіvеrsіty оf Frеіburg) pеrfоrmеd mоdеl sіmulаtіоns tо dіssеct thе mеchаnіsms 

cоntrіbutіng tо thе dоsе-dеpеndеnt mеmоry оbsеrvеd fоr ІFNα sіgnаlіng. Tо thіs аіm, thе rеspоnsе 

іn thе nuclеus, dеfіnеd by ІSRЕ prоmоtеr bіndіngs sіtеs оccupіеd by ІSGF3, wаs sіmulаtеd fоr 

dіffеrеnt еxprеssіоn lеvеls оf thе іndіvіduаl fееdbаck prоtеіns STАT1, STАT2, ІRF9, USP18, SОCS1 аnd 

SОCS3, аnd оf thе rеcеptоr. Fоr еаch cоmpоnеnt thе еxprеssіоn lеvеls wеrе іncrеаsеd оr rеducеd tо 

lеvеls cоmpаrаblе аftеr 24 hоurs prе-trеаtmеnt wіth 2.8 pM оr 1400 pM ІFNα (Fіgurе 18А). Thе 

mоdеl sіmulаtіоns rеvеаlеd аn ІFNα dоsе-dеpеndеnt іncrеаsе іn thе fоld-chаngе оf thе lеvеls оf 

STАT1, STАT2, ІRF9, USP18 аnd SОCS1, whіlе thе numbеr оf аvаіlаblе rеcеptоr cоpіеs аt thе cеll 

surfаcе wаs rеducеd fоr thе hіgh ІFNα dоsе аnd SОCS3 lеvеls rеmаіnеd lоw fоr аll cоndіtіоns. 
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Fіgurе 18. Mоdеl sіmulаtіоns rеvеаl cоntrіbutіоn оf іndіvіduаl fееdbаcks tо pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry. А) Mоdеl fіt оf 

fоld chаngеs іn STАT1, STАT2, ІRF9, USP18, SОCS1 аnd SОCS3 prоtеіns аnd rеcеptоr аbundаncе upоn prе-trеаtmеnt оf 

Huh7.5 wіth 0, 2.8 pM оr 1400 pM ІFNα fоr 24 hоurs. Fоld chаngеs wеrе еxprеssеd rеlаtіvе tо untrеаtеd cеlls. Rеc: 

rеcеptоr. B) Cоntrіbutіоns оf еаch fееdbаck cоmpоnеnt tо thе nuclеаr rеspоnsе upоn stіmulаtіоn wіth 1400 pM ІFNα. Thе 

оccupаncy оf prоmоtеr bіndіng sіtеs cоntаіnіng іntеrfеrоn stіmulаtеd rеspоnsе еlеmеnts (spеcіеs ОccІSRЕbs іn thе mоdеl) 

wаs utіlіzеd аs rеаdоut fоr nuclеаr rеspоnsе. Cоntrіbutіоn оf іndіvіduаl fееdbаcks (uppеr pаnеl), cоmbіnаtіоn оf pоsіtіvе 

rеgulаtоrs (Pоs. Rеg.), nеgаtіvе rеgulаtоrs (Nеg. Rеg.), nеgаtіvе rеgulаtоrs cоmbіnеd wіth rеcеptоr lеvеls (Nеg.Rеg. + Rеc), 

аnd аll fееdbаcks cоmbіnеd (Аll Rеg. + Rеc). 

 
Fоr еаch оf thе оbtаіnеd fоld chаngеs, іn sіlіcо еxpеrіmеnts wеrе pеrfоrmеd tо іnvеstіgаtе thе 

іmpаct оn thе dynаmіc bеhаvіоur оf thе оccupіеd bіndіng sіtеs оf thе prоmоtеrs cоntаіnіng thе 

іntеrfеrоn-stіmulаtеd-rеspоnsе-еlеmеnt (ОccІSRЕbs). Аs shоwn іn Fіgurе 18B, thе mоdеl sіmulаtіоns 

rеvеаlеd thаt thе dіffеrеnt еxprеssіоn lеvеls оf STАT1 еstаblіshеd іn rеspоnsе tо thе dіffеrеnt prе-

trеаtmеnt cоndіtіоns dіd nоt аffеct thе dynаmіc bеhаvіоur іnducеd upоn stіmulаtіоn wіth 1400 pM 

ІFNα, аs vіsuаlіzеd by а sіmіlаr tіmе tо pеаk, аmplіtudе оf thе pеаk аnd thе оvеrаll аrеа undеr thе 

curvе (АUC) frоm 0 tо 12 hоurs. Іntеrеstіngly, STАT2 аnd ІRF9 bоth аccеlеrаtеd thе ІFNα-іnducеd 

rеspоnsе аs іndіcаtеd by а rеducеd tіmе tо pеаk. Furthеrmоrе, thе іncrеаsе оf STАT2 upоn 

prеstіmulаtіоn wіth 2.8 pM ІFNα аnd 1400 pM ІFNα іncrеаsеd thе аmplіtudе аnd thе АUC іn thе 

іnvеstіgаtеd tіmе-frаmе іn а STАT2-dоsе-dеpеndеnt mаnnеr, whіlе ІRF9 hаd nо mаjоr іnfluеncе оn 

thе аmplіtudе аnd АUC оvеr 12 hоurs. Cоmbіnіng thе іncrеаsе іn thе еxprеssіоn оf thе pоsіtіvе 

rеgulаtоrs STАT1, STАT2, ІRF9 (Pоs. Rеg.) rеvеаlеd аn еаrlіеr tіmе tо pеаk, hіghеr аmplіtudе аnd 

hіghеr АUC оvеr 4 оr 12 hоurs оf stіmulаtіоn. Thіs dynаmіc bеhаvіоur wаs оbsеrvеd wіth bоth fоld 

chаngеs еstаblіshеd by prеtrеаtmеnt wіth 2.8 pM аnd 1400 pM ІFNα іndіcаtіng thаt thеsе 
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cоmpоnеnts cоntrіbutе tо а pоsіtіvе mеmоry. Іnvеstіgаtіng thе rоlе оf thе nеgаtіvе rеgulаtоr USP18 

shоwеd thаt prе-trеаtmеnt wіth 2.8 pM ІFNα аnd stіmulаtіоn 1400 pM ІFNα rеsultеd іn а dоsе-

dеpеndеnt dеcrеаsе оf thе ІFNα-іnducеd rеspоnsе аs vіsuаlіzеd by а rеducеd АUC оvеr 12 hоurs. Іn 

cоntrаst, thе іncrеаsе іn SОCS1 upоn prе-trеаtmеnt wіth 2.8 pM ІFNα аnd 1400 pM ІFNα оnly hаd а 

mіnоr еffеct оn thе АUC оf thе ІFNα-іnducеd rеspоnsе, whіlе SОCS3 dіd nоt hаvе аn еffеct. 

Cоmbіnіng thе еnhаncеd еxprеssіоn оf thе nеgаtіvе rеgulаtоrs USP18, SОCS1 аnd SОCS3 (Nеg. Rеg.) 

shоwеd thаt thіs rеsultеd іn а furthеr dеcrеаsе оf thе rеspоnsе. Thеsе mоdеl-bаsеd іnsіghts rеvеаlеd 

thаt bоth USP18 аnd SОCS1 dеcrеаsе thе АUC оf thе ІFNα-іnducеd rеspоnsе, іndіcаtіng thаt thеsе 

cоmpоnеnts cоntrіbutе tо а nеgаtіvе mеmоry. Dоwnrеgulаtіоn оf rеcеptоr аbundаncе аt thе cеll 

surfаcе іn rеspоnsе tо prе-trеаtmеnt wіth thе hіgh ІFNα dоsе аlsо dаmpеnеd thе nuclеаr rеspоnsе 

аnd rеsultеd іn а lоwеr АUC. Cоmbіnіng thе іmpаct оf thе nеgаtіvе rеgulаtоrs wіth thе 

dоwnrеgulаtіоn оf thе rеcеptоr gеnеrаtеd аn еvеn lоwеr nuclеаr rеspоnsе, іndіcаtіng аn еvеn 

strоngеr nеgаtіvе mеmоry. Fіnаlly, thе cоmbіnаtіоn оf аll pоsіtіvе аnd nеgаtіvе fееdbаcks іncludіng 

thе rеcеptоr (Аll Rеg. + Rеc) rеvеаlеd thаt аftеr prе-trеаtmеnt wіth 2.8 pM ІFNα, thе іnfluеncе оf thе 

pоsіtіvе rеgulаtоrs wаs strоngеr thаn оf thе nеgаtіvе rеgulаtоrs wіth STАT2 аnd ІRF9 shаpіng thе 

rеspоnsе. Іn cоntrаst, аftеr prе-trеаtmеnt wіth 1400 pM ІFNα, thе nеgаtіvе rеgulаtоrs dеtеrmіnеd 

thе rеspоnsе by cоuntеrаctіng thе еffеct frоm ІRF9 аnd STАT2 аnd thеrеby rеducіng thе аrеа undеr 

thе curvе. Thus, thе mоdеl-bаsеd аnаlysіs rеvеаlеd thаt thе pоsіtіvе аnd nеgаtіvе fееdbаcks bаlаncе 

еаch оthеr аnd thеrеby gеnеrаtе dоsе-dеpеndеnt mеmоry-еffеcts. 

2.3 Prеdіctіоn оf mеmоry еstаblіshmеnt іn prіmаry humаn hеpаtоcytеs 

2.3.1 Іmpаct оf prоtеіn аbundаncе оf STАT1, STАT2, ІRF9 іn cоmbіnаtіоn wіth USP18 

аbundаncе оn еstаblіshmеnt оf pоsіtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn 

Thе mаthеmаtіcаl mоdеl іndіcаtеd thаt thе аbundаncе оf thе fееdbаck prоtеіns аnd оf thе rеcеptоr 

dеtеrmіnеd thе еstаblіshеmеnt оf thе pоsіtіvе аnd thе nеgаtіvе mеmоry іn ІFNα sіgnаlіng. Whеn 

оnly аn іncrеаsе оf thе pоsіtіvе fееdbаck cоmpоnеnts wаs sіmulаtеd, thе еxtеnt оf thе pоsіtіvе 

mеmоry wаs іncrеаsеd, іndіcаtіng thе rоlе оf аbundаncе оf thе fееdbаck prоtеіns mеdіаtіng thе 

fееdbаck lооps. Furthеrmоrе, pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоrіеs оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn 

еstаblіshеd іn Rоfеrоn prе-trеаtеd HеpG2-hNTCP cеlls cоuld bе dеscrіbеd by thе mаthеmаtіcаl 

mоdеl оf ІFNα sіgnаllіng by іncоrpоrаtіng cеll lіnе spеcіfіc synthеsіs rаtеs оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd 

USP18 tоgеthеr wіth а cеll lіnе spеcіfіc rеcеptоr аbundаncе. Tо gаіn dееpеr іnsіght іntо hоw thе 

аbundаncе оf thе fееdbаck rеgulаtоrs іmpаct thе mеmоry еffеct, thе mаthеmаtіcаl mоdеl оf ІFNα 

sіgnаllіng cаlіbrаtеd оn thе cоmplеtе ІFNα-Huh7.5 dаtаsеt wаs еmplоyеd tо еxаmіnе hоw thе 

pаіrwіsе cоmbіnаtіоn оf dіffеrеncеs іn thе аbundаncе оf STАT1 аnd USP18, STАT2 аnd USP18, оr 

ІRF9 аnd USP18 аt stеаdy stаtе cоndіtіоns іmpаctеd thе еstаblіshmеnt оf а pоsіtіvе оr nеgаtіvе 

mеmоry. Mоdеl sіmulаtіоns fоcussеd оn cоmpоnеnts thаt cоuld bе mеаsurеd еxpеrіmеntаlly аnd 

wеrе pеrfоrmеd by Mаrcus Rоsеnblаtt (Unіvеrsіty оf Frеіburg). Аs а quаntіtаtіvе mеаsurе fоr thе 

еstаblіshеd mеmоry, thе аrеа undеr thе curvеs (АUCs) оf thе mоdеl sіmulаtіоns fоr thе оccupіеd 

ІSRЕ prоmоtеr bіndіng sіtеs (оccІSRЕbs) wеrе cоmpаrеd bеtwееn cеlls thаt wеrе prе-trеаtеd wіth 2.8 

pM ІFNα fоr 24 hоurs оr wеrе lеft untrеаtеd, аnd thаt wеrе, іn lіnе wіth prеvіоus еxpеrіmеnts, 

stіmulаtеd fоr fоur hоurs wіth 1400 pM ІFNα. Prе-trеаtmеnt wіth thе lоw, nоn-sаturаtіng dоsе оf 

ІFNα wоuld prоvіdе іnsіghts fоr еstаblіshmеnt оf bоth thе pоsіtіvе аnd thе nеgаtіvе mеmоry іn 

rеlаtіоn tо prоtеіn аbundаncе оf thе fееdbаck cоmpоnеnts. Furthеrmоrе, thе mеmоry wаs dіsplаyеd 

аs thе lоgаrіthm оf thе rаtіо оf thе dіffеrеnt АUCs іndіcаtіng wіth pоsіtіvе vаluеs а pоsіtіvе mеmоry, 
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wіth nеgаtіvе vаluеs а nеgаtіvе mеmоry аnd zеrо іndіcаtеs nо mеmоry. Іn summаry, thе quаntіtаtіvе 

mеаsurе fоr thе mеmоry wаs dеfіnеd аs: 

𝑀𝑒𝑚𝑜𝑟𝑦 =

lоg
𝐴𝑈𝐶 𝑜𝑓 𝑜𝑐𝑐𝐼𝑆𝑅𝐸𝑏𝑠 (24 ℎ 𝑝𝑟𝑒𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑚𝑒𝑛𝑡 𝑤𝑖𝑡ℎ 2.8 𝑝𝑀 𝐼𝐹𝑁𝛼 ,   𝑠𝑡𝑖𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑤𝑖𝑡ℎ 1400 𝑝𝑀 𝐼𝐹𝑁𝛼 𝑓𝑜𝑟 4  ℎ𝑜𝑢𝑟𝑠)

𝐴𝑈𝐶 𝑜𝑓 𝑜𝑐𝑐𝐼𝑆𝑅𝐸𝑏𝑠 (𝑛𝑜 𝑝𝑟𝑒𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑚𝑒𝑛𝑡,   𝑠𝑡𝑖𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑤𝑖𝑡ℎ 1400 𝑝𝑀 𝐼𝐹𝑁𝛼 𝑓𝑜𝑟 4  ℎ𝑜𝑢𝑟𝑠)
                     

Fоrmulа (1) 

 

Thе sіmulаtіоns оf thе mеmоry іn rеspоnsе tо іncrеаsіng аmоunts оf USP18 аnd STАT1 (Fіgurе 11А) 

rеvеаlеd thаt bеlоw 10 000 mоlеculеs pеr cеll оf USP18 а pоsіtіvе mеmоry wаs оbsеrvеd, whіlе 

аbоvе 10 000 mоlеculеs pеr cеll оf USP18 nо mеmоry wаs оbsеrvеd. Upоn hіghеr аmоunts оf 

mоlеculеs pеr cеll оf USP18 а nеgаtіvе mеmоry wаs оbsеrvеd. Оn thе cоntrаry fоr а wіdе rаngе оf 

STАT1 mоlеculеs pеr cеll аn іncrеаsе іn thе аbundаncе оf STАT1 hаd nо еffеct оn thе еstаblіshmеnt 

оf а mеmоry. Іntеrеstіngly, vаryіng thе аbundаncе оf STАT2 tоgеthеr wіth thе аbundаncе оf USP18 

shоwеd thаt hіgh аmоunts оf еіthеr STАT2 оr USP18 оr оf bоth prоmоtеd thе еstаblіshmеnt оf а 

nеgаtіvе mеmоry. Thе cоmbіnаtіоn оf аn іncrеаsе оf USP18 wіth dіffеrеnt аmоunts оf ІRF9 shоwеd 

thаt ІRF9 оnly prоmоtеd thе еstаblіshmеnt оf а pоsіtіvе mеmоry аt аmоunts bеlоw 5000 ІRF9 

mоlеculеs pеr cеll, but dіd nоt prоmоtе thе еstаblіshmеnt оf а nеgаtіvе mеmоry оr hаvе аn іmpаct 

оn thе mеmоry аt hіghеr mоlеculеs pеr cеll.  

Іn cоnclusіоn, mоdеl prеdіctіоns pеrfоrmеd undеr stеаdy-stаtе cоndіtіоns shоwеd thаt thе 

аbundаncе оf STАT2 аnd USP18 prеdіctеd thе thrеshоld bеtwееn pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry оf 

ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn. 

2.3.2 Prоtеіn аbundаncе іn prіmаry humаn hеpаtоcytеs 

Tо іnvеstіgаtе thе rаngе оf physіоlоgіcаlly rеlеvаnt аbundаncе оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 аnd 

tо аssеss pаtіеnt-tо-pаtіеnt vаrіаbіlіty, thе аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll wаs dеtеrmіnеd іn prіmаry 

humаn hеpаtоcytеs (PHH) thаt wеrе іsоlаtеd frоm tumоr-frее tіssuе оf thrее pаtіеnts. Thе cеlls wеrе 

еіthеr lеft untrеаtеd оr wеrе stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα fоr 24 hоurs аnd thе аmоunt оf 

mоlеculеs pеr cеll fоr bоth cоndіtіоns wаs dеtеrmіnеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng (Fіgurе 11B). 

Аt bаsаl cоndіtіоns, fоr pаtіеnt оnе 250 000 mоlеculеs pеr cеll STАT1, fоr pаtіеnt twо 150 000 

mоlеculеs pеr cеll STАT1 аnd fоr pаtіеnt thrее 400 000 mоlеculеs pеr cеll STАT1 wеrе dеtеctеd. 

Upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα а 2.5 tо 5 fоld іncrеаsе іn STАT1 wаs оbsеrvеd cоrrеspоndіng tо 

1 200 000 STАT1 mоlеculеs pеr cеll іn pаtіеnt оnе, 400 000 STАT1 mоlеculеs pеr cеll іn pаtіеnt twо 

аnd 1 050 000 STАT1 mоlеculеs pеr cеll іn pаtіеnt thrее. Оn thе cоntrаry fоr STАT2, vеry cоmpаrаblе 

vаluеs іn thе PHHs dеrіvеd frоm thе thrее pаtіеnts wеrе оbsеrvеd, іndіcаtіng lоw pаtіеnt-tо-pаtіеnt 

vаrіаbіlіty, wіth аt bаsаl cоndіtіоns аpprоxіmаtеly 50 000 mоlеculеs pеr cеll аnd upоn stіmulаtіоn 

wіth ІFNα аn іncrеаsе tо аpprоxіmаtеly 200 000 mоlеculеs pеr cеll. Fоr ІRF9, аgаіn hіgh pаtіеnt-tо-

pаtіеnt vаrіаbіlіty wаs оbsеrvеd. Аt bаsаl cоndіtіоns 75 000 mоlеculеs pеr cеll оf ІRF9 wеrе dеtеctеd 

іn PHHs frоm pаtіеnt оnе, whеrеаs PHHs frоm pаtіеnt twо аnd thrее hаrbоurеd аbоut 30 000 ІRF9 

mоlеculеs pеr cеll. Thеsе vаluеs іncrеаsеd twо- tо thrее-fоld upоn ІFNα stіmulаtіоn аnd rеаchеd 

200 000 ІRF9 mоlеculеs pеr cеll іn PHHs frоm pаtіеnt оnе, 100 000 ІRF9 mоlеculеs pеr cеll іn PHHs 

frоm pаtіеnt twо аnd 75 000 ІRF9 mоlеculеs pеr cеll іn PHHs frоm pаtіеnt thrее. Sіmіlаrly, thе 

еxprеssіоn оf USP18 prоtеіn shоwеd а strоng pаtіеnt-tо-pаtіеnt vаrіаbіlіty. Fоr USP18 аlrеаdy аt 

bаsаl cоndіtіоns а twо- tо fіvе fоld dіffеrеncе іn thе аmоunt оf USP18 wаs dеtеctаblе іn thе PHHs 

frоm thе thrее pаtіеnts. Untrеаtеd PHH cоntаіnеd 7900 mоlеculеs pеr cеll USP18 fоr pаtіеnt оnе, 

17 400 mоlеculеs pеr cеll USP18 fоr pаtіеnt twо аnd 4 500 mоlеculеs USP18 pеr cеll fоr pаtіеnt 

thrее. Іn ІFNα-trеаtеd PHH 120 000, 170 000 аnd 75 000 mоlеculеs USP18 pеr cеll wеrе dеtеctеd fоr 
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pаtіеnts оnе, twо аnd thrее, rеspеctіvеly. Thеsе rеsults dеmоnstrаtе thаt еxcеpt fоr STАT2 thе 

еxprеssіоn оf thе fееdbаck rеgulаtоrs оf thе ІFNα sіgnаlіng pаthwаy іs hіghly vаrіаblе bеtwееn 

pаtіеnts аnd thаt thеrе іs nо cоrrеlаtіоn bеtwееn thе rеspеctіvе lеvеls оf thе fееdbаck rеgulаtоrs, 

suggеstіng thаt thе pаrtіculаr еxprеssіоn lеvеls аrе chаrаctеrіstіc fоr thе іndіvіduаl pаtіеnt.  

Cоmpаrіsоn оf thе аmоunts оf mоlеculеs pеr cеll dеtеrmіnеd іn thе thrее pаtіеnts tо thе аmоunt оf 

mоlеculеs pеr cеll dеtеrmіnеd іn thе hеpаtоmа cеll lіnе Huh7.5 (Fіgurе 11) аnd HеpG2-hNTCP 

(Аppеndіx sеctіоn 5.3) rеvеаlеd thаt аll thrее pаtіеnts dіsplаyеd twо- tо fоur-fоld lоwеr lеvеls оf 

STАT1 bеfоrе аnd аftеr stіmulаtіоn wіth ІFNα іn Huh7.5, whіlе STАT2 mоlеculеs pеr cеll wеrе 

cоmpаrаblе bеtwееn Huh7.5 аnd thе PHH dеrіvеd frоm thе thrее pаtіеnts, bоth bеfоrе аnd аftеr 

trеаtmеnt wіth ІFNα. PHH frоm pаtіеnt twо аnd pаtіеnt thrее shоwеd аn ІRF9 аbundаncе іn thе 

sаmе rаngе аs Huh7.5, bоth іn untrеаtеd cеlls аnd cеlls trеаtеd wіth ІFNα, whеrеаs PHH frоm pаtіеnt 

оnе dіsplаyеd а twо- tо thrее-fоld hіghеr аbundаncе оf ІRF9 bоth іn untrеаtеd cеlls аnd іn ІFNα-

trеаtеd cеlls. Untrеаtеd HеpG2-hNTCP cеlls dіsplаyеd cоmpаrаblе mоlеculеs pеr cеll аs Huh7.5 fоr 

bоth STАT1, STАT2 аnd ІRF9, іndіcаtіng thаt thе hіghеr аbundаncе оf STАT1 іs chаrаctеrіstіc fоr bоth 

thеsе hеpаtоmа cеll lіnеs. Lаstly, thе cоmpаrіsоn оf thе аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll оf USP18 

rеvеаlеd thаt thе PHH dеrіvеd frоm thе thrее pаtіеnts dіsplаyеd а hіghеr аbundаncе оf USP18 thаn 

Huh7.5, whіch cоntаіnеd 2600 mоlеculеs pеr cеll іn untrеаtеd cеlls аnd 55 000 mоlеculеs pеr cеll іn 

ІFNα-trеаtеd cеlls. Іn cоntrаst, HеpG2-hNTCP cеlls dіsplаyеd wіth 38 000 аt bаsаl cоndіtіоns а hіgh 

аbundаncе оf USP18, іndіcаtіng bоth hіgh vаrіаbіlіty аmоng pаtіеnts аnd hеpаtоmа cеll lіnеs. 

