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Appendices

Summary
In this thesis we investigate and discuss the role of the suprachiasmatic nucleus (SCN)
as part of a circadian network, integrating peripheral feedback in order to effectively

regulate day-night fluctuations in the physiological functions of the body.

The earth revolves around the sun, bringing us seasons, while it rotates on its axis once
every 24 hours giving all organisms on earth exposure to alternating cycles of light and
darkness and environmental changes. In mammals, a central autonomous pacemaker,
located in the hypothalamic suprachiasmatic nucleus (SCN), drives rhythmic behavioral,
neuroendocrine and autonomic output, providing a daily organization of physiology. The
endogenous nature of the neuronal activity generated in the SCN ensures that behavioral
and physiological rhythms are maintained even in constant dark conditions (DD). The SCN
is located above the optic chiasm (i.e., suprachiasmatic) through which it receives photic
(light) information, which synchronizes the ~24-hour (i.e., circadian) rhythm generated by
the molecular SCN clock to the exact 24-hour of the environment. This circadian timing
mechanism allows organisms to anticipate day-night changes in the environment, best
preparing the physiology for upcoming challenges.

In chapter one we introduce the molecular organization of SCN activity and explain how
clock genes, found in almost all cell types in brain and body, are involved in maintaining the
autonomous rhythm of the SCN and the rhythmicity of our organs. SCN neurotransmitters
are essential in coordinating this rhythmicity among different cells within the SCN but
also to relay circadian cues to different nuclei in the hypothalamus, and thus to the
brain and periphery (the body). We discuss numerous conducted experiments illustrating
the importance of the SCN in organizing circadian rhythmicity in organisms and the
importance of the SCN as an integrator of peripheral feedback essential for regulating
and adapting the daily oscillations in physiology. Furthermore, light is not the sole input
or only synchronizer of the SCN as it also receives feedback from hormones, other brain
nuclei and behavioral activity amongst others. In this thesis we investigated the possibility
whether the SCN could be part of a large network of oscillators all functioning within a

series of feedback loops maintaining the organism in synchrony with its environment.

In chapter two we investigated how the SCN is incorporated in such a neuronal feedback
circuit arising from the nucleus tractus solitarius (NTS), modulating cardiovascular
reactivity. The NTS is known to be the medullar integration center of visceral information
including blood pressure (BP). We provide evidence of the importance of the SCN as an
integration site in physiological circuits regulating BP. In Wistar rats we showed that the SCN
receives cardiovascular feedback via the NTS. Glutamate is one of the neurotransmitters

involved in the NTS-SCN neural pathway, with projections terminating in the ventrolateral
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part of the SCN, where light information also enters the SCN. We demonstrated, using the
immediate early gene c-Fos as an activity marker, that the activity of the SCN is changed
directly following blood pressure changes in the periphery. This provided evidence for a
direct neuronal feedback pathway from the NTS to the SCN, transmitting blood pressure
information. We also showed that there is an active involvement of the SCN in short-term
blood pressure regulation. As such, we provided evidence that the SCN is incorporated in

a neuronal feedback circuit arising from the NTS, modulating cardiovascular reactivity.

In chapter three, we investigated blood pressure regulation under the influence of
antipsychotic drugs that induce broad cardiometabolic side effects. Second-generation
antipsychotics (SGA) are associated with adverse cardiometabolic side effects contributing
to premature mortality in patients and non-compliance. While mechanisms mediating
these cardiometabolic side effects remain poorly understood, three independent studies
recently demonstrated that melatonin was protective against cardio-metabolic risk in
SGA-treated patients. We showed Olanzapine induces c-Fos immunoreactivity in the SCN
with consecutive activation of the paraventricular nucleus (PVN) and dorsal motor nucleus
of the vagus (DMV), indicating a potent induction of parasympathetic tone. Through
cholera toxin B subunit (CtB) tracing we proved the existence of an SCN-parasympathetic
neuronal pathway further illustrated by demonstrating a direct olanzapine-induced
decrease in blood pressure and heart rate. Bilateral lesions of the SCN prevented the
effects of olanzapine on parasympathetic activity. Likewise, melatonin abolished this
olanzapine-induced SCN-parasympathetic pathway activation as well as its cardiovascular
effects while brain areas associated with the beneficial effects of olanzapine, including
the striatum, ventral tegmental area, and nucleus accumbens, remained activated. This
is important as increased parasympathetic activity induced by olanzapine favors the
appearance of cardiometabolic adverse effects like obesity, as well as lipid, insulin and
glucose disturbances. In conclusion these results demonstrated the SCN is a key nucleus
mediating the early side effects of olanzapine on cardiovascular function and showed
melatonin has an opposing and potentially protective effect in olanzapine use.

