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CHAPTER 9

The overarching aim of this thesis was to microsurgically transplant living allogenic bone and 
joint while maintaining viability without the need for life-long immunosuppression in a pre-clinical 
animal model. In this chapter, the main findings of the studies are summarized, discussed and 
suggestions for future research are given. 

Summary and conclusions 

Part I: 
The first part of this thesis focuses on the current clinical outcomes of autogenous vascularized 
bone grafts (VBG) for the reconstruction of large segmental bone defects in the lower extremity. 
We focus on the outcomes of VBGs used alone or in combination with a massive allograft. 
The eventual goal is limb-salvage and preservation of form and function, while minimizing 
complications and re-operations. We hypothesized that segmental bone defects are best 
reconstructed with a vascularized autograft combined with or without a massive cortical allograft. 

In Chapter 2, we performed a review of literature on the outcomes of VBGs for the reconstruction 
of large segmental defects in the lower extremity. Segmental bone loss is often the result of 
trauma, primary malignant tumor resection, meta-static tumor resection, infection, failed 
primary reconstruction, or congenital pseudarthrosis. Treatment of these large bone defects 
is challenging. Historically, vascularized bone grafts have been used since the 19th century. 
The desirability of  a vascularized bone graft above a non-vascularized bone graft has been 
emphasized by several early researchers [1-3]. Due to the rapid development of microsurgical 
techniques the free fibula flap has become one of the most important VBG for the reconstruction 
of segmental bone defects. The first successful free vascularized fibula transfer at Mayo Clinic 
was performed in 1979 by Dr. M.B. Wood. The structure and shape of the fibula make it useful for 
diaphyseal reconstruction; a straight segment of bone between 26 and 30 cm can be harvested, 
and stability can be obtained with rigid internal fixation to the recipient bone. Vascularized bone 
flaps remain viable due to microvascular repair of the nutrient pedicle of the bone, permitting the 
survival of osteogenic cells [4, 5]. The viability of VBG results in faster union rates, fewer fatigue 
fractures, rapid remodeling and hypertrophy, and less resorption compared to non-vascularized 
bone transfer [6-8]. Primary union rates of 67-84% have been found in the literature, however after 
secondary bone grafting, the rate of union is 81-92% [9-11]. Complication rates after vascularized 
bone grafting for reconstruction of a bone defect in the lower extremity are strongly dependent 
on the location and underlying pathology of the defect. Risk factors for poor outcomes are post-
operative chemotherapy, tobacco use, and a history of osteomyelitis [9, 11]. 

Free fibula flaps often poorly match the diameter of the defect in the lower extremity. Therefore, 
they are susceptible to early stress fractures in the first year due to insufficient protection from 
mechanical overload. Combining vascularized fibular grafts with a massive allograft shell can 
reduce the mechanical load. This technique has been known in literature as the Capanna 
technique [12]. In Chapter 3, we performed a systematic review of literature on the outcome of 
this technique. We found that combining a massive allograft and an intramedullary vascularized 



175

Summary and general discussion

9

fibula as a method for the primary reconstruction of segmental bone defects in the lower extremity 
provides a single step reconstruction with good functional long-term outcomes. This technique 
has a primary union rate of 86.5%, with a high re-operation and complication rate (Chapter 3). 
This technique should especially be considered in tumor cases, since there is little evidence in 
literature for its use in traumatic or congenital defect cases. 

In conclusion, the use of autogenous vascularized bone grafts remains the gold standard for 
large segmental bone defects in the lower extremity with or without the use of a protective 
massive allograft shell. Primary union rates are significantly higher compared to non-vascularized 
massive allografts alone. Vascularized bone grafts are limited by the few expendable donor sites 
and donor site complications. 

Part II: 
In the second part of the thesis we focused on a new experimental reconstructive method: living 
bone allotransplantation, which is a form of vascularized composite allotransplantation (VCA). 
While VCAs are currently limited by the use of life-long immunosuppression, we developed 
a new experimental method to maintain bone VCA viability. This novel method of living bone 
allotransplantation combines the microvascular repair of the nutrient circulation with implantation 
of recipient-derived arteriovenous (AV) bundles with short-term immune modulation. We 
hypothesized that bone VCA viability can be maintained in a large animal model using surgical 
angiogenesis and short-term immunosuppression without tolerance induction or other permanent 
immune modulation. Instead, new bone formation in transplanted allogeneic bone is the result 
of transplant chimerism.   

In Chapter 4, we demonstrated the ability to orthotopically transplant bone-only VCAs across 
a major histocompatibility barrier using sex-mismatched Yucatan miniature swine, implanting 
an AV-bundle within the medullary canal to induce recipient-derived angiogenesis (surgical 
angiogenesis). Two weeks of immunomodulation were used. We implanted a patent AV-bundle 
in group 1 and a ligated AV bundle in group 2 as a no-angiogenesis control. In both groups, 
a microsurgical repair of the nutrient vessel was performed in the recipient, combined with 
rigid internal fixation of the allotransplant. We successfully performed 12 vascularized bone 
allotransplantations. Over a 20-week period, pigs gained an average of 20 kg (40 kg final weight) 
and full-weight bearing was observed without exception by four days after operation. In this 
study, we found new periosteal bone formation and subsequent bone healing to result from 
blood flow through the microsurgically repaired allogenic vascular pedicle, confirmed by allogenic 
pedicle patency in the first 4-6 weeks after transplantation. The implantation of an autogenous AV 
bundle has no adverse effect on material properties but has a positive effect on bone remodeling 
of endosteal surfaces despite thrombosis of the allogenic pedicle. 
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The extent of surgical neo-angiogenesis and the effect of it on transplant viability and gene 
expression was evaluated in Chapter 5. In this chapter, we found significantly greater amounts 
of medullary vessels in the patent AV bundle group 20-weeks after transplantation. Endosteal 
osteocyte counts were highest in this group. A significant increase in the expression of endothelial 
growth factor like-6 (EGFL-6) was observed, with a positive correlation with measured vessel 
volumes. 

The sex-mismatched nature of our large animal model allowed for evaluating the extent of 
transplant chimerism by investigation of the SRY gene with RT-qPCR. Additionally, further 
development of Laser Capture Microdissection techniques combined with fluoroscopy allowed 
precise sampling of osteocytes. In Chapter 6, we studied cell lineage within sex-mismatched 
bone VCAs by LCM (Laser Capture Microdissection) and RT-qPCR. Analyses of areas of new 
bone formation showed significant levels of microchimerism, demonstrating new bone formation 
to result from the migration of autogenous cells. Some allogenic male donor cells survived, 
evidenced by RNA analyses. No systemic chimerism was found in liver and spleen, indicating 
that induction of donor specific tolerance was not important. 

