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Summary

The research in this thesis was aimed at identifying and characterizing novel migraine gene
mutations and pathways. Several FHM and non-FHM genes were investigated in patients with
monogenic familial hemiplegic migraine or other monogenic disorders in which migraine can be
prevalent. Functional consequences of these mutations and the clinical phenotypes associated
with them were investigated. Common migraine with a complex genetic background was studied
using a genome-wide association analysis in an isolated population and with a meta-analysis
study. Furthermore, FHM1 mice were used to study expression profiles in brain tissues that are
relevant for the induction of cortical spreading depression - underlying the migraine aura - (i.e.,
the occipital cortex) and cerebellar ataxia (i.e., the cerebellum). These studies will further our
insight in the molecular pathophysiology of migraine.

Chapter 2 describes three novel mutations in FHM genes. In Chapter 2.1, a novel V1696F
mutation was reported in the FHM1 CACNAIA gene in two monozygotic twin brothers that had
clinical features overlapping with both FHM and alternating hemiplegia of childhood (AHC).
Here it was shown for the first time that a mutation in the CACNAIA gene can lead to atypical
AHC. Previously, only one ATP1A2 mutation had been identified in a family with atypical
AHC. In Chapter 2.2, an FHM2 ATP1A2 mutation was described causing hemiplegic migraine
associated with febrile seizures. This family demonstrates the further broadening of the clinical
spectrum of FHM2 mutations. In Chapter 2.3, mutation scanning in the SCN1A (FHM3) gene was
performed in ten FHM families that were found negative for mutations in FHM1 and FHM2. A
novel L1649Q mutation was identified in a large FHM family of North American origin. Although
electrophysiological investigations revealed that the L1649Q mutation had gain-of-function
properties when introduced in a SCN5A cDNA, recent parallel electrophysiological investigations
suggested that a loss-of-function effect was observed when the mutation was introduced in
the proper SCN1A background. The study firmly established the role of neuronal Na,1.1 sodium
channels in FHM.

In Chapter 3 a systematic analysis was performed to investigate the possible involvement of
FHM genes in a large set of sporadic hemiplegic migraine (SHM) patients. In six out of the 39
well characterized SHM patients, without associated neurological features, a causal mutation was
identified. One SHM patient had a CACNAIA mutation, five patients had ATPIA2 mutations. A
presumable SCN1A mutation in a seventh patient was shown to be a polymorphism. Functional
assays were performed for all sequence variants and all six mutations were shown to have

functional consequences. Our findings indicate that known FHM genes are involved in ~14% of



Summary

SHM patients, but that other genetic and non-genetic factors must be involved as well. In clinical
practice, screening of the ATP1A2 gene offers the highest likelihood of success in cases of “pure”

SHM not associated with other neurological symptoms.

The excitatory amino acid transporter EAAT1, encoded by the SLCIA3 gene, is located in the
same FHM pathway; affecting glutamate levels in the synaptic cleft. An EAAT1 mutation was
recently described in a patient with severe episodic and progressive ataxia, seizures, alternating
hemiplegia, and migraine headache. For Chapter 4, mutation scanning of the SLCIA3 gene was
performed in 20 patients with episodic ataxia that were negative for CACNAIA mutations. A
novel missense C186S mutation that segregated with EA in three family members was identified.
Functional analysis revealed a modest, but significant, reduction of glutamate uptake into C0S7
cells for the mutant EAAT1. Our study is the first evidence that SLC1A3 mutations can cause
EA without associated seizures or alternating hemiplegia. Moreover, it shows that the severity
of clinical symptoms associated with EAAT1 mutations appeared correlated with the extent of

