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Evyapiotieg

H mopovca dumhopatikr| epyacio exmoviOnke ota miaicwe tov [LM.X  XEyedwwoudg kou
Avantuén Néov Oappoxkevtikov Evocenv, pe katevbouvon Gappokoroyio» Tov TUAUOTOC
®appoakevtikng EKIIA, vro v enifreyn g kobnynplag, Koag Avdpeddov lodvvac. Oa
NBera va gvyapiotiom Bepud v koupio Avdpeddov lodvva yio v EUTIGTOGHVY OV KOV
£de1&e pe v avdabeon g Topovoag PeAETNS, aALd Kuping Ba NBela va TV EVYOPIGTHOW 0T
KOPOIAG Yo TNV amepiypamtn KOAOGUV 0yGmn Kol DTOUOVN TToL Hov £3e1&e, Oyl Lovo ota 2
QVTA YPOVIO, TOV UETATTUYLUK®DV GTOVOMV, OAAGL KOl GE TPOTTVUYLOKO EMined0. Ao TNV TPAOTN
OTLYU 7OV GUVEPYOOTNKOLE, UE EKOVE VO ayomnom Tov Topéa e Papuakoroyiog Kot pe
EVETVELGE VO aoYoAN0d mepetaipm pe to koppdtt avtd. H kupio Avopeddov eivor €vag
AvOpwTOG, 0 0TOI0¢ NTOV EIMKPIVIG OTEVOVTL LLOV OO TNV TPATY GTIYUN] KOl LOV EMIGTUOVE
TIG OLVOATOTNTES OV, CAAR KOL TOL EAATTAOMOTO OV KOl LoV £6MCE TNV EVKALPIN VO GUVEPYOICTTHD

pali g kot vo pabo 6co propovca Kovtd tg. Agv Ba Eeydom TOTE aLT LOG TNV GLVEPYAGTI.

Agv Qo pmopoldoo vo Uy avoeEp® TNV EMINPNTPLL HoL, XPLoTodovAov Avdpidva,
OOAKTOPIKN EPELVITPIEL GTO EPYOUCTNPLO TG kKuplag Avdpeddov lwdvvac, n omolo pe v
KkaBodnynon, aArhd Kupimg Kot Le TNV VooV TG He fondnoe onuavTikd 6To TEPAG AVTAS TNG
gpyaciag. EEapetikd onuovtikn frav Kot 1 Pondeta kot Tpocpopd Tov HETASISAKTOPIKOD
EPELVNTN TOL EPYOOTNPION ZEPIKIMTN ZTVAVOD, O 000G e GTNPIEE KATA TNV SIAPKELD TOV
TEWPAUATIKOV SL0OIKAGIOV 0Td TNV TPMTN KEYPL TV TeAevTaia otiyun. EmmAéov Oa nOela va
EVYAPICTNOM KOl TO VTTOAOLTO LEAT) TOVL EpyooTnpiov Yo Tnv Pondela Tovg 6€ 0TIONTOTE iy
ypewotel kuping Tov petadidoktoptkd epevvnt) Eeevtakn [Havayudtn kot v didaktopikn
gpevvnTpla Nikordov [Tavoyidtog, ol 0woiot e TIG AoTEIPEVTES YVAOGELS TOVG Ie Kabodnynoav
KATA TN O18PKELN TOV TPOTOKOAAOV, OALA KoL TO, VTOAOLTO PEAT TOV EPYACTNPION Y TO TOAD

QKO Kot VYEPIoTO KAILO TOV LLOV TTPOGEPEPALV.

Ba NBela vo LYOPIETACH TOVG PIAOVG LoV, Ol OTTOT0L LoV GTABNKAY TS SUGKOAEG OTIYUECS,
0AAG Kot yapnray pali pov kot tig evydpiotes. Télog, dev Ba uovv €06 oL gipon ywpig TV
OLKOYEVEL OV, TNV UNTEPO LLOV KoL TNV AdEPPT LOL, Ol 0TToieg e ®BovGav va KAve auTd Tov
TPETEL DOTE VO TPOY®PNC® 0T {01 LoV Kot va TETHY® avTd Tov BEA®. OT1 éxm Katapépel To

0QEIA® GE QVTEG TIG OVO YVVOIKEG.
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INEPIAHYH

2xormog: H pebotpegatn (MTX) givar £vag aviipneTafoiitng mov ¥pnoLomoteitol evpEms ot
Ocpamevtik] pe  OV0  OlOQOPETIKEG  YPNOES. Xe  YounAn O6dom  yopnyeitor  ®¢
OVOGOTPOTOTOMTIKOG TTapAyovTog Yo, T Bepameia tng pevpotoedovg apbpitdag (DMARD)
N GAL®V dVTOGVOG®V SLOTOPAYDV, EVD GE VYNAN dOGN MG AVTIKOPKIVIKT Bepameia. Qotdc0, 1)
yopniynon ™ MTX oe younin oArd kot oe vymAn doom £€xel cvoyetiobel e didpopeg
avemBOUNTEG EVEPYELEG, Ol OTOIEG GE APKETEG TEPIMTAGELS Teplopilovv T ypron e, Hetald
TOV omoi®v gival 1 NTATIKY Kot 1 veppikn dvcAertovpyio. Emedn n MTX é€yel onuovtikn
GULVEICQOPU KOl OTOTELEGUOTIKOTITO GTNV OVIWETMOTION TOV TPoovapepBéviav achevelmv,
KPIVETOL OTILAVTIKN 1) LEAETT Kol E0PEGT OLGLAOV, Ol 0TToieg o LTOPEGOVY VO LELDGOVY OVTEC
TIG avemBvunTeg evEpPyeleg Kal va Kabiotobv v Bepamneio pe mv MTX mio aceaii. Avto 1o
poro Ba pmopovoe mBavag va dwadpapaticel pio GAABoOVOA amopovVOUEVN amd TO GULTO
Ampelopsis grossedentata, owcoyévela Vitaceae, 1 dwopopvpioetivn (DHM). Ztmv mapovoa
gpyocio, peletnoape TV TOOVH NTOTOTPOGTATEVTIKY] KOl VEQPPOTPOGTUTEVTIKY OpACT TNG
DHM o¢ pbdeg otovg omoiovg yopnyndnike MTX, kot d1EpgUVNCALLE TOV UNYOUVIGUO LLE TOV OO0
EMTLYYAVOVTOL O1 TPOCTATEVTIKEG OVTEG OPACELG.

MéQodor:  Tlpaypatomomnke yoprynon MTX evdomeprrovaikd (IP) oe poveg tpuodv
drapopetikdv otereymv (C57B16, BALBc, 129/Sv), ®ote vo Bpebel 10 KATAAANAO TELPOLOTIKO
povtélo nrototoikotntog g MTX péow a&loddynone Tov SEIKTOV NTOTIKAG AEITovpYiag
QOTTOPTIKN KO QACVIVIKY QULVOTPOVGPEPAOT]. ZTT GLVEXELD, HoeS 129/Sv tuyatonomnkav o
6 opddeg kot ElaPav gite MTX anag eite DHM amd Tov otopatos yio 5 nuépeg gite ko tov
cuvovacpd MTX kor DHM. Me 10 mépag tmv yopnynoewv £ywve opoAnyio yio. tov
TPOGIOPIoUO SEIKTAOV NIATIKNG KOl VEPPIKNG PAAPNG KOl Ao TIKAG TOEIKOTNTOGC GTO TAAGHLA.
Téhog, Ta Lda evbavatd@bnkay yio v Tapaiapn TOL HTOTOS KL TOV VEQPPOV, TPOG IGTOAOYIKN
aEL0AOYNON KOl AVAALGT TV VITOKEILEV®V UNYovicdv to&ikotntag T MTX kot tpootaciog
¢ DHM.

Anoteréouora: X210 mAGopo tov (Oov Ppédnkav avénuéva eminedo TPUVOUUIVOCHV,
KPEATVIVIG KOl TPOTEIVIKOY KapPovuriov, vrodnidvovtog mbavhy PAAPN oto Amop kot
avénpévo ofedmtikd otpec. H 1otoloywkn a&oldynon tov opydvev, @cotdco, dev £0e1ée
onuavtikég PAaPeg. Ocov agopd Tov vrokeipevo unyovicpd oto frop, 1 MTX eaivetar oti
endyel PAAPN HEo® UNXOVIGUOV TNG amomTtong Kot g eAeypovic. H DHM zepiopiler ™
QAeypovn puéow peimong g ékepaons tov TNF-a , tov p-STAT3 «ot tov p- NF-Kb, kafdg
kot ¢ iNOS. IMapaiinia, 1 DHM mapepfaivel kot 610 amont®TIKO HOVOmATL, KABMG
avaoTpEQEL To avénpéva eninedo g omonTOTIKNG TpoTeivng BAX kot ta uetmpéva enineda
™G AVTIOMOTTOTIKNG Tp®Teivng Bel-xL mwov mapatnpodvion petd and yopnynon g MTX.
Ytovg veppovg, N emPrafng opdon e MTX Paciletor meplocdTEPO GTN AEYLOVY], KoL
MyOTEPO 6TO OEEBMTIKO GTPEG KAl TNV ATOTTOOT|. XTOVG GLOYETILOUEVOVS UE TNV QAEYUOVN
oeikteg, 1 DHM peidvel m oocpopvrionon tov STAT3 «ot tov NF-Kb kafdg ko v
éxopaon g IL-6. Téhog, n DHM mapovoidlel avtio&edmtikég 1010t Tes, Kabds enavapépet
TOL EMMEND, TOV TPAOTEIVIK®V KapPovurlmv mov avEdvovtal vd v enidpacn e MTX 1660
670 Nop OGO Kol GTOVG VEQPOVC.

2oumepaouoro: H DHM é€yel mpootatevtikn Opdorn &vavil e enoyouevng amd v MTX
NTaToTo&IKOTNTAG KOl TNG VEQPOTOEIKOTNTAG TOL HeGoAaPeite amd Tn peimon g eAEYHOVIS
KoL TG andnT®OoNG VO TEPIAAUPAVEL Kot avTIOEEOMTIKES EMOPACELS.



1.I'eviko pépog — Evocaymyn
1.1. MeBotpe&a
1.1.1. Xpnon kot pnyoavicpog dpaong

H peBotpeamm (MTX) eivar évog avtipetafoAitng mov ypnoilonoleitor gupémg o
Oepomevtikiy pe  OV0  OPOPETIKEC  YPNOELG. Xe  youmAn d6om  yopnyeitolr  ®g
OVOGOTPOTOTOMTIKOG TTapdyovTag Yo T Oepomeio tng pevpatogdovs apbpitidag 1 GAA@V
QVTOAVOG®V JOTAPUYDV, EVD G LYNAN 300N MG OVIIKOPKIVIKY Ogpomeio Yo d1dpopovg
TOMOVG KOpKivov, Ommg 1 ogio Aep@oPAooTIKS Agvyalio, TO OCGTEOGOPKMUNTO KOl TO
Aepeopata. O unyoviopuds dpaong g MTX og ynuelodepamevtikod mopdyovto givatl M
mapePPoAn oV Tapay®y Tov TeTPaddPoPLAAKoD o&éoc (THF). ITo ocvykexpiuéva, pHoAg
e10éAel oto kitTapo péocw petagpopiéwv (Reduced Folate Carriers, RFCs), 1 MTX Aoappdvet
TNV TOADYAOLTOMUIKY] HOPPN NG KOl TPOGOEVETOL oYVPA 6T0 €VOLHO  SHOPOPLAAIKNY
oVay@ydoT), OVOSTEALOVTOG AVTOYMVIGTIKE T1 LETUTPOTN TOV d1DOpo@uAAIKOD 0&éog oe THEF.
To THF eivar amapaitnto yio ) Prochvleon tov Tupipidivdv Kot ToV Toupvav, ETOUEVEOS 1
OVEMAPKELWL TOL OVOKOTTEL TN OVVOESN TOL YEVETIKOD VAKOL Kol mopeumodilel Tov
TOAAATAQGLOGUO TOV KVTTAPOL. Mg ToV TpOTO aVTO, TO KOPKIVIKA KOTTOPA, OV £HPaviiouy
TOAD avénuévo pvlpd TOAAUTANCIOGHOD GE CUYKPION UE TO LYW KOTTOPW, TANTTOVTOL
neplocdtepo and T Opdon g MTX ko n e&éMén g vocov meplopiletar. o v
avoG0TpOoTonom Tk dpaon s MTX 1 emikpatéotepn Bewpia epmiéiel v adevocivn, Kabmg
éxel Ppebel 611 1 MTX avactéddel v apwvo-tuidaloro-kapPo&apido-pipovoukieoTidokn
TpavePopvAdon  (aminoimidazolecarboxamidoribonucleotide (AICAR) transformylase)
odnydvtag o avénuéva eminedo AICAR, cvcsompevon kot anshevdépoon adsvosivic.! H
AICAR emumhéov avoaoTéAAel TNV OlOUVACT] TNG 00EVOGIVNG, OTOTE OVOGTEAAEL KOl TNV
Tapay®Yn ocivng amd v adevooivn. H adevosivn givar éva onpatodotikd puopilo Kot pmopet
va Tpocdebel 6g 4 doPopeTIKOVG TOTOVG VITOdoYEmV cvlevyuévav ue G npoteivy, tov Al
vrodoyéa adevooivig (ADORAL1), tov A2a vmodoyéa adevocivng (ADORA2a), tov A2b
vrodoyéa adevooivig (ADORA2b) kot tov A3 vmodoyéa adevooivng (ADORA3). Ztoug
acBevelc pe pevpatoetdn oapbpitda €xel mapoatnpnbel vrePEKEPACT TOV VLTOSOYEMV
00EVOGTIVNG OTO KOTTOPA TOL GVOCOTTOINTIKOV, Apa. achevelg avthig g katnyopiag sivat o
mhovo va ovtamokplBovv oe Bepameia wov mepthapPdver v MTX. H adevosiviy pécwm
onNuaTodoTNoNG Tov A2A vrodoysa £xel MOAAEG emOPAcELS oTa ddpopa €idN KLTTAP®V, TA
omoia. gumAékovtal otnv eAeypovr. o mopddetypa, oto ovdetepdPIAd AVOCTEALEL TNV
TOPAY®OY aviovVIeov vrepoleldion, 6To LaKpOEAYH TPOAYEL TNV UETATPOTY TOVG oo v M1

popen (mpoeieypovaodn) otny M2 (avtipAieypovoodn) kot oto T kOttapo peudver tnv



evepyomoinor tovc. IlapdAinia n onuatoddtnon tov A2A vrnodoyémv oto gvdobniiaxd
KOTTOPO TPOAYEL TNV AYYELOYEVEST] 1| OTOlOL [LE TNV GEPA TG 0dNYel o avENUEVO oldNua og

acBeveic pe apOpitda.? ?
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Ewcovo 1. Xy dounn MTX

1.1.2. To&wdmto ko avemBOunteg evEpyeleg

Kot yuo t1g 600 yprioeig e, n MTX éyxel ovumepiinedel otn Aota pe ta facikd AappHoKo Tov
Hoykocuov Opyavicpod Yyeiog to 2021, vroypappiloviag Ty amoTEAEGUOTIKOTITO TOV
QOPUAKOV og PaciKéG 0vVAYKEG TOV GuoTNUATOG VYEing. [Tapd Tov evBappuvTikd younid Adyo
KOGTOVG-0QEAOVG, M O oLV autia dlakomng ¢ Bepameiag ivar 1 ekdNAwon cofapmv
avem@OpNTOV evepystdv.* > O1mo oNUAVTIKEC avVETIOVUNTES EVEPYELEC EIVOL O1 YOGTPEVTEPIKEC
dtapoyés, M NTOTIKY OLGAEITOVPYIC, T TVELUOVITION, Ol OUUOTOAOYIKEG OTOPOYES, Ol
roméetg, n veppotolikotnta, 1 deppatitida k.o Kpivetat, Aowrdv, okomio va diepevuvnbovv
Ol UNYOVIGHOT TPOKAN OGS TOEIKOTNTOC KOl Vo avevpeBovV mapdyoveg mov Ba Pertidcovy TV

OVEKTIKOTNTO TV 060evav ot Bepamneio pe MTX.

H veppoto&ikdmra eivar oxetikd cuyvn avemBountn evépyelo, aALd EKONADVETAL KUPI®G OE
Oepomeion pe vyning d6ong MTX. H PAdPn ota veppwd coAnvaplo umopel vo givol
amotélecpa Kabvotepnuévng anékkplong Kot dueong emPrafoig dpdong e MTX eni tov
COAMVOPLOKGY KVTTAPOV.S INpoavticd poro eaivetar va Stodpapotilovy ot petapopeic OATPs
(Organic Anion Polypeptides) otnv tpdcinyn g MTX o610 £yyd¢ eomeipapévo cornvépro.’
Hopddinia, té6co 1 MTX, 6c0 kot ot kvprot petaPoiriteg e (7-OH MTX, DAMPA)
yopoktnpilovtar oo pikpn dteAvtdtta o€ 06Evo pH kot pmopel vo cuuPei kotokpivion Tov
popiov N TV HETAPOAMTOV EVTOC TOV VEPPLKOD GOANVAPIOV LE TN HOPEN KPLGTAALOL. TNV
nepimTmon  avt Tmopatnpeitol  EAOTTOUEVOC PLUBUOG  OTEPOUOTIKNG omdnone AdY®
TopeUmOdIoNG,” To emONAMAKG KOTTOPO. TOL EPYOVIOL GE EMOPY ME TOV KPOOTAALO
tpavpatifovral, kot n apdtoon tepropiletal, emipépovtag cofapd Kivouvo o&eglag veppikng
averdpretac.” O o To TOPOTAV®, GE GLVSVAGHO PE TO yeyovog 6Tt 1 MTX kot ot kbpiot

petoforiteg g amopakpvvovor katd 90% pécw tov veppdv, KoboToOV GOQEG OTL M



TOPOVGIK VEQPOTOEIKOTNTOG CUVOOEVETAL OO GTUAVTIKT ADENCT TOV EMTEI®V TOV PAPUAKOV
010 TAGoMO KOl avédvel Tov Kivouvo TPOKANONG Kot GAA®V HOPOOV TOEIKOTNTOS OF
Srapopetikd dpyova kot 16tovg.'’ Enedn Sev exdnidvovtol KAMVIKG GUUMTMOUATO KOTE To
TPOO 6TASIO TNG VEQPIKNG PAAPTS, €ival amapaitnto va topakoiovfodviol 1 Kpeativivn
opov kot to eminedo MTX oto mAdopa katd v évapén g OBepameiag, mpokewévon va
Sramotobel eykaipmg Toxov kabvotepnuévn amékkpion N veppu duchettovpyia.!! Asikteg
UEMUEVNG VEPPIKNG AEITOVPYIOG TTOV TTPEMEL VO, EAEYYOVTAL KOTA TN O1dpKela TG Oepameiog

givar 0 6ykoc Tov ovpov,'’ 1o pH TV 00pmV 1) KPEUTVIVI] 0poD KoL 1 0VPIo. GILATOC.

Mo va amopevybel 1 ekdniwon g veppotofikdtntag, oe Bepameion vYNANC ddoNg
€PAPUOOVTOL VTOGTNPIKTIKG UETPO, OMMG 1) EVUIATMOOT Kot 1) CAKAAOTOINOT TV 00p®V.
Yvviotdrat, eniong, n xopnynon AevkoPopivng. Ilpdxertar yio Evav Topdyovio mov ElGEPYETOL
oto kotTapo ond tov Reduced Folate Carrier (RFC), kot mapéyet oto xuttapo THF, axoun kot
otav M OdpoPLAAIKY avaywydorn eivar oavestoApévn. H  Agvkofopivn etvor moAd
QOTEAECLLOTIKT] OTIV TPOCTACIO OO HVEAOKOTOGTOAY], VEVPOTOEIKOTNTO KOl YOOTPEVTEPIKEG
Swatapayés, oG pmopel ev pépel va PeATOCEL Kot GAAES HOPPES TOEIKOTNTOC, OT™G 1M
veppotofikotna.’ ‘Evac akdun Qoprakoloytkds mapiyoviac amoTELEGHOTIKOC 6T Heloon
TV eEokutTopikdv enmédmv e MTX givarl 1 yAovkapmiddon, mov petatpénel ty MTX otov
avevepyo upetafoiitn DAMPA kot yhovtopikd o0&y, peidvovtag TeMK(O To emimedo TOV
dpaoTiKod Hopiov OV PTAVOVY GTO EGMTEPIKO TOL KLTTAPOV. 'ETo1, 1 veppoto&ikdtnto mov

eEaptdror og peydro Pabpd amd T d6om Tov PappdKkov TeplopileTal ONUAVTIKA.