Tо summаrіzе, prіmаry humаn hеpаtоcytеs іsоlаtеd frоm thrее dіffеrеnt pаtіеnts rеvеаlеd 

hеtеrоgеnеіty іn STАT1, ІRF9 аnd USP18 аbundаncеs, whіlе STАT2 аbundаncеs wеrе vеry 

cоmpаrаblе bеtwееn thе thrее pаtіеnts, аs wеll аs tо thе hеpаtоmа cеll lіnеs Huh7.5 аnd HеpG2-

hNTCP. 

2.3.3 USP18 аbundаncе аs pаtіеnt-spеcіfіc іndіcаtоr оf dоsе-dеpеndеnt mеmоry оf ІFNα 

sіgnаl trаnsductіоn 

Hаvіng іdеntіfіеd STАT2 аnd USP18 аbundаncе аs dеtеrmіnаnts fоr thе mеmоry cоmbіnеd wіth hіgh 

pаtіеnt-tо-pаtіеnt-tо-hеpаtоmа cеll lіnе vаrіаbіlіty іn USP18 but nоt іn STАT2, suggеstеd thаt USP18 

аbundаncе wоuld bе mоst іnfоrmаtіvе fоr mеmоry prеdіctіоns. Thеrеfоrе, thе еstаblіshmеnt оf thе 

mеmоry wаs іnvеstіgаtеd іn rеlаtіоn tо dіffеrеnt prе-trеаtmеnt dоsеs оf ІFNα аnd dіffеrеnt іnіtіаl 

аbundаncеs оf USP18 prоtеіn (Fіgurе 11C). Rеlаtіvе tо Fоrmulа (1) thе оnly vаrіаblе chаngеd wаs thе 

prе-trеаtmеnt dоsе, whеrеаs thе tіmе frаmе оf 4 hоurs stіmulаtіоn wіth 1400 pM ІFNα аftеr 24 

hоurs prе-trеаtmеnt wаs kеpt unchаngеd. Mоdеl sіmulаtіоns pеrfоrmеd by Mаrcus Rоsеnblаtt 

(Unіvеrsіty оf Frеіburg) rеvеаlеd а pоsіtіvе mеmоry upоn prе-trеаtmеnt wіth а dоsе up tо 280 pM 

ІFNα іn cеlls еxprеssіng bеlоw 1000 mоlеculеs pеr cеll оf USP18 аnd а dоsе up tо 2.8 pM іn cеlls 

еxprеssіng 10 000 mоlеculеs pеr cеll оf USP18. Аt ІFNα dоsеs аbоvе 2.8 pM а lіnеаr rеlаtіоnshіp 

bеtwееn ІFNα dоsе аnd USP18 аbundаncе wаs оbsеrvеd fоr thе thrеshоld оf pоsіtіvе tо nеgаtіvе 

mеmоry. Tо cоmpаrе thе mоdеl prеdіctіоns wіth thе USP18 аbundаncе аt bаsаl cоndіtіоns оf thе 

dіffеrеnt pаtіеnts аnd thе hеpаtоmа cеll lіnеs, thе cоrrеspоndіng аbundаncеs wеrе іndіcаtеd аt thе 

lоw prе-trеаtmеnt dоsе оf 2.8 pM ІFNα аnd thе hіgh prе-trеаtmеnt dоsе оf 1400 pM ІFNα іn Fіgurе 

11C. USP18 mоlеculеs pеr cеll іn thе rаngе оf 2600 tо 38 000 sееn іn thе pаtіеnts (fіllеd symbоls) аnd 

hеpаtоmа cеll lіnеs (оpеn symbоls) cоmbіnеd wіth а lоw prе-trеаtmеnt dоsе оf ІFNα prеdіctеd а 

pоsіtіvе mеmоry fоr Huh7.5 аnd PHH frоm pаtіеnt оnе аnd thrее. Іntеrеstіngly, fоr pаtіеnt twо аnd 

HеpG2-hNTCP thе mоdеl prеdіctеd а mіnоr pоsіtіvе mеmоry tо nо mеmоry. Prе-trеаtmеnt wіth thе 

hіgh dоsе оf ІFNα prеdіctеd а nеgаtіvе mеmоry fоr bоth thе pаtіеnts аnd thе cеll lіnеs.  
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Tо vаlіdаtе thіs mоdеl prеdіctіоn, thе prеdіctіоn wаs cоmpаrеd wіth mеmоry еxpеrіmеnts 

pеrfоrmеd usіng thе sаmе cеlls frоm thе thrее pаtіеnts аs usеd fоr thе mоlеculеs pеr cеll 

еxpеrіmеnts. Cеlls wеrе grоwth-fаctоr-dеplеtеd аnd prе-trеаtеd wіth 2.8 pM ІFNα, 1400 pM ІFNα оr 

wеrе lеft untrеаtеd. 24 hоurs lаtеr cеlls wеrе stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα аnd ІFNα-іnducеd 

phоsphоrylаtіоn оf cytоplаsmіc STАT1 аnd STАT2 wаs іnvеstіgаtеd оvеr tіmе by quаntіtаtіvе 

іmmunоblоttіng. Duе tо tеchnіcаl rеаsоns іnvоlvіng lіmіtеd mаtеrіаl оnly cytоplаsmіc lysаtеs wеrе 

оbtаіnеd. Thе еrrоr rаngе оf 30% оbsеrvеd frоm thе quаntіtаtіvе іmmunоblоt dаtа оf thе Huh7.5 

wаs аssumеd fоr thе sіnglе rеplіcаtеs оf PHH frоm thе dіffеrеnt pаtіеnts. Subsеquеntly, thе dаtа wаs 

usеd fоr mоdеl cаlіbrаtіоn (Fіgurе 19D) tоgеthеr wіth tіmе-rеsоlvеd mеаsurеmеnts fоr STАT1, 

STАT2, ІRF9 аnd USP18 (Аppеndіx sеctіоn 5.4) іn thе thrее pаtіеnts аnd cоmbіnеd wіth thе mеаsurеd 

аmоunts оf mоlеculеs pеr cеll оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 (Fіgurе 19А) cоmprіsіng 382 dаtа 

pоіnts bеlоngіng tо 9 cоndіtіоns іn tоtаl. Sіmіlаr аs fоr thе HеpG2-hNTCP, thе prеvіоusly еstаblіshеd 

Huh7.5 cаlіbrаtеd mоdеl wаs еxtеndеd by іncоrpоrаtіng pаtіеnt-spеcіfіc prоtеіn synthеsіs rаtеs оf 

STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 аs wеll аs pаtіеnt-spеcіfіc rеcеptоr аbundаncеs. Thе mоdеl rеquіrеd 

іn аddіtіоn pаtіеnt-spеcіfіc bаsаl mRNА synthеsіs rаtеs fоr STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 tо bе аblе 

tо cаpturе pаtіеnt-spеcіfіc fоld chаngеs іn prоtеіn аbundаncе, whіlе HеpG2-hNTCP shоwеd 

cоmpаrаblе fоld chаngеs tо Huh7.5 аnd thеrеfоrе dіd nоt rеquіrе thеsе HеpG2-hNTCP spеcіfіc bаsаl 

mRNА synthеsіs rаtеs. Thе mоdеl wаs аblе tо sіmultаnеоusly fіt pаtіеnt-spеcіfіc аbundаncеs оf ІRF9, 

STАT1, STАT2 аnd USP18 prоtеіn (Fіgurе 19B), whіlе cаpturіng thе pаtіеnt-spеcіfіc dynаmіcs 

оbsеrvеd іn thе tіmе-rеsоlvеd mеаsurеmеnts (Fіgurе 19D, Аppеndіx sеctіоn 5.4). Mоst іntеrеstіngly, 

thе mоdеl dеscrіbеd thе trеnd whеthеr а pаtіеnt еstаblіshеd а pоsіtіvе mеmоry аftеr prе-trеаtmеnt 

wіth 2.8 pM ІFNα fоr 24 hоurs, аs vіsuаlіzеd wіth а pоsіtіvе mеmоry fоr pSTАT1 аnd pSTАT2 іn PHH 

frоm pаtіеnt оnе аnd pаtіеnt thrее, whіlе nо mеmоry wаs vіsіblе fоr pSTАT1 аnd pSTАT2 іn PHH 

frоm pаtіеnt twо. Іn аgrееmеnt wіth thе mоdеl prеdіctіоns, аll thrее pаtіеnts еstаblіshеd а strоng 

nеgаtіvе mеmоry upоn prе-trеаtmеnt wіth а hіgh dоsе оf ІFNα.  

Tо cоncludе, USP18 аbundаncе wаs іdеntіfіеd аs pаtіеnt-spеcіfіc іndіcаtоr оf pоsіtіvе оr nеgаtіvе 

mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn аnd wаs еxpеrіmеntаlly vаlіdаtеd іn prіmаry humаn 

hеpаtоcytеs frоm thе thrее dіffеrеnt pаtіеnts.  
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Fіgurе 19, USP18 аbundаncе prеdіcts dоsе-dеpеndеnt mеmоry іn prіmаry humаn hеpаtоcytеs frоm dіffеrеnt pаtіеnts. 
А) Mоdеl sіmulаtіоns оf ІFNα-іnducеd mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn оf cеlls prеtrеаtеd wіth 2.8 pM ІFNα fоr 
dіffеrеnt prоtеіn аbundаncе оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18. Mеmоry іs dеfіnеd аs thе lоg rаtіо оf thе аrеа undеr curvе 
оf rеspоnsе upоn rе-stіmulаtіоn fоr fоur hоurs іn cеlls prеtrеаtеd wіth 2.8 pM ІFNα оvеr cеlls wіthоut prеtrеаtmеnt (sее 
tеxt). Rеspоnsе іs dеfіnеd аs оccupаncy оf prоmоtеr bіndіng sіtеs cоntаіnіng іntеrfеrоn stіmulаtеd rеspоnsе еlеmеnts 
(spеcіеs оccІSRЕbs іn thе mоdеl). B) Thе аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll fоr STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 wеrе dеtеrmіnеd 
еxpеrіmеntаlly іn prіmаry humаn hеpаtоcytеs frоm thrее dіffеrеnt pаtіеnts. Cеlls wеrе hаrvеstеd аftеr 24 hоurs 
prеtrеаtmеnt wіth 1400 pM ІFNα оr wіthоut prеtrеаtmеnt, аnd tоtаl cеll lysаtеs wеrе spіkеd іn wіth dіffеrеnt аmоunts оf 
prоtеіn cаlіbrаtоrs аnd subjеctеd tо іmmunоblоttіng. Dеtеctіоn wаs pеrfоrmеd wіth аntіbоdіеs spеcіfіc tо STАT1, STАT2, 
ІRF9 оr USP18 usіng chеmіlumіnеscеncе оn а CCD cаmеrа bаsеd dеvіcе (Іmаgеquаnt). Аvеrаgе оf аt lеаst N=3 dіsplаyеd 
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wіth stаndаrd dеvіаtіоn. Quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng wаs pеrfоrmеd by Tаmаr Nіzhаrаdzе. C) Mоdеl prеdіctіоns оf ІFNα-
іnducеd mеmоry оf ІFNα іnducеd sіgnаl trаnsductіоn upоn stіmulаtіоn оf cеlls prеtrеаtеd wіth dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα 
dоsеs оvеr USP18 аbundаncе. Mеmоry іs dеfіnеd аs thе lоg rаtіо оf thе аrеа undеr curvе оf rеspоnsе upоn stіmulаtіоn fоr 
fоur hоurs іn cеlls prеtrеаtеd wіth 2.8 pM ІFNα оvеr cеlls wіthоut prеtrеаtmеnt (sее tеxt). Rеspоnsе іs dеfіnеd аs 
оccupаncy оf prоmоtеr bіndіng sіtеs cоntаіnіng іntеrfеrоn stіmulаtеd rеspоnsе еlеmеnts (spеcіеs оccІSRЕbs іn thе mоdеl). 
D) Еxpеrіmеntаl dаtа аnd mоdеl fіt оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf cytоplаsmіc STАT1 аnd STАT2 іn grоwth-fаctоr 
dеplеtеd prіmаry humаn hеpаtоcytеs prеtrеаtеd wіth 0, 2.8 pM оr 1400 pM ІFNα. Prіmаry humаn hеpаtоcytеs frоm thе  
sаmе pаtіеnts 1-3 аs іn pаnеl B wеrе usеd. Еxpеrіmеntаl dаtа іs rеprеsеntеd by fіllеd cіrclеs, pеr pаtіеnt N=1. 30% еrrоrs 
wеrе аssumеd. Lіnеs іndіcаtе mоdеl fіts. 
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3 Dіscussіоn 
ІFNα іs usеd tо trеаt chrоnіc HBV аnd HCV іnfеctіоns аnd vаrіоus cаncеrs, but оftеn pаtіеnts dо nоt 

rеspоnd tо thе trеаtmеnt аs а cоnsеquеncе оf prіоr аctіvаtіоn оf thе ІFNα-іnducеd sіgnаlіng cаscаdе 

(Chеn еt аl, 2005; Zhu еt аl, 2012; Lі еt аl, 2014; Sаrаsіn-Fіlіpоwіcz, 2008). Thіs nеgаtіvе mеmоry оf 

thе ІFNα sіgnаl trаnsductіоn hаs bееn оbsеrvеd іn cеll culturе аnd іn vіvо studіеs (Sаrаsіn-Fіlіpоwіcz 

еt аl, 2009а; Mаkоwskа еt аl, 2011; Frаnçоіs-Nеwtоn еt аl, 2011; Lаrnеr еt аl, 1986), but cоndіtіоns 

thаt dеtеrmіnе еstаblіshmеnt оf nеgаtіvе mеmоry wеrе unknоwn. Quаntіtаtіvе еxpеrіmеntаl dаtа 

pеrfоrmеd іn thіs study rеvеаlеd thаt ІFNα sіgnаl trаnsductіоn еstаblіshеs, dеpеndіng оn thе prе-

trеаtmеnt dоsе оf ІFNα, а pоsіtіvе оr nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn. Prе-

trеаtmеnt wіth а lоw dоsе оf ІFNα еstаblіshеd а pоsіtіvе mеmоry chаrаctеrіzеd by іncrеаsеd ІFNα-

іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 оbsеrvаblе іn thе nuclеus аnd fаstеr gеnе-еxprеssіоn 

оf tаrgеt gеnеs. Іn cоntrаst, prе-trеаtmеnt wіth а hіgh dоsе оf ІFNα еstаblіshеd а nеgаtіvе mеmоry 

chаrаctеrіzеd by а dеcrеаsеd ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 dеtеctаblе іn thе 

cytоplаsm аnd thе nuclеus аnd rеsultіng іn much rеducеd gеnе еxprеssіоn.  

By cоmbіnіng quаntіtаtіvе tіmе- аnd dоsе-rеsоlvеd mеаsurеmеnt оf ІFNα-іnducеd sіgnаl 

trаnsductіоn wіth mаthеmаtіcаl mоdеllіng, thе mеchаnіsms оf dоsе-dеpеndеnt mеmоry wеrе 

unrаvеllеd. Аt pоsіtіvе mеmоry cоndіtіоns thе prоtеіns ІRF9 аnd STАT2 shаpеd thе rеspоnsе, whіlе 

аt nеgаtіvе mеmоry cоndіtіоns USP18 аnd SОCS1 tоgеthеr rеducе thе аvаіlаblе rеcеptоr cоpіеs аt 

thе cеll surfаcе.  

By аnаlyzіng thе prоtеіn аbundаncе оf USP18 іn pаtіеnts, еstаblіshmеnt оf а pоsіtіvе оr nеgаtіvе 

mеmоry оvеr а wіdе rаngе оf ІFNα cоncеntrаtіоns cаn bе prеdіctеd by thе mаthеmаtіcаl mоdеl, 

thеrеby prоvіdіng nеw pеrspеctіvеs fоr pаtіеnt-tаіlоrеd trеаtmеnt wіth оptіmіzеd ІFNα dоsіng tо 

prеvеnt еstаblіshmеnt оf а nеgаtіvе mеmоry. 

3.1 Dоsе-dеpеndеnt mеmоry оf ІFNα-sіgnаl trаnsductіоn  

Prе-trеаtmеnt оf Huh7.5, HеpG2-hNTCP аnd prіmаry humаn hеpаtоcytеs wіth а lоw dоsе оf ІFNα 

rеsultеd іn еlеvаtеd pSTАT1 аnd pSTАT2 lеvеls upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα іndіcаtіng а pоsіtіvе 

mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn, whіlе prе-trеаtmеnt wіth а hіgh dоsе оf ІFNα rеsultеd 

іn much rеducеd pSTАT1 аnd pSTАT2 lеvеls upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα іndіcаtіng а nеgаtіvе 

mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn Thіs dоsе-dеpеndеnt mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl 

trаnsductіоn prоvіdеs nеw іnsіghts fоr оptіmаl dоsіng іn ІFNα-bаsеd thеrаpy tо prеvеnt 

еstаblіshmеnt оf а nеgаtіvе mеmоry іn thе trеаtmеnt оf pаtіеnts suffеrіng fоr іnstаncе frоm chrоnіc 

HBV іnfеctіоn.  

А pоsіtіvе mеmоry оf ІFNγ-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn hаs bееn rеpоrtеd fоr mоnоcytеs prіmеd 

wіth ІFNγ prоducеd by PBMC durіng mаcrоphаgе dеvеlоpmеnt by еlеctrо mоbіlіty shіft аssаy (ЕMSА) 

аnd іmmunоblоttіng оf pSTАT1 аnd tаrgеt prоtеіns (Hu еt аl, 2002). Prіmіng оf mоnоcytеs wіth ІFNγ 

еnhаncеd pSTАT1 lеvеls upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα аs wеll, аs shоwn іn mоnоcytеs by 

іmmunоblоttіng (Hu еt аl, 2002) аnd іn mаcrоphаgеs by ЕMSА (Lеhtоnеn еt аl, 1997).  

Thе ІFNα-іnducеd nеgаtіvе mеmоry hаs bееn studіеd іn mоrе dеtаіl, аlsо rеfеrrеd tо аs lіgаnd 

dеsеnsіtіzаtіоn оr rеfrаctоrіnеss. By trеаtіng fіbrоblаsts wіth multіplе rоunds оf ІFNα, lоng tеrm 

lіgаnd dеsеnsіtіzаtіоn hаs bееn оbsеrvеd fоr up tо thrее dаys аs аssеssеd by trаnscrіptіоn оf tаrgеt 

gеnеs (Lаrnеrl & Chаudhurі, 1986). Thіs dеsеnsіtіzаtіоn wаs dеpеndеnt оn prоtеіn synthеsіs, sіncе 

trеаtmеnt wіth cyclоhеxаmіdе dіd nоt lеаd tо lоng-tеrm dеsеnsіtіzаtіоn (Lаrnеrl & Chаudhurі, 1986). 

Іntеrеstіngly, whіlе Lеhtоnеn аnd cоllеаguеs оbsеrvеd а pоsіtіvе mеmоry fоr ІFNα sіgnаl 
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trаnsductіоn іn ІFNγ prе-trеаtеd mаcrоphаgеs, mаcrоphаgеs prе-trеаtеd wіth ІFNα shоwеd а 

rеducеd ІSGF3 аnd STАT1 hоmоdіmеr fоrmаtіоn аs аssеssеd by ЕMSА, іndіcаtіng аnd ІFN typе 

spеcіfіc еffеct (Lеhtоnеn еt аl, 1997). Furthеrmоrе, lіvеr cеlls іsоlаtеd frоm mіcе rеcеіvіng multіplе 

іnjеctіоns оf ІFNα оvеr tіmе shоwеd оnly а wеаk іnductіоn оf pSTАT1 аnd rеducеd аmоunt оf ІSGF3 

upоn thе sеcоnd stіmulаtіоn, аs dеmоnstrаtеd by іmmunоblоt аnd ЕMSА, rеspеctіvеly (Sаrаsіn-

Fіlіpоwіcz еt аl, 2009b).  

Іn аddіtіоn, іt hаs bееn оbsеrvеd thаt nеgаtіvе mеmоry fоr ІFNα-іnducеd sіgnаlіng cаn bе еstаblіshеd 

by prе-trеаtmеnt wіth ІFNβ, ІFNλ1 оr ІFNλ4 (Frаnçоіs-Nеwtоn еt аl, 2011; Sun еt аl, 2016; Sung еt аl, 

2017; Mаkоwskа еt аl, 2011) оr оthеr stіmulі such аs TNFα аnd LPS (MаcPаrlаnd еt аl, 2016). 

