7%
university of 5%,
groningen YL

R

University Medical Center Groningen

University of Groningen

A human in vitro model for airway neuro-effector interactions
Goldsteen, Pien

DOI:
10.33612/diss.240039804

IMPORTANT NOTE: You are advised to consult the publisher's version (publisher's PDF) if you wish to cite from
it. Please check the document version below.

Document Version
Publisher's PDF, also known as Version of record

Publication date:
2022

Link to publication in University of Groningen/UMCG research database

Citation for published version (APA):
Goldsteen, P. (2022). A human in vitro model for airway neuro-effector interactions. University of
Groningen. https://doi.org/10.33612/diss.240039804

Copyright
Other than for strictly personal use, it is not permitted to download or to forward/distribute the text or part of it without the consent of the
author(s) and/or copyright holder(s), unless the work is under an open content license (like Creative Commons).

The publication may also be distributed here under the terms of Article 25fa of the Dutch Copyright Act, indicated by the “Taverne” license.
More information can be found on the University of Groningen website: https://www.rug.nl/library/open-access/self-archiving-pure/taverne-
amendment.

Take-down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.

Downloaded from the University of Groningen/UMCG research database (Pure): http://www.rug.nl/research/portal. For technical reasons the
number of authors shown on this cover page is limited to 10 maximum.

Download date: 20-11-2022


https://doi.org/10.33612/diss.240039804
https://research.rug.nl/en/publications/c17987f5-fe45-4e3b-a99a-f064063c887d
https://doi.org/10.33612/diss.240039804

Appendix

Dutch summary / Nederlandse samenvatting
Acknowledgements / Dankwoord
Curriculum vitae

List of publications



Appendix

Nederlandse samenvatting

Inleiding

Wereldwijd hebben meer dan 399 miljoen mensen last van astma. Astma is een
longziekte die wordt gekenmerkt door chronische ontstekingen, vaak in combinatie met
een heftige reactie van het immuunsysteem op onschuldige indringers als huisstofmijt
of graspollen. Dit resulteert in kortademigheid, een piepende ademhaling, druk op de
borst en/of hoesten. Er liggen een aantal pathofysiologische aspecten ten grondslag
aan astma: chronische ontstekingen, maar ook een verandering in de grootte, functie en
samenstelling van longcellen. De ontstekingsreactie wordt vaak veroorzaakt door een
hoge productie van signaalstoffen, om precies te zijn type 2 cytokines: interleukine-4
(IL-4), IL-5 en IL-13. Deze signaalstoffen zorgen op hun beurt voor het aantrekken van
witte bloedcellen, zoals eosinofielen. Door de constante kleine luchtweginfecties neemt
de kans op het terugkomen van astma-aanvallen toe.

Daarnaast zijn er cellen die een grote rol spelen in luchtwegvernauwing, zoals luchtweg
gladde spiercellen. De grotere luchtwegen bevatten veel van deze spiercellen, en het
samentrekken van deze spiercellen zorgt voor de luchtwegvernauwing. Luchtweg
gladde spiercellen zijn bij astmapatiénten onderhevig aan veranderingen: er zijn meer
gladde spiercellen aanwezig in de luchtwegen, en de aanwezige cellen zijn ook nog
eens groter. Dit draagt bij aan de benauwdheid en kortademigheid die astmapatiénten
regelmatig ervaren. De gladde spiercellen worden aangestuurd door het zenuwstelsel
om zich samen te trekken (Figuur 1, links). Het zenuwstelsel in de longen is de drijvende
kracht achter een normale longfunctie, en reguleert de ademhaling, luchtwegopening
en -vernauwing, slijmproductie en hoesten. De rol van het zenuwstelsel is dus groot.
Het zenuwstelsel is, net als de gladde spiercellen, onderhevig aan verandering bij
astmapatiénten. Er zijn meer zenuwuitlopers zichtbaar in de longen van astmapatiénten,
met name in patiénten met ernstig astma. Dit heet “neuronale remodeling”, en is het
geval voor zowel sensorische zenuwen als voor parasympatische zenuwen. Het zijn de
parasympatische zenuwen die de gladde spiercellen aanzetten tot samentrekken. Men
kan zich voorstellen dat meer zenuwuitlopers betekent dat er meer signalen uitgaan
naar de spieren — die ook al groter zijn — om zich samen te trekken, wat een dubbel
versterkend effect heeft op luchtwegvernauwing. Het is belangrijk meer te begrijpen van
de communicatie tussen parasympatische zenuwcellen en luchtweg gladde spiercellen,
zodat we in de toekomst verbeterde astmamedicatie kunnen ontwikkelen.

