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Yumema: Xymranet RAW  264.7
Makpodar SCUHH CHUCTEMJ] BaJIbIIPOATUNH
XYWI3pP YYCIAIIAX 3CUHH MPOrpaMMUMIICaH
YX3I]1 JUMOMNOUCAXapUANHH HeJleer
TOJOPXOMIICOH cyzanraa XapaaxaH
XUUTIPATYH Oaliraa Hb DSHOAXYY Ccyjairaar
ABYYJax YHIICIANI O0JUI00.

XoparmmradxyyHn ©Oa apra 3yi: RAW
264.7 makpodar 3CUiH OCTOBPUNT allIUTIIaH
acuiH ampapax yaasapsir MTT apraunanaap,
acuiiH mporpammuwicad yxiauur TUNEL
aprauiasaap, YYpruiiH AKCIPECCUNT
MMMYHOOJIOTUHT IIWHXHWITI3I33p TYyC TYC
TOJIOPXOUJICOH.

Yp ayu: Jlunononucaxapu1 Hb alONITO3bIH
yeuiiH yypryyasir (caspase 3 and poly (ADP-
ribose) polymerase (PARP)) napanryiincuaap
BAJIBIIPOATHAH XYWIdIP YYCIAIAIX OCUNH
yXi?dc  xaMmraamk — Oaifcan.  OHAXYY
JUMOMONIMCAXapUANMH Xamraajgax HUIIBXU
Hb BaJIbIIPOATHMH XY4Iddp enaeernex pS3
YYPIUHUT WAIBXTYHKYYJICIHTIH X01000TOM
Oaiican.  TyyHWIdH  Junomnonucaxapuj
Hb aloNTO3bII ejeerd yypryyasir (Bax)
JApaHTyWIDK, XapuH aronTo300C XaMraanard

YYPryyabIT (Bcl-2) UIPBXKYYIICOH.
TpaHckpunumitH (bakTopyy/bIH (p53,
NF-«xB) XUMUIH UHTHOUTOPYYIBIT

alumiacaH Oaranraaxyyjiax MIHHKWITIH
JUMOIONIMCAXapUANMH Xamraajgax HUIIBXU

naBTarjacaH. Tomn JlalK penenTopbiH Oycan
muranayyn (Pam3CSK4, poly I1:C, CpG DNA)
Hb JIMTIOTIOJUCAXapUIUNAH AWl Xamraajiax
HJI3BXTI TOJOPXOMIOTICOH.

Jyraaar: Oarasp yp IyHID3C YHASCIIH

JUMOMNONUCAXapua  Hb  TPAHCKPHUMLMIH
¢akropyynein  (NF-xB, p53) xapunnan
YHATWINIP BaJIBIIPOATUIH XY4I93p

YYCTAI/I3X ACUMH IpOrpaMMYMIICAH YXJIIAC
Xamraaspk OaifHa.

Tyaxyyp yr: BamenpoarslH —xyuwi,
JUMOMOUCAaXapUa, ICUMH MPOrpaMMUMIICaH
yxo1, pS3, p65

Cy)]a.]'ll"aal—lbl AXKJIBIH YHAICJIIJI

XaBnapblH 3cpar SMYMITIIHUN
rol  3apuMM  Hb  XaBIapblH  3CHUUT
MIPOrpaMMUMIICAH YXAJJ (alonTo3/) OpYYIK
ycTrax siBgaid M. AMNONTO3bIH JIOXHO
JAMXKYyylnax  MEXaHU3MUHI  aMyKWITTal
YOUPJCAHAAp XaBAApPbIH ASMYWITIIHUN Yp
OYHT HAIMATAYYJI3X, HOreeTdryyp s3pyyl
ACUIT amomnTo300C Xamraanax O0oJoIoor
OommdHA onrox OariHa. CYyJIMHH KUITYYAT
XaBIapblH OJCPAT OJIOH OyJdr sSMyyauir
TypUIIK OaiiraaruiiH JOTOP TUCTOH YyprUiT
ANeTHITYHKYYJIATY SCTATUIH UHTUOUTOPYYT
(Histone Deacetylase inhibitor, HDACH)
MX39XHPH aHxaapan Tartax Oaiiraa oM. ['mcton
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YYPrUUIr  aueTWITYIKYYJIdrd — OCIITUMHH
UHTUOWTOPYYAd Hb XaBlap JapaHryiiard
pS3 yypruiir aneTmnKyyimk, GocopKyyimk
UIPBXKYYIDXUHH ~ 39pOrdd 3C  J3Xb
XYPUMTIQIBIT  HAIMATAYY/DK  MHTOXOHJIPHIH
MeMOpanbl TAIMTIMAT yycranar (Hacker et al.
2011; Chen et al. 2011; Kawano et al. 2010;
Condorelli et al. 2008). U naBx3kCcaH pS3 yypar
Hb MHTOXOHJIPBIH TaJiHa MeMOpaHbI HIBUMX
Y4anBapell  HOMOTIOYYIDK,  MHTOXOHJIPBIH
MeMOpaH XOOpPOHJBIH 3aBCPbIH 3aiiHaac
UToXpoM C 3CTATHiiH SUTrapaiThIl HXICTIK,
yIMaap KacIdiC yypruir HIIBXKYYIAAT
(Shen et al. 2001). MUTOXOHIPBIH amOINTO3
Hb Jnapanryitnara (Bcl-2, Bcl-Xi) 6o1on
uIdBXKyymdrd  (Bax, Bak) yypryyasix
xappliaaraap 3oxunyymarggar (Green et
al. 2009; Zilfou et al. 2009). D> OGyxH?I3C
XapaxaJl THCTOH YYPTHHUT alleTUATYHKY YT
ACTATMMH HMHTUOUTOPYYN Hb P53 yypruiiH
HUWJIDTKAITUUAT UX3CTICHIP MUTOXOHIPHIH
IAMTIMUT YYCTK ACUUT aronTo3]l OpyyJiaar
6aitna (Hacker et al. 2011; Chen et al. 2011;
Kawano et al. 2010; Condorelli et al. 2008).
OBepmernr Oyc napxjiaaHbl Xapuy ypBaj
Hb Ton Jlaiik Penentopoop, TJIP (TLR, Toll-
like receptor) namxun epueer. Ogooroop 10
rapyi Oymar penentopyysd TOIO0PXOUIOTI00 T
Oaitna. TJIP-yyna eepcmmiiH nuraHarait
xonborncoHoop OeeMuiiH (akrtop Karrma
b (nuclear factor (NF)-xB), mmtoren’sp
WIPBX)KHX KWHa3a yypryya (mitogen-
avtivated protein kinases, MAPKSs) 33par
TPAHCKPHUIIUNH (PaKTOPY yABIT UAIBXOKYYIAIT
(Kawai et al. 2010). NF-kB, Erk1/2 MAPK
WJIPBXIDKCOHIIP ACHHH amblpax YaaBapbil
HAMArnyyaaar (Prasad et al. 2010; Henson
et al. 2006) 6on C-Jun N-terminal kinase
(JNK), p38 MAPKS yypryya uI3BXIKCIHIIP
anmonTo3bIH nporeccuir mMKAT (Peter et al.
2003). I'ncron yypruiir aneTuiaryixyyJsisrd
ACTATUHH ~ HMHTHOWTOpyymaap  YYCTAIAdX
armonTo3blH Mexanusmp TJIP-33p epeermex
TPAHCKPUMIUKWH  (PAaKTOPYyIABIH  HOJIeer
TOJIOPXOMJICOH Cynayiraa Oaixryi Oaiiraa Hb
HHAXYY XKJIBIT 3XITYYII3X YHAICI O0II100.

