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Summary

Glutathione S-transferase pi (GST pi) inactivates a large variety of toxic, electrophilic compounds. The
substrates of GST pi include environmental toxins and intracellular reactive oxygen species, factors signifi-
cant in the pathogenesis of neurodegenerative diseases.

The aim of the present study was to investigate the expression of glutathione S-transferase pi in transgenic
mouse models of neurodegeneration on both the mRNA and protein levels. Experiments were conducted on
the frontal cortex of transgenic B6-C3H hybrids SOD1, Cral and SOD1/Cral, aged 70 and 140 days. The
SOD1 mice express a human SOD1%** mutation, the Cral strain carries mutation in the cytoplasmic dynein
heavy chain 1 (Dnchcl), and the double heterozygote SOD1/Cral mice show a delayed disease progression as
well as an increased lifespan compared with the SOD1 strain. A wild strain of mice were used as a control. The
expression of GST pi mRNA in younger mice (age 70 days) was found to be similar in all studied groups of
animals. In older (aged 140 days) controls and Cral mice the GST pi expression was at a similar level and
it did not significantly differ from younger animals. In SOD1 and SOD1/Cral strains, the mRNA-GST pi
expression was lower when compared to 140-day-old controls and the Cral strain. Moreover, it was signifi-
cantly lower than in corresponding 70-day-old animals. A decrease in the GST pi expression on the mRNA
level was accompanied by a decrease in the protein level.

High and unchanged GST pi expression in the frontal cortex of Cral mice indicates that the antioxidant-
-detoxification system plays an important role in protection against neurodegeneration. A significant decrease
of GST pi expression in the frontal cortex of SOD1 and SOD1/Cral mice at the symptomatic stage of the
disease suggests that the expression of this enzyme is related more to the G93A mutation in the SOD1 gene

than to the efficient axonal transport.
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Jedna z najcigzszych chordob neurologicznych
0 wciaz nie poznanej patogenezie jest stwardnienie
boczne zanikowe (SLA). Choroba charakteryzuje si¢
postepujacym 1 wybiorczym uszkodzeniem neuronow
ruchowych rogdéw przednich rdzenia i kory ruchowe;.
Utrata neuronéw prowadzi do niedowtadu 1 zaniku
migs$ni. U ludzi $mier¢ nastgpuje po 3-5 latach, naj-
czesciej na skutek niewydolnosci oddechowej (15).
Okoto 2% przypadkow SLA zwiazane jest z wysta-
pieniem mutacji G93A w genie dysmutazy ponadtlen-
kowej (SOD1) (4, 12). Objawy degeneracji neuronu
ruchowego stwierdzono takze u myszy transgenicz-
nych z nadekspresja ludzkiego genu SOD1%34 (5, 20).
U zwierzat tych, juz w okresie embrionalnym, zaob-
serwowano wystapienie zaburzen szybkiego transportu
aksonalnego wzdluz mikrotubul (9). W ostatnich la-

* Badania byly finansowane z tematu statutowego Akademii Medycznej
w Warszawie, nr 1WK/N/2006 1 2007.

tach wykazano, ze mutacje w obrgbie fancucha cigz-
kiego dyneiny (Dnchcl), biatka odpowiedzialnego za
transport aksonalny, prowadza do rozwoju SLA w mo-
delach zwierzgcych (Cral lub Loa) (6, 9).Transgenicz-
ne myszy z punktowa mutacja w genie Dnchcl wyka-
zuja przykurcze tylnych konczyn i1 nieprawidlowe
skrgcenie ciata (6, 7, 14). Ekspresja mutacji Dnchcel
w podwojnie transgenicznym modelu SOD1/Cral
opoOznia wystapienie objawoOw choroby 1 wydtuza czas
przezycia zwierzat z mutacja SOD 194 (9). Jak wyka-
zano ostatnio, wiaze si¢ to z catkowita odbudowa pra-
widlowo dziatajacego transportu wstecznego (9, 18).

