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Résumé

Le mécanisme de dégénération de neurones moteurs sélectives et dépendant de 1’age dans la
sclérose latérale amyotrophique (SLA) n’a pas encore ét¢ défini et le role de glutathion (GSH)
en association avec la morte de neurones moteurs reste largement inconnu. Un systéme de
culture cellulaire pareil aux neurones moteurs et un modele de souris transgénique étaient
utilisés pour étudier I’effet d’altération GSH cellulaire sur la morte de cellules neurones
moteurs. Exposition de cellules pareilles aux neurones moteurs NSC34 a Ethacrynic Acid
(EA) ou L-Buthionine Sulfoximine (BSO) a forcément réduit les niveaux cellulaires GSH, et

était accompagné d’une production augmentée de sortes réactives oxygenes (ROS) mesurées
par le dosage oxydation fluorescent. En plus, la déplétion GSH a relevé les marqueurs de
stress oxydative, I’activation transcriptionale AP-1, c-Jun, c-Fos et expression HO-1 dans des
cellules NSC34 analysé par un rapporteur luciférase, western blotting et dosages quantitatives
PCR respectivement. En plus, la déplétion de GSH a diminu¢ la fonction mitochondriale,
I’apoptose facilitée, facteur produit translocation (AIF), release cytochrome c, et activation
caspase 3, et par conséquent a mené a une apoptose de cellules pareilles aux neurones
moteurs. Dans un mode¢le de souris transgénique pareil a la SLA avec des geénes surexprimés
mutantes G93A-SOD1, nous avons montré que la réduction de GSH dans la moelle épiniere et
les cellules neurones moteurs est reliée a la translocation AIF, ’activation caspase 3, et la
dégénération neurones moteurs pendant le commencement et la progression de la maladie
pareille a la SLA. Tous ensemble, les données in vitro et in vivo présentées dans le rapport
actuel ont démontré que GSH diminué promouvait plusieurs routes apoptiques qui
contribuent, au moins partiellement, a la dégénération de neurones moteurs dans la SLA.

Introduction



La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative fatale qui
attaque surtout les neurones moteurs dans le cortex du cerveau, le tronc cervelle et la moelle
épiniere (Williams et Windebank, 1991). Les mécanismes derriere la dégénération de
neurones moteurs sélectives et dépendant d’age, restent largement non identifiés, et une
thérapie effective pour la SLA n’est pas encore disponible. Mutations du géne Cu,Zn-
superoxide dismutase (SOD1) causent la dégénération des neurones moteurs et ont li¢ a 2-5%
des cas de la SLA (Rosen et al., 1994; Rosen et al., 1993). Plusieurs mécanismes potentiels
de dégénération neurones moteurs dans la SLA ont été proposé basés sur des études cliniques,
des mod¢les animaux et des analyses de systémes de culture cellulaire. Le stress oxydative
augmenté, la toxicité glutamate, I’agrégation protéine et la cytotoxicité Cu/Zn ont tous été
suggéré pour contribuer a la dégénération neurones moteurs. (Cleveland et Rothstein, 2001;
Lietal., 2003; Liu et al., 2002; Shaw et al., 2001; Shaw et Eggett, 2000; Shibata et al., 2000).
De ceux-ci, le stress oxydative augmenté semblait d’étre un fait t6t et durable en association
avec la morte neurones moteurs dans la SLA (Bogdanov et al., 1998; Liu et al., 1998), bien
que le mécanisme spécifique qui méne au dommage oxydative sur des restes neurones
moteurs reste a étre défini. Le stress oxydative peut potentiellement étre augmenté par une
production évoluée des sortes oxygenes réactives (ROS), systémes d’enzyme antioxydants
diminués ou une combinaison des deux. Glutathione (GSH), une tripeptide de y-
glutamylcysteinylglycine, est une des antioxydants les plus étendues dans les cellules et les
tissus. Réduction de GSH reléve la production ROS et promouvais le dommage oxydatif.
Une étude précédente a démontré une liaison GSH augmentée dans les moelles épiniéres des
patients avec la SLA sporadique (Lanius et al., 1993), suggerent que GSH peut jouer un réle
dans la pathogénése de la SLA. Dans un modele de culture cellulaire, on a démontré que
I’expression du géne SOD1 mutante a diminué les niveaux cellulaires de GSH, suggerent que
la réduction dans la disponibilité bio GSH peut participer dans la dégénération neurones
moteurs @ médiation SOD1 mutante. (Lee et al., 2001).