Proefdiervrij model van het zenuwstelsel in de longen

Om de interactie tussen zenuwcellen en spiercellen goed te kunnen begrijpen, hebben
we een model nodig om deze interacties te kunnen bestuderen. Vaak worden hier
biopten van longen van astmapatiénten en proefdieren voor gebruikt. We hebben
hier al veel informatie uit kunnen halen, maar er zitten een aantal beperkingen
aan. Patiént-biopten geven een momentopname weer, en zullen weinig informatie
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verschaffen over het pathofysiologische proces. Proefdieren, zoals muizen, ratten en
cavia’s, zijn veel ingezet om longonderzoek te doen, maar schieten tekort in studies
naar het functioneren van het zenuwstelsel. Het zenuwstelsel van de longen van
muizen en ratten is namelijk lang niet zo complex als dat van mensen, en is dus niet
heel representatief als model. Bovendien reageren muizen en ratten heel anders dan
mensen op bekende allergenen. Cavia’s reageren meer zoals mensen op allergenen en
hebben een complexer zenuwstelsel in de longen, maar missen de mogelijkheid tot
genetische modificatie om meer te leren over de processen die aan veranderingen in
het zenuwstelsel bij astma ten grondslag liggen. Wij proberen deze struikelblokken uit
de weg te nemen door een in vitro model te ontwikkelen met menselijke cellen, om zo
meer te leren over de communicatie tussen zenuwcellen en gladde spiercellen, en over
de processen die zorgen voor veranderingen in deze communicatie bij astma.

Het proefschrift start in Hoofdstuk 2 met een uitgebreid literatuuronderzoek naar de
mogelijkheden om een model te maken zonder het gebruik van proefdieren. Traditionele
methodes blijken hierin beperkt, zoals het isoleren van cellen uit weefselbiopten
van patiénten en die verder kweken. Voor veel cellen is dit mogelijk, maar niet voor
zenuwcellen. Voor het ontwikkelen van een human in vitro model moeten we gebruik
maken van een recent ontwikkelde technologie: pluripotente stamcel-technologie.
Pluripotente stamcellen kunnen zich differentiéren tot elk type cel; ook parasympatische
zenuwcellen. Je laat de cellen als het ware de embryonale ontwikkeling doorlopen in een
petrischaal. Er bestaat alleen nog geen protocol voor de differentie van parasympatische
zenuwecellen vanuit pluripotente stamcellen. Daarnaast beschrijven we het gebruik van
organen-op-chips om de communicatie tussen longcellen en het zenuwstelsel nog beter
na te bootsen. Zenuwen communiceren met andere cellen d.m.v. neurotransmitters
die de uitlopers uitscheiden, i.p.v. direct contact tussen de cellen. Door cellen te laten
groeien in een zogenaamde microfluidische chip kan men de cellichamen van elkaar
scheiden, en de zenuwuitlopers gebruiken voor communicatie tussen de cellen (Figuur
1, rechts).

Type 2 ontstekingen en neuronale remodeling

Omdat zo’n model nog niet beschikbaar is, startten we ons onderzoek met een humaan
model wat al wel beschikbaar is: patiént-biopten. In Hoofdstuk 3 onderzoeken we de
correlatie tussen neuronale remodeling bij astmapatiénten en de veranderingen in
genexpressie. Deze analyse toonde aan dat niet alle type ontstekingen correleren met
neuronale remodeling. Zogenaamde neutrofiele astma en metabole astma lieten een
negatieve correlatie zien. Als derde type blijft de eosinofiele astma over, die gepaard
gaat met type 2 ontstekingen gecombineerd met de eerdergenoemde IL-4, IL-5 en IL-13.