Pomimo Ze etiologia stwardnienia bocznego zani-
kowego nie jest znana, uwaza sig, ze istotnym czynni-
kiem zwigkszajacym ryzyko wystapienia degeneracji
uktadu nerwowego moga by¢ zardwno srodowiskowe,
jak 1 wewnatrzkomorkowe toksyczne zwiazki chemicz-
ne, a takze wolne rodniki tlenowe (1, 17). Wiele spo-
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srod zwiazkdw toksycznych ma charakter elektrofilo-
Wy, a wigc moga si¢ one wigza¢ z kwasami nukleino-
wymi i biatkami, powodujac ich uszkodzenia. Enzy-
mem zoboj¢tniajacym zwiazki elektrofilowe, a takze
organiczne nadtlenki i inne reaktywne formy tlenu jest
transferaza S-glutationowa (GST, EC 2.5.1.18). Kata-
lizuje ona sprzgganie powyzszych zwiazkow ze zre-
dukowanym glutationem (2, 3, 16). Powstate produk-
ty sa mniej toksyczne, bardziej hydrofilne, a przez to
fatwiej usuwane z organizmu. Znaczna skutecznos¢
transferazy S-glutationowej wynika nie tylko z niskiej
specyficznosci substratowej, ktéra umozliwia detok-
sykacje znacznej liczby zwiazkow chemicznych, ale
takze z tego, ze wystepuje ona w postaci licznych izo-
enzymoOw. U ssakow stwierdzono obecnosc 8 klas ge-
néw kodujacych izoenzymy transferazy S-glutationo-
wej (8, 10, 11, 13). W moézgu ssakow dominujacym
izoenzymem jest GST pi (19).

Celem badan byto okreslenie ekspresji GST pi
w korze mozgowej trzech szczepéw myszy transge-
nicznych—SODI1, Cral i SOD1/Cral —wykazujacych
objawy neurodegeneracji takie, jak obserwowane
w SLA u ludzi.

Materiat i metody

Zwierzeta. Badania prowadzono na korze czolowej hy-
brydowych myszy transgenicznych szczepu C3H-B6. Gru-
pe I stanowily myszy z mutacja G93A w ludzkim genie
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1), gru-
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Jako wewnetrzna kontrolg oznaczano ekspresj¢ mRNA ry-
bosomalnego biatka S12 (housekeeping gene). Produkty re-
akcji PCR rozdzielano w zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny. Poziom ekspresji okreslano potilosciowo,
jako stosunek ggstosci optycznej (OD) prazka GST pi do
gestosci optycznej prazka S12. Kazde oznaczenie wyko-
nywano w dwoch powtorzeniach.

Poziom biatka GST pi oznaczano metoda Western blot-
tingu, wedtug standardowych procedur. Biatko do analizy
uzyskiwano homogenizujac tkanke w buforowanym roz-
tworze soli fizjologicznej (PBS). Stosowano kroélicze, poli-
klonalne przeciwciata anty-GST pi (Novocastra). Jako kon-
troli uzywano oczyszczonego biatka GST pi z tozyska czto-
wieka (Sigma). Kazde oznaczenie wykonywano dwukrot-
nie w dwoch powtoérzeniach.

Analizg statystyczna uzyskanych wynikow przeprowa-
dzono przy pomocy testu istotnosci t-Studenta.

Badania przeprowadzono za zgoda II Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach przy Aka-
demii Medycznej w Warszawie.

Wyniki i omowienie
U mtodszych myszy (wiek 70 dni) ekspresja GST
pi na poziomie mRNA byta podobna we wszystkich
badanych grupach zwierzat 1 wynosita: 0,97 + 0,2
w szczepie dzikim, 1,16 £ 0,28 w Cral, 1,05 += 0,19

w SOD110,94+ 0,08 w Cral/SODI (ryc. 1). Umyszy
starszych (wiek 140 dni) w szczepie dzikim i Cral

pe Il z mutacja w genie cigzkiego tancu-

Wiek 70 dni

Wiek 140 dni

cha dyneiny (Cral), grupe III — podwojne
heterozygoty (SOD1/Cral). Grupg kon-
trolna stanowity myszy szczepu dzikiego
(WT). Badano samce w wieku 70 1 140 dni.
W kazdej grupie bylo 6 zwierzat. Z powo-
du réznic w dtugosci zycia, badane myszy
szczepu SOD1 byty w stadium bezobjawo-
wym (wiek 70 dni) i objawowym (wiek 140
dni), podczas gdy pozostate grupy zwie-
rzat nie wykazywaly objawdw chorobo-
wych.
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i bialka. Catkowite RNA otrzymywano
przy uzyciu zestawu NucleoSpin® (Mache-
rey-Nagel). Poziom ekspresji genu GST pi
badano metoda RT-PCR (Reverse Trans-
cription — Polymerase Chain Reaction).