CynanraaHs! a’kJbIH 30pHIITO

AnonTo3bH JIOXHO JaMXKyyJ1ax
MEXaHu3MJl eBepMell Oyc  JapXJaaHbl
Xapuy ypBajlaap C3I3II3X TPAHCKPHUMLMIH
(haKkTOpBIH HOJIeeT TOIOPXONIOX

Cynanraanspl a:KJIbIH 30PWJIT

1. RAW 264.7 wmakpodar 5c31 T'HCTOH
YYPIUUI aLEeTWITYMKYYJIOrd 3CrOrMiH

UHTUOUTOPOOP  YYCIAIIAPX — aroNTO3bIH
JOXHO JaMXKyysax MEXaHU3MHUNT
TOLOPXOUIIOX

2. AnonrossH JOXHUO JaMXKyyJax

mexanusMa Tomr Jlaiik PeunenTopoop
(TJIP) 0100r16X TPaHCKPUIILIMIH
(aKTOpPBIH HOJIOOT TOIOPXOMUIOX

3. AnonTo3biH OOJIOH ©BOpPMeOIl JAApXIIaTbIH
Xapuy ypBaJblH XapwilaH YHIWIdIAWNH
MEXaHHU3MBIT UHTHOUTOP YYPIbIH
TycIaM)KTaii Oaranraaxyynax

Cynanraansl Xap3nAIAIXYYH 0a apra 3y
JcuiiH 6CroBop

Xynranel makpodar RAW 264.7 scuiir
UJPBXTYWKYYIC3H 5%-H TyrajablH X33JUNHH
uiingae  (FBS), anTuOMOTHKHMIH XOIHUMOT
(penicillin G, streptomycin, amphotericin B)
aryyncas acuiiH opunng (MEM, RPMI 1640
medium) opuuna 5% CO2-uiiH YUNTIIUTIN
37°C XaM11 6CTOBOPIIOCOH.

JdcuilH  aMbApax 4YajaBap TOAOPXOJI0X
M HKHAIT)

RAW 264.7 scuiir 96 HYXT3H 3CHilH
TaBraHJ HYX Tyc Oypt 2*10°4 sc Oaiixaap
TOOLIOX 12 aruiiH Typii 6CreBePIIOCOH. DT
TUCTOH YYPTHUT A€ THIITYKY YJI3TY CIITHITH
UHTUOUTOPYYI, TJIP-nitn JIUTaHY YA
XUk 24 maruiiH Typm Oaiinrana. DcuitH
ampapax uaasapsr 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2-H-tetrazolium (MTT)
O6omuceiH Oynarmanraap Togopxouiacod. MTT
Hb dcuitH HAJI/HAJI® xamaapant pemykrasa

Opyyn monouiin rabopamopu 2019, Nel()

24



AOPAAM IIUHXUITIOHUN OI'Y YJIJI

dbepMeHTUIH YHIwimmIp ¢opmazaH IdX
HWJI siTaaH eHTWiH ‘‘yycnarryil” OomuchIr
YYCTIAT. DHY OHreT ypBall A33p YHIICIH
ACUIH MUTOXOHJPBIH peayKTa3a (GepMEeHTUIH
XOMMKIIIIIP TyXalH 3CHUH aMbJl 3COXUNUT
TOIOPXOMIIIIOT.

AMONTO3 WIPYYJIIX HIHHKUITII

RAW 264.7 scuiir 12 naruiin typm 60
MM-UIH 3CUIH ecreBpuiiH TaBranm 5*10°5
ac/mit Oaiixaap TOOIOXK XUUIII. DCII TUCTOH
YYPrUUI  QUETWITYHXKYYJI3Id — OCIOTUHH
UHTUOUTOPYYA, TJIP-nitn JIMTAHY Y[
Xuik 24 uparuiin Typm Oainracan. 9c¢a3d
1%-1 mapadopmanbaeruguiin yycmang 15
MUHYTHIH Typul, 1apaa Hb 70%-H 3Tanony 12
[aruiH TypI 03X>KYYJIC3H. BaxoKyyncan ¢33
TUNEL apraunansin naryy oyaua. bynarncan
3c33 yraardy Oydepadp yraaHa, ynmaap
rMTerH JJHX-r Tamasmx yyemanaap 37°C-
1 1 maruiin Typin Oyanaa. Mar»x GainracHsl
Jlapaa 3CHMH CyCHEH333 LEeHTpU]Yyras
1 mu 3aitnary Oydepasp yraax, 100 mxn
5-6pom-2>-neokcuypuayu  S»-tpucdocdar
3CPAr OMEeHiiH yycMall H3MX CYCIIEeH3 YYCIK
(1:20 of fluorescent anti-BrdUTP antibody
diluted in rinse buffer) xapanmxyiig 1 mar
6aitnrana (BrdUTP, 5-bromo-2>-deoxyuridini
5>-triphosphate). bynarncan scyynuiir FACS
aHaIM3aToOPT (GIIOPOCUEHIMIH HIIBXIKIIIP
Hb IIMHXWDK TOAOPXOUIUIOO.