glutamate transporter dysfunction

Chapter 5 describes genetic and functional studies on the TREXI gene the major mammalian
3’-5" exonuclease. In Chapter 5.1, the TREX1 gene is described as the causative gene for retinal
vasculopathy with cerebral leukodystrophy (RVCL). RVCL is an autosomal dominant disorder
characterized by progressive blindness due to vascular retinopathy that can be associated with
a wide range of clinical symptoms, including migraine. Nine RVCL families were described, all
having frameshift mutations leading to truncation of the C-terminal part of the TREX1 protein.
Functional studies showed that these truncated proteins retained their exonuclease activity,
but have abnormal perinuclear localization. TREX1 mutations can also be associated with other
vascular and immune-related phenotypes, such as Aicardi-Goutieres syndrome (AGS) or systemic
lupus erythematosis (SLE). Chapter 5.2 describes 60 neuropsychiatric SLE (NPSLE) patients with
or without WHM and presents the first TREXI mutation identified in NPSLE. The NPSLE patient
with the mutation R128H also had extensive WMH, and other clinical features such as Raynaud’s
phenomenon, lupus nephritis class IV, and severe migraine-like headaches. The mutation affects
an arginine residue that is of extreme importance for the exonuclease activity of the TREX1

protein. Our findings suggest a role for TREX1 in SLE with brain involvement.

Chapter 6 describes genome-wide association studies (GWAS) in common migraine. Common
migraine can be subdivided in migraine with aura (MA) and migraine without aura (MO). Chapter
6.1 describes the first clinic-based GWAS in a large cohort of 2,748 clinic-based MA patients.
The most significantly associated SNP (rs1835740, P=5.12x107) is located on chromosome 8 and
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was replicated in several independent MA and MO cohorts containing in total 3,202 migraine
cases. The SNP is located between the astrocyte elevated gene 1 (MTDH/AEG-1) and the plasma
glutamate carboxypeptidase (PGCP) gene. An eQTL analysis showed that the minor allele of SNP
151835740 is associated with increased MTDG/AEG-1 expression levels, which pinpoints glutamate
as a key molecule in migraine pathophysiology. In Chapter 6.2 the genetics of common migraine
was investigated in the genetically isolated Erasmus Rucphen Family (ERF) population. Genetic
studies in isolated populations are expected to benefit from the more homogeneous genetic
and clinical background. None of the SNPs in the GWAS reached the threshold of genome-wide
significance, but several SNPs showed (highly) suggestive associations. Subsequently, the GWA
data of the ERF population was included in a large meta-analysis including multiple population-
based cohorts of the Dutch Icelandic (DICE) consortium, which revealed an interesting association
for SNP 159908234 (P=8.0x10) in the nerve growth factor receptor (NGFR) gene and migraine.

A different approach to identify migraine pathways and genes is to study gene expression
changes in migraine knock-in mouse models that harbor pathogenic FHM1 mutations. These
migraine mouse models were recently generated in our lab, and also highlight the importance
of the cortical neurotransmitter glutatmate in migraine pathophysiology. Whereas FHM1 R192Q
is associated with “pure” FHM, without additional symptoms, FHM1 S218L mutation leads to
a particularly severe phenotype of FHM, cerebellar ataxia, seizures and delayed brain edema,
resulting sometimes in fatal coma, after a mild head trauma. Studies revealed that the difference
in severity of phenotype seen in patients can also be observed in the respective knock-in mice.
Chapter 7 describes a study that investigated the gene expression profiles of these migraine mice
in cortical and cerebellar tissue in an attempt to identify novel migraine pathways. Although
neurotransmitter-related pathways were differentially expressed, the transcriptome in mutant
mice was remarkably unchanged. Unlike in the cortex, a specific gene expression signature was
identified in cerebellar tissue that highlighted molecular pathways underlying the cerebellar

ataxia in S218L mice, and possibly patients with the same mutation.

Chapter 8 provides a general discussion of the data from Chapter 2 to 7. The importance of
the genetic factors and variants were identified in various migraine types and their relation
to migraine pathways is discussed, as well as the information on migraine pathways that was
obtained from the expression study. Ideas for future studies on migraine genetics, combining
alternative phenotyping methods with genome-wide association studies are discussed. They may
be a more successful strategy towards finding genetic factors for the common forms of migraine
and may further insight in the pathophysiology of migraine.



