











Figure 2

Cellular markers predict the type
of effect orexin A exerts on mIPSC
frequency in the VTA. (A) Left: The
effect of orexin A on mIPSC fre-
quency correlated with the mem-
brane capacitance. Right: Examples
of patched neurons (in pseudo-
blue) with a small and a large re-
corded membrane capacitance. (B)
Left: The correlation between the
effect of orexin A and the size of
the /h. Right: Examples of /n for the
different response types to orexin
A. In response to the /h protocol
(right, top, vertical scale bar indica-
tes 10 mV, horizontal scale bar indi-
cates 0.5 second) neurons in which
orexin A increased mIPSC frequency
typically expressed a large /h (mid),
whereas neurons in which orexin A
decreased or did not affect mIPSCs
showed a relatively smaller /h that
was still at least 100 pA (low). Scale
bars indicate 20 pA and 0.5 second.
(C) An unbiased clustering approach
on membrane capacitance, /h and
medial-lateral position yielded two
separate clusters of VTA dopamine
neurons. In Cluster 1 orexin A re-
duced mIPSC frequency, whereas
in Cluster 2 it increased their fre-
quency (left). In neither cluster did
orexin A affect the amplitude of
the mIPSCs (right).

positioned (r=0.42, p=0.06, Pearson’s R correlation; n=21). No such correlations
were observed for the anatomical position along the anterior-posterior (r=0.10,
p=0.66; Pearson’s R correlation; n=21) or the dorsal-ventral axes (r=0.09, p=0.72;
Pearson’s R correlation; n=21). Finally, the size of the /h was highly related to
the effect of orexin A on mIPSC frequency (r=0.74, p<0.001, Pearson’s R cor-
relation; n=21; Fig. 2B). In neurons with a large /h, orexin A typically increased
mIPSC frequency, whereas in cells with a smaller /h (but still 2 100 pA) orexin A
typically either reduced mIPSC frequency or was ineffective. The /h was not sim-
ply greater due to the cells being larger with a proportional increase in channel
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numbers due to larger surface area. When we assessed /h density, by dividing
the /h magnitude by the membrane capacitance, we observed that this correc-
ted variable was also strongly correlated with the effect of orexin A (r=0.68,
p=0.001, Pearson’s R correlation; n=21).

We determined whether the three variables of /h, membrane capacitance
and medial-lateral position could be used a priori to predict the effect orexin
A would exert on GABAergic input to a particular VTA dopamine neuron. We
performed an unbiased cluster analysis (SPSS 17.0, Chicago, IL, USA; Schwarz’s
Bayesian Criterion), which yielded two separate clusters of cells. Cluster 1 consis-
ted of 11 neurons with relatively low membrane capacitance (20.04 + 1.66 pF),
asmall /h (139.67 = 11.51 pA), and a relatively medial position in the VTA (0.54 +
0.01 mm from the midline). Cluster 2 consisted of 10 neurons with significantly
higher membrane capacitance (30.18 + 1.98 pF, F(1,19)=15.59, p=0.001, One-
Way ANOVA), a large /h (490.85 + 46.11 pA, F(1,19)=59.60, p<0.001, One-Way
ANOVA), and a more lateral position in the VTA (0.72 £ 0.04 mm from the mid-
line, F(1,19)=18.21, p< 0.001, One-Way ANOVA). We assessed the effect of orexin
A on mIPSC frequency in these two clusters and observed a cluster-specific effect
(F(1,19)=14.16, p=0.001, Repeated Measures ANOVA, Drug x Cluster interaction,
Fig. 2D). Specific contrasts showed that in Cluster 1, orexin A reduced the fre-
quency of mIPSCs (F(1,10)=5.02, p<0.05), whereas in Cluster 2 it increased their
frequency (F(1,9)=17.33, p<0.01). A linear regression analysis suggested that the
predictors Membrane capacitance, /h, and medial-lateral position, together ex-
plained 56% of the variance of the effect of orexin A on mIPSC frequency.

Given the subset-specific effects of orexin A on GABAergic input to VTA do-
pamine neurons, we wondered whether similar heterogeneity could be ob-
served at the spike output level of identifiable VTA dopamine neuronal subsets.
Indeed, while orexins are known to excite VTA dopamine neurons, they do not
uniformly do so0?'. We patch clamped a set of VTA neurons with an /n of at least
100 pA and recorded the AP frequency of these neurons during baseline and
in the presence of orexin A (100 nM). We observed that orexin A also produced
a heterogeneous effect on action potential frequency. In some neurons, orexin
A increased the frequency, whereas in others we did not observe a change in
firing (Fig. 3A). We again attempted to use predictive parameters to explain this
variance. It turned out that this set of neurons was overall sampled from more
lateral parts of the VTA (0.82 + 0.03 mm; n=21) than the previous set (0.62 +
0.03 mm; n=13; F(1,33)=20,22, p<0.001, One-Way ANOVA). In this set of neurons
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Orexin A Figure 3
A -_— Orexin A exerts a heterogeneous effect on
VTA dopamine neuron action potential fre-
quency. (A) In response to orexin A, some
neurons increased their firing frequency
(top), whereas others did not (bottom).
orexinA Scale bars indicate 20 mV and 1 minute. (B)
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membrane capacitance) orexin A increased

B firing frequency, whereas it did not in Clus-
% ter 2. (C) These clusters also differed nota-
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rho). We performed the unbi-

ased cluster analysis (SPSS 17.0, Schwarz's Bayesian Criterion) using membrane

capacitance as the sole determinant, which again yielded two clusters of neu-

rons. Cluster 1 consisted of 7 neurons with low membrane capacitance (17.90 +

0.87 pF), while Cluster 2 consisted of 6 neurons with a significantly higher mem-

brane capacitance (30.20 + 2.17 pF, F(1,11)=27.27, p<0.001, One-Way ANOVA).

There was a subset-specific effect of orexin A on AP frequency across clusters

(F(1,11)=4.90, p<0.05, Repeated Measures ANOVA, Drug x Cluster interaction;

Fig. 3B). This interaction reflected that in the population of relatively small cells

(i.e. low membrane capacitance) orexin A significantly increased the AP fre-

quency. Contrarily, there was no such effect in the population of relatively big-
ger cells (i.e. high membrane capacitance).

AP half-width (ms)

Cluster 1 Cluster 2
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Of additional interest was that the APs were considerably more narrow in
Cluster 1 (0.74 = 0.07 ms) than in Cluster 2 (2.38 + 0.59 ms; F(1,11)=7.93, p<0.05;
Fig. 3C). This may at least in part be due to the difference in membrane capaci-
tance, although the overall correlation between AP width and membrane capa-
citance fell short of significance (r=0.51, p=0.08, Pearson’s R correlation; n=13).
We also observed a strong trend towards a difference in membrane resistance
in the two clusters, as cells from Cluster 1 generally had lower membrane re-
sistance (221.00 + 30.37 MQ) than neurons from Cluster 2 (407.50 + 84.91 MQ;
F(1,11)=4.85, p=0.05, data not shown). Overall these findings highlight the exi-
stence of two separate clusters of putative dopamine neurons in the VTA with
differential responses to orexin A.

