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Summary

At the Crossroads of Epilepsy and Alzheimer’s Disease:

Investigating the Role of LRP1in the Cerebral Vasculature

There is increasing evidence that patients with epilepsy have an increased risk
of developing Alzheimer’s disease (AD). Epilepsy is also relatively more common
in people with AD, possibly due to neuronal hyperexcitability and structural brain
changes associated with neurodegeneration. Furthermore, epileptiform activity may
even accelerate the progression of AD. Therefore, managing epileptiform activity
is crucial. However, about one third of all patients with epilepsy do not achieve
seizure freedom following anti-seizure medications (ASMs). Although epilepsy
in older individuals can often be effectively treated with initial monotherapy, a
significant proportion of patients is drug resistant, leading to reduced quality of
life and increased risk of seizure-related injuries in this vulnerable population.
Understanding the neurobiological mechanisms underlying epilepsy and cognitive
dysfunction is essential for developing of new therapies. The disorders share some
overlapping features, such as epileptiform activity, cognitive dysfunction, and
neuropathological alterations such as cell death, gliosis, and neuroinflammation.
Furthermore, accumulation of amyloid beta (AB) in the brain, a neuropathological
hallmark of AD, has been observed in (a subset of) patients with temporal lobe
epilepsy (TLE). Low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1), a
multifunctional transmembrane receptor expressed in brain endothelial cells, is
involved in many physiological processes, including the clearance of brain AB via
the blood-brain barrier (BBB). LRP1 expression in brain capillaries diminishes during
aging and in AD. In this thesis, we studied LRP1 expression in the brains of people
with epilepsy and with AD, and investigated the effects of brain endothelial LRP1
knockdown on epileptiform activity and cognitive dysfunction in two animal models.

In chapter 2, we investigated LRP1 expression in epilepsy and its relation to brain
AR accumulation. Reduced capillary LRP1 expression was observed in human and
rat epileptogenic brain tissue. In AD patients, we also observed decreased brain
capillary LRP1 expression, accompanied by high levels of brain (soluble) AB. In the
hippocampus of epilepsy patients, we did not observe any notable accumulation of
(soluble) AB. In addition, increased LRP1 expression was observed in hippocampal
neurons and glial cells in a subset of individuals with epilepsy. These findings
suggest that there are alternative mechanisms for AR clearance mechanisms
besides LRP1 and that AB plays a less prominent role than suggested in some
previous studies.

In Chapter 3, we investigated the effects of inducible knockout (KO) of brain

endothelial LRP1 on epileptiform activity in the 5xFAD mouse model using
hippocampal electroencephalography (EEG). In control mice, brain endothelial
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LRP1KO triggered epileptiform spikes without inducing seizures. In 5xFAD mice,
some animals exhibited seizures in addition to frequent spikes. However, brain
endothelial LRP1KO did not cause a further increase in the number of spikes in
these mice. Furthermore, we observed that in control mice, brain endothelial
LRP1KO was associated with gliosis, without increasing (soluble) AB levels in
the brain. However, in 5xFAD mice, brain endothelial LRP1KO did not worsen
neuropathology compared to 5xFAD control mice. These results indicate that brain
endothelial LRP1 contributes to the increased spike frequency, presumably via
gliosis-related processes, rather than through AB accumulation.

In chapter 4, we investigated the effects of inducible brain endothelial LRP1KO on
cognitive dysfunction in the 5XxFAD mouse model. In control mice, brain endothelial
LRP1KO was associated with cognitive dysfunction. These results highlight the
importance of brain endothelial LRP1. However, brain endothelial LRP1KO in 5xFAD
mice did not further impair cognitive function. Additionally, we observed altered
expression of hippocampal proteins related to neuroplasticity and cognition in
these mice. Further research is needed to elucidate the precise mechanisms by
which reduced LRP1 affects brain plasticity and cognition.

Finally, chapter 5 summarizes the main findings of this thesis. Taken together, we
show in this thesis that LRP1 is downregulated at the BBB in both experimental
epilepsy and patients with epilepsy. Furthermore, inducible knockout of brain
endothelial LRP1 in transgenic mice leads to epileptiform activity and cognitive
dysfunction associated with gliosis rather than brain AR accumulation or the
increase of its soluble form. Future research should focus on therapeutic strategies
aimed at preventing or restoring the loss of brain endothelial LRP1, potentially
reducing epilepsy and cognitive decline.
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Nederlandse samenvatting

Op het kruispunt van epilepsie en de ziekte van Alzheimer:

