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Samenvatting 
De werking van selectieve en leeftijds afhankelijke motor neuron degeneratie in de 

menselijke amyotrope lateraal sclerose (ALS) werd niet vastgelegd en de rol van glutathion 

(GSH) in combinatie met motor neuron sterfte blijft voornamelijk onbekend. Een cultuur 

systeem verwant aan het motor neuron en een transgenetisch muismodel werden gebruikt om 

het effect op de wijziging van het cellulair GSH op motor neuron cel sterfte te onderzoeken. 

Blootstelling van de NSC34 motor neuron verwante cellen aan het Ethacrynic zuur (EA) of 

L-Buthionine Sulfoximine verminderden het GSH niveau drastisch en werd vergezeld door 

een gestegen produktie van zuurstof reagerende species (ROS) gemeten door de DCF 

fluorescerend oxidatie analyse. Bovendien, GSH uitputting verminderde de oxidatieve stress 

tellers, AP-1 transcriptionele activatie, c-Jun, c-Fos en HO-1 uitdrukking in NSC34 cellen 

geanalyseerd door een luceferase rapporteur, westers blotting en respectievelijke 

kwantitatieve PCR analyses. De uitputting van GSH verminderde ook de mitochondriale 

funktie, het bevorderde de plaatsverandering van de tot celdood veroorzakende factor, het 

vrijmaken van het cytochroom c en de caspase 3 activatie en leidde als gevolg tot de celdood 

van de motor neuron verwante cellen. In een ALS-soortgelijk transgenetisch muismodel met 

overepressie van het G93A-SOD1 mutant gen, toonden we aan dat de vermindering van GSH 

in het ruggemerg en de motor neuron cellen in verband staan met AIF verplaatsing, caspase 3 

activatie en motor neuron degeneratie gedurende het begin en het verloop van de ALS 

soortgelijke ziekte. Samengevat, de in vitro en in vivo gegevens voorgesteld in het huidige 

rapport toonden aan dat het verminderde GSH diverse wegen tot celdood ondersteunt en 

bijdraagt, op zijn minst gedeeltelijk, tot de motor neuron degeneratie in ALS. 

Inleiding 

Amyotropische lateraal sclerose (ALS) is een fatale neurodegeneratieve ziekte dat primair de 

motor neuronen in de hersencortex, de hersenstam en het ruggemerg aantast (Williams and 
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Windebank, 1991). De mechanismen die de selectieve en ouderdoms afhankelijke motor 

neuron degeneratie veroorzaken blijven grotendeels onverklaard. Een effektieve therapie voor 

ALS is nog steeds niet voorhanden. Mutaties van Cu, Zn-superoxide dismutase (SOD1) 

genen veroorzaken motor neuron degeneratie en vormen een schakel tot 2-5% van de ALS 

gevallen (Rosen et al., 1994; Rosen et al., 1993). Gebaseerd op klinische studies, 

diermodellen en cel kultuur analyses, verschillende potentiele mechanismen van motor 

neuron degeneratie in ALS werden voorgesteld. Gestegen oxidatieve stress, glutamaat 

vergiftiging, eiwit groepering en Cu/Zn celvergiftiging werden allemaal genoemd als 

bijdragende factoren tot motor neuron degeneratie (Cleveland and Rothstein, 2001; Li et al., 

2003; Liu et al., 2002; Shaw et al., 2001; Shaw and Eggett, 2000; Shibata et al., 2000). 

Hiervan blijkt gestegen oxidatieve stress een vroegtijdig en aanhoudend verschijnsel te zijn in 

combinatie met motor neuron sterfte in ALS (Bogdanov et al., 1998; Liu et al., 1998). Toch 

moet het specifiek mechanisme dat leidt tot oxidatieve beschadiging van motor neuronen nog 

steeds gedefinieerd worden. Oxidatieve stress kan potentieel verhoogd worden door 

versterkte produktie van reactieve oxygen species (ROS), verlaagde antioxidant enzym 

systemen of een combinatie van beiden. Glutathione (GSH), een tripetptide van γ-

glutamylcysteinylglycine, is één van de overvloedigste antioxidanten in cellen en weefsels. 

Vermindering van GSH versterkt ROS produktie en bevorderd oxidatieve beschadiging. Een 

voorgaande studie toonde gestegen GSH binding aan in het ruggemerg van patienten met 

sporadische ALS (Lanius et al., 1993) en wijst er op dat GSH een rol kan spelen in de 

pathogenese van ALS. In een cel kultuur model werd aangetoond dat de uitdrukking van het 

SOD1 mutant gen het cellulair niveau van GSH verlaagde en dat de vermindering van GSH 

bioaanwezigheid een rol speelt in de mutant SOD1-bemiddelde motor neuron degeneratie 

(Lee et al., 2001). 

GSH is de overvloedigste en effektiefste aaseter van ROS in zoogdiercellen. Daarnaast is 

GSH ook een belangrijke onderlaag voor antioxidant enzymes die hydrogeen peroxide 

ontgiften en lipide peroxide catalyseren bij glutathion peroxidase. Recenter werd ook 

aangetoond dat GSH deelneemt in cellulaire signaal transduktie wegen en de ionotropische 

receptor functies regelt (Bains and Shaw, 1997; Grima et al., 2003; Janaky et al., 1993). GSH 

is gesynthetiseerd in twee sequentiele enzymatische reakties versterkt door γ-

glutamylcysteine synthetase (γ-GCS) en GSH synthetase. L-Buthionine Sulfoximine (BSO) is 

een selektieve remmer van γ-GCS. Blootstelling van cellen aan BSO remt GSH synthese en 

verlaagt het intracellulair niveau van GSH. BSO werd als gevolg regelmatig gebruikt om de 

rol van GSH in samenhang met oxidatieve stress-inducerende neuronale cellen en andere cel 

sterftes te bestuderen. Daarnaast, omdat BSO de mitochondriale en nucleaire GSH niet 

volledig uitput, werden andere middelen, zoals ethacrynic acid (EA) gebruikt om de 

cellulaire, mitochondriale en nucleaire GSH volledig uit te putten (Keelan et al., 2001; 

Rizzardini et al., 2003). 