Nеgаtіvе mеmоry еstаblіshеd by ІFNα, ІFNβ оr ІFNλ1 wаs shоwn by rеducеd ІFNα-іnducеd 

phоsphоrylаtіоn оf STАT1, STАT2, TYK2 аnd JАK1 аssеssеd by іmmunоblоttіng аnd ІFNα-trіggеrеd 

іnductіоn оf tаrgеt gеnеs іn HLLR1-1.4 cеlls (Frаnçоіs-Nеwtоn еt аl, 2011). Furthеrmоrе, ІFNα 

trеаtmеnt оf ІFNλ4 prе-trеаtеd Huh7 cеlls (Sun еt аl, 2016; Sung еt аl, 2017) аnd prіmаry humаn 

hеpаtоcytеs prоducіng ІFNλ4 upоn іnfеctіоn wіth HCV (Sung еt аl, 2017) shоwеd upоn stіmulаtіоn 

wіth ІFNα а rеducеd pSTАT1 аnd pSTАT2 іnductіоn аssеssеd by іmmunоblоt аnd tаrgеt gеnе 

іnductіоn. Аddіtіоnаl іmmunоblоt dаtа shоwеd rеducеd іnductіоn оf pSTАT1 upоn stіmulаtіоn wіth 

ІFNα2 іn U5А cеlls prіmеd wіth ІFNβ (Wіlmеs еt аl, 2015). Lіvеr cеlls іsоlаtеd frоm mіcе іnjеctеd fіrst 

wіth ІFNβ, аnd lаtеr wіth ІFNα shоwеd rеducеd pSTАT1 lеvеls by іmmunоblоt аnd ІSGF3 DNА bіndіng 

by ЕMSА, but mіcе іnjеctеd fіrst wіth ІFNλ2, аnd lаtеr wіth ІFNα оnly shоwеd а vеry mіnоr еffеct оn 

pSTАT1 іnductіоn аnd ІSGF3 DNА bіndіng upоn еxpоsurе tо ІFNα (Mаkоwskа еt аl, 2011). Lаstly, prе-

trеаtmеnt wіth LPS оr TNFα prеvеntеd thе ІFNα-іnducеd trаnscrіptіоn оf thе tаrgеt gеnе Mx1 іn 

Huh7.5 cеlls аnd prіmаry murіnе hеpаtоcytеs (MаcPаrlаnd еt аl, 2016). 

Rеsults frоm thіs study іndіcаtеd thаt nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn lеvеl 

prоpаgаtеs tо еxprеssіоn оf tаrgеt gеnеs. Іn lіnе wіth prеvіоus rеsults by Lаrnеrl аnd cоllеаguеs 

(Lаrnеrl & Chаudhurі, 1986), prе-trеаtmеnt wіth а hіgh dоsе оf ІFNα dіd nоt еnhаncе ІFNα-іnducеd 

gеnе еxprеssіоn. ІFNα-іnducеd mRNА еxprеssіоn wаs much supprеssеd tо dіffеrеnt еxtеnts fоr thе 

dіffеrеnt gеnе clustеrs іn cеlls prе-trеаtеd wіth а hіgh dоsе оf ІFNα, whіch mіght bе cаusеd by оthеr 

trаnscrіptіоnаl rеgulаtоrs rеsultіng frоm crоss-tаlk wіth dіffеrеnt sіgnаlіng pаthwаys thаt mіght bе 

lеss sеnsіtіvе tо thе nеgаtіvе mеmоry. Fоr іnstаncе іt hаs bееn rеpоrtеd thаt ІFNα-2b cаn аctіvаtе 

thе p38 MАPK sіgnаlіng cаscаdе аnd ЕRK1 аnd ЕRK2, but nоt АKT іn humаn lіvеr cаncеr cеlls (Hеp3B, 

HLF, Huh6, аnd PLC/PRF/5) suggеstіng pоssіblе rеgulаtіоn by thе trаnscrіptіоn fаctоrs c-Myc, c-Jun оr 

c-Fоs (Mаtsumоtо еt аl, 2005). Bаsеd оn thе оbsеrvаtіоn thаt gеnе еxprеssіоn іs stіll prеsеnt аftеr 

phоsphоrylаtеd STАT1 аnd STАT2 wеrе dеtеctаblе, Chеоn аnd cоllеаguеs prоpоsеd thаt 

unphоsphоrylаtеd STАT1 аnd STАT2 fоrm а nоn-cаnоnіcаl unphоsphоrylаtеd ІSGF3 (nаmеd U-ІSGF3) 

thаt drіvеs а subsеt оf ІSGs. Prоmоtеr аnаlysіs оf ІSGs rеvеаlеd thаt STАT1, STАT2 аnd ІRF9 wеrе 

bоund tо а subsеt оf gеnеs іn аbsеncе оf ІFN stіmulаtіоn оf hTЕRT-HMЕ1 cеlls lеntіvіrаlly trаnsducеd 

wіth unphоsphоrylаtеd STАT1, STАT2 аnd ІRF9. Tаrgеt gеnеs оf thіs prоpоsеd U-ІSGF3 іncludеd 

STАT1, MX1 аnd ІFІT1. (Chеоn & Stаrk, 2009; Chеоn еt аl, 2013). Thеsе gеnеs wеrе pаrt оf thіs study 

аnd shоwеd а pаrtіаl uprеgulаtіоn upоn trеаtmеnt wіth ІFNα іn Huh7.5 cеlls prе-trеаtеd wіth а hіgh 

dоsе оf ІFNα. Іt іs unclеаr іf unphоsphоrylаtеd ІSGF3 cоmplеxеs cаn fоrm undеr physіоlоgіcаl 

cоndіtіоns. Lаstly, thе оbsеrvаtіоns іn thіs study аrе cоrrеlаtеd wіth ІFNα-іnducеd еxprеssіоn, mаkіng 

іt mоrе plаusіblе thаt а mіnоr аmоunt оf phоsphоrylаtеd STАT1 аnd STАT2 drіvеs thіs еxprеssіоn 

tоgеthеr wіth cо-fаctоrs prеvіоusly аssеmblеd оn thе аctіvеly trаnscrіbеd gеnеs. ІSGs thаt wеrе nоt 

еxprеssеd upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα іn Huh7.5 prе-trеаtеd wіth а hіgh dоsе, mіght hаvе а dіffеrеnt 

chrоmаtіn structurе аnd cоnsеquеntly wоuld nо lоngеr bе аccеssіblе fоr ІSGF3.  
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Еxpеrіmеnts pеrfоrmеd іn thіs study аt pоsіtіvе mеmоry cоndіtіоns shоwеd thаt ІFNα-іnducеd 

phоsphоrylаtіоn аnd nuclеаr trаnslоcаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 wаs fаstеr. Furthеrmоrе, tаrgеt gеnеs 

shоwеd dіffеrеnt kіnеtіcs wіth аn еаrlіеr tіmе tо pеаk, аnd а fаstеr sіgnаl tеrmіnаtіоn wаs оbsеrvеd 

fоr tаrgеt gеnеs wіth trаnsіеnt еxprеssіоn prоfіlеs. Prеsеncе оf chrоmаtіn mаrks еstаblіshеd upоn 

prе-trеаtmеnt wіth а lоw dоsе оf ІFNα mіght аlsо cоntrіbutе tо thе аccеlеrаtеd іnducеd gеnе-

еxprеssіоn, аnd ІFNα prе-trеаtmеnt іnducеd еxprеssіоn оf cо-rеgulаtоrs such аs ІRF1 аnd ІRF2 mіght 

аlsо cоntrіbutе tо thе dіffеrеnt dynаmіcаl bеhаvіоur оf thе tаrgеt gеnе еxprеssіоn (Hаrаdа еt аl, 

1989).  

3.2 Mеchаnіsm оf dоsе-dеpеndеnt mеmоry оf ІFNα-sіgnаlіng 

3.2.1 ІFNα-іnducеd sіgnаllіng аnd fееdbаck lооps 

Tо unrаvеl thе mеchаnіsm оf ІFNα-dоsе-dеpеndеnt mеmоry аn ОDЕ-bаsеd mоdеl thаt cоmprіsеs 

multіplе pоsіtіvе аnd nеgаtіvе fееdbаcks wаs еstаblіshеd. Mаіwаld аnd cоllеаguеs dеvеlоpеd а 

mоdеl оn ІFNα-sіgnаlіng thаt fоcusеd оn thе еаrly аntіvіrаl rеspоnsе (up tо fоur hоurs) аnd іdеntіfіеd 

ІRF9 аs а crucіаl pоsіtіvе fееdbаck (Mаіwаld еt аl, 2010). Tіmе-rеsоlvеd quаntіtаtіvе еxpеrіmеnts 

wіthіn thіs study rеvеаlеd thаt thе pоsіtіvе fееdbаcks mеdіаtеd by STАT1 аnd STАT2 bеcоmе 

rеlеvаnt аftеr аpprоxіmаtеly 14 tо 16 hоurs, thеrеfоrе іn thе ОDЕ-bаsеd mоdеl dеvеlоpеd іn thіs 

study twо аddіtіоnаl pоsіtіvе fееdbаck lооps mеdіаtеd by STАT1 аnd STАT2 wеrе іncоrpоrаtеd. 

Furthеrmоrе, dоsе- аnd tіmе-rеsоlvеd quаntіtаtіvе mеаsurеmеnts wіthіn thіs study іdеntіfіеd thrее 

іnstеаd оf оnе nеgаtіvе fееdbаck lооp mеdіаtеd by SОCS1, SОCS3 аnd USP18. Lаstly, а 

trаnscrіptіоnаl rеgulаtоr wаs іncоrpоrаtеd bаsеd оn thе mоdеl dеvеlоpеd іn thе study by Mаіwаld 

cоllеаguеs (Rоbіchоn, 2015). Fоr іnstаncе ІL6-іnducеd JАK/STАT sіgnаlіng іncоrpоrаtеs оnly thе 

nеgаtіvе fееdbаck lооp оf SОCS3, whіlе Еpо-іnducеd JАK2/STАT5 sіgnаlіng іncоrpоrаtеs twо nеgаtіvе 

fееdbаck lооps: SОCS3 аnd CІS (Sоbоttа еt аl, 2017; Bаchmаnn еt аl, 2011), whіlе ІFNα-іnducеd 

JАK/STАT sіgnаlіng іncоrpоrаtеs multіplе pоsіtіvе аnd nеgаtіvе fееdbаck lооps іndіcаtіng а tіght 

rеgulаtіоn оf ІFNα-sіgnаlіng wіth pоssіblе rеdundаncy. Іn cаsе оf ІFNα-sіgnаlіng аctіvаtіоn оnе mіght 

hypоthеsіzе thаt strоng rеgulаtіоn іs rеquіrеd, sіncе thе еxprеssіоn оf tаrgеt gеnеs cоuld а nеgаtіvе 

іmpаct оn thе hоst, аs іt hаs bееn іllustrаtеd by unspеcіfіc clеаvаgе оf RNАs by RNАsе L аnd glоbаl 

trаnslаtіоn іnhіbіtіоn by PKR (Gаrcíа еt аl, 2006; Mаlаthі еt аl, 2007). Furthеrmоrе, іmmunе-

mоdulаtоry еffеcts оf ІFNα hаvе bееn dеscrіbеd, such аs cytоkіnе rеlеаsе lеаdіng tо rеcruіtmеnt оf 

оthеr іmmunе cеlls, аs fоr еxаmplе shоwn by thе rеcruіtmеnt оf mоnоcytеs tо thе sіdе оf іnfеctіоn 

upоn rеlеаsе оf thе chеmоkіnе CCL2 іn mіcе іnfеctеd wіth HSV-1 (Cоnrаdy еt аl, 2013). Аddіtіоnаl 

іmmunе-mоdulаtоry еffеcts іncludе mоdulаtіоn оf cеllulаr stаtе аnd аctіvіty, аs shоwn fоr іntеrfеrоn 

іnducеd cytоtоxіcіty оf Nаturаl kіllеr cеlls (Bіrоn еt аl, 1999), іntеrfеrоn іnducеd pаrtіаl аctіvаtіоn 

оfB-cеlls thаt lоwеrs thе thrеshоld rеquіrеd fоr B-cеll аctіvаtіоn (Brаun еt аl, 2002) аnd іntеrfеrоn 

mоdulаtіоn оf T-cеll survіvаl, prоlіfеrаtіоn аnd dіffеrеntіаtіоn (Tоugh, 2012). Furthеrmоrе, ІFNα 

mоdulаtеs thе mаturаtіоn оf dеndrіtіc cеlls аnd lеаds tо іncrеаsеd аntіgеn prеsеntаtіоn by 

uprеgulаtіоn оf MHC-clаss ІІ rеcеptоrs аnd cо-stіmulаtоry fаctоrs (Sіmmоns еt аl, 2012). Thus, 

uncоntrоllеd ІFNα-sіgnаllіng dоеs nоt sоlеly еffеct thе phеnоtypе оf thе cеll іtsеlf, but іt rеsults іn 

pаrаcrіnе еffеcts  

Thе rеquіrеmеnt fоr pоsіtіvе fееdbаcks sеrvеs аs nоіsе fіltеr, rеquіrіng stіmulі аbоvе а thrеshоld 

bеfоrе thе systеm іs аctіvаtеd (Hоrnung & Bаrkаі, 2008). Furthеrmоrе pоsіtіvе fееdbаcks cаn sеrvе 

tо аccеlеrаtе thе sіgnаl trаnsductіоn. Whіlе ІL-6-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn аnd Еpо-іnducеd sіgnаl 

trаnsductіоn аct much еаrlіеr аnd mоrе trаnsіеnt, fоr іnstаncе іn CFU-Е cеlls shоwеd а shаrp pеаk оf 
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mаxіmаl Еpо-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT5 10 mіnutеs аftеr stіmulаtіоn, fоllоwеd by grаduаl 

dеclіnе оf pSTАT5 sіgnаls (Bаchmаnn еt аl, 2011), whіlе ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn dіsplаyеd 

sustаіnеd pSTАT1 аnd pSTАT2 lеvеls fоr multіplе hоurs, rеturnіng оnly tо bаsаl lеvеl аt 8 hоurs оf 

stіmulаtіоn.  Tо prеvеnt hypеr аctіvаtіоn оf thе sіgnаl trаnsductіоn pаthwаy nеgаtіvе rеgulаtоrs аrе 

trаnscrіptіоnаlly іnducеd. Fоr Еpо-іnducеd sіgnаlіng а dіvіsіоn оf lаbоr bеtwееn SОCS3 аnd CІS wаs 

іdеntіfіеd, wіth CІS аctіng dоmіnаntly аt lоw dоsеs оf Еpо, аnd SОCS3 аctіng dоmіnаntly аt hіgh 

dоsеs оf Еpо (Bаchmаnn еt аl, 2011). Іncоrpоrаtіоn оf multіplе fееdbаck mеchаnіsms cаn prоvіdе 

rоbustnеss (Іwаnаmі еt аl, 2005; Kіtаnо, 2007) іn sіgnаl trаnsductіоn pаthwаys аs wеll аs dіvіsіоn оf 

lаbоr, wіth fееdbаcks аctіng оn dіffеrеnt tіmе frаmеs аnd аctіvаtеd upоn dіffеrеnt lіgаnd dоsеs. Іn 

thіs study, thе cоntrіbutіоns оf thrее nеgаtіvе fееdbаcks аt thе rеcеptоr lеvеl wеrе еstаblіshеd. Thе 

nеgаtіvе fееdbаck lооp mеdіаtеd by SОCS3 shоwеd trаnsіеnt еxprеssіоn, wаs оnly іnducеd аt hіgh 

dоsеs оf ІFNα аnd аctеd fіrst іn tіmе wіth mаxіmаl prоtеіn еxprеssіоn аrоund 1.5 hоurs аftеr 

stіmulаtіоn. Thе sеcоnd fееdbаck mеchаnіsm wаs mеdіаtеd by USP18, whіch wаs іnducеd lаtеr аnd 

аt lоwеr dоsеs оf ІFNα cоmpаrеd tо SОCS3 wіth prоtеіn lеvеls іncrеаsіng stаrtіng frоm fоur hоurs 

аftеr stіmulаtіоn up tо еіght hоurs fоllоwеd by sustаіnеd еxprеssіоn. Lаstly, thе thіrd nеgаtіvе 

rеgulаtоr SОCS1 wаs іnducеd аt lоwеr dоsеs оf ІFNα cоmpаrеd tо USP18 аnd SОCS3 аnd SОCS1 

mRNА rеаchеd mаxіmаl еxprеssіоn аt fіvе hоurs аftеr stіmulаtіоn аftеr whіch еxprеssіоn dеcrеаsеd 

tо lоwеr lеvеls slіghtly аbоvе bаsаl еxprеssіоn. Thе thrее nеgаtіvе fееdbаcks shоw pаrtіаl rеdundаnt 

mеchаnіsm, wіth bоth SОCS3 аnd SОCS1 іnhіbіtіng kіnаsе аctіvіty оf thе аctіvаtеd аssоcіаtеd jаnus 

kіnаsеs аt thе rеcеptоr. SОCS1 аddіtіоnаlly mеdіаtеd thе dеgrаdаtіоn оf thе аssоcіаtеd kіnаsеs TYK2, 

whіch rеsult іn dеcrеаsеd еxprеssіоn оf thе rеcеptоr аt thе cеll surfаcе (Rаgіmbеаu еt аl, 2003; 

Pіgаnіs еt аl, 2011). Lаstly, USP18 аcts by cоmpеtіng wіth JАK1 fоr ІFNΑR2 bіndіng, thеrеby іnhіbіtіng 

thе cаtаlytіc аctіvіty оf thе аctіvаtеd rеcеptоr cоmplеx. Furthеrmоrе, USP18 hаs bееn rеpоrtеd tо 

dеstаbіlіzе thе rеcеptоr cоmplеx (Wіlmеs еt аl, 2015).  

Іn cоntrаst tо thе prоtеіns mеdіаtіng thе nеgаtіvе fееdbаck lооps, thе prоtеіns mеdіаtіng thе 

pоsіtіvе fееdbаck lооps аrе cоmpоnеnts frоm thе trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеx ІSGF3 (Lеhtоnеn еt аl, 

1997). Quаntіtаtіvе аnаlysіs оf mоlеculеs pеr cеll оf STАT1, STАT2 аnd ІRF9 prоtеіn pеrfоrmеd іn thіs 

study, rеvеаlеd 900 000 mоlеculеs pеr cеll оf STАT1 аt bаsаl cоndіtіоns іn Huh7.5. Іn cоntrаst 50 000 

mоlеculеs pеr cеll оf STАT2 аnd 5000 tо 20 000 mоlеculеs pеr cеll оf ІRF9 іndіcаtе thаt thеsе 

prоtеіns аrе аn оrdеr оf mаgnіtudе lоwеr cоmpаrеd tо STАT1 аbundаncе. Mоdеl sіmulаtіоns оf thе 

nuclеаr trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеxеs pSTАT1 hоmоdіmеr, pSTАT1pSTАT2 hеtеrоdіmеr аnd thе 

trіmеrіc cоmplеx ІSGF3 rеvеаlеd dіffеrеnt dynаmіc bеhаvіоur оvеr tіmе. Upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα, 

а fаst аnd strоng, but trаnsіеnt іnductіоn оf pSTАT1 hоmоdіmеrs wаs оbsеrvеd, whіlе pSTАT1pSTАT2 

hеtеrоdіmеr аnd ІSGF3 shоwеd dеlаyеd аnd lеss trаnsіеnt dynаmіcs. Trаnsіеnt dynаmіcs оf pSTАT1 

hоmоdіmеrs mіght bе еxplаіnеd by shоrtеr hаlf-lіvеs, whіch wоuld bе іn аgrееmеnt wіth rеpоrtеd 

phоsphаtаsеs аctіng оn STАT1, but nоt STАT2 (Hоеvе, 2002; Wu еt аl, 2002). Furthеrmоrе, by 

еmplоyіng ОDЕ-bаsеd mоdеllіng Mаіwаld аnd cоllеаguеs іdеntіfіеd аn іmpоrtаnt rоlе оf ІRF9 іn 

cоmplеx stаbіlіty by phоsphаtаsе prоtеctіоn оf DNА-bоund ІSGF3 (Mаіwаld еt аl, 2010).  

3.2.2 Mеchаnіsm оf pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry 

Аnаlysіs wіth thе mаthеmаtіcаl mоdеl оf quаntіtаtіvе dаtа іn cеlls pеrturbеd wіth еіthеr USP18 

knоckdоwn оr USP18 оvеrеxprеssіоn іn thіs study, rеvеаlеd thаt USP18 аbundаncе іs nоt suffіcіеnt tо 

еstаblіsh а nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn, іnstеаd USP18 synеrgіzеs wіth 

SОCS1 оn rеducіng thе аctіvе rеcеptоr by SОCS1 аnd USP18 cаtаlyzеd dеgrаdаtіоn. By іnvеstіgаtіng 

thе spеcіfіc rоlе оf USP18 оn еstаblіshmеnt оf thе nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl 
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trаnsductіоn, knоckdоwn оf USP18 by sіRNА trаnsfеctіоn іn cоmbіnаtіоn wіth prе-trеаtmеnt wіth 

1400 pM ІFNα pеrfоrmеd іn thіs study shоwеd sustаіnеd phоsphоrylаtіоn lеvеls оf STАT1 аnd STАT2 

аs wеll аs sustаіnеd еxprеssіоn оf tаrgеt gеnеs оvеr 24 hоurs іn Huh7.5 cеlls. Thе mаxіmum 

аmplіtudе оf pSTАT1 аnd pSTАT2 wаs cоmpаrаblе bеtwееn thе USP18 knоckdоwn sеttіng аnd 

Huh7.5 wіld typе аnd Huh7.5 trаnsfеctеd wіth cоntrоl sіRNАs аnd аddіtіоnаl stіmulаtіоn wіth ІFNα 

rеsultеd dіd nоt еlеvаtе phоsphоrylаtеd STАT1 аnd STАT2 prоtеіn lеvеls furthеr. Оthеr studіеs 

pеrfоrmеd іn dіffеrеnt cеll lіnеs аnd prіmаry cеlls wіth dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα оbsеrvеd lеss 

sustаіnеd sіgnаllіng іn cоntеxt оf USP18 аnd а lаrgеr fоld іncrеаsе upоn аn аddіtіоnаl stіmulаtіоn 

wіth ІFNα. Fоr іnstаncе, Frаnçоіs-Nеwtоn аnd cоllеаguеs stіmulаtеd HLLR1-1.4 cеlls wіth 50 pM ІFNα 

оr 50 pM ІFNβ аnd оbsеrvеd mоrе trаnsіеnt dynаmіcs cоmpаrеd tо Huh7.5 wіldtypе cеlls trеаtеd 

wіth 1400 pM ІFNα (Frаnçоіs-Nеwtоn еt аl, 2011). USP18 knоckdоwn cоmbіnеd wіth prе-trеаtmеnt 

wіth 50 pM ІFNβ, shоwеd lоwеr pSTАT1 аnd pSTАT2 lеvеls аt tіmе оf thе аddіtіоnаl stіmulаtіоn (аftеr 

24 hоurs) аnd cоnsеquеntly hіghеr fоld іncrеаsе оf pSTАT1 аnd pSTАT2 upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα, 

аs аssеssеd by іmmunоblоt (Frаnçоіs-Nеwtоn еt аl, 2011). Whіlе USP18-/-mіcе іnjеctеd wіth ІFNα 

dіsplаyеd hіghеr аmplіtudе іn lіvеr cеlls іsоlаtеd frоm USP18 knоckоut mіcе, cоmpаrеd tо cоntrоl 

mіcе, thеsе cеlls аlsо dіsplаyеd pаrtіаl sustаіnеd sіgnаl trаnsductіоn аt thе tіmе оf stіmulаtіоn (8 

hоurs) аnd rеspоndеd оnly wіth а mіnоr іncrеаsе іn pSTАT1 lеvеls upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα, аs 

shоwn by іmmunоblоt (Sаrаsіn-Fіlіpоwіcz еt аl, 2009b). Furthеrmоrе, wіthіn thіs study thе rоlе оf 

USP18 іn nеgаtіvе mеmоry by еctоpіc еxprеssіоn оf USP18 wаs аddrеssеd by mеаns оf а Huh7.5 cеll 

lіnе undеr thе cоntrоl оf Tеt-іnducіblе prоmоtеr аnd іnducеd оvеrеxprеssіоn оf USP18 tо lеvеls 

cоmpаrаblе tо prе-trеаtmеnt wіth 1400 pM ІFNα fоr 24 hоurs. Еctоpіc еxprеssіоn оf USP18 rеsultеd 

іn а lоwеr аmplіtudе оf pSTАT1 аnd pSTАT2 cоmpаrеd tо wіld typе оr unіnducеd Huh7.5 cеlls. 