Hier gaat het proefschrift in Hoofdstuk 4 verder op in, waar we een in vitro model

maken van primaire gladde spiercellen en een cellijn die parasympatische zenuwcellen
voorstelt. De gladde spiercellen werden geisoleerd en opgekweekt uit bronchiaal
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weefsel, terwijl de cellijn SH-SY5Y, waarmee zenuwcellen worden nagebootst, uit een
neuroblastoom (kanker) is geisoleerd. We kweekten deze celtypes samen op om de
interactie te bestuderen, en te bestuderen hoe ze reageren op type 2 ontstekingen
door ze te stimuleren met IL-13, en een nieuwe signaalstof die IL-33 heet. IL-33 is
bekend als een signaalstof die type 2 ontstekingen in gang zet, maar er is meer en
meer bewijs dat IL-33 ook nog andere functies heeft. Wij vonden dat IL-33 ook zorgt
voor remodeling van gladde spiercellen en neuronen wanneer we deze cellen samen
in kweek brachten. Gladde spiercellen lieten een hogere expressie van myosine zien,
een belangrijk onderdeel van de moleculaire machine die zorgt voor spiercontractie.
Daarnaast was de expressie van BDNF verhoogd. BDNF zorgt in de longen onder normale
omstandigheden voor neuronale ontwikkeling en functie, maar een teveel aan BDNF
kan leiden tot extra ontwikkeling van zenuwuitlopers, en dat is onwenselijk. Dit is een
belangrijke aanwijzing over hoe het immuunsysteem bijdraagt aan de remodeling van
de cellen in de longen bij astma.

Pluripotente stamcel-technologie voor de ontwikkeling van humane
parasympatische zenuwcellen

We zijn nog niet tevreden over het gebruik van de SH-SY5Y cellijn om het zenuwstelsel
van de longen na te bootsen, zodat we in Hoofdstuk 5 een literatuurstudie deden naar
hoe pluripotente stamcellen kunnen bijdragen aan longonderzoek en -behandeling.
Tot nu toe is er veel focus geweest op de epitheelcellen van de longen, die normaal
gesproken de eerste fysieke barriere vormen voor bescherming tegen stoffen van
buitenaf, en bovendien belangrijk zijn voor zuurstofopname. Voor andere longcellen zijn
de differentiatieprotocollen schaars. Er zijn geen protocollen beschikbaar die luchtweg
gladde spiercellen of het zenuwstelsel van de longen na kunnen bootsen. Vooral de
zenuwcellen zijn een groot gemis, zodat we in Hoofdstuk 6 zelf een protocol voor de
differentiatie van parasympatische zenuwcellen ontwikkelden.

Parasympatische zenuwen in de longen ontwikkelen zich vanuit de belangrijke nervus
vagus, van waaruit veel perifere zenuwen ontspruiten. Veel van deze zenuwen gaan
tijdens de embryonale ontwikkeling door een stadium dat “neurale crest” heet, wat het
centrale zenuwstelsel met de organen in de periferie verbindt. Luchtwegzenuwcellen
ontstaan uit de vagale neurale crest, waarna ze zenuwuitlopers ontwikkelen. De
zenuwuitlopers worden aangetrokken door BDNF, wat door luchtweg gladde spiercellen
uitgescheiden wordt. HOWAQ9 embryonale stamcellen, een vorm van pluripotente
stamcellen, werden in 16 dagen gedifferentieerd tot vagale neurale crest cellen door
het remmen van BMP/TGF-B signalering, gevolgd door activatie van Wnt signalering.
Deze vagale neurale crest cellen werden vervolgens tot 50 dagen verder gestimuleerd
met neuronale factoren zoals B27 en N2, en specifiek met BDNF om luchtweg
parasympatische neuronen te verkrijgen.
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De verkregen parasympatische neuronen lieten duidelijk kenmerken zien van luchtweg
parasympatische neuronen, die acetylcholine als hun neurotransmitter gebruiken.
De neuronen zijn positief voor VAChT, vesicles voor acetylcholine transport, en voor
ChAT, het enzym dat de voorloper van acetylcholine omzet in acetylcholine. Daarnaast
reageerden de neuronen zelf ook op stimulatie met acetylcholineg, als indicatie dat we
functionele luchtweg cholinerge neuronen hebben verkregen.