Nederlandse samenvatting

Nederlandse samenvatting

Het onderzoek beschreven in dit proefschrift heeft als doel het identificeren en karakteriseren
van nieuwe migraine mutaties en biologische mechanismen. Verschillende FHM en niet-FHM
genen zijn bestudeerd in patiénten met monogene familiaire hemiplegische migraine en in
andere monogene aandoeningen waarbij migraine aanwezig kan zijn. De functionele gevolgen
van deze mutaties en de klinische fenotypes geassocieerd met deze mutaties zijn onderzocht.
De veel voorkomende vormen van migraine, welke een complex genetisch achtergrond hebben,
zijn bestudeerd in een genoom-wijde associatie studie in een geisoleerde populatie en ook in een
meta-analyse studie. Verder zijn FHM1 muizen gebruikt om onderzoek te doen naar expressie
profielen in hersenweefsels welke relevant zijn voor het initiéren van een corticale golf van
neuronale depolarisatie - het onderliggende substraat van de migraine aura - (de occipitale
cortex) en cerebellaire ataxie (het cerebellum). Deze studies zullen ons zullen ons inzicht in de

moleculaire pathofysiologie van migraine vergroten.

Hoofdstuk 2 beschrijft drie nieuwe mutaties in FHM genen. In hoofdstuk 2.1, een nieuwe
V1696F mutatie was beschreven in het FHM1 CACNAIA gen in twee monozygote tweeling broers
met klinische symptomen welke opverlappend zijn met zowel FHM als alternerende hemiplegie op
de kinderleeftijd (AHC). Hier laten we voor het eerst zien dat een mutatie in het CACNAIA gen kan
leiden tot atypische AHC. In voorgaand onderzoek werd slechts een ATP1A2 mutatie geidentificeerd
in een familie met atypische AHC. In hoofdstuk 2.2 wordt een FHM2 ATP1A2 mutatie beschreven
welke hemiplegische migraine geassocieerd met koorts convulsies veroorzaakt. Deze familie laat
de verbreding van het klinische spectrum van FHM2 mutaties zien. In hoofdstuk 2.3 werd een
mutatie scan in het SCN1A (FHM3) gen uitgevoerd in tien FHM families welke negatief waren
voor mutaties in FHM1 en FHM2. Een nieuwe L1649Q mutatie werd geidentificeerd in een grote
FHM familie van Noord Amerikaanse afkomst. Hoewel elektrophysiologische studies lieten zien
dat de L1649Q mutatie leidt tot verhoogde functie van het natrium kanaal wanneer de mutatie
werd ingebracht in SCN5A cDNA, heeft recent parallel elektrophysiologisch onderzoek laten zien
dat waarschijnlijk een verlies-van-functie effect aanwezig is waneer de mutatie in de juiste
SCN1A achtergrond wordt ingebracht. Deze studie bevestigd de rol van neuronale Na 1.1 natrium
kanalen in FHM.

In hoofdstuk 3 werd een systematische analyse uitgevoerd met als doel het onderzoeken van de
mogelijke betrokkenheid van de FHM genen in een grote set sporadische hemiplegische migraine
(SHM) patiénten. In zes van deze 39 goed gekarakteriseerde SHM patiénten, zonder bijkomende

neurologische symptomen, werd een ziekte veroorzakende mutatie gevonden. Een SHM patiént
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had een CACNAIA mutatie en vijf patiénten hadden ATPIA2 mutaties. Een mogelijke SCN1A
mutatie in een zevende patiént bleek een polymorfisme te zijn. Functionele studies werden
uitgevoerd voor alle sequentie varianten en alle zes mutaties lieten functionele consequenties
zien. Onze bevindingen laten zien dat de bekende FHM genen een rol spelen in ongeveer 14% van
de SHM patienten, maar dat andere genetische en niet-genetische factoren ook een rol moeten
spelen. In de klinische praktijk zal het screenen van het ATP1A2 gen de meeste kans op succes

bieden in patienten met ‘pure’ SHM, zonder bijkomende neurologische symptomen.