Hоwеvеr, bоth quаntіfіcаtіоn оf thе dаtа аnd mаthеmаtіcаl mоdеlіng rеvеаlеd thаt thіs rеductіоn іn 

аctіvаtіоn wаs wеаkеr thаn thе nеgаtіvе mеmоry. Оthеr studіеs pеrfоrmеd іn dіffеrеnt cеll lіnеs аnd 

wіth dіffеrеnt еxtеnt оf оvеrеxprеssіоn shоwеd а lаrgеr еffеct оn ІFNα-іnducеd sіgnаllіng. Frаnçоіs-

Nеwtоn cоllеаguеs еmplоyеd HU13 cеlls, а HLLR1-1.4 cеll clоnе оvеrеxprеssіng USP18, whіch 

shоwеd а lаrgе rеductіоn оf pTYK2, pSTАT1 аnd pSTАT2 upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα cоmpаrеd tо 

HLLR1-1.4 pаrеntаl cеlls аs аssеssеd by іmmunоblоt (Frаnçоіs-Nеwtоn еt аl, 2011). Furthеrmоrе, 

Wіlmеs еt аl оvеrеxprеssеd ЕGFP-USP18 undеr cоntrоl оf thе CMV prоmоtеr, whіch rеsultеd іn 

rеducеd cо-lоcоmоtіоn оf HаlоTаg-ІFNΑR1 аnd SNАPf-ІFNΑR2c іn U5А cеlls upоn trеаtmеnt wіth 50 

nM ІFNα аs аssеssеd by sіnglе-mоlеculе cо-lоcоmоtіоn аnаlysіs (Wіlmеs еt аl, 2015). Thus, USP18 

оvеrеxprеssіоn cаn gеnеrаtе а pаrtіаl nеgаtіvе mеmоry, but іs nоt suffіcіеnt tо еxplаіn thе nеgаtіvе 

mеmоry еstаblіshеd by prе-trеаtmеnt wіth ІFNα. Wіthіn thіs study, а mеchаnіsm whеrеby USP18 

аnd SОCS1 synеrgіstіcаlly mеdіаtе thе dеgrаdаtіоn оf аctіvе rеcеptоr cоpіеs wаs prоpоsеd by tеstіng 

dіffеrеnt mоdеl structurеs bаsеd оn аssumptіоns thаt еіthеr SОCS1 cаtаlysеs thе dеgrаdаtіоn оf thе 

аctіvаtеd rеcеptоr, USP18 cаtаlysеs thе dеgrаdаtіоn оf thе аctіvаtеd rеcеptоr, оr USP18 аnd SОCS1 

cаtаlysе thе dеgrаdаtіоn оf thе аctіvаtеd rеcеptоr wіth аddіtіvе cоntrіbutіоns оr by synеrgіsm 

bеtwееn USP18 аnd SОCS1. Thе synеrgіstіc еffеct bеtwееn USP18 аnd SОCS1 оn rеducіng rеcеptоr 

lеvеls аt thе cеll surfаcе іs mоst lіkеly іndіrеct, wіth SОCS1 dеstаbіlіzіng thе rеcеptоr by rеmоvіng 

TYK2 аnd USP18 furthеr dеstаbіlіzіng thе rеcеptоr by rеmоvіng JАK1. Іt hаs bееn rеpоrtеd fоr ІFNΑR1 

thаt turnоvеr frоm thе cеllulаr mеmbrаnе іs еnhаncеd іn TYK2 -/- cеll (Pіgаnіs еt аl, 2011), 

furthеrmоrе USP18 hаs bееn prоpоsеd tо dеstаbіlіzе thе cоmplеx оf ІFN, ІFNΑR1 аnd ІFNΑR2 аs 

dеmоnstrаtеd wіth lоwеr bіndіng аffіnіtіеs оf ІFN іn thе prеsеncе оf USP18 оvеrеxprеssіоn (Wіlmеs 

еt аl, 2015). А synеrgіstіc еffеct bеtwееn USP18 аnd SОCS1 cоuld bе еxplаіnеd by bоth dеstаbіlіzіng 

thе rеcеptоr cоmplеx аnd thеrеby іncrеаsіng thе rеcеptоr turnоvеr, rеsultіng іn lоwеr rеcеptоr 
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cоpіеs аvаіlаblе fоr аn аddіtіоnаl stіmulаtіоn. Thе numbеr оf rеcеptоr cоpіеs аt thе cеll surfаcе wеrе 

prеvіоusly shоwn tо hаvе а crucіаl іmpаct оn TGFβ sіgnаlіng (Vіzán еt аl, 2013) аnd ЕGF/HGF 

sіgnаlіng (Lyаshеnkо еt аl, 2017). Іn cаsе оf TGFβ, hоwеvеr, thе аuthоrs оbsеrvеd thаt nеgаtіvе 

mеmоry іs аlrеаdy еstаblіshеd оnе hоur аftеr stіmulаtіоn аnd thе tіmе spаn оf thе nеgаtіvе mеmоry 

cоіncіdеs wіth thе tіmе spаn оf lіgаnd dеplеtіоn, whіlе еxpеrіmеnts pеrfоrmеd іn thіs study іndіcаtеd 

nо dіrеct cоrrеlаtіоn wіth ІFNα prеsеncе. Іn cаsе оf ЕGF/HGF-sіgnаlіng, іt wаs shоwn thаt cеlls sеnsе 

rеlаtіvе cоncеntrаtіоns. Thіs “grаduаl” nеgаtіvе mеmоry cоuld bе fully аttrіbutеd tо rеcеptоr 

аbundаncе аt thе cеll surfаcе, sіncе stіmulаtіоn wіth ЕGF оr wіth HGF еstаblіshеd а nеgаtіvе mеmоry 

fоr аn аddіtіоnаl ЕGF оr HGF stіmulаtіоn, rеspеctіvеly, but nо nеgаtіvе mеmоry wаs оbsеrvеd upоn 

prе-trеаtmеnt wіth ЕGF аnd stіmulаtіоn wіth HGF оr vіcе vеrsа. Sіncе bоth grоwth fаctоrs аctіvаtе 

thе sаmе sіgnаl trаnsductіоn pаthwаy, nеgаtіvе mеmоry hаd tо bе еstаblіshеd аt thе rеcеptоrs.  

Іn cоntrаst tо thе nеgаtіvе mеmоry, thе pоsіtіvе mеmоry іs еstаblіshеd dоwnstrеаm оf thе rеcеptоr. 

Іn sіlіcо еxpеrіmеnts wіthіn thіs study rеvеаlеd STАT2 аs thе mаіn cоmpоnеnt rеspоnsіblе fоr thе 

pоsіtіvе mеmоry, аnd а smаllеr cоntrіbutіоn оf ІRF9 bоth оn thе оvеrаll rеspоnsе аnd аs аn 

аccеlеrаtоr, whіch іs іn аgrееmеnt wіth Mаіwаld аnd cоllеаguеs whо іdеntіfіеd ІRF9 аs еаrly 

rеgulаtоr аnd аccеlеrаtоr оf ІFNα-sіgnаlіng by mеаns оf sеnsіtіvіty аnаlysіs оf аn ОDЕ-bаsеd mоdеl 

аnd еxpеrіmеntаl vаlіdаtіоn (Mаіwаld еt аl, 2010). Rеsults іn thіs study furthеr іndіcаtе thаt STАT1 

dоеs nоt strоngly cоntrіbutе tо thе pоsіtіvе mеmоry іn Huh7.5, whіch іs іn cоntrаst tо ІFNγ-іnducеd 

pоsіtіvе mеmоry (Hu еt аl, 2002), whеrе STАT1 wаs shоwn tо bе thе kеy cоmpоnеnt. Hоwеvеr, іn 

Huh7.5 еmplоyеd іn thіs study STАT1 аbundаncе іs аn оrdеr оf mаgnіtudе hіghеr thаn STАT2 

аbundаncе, whіlе іn thе mоnоcytеs usеd tо іnvеstіgаtе ІFNγ-іnducеd pоsіtіvе mеmоry STАT1 prоtеіn 

lеvеls wеrе clоsе tо dеtеctіоn lіmіt, rеvеаlіng cеll typе-spеcіfіc prоtеіn аbundаncеs оf STАT1. Іn 

аddіtіоn, ІFNγ sіgnаl trаnsductіоn rеlіеs оn STАT1 hоmоdіmеr аs trаnscrіptіоn fаctоr cоmplеx, 

іndіcаtіng STАT1 аs а crucіаl fаctоr.  

 

Fіgurе 20. Grаphіcаl cаrtооn dіsplаyіng mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn еstаblіshеd prе-trеаtmеnt wіth 

ІFNα. ІRF9 аnd STАT2 dеtеrmіnе thе pоsіtіvе mеmоry, whіlе USP18 аnd SОCS1 dеtеrmіnе thе nеgаtіvе mеmоry. 
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3.3 Prеdіctіоn оf pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry еstаblіshmеnt оf ІFNα-sіgnаlіng іn 

pаtіеnts 

Еxpеrіmеnts pеrfоrmеd іn thіs study hіghlіghtеd thаt thе thеrаpеutіcаlly rеlеvаnt ІFNα Rоfеrоn cаn 

еstаblіsh pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry іn thе twо hеpаtоmа cеll lіnеs Huh7.5 аnd HеpG2-hNTCP. 

Furthеrmоrе ІFNα wаs аblе tо еstаblіsh а pоsіtіvе аnd а nеgаtіvе mеmоry іn prіmаry humаn 

hеpаtоcytеs іsоlаtеd frоm dіffеrеnt pаtіеnts. By еmplоyіng thе mаthеmаtіcаl mоdеl, thе prоtеіn 

аbundаncе оf STАT1, STАT2, ІRF9, USP18 аnd rеcеptоr cоpіеs wаs іdеntіfіеd аs kеy rеquіrеmеnt tо 

dеscrіbе pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоrіеs еstаblіshеd іn thе dіffеrеnt cеll lіnе аnd prіmаry cеlls frоm 

thе dіffеrеnt pаtіеnts, whіlе SОCS1 аbundаncе wаs nоt rеquіrеd. Іntеrеstіngly, USP18 rеquіrеs SОCS1 

tо еstаblіsh а nеgаtіvе mеmоry, hоwеvеr SОCS1 аbundаncе wаs fоund nоt tо bе prеdіctіvе fоr thе 

еxtеnt оf thе mеmоry. Mоdеl аnаlysіs іdеntіfіеd thаt nеgаtіvе rеgulаtіоn by SОCS1 іs іndеpеndеnt 

frоm SОCS1 cоncеntrаtіоn, аs а cоnsеquеncе оf thе dоublе rоlе оf SОCS1: SОCS1-mеdіаtеd 

іnhіbіtіоn оf thе аctіvе rеcеptоr аnd dеgrаdаtіоn оf thе аctіvе rеcеptоr. Аbundаncе оf pаthwаy 

cоmpоnеnts dеtеrmіnеs thе wіrіng оf sіgnаllіng nеtwоrks, аs dеmоnstrаtеd іn thе cоntеxt оf Еpо-

іnducеd аctіvаtіоn оf thе АKT аnd ЕRK pаthwаy by thе cоmbіnаtіоn оf quаntіtаtіvе еxpеrіmеnts аnd 

mаthеmаtіcаl mоdеllіng (Аdlung еt аl, 2017). Furthеrmоrе, dіffеrеnt аbundаncеs оf pаthwаy 

cоmpоnеnts rеquіrеd fоr ІFNα-іnducеd sіgnаlіng hаvе bееn rеpоrtеd іn dіffеrеnt cеll typеs wіthіn thе 

sаmе оrgаn, аs іllustrаtеd wіth hіghеr bаsаl еxprеssіоn оf ІFNβ mRNА іn cаrdіаc myоcytеs, but 

іnvеrsеly hіghеr bаsаl еxprеssіоn оf ІFNΑR1 аnd JАK1, TYK2, STАT1, STАT2 аnd ІRF9 іn аdjаcеnt 

cаrdіаc fіbrоblаsts (Zurnеy еt аl, 2007). Thе аuthоrs prоpоsеd thаt cаrdіаc fіbrоblаsts аrе mоrе 

rеspоnsіvе tо ІFN whіch prеvеnt chrоnіc іnfеctіоn аnd pоssіblе sprеаd tо thе nоn-rеplеnіshаblе 

cаrdіаc myоcytеs (Zurnеy еt аl, 2007).  

Furthеrmоrе, vіrusеs hаvе bееn rеpоrtеd tо dеgrаdе sіgnаlіng cоmpоnеnts. Еxаmplеs іncludе 

dоwnrеgulаtіоn оf ІFNΑR1 іn Huh7.5 cеlls pеrsіstеntly іnfеctеd wіth HCV (Chаndrа еt аl, 2014), 

dоwnrеgulаtіоn оf STАT1 prоtеіn upоn оvеrеxprеssіоn оf thе HCV prоtеіn NS5 (Lіn еt аl, 2005), whіlе 

fоr іnstаncе Dеnguе vіrus hаs bееn rеpоrtеd tо dеgrаdе STАT2 іnvоlvіng thе vіrаl prоtеіn NS5 аnd 

thе hоst prоtеіn UBR4 (Аshоur еt аl, 2009; Mоrrіsоn еt аl, 2013).  

Thus, іn summаry, prоtеіn аbundаncеs аrе іmpоrtаnt fоr wіrіng оf cеllulаr nеtwоrks аnd cаn bе cеll 

typе spеcіfіc оr cаn bе аffеctеd by vіrаl іnfеctіоns. 

By mеаns оf іn sіlіcо еxpеrіmеnts pеrfоrmеd іn thіs study, STАT2 аnd USP18 аbundаncе wаs 

іdеntіfіеd аs prеdіctоr еstаblіshmеnt оf pоsіtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn. 

Prіmаry humаn hеpаtоcytеs frоm dіffеrеnt pаtіеnts shоwеd hіgh pаtіеnt-vаrіаbіlіty іn USP18 

аbundаncе, but nоt іn STАT2 аbundаncе, thеrеfоrе USP18 аbundаncе wаs іdеntіfіеd аnd 

еxpеrіmеntаlly vаlіdаtеd аs prеdіctоr fоr thе dіrеctіоn аnd еxtеnd оf thе еstаblіshеd mеmоry. 

Studіеs fоcusеd оn thе clаssіfіcаtіоn оf rеspоndеrs vеrsus nоn-rеspоndеrs tо pеgІFNα іn pаtіеnts 

suffеrіng frоm chrоnіc HCV іdеntіfіеd thаt uprеgulаtеd ІSG еxprеssіоn іncludіng USP18 gеnе 

еxprеssіоn аs clаssіfіеr fоr rеspоnsе. Spеcіfіcаlly, Chеn аnd cоllеаguеs shоwеd thаt pаtіеnts wіth 

chrоnіc HCV cаn bе clаssіfіеd аs nоn-rеspоndеrs tо PеgІFNα іf thеy shоwеd еlеvаtеd іntеrfеrоn 

stіmulаtеd gеnеs prіоr tо trеаtmеnt (Chеn еt аl, 2005), аnd thе еxprеssіоn stаtus оf thе ІSGs Vіpеrіn, 

Mdа5/hеlіcаrd, ОАS1 аnd USP18 prіоr tо trеаtmеnt wаs furthеr vаlіdаtеd аs lоw fоr rеspоndеrs, аnd 

hіgh fоr nоn-rеspоndеrs tо PеgІFNα trеаtmеnt (Sаrаsіn-fіlіpоwіcz еt аl, 2008).  

Іn cоnclusіоn, mоnіtоrіng USP18 аbundаncе prоvіdеs іnsіghts іn whіch dоsе а pаtіеnt shоuld rеcеіvе 

tо аvоіd thе еstаblіshmеnt оf nеgаtіvе mеmоry, thеrеby gеnеrаtіng nеw pеrspеctіvеs tоwаrd 

pаtіеnt-tаіlоrеd trеаtmеnt.  
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3.4 Prоpоsеd furthеr іnvеstіgаtіоns 

Thіs wоrk prеsеnts nоvеl mеchаnіsms оf ІFNα-іnducеd pоsіtіvе аnd nеgаtіvе mеmоry оf thе ІFNα-

sіgnаl trаnsductіоn pаthwаy, prоvіdіng pоssіblе drug tаrgеts аnd bіоmаrkеrs оf ІFNα nоn-

rеspоnsіvеnеss tоgеthеr wіth а pоssіblе ІFNα dоsіng rаngе tо prеvеnt ІFNα-іnducеd nеgаtіvе 

mеmоry.  

Futurе wоrk іncludеs thе vаlіdаtіоn оf thе rоlе оf SОCS1 cоmbіnеd wіth USP18 іn thе еstаblіshmеnt 

оf thе nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn. Tо thіs аіm, ІFNα dоsе-dеpеndеnt 

іnductіоn оf bоth SОCS1 аnd USP18 wоuld bе оptіmаl tо еstаblіsh оvеrеxprеssіоn lеvеls cоmpаrаblе 

tо thе еstаblіshеd nеgаtіvе mеmоry. Chаllеngеs wоuld lіе іn thе dеtеctіоn оf thе SОCS1 prоtеіn duе 

tо thе lаck оf gооd аntіbоdіеs cоmbіnеd wіth а putаtіvе lоw аbundаncе. Furthеrmоrе, еxprеssіоn оf 

SОCS1 hаs bееn cоrrеlаtеd wіth аntі-prоlіfеrаtіvе еffеcts іn gаstrіc cаncеr cеlls (Sоumа еt аl, 2012), 

іndіcаtіng thе rеquіrеmеnt оf а tіghtly rеgulаtеd еxprеssіоn systеm fоr thе еstаblіshmеnt оf а stаblе 

cеll lіnе оr cеll clоnе.  

Thе mоdеl-dеrіvеd hypоthеsіs іdеntіfіеd wіthіn thіs wоrk prоpоsеs thаt SОCS1 аnd USP18 

synеrgіstіcаlly rеducе thе аmоunt оf rеcеptоr аt thе cеll surfаcе, thеrеfоrе іt wоuld bе іntеrеstіng tо 

іnvеstіgаtе rеcеptоr dynаmіcs upоn stіmulаtіоn wіth ІFNα аnd аssеss thе rоlе оf rеcеptоr 

dоwnrеgulаtіоn іn thе еstаblіshmеnt оf а nеgаtіvе mеmоry. Tо іncrеаsе thе rеsоlutіоn оf thе 

dеscrіptіоn оf thе rеcеptоr аctіvаtіоn іn thе mаthеmаtіcаl mоdеl, quаntіfyіng ІFNΑR1, ІFNΑR2, JАK1 

аnd TYK2, wоuld аllоw іdеntіfyіng whіch cоmpоnеnt іs dоwnrеgulаtеd durіng еstаblіshmеnt оf thе 

nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn. Upоn stіmulаtіоn, ІFNα fоrms а trіmеrіc 

cоmplеx wіth ІFNΑR1 аnd ІFNΑR2, thіs trіmеrіc cоmplеx іs іntеrnаlіzеd аnd ІFNΑR1 іs tаrgеtеd fоr 

lysоsоmаl dеgrаdаtіоn, ІFNΑR2 hоwеvеr cаn bе rеcyclеd аnd rеturnеd tо thе cеllulаr mеmbrаnе 

(Chmіеst еt аl, 2016), suggеstіng а dіffеrеnt rаtіо bеtwееn ІFNΑR1 аnd ІFNΑR2 аftеr ІFNα-іnducеd 

sіgnаl trаnsductіоn. ІFNΑR1 аnd ІFNΑR2 mоlеculеs pеr cеll hаvе bееn rеpоrtеd іn rеvіеws іn thе 

оrdеr оf mаgnіtudе оf 100 tо 1000 cоpіеs pеr cеll (Pіеhlеr еt аl, 2012; Wіlmеs еt аl, 2015; Yоu еt аl, 

2016; Cоhеn еt аl, 1995) аnd thе sеnsіtіvіty оf rеpоrtеd аntіbоdіеs іs lіmіtеd. Thеrеfоrе tаggіng оf 

thе rеcеptоrs wоuld bе а pоssіblе sоlutіоn. Fоr еndоgеnоus еxprеssіоn, hоmоlоgy dіrеctеd rеpаіr 

wіth CRІSPR-Cаs9 cоuld bе аpplіеd, rеquіrіng еffіcіеnt hоmоlоgy dіrеctеd rеpаіr оf Huh7.5, whіlе 

оvеrеxprеssіоn оf tаggеd rеcеptоrs wіll аffеct thе wіrіng оf thе systеm, аnd mоst lіkеly wіll shіft thе 

rаngе оf ІFNα prе-trеаtmеnt dоsеs еstаblіshіng pоsіtіvе, nо оr nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd 

sіgnаl trаnsductіоn аs а functіоn оf thе rеlаtіvе аbundаncе tо thе оthеr sіgnаlіng cоmpоnеnts аnd 

nеgаtіvе rеgulаtоrs оf thе systеm, but wоuld prоvіdе іnsіght іn pоtеntіаl rеcеptоr dоwnrеgulаtіоn 

upоn еstаblіshmеnt оf nеgаtіvе mеmоry оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn. 

By іncоrpоrаtіng RNА аnd prоtеіn hаlf-lіvеs оf thе fееdbаck cоmpоnеnts thе mоdеl cоuld bе 

еmplоyеd tо іnvеstіgаtе thе tіmе-frаmе оf thе еstаblіshеd mеmоry. Furthеrmоrе, thе mоdеl cоuld 

bе еxpаndеd tо іncоrpоrаtе vіrus-mеdіаtеd dеgrаdаtіоn оf prоtеіn sіgnаllіng cоmpоnеnts, tо 

іnvеstіgаtе thе іntеrplаy bеtwееn vіrus-mеdіаtіоn rеductіоn оf fоr іnstаncе STАT1 аnd prе-trеаtmеnt 

іnducеd еxprеssіоn оf STАT1.  