DISCUSSION

Orexins impinge on the mesolimbic dopamine system and serve an important
role in the goal-directed pursuit of reward?®-2%, Orexins affect VTA dopamine
neurons by direct excitation®'2?, and by increasing their excitatory glutama-
tergic inputs®2%, In this study we present evidence that orexin A also regulates
GABAergic control of VTA dopamine neurons, but in a heterogeneous manner.
We observed that orexin A increased GABAergic inputs to bigger VTA dopamine
neurons, which were typically positioned in more lateral parts of the VTA and
generally also possessed a large /h. In smaller VTA dopamine neurons with a re-
latively smaller In, which were also generally more medially positioned, orexin A
either did not affect GABAergic inputs or decreased them. We further observed
that orexin A generally excited smaller, but not larger VTA dopamine neurons.
Together, these findings suggest that orexin A excites a population of small VTA
dopamine neurons and reduces their GABAergic inhibition. Contrarily, orexin A
does not excite another subpopulation of larger VTA dopamine neurons, and
increases their GABAergic input.

Our findings indicate that orexin A differentially affects VTA subpopulations.
The characteristics of these subgroups are highly reminiscent of ones identi-
fied by a previous report, which identified a medial VTA subpopulation of small
calbindin-expressing dopamine neurons with a small /h, and another lateral VTA
subpopulation of large calbindin-negative dopamine neurons with a large /h?*2.
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Notably, across the two experiments described in our study, only membrane ca-
pacitance adequately accounted for the variance of the orexin A effect in both
the mIPSC and AP experiments. This suggests that neuronal size is an adequate
predictor for the overall effect of orexin A on a dopamine neuron. In line with
this, a previous study reported that intraventricular orexin infusion predomina-
tely raised the amount of Fos-positive small, rather than large, VTA dopamine
neurons. These small neurons were especially present in the caudomedial part
of the VTA, but not exclusively so, as both large and small neurons were found
throughout the VTA?%. This finding could potentially account for why the ef-
fect of orexin A on GABAergic inputs to VTA dopamine neurons correlated well
with the anatomical position and /h, as small cells are simply more abundant in
medial parts of the VTA, where H-currents are also generally smaller?,

VTA subpopulations differ in their projection targets?22%.2%, |n this light it is inte-
resting that orexin A was shown to increase dopamine signaling in the prefrontal
cortex (PFC) and in the nucleus accumbens (NAc) shell, while no changes were ob-
served in the NAc core®43%, Our subgroup of large VTA dopamine neurons in which
orexin A increased GABAergic signals, while not increasing the firing frequency,
may have therefore predominately projected to the NAc core. The other subpo-
pulation of smaller VTA dopamine neurons, in which orexin A did not increase
GABAergic inputs, and increased the firing frequency, may have projected more
to regions such as the PFC and the NAc shell. In support of this notion, an immu-
nohistochemical study observed that neurons projecting to the NAc shell and PFC
are generally smaller than those projecting to the NAc core*®. The distinction in
the effect of orexin on dopamine signaling in the NAc shell and core is noteworthy.
The functional differences between NAc core and shell are still uncertain, but the
NAc shell has been put forward as a region that is especially involved in motivatio-
nal and rewarding aspects of both food and drugs of abuse**3°'. There is evidence
that orexin projections directly target the NAc, but mainly connect with the shell
rather than the core?®. Together, this suggests a circuit in which enhanced activity
of orexin neurons in regions like the lateral hypothalamus elevates orexin levels in
the NAc shell directly, and also raises dopamine levels in the NAc shell via activation
of VTA neuronal subsets. Such convergence of orexin and dopamine would then
not occur in the NAc core. In the NAc shell, the simultaneous administration of
orexin B and dopamine altered the firing frequency at least additively, and possibly
synergistically3®2. However, it remains to be determined how convergent dopamine
sighaling in the NAc shell shapes the effect of orexin on explicit reward behaviors.
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Our findings provide further insights in the mechanism by which the hete-
rogeneous effects of orexin in the VTA can come about. However, the exact
signaling mechanisms utilized by orexin A in the different VTA subpopulations
remain elusive. The effects of orexin A on mIPSC frequency rather than am-
plitude suggest a presynaptic expression of the effect. It is unclear however,
where the induction of the effect takes place. It is possible that the induction
and expression are both presynaptic. For instance, the increase in mIPSC fre-
guency in larger VTA dopamine neurons could occur due to orexin A targeting
orexin receptors located specifically on GABAergic nerve terminals synapsing
on such large neurons. The heightened release of GABA could then occur due
to heightened calcium signaling in the nerve terminal®®. The decrease in mIPSC
frequency in relatively smaller VTA dopamine neurons could also have a presy-
naptic locus of induction. For instance, orexin 2 receptors have been shown to
be able to non-canonically couple to the inhibitory G, instead of G, proteins®*.
Alternatively, the observed effects of orexin A on mIPSC frequency could have
a postsynaptic site of induction. In this case, a secreted retrograde messenger
could translate the postsynaptic induction into presynaptic expression. Among
the candidate retrograde messengers are nitric oxide, arachidonic acid and en-
docannabinoids3®>. The orexin system is known to be associated with all these
systems3%63%_ There is evidence that endocannabinoids and nitric oxide occur in
the VTAS63% Of note is that nitric oxide may especially be prevalent in dopa-
minergic neurons in the medial VTA3%, which could indicate a role in the effects
of orexin A on smaller dopamine neurons, which predominate in this part of
the VTA%®, Further experiments need to address the exact molecular cascades
involved in the differential effects of orexin A in the VTA.

Overall, we have shown that different subpopulations of VTA dopamine neu-
rons respond differently to orexin A. In relatively smaller VTA dopamine neu-
rons, orexin A decreases the GABAergic inputs or left it unaltered, and these
neurons increase their firing frequency. Contrarily, in bigger VTA dopamine
neurons, orexin A increased the GABAergic input, and these neurons did not
fire more. These findings offer important insight in the working mechanisms of
orexin A in the neural circuitry of the reward system.
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1. Context

This thesis emerges against the backdrop of two separate and alarming de-
velopments: (1) The high global prevalence of both obesity and drug addiction:
problems that greatly impact afflicted individuals and society as a whole'23,
(2) The general inefficiency in the therapeutical drug design process, where
many potentially useful pharmaceuticals fail to become clinically applied*'". The
findings in this thesis bear on both of these issues. We identify new activation
mechanisms of known drug targets, and show how this knowledge may be im-
plemented for therapeutic gain.

1.1 Obesity and drug addiction

Obesity and drug addiction - while disparate at the surface - share a lot of
main features. Conceptually, both revolve around the overcommitted pursuit
of transiently pleasurable stimuli that become detrimental when overused. Me-
chanistically, both problems are rooted in the neural circuitry normally dedica-
ted to optimize chances of survival and procreation (i.e. the mesolimbic reward
system)3312, Despite knowing that overconsumption of food or drugs of abuse
is bad, the afflicted individual (i.e. the obese patient or drug addict) is still dri-
ven towards them, exactly because those stimuli so potently hijack the neural
reward system?, with serious health consequences as a result'®>310,

Remedying this situation is no easy fix. Repressive governmental policies ai-
med to reduce the availability of drugs of abuse have often turned out to be
extremely limited in their efficacy at best®'. The onus should therefore per-
haps instead be on the individual (and its brain). Those that have succumbed to
uncontrollable substance abuse and food intake may benefit most from proper
counseling, supplemented with adjunctive pharmaceutical intervention to help
facilitate the choice for a healthier life style3'*3'>, However, it is exactly in the re-
alm of such adjunctive drug therapy that many advances still need to be made.