GSH est le balayeur le plus grand et le plus effectif contre ROS directement dans des cellules
mammiferes. En plus, GSH est aussi un substrat clef pour les enzymes antioxydants qui
neutralisent la peroxyde hydrogéne et la peroxyde lipide catalysé par la peroxydase
glutathion. Récemment, on a démontré que GSH participe dans les routes de transduction
signal cellulaire, et module une fonction récepteur ion tropique (Bains et Shaw, 1997; Grima
et al., 2003; Janaky et al., 1993). GSH est synthétisé en deux réactions enzymatiques
séquentielles catalysé par y-glutamylcysteine synthétase (y-GCS) et GSH synthetase. L-
Buthionine Sulfoximine (BSO) est un inhibiteur sélectif de y-GCS. Manifestation de cellules
vers BSO suspende la synthése GSH et diminue les niveaux intracellulaires de GSH. Alors,
BSO a fréquemment été utilisé pour étudier le role de GSH en association avec des cellules
neuronales induit par stress oxydatif et morte d’autre cellules. De 1’autre c6té , parce que
BSO n’épuise pas completement le GSH mitochondrial et nucléaire, des autres agents, y
inclus I’acide étacrynique (EA) ont été utilisé pour effectivement épuiser GSH cellulaire,
mitochondrial et nucléaire (Keelan et al., 2001; Rizzardini et al., 2003). Des altérations dans
la synthése GSH, ou dans des pools GSH, ont été associé avec la morte cellule neuronale et
font de singer une variété¢ de maladies neurodégénératives humaines, comme la maladie de
Parkinson (Bharath et al., 2002; Jha et al., 2000; Mytilineou et al., 2002; Paik et al., 2003), la



maladie d’Alzheimer(Adams, Jr. et al., 1991; Cecchi et al., 1999; Janaky et al., 1999;
Karelson et al., 2002) et Schizophrénie (Do et al., 2000). Néanmoins, le role de GSH dans la
pathogénese de dégénération neurones moteurs dans la SLA reste largement non identifié.
Jusqu’a présent, nous avons focalisé sur un systéme de culture cellulaire et un modele de
souris transgénique pareil a la SLA pour étudier I’effet de GSH sur la morte de cellules
neurones moteurs. Nous avons montré que la réduction de GSH intracellulaire augmente le
stress oxydatif, diminue la fonction mitochondriale, active plusieurs routes apoptiques, et par
conséquent contribue a la dégénération neurones moteurs in vitro et in vivo.

Matériaux et méthodes

Substances chimiques et réactifs

Acide éthacrynique (EA), L-Buthionine-SR-Sulfoximine (BSO) et d’autres substances
chimiques étaient acquis de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). Un médium de
culture cellulaire et d’autres réactifs étaient acquis d’Invitrogen Inc. (Carlsbad, CA).

Animaux

Des souris transgéniques surexprimés mutantes G93A-SOD1 étaient initialement acquis de
Jackson Laboratory (Stock #002726, Bar Harbor, ME). Les souris étaient conservées et
cultivées dans le Centre de Recherche Biomédicale a I’Université de North Dakota School of
Medicine. Cette ligne de souris transgénique exprime un nombre de copy haute de G93A-
SOD1 mutante et développe un commencement de maladie et une progression vite (Gurney et
al., 1994). Basé sur une caractérisation pathologique et une manifestation symptomatique,
nous avons partagé le temps de vie des souris transgéniques G93A-SOD1 mutante en des
étapes libre de maladie clinique (avant 60 jours d’age), commencement de maladie (70-90
jours d’age), et progression de maladie (100-130 jours d’age) (Gurney et al, 1994; Liu et al.,
1998). Les régions dans la moelle épinic¢re lombaires de ces étapes dans la G93A-SOD1
mutante et des souris de controle adapté a 1’age étaient utilisées pour GSH, GSSG, et des
dosages apoptiques. Les protocoles expérimentaux pour utiliser des animaux laboratoires
était approuvés par I’Institutional Animal Use and Care Committee et étaient en relation
proche avec les directives du National Institutes of Health pour les soins et 1’utilisation
d’animaux laboratoires. Tous les efforts étaient faits pour minimaliser le stress des animaux,
les désagréments, et le nombre d’animaux utilisés.

Culture cellulaire et traitements

Des cellules souris pareil au neurones moteurs NSC34 (Passages 15 a 40) (gentiment fournies
par Dr. Neil Cashman, Université de Toronto) étaient cultivées dans une atmosphére
humidifié de 95% air-5% CO, dans un incubateur 37°C en Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) supplémenté avec 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS), 100
unités/ml pénicilline et 100 pg/ml streptomycine (DMEM compléte medium) comme décrit
auparavant (Bishop et al., 1999; Cashman et al., 1992). Le medium de culture cellulaire était
remplacé tous les 3-4 jours. Une fois que la confluence 80-90% était atteinte, les cellules
¢taient interrompues avec 0.15% trypsine et ImM EDTA pour 3—5 minutes. Des cellules



dissociées €taient filé et replanté dans de nouvelles coupes culture ou flacons (Corning Life
Sciences, NY).

Déplétion GSH et dosage GSH

Deux méthodes indépendantes, déplétion EA et inhibition BSO étaient utilisé pour réduire
GSH cellulaire respectivement (Lucas et al., 1998; Roychowdhury et al., 2003; Seyfried et al.,
1999; Tukov et al., 2004). Briévement, pour la déplétion par passage EA GSH, des cellules
NSC34 ¢taient incubées avec une concentration EA de 20 a 100 uM pour jusqu’a 12 heures.
Pour des inhibitions par passage BSO de synthése GSH, des cellules NSC34 étaient incubé
avec une concentration BSO de 25 a 200 uM pour jusqu’a 48 heures. Des cellules traitées EA
ou BSO étaient récoltées et préparées pour une variété d’analyses décrits dans la section
suivante.

