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Τι είναι το υδρόθειο?

� Άχρωµο

� Εύφλεκτο

� Υδατοδιαλυτό

� Αέριο

� Χαρακτηριστική 

οσµή κλούβιου 

αυγού

� Παράγεται από την L-κυστεΐνη µε το 

ένζυµο γ-λυάση της κυσταθειονίνης (CSE) 

και τη β-συνθάση της κυσταθειονίνης

(CBS)

� Τα ένζυµα για την παραγωγή H2S

χρησιµοποιούν ως υπόστρωµα την L-

cysteine και ως συµπαράγοντα το pyridoxal

phosphate 

Τοξικό ή Αναγκαίο?

Ωστόσο στην πραγµατικότητα είναι ένα µόριο που απαντάται φυσικά 

στον οργανισµό µας

Για πολλά χρόνια το H2S θεωρείτο ένα τοξικό και επικίνδυνο για το περιβάλλον 

αέριο

Επιτελεί σηµατοδοτικούς ρόλους, µόνο ή από κοινού µαζί µε CO & NO

Επιδράσεις του H2S στον οργανισµό

� Το H2S έχει δειχθεί ότι ρυθµίζει ένα συνεχώς αυξανόµενο αριθµό

φυσιολογικών λειτουργιών όπως:

▫ τη ρύθµιση ανοσοβιολογικών και φλεγµονωδών αποκρίσεων (Lee et al.,

2010; Li et al., 2009a; Sodha et al., 2009)

▫ το κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστηµα (Eto et al., 2002; Kimura,

2002)

▫ τον κυτταρικό κύκλο (Baskar et al., 2011)

▫ τη βιολογία του καρδιαγγειακού συστήµατος (Olson et al., 2008;

Beltowski, 2004; Tang et al., 2005; Gallego et al., 2008; Teague et al.,

2002)
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Επαγωγή 

αγγειογένεσης. 

Αύξηση του 

περιεχοµένου σε 

αιµοσφαιρίνη

(Cai et al., 2007; Distrutti et al., 

2006; Wang et al., 2002)

Επαγωγή 

πολλαπλασιασµού 

και 

µετανάστευσης 

ενδοθηλιακών 

κυττάρων
(Cai et al., 2007;

Papapetropoulos et al., 2009)

Αύξηση του µήκους 

και της 

περιπλοκότητας του 

αγγειακού δικτύου 

µε δοσοεξαρτώµενο
τρόπο

(Papapetropoulos et al.,

2009)

Θεραπεία µε δότες 

H2S (NaHS) µειώνει 

τον καρδιακό 

ρυθµό, µειώνει την 

αγγειακή πίεση και 

την πίεση της 

αριστερής κοιλίας 
(Hussain et al., 2011; Wang et
al., 2010; Zhao et al., 2001)

Αγγειοδιασταλτικά
(Wang et al., 2002 ; Tang

et al., 2005) ή
αγγειοσυσπαστικά

φαινόµενα
(Ufnal et al., 2008)

Επιδράσεις H2S στο 

καρδιαγγειακό σύστηµα

Χηµικές ενώσεις-δότες H2S

� Ανάλογα L-Cysteine

� NaHS 

� Na2S

� GYY4137

� Thiovaline, Thioglycine (θειοαµινοξέα)

NaHS 

GYY4137

Χαρακτηριστικά αθηροσκλήρωσης

Αθηροσκλήρωση ονοµάζεται η ανάπτυξη αθηρωµατικών πλακών στην 

εσωτερική επιφάνεια των αρτηριών σε συνδυασµό µε σκλήρυνση και 

απώλεια της ελαστικότητας του αρτηριακού τοιχώµατος. 

Χρόνια & 

φλεγµονώδης 

διεργασία

∆υναµική βιολογική 

διαδικασία

Οι αθηρωµατικές πλάκες προκαλούν στένωση ή και απόφραξη 

του αρτηριακού αυλού που έχει ως αποτέλεσµα την ισχαιµία 

ιστών και οργάνων. 

Χαρακτηριστικά αθηροσκλήρωσης

Αθηρωµατικές πλάκες

Θροµβογονικό
περιεχόµενο

•Οι αθηρωµατικές πλάκες αποτελούνται από λιπίδια, φλεγµονώδη κύτταρα,

ινώδη ιστό και θρόµβους.