Only two weeks of immunosuppressive triple therapy was used in our large animal model. After 
cessation of the immunosuppression, recipient rejection of the VCA would be expected. In 
Chapter 7, we measured the systemic immune response and effect of AV bundle implantation 
on local immune status of the allotransplant 20 weeks after transplantation. Thrombosis of the 
allogenic vascular pedicle occurred 4-6 weeks after transplantation, as found in Chapter 4. 
Histologic evaluation of the allogenic pedicle confirmed loss of pedicle patency due to intimal 
hypertrophy, as expected without immune modulation. Necrosis of the bone does not occur due 
to the development of a neo-angiogenic autogenous blood supply during the initial period of drug 
therapy. In this study, there was no adverse systemic effect of this process, studied by periodic 
peripheral blood cytokine determinations during a 20-week survival period. The allotransplants 
themselves demonstrated less inflammation, less necrosis and improved viability with the 
addition of an autogenous AV bundle. All implanted patent AV bundles in were patent 20 weeks 
after transplantation and showed significant spouting into the allotransplant as demonstrated in 
Chapter 5. Histologic evaluation of the AV bundle showed a normal patent arterial wall. 

In conclusion, this novel approach to bone allotransplantation seems to have significant 
advantages over conventional VCA methods proven in a pre-clinical experimental animal model. 
The data found throughout chapters 4-7 are consistent with those found in previous studies 
using the same novel method to maintain transplant viability in small animal bone-only VCA [13-

19]. The porcine model has distinct advantages for allogenic tissue transplantation research in 
order to retrieve pre-clinical translatable results. Their size, anatomy, physiology and immunology 
are well known and comparable to human. Our porcine tibia defect model has proven to be 
a great asset for VCA research and produces consistent and reproducible results [20-22]. Living 
bone allotransplantation with short-term immunosuppression and AV bundle implantation holds 
therefore clinical potential using our novel method. 
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Part III: 
In the third part of this thesis, we extrapolated our novel method of surgical neo-angiogenesis to 
a novel large animal model to study orthotopic vascularized whole knee joint allotransplantation. 
We hypothesized that surgical angiogenesis will preserve viability, permit healing and maintain 
articular function of whole knee joint allotransplantation with short-term immunosuppression. 

In Chapter 8, we performed an anatomy and feasibility study on allotransplantation of a 
vascularized whole knee joint allotransplantation with autologous AV bundle implantation covered 
by a pedicled gracilis muscle flap in three outbred farm pigs. The complexity, expense and 
postoperative complications resulted in premature termination of the experiment. We conclude 
whole joint allotransplantation is an extremely complex surgical procedure, wherein our new 
model requires further development to establish a valid large animal model with reproducible 
results. 

Discussion 
Revascularization of conventional non-vascularized bone allografts, often cryopreserved (CBA), 
is a slow and incomplete process. Almost 40-50% of the interstitial lamellae remain avascular 
after two years [23-25]. In the past decades, autogenous vascularized bone grafts have been widely 
used. The advantage of this technique is better and faster incorporation of the graft [10, 26-30]. The 
free fibula flap has become the workhorse in clinical setting for the treatment of large segmental 
bone defects. However, the initial strength of the vascularized fibular graft may be insufficient 
in lower extremity reconstructions, due to small diameter of the bone. Although, hypertrophy 
often occurs at an average of 18 months after surgery, hypertrophic bone fractures have been 
reported [7, 31].  A vascularized fibula graft in the lower extremity should be protected against 
fatigue fracture in the first few years [32]. To solve these problems, Dr. Capanna introduced a 
new technique wherein the vascularized fibula graft is combined with a massive allograft to 
protect the fibula from mechanical loads (VBG + CBA) [12]. Alternatively, living bone and joint 
allotransplantation offers a novel method to reconstruct large segmental bone defects. Here 
we will discuss the different treatment modalities of using vascularized autogenous bone and 
vascularized composite allotransplantation of bone and joint. 

Mechanical stimulation or stress loading of bone is a major factor in the maintenance of normal 
balance between bone formation and resorption. This process can take place at different levels 
of the bone segment according to the individual characteristics and variation over time of the 
axial strain rate [7, 33, 34]. Increased mechanical load on long bones can produce a stimulus in 
which bone formation outpaces bone resorption [35]. Correspondingly, repeated mechanical load 
which exceeds the strength of the bone can cause stress fractures. Bone growth is evidenced 
in the areas where compression or traction load is  increased, meanwhile decreasing load leads 
to resorption [34]. The ability of a vascularized or non-vascularized bone to resist and adapt to 
mechanical loading depends upon both its strength and viability [4, 36].
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Vascularized fibula flaps used for the reconstruction of a large segmental defects alone 
demonstrate hypertrophy as a response to stress loading in 80% of cases at 24 months after 
surgery [7]. When a VBG is combined with an CBA, the VBG substantially improves the biological 
properties of the reconstruction due to the independent vascularity. In short-term, the VBG 
induces fusion and incorporation into the recipient bone. In long-term, the VBG interacts with 
the allograft by inducing revascularization of endosteal surface of the CBA [34]. The endosteal 
surface of the CBA otherwise remains avascular and therefore represents an element of lesser 
mechanical resistance [24, 37]. 

Computed tomography studies of a combined VBG and CBA reconstruction demonstrate 
this effect in three different remodeling patterns depending upon the variation of the load on 
the reconstruction. If the CBA remains intact, the mechanical stress on the vascularized fibula 
remains mild and constant. In response, the VBG will show an increase in diameter without 
cortical thickening (pattern 1). Osteo-inductive processes have been found in areas where the 
growing vascularized bone comes into contact with the endosteal surface of the CBA. The 
second pattern is associated with a stress fracture of the CBA. Due to the suddenly increased 
axial strain on the VBG, the plastic properties of the hypertrophying VBG becomes heightened. 
As a result, an increase in diameter is observed together with significant cortical thickening. The 
osteo-inductive processes found in these cases are more intensely activated at the CBA level. 
This leads to a complex process of osteogenic substitution [34], but hypertrophy of the VBG 
together with revascularization of the CBA is preferable. It has been described in the literature 
that in some cases of combined VBG and CBA reconstruction, the complete CBA shell had been 
reabsorbed. The reabsorbing process had occurred simultaneously with increase hypertrophy of 
the VBG [34]. 