Eerste experimenten waarin de zenuwcellen samen met luchtweg gladde spiercellen
zijn gekweekt lieten zien dat beide celtypes samen gekweekt kunnen worden en
levensvatbaar zijn. Daarnaast hebben we onderzocht of stimulatie met type 2
signaalstoffen, zoals IL-5, -13 en -33 een effect had op de zenuwcellen. Hiervan zagen
we geen effect, maar het is goed mogelijk dat deze signaalstoffen alleen een indirect
effect hebben via gladde spiercellen, zoals we vonden in Hoofdstuk 3. Wat wel heel
interessant is, is dat stimulatie van de neuronen met dexamethason lijkt te leiden tot
verminderde vorming van zenuwcellen, en ook dat ze minder actief zijn. Dexamethason
is een sterke glucocorticosteroide. Glucocorticosteroiden worden vaak voorgeschreven
in de vorm van astma-inhalers om de symptomen onder controle te houden. Dit
gebeurt door hun ontstekingsremmende werking,. Het was niet eerder bekend dat
glucocorticosteroiden een dergelijk effect hebben op het zenuwstelsel. Deze neuronen,
verkregen via pluripotente stamcel-technologie, zijn een goed model om meer te leren
van processen in zenuwcellen in de longen, zowel bij gezondheid als bij ziekte.

Het luchtweg zenuwstelsel-op-een-chip

Zoals hierboven kort aangestipt, heeft literatuuronderzoek in Hoofdstuk 2 laten
zien dat een microfluidische chip de cellichamen van elkaar kan scheiden, en de
zenuwuitlopers gebruikt voor communicatie tussen de cellen. In Hoofdstuk 7
ontworpen we een microfluidische chip, bestaande uit twee compartimenten (Figuur 1).
Het ene compartiment is voor de kweek van zenuwcellen, en het andere compartiment
voor gladde spiercellen. De twee compartimenten zijn met elkaar verbonden door
microkanaaltjes. Deze kanaaltjes zijn zo klein (3 um x 3 um) dat cellen (> 10 um) er
niet doorheen passen, maar dat er wel zenuwuitlopers doorheen kunnen groeien. Via
deze zenuwuitlopers kunnen beide celtypes met elkaar communiceren, net zoals in het
lichaam zou gebeuren. De chip is gemaakt van PDMS, een flexibel plastic, maar heeft
een dunne glazen onderkant. Door een glazen microscopische coverslip te gebruiken
voor de onderkant is het heel makkelijk om cellen direct in de chip de visualiseren
tijdens en na experimenten.

Het kweken van stamcel-geinduceerde neuronen op de chip voor langere tijd was
succesvol, en ook in de chip konden we bevestigen dat de neuronen functioneel zijn.
Verder zagen we dat de neuronen binnen enkele dagen de gladde spiercellen konden
innerveren, en met een fluorescente imaging-techniek konden we de vorming van
synapsen aantonen. Synapsen zijn een belangrijke indicator van communicatie tussen
neuronen en effectorcellen.
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Conclusie

Samengevat laat dit proefschrift de ontwikkeling zien van een human model waarmee
zenuw-spiercel interacties in de longen kunnen worden bestudeerd. Ondanks de
belangrijke sturende rol van zenuwcellen zijn er nog geen astmamedicijnen die zich
direct richten op het zenuwstelsel. Dit is mede door de afwezigheid van een goed model
om dit medicijnonderzoek op te doen. De beschikbaarheid van een model om het
zenuwstelsel van de luchtwegen beter te kunnen bestuderen zal bijdragen aan nieuw
medicijnonderzoek, met als doel de kwaliteit van leven van miljoenen astmapatiénten
te verbeteren.