Yypruiin IKIPECCHUT
HMMYHOOJIOTHHI INMHKHJIITI)

TOAOPXOHJIOX

RAW 264.7 scaac yypruiir xainmyymnard
yyCMaJIblH  TyCJIaM’KTall  siraH  aBCaH.
Xaitmyynard yycmaibid Hawpnarasg 1% SDS,
5 muM EDTA, 10 maM mepkantostanod, 15
HAK/MIT hocoTaz 007I0H poTeas3 HHrHOUTOP
TyC TyC aryyiHa. YYpPruilH KOHLICHTPALMUT
TOIOPXOWJIK, MKW XOMKIOHHUU YYPryyabir
reiib ANeKTpodope300p TYWAIT2K
XYHAMWH OSKAHTp Hb siracad. lenb
JI99pX  YYPIYYAbIT LAxXWwiraaH Xy4IdJIHiH
TyclaMKTairaap 1maacaH MeMOpaH J39p
HIWJDKYYJK, MEMOPaHBIT X0JIOOTIOX aHX1ary

acparoue’dp OyacaH. XonaOoracoH mapxaH
Oypapnuiir Tysiapard 6oauc Oyxui xo€paord
acparoue’p WIpyyadx Oereej Tysapard
OOMCHIH APUYUMAIP HB JapXaH OypAdT J9Xb
0ail yypruifH sKCIIpeCCHIT TOI0PXOMIIIOO.

Craructuk 0010BCpPyyIaaT

Typumnteia YTITYYZAbIH CTaHAApT
XazaiiaTaap WIdPXUIUDK, XaMruiiH Oarajgaa
3 TypWIMITBIH Yp AYHI TOJIeeNyyJdX yIra
6osiroH aBcaH. TypIIMITEIH OOJOH XSHAITHIH
OYNryyAuitH XOOPOH/IbIH CTATUCTUKUIH YHAH
Maraarail snraar CriogeHTuitH T TecTIdp
ToopXoiIcOH. p<0.01 yTTBIr CTaTUCTUKUIH
YHOH Marajarau siraarai ra»k TOOLJI00.

Yp ayn
Baabnpoarbin XYWINIH IHAJTraauT
ICUIH MPOrpaMM4mJICaH yXJmlac¢

JIMIomoJiMcaxapublH XaMraaJjicaH AYH

RAW 264.7 makpodar 3¢371 BaabIpoaTbiH
xywuitn (BX—wuifH) 3¢ Xopayynax Heseer
MTT WHHXUAITIII3p CYAADK IIWHKHUICOH.
RAW 264.7 scan 24 uaruiin typin eep eep
KoHIeHTpauuTaii BX-a3p  yiimwmxon 1
MMOJIb, 2 MMOJb TyHraap BX-wuiir xmiixon
3C XOpAyynax YWI4ada y3YyJdXryil Oaiiraa
X31ui 4 4 MMonb TyHraap yiuramixag MTT-
uitH uaBxU 52% xyptan 6yypcan (3ypar 1A).
BX-—niin mantraant scuiid yxana JIIC—uiin
HOJIOOJUIMIT Japaaraap Hb CyAajicaH. Y YHI:
axmadn 1 maruitn typur JINIC—wuitr 0,1 Hr/mo,
1 Hr/mi, 10 Hr/MJ TyHraap Tyc Tyc yHITYMIDK
yamaap BX-uiir 4 mmons, 8 MMoOIIb TyHraap
yilmauimk 24 naruiin Typun Oaiinraxan BX—
93P OJO6rACOH JCHMH YXJIIC rapuraaryu
xaMmraaipk Oaifcan. 3ypar 1B-s3c xapaxan
4 mMonb BX-33p YHIUMIICOH TOXHOJIOJNT
OCUHH YXJII3C XaMIMWH XY4YTdH Xamraajnk
Oaiiraa JIIIC-uitH TyH Hb | Hr/mn OaiiHa
(Bypar 1B). BX-uiiH sc Xopayynax eHiep TyH
0onox 8 Mmoaba 4 JIIIC HE MOH XaMraamk
Oaitna. JIIIC panraapaa ocuifH aMbapax
4a/iBapT HOJIO® Y3YYJIIIIYH.
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3ypar 1. BaabnpoarbiH XYWIIIp 6/100116X
ICHUH YXJIIIC JUIONMOJIUCAXAPUANIAH
XaMraaJjicas JyH.
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(A) RAW 264.7 scuiir BX-uiin X311 X319H
TyHraap 24 uaruiiH typuwr yimauiacsH. (B)
RAW264.7 scuitr JITIC-33p 1 nar yiimumicHuit
napaaraap BX-uitnH 4 Mmmoib 00J10H 8 MMOJTB
TyHraap 24 nar yWi4duiaciH. DCUHH ambapax
yaaeapbll MTT muHXKHAITIAM3p YHIJICOH.
TypmmnTeir Xamruiin Oaragaa 3 yaaa gaBTax
TOJIOONTYYJIdX YP AYHT Y3YY/dB. A, * p <0.01
XSHAITBIH OYyJArT i xapeuyyncan. B, * p
< 0.01 BX pmanraap yWrduwicoH OyJdrTau
XapbIlyyJICaH.

BanbnpoarbiH XYWINIH IHAJITTAAHT ICHIH
YXJI193¢C JIMMOMOJIMCAXAPH/I XaMTaaJICaH TYH

BX-uiin mantraant scuiitH yxiasac JIIIC
XaMraanax YWmainn OaiiHa yy, BX yHax9p
AC XOpAYyYy/Iax Helee y3YYJDK Oaiiraa scaxuiir
06p MIMHXWIMZHUN apryynaap HIMHXWIDK
xapyynaB. BX-33p yimumicon RAW 264.7
acuiir 24 mar OainracHel gapaa JIIIC-p
YHTWIBXTYUD3p MOH YHITYUIICOHUM Jlapaa
TUNEL apraap Oymax JIHX-uitH xscruiir
wipyyicsH. BX-33p  HemneesnceH  3cyya

ypcran s¢ toonyypsid anmaparanag TUNEL-
’epar acyyl Oymarmax — TOMIPIIIBLIIHD.
Oepeoep xa11691 JITIC-uiir xuiixasc emae BX-
39p yimumicsH acyya Hb TUNEL-3eparasp
Oymarmaxx Oaiiraa Hb BX-39p HeneenceH
acuiin yximac JIIIC xamraammar O07I0XBIT
Wwpxuiliok OaiiHa (3ypar 2A).