The biological behavior of the VCA with short-term immunosuppression and surgically-induced 
neo-angiogenesis was compared to the biological behavior of VBGs, CBAs or a combination 
of VBG and CBA. We found in our experimental VCA study that no fractures occurred during 
the 20-week survival period and all proximal host-transplant interfaces demonstrated complete 
union. In our porcine tibia VCA defect model, we used rigid internal fixation with dual locked 
LCP plates. Only one uni-cortical locking screw was used to hold the allotransplant in place. 
Inability to limit activity in our pig hind-limb model is a potential explanation for the three cases 
of incomplete distal union. We observed periosteal new bone arising from the VCA sufficient to 
form a bridging callous. This healing process is comparable to the healing process of autogenous 
VBGs [7]. Change of mechanical bone properties have been reported after both VBG and CBA 
reconstruction [38] that. Bone material properties within the allotransplants changed 20 weeks 
after transplantation compared to normal (contra-lateral) bone while bone mineral density (BMD) 
was maintained. Mechanical protection of the allotransplants by the internal fixation and limited 
follow-up are possible explanations for the changed mechanical properties. 

Implantation of a VBG within a CBA has been reported to increase the biologic properties of the 
reconstruction and improve outcomes [12, 34]. Biologically, the revascularization of the CBA by a 
VBG can be compared to autogenous revascularization of a VCA with AV bundle implantation, 
wherein the VBG acts as the AV bundle. Living bone allotransplantation provides immediate bulk 
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and stability, while maintaining the biological properties of VBGs. The distinct difference between 
the two methods is that VCAs do not requiring a donor site. 

Allotransplantation of complete knee joints is a novel approach to knee replacement surgery. 
Vascularized composite allotransplantation of bone and joint has been performed clinically [39, 

40]. In these case series, multi-organ donors were used after explantation of vital organs. After 
harvest, the knee joint VCA was adjusted to fit the defect of the recipient on a back table. 
After transplantation and anastomosis of the vascular pedicle, internal fixation was performed 
by retrograde placed intramedullary nails. After initial success, all knee joint VCA attempts failed. 
In four patients, the VCA was rejected and had to be partially removed. Subsequently, a total 
knee arthroplasty was performed which led to an infection and eventually amputation [40]. Long-
term immunosuppression and loss of transplant viability due to rejection should be alternatively 
managed to make allotransplantation of whole knee joints a success. 

Whole knee joint allotransplantation using our novel method of maintaining VCA viability by 
surgical neo-angiogenesis without the use of life-long immunosuppression has been evaluated 
in a rabbit model. Surgical neo-angiogenesis resulted in improved viability, bone remodeling, 
and bone properties. Flexion contractures, due to in part to the hyperflexed resting stance of 
the rabbit knee, caused functional impairment [41, 42]. The desirability to perform this type of 
VCA research in a large animal would facilitate thorough investigation of whole knee joint VCA 
feasibility, including bone healing, joint properties, tissue perfusion, as well as systemic and local 
immune responses.  Although the porcine tibia defect model has proven to be of great value 
for bone-only VCA research, the novel large animal model for knee joint VCA research needs 
to be further developed. The surgical ability to successfully perform whole knee joints has been 
confirmed by both experimental and clinical studies [43, 44]. Post-operative management however 
should be adjusted and further studied. 

In the ideal world the application of living bone and joint allotransplantation would be further 
evaluated in an experimental follow-up study. For bone-only allotransplantation, I would like to 
see value and issues with allotransplantation versus current treatment. I would probably do a 
long-term survival experiment comparing conventional reconstruction with cryopreserved bone 
versus bone allotransplantation in pig model using our novel method of maintaining transplant 
viability. Second, I would like to see value and issues with surgical angiogenesis versus usual 
VCA methods, compare bone allotransplants with long-term IS versus our novel method, also 
with long-term survival in pig model. For whole joint allotransplantation I would like to do an 
experimental follow-up study in which we transplant an entire knee joint and optimize the post-
operative care by using drains and provide support by using an abdominal sling. When we have 
a working and validated joint allotransplantation model, we can compare non-viable allograft 
whole joint with vascularized allotransplantation whole joint in a pig model. Although this type of 
research would greatly facilitate further development and pre-clinical data to safely translate the 
results to clinical setting. There are several major limitations to this type of research, the expense 
related to immunosuppressive drugs and long-term survival time of large animals are a major 
concern. Additionally, pigs are intelligent animals who are hard to compel to take their drugs for 
an extended period of time. 
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Alternatively, one could start experimenting on humans since living bone allotransplantation has 
the potential for clinical application using our novel method to maintain viability. The technical 
feasibility of living bone allotransplantation has now been shown in humans and multiple small 
and large animal models. Additionally, pre-clinical experience with VCA using our novel method 
is very promising with reproducible results, although found in a low number of experimental 
cases.  Clinical experience with living bone allotransplantation has resulted in one successful 
transplantation to date [45]. In another case, the recipient of an allogenic vascularized femoral 
diaphysis was transfected with a cytomegalovirus [39]. Thus, an optimum of hygienic security 
has to be claimed for recipients of living allogenic bone. Therefore, transplantation protocols, 
careful case selection, transplantation safety and concerns with immunological hazards should 
be further evaluated. Prior to clinical application, several human cadaver studies should be 
conducted to develop transplantation procedures and study the human vascular anatomy of 
different bones (donor sites). First a review of literature should be performed on the current 
knowledge on vascular anatomy of different bones and joints. Second, cadaver dissection can 
be performed by injecting an upper or lower extremity with Microfil (contrast agent which hardens 
after injection), perform imaging studies (micro-CT), and dissect the limb thereafter. This way 
multiple expandable donor sites can be investigated. 

In the future, we expect vascularized composite allotransplantation to be more widely used and 
accepted. Clinical experience with hand, face and abdominal wall has been the forefront of VCA 
developments after organ transplantation. With the lessons learned from previous VCA research, 
and the implementation of our novel method, we provide possible new option for reconstructive 
surgery. It is essential to acknowledge that reconstructive surgery is not life-saving surgery, 
therefore the risk to the patient should be minimized. Do no further harm. 
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CHAPTER 10

Het overkoepelende doel van dit proefschrift was om microchirurgisch gevasculariseerde allogene 
bot en gewrichtstransplantaties uit te voeren in een preklinisch diermodel met slechts kortdurende 
immunosuppressiva en behoud van weefsel vitaliteit door chirurgisch geïnduceerde autologe 
neo-angiogenese. In dit hoofdstuk wordt een samenvatting gegeven van alle hoofdstukken, en 
de daarbij behorende conclusies besproken. 

