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APPENDIX

Summary

The primary goal of this dissertation was to further elucidate questions regarding the
neural mechanism of cerebellar impact on thalamic nuclei and thalamus’ primary output
structure the cerebral cortex. To do so key experiments were performed using amongst
others optogenetics in mice having an epileptic phenotype.

In Chapter 2 we provide an overview of cell-specific markers usable for optogenetics in
both cerebellar cortex and nuclei. This high-detail description of technical issues and
solutions makes it an efficient guideline for starting and experienced researchers regarding
cerebellar research.

Where chapter 2 ends, Chapter 3 continues with a re-evaluation of the therapeutic potential
of cerebellar stimulation in epilepsy. This chapter gives an introduction of the impact of
cerebellum and its main output structure cerebellar nuclei on thalamocortical networks.
Further we give directions on how to optimize the potential impact by adjusting stimulation
parameters such as frequency, regularity and synchronicity.

In Chapter 4 we show that a substantial portion of Purkinje cells show increase simple
and complex spike activity combined with increased synchronicity for adjacent and remote
Purkinje cells during GSWDs. Furthermore the activation of complex spike activity
indirectly implicates widespread changes in olivary firing during seizures.

Chapter 5 embodies crucial evidence for this dissertation in which we show that CN
neurons are potent modulators of GSWDs in thalamocortical networks. This is an
evolution of the old idea that manipulation of cerebellar cortex activity intervenes
with epileptic seizures into the fact that not cerebellar cortex but cerebellar nuclei
seem easier to target and stronger in their manipulation of thalamocortical activity.
An obvious next question is: How are CN neurons capable of suppressing seizures? In
Chapter 6 and 7 we test the hypothesis that CN neurons can cause desynchronization in
the thalamus by first showing in vitro differences between post synaptic responses upon
cerebellar terminal stimulation in different thalamic nuclei. Second we confirm this
evidence in vivo where we find different response types in different thalamic cells recorded
in different thalamic nuclei.

Finally we test in Chapter 8 if CN manipulation can also dampen seizures in a much more
severe mouse model of generalized epilepsy; i.e. the Dravet mouse. It turns out that either
electrical CN stimulation or different thalamic nuclei stimulation sites are not capable of
seriously controlling the generalized convulsive seizures. In the end our colleagues show

that manipulation using a SK blocker is more capable.
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Samenvatting

Deze dissertatie richt zich op het verder uitwerken van de vraag wat de achterliggende
mechanisms zijn waarmee het cerebellum haar invloed uitoefent op thalamocorticale
netwerken. Om dit te bereiken hebben we gebruik gemaakt van verschillende technieken,
waaronder optogenetica, in muizen met en zonder epilepsie.

In Hoofdstuk 2 wordt beschreven hoe verschillende cel-specifieke markers gebruikt kunnen
worden in combinatie met optogenetica voor de manipulatie van cerebellaire schors en
kernen. We bespreken technische moeilijkheden en oplossingen wat maakt dat het een
mooi uitgangswerk is voor de beginnende en meer ervaren onderzoeker.

Hierop voortbordurend is Hoofdstuk 3 ontstaan waarin de therapeutische (on)
mogelijkheden van cerebellaire stimulatie bij epilepsie besproken worden. Een introductie
als voorbereiding op het volgende hoofdstuk wordt gegeven over de impact van het
cerebellum op thalamocorticale netwerken en we geven suggesties hoe deze impact
gemaximaliseerd kan worden door middel van verschillende stimulatie parameters aan te
passen.

In Hoofdstuk 4 laten we zien da teen substandieel deel van de Purkinje cellen een verhoogde
simplex en complex spike activiteit heeft gedurende GSWDs. Dit gaat dan ook nog eens
gepaard met een verhoogde synchroniciteit tussen aanliggende en op afstand zijnde collega
Purkinje cellen. Indirect geeft dit aan dat de verhoogde complex spike activiteit gezien kan
worden als veranderingen in het vuurgedrag van een andere belangrijke hersenstructuur;
de inferieure olijf.