3ypar 2B-n MMMYHHOOJIOTHHT
WUHKAATHUE apraap JIIIC-uiir xwmiixasc
emHo BX-niiH Heneenneec 60k caspase-3,
PARP yypruiiH HI3BXHKIUUT TOXOPXOMIIK
Oaifraa 6a BX-uiiH manTraant 3cuiH yXJIHHUTr
JIIIC ©p pmapanryiyk  Oaifraar  Oaraimk
xapyyimk OaitHa. Dcon BX-aap yitmuwman 24
naruiiH Typm OaiviracHel gapaa JITIC-wmiir
XUWTIT MOH XUWITYHI?3p TOMOPXOMIICOH
MMMYHHOOJIOTUHT ~aHajau3aap LIMHKIXO
PARP Gomon caspase-3 yypruitH 3amapcaH
xacryyn — Tomopxouiornok,  JIIIC Hb
JTapaHTyHDK OyWT HOTOJDK OaifHa.

3ypar 2. BaabnpoarbiH XY4J39p 6/160I116X
JCHIH NPOrpaMMYNJICAH YXJIHUT
JIMIONOJIUCAXAPHU] JAPAHTYHJICAH AYH.

[JPARP
[ Caspase 3

[N)
T

Control
LPS

VPA

- LPS +VPA

Cleaved/uncleaved
protein ratio
T

ell number —>

0

(kDa)
-116

-89

PARP | 8 # = % g
—

- [\/T\

Cleaved PARP

Fluorescence intensity —» Caspase 3 -35

-19

Cleaved caspase 3 -17

Actin —43

Ps - + - +
VA - - + +

RAW 264.7 scuiir axmasn JIIIC-uin 1
HI/MJ TyHraap | naruiiH Typun YHITYHIDK
yamaap BX-uitH 4 mmonb TyHraap 24 nar
yimuauiacsH. (A) DcuifH mporpaMMymicaH
yxoma opcod scuur TUNEL muH)uarasrasp
tonopxoitncon. (B) 3amapcan caspase-3
(cCasp-3) 6omoH poly(ADP-ribose)
polymerase (cPARP), nuiit caspase-3 (pro-
casp-3) 6010H poly(ADP-ribose) polymerase
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(pro-PARP) YYpruiiH JKCIIPECCUIT
MMMYHOOJIOTUHTHIH apraap TOIOPXOMJICOH.
Jlotoon xsiHanTaap aKkTUHBIT TOJOPXOMJICOH.
TypmmnTeir xamruiid 0aragaa 3 ymgaa 1aBTax
TOJIeeTYYIIdX Yp AYHT Y3YYJIIB.

P53 yypraap HMI3BXHUKCIH BaJbIPOATHIH
XYWIMAH IAJATraaHT JCHHH  YXJIMHAT
JIMTONOJINCAXAPHUA JAPAHTYHJICAH AYH

BX Hp  MUTOXOHIpPHUI  aAIlONTO3bIT
eleery  yypar O6omox p53  yypruir
bochopKyymK, aueTHIDKyYJIcaHaap 3CHIH
yxmuiir  Hexuenayynmar (Hacker et al.,
2011; Kawano et al.,, 2010; Condorelli
et al., 2008). BX-33p Hexuemancen p53
yypruitn  gochopxkcon  xan6apr  JIIIC-
UIH HOJIOOJUIANT UMMYHHOOJIOTHHT
HMIMHKHWITIATRP MHHKWICHH. MHrxon p53
yypruitn = ¢ocopxuntuiir BX  mimspxuit
uxacracoH. BX-ap eneernex pS53 yypruiin
dochopxkunruiir JIIIC xuiicauii gapaa 6apar
1 Oypan papanryitican (3ypar 3). JIIC
naHraapaa p53 yypruiiH (ochopKUATHNAT
Oara 33par H3MAIAYYJICHH.

3ypar 3. Jlunonosmncaxapua Hb
BAJILIIPOATHIH XY4JI33P 6166r10X
3CHIH NPOrpaMMYMJICAH YXJIMHI
AapaHryiiaxaaa pS3 yypruia

.0
S 15}
™ p—
wn
[ %
@ 1.0
Q.
o
S 05F
172
(o]
A o
o 0 L= ‘_‘ | —|
(kDa)
Phospho-p53 - — =53
P53 | W - —| - 53
ACHn | w——— ey, g | — 43
LPS - + - +
VPA - - + +

dochopxuaThir OyypyyscaH ayH.

RAW 264.7 scuiir sxmon JIIC-nitn 1 Hr/
MJI TyHraap | mar yHIuwWiCHMM Japaaraap
BX-uitn 4 wMMonp TyHraap YHIYMIICOH.
®ochopxcon pS53  Oomon  HHHAT  p53
YYPTUiiH 3KCIPECCUHT HUMMYHOOJOTHHTUIH
LIUHKWITAIIIP  TOXOPXOWICOH.  [lotoon
XSIHaNT OONTOH AaKTHUHBIT  TOIOPXOMJICOH.
Typmmareir xamruiin 0arajaa 3 yaaa gaBTax
TOJIOOIIYYJIDX YP AYHI Y3YYJICOH. YypruiiH
TOJOOHBI HATTpaJBIr UMIIK K mporpamm
ammmiad rogopxoisicod. *p < 0.01 man BX-
93p YHITUMIICOH OYIATTIH XaphIyyscaH.