H nratoto&wdtra, oe avtiBeon pe m veppotofikdtnra, dev gival docoeSapTduevn Kot
umopel va glvar cofapn, €mog kot omentiky ywoo ™ (o1, akOun Kot o YOuUNAng do6omMg
Bepamsvtikd oyfue.'’ O pyaviopdg TpdKANGNG NTATOTOEIKOTNTOG deV £XEL SIEVKPIVIOTEI,
oAAG €ygovv Owntumwbel Tpelg vmobéoelg ot PiProypapic. H mpotn Paciletor oy
gvepyonoinon Tov KuTtdpov Ito, Ta omoia petapépovtal 6Tovg HLEAOTVOPAAGTES Kal EXdyoLV
™V €KKPIOT] KOAAOYOVOL KOl TPOTEIVOV NG HUNTPAG, HE OTOTEAECUN TNV KLTTOPLKN
vreptpogia.'? H devtepn vodeon amodidet tnv 1otk PAAPN 6T HAKPOYPOVIO. EVEOKVTTAPIKY
oveempevcot ™S MTX pe TNV TOAVYAOLTALIKT LOPPT TNG, KOL TNV EXaKOA0VON eEAVTANOT TOV
PvAlkoy ofgoc.” ' Téhocg, 1 mapatipnon oENUEVOV ETTES®V OLOKVGTEIVIIC 6TO TAGGHA
acOevav mov AopBévovy Ogpameio pe MTX' evdéyeton vo vodnidvel ofeldmTikd GTpe
(e&dvtinon NADPH xot peimon ot yhovtabeldovn) 1 dueon kuttopotoélkny dpacTt mwov
0dnyovv oe Mddn dmbnon oto yrap.'®

Toppmve e Tpdceotn perét,!” 1 MTX el6épyeTal 6TO NTATOKVTTOPO HEGH EVOC LETAPOPED.

g komyopiog OATP (dnwg avapépOnke kot yio to eyydg eomelpapévo cwinvapro). [pdkettan



Yo L0 KoTnyopio. OMUOVTIIKOV UEUPPAVIKGOV HETAPOPEMY €16000V Tov puvbuilovv v
TPOGANYT VIPOPOP®V opyaviK®v ovidvtv. O mo peretnpuévog Tomog eivar o OATP1B1, mov
Bpioketor omokAelotikd o1 Poocwkn HeUPpAv TV avOpOTIVOV NMTATOKLTIAPOV Kol
EUMAEKETOL OTN UETAPOPE EVOOYEVAV OVCIOV, OTMG TO, YOMKAE GAOTA, 1 OGTPUSIOAN, M
nwpootoyrovdivn E2 kot moAhdv @apuaxeutik®v popiov petatd tov onoiov ko 1 MTX. H
UEAET TOV LETAPOPEN TOPOVGLALEL EVOLOPEPOV APEVOS Y10 TN UEAETT TOOVIC aAANAETIOpaoTg
POPLAKOV AOY® OVTUYOVIGHOD Y10 TOV UETAPOPEN EVOOKVTTOPIKNG TPOGANYTG, KUl APETEPOV
YL TO. EMIMESD TOV QUPUAKOL TOL PTAVOUV OTO EC0MTEPIKO TWV NTOTOKLTIAPOV MDOTE VO

eleyyBel ko n mBavn TodTNTA GTOV 16TO.

Mo v éyxapn didyvoon mbavig nratikng PAGPnNg mov endyetor omd ) MTX, maiaidtepa
TPOTEWVOTAV 1| GUGTNUATIKY TapakoAoVONoN TV emnedwv TV nratikov evidpov (ALT:
alanine aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase), g aAPoopivng Kot
SEVTEPELOVTMG TA EMIMED A TNG AAKAAIKIG POCPATACTG Kot TNG YorepuBpivng. Nedtepot Kot o
agiomoror deiktec Pacifovrar otn Proyia Ararog (“LFTs”, liver biopsy and procollagen 111
aminopeptide(PIIINP)). T v amopuyn g exdniwong mratotofikdtnroag pmopel vo
yopyMOel cupmMpopo pUAALKOD o&éoc. '

H owpotoroykn toéikdtnta eivar ondvia, oAl mepthappdvetor otic o cofapéc LopeEg
TolIKOTNTOG Kol €xel ovoyetiotel pe kakonOewa. ExdnAdveton pe HUEAOKOTAGTOAN,
Tovkvttoponevia, Opopfokvttaponevia, Asvkomevio kou peyoahoPracticr avoipio.'? O
punyoviopds ToEkOTNTOS 0eVv gival YvaoTtoc, aAAd 1 Opopfokvttaponevia £xel CLGYETIOTEL [E
OmOTTOOY T®V AUOMETOAIV pécm Tov c-Jun N-Terminal kinase (JNK) povomation.”
Avénuévog kivduvog apatoroyikng toSikotntag £xel mopatnpndel oe acBeveic pe veppikn
duoiertovpyia. Xe 6lovg Tovg acheveic, Tpv v Evapén g Oepameing, OALE KOl GUOTNUATIKA

KoTd T Srdpreta oyoyng pe MTX cvvictatal 1) HETPNon OAOV TOV KVTTAP®V TOV aipatog.”!

[Mopd ™ cveTUOTIKA TapaKoAoHONGN TOV 0cBEVAOV KOl TN ¥PTON VITOGTNPIKTIKOV UETPOV
KOl QOPUOKOAOYIKOV TapoyOvVI®mV, OTmc 1 AevkoPopivn Kat 1 YAOLKAPTIOAGT, 1 ekONA®ON
TOV TOPATAV® coRopdv HOpPdV ToEIKATNTAC TEplopilovy UEYPL KOl GTILEPD TN YPNOM NG
MTX. IToAhoil acBeveic, Tov Bo @EEAOVVTOV OO TNV OTOTEAECUOTIKOTITO TOV (POPUAKOV,
KATOPEDYOVV GE OLOPOPETIKA OepamenTikd oyfLata, €TEdN S1BETOVY TAPAYOVTEG KIVOUVOL
eKOMA®ONG TOEIKATNTOC, Kal, TOPAAANAL, £VO TOGOGTO TOV 060EVMY dlaKOTTOLV TN Bepameio
AOY® onuovtikdv Prapdv mov exdyovol and o eapuako. I'io To Adyo avtd To evolapEpPoV
éxel otpagei og véa uopla, to omoia. PaiveTol 0Tt UTOPoHV Vo, BEATUOGOVV TNV OVEKTIKOTNTA
TV acevdv 0TI avembvunTeg evépysieg e MTX.? e npdceotn perét, efetdotnke 1 in
vitro emidpacn 99 Sapopetikdv erofovoedmv otn dpdon Tov petapopéo OTPIB1 xou

eavnke 0Tt o TAnbopa popiov tov avactéAlovy. Onwmg £xel NON avaeepbel, 1 ovacToA TG



EVOOKLTTOPIKNG TPOSANYNG TG MTX amd ta nratokdTrapo pmopel va neplopicet T PAomtikn
eMdpaoN TOL HOPIOV GOTO NMOP KOl VO TPOCOEPEL L0 OTOTEAEGUATIKY] TPOANTTIKN M
Bepamevtikn Avon Evavtt g nratotoéikdttag. Meta&d Tov SpacTikdv eAABoOVOEdOY NTaV

kou 1 Stvdpopvpioetiv (DHM) (avactodi OATP1B1 47%)."7

1.2. Atvdpopvpioetivi (DHM)

H DHM, yvoot) aAldg kot og apmeloyivn, givar po pAafovorn tov gutod Ampelopsis
grossedentata, owoyévela Vitaceae, 1 onoio mepiéyetal o peydin mtocotnta  (20-30 % w/w)
OTOVG KOPTOVG Kol ota @UAAC Tov @uToh. H ovcio avt) £€yel epgavicer didpopeg
(QOPUOKOAOYIKEC  OPACEL OMMG  OVTIKOPKIVIKY, OVIIPAEYHLOVAOON, OavTOWPnTIK)] Kot
avtoéedmtikn. EmmAéov, £xel apketég evepyetiég endpacelc 6To Nrap, LETAED TOV 0ToimV,
Beltidver v Nratikn Asrtovpyio o€ o&ela NmoTIKy VOC0, KOOMG KOl GE OAKOOALKN KOl [N
alkooAtkr Nratik v6c0.2 ! Ty mepintwon g ofsiog nmatikic vocov, £xet Bpedel 6t N
DHM éyet evepyetikn dpdomn, Kabdg PEIDVEL TV EKKPLOT] PAEYLOVOIDOV TopaydvImV OT®S O
Tapayovtag vEKkpmong oykwv tomtov o (Tumor Necrosis Factor alpha, TNF-a) kat endyest tov
NTOTOKLTTOPIKO TOAAATAACIAGHO Kot TNV EMPIMoT TOV NTUTOKLTTAP®V HEC® avEophOpiong
tov JNK (c-Jun N-terminal kinase) povomotiov. Xtnv aAKOOMKN NTATIKY] VOGO QOIVETOL VoL
£YEL ONUOVTIKT TPOCTOTEVTIKN dPACT LEG® OMOTOEIVAOOTG TOV OPYOVIGHOD amd TNV otbavOA,
EMAYOVTOG TOV LETOPOMGUO TNG 0o T NTOTKE EVED LA, EVAD GTNV [T 0AKOOALKY] NTTOTIKT VOGO
emdPa e S1apopovg PNYavicpovs, Letasd Tav onoimv etvat 1 pOBon tov petoforopod Tomv
Mmdiov, 1 ETdPAcT] TNG GTOV UNYAVICUO TOV GIPTOVIVAV (Sirtuins), 1 AVIIPAEYHOVAOING Opdon
UECOH UEIMONG TNG EKQPAONS PAEYUOVOODV KUTOKIVOV Kol LEGH TNG LEIMONG TNG OVTIOTAONS
otV woovAivn. Téhog, oe Tepumtdoelg Kapkivov, peréteg £xovv deilet 6t n DHM emdpd oe
LOVOTATIO. amOTT®ONG Kot EMPiOoNg TV KuTtdpmv, Kobmg kol o€ 0&edoavaymyikd
povomdrtio. [Tio cvykekpéva, ovacTéAAEL TOV TOAAATANGLOOUO TOV KOPKIVIKOV KUTTAPOV
TOV NIATOG HECM TNG avaeToANG TV cyclin-dependant kinases (CDKs). Endyetl tnv améntwon
TOV KOPKIWVIKOV KVTTAp@V HECH evepyomoinong tov pS53-e£apTMUEVOD  OTOTTOTIKOD
LOVOTOTIoD, aEAVOVTOC TNV EKPPUGCT] TNG TPOATOTTOTIKNG TpoTeivg BAX kot g cleaved
caspase-3 Kol LEWDVOVTOC TNV £KQPOOT] TNG AVTIATOTTOTIKNG Tpwteiving Bel2. Tyetikd pe v
ofeboavaywyikn wooppomio, 1 DHM endyet dueca 1 Eppeso v mopaymyn eAevbépwv pilov
ota KopKvikd HepG2 kdttapa 1ov Tatog HEcm Uelmong TG Topayyng yAoutadeidvng Kot
ATP kot péow g avactoing tov Transforming Growth Factor beta (TGF-B). Télog, n DHM

EMALYEL TNV PUTOPOYIOL KOl OVAGTEALEL TV LETAGTAGCT TOV KAPKIVIKOV KUTTAP®V.



H DHM éyer deyBel 611 €xel younAn amoppoenon omd ToV GTOUATOG ALY KOTOVEUETOL OE
dtpopo. dpyove HETOEL vtV kKot 6to Nmap. Xopnynon 100 mg/kg de&tpoicopepoic Kot
pakepkng DHM pe amd Tov 6TtOH0TOC Yopnynon eiye ¢ amotéAeso HEYIOTN CLUYKEVTIPMOT
oto TAdopa 81,3 kot 107 ng/ml kot ypdvoug nuicelog (ong 288 kai 367 Aemtd avtictoyyo. Eitvat
otofepny oe mwo O&vec cvvOnkeg eved G€ 0VOLTEPEC e EAAPPDG PaoiKé, vEioTOTOL

amotkodounon. >

SOUQOVO LLE TIC OPACELS TTOL 101 VITAPYOVV 6T PIAloypapic, Kol TNV TPOSPATN LEAETT TTOV
ovuvoéel T DHM pe tov petagopéa e MTX, @oaivetar va vapyovyv apKeTd oToryeln. Kot
mhovol unyaviopoi, vote va vrootnpydet n vwobeon 6Tt 1 DHM pmopei va ekdniodoet
NTATOTPOCTATEVTIKT| KO, EVOEYOHUEVAC, VEQPOTPOGTATEVTIKY SpAon’> évavtt Tng ToEKOTNTOG
nov emdyeton and m MTX. A&iler va onuewwbei 6011 o1 petagpopeic OATP1B1 vrdpyovv oe
OMOAOYIOL KOl GTOVG EMIHVES Ko TOVG MOES (0at2), dmov gvtomifovtol Kuping 6To AP Kot TOVG
veppovg, emPefordvoviog Ot éva (wikd povtého pmopel vo avadeifer ) Opdom mov
ovapévoue, OCOV  a@OPA TO  CUYKEKPIUEVO  UNXOVICUO  MTOTOTPOCTOCING Kot

VEPPOTPOGTAGIOC.

Ewcova 2. Xnuixn doun DHM.

2. LKomoOg TN gpynoiag

Y70 TOPOV TPMOTOKOALO SOKIUAGTNKOV TPio. SIUPOPETIKE LOVTELD Y10 TNV NRATOTOSIKOTNTA TTOV
endyetar omd ™ MTX og S10popeTikd oTeAEYN LGV Kot apoD ETAEYONKE TO KOTOAANAOTEPO,
puehetnOnke in vivo n mBovi mpootatevtiky dpdorn g DHM (oe 2 d6ceig, 100mg/kg kot
200mg/kg). Emupdobeta, a&ioroyndnkav ot mbavic 1otikég PAdPec oAl Kot ol vokeievol

HOPLaKOl UNyaviolol TOEIKOTNTAG Kot EVOEYOLEVIC TPOCSTAGING GTO NP KOl GTOVG VEQPOUC.



3. lepopotikd pépog

3.1. [lepapatikd Tp®TOKOALO in Vivo

Mo v mopackeon g MTX oe dddvpa katdAinio v evdomeprrovaikny (IP) yoprynon
wpaypatoronnke didlvon otepeng MTX e didAvpua NaOH 0,1 mol/L yio to oynuationd tov
avtioTotyov dvatplov dAatog kot apainorn o PBS 0,1 mol/L pe avoloyia 1:10. Téhog, to pH

pvOuiomke oto 7,4-7,6.

INa ™ yopnynon g DHM napackevdomkay 2 Stapopetikd dtadvpata amd Enpd exyviicua
Vine tea tepiektikdtog 98% o€ DHM pécwm 616Avong o6& uGLOA0YIKO 0pO, LE GUYKEVIPOGELS

11,5 mg/ml ko 23,0 mg/ml yia t1g d60€1g Tov 100mg/kg ko 200mg/kg avrictoya.

To np®dTO 6TAS10 TNE TAPOVCAG UEAETNG TEPIMAUPAVEL TNV ETIAOYT] TOV KUTOAANAOD LOVTELOL
NnatoTo&IKOTNTAG EMAEYOVTOG TO OTEAEXOG LMY 0TO 010i0 ot emdpdoelg g MTX Oa givan
enQaveic, petpnolueg kot Bo. avtamokpivoviol otny enidpacn Tovg katl otov dvipwmo. ['a tov
OKOTO aVTO ypnoomombnkay 3 otedéyn apcoevikdv pomv nikiog 8 efdouddwv (n=5):
C57Bl16, BALB/c kot 129/Sv. Ztovg poeg mpoyuatoromonke apoinyio amd v vroyvadio
oeAéPa kot yopriynon MTX IP ¢ 66on 20mg/kg. H d6on emidéyOnke nue Paon PiMoypapikd

dedopéva’>®!

, KoBMG €xel ypnoomon el o mapdloles in vivo PeEAETEC oe POES. 24 dpeg PLeTd
TN YopNyNom ETAVOAPONKE 1 GLALOYN CILOTOC Yo TNV ToPaAaPr] TOV TAACUATOS Kol TOV

TPOGOOPIoUO SEIKTMV NIATIKNAG PAGPNG. 26 KaTtaAAnAdTEPO oTéAE)OG avadeiyOnie To 129/Sv.

Yoppmva pe o cLAAEYDEVTO amoTteléopata oYESIAGTIKE TO JEVTEPO GTAGIO TNG UEAETNG, TO
omoio oToYevEL oTn dlegpebivion NG MOV TPOOTOTELTIKNG Opdong tg DHM oty

nratoto&ikdTnTe TOV EMAyETON ATd T MTX.
O1 poeg Quylomnkay kot TuyatomomOnkav otig e€Ng 6 opddeg (n=7):

1. Opdda gléyyov: éhaPav puoioloyikd opd gavage ywo 5 nuépeg kot PBS IP v 57
nuépa

2. Opdda DHM 100mg/kg: éhapav DHM gavage oe d6om 100 mg/kg v 5 nuépeg kot
PBS IP v 5n nuépa

3. Opada DHM 200mg/kg: éhafav DHM gavage og 66om 200 mg/kg yio 5 nuépeg kon
PBS IP v 5m nuépa

4. Oupdda MTX: éhaPav euololoyikd opd gavage yio, 5 nuépeg kot MTX IP 20mg/kg v
STnuépa



5. Opéda MTX+DHM 100mg/kg: éhapav DHM gavage oe 66on 100 mg/kg yio 5 nuépeg
kot MTX IP 20 mg/kg v 5" nuépa
6. Opdda MTX+DHM 200mg/kg, DHM gavage yio 5 nuépeg kot MTX IP 20 mg/kg v

S"Tnuépa

- @ | | |

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6

Exova 3. A1oypoglotixi ameicovian Tov in vivo TEPOUATIKOD TPDTOKOLOD.

Tnv 6" uépa, 24 mpeg petd ) yopriynon e MTX, mpayuotorodnke apoinyio and tnv
VIOYVaOio QAEPa.

2 ovvéyeta To Lo evbavotddnkay yio v mopaiafr] wotdv. Eva pépog Tov NTatog Kot Tov
veppov otabepomomBnke oe SdAvpa opuaAdeliong Yo iotoroyikn agloldynon Kot éva GArLo

pépog katayHyOnke og vYPO ALMTO Yo TEPAUTEP® AVOAVCELS.