Veranderingen in GSH synthese, of in GSH pools, werden gekoppeld met neuronale cel 

sterfte en simuleerd een varieteit van humane neurodegeneratieve ziektes, zoals de ziekte van 

Parkinson (Bharath et al., 2002; Jha et al., 2000; Mytilineou et al., 2002; Paik et al., 2003), de 

ziekte van Alzheimer (Adams, Jr. et al., 1991; Cecchi et al., 1999; Janaky et al., 1999; 

Karelson et al., 2002) en Schizophrenie (Do et al., 2000). Niettegenstaande blijft de rol van 
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GSH in de pathogenese van motor neuron degeneratie in ALS grotendeels onverklaard. Als 

laatste concentreerden we ons op een cel kultuur systeem en een ALS-soortgelijk 

transgenetisch muismodel om het effect van GSH op de motor neuron cel sterfte te 

bestuderen. We toonden aan dat de vermindering van intracellulair GSH de oxidatieve stress 

verhoogt, de mitochondriale funktie vermindert, de veelvoudige afstoting van celweefsels 

activeert en als gevolg bijdraagt tot motor neuron degeneratie in vitro en in vivo. 

 

Materialen en Methodes 

 

Chemicalien en Reagens 

Ethacrynic acid (EA), L-Buthionine-SR-Sulfoximine (BSO) en andere chemicalien werden 

verkregen bij Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). Cel kultuur middelen en andere 

reagens werden verworven bij Invitrogen Inc. (Carlsbad, CA).  

 

Dieren 

Transgenetische muizen met het kenbaar gemaakt mutant G93A-SOD1 werden hoofdzakelijk 

verkregen bij het Jackson Laboratory (Stock #002726, Bar Harbor, ME). 

De muizen werden verzorgd en gevoed in het Biomedisch Onderzoekingscentrum van de 

Medische faculteit aan de Universiteit van Noord Dakota. 

 

Deze transgenetische muizen vertoonden een hoog aantal van het G93A-SOD1 mutant en 

ontwikkelden een snel begin en verloop van de ziekte (Gurney et al., 1994). De levensduur 

van de transgenetische G93A-SOD1 mutant muis werd, gebaseerd op de pathologische 

karakterisatie en symptomatische manifestatie, ingedeeld in het klinisch ziekte vrij stadium 

(eerste 60 levensdagen), het ziektebegin (tussen 70 en 90 levensdagen) en het ziekteverloop 

(tussen 100 en 130 levensdagen) (Gurney et al, 1994; Liu et al., 1998). De lumbale 

ruggemerg regionen van de G93A-SOD1 mutant en de leeftijdssoortgelijke controlemuis van 

deze verschillende stadia werden gebruikt voor GSH, GSSG en celdood analyses. De 

experimentele protocols, voor het gebruik van laboratorium dieren, werd goedgekeurd door 

het Institutional Animal Use and Care Committee en waren in nauwe overeenkomst met de 

richtlijnen voor de zorg en gebruik van laboratoriumdieren van het National Institutes of 

Health. Er werd uitzonderlijk op geacht dat de stress en het discomfort bij de dieren zo laag 

mogelijk gehouden werd. Slechts een minimaal aantal dieren werd gebruikt. 

 

Cel kulturen en behandelingen 

NSC34 motor neuron-soortgelijke cel muizen (15 tot 40 plaatsen) (verschaft door Dr. Neil 

Cashman, University of Toronto) werden gekultiveerd in een vochtige atmosfeer  van 95% 

lucht-5% CO2 in een 37°C incubator in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

aangevuld met 10% warmte geinactiveerd foetaal runder serum (FBS), 100 eenheden/ml 

penicilline en 100 μg/ml streptomycine (DMEM complete medium) zoals voorheen 

beschreven werd(Bishop et al., 1999; Cashman et al., 1992). Het cel kultuur medium werd 

elke 3-4 dagen vervangen. De cellen werden, eens een samenvloeiing van 80-90% werd 

bereikt, uiteengerokken door 0.15% trypsine en 1 mM EDTA gedurende 3–5 minuten. 

Ontbonden cellen werden geproduceerd en in nieuwe kultuur schalen of flessen geplaatst 
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(Corning Life Sciences, NY).  

 

GSH uitputting en GSH analyse 

Twee onafhankelijke methoden, EA uitputting en BSO inhibitie werden gebruikt om het 

cellulair GSH respectievelijk te verminderen (Lucas et al., 1998; Roychowdhury et al., 2003; 

Seyfried et al., 1999; Tukov et al., 2004). In het kort, voor EA-bemiddelde GSH uitputting 

werden NSC34 cellen geincubeerd met een EA concentratie van 20 tot 100 μM voor meer 

dan 12 uren. Voor BSO bemiddelde inhibitie van GSH synthese werden NSC34 cellen 

geincubeerd met een BSA concentratie van 25 to 200 μM voor meer dan 48 uren. EA of BSO 

behandelde cellen werden verkregen en bewerkt voor een varieteit van analyses beschreven in 

de volgende hoofdstukken. 