1.2 The inefficiency of the drug design process

In recent decades the money spent on drug design has increased, while the
output of effective and safe -and therefore useful- therapeutic agents has at
best remained equal. A cause for this may be the inclination of pharmaceutical
companies to preferentially switch to new and speculative drug targets, as op-
posed to refining compounds for known targets®''. There are clear problems
with this approach, as therapeutics that did not make the cut but which could
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have been truly optimized after elaborate refinement, may now be discarded
—together with the target- as a whole.

The cannabinoid 1 receptor (CB1R) ‘antagonist’ rimonabant serves as a stri-
king example in this respect. Given the known involvement of the endocannabi-
noid system in appetite, it was reasonable to assume that interference with this
system would be useful in the treatment of obesity'”. When it became evident
that rimonabant not only reduced food intake and weight, but was also associ-
ated with serious psychiatric problems in a subset of users?*, this spelled the end
of not only rimonabant but likely of CB1R antagonists in general. However, at
the time there were already strong indications that rimonabant was not a very
typical antagonist, but rather an inverse agonist that also suppressed agonist-
independent constitutive activity of CB1Rs, at least in artificial systems'#16.18:19.316,
Given that rimonabant effectively has a dual mode of action: (1) interference
with endocannabinoids signaling at the CB1R, and (2) interference with con-
stitutive agonist-independent CB1R activity, it was unknown how much either
mechanism contributed to the beneficial and the adverse effects. All the more
so since it remained largely unclear whether constitutive CB1R activity was any-
thing more than an artifact encountered in essays remote from physiological
conditions. This kind of information was lacking, but is for obvious reasons vital
to proper drug design, especially if we consider that there are now neutral CB1R
antagonists available that do selectively interfere with just endocannabinoid-
CB1R signaling, leaving CB1R constitutive activity intact?®.

Using rimonabant as an example, we arrive at the conclusion that disconti-
nuing a drug because of its potential safety hazard is evidently necessary, but
abandoning an entire target without an exact understanding of its actual wor-
king mechanisms, can be wasteful. In this thesis we have sought to understand
how some important neuromodulatory targets, namely the cannabinoid, opioid
and the orexin system, regulate the functionality of the mesolimbic dopamine
system. This neural circuit is not only involved in both drug addiction and obe-
sity, but also in potential realms for psychiatric side effects, such as depression
and anxiety?127:128.203,207-209312317  Thjs makes it crucially important that pharma-
ceuticals impinging on this system do so in a manner balanced enough to pre-
vent adverse effects. This in turn requires a precise understanding of how the
targeted neuromodulators regulate this system.
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2. Summary of thesis results

The current thesis is dedicated to describing the effects of the neuromodu-
latory cannabinoid, opioid and orexin systems on the reward network, in parti-
cular in the ventral tegmental area (VTA). These neuromodulators are involved
in both feeding and processing drugs of abuse, and are interesting therapeutic
candidates to combat these afflictions, but many important aspects of the con-
trol they exert in the reward system remain unknown. In this thesis we have
expanded on this knowledge base.

Chapter 2:

We show in an ex vivo slice preparation that a population of CB1Rs in the
VTA and the basolateral amygdala (BLA) are constitutively active in the absence
of endocannabinoids. Aside from determining the physiological occurrence of
this activation mechanism, which was previously unidentified in the reward sys-
tem, we also establish that this has therapeutic implications. CB1R inverse ago-
nists were marketed as weight loss agents, but were discontinued due to side
effects like anxiety and depression. In behavioral experiments we demonstrate
that the beneficial effects of CB1R inverse agonists (reduced food intake and
body weight) stem from interference with endocannabinoids acting at CB1Rs.
Conversely, we provide evidence that the adverse effects of CB1R inverse ago-
nists (anxiety and anhedonia) stem from interference with CB1R constitutive
activity. We make a case that CB1R neutral antagonists will be efficient weight
loss agents devoid of many of the deleterious side effects associated with CB1R
inverse agonists.

Chapter 3:

Having established that constitutive CB1R activity influences synaptic activity
in the reward system, as well as reward behavior (Chapter 2), we now provide
evidence that it also contributes to the activity of VTA dopamine (and non-do-
pamine) neurons. To this end we recorded action potentials in the VTA of freely
moving rats, using stereotactically implanted tetrodes. This in vivo approach is
powerful as it offers the high spatial and temporal resolution of electrophys-
iological measurement, in a fully intact neuronal circuit. We show that CB1R
agonism has differential effects in two identifiable subpopulations of VTA neu-
rons, preferentially exciting putative dopamine neurons and inhibiting puta-
tive non-dopamine neurons. We found that CB1R inverse agonism occurs within
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these subpopulations, while the subpopulations are largely not subjected to
tonic endocannabinoid signaling during such basal conditions. This points to a
role of constitutive CB1R agonist-independent signaling in regulating the firing
frequency of VTA neurons in vivo.

Chapter 4:

Mu opioid receptors (MORs) are functionally closely related to CB1Rs and of-
ten play an important role in similar behavior and physiology. Accordingly, we
demonstrate in this chapter that MORs regulating GABAergic control over VTA
dopamine neurons also exhibit constitutive activity. Strikingly, this activation
mechanism becomes increasingly dominant during a state of morphine with-
drawal. As such, it can partly counteract the withdrawal-induced increase in
GABAergic signaling which is known to be associated with adverse withdrawal
effects. We propose that MOR constitutive activity in the VTA during opioid with-
drawal is a protective adaptive response that should not be abruptly interfered
with, to minimize the detrimental withdrawal symptoms that facilitate relapse
and addiction. This has important implications for the utility of the MOR inverse
agonists that are currently in use for treatment of overdose and addiction.

Chapter 5:

In this final experimental chapter we investigate the role of the orexin system
in the VTA. Orexins are neuropeptides that have been shown to be involved in
both food intake and drug reward. However, evidence suggested that the ef-
fects of orexins may be dependent on specific subsets of VTA neurons. We reveal
an identifiable cluster of VTA dopamine neurons in which orexin A reduces the
inhibitory input and increases the firing frequency. Another identifiable subset
of neurons is not activated by orexin A, and instead is subjected to increased
inhibitory input by this neuropeptide. Based on available literature we argue
that these different subsets have different projection targets in the brain.
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3. Points of interest and limitations

3.1 Constitutive activity: how and why?

A major part of this thesis has been dedicated to showing the physiological
occurrence and behavioral relevance of constitutively active CB1Rs and MORs.
It is therefore relevant to speculate on why there even is constitutive activity of
G protein-coupled receptors (GPCRs). After all, with the mere ‘tools’ of an en-
dogenous agonist and endogenous receptors, it is already possible to exert an
array of effects. For instance, if there is a basal tone of activation of the GPCR
due to a basal tone of the endogenous ligand, it is already possible to bidirec-
tionally modulate this system by either lowering or increasing the levels of the
endogenous ligand, or of the receptor. What use then, does this additional layer
of complexity of constitutive receptor activity provide?