Deux méthodes indépendantes étaient effectué pour mesurer GSH cellulaire. Pour le dosage
colorimétrique, contrdle, des cellules traitées EA ou BSO étaient incubées avec 40 uM
monobromobimane (MBM) pour 30 minutes. Apres, I’intensité fluorescente était directement
mesuré avec un fluor métre (Molecular Device Inc., Sunnyvale, CA) (Svardal et al., 1990;
Yan et Huxtable, 1995). Une unit¢ arbitraire d’intensité fluorescente était utilisé pour
exprimes les niveaux relatives de GSH cellulaire apres les traitements EA ou BSO. Pour le
dosage biochimique, un kit Bioxytech GSH/GSSG-412 était utilisé et les procédures
proposées par les constructeurs étaient suivies (Oxis International, Inc., Foster City, CA).
Briévement, des cellules de contrdle 10x10° NSC34, des expériences traitées EA ou BSO
¢taient homogénéisé completement dans un tampon MES [200 mM 2-(N-morpholino)acide
¢thanesulphonique, 50 mM phosphate, et | mM EDTA, pH 6.0]. Apres centrifugation a
12,000g pour 10 min a 4 °C, le surnageant était déproteinated et procédé pour des dosages
GSH (ou GSSG) avec un cocktail tampon premixed selon les suggestions du constructeur.
Les mémes dosages biochimiques étaient aussi utilisés pour déterminer les niveaux de GSH
(ou GSSGa dans la région de la moelle épiniere lombaire de souris transgéniques G93A-
SODI et des souris de controle normaux adapté a I’age dans de différents étapes
correspondantes a libre de maladie, commencement de maladie et progression de maladie
(Gurney et al., 1994).

Dosage de production cellulaire de sortes d’oxygéne réactivé (ROS)

Un dosage dichlorofluorescin (DCF) était utilisé pour déterminer la génération de sortes
d’oxygéne réactive cellulaire dans des cellules NSC34. Bri¢vement, 2x10° control, EA ou
BSO cellules traitées/bien cultivé dans une plaque 93-well étaient incubé avec 100 uM de 6-
Carboxy-2’,7’-dicholorfluorescin diacetate (DCFH-DA) (Molecular Probes, Eugene, OR)
pendant 1 heure dans le noir. Apres les cellules étaient mesurées pour I’oxydation de DCFH-
DA dans un fluor métre aux longueur d’onde d’excitation et émission de 485 nm et 530 nm
respectivement. Analyse de données était exécutée comme décrit par Wang et Joseph (Wang
et Joseph, 1999). L’intensité fluorescent qui mesure 1’oxydation de DCFH-DA par ROS
représente 1’état relativement constant de génération ROS dans des cellules.

Transfection transitoire et dosage d’activité luciférase



Une transfection transitoire €tait exécuté avec un electroporator (BTX, San Diego, CA)
comme décrit auparavant (Liu et al., 2002). Briévement, des cellules 10 x 10° étaient incubées
avec 50 png controle vecteur et vecteur contenant 2x AP-Luciférase plasmide DNA dans 0.4 ml
Opti-MEM (Invitrogen) a température de chambre pour 10 minutes, apres les cellules étaient
electroporated utilisant un mode de voltage bas a 240 V, 1 pulse, et 25 msec/V de longueur de
pulse. Apres electroporation, les cellules étaient gardées a température de chambre pour 30
minutes et ensuite cultivé dans un médium compléte.

Dosage adhésion

Vingt-quatre plaques bonnes étaient traitées avec fibronectin, collagéne, ou laminin un jour en
une solution tampon de 1x phosphate (PBS) respectivement. Aprés lavage, 2x10° control ou
cellules EA traitées étaient cultivé dans chaque puits de la plaque pour 12 heures. Le medium
de culture cellulaire était enlevé et les puits étaient brievement lavé avec 1xPBS deux fois.
Les cellules attachées au substrat étaient désassociées avec trypsine et comptées. Le
pourcentage d’adhésion était calculé par le nombre de cellules attaché a chaque plaque traitée
divisé par le nombre totale de cellules seeded (n=4).

Analyse real time quantitative PCR d’expression de genes

Vehicle control ou cellules traitées EA étaient récoltées pour purification RNA. Le RNA
purifié en totale pour analyse quantitative real-time PCR était soumis a un traitement RNase
free DNase (Ambion, Austin, TX). Apres la mesure de concentration, une microgramme de
RNA totale de chaque échantillon était utilisé¢ pour synthétiser cDNA first-strand en utilisant
un kit de synthése super script first-strand (Invitrogen, Carlsbad, CA). PCR real time était
exécuté avec un systeme MX4000 (Strategene, San Diego, CA). Les amorces PCR real time
avant et retours pour amplification de transcrits était 5’-CTCACTGGCAGGAAATCATCCC
-3’ and 5’-GAGAGGTCACCCAGGTAGCG, respectivement. Le probe était 5°-6-
FAM(CACGCCAGCCACACAGCACTATGTAAAGC)BHQ-1-3". Actin était utilis¢ comme
un controle endogeéne. Les amorces PCR real time avant et retours pour amplification de
transcrits actin était 5’-TACAATGAGCTGCGTGTGGC-3’ and 5’-
ATGGCTGGGGTGTTGAAGGT-3’ respectivement. Le probe était 5°-6-FAM
(CACCCTGTGCTGCTCACCGAGGC) BHQ-1 3.