Chapter two and three therefore illustrate that in addition to receiving information on
BP excursions through its direct connections with the NTS, the SCN is also able to modify
BP changes, altering its output dependent on the peripheral feedback it receives; as we

showed e.g. by melatonin.

From cardiovascular regulation we shifted our focus to the importance of metabolic
feedback. Seeing the influence of cardiometabolic changes on the SCN and considering
early reports that metabolic changes influence neuropeptide Y (NPY) concentrations in
the SCN we investigated the intergeniculate leaflet (IGL) which is classically known as
the area of the thalamic lateral geniculate complex providing the SCN with non-photic
information via its NPY innervation. In chapter four we therefore investigated whether
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this non-photic input might also be related to the metabolic state of the animal. Using
male Wistar rats in different metabolic states (refed, fasted, ad libitum), including a fasted
monosodium glutamate-arcuate-lesioned and an IGL lesioned group we showed that it is
the IGL, and not the ARC, that is at the origin of most NPY projections to the SCN and that
the IGL responds to metabolic conditions. Fasting induces important changes in the NPY
expression in the IGL, coinciding with similar changes of NPY/gamma-aminobutyric acid
(GABA) projections of the IGL to the SCN. Consequently we demonstrated the SCN does
not depend exclusively on the ARC or NTS to obtain information about the metabolic
status of the body, but that the IGL can also transmit metabolic information that it
receives from NTS and the Nucleus Gracilis. This integration of metabolic information in
the SCN may serve to adapt its output to the periphery in order to regulate the physiology
not only according to the day-night cycle but also to the energy status of the body.

Further investigating metabolic feedback to the SCN and the position of the SCN
in the hypothalamic circadian network we investigated the function of SCN-ARC
interconnectivity in chapter five. The ARC is known as the hypothalamic structure
receiving metabolic information from the periphery and transmits information on e.g.
food intake, temperature and reproductive changes to different hypothalamic centers. We
showed the involvement of the SCN in this feedback circuit by demonstrating that fasting
alters SCN activity. The importance of the ARC was demonstrated by placing knife cuts—
between the SCN and ARC, so disrupting their connectivity—preventing this activity
change in the SCN and thus illustrating the importance of ARC metabolic feedback to the
SCN. Surprisingly, this interruption of SCN-ARC communication also resulted in a loss
of rhythm in locomotor activity, temperature and corticosterone secretion in constant
dark conditions. It did not affect SCN clock gene rhythmicity but caused the ARC to
desynchronize its activity from the rhythm of the SCN. Moreover, when placing unilateral
SCN lesions and contralateral knife cuts this resulted in the same arrhythmicity of
physiology, indicating that it is indeed the reciprocal connections synchronizing the ARC
with the SCN and that interaction between SCN and ARC is essential for the expression
of circadian physiological rhythms. Moreover, following glucose administration in fasted
animals, a decreased SCN c-Fos staining was observed in control animals, while the knife
cut prevented all changes in SCN activity, demonstrating the importance of the ARC as
metabolic modulator of SCN neuronal activity. This confirms that the SCN functions as
part of a larger circadian network of tightly linked oscillatory feedback circuits whose

integral function is essential for regulating physiological and behavioral functions.