Twee onafhankelijke methoden werden uitgevoerd om het cellulair GSH  te meten. Voor de 

colorometrische analyse, kontrole, EA of BSO behandelde cellen werden geincubeerd met 40 

μM monobromobimane (MBM) gedurende 30 minuten. Nadien werd de fluorescente 

intensiteit gemeten met een fluorometer (Molecular Device Inc., Sunnyvale, CA) (Svardal et 

al., 1990; Yan and Huxtable, 1995). Een willekeurige eenheid van fluorescente intensiteit 

werd gebruikt om de relatieve niveaus van cellulaire GSH na EA of BSO behandelingen uit te 

drukken. Voor de biochemische analyses werd een Bioxytech GSH/GSSG-412 kit gebruikt en 

de door de fabrikant voorgestelde procedure werd gevolgd (Oxis International, Inc., Foster 

City, CA). In het kort, 10×10
6
 NSC34 controle cellen, EA of BSO behandelde experimenten 

werden volledig gehomogeniseerd in een MES buffer [200 mM 2-(N-morpholino) 

ethanesulphonic acid, 50 mM phosphate, en 1 mM EDTA, pH 6.0]. Na centrifuge aan 

12,000g gedurende 10 min aan 4 °C werd de top ontnomen van eiwitten en verder gebruikt 

voor GSH (of GSSG) analyses met een reeds bereidde cocktail buffer in overeenkomst met de 

voorstellen van de fabrikant. Dezelfde biologische analyses werden gebruikt om het niveau 

van GSH (of GSSG) in de lumbale ruggemerg omgeving van de G93A-SOD1 transgenetische 

muis en de leeftijdsovereenkomstige normale controle muizen te bepalen, dit zowel in het 

ziektevrij stadium, het ziektebegin en het ziekteverloop (Gurney et al., 1994). 

Analyse van cellulaire produktie van reaktieve zuurstof species (ROS) 

Een dichlorofluorescine (DCF) analyse werd gebruikt om de voortplanting van cellulaire 

zuurstof species (ROS) in NSC34 cellen te bepalen. In het kort, 2×10
5
 controle, EA of BSO 

behandelde cellen/ goed gecultiveerd in een 96-well-plaat werden geincubeerd met 100 μM 

van  6-Carboxy-2’,7’-dicholorfluorescine diacetate (DCFH-DA) (Molecular Probes, Eugene, 

OR) gedurende 1 uur in het donker. Nadien werden de cellen gemeten voor oxidatie van 

DCFH-DA in een fluorometer aan de excitatie en emissie van golflengtes van respektievelijk 

485nm en 530nm. Data analyse werd uitgevoerd en beschreven door Wang en Joseph (Wang 

and Joseph, 1999). 

De fluorescerende intensiteit dat de oxidatie van DCFH-DA bij ROS meet stelt de relatieve 

vaste status van ROS generatie in cellen voor.   

 

Voorbijgaande transfectie en luciferase activiteits analyse 

Voorbijgaande transfectie werd uitgevoerd met een electroporator (BTX, San Diego, CA) 

zoals voorheen beschreven (Liu et al., 2002). In het kort, 10 × 10
6
 cellen werden geincubeerd 
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met 50 μg vector controle en vector bevattende 2×AP-Luciferase plasmide DNA in 0.4 ml 

Opti-MEM (Invitrogen) dit op kamertemperatuur gedurende 10 minuten. Nadien werden de 

cellen geelectroporeerd door een laag voltage modus aan 240 V, 1 pulse, en 25 msec/V aan 

pulselengte. Na electroporatie werden de cellen op kamertemperatuur gehouden gedurende 30 

minuten en vervolgens gecultiveerd in een volledig medium.  

 

Adhesie analyse 

24 well-platen werden tijdens de nacht beslagen met fibronectine, collageen of laminine in 

een repectievelijk 1×phosphate buffer oplossing (PBS). Na het wassen werden 2×10
6
 controle 

of EA behandelde cellen gecultiveerd in elke well van de plaat gedurende 12 uren. Het cel 

kultuur medium werd verwijderd en de wellen werden 2x kortstondig gewassen met 1×PBS. 

Cellen die vastkleefden aan het substraat werden losgemaakt met Trypsine en vervolgens 

geteld. Het percentage van vasthechting werd berekend door het aantal vastgehechte cellen 

aan elke behandelde plaat gedeeld door het totaal aantal bezaaide cellen (n=4). 

 

Kwantitatieve Real-time PCR analyse van Gen Expressie  

De controledrager of EA behandelde cellen werden verkregen en bewerkt voor RNA 

purificatie. Het totaal gezuiverd RNA voor kwantitatieve Real-time PCR analyse werd 

onderworpen aan RNase vrij DNase behandeling (Ambion, Austin, TX). Na het opmeten van 

de concentratie werd 1 microgram totaal RNA van elk monster gebruikt om de eerst 

gestrande cDNA te synthetiseren door het gebruiken van een superscript eerst gestrande 

synthese kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). Real time PCR werd uitgevoerd met het MX4000 

systeem (Strategene, San Diego, CA). De voorwaartse en terugkerende Real-time PCR 

primeur voor amplificatie van HO-1 transcripten werden respectievelijk 5’-

CTCACTGGCAGGAAATCATCCC -3’ en 5’-GAGAGGTCACCCAGGTAGCG. De test 

was 5’-6-FAM(CACGCCAGCCACACAGCACTATGTAAAGC)BHQ-1–3’. Actine werd 

gebruikt als endogene controle. De voorwaartse en terugkerende Real-time PCR primeuren 

voor amplificatie van actine transcripten waren respectievelijk 5’-

TACAATGAGCTGCGTGTGGC-3’ en 5’-ATGGCTGGGGTGTTGAAGGT-3’. 