Fractionnement subcellulaire

Pour un fractionnement subcellulaire entre les mitochondries et cytosol, une méthode
légerement modifié était adoptée (Fujimura et al., 2000). Brieévement, vehicle control ou
cellules traitées EA étaient récolté sur glace. Apres deux lavages avec de la glace froide
1xPBS, les cellules étaient transgressées dans un buffer lysis (Fujimura et al., 2000) et
homogénéisé avec un homogénéiser Dounce sur glace pour 15-20 caresses. Apres
centrifugation a 2000xg pour 5 min, le surnageant était transféré a une nouvelle tube et le
pellet était transgressé avec un volume de 1/5 du tampon lyses original. Apres un deuxieéme
tour de homogénéisation, le pellet était résolu dans le nouveau tampon lyse avec 0.2% triton
X-100 (fraction mitochondrial). Les surnageant (fraction Cytosol) étaient combinés et gardés
dans un congélateur -20°C. Apres mesurage de concentration protéine, western blotting était



exécuté pour analyse le release de cytochrome. Similairement, une approche bien établie pour
fractionnement subcellulaire entre mitochondries et nucléide était adoptée (Nur-E-Kamal et
al., 2004; Saunders et al., 1997). Analyse occidentale était exécuté pour analyser le release
cytochrome c et la translocation AIF.

Analyse Immun histochimique

Pour coloration immun histochimique, vehicle control et cellules traitées EA étaient récoltées
et lavées deux fois dans de la glace 1xPBS suivi par fixation en 4% para formaldéhyde (PFA)
pour 1 heure sur glace. Apres perméabilisassions avec 0.2% triton X-100 dans PBS et blocage
avec 10% goat serum, les cellules étaient incubé avec des anticorps spécifique le jour a 4 °C
(AIF, cytochrome c et anticorps caspase active 3 étaient tous a dilution 1:300; Chemicon
Inc.). Les sections étaient lavées 5 fois avec 0.2% triton X-100 dans PBS pour 5 minutes pour
chacun et aprés incubé avec des anticorps spécifiques secondaires conjugués avec
Fluorescéine ou Rhodamine pour 2 heures a une température de chambre dans le noir. Apres
lavages extensives, les cellules étaient incubé avec 4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)
pour colorage nucléide et porté avec un médium anti-fade. Tous les images étaient
rassemblés et analysés avec un microscope optique Nikon (modele E800) équipé avec le
caméra digitale Spot (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI) et le logiciel Photoshop
(Adobe Systems, San Jose, CA).

Anaylse Western blotting

Vehicle control ou cellules traitées étaient grattés des puits, et récolté dans 1xPBS froid de
glace. Les cellules étaient alors centrifugé a 2500xg a 4 °C pour 5 minutes. Le surnageant
¢tait renvoyé, el le pellet cellulaire était suspendu dans 400 pl de tampon lyse (10mM
K;HPOy4, pH 7.2/1mM EDTA/5SmM EGTA/10mM MgCl,/50mM Glycérophosphate/ImM
Na3;VO4/2mM DTT/1% Triton X-100) avec inhibiteur protéase (Roche Biochemicals,
Indianapolis, IN). Le lysate cellulaire était filé dans une centrifuge de table a 12,000xg a 4°C
pour 10 minutes, et la concentration protéine dans le surnageant était mesurée en utilisant un
kit de dosage protéine BioRad (BioRad, Hercules, CA). Les échantillons de (20 pg) étaient
séparés dans un gel 12.5% SDS PAGE et transféré sur un membrane nitrocellulose. Le
membrane était bloqué avec 5% lait-sec dissolu dans TBST (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150
mM NaCl, 0.1% Tween-20) pour 1 heure a un température de chambre sur une plaque
secoueur et apres incubé avec I’anticorps spécifique le soir a 4°C. Le membrane était lavé
trois fois pour 5 minutes chaque fois avec TBST a température de chambre et apres incubé
avec raifort peroxydase (HRP)-anticorps secondaire conjugu¢ (KPL, Gaithersburg, MD) pour
1 heure a température de chambre. Le membrane a été lavé trois fois avec TBST pour 5 min
chaque, et visualisé dans des indicateurs ECL (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ).

Dosage viabilité cellulaire

Viabilité cellulaire de cellules NSC34 dans le traitement était déterminée par dosage
d’exclusion trypan bleu. Brievement, les cellules étaient incubées avec 0.1% des pigments
trypan bleu pour 10 min a température de chambre et étaient comptées sur un hemacytometre



avec un microscope. La viabilité cellulaire était exprimé comme le nombre de cellules viables
(excluant-pigment) partagé par le nombre totale de cellules. En plus, la viabilité cellulaire
était aussi mesuré par le dosage release LDH basé sur les instructions du constructeur (Sigma
Chemicals, St. Louise, MO) pour confirmer le dosage d’exclusion trypan bleu.