There are a couple of positions that can be taken in regard to this question.
One possibility is that constitutive GPCR activity simply automatically arises as a
by-product of stochastic processes. Specifically, it could be the consequence of
GPCRs continuously altering their conformations; a portion of those conforma-
tions being associated with downstream signaling. With such dynamism of the
receptor population it would be expected that, at any given time, a proportion
of receptors adopt conformations suited for signaling. This fraction of receptors
then makes up the constitutive activity of the population3®.

Another possibility is that, given the multiple active conformations that
GPCRs possess, it is possible that ‘ligand-biased agonism’ occurs. This entails that
different types of agonists for the same receptor have different effects, as they
induce different conformational states of the receptor, and consequently en-
gage a different downstream molecular cascade?'. Extending this idea, it would
be possible that an endogenous GPCR system also implements this kind of flexi-
bility by having its endogenous ligand produce an effect at the GPCR through
downstream pathway X, while its constitutively active form signals through
pathway Y. There is both some evidence against and for this idea. For instance,
in artificial systems a CB1R agonist and inverse agonist were shown to make
use of much of the same molecular cascade'®'®'®. Contrarily, for the G protein-
coupled melanocortin 4 receptor it was shown that the endogenous inverse
agonist agouti-related peptide could also engage a different G protein than
the agonist3?.
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These latter findings highlight two things: that all inverse agonism/consti-
tutive signaling may not be alike, but also that there are endogenous ligands
that may be said to be inverse agonists. Interestingly one has been proposed
for the CB1R: the haemoglobin-derived hemopressin, which is quite similar in
many respects to rimonabant3?'3%, However, it remains to be determined if and
how hemopressin actually plays a role in the regulation of CB1Rs in the brain.
If it does, it would provide a mechanism by which constitutive activity can be
endogenously modulated (although it will also modulate agonist-dependent
signaling). There is also evidence emerging that constitutive activity can be en-
dogenously modulated through other routes. For instance, studies suggest that
cAMP-mediated phosphorylation of MORs can enhance their constitutive activi-
ty?°72%8, \We have also provided indirect evidence in favor of this, as we observed
a strong increase in MOR inverse agonism in the VTA after forskolin-induced
enhancement of the cAMP cascade (Chapter 4). In general, such findings sug-
gest that the extent and role of constitutive activity for GPCRs can be subject to
modulation and are therefore likely tissue and region-specific.

3.1.1 Constitutive activity: limitations and future perspectives

One problem with constitutive activity is that it is difficult to establish through
other means than by inverse agonists (versus neutral antagonists), which makes
it somewhat difficult to corroborate by non-pharmacological means. Also, while
you can pharmacologically suppress constitutive activity, it is less straightforward
to selectively enhance it. Nevertheless, there are methods to address this issue.
The extent of constitutive activity that a GPCR exhibits is related to its structure,
which is why mutations can lead to receptors that are either more, or less, consti-
tutively active3?. It is therefore feasible to over-express a highly or lowly consti-
tutively active form of, for instance, the MOR compared with an over-expressed
standard MOR as a control. Subsequently, the physiological and behavioral ef-
fects of MOR constitutive activity may be investigated via a specific non-pharma-
cological approach. Such experiments would lend additional credence to the fin-
dings obtained with inverse agonists and neutral antagonists. When constitutive
activity is assessed by pharmacological means however, we feel it is an important
control to attempt to block an inverse agonistic effect with the neutral antago-
nist. We have done so for both the CB1R inverse agonistic effect of SR141716A
(which was blocked by the CB1R neutral antagonist NESS0327), and for the MOR
inverse agonistic effect of KC-2-009 (which was blocked by the MOR neutral an-
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tagonist CTOP). By doing this important control, potential alternative explanati-
ons for the inverse agonism, such as off-target effects, are controlled for.

3.2 Extrapolation of these findings

Our experiments have mainly been performed in mice and to a lesser extent in
rats. When extrapolating our findings to humans we do so based on the high de-
gree of similarity between the rodent and human brain in terms of basic neuro-
anatomy and physiology. Moreover, manipulations of neuromodulatory systems
like the cannabinoids have clear effects on behaviors such as food intake across
species 32>3%_Finally, rodents can exhibit addictive behaviors®°2. It therefore stands
to reason that rodent models of reward behavior and its underlying neural circui-
try can be extrapolated to the human situation with reasonable confidence.

3.2.1 Extrapolation of these findings: Limitations and future perspectives

Despite the many similarities at the neuroanatomical and physiological level
of the reward systems across species, rodent models are not a perfect substitute.
This has important implications that should always be borne in mind. For instan-
ce, in Chapter 2 we refer to the potential of the inverse CB1R agonist rimonabant
to induce loss of bodyweight, but also depression in humans?. Investigating
these issues in animals is not free of complications, for different reasons, and
to a varying extent. Bodyweight can obviously be recorded straightforwardly in
humans and rodents alike, but it must be considered that the metabolism speed
is quite different in these species. Therefore, the effects in rodents could easily
manifest itself on a different time scale than in humans. Indeed, we observed
that antagonism at the CB1R rapidly reduced food intake and body weight gain
in rats. A meta-analysis of the effect of rimonabant in humans suggested that
body weight was reduced, but did require committed use over an extended
period of time?*. This illustrates that while the animal model can be valid in
gualitative terms of a behavior, there is no logical necessity to assume predictive
validity for some of the quantitative aspects.

Measuring and extrapolating depression in an animal model is a problem of
an entirely different caliber. Animal models for depression-like behaviors often
revolve around the tendency of reduced pleasure (anhedonia) and drive (avo-
lition). These phenomena are presumed to be at the core of a neuropsychiatric
disorder like depression'*'3¢, and are much more readily accessible in an animal
model than the actual disorder itself. Accordingly, in Chapter 2 we chose to as-
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sess whether the CB1R inverse agonist rimonabant and the neutral antagonist
NESS0327 affected the motivation for a reward. This was done to gain insight in
whether or not these ligands could induce a state of avolition: reduced drive for
something pleasurable. We did indeed find that rimonabant, but not NESS0327,
reduced this drive. Such findings highlight a role for CB1R constitutive activity
in hedonic processing and motivation. From that point of view there is a clearly
delineated route that flows from: Use of rimonabant > Suppression of CB1R
constitutive activity in reward processing regions = Disrupted activity in such
regions - Reduced motivation and drive = Susceptibility for depression. Howe-
ver, it of course remains hard to definitively prove in animal models, in which
only certain features of depression can be modeled rather than the whole com-
plex constellation, that this route and not some other, is why rimonabant use
is indeed associated with depression. If it is, then based on the animal experi-
ments there is good cause to assume that compounds like NESS0327 are an im-
provement. However, this definitely requires more validation in different types
of depression models and over longer periods of treatment.
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4. Conclusions

Overall this thesis has provided new insight in the mechanisms by which the
cannabinoid, opioid and orexin systems regulate neuronal communication in
the reward system. In particular we have shown that the hitherto putative ago-
nist-independent activation mechanism of CB1Rs and MORs does actually occur
in the reward system. We have also shown that interference with this activation
mechanism is associated with detrimental side effects, while it contributes little
to the desired therapeutic effects. Consequently, we make the case for neutral
CB1R and MOR antagonists which leave constitutive signaling intact. Finally, we
have shown that both the neuromodulatory orexin and cannabinoid system can
have very distinct effects on VTA subsets of neurons. We also provide tools to
characterize these subsets a priori. In conclusion, this thesis has expanded the
understanding of how important neuromodulators regulate the brain reward
system, and has outlined strategies to therapeutically utilize these insights.
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OBESITAS EN VERSLAVING