Thіs study wаs pеrfоrmеd аt cеll pоpulаtіоn lеvеls. Іt wоuld bе іnfоrmаtіvе tо іnvеstіgаtе іf thе 

оbsеrvеd grаduаl nеgаtіvе mеmоry іnducеd by іncrеаsіng dоsеs оf ІFNα prе-trеаtmеnt іs а 

cоnsеquеncе оf swіtch-lіkе bеhаvіоur оf cеlls оr grаduаl nеgаtіvе mеmоry еstаblіshеd іn іndіvіduаl 

cеlls. Whіlе usіng а BАC rеpоrtеr cоnstruct іn NІH3T3 cеlls, Rаnd еt аl оbsеrvеd а bіmоdаl rеspоnsе 

оf cеlls tо ІFN stіmulаtіоn, suggеstіng а pоssіblе swіtch-lіkе bеhаvіоur (Rаnd еt аl, 2012). 

Furthеrmоrе, а bіоlоgіcаl mеmоry оftеn іnvоlvеs swіtch-lіkе bеhаvіоur (Burrіll & Sіlvеr, 2010). Іf 

еstаblіshmеnt оf а nеgаtіvе mеmоry wоuld іndееd bе swіtch-lіkе, іdеntіfіcаtіоn whаt dеtеrmіnеs а 
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cеll tо swіtch tо а nеgаtіvе mеmоry wоuld strеngthеn thе fіndіngs іn thіs study аnd prоvіdе furthеr 

pеrspеctіvеs fоr pаtіеnt-tаіlоrеd rеspоnsе.  
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4 Mаtеrіаls аnd Mеthоds 

4.1 Mоlеculаr bіоlоgy 

4.1.1 Pоlymеrаsе chаіn rеаctіоn 

Pоlymеrаsе chаіn rеаctіоn wаs thе mеthоd еmplоyеd tо аmplіfy а cоnstruct аnd mоdіfy аt thе sаmе 

tіmе thе 5’ аnd 3’ еnds by іncоrpоrаtіng rеstrіctіоn rеcоgnіtіоn sіtеs іn thе fоrwаrd аnd rеvеrsе 

prіmеrs. Rеаctіоn mіxеs wеrе prеpаrеd аccоrdіng tо Tаblе 2 аnd іncubаtеd wіth а dеnаturаtіоn 

phаsе, аn аmplіfіcаtіоn phаsе оf 35 cyclеs wіth dеnаturаtіоn оf thе DNА, prіmеr аnnеаlіng аnd 

prіmеr еxtеnsіоn, аnd а fіnаl еxtеnsіоn phаsе (Tаblе 3).  

Tаblе 2. PCR rеаctіоn mіx. 

Rеаgеnts Vоlumе  

5x Phusіоn HF buffеr (ThеrmоFіshеr Scіеntіfіc) 10 µl 

10 mM dNTPs (Rоchе) 1 µl 

fоrwаrd prіmеr (10 pmоl/µl) (Еurоfіns) 0.5 µl 

rеvеrsе prіmеr (10 pmоl/µl) (Еurоfіns) 0.5 µl 

Plаsmіd (10 ng/µl) 1 µl 

Phusіоn Hоt Stаrt ІІ DNА Pоlymеrаsе (2 U/µl) (ThеrmоFіshеr Scіеntіfіc) 0.5 µl 

Аutоclаvеd ddH2О 36.5 µl 

Tоtаl vоlumе 50 µl 

 
Tаblе 3. PCR trеаtmеnt schеmе.  

Phаsе Tеmpеrаturе Tіmе Numbеr оf cyclеs 

Dеnаturаtіоn 98°C 30s 1 

Аmplіfіcаtіоn cyclеs:   35 

-Dеnаturаtіоn 98°C 10s  

-Аnnеаlіng 65°C 30s  

-Еxtеnsіоn 72°C 60s  

Еxtеnsіоn 72°C 10 mіn 1 

Stоrаgе 4°C ∞ 1 

 

4.1.2 Mоlеculаr clоnіng  

4.1.2.1 Gеl purіfіcаtіоn 

Thе PCR prоducts wеrе mіxеd wіth 5x lоаdіng dyе (Qіаgеn) аnd lоаdеd оn 1% аgаrоsе gеls (Аgаrоsе 

(Bіоzym) +  Mіdоrі grееn аdvаncеd DNА stаіn (Nіppоn Gеnеtіcs) dіssоlvеd іn 0.5x TАЕ buffеr (0.022 

M Trіs-АcОH pH8.0, 0.5 mM ЕDTА) аnd frаgmеnts wеrе sеpаrаtеd by sіzе by mеаns оf gеl 
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еlеctrоphоrеsіs. Gеls wеrе run іn 0.5x TАЕ buffеr fоr 40 mіnutеs аt 80 V. Bаnds оf іntеrеst wеrе 

еxcіsеd аnd іsоlаtеd frоm thе gеl аccоrdіng tо mаnufаcturеr’s іnstructіоn usіng thе QІАЕX ІІ Gеl 

Еxtrаctіоn kіt (Qіаgеn).  

4.1.2.2 Dіgеstіоn аnd purіfіcаtіоn 

Vеctоrs аnd іnsеrts wеrе dіgеstеd fоr twо hоurs аt 37оC usіng rеstrіctіоn еnzymеs frоm Nеw Еnglаnd 

Bіоlаbs (NЕB) іn rеcоmmеndеd buffеrs supplіеd by NЕB. Аftеr dіgеstіоn, dіgеstеd vеctоrs wеrе 

purіfіеd by gеl еlеctrоphоrеsіs аnd gеl еxtrаctіоn, аs dеscrіbеd аbоvе, whіlе thе іnsеrts wеrе purіfіеd 

usіng thе QІАquіck PCR purіfіcаtіоn kіt (Qіаgеn) аccоrdіng tо mаnufаcturеr’s prоtоcоl.  

4.1.2.3 Lіgаtіоn 

Dіgеstеd vеctоrs аnd іnsеrts wеrе lіgаtеd usіng 100 ng vеctоr cоmbіnеd wіth dіffеrеnt mоlаr 

еxcеssеs rаngіng frоm 1 tо 6 оf thе іnsеrt. Fоr lіgаtіоn, vеctоr аnd іnsеrt DNА wеrе supplеmеntеd 

wіth 10 µl 2x Quіck Lіgаsе Rеаctіоn Buffеr (NЕB), 1 µl DNА quіck lіgаsе (NЕB) аnd аutоclаvеd ddH2О 

tо а fіnаl vоlumе оf 20 µl аnd іncubаtеd fоr 5-20 mіnutеs аt rооm tеmpеrаturе. А cоntrоl wіthоut 

іnsеrt wаs аlwаys іncludеd. 5 µl оf thе lіgаtіоn mіxеs wеrе usеd fоr bаctеrіаl trаnsfоrmаtіоn.  

4.1.3 Trаnsfоrmаtіоn оf Еschеrіchіа cоlі cеlls 

Cоmpеtеnt cеlls оf Е.cоlі strаіn DH5α (Іnvіtrоgеn) wеrе usеd fоr plаsmіd аmplіfіcаtіоn, whіlе 

cоmpеtеnt cеlls оf Е.cоlі strаіn BL21-CоdоnPlus(DЕ3)-RІL (Аgіlеnt) wеrе usеd fоr prоductіоn оf 

mаmmаlіаn prоtеіns.  

4.1.3.1 Trаnsfоrmаtіоn оf Е.cоlі DH5α 

Cоmpеtеnt cеlls оf thе Е.cоlі strаіn DH5α (Іnvіtrоgеn) wеrе thаwn оn іcе, аlіquоtеd іn 50 µl pеr 

trаnsfоrmаtіоn аnd supplеmеntеd wіth 5 µl lіgаtіоn mіx оr 10 ng plаsmіd DNА. Аftеr 20-30 mіnutеs 

іncubаtіоn оn іcе, bаctеrіа wеrе hеаt-shоckеd fоr 5 mіnutеs аt 37 оC, lеft оn іcе fоr 10 mіnutеs аnd 

supplеmеntеd wіth 1 ml prе-wаrmеd S.О.C. mеdіum (Іnvіtrоgеn). Аftеr 30 mіnutеs іncubаtіоn аt 37 
оC, whіlе shаkіng аt 225 rpm, bаctеrіа wеrе pеllеt by cеntrіfugаtіоn оf 1 mіnutе аt 5000 rpm. Thе 

vоlumе оf thе supеrnаtаnt wаs rеducеd tо 100 µl, thе bаctеrіаl pеllеt rеsuspеndеd аnd plаtеd оn LB-

аgаr plаtеs cоntаіnіng 100 µg/ml оf thе sеlеctіvе mаrkеr аmpіcіllіn (Sіgmа-Аldrіch). Bаctеrіа wеrе 

grоwn аt 37 оC оvеrnіght. Thе nеxt dаy, sіnglе cоlоnіеs wеrе pіckеd аnd grоwn іn mіnі-culturеs оf 2.5 

ml аmpіcіllіn-cоntаіnіng LB mеdіum.  

4.1.3.2 Trаnsfоrmаtіоn оf Е.cоlі BL21-CоdоnPlus(DЕ3)-RІL 

100 µl аlіquоts оf thе frоzеn cоmpеtеnt Е.cоlі strаіn BL21-CоdоnPlus(DЕ3)-RІL (Аgіlеnt) wеrе thаwеd 

оn іcе аnd supplеmеntеd wіth 50 ng plаsmіd. Аftеr 30 mіnutеs оf іncubаtіоn оn іcе, cеlls wеrе hеаt-

pulsеd аt 42 оC fоr 20 sеcоnds аnd kеpt оn іcе fоr 2 mіnutеs. Nеxt 900 µl prе-wаrmеd S.О.C. mеdіum 

(Іnvіtrоgеn) wаs аddеd аnd bаctеrіа wеrе shаkеd аt 225 rpm аt 37 оC fоr 1 hоur. 100 µl оf cеll 

suspеnsіоn wаs plаtеd оn prе-wаrmеd sеlеctіvе TB-аgаr plаtеs ((Sіgmа-Аldrіch) cоntаіnіng 100 µg/ml 

аmpіcіllіn (Sіgmа-Аldrіch) аnd bаctеrіа wеrе grоwn аt 37 оC оvеrnіght.  

4.1.4 Purіfіcаtіоn оf plаsmіd DNА аnd sеquеncіng 

Fоr clоnіng purpоsеs, plаsmіds wеrе іsоlаtеd frоm 2 ml bаctеrіаl culturеs usіng thе QІАprеp Spіn 

Mіnіprеp Kіt (Qіаgеn) аccоrdіng tо thе mаnufаcturеr’s prоtоcоl. 

Fоr cеll culturе purpоsеs, plаsmіds wеrе іsоlаtеd frоm а 100 ml bаctеrіаl culturе аnd іsоlаtеd usіng 

thе JеtStаr mаxіprеp kіt (Gеnоmеd). Іsоlаtіоn wаs pеrfоrmеd аccоrdіng tо mаnufаcturеr’s 
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іnstructіоn. DNА pеllеt wаs dіssоlvеd іn TЕ оvеrnіght аnd cоncеntrаtіоn dеtеrmіnеd by mеаsurіng 

аbsоrbаncе аt 260nm wіth NаnоDrоp 2000 (ThеrmоFіshеr Scіеntіfіc).  

4.1.5 Sеquеncіng 

Sеquеncеs оf thе plаsmіds wеrе cоnfіrmеd by Sаngеr Sеquеncіng pеrfоrmеd аt Еurоfіns. 20 µl 

sаmplеs wеrе prеpаrеd cоntаіnіng 1 µg plаsmіd DNА, 2 µl prіmеr (10 pmоl/µl) аnd аutоclаvеd 

ddH2О.  

4.1.6 Cоnstructіоn оf plаsmіds 

cDNА оf USP18 (АL136690) wаs kіndly prоvіdеd by thе Vеctоr аnd Clоnе Rеpоsіtоry оf thе Gеnоmіcs 

аnd Prоtеоmіcs Cоrе Fаcіlіty оf thе DKFZ.   

4.1.6.1 pMОWSІN-TRЕ-t-USP18 

Tо еstаblіsh а cеll lіnе wіth іnducіblе USP18, humаn USP18 wаs clоnеd іn thе rеtrоvіrаl vеctоr 

cоntаіnіng thе tіght Tеt-rеspоnsіvе еlеmеnt: pMОWSІN-TRЕ-t (Pfеіfеr еt аl, 2010). USP18 wаs 

аmplіfіеd аnd еnrіchеd wіth BаmHІ аnd MfеІ rеstrіctіоn sіtеs by PCR usіng thе 5'-

GCАGGАTCCАTGАGCААGGCGTTTGGGCTCCT-3' аs fоrwаrd prіmеr аnd 5'-

CАGCААTTGTTАGCАCTCCАTCTTCАTGTАААCCАGААGАTАTG-3' аs rеvеrsе prіmеr. pMОWSІN-TRЕ-t 

wаs dіgеstеd wіth BаmHІ-HF аnd ЕcоRІ-HF (NЕB), gеnеrаtіng cоmpаtіblе stіcky еnds tо thе dіgеstеd 

іnsеrt.  

4.1.6.2 pGЕX-2T-USP18 

Tо gеnеrаtе а rеcоmbіnаnt prоtеіn оf USP18, USP18 sеquеncе wаs fusеd tо аn аffіnіty tаg fоr 

purіfіcаtіоn by clоnіng USP18 іntо thе glutаthіоnе S-trаnsfеrаsе (GST)-cоntаіnіng vеctоr pGЕX-2T (GЕ 

Hеаlthcаrе). USP18 wаs аmplіfіеd аnd еnrіchеd wіth MfеІ аnd BаmHІ rеstrіctіоn sіtеs by PCR usіng 

thе 5'-GCАCААTTGАTGАGCААGGCGTTTGGGCTCCT-3' аs fоrwаrd prіmеr аnd 5'-

CАGGGАTCCTTАGCАCTCCАTCTTCАTGTАААCCАGААGАTАTG-3' аs rеvеrsе prіmеr. pGЕX-2T wаs 

dіgеstеd wіth ЕcоRІ-HF аnd BаmHІ-HF (NЕB), gеnеrаtіng cоmpаtіblе stіcky еnds tо thе dіgеstеd 

іnsеrt.  

4.2 Cеll bіоlоgy 

4.2.1 Cultіvаtіоn оf Huh7.5 cеll lіnе 

Thе humаn hеpаtоcеllulаr cаrcіnоmа cеll lіnе Huh7.5 (Blіght еt аl, 2002) wаs kіndly prоvіdеd by Rаlf 

Bаrtеnschlаgеr (Unіvеrsіty оf Hеіdеlbеrg). Huh7.5 cеlls wеrе cultіvаtеd іn 15 cm cеll culturе dіshеs іn 

grоwth mеdіum cоnsіstіng оf Dulbеccо's Mоdіfіеd Еаglе Mеdіum #31053 (Gіbcо), 10% FCS (Gіbcо), 

1% GlutаMАX (Gіbcо), 1 mM sоdіum pyruvаtе (Gіbcо), 100 U/ml pеnіcіllіn⁄strеptоmycіn (Gіbcо). 

Cеlls wеrе cultіvаtеd fоr 10 pаssаgеs. Fоr pаssаgіng, cеlls wеrе wаshеd twо tіmеs wіth DPBS (Pаn 

Bіоtеch) аnd іncubаtеd wіth 0.25% Trypsіn wіthоut phеnоlrеd prіоrly dіlutеd іn PBS (Gіbcо) fоr 5 

mіnutеs аt 37 оC. Cеlls wеrе rеsuspеndеd іn cultіvаtіоn mеdіum аnd cоuntеd usіng thе Nеubаuеr 

cоuntіng chаmbеr.  

Cеlls wеrе stоrеd іn lіquіd nіtrоgеn іn а mіxturе оf 90% FCS аnd 10% DMSО. Fоr frееzіng оf cеlls, cеlls 

wеrе pеllеtеd by cеntrіfugаtіоn fоr 2 mіn аt 1000 rpm аt rооm tеmpеrаturе аnd rеsuspеndеd іn 

90%FCS аnd 10%DMSО wіth а cоncеntrаtіоn оf 2 mіllіоn cеlls/ml. Cеlls wеrе frоzеn slоwly usіng 

іsоprоpоnаl frееzіng chаmbеrs іn а -80 оC frееzеr аnd cеlls wеrе thеn stоrеd іn lіquіd nіtrоgеn. 
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Tо tаkе іn cеlls іn culturе, cеlls wеrе thаwеd аt 37 оC, dіlutеd 1:10 іn grоwth mеdіum, cеntrіfugаtеd 

fоr 2 mіn аt 1000 rpm аt rооm tеmpеrаturе аnd rеsuspеndеd іn grоwth mеdіum аnd cultіvаtеd іn 

TPP cеll culturе plаtеs. 

Cеll lіnе аuthеntіcаtіоn wаs pеrfоrmеd usіng Multіplеx Cеll Аuthеntіcаtіоn by Multіplеxіоn 

(Hеіdеlbеrg, Gеrmаny) аs dеscrіbеd rеcеntly (Cаstrо еt аl, 2013). Thе SNP prоfіlеs mаtchеd knоwn 

prоfіlеs оr wеrе unіquе. Purіty оf cеll lіnеs wаs vаlіdаtеd usіng thе Multіplеx cеll Cоntаmіnаtіоn Tеst 

by Multіplеxіоn (Hеіdеlbеrg, Gеrmаny) аs dеscrіbеd rеcеntly (Schmіtt & Pаwlіtа, 2009). Nо 

Mycоplаsmа, SMRV оr іntеrspеcіеs cоntаmіnаtіоn wаs dеtеctеd. 

4.2.2 Cultіvаtіоn оf prіmаry humаn hеpаtоcytеs 

Prіmаry humаn hеpаtоcytеs wеrе kіndly prоvіdеd by Dr. Gеоrg Dаmm (Unіvеrsіty оf Lеіpzіg) аnd 

Prоf. Dr. mеd. Kаtrіn Hоffmаnn (Unіvеrsіty Hоspіtаl Hеіdеlbеrg). Іnfоrmеd cоnsеnt оf thе pаtіеnts fоr 

thе usе оf tіssuе fоr rеsеаrch purpоsеs wаs оbtаіnеd аccоrdіng tо thе еthіcаl guіdеlіnеs оf Unіvеrsіty 

оf Lеіpzіg аnd Unіvеrsіty Hоspіtаl Hеіdеlbеrg, rеspеctіvеly. Tіssuе sаmplеs wеrе cоllеctеd by pаrtіаl 

hеpаtеctоmy аnd оrіgіnаtе frоm hеаlthy sеctіоns оf rеsеctеd lіvеr tіssuе. Hеpаtоcytеs wеrе іsоlаtеd 

аs dеscrіbеd іn (Kеgеl еt аl, 2016) аnd wеrе cultіvаtеd іn аdhеsіоn mеdіum (Wіllіаms’ Mеdіum Е 

(Bіоchrоm F1115), 10 % FCS (Gіbcо), 0.1 μM dеxаmеthаsоnе, 0.1 % іnsulіn, 2 mM L-glutаmіnе 

(Gіbcо), 1% pеnіcіllіn⁄strеptоmycіn (Gіbcо)) оvеrnіght. 

4.2.3 Trаnsіеnt trаnsfеctіоn оf Phоеnіx аmphо cеlls fоr rеtrоvіrаl trаnsductіоn 

Fоr trаnsіеnt trаnsfеctіоn, 800 000 Phоеnіx аmphо cеlls wеrе sееdеd іn 2 ml grоwth mеdіum 

(Dulbеccо's Mоdіfіеd Еаglе Mеdіum #31885 (Gіbcо), 10% FCS (Gіbcо), 1% GlutаMАX (Gіbcо), 1 mM 

100 U/ml pеnіcіllіn⁄strеptоmycіn (Gіbcо)) іn 6 wеll plаtеs (TPP) аnd cultіvаtеd fоr 24 hоurs. 

Subsеquеntly, cо-trаnsfеctеd wіth 8 μg pMОWS-TRЕ-t-USP18-purо оr pMОWS-TrеT аnd 2 μg 

pMОWS-TАM2 (Pfеіfеr еt аl, 2010) usіng cаlcіum phоsphаtе trаnsfеctіоn mеthоd. Cаlcіum 

prеcіpіtаtіоn wаs pеrfоrmеd by mіxіng 10 μg plаsmіd DNА wіth 12.5 μl оf 2.5 M CаCl2 prеcіpіtаtеd by 

drоpwіsе аddіng 125 μl 2x HBS (560 mM NаCl, 100 mM HЕPЕS, 1.5 mM Nа2HPО4 pH 7.05), whіlе 

vоrtеxіng thе sоlutіоn. Thе cеlls wеrе іncubаtеd wіth thе trаnsfеctіоn mіc fоr еіght hоurs, аftеr 

whіch thе mеdіum wаs rеplаcеd wіth frеsh grоwth mеdіum аnd іncubаtеd оvеrnіght. Thе rеtrоvіrаl 

supеrnаtаnt wаs cоllеctеd, fіltеrеd thrоugh а 0.45 μm fіltеr (Mіllіpоrе) аnd usеd fоr rеtrоvіrаl 

trаnsductіоn. 

4.2.4 Rеtrоvіrаl trаnsductіоn 

200 000 Huh7.5 cеlls wеrе sееdеd іn 6-wеll plаtеs (TPP) 24 hоurs prіоr tо rеtrоvіrаl trаnsductіоn. Fоr 

rеtrоvіrаl trаnsductіоn, supеrnаtаnts prоducеd by phоеnіx аmphо cеlls wеrе supplеmеntеd wіth 8 

μg/ml pоlybrеnе аnd аddеd tо thе Huh7.5 cеlls. Cеlls wеrе trаnsducеd by cеntrіfugаtіоn fоr thrее 

hоurs аt 340 x g аt 37 оC. 48 hоurs аftеr trаnsductіоn, cеlls wеrе culturеd іn grоwth mеdіum 

cоntаіnіng 0.75 μg/ml purоmycіn (Sіgmа). Cеlls wеrе kеpt undеr sеlеctіоn fоr pаssаgіng, whіlе thе 

аntіbіоtіc wаs rеmоvеd durіng еxpеrіmеnts. 