Σχηµατισµός 
θρόµβων

•Η ρήξη της πλάκας επιτρέπει στο αίµα να έρθει σε επαφή µε τον υψηλά

θροµβογονικό της πυρήνα, οδηγώντας σε συσσωµάτωση των αιµοπεταλίων

και σχηµατισµό θρόµβων.

Στεφανιαίο 
σύνδροµο

•Η γρήγορη επέκταση της αθηρωµατικής πλάκας µε τον επικείµενο

σχηµατισµό θρόµβου και τον περιφερικό µικροεµβολισµό έχει ως

αποτέλεσµα ένα οξύ στεφανιαίο σύνδροµο.
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Παθογένεια αθηροσκλήρωσης

Υπόθεση οξειδωµένης LDL (oxLDL)
� Η λιποπρωτεΐνη χαµηλής πυκνότητας (LDL) συσσωρεύεται στην υποενδοθηλιακή

κυτταρική στοιβάδα των αγγείων.

� Η παγιδευµένη LDL είναι ευαίσθητη σε τροποποιήσεις, κυρίως σε οξείδωση,

οδηγώντας στο σχηµατισµό oxLDL.

� Η παρουσία oxLDL διεγείρει την ενεργοποίηση των αγγείων και οδηγεί στην

επαγωγή έκφρασης προ-φλεγµονωδών γονιδίων, όπως µορίων προσκόλλησης και

στη στρατολόγηση µονοκυττάρων στην υποενδοθηλιακή κυτταρική στοιβάδα

(Hessler et al., 1983)

� Όταν είναι παρόντα µονοκύτταρα, αυτά πολλαπλασιάζονται, διαφοροποιούνται

σε µακροφάγα και προσλαµβάνουν oxLDL για να σχηµατίσουν αφρώδη κύτταρα

που ενισχύουν τη φλεγµονώδη απόκριση και συµβάλλουν στην εξέλιξη της νόσου.

Ο ρόλος του H2S στην αθηροσκλήρωση

Το NaHS αµβλύνει την 

πρόσδεση oxLDL και 

την πρόσληψή της στα 

µακροφάγα

(Zhao et al., 2001)

Το NaHS µετριάζει τις 

συγκεντρώσεις της 

ολικής ενδοκυτταρικής 

και της εστεροποιηµένης

χοληστερόλης 

(Zhao et al., 2001)

Το H2S αναστέλλει την 

έκφραση ICAM1 σε 

ApoE-/- µύες (Wang et 

al., 2009)

oxLDL Χοληστερόλη Μόρια 

προσκόλλησης

Σκοπός της µελέτης

� Να εξετάσει την επίδραση του H2S πάνω στην αλληλεπίδραση δύο ειδών

κυττάρων, των µονοκυττάρων και των ενδοθηλιακών κυττάρων.

� Επιµέρους δράσεις δύο δοτών H2S, των NaHS και GYY4137.

� Το H2S πιθανώς να µπορεί να αποτρέπει την αλληλεπίδραση των δύο

ειδών κυττάρων όταν βρίσκονται σε µία φλεγµονώδη κατάσταση, όπως

συµβαίνει στην αθηροσκλήρωση.

� Έλεγχος µε πειράµατα συνεπώασης των δύο ειδών κυττάρων.

� ∆ιερεύνηση της θεραπείας µε H2S στην τροποποίηση της προσκόλλησης

των µονοκυττάρων πάνω στα ενδοθηλιακά κύτταρα, υπό φλεγµονώδη

κατάσταση.

Υλικά & Μέθοδοι
Α/Α Αντιδραστήριο Εταιρεία

1 DMEM (high glucose) Gibco

2 RPMI 1640 Biosera

3 FBS Biosera

4
Trypsin 0.25% 

EDTA
Gibco

5
PBS Mg2+ Ca2+ 

10x
Biosera

6
Penicillin-

Streptomycin
Gibco

7 HAT 10x Gibco

8 TNFa Acris

9 NaHS Cayman

10 GYY4137 Cayman

11 Paraformaldeyde MP Biomedical

� Καλλιέργεια

ανθρώπινων

ενδοθηλιακών

κυττάρων EA.Hy926

� Καλλιέργεια

ανθρώπινων

µονοκυττάρων THP-1
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Πρωτόκολλο συνεπώασης
1. Γίνεται επίστρωση των ενδοθηλιακών κυττάρων EA.Hy926 σε 12 well-plate µε συγκέντρωση κυττάρων

300.000 κύτταρα/ml ανά well σε θρεπτικό DMEM (+ FBS, HAT, Penicillin, Streptomycin).