Deel I: 
In het eerste deel van dit proefschrift worden twee studies gepresenteerd over het klinische 
gebruik van autoloog gevasculariseerd bot voor de reconstructie van segmentale botdefecten 
in de onderste extremiteit. Hierbij werd de focus gelegd op het gebruik van gevasculariseerd 
autoloog bot (VGB) alleen of in combinatie met een niet-gevasculariseerd stuk corticaal donor 
bot (CBA). Het uiteindelijke doel bij reconstructie van het onderbeen is behoud van vorm en 
functie terwijl het risico op complicaties en re-operaties zo klein mogelijk wordt gehouden.  Als 
hypothese stelde wij dat segmenteel bot verlies het beste reconstrueert kunnen worden met 
gevasculariseerd bot (VGB), of in combinatie met een niet-gevasculariseerd stuk donor bot (CBA). 

In Hoofdstuk 2, beschrijven wij een review over de uitkomsten van het gebruik van VBGs voor 
de reconstructie van grote segmentale bot defecten in de onderste extremiteit. Hiervoor zijn 
voornamelijk artikelen gebruikt die binnen de Mayo Clinic zijn gepubliceerd. 

Grote segmentale defecten van bot kunnen ontstaan als gevolg van trauma, resectie van bot 
tumoren, bot metastasen, infectie, gefaalde eerdere reconstructie pogingen, en congenitale 
pseudartrose.  Gevasculariseerd bot wordt sinds halverwege de 19e eeuw gebruikt, echter bestaat 
het verlangen naar gebruik van gevasculariseerd bot boven dat van niet-gevasculariseerd bot sinds 
het begin van de 19e eeuw [1-3]. Door de snelle ontwikkeling van de operatiemicroscoop en 
microchirurgisch instrumentatrium is verplaatsing van gevasculariseerd weefsel mogelijk geworden 
over het gehele lichaam. Op deze manier is het mogelijk om bijvoorbeeld de fibula (een van de twee 
onderbeen botten) aan te sluiten op een plek elders in het lichaam. Deze techniek is ook bekend 
als de vrije fibula lap en is een vorm van gevasculariseerd autoloog bot (VBG). Deze methode is een 
van de meest belangrijke reconstructie methode voor de behandeling van grote segmentale bot 
defecten. De eerste succesvolle vrije fibula flap in de Mayo Clinic was in 1979 door Dr. M.B. Wood. 
De structuur en vorm van de fibula maken dit bot geschrikt voor de reconstructie van bot defecten. 
Er kan namelijk een recht stuk bot worden geoogst van ongeveer 25-30 cm, en stabiliteit worden 
verkregen door interne fixatie aan het bot waar het defect zich bevindt. De osteocyten (bot cellen) 
in gevasculariseerd bot blijven vitaal nadat het bot verplaatst door microchirurgisch herstel van 
de bloedvaten [4, 5]. De vitaliteit van VBG resulteert in snellere genezing, minder stressfracturen, 
snellere remodelering en hypertrofie, en minder bot resorptie vergeleken met CBAs [6-8]. In 67-
84% van de gevallen waar VBGs zijn gebruikt vindt primaire bot genezing plaats. Secundaire bot 
genezing vindt plaats na re-interventie in 81-92% van gevallen [9-11]. Complicaties geassocieerd 
na VBG voor de reconstructie van een groot bot defect in de onderste extremiteit is sterk afhankelijk 
van de locatie en onderliggende pathologie van het defect. Risicofactoren die geassocieerd zijn 
met slechtere uitkomsten zijn het gebruik van postoperatieve chemotherapie, roken, en patiënten 
die een defect hadden door een infectie [9, 11]. 



187

Nederlandse samenvatting 

10

De vrije fibula flap is qua vorm en grootte vaak een minder goede match met het defect in de 
onderste extremiteit. Hierdoor is de reconstructie met een vrije fibula vatbaar voor stressfracturen 
in het eerste jaar na operatie als het niet goed beschermd wordt tegen mechanische belasting. 
VBGs kunnen worden beschermd tegen grote mechanische belasting door ze te combineren 
met een groot stuk niet gevasculariseerd bot (CBA). Deze techniek van VBG en CBA in een 
operatie is ontwikkeld door Dr. Capanna. 

In Hoofdstuk 3, hebben we een systematische review van de literatuur verricht die gaat over 
de uitkomsten van de gecombineerde VGB en CBA-reconstructie van grote bot defecten in de 
onderste extremiteit. Uit deze studie bleek dat de combinatie van VBG en CBA lijden tot een 
goede primaire reconstructie, met goede functionele uitkomsten op lange termijn. Deze techniek 
leidt tot primaire botgenezing in 86.5% van de gevallen. Echter is deze techniek geassocieerd 
met een hoge re-operatie en complicatie kans. De Capanna techniek is bijzonder geschikt na 
tumorresectie bij personen met een lage leeftijd. 

Concluderend, het gebruik van VBG blijft tot op heden de gouden standaard voor de reconstructie 
van grote segmentale bot defecten in de onderste extremiteit. Ter bescherming van mechanische 
belasting kan het beste de VBG gecombineerd worden met een CBA wanneer het gaat om een 
jonge patiënt met een tumor indicatie. De primaire bot genezing is beter wanneer een VBG gebruikt 
wordt dan een CBA alleen. Het gebruik van gevasculariseerd bot is gelimiteerd in het gebruik door 
de slechts enkele beschikbare botten die “gemist” kunnen worden in het menselijk lichaam zonder 
functie in te leveren. Daarnaast is zijn VBG geassocieerd met complicaties die kunnen ontstaan 
waar het donor bot wordt geoogst. 

