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Abstract

Inleiding. Mesiale temporale kwab epilepsie (‘Mesial Temporal Lobe Epilepsy’, MTLE) is één van de
meest voorkomende vormen van refractaire epilepsie en wordt gekenmerkt door het ontstaan van
een epileptische aanval ter hoogte van de hippocampus. Recent werd de rol van inflammatie bij epi-
lepsie en epileptogenese vastgesteld in een diermodel voor MTLE, waarbij er vooral een rol werd
toegeschreven aan IL-1pB. Bij inflammatie kan IL-1B maar ook IL-18 geactiveerd worden door caspase-
1 dat op zijn beurt wordt geactiveerd door het inflammasoom NALP-3. NALP-3 kan geactiveerd wor-
den door verschillende endogene gevaarsignalen zoals urinezuur in associatie met TNF-a. Onderzoek
naar de precieze fysiologische functie van inflammatie bij MTLE kan nieuwe perspectieven openen
voor de behandeling van MTLE en kan mogelijk ook een invloed uitoefenen op epileptogenese.
Doelstellingen. We zullen nagaan of er een effect optreedt bij het blokkeren van het gevaarsignaal
urinezuur op de aanwezigheid van inflammatie ter hoogte van de hippocampus na kainaat geindu-
ceerde status epilepticus. De hoeveelheid inflammatie zal worden nagegaan onder de vorm van de
aanwezigheid van de cytokines IL-1 en IL-18 gezien zij geactiveerd worden door het inflammasoom
NALP-3 en TNF-a dat een rol speelt bij activatie van NALP-3 zelf.

Methoden. Bij C57BL/6 muizen (n = 14) worden er een microdialyse canule, een bipolaire diepte-
elektrode, een scalpelektrode en een aardingselektrode ingeplant. Eén week na de ingreep worden
deze muizen aan de microdialyse-opstelling en video/EEG-registratie-eenheid bevestigd. Microdialy-
sestalen worden gecollecteerd aan een flowrate van 1,25 pl/min gedurende 50 minuten. Na 3 baseli-
ne stalen wordt de controlegroep (n = 7) intraperitoneaal geinjecteerd met 220 pl 10 % Tween oplos-
sing en de experimentele groep (n = 7) met 100 mg/kg allopurinol opgelost in 220 pl 10 % Tween
oplossing. Dertig minuten na deze injectie wordt 4 ul kainaatoplossing (2 mM) geinfuseerd via de
microdialyseprobe waarna er opnieuw stalen gecollecteerd worden. Vierentwintig uur na de start
van de status epilepticus worden de muizen geéuthanaseerd en de hippocampi verwijderd en be-
waard in vloeibare stikstof.

Resultaten. Tijdens de eerste 2 microdialyse staalnames na kainaatinfusie wordt er een sterke stij-
ging waargenomen van de urinezuurconcentratie in de controlegroep. In de experimentele groep
wordt deze stijging effectief onderdrukt door allopurinol 100 mg/kg. Er wordt voor de drie cytokines
een daling vastgesteld in de behandelde groep. Deze daling is echter enkel statistisch significant bij
TNF-a (P < 0.05). Zowel bij IL-1PB als bij IL-18 wordt er wel een duidelijke trend waargenomen, met P-

waarden van respectievelijk 0.08 en 0.08.




1. Inleiding en doelstellingen

1.1. Epilepsie

1.1.1. Epidemiologie en indeling

Epilepsie is een van de meest voorkomende neurologische aandoeningen na cerebrovasculaire acci-
denten (CVA’s) en treft ongeveer 0,8 % van de populatie. De diagnose epilepsie wordt slechts gesteld
bij het herhaaldelijk voorkomen van een epileptische aanval. Deze kunnen we definiéren als een
stoornis van het gedrag en/of bewustzijn door abnormaal overmatige of synchrone ontladingen van
een groep neuronen. Afhankelijk van de lokalisatie van deze groep neuronen kan een aanval variéren
van een korte bewustzijnsdaling tot een gegeneraliseerd tonisch-clonisch insult (Pitkdnen en Lukasiuk,
2009).

Epileptische aanvallen worden geclassificeerd in twee categorieén, namelijk partiéle en gegenerali-
seerde aanvallen, gebaseerd op de klinische symptomen. Partiéle aanvallen ontstaan vanuit een
groep neuronen gelokaliseerd in één hersenhemisfeer en worden onderverdeeld in enkelvoudige of
complex partiéle aanvallen. In tegenstelling tot complex partiéle aanvallen veroorzaken enkelvoudig
partiéle aanvallen geen stoornissen van het bewustzijn. Zowel enkelvoudig als complex partiéle aan-
vallen kunnen een secundair gegeneraliseerde aanval veroorzaken die niet meer dan enkele minuten
aanhoudt. Primair gegeneraliseerde aanvallen daarentegen ontstaan door paroxysmale ontladingen
van neuronen gelokaliseerd in beide hemisferen die zich kunnen manifesteren als tonisch-clonische
aanvallen met bewustzijnsverlies (grand mal). Status epilepticus (SE) ten slotte, die zowel partieel als
gegeneraliseerd kan zijn, is een toestand van continue aanvalsactiviteit die vijf minuten of langer

duurt (Sharma et al., 2007).

1.1.2. Etiopathogenese

In een aantal gevallen is epilepsie aangeboren en spreekt men van idiopathische epilepsie. In een
beperkt aantal gevallen wordt deze veroorzaakt door genetische afwijkingen. In ongeveer 30% van
de patiénten met epilepsie is er echter een identificeerbare oorzaak terug te vinden en spreken we
over symptomatische epilepsie. Mogelijke oorzaken zijn CVA’s, hersentraumata, infecties en langdu-
rige koortsstuipen. Bij 30% van de patiénten neemt men aan dat er een hersenpathologie aan de
basis ligt die nog niet aangetoond kan worden. In dit geval spreekt men van cryptogene of veronder-
steld symptomatische epilepsie.

De periode tussen het oorspronkelijk hersenletsel en het optreden van symptomatische epilepsie
wordt epileptogenese genoemd. Onze kennis van epileptogenese komt voornamelijk van studies bij
proefdieren waar onderzoek werd verricht naar status epilepticus geinduceerde epileptogenese.

Deze modellen geven immers aanleiding tot veranderingen die gelijkaardig zijn aan deze die men




terugvindt in gereseceerd temporale kwabweefsel bij patiénten die een chirurgische ingreep hebben
ondergaan omwille van refractaire temporale kwab epilepsie. Uit deze studies blijkt dat verschillende
moleculaire mechanismen tijdens epileptogenese aanleiding geven tot cellulaire veranderingen. Zo
heeft men onder meer aangetoond dat er neurodegeneratie optreedt ter hoogte van de hilus, de
CA1l en CA3 pyramidale cellaag en de interneuronen. Naast deze neurodegeneratie treffen we ook
neurogenese, gliose, axonale groei onder de vorm van mossy fiber sprouting, axonale schade, dendri-
tische plasticiteit, angiogenese, veranderingen in de extracellulaire matrix en verworven afwijkingen
aan de ionenkanalen aan. Wat de precieze rol is van deze verschillende factoren tijdens epileptoge-

nese dient nog verder onderzocht te worden (Pitkdnen en Lukasiuk, 2009).

1.1.3. Behandeling

De behandeling van epilepsie is puur symptomatisch. Er bestaan namelijk nog geen geneesmiddelen
die curatief zijn of die epileptogenese verhinderen. Voor de behandeling wordt gebruik gemaakt van
verschillende anti-epileptica (anti-epileptic drugs, AEDs). Ondanks deze symptomatische behandeling
is ongeveer 20 tot 30 procent van de patiénten refractair aan de ingestelde therapie. Dit betekent
dat er geen aanvalsreductie kan worden waargenomen bij accurate inname van ten minste twee
verschillende anti-epileptica. In bepaalde gevallen kan men dan opteren voor epilepsiechirurgie,
wanneer er een duidelijke epileptogene focus kan geidentificeerd worden. Een andere optie is het
gebruik van neurostimulatie die de aanvalsactiviteit onderdrukt ter hoogte van de linker nervus va-
gus of ter hoogte van diepe hersenkernen (Deep Brain Stimulation, DBS). Daarenboven moeten de
patiénten ook rekening houden met een aantal preventieve maatregelen zoals onder andere het

voorkomen van slaaptekort, overmatig alcoholgebruik, lawaai en sterke variaties in lichtintensiteit.

1.2. Mesiale temporale kwab epilepsie

1.2.1. Algemeen

Temporale kwab epilepsie (Temporal Lobe Epilepsy, TLE) is de meest voorkomende vorm van epilep-
sie bij volwassenen en manifesteert zich onder de vorm van partiéle aanvallen met of zonder secun-
daire generalisatie. Mesiale temporale kwab epilepsie (MTLE) is één van de meest voorkomende
vormen van TLE en wordt gekenmerkt door het ontstaan van een epileptische aanval ter hoogte van
de mesiale temporale kwab in de hippocampus. In de meeste gevallen wordt er aangenomen dat
MTLE een vorm is van symptomatische epilepsie die optreedt 5 tot 10 jaar na een initiéle schadelijke
gebeurtenis (Sharma et al., 2007). Patiénten met MTLE vormen de grootste groep van patiénten met
partiéle epilepsie die refractair zijn aan behandeling. Tot 75% van de patiénten met MTLE reageren
namelijk niet of onvoldoende op de toediening van AEDs. MTLE wordt door sommige auteurs dan
ook beschouwd als een chirurgische aandoening, gezien 60 tot 80% van de patiénten aanvalsvrij is na

een heelkundige ingreep (Spencer, 2002).




1.2.2. Epileptogenese bij MTLE

Eén van de meest aanvaarde hypotheses over epileptogenese bij MTLE is de recurrente excitatie
hypothese. Hierbij gaat men ervan uit dat spontane aanvallen ontstaan als gevolg van een overmati-
ge excitatie van granulaire cellen ter hoogte van de gyrus dentatus. Deze hyperexcitabiliteit wordt
veroorzaakt door wijzigingen in het hippocampale circuit ten gevolge van aberrante mossy fiber (MF)
sprouting (figuur 1). Deze maken namelijk opnieuw synaps met de granulaire cellen van de gyrus
dentatus en geven aanleiding tot het ontstaan van spontane aanvallen vanuit de hippocampus

(Sharma et al., 2007).
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Figuur 1. Schematische representatie van het epileptische gyrus dentatus circuit. Granulaire cellen krijgen hun grootste
input van de perforante pathway (PP) vanuit de entorhinale cortex. De PP innerveert bovendien hilaire interneuronen
(mossy cells en basket cells) die zorgen voor feed-back en feed-forward inhibitie van de granulaire cellen. Deze neuronen
worden ook gestimuleerd door normale MF. Sprouting van MF kan zorgen voor verhoogde excitatie ter hoogte van de
granulaire neuronen door de vorming van auto-synapsen. Naast deze verhoogde exciteerbaarheid ontstaat er ook een
verhoogde synchronisatie door de vorming van synapsen met naburige granulaire cellen (niet getoond op figuur). Beide
mechanismen dragen bij tot epileptogenese. Copyright © 2004 Epilepsy by J.M. Rho, R. Sankar and J.E. Cavazos. Repro-

duced by permission of Routledge/Taylor & Francis Group, LLC.