Figuur 1 Het parasympatische zenuwstelsel in de longen Links: Parasympatische zenuwuitlopers
innerveren luchtweg gladde spiercellen en epitheelcellen. Door middel van de neurotransmitter
acetylcholine kunnen zij epitheelcellen aanzetten tot het produceren van slijm, of gladde
spiercellen tot samentrekking. Een teveel aan samentrekking kan leiden tot luchtwegvernauwing.
Rechts: Microfluidische chip voor het nabootsen van de interacties tussen zenuwcellen en gladde
spiercellen in de longen. In het linker compartiment (blauw) worden zenuwcellen gekweekt, en
in het rechter compartiment (rood) worden luchtweg gladde spiercellen gekweekt. De twee
compartimenten zijn verbonden door microkanaaltjes, waar alleen zenuwuitlopers doorheen
passen. Dit humane in vitro model kan gebruikt worden om interacties tussen zenuwcellen en
gladde spiercellen beter te begrijpen. Gemaakt met Biorender.com.
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ik zal je grote bos krullen en immer positieve instelling niet vergeten. Alles wat je deed,
zette je je voor in en deed je met plezier. Als ik jou zie Annet, of aan je denk, is het
eerste wat er in me opkomt: “Alles komt goed.”. Dat is jouw mantra en ook je aura,
wat je uitstraalt naar iedereen. Zo leuk dat we allebei de Camino gelopen hebben,
en toevallig dat we op dezelfde dag vertrokken zijn! Ik had je graag meer gesproken.
Maar het maakte niet uit hoe vaak je jou sprak, je behandelde iedereen met evenveel
compassie. Dank voor al je tips voor de Camino en je lieve berichtjes. Ik hoop een stukje
van jouw levensinstelling met me mee te nemen.

Janneke, ik denk dat jij wel de meest reislustige secretaresse bent die ik ooit heb gezien.
Je ogen glommen altijd als we kletsen en foto’s keken van ons beider reizen. Ik hoop
dat je nog vele reizen gaat maken, en er veel vandoor bent in je busje! Brenda, leuk
dat ik jou nog heb leren kennen! Je deur stond altijd (letterlijk) open, en je was altijd in
voor een praatje. Ik wens je nog veel fijne jaren bij MF! Gillian, je was maar een paar
maanden in ons kantoor, maar vanaf dag één voegde jouw aanwezigheid een hoop
extra sfeer toe! Ik hoop dat je altijd zo blijft!

Luke, Joana, Christina, Manon, Irene, | would like to thank all of you for being my
student! | had the best time with all of you, having fun in the lab while also teaching you
some cell culture work. Luke, je begon als mijn student in onze groep, en uiteindelijk
werd je zelfs mijn collega! Met je energie, je enthousiasme, en je aanstekelijke lach (die
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door elke muur heen dringt) was het ontzettend leuk je weer terug te zien! Het was zo
leuk om je eerst te zien groeien als student, en dan nu zelfverzekerd als PhD door het lab
te zien lopen. And later with the little sister Joana, we became a small MF family. Joana,
with endless energy, positivity, and never-ending stories. | had such a good time with
the two of you, always laughing and joking around. You both made student supervision
the best part of my PhD. | still chuckle when thinking back of the little family that we
formed in the lab. You were the best kids that | can imagine: learning fast, well behaved,
and in the possession of a First Aid certificate. | loved that we had family dinners and a
family WhatsApp groupchat. And the fact that you are both pursuing further in science
and research makes me glow from the inside. Christina, Manon, Irene, bedankt voor
de tijd dat ik jullie begeleider mocht zijn voor jullie masterproject. Jullie werkten alle
drie ontzettend hard, maar met genoeg ruimte om ook te lachen en te geinen met de
andere studenten. Het was altijd een weg naar het vinden van nieuwe protocollen en
nieuwe markers, waarin jullie veel pionierswerk verzet hebben. | am wishing you all the
best in your future career paths.

Nad’a, it was great to find someone in the lab with a similar energy! It was a pleasure
training you in the chips, but mainly all the chats we had during the waiting steps. You
always know what you want, and you will let people know! | love this about you, getting
some action in there. With your open and positive mindset and your bold personality, |
am sure you will push some boundaries and get further to what you envision. Alejandro,
hoe gaat het met jou? | look back with pleasure on our small language interactions in
the office. You always brought good spirit to the lab and connected with everyone.
The more the merrier is your motto, and please let there be a cerveza. Rosa, ik heb
je als MSc student in ons lab leren kennen, en zo leuk dat je daarna terugkwam als
PhD student! Je bent gedreven in je werk, maar zodra het even kan laat je ook je niet-
serieuze kant graag zien! Je was altijd oprecht en sociaal richting iedereen, en het was
gezellig samen tijdens lunch, borrels, en in de Toeter! Sara, wherever you walked in,
you brought your big smile with you, no matter the status of your experiments! Tiago,
it was such a pleasure to get to know you. | will never forget the scene at the arepa
stand in which you were playing Angie! Always up for everything fun! Wishing you all
the best for and after your PhD!