Finally, to further illustrate the functioning of the SCN inside a larger tightly coupled
circadian network, we investigated the organization of reproductive feedback to the
SCN in chapter six. There we investigated the role of different hypothalamic areas
including the ARC, the anteroventral periventricular nucleus (AVPV) and SCN in the
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complex regulation of the reproductive cycle. In this chapter we demonstrated neuronal
feedback received by the SCN through Kisspeptin (Kiss) neurons, known as a stimulating
factor for gonadotropin-releasing hormone (GnRH) release. We showed that Kiss neurons,
mainly expressed in the AVPV and ARC, project to the ventral part of the SCN where
they form close apposition with vasoactive intestinal peptide (VIP) neurons. Interestingly,
projections from Arg-Phe-NH2 related peptide-3 or RFamide-related peptide-3 (RFRP-
3) neurons (an inhibitory factor in GnRH release) in the dorsomedial hypothalamic
nucleus also form close apposition with VIP neurons in the SCN. We showed that: 1) Kiss
feedback to the SCN originates from both the AVPV and ARC, 2) Kiss expresses a diurnal
variation in the SCN and 3) Kiss terminates on VIP neurons in the ventral part of the
SCN. Interestingly, VIP neurons receiving direct retinal input have been proven critical in
maintaining SCN synchrony. This indicates a role for Kisspeptin and RFRP-3 signaling to
the SCN, whereby their influence may provide a basis for the optimal conditions under
which the LH surge and consequential ovulation can take place synchronizing behavior
and the estrous cycle. Herein, we argue, the SCN may form part of a Kisspeptin feedback
network to adequately time the reproductive cycle in accordance with seasonal, diurnal
and metabolic environmental changes.

In chapter seven we draw several conclusions from the presented chapters and
we examine possible implications of our findings for the clinic. We argue that long-
term deleterious feedback to the SCN, e.g. by untimely food intake or activity, causes
circadian desynchronization, which is associated with chronic diseases such as diabetes,
hypertension, cancer, and psychiatric disorders. We examine evidence that these diseases
might stem from the SCN, where desynchronized peripheral feedback disrupts/modifies
its output.

We conclude that these multiple intertwined feedback loops of the circadian system
make it robust and adaptable, capable of withstanding brief erroneous feedback. However,
months or years of conflicting feedback, ill-timed behavior or chronic jetlag/shift work,
will increase an individuals’ susceptibility to pathology and disease.

Further investigation and insight in the complexity of the day-night organization of
physiological functions and all the ramifications of the circadian system, will be necessary
to better understand the functional changes taking place in adverse conditions and
pathogenesis. A more broad application of circadian timing principles when developing
new therapeutic strategies should also be made. This will likely maximize efficacy, reduce
toxicity, and decrease the adverse effects patients experience from drugs during their

treatment.
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Nederlandse Samenvatting

In dit proefschrift onderzoeken en bespreken wij de rol van de suprachiasmatische kern
(SCN) die, als onderdeel van een circadiaan netwerk, perifere feedback integreert om zo

dag-nacht fluctuaties in de fysiologische functies van het lichaam effectief te reguleren.

De aarde draait om de zon, wat ons seizoenen brengt, terwijl hij tevens iedere 24 uur om
zijn as draait. Hierdoor worden alle organismen op aarde blootgesteld aan wisselende cycli
van licht en duisternis en de daarmee samenhangende veranderingen in de omgeving. Bij
zoogdieren stimuleert een centrale autonome pacemaker, gelegen in de hypothalamische
SCN, ritmisch gedrag met samenhangende neuro-endocrine en autonome output, en
voorziet zo in een dagelijkse, 24-uurs organisatie van de fysiologie. De endogene aard
van de neuronale activiteit die gegenereerd wordt in de SCN zorgt ervoor dat gedrags- en
fysiologische ritmes worden gehandhaafd, zelfs in constant donker (DD). De SCN bevindt
zich net boven het optisch chiasma (suprachiasmatisch) waardoor het direct fotische (licht)
informatie van de retina ontvangt. Dit omgevingslicht, wat een exact 24-uurs ritme heeft,
synchroniseert de SCN die middels zijn moleculaire SCN-klok een ~24-uurs of circadiaan
ritme aanhoudt met de buitenwereld. Dit circadiane timingmechanisme stelt organismen
in staat om te anticiperen op dag-nachtveranderingen die optreden in de omgeving,
waarbij de fysiologie wordt voorbereid op aankomende slaap of activiteits periode.

In hoofdstuk één introduceren wij de moleculaire organisatie van SCN-activiteit en
leggen wij uit hoe klokgenen, die in bijna alle celtypen van de hersenen en het lichaam
voorkomen, betrokken zijn bij het handhaven van het autonome ritme van de SCN en het
ritme van onze organen. SCN-neurotransmitters zijn essentieel in het coérdineren van
het ritme tussen de verschillende cellen binnen de SCN, maar ook om circadiane signalen
door te geven aan verschillende kernen in de hypothalamus en daarbij aan de hersenen en
de periferie (het lichaam). Wij bespreken talrijke uitgevoerde experimenten die het belang
illustreren van de SCN voor het organiseren van circadiane ritmes. Hierbij is feedback
vanuit de periferie essentieel is voor het reguleren en aanpassen van dagelijkse oscillaties
in de SCN en in de fysiologie. Licht is daarbij niet de enige input of synchroniserend
signaal van de SCN maar de SCN ontvangt ook feedback van onder meer hormonen,
andere hersenkernen en organen. In dit proefschrift onderzochten wij de mogelijkheid of
de SCN deel uitmaakt van een groter netwerk van oscillatoren die allemaal functioneren

binnen een reeks feedbackcircuits die het organisme met zijn omgeving synchroniseert.

