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Appendix 3: color figures

Figure 3 Chapter 3.2. (A) Quantitative PCR analysis of gene expression levels (Gpr22) in expanded synovial 
fibroblasts (n=3 sets), (B) freshly isolated chondrocytes (n=5 sets) and (C) meniscal cells (n=3 sets). Data 
are shown as mean +/- SEM. Fold expression is multiplied by 1000. (D) Immunohistochemistry shows the 
absence of Gpr22 protein in normal articular cartilage. (E + insert) Gpr22 positive chondrocytes (brown 
cytoplasm) are found in articular chondrocytes of mice with papain-induced osteoarthritis, (F + insert) in 
mBSA induced arthritis, (G) and in developing osteophytes in instability induced osteoarthritis. No Gpr22 
protein signal is found in the synovium. (H) Growth plate chondrocytes were negative for Gpr22. (I) Kidney 
sections were used as a positive control. (Magnification 200x in D, E, F and I, 100x in G and 400x in H). 
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rs3757713rs3815148

r2 ≥ 0.8 0.5 ≤ r2 < 0.8 0.2 ≤ r2 < 0.5 r2 <0.2

Supplementary Figure 2 Chapter 3.2. Regional LD plot for the chromosome 7 locus (rs3815148 SNP, 
GPR22). r2 measures are based on the HapMap CEU samples. Each diamond represents one SNP. The 
brightness of each diamond is proportional to the r2 values for that SNP, the lower the r2, the lighter the 
color of the diamond.  

Figure 2 Chapter 3.3. Regional association plot for rs12982744.
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Figure 4 Chapter 3.3. Functional analysis of Dot1l during chondrogenesis. Stable ATDC5 clones were 
established using either the control non-interfering pGIPZ or the pGIPZ-shmiRNA directed against mouse 
Dot1l. Three different antibiotic resistant clones were selected. Knock-down efficiency was assessed by 
qRT-PCR. Stably-transfected ATDC5 clones were cultured as micromasses as described before (20,21). Each 
condition was performed in triplicate. Total RNA from was isolated after 1, 7, 14 or 21 days. Data presented 
are representative of the three independent clonal colonies. Results are expressed as the mean ± SD of three 
independent replicates. Comparisons were made by ANOVA, followed by Fisher’s t post-hoc test. Statistically 
significant differences vs. day 1 are indicated as *: P<0.05, and vs. control-transfected cells as #: P<0.05. (A) 
Dot1l knock-down reduces proteoglycan and collagen content, and mineralization during chondrogenesis. 
Stainings were performed on ATDC5 micromass cultures stably transfected with either control or Dot1l 
shmiRNA producing vector, over 21 days (D). (AB = Alcian blue, SO = safranin O, AR = alizarin red, SR = 
sirius red). (B) Dot1l knock-down reduces mRNA expression of chondrogenesis markers of chondrogenesis. 
mRNA levels were normalized to S29 (reference gene) (n=3). Quantitative Real-Time PCR conditions and 
primers are available upon request. (C) Dot1l knock-down affects Wnt signaling during chondrogenesis. 
mRNA levels of Wnt target genes Tcf1 and osteocalcin were normalized to S29 (reference gene) (n=3). (D) 
DOT1L interacts Wnt signaling pathway transcription factor TCF4. Co-immunoprecipitation of DOT1L and 
TCF4 using 100 µg of total proteins (input) from micromass cultures (at day 7 – D7) of either control or Dot1l 
knocked-down cells. Proteins were isolated from ATDC5 micromasses. CoIPs were performed and 20 µl of 
elution fraction was probed after protein binding on either mock (donkey anti-goat IgG) or TCF4 column-
immobilized antibody. (E) DOT1L is expressed during joint development and in mature articular cartilage 
of mice. Immunohistochemistry on paraffin embedded EDTA decalcified adult knee sections and non-
decalcified embryonal sections, was performed with rabbit anti-Dot1L antibody (5µg/ml). After overnight 
incubation of the sections at 4°C, 1:100 peroxidase goat anti-rabbit IgG was applied and peroxidase activity 
was determined using DAB. Immunohistochemistry detected very strong expression in chondrocytes in 
the developing mouse.
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Figure 2 Chapter 3.4. Regional association plot for the top signal rs4730250.

Supplementary Figure 1 Chapter 3.4. Gene expression levels of BCAP29 (A), HBP1 (B), COG5 (C), DUS4L (D), 
GPR22 (E) and PRKAR2B (F) were determined by real-time quantitative PCR in cell cultures from 2 donors. 
PCR analyses were performed in duplicates. Data are relative expression compared to housekeeping gene 
beta-actin multiplied by 100. Pellet cultures are shown in red, mono-layer cultures in black. The diamond 
and square represent individual patients. Pellet cultures were started with either fresh cells or at each cell 
culture passage (P). 



