the other channel, thereby creating a sample of motile
spermatozoa which can be used. For the determination
of the motility we use the same principle as mentioned
before and we combine this with the electrical detec-
tion of spermatozoa at the two outlet channels (see
figure 2). The detection of the spermatozoa in both
outlet channels is done with the same configuration
as used for determining the concentration on-chip.
We propose a new model for the determination of the
separation efficiency of motile spermatozoa from the
semen sample (10) and compare these simulated re-
sults with experimental data, which show good agree-
ment. In this way we were able to distinguish between
samples with motile and immotile spermatozoa.

Outlook

Parameters of the semen quality that are normally de-
termined in the hospital laboratory can be measured
with LOC devices in an objective way making point-
of-care diagnostics possible. With LOC devices a shift
toward at-home analysis can be made, thereby reducing
the costs and making it more patient friendly. Addi-
tionally, several measurements can easily be performed
such that a better statement of the semen quality is ob-
tained. This information can lead to a better treatment
decision of the gynaecologist, thereby improving the
care of the couple who are childless by default.

The detection of cells with electrical impedance mea-
surements in a microfluidic chip is not only restricted
to spermatozoa in semen, but also other cells sus-
pended in a fluid can be counted. The only condition
is that the dielectric properties of the cell are different
than those of the medium. Therefore microfluidic im-
pedance cytometry can also be used for other medical
diagnostic tests, like for instance a 3-part differential
count of the leukocyte population (11, 12) and the de-
tection of infected cells (13).
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Pyridoxine afhankelijke epilepsie

E.A. STRUYS, G. S. SALOMONS en C. JAKOBS

Andrew Hunt et al rapporteerden in 1954 over een
jongetje die kort na zijn geboorte sterke convulsieve
aanvallen kreeg (1). Deze aanvallen reageerden niet
op gebruikelijke anti epileptica, maar wel op de in-
tra musculaire toediening van pyridoxine (vitamine
B6). Het kind bleef vrij van aanvallen door dagelijkse
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orale inname van pyridoxine, en deze klinische enti-
teit werd pyridoxine afhankelijke epilepsie (PDE) ge-
noemd. Lange tijd is PDE een puur klinische diagnose
gebleven, waarbij het heroptreden van aanvallen na
het stoppen van de pyridoxine suppletie, een van de
diagnostische criteria was. In 2005 is ontdekt, in on-
derzoek waarin onze groep een belangrijke rol speel-
de, dat voor de overgrote meerderheid van patiénten,
hun PDE werd veroorzaakt door een defect in de ly-
sine afbraak met een autosomaal recessief overervings
patroon (2).
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Mutaties in het ALDH7AI gen, coderend voor het
enzym o-aminoadipine semialdehyde (0-AASA)
dehydrogenase, leiden tot een defecte omzetting
van 0-AASA naar o-aminoadipine zuur, waardoor
0o-AASA stapelt in het lichaam. o-AASA is in spon-
taan evenwicht met zijn cyclische vorm piperideine-
6-carbonzuur (P6C) en het is deze verbinding die
ervoor zorgt dat de actieve vorm van B6 wordt weg-
gevangen, waardoor hieraan een tekort ontstaat. Toe-
diening van pyridoxine herstelt dit tekort en resulteert
in het stoppen van de aanvallen.

Voortvloeiend uit bovenstaand onderzoek hebben wij
een diagnostische test ontwikkeld om de biochemi-
sche diagnose van PDE te kunnen stellen: in urine
van patiénten wordt met behulp van vloeistof chro-
matografie-tandem massaspectrometrie de niveaus
van 0-AASA bepaald. Het is duidelijk geworden dat
0-AASA de biomarker is van PDE, ongeacht of de pa-
tiénten wel of niet met pyridoxine worden behandeld
(3). In de afgelopen jaren hebben wij in meer dan 100
kinderen de biochemische diagnose van PDE gesteld.
Moleculair onderzoek naar het ALDH7AI gen vindt
tevens plaats op ons laboratorium.

Vervolg

Nu we weten dat PDE het gevolg is van een defect in
de afbraak van lysine, is het mogelijk om de afbraak
van lysine beter te bestuderen. Huidige inzichten over
de complexe afbraak van lysine, die via twee takken
kan verlopen, berusten op inzichten verkregen in de
jaren 70 van de vorige eeuw. Moderne technieken en
beschikbaar gekomen stabiel-gelabelde substraten ge-
ven nieuwe handvaten om verder onderzoek te doen.
We hebben fibroblasten (huidcellen) van bewezen PDE
patiénten gekweekt in de aanwezigheid van twee vor-
men van [PN]-lysine: o-['N]-lysine en &-['*N]-lysine
(4). Vervolgens werd de N labeling gevolgd door het
meten van verschillende intermediairen van de lysine
afbraak. Hieruit werd duidelijk hoe lysine door fibro-
blasten wordt gemetaboliseerd, en dat pipecoline zuur
door een tot-dan-toe onbekende omzetting gevormd
wordt.

Zeer recent is door ons gevonden dat a-AASA in ver-
hoogde concentraties aanwezig is in de urines van
patiénten met molybdenum cofactor deficiéntie en pa-
tiénten met sulfiet oxidase deficiéntie. Deze twee me-
tabole aandoeningen presenteren zich klinisch door
moeilijk te behandelen epilepsie en kinderen overlij-
den vaak op jonge leeftijd. In-vitro onderzoek door
onze groep heeft uitgewezen dat anorganisch sulfiet,
wat stapelt in deze defecten, het enzym o-AASA de-
hydrogenase remt. Deze recente bevindingen maken
het zeer aannemelijk dat pyridoxine toediening aan
patiénten met molybdenum cofactor deficiéntie en pa-
tiénten met sulfiet oxidase deficiéntie, een gunstig ef-
fect zal hebben.
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Figuur 1. Humaan lysine catabolisme.

Toekomst

Momenteel zijn studies gaande om het lysine metabo-
lisme in muizen te doorgronden. Dit onderzoek vloeit
voort uit het eerder genoemde fibroblasten onder-
zoek en ook nu spelen de substraten o-['*N]-lysine en
e-[*N]-lysine een belangrijke rol.

Ondanks dat de epilepsie goed te behandelen is met
pyridoxine, is de lange termijn uitkomst voor veel pa-
tiénten niet gunstig. Velen hebben een mentale achter-
stand. Verder onderzoek zal zich richten op het ver-
fijnen van het huidige behandelingsprotocol. Wij zijn
nauw betrokken bij studies waar de patiénten naast
pyridoxine therapie, ook worden behandeld met een
lysine beperkt dieet.

Daarnaast willen we verder gaan met de ontwikkeling
van (dier) modellen om de gevolgen van disfunctioneel
0-AASA dehydrogenase in diverse organen inclusief
de hersenen te onderzoeken.
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