In hoofdstuk twee hebben wij onderzocht hoe de SCN is ingebouwd in een dergelijk
neuronaal feedbackcircuit dat middels de nucleus tractus solitarius (NTS) cardiovasculaire
veranderingen reguleert. De NTS, gelokaliseerd in de medulla, staat bekend als het

integratiecentrum van viscerale informatie waaronder bloeddruk (BP). Wij toonden
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het belang aan van de SCN als een integratieplaats van fysiologische circuits die BP
reguleren. In Wistar ratten lieten wij zien dat de SCN cardiovasculaire feedback ontvangt
via de NTS. Glutamaat is een van de neurotransmitters die betrokken is bij deze NTS-
SCN neuronale verbinding. De NTS projecties eindigen in het ventrolaterale deel van de
SCN waar ook lichtinformatie de SCN binnenkomt. Met behulp van de transcriptiefactor
voor snelle genexpressie c-Fos als een neuronale activiteit marker, toonden wij aan dat
de activiteit van de SCN direct veranderd na bloeddrukveranderingen in de periferie. Dit
leverde bewijs voor een directe neuronale feedbackroute van de NTS naar de SCN die
bloeddrukinformatie verzendt. Bovendien lieten wij zien dat er actieve betrokkenheid
is van de SCN bij de regulering van de korte termijn bloeddruk fluctuaties. Zodoende
hebben wij bewijs geleverd dat de SCN is opgenomen in een neuronaal feedbackcircuit dat

voortkomt uit de NTS en cardiovasculaire reactiviteit moduleert.

In hoofdstuk drie onderzochten wij bloeddrukregulatie onder invloed van antipsychotica
die brede cardiometabole bijwerkingen veroorzaken. Tweede generatie antipsychotica
(SGA) zijn geassocieerd met cardiometabole bijwerkingen die bijdragen aan vroegtijdige
sterfte bij patiénten en therapieontrouw. Hoewel mechanismen die deze cardiometabole
bijwerkingen mediéren nog steeds slecht worden begrepen, hebben drie onafhankelijke
onderzoeken onlangs aangetoond dat melatonine beschermt tegen de cardiometabole
bijwerkingen die zijn geassocieerd met SGA behandelde patiénten. Wij toonden aan dat
olanzapine de immunoreactiviteit van c-Fos in de SCN induceert met daaropvolgende
activatie van de paraventriculaire kern (PVN) en de dorsale motorische kern van de
vagus (DMV), wat wijst op een verhoging van de parasympathische tonus. Door middel
van de choleratoxine B (CtB) tracer hebben wij het bestaan aangetoond van een SCN-
parasympathisch neuronaal circuit. Het bestaan van dit circuit werd ondersteund door
het aantonen van een directe door olanzapine geinduceerde verlaging van de bloeddruk
en hartslag. Bilaterale laesies van de SCN voorkwamen de effecten van olanzapine op de
parasympathische activiteit. Op gelijke wijze zorgde melatonine ervoor dat deze olanzapine
geinduceerde activatie van het SCN-parasympathische neuronale circuit achterwege
bleef. Opvallend genoeg bleven hersengebieden die geassocieerd zijn met de gunstige
effecten van olanzapine, waaronder het striatum, het ventrale tegmentale gebied en de
nucleus accumbens, geactiveerd. Dit is belangrijk omdat de door olanzapine geinduceerde
verhoogde parasympathische activiteit geassocieerd is met ontstaan van cardiometabole
pathologie zoals obesitas, alsook lipiden-, insuline- en glucosestoornissen. Samengevat
toonden deze resultaten aan dat de SCN een kern is dat de vroege bijwerkingen van
olanzapine op de cardiovasculaire functie medieert en dat melatonine een tegengesteld
en potentieel beschermend effect heeft op het ontstaan van de bijwerkingen geassocieerd
met het gebruik van olanzapine.