Appendix 3 285

Supplementary Figure 2 Chapter 3.4. Whole mount in situ hybridization of zebrafish embryos at different 
stages of development. The stages are indicated on the left side of the figure and the gene names are on 
the top. At the shield stage, all embryos are vegetal view, shield to the right (asterisk). At the bud, 5-9 somite 
and 24hpf stages, the embryos are positioned anterior to the right, dorsal to the top. Below the panels 
containing the 24hpf embryos are corresponding frontal view of the head with dorsal to the top. The red 
arrow indicates tail specific expression and the blue arrow indicates the intersomitic expression. 

P=4.6x10-8 (discovery + replication)

Figure 3 Chapter 3.5. Regional association plot for rs6094710.
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Dankwoord

Wat heb ik de afgelopen jaren met ontzettend veel plezier aan dit boekje gewerkt! Ik 

wil heel graag iedereen bedanken die heeft bijgedragen aan dit plezier en iedereen 

die heeft meegeholpen aan dit proefschrift. In het bijzonder…

Lieve Nico, ik kan niet anders dan met jou beginnen. Jij steunt me in alles, of het 

nu pdf-jes maken van author disclosure formulieren is of zorgen dat het eten alvast 

klaar staat als ik thuiskom uit mijn co-schappen, zodat ik ook nog even dat artikel 

kan submitten. Jij geeft mij zoveel rust en zorgt samen met Tim voor een heel fijn 

thuiskomen na een dag werken. Jouw optimisme, nuchterheid en humor maken dat 

ik zo vreselijk gek op jou ben! 

Pap en mam, “als je maar gelukkig bent” zeiden jullie altijd als ik vroeg of het 

goed was als ik iets wilde gaan doen. Nou, dat is gelukt! Dankzij jullie onvoorwaar-

delijke liefde en steun ligt uiteindelijk dit boekje er en ben ik zo trots als een pauw. 

Bart, je zou door het vuur gaan voor je kleine zusje en wat ben ik blij dat ik jouw 

zusje mag zijn! En dan ben ik tijdens mijn promotie-onderzoek ook nog eens tante 

geworden van mijn stoere neefje Levi. Dank je wel Bart en Debbie voor alles.

Jos en Wil, er worden zo vaak grapjes gemaakt over schoonfamilie, maar ik heb 

toch maar mooi mazzel gehad. Ik ben ontzettend blij met jullie aandacht, liefde en 

de gezellige weekendjes weg die voor de broodnodige ontspanning zorgen. 

Grote dank ben ik verschuldigd aan iedereen die in mijn promotiecommissie zitting 

wilde nemen. 

Prof. Spector, dear Tim, I am very happy that you are in my committee. Many 

thanks for reading this thesis, but especially for all the opportunities I have been given 

in the TREAT-OA consortium. I have enjoyed working with you on many of the papers 

published in this thesis. With the TREAT-OA consortium, a new boost in genetics of 

OA has been given and I hope this will continue for a long time. Good luck with your 

new book! 

Beste Prof. Bierma-Zeinstra, Sita, hartelijk dank voor alle inzichten die jij gegeven 

hebt in de meer klinische en epidemiologische vraagstukken. Jouw kennis over ar-

trose is enorm en ik heb zeer veel van al onze bijeenkomsten en discussies geleerd. 

Vier jaar geleden begon ik mijn promotie onderzoek en toen moesten er nog héél 

veel röntgenfoto’s gescoord worden. Mede dankzij jou heb ik snel en goed geleerd 

hoe dit moest en heb ik met de hulp van een legertje studenten alle röntgenfoto’s bij 

kunnen lezen die nog niet beoordeeld waren. 

Dr. Meulenbelt, beste Ingrid, ik had je niet willen missen in mijn commissie. 

Jouw blik op genetisch onderzoek is vaak net iets anders dan die van mij en dat 
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levert nieuwe ideeën en nieuwe inzichten op. Bedankt voor de samenwerking en alle 

gezellige meetings en congressen. Het etentje bij zonsondergang op Mallorca zit nog 

goed in mijn geheugen. 

Beste Dr. Lories, Rik, je bent altijd enthousiast om nieuwe genen functioneel te 

onderzoeken en bereid om snel en kwalitatief hoogwaardige experimenten toe te 

voegen aan onze bevindingen. Gaan we er nog achter komen welk gen(en) het nu is 

op chromosoom 7? Ik zeg GPR22…

Dr. Oei, beste Edwin, jij hebt mij wegwijs gemaakt in de wereld van röntgenfoto’s. 

Wat is normaal, op wat voor toevalsbevindingen moet actie ondernomen worden, is 

dit nu reuma? Allemaal vragen waar ik met jouw hulp antwoord op heb gekregen. Ik 

vind het dan ook erg fijn dat je in mijn promotiecommissie zitting wilt nemen. 

Beste Prof. van Duijn, hartelijk dank voor uw bereidheid om zitting te nemen in 

mijn promotiecommissie en te opponeren bij de verdediging van mijn proefschrift. 

Promoveren zou niet lukken zonder paranimfen en ik ben supertrots dat jullie mijn 

paranimfen willen zijn.