Hoofdstuk 5 gaat over de kern van deze dissertatie waarin we bewijs leveren dat CN
neuronen krachtige modulatoren van pathologische thalamocorticale oscillaties kunnen
zijn. Een verandering in denken tov het oude idee dat juist de cerebellaire schors hier goed in
zou zijn. seem easier to target and stronger in their manipulation of thalamocortical activity.
Eenlogische vervolgvraag op hoofdstuk 5 is: Wat is het achterliggende mechanisme waarmee
CN neuronen de epilepsie kunnen stoppen? Met andere woorden, wat is het effect van hun
vuurgedrag op de thalamus en via de thalamus op de cerebrale schors. In Hoofdstuk 6 en 7
testen we de hypothese dat CN neuronen thalamische neuronen kunnen desynchroniseren
in hun vuurgedrag. Dit laten we eerst in vitro zien waarbij we in verschillende thalamische
kernen verschillende sterkte in post-synaptische respons zien. Vervolgens blijkt dit ook in
vivo waarbij er verschillende respons types lijken te zijn tussen verschillende cellen maar
dat binnen dezelfde cel de respons wel hetzelfde blijft.

Als laatste testen we in Hoofdstuk 8 of CN manipulatie ook seizures kan stoppen in

een muis model met een ernstiger epileptisch phenotype; de Dravet muis. Het blijkt dat
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zowel CN stimulatie als stimulatie van verschillende thalamische kernen niet in staat is de

convulsieve aanvallen te stoppen.
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Terugblik

Afl! Klaar! Dat was het dan. Nog een paar woorden en het is definitief af. Een raar moment?
Ja zeker, maar daarom niet minder waardevol om deze terugblik op papier te zetten.
Het geploeter in het lab, muizen die wel of niet meewerken, de trots van het eerste
optogenetica experiment, het vinden van cerebellaire en thalamische kerncellen en de
directe confrontaties met Matlab gecombineerd met het geroddel en de gezelligheid van
koffie om 8u ’s morgens met de bekende vroege vogels was in 1 woord geweldig. Maar
of ik het weer zou doen? Het afmaken en de bijbehorende mentale pijn, al helemaal als
je vervolgens in de kliniek werkt, staat ook vrij helder op m’n netvlies. En zoals elke
promovendus to be weet, dit boek (behalve inleiding en discussie) was er echt nooit

gekomen zonder de volgende mensen.
Met stipt op 1 en schier oneindig onoverbrugbare afstand tot de rest:

Prof. Dr. Freek Hoebeek, ik weet nog goed hoe ik in september 2009 jouw kamer
binnenkwam en jij me vertelde over de toevalsbevinding die je had gedaan betreffende
de vuurpatronen van cerebellaire kernen bij ‘epilepsie-muizen’. Een en ander was snel
beklonken en nu zijn we jaren verder waarin jij professor (verdiend!) bent geworden
en ik deze promotie tot een eind heb gebracht. Trots en met veel plezier denk ik terug
aan de afgelopen jaren. De werkbesprekingen, die met grote regelmaat diep in de nacht
plaatsvonden, de congressen en het bier drinken om ook eens niet over werk te praten heeft

de afgelopen jaren niet alleen maar een mentor-student karakter gegeven. Veel dank.

Prof. Dr. Clemens Dirven, als afdeling neurochirurgie zijn we aan een spannend traject
(Deep Brain Stimulation) begonnen. Dat komt niet in de laatste plaats door jouw inzet
tijdens mijn promotie traject. Veel dank dat ik binnen de neurochirurgie een kans heb

gekregen.

Prof. Dr. Chris de Zeeuw, we hebben elkaar niet veel gesproken over het onderzoek zelf.
Het vertrouwen wat daar vanuit ging en de wetenschap dat je er altijd staat op de momenten
dat het nodig is, is heel veel waard voor een promovendus. Hopelijk gaan we ooit nog eens

samen naar een wedstrijd van Ajax!