Obesitas en drugsverslaving zijn zeer vaak voorkomende aandoeningen die
een grote impact hebben op het individu en de samenleving als geheel. Opper-
vlakkig gezien zijn deze stoornissen het product van vrijwillige keuzes. Er is ech-
ter steeds meer evidentie dat deze keuzes vaak niet zo vrijwillig zijn en dat de
problematiek in veel gevallen in het brein stoelt. Bepaalde hersensystemen zijn
gespecialiseerd in het herkennen en verkrijgen van ‘beloning’ (bijv. voedsel). Een
dergelijk beloningssysteem is heel praktisch onder de - historisch gezien frequen-
te - omstandigheid van voedselschaarste. De schaduwzijde ervan komt echter aan
het licht in een welvarende samenleving, waar calorierijk voedsel en recreatieve
drugs overal verkrijgbaar zijn. Zo ontstaat er een ongelukkige combinatie van
een op beloning gefocust brein en een overvlioed aan beschikbare beloningen
die schadelijk zijn bij overgebruik. Niet iedereen is in staat om in dergelijke om-
standigheden goed maat te houden. Waarom de één dit wel kan en de ander
niet, ligt waarschijnlijk voor een groot deel aan verschillen tussen mensen qua ge-
voeligheid van dat beloningssysteem en de controlerende mechanismes ervan.

In het traject om mensen die met obesitas- en verslavingsproblematiek kam-
pen te helpen, moet vaak voorkomen worden dat mensen terugvallen in hun
oude gedrag van overconsumptie. Tijdelijke successen zijn goed haalbaar, maar
vooral het volhouden van zo een regime is lastig. Vanuit therapeutisch perspec-
tief is het daarom ook vooral zaak om aan dat aspect iets te doen. Er zijn sterke
indicaties dat patiénten het meest gebaat zijn bij een levensstijlverandering,
met farmacologische ondersteuning om de nieuwe levensstijl te vergemakkelij-
ken en in stand te houden. Juist op dit terrein van ondersteunende medicatie is
er echter nog een wereld te winnen, omdat de beschikbare middelen vaak zelf
ook problemen opleveren die de bruikbaarheid ervan beperken. Hierbij valt te
denken aan bijwerkingen variérend van fysieke ontwenningsverschijnselen tot
zelfs neuropsychiatrische problemen als angst en depressie.

Dit proefschrift heeft als aanname dat veel van de problematiek van derge-
lijke farmaca te wijten is aan het gebrek aan inzicht in hoe ze precies werken in
het brein, bijvoorbeeld in het beloningssysteem. In dat geval is het ontwikkelen
van betere farmaca zeer gebaat bij een vergroot inzicht in hoe het belonings-
systeem gereguleerd wordt, en op welke wijze dergelijke medicatie hierop aan-
grijpt. Dit proefschrift richt zich met name op de regulatie van het beloningssy-
steem door drie belangrijke modulatoren: cannabinoiden, opiaten en orexines.
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EEN NADERE KIJK OP HET BELONINGSSYSTEEM

Een belangrijk neuraal circuit betrokken bij beloningsverwerking is het meso-
limbisch dopamine systeem. Een cruciale nucleus in dit netwerk is het ventrale teg-
mentum (VTA), waar dopamine neuronen de motivatie voor (en verwerking van)
beloning coderen. Deze neuronen projecteren naar verschillende gebieden, waar-
onder de nucleus accumbens en de prefrontale cortex. Dergelijke gebieden en
connecties vormen het hart van het mesolimbisch dopamine beloningssysteem.

Neuromodulatoren reguleren bovenstaand circuit en hebben daarom een
grote invloed op beloningsverwerking. Van deze endogene systemen, waaron-
der cannabinoiden, opiaten en orexines vallen, is bekend dat ze onder andere
een grote invloed uitoefenen op de inhiberende GABAerge en/of op de exci-
tatoire glutamaterge inputs die de dopamine neuronen ontvangen. Op deze
wijze beinvloeden ze de activiteit van de dopamine neuronen zelf. Van de can-
nabinoide 1 (CB1R) en mu opiaat receptor (MOR) is bekend dat ze zich onder
andere op de presynaptische uiteinden van axonen bevinden die synaptische
contacten maken met de dopamine neuronen. Vooral de lokalisering van deze
receptoren op inhiberende GABAerge projecties wordt geacht een grote rol te
spelen in de directe excitatie van dopamine neuronen, omdat de (endogene)
cannabinoiden en opiaten die op deze receptoren aangrijpen, deze inhiberen-
de inputs onderdrukken (disinhibitie). Ondanks dergelijke inzichten, is er nog
veel onbekend over hoe CB1Rs en MORs effect sorteren.

BEVINDINGEN VAN HET PROEFSCHRIFT:

Wanneer CB1Rs en MORs tot expressie worden gebracht in artificiéle celsy-
stemen, zijn ze ten dele spontaan actief. Deze constitutieve activiteit kan men
onderscheiden van de meer standaard wijze van receptor-activatie die gemedi-
eerd wordt door een agonist (een cannabinoid respectievelijk een opiaat) die
aan de receptor bindt. Er is echter weinig bekend over de rol van dergelijke
constitutieve receptor-activiteit in het brein, zeker niet specifiek in het meso-
limbisch dopamine systeem. In hoofdstuk 2 laten we zien dat CB1Rs die geloka-
liseerd zijn op GABAerge projecties naar VTA dopamine neuronen, inderdaad
constitutief actief zijn. Om dit aan te tonen zijn elektrofysiologische metingen
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verricht in de VTA van hersenplakken van de muis. Vervolgens zijn de effecten
bepaald van verschillende farmacologische klassen van CB1R liganden op de GA-
BAerge inputs naar VTA dopamine neuronen. Onder andere is gekeken naar de
effecten van CB1R inverse agonisten en neutrale antagonisten. Dit zijn beide
antagonisten die voorkomen dat CB1Rs geactiveerd worden door (endogene)
agonisten. Daarentegen is bekend dat deze antagonisten verschillende effecten
hebben op CB1R constitutieve activiteit; inverse agonisten onderdrukken die,
terwijl neutrale antagonisten hem intact laten. Constitutieve CB1R activiteit kan
dus onthuld worden door de effecten van CB1R neutrale antagonisten en in-
verse agonisten te contrasteren. Via een dergelijke benadering tonen wij aan,
dat constitutief actieve CB1Rs de GABAerge signalen naar dopamine neuronen
reguleren. Dat dit ook daadwerkelijk leidt tot veranderingen in de excitatie van
dergelijke neuronen tonen wij aan in hoofdstuk 3. Hier beschrijven we elektrofy-
siologische metingen die verricht zijn in vrij-bewegende ratten, om aan te tonen
dat er ook in een intact brein evidentie is voor CB1R invers agonisme in de VTA.

Tevens laten we zien dat constitutieve CB1R activiteit een belangrijke rol
speelt in angstgedrag en de motivatie voor beloning in gedragsmatige tests
(hoofdstuk 2). Dit blijkt uit de observatie dat een CB1R inverse agonist ook daar
een kwalitatief ander effect heeft (hij bevordert angst en verlaagt motivatie
voor beloning) dan een neutrale antagonist (geen effecten op die factoren).
Opmerkelijk is dat CB1R constitutieve activiteit geen belangrijke rol lijkt te spe-
len in voedselinname en gewichtsregulatie. Een CB1R neutrale antagonist en
een inverse agonist zijn namelijk even goed in staat om voedselinname te ver-
minderen, met corresponderende effecten op gewicht.