Deel II: 
In het tweede deel van deze promotie, ligt de focus op een nieuwe alternatieve reconstructie 
methode; namelijk het gebruik van gevasculariseerde allogene bot transplantaties (VCAs). Hierbij 
wordt een geselecteerd bot van een menselijke donor wordt geoogst en vervolgens gevasculariseerd 
aangesloten in een menselijke ontvanger. Deze donor is tevens vaak ook nier, hart, long en lever 
donor. Deze alternatieve methode is slechts in enkele gevallen ook daadwerkelijk in mensen 
verricht. Gevasculariseerde allotransplantaties zijn gelimiteerd door het gebruik van levenslange 
immunosuppressiva zoals benodigd bij elke vorm van orgaantransplantatie. In het microvasculair 
onderzoekslaboratorium van de Mayo Clinic is een nieuwe methode ontwikkeld die weefsel vitaliteit 
van een levend bot allotransplantaat behoud zonder levenslange immunosuppressiva. Deze nieuwe 
methode van levende bot allotransplantaties combineert het microchirurgisch aansluiten van de 
allogene bloedvaten in de ontvanger met het aanleggen van een tweede autologe circulatie. Hierbij zijn 
slechts twee weken immunosuppressiva benodigd. De tweede autologe circulatie wordt aangelegd 
door een arterioveneuze (AV) bundel te implanteren in het allotransplantaat. De werkzaamheid van deze 
nieuwe methode van transplanteren is reeds in kleine diermodellen aangetoond. Als hypothese stelde 
wij dat de weefsel vitaliteit in bot VCAs in een groot diermodel kan worden behouden door chirurgisch 
geïnduceerde neo-angiogenese (AV-bundel implantatie) met kortdurende immunosuppressiva. 
Daarnaast verwachten wij dat de nieuwe bot formatie in het allotransplantaat het resultaat is van 
autologe bot cellen die migreren van de ontvanger in het transplantaat. Hierdoor zal over de tijd het 
transplantaat worden gerepopuleerd door cellen van de ontvanger. 



188

CHAPTER 10

In Hoofdstuk 4, werd gedemonstreerd dat wij succesvol een defect in een varkens tibia kunnen 
reconstrueren door middel van een VCA van een donor varken. Hierbij transplanteerde wij van een 
manlijke donor naar een vrouwlijke ontvanger. De varkens waren gepaard voor het bloedgroep 
type, echter was er een opzettelijk groot verschil in histocompatibiliteit (Swine Leukocyte Antigen 
mismatch). Tijdens de transplantatie implanteerde wij de AV-bundel in de intramedullaire ruimte 
van het transplantaat om autologe neo-angiogenese te induceren. Om te evalueren of AV-bundel 
implantatie daadwerkelijk voor behoudt van weefsel vitaliteit zorgt, verdeelde wij de varkens in 
twee groepen. In groep 1 implanteerde bij een patente AV-bundel en in groep 2 implanteerde 
wij een proximaal geligeerde AV-bundel als controlegroep.  In beide groepen werd de allogene 
circulatie hersteld en werd er interne fixatie van het transplantaat verkregen. Met succes 
transplanteerde wij 12 gevasculariseerde allogene tibia segmenten (VCAs). Het allotransplantaat 
bleek bloedvoorziening te krijgen uit de allogene vaatsteel in de eerste 4-6 weken. Dit leidde 
vervolgens tot significant nieuwe botformatie welke heeft geresulteerd tot botgenezing. 
Chirurgisch geïnduceerde neo-angiogenese had geen tegenstrijdig effect op de biomechanische 
eigenschappen van het allotransplantaat. Wel bleek de neo-angiogenese een positief effect te 
hebben op de bot remodelering eigenschappen van het allotransplantaat, ondanks trombose 
van de allogene vaatsteel in de eerste 4-6 weken. Het effect van chirurgisch geïnduceerde neo-
angiogenese op weefsel vitaliteit en genetische expressie werd verder geëvalueerd in Hoofdstuk 
5. Uit dit hoofdstuk bleek dat AV-bundel implantatie in groep 1, leidde tot significant meer ingroei 
van bloedvaten in het allotransplantaat 20 weken na transplantatie. Dit leidde vervolgens tot 
verbeterde osteocyt (bot cellen) scores dus beter behouden weefsel vitaliteit. In groep 1 werd 
ook significant meer expressie van endothelial growth factor like-6 (EGFL6) gevonden welke 
positief gecorreleerd was aan het gemeten vaatvolume in het allotransplantaat.

Om het mechanisme te bestuderen die ten grondslag liggen aan de succesvolle VCAs 
getransplanteerd met onze nieuwe methode, wordt in Hoofdstuk 6 een studie verricht die het 
geslacht van de cellen in de VCA kan herleiden. Gezien wij transplantaties verrichte van manlijk 
geslacht naar vrouwelijk geslacht, kunnen wij de omvang van een gemixt chimerisme bepalen 
in de bot allotransplantaten. Om dit te doen, analyseerde wij DNA en RNA middels RT-qPCR. 
Middels deze PCR-techniek, kunnen we de relatieve verhouding van het seks-bepalende gebied 
Y (SRY)-gen (specifiek alleen voor het mannelijke DNA en RNA) berekenen ten opzichte van 
een huishoudster gen (een gen wat in alle cellen voorkomt). Wij verkregen DNA en RNA uit 
specifieke gebieden van het allotransplantaat middels Laser Capture Microdissectie (LCM). 
Met deze technieken, kunnen we heel specifiek onderzoeken van welke geslacht de nieuwe 
bot formatie is. We vonden dat nieuwe bot formatie voornamelijk afkomstig is van vrouwelijke 
cellen die waren gemigreerd van de ontvanger in het allotransplantaat. Daarnaast vonden we 
dat sommige mannelijke cellen de transplantatie hadden overleefd. Manlijke cellen waren niet 
geëmigreerd naar andere organen zoals lever en milt. Over de tijd zal het allotransplantaat dus 
worden gerepopuleerd door autologe (vrouwelijke) cellen. 

In ons allotransplantatie model gebruikte wij slechts twee weken immunosuppressiva. Na 
het stoppen van de immunosuppressiva zou men verwachten dat het allotransplantaat 
wordt afgestoten door de ontvanger. In Hoofdstuk 7, onderzochten we de systemische 
immunologische reactie en het effect van AV-bundel implantatie op de lokale immuunreactie 
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na allotransplantatie. Het resultaat van het stoppen van immunosuppressiva in ons diermodel 
leidde ertoe dat de allogene vaatsteel na 4-6 weken getromboseerd was, zoals in hoofdstuk 4 
beschreven. Histologische evaluatie van de allogene vaatsteel, 20 weken na transplantatie, liet 
zien dat dit het gevolg was van intima hyperplasie. Intima hyperplasie is een fenomeen wat we 
vaker zien in de wand van bloedvaten als gevolge van een immunologische afstotingreactie. 
Trombose van de allogene vaatsteel was een verwacht effect. Normaliter zou dit tot verlies 
van weefsel vitaliteit leiden. Echter in deze studie, vormt de AV bundel een nieuwe circulatie 
tijdens de immunosuppressiva periode. Hierdoor vonden wij dat door AV-bundel implantatie 
weefsel vitaliteit was behouden. Tevens werd er minder fibrose en inflammatie gevonden als 
gevolg van AV-bundel implantatie. Histologisch onderzoek van de AV-bundel zelf liet geen intima 
hypertrofie zien. Middels regelmatige bloedafnames tijdens de 20-weken overleving konden 
we de systemische immunologische reactie op transplantatie monitoren. De gemeten witte 
bloedcellen, rode bloedcellen, lymfocyten, monocyten, eosinofiele, neutrofiele en cytokinen lieten 
geen tegenstrijdig effect zien als gevolg van transplantatie. 