De test was 5’-6-FAM (CACCCTGTGCTGCTCACCGAGGC) BHQ-1 3’.  

 

Subcellulaire fractionatie 

Voor subcellulaire fractionatie tussen mitochondria en cytosol, werd een licht aangepaste 

methode aangenomen (Fujimura et al., 2000). In het kort, controledragers of EA behandelde 

cellen werden verkregen op ijs. Na 2x wassen met ijs koud 1×PBS werden de cellen opnieuw 

uitgesteld in een lysis buffer (Fujimura et al., 2000) en gehomogeniseerd met een Dounce 

homogeniseerder op ijs voor 15–20 slagen. Na centrifuge aan 2000xg gedurende 5min werd 

de top getransfereerd naar een nieuwe tube en de rest werd opnieuw opgehangen met 1/5 

volume van het originele Lysis buffer. Na een 2
e
 ronde van homogenisatie was de rest 

opgelost in een nieuwe Lysis buffer met 0.2% triton X-100 (mitochondriale fractie). De top 

(Cytosolic fractie) werd gecombineerd en opgeslagen in een vriezer aan -20°. Na het meten 

van de eiwit concentratie werd westers blotting uitgevoerd om de Cytochroom c loslating te 

analyseren. Simultaan werd een goed ontwikkelde aanpak voor subcellulaire fractie tussen 

mitochondria en kernen aangenomen (Nur-E-Kamal et al., 2004; Saunders et al., 1997). 

Westerse analyse werd uitgevoerd om de cytochroom c loslating en AIF translocatie te 
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analyseren. 

 

Immunohistochemicale analyse 

Voor immunohistochemicale bevlekking, de controledrager en EA behandelde cellen werden 

verkregen en 2x gewassen in ijs koud 1×PBS gevolgd door een fixatie in 4% 

paraformaldehyde (PFA) gedurende 1 uur op ijs. Na permeabilisatie met 0,2% triton X-100 in 

PBS en geblokkeerd met 10% geit serum werden de cellen gedurende de nacht geincubeerd 

met specifieke antilichamen aan 4°C (AIF, cytochrome c en actief caspase 3 antilichamen 

werden allen gedilueerd aan 1:300; Chemicon Inc.). Secties werden 5x gewassen met 0,2% 

triton X-100 in PBS elk gedurende 5 minuten en dan geincubeerd met specifieke secundaire 

antilichamen gepaard met Fluorescine of Rhodamine gedurende 2 uren in het donker en op 

kamertemperatuur. Na uitvoerig wassen werden de cellen geincubeerd met 4'-6-Diamidino-2-

phenylindole (DAPI) voor kern bevlekking en gemonteerd met een anti-fade medium. Alle 

beelden werden samengenomen en geanalyseerd met een Nikon optische mikroskoop (E800 

model) uitgerust met de Spot digitale camera (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI) 

en de Photoshop software (Adobe Systems, San Jose, CA). 

 

Westers blotting analyse 

Controledrager of EA behandelde cellen werden van de bronnen gescraapt, en verkregen in 

ijskoud 1× PBS. De cellen werden dan gecentrifugeerd aan 2500xg aan 4°C gedurende 5 

minuten. De top werd weg gegooid, en de cel rest werd opgehangen in een 400 μl ijskoud 

lysis buffer (10mM K2HPO4, pH 7.2/1mM EDTA/5mM EGTA/10mM MgCl2/50mM 

Glycerophosphate/1mM Na3VO4/2mM DTT/1% Triton X-100) met complete protease 

inhibitor (Roche Biochemicals, Indianapolis, IN). De cel lysatie werd versneld in een tafel 

centrifuge aan 12,000×g aan 4°C gedurende 10 minuten, en de eiwit concentratie in de top 

werd gemeten door gebruik te maken van een BioRad eiwit analyse kit (BioRad, Hercules, 

CA). De eiwit monsters (20 μg) werden gescheiden in een 12.5% SDS PAGE gel en 

getransfereerd op een nitrocellulose membraan. Het membraan werd geblokkeerd met 5% 

droge melk opgelost in TBST (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20) 

gedurende 1 uur aan kamertemperatuur op een shaker plaat en dan gedurende de nacht 

geincubeerd met een specifiek antilichaam aan 4°C. Het membraan werd 3x gewassen 

gedurende elke keer 5 minuten met TBST aan kamertemperatuur en dan geincubeerd met een 

secundair mierikswortel peroxidase (HRP)- gepaard antilichaam (KPL, Gaithersburg, MD) 

gedurende 1 uur aan kamertemperatuur. Het membraan werd 3x gewassen met TBST voor 

telkens 5 minuten en kenbaar gemaakt in ECL reagens (Amersham Bioscience, Piscataway, 

NJ).  

 

Cel viabiliteit analyses 

Cel viabiliteit van NSC34 cellen op behandelingen werd bepaald door de trypaan blauw 

exclusie analyse. In het kort, cellen werden geincubeerd met een 0,1% trypaan blauw verf 

gedurende 10 minuten aan kamertemperatuur en werden geteld op een hemacytometer met 

een microscoop. De cel viabiliteit  werd uitgedrukt in het aantal levensvatbare cellen (verf-

uitsluiting) gedeeld door het totaal aantal cellen. Daarnaast werd cel levensvatbaarheid ook 

gemeten door de LDH loslatings analyse gebaseerd op de handleiding van de fabrikant 

(Sigma Chemicals, St. Louise, MO) om zo de trypaan blauw exclusie analyse te bevestigen. 