Mo v 0AoKAP®GT TOL TOPOVTOG TEPAUATIKOD TPMTOKOALOL YPNGLOTOMONKAY CUVOAIKA
65 apoevikol poeg niwiag 10-12 gfdouddwv pe péco Papog 23,0 g. Ot poeg TpEPOVTAV LE TN
ouvnOn epyactnplokn SoTpoPn kaTd PodAnom, eiyov eAevBepn mpdcPacn 6€ avTH Kol GTO
vepd. ‘EloPav v katdAAnin opovtido copeove v 1oydovca vopobecio, m omoin
evappoviomke pe v Odnyia 86/609 tov XZvuPoviiov ¢ Evporaikic Eveoong kot pe to
[Ipoedpikd Avdtaypo (ITA) 160 mepi g mpootaciag TV (O®OV TOL YPNCLLOTOIOVVTIOL Y10,
TEPOLOTIKOVG Kol GALOVG EMLOTNHOVIKOVG 0KOTOUC. To Tepaplatikd mpoTtdKoALo Kal OAEG Ol
dradkacieg yia Cma eykpidnkay and v Ktviatpwni Exirponnic Nopapyiog ABnvov (ApBudg
adelag: 166556/01-03-2021) ko viomombnkav oto Idpvpa latpofroroyikdv Epguvdv g
Axadnuiog AGnvav.

3.2. Avaivon aipotog

3.2.1 Broymuikég avaAvcelg 6To aipo Kot 6To TAGGHO

Kotd v ayoinyio ypnowomomnke nmopiv o¢ avtimnktikd (oe oavoroyio 1:10 Tov
GUVOAIKOU OYKOV Oi[OTOG) MGTE Vo, Topoadnedel TeAMkd To TAdopa. Apyikd, 6TO OAMKO aipa,
TPOGOLOPIGTNKE 0 APIOOG TOV KUTTAP®Y GTOV avTOpaTo avaivtn (Sysmex pocH-100/ V Diff),
®o7TE Vo, S1amoTmBoOV TavVEG HETAPOAEG GTOV apPOO TOV OUOTETAAI®V, AEVKOV 1] EpLOPOV

alpoceopiov oty opudda g MTX, kat av avTtég avTioTpépovtal Le T yopnynon g DHM

Axolovbwg, to aipo @uyokevtpnOnke ota 5000 rpm ywo. 15 Aemtd otovg 25 °C yi v

Toparopy Tov TAACUOTOC, TO 0moio amofnkevTNKE 6TOVG -80 °C.



Y10 mAdopa TpoodlopioTnKay pe poTopetpiky] péhodo ta enineda tov AST, ALT, Foloktikn
Aopvdpoyovaon (LDH) kot n Akkaiiky ©wceatdon (ALP) wg deikteg nroatikng PAGPNG.
Emum\éov, peremnoope xor v mBovy epumiokn g MTX koar g DHM ot veppikn
Aertovpyia. [To cuykekpipéva, peretnOniay ot deiicteg ovpia kot kKpeatvivn opov. H ovpia kot
N Kpeatvivn glval Tpoidvia 7OV TAPAYOVTOL KATA TV OldpKEW TOV HETOPOMSUOD TOV
npoteivav. Kot ot 2 avtég ovoieg petapépovtal amd TV KVKAOPOPIio TPOG TOVE VEPPOLS MGTE
va amekkplBoiv pe ta ovpa. Q6TOGO 0E TEPIMTMOGELG SLUTOPAYNG TNG AELTOVPYIOG TOV VEQPPOD,
Ol 0VLGIEC OVTEG EMAVAPPOPOVTOL KOL ETICTPEPOVY OTNV KLKAOQOpio. ZOUQ®VOE HE TNV
BiMoypapia, n yopriynon MTX oe peydin d6on pmopel va €xel og amotéreoua Ty avénon
™G KpeoTvivng Kot TG ovpiog, TIHEG OV LITOJdEKVVOVY KAmolo o&egia PAGPN TG veEPPIKNg
Aertovpyiac®’. Avtictoa, PiAoypagio oxetikd pe v DHM, avaeépst 6Tt yopiynon me
TPOoKaAEl PEI®ON TOV OEIKTAOV OVTAOV, VTOOEIKVDOVTOS £TGL [0 TPOGTOUTEVTIKY OPAGCT TNG OE
TEPITOGELS VEQPIKTG Suohertovpyiag’. TELog, HeTpiONKaAY To EMIMES O OLOKVOTEIVIG, TTOV £YEL
detyBet 0t av&dvovton katd ) Bepaneio pe MTX kot evdéyetat va pecorafodv 6Ty TpoKANnon
0&e1mTIKOY GTPES.

3.2.1.a Métpnon aoraptikng auivotpovepepdons (AST) alovivikng ouivotpavopepaons (AST)

oto TAdoua.
INa tov mpocdiopiopd g AST ota delypato TAAGHOTOG OV EYOLLE TOPAAGPEL amd KaOe

ouada ypnotponomOnke kit kot 1 pétpnon £yve QOTOUETPIKA.

Apym peboddov

H dpaoctikdtnta ¢ acmaptikig apwvotpovopepdons (AST) mpoodiopiletoanr kivnrikd. H
Tapovsio Tov evOOHOL KOTOADEL TNV LETAPOPA LOG aptvopddag omd 1o popto tov L-
OOTOPTIKOD GTO HOPLO TOV 0-KETOYAOVTAPIKOL 0&E0c. To mapayodpevo oEaro&ikd o&d mapovsio
tov evlbpov unikn aeudpoyovaon (MDH) avayetor mpog L-puniwd o&O pe towtdypovn
o&eidmwon tov cuvevibpov NADH 6e NAD + . H ghdttoon g amoppdenong ota 340 nm eivar
avaioyn g dpactikotntog s AST oto detypa.

o-KETOYAOUTAPIKO L-yAouTapikod
+ GOT +
L-aomapTIKG ofahofikd

ofahofiké + NADH + H* MDH | ynhiké + NAD*

Extéleon Tpocdlopiouov

Apykd mpaypotomotleital avapeién Tov puouoTIKoD SHADITOG He TO dtdAvua vV e
avaroyio 1:5, to onoio enmwaletar otovg 37°C. Iopdrinia, ce ddpavn mAdka 96 Bécewv
tonobetovvtan 20 pl deiyporog, To omoio sivol TAdoua apalouévo e PLoloA0Ykd opod NaCl

0.9% o¢ avaroyia 1:5, @ote va Eyovpe TIHEG EVTOS TV OpiMV £VAIGONGING TNG TEYVIKNG LLOC.



e Ka0e kel petapépovrar 200 pl amd to ddivpa epyaciog kot EeKva dpeco 1 @OTOUETPTION
og unKog kopotog 340 nm kot Beppokpacio 37 °C. AkodovBovv d1ad0yIkég LETPNGELS 6TO 1510
Ko kopatog kafe 1 Aentd Y 3 Aemtd oto gacpatoeetopetpo (TECAN Infinite® 200
PRO). Mg 11¢ mopondved cuvONKeS 0 GUVTEAEGTNG Y10 TOV TPOGOIOPIGUO TNG OPUCTIKOTITOG

Tov ev{huov oto Thdoua £xel Tiun 1746 kot vroroyiletor amd v oyéon:
ASTwny = AA/min x 1746

INo tov mpocdiopiopud g ALT axorovBeital 1 idio axkpipodg dwadikacio, pe ™ povn dopopd
OTL M avtidpacn mEPAOUPAVEL TO 0-KETOYAOLTOPIKO 0&D KOl TNV OANVivi oTe SHADUOTO
gpyaciog Kot 1 41001Kacio KOTAAYEL GTNV avTiOpaoT] TOL TVPOSTAPLAIKOD e 10 NADH y
mv TOPOYDYN L-yohaktikov o&éog.

ALTwn) = AA/min x 1746

3.2.1.p Mérpnon orkolikng pwoparaons (ALP) koi yaloaxtikng apvdpoyovaons (LDH) oto
TAdoo.
INa tov mpocdiopiopnd g ALP ota delypato mAdcpatog mov Exovpe mopaidfet amd kdbe

opdda £ywve ypnon evog kit kot 1 pétpnon £ywve OTOUETPIKA.

Apyn nuebddov

H dpactikdémmra tov eviopov aikoiikn eocoeatdon (ALP) mpocdiopiletan xvntkd. H
napovcia tov eviopov, oe aAkoikd mepipaiiov dabavorapivng (DEA), xatolver v
VIPOAVOT] TOV VTOGTPOUOTOS P- POCPOPIKT VITpoeawvoAn (pNPP) mpoc oynuotiopd g
Eyxpoung Eveong m-vitpoeotvoin. H avénon g armoppdenong ota 405 nm sivor avdioyn g
dpaoctikotnTog ¢ ALP oto dsiypa.

pNPP + Hz0 AP povitpogaivoAn + HsPOs

Extéleon mpocdopiopon

[paypatomroteitan ovape&n Tov puOuoTikoy SoAdpaTog pe To dtdAvpo eviOp®V pe avoroyio
1:6. XpnowomomOniayv 200 pl dtodvpatog epyaciog kot 4 pl deiypatog to onoio ivan TAdopa
apotpévo pe euatoroyiko opd NaCl 0.9% oe avaloyio 1:2, dote vo £OVUE TIWEG EVIOS TOV
opiov gvaetnciog g texvikng pag. Ta delypoto pOTOUETPOVVTAL AUESH GE UNKOG KOUOTOG
405 nm ko Oeppokpacio 37 °C ko ot ovvéyela kabe 1 Aemtd yuo 3 Aentd. Me tic ouvOnKeg

OVTEC O GUVTEAEGTNG Y10, TOV VITOAOYIGUO TNG EVEPYOTNTAG TOV EVEDLOL €xel Tiun 2759 , dnAadn:

ALPu1Ly= AA/min x 2759



Me v o teyvikn mpocdiopiletar xor n LDH, pe ) dweopd 6tL 1 avtidpaocn mov
, — MupooTaguAiké + NADH + HY 128 | vaAakmiké + NADY
TPOYULOTOTOEITON gtva:

H dpaoctikotnta tov evidpov vroroyiletar and ) oyxéon: LDHwr)= AA/min x 8095
3.2.1.y Ilpocodiopiouog kpeativivig TAGGUATOS

INa tov Tpocdiopiopd g Kpeatviving ota deiypato TAAGHATOG Tov £xovpe TapaAdPel amd

ka0 opdda ypnoomomOnke kit ko n pérpnon £yve QOTOUETPIKA.
Apyn nebodov

H xpeatvivn avtidpd pe TKpikd aviovTa 6€ OAKAALKO TEPPAAAOV TTPOG GYNUATIGUO EYYPDOUNG
Evoong KITpvomoptokaAdypov ypouatos. H avénon g anoppogpnong ot 490 nm givor

avaA0YN TNG CLYKEVTIPMONG TNG KpEATVIVIG 0TO OelypaL.

—()

Kpearivivn +mikpiko ofl

=

OH" | ¢yxpopo npoiov

Mo cuykexpipéva, yuo to dkd pag meipopo ypnooromonikay 200 ul dteddpotog epyaciog

v kaOg 20 pl avapaiotov deiypatog.

Extéleon mpocdopiouov

Mertapépovpe 200 pl omd to didAvpa epyociog otovg 37 °C o€ 20 pl deiypotog, pOToUETPOOUE
oe unkog kopatog 490 nm kot Aappdvooue Tig evdeitelg ota 30 devtepdrenta Kot ota 90
devtepdienta amd TV otiyun g avaueéne. Iépa amd to delypota pog, HETPAUE Kol OTIG
aVTIOTOYEG YPOVIKEG OTIYIES Eva TPOTLTO dtdAvpa Kpeatvivng 2mg/dl. Kai otig 2 mepntdoeig
vroloyifovpe TNV S10.Q0PE TOV ATOPPOPHGEDV Y10 TIG 2 AVTEC YPOVIKEG OTIYUEC (A Ociypa, As

TPOTLTO).
Ar=A90-A30, As=A90-A30
Kpeatwvivn= (Aa/As)x2 (mg/dl)

3.2.1.€ Mézpnon ovpiag mhaouatog
Mo Tov Tpocdiopiopd g ovpiog oto deiyloTto TAAGUATOS TOL EXOVUE TTapaAdfel and Kabe

opado &ywve ypnon evog kit kot 1 pétpnon £ywve QOTOUETPUKC.

Apyn uebddov



[opovsio Tov evibpov ovpedon n ovpia voporveTar Tpog NHs 1 omoia pe v Pondela tov
eviopov YAOUTOUIKTY apuopoyovaon (GIDH) avtidpd pe a-ketoyAovtapikd npog L-
YAoLTapIKO 0&D pe Tavtoypovn 0&eidmon Tov cuvevibpov NADH oe NAD'. H ehdttoon g
amoppoenong ota 340 nm givar avdAoyn TS GLYKEVTPMGNG TG OVPIaG GTO dEly Lo

NH,CONH, + H,0 —®rsm_, 2NH_+ CO,
a-keToyAoutapiko + NADH + NH, 22 L -yAoutapiko + NAD+ + H,0

Extéleon mpocdoptouon

o v Iopackevn Tov SWHAVHOTOC Epyaciog TPAyLATOTOlEITOL OVAIEE 161G TOGOTNTOG
dwdvpatog NADH pe 10 puBuiotikd didAvpa. Metapépovpe oe Kabe kel pog mhakag 96
0écewv 200 pl amd 1o Silvpa epyaciog otovg 37 °C ko 2 pl deiypotog, poTopETpodUE GE
pfrog kopatog 340 nm kot AapPAvovpE TIG AmOPPOPTOELS. 2T GLVEXEW LITOAOYILovpE TNV
Slpopd NG OmOPPOPNONG OTIS UETPNCELS TOv AdPape Kol Ol TWHES TNG AMOPPOPNONG

AVTIGTOLYOVV ¢ emimeda Kpeatvivng o€ mg/dl.

3.2.2 TIpocdiopiopdg opokvoteiving oto mAdoua pe tnv pébodso ELISA

H ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) eivol po goaicOntm texvikn avdivong, n
onoio, YPNOYLOTOLEITAL Y10 TOV TPOGOOPIGHO KOL TNV TOCOTIKOTOINGT CUYKEKPUEVEOV
aVOALTAOV G€ Oglypota T0 0moio TEPLEYOVY TOAAEG KOl TOADTAOKEC TPWOTEIVIKEC OOUEC.
Evtdcoetal oty Katnyopio. TOV aVOGOXNUK®OV TPOGIIOPICUDY KOl GUYKEKPIUEVO GTOLG
ETEPOYEVEIG AVOGOYNUIKOVG TPOGOI0PIGHOVE GTOVG 0TT010VG dEV AMALTEITOL O SO DPIGUOC TOV
eAevBepov amd 10 cLVOEdEUEVO avTiyOvo. ['ivetal ypnom avIICOUAT®V Yo VoL EVTOTIGTOOV Ol
OUYKEKPUEVEG TPOTEIVEG MOV €lval OKIVNTOTOMUEVEG OTNV eMPAveln (VTOGTPOUA) TOV
KeEMDV pag TAAKaG. Yrdpyovv dtdpopa €idn texvikdv ELISA 6mmg givor n dueon, n éupeon
kol 1 sandwich kat dtaywpilovior avdioya pe TV dadkacio Tov aKoAoLOeiTOXTNY TPDOTN
ePimTmON YOV UE £V TPMTOYEVES OVTICOUA EOIKO Y10, TO AVTIYOVO-0VOADTY OKIVITOTONLLEVO
o€ Lo TAGKO Kot £TGL LE TNV EPAPLLOYT TOV OEIYLLOTOG, TO OVTIYOVO-AVOADTIG TPOCOEVETOL GTO
avticopo. TN CLVEXEW &Vo OEVTEPOYEVES AVTICOUA-UOPLO avagopds mpootifetor Kot
TPOGOEVETUL GTOV OVAADTY] OAOKAN pdOVOVTOG TNV dopun sandwich kot téhog petpdpe to onpa
OV EKTEUTETOL KOl YIVETOL TOGOTIKOTOINGT TOL OVOALTY. XTIV TEPIMTMON TNG EUUEONS, TO
OEVTEPOYEVES OVTICMLLO TTOV TPOGOEVETAL GTO AVTLYOVO gival amd AALO €100G KOl GTN CUVEXELD
TPOGOEVETUL GE AVTO £val LOPLO avaPopdG TO 0010 Ba LLog SDGEL TO G0l TPOG TOGOTIKOTOIN G

TOV OVOADTT).

Mo to mapdév mpwtokolro ypnowwomomoapue ELISA kit  ywo tov mpocsdiopiopd g
OLOKVLGTEIVNG 6TO TAAGA pe TV pHEBodo sandwich kot Ty ypron GLoTAHOTOC oTPENTAPLOIVIG-

Brotivng. To ovotnuo apdivinc—protiving €xetl Ppet gvupeia epaproyn oe éva peyaro aptBpd



avooopefodwv. H yprion tov dev efumnpetel TV €KAEKTIKOTNTO TOL OVOGOYN KOV
GULGTHLOTOC, OAAG TN GUVOEST LETOED TV S0QOp®V TUNUAT®V. Me T HECOAAPNOY TOLg
oLyva Topatnpeitan PeEATIOON TNG AEITOLPYIKOTITOS TOL TPOGIIOPIGHOV, EITE [LE EVIGYLOT TOL

ONLOTOG Kol KATO GUVETELN TG vacinaiag, eite pe TV aTA0ToiNGoT TOV S1OTKOGIDV.

[Ipaypatorombnke emnefepyasio towv derypdtov mpwy v Evapén e pebddov. Xto
ATOUOVOUEVO amoBnKevpévo TAdoua £yve puyokévtpnon ywo 15 Aentd otovg 4 °C ota 1000g
Kol GLAAEYONKE TO vrepkeEievo vYPO. Ayolvuéva deiypoto dev cupmePIANEONKOY KaOdg

elval akaTaAANAQ TPOC TPOocdlopioud e Ty PEBodo avt.

I[Ipwv v évapén tov S10dKacidV, KOVOUHE 2 TADCES TOV KEAIDV CUUQOVOL UE TIG
npokabopiopéveg odnyieg (mapdptnua). Apyucd, mpocsbétoope 50 ul deiypatog, blank 7
standard o¢ kd0e tpogumotTicpévo keAl. ' blank ypnoomolovpe 50 pl sample dilution buffer
kot apécmg tpocshétovpe 50 pl dStoddpatog pyaciog avIICOUATOG ETOTLACUEVOD [E BroTivn.
Yoppayiloope v mAdka kot emmdlovue otovg 37°C yia 45 Aemtd. OAa to SwwAvuorta
TPooTifevTaL 6TO KAT® HEPOG TOV KEAMV TNG EOTKNG UIKPOTAGKOG KOl TOPEVYETAL 1) ETAPT|
LE TO. TOLYMUOTO. XTN CLUVEXELN, 0KOAOVOOUV 3 KOKAOL TAVGE®MV GOUQ®MVA LE TIG 0dNYieg Kot
npocOnkn 100 pl tov doAvpatog HRP-otpentafidivng (SABC). Zepayilovpe ek véov tnv
mAdko kot enmalovue yio 30 Aentd otovg 37°C. ExmAévoupe odup@vo (e TIG 0dnyieg Kot
emavorapavoupie yio 5 eopés. Me to mépac Tmv mAvcewv cuveyilovpe pe mpostnkn 90 ul tov
vrootpdpatog TMB og kabe kel, oppayifovpe ko emwdalovpe yio 10-20 Aentd otovg 37 °C
Le TauTOY POV TTpooTacia amd To ems. H dwadikacio avtn dtapkel avaioya pe v €viact Tov
YPOUATOG TV SOAVUAT®V, OAAL dev pumopel va drapkéoel mepiocdtepo and 30 Aemtd. Téhoc,
npocBétovpe 50 pl tov stop solution e kKGBe KeAM Kot Ta SLOADUATO ATOKTOVV QUECHOS €V
kitpwo ypopa. H cepd mpochnxne tov stop solution mpémer vo givor idto pe ovty TOL
vrootpopatog TMB. Metpape v amoppoenon ota 450 nm kou vmoloyilovpe TIg
GLYKEVTIPMOELS TOV OEIYUATOV LOG OO TNV KOUTOAN 0VOQOPAS TTOL TPOKVTTEL 0t To. standard.