Dosage apoptose cellulaire

Dosages apoptose dans control ou cellules traitées EA était exécuté suite a I’instructions du
constructeur en utilisant un dosage formaté ELISA qui détecte des fragments DNA associé-
histone (Roche Biochemicals, Indianapolis, IN). En plus, un dosage terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end labeling (TUNEL) était aussi exécuté pour
analyser la morte de cellules apoptiques. Deux dosages apoptiques indépendants ont généré
des résultats trés similaires.

Analyse statistique

Les valeurs étaient exprimé comme Mean + SE. Des comparaisons spécifiques entre control
et expériment individuel étaient analysées par des testes Student-t avec un valeur p de moins
de 0.05 considéré comme signifiance statistique.

Résultats

Déplétion de GSH intracellulaire dans des cellules pareil aux neurones moteurs
NSC34 par conjugaison chimique et inhibition biochimique approche.

Un mod¢le de culture cellulaire pareil aux neurones moteurs (Cashman et al., 1992; Bishop et
al., 1999) et un mod¢le de souris transgénique pareil a SLA (Gurney et al., 1994) étaient
utilis¢ pour étudier le role de GSH dans la morte de neurones moteurs associées avec le
commencement de la maladie SLA et la progression. Dans le systéme de culture cellulaire,
deux approches expérimentaux différentes, déplétion a médiation chimique et inhibition de
synthése GSH, étaient utilisé pour diminuer les niveaux cellulaires de GSH. Des cellules
NSC34 exposées a EA et BSO avaient une réduction dépendante de dose et dépendante de
temps de GSH cellulaire mesuré par un dosage colorimétrique et un dosage biochimique
respectivement. (Illustration 1A-1G).

mnm Illustration 1

I || Déplétion chimique de production GSH et inhibition biochimique de synthése GSH dans des
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cellules pareil aux neurones moteurs NSC34

Déplétion GSH a élevé la production cellulaire ROS dans des cellules NSC34
Le dosage DCF était appliqué pour mesurer les cinétiques de production ROS dans des
cellules déplétées GSH (Wang and Joseph, 1999). Comme montré dans [llustration 2,
I’oxydation de DCF était dramatiquement augmenté comme GSH cellulaire était déplété par
exposition de cellules a de différents doses de EA et BSO respectivement. EA a
apparemment réduit GSH intracellulaire plus effectivement (Illustration 1) et a promu plus de
production ROS (Illustration 2A) que BSO (Illustration 2B). Alors, déplétion GSH a



médiation chimique EA était subséquemment utilis€¢ pour étudier le role d’altération GSH
dans la morte de cellules pareil aux neurones moteurs.

.............

lllustration 2
Déplétion GSH améliore la production des espéces réactives oxygenes (ROS) dans des

cellules NSC34.

Réduction GSH a augmenté le marqueur stress oxydative
d’expression génétique

Nous avons examiné des changements des genes de réponse stress
oxydative tot et secondaire pour confirmer le stress oxydative augmenté
déclenchant par déplétion GSH. Traitement EA a amélioré 1’activation
transcriptionale-AP-1, comme détecté par un dosage génétique rapporteur
luciférase (Illustration 3A), c-Jun (Illustration 3B) et expression c-Fos
(données non montrées) comme détecté par analyse occidentale.
Similairement, déplétion GSH a aussi augmenté 1’expression HO-1 comme
détecté par une réaction real-time PCR quantitative et des analyses western
blotting, respectivement (Illustration 4).

lllustration 3
- ml Déplétion GSH par EA augmente I'expression

i SR de réponse génétique oxydative tot.
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: Déplétion GSH par EA augmente I'expression

S I I de réponse génétique oxydative secondaire.

Déplétion GSH a diminué I'adhésion cellulaire et a augmenté la morte cellulaire
Adhésion cellulaire aux substrats est critique pour la survie cellulaire. Alors, nous avons
examing les effets de réduction GSH sur 1’adhésion de cellules NSC34 a 3protéines
extracellulaires major, c’est-a-dire fibronectin, collangen et laminin. Comme montré dans
I’Illustration 5A, les cellules traitées avec EA ont montrées une diminution dépendant de dose
et dépendant de temps (données non montrées) dans 1’adhésion a tous les trois protéines
extracellulaires. Similairement, les cellules exposées a EA ont diminué la fonction
mitochondriale comme mesuré par un dosage MTT (Illustration 5B), et ont augmenté la morte
cellulaire détectée par un dosage d’exclusion trypan bleu ( Illustration 5C) et dosage release
histone (Apoptosis) ( [llustration 5D) respectivement.



lllustration 5

Déplétion GSH par EA augmente la morte cellulaire NSC34

Déplétion GSH a promu la redistribution AlF, release cytochrome c, activation
caspase 3 et morte cellulaire apoptique

Un dosage biochimique et une analyse immun histochimique étaient utilisés pour identifier les
routes moléculaires d’apoptose cellulaire par déplétion GSH. Des fractionnements
mitochondriales et nucléaires couplés avec analyse occidentale ont montré une augmentation
de translocation AIF vers nucleus suivant déplétion GSH dans des cellules NSC34
(IMlustration 6A). Tachage immun histochimique a confirmé I’augmentation de translocation
AIF vers le nucleus du mitochondrie sur déplétion GSH ( Illustration 6B).

ik i .mmme-  llustration 6
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HE =HE Déplétion GSH par EA lance la redistribution de facteurs pro-apoptiques dans des cellules

NSC34.