BaabnpoarblH  XYWIMHH — INAJTraaHT
3CUIH YXJI3¢ pS3 yypruiir papaHryisok
YPBAYMJIAH COPTHILJICIH YP AYH

BX-uiiH manTtraaHT 3cuilH yxia’dc pS3
YYPrUuiH HWIPBXWKIMAT  JapaHryiiicaHaap
JITIC ©p scHifH yXJIPAC Xamraammk Oairaar
TOIOPXOMJICOH. MTT  mMHXUITIr33p
BX-uiiH manTtraaHt 3cuiH yxona pS3-r
JApaHTyHIarduiiH yp JIYyHT IIaJraxK Y3CHH.
RAW 264.7 »con PFT-a-r 10, 20 MxMoOJb
TyHraap YWrdwpk 1 mar OGaiiracHel aapaa
BX-uiir 4 Mwmosb TyHraap YATUWIDK 24
naruiin Typm Oainrana. 3ypar 4A-n BX-33p
YATYUIICOH 3cuiiH yxiauir PFT-o xuiicH?3p
ACUUT yXJPAC Xamraammk Oaiiraa Hb MTT-H
UIPBXWKINNH OyypanTaap xapargax OaliHa
(14%-p xamraamk Oaiina). Ilaamutaan
BX-33p Hexuenacen caspase-3, PARP
YYPryYAbIH UIDBXWAIUUT pS3 napaHryiyican
Heyee Oairaar TOMOpXOWJcoH. 3ypar 4B-n1
MMMYHHOOJIOTHHT aHaM3aap BX-m9p
HexuenaceH caspase-3, PARP yypryyabin
uPBXWKIHT PFT-0 Mamarnaxyiin Oyypyymxk
Oaiiraar uipyysicaH 6a BX-witH mantraant
scuiiH  yximac  JIIIC  xamraanmax — yin
axwuiaraang pS3 yypruiiH OyypanT uyxal
OOJIOXBIT XapyyJDK OaiiHa.
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3ypar 4. BaabnpoarbiH XYWIddp
0/106I716X ICHITH MPOrPaAMMYMJICAH YX3JIT
P53 yypruiiH HHTHOUTOPBIH HOJIOOT
TOAOPXOMJICOH JIYH.

CJPARP
@ Caspase 3

0 bem——— d}
PARP

Cleaved PARP
Caspase 3

o

[—JNone
. VPA

"L

PFT-a - 10 20 - 10 20

o
o

Cleaved/uncleaved
protein ratio

(kDa)
G S e |- 116

—— |- 89

~ -

Ve A Y B
= ~~|-19

Cleaved caspase 3

Actin -43
PFTla” =+ = i+

VPA - - + &

(A) RAW 264.7 scuiir 10 Gomon 20
MkMonb PFT-a—aap 1 nar yimuwimk yiamaap
BX-uiin 4 Mmoub TyHraap 24 nar yYWI4HMIiICcHH.
OcuiiH  yxmuiir  MTT  mmHXWIr3rsp
TOJOPXOUJICOH. TypunTeir XaMI'MiTH
Oaragaa 3 ymaa JaBTax TeJIOONYYIIX YP
OYHT y3yymoB. *p < 0.01 BX-uitH manraap
yimauicon OyaarTait xapeiyyncas. (B) RAW
264.7 acuiir 10 mMxmonb PFT-o—aap 1 wmar
yiutumpk ynmaap BX-niin 4 MMounb TyHraap
24 uar yimuuncsn. Caspase 3 6omon PARP
YYPTUiH 53KCIPECCUHT HMMYHOOJOTUTUIH
HIMHKWITIAIIP  TOLOPXOIICOH. 3ajapcaH
OonoH HUUT yypruiiH xapeiaar umdix K
IIPOrpaMM allluIvIaH TOOH yTraap WIIPXUIIIB.

BajabnpoarbiH XYYWIHIH IIAJITIAAHT ICHHH
YXJI23C JIMMOMOJIMCAXAPH XaMraajaxaj
BcL-2, Bax yypryyablH  opoJioor
TOAOPXOMJICOH IYH

BX #p Muroxonapua pS3 yypruir maii
TypraH uaeBXmwKyyaadr (Huacker et al., 2011;
Condorelli et al.,, 2008). MwuToxoHaApUI
BcL-2-1 Oymar yypryya 000X amonTo3uir
eleerdy  OOJOH  XOPHUIJIOTY  YYPryyIblH
YW aXwuUlaraanbl — 30XMIyyiaraag — pS3
yypar opoiaraor. MWHr»k  yiI4uiacsIH3 p
MUTOXOHJPBIH ~ MeMOpaHbl  30XHILyyjra
anjargax qUToxXpom-C 3CraruitH SarapajiThic
UXACIK yaMaap 3H? Hb caspase Xamaapair
YYPTUUT UAPBXUKYYIDK SCUUT YXAJIT XYProHd

(Green and Kroemer, 2009; Zilfou and Lowe,
2009). Bax/BcL-2-mitH xapbliaa 3CHIH
YXJIMAH 30XULYYJITbIH TOJI XYYHH 3YWINKH
uwmpxuimn 6ongor (Mackey et al., 1998)
Oereen 3ypar 5-n1 BX-39p nHexmnenncen Bax,
BcL-2-uitn  mnpoanp  JIIIC-nitH  Heneenen
sMap Oaiiraar WMMMYHHOOJIOTMHI —apraap
manracad. 2Ocan  JHIC-uiir  Xudaryurasp
BX-uiir xuitx 24 naruiin Typi Oaiinrana. 4
MMOJIb TyHraap xuicsH BX Hp Bax yypruiin
UJBXOKIAAT  HAMAIIYYJICOH, xapuH Bcel-
2 yypruiiH 3Kcmpeccuir OyypyyicaH. Bax/
BcL-2-1  xappmaa BX-uiiH  Henleereep
MOIPIIRXYUI UXdcciH. BX-33p HexuenaceH
Bax/BcL-2-1 xapbuaansl ecent Hb JIIIC-33p
napanryinargax Oaiican (3ypar 5). Hoamx
xa1x971 Bax, Bel-2-1 unpang JITIC ganraapaa
HOJIOOJIOXTYH OaiicaH.

3ypar 5. Jlunonosaucaxapua Hb
BAJILIIPOATHIH XY4JI33P 6/160I/13X ICHIiH
NPOrpaMYmnJICaH YXJI3¢€ XamMraajaaxjaaa
PS3 xamaapaJT 3aMbIl JapaHTyHJICaH
JYH.