Hoeke, ik weet nog dat je terugkwam in ons lab en dat ik je tijdens een lab outing leerde
kennen, en het klikte gelijk! Het was altijd gezellig met jou tijdens de lunchpauzes, met
onze gezamenlijke passie voor sporten. En daarnaast heb ik je ontzettend veel statistiek
advies gevraagd, dank daarvoor! Je doet het fantastisch als docent die benaderbaar is
en veel geduld heeft. Leuk dat we nog een keer samen gefietst hebben, wie weet kom
ik je nog een keer op een sportevent tegen! Melissa, je begon als Hanze student bij ons
maar bent blijven hangen, hartstikke leuk! Je kon jou altijd zien lachen, en het hoefde
allemaal niet zo serieus. Behalve haarstyling dan: krullen zijn een serieuze zaak! Manon,
ik weet nooit helemaal of je nou voor de RUG of voor Aquilo werkt, maar ik weet wel
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dat je onmisbaar bent in het lab met wat je allemaal doet, weet en regelt. Hopelijk blijf
je nog een tijdje hangen! Kimberly, Iris, ik wens jullie al het beste bij Aquilo.

Marina MR, we only spend a short time together, but | loved our times we went out
for drinks, quizzes, and ADE! Haoxiao, | have never seen anyone as hardworking as you
did. Not wasting your energy on complaining, just getting the job done! JP, you had a
vision for your academic future and went for it! Wish you all the best in your career.
Habibie, you were so loving to the people around you, taking care of them, and always
very interested in others. It was a pleasure having you as a colleague. Nshunge, it was
always great laughter with you! Sharing stories about your kids and your own childhood
adventures was always hilarious. Fransien, als jij het lab in liep (altijd in supervette
sneakers!) dan nam je een hoop positieve energie mee! Ik moest zo lachen toen je de
wasmachine voor ons lab geregeld had, hoe simpel je moet denken voor ingewikkeld
onderzoek. En je straalde een energie uit bij je talk over microplastics. Waar je ook
terecht komt, jij gaat er het beste van maken!

Birgit, | have great memories of our celebrations in Bonn! In the lab you were always
hard working and dedicated, but after work activities really do not involve work for you!
And Isabella, remember our trip to the Christmas market in Bremen! You were always
so peaceful walking around in the lab. Same for you Salomao, you always seemed so
relaxed, while working hard both in the Netherlands and remotely in Brazil. | remember
the Gall&Gall was your favorite shop after you discovered its pleasures! Birgit, Isabella,
Salomao, thank you for the time we spent together in the lab, and | am wishing you all
the best for your futures.

Shanshan, you were always very caring and interested. | am sure your curious personality
will get you far in science. Dan, always a pleasure encountering you and your smile.
Hope to once dance some Samba together! Or was it Zumba?! Hong, Tingting, Yang,
| loved watching you both chatter and being passionate about Asian food. Hopefully
we once get the pleasure of getting drinks together at Moong. Tati, thank you for the
time we spent together in the MF group. Gwenda, Annienke en Jelmer, bedankt voor
de momenten die we konden delen tijdens congressen en tijdens ons onderzoek in de
MF groep! Carli, toen ik je leerde kennen voor de overdracht had ik gelijk het idee dat
je goed zou passen in de groep! Ik wens je veel plezier met je PhD! Ahmed, Xiaopeng |
am wishing you all the best in the MF group.

Patty en JP, bedankt voor alle koffies en lach-momenten als ik weer eens ‘naar de tweede
verdieping’ kwam. Hard werken moest gedaan worden, maar pauze is ook essentieel.
En Patty, jij nog meer bedankt voor al je assistentie tijdens mijn chip-fabricage proces.
Zonder jou was de chip nooit een succes geworden! Ik wens je nog veel fijne jaren toe
bij de RUG, en wie ook met jou mag samenwerken: diegene is een bofkont! JP, altijd
leuk om jou op de tweede verdieping (of random ergens anders) tegen het lijf te lopen!
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De veiligheidstraining is een serieuze zaak, maar de rest van het leven nemen we met
een korreltje zout, toch?