1.2.3. Diermodel voor temporale kwab epilepsie

De meest gebruikte diermodellen voor MTLE zijn post-status epilepticus modellen gezien deze sterke
gelijkenissen vertonen met klinische manifestaties van MTLE bij mensen, waar een acute uitlokkende
gebeurtenis gevolgd wordt door een latente periode met vervolgens het ontwikkelen van spontane
aanvallen. Kainaat (KA) is één van de eerste gebruikte chemoconvulsiva in modellen voor MTLE. Het
is een cyclisch analoog van L-glutamaat en een agonist van ionotrope, non-NMDA glutamaat AMPA

en KA-receptoren. KA heeft een ongeveer 100 maal hogere affiniteit dan L-glutamaat voor deze twee




receptoren. Het wordt voornamelijk systemisch of intracerebraal toegediend en veroorzaakt een
aanhoudende neuronale depolarisatie die een status epilepticus uitlokt. Deze SE geeft ook aanleiding
tot veranderingen ter hoogte van de hippocampus die gelijkaardig zijn aan deze die men terugvindt
in gereseceerde hippocampi van patiénten met MTLE. Er zijn dus zowel klinisch als histologisch vol-
doende overeenkomsten om te besluiten dat het kainaatmodel representatief is voor patiénten met

MTLE (Sharma et al., 2007).

1.3. De rol van inflammatie bij epilepsie en epileptogenese

1.3.1. Klinische studies

Naast voorvernoemde factoren heeft recent onderzoek aangetoond dat er ook een niet onbelangrij-
ke rol lijkt weggelegd te zijn voor inflammatie bij epilepsie. Experimentele en klinische studies bewij-
zen namelijk dat verschillende inflammatoire merkers aanwezig zijn in het cerebrospinaal vocht en
bloed van patiénten. Meer bepaald toont ook de analyse van hersenweefsel van individuen met epi-
lepsie van verschillende etiologieén de aanwezigheid van een chronische inflammatoire toestand.
Deze observaties, samen met het feit dat er een anticonvulsief effect kan worden waargenomen bij
gebruik van sommige anti-inflammatoire geneesmiddelen, suggereren dat inflammatie betrokken

kan zijn bij de etiopathogenese van epilepsie (Vezanni en Granata, 2005).

1.3.2. Interleukines in het centraal zenuwstelsel

Ravizza et al. (2008) hebben de rol van inflammatie nagegaan tijdens epileptogenese in een status
epilepticus geinduceerd model voor temporale kwab epilepsie. Zij hebben kunnen aantonen dat in-
flammatie persisteert tot lang na het verdwijnen van de status epilepticus en dus nog aanwezig is
tijdens epileptogenese. Er lijkt vooral een rol weggelegd te zijn voor interleukine 1 B (IL-1B) en IL-1B
receptor type |, die beiden opgereguleerd zijn tijdens epileptogenese en het optreden van epilepsie
voorafgaan. Spontane aanvallen kunnen vervolgens deze inflammatoire toestand onderhouden. Bij-
komende argumenten voor de rol van IL-1 worden geleverd door het feit dat toediening van IL-1B
de totale aanvalsduur verlengt (Vezzani et al., 1999) en toediening van IL-1 receptor antagonist (IL-
1Ra) (Vezzani et al., 2000) zorgt voor een vermindering van de totale aanvalsduur, een daling van de
tonische aanvallen en het later optreden van de aanvallen. Dezelfde effecten worden waargenomen
bij inhibitie van het enzym caspase-1, dat zorgt voor omzetting van pro-IL-1 naar IL-1B (Ravizza et al.,
2006). Er zijn echter ook enkele studies die geen proconvulsieve rol maar een anticonvulsief effect
aantonen van IL-1B (Miller et al., 1991; Sayyah et al., 2005).

Naast IL-1B lijkt er ook een rol weggelegd te zijn voor IL-18, dat deel uitmaakt van dezelfde IL-1 fami-
lie. Studies hebben namelijk aangetoond dat IL-18 tussenkomt bij neuro-inflammatie en neurodege-
neratie onder pathologische omstandigheden zoals bacteriéle en virale infecties, auto-immune aan-

doeningen, ischemie en trauma capitis (Felderhoff-Mueser et al., 2005). Er zijn ook reeds enkele on-




derzoeken uitgevoerd die nagaan of IL-18 een rol speelt bij kainaat geinduceerde neurodegeneratie
en inflammatie. Bij deze onderzoeken werd er in de hippocampus van muizen een toename van IL-18
vastgesteld drie dagen na toediening van kainaat (Jeon et al., 2007). Een andere onderzoeksgroep
kon ook aantonen dat toediening van IL-18 voor injectie met kainaat de effecten verergerde. Bij IL-18
KO muizen bleek echter dat zij gevoeliger waren voor de toediening van kainaat dan wild type mui-
zen gezien 1 week na deze toediening er meer neuronale degeneratie werd vastgesteld ter hoogte
van de hippocampus. Deze tegenstrijdige resultaten werden verklaard door het feit dat de afwezig-

heid van IL-18 aanleiding gaf tot een compensatoire toename van IL-12 en IFN-y (Zhang et al., 2007).

1.3.3. Het inflammasoom

Waar nog maar weinig onderzoek naar is verricht, is de initiéle trigger van de inflammatoire respons
tijdens epileptogenese en dus de activatie van verschillende cytokines wanneer de uitlokkende factor
geen microbiologische oorzaak blijkt te zijn, zoals in het geval van trauma capitis of CVA. Een mogelij-
ke verklaring kunnen we vinden bij het inflammasoom, dat een onderdeel vormt van het aangeboren
immuunsysteem. Dit is naast de eerste verdedigingslinie tegen pathogenen namelijk ook betrokken
bij het ontstaan van een inflammatoire reactie in steriele omstandigheden.

Dendritische cellen en macrofagen dragen bij tot de aangeboren immuunrespons door het waarne-
men van structuren van micro-organismen (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) en
gevaarsignalen (damage-associated molecular patterns, DAMPs) die de synthese van pro-
inflammatoire cytokines induceren. Bij een infectie wordt de inductie van deze pro-inflammatoire
cytokines veroorzaakt door de activatie van receptoren, zoals extracellulaire Toll-like receptors (TLRs)
en intracellulaire Nod-like receptors (NLRs), die in staat zijn om zowel geconserveerde microbiéle
structuren als gevaarsignalen te herkennen. Over het mechanisme waardoor inflammatie ontstaat en
wordt onderhouden in een steriel milieu is minder geweten.

Recent onderzoek heeft echter aangetoond dat er bij inflammatie een belangrijke rol is weggelegd
voor enkele leden van de NLR familie die in staat zijn om zonder tussenkomst van micro-organismen
een immuunrespons uit te lokken. Het gaat hier onder andere over Nirc4 en Nirp3. Deze twee NLRs
kunnen een groot multi-proteinecomplex vormen, inflammasoom genaamd, dat het enzym pro-
caspase-1 omzet in zijn biologisch actieve vorm, caspase-1. Op zijn beurt zet dit vervolgens pro-IL-18
om naar IL-18 en pro-IL-1B naar IL-1B, één van de belangrijkste pro-inflammatoire cytokines. Vooral
NIrp3 (ook cryopyrine en NALP-3 genoemd) is belangrijk voor de activatie van caspase-1 bij macrofa-
gen die gestimuleerd worden door DAMPs zoals ATP, urinezuurkristallen, asbest en silicaatpartikels.
Het is echter onwaarschijnlijk dat al deze substanties op een directe manier het inflammasoom acti-
veren. Het is veel waarschijnlijker dat NALP-3 geactiveerd wordt door een gemeenschappelijk intra-

cellulair gevaarsignaal, zoals een lage intracellulaire kaliumconcentratie of een toename van het en-




dogeen gesynthetiseerde urinezuur. Beschadigde cellen degraderen namelijk snel het aanwezige RNA
en DNA en de vrijgestelde purines worden omgezet naar urinezuur. De toegenomen hoeveelheid
urinezuur leidt vervolgens niet enkel tot een toename van het aantal natriumuraatkristallen maar
ook tot activatie van NALP-3. Bij inhibitie van dit endogene gevaarsignaal in vivo werd reeds aange-
toond dat er minder inflammatie optreedt bij celschade (Trendelenburg, 2008; Martinon et al., 2009).
Vrijstelling van urinezuur bij status epilepticus, hoofdtrauma of CVA kan dus leiden tot een inflamma-
toire respons.

De aanwezigheid van DAMPs zoals ATP en urinezuur is echter onvoldoende om caspase-1 te active-
ren in afwezigheid van PAMPs. Franchi et al. (2009) hebben aangetoond dat er voor ATP en silicaat-
partikels een extra stimulus aanwezig dient te zijn onder de vorm van TNF-a. Het pro-inflammatoir
effect van ATP wordt namelijk teniet gedaan door afwezigheid van TNF receptor | en Il. Hun resulta-
ten bewijzen ook dat TNF-a een effect uitoefent op de transcriptiefactor NF-kB en genexpressie, ge-
zien inhibitie van de eiwitsynthese na stimulatie met TNF-a geen aanleiding geeft tot activatie van
caspase-1. Dit toont aan dat er dus een effect is op genen die een rol spelen bij de activatie van
NALP-3. Naast TNF-a kunnen ook IL-1a en IL-1B zelf voor deze extra stimulus zorgen, vermoedelijk
door een positief feedback mechanisme op TNF-a. Deze hypothese wordt afgeleid uit feit dat mono-
cyten van patiénten met auto-immune aandoeningen veroorzaakt door mutaties in NALP-3 een toe-
name van TNF-a vertonen na een initiéle IL-1f stijging. Waarschijnlijk geldt dit effect van TNF-a ook
voor de activatie van het inflammasoom door urinezuur.

Rest nog de vraag hoe TNF-a geactiveerd wordt, gezien dit aanwezig is onder de vorm van een ho-
motrimeer transmembranair eiwit, dat slechts wordt vrijgesteld door activatie van TNF-a convertase
(TACE/ADAM17). Onderzoek heeft aangetoond dat dit eiwit ook aanwezig is in het centraal zenuw-
stelsel en daar niet enkel bij infectie een belangrijke rol speelt bij de vrijstelling van TNF-a. Er treedt
namelijk ook een sterke upregulatie van TACE op bij in vitro glucose-zuurstof deprivatie en bij toe-

diening van glutamaat aan corticale celculturen van ratten (Hurtado et al., 2002).