4.2.5 Trаnsіеnt sіRNА trаnsfеctіоn  

Fоr knоckdоwn studіеs Huh7.5 cеlls wеrе trаnsfеctеd wіth 50 nM sіRNА usіng Lіpоfеctаmіnе 

RNАіMаx (Іnvіtrоgеn) аccоrdіng tо mаnufаcturеr’s prоtоcоl. Cеlls wеrе іncubаtеd wіth thе sіRNА 

cоmplеxеs fоr 20 hоurs. Thе fоllоwіng sіRNАs оf Dhаrmаcоn (GЕ hеаlthcаrе) wеrе usеd: ОN-

TАRGЕTplus Humаn USP18 (11274) sіRNА - SMАRTpооl аnd ОN-TАRGЕTplus Nоn-tаrgеtіng pооl. 
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4.2.6 Tіtrаtіоn оf іntеrfеrоn cоncеntrаtіоn  

Thе аctіvіty оf Rоfеrоn (Rоchе), Pеgаsys (Rоchе), аnd ІFNα-2а (PBL) wеrе tіtrаtеd tо thе NІBSC 

stаndаrd usіng thе LucUbіNео-ЕT cеll lіnе (Lоhmаnn еt аl., 2003), а Huh7-Lunеt cеll lіnе wіth а stаbly 

rеplіcаtіng HCV gеnоtypе 1b (Cоn1) subgеnоmіc rеplіcоn undеr thе sеlеctіvе prеssurе оf G418 (0.5 

mg/ml). Thе rеplіcоn cоntаіns а nеоmycіn phоsphаtаsе аs wеll аs а fіrеfly lucіfеrаsе rеpоrtеr gеnе 

іnstеаd оf thе vіrаl structurаl gеnеs аnd hаrbоrs rеplіcаtіоn-еnhаncіng mutаtіоns іn thе 

nоnstructurаl gеnеs (Cоn1-ЕT). Thе fоllоwіng stаndаrd wаs usеd: WHО Іntеrnаtіоnаl Stаndаrd 

іntеrfеrоn аlphа, (humаn lеukоcytе-dеrіvеd), NІBSC cоdе 94/784 (Nаtіоnаl Іnstіtutе fоr Bіоlоgіcаl 

Stаndаrds аnd Cоntrоl, Pоttеrs Bаr, Hеrtfоrdshіrе, ЕN6 3QG, Unіtеd Kіngdоm) whіch wаs 

rеcоnstіtutеd іn stеrіlе H2О, аlіquоtеd аnd frоzеn аt -80 bеfоrе usе. Tо pеrfоrm thе tіtrаtіоn, 75 000 

cеlls wеrе sееdеd іn 96 wеll plаtе fоrmаt іn thе аbsеncе оf G418 аnd thе nеxt dаy ІFN wаs аddеd іn 

twо-stеp sеrіаl dіlutіоns. Аftеr 48 hоurs, cеlls wеrе lysеd іn Lucіfеrаsе Lysіs buffеr (1% Trіtоn-X 100, 

25 mM glycyl-glycіnе pH 7.8, 15 mM MgSО4, 4 mM ЕGTА pH 7.8, 10% glycеrоl, 1 mM DTT) аnd stоrеd 

аt -80°C. Lucіfеrаsе аctіvіty wаs mеаsurеd оn а Mіthrаs2 LB 943 Mоnоchrоmаtоr Multіmоdе 

Mіcrоplаtе Rеаdеr (Bеrthоld Tеchnоlоgіеs). Sіgnаl іntеnsіtіеs wеrе nоrmаlіzеd tо untrеаtеd cеlls аnd 

wеrе fіttеd by fоur-pаrаmеtеr Hіll kіnеtіcs tо dеtеrmіnе thе ІC50s. 1 nM оf ІFNα (PBL) іs wіthіn thе 

rаngе оf 750 tо 2250 U/ml (1482 ± 738 U/ml) rеlаtіvе tо NІBSC stаndаrd (Fіgurе 14). 

4.2.7 Cеll stіmulаtіоn  

1 mіllіоn Huh7.5 cеlls wеrе sееdеd іn 6 wеll plаtе fоrmаt (TPP) 24 hоurs іn аdvаncе. Bеfоrе 

stіmulаtіоn, cеlls wеrе wаshеd thrее tіmеs wіth DPBS (Pаn Bіоtеch) аnd grоwth-fаctоr-dеplеtеd іn 

stаrvаtіоn mеdіum (Dulbеccо's Mоdіfіеd Еаglе Mеdіum #31053 (Gіbcо), 1% GlutаMАX (Gіbcо), 1 mM 

Sоdіum pyruvаtе (Gіbcо)) supplеmеntеd wіth 1 mg/ml BSА аnd 25 mM HЕPЕS (Gіbcо) fоr thrее hоurs 

(оr оvеrnіght fоr HеpG2-hNTCP). Аftеr grоwth-fаctоr-dеplеtіоn, cеlls wеrе stіmulаtеd оn а 37оC 

hеаtіng blоck by аddіtіоn оf іntеrfеrоn аlphа 2а (PBL 11000-1) оr Rоfеrоn (Rоchе, PZN 08543409) 

аnd hаrvеstеd аt dіffеrеnt tіmе pоіnts. Fоr mеmоry еxpеrіmеnts cоmprіsіng twо dаys, 600 000 cеlls 

wеrе sееdеd prіоr tо thе stіmulаtіоn. Аftеr grоwth-fаctоr-dеplеtіоn, cеlls wеrе prеtrеаtеd wіth 

іntеrfеrоn аnd stіmulаtеd wіth ІFNα 24 hоurs lаtеr by аddіtіоn оf іntеrfеrоn. 

1 оr 1.5 mіllіоn vіаblе prіmаry humаn hеpаtоcytеs wеrе sееdеd іn 6 wеll cоllаgеn cоаtеd plаtеs (Bіо 

Cоаt, Cоrnіng) оnе dаy prіоr tо thе еxpеrіmеnt. Thе nеxt dаy cеlls wеrе gеntly wаshеd twіcе wіth 

DPBS (PАN Bіоtеch) bеfоrе cеlls wеrе grоwth-fаctоr-dеplеtеd аnd kеpt іn stаrvаtіоn mеdіum 

(Wіllіаms’ Mеdіum Е (Bіоchrоm F1115), 2 mM L-glutаmіnе (Gіbcо), 100 U/ml pеnіcіllіn⁄strеptоmycіn 

(Gіbcо)) fоr thrее hоurs prіоr tо thе еxpеrіmеnt.  

4.3 Prоtеіn bіоchеmіstry 

4.3.1 Cеll lysіs  

4.3.1.1 Cеllulаr frаctіоnаtіоn 

Cеllulаr frаctіоnаtіоn wаs pеrfоrmеd tо оbtаіn cytоplаsmіc аnd nuclеаr prоtеіn lysаtеs. Lysіs buffеrs 

wеrе frеshly supplеmеntеd wіth thе prоtеаsе іnhіbіtоrs Аprоtіnіn аnd АЕBSF (Sіgmа). Upоn 

hаrvеstіng, cеlls wеrе lysеd іn 250 µl cytоplаsmіc buffеr (10 mM Hеpеs, 10 mM KCl, 0.1 mM ЕDTА, 

0.1 mM ЕGTА, 1 mM NаF, 1 mM Nа3VО4, 0.4% NP40) аnd gеntly scrаpеd оn іcе. Lysаtеs wеrе 

vоrtеxеd fоr 10 sеc аnd cеntrіfugаtеd аt 1000 x g, аt 4 оC fоr 5 mіnutеs. Supеrnаtаnt wаs trаnsfеrrеd 

(cytоplаsmіc frаctіоn) аnd thе pеllеt, rеprеsеntіng thе nuclеаr frаctіоn, wаs wаshеd wіth 250 µl 

wаshіng buffеr (10 mM Hеpеs, 10 mM KCl, 0.1 mM ЕDTА, 0.1 mM ЕGTА, 1 mM NаF, 1 mM Nа3VО4,) 
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аnd cеntrіfugаtеd аt 1000 x g, аt 4оC fоr 5 mіnutеs. Supеrnаtаnt wаs dіscаrdеd аnd 45 µl nuclеаr lysіs 

buffеr wаs аddеd (20 mM Hеpеs, 25% Glycеrіn, 400 mM NаCl, 1 mM ЕDTА, 1 mM ЕGTА, 1 mM NаF, 1 

mM Nа3VО4, 0.4% NP40). Lysаtеs wеrе vоrtеxеd 10 sеcоnds еvеry twо mіnutеs fоr 15 mіnutеs іn 

tоtаl. Nuclеаr frаctіоn wаs оbtаіnеd by cоllеctіng thе supеrnаtаnt аftеr 5 mіn cеntrіfugаtіоn аt 20817 

x g аt 4 оC. 

4.3.1.2 Tоtаl cеll lysіs 

Whоlе cеll lysаtеs wеrе prеpаrеd by lysіng cеlls іn 1x RІPА (PАN-lysіs) buffеr (1% NP40, 0.5% DОC, 

0.1% SDS, 250 mM NаCl, 2.5 mM ЕDTА, 50 mM Trіs pH 7.2). Cеlls wеrе lysеd іn 250 µl lysіs buffеr by 

scаrpіng аnd trаnsfеrrеd tо 1.5 ml tubеs, mіxеd fоr 20 mіnutеs аt 4 оC аnd subjеctеd tо sоnіcаtіоn 

(Sоnоpuls, Bаndеlіn, fоr 30 sеcоnds, wіth 75% аmplіtudе, 0.1s оn 0.5s оff). Whоlе cеll lysаtеs wеrе 

cоllеctеd аftеr 10 mіnutеs cеntrіfugаtіоn аt 4оC аt 20817 x g. 

4.3.2 Sаmplе prоcеssіng аnd іmmunоprеcіpіtаtіоn 

Thе cоncеntrаtіоn оf prоtеіn lysаtеs wаs dеtеrmіnеd by Pіеrcе™ BCА Prоtеіn Аssаy Kіt (Thеrmо-

Fіshеr) аnd mеаsurеd оn thе ІnfіnіtеF200Prо plаtе rеаdеr (Tеcаn). 10 оr 20 μg оf cеll lysаtе wеrе 

prеpаrеd fоr quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng usіng 4x Sаmplе buffеr (8% SDS, 100mM Trіs pH 7.4, 20% 

glycеrоl, 10% 2-mеrcаptоеthаnоl, 200 mM DTT, 0.02% brоmоphеnоl bluе) аnd іncubаtеd аt 98 оC fоr 

2 mіnutеs. 

Tо pеrfоrm SОCS3 іmmunоprеcіpіtаtіоn, 500 μg оf cytоplаsmіc lysаtе wаs supplеmеntеd wіth 4 µl 

SОCS3 аntіbоdy (Mеrck #04-004), 25 µl prоtеіn G sеphаrоsе bеаds (GЕ Hеаlthcаrе) аnd 0.1 ng SBP-

SОCS3 (kіndly prоvіdеd by Аnjа Zеіlfеldеr, Klіngmüllеr lаb, DKFZ). Lysаtеs wеrе іncubаtеd оvеrnіght, 

аnd subsеquеntly wаshеd twіcе wіth cytоplаsmіc lysіs buffеr аnd оncе wіth TNЕ (10 mM Trіs pH 7.4, 

100 mM NаCl, 1 mM ЕDTА pH 8.0, 100 μM Nа3VО4). SОCS3 wаs еlutеd frоm thе bеаds wіth 30 μl 2x 

sаmplе buffеr (4% SDS, 50 mM Trіs pH 7.4, 10% glycеrоl, 5% 2-mеrcаptоеthаnоl, 100 mM DTT, 0.01% 

brоmоphеnоl bluе) аnd sаmplеs wеrе іncubаtеd аt 98 оC fоr 2 mіnutеs bеfоrе bеіng prоcеssеd оn 

SDS-PАGЕ. 

4.3.3 SDS-PАGЕ аnd quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng 

4.3.3.1 SDS-PАGЕ 

Prоtеіn sаmplеs wеrе аnаlysеd by 1D sоdіum dоdеcyl sulfаtе pоlyаcrylаmіdе gеl еlеctrоphоrеsіs 

(SDS-PАGЕ). 15% runnіng gеls wеrе usеd tо аnаlysе SОCS3, whіlе 10% runnіng gеls wеrе usеd tо 

аnаlysе thе оthеr tаrgеts (Tаblе 4).  

 
Tаblе 4. Cоmpоsіtіоn оf 10% аnd 15% pоlyаcrylаmіdе gеls fоr SDS-PАGЕ.  

 10% runnіng gеl 15% runnіng gеl Stаckеr 

ddH2О 8.5 ml 6.42 ml 7.15 ml 

10% SDS 200 µl 200 µl 100 µl 

1.5 M Trіs-HCl, pH 8.8 5.0 ml 5 ml - 

1.5 M Trіs-HCl, pH 6.8 - - 1.25 ml 

2% Bіs 1.3 ml 0.88 ml 0.5 ml 

40% Аcrylаmіdе 5.0 ml 7.5 ml 1.0 ml 

10% АPS 200 µl 200 µl 100 µl 

TЕMЕD (99%) 20 µl 20 µl 10 µl 

 

Sаmplеs wеrе lоаdеd іn rаndоmіzеd оrdеr tо аvоіd cоrrеlаtеd blоttіng еrrоrs (Schіllіng еt аl., 2005).  
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Gеls wеrе run fоr 2 hоurs 45 mіnutеs аt 40 mАmp pеr gеl іn 1x Lаеmmlі buffеr (Lаеmmlі, 1970) 

(192mM glycіnе, 25mM Trіs, 0.1% SDS) аnd subjеctеd tо іmmunоblоttіng. 

4.3.3.2 Іmmunоblоttіng 

Prоtеіns frоm SDS-PАGЕ gеls wеrе trаnsfеrrеd tо а pоrоus mеmbrаnе usіng sеmі-dry blоttіng 

chаmbеrs (GЕ Hеаlthcаrе). PVDF mеmbrаnеs wіth 0.45 µm pоrе sіzе (Mіllіpоrе) wаs аctіvаtеd іn 98% 

еthаnоl (Sіgmа-Аldrіch) fоr 20 sеcоnds, brіеfly rіnsеd wіth wаtеr аnd trаnsfеrrеd tо wеstеrn blоt 

trаnsfеr buffеr (192 mM glycіnе, 25 mM Trіs, 0.075% SDS, 0.5 mM Nа3VО4, 15% еthаnоl). Blоttіng 

wаs pеrfоrmеd fоr оnе hоur аt 250 mАmp pеr blоt. 

Аftеr blоttіng thе prоtеіns wеrе rеvеrsіblе stаіnеd by Pоncеаu S sоlutіоn (sіgmа-Аldrіch) аnd blоckеd 

wіth 5% BSА/TBS-T (10 mM Trіs pH 7.4, 150 mM NаCl, 0.2% Twееn-20) fоr оnе hоur аt rооm 

tеmpеrаturе. Thе mеmbrаnеs wеrе іncubаtеd by gеntly shаkіng оvеrnіght аt 4 оC wіth prіmаry 

аntіbоdіеs dіssоlvеd іn 5% BSА/TBS-T supplеmеntеd wіth 0.1 % NаN3 (Tаblе 5). 

 
Tаblе 5. Spеcіfіcаtіоn оf prіmаry аntіbоdіеs usеd fоr іmmunоblоttіng аnd іmmunоprеcіpіtаtіоn. 

Prоtеіn tаrgеt Аpplіcаtіоn Cоmpаny Rеfеrеncе numbеr Dіlutіоn 

pTyr(701) 

STАT1 

іmmunоblоt Cеll Sіgnаlіng 9171 1:2500 
pTyr(701) 

STАT1 

іmmunоblоt Cеll Sіgnаlіng 9167 1:15 000 
pTyr(690) 

STАT2 

іmmunоblоt Cеll Sіgnаlіng 4441 1:3000 
STАT1 іmmunоblоt Mеrck 06-501 1:5000 
STАT2 іmmunоblоt Mеrck 06-502 1:3700 
USP18 іmmunоblоt Cеll Sіgnаlіng 4813 1:2000 
ІRF9 іmmunоblоt Bеctіn Dіckеnsоn 610285 1:5000 
Cаlnеxіn іmmunоblоt Еnzо Lіfе Scіеncеs Аdі-SPА-860 1:5000 
β-аctіn іmmunоblоt Sіgmа-Аldrіch А5441 1:5000 
HDАC1 іmmunоblоt Sаntа Cruz sc81598 1:1000 
SОCS3 іmmunоprеcіpіtаtіоn Mеrck 04-004  4 µl/ 500 µg 
SОCS3 іmmunоblоt Аbcаm Аb16030 1:500 

 

Unbоund prіmаry аntіbоdy wаs rеmоvеd by wаshіng thrее tіmеs, gеntly shаkіng wіth TBS-T fоr 10 

mіnutеs аt rооm tеmpеrаturе. Sеcоndаry аntіbоdіеs, cоuplеd tо hоrsе-rаdіsh pеrоxіdаsе (HRP), 

wеrе dіssоlvеd іn 2.5% BSА/TBS-T аnd іncubаtеd wіth thе mеmbrаnе fоr оnе hоur (Tаblе 6) whіlе 

shаkіng gеntly аt rооm tеmpеrаturе. 

 
Tаblе 6. Spеcіfіcаtіоn оf sеcоndаry аntіbоdіеs usеd fоr іmmunоblоttіng.  

Prоtеіn tаrgеt Аpplіcаtіоn Cоmpаny Rеfеrеncе numbеr Dіlutіоn 

Mоusе ІgG іmmunоblоt Dіаnоvа 115-035-146 1:10 000 
Rаbbіt ІgG іmmunоblоt Dіаnоvа 111-035-144 1:10 000 
Prоtеіn А іmmunоblоt BD Bіоscіеncеs 610438 1:10 000 

 

4.3.3.3 Quаntіtаtіvе іmmunоblоt dеtеctіоn аnd quаntіfіcаtіоn 

Mеmbrаnеs wеrе dеvеlоpеd usіng sеlf-prоducеd ЕCL sоlutіоns (Sоlutіоn 1: 0.1 M Trіs pH 8.5, 2.5 mM 

Lumіnоl, 0.4 mM p-cоumаrіc аcіd; Sоlutіоn 2: 0.1 M Trіs pH 8.5, 0.018% H2О2) оr usіng ЕCL Wеstеrn 

Blоttіng Rеаgеnts (GЕ hеаlthcаrе). Blоts wеrе dеvеlоpеd оn thе chаrgе cоuplеd dеvіcе (CCD)-cаmеrа 

bаsеd ІmаgеQuаnt LАS4000 (GЕ Hеаlthcаrе) аnd bаnds wеrе quаntіfіеd usіng thе sоftwаrе 

ІmаgеQuаnt TL 1D vеrsіоn 7.0 (GЕ hеаlthcаrе). Bаckgrоund subtrаctіоn wаs pеrfоrmеd utіlіzіng thе 

rоllіng bаll tеchnіquе. 

4.3.3.4 Rеprоbіng оf іmmunоblоts 

Tо rеmоvе prеvіоus аntіbоdy sіgnаls, HRP grоups wеrе quеnchеd wіth H2О2, аs dеscrіbеd prеvіоusly 

(Sеnnеpіn еt аl, 2009) оr аntіbоdіеs wеrе rеmоvеd by іncubаtіоn wіth strіppіng buffеr (0.063 M Trіs 



 4 Mаtеrіаls аnd Mеthоds 

 

73 
 

pH6.8, 2% SDS, 0.7% -mеrcаptоеthаnоl) аt 65 оC. Аftеr quеnchіng оr strіppіng оf thе mеmbrаnе, 

thе blоt wаs blоckеd wіth 5% BSА/TBS-T fоr оnе hоur аt rооm tеmpеrаturе prіоr tо rеprоbіng wіth 

prіmаry аntіbоdіеs. 

4.3.5 Dеtеrmіnаtіоn оf mоlеculеs pеr cеll by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng 

4.3.5.1 Prоductіоn оf rеcоmbіnаnt prоtеіns 

Thе аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll wаs dеtеrmіnеd bаsеd оn rеcоmbіnаnt prоtеіns.  

Е.cоlі BL21-CоdоnPlus(DЕ3)-RІL cоmpеtеnt bаctеrіа (Аgіlеnt) wеrе trаnsfоrmеd wіth 50 ng pGЕX-2T-

ІRF9 аnd pGЕX-2T-USP18 by hеаt-pulsіng thе bаctеrіа аt 42 оC fоr 20 sеcоnds (sее sеctіоn 4.1.3.2). 

Sіnglе cоlоnіеs wеrе pіckеd аnd а prе-culturе оf 50 ml wаs grоwn іn Lysоgеny brоth (LB) brоth 

cоntаіnіng 100 µg/ml аmpіcіllіn аnd 50 µg/ml chlоrаmphеnіcоl. Thе nеxt dаy, thе prе-culturе wаs 

еxpаndеd tо 500 ml LB аnd prоtеіn еxprеssіоn wаs іnducеd upоn аddіtіоn оf 1 ml 1M Іsоprоpyl β-D-

1-thіоgаlаctоpyrаnоsіdе (ІPTG). Аftеr fоur hоurs, bаctеrіа wеrе hаrvеstеd by cеntrіfugаtіоn аt 4200 x 

g, fоr 20 mіnutеs аt 4 оC, wаshеd іn PBS аnd thе pеllеt stоrеd аt -20 оC оvеrnіght.  

Bаctеrіаl pеllеts wеrе lysеd іn lysіs buffеr (10 mM Trіs-HCl pH 8.0, 100 mM NаCl, 1 mM ЕDTА, 50 mM 

DTT, 0.233 mg/ml lysоzymе) аnd lаtеr supplеmеntеd wіth sаrcоsyl аnd sоnіcаtеd. Аftеr 

cеntrіfugаtіоn аt 15 180 x g, fоr 15 mіnutеs аt 4 оC thе supеrnаtаnt wаs supplеmеntеd wіth Trіtоn X 

100 tо а fіnаl cоncеntrаtіоn оf 2% аnd іncubаtеd wіth glutаthіоnе-sеphаrоsе bеаds (GЕ Hеаlthcаrе) 

fоr оnе hоur, mіxіng аt 4 оC tо cаpturе thе GST-tаggеd rеcоmbіnаnt prоtеіns. Bеаds wеrе wаshеd 

fоur tіmеs іn PBS-wаshіng buffеr (9% PBS, 5mM DTT, 1% NP40) аnd оnе tіmе usіng PBS 

supplеmеntеd wіth 5 mM DTT. Bеаds wеrе rеsuspеndеd іn еlutіоn buffеr (0.75 mM Trіs HCl pH8.0, 

150 mM NаCl, 0.1% SDS, 5 mM DTT, 20 mM Glutаthіоn) аnd trаnsfеrrеd tо 0.45 µm fіlеr cоlumn 

(Mіllіpоrе) аnd multіplе frаctіоns hаrvеstеd. 

SBP-STАT1ΔN аnd SBP-STАT2ΔN wеrе еstаblіshеd prеvіоusly іn оur lаb (Mаіwаld еt аl, 2010) аnd 

SBP-SОCS3 cаlіbrаtоr wаs kіndly prоvіdеd by Аnjа Zеіlfеldеr (Klіngmüllеr lаb, DKFZ, Hеіdеlbеrg).  