To gbpog TV TGV TV detypdtov pog tpéret vo kopaivovtol 7813-500 pmol/ml.
3.3 Iotohoyikn a&loAdoynon

Metd v evbavaoio tov {dwev, évag AoBog ToL HTATOG KOl 0 aploTEPOG VEQPOS GE SLOUNKN
Toun tomofetOnkav oe ed1kég kaoéteg Kot fubiotnray og diddlvpa opuardetione (4%) Yo
24 mpeg. Xtn ovvéxewo dwtnpionkov yo pio efdopddo og diddvua abavoing 70% kot
axolovOnoe 1 Jdwdikoacio ¢ mopapvonoinong. ‘Etotl, kabe 16td6¢ agod agudatddnke,
otofepomtomOnke ce kOPo Topaeivng kol kOmNKe o€ Topég mayovg Sum. Ot Topég
TOmoBETNONKAY OE OVTIKEWLEVOPOPES TAGKEC, £Ylve YpMON HE OUATOEVAIVI) Mwoivn kat
TOPATAPNON OTO UIKPOOKOTIO Yio 10TkéG PAdPec. Téhog, ANeONKOV avIITPOCOTEVTIKEG

QOTOYPOPIEG LE KAUEPO TPOCAPTNILEVT OTO UKPOCTKAOTLO.



3.4 Aepehivnomn TV HOPLOK®OV UNYOVIGLAOV GTO NTAP KOl GTOVS VEPPOLG

o 1t diepedvnon TOV LROKEIUEVAOV PlOYNWKOV UOVOTUTIOV GTO NIAP KOl GTO VEPPO
peretnOnkav ot petaforéc mov emdyovion oamd ™ MTX ko n emidpaon tg DHM, oe
pecohafntéc g andntwong (my BAX, Bcel-2), touv oéedwtikov otpeg (Nrf2, ,CAT, GPx,
MDA) kot g @ieypovig (my TNF-a, , IL-6, iNOS, STAT3 «o1 NF-kB).

Ta TRt ToV YTATOG Kot TOV VEPPOD oL Katayvydnkav o€ vypd Almto opoyevomomOnkay
og Youdi pe 1 Ponfeta rydiov evidg Enpov mayov Ko dropédnkav og 2 eppendorf. Znv npdn
oEPpE OPOYEVOTTONUEVOL 16TOD TpooTédnke didAvpe PBS (9ul PBS yia kd0e mg moddpag) kot
&ywve €vtovn avadevon. Akolobncav vaépnyol yuo T Abon TV UEUPpavdV, ETOACT VO
avadevon oe mhyo yuw 15 Aemtd wor euyokévrpnom (5000g ywo 5 Aemtd otovg 4°C). To
VIEPKEIPEVO amoONKeDTNKE O VEO TEPLEKTN KOl YPNOOTOONKE Yo TN UETPNOT TOV
emméd®V PNAovikng dAdetdng (MDA) kot tov mpoteivikdv kapPfovoriov (PCs). Xt
devtepn oepd derypdTov tpootédnicay 200 puL stodvpatog Avong (RIPA buffer) pe avactoleic
TPOTEACOV Kol @oc@atac®v (1 diokio/10 mL dtoAdpatog) Kot £yve TOAD KaAN avadevon pe
vortex. 'Etol, mapedebnoav mokvd ekyvAiopato (Lysates), mov mepielyav t0 GLUVOMKO

TPOTEIVIKO TEPLEYOLEVO KAOE 16TOV.
3.4.1 TIpoGdopio oG TNG GLYKEVIPMONG TOV TPOTEIVAOV pe T Hébodo Lowry

Kot 6115 800 6e1péc detyLATOV HTOTOG KO VEPPOL VITOAOYIGTNKE 1| GUVOALKT GUYKEVIPWOOT TV
TPOTEVOV TV derypdtov pe ) ypopatopetpiky pébodo Lowry, ypnoyomoidviog tpodTuma
dwdvpata Postog arfoupivng opod (BSA-Bovine Serum Albumin) (0-4 mg/mL) yw v
KOTAOKELT KOUTOANG avagopds. ITo avaivtikd, Tapackevdotnke avtidpactiplo A+S pe v
avauén tov aviwdpaoctnpiov A (Reagent A) 10 omoio givar £vo aAkaAKO S1GALO TPVYLUKOD
YOAKOV, Kot Tov avTdpactnpiov S (Reagent S) To omoio givar £va empavelodpaotikd drdAlvpa
Y. YPOUATOUETPIKEG avaAvGEl; o€ avaroyia 1:50. Xe kdbe kel pog midkag 96 Bécemv
npootédnikov Spul amd kdbe ddlvpa Ayveotng cuykEvipmong TpwTeivng, 25 ul and to
dtdlopa A+S kot 200 pl avidpactnpiov B (Reagent B) 1o omoio eivar avtidpaotipio Folin.
Téhog petpfinke n amoppoenomn TV Seryudtov oto 750 nm, VIOAOYIGTNKE 1| GLYKEVIPMOOT)
TPOG TPMTEIVNG COLPOVA UE TNV KOUTOAN avoeopac. H KapumdAn avapopdc mov Tposkoye £xet

R?*=0.9831
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3.4.2 Tlpogtopacia derypdtmv

Ta detypoto mpoc Western blot TapackevaoTNKAY LE APOIMCT TOV TUKVAV EKYLMOUATOV pEe
Lysis RIPA buffer kot Sample buffer (SB) 6X (4% SDS, 10% 2-mercaptoethanol, 20%
glycerol, 0.004% bromophenol blue kot 0.125 M Tris—HCIl), og 1elKd dyKo mov kabopictnke
a6 v emfount mocoTTe TpOTEIVNG (protein load) kot tov dyko Tov deiypartog (volume
load) mov o @optwlel oe kdbe kehl. AxoloOOnce ypNyopn OVASELOTN KOl ETMOCT TOV

detypatov atovg 100°C yia 10 Aemtd, ta omoia giyav datnpn0el otovg -80°C.

3.4.3 Hiextpopdpnon

Kotd v nhektpo@dpnon, ot apvnTikd QOPTIGUEVEG TPMTEIVES KIVOOVTOL KATH UKOG TNG YEANG
axpvAladiov pe v pappoyn niektpikod mediov. H taydntd toug eEaptdtat amd to poplokd
T0VG Bapog pe Paomn to onoio kot drywpifovral. H nhektpopdpnon mpaypatoroidnke oe dvo
eV mNKTEG: YEAN otoifaéng (stacking gel) 5% kot yéAn dwoywpiopov (running gel) 7.5% ko
13% (IMivaxag 3, Topaptnua) oto €101ko6 tank tng Western blot evtog pubpieticod StaAdpoTog
dwywpiopot (running buffer) 1X (Mivaxag 4, Tapdptnua), LExpL vo emtevydel 0 Slo@pIoHOG
TOV HeAETOVUEVOV TPOTEIVOVY. H Bé0m Tov Tpmteivdv ot Yéln mpoodiopictnke pe faorn tnv

avantuén tov yvnbém (marker).
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Tris-Glycine Bis-Tris 12% Bis-Tris 10%
4~20% MOPS buffer MES buffer

Moywprouos tov marker Nippon Bluestar prestained protein marker (www.nippongenetics.eu)

MoOAg oAOKANPOONKE M MAEKTPOPOPNGCT, OKOAOVONGE M HETAPOPE TOV TPOTEVOV
(Transportation) amd 1t YéAn o€ pepPpaveg eBoprovyov moivPivoideviov (Polyvinylidene
Difluoride, PVDF) 0.45 pm. H dwdwacio avty mpaypatomo|dnke &viog puOpotikod
dwdvpatog petapopdg (transfer buffer) (Ilivaxag S, mopdptnua) g Tayo Kot NAEKTPOPOPTION
ota 100V vy 90 Aemtd. Xt ovvéye kaOe pepPpdavn epfoantiotnke €vtog TG YPWOTIKNG
Ponceau, mov Paeet un d1kd 11§ Tpwteiveg, Yo vo emPeformbel n emtuyng HETAPOPA TOV

GLVOLOL TV NAEKTPOPOPTUEVDV TPOTEIVOV.

[Mpokewévoyv vo amopevybel 1 un €101k GOVOEST, TOL TPWOTOYEVOLS OVIIGMUOTOS OTIS
eopticuéveg, Mmoeihec PVDF pepfpdvec frov amapoitn n €xdacn Tovg yio pio ®pa. o€
puOotikd dtdlvpa amoxkielopot (blocking buffer, 5% amoBovtvpwuévo ydia oe TBS 1X
0.1% Tween) vo avddevon. Xtn cvvéyeln, ol uepPpdveg kémnkav oto embopntd poplokd
Bapn tov mpoTEivdv mov BEAaUE Vo aviyveDOOVLLE KOl EMMACTNKOV UE TO TPMTOYEVN
avTicopato otovg 4°C yio TovAdytotov 16 dpeg (overnight) vid avaxivnon. Ta mpwtoyevn
avTioOpaTo ToL YpnotponomOnkav etvar : iNOS (Mouse mAb,#610329,BD), phospho-eNOS
(Mouse hosphor2393,BD), eNOS (Mouse mAb,#610297,BD), phospho-STAT3 (Mouse
mADb,#9138S,Cell Signaling), STAT3 (Mouse mAb,#9139S Cell Signaling), phosho-NF«xB
(Rabbit mAb,#3033,Cell Signaling), NF-kB (Mouse mAb,#6956T,Cell Signaling), Bax (Rabbit
mADb,#2772,Cell Signaling), Bcl2 (Rabbit mAb,#2764,Cell Signalihosphor-6 (Rabbit
mADb,#12912,Cell Signaling), phospho-Akt (Rabbit mAb,#92718S,Cell Signaling), Akt (Rabbit
mADb,#9272,Cell Signaling), Nrf2 (Rabbit mAb #12721, Cell Signaling), Catalase (Rabbit mAb
#12980, Cell Signaling), GPx1 (Rabbit mAb #3286, Cell Signaling), TNF-o (Rabbit mAb,
Mouse Specific #11948, Cell Signaling), B-Tubulin (Rabbit mAb #5568, Cell Signaling) kot
Anti-SLCO2B1/OATP2B1 (Rabbit mAb, ab245246). To avTICOUATE TOPAGKEVACTNKOAY GE



KOTAAANAES apaidoels eviog daddpatog 5% amofovtvpmpévov ydhaktog oe TBS 1X 0.1%

Tween.

¥t ovvéyeln, ot pepPpdvec ekmivOnkav pe TBS 1X 0.1% Tween kot enwdotnKay 2 Gpeg o€
Oeppokpacio dmpatiov pe 1o devtepoyeveC aviicopo vrd avaxivnon. Ta devtepoyevn
OVTICOUATO TOV YproipomomOnkay ntav anti-rabbit (#7074S,Cell Signaling) kot anti-mouse
(#7076S,Cell Signaling) oe avtictoryio pe TO TPMOTOYEVEG avticmpa kKal g apaimon 1:2000

evtog dlaAdpaTog 5% anofovtupwpévov yaraktog oe TBS 1X 0.1% Tween.

Ot pepPpbveg exmiodnkav 3 @opéc pe dwdopa TBS 1X 0.1% Tween kou enwdotnkoyv pe
avtwpactiplo ynpeopontavyeiog ECL, mpoctatevdpeves amd to 9og, yio S Aentd. H epodvion
TOV TPOTEIVOV TPAYLOTOTOWONKE e TN YPNON TOV GLGTHUOTOC EREAvVIong ImageQuant™
LAS 500. IIpokeévov ot pepPplveg vo Umopovdv vo, ypnoiomombovy ek véov yuo TNV
EUPAVION SPOPETIKNG TPMTEIVNG, Tpayuatomombnke n dSadikacio. OTOUAKPLVONG TOL

avVTIoOUOTOG (Stripping), 6T®S TEPIYPAPETOL GTO TAPAPTILLAL.
2.4.4 HumoGoTtiko¢ TposdlopioOC POGEOPLAIMONG Kol EKQPUCTS TPOTEIVOV

211G €1KOVEG amd TN CLOKELY] EUEAvVIoNG &ywve emeéepyacio 610 TpoOypappo Imagel kot n
HETPNON TOL GNLOTOG EMITELYONKE LE GYETIKN OVAALGN TULKVOUETPMONG e TN Ponbeia Tov
npoypdupatog Gel Pro analyzer. Z1n cuvéyelo €yve ToGoTIKOTOINGON KAOE TPOTEIVIG TOV
OEYUAT®OV G TPOG TN OOUIKY] TPOTEWVN KAl TNS QOGPEOPVAIOUEVIC MG TPOC TNV OALKN
npoteivn. H eneéepyocio tov anotedecpdtov v pécm tov mpoypdupatog GraphPad Prism

8.0.1.

3.5 [Ipoodropiopodg OEEWMTIKOV GTPES GTO NTTOP KO GTOVG VEQPPOVG

3.5.1 MnAovikn Atoddebon (MDA)

H Aumiduen vrepoleidmon meptypdpetol og pio dtadtkacio ved v omoia o1 ehevbepeg pileg M
01 OpUGTIKEG HOPPES 0EVYOVOL TPOGRAAAOVY AMTidia TOL TEPLEYOVY SITAOVS deGLOVS GvOpaka-
avOpaka, kot g01kdTEPA TOAVOKOPETTO Amapd o&éa (PUFAS), kot apopodv v andoracn
V3POYOVOL amd Evav GvBpoaka, kol TV el60y@yn 0&LYOvoL Tov 0dnyel oe oYNUTIGUO PLldV
kot vopodmepolewinv. Ta akopeota AMmapd o&a eivar ¢ el T0 TAEIGTOV POGPOMTISIN GTIC
KUTTOPIKEG PEUPPAVEG, 0ALA pmopel va givar Kot yAvkolmioww 1 xoAnotepoin (CL). Metd to
petapoiiopnd, n o&eidmon twv PUFAs odnyel otn dnpovpyia dlopopmv TEAMKOV TPoidvimy
Mmdn g vepoleidmwong. ITo cuykekpyéva, To ToALAKOPESTO ATapd 0ED apayldoviKd o&D
(ARA), o&edmvetor Tpog TeAKA mpoidvia O0mwe 1 4-vdpo&v-2-vovevdin (HNE),n puniovikn
dohoetion (MDA) ko dALa Tapdywya 6noc To F2-1conpootavia. H avénuévn mapaymyn ROS

OTapAcoEL TNV 1G0PPOTia PETOED OEEOMTIKNG Kol OVTIOEEWOMTIKNG OPaCTIKOTNTOS, UE



OTOTELEGUO TNV €YKOTAGTAOT TPo-0&edmtikng katdotaong. H MDA, 1 HNE xo to F2-
OOTPOCTAVIN EIVOL KOWVAG 0m0deKTOl PlodeikTeg 0EEOMTIKOD GTPES, KOt EIOIKOTEPO, ATIOKNG

vrepoleidmonc’?.

To gpyaocnploKd Tp®@TOKOALO OV £QapuOleTOL Yo TNV TocoTikonmoinon ¢ MDA Baciletat
TNV avTidpacn oL TPOKLITEL, VIO GEIVEC CLVONKEC Kot e TNV emidpacm NG Bepprokpaciog,
peta&d avtg Kot tov N-pebuA-2-@arvor-tvooriov. To N-pebBvi-2-@atvor-tvoorlo arotehel to
BéATioTo avtidpactiplo Ady® ¢ Tayeiog avtidpaonc pe v MDA. H mapordve avtidpaon
€Xel ®G amMOTEAEGHO TOV SYNUATICUO oTafepod XPOUOPOPOV TPOIdVTOC Kuaviving, To omoio

epgovifetl évrovn péylom amoppoenon ota 586 nm.

[paypatoroteitan n e€ng avtidpaon:

o . X ~
+
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Malondiald ehyde NMPI Carbocyanine Dye
(MDA)

Kobodg n MDA o1  4-HNE amotedodv 10&ikd mpoidvta g Mmidikng vmepoleidmonc,
GLVLTLAPYOLV KOt YU avTd  gival omapaitnTn 1 avaykn eWikng anopdveoong povo g MDA.
AVt emTuyyaveTol pe T dnpovpyia mePPAALovTog avTidpaong To omoio Vo EMTPEREL HOVO
v avtidopaon g MDA pe to N-peBor-2-paivor-tvooro. o tov Adyo avtd emléyetan 1
avtidpaon va mpaypatoroindei vod 6&iveg cuvinkes. ‘Eyetl Ppebel mmgn péyiotn edkotnTo Yo
MDA emrvyydveton pe tn ypnon HCI, kabbg, otic emaydpeveg and HCl 6&wveg cuvbrkeg, 1 4-
HNE veiotatot un avastpéyipn Kukhoroino.

Awdopata epyaciog:

1. Awdopa Beaker 0.01M . [Tapaokevaleton pe S1dhvon 0,106 gr 1-pebod-2-patvor-véoriov

oe 50 mL ACN.

2. Adhopa HCl 12N, 37%.
[Tepapatikn dwadikacio: 400 ulL deiypotog petapépovior oe Eppendorf ko mposBétovpe
1300 pL dwwdvpatog Beaker. TIpocOétovpe og kdOe detypo 300 pL drodvpatog HCI 12N, 37%,
emavaiapfdvoovpe to vortex kot Oegppaivovpe 6io ta delypata yuoo 1 opa otovg 45°C oe
vdaTOAOLTPO. AkoroOOmg TomoOeToOuE Ta Eppendorfs ywo 5 Aemtd oto mayo ko
evyokevtpoope ota 3500 rpm ,otovg 4°C vy 15 Aemtd. Metagépovpe 150 pul amd to

vepkeipevo kabe delypatoc oe mAdko 96 0fcemv, KOl QOTOUETPOVUE £VAVTL TLOAOD



rbane

shsg

(droAdpaTog Beaker).Metpdype mv amoppdenon oTa 586 nm.

0.5 0,51864
0.4 0,32411
0,2178
0.2 0,1544
0,11074
0.0 T T T T T T
o 1 2 3 H : 0,094057

Concontration pmM

Me Bdon v amoppoenon (A) ke detypotog kot tng e€icmong g TPOTLANG KAUTOANG TOV
KOTAGKELALETOL OO YVOOTNG GLYKEVTPMANG dloAbpaTo, vToloyilovTatl ot cuykevipmaels (C)
™™g MDA and ™ oyéon: Zvykévipoon MDA=amoppdenon *10/0,1243. Ta oamoteléouata

KOVOVIKOTTOM 0N KOV (¢ TPOG TNV OMKT TPOTEIVT KdOe deiyuartog.
3.5.2 Ilpwteivikd kapPovoia

To mpoteivikd KapPfovOia amotehovv €va aEOMIGTO Kol SNUAVTIKO dgiktn vrepo&eidwong
kaBmg 1 dadikacio g kapfovoiimong sivol P avaoTpEYIUN Kol LE TOV TPOTO avTO TO
TPOTOVTO Kol oTafepd Kot Lropovv Vo TOCOTIKOTOMOovV. ENUOVTIKO TOVG YOPOKTNPIGTIKO,
emiong, etvar 6TL ¢ deikteg epEavifovTol 6Ta OPYIKAE GTAJIO LG OCOEVELNG KOl TOPAUEVOVV
oTNV KUKAOQOPIa Y10 LEYAAO YPpOVIKO dtdoTnua og avtifeon pe dAlovg Prodeikteg Omwg eivor
n MDA. IIépa omd avtd to ApoILe XOPAKTNPIOTIKE, To TPMTEIVIKG KopPovilio xovv Kot
Kémolo emmAEOV EMBLUNTA YOPOKTNPIOTIKA, TO OToia Ta KoOGTOUV a&ldmoTo Kol WaviKd
OglKTN Y10 TNV HETPNOT TOL OEEOMTIKOD OTPEG: LILOOEIKVOOLVV e akpifelo To eminedo g
ofewwtikng PAGPnNc, eivar Tpdpot deikteg g maforoyikng dadikaciog, Sivouv CMUOVTIKEG
TANPOQOPIEG YOl TN QOPUAKOAOYIKN OTOKPloN o€ Mo Ogpamevtikn mapéuPfoocn Kot
YPNOWOTOOVVTOL Yio. TNV 0aEAOYNON TNG OMOTEAECUATIKOTNTOS TMV  OVTIOEEWOMTIKOV

TOPAYOVTOV .