 

Cel afstervings analyse 

Gecontroleerde afstervings analyse of EA behandelde cellen werden uitgevoerd in samenhang 

met de instructies van de fabrikant en gebruik makend van de ELISA geformatteerde analyse 

dat histone geassocieerde DNA fragmenten opspoort (Roche Biochemicals, Indianapolis, IN).  

Daarnaast werd ook een terminaal deoxynucleotidyl transferase-gemediateerd kerf en labeling 

(TUNEL) analyse uitgevoerd om zo afstervende cel sterfte te analyseren. Twee 

onafhankelijke celsterfte analyses verschafden gelijkaardige resultaten.  

 

Statistische analyses 

Waarden werden uitgedrukt als Mean ± SE. Specifieke vergelijkingen tussen controle en 

individuele experimenten werden geanalyseerd door Student t-tests met een p-waarde van 

minder dan 0,5 beschouwd als statistisch significant. 

Resultaten 

Uitputting van intracellulair GSH in NSC34 motor neuron-soortgelijke cellen 

door chemische samenvoegings en biochemische inhibitie benaderingen 

Een motor-neuron soortgelijk cel kultuur model (Cashman et al., 1992; Bishop et al., 1999) 

en een ALS-soortgelijk transgenetisch muis model (Gurney et al., 1994) werden gebruikt om 

de funktie van GSH in motor neuron sterfte in samenhang met de ALS ziekte te bestuderen. 

In het cel kultuur systeem, 2 verschillende experimentele aanpakken, chemisch-

gemediateerde uitputting en GSH synthese inhibitie, werden gebruikt om de cellulaire 

niveaus van GSH te verminderen. NSC34 cellen, blootgesteld aan EA en BSO, hadden dosis-

afhankelijke en tijds-afhankelijke vermindering van cellulair GSH gemeten door de 

respectievelijke colorimetrische en biochemische analyse (Afbeelding 1A–1G). 

 

Afbeelding 1  

Chemische uitputting van GSH produktie en biochemische inhibitie van GSH synthese 

in NSC34 motor neuron soortgelijke cellen 

GSH uitputting verhoogde de cellulaire produktie ROS in NSC34 cellen  

De DCF analyse werd toegepast om de kinetics van ROS produktie in GSH uitgeputte cellen 

te meten (Wang and Joseph, 1999). Als aangetoond in Afbeelding 2, oxidatie van DCF steeg 

drastisch als het cellulair GSH uitgeput raakte door blootstelling aan cellen met een 

verschillende dosis van respectievelijk EA en BSO. EA verminderde schijnbaar het 

intracellulair GSH effektiever (Afbeelding 1) en promoot meer ROS produktie (Afbeelding 

2A) dan BSO (Afbeelding 2B). Bijgevolg, EA chemisch-gemediateerd GSH uitputting werd 

nadien gebruikt om de rol van GSH alteratie in motor neuron soortgelijk cel sterfte te 

bestuderen. 
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Afbeelding 2  

GSH uitputting verhoogt produktie van reactieve zuurstof species (ROS) in NSC34 

cellen 

GSH reductie verhoogt oxidatieve stress markeerder gen-expressie 

We onderzochten veranderingen in vroege en secundaire oxidatieve stress respons genen om 

de verhoogde oxidatieve stress, teweeggebracht bij GSH uitputting, te bevestigen. EA 

behandeling versterkt AP-1 transcriptionale aktivatie, waargenomen door een luciferase gen 

raporteurs analyse (Afbeelding 3A), c-Jun (Afbeelding 3B) en c-Fos expressie (data worden 

niet getoond) als waargenomen door een westerse analyse. Op dezelfde manier, GSH 

uitputting verhoogd ook de HO-1 expressie zoals werd waargenomen door de respectievelijke 

kwantitatieve real-time PCR reactie en de westerse blotting analyses (Afbeelding 4). 

 

Afbeelding 3  

GSH uitputting door EA verhoogt vroege oxidatieve respons gen expressie 

 

Afbeelding 4  

GSH uitputting door EA verhoogt secondaire oxidatieve respons gen expressie 

GSH uitputting verlaagt cel adhesie en verhoogt celsterfte  

Cel adhesie aan de onderlaag is noodzakelijk voor het overleven van de cellen. Daarom 

testten we de effecten van GSH vermindering op NSC34 cel adhesie met drie belangrijke 

extracellulaire eiwitten, namelijk fibronectine, collageen en laminine. Zoals aangetoond in 

Afbeelding 5A, cellen behandeld met EA toonden een dosis afhankelijke en tijds afhankelijke 

(data worden niet getoond) vermindering in adhesie tot deze drie extracellulaire eiwitten. Op 

dezelfde wijze verminderen cellen die blootgesteld staan aan EA de mitochondriale functie 

zoals gemeten door de MTT analyse (Afbeelding 5B) en verhoogden de cel sterfte zoals 

waargenomen door de respectievelijke Trypan blauw exclusie analyse en histon vrijlatings 

(cellsterfte) analyse (Figure 5D). 

 

 

Afbeelding 5  

GSH uitputting bij EA verhoogde NSC34 celsterfte 

GSH uitputting promoot AIF redistributie, cytochroom c vrijlating, caspase 3 

activatie en apoptose celsterfte 

Een biochemische analyse en een immunohistochemische analyse werden gebruikt om de 

moleculaire wegen van celsterfte bij GSH uitputting te identificeren. Mitochondriale en 

nucleaire fractionaties gekoppeld met westerse analyse toonden een verhoging van AIF 
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translocatie tot celkernen als gevolg van GSH uitputting in NSC34 cellen (Afbeelding 6A). 