Hoofdstuk twee en drie illustreren niet alleen dat de SCN informatie over BP-excursies
via zijn directe verbindingen met de NTS ontvangt, maar dat de SCN ook in staat is BP
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veranderingen op te vangen door zijn output aan te passen afhankelijk van de perifere
feedback.

Van cardiovasculaire regulatie verlegden wij ons focus naar het belang van het ontvangen
van metabole feedback. Gezien de invloed van cardiometabole veranderingen op de SCN
en rekening houdend met studies die hebben aangetoond dat metabole veranderingen de
neuropeptide Y (NPY) concentraties in de SCN beinvloeden, hebben wij de intergeniculate
leaflet (IGL) onderzocht. De IGL staat erom bekend dat het de SCN van non-fotische
informatie voorziet via zijn NPY projecties. In hoofdstuk vier hebben wij daarom
onderzocht of deze niet-fotische input ook gerelateerd kan zijn aan de metabole status
van het dier. Wij onderzochten mannelijke Wistar ratten in verschillende metabole
condities (gevoed na vasten, nuchter, ad libitum) en een groep gevaste dieren met
monosodiumglutamaat en IGL-laesies. Hierbij lieten wij zien dat het de IGL en niet de
ARC is, die de oorsprong vormt van de meerderheid van de NPY projecties naar de SCN
en dat de IGL reageert op veranderende metabole condities. Vasten induceert belangrijke
veranderingen in de NPY-expressie in de IGL die samenvallen met vergelijkbare
veranderingen van NPY en gamma-aminoboterzuur (GABA) projecties van de IGL naar de
SCN. Daarbij hebben wij aangetoond dat de SCN niet uitsluitend afhankelijk is van de
ARC of NTS voor het verkrijgen van informatie over de metabole staat van het lichaam,
maar dat ook de IGL metabole informatie verzendt die deze informatie op zijn beurt van de
NTS en Nucleus Gracilis ontvangt. Deze integratie van metabole informatie in de SCN kan
dienen om de output van de SCN aan te passen aan veranderende omstandigheden. Dit om
de fysiologie niet alleen te reguleren volgens een dag-nacht ritme, maar ook afhankelijk

van de energiestatus van het lichaam.

Om de metabole feedback naar de SCN en de positie van de SCN in het hypothalame
circadiane netwerk verder te onderzoeken, hebben wij in hoofdstuk vijf de functie van
de SCN-ARC-interconnectiviteit onderzocht. De ARC staat bekend als dé hypothalame
structuur die metabole informatie ontvangt van de periferie en informatie doorstuurt
naar verschillende hypothalame kernen over bijvoorbeeld voedselinname, temperatuur
en reproductieve veranderingen. Wij lieten de betrokkenheid van de SCN zien in dit
feedbackcircuit door aan te tonen dat vasten de SCN-activiteit verandert. Wij toonden
vervolgens het belang van de ARC hierin aan door micro-messneden te plaatsen tussen
de SCN en ARC. Dit verstoort de directe connectiviteit tussen de twee kernen waardoor
de eerder aangetoonde veranderingen in SCN activiteit na vasten werden voorkomen.
Verrassend resulteerde deze onderbreking van SCN-ARC-communicatie ook in een verlies
van ritme in motorische activiteit, temperatuur en corticosteron secretie in constant
donker omstandigheden. Het had echter geen invloed op de ritmiciteit van SCN-klokgenen
maar zorgde ervoor dat de activiteit van de ARC zich desynchroniseerde met die van de
SCN. Bovendien resulteerde het plaatsen van unilaterale SCN-laesies en contralaterale
messneden in diezelfde aritmie van de fysiologie. Dit gaf aan dat het inderdaad de
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reciproque SCN-ARC verbindingen zijn die de ARC synchroniseren met de SCN en dat die
interactie tussen SCN en ARC essentieel is voor de expressie van circadiane fysiologische
ritmes. Bovendien werd na glucosetoediening in nuchtere dieren een afgenomen SCN
c-Fos-kleuring waargenomen in vergelijking met controledieren. Een messnede tussen
SCN en ARC voorkwam deze verandering in SCN-activiteit, hetgeen het belang aantoont
van de ARC als metabole modulator van SCN-neuronale activiteit. Dit bevestigt tevens
dat de SCN functioneert als onderdeel van een groter circadiaans netwerk van nauw
verbonden oscillerende feedbackcircuits waarvan de integrale functie essentieel is voor

het reguleren van de fysiologie en gedrag.