Similairement, fractionnement mitochondrial et cytosolique couplés avec analyse western
blotting et chimie immunhisto, ont montré que release cytochrome C était concerné dans
I’apoptose cellulaire NSC34 causé par la déplétion GSH ( Illustration 6C, 6D). Activation
d’activité caspase contribue a la morte de cellules apoptiques dans beaucoup de systémes y
inclus CNS (Parikh et al., 2003). Déplétion GSH a diminué I’activation caspases-3 relevé par
tachage immun histochimique avec anticorps anti-active caspase-3 ( Illustration 7A—7C). En
plus, réduction GSH améliore I’apoptose comme déterminé par dosage release histone
(ITlustration 5D) et dosage terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end labeling
(TUNEL) ( Illustration 7D et 7E) dans des cellules NSC34.

- - - Illustration 7

) Déplétion GSH par EA lance I'apoptose dans des cellules NSC34
vad
ET!!!II
foatl I I

Réduction de GSH et augmentation de GSSG dans les moelles épiniéres des
souris transgéniques G93A-SOD1 était associé avec morte de neurones
moteurs et un commencement et progression d’'une maladie comme la SLA



Le modg¢le souris transgénique mutant G93A-SOD1 bien-établi de la maladie SLA était utilisé
pour analyser les niveaux de GSH dans le cours du commencement de la SLA et la
progression. Comparés a des contrdles normales d’age littermate, les niveaux GSH dans les
régions lombaires étaient 1égerement réduits au commencement de la maladie, et étaient
sensiblement diminué pendant la progression de la maladie dans un souris transgénique
G93S-SOD1 (Illustration 8A et 8C). De I’autre coté, les niveaux oxydés GSH (GSSG) étaient
sensiblement augmentés pendant le commencement de la maladie SLA et la progression (
[llustration 8B and 8D).

lllustration 8
Niveaux GSH dans le souris transgénique G93A-SOD1 au moment libre de maladie (45
[ I I 1 I I I jours d’age), commencement de la maladie (80 jours d’age) et progression de la maladie

--- (110 jours d’age) comparé aux controles de souris normales de méme age.

Comparé¢ a d’autres contrdles littermate de méme age, les niveaux intracellulaires GSH dans
les cellules neurones moteurs des souris transgéniques G93A-SODI1 étaient diminué au
commencement de la SLA et pendant la progression ( [llustration 8E). GSH diminué était
associ¢ avec translocation nucléaire AIF, activation caspase 3, et morte de cellules neurones
moteurs ( [llustration 9) dans des souris transgéniques pareil a la SLA

Illustration 9

-- Redistribution de AIF et caspase 3 active dans des cellules neurones moteurs de souris pareil a la SLA

Discussion

Plusieurs lignes de preuves suggerent que le stress oxydative augmenté joue
un role important dans la dégénération neurones moteurs qui méne au
commencement de la maladie SLA et la progression (Hall et al., 1998; Tu et
al., 1997). Néanmoins, ce qui cause le stress oxydative augmenté et comment
le stress oxydative spécifiquement contribue a la dégénération neurones
moteurs reste largement inconnu. En plus, la relation entre les altération dans
les niveaux GSH intracellulaires et 1a morte de neurones moteurs n’a pas
encore ¢té déterminée. De cette raison, 1’étude actuel était concu pour
analyser le processus moléculaire de réduction de neurones moteurs a
médiation GSH (pareil neurones moteurs) morte cellulaire en utilisant un
modele de culture cellulaire et un modele de souris récapitulant la SLA
humaine. Les données présentées dans cette ¢tude démontres trois résultats
importants : 1). Stress oxydative augmenté par altération de niveaux
intracellulaires de GSH était associé avec la morte de cellules neurones



moteurs (apoptose) in vitro et in vivo; 2). Réduction dans GSH était associée
avec redistribution de AIF de mitochondrie vers nucléide; 3). Cytochrome c-a
médiation activation caspase 3, €licité par réduction GSH a aussi contribué a la
morte cellulaire neurones moteurs (apoptose). Alors, réduction de GSH se
présente comme un facteur important associ¢ avec dégénération neurones
moteurs dans la SLA par activation de plusieurs routes apoptiques.