Immunohistochemische bevlekking bevestigden de verhoging van AIF translocatie tot de 

celkern vanaf de mitochondria tot GSH uitputting (Afbeelding 6B). 

 

Afbeelding 6  

GSH uitpuitting van EA promoot redistributie van pro-apoptotose factoren in NSC34 

cellen 

 

Op dezelfde wijze, mitochondriale en cystolische fractionatie gekoppeld met westers blotting 

analyse en immunohistochemie toonden aan dat cytochroom C vrijlating betrokken was in 

NSC34 celsterfte bij GSH uitputting (Afbeelding 6C, 6D). Activatie of caspase activiteit 

dragen bij tot apoptose celsterfte in verschillende systemen, inclusief CNS (Parikh et al., 

2003). GSH uitputting verhoogde de caspase-3 activatie onthuld door immunohistochemische 

bevekking met het anti-actieve caspase-3 antilichaam (Afbeelding 7A–7C). Bovendien 

versterkt GSH vermindering celsterfte zoals vastgesteld door de histon vrijlatings analyse  

(Afbeelding 5D) en terminale deoxynucleotidyl transferase-bemiddelde nick end labeling 

(TUNEL) analyse (Afbeelding 7D en 7E) in NSC34 cellen. 

 

Afbeelding 7  

GSH uitputting door EA promoot apoptose in NSC34 cellen 

Reduktie van GSH en verhoogd GSSG in het ruggemerg van de G93A-SOD1 

transgenetische muis hing samen met motor neuron sterfte en het ALS-

soortgelijke ziektebegin en -verloop 

Het goed-bevestigd mutant G93A-SOD1 transgenetisch muismodel van de ALS-soortgelijke 

ziekte werd gebruikt om de niveaus GSH in de loop van het ALS ziekte begin en –verloop te 

analyseren. Vergeleken met de normale leeftijdscontrole muizen waren de GSH niveaus in de 

lumbale omgeving licht verminderd bij het ziektebegin, en waren significant lager gedurende 

het ziekteverloop in G93A-SOD1transgenetische muizen (Afbeelding 8A en 8C). Anderzijds 

waren de geoxideerde GSH (GSSG) niveaus significant hoger gedurende zowel het ALS-

soortgelijk ziektebegin en –verloop (Figure 8B and 8D).  
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Afbeelding 8  

GSH niveaus in de G93A-SOD1 ziektevrije transgenetische mutant muizen (45 

levensdagen), in het ziektebegin (80 levensdagen) en het ziekteverloop (110 

levensdagen) vergeleken met de normale controlemuizen  

Vergeleken met controlemuizen van gelijke leeftijd verminderden de intracellulaire GSH 

niveaus in motor neuron cellen in de G93A-SOD1 transgenetische muizen zowel bij het ALS-

soortgelijk ziektebegin en –verloop (Afbeelding 8E). Verminderd GSH was gekoppeld met 

AIF nucleaire translocatie, caspase 3 activatie en motor neuron celsterfte, en motor neuron 

celsterfte (Afbeelding 9) in ALS soortgelijke transgenetische muizen. 

 

Afbeelding 9  

Redistributie van AIF en actieve caspase 3 in motor neuron cellen van ALS-soortgelijke 

muizen 

 

Discussie 

Verschillende wetenschappelijke getuigenissen verklaren dat verhoogde oxidatieve stress een 

belangrijke rol speelt in motor neuron degeneratie dat leidt tot het ALS ziektebegin en –

verloop (Hall et al., 1998; Tu et al., 1997). Toch blijft de oorzaak van verhoogde oxidatieve 

stress en hoe oxidatieve stress bijdraagt tot motor neuron degeneratie hoofdzakelijk 

onbekend. Daarbij komt dat het verband tussen alteraties in de intracellulaire GSH niveaus en 

motor neuron sterfte niet bepaald werden. De huidige studie werd uitgevoerd om de 

moleculaire processen van het verminderd GSH-bemiddeld motor neuron celsterfte (of motor 

neuron soortgelijk) te analyseren door het gebruik maken van een cel kultuur model en een 

muis model wat menselijk ALS recapituleert. De gegevens voorgesteld in deze studie tonen 

drie belangrijke elementen aan: 1) Verhoogde oxidatieve stress bij alteratie van intracellulaire 

GSH niveaus hing samen met motor neuron soortgelijke celsterfte (apoptose) in vitro en in  

vivo; 2) Vermindering in GSH hing samen met redestributie van AIF van de mitochondria 

naar de kernen; 3) Cytochroom c-bemiddeld caspase 3 activatie, onthuld door GSH 

vermindering droeg ook bij to motor neuron celsterfte (apoptose). De vermindering van GSH 

blijkt dus een belangrijke factor te zijn geassocieerd met motor neuron degeneratie in ALS bij 

activatie van multiple apoptose wegen.  

Cel kultuur en transgenetische muis modellen om de rol van gewijzigd GSH in 

motor neuron degeneratie te bestuderen 

Een cel kultuur model werd gebruikt als initiele stap om de rol van GSH alteratie in motor 

neuron soortgelijke celsterfte te testen door het gebruik maken van zowel biochemische 

inhibitie en chemische uitputtings benaderingen om de celullaire beschikbaarheid van GSH te 

verminderen (Afbeelding 1). BSO is een inhibitor van γ-glutamylcysteine synthetase (γ-GCS) 

die de GSH synthese blokkeert. Blootstelling van cellen aan BSO leidt tot de reduktie van 

cytosolic GSH, maar niet tot mitochondriale GSH. EA, een thiol reactieve molecule, paart 
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onmiddellijk met GSH en vermindert intracellulaire en mitochondriale niveaus van GSH 

(Schafer and Buettner, 2001). Om deze reden concentreerden we ons op een EA benadering 

tot het uitputten van intracellulair GSH en op het bestuderen van gestegen oxidatieve stress 

bij motor neuron soortgelijke celsterfte. 