De excitatiore aminozuur transporter EAAT1, welke gecodeerd wordt door het SLCIA3 gene,
bevindt zich in een zelfde FHM mechanisme en heeft een effect op de glutamaat concentratie
in de synaptische spleet. Een EAAT1 mutatie was eerder beschreven in een patient met ernstige
episodische en progressieve ataxie, convulsies, alternerende hemiplegie, en migraineuse hoofdpijn.
Voor hoofdstuk 4 een mutatie scan van het SLC1A3 gen was uitgevoerd in 20 patiénten met
episodische ataxie (EA) welke negatief waren voor mutaties in het CACNAIA gen. Een nieuwe
missense C186S mutatie welke segregeert met EA in drie familieleden was geidentificeerd.
Functionele analyses lieten een geringe, maar significante, vermindering van glutamaat opname
in COS7 cellen zien voor het mutante EAAT1. Onze studie laat het eerste bewijs zien dat SLC1A3
mutaties EA zonder convulsies of alternerende hemiplegie kunnen veroorzaken. Ook laat deze
studie zien dat de ernst van de klinische symptomen geassocieerd met EAAT1 mutaties lijkt te

correleren met de ernst van de glutamaat transporter disfunctie.

Hoofdstuk 5 beschrijft genetische en functionele studies voor het TREX1 gen, een belangrijke
3'-5" exonuclease. In hoofdstuk 5.1, het TREX1 gen is beschreven als het ziekteveroorzakende
gen voor retinale vasculopatie met cerebrale leukodystrofie (RVCL). RVCL is een autosomaal
dominante aandoening welke gekenmerkt wordt door progressieve blindheid als gevolg van
vasculaire retinopatie welke geassocieerd kan zijn met een wijde range aan klinische symptomen,
inclusief migraine. Negen RVCL families werden beschreven, allemaal met een frameshift mutatie
leidend tot een vervroegd einde van het TREX1 eiwit, waardoor het C-terminale gedeelte van het
TREX1 eiwit ontbreekt. Functionele studies lieten zien deze verkorte eitwitten hun exonuclease
activiteit behielden, maar een abnormale rondom de kern gelegen lokalisatie hadden. TREX1
mutaties zijn ook gevonden in andere vasculaire en immuun-gerelateerde aandoeningen, zoals
het Aicardi-Goutieres syndroom (AGS) of systemische lupus erythematosis (SLE). Hoofdstuk 5.2
beschrijft 60 neuropsychiatrische SLE (NPSLE) patiénten met en zonder witte stof afwijkingen
en presenteert de eerste TREX1 mutatie in een patiént met NPSLE. De NPSLE patiént met mutatie
R128H heeft extensieve witte stof afwijkingen en andere klinische symptomen, zoals Raynaud’s

fenomeen, lupus nephritis klasse IV, en ernstige op migraine-lijkende hoofdpijnen. De mutatie
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veranderd een Arginine welke extreem belangrijk is voor de exonuclease activiteit van het TREX1

eiwit. Onze bevindingen doen een rol vermoeden voor TREX] in cerebrale SLE.