Culture cellulaires et modeles souris transgéniques pour étudier
le role de GSH altéré dans la dégénération neurones moteurs

Un mode¢le de culture cellulaire était utilis€ comme une marche initiale pour
tester le role d’altération GSH dans la morte cellulaire neurones moteurs en
utilisant les approches d’inhibition biochimique et la déplétion chimique pour
réduire la présence cellulaire de GSH. (Illustration 1). BSO est un inhibiteur de
y-glutamylcysteine synthétase (y-GCS) ce qui bloque la synthése GSH.
Exposition de cellules vers BSO méne a la réduction de GSH cytosolique,
mais pas de GSH mitochondrial. EA, une molécule réactive thiol, conjugue
directement vers GSH et diminue les niveaux intracellulaires et
mitochondriales de GSH (Schafer and Buettner, 2001). De cette raison, nous
focalisons sur I’approche EA pour dépléter GSH intracellulaire et pour étudier
les effets de stress oxydative augment¢ sur la morte de cellules neurones
moteurs.

Nous avons aussi utilisé un modele de souris transgénique mutant G93A-
SOD1 pour analyser le role de GSH dans la dégénération neurones moteurs
(Gurney et al., 1994). Le temps de vie de souris SLA ont été caractérisé dans
3 étapes, c’est-a-dire, libre de maladie (avant 60 jours d’age), commencement
de maladie (70-90 jours d’age) et progression de maladie (100-130 jours
d’age) (Liu et al., 1998; Gurney et al., 1994). Bas¢ sur les manifestations
pathologiquement bien-établis, nous avons analysé les niveaux de GSH dans
les régions lombaires de souris transgéniques G93A-SOD1 dans les différents
étapes, et ont ensuite comparé a ceux-ci des controles littermate normales de
méme age. En plus, nous avons aussi appliqué une méthode immun
histochimique pour détecter des changements GSH dans des cellules neurones
moteurs dans les souris transgéniques G93A-SODI1 et des contrdles littermate
normales de méme age. Alors la combinaison de modéele culture cellulaire et
modele de souris transgénique permets al délinéation de contributions
potentielles de stress oxydative augmenté par réduction de GSH
intracellulaires a la morte neurones moteurs (apoptose) dans la SLA.

Réduction de GSH a augmenté le stress oxydative et a induit une
apoptose neurones moteurs

GSH est I’antioxydant cellulaire le plus abondant et le plus effectif, et des
altérations dans GSH souvent résultent en des changements redox. Comme
montré dans [llustration 1 que I’exposition de cellules NSC34a BSO ou EA a



diminué GSH cellulaire dramatiquement comme mesuré par des dosages
biochimiques et colorimétriques. GSH est bio synthétisé de L-glutamate
catalysé y-GCS et glutathionne synthétase (GS) dans le cytosol. Plusieurs
organelles contiennent leurs propres pools GSH qui sont temporairement
indépendant de synthése GSH cytosolique. Par exemple, tous les deux le
mitochondrie et le nucleus ont leurs propres pools GSH, et traitement BSO ne
déplete pas GSH de ces pools, bien que EA fait bien ¢ca. GSH diminué change
le statut redox vers la direction d’un état plus oxydé¢ dans des expériments
culture cellulaire. Comme montré dans Illustration 2, la réduction GSH a
dramatiquement augment¢ la génération ROS comme mesuré par le dosage
DCF. En plus, déplétion GSH a augmenté I’expression des marqueurs de
stress oxydative, c-Jun, c-Fos (données non montrées) et activation AP-1
(ITTustration 3), et marqueurs de stress oxydatives secondaires, comme
I’expression HO-1 ( Illustration 4). Tous ensemble, ces expériments suggerent
fortement que la disponibilit¢é GSH diminué¢ méne a stress oxydative
intracellulaire augmenté, et promu la propagation de stress oxydative, par
exemple ,oxydation protéine, peroxydation lipide, et oxydation acide
nucléique (données non montrées).

L’environnement cellulaire oxydé¢ induit par déplétion GSH a résulté en une
inhabilité de cellules d’adhérer a des protéines extracellulaires matrix
(Illustration 5A). Aptitude préservée de cellules d’adhérer a des protéines
substrats est essentiel pour la survie des cellules, et la perte d’adhésion
cellulaire peut mener a la morte des cellules. En effet, la réduction GSH cause
la dysfonction mitochondriale ( I1lustration 5B) et la morte de cellules (
[llustration 5C and 5D). Pour identifier les mécanismes de morte cellulaire,
potentiellement induit par déplétion GSH, nous avons évalué la redistribution
AIF, et nous avons trouvé qu’il y a avait une augmentation dans la
translocation AIF de mitochondrie vers nucléide sur déplétion GSH (
[Nustration 6A—6C). AIF est une flavo protéine résident dans I’inter membrane
mitochondriale (Cande et al., 2004; Lindholm et al., 2004; Vahsen et al.,
2004). Translocation de AIF initie I’apoptose cellulaire par clivage
internucléosomique SNA a des fragments relativement larges. Translocation
nucléaire AIF a ét¢ observé dans une variété de systémes de culture cellulaire
et des modeles animaux sujet a une variété de conditions de stress. La
redistribution AIF détectée dans les cellules traitées EA, et aussi observée dans
le modéele souris mutant G93A-SODI1 est plus probablement ¢€licité par stress
oxydative augmenté associ¢ avec GSH diminué. Le GSH diminué couplé avec
stress oxydative augmenté par G93A-SOD1 mutant qui facilite la translocation
nucléaire AIF peut se trouver a la base de certains des événements liés au
commencement de la SLA et a la progression.