Bax/Bcl-Z ratio
N
T

o L1l |

— (kDa)
BCl-2 | um s w -28
Bax | = g SR R -20
Actin | e gums oumm @y, 43
LPS - + - +
VPA - - B BS
RAW 264.7 »scuiir JIIC-uiin 1 Hr/

Ma TyHraap | wmar yimuwnk ynmaap BX-
uiiH 4 MMOJab TyHraap 24 nar yHI4HJICOH.
Bax 6omnon Bcl-2 yypruitH skcnpeccuiir

MMMYHOOIOTUHTHITH HIMHKWITIATI3D
Tofopxoincon. Jlotoon XsHAIT OONTOH
AKTUHBI AKCIIPECCUIAT TOJOPXOMIIOB.
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Typuunteir xamruiid Oaranaa 3 ynaa gaBTax
TOJIeeYYIIdX Yp IYHI Y3YY/3B. Bax Gomon
Bcl-2 yypreia marreir Umaiix XK nporpamm
allMIJIaH ~ TONOPXOWK ~ TOOH — yTraap
wpxuidmB. *p < 0.01 vs. BX naunraap
YHITIUIICOH OYIIATTIN XaphIlyyJiaB.

BaabnpoarblH  XYWIMHH — IIAJTrAaaHT
scuitH  yxummiir NF-KB  mpaBXuukciIHIIp,
JHUIIONMOMUCAXAPUA Hb JICHHH  YXJI93C
XaMraaJjicas JIyH

Bax-u Oymer yypryyaelH Har Bcel-
X1 waMaracsu’3p pS3-H yia  axwiaraa
annargaxx NF-kB  uaeBXimbkcsHIp  dcuiiH
aMb/Ipax yaJBapbIr HAMArAYYaar (Schneider
and Kramer, 2011). ©epoeep x3m631 BcL-
X1 Oyypu p53 yypar muHp yycsx Hb NF-
kB-r Oyypyy/mk 5H? Hb 3C YXdX HOXUOI
oonmor (Lee et al., 2008). JIIIC up NF-
kB-r wmmsxmwkyyamsr (Yamamoto and
Takeda, 2010) Gereen 3ypar 6-1 xaparmax
Oaifraaraap BX-uifH mantraant 3cHiiH
yxiac JIIIC xamraanax yingsn ve NF-kB-H
Hejee Oaiiraar Togopxoisicon. D¢y Bayll-
7082-r 5 mkMonb TyHraap, parthenolide-r 5
MKMOJIb TyHraap xuirasn JIIIC-mir xwuiix
| waruiin typui, gapaa Hb BX-uiir xuitbx 24
HaruiiH Typin Oaitnraxaz »arasp Henee NF-
kB-r mapaHryiiacan 3C3XMHUT TOIOPXOWUIICOH.
Wura»k y3oxon MTT mmmxuiarssrasp BX
rapuaaryit oyypyymx ( 50%-p OyypyyscaH )
0aiina, xapun JIIIC up MTT-uitH uaIBXUiir
caibkpyymxk 33%-p xamraamk Oaitna. Uitma
BX-niiH mantraant scuiiH yxmsac JIIIC Hb
NF-kB—uiiH MHruOUTOpUIT AapaHryWink 3¢
XaMmraanax YHiaan y3yyspk Oaiina (3ypar 6).
Parthenolide up 27%-p Oyypyymx, Bayll-
7082 Hb 19%-p Oyypyynax Heneer Tyc Tyc
y3yyacaH Oa parthenolide up Bayl1-7082-c
apail miIyy Xxamraanax yiianTai 6aiina.

3ypar 6. BanbnpoarbiH Xy4wIddp

0/1601716X ICHITH MPOrPaMMYMIICAH YXJIIIC
JunonoJucaxapuanitn xamraanaaxaja NF-
KB-uiiH HI3BXKUJIMUAT TOXOPXOHJICOH AYH.

[ None
[ Bay 11-7082
I Parthenolide
> 1t B o
>
‘g =
*
E *
05
Q
2
©
[
[v4
0
LPS - - - 4+ - + + +
VPA - - - -« + + + +

RAW 264.7 scuiir »xma31 NF-kB-nitn
uHruburop 6oimox Bay 11-7082 (5 MxMonb)
6omon Parthenolide (5 Mkmonb)-33p 1 mar
yitmammk yamaap JIIIC-uita 1 Hr/mn TyHraap
1 mar yimunmx susct Hb BX-uitH 4 MMoib
TyHraap 24 nar yWiduiciH. DCUHH aMmblpax
yageapblr MTT MMHKUATIIMI3p YHAIJICHH.
Typmmareir xamruiin 0arajaa 3 yaaa gaBTax
TOJIOeITYYIIIX Y AYHT y3YY/mB. * p <0.01 BX
JaHraap YHIYHICOH OYJIAITIH XaphIlyyscaH.

BanbnpoaTslH XyWINKH [AITraaHT 3CUINH
yxong TTP-uitn  (TLR-H) nuranayyasixa
HOJIOOT TOIOPXOUIICOH AYH

BX-nitn mantraant scuitn yxang TTP4-
uitn nurana, JIIIC-c ragna 6ycanx TTP-wuitn
JUTaHAYYAbIH YA Iuir cypancad. TTP2,
3, 4, 9-witn muranayyn 6omnox Pam3CSK4,
polyl:C, JITIC, CpGDNA-1 Hb TyC TyChIHXaa
perenTopyyarairaa XoJa0ornox 3CuitH 10Top
06D 0epUIiH 3aMaap JOXHO JaMXKyyJaar. ¢
10mkr/mMn-35p Pam3CSK4, 10 mkr/mi-n9p
polyl:C, 10 mxmons Tynraap CpGDNA-T Tyc
TyC XMIDK, Japaa Hb 4 MKMOJIb BX-uiir xuiix
24 naruitH Typu yiumumicdH. MHrx y3axa1
TTP-nitH anp 4 JUTaHABIT XUKWXIIC OMHO
BX-niiH mantraaHT 3CHIH YXJIPIC OOIK
MTT-nitn undBxu 57%—p Oyypcan xaparmax
Oaitna. TTP-wifH ane 4 nwWrasj gaHraapaa
MTT-nitH umdBXuJ Heleeneeryil. XapuH
Pam 3CSK4 31%-p, polyl:C 31%-p, CpG
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DNA 37%-p tyc tyc BX-miiH mantraaHt
ACUMH YXJII3C Xamraanax YWIwid y3YYJDK
Oaiican (3ypar 7).