Lena, thank you for the collaboration with the stem cells, and all the advice and
suggestion we could exchange. | enjoyed training you and working together, it always
felt like a two-way street with you, both being open and also respecting each other’s
work. | would 100% collaborate with you again. | am wishing you all the best in your
PhD and after!

En zonder de steun van vrienden en familie was ik niet geweest waar ik nu was. Mam,
pap, bedankt dat jullie er altijd waren de afgelopen jaren. Mam, je was er altijd als
ik niet-academisch advies nodig had over het verloop van mijn scriptie, of als ik even
mijn ei kwijt moest. En pap, je hield me altijd scherp over mijn eigen werk met je
diepgravende interesse. Jette en Winnie bedankt dat ik altijd met mijn verhalen bij jullie
mocht komen, jullie mentale support als dat nodig was, zowel bij positieve als negatieve
events. Dat ik jullie allemaal altijd op elk moment kan bellen betekent veel voor me.

Annet en Wil, zonder jullie zolder-kantoor had ik het laatste stuk van mijn scriptie niet
zo snel kunnen schrijven in Den Bosch, prachtig versierd met tekeningen van Milou en
Rosa. Wat zeker heeft geholpen is de grote pot koffie die altijd klaar stond om 8:30u,
en Wil die me daarna naar boven stuurde omdat het toch wel echt tijd werd om te
beginnen.

Dan de mentale support van vriendinnen, dank dat ik tegen jullie eindeloos over mijn
onderzoek mocht praten. En ook dank dat jullie me af en toe meenamen om juist
even niet over mijn onderzoek te praten! Hoe wij elkaar tijdens het klimmen hebben
leren kennen. Koosje, en dat nog lang samen gedaan hebben! Klimmen bleek echt de
perfecte meditatieve activiteit om even je gedachten te verzetten. Je passie voor de
natuur, foerageren en vogeltjes werkt aanstekelijk, ik kan geen vogel meer zien zonder
aan jou te denken! Lisa, roomie, ik kijk met zo’n warm gevoel terug op onze spelletjes,
series en barbecues die we in ons appartementje gedaan hebben. Waar we samen
konden lachen en konden huilen over het leven van een PhD student. Waar we samen
door corona en andere struggles heen zijn gekomen. Ons huis was dé plek waar we
over letterlijk alles konden praten. Lieve Lisa, bedankt dat jij bent wie je bent. Lotte,
we waren maar heel kort huisgenootjes maar hebben elkaar nog zoveel gezien! Het
was altijd heel speciaal met jou, ik wens jou en je avontuurlijke geest het allerbeste
toe. Ellen, de sauna bezoekjes met jou samen als we even aan ontspanning toe waren.
Waar we eindelijk hebben liggen kletsen naast het ontspannen, en zelfs onze trip naar
Australié gepland hebben. Lang leve internationale congressen! En Marie-Luise, hoeveel
uren hebben wij wel niet gebeld, samen sparren over ons onderzoek, in onze gesprekken
afgeleid door andere dingen, om vervolgens weer terug te komen bij onderzoek. Met
jou beleef ik mijn passie voor de wetenschappelijke wereld op zijn best. En dan dank
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aan alle andere vriendinnen die bij hebben gedragen aan de mooie herinneringen van
de afgelopen jaren.

Het allermeest wil ik toch wel Thijs bedanken voor zijn grenzeloze support. De moeite
die je de afgelopen jaren hebt gedaan voor onze afstandsrelatie Den Bosch-Groningen,
om proberen te begrijpen waar mijn scriptie over gaat, de highs en de lows van de PhD
waar je met mij samen doorheen bent gegaan. En dat allemaal terwijl je zelf ook nog
een succesvol bedrijf hebt opgezet in die tijd. Petje af voor jou. En tijd om nu samen in
Den Bosch aan een nieuw hoofdstuk te beginnen.
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