Middels dit proefschrift hebben wij in een groot preklinisch diermodel aangetoond dat onze 
nieuwe methode van allotransplantatie een significant voordeel lijkt te hebben vergeleken 
met conventionele allotransplantatie procedures. De experimentele uitkomsten besproken in 
hoofdstuk 4-7 zijn consistent met de uitkomsten gevonden in klein diermodellen die dezelfde 
gevasculariseerde bot allotransplantaties uitvoerde met gebruik de nieuwe transplantatie 
methode [12-18]. Het varkens model heeft specifieke voordelen die VCA-onderzoek vertaalbaar 
maken naar de menselijke kliniek. De anatomie, grootte, fysiologie en immunologie van varkens 
is onderzoekers welbekend en lijkt op die van de mens. Het door ons gebruikte varkens model 
in dit proefschrift heeft aangetoond van grootte waarde te zijn voor VCA-onderzoek. De data die 
wordt verkregen met dit varkens model blijkt consistent, reproduceerbaar en vertaalbaar naar de 
menselijke kliniek. Gevasculariseerde bot allotransplantaties hebben om deze reden de potentie 
voor toekomstige toepassing in de menselijk kliniek wanneer gecombineerd met onze nieuwe 
transplantatie methode. 
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Deel III: 
In het derde deel van dit proefschrift hebben wij geprobeerd om de nieuwe transplantatie methode 
te extrapoleren naar gehele gewricht transplantaties. Hiervoor hebben wij een nieuw groot 
diermodel ontwikkeld waarin wij een groot knie defect reconstrueren met een gevasculariseerde 
gehele knie van een donor, waarbij slechts twee weken immunosuppressiva werd gebruikt.  
Hierbij werd getracht weefsel vitaliteit trachten te behouden door autologe AV-bundel implantatie 
en een gesteelde gracilis spier lap (chirurgische neo-angiogenese). Wij stelde de hypothese 
dat chirurgisch geïnduceerde neo-angiogenese weefsel vitaliteit, genezing en gewrichtsfunctie 
behoudt met kortdurende immunosuppressiva. 

In Hoofdstuk 8 beschrijven wij een nieuwe werkwijze van gevasculariseerde gewrichtstransplantatie 
met chirurgisch geïnduceerde neo-angiogenese en kortdurende immunosuppressiva, waarbij een 
anatomie en pilotstudie is verricht. Een gewricht bestaat uit meerdere type weefsels zoals bot, 
kraakbeen, ligamenten, kapsel en bloedvaten. Aangezien de bloedvoorziening hiervan significant 
meer complex is vergeleken met een bot allotrnasplantaat. Hebben wij getracht naast AV-bundel 
implantatie het gehele gewrichtstransplantaat te bedekken met een autologe gesteelde gracilis spier 
lap om ook vanuit de periferie neo-angiogenese te stimuleren in de verschillende type weefsels. 
In de anatomie en pilotstudie blijkt dat het chirurgisch technisch haalbaar is om op deze manier 
gehele gewrichtstransplantaties te verrichten. Echter, de complexiteit, kosten en de complicaties 
die wij hebben ervaren resulteerde in vroegtijdige terminatie van het experiment. Wij concluderen 
dan ook dat gehele gewrichtstransplantaties een extreem complexe chirurgische procedure is, 
waarin het diermodel nog verder moet worden ontwikkeld. Daarnaast zal de postoperatieve zorg 
moeten worden verbeterd om complicaties te voorkomen. 

Conclusie 
In de toekomst verwachten wij dat gevasculariseerde allotransplantaties meer toegankelijk en 
geaccepteerd gaan worden. Alhoewel er al klinische ervaring bestaat met gevasculariseerde 
hand, gezicht en buikwand allotransplantaties doormiddel van kennis verkregen uit 
orgaantransplantaties. Zou toekomstig VCA-onderzoek zich moeten focussen op VCA-
transplantatie veiligheid, transplantatie protocollen aanvullend op orgaantransplantatie, en 
veelzijdigheid van de te transplanteren bot segmenten. Daarnaast zou in verder experimenteel 
dieronderzoek de mogelijkheden van gehele gewrichtstransplantatie verder moeten worden 
onderzocht. Met de huidige kennis verkregen uit voorgaand VCA-onderzoek gecombineerd 
met onze nieuwe methode van VCA-transplantaties bieden wij een nieuwe optie voor de 
reconstructie van grote segmentale bot defecten. Hierbij is het van essentieel belang te erkennen 
dat reconstructieve chirurgie geen levensverlengende chirurgie is. Daarom moeten de risico’s 
geassocieerde met reconstructieve chirurgie zo klein mogelijk blijven. Do no further harm. 
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LIST OF ABBREVIATIONS 
APC  Antigen Presenting Cells 
AV  Arteriovenous 
B.pm  Bone Parameter 
BFR  Bone Formation Rate 
BGLAP  Gone Gamma-Carboxyglutamate Protein (osteocalcin) 
BMA  Bone Micro Architecture 
BS  Bone Surface 
CBA  Cryopreserved Bone Allografts
CD  Cluster Differentiation 
cDNA   Copy DNA 
CI   Confidence Interval 
CT   Computed Tomography 
CTSA   Center for Translational Sciences Activities 
CTSK  Cathepsin K 
dLS  Double Labeled Surface 
DNA  Deoxyribonucleic Acid
EGFL  Epidermal growth factor like 6 
FFPE  Formalin Fixed Paraffin Embedded 
GAPDH   Glyceraldehyde 3-Phosphate dehydrogenase 
gDNA  Genomic DNA
GvHD  Graft versus Host Disease    
HIF1A  Hypoxia Induced Factor 1a
HLA  Human Leukocyt Antigen 
IACUC  Institutional Animal Care and Use Committee
IFN  Interferon-Gamma 
IL  Interleukin 
IM  Intra Muscular 
IM-nail  Intra-medullary nail 
IS  Immunosuppression 
IV   Intra Venous 
LCM   Laser Capture Microdissection 
LCP  Locking Compression Plate 
LS  Labeled Surface 
mRNA   Messenger RNA 
MS  Mineralizing Surface
MSTS   Musculoskeletal Tumor Society 
n  Number 
N.Lac  Number of Lacunae 
N.Ot   Number of osteocytes 
NIDI  Normalized Indentation Distance 
NIH   National Institute of Health 
OPG  Osteoprotergerin 
p  probability
PBS   Phosphate Buffered Saline
PCR   Polymerase Chain Reaction 
PEN  Polyethylene Naphthalate 
RANKL   Receptor Activator Nuclear Facor kb Ligand  
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List of abbreviations 