3ypar 7. BaabnpoarbiH Xy4/133p

0/106I716X ICHITH NPOrPaMMYMJICAH YXJII3C
JIMTNIONOJTUCAXAPUIHITH XaMraaJjax ypBaJj
NF-KB-uiiH MI3BX/KMJIMHT TOXOPXOMHJICOH
AYH.

[ None
3 VPA
P 1TFrMm = M =
> x
.g **+
’_
-
= 05+t
[
=
©
()]
(4
0
Pam3CSK4 - + - - - + - -
PolylC - - + - - - + -
CpGDNA - - - + - - - +

RAW 264.7 »scuiir TLR-nitn nurangayyn
oomox 10 mkr/min Pam3CSK4, 10 Mkr/mia
Polyl:C, 10 mxmons CpG DNA-33p Tyc Oyp
| mar yimuwpk ynmaap BX-nitH 4 MMmonb
TyHraap 24 naruiid Typi YHWIYHICOH. DCUMH
ampapax yazsapsll MTT mumHxkuarasrasp
yH1CoH.  TypmmaTelr XaMruiiH —Oarajgaa
3 ymaa JaBTax TeNeeNyYJIdX Yp JYHT
y3yymB. *p < 0.01 up JIIIC + BX Oymarrai
XapbLyyJICaH.

XOJIIIMIK

bunamii »HAXYYy cymanraaraap RAW
264.7 ocuiir BX-uiiH manTraaHT yXJdAC
JITIC xamraamx Oaiiraar TOIOPXOMJICOH. DHD
Hb P53 yypruiiH UA3BXUAJIMNAT AapaHTyHIDK
NF-kB yypruiir HIdBXKYYJICIHIIp ICHUUT
armonTo300C¢ xamraalbk  OaitHa. BX-mitn
AJNTraaHT 3CUHH YXd14 Hejneenex BX-—
WUIH UIIBXUTON TYHI ypbJ XMUIICOH ICUNH
CyAaJiraaHj| TOIOpXoisicoH O6aitna (Dragunow
et al.,, 2006). Dudrxyy cymanraaraap BX-
UIH IaJITraaHT anonTo3 Hb P53 yypruiiH
UIIBXIDKIIID HOXLeNIeX MUTOXOHJIPBIH

IMTINAC 00IDK YYCAAT 000X Hb HOTJIOTI0K
OaitHa. bun  cymanraaraapaa  BX-wmitH
manrraadt anonto3uir JIIIC mapanryimk
Oaifraar TOIOPXOMJIOXBIT TIPIYYH 30pUIIT00
6onrocon Oereen maamnuiaan JIIIC v p53
6omon NF-kB -r acmitH nmotop yycaxssc
COPTUIIIIAT.

JIIIC e BX-33p HOX110111COH P53 yypruitH
WJPBXWDKIMUT apaHryiinjar. pS3 yypruiiH
UIPBXIKUAI Hb MUTOXOHIPBIH MeMOpaHbl Yl
aXuularaar ajngarnayynjgar 6a MUTOXOHIPBIH
MeMOpaHbl HABUMMXHI YaHApPBIT HMXICTIHJ.
Wuracamp  caspase-3  6onmon  PARP-n
LUTOXPOM PYyY U6JI06JOrIeITHIT MXICTIH).
WNitexyy pS3 yypruilH WI3BXWXKHWI Hb
MUTOXOH/IPBIH I3MTIJJI XYPIraMK 3CHUT YX3J1]1
XYprax OaifnHa.

RAW 264.7 scuitn BX-33p HexuenaceH
scuiiH  yxmac  JIIC  copruiinnd.  YHoH
X3parTad caspase-3 6onon PARP yypryynuiin
UIPBXIDKIMIT  JgapaHryiupk — Oaliraa  Hb
TUNEL mmmxuarsrsp BX  xuiicHui
Jlapaa YXC3H 3CYYIUHH WIPAJID Xaparjax
Oaitna. BX-33p HexuesnjceH p53 yypruiin
nyeBxwkir papadryinara JIIIC vp BX-
WH MaITraaHT ACUUH YXJIAC XaMraajk
Oaiiraa Hp uyxayn oM. BX-33p HexmennceH
scuid TTP4-nuiin nuraug JIIIC s NF-kB-r
XYUTIH UABXUKYYIIArd 06ree]1 3H? Hb 3CUIMH
MOXJI06C COPTUIIIK 3CUIH aMbJpax yaBapbIr
caibkpyyagar. NF-kB wmasxmwkcanssp BX—
WIH [IAITTaaHT alonTO300C COPTHIIIIAT.

TTP-yyn 6onmox TTP2, 3, 9 nurannyyn
MyD88 xamaapant Oo0JIOH xamaapair
Oyc 3amaap moxuo erd NF-kB -t men n
UJDPBXWKYYIDK THAMSP Hb 3CUHH  YXJIIAC
Copruiimpx  yyprudr rydmptrasr (Dey et
al., 2008). Nithxyy TTP-uiin nurana Gonox
JIIIC vp BX-—93p HOXLOIACOH anonTo300C
NF-kB—T ua3sBXuKyYJICIHIIP COPTUMIIAT.

NF-kB 06a p53 yypruilH XOOpOHJbIH
XamaapieIl' aypaax xoparmu. Yysa: NF-
kB Hp p53 yypruiir napanryinna. Yuup Hb
NF-kB vp Mdm2 E3-uiin Tpanckpunuuiir
HOXLOJIYYJJIAT 0a pS3 YYpruiin
HUWJIDTKAITUIT JAPaHTy DK 9CUAH aMbApax
Ya/IBaphIr caibkpyynaar. (Tergaonkar
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et al., 2002). Heree Ttamaac NF-kB-u
TPAHCKpUINIIMWUT pS3 yypar JgapaHryuiaar
(Komarova et al., 2005). Wuarsx»p p53
6onoH NF-kB xoép b xapuinan Oue 6ueH??
XsHaX Oaifinar yyxan yypryya oM. UitHxyy
p53, NF-kB-uiiH X0OpOHIBIH HapHiiH
XapuwilaH Hesieesesl Hb BX—uiiH mantraant
anonTo300C XaMmraajlax MEXaHW3MHUUH IOl
YH/ZI3C IOM.