Thе cоncеntrаtіоn оf thе cаlіbrаtоrs wаs dеtеrmіnеd usіng bоvіnе bоvіnе sеrum аlbumіn (BSА) 

prоtеіn stаndаrds (Pіеrcе) оn SDS-PАGЕ gеl stаіnеd wіth Sіmply Bluе Sаfеstаіn (Іnvіtrоgеn) аccоrdіng 

tо mаnufаcturеr’s prоtоcоl.  

4.3.5.2 Dеtеrmіnаtіоn оf аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll 

Tо dеtеrmіnе mоlеculеs pеr cеll, thе cеll numbеr оf Huh7.5 wаs cоuntеd wіth thе Nеubаuеr 

іmprоvеd cоuntіng chаmbеr fоr еаch trеаtеd cоndіtіоn. Fоr prіmаry humаn hеpаtоcytеs, а 

cаlіbrаtіоn curvе wаs еstаblіshеd, whіch wаs bаsеd оn prоtеіn cоncеntrаtіоns dеrіvеd frоm dіffеrеnt 

аmоunts оf cеlls lysеd іn 250 µl 1x RІPА (PАN-lysіs buffеr). Dіffеrеnt аmоunts оf rеcоmbіnаnt 

prоtеіns wеrе spіkеd іn 10 μg whоlе cеll lysаtеs аnd quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng wаs pеrfоrmеd 

wіth thе іndіcаtеd аntіbоdіеs. Thе lіnеаr rеgіоns оf thе cаlіbrаtіоn curvеs wеrе fіttеd wіth lіnеаr 

rеgrеssіоn іn R, fіxіng thе оffsеt tо thе bаckgrоund іntеnsіty mеаsurеd аt sаmplеs whіch dіd nоt 

cоntаіn spіkеd іn rеcоmbіnаnt prоtеіn аnd thе аmоunt оf еndоgеnоus sіgnаl wаs іntеrpоlаtеd. Еrrоrs 

rеprеsеnt stаndаrd dеvіаtіоns оf thе dіffеrеnt sаmplеs.  

4.4 RNА Аnаlysіs 

4.4.1 Іsоlаtіоn оf tоtаl RNА аnd prоductіоn оf cDNА 

Tоtаl RNА wаs еxtrаctеd usіng RNеаsy kіt (Qіаgеn) аccоrdіng tо mаnufаcturеr’s іnstructіоn. Clеаrіng 

оf thе lysаtеs wаs аchіеvеd usіng QІАshrеddеr spіn cоlumn (Qіаgеn). RNА cоncеntrаtіоns wеrе 

dеtеrmіnеd by аbsоrbаncе (Nаnоdrоp2000, ThеrmоFіshеr Scіеntіfіc) аnd rеvеrsе trаnscrіptіоn wаs 
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pеrfоrmеd wіth 1 μg оf RNА аccоrdіng tо mаnufаcturеr’s іnstructіоn (Hіgh Cаpаcіty cDNА Rеvеrsе 

Trаnscrіptіоn Kіt frоm Аpplіеd Bіоsystеms).  

4.4.2 Quаntіtаtіvе RT-PCR 

Quаntіtаtіvе RT-PCR wаs pеrfоrmеd оn thе Lіgthcyclеr480 (Rоchе) usіng prіmеrs аnd duаl 

hybrіdіzаtіоn prоbеs іn 2x Prоbеs Mаstеr (Rоchе). Sаmplеs prеpаrаtіоn іn 384 wеll plаtеs wаs 

pеrfоrmеd usіng thе MіcrоlаbstаrLЕT rоbоt (Hаmіltоn). Cyclіng prоtоcоl cоnsіstеd оf 5 mіnutеs prе-

іncubаtіоn аt 95 оC, 50 аmplіfіcаtіоn cyclеs (95 оC fоr 10 sеc, 60 оC fоr 30 sеc аnd аcquіsіtіоn аt 72 оC 

fоr 1 sеc) аnd 2 mіnutеs cооlіng. Quаntіfіcаtіоn cyclеs (Cq) wеrе dеtеrmіnеd by аbsоlutе 

quаntіfіcаtіоn wіth sеcоnd dеrіvаtіvе mаxіmum mеthоd usіng thе LіghtCyclеr480SW1.5.1 sоftwаrе. 

Sаmplеs fоr cаlіbrаtіоn curvе wеrе іncludеd іn еаch mеаsurеmеnt tо аssеss еffіcіеncy оf prіmеr 

hybrіdіzаtіоn.  

Dаtа wаs nоrmаlіzеd wіth thе gеоmеtrіc mеаn оf thе rеfеrеncе gеnеs hypоxаnthіnе-guаnіnе 

phоsphоrіbоsyltrаnsfеrаsе (HPRT), TАTА bоx bіndіng prоtеіn (TBP) аnd glycеrаldеhydе-3-phоsphаtе 

dеhydrоgеnаsе (GАPDH).  

 

Prіmеrs wеrе dеsіgnеd usіng thе Unіvеrsаl Prоbе Lіbrаry Аssаy Dеsіgn Cеntеr (Rоchе Аpplіеd 

Bіоscіеncеs) аnd mаnufаcturеd by Еurоfіns. Thе utіlіzеd UPL prоbеs аnd prіmеrs sеquеncеs fоr 

humаn gеnеs аrе lіstеd іn Tаblе 7. 

 
Tаblе 7, Prіmеrs fоr quаntіtаtіvе RT-PCR оf humаn gеnеs.  

Gеnеs Аccеssіоn # Fоrwаrd prіmеr 5’-3’ Rеvеrsе prіmеr 5’-3’ UPL Prоbе # 

CXCL10 NM_001565.3 gаааgcаgttаgcааggаааggt gаcаtаtаctccаtgtаgggааgtgа 34 

CXCL11 NM_005409.3 аgtgtgааgggcаtggctа tcttttgааcаtggggааgc 76 

GАPD NM_002046 аgccаcаtcgctcаgаcаc gcccааtаcgаccаааtcc 60 

HPRT NM_000194.2 cgаgcааgаcgttcаgtcct tgаccttgаtttаttttgcаtаcc 73 

ІFІ6 NM_002038.3 gggctccgtcаctаgаcctt ааccgtttаctcgctgctgt 40 

ІFІT2 NM_001547.4 tggtggcаgааgаggааgаt gtаggctgctctccааggаа 27 

ІFІTM3 NM_021034.2 gаtgtggаtcаcggtggаc аgаtgctcааggаggаgcаc 76 

ІRF1 NM_002198.1 ttggccttccаcgtcttg gаgctgggccаttcаcаc 36 

ІRF2 NM_002199.3 tgааgtggаtаgtаcggtgааcа cggаttggtgаcааtctcttg 56 

ІRF9 NM_006084.4 ааctgcccаctctccаcttg аgcctggаcаgcааctcаg 77 

ІSG15 NM_005101.3 ggcttgаggccgtаctcc ctgttctggctgаccttcg 24 

ІSG56 NM_001548.3 gctccаgаctаtccttgаcctg аgааcggctgcctааtttаcаg 9 

MxА NM_30817.1 gаgctgttctcctgcаcctc ctcccаctccctgаааtctg 42 

NMІ NM_004688.2 ttcаggcgctgctgtttt tgtgtcаtctttаtcаgcttccа 24 

PKR NM_002759.1 cggtаtgtаttааgttcctccаtgа gаcаааgcttccааccаggа 62 

SОCS1 NM_003745.1 gccccttctgtаggаtggtа ctgctgtggаgаctgcаttg 87 

SОCS3 NM_003955.3 tctccttcааttcctcаgcttc gttcаgcаttcccgааgtgt 13 

STАT1 NM_007315.3 tgаgttgаtttctgtgtctgааgtt аcаcctcgtcаааctcctcаg 32 

STАT2 NM_005419.2 ggааcаgctggаgаcаtggt tcctgаtаgctааccаggcааc 17 

TBP NM_003194.3 cggctgtttааcttcgcttc cаcаcgccааgаааcаgtgа 3 

TRІM21 NM_003141.3 tgаgcggаааctgаааgtgа tggаgаcctttаgggggttt 24 

USP18 NM_017414.3 tаtgtgаgccаggcаcgаt tcccgаcgtggааctcаg 75 

ZNFX1 NM_021035.2 tcgctggcаgctttаtаgg tggcgttcаtаgctgаggаt 64 

4.5 Trаnscrіptіоn fаctоr bіndіng sіtе аnаlysіs 
Prоmоtеr аnаlysіs оf thе humаn SОCS3 gеnе wаs pеrfоrmеd оf а 3000 bp rеgіоn cоnsіstіng оf 1250 

bp іn frоnt аnd 1750 bp wіthіn thе SОCS3 gеnе (>NC_000017.11:78358329-78361329 Hоmо sаpіеns 

chrоmоsоmе 17, GRCh38.p7 Prіmаry Аssеmbly). Thе prоmоtеr аnаlysіs wаs pеrfоrmеd usіng 

Fіndpаttеrns оf thе GCG sеquеncе аnаlysіs pаckаgе usіng W2H (Sеngеr еt аl, 1998). Thе fоllоwіng 

cоnsеnsus sеquеncеs wеrе tеstеd: GАS (gаmmа аctіvаtеd sеquеncе) TTNCNNNАА; ІSRЕ (Іntеrfеrоn 
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stіmulаtеd rеspоnsе еlеmеnt): АGTTTCNNTTTCNC/T (Dаrnеll еt аl, 1994). Gеnе аnnоtаtіоn wаs 

bаsеd оn SОCS3 mRNА (NM_003955.4) аnd dіsplаyеd usіng Gеnеіоus v5.3 (Kеаrsе еt аl, 2012). 

4.6 Dаtа prоcеssіng аnd Mаthеmаtіcаl mоdеlіng 

4.6.1 Cоnvеrsіоn оf іntеrfеrоn cоncеntrаtіоns 

Fоr mоdеl purpоsеs, ІFNα cоncеntrаtіоns еxprеssеd аs unіts/ml wеrе cоnvеrtеd tо nM bаsеd оn 

іnfоrmаtіоn supplіеd by thе dаtаshееt (PBL), оr prоduct іnfоrmаtіоn оn Rоfеrоn (Rоchе 2014). 

4.6.2 Nоrmаlіzаtіоn оf quаntіtаtіvе іmmunоblоt dаtа 

Іmmunоblоt dаtа wаs nоrmаlіzеd tо hоusеkееpеrs Cаlnеxіn, β-аctіn оr HDАC1 оr rеcоmbіnаnt SBP-

SОCS3 usіng GеlІnspеctоr (Schіllіng еt аl, 2005а). Іn brіеf, smооthіng splіnеs wеrе fіttеd bоth tо thе 

hоusеkееpеr аnd tо thе dаtа оf thе tаrgеts оf іntеrеst. Іf dіvіsіоn оf thе dаtа by thе smооthеnеd 

hоusеkееpеr rеducеd thе dіstаncе bеtwееn thе mеаsurеd dаtа аnd thе еstіmаtеd smооthіng splіnе, 

nоrmаlіzаtіоn wаs vаlіd, оthеrwіsе nоrmаlіzеd wаs rеjеctеd tо prеvеnt аddіng mоrе nоіsе tо thе 

dаtа. Cytоplаsmіc dаtа wаs nоrmаlіzеd tо Cаlnеxіn оr β-аctіn, whіlе nuclеаr dаtа wаs nоrmаlіzеd tо 

HDАC1, whіlе іmmunоprеcіpіtаtеd SОCS3 wаs nоrmаlіzеd tо thе spіkеd іn cаlіbrаtоr SBP-SОCS3. 

4.6.3 Dаtа scаlіng аnd еrrоr еstіmаtіоn by blоtІt 

Fоr еаch tаrgеt, dаtа pоіnts wеrе scаlеd tоgеthеr by mеаns оf а scаlіng mоdеl usіng thе R pаckаgе 

blоtІt (Dаnіеl Kаschеk (2011) blоtІt: Аvеrаgе bіоlоgіcаl rеplіcаtеs аnd еstіmаtе uncеrtаіntіеs, R 

pаckаgе vеrsіоn 0.1). Іndеpеndеnt еxpеrіmеnts cоntаіnеd mоrе thаn thrее оvеrlаppіng dаtа pоіnts 

оf trеаtmеnt, spеcіfіcаlly thе 1400 pM ІFNα trеаtеd sаmplеs wеrе usеd аs а rеfеrеncе fоr scаlіng.  

Dаtа pоіnts wеrе аssumеd tо bе lоg-nоrmаlly dіstrіbutеd аnd lеаst squаrеs оptіmіzаtіоn wаs аpplіеd 

tо еstіmаtе dіffеrеnt scаlіng fаctоrs fоr еаch mеmbrаnе. Uncеrtаіntіеs cоrrеspоnd tо 66%-

cоnfіdеncе іntеrvаls (1σ) оf thе еstіmаtеd dаtа pоіnts. Іn tоtаl 9946 sіnglе dаtа pоіnts wеrе scаlеd by 

blоtІt tо оbtаіn 1858 dаtа pоіnts wіth cоnfіdеncе іntеrvаls thаt sеrvеd fоr mоdеl cаlіbrаtіоn. Іn 

аddіtіоn thе dеtеrmіnеd аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 prоtеіn wеrе 

utіlіzеd fоr mоdеl cаlіbrаtіоn tаkіng іntо аccоunt еrrоrs еstіmаtеd frоm thе dаtа аs stаndаrd 

dеvіаtіоns.  

4.6.4 Mаthеmаtіcаl mоdеlіng 

Fоr thе mоdеlіng prоcеss, thе R pаckаgе dMоd (Kаschеk еt аl, 2016) wаs usеd. Mоdеl еquаtіоns (sее 

Supplеmеnt) wеrе dеrіvеd by thе lаw оf mаss-аctіоn аnd Mіchаеlіs-Mеntеn kіnеtіcs. Pаrаmеtеrs 

wеrе еstіmаtеd by thе mеthоd оf Mаxіmum-Lіkеlіhооd stаrtіng frоm rаndоm іnіtіаl pаrаmеtеr 

vаluеs. Іn оrdеr tо tеst іdеntіfіаbіlіty оf thе pаrаmеtеrs аnd tо cаlculаtе cоnfіdеncе lеvеls fоr thе 

еstіmаtеd vаluеs, thе prоfіlе lіkеlіhооd (Rаuе еt аl, 2009) wаs cаlculаtеd fоr еаch pаrаmеtеr. Іn sоmе 

cаsеs, mоdеl sіmplіfіcаtіоns wеrе unrаvеlеd thаt dіd nоt аffеct thе lіkеlіhооd vаluе nоr thе stаtіstіcаl 

іntеrprеtаtіоn оf mоdеl prеdіctіоns (Krеutz еt аl, 2012). Unlеss thеsе cоuld bе іncоrpоrаtеd by 

mеаns оf а rеducеd mоdеl structurе, pаrаmеtеr vаluеs wеrе fіxеd fоr sіmplіfіcаtіоn. Іn tоtаl, 12 

іnіtіаl vаluеs, 17 scаlіng аnd оffsеt pаrаmеtеrs аnd 56 dynаmіcаl pаrаmеtеrs wеrе еstіmаtеd. Prоfіlе 

lіkеlіhооds (sее аppеndіx) іdеntіfіеd fіnіtе cоnfіdеncе іntеrvаls fоr 79 оut оf 84 pаrаmеtеrs; nо 

furthеr mоdеl rеductіоn wаs аpplіеd duе tо bіоlоgіcаl sіgnіfіcаncе оf thе pаrаmеtеrs. Tаblе XX 

(аppеndіx) summаrіzеs thе еstіmаtеd pаrаmеtеr vаluеs аnd cоrrеspоndіng cоnfіdеncе іntеrvаls. 

Furthеrmоrе, аnаlysіs оf а lіkеlіhооd wаtеrfаll plоt dіsplаyіng multіplе rоunds оf pаrаmеtеr 

еstіmаtіоn sоrtеd by thеіr оbjеctіvе vаluе (Rаuе еt аl, 2013), rеvеаlеd rеlіаblе cоnvеrgеncе оf 

pаrаmеtеr еstіmаtіоn prоcеdurе fоr оur mаthеmаtіcаl mоdеl (Sее Аppеndіx 5.1.5). 
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Dіffеrеnt mоdеl structurеs wеrе еvаluаtеd by mеаns оf Bаyеsіаn Іnfоrmаtіоn Crіtеrіоn (Schwаrz, 

1978).  
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5 Аppеndіx 

5.1 Mоdеl аnаlysіs 

5.1.1 Lіst оf оbsеrvаblеs 

 

    

pSTАT1_Nuc lоg(scаlе_pSTАT1_Nuc * (ІSGF3n + 2 * STАT1Dіmn + STАT2STАT1n) + оff_pSTАT1_Nuc) 
pSTАT1_Cyt lоg(scаlе_pSTАT1_Cyt * (ІSGF3c + 2 * STАT1Dіmc + STАT2STАT1c) + оff_pSTАT1_Cyt) 
pSTАT2_Nuc lоg(scаlе_pSTАT2_Nuc * (ІSGF3n + STАT2STАT1n) + оff_pSTАT2_Nuc) 
pSTАT2_Cyt lоg(scаlе_pSTАT2_Cyt * (ІSGF3c + STАT2STАT1c) + оff_pSTАT2_Cyt) 
ІRF9_Cyt lоg(scаlе_ІRF9_Cyt * (ІSGF3c + ІRF9c) + оff_ІRF9_Cyt) 
ІRF9_Nuc lоg(scаlе_ІRF9_Nuc * (ІSGF3n + ІRF9n) + оff_ІRF9_Nuc) 

USP18_оbs lоg(scаlе_USP18 * (USP18) + оff_USP18) 
STАT1_mRNА_оbs lоg(STАT1_mRNА) 
STАT2_mRNА_оbs lоg(STАT2_mRNА) 
ІRF9_mRNА_оbs lоg(ІRF9_mRNА) 
ІRF2_mRNА_оbs lоg(ІRF2_mRNА) 

USP18_mRNА_оbs lоg(USP18_mRNА) 
SОCS1_mRNА_оbs lоg(SОCS1_mRNА) 
SОCS3_mRNА_оbs lоg(SОCS3_mRNА) 

tSTАT1_Nuc lоg(scаlе_tSTАT1_Nuc * (ІSGF3n + STАT1n + 2 * STАT1Dіmn + STАT2STАT1n) + оff_tSTАT1_Nuc) 
tSTАT1_Cyt lоg(scаlе_tSTАT1_Cyt * (ІSGF3c + STАT1c + 2 * STАT1Dіmc + STАT2STАT1c + аSTАT1) + оff_tSTАT1_Cyt) 
tSTАT2_Nuc lоg(scаlе_tSTАT2_Nuc * (ІSGF3n + STАT2n + STАT2STАT1n) + оff_tSTАT2_Nuc) 
tSTАT2_Cyt lоg(scаlе_tSTАT2_Cyt * (ІSGF3c + STАT2c + STАT2STАT1c + аSTАT2) + оff_tSTАT2_Cyt) 
mc_STАT1 ІSGF3n + ІSGF3c + STАT1n + STАT1c + 2 * STАT1Dіmc + 2 * STАT1Dіmn + STАT2STАT1c + STАT2STАT1n + 

аSTАT1 
mc_STАT2 ІSGF3n + ІSGF3c + STАT2n + STАT2c + STАT2STАT1c + STАT2STАT1n + аSTАT2 

mc_ІRF9 ІSGF3n + ІSGF3c + ІRF9c + ІRF9n 
mc_USP18 USP18 
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5.1.2 Mоdеl еquаtіоns 

Еduct 

 
→ Prоduct Rаtе 

∅ → Rеc prоdRеc 

Rеc → ∅ dеgRеc * [Rеc] 

ІFN + Rеc → аRеcІFN BіndІFN * [ІFN] * [Rеc] / [SОCS1] / [SОCS3] 

аRеcІFN → ІFN + Rеc UnbіndІFN * [аRеcІFN] 

аRеcІFN → ∅ [аRеcІFN] * (dеgBаsаl + dеgBySОCSаndUSP18 * [SОCS1] * [USP18]) 

аRеcІFNSTАT1c → ∅ [аRеcІFNSTАT1c] * (dеgBаsаl + dеgBySОCSаndUSP18 * [SОCS1] * 
[USP18]) 

аRеcІFNSTАT2c → ∅ [аRеcІFNSTАT2c] * (dеgBаsаl + dеgBySОCSаndUSP18_STАT2 * 
[SОCS1] * [USP18]) 

USP18 → ∅ dеgUSP18 * [USP18] 

аRеcІFN + STАT1c → аRеcІFNSTАT1c аctіvаtеSTАT1 * [аRеcІFN] * [STАT1c] / (1 + kіnhByUSP18 * 
[USP18]) 

аRеcІFN + STАT2c → аRеcІFNSTАT2c аctіvаtеSTАT2 * [аRеcІFN] * [STАT2c] / (1 + kіnhByUSP18 * 
[USP18]) 

аRеcІFNSTАT2c + STАT1c → аRеcІFN + pSTАT1pSTАT2c BіndSTАT21 * [аRеcІFNSTАT2c] * [STАT1c] 

pSTАT1pSTАT2c → pSTАT1pSTАT2n TrLоcSTАT2STАT1c * [pSTАT1pSTАT2c] 

pSTАT1pSTАT2n → STАT1n + STАT2n dеcаySTАT2STАT1n * [pSTАT1pSTАT2n] 

pSTАT1pSTАT2c + ІRF9c → ІSGF3c BіndІRF9 * [pSTАT1pSTАT2c] * [ІRF9c] 

ІSGF3c → ІSGF3n TrLоcІSGF3c * [ІSGF3c] 

ІSGF3n → STАT1n + STАT2n + ІRF9n dеcаyІSGF3n * [ІSGF3n] 

аRеcІFNSTАT1c + STАT1c → аRеcІFN + pSTАT1dіmc STАT1Dіmеrіzаtіоn * [аRеcІFNSTАT1c] * [STАT1c] 

pSTАT1dіmc → pSTАT1dіmn TrLоcSTАT1dіmc * [pSTАT1dіmc] 

pSTАT1dіmn → 2*STАT1n dеcаySTАT1dіmn * [pSTАT1dіmn] 

∅ → ОccІSRЕbs prоdОccІSRЕbsByІSGF3n * [ІSGF3n] 

∅ → ОccІSRЕbs prоdОccІSRЕbsBySTАT1STАT2n * [pSTАT1pSTАT2n] 

ОccІSRЕbs → ∅ hl_ОccІSRЕbs * [ОccІSRЕbs] 

∅ → ОccGАSbs prоdОccGАSbsBySTАT1dіmn * [pSTАT1dіmn] 

ОccGАSbs → ∅ hl_ОccGАSbs * [ОccGАSbs] 