2. Γίνεται καλλιέργεια των κυττάρων στο 12 well-plate για 33 ώρες.

3. Αφότου τα κύτταρα βρίσκονται σε κατάσταση 90% confluent στα wells, γίνεται πρωτόκολλο starvation

για 12 ώρες, όπου τα κύτταρα καλλιεργούνται σε θρεπτικό χωρίς FBS.

4. Μετά το βήµα του starvation τα κύτταρα επωάζονται µε φαρµακολογικό δότη H2S:

4α. ∆ότης NaHS (100µM): επώαση 30 λεπτών

4β. ∆ότης GYY4137 (100µΜ – 300µΜ): επώαση 30 λεπτών - 1 ώρας

5. Γίνεται επώαση των κυττάρων µε 10ng/ml TNFα για 6 ώρες.

6. Μετά την 6ωρη επώαση αφαιρείται το θρεπτικό των ενδοθηλιακών κυττάρων το οποίο περιέχει το

φαρµακολογικό δότη και τον TNFα και γίνεται προσθήκη THP-1 50.000-400.000 κύτταρα/ml ανά well, σε

θρεπτικό RPMI 1640 (+ FBS, Penicillin, Streptomycin). Γίνεται συνεπώαση των δύο κυττάρων για 30

λεπτά έως 1 ώρα.

7. Μετά το πέρας της συνεπώασης, αφαιρείται το θρεπτικό και ακολουθούν 3 πλύσεις των wells µε PBS.

8. Κατόπιν, πραγµατοποιείται µονιµοποίηση των κυττάρων µε προσθήκη 4% paraformaldeyde.

9. Ακολουθεί παρατήρηση στο µικροσκόπιο και υπολογισµός της προσκόλλησης των κυττάρων.

Αποτελέσµατα

Γράφηµα παρουσίασης της 

επίδρασης των δοτών υδροθείου

NaHS (100µΜ, προθεραπεία

διάρκειας 30 λεπτών) και GYY4137 

(100-300µΜ, προθεραπεία διάρκειας 

30 λεπτών ή 1 ώρας). Στη γραφική 

παράσταση παρουσιάζεται η επί τοις 

εκατό ποσοστιαία µείωση της 

προσκόλλησης των µονοκυττάρων 

THP-1 (50.000-400.000cells/ml) 

πάνω σε επιστρωµένα EA.Hy926 

κύτταρα συγκριτικά µε τα κύτταρα 

ελέγχου.

Παρατηρήθηκε αναστολή στην προσκόλληση των κυττάρων THP-1 στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα της τάξεως του 31,75 ± 14,7% για το δότη NaHS

και 36,00 ± 4% για το δότη GYY4137.

Συζήτηση
• ∆εν υπάρχει δηµοσιευµένη µελέτη η οποία να εξετάζει την αλληλεπίδραση

των συγκεκριµένων δύο ειδών κυττάρων.

• Το H2S αποτρέπει την προσκόλληση των µονοκυττάρων πάνω στα

ενδοθηλιακά κύτταρα.

• Η αναστολή που παρατηρήθηκε µε το NaHS είναι παρόµοια µε αυτή που

περιγράφεται στη µελέτη των Pan et al. (2011), όπου πραγµατοποιείται ένα

παρόµοιο πρωτόκολλο προθεραπείας µε NaHS και παρατηρείται αναστολή

προσκόλλησης κατά 45%.

• Το GYY4137 αναστέλλει την προσκόλληση ισχυρότερα συγκριτικά µε το

NaHS.

• Σύγκριση GYY4137 και NaHS.

Συζήτηση

• Το H2S δρα µε πολλαπλούς τρόπους, είτε πάνω στη γονιδιακή

έκφραση, είτε µε την τροποποίηση βιολογικών µορίων, είτε µε

τη µείωση ή την αύξηση βιοχηµικών δεικτών.

• Αναφορικά µε τα πειράµατα προσκόλλησης, αρκετές µελέτες

έχουν δείξει την επίδραση του H2S στην έκφραση µορίων

προσκόλλησης όπως τα VCAM-1, ICAM-1, και P- των E-

selectins, καθώς και του πυρηνικού υποδοχέα ρύθµισης των

µορίων προσκόλλησης NOR-1 ή του µεταγραφικού παράγοντα

NF-κΒ.
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