1.4. Urinezuur als merker van ziekte

Urinezuur is een zwak zuur dat in de extracellulaire ruimte voorkomt als natriumuraat. De hoeveel-
heid hangt af van de opname van purines via de voeding, urinezuur biosynthese en de snelheid van
de renale urinezuurexcretie. Urinezuur wordt gesynthetiseerd uit purines door het enzym xanthine-
oxidase. In de meerderheid van de zoogdieren wordt urinezuur vervolgens omgezet tot allantoine
door uraat-oxidase (uricase). Allantoine wordt dan via de urine uit het lichaam verwijderd (Waring et
al., 2000). Tijdens het Mioceen (23 tot 6 miljoen jaar geleden) traden er twee verschillende mutaties

op die resulteerden in een niet-functioneel uricasegen. Dit leidde dus tot het feit dat we bij mensen,




mensapen en enkele Nieuwe Wereld apen een hogere concentratie urinezuur terugvinden dan bij
andere zoogdieren, gezien zij het enzym uricase missen (Wu et al., 1992).

Verschillende studies hebben aangetoond dat wijzigingen in de urinezuurconcentratie een rol spelen
bij enkele ziekten. Zo komt een verhoging van de concentratie urinezuur voor bij jicht, hypertensie en
cardiovasculaire en renale aandoeningen en een verlaagde concentratie bij multiple sclerose (MS),
de ziekte van Alzheimer en optische neuritis. Lange tijd heeft men gedacht dat urinezuur enkel een
merker was van deze aandoeningen. Recente onderzoeken tonen echter aan dat er voor urinezuur
ook een rol is weggelegd bij de ontwikkeling of progressie van deze ziekten (Kutzing en Firestein,
2008). Bijgevolg is de manipulatie van de serum urinezuurconcentratie een mogelijke strategie voor

de behandeling van deze aandoeningen (tabel 1).

Urinezuurconcentratie Urinezuurconcentratie Ziekten geassocieerd met Ziekten geassocieerd met

verminderen als behande- verhogen als behandeling een verhoogde urinezuur- een verlaagde urinezuur-

ling concentratie concentratie

Jicht Ruggenmergletsel Jicht Multiple sclerose

Cardiovasculaire aandoenin-
Multiple sclerose Nierziekten Ziekte van Parkinson
gen

Andere neurodegeneratieve
Hypertensie Hypertensie Alzheimer
aandoeningen

Nierziekten Cardiovasculaire aandoeningen Kanker

Tabel 1. Behandelingen met en veranderingen in urinezuur concentratie.

Naar de rol van urinezuur bij epilepsie is nog maar weinig onderzoek verricht. Resultaten van Layton
et al. (1997) wijzen erop dat bij het optreden van aanvallen geinduceerd door een injectie met kai-
naat, er een verdubbeling van de urinezuurconcentratie kan vastgesteld worden ter hoogte van de
piriforme cortex bij ratten. Wanneer er echter tegelijk met kainaat, midazolam werd toegediend, was
er geen stijging van de urinezuurconcentratie waar te nemen. Dit toont aan dat deze stijging niet

enkel te wijten is aan de kainaat toediening, maar vooral aan het optreden van aanvallen.

1.4.1. Diermodellen

Experimenten bij proefdieren bewijzen dat urinezuur inderdaad een protectieve rol kan spelen bij
neurodegeneratieve aandoeningen. Zo is aangetoond dat urinezuur hippocampale neuronen be-
schermt tegen glutamaat gemedieerde excitotoxiciteit in celculturen (Yu et al., 1998) en corticale
neuronen tegen peroxynitriet veroorzaakte celschade (Trackey et al., 2001). Ook behandeling met
urinezuur in een muismodel van MS vertraagt de progressie van deze ziekte (Hooper et al., 1998) en
bij schade aan neuronen van het ruggenmerg wordt er een positief effect opgemerkt (Scott et al.,

2005; Du et al., 2007). Guerreiro et al. (2009) ten slotte, tonen een beschermend effect aan van uri-



nezuur ten opzichte van dopaminerge neuronen in het mesencephalon, die een rol spelen bij de ziek-

te van Parkinson.

1.4.2. Klinische studies

Uit onderzoeken die reeds werden uitgevoerd bij patiénten met neurodegeneratieve aandoeningen
en cerebrovasculaire accidenten (CVA’s) blijkt dat de rol van urinezuur niet eenvoudig te verklaren is.
Zoals eerder vermeld is er vastgesteld dat een hogere concentratie urinezuur eerder neuroprotectief
werkt in diermodellen. Dit werd bevestigd bij patiénten met MS gezien er een beschermend effect
werd waargenomen door de toediening van inosine, een precursor van urinezuur (Markowitz et al.,
2009). Dit bewijst echter niet dat een tekort aan urinezuur bijdraagt tot de ontwikkeling van MS,
gezien het ook enkel een secundaire merker van oxidatieve stress kan zijn. Er zijn namelijk verschil-
lende studies die de urinezuurconcentratie bepalen bij patiénten met MS en er wordt niet altijd een
gedaalde concentratie vastgesteld (Koch en De Keyser, 2006). Ook bij CVA’s is er geen eenduidig
antwoord. Slechts een kleine studie toont een betere outcome na een CVA bij een hoge concentratie
urinezuur (Chamorro et al., 2002). Er zijn echter twee grotere studies die een negatief effect aanto-
nen van een hoge concentratie urinezuur na een CVA (Cherubini et al., 2000; Weir et al., 2003).

Specifiek bij epilepsie zijn er slechts enkele kleine studies die de urinezuurconcentratie bepalen bij
patiénten. Een studie naar glutamaat-gemedieerde excitotoxiciteit toont aan dat er bij patiénten na
een eerste gegeneraliseerde tonisch-clonisch insult een hogere concentratie urinezuur in het cere-
brospinaal vocht aanwezig is (Stover et al., 1997). Hamed et al. (2004) gingen de serumconcentratie
na in het kader van een algemene bepaling van sporenelementen, elektrolieten, anti-oxidanten en
merkers van oxidatieve stress bij patiénten met epilepsie. Zij kwamen tot de conclusie dat er een
hyperuricemie is bij onbehandelde patiénten. Zij schrijven dit niet direct toe aan de epileptogenese
zelf maar eerder aan een adaptieve respons van het lichaam op oxidatieve stress. Het feit dat bij de
behandelde groep de urinezuurconcentratie lager ligt verklaren zij door een effect van valproaat en
carbamazepine op de renale excretie. Twee studies die het effect nagaan van allopurinol op het op-
treden van epilepsieaanvallen toonden dat er voor de start van de behandeling met allopurinol geen
hyperuricemie aanwezig was. De patiénten werden wel reeds behandeld met carbamazepine of val-

proaat (Tada et al., 1991; Zagnoni et al., 1994).

1.4.3. Mogelijke fysiologische effecten

Over de manier waarop urinezuur zijn werking uitoefent, lopen de meningen uiteen. De meest ge-
formuleerde hypothese is dat de schade door urinezuur veroorzaakt wordt door peroxynitriet dat
ontstaat door de reactie van stikstofoxide met een superoxide anion. Deze twee moleculen ontstaan
bij inflammatie die voorkomt bij neurodegeneratieve aandoeningen. Peroxynitriet is een sterke oxi-

dant die schade toebrengt aan biologische moleculen zoals DNA, maar ook wijzigingen tot stand




brengt in structurele proteinen en de mitochondriale membraan verstoort. Deze afwijkingen dragen
allen bij tot celdood. Urinezuur is een natuurlijke anti-oxidant die instaat voor ongeveer 60% van de
vrije radicaalverwijdering in menselijk bloed en volgens sommigen speelt het een belangrijke rol in
het tegengaan van de schadelijke effecten van peroxynitriet (Trackey et al., 2001; Scott et al. 2005).
Squadrito et al. (2000) toonden echter aan dat CO, bij normale plasmaspiegels superoxide 920 maal
sneller bindt dan urinezuur waardoor dit dus niet meer beschikbaar is voor de vorming van peroxyni-
triet. Dit doet de vraag rijzen of urinezuur wel een rol speelt in het tegengaan van peroxynitriet gere-
lateerde celschade. Du et al. (2007) leverden vervolgens een alternatieve verklaring. Zij toonden aan
dat de aanwezigheid van astrocyten noodzakelijk is om urinezuur een protectief effect te laten uitoe-
fenen ter hoogte van het ruggenmerg. Hun resultaten suggereren dat urinezuur zorgt voor de upre-
gulatie van de glutamaat transporters EAAT-1 en EAAT-2 ter hoogte van de astrocyten en dat het op
die manier de neuronen kan beschermen. Ten slotte zou urinezuur de peroxidatie van de lipiden-
membraan kunnen tegengaan en zo het doorgeven van extracellulaire oxidatieve stress naar het
intracellulair milieu met de ontwikkeling van intracellulaire reactive oxygen species (ROS) tegengaan

en zo celschade verhinderen, zonder de tussenkomst van astrocyten (Guerreiro et al., 2009).

1.4.4. Hypothese over de fysiologische effecten van urinezuur

Hoe kunnen we nu deze twee sterk uiteenlopende eigenschappen van urinezuur verklaren? Enerzijds
is er vermoedelijk een neuroprotectief effect, zoals beschreven bij MS, en anderzijds een neurodege-
neratief effect, zoals bij CVA en volgens onze hypothese ook bij epilepsie. Bij cardiovasculaire aan-
doeningen wordt het verband tussen de concentratie urinezuur en nadelige effecten meestal weer-
gegeven door een J-curve. Indien we deze J-curve nu ook toepassen op de neurologische effecten

van urinezuur kunnen we de volgende hypothese formuleren (figuur 4).

Negatief
effect

Concentratie

urinezuur

[
»

Figuur 4. Hypothese over de fysiologische effecten van urinezuur.
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Bij diermodellen kunnen we stellen dat, gezien de aanwezigheid van uricase, de meeste dieren (0.a.
muizen en ratten) zich in zone 1 bevinden waar de lage concentratie urinezuur minder bescherming
biedt. Toediening van een dosis urinezuur verplaatst deze dieren naar zone 2 waar de hogere con-
centratie urinezuur bescherming biedt door een van de drie hierboven beschreven mechanismen (i.e.
minder peroxynitriet vorming, meer glutamaat transporters, verlaagde intracellulaire productie van
ROS). Het feit dat bij een kainaat geinduceerde aanval het negatief effect overheerst kunnen we ver-
klaren door de grotere hoeveelheid urinezuur die hierbij vrijkomt waardoor de dieren zich dus in
zone 3 zullen bevinden. Hier wordt het positief effect van urinezuur teniet gedaan door de sterkere
activatie van het inflammasoom.

Bij mensen is het enzym uricase niet aanwezig. Zij hebben dus standaard een hogere concentratie
urinezuur in vergelijking met de meeste andere zoogdieren waardoor ze zich in zone 2 bevinden. Bij
een tekort aan urinezuur, zoals beschreven wordt bij MS, kunnen we dus stellen dat deze personen
zich in zone 1 bevinden. Toediening van urinezuur of een precursor kan dan een oplossing zijn. Ook
toediening van een kleine hoeveelheid urinezuur bij personen die zich in zone 2 bevinden kan nog
nuttig zijn. De grote hoeveelheden urinezuur die echter vrijkomen bij een CVA of bij een epileptische
aanval zouden kunnen zorgen voor activatie van het inflammasoom dat de protectieve eigenschap-
pen van urinezuur teniet doet waardoor hoge concentraties urinezuur in dit geval geassocieerd kun-

nen zijn met een slechter verloop.