To epyaotnplokd TPOTOKOAAO TOV YPNCLOTOONKE Y10 TNV AVIXVELCT| KOl TOGOTIKOTOINGN
TOV  TPOTEVIKOV  KapPovoriov mepthapfdver v  avtidpaon pe ™ 2,4-dwvitpo-
eawvvivdpalivng (DNPH), yvooty kat o¢ Brady’s reagent, n omoio avtidpd €0k pe ta
TPOTEIVIKE KapPovOMa mpog oynUaTIcHd g ovlevyuévng pe mpwteivn 2,4-0vitpo-
eawvoAvdpalovng (DNP). Ta ovlevypévo pe mpoteivy mapdyoyoa DNP, eppoaviovv
YOPOAKTINPIGTIKN KOPLOT] amoppdPnong ota 365-375nm.

[paypatoroteiton  €&ng avtidpaon:
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AwAduato epyaciog

1. Ydatkd ddivpa HCL 2N.

2. Awdiopa DNPH 0,01 M, og diaadtn HCL 2N. Avadevetal ioyvpd pe T Porfeia Aovtpon
VIEPNYWV 1) VOIteX.

3. Ydotwo ddivpa TCA 20%

4. Adhvpa o&kod arbvrectépa/aBavoing (v/v):50/50.

5. Awdhivpo yovavidivng 6M ce dtoddtn puBuictikd didvpe eoo@optkod kaiiov (K3POy)-
HCL pe pH 2,3.

[epopuotikn dwdikaocio.

1. TomoBetovpe og 2 oepég Eppendorfs, 6mov ot pio falovpe 70 pL deiypotog pe 350ul
dwdvpatog DNPH 0,01 M o¢ ké0e Eppendorf kot otnv dAAn 70 puL tov id1o0v detypotog pe
350uL drodvpatoc HCL 2N og kéfe Eppendorf.

2. Emwalovpe o610 oxotddt yio 1 opa kor ovéd 15 Aentd mpoypoTomolovpe oe OAO, TO

Eppendorf avadevon oe vortex yia 3 pe 4 devtepdrenta.

3. Metd v enwoon npootiBevtor 420 L vdotikod dtoivpatoc TCA 20% ko Eavayivetan

avaogLON GE Vortex.
4. TomoBétnon 6AwV TV deryudtov og Tayo yo S Aentd
5. Xy ovvéyela akorovbei puyokévrpnon ota 12.000 rpm, otovg 4°C yio 10 Aentd.

6. Me 10 WéPAG OWTOV TOV JSOKOCLDV OTOPPITTOVUE TO VTEPKEIUEVO VLYPO KoL

naporopfavovpe to inuo

7. IpocBnkn oe xéBe Eppendorf pe to ilnua 1 mL doAdpotog o&ikod arbviecstépa
/aBavorng: 50/50.

8. Ebdvoupe 10 nuo ot xéBe Eppendorf pe mméta émg O6tov ovapuybei eviehdg o
TPOYUOTOTOOVUE o okOUN ovAadevon He vortex o€ Olo To dglypota mpw Ta

TOT00ETGOVE OTIV PLYOKEVTPO.



9. Emovoiapfdvovpe ta frpata 5-8 tpeig popéc, dniadn néypt va dievepyndovv cuvorikd 4

Quyokevtpnoelg kol 3 Euoipata.

10. "Yotepo and v TEAELTAIN QUYOKEVTPTION KL 0OV amopplpbel TAAL TO VITEPKEiEVO, ONOL
T delypato agnvovtol otov Tayko pExpt va Enpaviel eviedmg to {nud tovg. I'a v

emtdyvvon g ENpovong ypnoiponoteital pedpa aépal.

11. IIpocBétovpe 420 mL doaidpatog yovavidivng 6M oe kdbe Eppendorf kot ot cvvéygia

avadevoLvLE OE VorteX.
12. Ogpuaivovpe to detypota yio pion opo otovg 45 °C e heat block 1| vdatdrovTPO.
13. AmofBnkevon TV SEIYHATOV 6TO YLYEID Kot LETPTOT TNG ATOoPPOPNONG TNV EXOLEVN LEPO.

14. T Tov TPoGdopIopd TG omoppoOPNoNg HETaPEPOLLE e TN Bonbeto mmétag 150 L and
kd0e deiypa og €101k TAGKa, kabdg emiong kot 150 pul dtedvpatog yovavidivig 6M, mov

0o xpnoponomOel g TVPAO.
15. Metpape v amoppoéenon ota 360 nm 6toTECAN Infinite® 200 PRO.

Amd v petpovuevn omoppoonon kabe detypatog pe DNPH oapoipeiton - petpodpevn
AmopPPOPTG1 TOL TVPAOV delypaTog Yovavidiviig 6M Kot amd TV LETPOVLEVT] ATOPPOPTOT| TOV
iov deiypatog pe HCI aparpeital exiong n amoppdenon Tov ToeAOD S10ADUATOG YOLOVISIVIG
6M. Zmv cvvéyela, amd ) dopbopévn amoppdéenon kabe dciypatog DNPH agaipeitor n
dopbopévn amoppoégnon tov idov oegiypatog HCL. 'Etol, mpokdmtel 1 mporyloTikn
amoppOPNON TOV TPOTEWVIKOV Kapfovolmv kabe ayvdctov deiypatog (A). X covveyeia, yuo

TOV VTOAOYIGHO TG GLYKEVTPMOTG TOVG, YPNCLOTOONKE 0 TOTOC:
[Ipoteivikd kapfoviha (nmol/mL) = A x 1000/ 150/ 0,022

O cvvteleoTic poplakig andcPeong (€) tov DNPH ota 360 nm givor 22 mM - cm™.

3.6 Zrtatiotikn Avaivon

H otatiotikng avdivon mpaypatorodnke e m xpnon tov Aoyiopkod GraphPad Prism 8.0.1
KOL TOL OTOTEAEGLOTO TOPOVCLALOVTAL YPAPIKA MG HEGEG THEG £ TUTIKO GPAALO TOV PLEGOV
(Mean + SEM). Ta dedopéva avorvdnkav pe tn ypron one-way ANOVA yio t ovykpion
peta&d meplocoTEp®V amd 2 opadmv Kot pe unpaired t-test yio T o0yKpion HeETaEH 600 OpAd®V.
Twég p<0.05 BewpnOnrav GTATIGTIKA ONUOVTIKEC,

(*p<0.05,%*p<0.01,***p<0.001,***%p<0.0001).



4. Amoteréopata

4.1. Emioyn tov poov 129/Sv o¢ kataAANAOTEPO GTEAEYOG Y10 T HEAETN TNG
emoyopevng omd ™ MTX nratoto&ikdtnrog.

H emoyn tov KATOAANAOTEPOL TEPUUATIKOD HOVTEAOL Yio TNV emayouevn omd MTX
nratotofikdtra Paciotnke oty afloAdynon Tov dektdv nratikng PAdpng AST kot ALT.
210 otehéyn C57Bl6 kot BALBc dgv mopatnphinke oToTIioTIKG ONUOVTIK avénon tov
TPOVOUUIVOCHV, EVD 6ToLG poeg 129/Sv toco 1 AST 660 ko ALT avénbnkav onpavtikd 24
wpeg petd ) Anyn MTX. Xpnowomombnke n otatiotikn avaivon unpaired t-test yio va
dmot@Oohv o1 TBUVEG d10POPEG HETOED TMV EMMESMV TOV OEIKTMV TPV Kot 24 OdPEG LETA TN
MTX. To otélexog 129/Sv avadeiybnke g t0 KOTOAANAOTEPO Yoo TN HEAETN TNG MOOVNAG
NAATOTPOCTATEVTIKNG Opdiomng tng DHM.

C57BI6 BALB/c 129/Sv
60 %k k
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50 C57Bl6 BALB/c 129/Sv

ALT (UIL)
4 o
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Ewxova 4. Eminedo tpaveouvacov (AST kar ALT) 6to widoua o¢ 3 oteléyn podv apiy ko 24 dpeg puetd
xopiynon tqs MTX. Xrovg pudeg C57Bl6 kar BALBc 1 yopiynon te MTX dev mpokelsi oratiotikd onuavtikn
uetofoin twv pavoouivaomv. Avtbitwg, otovg pves 129/Sv toco n AST 660 kou n ALT wapoveialovior arotiotika
onuovtxd avénuéves. To amotedéouato ovaldnray we unpaired t-test (*p<0.05,**p<0.01).



4.2 H DHM nmepropilet ta emineda OEIKTOV NTOTIKNG KOl VEQPIKNG PAAPNG 6TO
TAdo o oL Tapovotdloviat avénpéva votepa amd yopnynon MTX

Ao TOV TPOGO0PIGHO TOV JEIKTMOV NTATIKNG Kot VEQPIKNG PAAPNG 6TO TAAGHO QaiveTol OTL T
MTX mpoxoiel pia otatiotikd onpaviiky] avénon omv AST ko otnv ALT, eved otnv ALP
kot otnv LDH 1 avénon dev ¢tdvel 6g 6TaTIOTIKN ONUAVTIKOTNTA. ZUyYpOvmS, TopaTnpeital
otoTiotikd onpoavtikn peioon g AST kot g ALT otig opddeg otig omoieg yopnyndnke Kot
MTX ko DHM o€ oyéon pe v opdda tng MTX ko pdAota pe 060eE0pTOUEVO UTOTEAEC LA
otV nmepintwon g ALT, kabdg n peiwon eivar peyaddtepn oy opndda vyning 66ong DHM.
Av16 vrodnAdver pia mhovi tpoctatevtikn dpdon tng DHM katd g nratotoikdtntog, Tov

endyeton omd ) MTX.
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*p=0.05, ***p=0.001 vs control *p=0.05, ***p=0.001 vs control
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Ewxova 5. Emineda ekt frafng AST, ALT, ALP, LDH oto widoua. H MTX npokalei uio otatiotikd onuaviikn
ovénon oty AST kou oty ALT, evaed dev exnpedler v ALP kou tpy LDH. H DHM ueicover o avénuéve. omé tp MTX
emimeoo g AST xou g ALT. (n=5-6, one-way ANOVA, *p<0.05,**p<0.01,***p<0.001).

Emum\éov, mpaypatonomOnke pétpnomn 600 delkT®dV VEPPIKNG PAAPNC: TG KpeaTvivig Kot TG
ovpiog. TV meEPImTOON TG Kpeatvivng mapatnpnnke pio ototiotikd onuavtikn avénon
omv opado e MTX og oxéon pe v oudda eEréyyov. Ot opddeg YaunAng Kot VYNANG d0omg
DHM «vpaivovtol ota 0w eninedo e avTéc TS OpAdag eAEYYOV Kol €ivol GTOTIOTIKMG

ONUAVTIKA LEIOUEVEG OE GYEOT UE AVTEG TNV Opada TG MTX. Enpavtikd stvat 0Tt 6TIg Opadeg



T1g omoieg yopnynonke kot MTX kor DHM ot typég tng kpeatviviig LEWOVOVTOL GE GYEOT] UE
avtég g MTX. Avtf 1 Hel®won oTIg OUASES TV GUYYOPNYNOEMV OTIC TIUES TNG KPEOTIVIVIG,
delyvel pia mBavn TPooTaTELTIKN dpdoT Evavtt tng mBavng veepikng PAAPNg. Térog, otnv

TePImTOON NG ovpPiag, eV TaPUTNPNONKE KATOWH GTUTIGTIKG OTUOVTIKY dtapopd LeTasD TmV

OLAd®V.
0.06-
o 59
- g 4
= 0.04-
? Ea—
g Zi 2+
£ 0.02 £
0.00- 0-
o & F P S
SR s &
&+ [l S
b"”oﬁb"' dz\@ -FQ ip&* Lol
& §

Eixova 6. Emineda detktav veppixns Brapns. H MTX avéaver ta enimedo kpeotivivig 6To TAGOUA, TO, OTOL0 UTOPEL
va, ueiwoel 1 DHM. Aev mopatnpodvior ototiotikd onuovtikes uetofolés ota eminedo e ovpiog (one-way ANOVA,
*0<0.05,**p<0.01).

4.3 H MTX d¢gv ennpedlet Toug TANOLGHOVS KUTTAP®Y TOV OiOTOC

Kotd ™ pérpnon tov KuTttdpov Tov OiH0TOg GTOV OUTOUNTO OVOALTH OEV EUQOVICTINKOV
OTOTIOTIKG GNUOVTIKES OOPOPEG OTIS TYEG TOV: AEVKOKVLTIAPOV, €PLOPOV aocPapimV,
OULOTETOAIOV, HOGPALPIVIG KOl OLUOTOKPITN. AVTO VTOdEKVLEL OTL 1 o&ela Yoprynom tng
MTX dev mpokodel dpeco kamowo aipoatoroyikny dwtapayn kot 1 DHM dev ennpedlet

avTIGTOY TOVG OEIKTES OLTOVG.
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Eixova 7. Ap10uog kottépmv twv d1opopetik@y minfoouddy tov ainatog (pvbpokdtropo, AevKoKDTTopO, GIUOTETOALA,)
owpoyrofivy (HGB) ka1 aypororxpitng (HCT). H MTX xox 5 DHM dev emnpedlovy ovtég Ti¢ mopausTpousg..

4.4 HMTX dev petafairel Ta enimedo OLOKVOTEIVIG 6TO TAACHO GTO TAPOV
TEPALATIKO LOVTELOD

Onog avaeépbnke Kol 6TOV TEPAUATIKO OYeOOGHO, 1 HETPNOT TNG CLYKEVIPWONG NG
ouokvoteivng £yve pe v texvikn ELISA kot vmoloyicape v cvykévipmon g (pmol/ml)
HeTd amd mocoTiKomoinon g aroppdenons kabe delypatog oto 450 nm. Xtnv opdda g
MTX 8g @aiveror vo VIAPYEL CTOTIOTIKO OTUOVTIKY LETAPOAN OTA EMIMESN OLOKLOTEIVIG
émerta omd pio d6omn MTX 20 mg/kg oe oyéon e v opdda eEAEyyov. Me v yopnynon g

DHM eriong dev mapatnpeitol KATOW ONUOVTIKT LETAPOAN.
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Eixova 8. Xvyrévipwan opokxvoreivng (HCY) oto mhdoua. Kouio uetofoln dev exdyetor ovte omo ) yopnynon e
MTX obte amo ™ yopnynon e DHM, (one-way ANOVA)



4.5 H MTX dgv mpokarel oMUOVTIKES IGTOAOYIKES AALOIDGELG

Topéc nratikod kol vepikov 16To0 TapatnpNONKav pe PIKPOSKOTIO £neLta and ypdoT LE
apatobuiivny kot nocivy. Xto Nrop Kanowv (dov mov éafav MTX mapatnpndnkoav
TMEPLOPIOUEVES 10TIKES AALOIDGELS, OTMG 1) SNONGT EAEYHOVOIDY KUTTAP®OV Kol AMYEG ECTIOKES
vekpmoelc. Ta suvpnuato avtd OUOG 0popodoay Uikpd aplBud derypudtov Kot 6gv paivetol va
yopaktnpilovv v oudda ¢ MTX. Me 1o dedouévo mov éxovv cLAAeybel Aoutdv dev
UTOPOVLLE VO OTOOMGOVLE TIG TAPATNPOVUEVES 10TIKEG PAGPEG otn Yoprynon g MTX. Ocov
aQOPE TOVG VEQPPOVG dEV TOPATNPNONKAV OTHAVTIKEG 0ALOIOGELS 6TV opdda Tov Ehafe MTX
G€ GUYKPLON HE TNV Opdoa EAEYYOV. T OAEG TIC LIOAOITEG OUAdES, OOV YopNYHONKeE gite PoVo
DHM eite DHM ka1 MTX dev vnpyov tofoloyikd evpiuata.

Exova 9. Avurpocwrevtikés potoypagies uikpookoniov (x400) oo 16tovs fjraros (A, B) ka1 veppod (T) pe
2POGH apatolvliviis Kol nweivyg. 2to nrop mapatnpinkoey oe kamoio aro to. {wa wov élofov MTX: ombnon
PLEYUOVOOIWDV KOTTOPYV (A) Kot pikpég e0TIokES VEKpoels (B). 2tovg veppoig dev mapoatnpnOnkoy d1opopés oe
OVYKPION UE TV OUAO0, EAEYYOD KA1 O 10TOS TAPOVTIOTE PLAIOAOYIKN LopPoloyio o€ oies Tig oudoes (I).

4.6 H MTX dev ennpedlet ta enineda g MDA 010 Nmap Kot 6Toug veppovg

H MDA ¢ deixtng Mmdikng vrepo&eidwong, qaiverar 6tL dev emnpedletal ovte amd ™
xopriynon ¢ MTX ovte kot amd T yopnynon e DHM kabo¢ kvpaivetor o mapopoo

emineda o€ OAEG TG OUddES TOGO GTO TP OGO KOl GTOVG VEQPOVG.
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Ewcova 10. 2vyxévipwon MDA oto nmop (opiotepd) kai 6tovg veppovs (0e€id). Aev mopotnpodvial oToTioTiKa
ONUOVTIKES OL0.QOPES LETALD TV ouaowy (one-way ANOVA)

4.7 H MTX av&dvet ta eninedo TV TpOTEVIKOV KapBovuliov T0co 6to fmap 660
Kol 6TOVG vePpovg, evd 1 DHM avactéAdel avt tn HETAPOAN.

Amd 1OV TPOGOIOPIGHO TNG GLYKEVTIPMONG TPMOTEIVIK®Y KapPovuri®v, TOGO 6TO HTOP 0G0 Kot
GTOVG VEPPOVGS, paiveTat 0TI 1 yopnynon s MTX mpokaiel pio onpovtikny ovénom, eVOEIKTIKN
™mg enaymynsg o&ewotikov otpeg. Zta {da mov éiafov DHM mpwv ™ Ayn tg MTX
TOPOTNPEITOL SOCOEEAPTMUEVT HEIMOT TOV CLYKEKPYEVOD OEIKTI YEYOVOG TOL OMOKOADTTEL

o mhav avtoéedmtikn dpdon g DHM.

