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8. APPENDIX

8.1. Summary

The work described in this thesis was performed in order to elucidate the role of
different cerebellar modules in ataxia and generalized epilepsy using various tech-
niques including in vivo electrophysiology, optogenetics, pharmacological inter-
ventions, immunohistology and behavioral measurements. The majority of experi-
ments were executed in mice with mutations in the Cacnala gene which encodes
the poreforming subunit of Ca 2.1 calcium channels. Expression of this gene is par-
ticularly high in the cerebellum and mutations or ablation of this gene can result in
cerebellar ataxia, dystonia and generalized epilepsy. In Chapter 2 we showed that
PC specific deletion of this gene is sufficient to cause cerebellar ataxia and wide-
spread PC degeneration. Interestingly, the ataxic phenotype became apparent well
before any morphological or degenerative changes occurred. This suggests that, in
line with other studies, aberrant PC activity rather than PC atrophy or morphologi-
cal anomalies may play a crucial role in cerebellar ataxia.

Next we investigated potential cerebellar involvement in generalized epilep-
sy using a global Cacnala mutant (tottering) and tested whether manipulation of
either cerebellar nuclei or cerebellar cortex activity could influence seizure occur-
rence. In Chapters 3 and 5 we demonstrate that both CN neurons and PCs show
GSWD related firing pattern modulation. Furthermore, whereas pharmacological
manipulation of CN activity had a pronounced impact on seizure occurrence, stop-
ping action potential firing in a large area of the cerebellar cortex had no impact
on GSWD occurrence. Considering the promising effects of these pharmacological
interventions in the CN, we next described the use of a closed-loop seizure detec-
tion and stimulation system with the aim of disrupting epileptic thalamocortical
activity through optogenetic CN stimulation in Chapters 3 and 4. We showed that
this form of on-demand neurostimulation is highly effective and stopped 75-100%
of the seizures within a few hundred milliseconds. To exclude specificity of these
results for this particular mouse model we confirmed our main outcomes in an
unrelated absence epilepsy mouse model.

In Chapter 6 we discuss potential mechanisms underlying the effects of phar-
macological and optogenetic CN modulation and found that thalamic neurons
indeed showed a change in activity upon CN manipulations. Chapter 7 provided
conclusive remarks and a discussion of the implications of these results and sug-
gestions for future research.

8.2. Samenvatting

Het werk beschreven in dit proefschrift is uitgevoerd om de rol van verschillen-
de cerebellaire modules in ataxie en gegeneraliseerde epilepsie op te helderen,
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gebruikmakend van in vivo electrofysiologie, optogenetica, farmacologische in-
terventies, immunohistologie en gedragsmetingen. De meerderheid van de expe-
rimenten is verricht in muizen met mutaties in het Cacnala gen, dat de porievor-
mende subunit van Ca 2.1 calcium kanalen codeert. De expressie van dit gen is
vooral in het cerebellum hoog en mutaties of ablatie van dit gen kunnen resulteren
in ataxie, dystonie en gegeneraliseerde epilepsie. In Hoofdstuk 2 laten we zien dat
PC specifieke deletie van dit gen voldoende is om ataxie en wijdverspreide PC dege-
neratie te veroorzaken. Interessant is dat de muizen al ataxie vertonen voordat er
morfologische of degeneratieve veranderingen in het cerebellum waarneembaar
werden. Dit suggesteert dat, in lijn met eerder onderzoek, afwijkende PC activiteit
en niet PC atrofie of morfologische afwijkingen een cruciale rol kan spelen in cere-
bellaire ataxie.

Vervolgens hebben we potentiele betrokkenheid van het cerebellum bij gege-
neraliseerde epilepsie onderzocht met behulp van een globale Cacnala mutant (tot-
tering). We hebben getest of manipulatie van activiteit in de cerebellaire kernen of
de cerebellaire cortex epileptische aanvallen kan beinvloeden. In Hoofdstukken 3
en 5 demonstreren we dat neuronen van de cerebellaire kernen en schors een ge-
moduleerd actie potentiaal vuurpatroon vertonen tijdens GSWDs. Bovendien had
farmacologische manipulatie van CN activiteit een grote impact op de hoeveelheid
epileptische aanvallen terwijl het stilleggen van een groot deel van de cerebellaire
cortex geen invloed had op GSWDs. In navolging van deze veelbelovende resultaten
hebben we een closed-loop aanvalsdetectie en stimulatie systeem ontworpen met
als doel het verstoren van epileptische thalamocorticale activiteit via optogene-
tische CN stimulatie. In Hoofdstuk 3 en 4 laten we zien dat deze vorm van neuro-
stimulatie zeer effectief is en dat 75-100% van de aanvallen stoppen binnen een
fractie van een seconde. Om uit te sluiten dat deze uitkomsten specifiek zijn voor
dit muis model hebben we de belangrijkste resultaten bevestigd in een ongerela-
teerd muis model voor absence epilepsie.

In Hoofdstuk 6 bediscussiéren we potentiele mechanismen onderliggend aan
de effecten van farmacologische en optogenetische CN modulatie en vinden dat
thalamische neuronen inderdaad een verandering in activiteit laten zien na CN
manipulaties. Hoofdstuk 7 biedt tenslotte concluderende opmerkingen, implica-
ties van deze resultaten en suggesties voor vervolgonderzoek.
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