We gebruikten ook een G93A-SOD1 transgenetisch mutant muis model om de rol van GSH 

in motor neuron degeneratie te analyseren (Gurney et al., 1994). De levensduur van de ALS-

soortgelijke muizen werden in drie stadia ingedeeld, namelijk, het ziektevrij stadium (voor 60 

dagen oud), het stadium van ziektebegin (70-90 dagen oud) en het stadium van ziekteverloop 

(100-130 dagen oud) (Liu et al., 1998; Gurney et al., 1994). Gebaseerd op de goed 

ontwikkelde pathologische ontwikkelingen analyseerden we de niveaus van GSH in de 

lumbale omgeving van de G93A-SOD1 transgenetische mutant muizen tijdens de 

verschillende stadia, en vergeleken ze verder met de leeftijdsovereenkomstige normale 

controle muizen. Daarbij komt dat we ook een immunohistochemische methode toepasten om 

de GSH veranderingen in de motor neuron cellen van de G93A-SOD1 transgenetische mutant 

muizen en de leeftijdsovereenkomstige controle muizen te analyseren. De combinatie van het 

cel kultuur model en het transgenetisch muismodel staan bij tot delineatie van de potentiale 

bijdrages van gestegen oxidatieve stress bij de vermindering van intracellulair GSH tot motor 

neuron sterfte (apoptose) in ALS. 

 

Vermindering van GSH verhoogde oxidatieve stress en veroorzaakte motor 

neuron soortgelijke cel apoptose 

GSH is de overvloedigste en effectiefste cellulaire antioxidant. Alteraties in GSH resulteerden 

regelmatig in redox veranderingen. Zoals getoond in Afbeelding 1, blootstelling van NSC34 

cellen aan BSO of EA verminderden het cellulair GSH drastisch wat werd gemeten door 

biochemische en en colorimetrische analyses. GSH is biosynthetiseerd van L-glutamaat en 

gecatalyseerd door γ-GCS en glutathion synthetase (GS) in cytosol. Verschillende organellen 

bevatten hun eigen GSH pools die tijdelijk onafhankelijk zijn van cytosolische GSH synthese. 

Bijvoorbeeld beide, zowel de mitochondria als de kernen hebben hun eigen GSH pools, 

waarbij BSO behandeling het GSH niet uit deze pools uitput, terwijl EA dat wel doet. 

Verminderd GSH verandert de redox status tot een meer geoxideerde status in de cel kultuur 

experimenten. Zoals aangetoond in Afbeelding 2 verhoogt GSH vermindering ROS generatie 

drastisch zoals gemeten in de DCF analyse. Daarbij komt dat GSH uitputting de uitdrukking 

van vroege oxidatieve stress markeerders, c-Jun, c-Fos (gegevens worden niet getoond) en 

AP-1 activatie (Afbeelding 3), en secondaire oxidatieve stress markeerders zoals HO-1 

uitdrukking (Âfbeelding 4) verhoogt. Samengevat tonen deze experimenten duidelijk aan dat 

een verlaagde GSH beschikbaarheid leidt tot een verhoogde intracellulaire oxidatieve stress 

propagatie, bijvoorbeeld, eiwit oxidatie, vet peroxidatie en kern acide oxidatie (gegevens 

worden niet getoond).  

 

De geoxideerde cellulaire omgeving, teweeggebracht door GSH uitputting, resulteerde tot de 

onmogelijkheid van cellen om te kleven aan extracallulaire matrix eiwitten (Afbeelding 5A). 

De mogelijkheid van cellen om te kleven aan de eiwitlaag is essentieel voor het overleven van 

cellen. Verlies van celadhesie kan leiden tot aansluitend celsterfte. Inderdaad, GSH 

vermindering veroorzaakt mitochondriale dysfunctie (Afbeelding 5B) en celsterfte 

(Afbeelding 5C en 5D). 
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Om het celsterfte mechanismus, potentieel veroorzaakt door GSH uitputting te identifieren, 

bepaalden we de AIF redistributie, en vonden dat er een verhoging van AIF translocatie van 

de mitochondria naar de kernen was ten opzichte van GSH uitputting (Afbeelding 6A–6C). 

AIF is een flavoproteine dat resideert in het mitochondriaal intermembraan (Cande et al., 

2004; Lindholm et al., 2004; Vahsen et al., 2004). 

Translocatie van AIF initieert cel apoptose door het scheiden van internucleosomaal DNA tot 

relatief grote fragmenten. AIF nucleaire translocatie werd geobserveerd in een varieteit van 

cel kultuur systemen en diermodellen onderworpen aan een varieteit van stress condities. De 

AIF redestributie ontdekt in EA behandelde cellen, en ook geobserveerd in het G93A-SOD1 

mutant muis model is hoogstwaarschijnlijk ontlokt door verhoogde oxidatieve stress 

gecombineerd met een verlaagd GSH. De verlaagde GSH gekoppeld met verhoogde 

oxidatieve stress bij het G93A-SOD1 mutant dat AIF nucleaire translocatie vergemakkelijkt 

kan aan de grondslag liggen van vershillende gebeurtenissen gelinkt aan het ALS ziekte begin 

en –verloop.  