Erika & Mandy, jullie staan achterop, zoals afgesproken. Jullie grote mond en nog groter

hart (altijd op de tong, man wat moet dat zwaar zijn) is zeldzaam. Mijn dank is oneindig.
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Vanuit het lab is er nog een aantal mensen belangrijk geweest. In particular 1 would
like to mention Elisa Galliano, Boeke van Beugen, Zhenyu Gao and Petra Plak. All
of you are intelligent, meticulous and persistent which have had a profound impact
on my academic rookie years. Thanks for hosting me in the warm Freek cake lab.
Lieke Kros, de gemiddelde angry bird verbleekt bij de discussies die wij kunnen hebben.
Desalniettemin heb ik bewondering voor de passie voor het onderzoek die je hebt en
was dit boek zonder jou zeker een paar pagina’s dunner of 1-2 jaar later pas uitgekomen.
Dear Simo, ciao S, we started together in 2013 (Obergurugllg, still don’t know how to
pronounce this) not knowing the pain fun ahead of us. We shared many up’s and down’s
these years but one thing is for sure; it would have been a lot more boring without you.
Sade (nu jij nog!), Bibi (be ready voor het einde), Negah, Dick (namen blijven lastig),
Tom, Gerard, Carmen, Nico, Hanna, Bas, Sverrir, Daniel, Huub, Henk Jan, Ilya,
Sasa, Leonoor, Bastiaan, Sander, Elize (je hulp met EM is cruciaal geweest); dank
voor het taart eten, tafelvoetballen en de (soms lastige) vragen over het onderzoek.
Elise Buitenhuis en Loes Nijs; zonder jullie dondert de hele boel in elkaar. Het georganiseer
voor al die Phd’s en masterstudenten op de afdeling neurowetenschappen is een geruisloze

maar absolute prestatie.

Dear Jeanne Paz, Stefanie Makinson and all lab members at the Gladstone Neurological
Institute (San Francisco). Thanks for hosting me at your wonderful lab. Somewhere I hope

we can collaborate again in the future, although I realize this will be a challenge ©

Staf en assistenten van de afdeling neurochirurgie; met jullie samenwerken maakt dat ik

elke dag met veel plezier kom.

Alex, Frans en Xavier. Jullie karakter eigenschappen vormen een waar kleurenpalet.
Verschillend in alle opzichten en daardoor zulke goede vrienden. We hebben schitterende
dingen (Texel 2015, WK 2010, En een reus als paranymf which says it all) meegemaakt en

wat mij betreft nog veel meer. Voor jullie de wereld en nog een stuk!

Mannen van Huize Zeezicht, oneindige potjes fifa spelen, controllers tegen het plafond en
naakt door de straat (10-0!); Samen in een pand wonen was schitterend. Ik had er een apart

boek over kunnen schrijven.

Koen en Quirine, we go way back. Als basisschool rookies elke dag naar school gefietst. De
wereld bleek zo veel groter te zijn dan het toen leek, maar wisten wij veel. Van school naar
huis was al een avontuur op zich (5min). Een vriendschap die zo groen als gras begonnen

is, maar door de jaren alleen maar groeit.
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Mannen van JC Hoef, met Rotterdam als onze bakermat is het allemaal begonnen.
Ondertussen kennen we elkaar al jaren en zitten we verspreid over de wereld. Dank voor

alle avonden waardoor ik de boel de boel kon laten.
Lieve Em, Over en uit, Roger. Dat geldt nooit voor ons.

Lieve opa’s en oma’s, altijd zijn jullie geinteresseerd hoe het gaat. Dat het bijna onmogelijk
was om uit te leggen weerhield jullie daar niet van. Het dreigement, dat als de verdediging
niet voor kerst 2017 zou plaatsvinden mogelijk niet iedereen erbij zou zijn, leek mij bluf.
Ik vind het schitterend dat jullie erbij zijn op deze dag.

Lieve Merlyn, René, Mees en Berber. Familie kan je niet kiezen zeggen ze. Wat als dat wel

zo was? Ik zou jullie hebben gekozen.

Lieve Sebo Jan en Anky, dank voor jullie onvoorwaardelijke en jarenlange steun, liefde
en interesse voor alles wat ik doe. Geen woorden voor de mazzel die ik met jullie heb...
Lieve Steven, waar we jarenlang het kleine water ‘de Potten’ onveilig maakten in ons
zeilbootje, waarvan we overigens dachten dat dat een heus Skutsje was, blijken kleine
jongens echt groot te worden. Al jarenlang woon je in het buitenland, maar m’n kleine

broertje zul je altijd blijven.

Vaak heb ik me afgevraagd of het er zou komen.

Het is er gekomen.
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