De CB1Rs en MORs zijn functioneel gezien nauw verwante receptoren.
Te verwachten valt daarom, dat MOR constitutieve activiteit ook fysiologische
relevantie kan hebben. In hoofdstuk 4 tonen we inderdaad aan dat een ver-
gelijkbaar principe van constitutieve activiteit opgaat voor MORs. Ook deze
receptoren reguleren GABAerge inputs op VTA dopamine neuronen. Niet al-
leen laten we zien dat dergelijke MORs tot op zekere hoogte constitutief actief
zijn, maar ook tonen we aan dat deze constitutieve activiteit is toegenomen
in een periode na morfinegebruik. Dergelijke verhoogde basale MOR activi-
teit, die ook wordt waargenomen na verhoging van de cAMP-cascade, fungeert
waarschijnlijk als een compensatoir mechanisme. Tijdens morfine abstinentie
(na gebruik) treedt namelijk een verhoging op van de GABAerge inhibitie van
VTA dopamine neuronen, die geassocieerd is met afkickverschijnselen. De ver-
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hoogde MOR constitutieve activiteit bevordert onderdrukking van dergelijke
inputs, wat als (onvolledig) tegenwicht kan dienen voor deze aversieve staat.

Een derde relevante neuromodulator is het orexin-systeem. Deze neuropep-
tiden grijpen ook aan op het mesolimbisch dopamine netwerk, maar in hoofd-
stuk 5 demonstreren we dat ze dit op een zeer selectieve wijze doen. Slechts
een subset van VTA dopamine neuronen - herkenbaar aan onder andere hun re-
latief klein oppervlak - wordt namelijk geéxciteerd door orexin A. Dit in tegen-
stelling tot een andere subgroep van grotere VTA dopamine neuronen, waarbij
orexin A zelfs de GABAerge inhibitie vergroot. Deze bevindingen impliceren
dat neuromodulatoren heel specifieke effecten kunnen sorteren binnen subpo-
pulaties van het mesolimbisch dopamine beloningssysteem, en dat dit netwerk
niet als een homogeen blok beschouwd moet worden.

THERAPEUTISCHE IMPLICATIES VAN DIT PROEFSCHRIFT

De bevindingen van dit proefschrift zijn niet slechts fysiologisch van belang,
maar hebben ook therapeutische relevantie. Gezien de rol van het endogene
cannabinoide systeem in voedselinname, werd het anti-obesitas middel rimona-
bant — een CB1R ‘antagonist’ — ontwikkeld. Ondanks dat gebruikers van rimo-
nabant gewicht verloren, werd het middel toch gediscontinueerd vanwege de
ernstige bijwerkingen die het teweegbracht in een subset gebruikers. Vooral
de gevoelens van angst en depressie waar rimonabant mee werd geassocieerd,
waren aanleiding om niet alleen dit middel stop te zetten, maar om ook de
therapeutische bruikbaarheid van CB1R antagonisme sterk in twijfel te trekken.
Dit proefschrift is relevant in het licht van deze ontwikkelingen, omdat het laat
zien dat rimonabant niet als een doorsnee CB1R antagonist fungeert in het
brein, maar als een inverse agonist die aanwezige constitutieve activiteit onder-
drukt (hoofdstuk 2 & 3). CB1R inverse agonisten hebben derhalve daadwerkelijk
een dubbele werking (in het brein):

(1) Ze blokkeren activatie van de CB1R die gemedieerd wordt door de en-

dogene agonisten (de endocannabinoiden);

(2) Ze interfereren met de constitutieve CB1R activiteit die optreedt in ab-

sentie van agonisten.
Nu in dit proefschrift wordt aangetoond dat beide activatiemechanismes rele-
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vant zijn in het brein, wordt het zaak om te achterhalen in welke mate de goe-
de en slechte eigenschappen van rimobanant moeten worden toegeschreven
aan interferentie met de twee afzonderlijke mechanismes. In dit proefschrift
worden al stappen gezet in die richting. We demonstreren in diermodellen dat
de neutrale CB1R antagonist NESS0327, die wel interfereert met endocannabi-
noid- maar niet met constitutief-gemedieerde activiteit, voedselinname en ge-
wichtstoename net zo vermindert als rimonabant dat doet. Daarentegen pro-
duceert de neutrale antagonist niet de effecten van angst en anhedonie (verlies
van plezier/motivatie: een cruciaal kenmerk van depressie) die de inverse ago-
nist rimonabant wel produceert (hoofdstuk 2). Gezamenlijk suggereren deze
bevindingen dat CB1R constitutieve activiteit dan wel niet een grote rol speelt
in processen die betrekking hebben op voedselinname en gewichtsregulatie,
maar des te meer in de regulatie van emoties en motivatie. De implicatie hier-
van is dat CB1R neutrale antagonisten, in potentie, veiligere stoffen zijn voor de
bestrijding van obesitas dan het gediscontinueerde middel rimonabant en CB1R
inverse agonisten in het algemeen.

Ook de constitutieve activiteit van de MORs die we aantonen in het mesolim-
bisch dopamine systeem, is van therapeutisch belang (hoofdstuk 4). Zeker gezien
het feit dat MOR antagonisten gebruikt worden als medicatie voor verslaving,
en ook worden ingezet in de bestrijding van opiaten-overdosering. We tonen
aan dat de constitutieve activiteit van MORs in het mesolimbisch dopamine sy-
steem alleen maar toeneemt nadat het brein eenmaal is blootgesteld aan opia-
ten. Tevens identificeren we die toename als een mechanisme dat waarschijnlijk
afkickverschijnselen deels voorkomt. Momenteel zijn de MOR ‘antagonisten’ na-
loxone en naltrexone in gebruik voor de behandeling van opiaten-overdosering
en drugsverslaving. Dit zijn beide stoffen waarvoor indicaties bestaan dat ze in-
vers agonistische effecten hebben, vooral in situaties waar MORs eerder aan opi-
aten zijn blootgesteld. Gezien onze bevindingen kan dus worden verondersteld
dat naltrexone en naloxone ook de beschermende compensatoire verhoging van
MOR constitutieve activiteit tenietdoen, met mogelijk onnodige bijwerkingen
tot gevolg. Derhalve is het aan te raden om bij voorkeur neutrale MOR antago-
nisten in te zetten in de bestrijding van opiaten-overdosering en drugsverslaving.
Deze stoffen zijn net zo goed in staat te interfereren met opiaten die via de MOR
werkzaam zijn: het therapeutisch beoogde werkingsmechanisme. Daarentegen
zijn er nu goede indicaties, dat de neutrale antagonisten minder bijwerkingen
zullen hebben dan de huidige middelen met MOR invers agonistisch potentieel.
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Er zijn heel veel mensen die belangrijk zijn geweest in de afgelopen periode.
Om die waardering goed tot uiting te brengen zijn ‘pen en papier’ waarschijnlijk
niet voldoende, maar ik zal een poging wagen:

Geert. [k weet nog dat je een interessant college over synaptische plasticiteit gaf
tijdens de master. Alsof er op fast-forward gedrukt is zijn we nu zo'n 7 jaar en, als
mijn back-of-the-envelope berekening een beetje klopt, ~10.000 glaspipetten
verder. Ik heb erg veel van je geleerd in die periode en het is niet overdreven om
te zeggen dat je een heel grote impact op me hebt gehad op wetenschappelijk
gebied. Daarmee doel ik zowel op het inhoudelijke aspect, als op je nuchtere
benadering ervan.