Het dramatisch verhogen van cytochroom c vrijlating tot cytosol waargenomen door de 

fractionerings analyse en de immunohistochemische analyse (Afbeelding 6B en 6D) 

weerspiegelt hoogstwaarschijnlijk de activatie van caspase 3, en draagt als bijgevolg bij tot de 

duidelijk gemarkeerde verhoging van apoptose ontlokt door de vermindering van GSH in 

NSC34 cellen (Afbeelding 7). Het werd ook aangetoond dat cytochroom c-bemiddelde 

caspase activatie leidt tot motor neuron degeneratie in de ALS-soortgelijke muis en de 

menselijke ALS patienten (Guegan et al., 2001; Li et al., 2000). 

 

Verlaagd GSH is gekoppeld aan motor neuron degeneratie en het ALS 

soortgelijk ziektebegin en –verloop in het G93A-SOD1 transgenetisch 

muismodel 

Alteraties van glutathione S-transferase pi activiteit werden onlangs waargenomen in ALS 

patienten (Kuzma et al., 2006; Usarek et al., 2005). Niettemin blijven de effecten van GSH op 

motor neuron degeneratie in ALS hoofdzakelijk onbekend, ook al zijn abnormaalheden in 

GSH gekoppeld aan pathophysiologische mechanismes die aan de grondslag liggen van 

neuronale verliezen in zowel de Parkinson als in de Alzheimer ziekte (Paik et al., 2003; Jha et 

al., 2000; Karelson et al., 2002; Cecchi et al., 1999). Tot hier meetten we de GSH en de 

GSSG niveaus in de lumbale ruggemerg zone van de G93A-SOD1 transgenetische muizen in 

drie bepaalde stages, namelijk het ziektevrijde stadium, het ziektebegin en het ziekteverloop. 

Een significante verlaging van GSH en reciprocale verhoging van GSSG werden aangetroffen 

in de ALS soortgelijke muizen gedurende de verschillende stages van het ziekteverloop. Het 

verlaagde GSH en resulterende cascade van oxidatieve reacties kan hierdoor bijdragen tot de 

leeftijdsafhankelijke motor neuron celsterfte in deze muismodellen. Om deze mogelijkheid 

verder te bewijzen werd verhoogde oxidatieve stress duidelijk gekoppeld aan motor neuron 

degeneratie gedurende het ziektebegin en het ziekteverloop (Hall et al., 1998; Liu et al., 1998; 

Bogdanov et al., 1998; Jung et al., 2001). Nog belangrijker is de behandeling van ALS 

soortgelijke transgenetische muizen met antioxidanten, zoals SOD en catalase mimetics (Jung 

et al., 2001), DMPO (Liu et al., 2002), iron porphyrin (Wu et al., 2003), of manganese 

porphyrin (Crow et al., 2005) die het ziektebegin vertragen en de overlevingskansen 

verhogen. De vermindering van GSH en de verhoging van GSSG veranderen dus 

hoogstwaarschijnlijk de intracellulaire redox omgeving, kunnen een actieve rol spelen in de 
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opeengestapelde beschadiging opgelopen door motor neuronen en kunnen daardoor leiden tot 

het ALS ziektebegin en het ALS ziekteverloop. 

Het zou moeten betoond worden dat de verhoogde oxidatieve stress niet het enige gevolg is 

dat veroorzaakt wordt door de vermindering van intracellulair GSH. Vermindering in GSH 

biobeschikbaarheid kan ook leiden tot de activatie van glutamaat receptoren en mobilisatie 

van intracellulair calcium. Vermindering van GSH kan dus ook verschillende alarmerende 

gebeurtenissen met zich meebrengen waarvan sommige celsterfte tot gevolg kunnen hebben 

(Afbeelding 10). Desondanks zulke overwegingen verschijnt verhoogde oxidatieve stress 

veroorzaakt door GSH vermindering als een vroege en duidelijke gebeurtenis dat bijdraagt tot 

motor neuron degeneratie zowel in vitro als in vivo. 

 

Afbeelding 10  

De potentieel signaal transductie wegen van de GSH uitputtings-bemiddelde motor 

neuron cel apoptose 

Samengevat: We toonden aan dat verhoogde oxidatieve stress een frequent fenomeenis dat  

voorkomt in het ruggemerg van de G93A-SOD1 ALS soortgelijke muizen en dat tijdelijk 

geassocieerd is met het ziektebegin en het ziekteverloop. Alteratie van GSH kan een 

belangrijke rol spelen in het vergemakkelijken van motor neuron celsterfte via inductie van 

pro-apoptose wegen. Deze bevindingen droegen bij tot het gebruik van effectieve anti-

oxidans therapeutische aanpakken die doelen op mitochondria in het vroege stadium tot het 

vertragen van het ALS ziektebegin en –verloop. 

 

Erkenningen 

We zijn Dr. Neil Cashman van de Universiteit van Toronto dankbaar voor het verschaffen 

van de NSC34 motor neuron-soortgelijke cel lijn. Deze studie werd ondersteund door het  

National Institutes of Health Grants AG23923, NS45829 en HL75034. 

 

Afkortingen 

AIF Apoptosis Inducing Factor 

ALS Amyotrophic Lateral Sclerosis 

BSO L-Buthionine Sulfoximine 

DCF Dichlorofluorescin 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

EA Ethacrynic Acid 

FBS Fetal Bovine Serum 

γ-GCS γ-Glutamylcysteine Synthetase 

GSH Glutathione 
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GSSG Oxidized Glutathione 

MBM Monobromobimane 

PFA Paraformaldehyde 

ROS Reactive Oxygen Species 

SOD1 Cu,Zn-Superoxide Dismutase 

TUNEL Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Nick End Labeling 
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