RNA   Ribonucleic Acid 
RPI   Reference Point Indentation 
RPL-4  Ribosomal Protein L-4
RT-qPCR  Reverse Transcript quantitative Polymerase Chain Reaction 
SD  Standard deviation 
SLA  Swine Leukocyt Antigen
sLS   Singe Labeled Surface 
SRY   Sex determing Region Y- Chromosome
SRY-e   Sex determing Region Y- Chromosome exonic 
TID   Total Indentation Distance
TNF  Tumor Necrosis Factor 
TNRSF11 Tumor Necrosis Factor Superfamily 11-a/RANKL
TNRSF11B Tumor Necrosis Factor Superfamily 11-b / OPG
VBG  Vascularized Bone Grafts 
VCA   Vascularized Composite Allotransplantation 
VEGFA  Vascular endothelial growth factor A

Units 
ml  Microliter
cm  Centimeter 
d  Day
kg   Kilogram
kV  Kilo Volts
mcg  Microgram
mg   Milligram 
ml  Milliliter 
Mpa  Elastic Modulus 
N  Newton 
ng  Nanogram
s  Second
uA  Micro Ampères  
um  Micrometer 
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The Netherlands

2019 (April) Gevasculariseerde allogene bot transplantaties een nieuwe reconstructie 
methode,
Bi-annual meeting, Dutch society for Plastic surgery, NVPC, Amsterdam, 
The Netherlands 

2018 (Oct) Living bone allotransplantation: a novel reconstruction method, Patrick 
J. Kelly Resident and Fellow Research competition, Mayo Clinic, 29-10-
2018 (Winner)

2017 (May) Living bone allotransplantation, Wetenschapsdag, VUmc, 19-05-2017

Congresses attended

2020 (Jan) Annual Meeting ASRM 2020, American Society for Reconstructive 
Microsurgery, Fort-Laurendale, FL, USA

2019 (Nov) Bi-annual meeting, Dutch society for Plastic surgery, NVPC, Leeuwarden, 
The Netherlands 

2019 (May) Bi-annual meeting, Dutch society for Plastic surgery, NVPC, Amsterdam, 
The Netherlands 

2019 (March) AMS annual meeting, Amsterdam, The Netherlands 

2018 (October) Annual Meeting ASSH 2018, American Society for Surgery of the Hand, 
Boston MA, USA 

2018 (October) Grand Rounds Orthopedic Surgery: Bone Sarcomas: kids, dogs, and 
future, Mayo Clinic, Rochester MN, USA
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2018 (September) American Society for Surgery of the Hand (ASSH), annual meeting 2018, 
Boston, USA 

2018 (May) Grand Rounds Orthopedic Surgery: Orthoplastic reconstruction-
priciples, Mayo Clinic, Rochester MN, USA 

2018 (March) Grand Rounds Plastic Surgery: Facial reanimation, Mayo Clinic, 
Rochester MN, USA 

2018 (March) Grand Rounds Plastic Surgery: Case presentations Hand /general 
reconstruction, Mayo Clinic, Rochester MN, USA 

2017-2018 Weekly Hand Conference, Mayo Clinic, Rochester MN, USA

2017 (May) Bi-annual meeting, Dutch society for Plastic surgery, NVPC, Amsterdam, 
The Netherlands 

2017 (April) Bi-annual meeting, Dutch society for Plastic surgery, NVPC, Rotterdam, 
The Netherlands  

P
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Courses/certificates 

2018 (October) TriMed resident seminar, fractures of the hand and wrist, San Diego, 
USA 

2018 (October) TriMed, Hand and Wrist course fellows, Mayo Clinic, Rochester MN, USA

2018 (September) Research methods, ASSH, Boston, USA

2018 (April) Utilizing statistics in clinical research; Mayo Clinic, Rochester MN, USA

2018 (February) Statistics clinical research; Mayo Clinic, Rochester MN, USA 

2017 (October) Case series and entrepreneurship; Mayo Clinic, Rochester MN, USA 

2017 (October) TriMed resident seminar hand and wrist; Charlotte NC, USA

2017 (September) Microsurgery course; Mayo Clinic, Rochester MN, USA 

2017 (August) Research integrity and compliance training; Mayo Clinic, Rochester MN, 
USA 

2017 (August) Care and handling of laboratorial Swine and Rats; Mayo Clinic, Rochester 
MN, USA 

2017 (August) Infection prevention and control & blood pathogens, Mayo Clinic, 
Rochester MN, USA 

2017 (August) Animal allergies and infectious control methods; Mayo Clinic, Rochester 
MN, USA

2017 (August) Conflict of interest tutorial; Mayo Clinic, Rochester MN, USA

2017 (August) Care and use of animal research; Mayo Clinic, Rochester MN, USA 

2017 (June) Microsurgery course; Erasmus MC, Rotterdam, The Netherlands 

2016 (October) ATLS-certification; Eindhoven, The Netherlands  

2016 (August) ABC-cursus + BLS-cursus; Hagaziekenhuis, The Hague, The 
Netherlands 

Award:  Jowsey Research Fellow Award 2018, Orthopedic Surgery, Mayo Clinic, 
USA

PHD PORTFOLIO
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Other Publication 

1. Ned Tijdschr Geneeskd. 2014;158:A7322.

A woman with chronic infection of the upper legs.