Je groep is door de jaren heen natuurlijk vaak van samenstelling veranderd.
De grote constanten waren (academische) vrijheid, een uitstekende werksfeer
en een uitdagende omgeving, en je rol daarin was voor mij cruciaal. Je bent
iemand die me altijd ontzettend heeft weten te motiveren voor de wetenschap,
en ik kan me niet herinneren dat ik ooit, zelfs na een mindere dag, ooit met iets
anders dan frisse moed weer naar het lab ben gekomen. Kortom, onze lange
samenwerking is me altijd bijzonder goed bevallen, en die zal ik zeker missen.

Roger. Ook van jou heb ik heel veel meegekregen. Je bent iemand die heel
sterk is in stappen-vooruit-denken, en je hebt veel gedaan om me wereldwijs te
maken wat betreft de veelvoudige aspecten van een carriére in de wetenschap.
Daar ben ik je erg dankbaar voor.

Los daarvan heb ik veel bewondering voor de wijze waarop je parate kennis
voor zeer uiteenlopende projecten binnen je groep hebt, en hoe je altijd met
een scherpe kritische blik naar de voortgang van de projecten hebt gekeken.
Je adviezen gaven vaak blijk van een hele sterke wetenschappelijke intuitie, en
zijn vaak van groot belang geweest bij het doen van de juiste experimenten.
Je optimistische inslag en doelgerichtheid zijn een belangrijke drijfveer geweest,
en ik ben heel blij dat ik die gedurende de afgelopen periode van zo nabij heb
meegemaakt.

144 | Addendum

‘ ‘ ORDER_FRANKMEYE_THESIS.indd 144 @ 22-08-2012 23:15:30‘ ‘



Esther. We hebben elkaar goed leren kennen in de lange tijd dat we een ka-
mer deelden op het werk, en natuurlijk op de borrels, filmavonden etc. Ik kan
met zekerheid zeggen dat je een zeer veelzijdig persoon bent. Als onderzoeker
ben je heel secuur, en bovendien iemand die aanstekelijk veel plezier kan ha-
len uit excelmacro’s en kleurcoderingen. Als interieurdesigner ben je, laten we
het ‘experimenteel’ noemen, gezien alle waanzinnige objecten die je met grote
regelmaat op mijn muur plakte, en je herschepping van ventilatoren en beeld-
schermen in aluminiumfolie. Ik ben blij dat de profeet in je, je minst-ontwikkelde
aspect is. Je hebt me ooit eens verteld dat je bij onze eerste ontmoeting dacht
dat je waarschijnlijk ‘weinig last’ van me zou krijgen. Als het goed is treed je kort
na het printen van dit boek op als een van mijn paranimfen, met alle bijbeho-
rende lasten ;).

“Aha, jij bent dus Bart”. Dat was ergens op een afdelingsborrel toen jij als stu-
dent ongeveer aan de master begon en ik net met mijn PhD startte, toen ik ook
nog geen idee had dat er zoveel adembenemende hacky-sack, Jianzi en tafel-
voetbalsessies in het verschiet lagen. Ik heb er in ieder geval erg van genoten, en
los daarvan ben je in die lange tijd dat we samen hebben gewerkt iemand waar
ik ook veel bewondering voor heb gehad. Er lijkt bijna geen labtechniek te zijn
die je niet al in de vingers hebt, verder bouw je met plezier je eigen versterkers
voor metingen (uhmm, werkt ie al?), en het allerbelangrijkst: je rendang en saté
zijn werkelijk voortreffelijk.

Ray en Lars. Ik denk dat het voor onze afdeling een aderlating was toen jullie er
niet meer werkten, en ik vond het persoonlijk erg jammer. Jullie waren natuur-
lijk niet alleen qua inhoudelijke kennis en technische beheersing heel belang-
rijk voor velen, maar ook op sociaal vlak eigenlijk compleet onmisbaar. Ik heb
zelf het geluk gehad dat ik jullie tot goede vrienden kon rekenen, en dat dat
ook in stand bleef nadat we niet langer dezelfde werkvloer deelden. Cruciaal
hierin waren natuurlijk ook al die gamesavonden (hier wil ik natuurlijk ook even
Alwin en Edwin noemen als belangrijke schakels), borrels, bowlingevenemen-
ten, Wii-tennis-sessies enz, die gelukkig gewoon doorgingen. Het waren altijd
zeer welkome afleidingen, en ze hebben in hoge mate bijgedragen aan het ple-
zier dat ik tijdens het promotieonderzoek heb gehad.
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Edwin. Samen hebben we ontelbare uren doorgebracht in het lab, en hebben we
het ganse aanbod van De Brink in vele cycli voorbij zien komen. Ergens tussen de
vis met broccoli en de kip met nasi heb ik je uiteindelijk goed leren kennen. Zelfs
naar Groningse maatstaven ben je denk ik onverstoorbaar te noemen. Ik heb
je in ieder geval nooit ergens door uit het veld zien laten slaan. Zelfs de opeen-
volgende Ajax-kampioenschappen lijken je geen permanente schade te hebben
toegebracht. Op een gegeven moment hebben we je op het lab omgedoopt tot
‘Biggie-pedia’: een treffende karakterisatie van je formaat en je encyclopedische
kennis van vrij willekeurige onderwerpen. Die lijn doortrekkend, kan ik zeggen
dat ik ook heb genoten van de ‘Biggie-media’, zoals wanneer je ons bijvoorbeeld
uitnodigde voor een sessie van je muziekvereniging, en je verhalen over Friese
misstanden. Veel succes en ik geloof vast dat je je droompositie in Groningen
uiteindelijk zult weten te vinden.

Anup. I've enjoyed your stay at the RMI a lot. One reason being that you're a
skilled electrophysiologist who doesn’t take dogmas for granted and is never
happy until he knows exactly what'’s going on in the experiment. Your urge to
theorize has also led to a lot of nice discussions. It's a pity that your ‘main goal’
to automatize patch clamping to the extent that it can be done at home with a
webcam and a mouse hasn't been fulfilled yet, but if anyone can do it... How-
ever, the main reason | liked your stay at the RMI is that we quickly became
good friends and had a lot of fun together, both inside and outside of the lab
(Norwegian fjords come to mind for instance). | don’t think I've ever met anyone
who simultaneously had as many hobbies as you did. At one point it seemed
you were roller-skating, skateboarding, surfing, diving, swimming and playing
guitar. | think you then casually informed me and Edwin during dinner that you
were seriously considering underwater hockey...

Anyway, it's been a great ride and I'm sure I'll be seeing much more of both you

and Edwin (even beyond your pending visit to Paris).