* %

504 * *
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PCs (nmolimL)
PCs (nmolimL)

Ewova 11. Zvykévipwon mpwteivikav kapfovoriov oto nrop (aplotepad) kot otovg veppoig (0ecia). H MTX ovéaver
10, ETITENA, TOV TPOTEIVIKDV KOPLOVOLIWY TOGO 0TO TP OG0 Kol GTOVS VEPPOUS, eV N yopnynon ths DHM, ko otig
000 00GEIS YLaL TO NTOP KoL GTHY VYN 000N Ylo. TovG Veppolg, amotpémel v avénon avty. (one-way ANOVA
*p<0.05, **p<0.01)



4.8 AmoteAéopato TPOTEIVIKOV ovaivcemv pe Western Blot

4.8.1 Anoteréopata Western Blot 6to Nmap

Merétn EKQPOONG KOL EVEPYOTOINGNS HEGOLAPNTAOV TNG GAEYROVIS OTO MTap. ApyiKd,
LEAETNOALE TNV EKPPOOT| LEGOALPNTOV TG PAeyoVIG Ontwg efvan 1 IL-6 kar 0 TNF-a, kabmg
Kot TV €kppact kot poceopviioon tov STAT3 kot NF-kB mopaydvieov. Zopeova pe ta
OTOTELEGUOTO, TOPOTNPEITAL Hio avENCT TG EKPPACTC TNG TPOPAEYUOVMOIOVS KVTOKIVIG
TNF-a otv opdda yopriynong e MTX oe oyéon pe tnv opdda eAEyyov Kot TG opuddeg (hmv
mov éaafav povo DHM. H avénon avt meplopiletar otnv opdda cvyyopriynong MTX kot
DHM «xot otig 600 86c¢e1g. Ocov apopd ) pwceopvrioon tov STAT3, mapatnpndnke pio
avénomn oy opdda g MTX og oxéon pe TV opdda EAEYXOV, Y®PIg Vo vITdpyeEL LETAPOAN
otV éxppacn tov oAtkov STAT3. Avtny 1 oavénuévn owcseopvAioon tov STAT3
avaoTpépeTan oTiG opdoeg yopnynong MTX kot DHM kot pédioto docoeEoptdpevo Kabdg
GTNV OLAdN CLYYOPNYNONG He TNV Yaunir 6o DHM é&yovpe peioon aArd dyl GTOTIOTIKOG
ONUAVTIKY, EVD TNV OHAd0 GLYYopNyNons pe v vymin 66on DHM éyovpe otoTioTikdg
onpavtikn peioon. Ta enineda éxppaong g INOS oty opdda g MTX gival 6TaTioTikdg
ONUAVTIKA aLENUEVE GE GYEOT LLE TNV OUAO EAEYYOV KOL AVAGTEAAOVTAL LLE TV GLYYOPTYNON
¢ DHM, pe epupdvion 6TatioTik®g GNUOVTIKNG pelmong katd Ty vynin 66on. Emmiéov, n
oAkn ékepaon tov NF-kB mapatnpeitol vo gival oTatioTikdg onUovTiKa ovEnpévn otny
ouada g MTX oe oyéon pe v opddo eA€yyov Kot 1 oOENoM 0T OVTIGTPEPETAL UE
OTOTIOTIKMG OTUOVTIKO TPOTO UE TNV Yopnynon vyning ooong tg DHM. [Mopdiinia, n
pmc@opvAiioon tov NF-kB eivar avénuévn petd ) yoprynon me MTX ce oxéon pe tnv opdada
EAEYYOV, EVD EAATTMOVETOL GTOTIOTIKMG CTLOVTIKG e SOGOEEAPTMUEVO TPOTO GTIC OULASES TG
ovyyopnynons. Apo, umopovpe va vrobécovpe O6tL 1M emayopevn amd v MTX
nratoto&ikdTnTa Paivetar vo pecolofeitar omd T QAEYHOVY], OTMG TMIGTOTOlEITAL OO Ta
avénuéva eninedo TNF-a kot iNOS kot @aiveton va dievepyeitoan péom tov JAK/STAT3I ko
NF-kB povoratuidov. H DHM peidver ta enineda tov TNF-a, iNOS , pSTAT3 ko pNF-kB

Beltidvovtag v ekdva g pAeypovig (eucova 17).
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Ewcova 12. [pwreiviky éxppoon kor evepyomoinon fooikdv uecolofnrav s pieyuovis (pSTAT3NSTATS | il-6,

TNF-a, pNF-kB/tNF-kB, iNOS) oo njmap. (one-way ANOVA, *p<0.05,**p<0.01).



Mehétn TG EKQPAONG KOl TG EVEPYOTOINGG NEGOAUPNTOV TS ATOTTMONG GTO NTApP.
211 GUVEYELN LEAETNOALE TNV EKQPOCT LEGOAAPNTAOV OV GYETICOVTAL UE TNV ATONTMOOT OTWG
elvar N wpoamontTikn mpwteivy BAX kou 1 avtiamontotiky tpmteivn Bel xL (ewodva 17).
Yy mepintoon g BAX, mapatnpeitol pio oToTIoTIK®G onpavtikn adéEnon otny opdada g
MTX og oyéomn pe TV opddo avapopds, 1) 0Toio OVTIGTPEPETOL GTIS OLADEG TNG GLYYOPNYNONG.
Yy mepintwon g BelxL, otnv opdda g cuyyopnynong e v vynin d6en DHM, éyovpe
OTOTIOTIKMG CNUOVTIKY o0ENGT TG EKQPACTG TNG o€ oxéon Ue Ty opdada e MTX, aArd kot
HE TV opada eEAEYYOV.
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Ewxova 13. Exppacn ka1 evepyomoinei foacik@y uecolofintaov e anonrwons (BAX, Bel-xL) oto jrwap. H MTX
ovlaver v omomtwtknmpwteiv) BAX, evo 1 DHM ueiover ty BAX koa mopciinia ovover v ovtiomontwtixy Bel
xL. (one-way ANOVA, *p<0.05,**p<0.01).

Meréty g mBovig evepyomoinong tov PIZK/AKT/eNOS povomoatiov oto nmop.
AMeletioape TV EKQEPUCT TOV LECOAUPNTOV EVOC AAALOVL LLOVOTATION GTO 0Toio THAvOV va
sumhéketar t6co n MTX 660 kary DHM, 1o omoio sivar to PI3K/AKT/eNOS. > v pedé
OVTOV TOV HOVOTOTION OEV TTopaTnpiONKe KATO GTATIOTIKMG CUOVTIKY HeTABoAN petaln
TV opddmv otovg deikteg peNOS , pAKT xor tAKT, wotéco oty nepintwon g teNOS
TopaTnpovUE pia advénomn oty £kepacn tng otnv opdda g MTX oe oyéon pe v opdda



avaQopds, 1 onoio avacTpEPeTUL Le TNV cuyyopnynon s DHM 1660 c€ yaunin 6co kot o

vynAn 66om.
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Ewxovoa 14. Ewxppacn kar evepyomoinon mpwteivedv tov PI3K/AKT/eNOS povomatiot (peNOS/teNOS,
PAKTHRAKT) oo fjmap. H yopnynon e MTX gaivetor o1 avéaver ta eminedo éxppoons e Enos, petafioi moo
ovaotpéper 1 DHM. (one-way ANOVA, *p<0.05)

Merétn ™G EKQPUGNS UVTLOEEOMTIKOV pecorafntov oto Nmap. Meietioaue v
evoegydevn mpootatevtikn enidpacn ¢ DHM ot peiwon tov emaydpevov amd ™ MTX
0&e1dMTIKOD 0TPEC. ApYIKA, LEAETAOANE TNV £KOPOCT TOV HETAYPAPIKoD Tapdyovta Nrf2, o
omolog £yel TV KavOTNTO Vo SOTEPVA TNV HEUPPAVN TOL TTVPNVA, VO TPOCOEVETOL GE [ia
aAAniovyio Tov TLPMVA YVOGTH MG area response element (ARE) kot va emdryet tnv petoypoen
yovidiov mov oyetilovtar pe avtiofewdwtikd &vivpa Omwg elvor 1 vmepoleddon g
yhovtofetdovng kou N katardon??’. H éxppaon ko 1 evepyomoinon tov Nrf2 de goiveton vo
petafdiieTor omd ™ yopnynon g MTX kor g DHM. Ilapdiinia, perethfnke kot M
EKQPAoN TOV OVTIOEEWMTIKAOVY eVEOU®V, vtepo&elddon g YAovtadeidvns (GPx) kot kataAdon
(CAT). Zmv mepintoon g GPx, mapatnpovue peimon g EKQPacng TG oTnv opdda. g
MTX ocg oyéon pe v opdda eAéyyov onAaodn, mBavmdg AGY® Tov OEEBMTIKOD OTPEG TOL
nwpokaiei n yoprynon g MTX. Me v yopiynon tg DHM napatnpndnke o téon avénong
otV éxppaocn tng GPx gite 6Tav yopnyeitor povn g ite oe cuvovaoud pe v MTX ympic,
OumG, ot UETOPOAEC avTEG Vo €lval OTATIOTIKG ONUOVTIKEG. AVTIOTOlO OMOTEAEGUOTO

TPOEKLYAV KOl YLo. TNV EKQpaocT ¢ Kataidons. Ta dvo avtd aviio&edwtikd Evivpa dev



EUMAEKOVTOL GTO 1010 OVTIOEEWDMTIKO LOVOTATL, ®OTOGO VILAYOVTOL GE KOWO EAEYXO0 £KPPUOTG

omd tov Nrf2 (ewova 17).
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Eiwxova 15. Exppaocny tov Nrf2 kar enuovtik@v avrioleidootikdy eviopuwv (GPx kot CAT) oto fmap. Aev
TOPOTHPOOVIOL GTATIOTIKG, CHUOVTIKES UETAPOAES AAAG DTLGPYEL Ui TGO ADENONS TS EKPPOATHS TWV OVTIOCEIOWTIKWOV
evibuwv otig opddes mov EAafav DHM. (one-way ANOVA)

Mehétn g ék@epaong Tov petapopéa OATP1IB1 oto fjwap. H éxppaon tov petapopéa
OATPI1BI1 (organic anion transporting polypeptide 1B1) mwov givar vrevBuvog yio v gicodo
¢ MTX ota nratokdtrapo gaivetar va, eivor avénuévn oty opddo g MTX yopic ®ctdc0
Vo QTOVEL TN OTOTIOTIKN oNuovTikotnto. To eninedo €KPpacnc, AOWTOV, TOL UETUPOPLN

paivetol va givar Tapopole o€ OAES TIG OUAOEG.
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Eiwxova 16. Erineoa éxppaons tov uetapopéa OATPIBI 6to njrap. Aev mopatnpodviol oToTIOTIKG CHUGVTIKES
erafolés uetald v ouddwv (one-way ANOVA)

Inflammatory
response

@’ m =y Tn’nﬂammatofy genes (il-6, TNF-a)

Apoptosis

Oxidative stress

Eiwcova 17. Avaypopuatixij arnetkovien tov mlavav ugyovicudy uéew twy omoiwy 5 Atopouvpieetivy ackel
THY TPOGTATEVTIKY TGS EMIOpacn Evavtl TG exayouevys ano Ty MTX nrarotolikotyrag.



4.8.2. AnoteAéopata Western Blot otoug veppikoig 16To0g.

Megrétn ™S $KQPOGNG KOl EVEPYOTOINGNS PUCIKAOV HEGOAUPNTAOV TS QAEYHOVIIS GTOVS
VEQPPOVC. T aVTIOTOLYIO LLE TN LEAETN LLOG OTO NTOP, KOl GTNV TEPIMTMOT TOV VEPPIKDVY 1OTOV,
depevvioape yo mBovEG HETAPOAES OTN POCEOPLAIMGT KOl GTO TPOTEIVIKA EMIMEDD TOV
petaypapikov  mopoayoviov NF-kB  xor STAT3, kobdg xor omv  Ekepacn g
npopAreyLovadovs kutokivng IL-6. [Tapatnpndnke avénpévn pocpopviioon tov STAT3 oty
opdda g MTX og oyéon pe v opdda eAEyyxov, 1 omoio LEUDVETAL CTATICTIKMS OTHLOVTIKA
otav ota movtikie yopnynOnke DHM oce cvvdvaoud pe v MTX. Emmiéov, n ékppaon g
IL-6 detyver va avédveror onpoviikd oty opdde e MTX, pe v DHM va emoeépet
OTOTIOTIKG ONUOVTIKY €MATTOON OT0 eMimedd TG pe docoelaptdpevo Tpdmo. AvticTtoya,
mopotnpinke kol avénon ota enineda poceopviioong tov NF-kB oty opdda g MTX cg
oyéon pe v oudoda eAéyyov, pe tnv DHM va teivel va peumoel ta eninedo ovtd, OTmg paiveTot

OTIS OUAdES TV cLYYopNYNoE®V (E1KOVa, 22).
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Eixova 18. Ilpoteivikny EKppacn Kol evEPYOTOINeH HECOLABNTAV THS PAEYUOVIS 6TOVG veppovs. H MTX ovlaver
wmv ékppoon e IL-6  kor ™ pwopopvrioon tov NF-kB, eved n DHM ueicdver ta ovénuéve emimedo IL-6 ko
rwopoiinio mepiopiler v evepyomoinon tov STAT-3. (one-way ANOVA, *p<0.05,**p<0.01, ***p<0.001)

Merétn g mBaviig evepyomoinong Tov PI3K/AKT/eNOS povomatiov 6T0vg VEQPOUS.
Kotd ) perétn avtod tov povomatiov dgv mopotnpiinke KATOow GTOTIGTIKMG GTUOVTIKN
petafoin peta&d TV ouddmv TEPAUOTOLOOV GTO EMITESN POCPOPVAIMGNC KOl TPOTEIVIKNG

éxppaong tov eNOS kot AKT eite pe yopriynon g MTX, eite pe v yoprynon tg DHM.
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Ewxova 19. Exppacn kar evepyomoinen pecoiofint@v tov PISK/AKT/eNOS povomatiov (peNOS/teNOS,
PAKTNRAKT) otovg veppove. (one-way ANOVA).

Megrétn TG EKQPOONGS KOL EVEPYOTOINONS PUCIKOV HEGOAUPNTOV TG OTOTTOGNS GTOVS
VEPPOUS. XTNV TEPITTOON TOV VEPPOV o€ avtiBeon pe Tov NTatikd 1616, 1 amOTTOoN O
eaivetarl va mailel onpavtikd porAo oty tolkotnta mov endystal and ™ MTX Kabdg dev
VILAPYOVV CTUTIOTIKG CTHOVTIKES SLOPOPEG GE LECOAOUPNTEG TOL CLYKEKPLUEVOD [LOVOTIOTION GE

GUYKPLOT| LLE TNV OUASO EAEYYOVL.
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Eiwcova 20. Exppacy pecoiafyrdy tc anéntmens 6tovg veppove. (one-way ANOVA)

Megrétn £KQPaoNS UVTIOEEIOMTIKOV HECOLUPNTOV 6TOVG vEPPOUS. MeletnOnke 1 Ekppaon
TOV peTaypaewov mapdyovio Nrf2 kot tov evldpov kotoddon kot vrepofelddon g
yhovtafeldvng, onwg xor oto Mmop (ewova 22). Ta emineda ékepoong tov evidpwv
napovotdlovv pia thorn adénong katd ) yopnynon g DHM  eite poévn g eite o€

ocuvovacpod pe mv MTX, yopig Ta anoteAEGHATA HLOg AVTA VO EIVOL GTATIOTIKA OT)LLOVTIKA.
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Eixéva 21. Ipwrteivikiy ékppacny tov Nrf2 kol tov oquovtikdy avrioéeidotikdy evivuwy (Catalase, GPx) otovg
veppovg. (one-way ANOVA).

Icmatinine,uma : w Inflammatory
response

|

I Inflammatory genes (il-6, TNF-a)

Apoptosis

Oxidative stress

Ewcova 22. Mioypoppotixn omeixovion twv mbovaov unyoviouwyv npoctacios e DHM évavt thg veppikng fAafng
mov endyeror omd t MTX.



5. XYMIIEPAXMATA-XYZHTHXH

H peBotpe&dtn (MTX) dpa g avtay®vioTig Tov QUAAIKOD 0&E0G Kot gival éva amd Ta o
OTTOTELEGULATIKA KOl EDPEMG YPNCULOTOLIOVUEVE, PAPHOKA Yio TN Bepameio TG PEVUATOEIB0VG
apBpitdoag 1 GAA®V 0VTOAVOC®V dSOTOPAY®DY GE YOUNAR 00GT, Kol Yo, S1APOPOVG TOITOVG
KopKivov, 6mm¢ 1 o&elo Ap@oPAACTIKN AEVYALIN, TO OGTEOGUPKMUOTO KO TO AEUPDUOTO GE
vynAy 86omC. Tlapé tov evOappuvTIKE YUUMAS AOYO KOGTOVC-0PEAOVG, 1 MO GLYVY OLTiol
dlakomng g Oepomeiag givor 1 eKONA®oN coPapdv avemBOunTOV evepyeldv, Hetald Tomv
Omol®OV 1 VEQPOTOEIKOTNTAL KOl 1 MAOTOTOEKOTNTA . ZVVEMMG, Kpidnke OKOMWO Vol
dtepeuvnBov ot unyovicpol TpdkANong To&koOTNTG Kot va, aveupefovv mapdyovteg mov Oa

Beltidcovy v avekTikOTNTA TOV 0cBevdv otn Bepaneio pe MTX.

1o mAaicio eEg0PeoTg H0G EVOALAKTIKNG QOPHAKOAOYIKNG TPOCEYYIONG, | Atvdpopvpioetivn
(DHM), éva proPovoeldéc to omoio eEdyetanr omd TOvG LIGYOVG KOl T QUAAL TOV EW0OV
Ampelopsis japonica, megalophylla ko1 grossedanta, emAéxnke AOy® TOV €VPEOS PACHUATOG
QOPULAKOAOYIKMV O10TNTMV TNG, OTWS Ol AVTIPAEYLOVAIELS, OVTIKOPKIVIKES, AVTIOEEIOMTIKEG
ko avtiBoxmpidionéc Spdoerg mc’t. IMapdiinia, yo v wpdoshnyn e MTX ota
NAATOKDTTOPN KOl GTO £YYDG ECTEPAUEVO COANVAPLO GTOVG VEQPPOVG GNUAVTIKO pOAO PaiveTL
va Stadpapatilovy ot petapopeic e katnyopiac OATPs (Organic Anion Polypeptides)”. H
dwdpopvpioetivn €xel deybel va  amotelel avactoArén Tng SpAoNg TOL MO UEAETNUEVOL
petapopéa g pebotpegdrne (OATP1IBI), mov BpickeTon amokAEIoTIKA 0TN BacIKN LepPpavn

TOV NTATOKVTTAPOV.

YVVETMG, GKOTOG TNG TOPOVGAS EPYACIOG NTAV 1 LEAETN TNG TOOVIG TPOGTATEVTIKNG dpdong
mg Awdpopvproetiviig (DHM) evavtia oty emayopevn omd MebBotpearn (MTX)
Nnatoto&kOTNTA KOl VEQPOTOEIKOTTA, KaOMG Kou 7 Slgpedvnon TOV EUTAEKOUEVOV

UNYOVIGUAV.

Apyikd, Tpoodtopiotnke 10 KOUTAAANAO (1K TPOTLMO Yo TN HEAETN TG TOEIKOTNTOG Kol Ol
GLVONKEG TOV TEPULOTIKOD UG TPOTOKOAAOV (S0GOA0YIKO GO, XPOVIKT ddpKeLa) e Pdon
EVPNHATO OO TPOKATAPKTIKG TEWPAUATO, TOV OEENYOUE, HETE amd PETPNON TOV OEIKTMOV
nrotikng Asttovpyiag AST kot ALT oto mAdoua tov nepapotoldov. Emidéydnke to poviého
tv 129/SV podv, 6to omoio dev £xel peretndet oto mapeAbov n touodtnta g MTX, Kot ta
novtiKwa dtyopiotnkay toyaio oe 6 opnddec. Extdg amd tnv opdda eréyyov (Control) kon tnv
ounada Mebotpe&dng (MTX), oynpatiomnkav, exiong, ot opddeg tov Elafav 614 ToL GTOUOTOC
YL 5 cvveydueveg NuEPES Lovo Tig dvo dapopetikéc docelc DHM (100 and 200 mg/Kg) 1 tpiv
amd T xopnynon wieg 66ong MTX (20 mg/kg) evdomeprrovaikd tnv 5" nuépa.