1.5. Effect van allopurinol

Een bijkomend argument voor de rol van urinezuur bij epilepsie is het gebruik van allopurinol in klini-
sche en experimentele studies naar nieuwe AEDs. Het belangrijkste fysiologisch effect van allopurinol
is de inhibitie van het enzym xanthine oxidase dat de omzetting van hypoxanthine naar xanthine en
urinezuur katalyseert. Het gebruik van allopurinol resulteert dus in een daling van de hoeveelheid

gesynthetiseerd urinezuur.

1.5.1. Diermodellen

Het anticonvulsief effect van allopurinol werd aangetoond in verschillende diermodellen. Bij een
experiment uitgevoerd bij ratten werden elektroden geimplanteerd in de dorsale hippocampus en
toediening van allopurinol intraperitoneaal (ip) in een dosis van 25 en 50 mg/kg toonde een vermin-
derde activiteit van penicilline geinduceerde epileptische foci (Mikhailov and Gusel, 1983). Onder-
zoek naar het gebruik van allopurinol in een dosis van 5 en 50 mg/kg ip bij hippocampaal gekindelde
katten toonden bij de hoogste dosis een significante vermindering van de ernst van de aanvallen
(Wada et al., 1992). Bij EL muizen, een mutant muismodel van epilepsie, konden geen aanvallen op-

gewekt worden na toediening van allopurinol dat werd toegediend aan 75 mg/kg per os (Murashima
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et al., 1998). Hoppe et al. (1984) konden daarentegen geen effect aantonen van de toediening van

allopurinol op zuurstofgeinduceerde aanvallen bij muizen.

1.5.2. Klinische studies

Verschillende klinische studies leveren tegenstrijdige resultaten op. Enkele tonen een gunstig effect
wanneer allopurinol wordt toegevoegd aan traditionele anti-epileptica (AEDs). Zo hebben onder
meer Coleman et al. (1974, 1986) aangetoond dat allopurinol een gunstig effect heeft op het aantal
aanvallen bij patiénten met hyperuricosurie. Ook uit de studie van De Marco en Zagnoni (1988) blijkt
dat er bij 64 epilepsiepatiénten een daling was van 50-100% in aanvalsfrequentie bij 68,74% van hun
patiénten met een normale plasmaspiegel van urinezuur. Een andere studie bij 31 patiénten met
refractaire epilepsie was effectief bij 17 patiénten. Er was echter geen statistisch significant verschil
in de daling van de concentratie urinezuur tussen diegenen die wel of niet reageerden op de toedie-
ning van allopurinol (Tada et al., 1991). In tegenstelling tot de vorige 3 ongecontroleerde studies zijn
er ook 2 studies ontworpen die dubbelblind, gerandomiseerd en placebo-gecontroleerd zijn. Eén
daarvan is een cross-over studie bij 80 patiénten met refractaire epilepsie waar werd aangetoond dat
de toediening van allopurinol in een dosis van 150-300 mg/kg significant het aantal aanvallen en de
secundaire generalisaties doet afnemen bij respectievelijk 10,5% en 27,9% van de proefpersonen. Er
werd een daling van 32% vastgesteld van de plasma urinezuurconcentratie maar men kon geen ver-
band ontdekken tussen de frequentie van de aanvallen en deze daling (Zagnoni et al., 1994). De
tweede is de studie van Togha et al. (2007) die uitgevoerd werd bij 32 proefpersonen. Er werden
significante verschillen vastgesteld in het aantal aanvallen gedurende het verloop van deze studie. Er
was namelijk een reductie van het aantal aanvallen van meer dan 30% bij 66% van de patiénten,
meer dan 50% bij 55% van de patiénten en meer dan 60% bij 44% van de patiénten. Er werd echter
niet vermeld wat het effect was op de urinezuurconcentratie in het plasma.

Er zijn echter ook twee studies die geen effect konden aantonen van het toevoegen van allopurinol
aan klassieke AED bij de behandeling van refractaire epilepsie. Sander en Patsalos (1988) gingen het
effect na in een ongecontroleerde studie bij twaalf patiénten gedurende twaalf weken. Deze gebruik-
ten reeds één of meerdere AEDs. Het aantal aanvallen per week was gedaald bij 4 patiénten en ge-
stegen bij 5 patiénten. Gezien deze bevindingen niet significant waren werden de verschillen toege-
schreven aan toevallige variatie in het aantal aanvallen. Coppola en Pascotto (1996) kwamen tot de-
zelfde conclusie op basis van een dubbelblind, placebo-gecontroleerd cross-over onderzoek waarbij
het nut van allopurinol als additieve therapie onderzocht werd bij 17 kinderen met refractaire epilep-

sie. Er was wel een tendens tot aanvalsreductie, doch deze was niet statistisch significant.
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1.5.3. Mogelijke werkingsmechanismen

Er worden verschillende hypothesen naar voor geschoven met betrekking tot het werkingsmecha-
nisme van allopurinol bij het beinvloeden van epilepsie en epileptogenese. Recent werd er gesugge-
reerd dat er door de verminderde afbraak van hypoxanthine en xanthine door allopurinol er een
stijging optreedt van deze twee stoffen die een hogere activiteit van het enzym hypoxanthine-
guanine-fosforibosyltransferase veroorzaakt. Dit enzym is verantwoordelijk voor purine salvage en
veroorzaakt dus een stijging van adenosine en guanosine (Togha et al., 2007). Studies tonen aan dat
deze stijging van adenosine een neuroprotectieve en aanvalsmodulerende invloed kan hebben. Ade-
nosine oefent namelijk via hoge affiniteit A; receptoren die verbonden zijn met inhibitorische G-
proteinen een inhiberend effect uit op adenylylcyclase (AC). De daarop volgende activatie van K -
kanalen verhindert de werking van Ca** kanalen en fosfolipase C wordt geactiveerd. Het gevolg daar-
van is dat de vrijstelling van verschillende neurotransmitters, waaronder glutamaat, wordt geinhi-
beerd waardoor adenosine leidt tot neuroprotectie en het onderdrukken van epileptische aanvallen.
Naast deze directe invloed op neuronen heeft adenosine ook een effect op astrogliose. Men heeft
aangetoond dat bij het ontstaan van een status epilepticus er initieel een upregulatie is van adenosi-
ne die neuroprotectief werkt, maar dat deze adenosinestijging vervolgens een verstoring veroorzaakt
van de adenosinereceptoren ter hoogte van de astrocyten met astrogliose als gevolg. Deze astroglio-
se leidt op termijn tot een toename van het enzym adenosinekinase dat door afbraak van adenosine
en verdwijnen van de neuroprotectieve invloed spontane epileptische aanvallen veroorzaakt (Boison,
2006). Deze hypothese over het werkingsmechanisme van allopurinol werd bevestigd door een stu-
die van Schmidt et al. (2009) naar de rol van allopurinol als analgeticum. Men kon namelijk ter hoog-
te van het cerebrospinaal vocht zowel een daling van de urinezuurconcentratie als een stijging van de
hoeveelheid adenosine vaststellen.

Murashima et al. (1998) gingen het effect na van allopurinol op het enzym superoxide dismutase
(SOD). Zij konden aantonen dat er een gewijzigde activiteit is van dit enzym in de hersenen van mu-
tante EL muizen na toediening van allopurinol. Meer bepaald is er een hogere concentratie van
Cu,Zn-SOD met een significante daling van het aantal aanvallen gedurende 48 uur na toediening. Dit
enzym speelt een rol in de eliminatie van vrije zuurstof radicalen, die onder pathologische omstan-
digheden sterk verhoogd zijn. Een direct effect van allopurinol op de generatie van vrije zuurstof
radicalen door de inhibitie van xanthine oxidase werd uitgesloten gezien de toegediende dosis geen
effect had op de urinezuurconcentratie in het plasma en er dus geen invlioed was op de vorming van
urinezuur door xanthine oxidase waardoor de vrije radicalen die tijdens dit proces ontstaan niet be-
invloed werden.

Een andere hypothese voor het werkingsmechanisme van allopurinol vinden we terug in kinurenine-

quinolinezuur hypothese. Deze intermediaire producten in de oxidatieve cyclus van tryptofaan zijn
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twee van de meest krachtige neuro-excitatorische stoffen. Gezien allopurinol ook een inhibitor is van
tryptofaan pyrrolase (Badaway en Evans, 1973), kan toediening ervan aanleiding geven tot een daling
van quinolinezuur en kan het op deze manier epileptogenese verhinderen.

Zoals reeds eerder vermeld, gaan wij ervan uit dat urinezuur bijdraagt tot de ontwikkeling van in-
flammatie door de activatie van het inflammasoom NALP-3 ter hoogte van de hippocampus en dat
het op deze manier ook bijdraagt tot epileptogenese. Toediening van allopurinol veroorzaakt dus een

daling van de hoeveelheid urinezuur en zou de inflammatoire respons kunnen verminderen.

1.6. Doelstellingen

Afgaande op voorgaande gegevens is er vermoedelijk een rol voor het inflammasoom bij de inductie
van inflammatie bij epilepsie. Meer specifiek zal de rol van het gevaarsignaal urinezuur worden on-
derzocht gezien dit enerzijds zorgt voor activatie van het inflammasoom NALP-3 en omdat anderzijds
uit de literatuur blijkt dat allopurinol in een aantal gevallen op een effectieve manier gebruikt wordt
als anti-epilepticum en er een toenemende rol wordt toegeschreven aan urinezuur in de etiopatho-
genese van verschillende aandoeningen.

Om de rol van het inflammasoom en urinezuur bij epilepsie verder te onderzoeken, zullen we in een
preliminair experiment nagaan of we na intrahippocampale kainaat injectie bij muizen een urine-
zuurstijging kunnen waarnemen ter hoogte van deze hippocampus. Vervolgens zullen we onderzoe-
ken of er een effect optreedt bij het blokkeren van het gevaarsignaal urinezuur door middel van allo-
purinol op de aanwezigheid van inflammatie ter hoogte van de hippocampus na kainaat geinduceer-
de status epilepticus. De hoeveelheid inflammatie zal worden weergegeven onder de vorm van de
aanwezigheid van de cytokines IL-13 en IL-18 gezien zij geactiveerd worden door het inflammasoom
NALP-3 en TNF-a dat een rol speelt bij activatie van NALP-3 zelf. Als er een verband kan worden be-
wezen opent dit nieuwe perspectieven naar toekomstige behandelingen van epilepsie en mogelijk

ook naar de vertraging of inhibitie van epileptogenese.
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2. Materialen en methoden

2.1. Proefdieren

Er werd gebruikt gemaakt van wild type mannelijke C57BL/6 muizen met een gewicht van 20g (Har-
lan, Horst, Nederland) bij aanvang van het onderzoek. Alle dieren werden gehuisvest aan een tempe-
ratuur van 20-23°C en een relatieve luchtvochtigheid van 40-60%. Ze werden gevoed ad libitum. De
dag/nachtcyclus volgde een vast patroon dat bestond uit 12 uur met lage lichtintensiteit en 12 uur in
het donker. Dit experiment werd uitgevoerd conform de richtlijnen van de Council of Europe (de-
creet 86/609/EEC) en het studieprotocol werd goedgekeurd door het Ethisch Comité van het Univer-
sitair Ziekenhuis te Gent (ECP 09/61).