Hoofdstuk 6 beschrijft genoom-wijde associatie studies (GWAS) in de frequente vormen van
migraine. De frequente vormen van migraine kunnen worden onderverdeeld in met aura (MA) en
migraine zonder aura (M0). Hoofdstuke 6.1 beschrijft de eerste GWAS in een groot cohort van
2,748 MA patiénten die verzameld zijn via hoofdpijn klinieken. De meest significant geassocieerde
SNP (rs1835740, P=5.12x10°) bevindt zich op chromosoom 8 en kon gerepliceerd worden in
verschillende onafhankelijke MA en MO cohorten welke in totaal 3,202 migraine patiénten
bevatten. Deze SNP bevindt zicht tussen het astrocyt verhoogde gen 1 (MTDH/AEG-1) gen and het
plasma glutamaat carboxypeptidase (PGCP) gen. Een kwantitatieve expressie (eQTL) studie kon
laten zien dat het zeldzame allel van deze SNP associeert met verhoogde MTDG/AEG-1 expressie

niveaus. Dit identificeert glutamaat als essentieel molecuul in migraine pathofysiologie.

In hoofdstuk 6.2 wordt de genetica van de frequente vormen van migraine onderzocht in
de genetisch geisoleerde Erasmus Rucphen Family (ERF) populatie. Naar verwachting heeft de
meer homogene genetische en klinische achtergrond van deze populatie een positief effect op
genetische studies voor migraine. Geen van de SNPs uit de GWA studie haalde de drempel van
genoom-wijde significantie, maar verschillende SNPs lieten wel (hoog) suggestieve associaties
zien. Vervolgens, werd de GWA data van de ERF populatie toegevoegd aan een grote meta-
analyse welke verschillende via de populatie geselecteerde migraine cohorten van het Nederlands
IJslandse (DICE) consortium bevatte. Deze studie leidde tot een interessante associatie voor SNP

159908234 (P=8.0x10®) in het zenuw groeifactor receptor (NGFR) gen met migraine.

Een andere benadering voor het identificeren van migraine mechanismen en genen is het
bestuderen van gen expressie veranderingen in transgene migraine muizen. Deze muismodellen
voor migraine zijn recent gegenereerd in ons lab, en benadrukken de functie van de corticale
neurotransmitter glutamaat in de pathofysiologie van migraine. Hoewel FHM R192Q geassocieerd
is met ‘pure’ FHM, zonder bijkomende symptomen, leidt FHM1 S218L mutatie tot een bijzonder
ernstig FHM fenotype met cerebellaire ataxie, convulsies, en hersen oedeem, welke soms zelfs
tot fatale coma kan leiden na een mild hoofdtrauma. Studies hebben aangetoond dat het verschil
in ernst van het fenotype gezien in patiénten overeenkomt met respectievelijke transgene
muizen. Hoofdstuk 7 beschrijft een studie die de gen expressie profielen van deze migraine
muizen bestudeerd met als doel het identificeren van nieuwe migraine mechanismen. Hoewel
neurotransmitter-gerelateerde systemen differentieel tot expressie kwamen, is het transcriptoom

van de mutante muizen opvallend gelijk aan dat van niet-mutante muizen. Voor het cerebellaire
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weefsel was een specifieke signatuur geidentificeerd welke moleculaire mechanismen liet zien
specifiek voor cerebellaire ataxie in de S218L muis, en waarschijnlijk ook voor patiénten met

deze mutatie.

Hoofdstuk 8 geeft de algemene discussie over de data van hoofdstuk 2 tot en met 7 weer.
Het belang van de genetische factoren en varianten die geidentificeerd zijn in de verschillende
migraine typen en de relatie tot migraine mechanismen is besproken, evenals de informatie
over migraine mechanismen die verkregen was uit de expressie studie. Ideeen voor toekomstige
migraine genetica studies, waarin alternatieve fenotyperings methoden in combinatie met
genoom-wijde associatie studies worden ook besproken. Deze studies zijn mogelijk succesvolle
strategieén voor het vinden van genetische factoren voor de meer voorkomende vormen van

migraine en zullen misschien ook onze kennis over de pathofysiologie van migraine vergroten.
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AHC
AGS
ATP
cDNA
CMH
CNS
CSD
CVR
DNA
EAAT1
EA
eQTL
ERF
FHM
FP
GEFS+
GWAS
HERNS
HVR
IHS
KT
LCA
LCL
LD
LOD
MAF
MO
MA
MRI
NPSLE
OR
PCR
qPCR
RNA