ZOpemVa AOOV UE TIG LETPNOELS GTO in vivo Hoviédo pag, 1 DHM edavnke va emavoaeépet Tig
avénuéveg amd t MTX tpéc tov nratikeov eviopov AST kot ALT oto midopoa, mov
amotelobV Pacikovg deikteg PAGPNG TOV NmaTog, OAAG Kot TNG KPEATVIVIG, VITOSEIKVIOVTAG
kot PAAPN Tov veppdv. AvtiBeta, 1 MTX dev puetéfolre onuoviikd tig dpaotpldTnTeg TOV
ALP xo1 LDH, 0AAG& ovte kot To emineda ¢ ovpiog 610 TAdoua. AvEnuévn dpaotnplotnTa
TOV OTUOVTIKOV ouTdV eviOH®V SEIKTOV TG ToEkoTNTOg £Yovv deiybel o mponyodueveg
neléteg petd amd yopriynon M2 H adénomn ota kutocolkd ovtd nmotikd Evivpa 6To
TAAGLOL DTTOOEIKVOEL LULaL SLpPOT| GTNV KLTTOPIKY LEUPpdiv, 1 omoia pe T 6€1pd TG oyetiletal
pe 0dvato twv mMmatokvttdpwv. To KATEGTPUPUEVO MTATOKVTTAPO OTEAELOEPDOVOLY TO
mepleOUeVO tovg, ovumepthappavopévov tov ALT kot AST otov e€mkvttdplo yopo. Ta
évlopa mov amehevBepdvVoVTOL TEMKEA €1GEPYOVTOL GTIV KUKAOQOPIa Kol £T61 avEavouy Ta
enimeda otov opd. H ALT evromileton kupiwg oto fmap, Kabdg kot o younAdtepo eninedo
OTOVG GKEAETIKOVG PEG Kol Tov Kopdlakd 1610. H dpactnpromta tg AST To0 0pov Bewpeiton
MyOTEPO €101KOC Prodeiktng TG NTATIKNG Agttovpyiog o GOYKPLoT UE TN SpacTnPLOTNTA TNG
ALT. H AST oanelevBepdvetar omd KOTESTPAPPEVE HVLOKOTTOPA KOOMG Kot  omd
nratokvTTapa’. Avtictorya, To avENIEVE OmOTEAEG AT KpEATIVIVIG (1] Ko ovpiag) pmopel vo
opeilovtar 6N vePpikn duoiettovpyla Tov Tpokaieiton and Ty katakpripuvion e MTX kot

TOV LETAPOMTAOV TN HESU OTA VEPPIKE COANVAPLL.

[MoAréc mepapatikée peréteg €xovv ypnotponomoetl ™ MTX ¢ poviélo yio v emayoyn
nroatotoéikotntoag. H MTX éyxet amoderybei 60T1 mpokaiel aldoidoelg oty 1oTontadoAoyio Tov
ATATOC OTOS GLGGOPEVST] PAEYLOVOIDY KVLTTAP®V, tVmoT Kat VEkpmoT Tov 161o00**, wetdco
oTNV O1KN HOg HEAETY], OTOVG NTATIKOVE 16TOVE TV iV Tov EAapay MTX mapatnpndnkay
E0TIOKEG VEKPADGELS, Ol 0TTOieC Ogv UOpPoHV VoL YOPOKTNPIoOVY OAN TNV OLAdN, CUVETMS OV
€yovpe KAmola eKTETOUEVT 1OTIKN PAAPN. AvTh 1) Stopopd TOOVOV VoL OPEIAETOL GTN YPTOT) TOV

OLYKEKPIUEVOD €Id0VG VoG Kot oty Tlavi| avtoyr| Tov oty MTX.

O mapatnpovpeveg emdpaoeig e MTX ota évlopa ALT kot AST amodidovton o€ peydo
Babuo Piproypagikd oto emayopevo omd T pebotpefdtn oLEdMTIKO GTPEG KOl OTNV
vrepoéeidmon tov Amdinv, Tov odnyodv oe nmatikr PAAPN Kot dteTopayn TS ATIOIKNG
dumhootolPédac twv nmotokvttapmv®®. To Nmap Kot o1 veppoi eivorl To Opyava, oL
emnpedloviot o coPopd amd TV kuTTaptkh PAAPN mov mpokodeitar amd v MTXY kan yia
T0 AOYO aVTO, OTI GUVEYELN, TPOGOlOpicape OEikTEG TOV O0EEOMTIKOD GTPEC TOGO GTOLG
NTOTIKOVS OGO KOl GTOVG VEPPIKOVS 10TOVC, KOl OAVNKE OTL TOPOAO TOV To EMimeda NG
Mnliovikng Atoddevdone (MDA) mapépevoy avemnpéaota, 1 DHM peimoe ta avénuévo amd

v MTX enineda npoteivikadv kapPovoriov (PCS).



A&ilel va avapephel 0TL evd og TponyoLueveg peléteg peretnOnioy ta enineda g MDA kot
napatnpnOnkav avénuéve otig opddeg mov Erafoav MTX, otn Ok pog pekétn odev
TOPATNPNOALE KATOWo LETAPOAT. AVTO IomG OPEILETAL OTY] PO SLUPOPETIKOV TELPALOATIKOD
HOVTELOL amtd OTL OTIG VITOAOITEC LeAETES. [0 ToV AOYO avTO PETPNCOE KOl TO ETITESA TOV
TPOTEIVIKOV KapPovoriov (PCS) kot mapatnproape 0Tt ta eninedd Tovg nTov avénuéva oty
opado g MTX kot perdvovtor pe v xopnynon ™m¢ DHM yeyovdg mov vmodnidvel pio

TPOCTOTEVTIKN avTlo&edmTtikn dpdon thg DHM.

Mia epdnag evéonepirovaixn yopnynon MTX (20 mg/kg) oe apovpaiovg Exel avoapepOet va
TPoKoAel OEEWWOTIKO OTPES, MTOYOVOPLOKT TOEWKOTNTO, MTOTIKN i{voon kol gvdoyevn
améntoon®®. H yopiymon MTX ce apovpaiovg éxet amodetydei vo. endyet 1o 0e1dmTicd oTpeg
av&dvovtag v mapaymyn ROS ko petwvovrtag ta eviupukd kot pun eviuopikd avtio&edmtika
CULGTNHOTO GTOVG VEPPOUG KOl GTO NP, HE EAATTMON TNG EVOOKVTTAPIKNG dPAGTNPLOTITAG
TV ovtogelntikov evidpov, 0mwg N dicpovtdon Tov vrepotewdiov (SOD), n kotaidon
(CAT) xotr m vmepo&ewddon g yrovtabedovng (GPx), xkobhc xoar mapepnodiovrag v

emavopedvurioon me opokvoteivnc®? (eucdvo 17).

IMa tov A0Yo avtd BeAoape Vo oviYVELGOVE TEPOUITEP® TIG GLVONKES TOL 0EEIOMTIKOV GTPES
Kol Kotd moco cvuPdiier oty emaydpevn amd v MTX tofikodtnta. ‘Exel deybel 611
avénpéva emimeda opokvoTEIVIIC 6T0 Ao acbsvdv Tov Aappdavovy Bspomsio pe MTX!
evoéyetor vo vmodnlmvel oewotikd otpeg (e&dvtinon NADPH «oi peiowon o
Yhovtofe1dvVN) 1) GpEST KVTTAPOTOEIKTH Spdon mov 0dnyovv og AMrddn d1mnon oto Rmap’. O
Nrf2 givon évog petaypagikos Tapdyoviog Tov UIopel va AELITOVPYNoEL ®G 0loONTRPOg Yo TO
0&e1dmTIKO otpec. YO Kovovikég cuvinkeg, o Nrf2 dwutnpeitol 610 KLTTAPOTAAGLO (e TNV
npoteivn Keapl (Kelch-like ECH associated protein 1), mov d1evkoAldvel oty amoikodounon
TOV. Z€ KOTAOTAOoN 0EE0MTIKOD GTPESG, TO0 Nrf2 onuatodoTikod LOVOTATL EVEPYOTOLEITOL HECH
g omehevfépwong tov amd TV Kuttapomiacpotiky Keapl xot tng mopnvikng tov
UETATOTIONG, OOV TPOGOEVETAL O€ pio aAAnAovyia Tov Tuprva yvootr o¢ ARE (area response
element) Kot emdyel T peTaypapr] yovidiov mov oyetiloviol pe tnv mpocTtacio amd TNV
ofedmtikn PAGPN kot T eAeyHovY], avaueca oTa omoio Kot Yo To avTio&EdmTIKa Evivpa,
O gival 1 vtePoelddon e YAoLTAOEOVIG KOt 1 KATAAGGT, 00N YDOVTOG GE TPOGTAGIO TV

KUTTAPOV.

Emopévemg, pe Baon avtd ta dedopéva, Tpocdlopicaple T CUYKEVIP®OT TG OLOKVGTEIVNG OTO
mAdoua kot T dpdon kot Ekepacn PACIK®OV avTIOEESOTIKGOV VDOV Kol TV EVEPYOTOiNoN
1oV Nrf2 avtio&edmtikod HoVOTaTION. ZOUP®VOL LE T0 OTOTEAECUATE LLOG, Tapatnpnonke pio
LN OTOTIOTIKA OMUOVTIKY] TAOM UEIMONG TNG MPOTEIVIKNG EKEPACNG TOV UETOYPOPLKOD

mopdyovta Nrf2 660 kot tov avio&edotikav eviopwnv CAT kot GPx 1660 6tovug nratikods



0G0 KOl 0TOVG VEQPIKOVS 16ToVG, pe TV DHM va enavagépetl to eninedo avtd 010 apyIKa.
HopdAAnia Kot yio Tig TIHEG GVYKEVTIPMOTG OLOKVGTEIVNG 6TO TAAGHA OV VINPEAV S10POPES
OVAUESH OTIG OUAOEG TELPUUATOLD®V. ZVVETDS, CLUTEPAIVOVLE OTL TO OEEOMTIKO GTPEG KOL M
evepyomoinorn tov Nrf2-avtiofed®tikod povomatiov eumAékoviol o€ WKpod Pabud oty

nwpokaiovpevn and v MTX to&ikdmra kot v Tpoctacio g DHM, avrtictoya.

2 ovvéyew, dlepeuVNoape GAAOVE TOOVOLG UNYOVIoCUOVS Tov cuufBdAlovy mlavd otnv
TOEIKATNTA KoL TNV €uePYETIKT dpdor g DHM, ftot pécm tng oAEYLOVIG KOL TNG OTOTTMTIKNG
dwdkacioc. H yopriynon MTX ota nepapatoloma £xet deytel 6t mpokadiel vieppubuion twv
TPOPAEYLOVOOIDV OEIKTOV Omwg o mapdyovtag vékpmong oykov-a (TNF-a), o NF-xB, n
wrephevkivny 6 (IL-6), 1 IL-1B karn IL-12%¢. O NF-kB givat £vag petorypagikdg Tapiyovac, o
onmotog  PplokeTor avevepydg OTO KUTTOPOTAQGLO. XTNV OVEVEPYN TOL LOPYN Eetvor
TPOGOEUEVOS LE TOV OVAOTOAER TOV, TNV TpeTeivn [kBa. Méow ewtepicdv onpdtmv 1
petaforav, evepyomoteiton n IkB mpoteivikn kwdon (IKK), m omola pe v oegpd g
pwcpopvAdvel TNV IkBa. H pocpopvrinon avt £xet wg anotélecio TNV amodECUEVLOT TG
IxkBa and tov NF-kB kot tnv amoikodounorn e npdng and 1o npwtedoopa. O erevbepog
mAéov NF-kB omc@opuAdvetal Kol €1GEPYETOL GTOV TUPNVO ETAYOVIOG TN HLETOYPOQT|
SAPOP®V TPOPAEYLOVOOIDY YoVIdI®VY, OTMS Y10, SLAPOPES KVTOKIVES Kot yNUEOKiveS, neta&ld
TV onoimv eivar kot yio v mapaywyq TNF-o kot IL-6*. O TNF-a sivot pia mpo@leypovddng
KUTOK{VN OV TTailEL KEVTPIKO POAO GTN LEGOAGPNON TNE PAEYHOVDSOLG amoKpions. Exkpivetan
¢ andkpion og Kamolo epédiopa (Kupimwg amd To Lakpo@dya) Kot exdyst TNV aneAlevfépwon
GAADV KOTOKIVAOV KOl TV Topayyn povoéediov tov aldtov, enckteivovtag tn PAAPnN (sik.
17). O STAT3 pe 1 oepd T0V €ivor Kol aLTOS EVOC HETAYPAPIKOS TOPAYOVTHG TOV
POCPOPLMOVETOL KOl ELGEPYETAL GTOV TUPNVO OCTE VAL EMAYEL TV LETUYPOAPT YOVISI®V LETUED

TOV omoimV Kat TS eAsypovic.

H poploxn avélvon npaypoatomombnke pe Western blotting kot amoxaAdvednke 61t n DHM
avéotelthe v MTX-emayopevn mmatotolikdtnta, 1 omoio oivetol va dwopecolofeiton
Kuplog P NG PAEYHOVNG, OTTG ToTomolEitan and ta avénuéva erineda tov TNF-o kot
iINOS ka1 v evepyomoinon tov JAK/STAT3 kot NF-xB povomotiov, xabbg kot tng
OTOTTOTIKNG JadIKAGiaG, OTMC PaIVETOL amd TNV avénon NG TPONTOTTMTIKNG TPWOTEIVIG
BAX kot ™ peimon g avtamontotikng tpoteivng Bel-x1. H yopriiynon tg DHM eravépepe
TNV 1GOPPOTLN GTO, ENXTED TOV GNUAVTIKOV 0TOV UEADV TnG Bel2 owoyévelag. Avtictotya, 1
enayopevn and MTX veppikn BAAPN @aivetal va mpokaleitoanl Kupimg HEGH TNG PAEYLOVNG,
OT®G amodelkvOeTOL amd TNV avEnuévn ékepaon g IL-6 kot T pooeopvriinon tov Nf-kB
kot STAT-3, evd 1 amdTT®ON QOiveTal Vo EUTAEKETOL G UIKPOTEPO Pabpd, pe mv DHM va
EMTLYYAVEL O KAmOoo Pabud veppompootasio, LEWOVOVTAG TNV EKEPUCT TOV TOPITAVE®

ONUATOJOTIKMV Hopiov (gk. 22).



Ye ovpeovia pe o aroteléopatd pog, £xel avapephel 01t o NF-kB dwdpapoatiler kopPucod
polo oty maboguctoroyia TG emaydpevng omd MTX nratotoéikdmroc!!, evd avEavopeva
otoeio otn Piploypapio viodnimvouv 6Tl N dueon otodyevon tov NF-kB Ba prmopovce va
amotelel o Prodoun Oepamevtikn emhoyn ywoo nmatiky voco. H MTX éyer deybel va
vrepppLOuilel v ékppaon tov (NF-kB) kot v mapaymyn TpopAEYLOVOIDY KVTOKIVOV Kol
VOL EVEPYOTIOIEL TO LITOXOVPLOKS LOVOTATL TNG amomToons . Mapdiinla, to eninedo tov NF-
kB kot TNF-a fjtav onpoavtikd ovénuéva o nratiko, VEQPIKo Kot Kapdlokd 16T0 08 EMIUVEG
mov Ehafav MTX?, kabdg kot o emimeda tov NF-kB, IL-6, IL-1B, iNOS xot TNF-o 6e Swiss
albino movtikia’™ kot copeVoOLY pe Tponyovueves pedétec’® (sik.17). T tv evepyomoinon
tov NF-kB onpovtikdé poro eaivetar va mailel €éva povomdtt wov mepthappdvel éva peydlo
apOud Kwvacov cepivng/Bpeovivng, 10 MAPK (kou xvpiog to p38 MAPK povomdrt), pe
amotédecpa to onpatodotikdé MAPK/NF-kB povomdtt va Bewpeitar otpoatnyiking onuaciog
OTNV OPYAVOON KOl ETAYOYN TOV PAEYHOVOOI®V dtadikoctdv. H pebotpegdrn €xel avapepbel

va gvepyomotel T MAPK onpotodotiky 086 oe d1dpopeg peréte’.

H to&womto tg MTX £xet ovoyetiotel otn Piproypoeio e T QAEYLLOVH KOl TNV OTOTTOON
UEe TOALOTTAEG HEAETEG VO ATOOEIKVOOLY TI PAEYUOVMOT AOKPIoT META amd yoprynon MTX
oe tpokTikd’’. H @leypovi kot 10 0EE0TIKG GTPEC £pyAlOvVIOL GUVIOVIGHEVH YioL VO
TPOKOAEGOVY KLTTOPIKT PAGPN Kot amdntwon. H svaetncio tov kuttdpov oty andntmon
eAéyyeton amd tnv Bcl-2 owoyéveln yovidimv, m omoio mepAapuPdvel TPO-OTOTTOTIKEG
npoteiveg (0tmg N Bax) kot avti-amontotikég mpwteiveg (dmwg ot Bel-2 kot Bel-xL) kot
Bewpovtal KOplot puBuetég g andntwons. [ToAvdpBueg peréteg €xovv avadeilel
ocvpPoAry ¢ amémtwong oty tofwotnta e MTX 1660 oTOLC VEPPOVS T®V

nspoparoldmv>

pe avénon tov Adyov Bax/Bcel2, tng pS3 kot tng evepyomoinong tov
Kaomacdv -9 kat -3%, 660 Kot 6To Yrap®’, 6TV AvaPEPONKAY avENEVe ETimESH EKPPACNG
¢ Bax kot peiopéva enineda tov Bel-2 og nroticos 16100¢ enipvmv petd amd yopnynon
MTX, kdrtt Tov €pyetor 6€ cLUE®VIa pPE To dIKA pog omotedéopota. Katd ) dibpkelo g
npokorodpevng amd MTX andntmong Tov NratokuTIapmVy, EXAYETOL 1] LETATOMION TG Bax
otV e£®TEPIKN UITOYXOVIPLOKT HEUPPAVN e amoTéLecpa TNV aDENON TG SIMEPATITNTAS TOV
ptoyovopiov kot Tnv amerevféPOon TOL KUTOYPOUATOS € OTO KULTTOPOTANGLO, 7OV
gvepyomotel kKaBod1Ké T HOVOTATL TOV KaoTachV (kaomdon-9, kaomdon-3)* . H avénuévn kat
GULVEYNG AMOTTMOOT] TOV MTOTOKVTTAP®V UTOopel Vo 0dNyNoeL 6€ tvaor Kot 1 SloTapoy TNg
wwoppomiag g Bel2 owoyévelag ko 1 evepyomoinon tov STAT3 éyovv derytei va cupufdiiovy
npog avty TV katevBuvon® . Avtifeto, ot pEAETN HAG, OTOVG VEQPIKOVS 16TOVG

EVEPYOTIOLEITAL GE TTOAD LKPOTEPO PaOUO 1 ATOTTOTIKY SlodIKaGia.

To avénuéva ermimedo poopopvimong twv NF-kB kot STAT3 deiyvouv ) copfoin g

QAEYLOVMDOOVE  AmOKploNg oty wpokaAovuevn omd MTX nroatotofikdtnta Kot



veppoto&wotnta. H avénom g IL-6 dpa wg enaywyéag g pospopvrimong tov STAT3 otnyv
Tyr705, 0 omoiog ko VTOG LE TNV GEPA TOL ELGEPYETAL GTOV TUPTIVOL KO ETAYEL TNV LETOYPOPT
yovidiov mov oyetifovial 1660 pe TV EAEYHOVH OGO KOl LE TNV onmonToTikn dwdikacio. H
avénuévn Aoym ¢ pebotpeldtng powopopvriimong tov STAT3, odnyel oe adénon g
KQpaong G TPo-amonTtOTIKNG mpoteivg BAX kot peiwon g ékepoong e ovti-
OmOMTMTIKAG TPOTEIVC Bel2, evepyomoldviac 10 e6OTEPIKO [ITOYOVIPLaKd povormdrtt?®
Emiong, n éxppaon g iNOS avéndnke ctov Nrotikd 1610 TEPUUATOLO®Y TOV TOVG £iye

yopnynOet MTX.