2.2. Operatieprotocol

Een half uur voor er gestart werd met de anesthesie werd er bij alle muizen (n=14) het analgeticum
buprenorfine (Schering-Plough, Brussel, Belgié) toegediend aan een dosis van 0,1 mg/kg, SC. De
muizen werden verdoofd met 5% isoflurane (Abbott Laboratories Ltd., Queensborough, Kent, Enge-
land) met zuurstof als draaggas aan een debiet van 5I/min en de anesthesie werd verder onderhou-
den met isoflurane 1% aan een debiet van 0,6 |/min. De muizen werden gefixeerd in een stereotac-
tisch kader (Stoelting Europe, Dublin, lerland). Na scheren van het operatieveld werd dit grondig
ontsmet met ethanol 70% en er werd zo steriel mogelijk gewerkt. Er werd een mediane incisie ge-
maakt en de schedel werd blootgelegd. De positie van het bregma werd opgezocht en gemarkeerd.
Alle codrdinaten die worden weergegeven werden bepaald ten opzichte van het bregma aan de hand
van de stereotactische atlas van Franklin en Paxinos (Third Edition, 2008). Indien dit nodig werd ge-
acht werd de pijnstilling met buprenorfine (0,1 mg/kg, SC) herhaald om de 12 uur tot maximum 48
uur na de ingreep. Er werd ook altijd minstens één week gewacht alvorens te starten met de experi-

menten, tenzij het experimenteel protocol anders was opgesteld.

2.2.1. Operatie en protocol voor in vitro bepaling van urinezuur

In een preliminair experiment werd bij vier muizen een boorgat gemaakt ter hoogte van de linker
hippocampus (AP = -1,9 mm, L = +1,5 mm). Twee muizen werden tijdens de ingreep intrahippocam-
paal (DV = -1,8 mm) geinjecteerd met kainaat aan een dosis van 0,2 ug in 50 nl fysiologische oplos-
sing (9% NaCl). De twee andere werden geinjecteerd met 50 nl fysiologisch. Na de injectie werd de
huid dichtgenaaid. Dit experiment werd uitgevoerd om na te gaan of we wel een urinezuurstijging
konden kwantificeren ter hoogte van de hippocampus. De twee muizen die met kainaat geinjecteerd
werden, werden drie uur na het ontwikkelen van een status epilepticus geéuthanaseerd met Nembu-
tal. Op hetzelfde moment werden ook de twee muizen geéuthanaseerd die geinjecteerd werden met

fysiologische oplossing en twee muizen die niet geinjecteerd werden. Vervolgens werden de linker en
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de rechter hippocampus verwijderd en bewaard bij -80°C De linker hippocampi van deze muizen

werden vervolgens gehomogeniseerd voor de bepaling van urinezuur.

2.2.2. Operatie en protocol voor in vivo bepaling van urinezuur

In een tweede experiment (n=14) werden er zes boorgaten gemaakt voor het plaatsen van 1 epidura-
le elektrode, 1 bipolaire diepte-elektrode, 1 microdialysecanule, 1 aardingselektrode en 2 anker-
schroeven. De epidurale elektrode en de aardingselektrode werden ter plaatse vervaardigd. Aan inox
schroeven (2,50 mm diameter, 2,40 mm lang, Bilaney, Duitsland) werd een geisoleerde koperdraad
gesoldeerd met een connectiepin en deze werden geplaatst ter hoogte van de rechter frontale cortex
en de rechter sutura lamboidea. Twee polyimide omhulde roestvrij stalen draden met een diameter
van 70um (California Fine Wire, VSA) werden aan elkaar gelijmd om één bipolaire elektrode te vor-
men. De afstand tussen de twee contactpunten bedraagt 200 um. Deze diepte-elektrode werd in de
linker ventrale hippocampus geplaatst (AP =-1,6 mm, L =+1,5 mm, DV =-1,8 mm). In de linker dorsa-
le hippocampus (AP = -3,3 mm, L = +2,8 mm, DV = -2,3 mm) werd er een guide-canule ingebracht
(CMA Microdialysis AB, Stockholm, Zweden) voor de microdialyseprobe. De guide-canule werd afge-
sloten met een dummy. De microdialyseprobe (CMA/7 7/2, CMA Microdialysis, Stockholm, Zweden),
die pas bij het begin van het experiment werd ingebracht, bezit een dialysemembraan van 2 mm lang

die precies onder de guide-canule ter hoogte van de hippocampale CA1 en CA3 regio’s en de gyrus

4 0 1

Figure 44 R VML

vIB

i

Bregma -1.58 mm

Bregma -3.28 mm

! z d [ 1 2 1 4

Figuur 2. Links: schematische weergave van de plaatsing van de ankerschroeven, elektrodes en canule op de schedel ( A =
ankerschroef, @ = epidurale elektrode, 4 = diepte-elektrode, @ = microdialysecanule. Midden: implantatie van de diepte-
elektrode in de ventrale hippocampus. Rechts: implantatie van de microdialysecanule in de dorsale hippocampus met

weergave van de positie van de dialysemembraan van de microdialyseprobe.
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dentatus uitkomt. De membraan van deze probe is doorlaatbaar voor stoffen met een moleculair
gewicht tot 6 kDa. In de twee overblijvende boorgaten werden ankerschroeven bevestigd om de
diepte-elektrode en de microdialysecanule aan de schedel te fixeren met dentale acrylcement (figuur
2). Alle elektroden en de aarding werden verbonden met een connector waarmee via de voorver-
sterker een verbinding kon gemaakt worden met de EEG kabel.

Het doel van dit tweede experiment was het uitlokken van een status epilepticus door toediening
van kainaat (Tocris Bioscience, Bristol, Engeland) via de microdialyseprobe. Er werden 7 muizen ge-
bruikt als controlegroep. Bij 7 andere muizen werd allopurinol 100 mg/kg intraperitoneaal (Sigma
Aldrich, Bornem, Belgié) toegediend 30 minuten voor de toediening van kainaat.

Voor dit experiment werden de muizen telkens per 2 om 17u00 aan de microdialyse-EEG opstelling
gekoppeld. De microdialyse probes werden geperfuseerd met gewijzigde Ringer oplossing (0,126 g
CaCl.6H,0, 2,15 g NaCl en 0,075 g KCl in 250 ml millipore water) aan een debiet van 1,25 pl per mi-
nuut. De volgende ochtend gebeurden er vanaf 8u00 elke 50 minuten een collectie van 62,5 pl gedu-
rende 150 minuten om de normale urinezuurconcentratie ter hoogte van de hippocampus te bepa-
len. Vervolgens werd bij de controlegroep 220 ul Tween 80 (10%, opgelost in fysiologisch) geinjec-
teerd en bij de experimentele groep 2,2 mg allopurinol opgelost in 220 pl Tween 80 (10%, opgelost in
fysiologisch). Dertig minuten later werd er gestart met de kainaatinfusie. Er werd een oplossing van 2
mM toegediend gedurende 192 seconden, waardoor er getracht werd deze dosis zoveel mogelijk te
laten overeenstemmen met degene die gebruikt werd bij intrahippocampale injectie. Er werden elke
50 min stalen genomen (62,5 pl) tot 7 uur na de toediening van kainaat. De volgende dag werden er
nog 6 stalen genomen van 8u tot 13u, 24 uur na het ontwikkelen van de status epilepticus. Op dat
moment werden de muizen geéuthanaseerd en werden de linker en de rechter hippocampus verwij-

derd voor de bepaling van inflammatoire merkers (figuur 3).

PL KA
;I:J;
A 11—\ —O01010
AL KA
$
e (11111 —N\—O00100

Figuur 3. Experimenteel protocol in vivo bepaling urinezuur. Na drie baseline collecties
volgt injectie met placebo (PL) in de controlegroep (A) of allopurinol (AL) in de experi-
mentele groep (B). Na dertig minuten start de kainaat infusie (KA) en worden er nog 8

stalen gecollecteerd. De ochtend nadien worden de laatste zes stalen genomen.
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2.3. Microdialyse en video-EEG opstelling

De muizen werden per 2 aan de microdialyse-opstelling bevestigd in speciaal daarvoor ontworpen
kooien waarin ze vrij konden bewegen en continu werden gemonitord met behulp van video-EEG
monitoring. De microdialyseprobe werd ingebracht onder lichte verdoving met isoflurane. Via een
vloeistofswivel (Instech, Plymouth, VSA) werd er een verbinding tot stand gebracht met een spuit-
pomp (BASi, Warwickshire, Engeland) waarop een gasdichte spuit met een volume van 2,5 ml (Hamil-
ton Bonaduz AG, Bonaduz, Zwitserland) werd bevestigd. Op hetzelfde moment werd er met flexibele
EEG-kabels een verbinding tot stand gebracht met de computer voor de registratie van het EEG. Dit
gebeurde via een voorversterker die de weerstand verlaagt en zo minder storing geeft op het EEG.
Met een analoog-digitaal conversiekaart (National Instruments, Zaventem, Belgié) werd dit signaal
gedigitaliseerd en opgeslagen op de computer. Het EEG werd geregistreerd met behulp van een

voorgeprogrammeerd protocol met de software Matlab 2007.

2.4. Verwijderen van de hippocampus

Op het einde van het experiment werden de muizen geéuthanaseerd met een intraperitoneale injec-
tie van 0,4 ml Nembutal met een concentratie van 60 mg/ml (CEVA santé animale, Libourne, Belgig€).
Vervolgens werden de hersenen zo snel mogelijk verwijderd en tijdelijk in ijskoude PBS oplossing
bewaard. De linker en de rechter hippocampus werden gepreleveerd met behulp van een operatie-
microscoop en microdissectiemateriaal. Tijdens dit proces werd er voortdurend op ijs gewerkt. De

verwijderde hippocampus werd onmiddellijk ingevroren in vloeibare stikstof.

2.5. Homogenisatie hippocampus en bepaling eiwitconcentratie

De hippocampi werden gehomogeniseerd met een weefselmixer na toevoegen van 200 pl volledige
lysis buffer. Na homogenisatie werd 2% Igepal (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgié) toegevoegd aan het
lysaat en werd er intensief gevortext. De stalen werden geincubeerd op ijs gedurende 15 min tijdens
dewelke er elke 5 minuten gevortext werd. Om het debris te verwijderen centrifugeerden we de
stalen vervolgens bij 4°C voor 15 minuten. Het supernatant dat we op die manier bekomen hebben
werd in een nieuwe eppendorf gepipetteerd en gebruikt voor de urinezuurbepalingen. Om de con-
centraties te normaliseren naar gelang de hoeveelheid eiwit die in het staal aanwezig was, werd de
eiwitconcentratie van de stalen bepaald door middel van een NanoDrop (Thermo scientific, Wilming-

ton, VSA).