alternating hemiplegie of childhood
Aicardi-Goutiere syndrome

adenosine tri-phosphate

copy deoxyribonucleic acid
Cochran-Mantel-Haenszel

central nervous system

cortical spreading depression
cerebroretinal vasculopathy
deoxyribonucleic acid

excitatory amino acid transporter
episodic ataxia

expression quantitative trait locus
Erasmus Rucphen Family (study)
familial hemiplegic migraine
fluorescent protein

generalised epilepsy with febrile seizures
genome-wide association study
hereditary endotheliopathy, retinopathy, nepropathy and stroke
hereditary vascular retinopathy
international headache society
knock-in

latent class analysis

lymphoblastoid cell lines

linkage disequilibrium

logarithm of odds

minor allele frequency

migraine without aura

migraine with aura

magnetic resonance imaging

neuro psychiatric systemic lupus erythematosus
odds ratio

polymerase chain reaction
quantitative polymerase chain reaction

ribonucleic acid
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RVCL
SHM
SLE
SNP
SMEI
TCA
TGVS
WMH
WT

retinal vasculopathy with cerebral leukodystrophy
sporadic hemiplegic migraine

systemic lupus erythematosus

single nucleotide polymorphism

severe myoclonic epilepsy of infancy

trait component analysis

trigeminovascular system

white matter hyperintensities

wild-type
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Het moment waarvan je in de ‘AI0-dipjes’ denkt dat het nooit gaat komen is dan nu toch hier, het
proefschrift is af! Dit proefschrift is tot stand gekomen met de steun en hulp van vele mensen

die ik hier graag wil bedanken.

Allereerst mijn co-promotor Arn. Een betere co-promotor had ik mij niet kunnen wensen. Hoe
druk je het ook had, er kon altijd tijd vrijgemaakt worden om even naar een stuk te kijken.
Bedankt voor je enthousiasme, energie, talloze ideeén en oplossingen. Verder wil ik mijn promo-
tores Rune en Michel bedanken. Rune, ik ben blij dat ik nog net bij je laatste AIO’s heb mogen
horen. Dank voor je fijne begeleiding, je mooie Finse humor en je waardevolle adviezen op de
juiste momenten. Michel, jouw visie op het wetenschappelijk onderzoek was altijd zeer leerzaam
en verfrissend. In de genen ben jij eigenlijk niet geinteresseerd : ) maar uiteraard wel in de
bijbehorende mechanismen. Dank voor al je input en opbouwende kritiek, het werd er altijd beter

van! Ook dank voor het gave ritje in je fantastische cabrio!

Graag wil ik mijn Migraine-collega’s bedanken voor de gezelligheid en collegialiteit. Ik heb het
enorm gewaardeerd dat we altijd als groep werken en elkaar helpen wanneer nodig. Kaate, be-
dankt voor alles wat je me geleerd hebt, je goede input en suggesties, en je kalmte in tijden
van stres. Ludo bedankt voor je eeuwige enthousiasme, behulpzaamheid en vrolijkheid (ook al
gaat deze soms gepaard met fluit-CDs..). Stephany, sinds een aantal jaar ben jij ook lid van de
migraine-clan en storten wij onze samen op de praktische kant van de migraine genetica, dank
voor je enorme inzet. Verder natuurlijk ook: Claudia, Florencia, Reinald, Curtis, Jessica, Nathalie,
Erilda, Fleur, Marije, Sandra, Querijn, Boyan, Eelke, Judith, Corrie, Rob en studenten Jochem,
Cindy, Chantal en Maarten. Daarnaast wil ik mijn collega’s uit groep Frants bedanken. Jullie
maken het leven als AIO erg gezellig!