Myrte. We hebben een flinke tijd ongeveer parallelle paden bewandeld. Gezien
je duracell-hardloop-skills is het ongelooflijk dat ik, zelfs metaforisch, ongeveer
gelijke tred hield. Ik was er in ieder geval erg blij mee dat je in dezelfde groep je
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PhD ging doen als ik. Dat betekende namelijk dat ik vaak alleen maar even opzij
hoefde te kijken om te zien hoe iemand een bepaald probleem kundig aanpakte
of een obstakel gracieus omzeilde. Los daarvan ben je ook een erg spontaan en
aangenaam persoon waar volgens mij iedereen op het RMI, en zeker ook ik, het
altijd erg goed mee heeft kunnen vinden. Heel veel plezier in Oxford. Na de ‘for-
mal dinner’ ervaring die we ooit in Cambridge hebben gehad zul je er volkomen
klaar voor zijn. Het wordt een gegarandeerd succes.

Ook Antoin en ik gaan natuurlijk ver terug. Een bepaalde favoriete wetenschap-
per van me karakteriseerde zichzelf ooit een keer bescheiden als: ‘a man whose
tastes far exceed his skills’. Bij jou heb ik echter altijd het gevoel gehad dat je niet
alleen brede (academische) ‘tastes’ hebt, maar ook nog eens de nodige ‘skills’ om
er wat aan te doen. Dat is een gouden combinatie natuurlijk, en ik ben ook heel
benieuwd naar de ervaringen die ook jij in Oxford gaat opdoen.

Koushik. Your presence at the RMI was most akin to a whirlwind. Activities and
stories seemed to shadow you closely, and it was, and still is, always enormous
fun to hang out together. Aside from that, you're a great scientist (yes I'm using
the word on purpose to irk you a bit), whose approach to science | find inspi-
rational. You seem to be even happier mixing herbs than reagents though, and
we've certainly had some of our most glorious moments preparing tender oven-
cooked fish. Since you're so much of a world-citizen, | can’t be sure where we'll
meet again, I'm just sure that we will.

Geoffrey. Waarschijnlijk vind je elk woord dat ik hier over je schrijf er één teveel.
Dus bij voorbaat excuus, maar je zult er toch even aan moeten geloven. Ik kende
je natuurlijk al langer, als een ‘zeer gewaardeerde collega die op dezelfde golf-
lengte zat wat een heleboel zaken betrof’. Maar vooral in die relatief recente
maanden waarin we tot elkaar ‘veroordeeld’ waren voor de in vivo metingen
heb ik je nog wat van dichterbij meegemaakt. Dit was volledig tot mijn plezier.
Ik heb gemerkt dat je een vraag stellen kan leiden tot uiterst informatieve en/
of de meest droogkomische antwoorden. lk hoop dat je boekenkast nog een
groenig boek kon gebruiken...
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Susan & Fransesca. I've greatly enjoyed sharing the office with all of you.
We always had a very nice atmosphere and I'll definitely miss that. Margriet,
verbaal sparringsspartner par excellence, ook jou zal ik erg missen. We hielden
elkaar aardig scherp, dus mijn medeleven alvast aan je nieuwe slijpsteen.

Ralph. De 3 GPCR schakel. Het was altijd fijn om met je over de experimenten e.d.
te praten. Het is jammer dat onze projecten niet nog wat meer naar elkaar zijn
toegegroeid. Het had me leuk geleken om nog wat nauwer samen te werken.

Viviana. It was a great joy to collaborate with you. Aside from your high
efficiency, you're also a very pleasant person to work with and talk to.

Natasha / Angela / Henk / Marloes. When Geert told me our lab’s ‘critical mass’
was going to more than double, | couldn’t have wished for nicer people to join.
Ewoud / Arjen / Jesse / Jules / Eneda / Marek / Petra / Anne / Ela. I've greatly
enjoyed all the discussions and drinks we've had throughout the years. Leo, Henk
S. & Hugo: zonder jullie was er natuurlijk weinig van de RMI-sfeer over.

I've also had the great fortune to work together with some very talented stu-
dents. Loek / Eljo / Ruud & Granville. Without exception, it was a great expe-
rience to work with all of you. I've certainly learned a lot from it, and you've all
played pivotal roles in the progress of the thesis in many ways. | also had a lot of
fun during our collaborations, and I'll follow your own developments with great
interest. Thanks for everything!

Ik wil ook Jan, Wout, Mark, Marjolein, Roger K., Ria, Vicki, Sandra & Krista be-
danken. Jullie zijn altijd enorm hulpvaardig geweest bij van alles en nog wat.
Verder mogen ook zeker Keith, Maike, Rea, Rahul & Han niet onvermeld blij-
ven. Ik noem ook vooral Mieneke die me geholpen heeft bij de gedragsexperi-
menten, en natuurlijk cruciaal was voor de in vivo electrofysiologie.
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Louk. Ook jij erg bedankt voor je waardevolle input en adviezen. Verder ook
zeker dank aan Marten, Martien, Pierre, Jeroen, Peter & Marian.

Ook wil ik Top Instituut Pharma bedanken, met in het bijzonder het GPCR Forum
natuurlijk. Los van het feit dat dit samenwerkingsverbond de financiering van
het project mogelijk maakte, is het ook een collaboratie gebleken waar ik veel
van heb geleerd. De bijeenkomsten waren altijd nuttig, informatief en strak ge-
regeld, daar dank ik ook in het bijzonder Margot en Ad voor. Danny, jij ook erg
bedankt voor je hulp tijdens onze korte samenwerking.

Ook dank ik de leescommissie, bestaande uit Prof. dr. Mansvelder, Prof. dr. Ramsey,
Prof. dr. Kenemans & Prof. dr. Hoogenraad.

Heel veel dank aan Amy voor al haar snelle en professionele werk bij de lay-out
van het boek en het maken van de cover. Ik ben net zo blij met het resultaat als
met het feit dat ik het niet zelf met mijn eigen beperkte grafische vaardigheden
hoefde te doen. Ik heb de samenwerking als zeer prettig ervaren en kan en zal
je aan iedereen aanraden..

Werken op een lab heeft vele leuke kanten, maar een minder aspect is dat het
een komen-en-gaan van mensen is, waar groet en afscheid elkaar vaak te rap
opvolgen. Zeker in dat licht, zijn bepaalde vriendschappen/relaties voor mij des
te specialer. In dit kader noem ik dan ook Mario, Daan, Harald en Wilco. We ken-
nen elkaar al erg lang, en het was voor mij in ieder geval heel waardevol dat we
elkaar met regelmaat zagen en spraken. lk vind het ook daarom erg leuk dat
een van jullie, Wilco, als mijn andere paranimf zal optreden. Ook noem ik verder
zeker Lucien en Petra, het was erg leuk om jullie met regelmaat weer te zien.
Lucien, het wordt leuk puzzelen nu. Ik kijk ernaar uit.

Tot slot dank ik mijn ouders. Jullie onvoorwaardelijke steun en interesse is me
heel veel waard geweest. Ik heb me altijd heel vrij gevoeld, en verder heb ik
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heel veel gehad aan jullie eigen positieve en nuchtere instelling. Ook is het niet
onbelangrijk dat jullie goed konden aanvoelen of het even wél of niet een goed
moment was om naar de vorderingen te informeren. Jullie ongedwongen liefde-
volle houding op de achtergrond heeft bij mij veel inspiratie en kwaliteiten naar
de voorgrond gebracht. Het heeft daarom, in hoge mate, belangrijke bijdragen
aan het proefschrift geleverd. Bedankt!
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