Tenslotte, om de werking van de SCN binnen een groter, nauw gekoppeld, circadiaans
netwerk verder te illustreren, hebben wij de organisatie van reproductieve feedback op de
SCN in hoofdstuk zes onderzocht. We bekeken de rol van verschillende hypothalame
gebieden, waaronder de ARC, de anteroventrale periventriculaire nucleus (AVPV) en
de SCN in de complexe regulatie van de reproductieve cyclus. Wij demonstreerden dat
de SCN neuronale feedback ontvangt van Kisspeptin (Kiss) neuronen; bekend als een
stimulerende factor voor de afgifte van gonadotropin-releasing hormone (GnRH). Wij
lieten zien dat Kiss neuronen, die zich voornamelijk in de AVPV en ARC bevinden, naar
het ventrale deel van de SCN projecteren waar ze contact maken met vasoactive intestinal
peptide (VIP) neuronen. Interessant is dat projecties van Arg-Phe-NH2 related peptide-3
of RFamide-related peptide-3 (RFRP-3) neuronen (een remmende factor in GnRH-afgifte)
in de dorsomedial hypothalamic nucleus ook soortgelijke contacten vormen met VIP-
neuronen in de SCN. Wij toonden aan dat: 1) Kiss feedback naar de SCN afkomstig is van
zowel de AVPV als de ARC, 2) Kiss expressie een dagelijkse fluctuatie in de SCN laat zien
en 3) Kiss eindigt op VIP-neuronen in het ventrale deel van de SCN. Interessant is dat VIP-
neuronen die directe retinale input ontvangen, van cruciaal belang zijn gebleken om de SCN
gesynchroniseerd te houden. Dit duidt er op dat de invloed van Kisspeptine en RFRP-3 op
de SCN een basis kan vormen voor de specifieke omstandigheden waaronder de LH-piek
en de daaruit voortvloeiende ovulatie kan plaatsvinden, gesynchroniseerd met gedrag.
Hierin, zo stellen wij, kan de SCN deel uitmaken van een Kisspeptin-feedbacknetwerk om
de reproductieve cyclus adequaat te timen in overeenstemming met seizoensgebonden,

dagelijkse en metabole veranderingen van de omgeving.

In hoofdstuk zeven trekken wij een aantal conclusies uit de gevonden resultaten in de
verschillende hoofdstukken en tonen wij aan hoe onze bevindingen mogelijke implicaties
hebben voor de kliniek. Wij stellen dat schadelijke feedback naar de SCN op de lange
termijn, bijvoorbeeld bij activiteit of inname van voedsel buiten de door de SCN aangegeven
momenten, circadiane desynchronisatie veroorzaakt wat geassocieerd is met het ontstaan
van chronische aandoeningen zoals diabetes, hypertensie, kanker en psychiatrische
stoornissen. Dit leidt tot de hypothese dat deze ziekten veroorzaakt kunnen worden
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door een disbalans tussen de signalen van de SCN, en de gedesynchroniseerde perifere
feedback welke de output van de SCN verstoort/aanpast.

Wij concluderen dat onder normale omstandigheden deze in elkaar verweven
feedbackcircuits het circadiane systeem robuust en aanpasbaar maakt, in staat om
kortdurende verstoringen goed te weerstaan. Echter, maanden of jaren van tegenstrijdige
feedback, slecht getimed gedrag of chronische jetlag / ploegendiensten zullen voor
individuen de kans op het ontwikkelen van pathologie en ziekte vergroten.

Verder onderzoek en inzicht naar de complexiteit van de dag-nacht, waak-slaap, organisatie
van fysiologische functies en alle vertakkingen van het circadiane systeem zullen
noodzakelijk zijn om de functionele veranderingen die plaatsvinden gedurende ongunstige
omstandigheden en tijdens pathogenese beter te begrijpen. Het is noodzakelijk dat er een
bredere toepassing van circadiane timing bij het ontwikkelen van nieuwe therapeutische
strategieén wordt gemaakt. Dit zal waarschijnlijk de werkzaamheid van geneesmiddelen
kunnen maximaliseren en de toxiciteit en bijwerkingen kunnen verminderen die patiénten

ervaren tijdens hun behandeling.
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