Voor het onderzoek werken wij ook altijd nauw samen met de afdeling Neurologie. Gisela en
Joost, bedankt voor de fijne samenwerking. Anine, samen iedere dinsdagavond op het LUMC zit-
ten om aan een proefschrift te werken is toch echt een stuk leuker dan alleen! Bedankt voor de

gezelligheid en de leuke samenwerking. Ook wil ik Ron, Ronald, Mark en Poldi bedanken.

De resultaten die in de hoofdstukken beschreven staan zijn mede tot stand gekomen met de hulp
van verschillende samenwerkingen. Jan en Jeroen, bedankt voor de survival data en de meeloop-
dag in Nijmegen. Martin and Tobias, thanks for the fruitful collaboration with the SHM project
and also the GWA projects. Joanna Jen and Hafsa Mamsa thanks for the collaboration with our
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joint EAAT1 project. Aarno and Verneri, thanks for having me over at Sanger and giving me the
opportunity to learn from you! Verneri, I think we still need another air-hockey revenge.. Dor-
ret en Lannie, dank voor de prettige samenwerking in het meta-analyse project. Lannie, het was
altijd erg gezellig om samen met jou aan deze studie te werken. Judith, Peter-Bram en Henk,
bedankt voor jullie hulp en waardevolle input bij de microarray experimenten. Voor onze studies
in het ERF cohort is er nauw samengewerkt met de groep van Cornelia van Duijn van het Erasmus
MC. Graag wil ik naast Cornelia ook Yurii, Linda en Najaf bedanken voor hun input en hulp. Peter,

jij ook heel veel dank voor je hulp en gezelligheid!

Lieve Heleen, Rachel en Eddy. Het was altijd leuk om mijn AIO verhalen en soms ook frustraties
met jullie te delen. Heleen, samen begonnen we jaren geleden met onze eerste baan bij het UMC,
leuk dat we elkaar nog steeds zien. Rachel, vanaf onze studietijd hebben we lief en leed gedeeld.
Ik hoop dat we nog heel lang vriendinnen blijven, leuk dat je nu mijn paranimf wilt zijn! Eddy,
mijn andere paranimf, wij kennen elkaar ook al sinds onze VU-tijd, daarna beide promoveren in

Leiden, het is altijd gezellig met jou.

Lieve Arie, je bent een geweldige vriend en het perfecte voorbeeld van een levensgenieter!
Bedankt voor je grafische hulp en je enorme enthousiasme bij de opmaak van mijn proefschrift,

of volgens jou ‘de scriptie vol met toverspreuken’: )

Lieve vriendinnen. Judith en Bianca, jullie zijn fantastisch en voor altijd! Rosa, Marleen en
Belinda, wat kennen we elkaar alweer lang he, het is altijd weer gezellig. De meiden uit mijn
volleybal team en natuurlijk ook Marije, Bianca en Monica. Bedankt voor de heerlijke sportieve

ontspanning, het fanatisme en alle gezelligheid!

Lieve Anton en Elmer, Wouter en Marjolein, onze vriendschap is heel hecht en voor mij van grote
waarde. Samen varen, samen zeilen, samen dansen, samen eten, het maakt niet uit wat we doen,

het is altijd leuk en gezellig met jullie!

En ten slotte wil ik graag mijn familie bedanken. Gabe, Jelmer en Ingrid, ik zou geen lievere
broers en schoonzus kunnen hebben. Mijn lieve omaatje (beppe) die altijd in mij gelooft en van
alles op de hoogte wil zijn. Mijn lieve ouders (heit en mem), jullie staan altijd achter mij in alles

wat ik doe en dat waardeer ik enorm, bedankt voor jullie oneindige steun!

Lieve, lieve Thomas, jij bent er altijd voor mij. Bedankt voor je liefdevolle steun, onvoorstelbare
geduld en je nuchtere en relativerende blik in mijn tijden van stres. Ik weet dat dit promotie

traject voor jou ook zwaar is geweest.. You're the best!
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