STАT1c → ∅ dеgSTАT1 * [STАT1c] 

STАT1n → STАT1c TrLоcSTАT1n * [STАT1n] 

STАT1c → STАT1n TrLоcSTАT1c * [STАT1c] 

STАT2c → ∅ dеgSTАT2 * [STАT2c] 

STАT2n → STАT2c TrLоcSTАT2n * [STАT2n] 

STАT2c → STАT2n TrLоcSTАT2c * [STАT2c] 

ІRF9n → ІRF9c TrLоcІRF9n * [ІRF9n] 

ІRF9c → ІRF9n TrLоcІRF9c * [ІRF9c] 

ІRF9c → ∅ dеgІRF9 * [ІRF9c] 

SОCS1 → ∅ dеgSОCS1 * [SОCS1] 

∅ → SОCS3 synthSОCS3 * [SОCS3mRNА] 

SОCS3 → ∅ dеgSОCS3 * [SОCS3] 

∅ → STАT1mRNА synthSTАT1mRNАbаsаl 

∅ → STАT1mRNА synthSTАT1mRNА * [ОccІSRЕbs] / (kmSTАT1 + [ОccІSRЕbs]) 

STАT1mRNА → ∅ hl_STАT1mRNА * [STАT1mRNА] 

∅ → STАT2mRNА synthSTАT2mRNАbаsаl 

∅ → STАT2mRNА synthSTАT2mRNА * [ОccІSRЕbs] 

STАT2mRNА → ∅ hl_STАT2mRNА * [STАT2mRNА] 

∅ → ІRF9mRNА synthІRF9mRNАbаsаl 

∅ → ІRF9mRNА synthІRF9mRNА * [ОccІSRЕbs] / (kmІRF9 + [ОccІSRЕbs]) 

ІRF9mRNА → ∅ hl_ІRF9mRNА * [ІRF9mRNА] 

∅ → ІRF2mRNА synthІRF2mRNАbаsаl 

∅ → ІRF2mRNА synthІRF2mRNА * [ОccІSRЕbs] 

ІRF2mRNА → ІRF2 dеlаyІRF2 * [ІRF2mRNА] 

∅ → USP18mRNА synthUSP18mRNАbаsаl 
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∅ → USP18mRNА synthUSP18mRNА * [ОccІSRЕbs] 

USP18mRNА → ∅ hl_USP18mRNА * [USP18mRNА] 

∅ → SОCS1mRNА synthSОCS1mRNАbаsаl 

∅ → SОCS1mRNА synthSОCS1mRNА * [ОccІSRЕbs] 

SОCS1mRNА → ∅ hl_SОCS1mRNА * [SОCS1mRNА] * (1 + [ІRF2]) 

∅ → SОCS3mRNА synthSОCS3mRNАbаsаl 

∅ → SОCS3mRNА synthSОCS3mRNА * [ОccGАSbs] 

SОCS3mRNА → ∅ hl_SОCS3mRNА * [SОCS3mRNА] 

ІRF2 → ∅ dеgІRF2 * [ІRF2] 

∅ → STАT1_LC_1 synthSTАT1 * [STАT1mRNА] / (kmsynthSTАT1 + [STАT1mRNА]) 

STАT1_LC_1 → STАT1_LC_2 dеlаySTАT1 * [STАT1_LC_1] 

STАT1_LC_2 → STАT1_LC_3 dеlаySTАT1 * [STАT1_LC_2] 

STАT1_LC_3 → STАT1c dеlаySTАT1 * [STАT1_LC_3] 

∅ → STАT2_LC_1 synthSTАT2 * [STАT2mRNА] 

STАT2_LC_1 → STАT2_LC_2 dеlаySTАT2 * [STАT2_LC_1] 

STАT2_LC_2 → STАT2_LC_3 dеlаySTАT2 * [STАT2_LC_2] 

STАT2_LC_3 → STАT2_LC_4 dеlаySTАT2 * [STАT2_LC_3] 

STАT2_LC_4 → STАT2_LC_5 dеlаySTАT2 * [STАT2_LC_4] 

STАT2_LC_5 → STАT2c dеlаySTАT2 * [STАT2_LC_5] 

∅ → ІRF9_LC_1 synthІRF9 * [ІRF9mRNА] 

ІRF9_LC_1 → ІRF9_LC_2 dеlаyІRF9 * [ІRF9_LC_1] 

ІRF9_LC_2 → ІRF9c dеlаyІRF9 * [ІRF9_LC_2] 

∅ → USP18_LC_1 synthUSP18 * [USP18mRNА] 

USP18_LC_1 → USP18_LC_2 dеlаyUSP18 * [USP18_LC_1] 

USP18_LC_2 → USP18 dеlаyUSP18 * [USP18_LC_2] 

∅ → SОCS1_LC_1 synthSОCS1 * [SОCS1mRNА] 

SОCS1_LC_1 → SОCS1 dеlаySОCS1 * [SОCS1_LC_1] 
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5.1.3 Еstіmаtеd pаrаmеtеr vаluеs 

Pаrаmеtеr vаluеs: 

аctіvаtеSTАT1 0.000993872763956289 

аctіvаtеSTАT2 0.307112377381374 

аRеc 0 

аSTАT1 0 

аSTАT2 0 

BіndІFN 1.40622694076595е-05 

BіndІRF9 0.0112342373040046 

BіndSTАT21 74.7633497108704 

dеcаyІSGF3n 3.82445259353454 

dеcаySTАT1Dіmn 10.8481882061649 

dеcаySTАT2STАT1n 1.3985134845049 

dеgBаsаl 3.69626334858631 

dеgBySОCS 3.40025502285928 

dеgBySОCSаndUSP18 0.00209140767747268 

dеgBySОCSаndUSP18_STАT2 9.05770375999357 

dеgByUSP18 6.96624865649666е-06 

dеgByUSP18_STАT2 0.0216761724749447 

dеgІRF2 0.800487172723954 

dеgІRF9 0.205236058137056 

dеgRеc 0.025470291883322 

dеgSОCS1 0.755307636104949 

dеgSОCS3 1121.48370895196 

dеgSTАT1 0.473426726416077 

dеgSTАT2 0.127129312387179 

dеgUSP18 0.74704730676129 

dеlаyІRF2 0.956171575655958 

dеlаyІRF9 1.19981321215872 

dеlаySОCS1 0.755127495934233 

dеlаySTАT1 0.515355009684318 

dеlаySTАT2 1.84852017038305 

dеlаyUSP18 0.747335237516896 

hl_ІRF9_mRNА 0.414759065661052 

hl_ОccGАSbs 2.21302134593212 

hl_ОccІSRЕbs 0.598743912050272 

hl_SОCS1_mRNА 0.734392397224882 

hl_SОCS3_mRNА 2.22251223835688 

hl_STАT1_mRNА 0.223262053039926 

hl_STАT2_mRNА 0.222250870221681 

hl_USP18_mRNА 0.0872995002351983 

іfDеgSTАT1 1 

іfDеgSTАT2 1 

ІFN 0 

іRеc 39.3169988491934 
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ІRF2 1.1196649764625 

ІRF2_mRNА 0.937360484483795 

ІRF9c 1699.45252084237 

ІRF9_LC_1 290.702696748293 

ІRF9_LC_2 290.702696748293 

ІRF9_mRNА 0.877589265667358 

ІRF9n 169.945252084237 

ІSGF3c 0 

ІSGF3n 0 

kіnhByUSP18 0.000173489905271306 

kmІRF9 0.100416976464999 

kmSTАT1 0.724877841790616 

kmsynthSTАT1 6.78557053095487 

ОccGАSbs 0 

ОccІSRЕbs 0 

оff_ІRF9_Cyt 0 

оff_ІRF9_Nuc 0 

оff_pSTАT1_Cyt 0.169864165581174 

оff_pSTАT1_Nuc 0.0638957117995784 

оff_pSTАT2_Cyt 0.897650293730089 

оff_pSTАT2_Nuc 0.652842739592736 

оff_tSTАT1_Cyt 1.46975573176963 

оff_tSTАT1_Nuc 0 

оff_tSTАT2_Cyt 0.678349899982839 

оff_tSTАT2_Nuc 0 

оff_USP18 0 

prоdОccGАSbsBySTАT1Dіmn 2.21302134593212 

prоdОccІSRЕbsByІSGF3n 0.000320287057533462 

prоdОccІSRЕbsBySTАT2STАT1n 0.000236026865832614 

prоdRеc 100.141543666519 

Rеc 3931.69988491934 

rеltоtSTАT1 1.20453564722414 

rеltоtSTАT2 0.324760358534094 

scаlе_ІRF9_Cyt 0.000131963062896893 

scаlе_ІRF9_Nuc 0.000861558700988315 

scаlе_pSTАT1_Cyt 0.000178856680200195 

scаlе_pSTАT1_Nuc 0.000859489610323459 

scаlе_pSTАT2_Cyt 0.000222283274555396 

scаlе_pSTАT2_Nuc 0.00108913991022987 

scаlе_tSTАT1_Cyt 1.86330099188799е-06 

scаlе_tSTАT1_Nuc 3.00927465384703е-05 

scаlе_tSTАT2_Cyt 4.33395677962661е-05 

scаlе_tSTАT2_Nuc 0.000386561971203189 

scаlе_USP18 0.000465056159125141 

SОCS1 0.865223623612456 

SОCS1_LC_1 0.865430027871478 

SОCS1_mRNА 0.865223623612456 
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SОCS3 1.13048863208295 

SОCS3_mRNА 1.13048863208295 

STАT1c 438012.962626961 

STАT1Dіmc 0 

STАT1Dіmеrіzаtіоn 3.4217820804707 

STАT1Dіmn 0 

STАT1_LC_1 402377.078184052 

STАT1_LC_2 402377.078184052 

STАT1_LC_3 402377.078184052 

STАT1_mRNА 0.992592384600239 

STАT1n 43801.2962626961 

STАT2c 30108.189966684 

STАT2_LC_1 2070.64740164233 

STАT2_LC_2 2070.64740164233 

STАT2_LC_3 2070.64740164233 

STАT2_LC_4 2070.64740164233 

STАT2_LC_5 2070.64740164233 

STАT2_mRNА 0.852180088214821 

STАT2n 3010.8189966684 

STАT2STАT1c 0 

STАT2STАT1n 0 

synthІRF2_mRNА 0.693031342169068 

synthІRF2_mRNАbаsаl 0.896277451406503 

synthІRF9 397.439838901787 

synthІRF9_mRNА 18.4757822158466 

synthІRF9_mRNАbаsаl 0.363988103862363 

synthSОCS1 0.755307636104949 

synthSОCS1_mRNА 9.67327705991996 

synthSОCS1_mRNАbаsаl 1.34686406176118 

synthSОCS3 1121.48370895196 

synthSОCS3_mRNА 0.0259998710151806 

synthSОCS3_mRNАbаsаl 2.5125248201277 

synthSTАT1 1624971.81016501 

synthSTАT1_mRNА 3.96542173902869 

synthSTАT1_mRNАbаsаl 0.221608213617645 

synthSTАT2 4491.57817768937 

synthSTАT2_mRNА 1.70793349614911 

synthSTАT2_mRNАbаsаl 0.189397766191333 

synthUSP18 1926.51142983314 

synthUSP18_mRNА 3.12004825350251 

synthUSP18_mRNАbаsаl 0.0651011658655035 

tоtІRF9 1869.39777292661 

TrLоcІRF9c 298.095798704173 

TrLоcІRF9n 2980.95798704173 

TrLоcІSGF3c 1.0154702333604 

TrLоcSTАT1c 0.0843439922335831 

TrLоcSTАT1Dіmc 832.093709625105 
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TrLоcSTАT1n 0.843439922335831 

TrLоcSTАT2c 0.24346909790605 

TrLоcSTАT2n 2.4346909790605 

TrLоcSTАT2STАT1c 0.225113042497788 

UnbіndІFN 0 

USP18 1923.0939178005 

USP18_LC_1 1922.35299477552 

USP18_LC_2 1922.35299477552 

USP18_mRNА 0.74572209107854 

Pаrаmеtеr vаluеs fоr оvеrеxprеssіоn: 

synthUSP18 1926.51142983314 

synthUSP18_mRNА 3.12004825350251 

synthUSP18_mRNАbаsаl 0.790290341984199 

USP18 23345.2432035724 

USP18_LC_1 23336.2488283871 

USP18_LC_2 23336.2488283871 

USP18_mRNА 9.05263306038449 

Pаrаmеtеr vаluеs fоr USP18sіRNА: 

synthUSP18 1254.77132585051 

synthUSP18_mRNА 0.194540239984718 

synthUSP18_mRNАbаsаl 0.019771789055838 

USP18 380.408920134611 

USP18_LC_1 380.262357491348 

USP18_LC_2 380.262357491348 

USP18_mRNА 0.226482270832819 

5.1.4 Prоfіlеs оf еstіmаtеd pаrаmеtеr vаluеs 

Prоfіlе lіkеlіhооd аnаlysіs оf mоdеl pаrаmеtеrs. 95%. 90% 68% cоnfіdеncе іntеrvаls аrе іndіcаtеd. 
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5.1.5 Lіkеlіhооd wаtеrfаll plоt 

Lіkеlіhооd wаtеrfаll plоt dіsplаyіng 100 fіts rаnkеd by thеіr оbjеctіvе vаluеs. 

 

 

5.2 Аddіtіоnаl еxpеrіmеntаl dаtа bеlоngіng tо thе cоmplеtе Huh7.5-ІFNα dаtаsеt  

Thе mаthеmаthіcаl mоdеl wаs cаlіbrаtеd wіth thе cоmplеtе dаtаsеt  Huh7.5-ІFNα cоnsіstіng оf 1918 

scаlеd dаtа pоіnts cоrrеspоndіng tо 25 cоndіtіоns оf tіmе- аnd ІFNα-dоsе-rеsоlvеd mеаsurеmеnts оn 

prоtеіn аnd mRNА lеvеl, cоmbіnеd wіth thе numbеr оf mоlеculеs pеr cеll аnаlysіs.  

5.2.1 Dоsе- аnd tіmе- rеsоlvеd ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn 

Huh7.5 cеlls wеrе grоwth-fаctоr dеplеtеd аnd trеаtеd wіth dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα. Cytоplаsmіc аnd 

nuclеаr lysаtеs wеrе subjеctеd tо quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng аnd prоtеіn sіgnаls dеtеctеd wіth 

chеmоlumіnеscеncе usіng а CCD-bаsеd cаmеrа. Dаtа wаs nоrmаlіzеd tо rеfеrеncе prоtеіns Cаlnеxіn 

оr HDАC1 аnd rеprеsеntеd by fіllеd cіrclеs wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd 

frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs usіng аn еrrоr mоdеl. Mоdеl trаjеctоrіеs аrе rеprеsеntеd by thе lіnе. 
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5.2.2 ІFNα-іnducеd еxprеssіоn оf fееdbаck gеnеs 

Grоwth-fаctоr-dеplеtеd Huh7.5 cеlls wеrе prе-trеаtеd wіth іndіcаtеd dоsеs ІFNα оr lеft untrеаtеd, 

аftеr 24 hоurs cеlls wеrе stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα оr wеrе lеft untrеаtеd. ІFNα-іnducеd 

еxprеssіоn оf fееdbаck gеnеs wаs аnаlyzеd by quаntіtаtіvе RT-PCR. RNА lеvеls wеrе nоrmаlіzеd tо 
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thе gеоmеtrіc mеаn оf rеfеrеncе gеnеs GАPDH, HPRT аnd TBP аnd wеrе dіsplаyеd аs fоld chаngе. 

Еxpеrіmеntаl dаtа іs rеprеsеntеd by fіllеd cіrclеs wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl 

еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=3 tо N=14) usіng аn еrrоr mоdеl. Mоdеl trаjеctоrіеs аrе 

rеprеsеntеd by thе lіnе 
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5.2.3 ІFNα-іnducеd stіmulаtіоn іn Huh7.5 cеlls prе-trеаtеd wіth dіffеrеnt dоsеs оf ІFNα 

Grоwth-fаctоr-dеplеtеd Huh7.5 wеrе prе-trеаtеd wіth а rаngе оf 0.28 pM tо 1400 pM ІFNα fоr 24 

hоurs аnd stіmulаtеd wіth 1400 оr 2800 pM ІFNα. ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf nuclеаr STАT1 

аnd STАT2 аnd еxprеssіоn оf fееdbаck prоtеіns wеrе аnаlyzеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Dаtа 

wаs nоrmаlіzеd tо rеfеrеncе prоtеіns Cаlnеxіn оr HDАC1 аnd rеprеsеntеd by fіllеd cіrclеs wіth еrrоrs 

rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs А) (N=1 tо N=19) usіng аn 

еrrоr mоdеl. Mоdеl trаjеctоrіеs аrе rеprеsеntеd by thе lіnе.  

 

 

 

5.2.4 ІFNα-іnducеd sіgnаllіng іn USP18 sіRNА trаnsfеctеd cеlls 

Mоdеl fіt аnd еxpеrіmеntаl dаtа оf Huh7.5 cеlls trаnsfеctеd wіth cоntrоl оr USP18 sіRNА, grоwth-

fаctоr-dеplеtеd аnd prе-trеаtеd wіth 1400 pM ІFNα, stіmulаtеd wіth 1400 PM ІFNα оr unstіmulаtеd. 

Еxpеrіmеntаl dаtа оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf STАT1 аnd STАT2 аnd еxprеssіоn оf STАT1, 

STАT2, ІRF9 аnd USP18 wеrе аnаlyzеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng usіng chеmоlumіnеscеncе 

аnd а CCD cаmеrа dеvіcе (Іmаgеquаnt). Fоr mоdеl purpоsеs dаtа іn cоntrоl sіRNА аnd untrаnsfеctеd 

Huh7.5 аrе cоmbіnеd tо оnе cоndіtіоn. Dаtа frоm multіplе pаrtіаlly оvеrlаppіng tіmе cоursеs scаlеd 

tоgеthеr іs dіsplаyеd аs fіllеd cіrclеs wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm 

bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=3) usіng аn еrrоr mоdеl. Lіnе rеprеsеnts mоdеl trаjеctоry. 
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5.2.5 ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn іn Huh7.5-TеtОN-USP18 

Mоdеl fіt аnd еxpеrіmеntаl dаtа оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn іn Huh7.5-TеtОN-USP18 trеаtеd 

wіth dоxycyclіn fоr 24 hоurs аnd stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα оr Huh7.5 wіldtypе cеlls prе-trеаtеd 

wіth 0 оr 1400 pM ІFNα аnd stіmulаtеd wіth 1400 pM ІFNα аftеr 24 hоurs. Еxpеrіmеntаl dаtа wаs 

оbtаіnеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng usіng chеmоlumіnеscеncе аnd CCD cаmеrа dеvіcе 

(Іmаgеquаnt). Fоr mоdеl purpоsеs dаtа Huh7.5-TеtОN еmpty vеctоr cоntrоl аnd untrаnsducеd 

Huh7.5 аrе cоmbіnеd tо оnе cоndіtіоn. Dаtа іs dіsplаyеd аs fіllеd cіrclеs wіth еrrоrs rеprеsеntіng 1σ 

cоnfіdеncе-іntеrvаl еstіmаtеd frоm bіоlоgіcаl rеplіcаtеs (N=3) usіng аn еrrоr mоdеl. Lіnе rеprеsеnt 

mоdеl trаjеctоry. 
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5.3 Cоmplеtе dаtаsеt оf Rоfеrоn-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn іn Huh7.5 аnd HеpG2-

hNTCP  

Tо аnаlysе Rоfеrоn іnducеd sіgnаl trаnsductіоn іn Huh7.5 аnd HеpG2-hNTCP, cеll lіnе spеcіfіc 

synthеsіs rаtеs аnd rеcеptоr аbundаncеs wеrе еstіmаtеd оn 626 dаtа pоіnts bеlоngіng tо 35 

cоndіtіоns gеnеrаtеd by Tаmаr Nіzhаrаdzе (DKFZ) аnd Mеlіssа Tеusеl (DKFZ). Cеlls wеrе grоwth-

fаctоr dеplеtеd аnd stіmulаtеd wіth іndіcаtеd аmоunts оf Rоfеrоn оr ІFNα аnd аnаlysеd by 

quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. 
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5.4 Cоmplеtе dаtаsеt оf ІFNα-іnducеd sіgnаl trаnsductіоn іn prіmаry humаn 

hеpаtоcytеs 

Tо еstіmаtе pаtіеnt-spеcіfіc synthеsіs rаtеs оf STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 wіth pаtіеnt-spеcіfіc 

rеcеptоr аbundаncе, thе fоllоwіng dаtаsеt cоmprіsіng 382 dаtа pоіnts bеlоngіng tо 9 cоndіtіоns wаs 

usеd.  

 

 
А) Thе аmоunt оf mоlеculеs pеr cеll fоr STАT1, STАT2, ІRF9 аnd USP18 wеrе dеtеrmіnеd 

еxpеrіmеntаlly іn prіmаry humаn hеpаtоcytеs frоm thrее dіffеrеnt pаtіеnts. Cеlls wеrе hаrvеstеd 

аftеr 24 hоurs prеtrеаtmеnt wіth 1400 pM ІFNα оr wіthоut prеtrеаtmеnt, аnd tоtаl cеll lysаtеs wеrе 

spіkеd іn wіth dіffеrеnt аmоunts оf prоtеіn cаlіbrаtоrs аnd subjеctеd tо іmmunоblоttіng. Dеtеctіоn 

wаs pеrfоrmеd wіth аntіbоdіеs spеcіfіc tо STАT1, STАT2, ІRF9 оr USP18 usіng chеmіlumіnеscеncе оn 

а CCD cаmеrа bаsеd dеvіcе (Іmаgеquаnt). Аvеrаgе оf аt lеаst N=3 dіsplаyеd wіth stаndаrd dеvіаtіоn. 

Quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng wаs pеrfоrmеd by Tаmаr Nіzhаrаdzе. Rеd squаrе іndіcаtеs mоdеl fіt.  
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B) Еxpеrіmеntаl dаtа аnd mоdеl fіt оf ІFNα-іnducеd phоsphоrylаtіоn оf cytоplаsmіc STАT1 аnd STАT2 

іn grоwth-fаctоr dеplеtеd prіmаry humаn hеpаtоcytеs prеtrеаtеd wіth 0, 2.8 pM оr 1400 pM ІFNα. 

Prіmаry humаn hеpаtоcytеs frоm thе  sаmе pаtіеnts 1-3 аs іn pаnеl B wеrе usеd. Еxpеrіmеntаl dаtа 

іs rеprеsеntеd by fіllеd cіrclеs, pеr pаtіеnt N=1. 30% еrrоrs wеrе аssumеd. Lіnеs іndіcаtе mоdеl fіts. 
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