Aldeopot punyovicpoi £xovv avaAvdet yia va eEnynoovy v MTX-enaydpevn toéikodtnTo. Xe
plo perétn mpotdBnke m eumiokn tov PI3K/Akt/eNOS povomatiod otnv maboyéveon
veppoto&kdmrag and ™ pebotpedtn®®. To PI3K/Akt povomdrt £xet onuovtikd poro oty
KLTTOPIKY avAmTLEn Kot emPimorn Kot TNV KOTAGTOAN TG AmOTTMOTG, Kot S10TopACGGETOL aTd
o wielddo epethopdtmv kot toEikdv tpocfordv . H gvepyomomuévn Akt evopynotpavel tnv
KLTTOPIKY EMPIOCT TUPOSOTAOVTAS TN POGPOPLAIWOT ToALATA®V KaBodIKDOV GTOY®V uE
EMAKOAOLON OVOGTOAYN LG GEPAS TPO-OMOTTMOTIKMV TPMOTEVMV, AVAIESH GTO OTTOl0 KOl Ot
Bax ka1 Bad. EmutAiéov, n Akt umopei vo evepyomomjoel ) evdobnilakn cuvvbetdon tov
povoé&ediov tov almtov (eNOS), n omoia wapdyel NO, evid 1 pocpopvrinon tov Akt (Serd73)
kot eNOS (Ser1177), vreppvOuiler v Ekepacn T®V OVII-OTOTTOTIKAOV TPOTEIVIKOV LEADYV
¢ Bel-2 kat amevepyomotel ) Spacmpiotyta e koomdonc-3"C . T 1o Adyo owtd ot
GUVEYELD TNG UEAETNG LOG EEETAGOLE TN GMOPOPLAImoT Kat Ekppacn Tov Akt kot eNOS, pe
T omoteAéopatd pog va delyvouv 6ti 1o PI3K/AKT/eNOS povondr dev gaivetat vo cupdiet
onuavtikd oty toEikotra g MTX 1660 o10 Nmap OGO KoL OTOVG VEQPPOUG TMV

nepopotoldmv.

Ocov agopd 1 Owdpopvpioetivn, ta PiPAoypapikd Oedopéve GUUEOVOVY UE  TO
omoteléopotd poc, koOde £xst avopepdei vo sfaclevel v nmmatknP(ek.17) won
vepptkn?®(ec.22) PAAPN, MOV TMV AVTIOEEISOTIKAV, OVTIPAEYLOVOSOV KOl OVTIOMOTTOTIKOV
g dpdoemv’’ . H DHM éyst SetyBei v katacTéAAEL T QAEYHOVH HE PEimon TG EKPPACTC Kot
TOPEUTOSIONG TNG TVPNVIKAG peTaTdmiong Tov NF-Kb®, evd mapéupacn pe DHM psiooce to
eninedo TPOPAEYUOV®DODV KuTOKV®V, 0mtwg 1 IL-1B, n IL-6 ka1 o TNF-a, avésteihe v
napaywy] NO and v iINOS kot avénoe ta eminmedo ¢ aviipieypovadovg 1L-10 ce

131 Tlapédndo, gixe ™V wovoThTa Vo

SLPOPETIKG in VIVo KOL in Vitro LovTELD QAEYLOVIG
KOTAGTEILEL KO TV omOmTmon pe ovactodn tov NF-KB/p53/Bax povomatiod® . Téhog, 1
gumiokn tov petagopéo. OATPIB1 oty maboyéveon amd 1n upebotpefdrtn kair otnv

TPOooTaTELTIKN EMidpacn Tng DHM amattel mepattépw diepevvnon).



Meirovtikd, Ba giye evolopEpov T0 TP®MTOKOALO aVTO va dteaybel Kot og PLHEC GTOVG OTTOIOVG
éxel mpoxAnBei pevpatoedn apbpitida 1| veomhaocia, omdte Oa elye evolapépov va peretndel n
emidpaon g DHM o¢ 1é€1010 MEpapatikd poviéro. Emmiéov, Bo propodoe va eEgtaotel Kot

1 dpaon g DHM oe eninedo mRNA kot n wibovr eumiokn didpopmv miRNAS 6tov poploko
™G UNYOVIoUo.

Svumepoaopotikd, 1 DHM @dvnke 0Tt KataoTEALEL TNV €vEPYOTOINGoMN KPIGYL®Y LOVOTATIOV,
vrevbovov Yo TG emProfeic emmtooelg e MTX oto Mmoap kol Tovg vepPpolS Kot ot
EVEPYETIKEG AVTEG EMOPACEIS TG, Oo UmopovoAV VO TNV KOTAGTHCOVV MG &va €E01PETIKO
VIOYNPLO POPLOKOAOYIKO TAPAYOVTO Yl TV VITOGTHPIEN 0obevdv mov Aappdvovv Bepameio
pe MTX, ghattdvovtog Tig avemBounteg evépyeteg g MTX kan kabiotdvrag tn yopnynon
NG O ASPAAT, XOPIS TOPAAANAL VO ETNPEALEL T dPACTIKOTNTO KOL TV OTOTEAECLATIKOTNTA
me. Ioapdia avtd Ba mpémer va deEayBodv ko dhAdec peETeg TOGO GE AVTO TO TEPAUATIKO

povtéro 660 Kot og dAla dote va motonondei n TpocTatevTiky dpdorn g DHM.
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Western Blot
Yvotaon Lysis buffer (RIPA)

= 1% Triton X100: Mn 10vTiKOg EMPOVELOPACTIKOG TapdyovTag LRELBLVOG Yoo TV
KATOGTPOPN TOV MTidimv TOV LEUPPOVDV LIE ATOTEAEGLO TV ATEAELOEP®OT TV
OWUEUPPOVIKDV TPOTEIVOV Kol TOV TPOTEVAOV TOL  gvtomilovtal €viog TV

KLTTOPIKOV 0pyovidiov mov tepikieiovtal omd Tig pepuPpdveg

= 20mM Tris: To Tris ypnowomoteiton yio T pvouion tov pH og cuvOnkeg Tapopotleg

LE OTEC TOV LITAPYOVY EVTOG TOL KuTTdpovL (pH 7.4-7.6)
= 150 mM NaCl: Avactélrel Tig VOPOPOPES AAANAETOPACELS LETAED TOV TPOTEIVAV
= 50 mM NaF: Avactoréag Docpatdong dote va unv yovevtel to deiypa.

* 1 mM EDTA: Xnhkdc mopdyovioc copmiokomoinong wvtov Ca?’ pe omotédeoua

TNV amevePYOToinom TV acPectio-emayouevmy eviopwmy
* 1 mM EGTA: Xn\kdg mapdyoviag cupmiokomoinong woviov Ca**

= 1 mM Glycerolphosphatase: AVTAyOVIGHOG T@V €VOOYEVAOV POGOATOC®Y TOV

OTOGTOVV PMOCPOPIKEG OULAOES ATO TIC POCPOPVAIMUEVEC TPMOTEIVEG

* 1% SDS: ®oprilet 11¢ mpwteiveg apvnTikd Mot Vo Lmopet va tparypotomowOel

niektpo@opnon. Emipavelodpaotiko.
= 100 mM PMSF
=  Protease phosphatase inhibitors

Y10 gpyactipro mapackevaioviar 100mL dieivpatog Lysis pe v mpochnkn tov otepedv oe
notpt L€oemg Kot TNV Tpocstnkn 80mL mepimov vepov. To didAivpa meyapetpeitar pe HCL 2N
éw¢ 10 pH va etdoel 610 7.4. 'Enerta, og 0yKOUETPIKO KOAVOPO TPooTibetat 0YKog vepol Emg

to 100mL.

M£60o0og Lowry



Mo tov mpocdiopiopd g cLYKEVIP®ONG TV TPpoTeivdy ota lysates ypnoomombnke n
ypouatopeTpikn péBodog Lowry, n omoia Paciletar og 600 ynukég avidpdaoels. [potov,
OTNV aVOYy®YN TOV WOVIOV YOAKOD 68 aAKOAMKO TEPIBAAAOV oyMUaTi{ovTag GOUTAOKO LE TIg
TPOTEIVEG 6TO delypa Kot dgvTepoV oV avaymyn tov avtwdpaoctnpiov Folin-Ciocalteu, mwov

TPOGIIOEL UTAE YPDLLO GTO OLAALLLO.

Q¢ TpdTO PO KATOCKEVAGTNKE KOUTOAT 0VOQOPES PN OLOTOI®VTOS StaAdpota TG Pogtag
aABovpivng opod (BSA-Bovine Serum Albumin), pe Bdon v omoio Tpocdlopiotnke 1 OAKN
TpmTeIvn ota detypota. [a to okomod avtd, 1o apyud didivpa SpL BSA 40 mg/mL apaimOnke
pe 45 pl dwoddpatog Adong, omdte TPodkvuye TEMKO dtdAvpa cvykévipmons 4 mg/mL.
GULVEYELD, TPAYLLATOTOMON KOV H1000)IKES APOLMDGELS LE TO SLAAVLLO ADGTG Kot dnpLiovpynonKoy
ot g&ng ovykevipawoels BSA ¢ xapmoing avaeopds: 4 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5
mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0 mg/mL (yopic BSA). And ta dwwAdpata avtd kabdg
Kot 0o 10 TPOTEIVIKG ekyvAiopoata edqednoav 5 pl, mov tomobetnOnkav ota Pobpia g
mAdkag. EmmAéov, mapackevdotnke pelypa tov avtdpoaotnpiov A+S o avaroyio 1S:50A won
npootednkov 25uL o€ kdOe Bobpio. To avtidpactiplo A (Reagent A) eivar adAkoiikd didAvpa
TPLYIKOD YaAKoL kal To avtidpoactiplo S (Reagent S) sival emipovelodpaotikd StdAvUO Vi
YPOUATOUETPIKEG avoAlvcels. AxoAdovdnce m mpooHnkn 200ul/Bobpio avtidpactnpiov B
(Reagent B), mov eivor 10 avtdpaoctipio Folin. Téhog, n amoppdenon tov Selypdtov
petprOnke oto Infinite® 200 PRO NanoQuant Tecan ota 750 nm, K0T0.0KEVAGTNKE 1] KOUTOAN

oVaPOPAG KOl VITOAOYICTNKAY Ol GUYKEVIPMOGELS TV OELYLATOV.

[No v mapackev] Tov gel vrdpyovv ta doddpato Stacking gel Buffer kot Running  gel
Buffer mov dnpovpyodv 11 katdAinieg avaywywkég cvvinkeg kot cuvlnkeg pH dote ot

TPOTEIVES VO AVOILOTACGOVTAL Kol Vo dtoywpilovtal avTicToya.

Iivaxag 1: Xvotaon Stacking gel Buffer

YV0TATIKG, MocotnTa
Tris Base (0.5M) 30.285g
SDS (0.4%) 2¢g

ddH,O g-s 500mL

Ta oteped avridpaothpla Tpoctifevral og 6yko 450 mL ddH,O kot avadevovtat. To pH tov
drodvpatog pubuiletor oto 6.8 pe mokvd HCI 12N. AkorovOBwg mpootifetan ddH-O émg ta
500mL.

Mivaxag 2: XYotacn Running gel Buffer

2V6TUTIKG, MocétnTo

Tris Base (1.5M) 91g




SDS (0.4%) 2¢g
ddH,O g-s 500mL

Ta oteped avtidpaothipla Tpootifevral oe 6yko 450 mL ddH,O kot avadevovtat. To pH tov
dthvpoatog puduiletar oto 8.8 pe apad HCl IN. AkorovBwg mpootibetan ddH,O éwg ta
500mL.

Mivakog 3: Xdotaon Tov gel

Running gel 13% | Running gel 7,5% Stacking gel 5%
LuoTaTiKa Tovrayq ywo 2 gel Tvvrayi ywa 2 gel| ZOVTOT Yo 2 gel
(16 mL) (16 mL) (6 mL)
30% Polyacrylamide 6.93 mL 4 mL 1.02 mL
Running gel buffer/
4.16 mL 4.16mL 810 uL
Stacking Gel Buffer
ddH20 4.75 mL 7.68 mL 4.08 mL
10% APS 160 puL 160 puL 60 pL
TEMED 16 puL 16 uL 6 uL
8% Bromophenol blue |- - 6 upL

MMivoxag 4: Xv6taon Running Buffer 10X

YV6TUTIKG, MocétnTo
Glycine 1442 g
SDS 10g

Tris Base 303 ¢
ddH,O g-s 1L

o dvdrvpe running buffer 1X 1L apoidvovror 100 mL Sieddpatog running buffer 10X og

ddH,0 éwc 1L.

H nopackeun tov gel mpaypatoromdnke oe €1dwkd {evyn TAaKOV Tov a@rvouy Heta&d Toug

kevo 1.5mm. Kdto tomobetrifnike 1o running gel kot apov £nnée mpootédnke and taveo Tov T0



stacking gel ka1 TomofetOnke €101k6 TAacTIKO eEdptnua-ytevakt (10 1 15 Béoewv) Yy T
onuovpyio OV keM@V-tnyadidv. Xto stacking gel oynuotifovior ta xeMd Yo va
tonofetnBovv Ta delypoto, Vo TOKETOPIGTOVV Kol VO CYNUOTICOUV AEMTEG Kol OLOKPITEG
UTOVTEG, &V O©TO TO running gel emTuyydvetol o OlOY®PICUOS TOV  TPOTEIVGOV.
Mopackevdotniay Aowodv stacking gel 5% wot running gel 7.5% kot 13% ko tomobemOnkay
oto €01ko tank tng Western blot. e avtd mpootébnke running buffer 1X, pe 1o omoio
kaBapiomkav To KeEAL omd TUYOV VTOAEIUUOTO [N TOAVUEPIGUEVIG TOAVAKPLACUIONG
(Flashing). 1o mp®dTto kot to TeAevtaio keM kdOe gel poptdbnke o 1yvnBémg (marker), mov
dniavel T B€om mov €xovv TPMTEIVEG GLYKEKPIUEVOL Loplakoy Bdpovg oto gel ko diver pia
caen €KOVA Yo TO OoYOPIGUO TOVG. APECWHG UETH QOPTMONKAV TO dElyHATO, OPOV TPDTA
EemAymoav Kol puyokevIpnOnkay og VYNAEC oTpoPEg (spin down). e TepinT®OT TOL VINPYAY
Kevd keAld mpooténke SB 1X otov 010 0yko pe ta dsiypoto. MOAG ohokAnpdbnke M
dwdikacio g eOpTwong, Eexivinoe 1 niekTpopdpnon ota 80V €mc dtov daywpiotel o marker

kot cuveyiotnke ota 130V péypt va emttevybel o Stoaympiopds TV PEAETOVUEVOV TPOTEIVOV.

MMivakag 5: Xvotaon Transfer Buffer

2VGTUTIKG, MMocétnTo
Glycine 144 ¢
Tris Base 303 ¢g
MeOH 200 mL
ddH,O g-s 1L

To transfer buffer mopoackevaldtav pécko kdbe opd kat amobnikevotay otovg -20°C uéypt

va ypnoyomoinbet.

Atyo mpwv teleidoet 1 mAektpoeopnon Eekivinoe m mpoetowwacios tov Transportation.
MepBpavec PVDF 0.45 um komnkav oto péyebog tov gel kot emwdotnkav apyikd yio 10 Aentd
oe puebavorn pe avaxivinon ya va evepyonomBodv kot katomv o transfer buffer. Xe yvdiivo
okevog evtdg tov transfer buffer tomoBetifniav o1 kocéteg tov transportation, T

opovyyapdkio Kot 4 dmbntikd oAl yio kKGO gel koppéva Kt ovtd oto péyedog Tov.

Mo olokAnpdOnke M nAekTpo@dpncon, ol TAGkeg mov mepieiyav To gel avoiytnkov pe
npocoyn. To stacking gel apoapédnke kot to evamopeivav gel, mov mepieiye T TpwTEIvES,
enwdotnke oeg transfer buffer. Ztn ocuvvéyeww mwhveo oy padpn TAELPA TG KOGETOG
tomoBeTnONKAY S10d0YIKA £va cpovyyapdkt, Ta 2 ddnTKd Kot to gel, | pepppdvn PVDEF, ta
A 000 dONTIKG Kot TO devTEPO GPovyyopdkl. Katd v tomoBétnon g pepPpdvng Ko
TV dmOnTikdv Befoarmbnke 1 arovcio QuGaAId®Y, MoTE va, Unv vdpEovy TpofAn Lot Kotd
N HETAPOPA TV TPOTEIVOV. AuTd £yve Yo Kabe gel kKot petd o1 kaoéteg tomobfethfnioy oto

tank pali pe mayokvomn evtog mayov. To tank mAnpmOnke pe transfer buffer, dote va



KOADTTOVTIOL TANP®G Ol KAGETES, KOl Tpaypatomomdnke niextpopopnon oto 100V yua 90

AemTA.

Mivakoag 6: XYotaocn oweivpatog TBS 10X

XVOTOTIKG Hocétra
NaCl 80 g

Tris Base 30g
ddH,O g-s 1L

Ta oteped avtidpaotpila npoctifevion og 6yKo 900mL ddH,O kat avadevovral. To pH tov

Stohvpoatog puuiletarl oto 7.6 pe mokvo HCL. AxolovBwg mpootiBeton ddH,O €wg 1L.
INo dwdiopa TBS 1X 1L apordvovror 100 mL dwddpatog TBS 10X oe ddH20 éwmg 1L.

Hivakoeg 7: Lvotacn owrvpatog TBS Tween 1X 0.1% Tween

YVGTUTIKG, ‘Oykog
TBS 1X 1L
Tween 20 1 mL

Iivoxag 8: Xvotaon Stripping Buffer

YVoTATIKG ‘Oyxkog
Glycine 25 mM 9 mL
SDS (10%) I mL
Tween 20 50 uLb

[Tpoxeévon ot peuPpdveg vo Umopovv va ypnotpomotnfodv €K vEOL Yo TNV EUPAVION
dapopeTikig TpoTeivne, TAVONKav pe didhivpo TBS 1X 0.1% Tween Ko emwdotnkav pe
stripping buffer ywa 45 Aentd vd avokivnon og Beppokpacio dwpatiov, ®ote vo aparpedel To
TPMTOYEVESG KO OEVTEPOYEVES AVTICOUM. TN GLVEYELW ekTAVONKaY 3 popég pe ddhvpa TBS
1X 0.1% Tween ka1 enwdotnrav yio pio dpa oe Blocking Buffer vro avakivnon. AkorlovOnoe

1 EMMOOGCT TOVG UE TPMTOYEVEG KO OEVTEPOYEVES OVTIGMLO. KOL 1] ELGAVIOT] TOV TPOTEIVAV.

Mivakog 9:Xv6tacn PBS 10X

YvoTaTIKG, Hooc6tnTo

KH2PO4 2.4¢g
Na:HPO4 x7H20 26.8¢g
NaCl 80g




KClI 2g
ddH20 g-s 1L

Ta oteped avtidpactpia tpootifeviar o€ 6yko 900mL ddH-O kot avadevovral. AkoAovOwmg

npootifeton ddH,20 éwg 1L kot amodnkeveTan o yodivo doyeio otovg 4°C.

[No owgivpa PBS 1X 1L apawdvovtar 100 mL dwivpatog PBS 10X oe ddH,O ém¢ 1L
(pH=7.4).

Mivaxkog 10 : dwndikacio ekmAvee®V Yo Kit opokveTeivig

Avappdenon Tov Tponyoduevov daidpatog kot tpocstnkn 350 pl washing buffer. [Tapapovn
TOV JADUOTOC 6TO KAOE KeAl yior 1 pe 2 AEmTA KOl AMOUAKPLVGT TOL UE EAAPPO XTOTNUA TNG
e ¢ mAakag. Emavainyn tng dwadikaciog 66eg popEc avoypapetatl 6to OALO odnyidv. H
dwdkacior €kmlvong eivar onuovtikn yoo v opfdtrta ¢ pebddov, yioo avtd KOl M

OTOUAKPVVOT TV AV UATOV PETA omd KaBE dadikacio Tpémetl va YiveTol GYOAAGTIKA.

Mivaxog 11 : lysis buffer yia opoyevomompévo 1676 o€ pétpnon SOD

2V6TUTIKG, MMocétnTo
Tris/HCL 0,1M
Triton-X 0,5 %

B-pepkantoefavoin 5mM

Tapmiéteg
OVOOTOAE®V 2,5 tabs

TPOTEACDV
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