2.6. Bepaling urinezuurconcentratie

2.6.1. Amplex Red Uric Acid/Uricase Assay Kit

De urinezuurconcentratie werd bepaald met behulp van de Amplex Red Uric Acid/Uricase Assay Kit

(Invitrogen, Merelbeke, Belgi€). Deze test is gebaseerd op de omzetting van urinezuur door uricase
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naar allantoine, waterstofperoxide en koolstofdioxide. De H,0, reageert, in de aanwezigheid van
horseradish peroxidase (HRP) stoichiometrisch met Amplex Red reagens om het roodfluorescerend
oxidatieproduct resorufin te vormen. Resorufin heeft absorptie en fluorescentie maxima van onge-
veer 571 nm en 585 nm respectievelijk. Deze test kan zowel fluorometrisch als spectrofotometrisch
uitgevoerd worden. De Amplex Red Uric Acid/Uricase Assay Kit heeft een detectielimiet van 100 nM

urinezuur.

2.6.2. High performance liquid chromatography (HPLC)

De microdialysestalen werden geanalyseerd met behulp van een chromatografie-opstelling bestaan-
de uit een scheidingsmodule (Waters 2690,Separation Module Alliance; Waters,Milford,MA) en twee
detectoren in serie, namelijk een fotodiode detector (Waters 996,Photodiode Array Detector; Waters)
en een spectrofluorimeter (474 Fluorescence Detector; Waters). In de scheidingsmodule werden de
stalen op een constante temperatuur gehouden van 15°C en de kolom op 22°C. De analyses werden
uitgevoerd op een reverse phase C18 kolom van 4,6 mm bij 25 cm bestaande uit 5 um micropartikels
(Ultrasphere ODS; Beckman Instruments,San Ramon, CA). Een guard kolom van 4,6 mm bij 5 cm werd
gebruikt om de hoofdkolom te beschermen tegen contaminatie. Ammoniumformaat buffer, 50
mmol/L met pH 3,0 (oplossing A) en methanol (oplossing B) werden gebruikt als vlioeibare fase in een
sequentie van verschillende lineaire gradiénten om optimale scheiding te bekomen van de compo-
nenten aanwezig in het microdialysestaal. Gezien de microdialysemembraan niet doorlaatbaar is
voor proteinen was er geen voorbehandeling noodzakelijk. De stalen werden enkel één tweede ver-
dund met HPLC water en nadien werd er 60 pl op de kolom geinjecteerd. De oppervlakte van de pie-
ken werd berekend en de concentratie urinezuur werd daaruit afgeleid op basis van een standaard

urinezuur curve.

2.7. g-PCR voor de bepaling van inflammatoire parameters

RNA werd geisoleerd uit de verschillende hippocampi met behulp van de Aurum total RNA mini kit
(Biorad, Belgié, Nazareth) volgens het spin protocol for animal tissue. Vervolgens werd de RNA con-
centratie bepaald met behulp van Nanodrop. De iScript cDNA synthesis Kit (Biorad, Belgi€, Nazareth)
werd gebruikt voor de synthese van cDNA. De eigenlijk qPCR werd uitgevoerd met de Roche Sybr

Green mix in de LightCycler 480 (Roche, Vilvoorde, Belgi€). Stalen werden steeds in triplicaat geladen.

2.8. Data-analyse en statistiek

De gegevens werden verwerkt met behulp van Microsoft Excel en het programma SPSS 17. Resulta-
ten worden weergegeven als gemiddelden met standard error of the mean (SEM). Voor het tweede
experiment zal naast de urinezuurconcentratie ook de gemiddelde aanvalsduur en het aantal aanval-

len tijdens de status nagegaan worden en zullen we controleren of er een significant verschil is in het
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optreden van inflammatie tussen de behandelde muizen en de controlegroep. Poweranalyse werd
uitgevoerd met PS Power and Sample Size Calculation version 3.0 januari 2009 (Dupont en Plummer,

1990).
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3. Resultaten

3.1. In vitro bepaling van urinezuur op gepreleveerde hippocampi

Er werden 6 stalen bekomen van de linker hippocampus van zes verschillende muizen waarvan er
twee behandeld waren met fysiologische oplossing, twee met kainaat en twee controles. De bepaling
van de urinezuurconcentratie bij 1 van de 2 hippocampi uit de eerste groep leverde geen resultaat op
waardoor deze uit de analyse werd weggelaten. De resultaten in bijgevoegde tabel (tabel 2, figuur 5)

tonen een duidelijke stijging van de urinezuurconcentratie bij de groep die behandeld werd met KA.

Muis [uz] Muis [uz] Muis [uz]

T1 0,029 T3 0,521 T5 0,170

. . T2 - . T4 0,479 T6 0,003
Fysiologisch Kainaat

mean 0,029 mean 0,500 mean 0,086

SEM - SEM 0,021 SEM 0,083

Tabel 2. Resultaten urinezuurbepaling in vitro met gemiddelde en SEM ([UZ] = concentratie urinezuur in UM per gram eiwit).

Urinezuurconcentratie (UM/g eiwit)

0,600
0,500 I
0,400
O Fysiologisch (n=1
0,300 ! y ( |
O Kainaat (n=2)
0,200 W Controle (n=2)
0,000 1 1 !

Fysiologisch (n=1) Kainaat(n=2) Controle (n=2)

Figuur 5. Grafische weergave van de gemiddelde concentratie urinezuur per gram eiwit met SEM.

Onderzoek naar significantie werd uitgevoerd met behulp van een non-parametrische test, namelijk
de Kruskal-Wallis test. Er werd geen significant verschil vastgesteld tussen deze drie groepen
(P=0.223), doch gezien we een duidelijk verschil opmerken tussen de kainaat groep en de anderen

werd er beslist om verder te gaan met het tweede experiment.
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3.2. In vivo bepaling van urinezuur met meting van inflammatoire merkers

3.2.1. Aantal en gemiddelde duur epileptische aanvallen

Intrahippocampale toediening van KA veroorzaakt zowel bij de controle als bij de experimentele

groep epileptische aanvallen. EEG analyse kan geen significant verschil aantonen in het aantal of de

duur van de aanvallen tussen de twee groepen. In de controle groep veroorzaakte KA infusie 18 + 4

aanvallen met een gemiddelde duur van 65 + 13 seconden. In de experimentele groep werden er 11

+ 3 aanvallen gedetecteerd met een gemiddelde duur van 47 + 5 seconden (tabel 3, figuur 6).

Muis Aantal | Gemiddelde duur
aanvallen aanval (sec)
MO01 6 88,293
M02 21 39,627
MO03 23 44,636
M04 32 52,521
MO05 3 134,464
MO06 16 48,854
MO7 25 47,445
mean 18 65,120
SEM 4 13,048

Muis Aantal | Gemiddelde duur
aanvallen aanval (sec)
M08 22 51,473
MO09 2 31,170
M10 20 36,731
M11 5 72,819
M12 15 37,300
M13 14 53,359
M14 2 44,977
mean 11 46,833
SEM 3 5,303

Tabel 3. Aantal en gemiddelde duur epileptische aanvallen met gemiddelde en SEM.

Aantal aanvallen

25
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Controle (n=7) Allopurinol 100 mg/kg
(n=7)

SECONDEN

Gemiddelde duur aanval

S0
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Controle (n=7) Allopurinol 100 mg/kg
(n=7)

Figuur 6. Grafische weergave van de EEG analyse van het aantal en de gemiddelde duur van de aanvallen per groep. Resul-

taten worden voorgesteld als gemiddelde met SEM.
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3.2.2. Overzicht wijzigingen in urinezuurconcentratie

In de controlegroep is er een duidelijke stijging in de hippocampale urinezuurconcentratie op te

merken met de grootste toename tussen 1 en 2 uur na kainaat infusie (figuur 7).
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Figuur 7. Verloop urinezuurconcentratie in de controlegroep (KA = kainaat infusie).

In de experimentele groep daarentegen onderdrukt allopurinol deze stijging van de urinezuurconcen-
tratie voor minstens zes uur. De ochtend na kainaat toediening zijn de waarden van de urinezuurcon-

centratie echter vergelijkbaar met deze die we waarnemen bij de controlegroep (figuur 8).

Allopurinol 100 mg/kg
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Figuur 8. Verloop urinezuurconcentratie in de experimentele groep (KA = kainaat infusie,

AL = allopurinol toediening).



In figuur 9 worden de gemiddelde concentraties van deze twee groepen weergegeven tijdens het
verloop van het experiment. Er werd een significant verschil opgemerkt bij de eerste en de tweede
collectie na kainaat infusie. Voor staal 4 vier vinden we een P-waarde van 0.023 en voor staal 5 een

P-waarde van 0.005 (Mann-Whitney U test).
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Figuur 9. Effect van allopurinol 100 mg/kg op de urinezuurconcentratie na kainaat geinduceerde status epilep-
ticus. Deze grafiek toont een sterke stijging van de urinezuurconcentratie in de controlegroep, vooral in het 2%
staal na kainaat infusie (staal 5). In de experimentele groep wordt deze stijging effectief onderdrukt door allo-
purinol 100 mg/kg. Er is een significant verschil tussen de controlegroep en de experimentele groep in staal 4

en 5. Alle gegevens worden voorgesteld als gemiddelde met SEM (* = P < 0,05 ; KA = kainaat infusie).

3.2.3. Optreden van spontane aanvallen

Bij één muis uit de controlegroep (M00) werd dezelfde dosis kainaat toegediend via de microdialy-
seprobe maar werd de hippocampus niet verwijderd na het microdialyse-experiment. Deze muis
werd 1 maand na de status epilepticus voor 1 week aan een video/EEG registratie-eenheid gekop-

peld. Tijdens deze week deden er zich acht gegeneraliseerde aanvallen voor.
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3.2.4. Inflammatie

De relatieve expressie van drie inflammatoire merkers ter hoogte van de linker hippocampus werd
bepaald ten opzichte van het huishoudgen actine. Er werden zowel uit de controlegroep als uit de
experimentele groep de hippocampi geselecteerd van de muizen die een duidelijke status epilepticus
hadden doorgemaakt, meer bepaald 10 of meer gegeneraliseerde aanvallen. De drie bestudeerde
cytokines zijn IL-1B, TNF-a en IL-18. De resultaten van deze g-PCR tonen voor de drie cytokines een
daling aan in de experimentele groep (tabel 4, figuur 11). Deze daling is echter enkel statisch signifi-

cant voor TNF-a (P = 0.02, student t-test). Zowel bij IL-1B als bij IL-18 wordt er een duidelijke trend

waargenomen, met P-waarden van respectievelijk 0.08 en 0.08 (student t-test).

Muis IL-18 TNF-a IL-18
M08 0,020 0,042 0,103
M10 0,020 0,042 0,103
M12 0,035 0,051 0,108
M13 0,081 0,093 0,156
mean 0,039 0,057 0,118
SEM 0,015 0,012 0,013

Muis IL-18 TNF-a IL-18
MO02 0,071 0,114 0,198
MO03 0,041 0,098 0,162
MO04 0,069 0,070 0,132
MO06 0,091 0,098 0,132
MO07 0,088 0,099 0,145
mean 0,072 0,096 0,154
SEM 0,009 0,007 0,012

Tabel 4. Overzicht van de relatieve expressie van de inflammatoire merkers ter hoogte van de linker hippocampus in de

controlegroep en de experimentele groep met gemiddelde en SEM.