L’augmentation dramatique dans le release cytochrome c vers cytosol a été
détecté par le dosage de fractionnassions et I’analyse immun histochimique



(Illustration 6B and 6D) reflétent probablement I’activation augmenté de
caspase 3, et conséquemment contribue a I’augmentation d’apoptose élicité par
la réduction de GSH dans des cellules NSC34 ( Illustration 7). Cytochrome c-a
médiation activation caspase a aussi été montré a mener la dégénération
neurones moteurs dans des souris SLA et des patients humains SLA (Guegan
et al., 2001; Li et al., 2000).

GSH diminué est associé avec dégénération neurones moteurs et
commencement de maladie comme SLA et progression dans le
modéle souris transgénique G93A-SOD1

Plus récemment, des altérations de glutathionne S-transférase pi activité ont
¢été rapporté dans des patients SLA (Kuzma et al., 2006; Usarek et al., 2005).
Néanmoins, les effets de GSH a la dégénération neurones moteurs dans la
SLA restent largement inconnus, méme si des anormalités dans GHS sont
associé avec des mécanismes pathos physiologiques sous-entendus les pertes
neuronales dans tous les deux la maladie de Parkinson et la maladie
d’Alzheimer. (Paik et al., 2003; Jha et al., 2000; Karelson et al., 2002; Cecchi
et al., 1999). A ce point nous avons mesuré les niveaux GSH et GSSG dans les
régions de la moelle épinic¢re lombaire de souris transgéniques G93A-SOD1
dans trois étapes définies, c’est-a-dire, libre de maladie, commencement de
maladie, et progression de maladie. Une diminution signifiante de GSH et une
augmentation réciprocité de GSSG se sont présentées dans les souris SLA
pendant les étapes de la progression de la maladie. Le GSH diminué et la
cascade résultante de réactions oxydatives peuvent alors contribuer a la morte
de cellules neurones moteurs dépendant d’age dans ce mode¢le de souris. Pour
encore plus confirmer cette possibilité, le stress oxydative augmenté a été
clairement associé avec la dégénération neurones moteurs pendant le
commencement de la maladie et la progression (Hall et al., 1998; Liu et al.,
1998; Bogdanov et al., 1998; Jung et al., 2001). Plus sensiblement, traitement
de souris transgéniques SLA avec des antioxydants comme SOD et
mimétiques catalase (Jung et al., 2001), DMPO (Liu et al., 2002), irone
porphyrine (Wu et al., 2003), ou mangan¢se porphyrine (Crow et al., 2005)
retarde le commencement de la maladie et étend la survie. Alors, réduction de
GSH et augmentation de GSSG, probablement change 1’environnement
intracellulaire redox, peut jouer un réle active dans le dommage cumulative
encouru par des neurones moteurs, et peut alors mener au commencement de
maladie SLA et progression.

Il faut souligner que le stress oxydative augmenté n’est pas la seule
conséquence de la réduction de GSH intracellulaire. Diminution dans la
biodisponibilit¢é GSH peut aussi mener a I’activation de récepteurs glutamates,
et a la mobilisation de calcium intracellulaire. Alors, réduction de GSH peut
inciter plusieurs événements signalant, parmi lesquelles quelques uns peuvent



impliquer une induction de morte cellulaire (Illustration 10). Nonobstant, tels
considérations, stress oxydative augmenté induit par réduction GSH se
présente comme une événement tot et durable qui contribue a la dégénération
neurones moteurs tous les deux dans in vitro et in vivo.

el il O e Illustration 10
Les routes de transduction signal potentiel de déplétion GSH a

médiation apoptose cellules neurones moteurs

En récapitulant, nous avons montré que le stress oxydative augmenté est un
phénomene fréquemment présent dans le moelle épiniére de souris SLA
G93A-SODI qui est temporairement associ¢ au commencement de la maladie
et la progression. Altération de GSH peut jouer un réle important dans la
facilitation de morte cellulaires neurones moteur par I’induction de routes pro-
apoptiques. Ces résultats supportent en plus 1’'usage d’approches
thérapeutiques antioxydants pour cibler les mitochondrie a une étape tot pour
retarder le commencement de la maladie SLA et la progression.

Remerciements

Nous voulons remercier Dr. Neil Cashman, University of Toronto pour fournir
une ligne cellulaire pareil neurones moteurs NSC34. Cette étude était
supportée par National Institutes of Health Grants AG23923, NS45829 et
HL75034.

AIF Apoptosis Inducing Factor

SLA  Sclérose Latérale Amyotrophique
BSO  L-Buthionine Sulfoximine

DCF  Dichlorofluorescin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
EA Ethacrynic Acid

FBS Fetal Bovine Serum

v-GCS  y-Glutamylcysteine Synthetase
GSH  Glutathione

GSSG Oxidized Glutathione

MBM  Monobromobimane

PFA Paraformaldehyde

ROS  Reactive Oxygen Species

SOD1  Cu,Zn-Superoxide Dismutase

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Nick End

TUNEL Labeling
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