Houben RH, Hamdy NA, van Dissel JT, Schipper IB.
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DANKWOORD AND CREDITS 
In het najaar van 2017 begon mijn avontuur in de Verenigde Staten van Amerika. Wat een 
fantastische tijd heb ik daar mogen meemaken. Tegelijkertijd was het afscheid nemen van 
dierbaren natuurlijk erg moeilijk. Gelukkig is er dan de Mayo Family waar je in wordt opgenomen. 
De totstandkoming van dit proefschrift zou dan ook nooit geslaagd zijn zonder de hulp van velen. 
De hulp en mogelijkheden die ik heb gekregen van zowel mijn Amerikaanse en Nederlandse 
collega’s geven dit proefschrift voor mij een extra speciaal karakter en is daarmee voor mij 
een emotioneel slot stuk van een geweldige periode. Want wat een rijkdom is het om zoveel 
fantastische, getalenteerde, motiverende, en inspirerende mensen om mij heen te hebben. 

Really, I could not have done this work without the support and possibilities given by my American 
and Dutch colleagues. For this reason, I would like to express my gratitude in both Dutch and 
English. Say “dankjewel” in English and “thank you” in Dutch. This thesis booklet is an emotional 
final chapter of an unforgettable period in my life. 

One person who has supported me unconditionally throughout the entire process is my promotor 
prof. Ritt. Without you this thesis would not have been possible. I’m really grateful for your support 
and mentorship. Beste Marco, na mijn tijd in de Mayo Clinic, bent u er altijd voor mij geweest en 
heeft u mij altijd bijgestaan in mijn promotie maar ook in begeleiding met mijn verdere carrière. U 
wist exact wat ik heb meegemaakt als onderzoeker in een buitenlands ziekenhuis, because you 
are Mayo family as well. 

Dear Dr. Bishop, Dear Allen, 
From the first time we met we had a direct personal connection. During the very generous 
welcome dinner at your home we appeared to have a similar interest in flying airplanes. At the 
Mayo Clinic, you have formed me to become a researcher, a better physician, and to become a 
private pilot. Above all that, you have been there for me throughout my period in the USA and you 
are still there for me. You have been not only my mentor, teacher, and boss but also a fantastic 
friend. Words can hardly express how grateful I am. It has been major honor to work with you. I 
really look forward to continuing flying with you. 

Beste Dr. Winters, Dear Hay, 
You are one of the best reconstructive plastic surgeons in the Netherlands. Therefore, I really 
look up to you. Since the beginning of my research, we have always shared a common interest 
in vascularized bone grafts. You are a true example for me of how I want to become a plastic 
surgeon in the future. Daarom ben ik ook onwijs trots & vereerd dat ik onder uw vleugels mag 
gaan trainen om een plastische chirurg te worden. Tijdens mijn promotieonderzoek heeft u niet 
alleen wetenschappelijke kennis en leiding gegeven, maar u heeft mij ook geholpen naar de 
toekomst te kijken.
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Dear Dr. Shin, Dear Alex, 
You have given me so many opportunities besides research and you are a true mentor in how to 
be a reconstructive surgeon and manager at the same time. The amount of positive energy you 
have and dedication to your work are of unknown magnitude and a true inspiration. I hope I don’t 
keep you awake at night anymore with new “Pig Surgery’s”. At last, I would like to point out that 
research is all about teamwork, so words are too short to thank you for your contribution to this 
thesis. Lefty loosy righty tidy!!! 

Beste Mikko, 
Wat was het schrikken toen jij mij opbelde tijdens mijn laatste fase in mijn coschappen. “Hoi 
Dolph, ik wil je vragen of je misschien interesse hebt om voor een periode naar de USA te 
verhuizen om daar onderzoek te gaan doen”. I cannot thank you enough for  the trust, patience 
and opportunities you have given me. Thanks to you I have become a part of the Mayo family. 

Dear Pat, 
Thank you so much for your consistent help and support throughout my period in Rochester. You 
really have taught me a lot about laboratorial techniques and animal handling. Besides that, you 
have given me the feeling I was a part of the group and helped me out in lots of different situations 
throughout the year. Thank you so much for everything. 

Additionally, I would like to thank Ross, Bob, Steve, Donna, Roman, Stacy, Joanne, Jim, Teresa, 
Cristine, the other vet techs/lab assistants, biomechanical engineers for their tremendous amount 
of help and work they have put into my research project. Without you guys I would have been lost 
in the world of DNA, PCR, laboratorial techniques, microscopy, and radiology. 

Dear Katie, Comparative Medicine and Dr. Andrews, thank you for being there during my period at 
Mayo Clinic. In a new world of experimental surgery, where everything was new to me and where 
I had no previous experience in working with animals. You have taught me a lot and it was a lot 
of fun working with you guys. Due to this great experience, I made a friend for life! Thanks Katie! 

Geachte Leescommissie, graag wil ik jullie heel hartelijk danken voor de tijd en moeite die jullie 
hebben vrijgemaakt voor mij om mijn promotie mogelijk te maken. De dag van mijn promotie 
betekend niet alleen het verkrijgen van een academische graad maar is daarnaast een belangrijke 
mijlpaal in mijn medische carrière.

Dear Mana, Femke, Elisa, Noor, Dimitria, Verena and other Dutch research fellows, thank you 
so much for your help during my time at Rochester. Working with all of you has been a joy, net 
als het kennis maken met de toch net iets andere cultuur in de USA. Avondjes uit om even de 
Nederlandse gewoontes te vergelijken en struggles van het onderzoekers leven te bespreken. 

Graag wil ik mijn collega’s van de Afdeling Plastische Chirurgie van het AUMC bedanken voor de 
mogelijkheden die jullie mij hebben gegeven om mijn promotie af te ronden. 
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Lieve familie, ik wil jullie onwijs bedanken voor de enorme steun die jullie mij hebben gegeven 
tijdens mijn grote USA-avontuur. Het was een moeilijke en turbulente tijd. Gelukkig zijn jullie mij 
komen opzoeken en hebben jullie een kijkje kunnen nemen in mijn USA-avontuur. Ik voel mij 
gezegend en geliefd met jullie als familie die altijd voor mij klaar staan. Mijn dank is groot voor 
jullie onvoorwaardelijke liefde en steun. Bedankt ook voor alle lieve kaartjes die ik zeer regelmatig 
mocht ontvangen in mijn USA-mail box! 

Lieve Paranimfen, dankzij jullie is mijn promotie dag nog mooier geworden en zonder jullie steun, 
hulp en organisatie had ik het niet gekund. Love you guys!! 

Lieve Martijn, jij bent er altijd voor mij is geweest tijdens deze zeer bewogen tijd. Het was met 
een lach, een traan, vallen en samen weer opstaan. Jouw onvoorwaardelijke steun tijdens deze 
periode heeft mij er doorheen getrokken en daar blijf ik je voor altijd dankbaar voor. 
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