RELATIEVE EXPRESSIE

gPCR

0,20

0,18
0,16

0,14

0,12

0,10
0,08
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0,04
0,02
0,00

M controle (n=5)

IL-1B

TNF-a

CYTOKINE

m allopurinol 100 mg/kg (n=4)

IL-18

Figuur 11. Bepaling van de inflammatoire merkers ter hoogte van de linker hippocampus. Er wordt voor de drie

cytokines een daling vastgesteld in de behandelde groep. Deze daling is significant bij TNF-a ( * = P < 0.05). De

resultaten worden voorgesteld als gemiddelde waarden per groep met SEM.
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4. Discussie en toekomstperspectieven

Mesiale temporale kwab epilepsie is één van de meest voorkomende vormen van TLE en wordt ge-
kenmerkt door het ontstaan van een epileptische aanval ter hoogte van de mesiale temporale kwab
in de hippocampus. In de meeste gevallen wordt er aangenomen dat MTLE een vorm is van sympto-
matische epilepsie die optreedt 5 tot 10 jaar na een initiéle schadelijke gebeurtenis (Sharma et al.,
2007). De periode tussen dit schadelijk voorval en het optreden van spontane aanvallen wordt epi-
leptogenese genoemd. Patiénten met MTLE vormen de grootste groep van patiénten met partiéle
epilepsie die refractair zijn aan de ingestelde behandeling gezien tot 75% van de patiénten met MTLE
niet of onvoldoende reageren op de toediening van AEDs (Spencer, 2002).

Recent werd de rol van inflammatie bij epilepsie vastgesteld in een diermodel voor temporale kwab
epilepsie, waarbij er vooral een rol werd toegeschreven aan IL-1B (Ravizza et al., 2006; Ravizza et al.,
2008; Vezzani et al., 2000). Bij inflammatie kunnen IL-1B en IL-18 geactiveerd worden door caspase-1
dat op zijn beurt wordt geactiveerd door het inflammasoom NALP-3. We hebben beschreven dat
NALP-3 geactiveerd kan worden door verschillende DAMPs zoals urinezuur in associatie met TNF-a
(Franchi et al., 2009). Onderzoek naar de precieze fysiologische functie van inflammatie bij MTLE kan
nieuwe perspectieven openen voor de behandeling van MTLE en kan mogelijk ook een invloed uitoe-

fenen op epileptogenese.

De resultaten van ons onderzoek tonen aan dat er na inductie van status epilepticus door infusie van
kainaat via de microdialyseprobe een duidelijke stijging optreedt van de urinezuurconcentratie in de
hippocampus van muizen tussen één en twee uur na kainaat toediening. Deze stijging wordt voor ten
minste 6 uur onderdrukt door de intraperitoneale toediening van allopurinol 100 mg/kg en dit zorgt
vierentwintig uur na het ontwikkelen van de status epilepticus voor een significant verschil in het
expressiepatroon van TNF-a (P < 0.05) tussen de controlegroep en de experimentele groep. Er wordt
ook een daling van IL-1B en IL-18 vastgesteld, doch deze daling is niet statistisch significant. Een po-
weranalyse toont aan dat voor hetzelfde verschil tussen de twee groepen er een significant resultaat
wordt waargenomen vanaf 6 muizen per groep voor IL-1B en vanaf 10 muizen per groep voor IL-18.
Indien we echter definitieve uitspraken willen doen over het effect van allopurinol bij inflammatie en
epileptogenese, is het noodzakelijk om dezelfde inflammatoire parameters ook te bepalen bij een
groep muizen die dezelfde ingreep en hetzelfde microdialyseprotocol ondergaan hebben, echter
zonder kainaatinfusie of allopurinol toediening. Op die manier kunnen we nagaan in welke mate er
stijging van de cytokines optreedt na kainaat infusie en hoe sterk deze stijging onderdrukt wordt
door allopurinol rekening houdend met het aandeel van de operatie en het uitvoeren van microdialy-

se bij de geregistreerde cytokinewaarden.
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Het verschil in de mate van daling van cytokine-expressie kunnen we verklaren aan de hand van eer-
dere observaties bij arteria media cerebri occlusies bij ratten en muizen. Daaruit blijkt namelijk dat
IL-1B vooral belangrijk is bij de acute fase van ischemie en dat IL-18 later geactiveerd wordt of tot
expressie komt (Jander et al., 2002; Wheeler et al., 2003). Indien we van eenzelfde verloop zouden
uitgaan bij ons experiment verklaart dit mogelijks het feit dat IL-1B 24 uur na de status minder tot
expressie komt dan IL-18 gezien bij ischemie de piek van IL-1B bereikt wordt na 6 uur en nadien af-
neemt. Daarenboven verklaart dit ook dat allopurinol een sterker effect uitoefent op IL-1B in verge-
lijking met IL-18 gezien er maar één dosis werd toegediend die dus vooral werkzaam is in de vroege
fase. Gezien IL-18 pas later tot expressie komt zal een eenmalige dosis allopurinol die toegediend
wordt in het begin van het experiment dus minder effectief zijn in het onderdrukken van de IL-18
expressie. Dit klopt met onze bevindingen gezien ook uit het verloop van de urinezuurconcentratie
blijkt dat de ochtend na kainaat toediening de urinezuurconcentraties vergelijkbaar zijn in beide
groepen. Als we kijken naar de grootte van de daling in expressie is deze bij TNF-a het meest uitge-
sproken. Een verminderde feed forward stimulatie door IL-B en IL-18 kunnen hiervan de oorzaak zijn.
Het bestaan van deze feed-forward stimulatie dient echter nog bevestigd te worden samen met het
feit dat TNF-a naast zijn rol bij ATP en silicapartikels ook bij urinezuur een rol speelt bij de activatie
van NALP-3. Het is verder nog interessant op te merken dat Jander et al. (2002) tot de ontdekking
kwamen dat IL-18 enkel voorkomt ter hoogte van de ischemische zone, terwijl IL-13 in de hele hemis-
feer van de aangetaste regio tot expressie komt. Uit al deze gegevens kunnen we dus besluiten dat er
voor IL-1B eerder een rol lijkt weggelegd tijdens de acute fase van neuro-inflammatie bij ischemie en
dat deze minder specifiek is dan IL-18 dat pas tussenkomt tijdens een latere fase en enkel voorkomt
in de ischemische regio en onmiddellijke omgeving. Indien we een analoog effect verwachten bij
status epilepticus zou een eenmalige toediening van allopurinol aan het begin van de status dus
vooral een effect uitoefenen op de IL-1B expressie en in mindere mate op IL-18. Uiteraard zijn al deze
gegevens over tijds- en locatiegebonden expressie van IL-1B en IL-18 afkomstig van gegevens bij arte-
ria cerebri media occlusie en dienen deze nog geverifieerd te worden bij diermodellen voor MTLE.
Deze hypothese strookt echter niet met de waarnemingen dat IL-1p ook tijdens epileptogenese in
belangrijke mate aanwezig is na status epilepticus in epileptogeen weefsel (Ravizza et al, 2008). Er
werd in deze studie echter geen bepaling van IL-18 uitgevoerd, zodat we deze niet kunnen vergelij-
ken met de expressie van IL-1B. Verder werd in dit onderzoek de status epilepticus na 90 minuten
onderbroken en werd maar op 1 tijdstip tijdens epileptogenese de expressie van IL-1 nagegaan.

Uit analyse van het EEG blijkt dat er geen significant verschil is in het aantal en de duur van de aan-
vallen tussen de controlegroep en de experimentele groep. Dit is hetgeen we verwachten gezien we
vermoeden dat de daling van de urinezuurconcentratie en de daarop volgende daling van inflamma-

toire merkers geen grote rol spelen bij de status epilepticus gezien deze onderhouden wordt door
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kainaat, maar dat zij vooral tussenkomen bij de daaropvolgende epileptogenese. Het toedienen van
allopurinol kan volgens deze hypothese dus geen invloed hebben op het aantal en de duur van de
aanvallen tijdens de status epilepticus. We moeten er echter wel rekening mee houden dat allopuri-
nol ook een stijging van adenosine kan veroorzaken die wel een effect zou kunnen uitoefenen op de
aanvallen. Gezien we dit effect hier niet waarnemen kunnen we vermoeden dat de extra stijging van
adenosine door allopurinol, bovenop de toename die reeds bij elke status epilepticus aanwezig is, in
dit experiment onvoldoende was om een waarneembaar effect uit te oefenen. Het zou dus nuttig zijn
om tegelijk met urinezuur ook de wijzingen in adenosine concentratie na te gaan ter hoogte van de
hippocampus. Andere studies (Mikhailov and Gusel, 1983; Wada et al., 1992; Murashima et al., 1998)
tonen echter wel een effect van allopurinol, maar slecht één daarvan gaat dit effect na op het aantal
aanvallen (Murashima et al., 1998). Er wordt een volledige afwezigheid van aanvallen vastgesteld,
maar het is wel belangrijk op te merken dat er in deze studie gebruik gemaakt wordt van een mutant
muismodel voor epilepsie (mutante EL muizen) waar aanvallen geinduceerd worden door muizen 30
maal 10 cm omhoog te gooien. Deze muizen vertonen ook maar spontane aanvallen gedurende 48
uur. Dit model is slechts gevalideerd voor secundaire gegeneraliseerde aanvallen waarbij de epilepti-
sche focus gelegen is in de pariétale cortex. Dit is dus geen goed model voor MTLE, gezien er geen
onderscheid kan worden gemaakt in een acuut voorval, een latente epileptogene fase en een chroni-
sche fase met spontane aanvallen. Dit kan dus het verschil in bevindingen verklaren tussen ons expe-
riment en het experiment uitgevoerd door Murashima et al. (2009).

De resultaten van ons experiment zijn echter ook tegenstrijdig met eerdere gegevens uit onderzoek
naar de rol van IL-1PB bij epilepsie en epileptogenese (Ravizza et al., 2006). In dit onderzoek gaf knock-
out van het gen caspase-1 bij muizen aanleiding tot een aanvalsreductie en een daling van de totale
aanvalsduur. Gezien er een lagere concentratie urinezuur wordt waargenomen in de experimentele
groep zouden we een gelijkaardig effect kunnen verwachten door de verminderde activatie van
NALP-3 en dus ook caspase-1 in het door ons uitgevoerde experiment. Dat is echter niet het geval en
dit kan enerzijds veroorzaakt worden door de afwezigheid van een significant verschil in IL-1B en
anderzijds door het feit dat er bij de experimenten van Ravizza et al. maar 0,065 nmol kainaat intra-
hippocampaal werd geinjecteerd. In het experiment met allopurinol wordt er namelijk een veel ho-
gere dosis gebruikt gezien onderzoek aantoont dat een dosis van 1 nmol nodig is voor het genereren
van spontane aanvallen na status epilepticus (Riban et al., 2002). We kunnen daarenboven nog op-
merken dat Ravizza et al. (2006) geen stijging van IL-18 konden aantonen bij hun onderzoek. Zij ver-
wijderden de hippocampi 90 minuten na de start van de status epilepticus. Deze bevindingen passen
in onze hypothese dat IL-18 maar op een later tijdstip tot expressie komt.