Ryec. 1. Ekspresja GST pi na poziomie mRNA

Objasnienie: Ekspresje¢ oznaczano metoda RT-PCR, jak podano w rozdziale Mate-
riat i metody. Kazdy wynik jest $rednig + SD z oznaczen wykonanych na 6 myszach,
w dwoch powtorzeniach
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Ryc. 2. Ekspresja GST pi na poziomie bialka

Objasnienia: Ekspresj¢ oznaczano metoda Western blottingu, jak podano w rozdziale Materiat i metody. 1 — marker wielkosci;
2 — standard GSTpi (100 ng/pl); 3 — myszy 70-dniowe, szczep dziki (16,85 ng/ul); 4 — myszy 70-dniowe, SOD1/Cral (11,21 ng/pl);
5 —myszy 70-dniowe, Cral (16,96 ng/ul); 6 — myszy 70-dniowe, SOD1 (6,94 ng/ul); 7 — myszy 140-dniowe, szczep dziki (6,40 ng/ul);
8 —myszy 140-dniowe, SOD1/Cral (3,20 ng/ul); 9 — myszy 140-dniowe, SOD1 (3,00 ng/ul); 10 — myszy 140-dniowe, Cral (6,05 ng/ul)
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ekspresja utrzymywata si¢ na podobnym poziomie
1 nie réznita istotnie od ekspresji w korze zwierzat
mtodszych (ryc. 1). Natomiast w szczepach SODI1
1 Cral/SOD1 poziom ekspresji mRNA-GST pi byt
obnizony w stosunku do 140-dniowej kontroli oraz
grupy Cral o okoto 35% 1 wynosil, odpowiednio,
0,67 +0,1510,63 0,2 (p <0,001) (ryc. 1). Byt tez
znamiennie nizszy (p < 0,001) niz w odpowiednich
grupach zwierzat mtodszych.

Spadkowi ekspresji GST pi na poziomie mRNA to-
warzyszyl spadek poziomu biatka, ktéry w korze czo-
towej 70- 1 140-dniowych myszy z mutacja SOD1
wynosit okoto 40% w poréwnaniu do szczepu dzikie-
go (ryc. 2). Ekspresja biatka GST pi byla takze obni-
zona u myszy Cral/SODI, jednak spadek byt nieco
mniejszy niz w szczepie SOD1 (odpowiednio, do
66,5% 1 50% u 70- i 140-dniowych). U myszy Cral
poziom ekspresji bialtka GST pi byt niezmieniony
w obu grupach wiekowych (ryc. 2).

Uzyskane przez nas wyniki dotyczace ekspresji GST
pi odzwierciedlaja obserwacje neurologiczno-behawio-
ralne poczynione przez innych badaczy. Wiadomo, ze
srednia dlugo$¢ zycia myszy transgenicznych z muta-
cja G93A w ludzkim genie SOD1 jest znacznie krot-
sza niz szczepu dzikiego 1 wynosi 147 dni (18). Masa
ciala jest nizsza, a aktywno$¢ ruchowa stabsza juz we
wczesnym okresie zZycia. Znaczne nasilenie objawow
klinicznych zwiazanych z degeneracja neuronu rucho-
wego nastgpuje u zwierzat w wieku okoto 115 dni
(18). W przeciwienstwie do myszy SOD1, masa ciata
myszy Cral, jak rdwniez przezywalnos¢ neuronow
ruchowych nie sa znaczaco zmienione w stosunku do
szczepu dzikiego. Jednak juz u 80-dniowych zwierzat
zaobserwowano znaczacy spadek aktywnosci rucho-
wej wskazujacy na poczatek procesu neurodegenera-
cji (6). Podwojnie transgenlczne myszy SOD1/Cral
zyja o 20 dni dtuzej niz myszy SODI1, przy czym
wykazuja tagodniejszy fenotyp i opdzniony postep
choroby. Wydtuzenie przezycia zwierzat z mutacja
SOD19%* w podwojnie transgenicznym modelu
SOD1/Cral jest spowodowane ekspresja zmutowane-
go genu Dnchcl, co wiaze si¢ z catkowita odbudowa
prawidlowo dmalamcego aksonalnego transportu
wstecznego (9, 18). Pomimo fagodniejszego przebie-
gu choroby u myszy SOD1/Cral, jej efekt koncowy
jest letalny 9, 18).

Wysoki, nie zmieniony w stosunku do szczepu
dzikiego poziom ekspresji GST pi w korze czolowe;j
myszy Cral $wiadczy o duzym znaczeniu sprawnego
systemu antyoksydacyjno-detoksykacyjnego w ochro-
nie przed neurodegeneracja. Znaczace obnizenie eks-
presji GST pi w korze mozgowej myszy transgenicz-
nych z mutacja G93A w ludzkim genie dysmutazy po-
nadtlenkowej (SOD1 i SOD1/Cral) w stadium obja-
wowym choroby wskazuje, ze ekspresja tego enzymu
w wigkszym stopniu ma zwiazek z mutacja w genie
SOD1 niz ze sprawnie dziatajacym transportem akso-
nalnym.
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