Bax/Bcl-2-niin xapbliaa Hb MUTOXOHAPBIH
ANONTO3UIH 30XUILY YJITBIH O XYYHH 3Y UITFOM.
MUTOXOHIpBIH TajiHa MEMOpPaHbl H3BYMMXUN
YyaHaphIl  aloNTO3UNI XOPUIVIOIY  yypar
6omnox Bcl-2—uitn Oymar yypar Bcel-2, Bcl-
X1 yypryyn Hb gapanryiiaar 6a ananto3uir
enieeru yypar Oosox Oymdr yypryyn Bax,
Bak Hp oacuitH MeOXNIHUT HOXUIEIAYYJIIAT
(Green and Kroemer, 2009; Zilfou and
Lowe, 2009). bunnuii cynanraaraap BX—uiin
eHJIep TyHraap yycraradx amnomnrtozooc JIIIC
xamraapk Oabiraa xomuii 9 JITIC pganraapaa
ACHUIH aMbJpax 4aJaBapT, TYYHWI?H Bax, Bcl-
2-H WIpAIJI HeJIeesexryil OaiHa.

BX Hp p53 yypruiir ua3BXUKYYJICIHIIP
Bax/Bcl-2-n xaphblaa 0OpUIOTIOK
MUTOXOH/IPBIH MeMOpaHBbI TOMTAIUIT
Hexuenayymnuar. Bax, Bel-2 Oymar yypruiin
Xapbliaa anjarjcaHaac HIaJITraanTK
MUTOXOHJIPBIH TIMTA1 000X ©0a YyH?33C
001K uToxpoM-C 40JI00JIOTOJITHIAT
HOMOTAYYJDK  yIMaap caspase-3  yyprumur
UIIBXIKYYIH?. Bax/Bcel-2 yypruiin xapbliaa
MX3CCIHIIC OOJICOH MUTOXOHIPHIH MIMTIUIT
JIIIC papanryiinHa. DHAXYY Cymajaraaraap
p53  yypruiir  papanryitimx,  NF-kB-r
UIPBXWKYYICOHDp BX-uitH  mantraast
ACUIH YXJI33C COPTUIITHA 33T Hb HOTJIOTIOXK
Oaitna. Tyymssc ramna TTP-uitn nuranpg
oonox JIIIC wp BX-mifH manTraant 3cuitH
YXJIMHAT gapadryisok 6arina. Tyyaumsa TTP—
uitH nuranayyn Hb NF-kB 0a p53 yypruiin
30XHUIYyATa] HOJIOO0JICOHOOD BX-—niin
IAJATraaHT 3CUMH yXJPdc xamraamk TTP
aepar 3cuiiH Oaipang xyprak OaitHa. MHr»x
BX-—uitn mwanrraanT scuiid yxiac JINC—uitr
HOJIOONIYYJDK OCHWH YXJIMUT JIapaHTyWIDK
Oaiiraa Hp BX-uilH rax HeleeHeec

YpbIUYMIIaH COPTUMIIX OOOMIK OJIroXk OaiiHa.

RAW 264.7 »scom BX-uiir 4 MKMOIb
TYHraap YMIWwdXd 3C XOpAyyilax Hellee
Y3YYsok Oaiina. In vitro opunnan BX-uiir mwxwn
TYHraap XaBJIpbIH 3CHIH 3C XopAyyJaaxX TYH
Hb 0,1-7 MKMOJIb-UMH XOOPOHI XAJIOAII3K
Oaiiraa Hb TOTTOOT/ICOH. YHAJIT TaTaJIThIH Y€
nycHel mnasMa BX-niiH TyH 0,5-1 MKMoOIb
Oaiixan >MuniArasHUi TyH Oongor. BX-uitn
In VIiVvo OpYMHJ XyJTraHbl MOJENb alIUIJIaH
XYHHMM OHIATOBYHUI KapLIMHOMA ICUIH 3CPIT
XaBJIPBIH ACPAr HIBBXUTIN TyH Hb 10 mr/
XynraHa OaiicaH 0a PHY Hb 9HY CyJalraaHf
x3pamacdH  BX-uilH  KOHUEHTpanuTan
amItrax Oomoxoop OaitHa (Gerstner et al.
2008, Marks et al. 2009).

DH? Hb In Vivo opuMHI Xyinransl RAW
264,7 scuitr ammnmiacad cypanraans BX-uiin
mantraant dcuiiH yxona JINIC-uiin ypsaunnan
COPTUIUIAX YHITWINIUUT OMITOMKTOM G0rox
Hb COHHUPXOJTOM IOM. DLACT Hb AYTHIX3
RAW 264,7 »scuitn BX-mitH 1manaTraasT
ACUUH YyX214 pS53 yypruH HI3BXHKIUNH
yiIMaac HOXIeJJICOH MHUTOXOHIPBIH I'dIMTAI
Hb 3CUIH yXanJ1 Xyprax Oaitna. Xapun JIIIC
Hb anonTo3uir xopumiord yypar NF-kB-r
UJPBXWKYYIDK, amonTo3Wlr epeerd pS3
YYPTUHH  WIPBXWXIMNUT  JapaHryiicHaap
BX-uiiH manTraanT 3CUAH YXJI93C XaMTraajik
OaifHa TPCOH TYTHANTIH XYpd O0JIOX FOM.
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Background: The effect of
lipopolysaccharide (LPS) on valproic acid
(VPA)-induced cell death was examined by
using mouse RAW 264.7 macrophage cells.

Materials and methods, results: LPS
inhibited the activation of caspase 3 and
poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) and
prevented VPA-induced apoptosis. LPS
inhibited VPA-induced p53 activation and
pifithrin-a as a p53 inhibitor as well as LPS
prevented VPA-induced apoptosis. LPS
abolished the increase of Bax/Bcl-2 ratio,
which is a critical indicator of p53-mediated
mitochondrial damage, in response to VPA.
The nuclear factor (NF)-xB inhibitors, Bay
11-7082 and parthenolide, abolished the

preventive action of LPS on VPA-induced
apoptosis. A series of toll-like receptor (TLR)
ligands, Pam3CSK4, poly I:C, and CpG
DNA as well as LPS prevented VPA-induced
apoptosis.

Conclusion: Taken together, LPS was
suggested to prevent VPA-induced apoptosis
via activation of anti-apoptotic NF-kB and
inhibition of pro-apoptotic p53 activation.

Keywords: Valproic acid,
Lipopolysaccharide, apoptosis, p53, p65
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