Tot slot hebben we nog nagegaan of de status veroorzaakt door infusie van kainaat via de microdia-

lyseprobe wel een goed model is voor MTLE, met andere woorden, treden er na een latentieperiode
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spontane aanvallen op? Bij één muis uit de controlegroep werd de hippocampus niet verwijderd na
het microdialyse- experiment en deze werd 1 maand na de status voor 1 week aan een video/EEG
registratie-eenheid gekoppeld. Tijdens deze week deden er zich acht gegeneraliseerde aanvallen
voor. Gezien we deze vaststellingen nog maar bij één muis gedaan hebben kunnen we hieruit nog

niet besluiten dat dit een goed model is voor MTLE, maar deze resultaten zijn alleszins veelbelovend.

Zoals reeds vermeld, spitsen de meeste onderzoekers zich vooral toe op het effect van IL-1PB. In een
groot aantal studies kan men namelijk aantonen dat dit cytokine een proconvulsief effect uitoefent
(Ravizza et al., 2006; Ravizza et al., 2008; Vezzani et al., 1999; Vezzani et al., 2000). We mogen echter
niet uit het oog verliezen dat er ook enkele studies zijn die geen of een neuroprotectief effect aanto-
nen (Miller et al., 1991; Sayyah et al., 2005). Dit dubbel effect wordt niet enkel bij IL-13 waargeno-
men. Verschillende studies wijzen namelijk op de dichotome rol van het immuunsysteem in het cen-
traal zenuwstelsel. Enerzijds kunnen inflammatoire reacties een protectief effect uitoefenen en dus
een gunstige endogene respons vormen. Anderzijds kunnen immunologische processen direct of
indirect neurologische schade veroorzaken. Men gaat er meer en meer van uit dat het finale resul-
taat van dit proces en dus de celfunctie en overleving van neuronen sterk afhankelijk zijn van de ma-
te waarin cytokines worden geproduceerd, de totale tijd waarin het weefsel is blootgesteld aan in-
flammatie en het evenwicht tussen de gesynthetiseerde neurotrope en inflammatoire factoren (Ve-
zanni en Granata, 2005; Trendelenburg, 2008). Naast IL-1B lijkt er ook een centrale rol te zijn voor IL-
18, dat deel uitmaakt van dezelfde IL-1 familie. Onderzoek bij muizen heeft aangetoond dat toedie-
ning van IL-18 voor de injectie van kainaat neurodegeneratie versterkt (Jeon et al., 2007) doch deze
resultaten konden niet bevestigd worden bij gebruik van IL-18 KO muizen waar men tegen de ver-
wachtingen in een toename van neurodegeneratie vaststelde (Zhang et al., 2007). Deze tegenstrijdi-
ge resultaten kunnen enerzijds verklaard worden door een upregulatie van IFN-y en IL-12 bij IL-18 KO
muizen en anderzijds een verschillend tijdstip waarop neurodegeneratie werd nagegaan, namelijk 3
of 7 dagen na kainaat geinduceerde status epilepticus. De tijds- en localisatiegebonden distributie
van IL-1f en IL-18 bij ischemie werden reeds hiervoor besproken. Deze gegevens wijzen nogmaals op
de dichotome rol van het immuunsysteem in het centraal zenuwstelstel en het belang van het tijdstip
en de plaats waarop deze cytokines vrijgesteld worden.

Bij inflammatie kan IL-1B geactiveerd worden door caspase-1 dat op zijn beurt wordt geactiveerd
door het inflammasoom NALP-3. We hebben beschreven dat NALP-3 geactiveerd wordt door DAMPs
zoals urinezuur in associatie met TNF-a (Franchi et al., 2009). Het is echter belangrijk op te merken
dat IL-1B ook nog op andere manieren geactiveerd kan worden. Serine protease afkomstig van neu-
trofielen of enzymen vrijgesteld door pathogenen kunnen pro-IL-1B omzetten tot IL-1B. Hieruit volgt

dus dat inflammatie veroorzaakt door neutrofielen zo goed als onafhankelijk verloopt van caspase-1.
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Inflammasoom activatie is ook verschillend voor verschillende celtypes. Zo is bij circulerende mono-
cyten één enkel signaal voldoende voor inflammasoom activatie terwijl er bij macrofagen twee signa-
len nodig zijn. Zo is één PAMP voldoende voor de activatie van monocyten terwijl macrofagen zowel
een PAMP als DAMP nodig hebben. In het geval van steriele inflammatie wordt de rol van PAMP bij
macrofagen overgenomen door TNF-a. Dit verschil vertegenwoordigt vermoedelijk een verschil in
fysiologische functie, gezien monocyten vooral in een pathogeen-vrij milieu circuleren en snel op elk
gevaarsignaal moeten kunnen reageren. Macrofagen bevinden zich daarentegen in een omgeving
waarin ze continu worden blootgesteld aan microbiéle stimuli en vereisen dus een tweede signaal
om de inflammatoire reactie onder controle te houden. Tot slot zorgt niet enkel NALP-3 voor de acti-
vatie van caspase-1 in macrofagen, maar ook NALP-1, IPAF en AIM-2 (Netea et al., 2010). Enkel voor
NALP-3 (Martinon et al., 2009) en NALP-1 (Abulafia et al., 2009) is er voorlopig een rol aangetoond bij

steriele inflammatie.

Specifiek bij epilepsie zijn er slechts enkele studies die onderzoek verrichten naar de rol van urine-
zuur bij diermodellen van MTLE of de urinezuurconcentratie bepalen bij patiénten met epilepsie. Uit
deze studies blijkt echter wel dat er bij patiénten met epilepsie wel degelijk een tendens is tot hyper-
uricemie, die lijkt te verdwijnen bij behandeling (Hamed et al., 2004; Stover et al., 1997). Bij ratten
toonden experimenten aan dat er ter hoogte van de hippocampus een stijging van urinezuur wordt

waargenomen na kainaat toediening (Layton et al., 1997).

Een bijkomend argument voor de rol van urinezuur bij epilepsie wordt geleverd door verschillende
studies die het effect nagaan van allopurinol, een inhibitor van het enzym xanthine oxidase, bij pati-
enten met epilepsie. Deze studies leveren echter tegenstrijdige resultaten op, die verklaard kunnen
worden door het klein aantal deelnemers en door de grote verscheidenheid aan epilepsiesyndromen
die voorkomen in deze studies. Een ander probleem bij het vergelijken van deze studies is het feit dat
sommige enkel bij kinderen werden uitgevoerd, terwijl er bij andere geen onderscheid gemaakt werd
tussen kinderen en volwassenen. Het is ook belangrijk op te merken dat er in al deze studies geen
interacties van allopurinol ten opzichte van de reeds bestaande AEDs werden waargenomen en de
spiegel van deze AEDs constant bleef gedurende het verloop van de experimenten. Het effect van
allopurinol kan dus met andere woorden niet worden toegeschreven aan wijzingen in de plasmaspie-
gel van verschillende AEDs. Er is echter wel een belangrijk verschil in gebruikte AEDs inter- en intra-
experimenteel. Er worden in de literatuur verschillende verklaringen gegeven voor dit anti-
epileptisch effect van allopurinol waarvan naast een vermindering van inflammatie een toename van
adenosine ons de meest waarschijnlijke mogelijkheden lijken.

In verband met de dosis van allopurinol willen we nog opmerken dat de gebruikte dosis in deze stu-

die, namelijk 100 mg/kg, veel hoger is dan deze die in de klinische praktijk gebruikt wordt voor de
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behandeling van jicht waar 300 mg per dag wordt toegediend in één gift of de dosissen gebruikt bij
de behandeling van epilepsie in de vermelde studies. Uiteraard moeten er aan kleine proefdieren
hogere dosissen toegediend worden dan aan mensen, doch het kan interessant zijn na te gaan wat

de laagste dosis allopurinol is die hetzelfde effect kan uitlokken.

De rol van urinezuur bij inflammatie tijdens epileptogenese is dus een interessant onderzoeksdomein
gezien het enerzijds zorgt voor activatie van het inflammasoom en er anderzijds reeds een aantal
studies gepubliceerd zijn die een urinezuurstijging aantonen bij patiénten met epilepsie en studies
die een gunstig effect aantonen bij het gebruik van allopurinol. Er zijn daarenboven ook meer en
meer onderzoeken die een rol toeschrijven aan urinezuur in de etiopathogenese van verschillende
andere aandoeningen, zodat de mogelijkheid bestaat dat urinezuur ook bij epilepsie en epileptoge-
nese een rol speelt.

Onze resultaten ondersteunen deze waarnemingen en tonen aan dat kainaat-geinduceerde status
epilepticus een belangrijke intrahippocampale urinezuurstijging veroorzaakt bij muizen die kan on-
derdrukt worden door een toediening van allopurinol aan een dosis van 100 mg/kg. Deze daling van
de urinezuurconcentratie zorgt voor een daling van zowel IL-1B, TNF-a als IL-18. Hoewel deze daling
enkel significant is bij TNF-a, wordt er ook bij de twee andere cytokines een duidelijke trend vastge-
steld. Zoals reeds eerder besproken kunnen we deze verschillen verklaren op basis van de hypothese
dat deze cytokines op een verschillend tijdstip tot expressie komen en het in de tijd gelimiteerde

effect van één dosis allopurinol.

Naar de toekomst toe lijkt het interessant om het experiment nog met enkele muizen verder te zet-
ten om aan te kunnen tonen dat er een significante daling is van IL-1B en IL-18. Daarnaast kunnen we
de expressie van IL-1B en IL-18 in een status epilepticus model voor MTLE nagaan in de tijd. Op deze
manier kunnen we onderzoeken of we tot dezelfde vaststellingen kunnen komen als bij ischemie,
namelijk dat IL-1 vooral tussenkomt bij de acute fase van inflammatie en IL-18 pas later tot expres-
sie komt. Bovendien kunnen we nagaan of meerdere toedieningen van allopurinol er ook in slagen
om de toename van IL-18 te inhiberen en kunnen we op zoek gaan naar de minimale dosis allopuri-
nol die noodzakelijk is om dit effect uit te oefenen.

Het lijkt ook aangewezen om het effect van allopurinol op de hoeveelheid adenosine ter hoogte van
de hippocampus na te gaan, gezien een toename van adenosine een synergistisch effect kan uitoefe-
nen met de daling van de cytokines bij het verhinderen van epileptogenese.

Tot slot kunnen we dan onderzoeken wat het effect is van chronische toediening van allopurinol ge-
durende de epileptogene fase op het optreden van spontane epileptische aanvallen. Dit is uiteraard

het onderzoek met de meeste klinische relevantie.
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