Onderzoek naar de rol van LRP1in de bloedvaten van de hersenen

Er zijn aanwijzingen dat patiénten met epilepsie een verhoogd risico hebben
op het ontwikkelen van de ziekte van Alzheimer. Ook komt epilepsie relatief
vaker voor bij mensen met de ziekte van Alzheimer, mogelijk als gevolg van
neuronale hyperexcitabiliteit en structurele hersenveranderingen die gepaard
gaan met neurodegeneratie. Bovendien kan epileptiforme activiteit mogelijk
zelfs de progressie van de ziekte van Alzheimer versnellen. Het managen van
epileptiforme activiteit is daarom cruciaal. Toch bereikt ongeveer een derde van
alle patiénten met epilepsie geen aanvalsvrijheid met behulp van medicijnen tegen
epileptische aanvallen. Hoewel epilepsie bij oudere patiénten vaak effectief kan
worden behandeld met een initiéle monotherapie, is een aanzienlijk deel therapie
resistent. Dit leidt tot een verminderde kwaliteit van leven en een verhoogd risico
op aanval-gerelateerde verwondingen in deze kwetsbare groep. Het begrijpen
van de neurobiologische mechanismen die ten grondslag liggen aan epilepsie en
cognitieve dysfunctie is essentieel voor het ontwikkelen van nieuwe behandelingen.
De aandoeningen vertonen tot op zekere hoogte overlappende aspecten,
zoals epileptiforme activiteit, cognitieve dysfunctie, en neuropathologische
veranderingen zoals celdood, gliose en neuroinflammatie. Ook is de ophoping
van amyloid-béta (AB) in de hersenen, een neuropathologisch kenmerk van de
ziekte van Alzheimer, waargenomen bij (een deel van) patiénten met temporale
kwabepilepsie (TLE). De low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1)
in brein endotheelcellen is een multifunctionele transmembraanreceptor die
betrokken is bij vele fysiologische processen, waaronder het opruimen van AR
in de hersenen via de bloed-hersenbarriére (BBB). De expressie van LRP1 in
hersencapillairen neemt af tijdens veroudering en bij de ziekte van Alzheimer. In
dit proefschrift hebben we de expressie van LRP1in de hersenen van mensen met
epilepsie en de ziekte van Alzheimer bestudeerd en het effect van het uitschakelen
van LRP1 in brein endotheelcellen op epileptiforme activiteit en op cognitieve
dysfunctie in twee diermodellen onderzocht.

Hoofdstuk 2 richt zich op de expressie van LRP1 bij epilepsie en de relatie met AB
ophoping in de hersenen. Een verminderde hoeveelheid van LRP1 in capillairen
werd waargenomen in de hersenen van mensen en ratten met epilepsie. We
observeerden in de hersenen van patiénten met de ziekte van Alzheimer ook een
verminderde hoeveelheid LRP1in capillairen en een grote hoeveelheid (oplosbaar)
AB. In de hippocampus van mensen met epilepsie was er geen duidelijke ophoping
van (oplosbaar) AB. Daarnaast werd er een verhoogde hoeveelheid LRP1gevonden
in hippocampale neuronen en gliacellen in een subgroep van mensen met epilepsie.
Deze bevindingen suggereren dat er naast LRP1 ook alternatieve mechanismen zijn
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voor het opruimen van A en dat AB een minder prominente rol speelt bij epilepsie
dan wordt gesuggereerd in sommige eerdere studies.

In Hoofdstuk 3 hebben we de effecten van het uitschakelen van LRP1 specifiek
in hersen-endotheelcellen op epileptiforme activiteit in het 5xFAD-muismodel
onderzocht, waarbij gebruik werd gemaakt van hippocampale elektro-
encefalografie (EEG) registraties. In controle muizen veroorzaakte het uitschakelen
van LRP1 epileptiforme spikes, maar geen epileptische aanvallen. In de 5xFAD
muizen kwamen naast spikes bij een deel van de dieren wel aanvallen voor.
Het uitschakelen LRP1 in deze groep muizen veroorzaakte echter geen verdere
toename in het aantal spikes. Daarnaast observeerden we dat in controle muizen
het uitschakelen van LRP1in brein endotheel cellen samenging met gliose, zonder
een toename van de hoeveelheid (oplosbaar) AB in het brein. Bij de 5XxFAD muizen
veroorzaakte het uitschakelen van LRP1 in het brein endotheel echter geen
verergering van de neuropathologie ten opzichte van 5xFAD controle muizen.
Deze resultaten wijzen erop dat LRP1in het cerebrale endotheel bijdraagt aan de
verhoogde frequentie van spikes, vermoedelijk via gliose-gerelateerde processen,
en niet zozeer door de ophoping van AB.

In hoofdstuk 4 onderzochten we de invloed van het uitschakelen van LRP1
in het brein endotheel op cognitieve dysfunctie in het 5xFAD muismodel. Het
uitschakelen van LRP1in het brein endotheel bij controlemuizen ging gepaard met
cognitieve dysfunctie. Deze resultaten benadrukken het belang van LRP1in brein
endotheel. In 5XFAD muizen veroorzaakte het uitschakelen van LRP1in het brein
endotheel echter geen verdere verslechtering van de cognitieve functie. Daarnaast
observeerden we in de hippocampus veranderingen in de hoeveelheid eiwitten die
gerelateerd zijn aan neuroplasticiteit en cognitie in deze muizen. Verdere studies
zijn nodig om de precieze mechanismen te achterhalen hoe het uitschakelen van
LRP1 de hersenplasticiteit en cognitie kan beinvioeden.

Tot slot staan in hoofdstuk 5 de belangrijkste bevindingen van dit proefschrift.
Samengevat laten we in dit proefschrift zien dat de hoeveelheid LRP1in het brein
endotheel is verminderd bij zowel experimentele epilepsie als bij patiénten met
epilepsie. Tevens hebben we geobserveerd dat het uitschakelen van LRP1in het
brein endotheel van transgene muizen leidt tot epileptiforme activiteit en cognitieve
dysfunctie geassocieerd met gliose en niet zozeer met de hersen ophoping
van AR of toename van de oplosbare AB vorm. Toekomstig onderzoek zou zich
moeten richten op therapeutische strategieén die het verlies van LRP1in het brein
endotheel zou kunnen voorkomen of herstellen, zodat dit mogelijk epilepsie en
cognitieve achteruitgang kan verminderen.
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