Rowena, Lieve Ro, jij had de durf om een grote overstap te maken van analist naar 

een sales functie, waarvoor je van mij een groot respect verdient. Sinds je niet meer 

bij het lab werkt, hebben we onze kaasfondue avondjes ingevoerd en die houden we 

er hopelijk nog vele jaren in. Het is zo fijn om vrienden te hebben waar je alles tegen 

kan zeggen, die altijd voor je klaar staan en waar je ontzettend mee kan lachen. Dank 

je wel dat jij zo een lieve vriendin voor mij bent en mijn paranimf wilt zijn! 

Als we nou maar nooit meer een slang tegen komen dan wil ik verder nog wel 

meer leuke uitjes met jou beleven Marjolein. Ik heb ontzettend veel plezier met je 

gehad de afgelopen jaren en we hebben honderduit gekletst over onderzoek, maar 

ook over zoveel andere dingen. Toppie om jou als collega te hebben! Heel veel 

succes met het afronden van je boekje.

Ik zit inmiddels bijna 8 jaar bij het Genetisch Lab en het lab is flink gegroeid. Ik weet 

dus zeker dat ik mensen vergeet als ik nu iedereen bij naam ga noemen. Daarom, 

alle analisten (Pascal, Mila en Michael in het bijzonder), onderzoekers/promovendi 

(Martha dank je wel voor alle discussies over OA), (bio)informatici en al het andere 

ondersteunend personeel dank jullie wel voor alle hulp bij mijn onderzoek, de gezel-

lige congressen, lunches, labuitjes en noem maar op! 

Ik zou twee mensen tekort doen als ik ze niet persoonlijk zou noemen, want zij 

hebben veel bijgedragen aan dit boekje. Als een van de senior onderzoekers weet je 

altijd de juiste kritische vragen te stellen om zo het onderzoek nog beter te krijgen. 

Ook jouw statistische kennis heeft mij meerdere malen verder geholpen in de projec-

ten. Dank je wel voor al je hulp Fernando. Lieve Lisette, van jou heb ik veel geleerd 
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over de grondbeginselen van de genetica en samen hebben we ontdekt hoe je een 

GWAS analyse moet doen. Wat is het goed dat wij niet meer op één kamer zitten, dat 

zou veel te veel geouwehoer worden zeker nu we allebei zo’n klein guppie hebben. 

Ik zal alle leuke uitstapjes niet snel vergeten! Hm dit is niet echt een samenhangend 

geheel, maar ach dat kenmerkt onze gesprekken denk ik. 

Dirk, Tip, Annette, Martijn, Jacqueline, Vivienne en Julian, dank jullie wel voor 

jullie hulp bij het lezen van al die röntgenfoto’s. Ik hoop dat jullie er geen trauma aan 

hebben over gehouden, want het waren er nogal wat. Ik zal alle consensusbesprekin-

gen niet snel vergeten, want die waren vooral gezellig. Ik zal geen namen noemen, 

maar uitspraken als “ik zit graag op het invalidentoilet, want dan heb je zo’n lekker 

vrij gevoel” maakten dat de tijd erg snel ging tijdens de meetings. Dirk, een speciale 

dank voor jou, want jij hebt naast het lezen van de foto’s veel extra werk verzet en dit 

altijd met enthousiasme gedaan. Heel veel succes allemaal met jullie co-schappen! 

Alle studenten die hard gewerkt hebben aan het digitaliseren van al die röntgen-

foto’s hartelijk dank! Het lezen van de handenfoto’s ging een stuk sneller sinds we 

niet meer elke keer alle mappen hoefden te pakken. 

I would like to say thank you to all the TREAT-OA collaborators and all other investiga-

tors which I have been in contact with for the several papers published in this thesis. 

I cannot mention you all by name as there are simply too many and I will definitely 

forget someone, but I have appreciated the close collaborations very much. I would 

like to highlight one person, Ana Valdes. Dear Ana, thank you for all the projects we 

did together, for the joy we had during meetings, dinners and drinks and thank you 

for the opportunities you have given me. I wish you all the best in your career.

Mijn dank gaat ook uit naar alle co-auteurs, voor jullie bijdrage en waardevolle 

commentaren en suggesties op de manuscripten. 

En naar de mensen van orthopedie (Max, ik kan inmiddels geen gewrichtsspleet 

meer zien!) en huisartsgeneeskunde (Dieuwke, ons MRI-genetica project gaat nog 

wat worden hoor!), voor de samenwerking, maar ook voor de gezellige OARSI con-

gressen. 

Professor Pols, beste Huib, ondanks dat je nu in de raad van bestuur zit, houd je 

het wetenschappelijk onderzoek binnen onze groep goed in de gaten. Je komt op de 

ERGO-besprekingen altijd weer met nieuwe inzichten en de klinische relevantie zal 

nooit vergeten worden. Hartelijk dank! 

Professor Hofman, beste Bert, dankzij jou ben ik ooit de Master Clinical Epide-

miology gaan volgen en bij deze onderzoeksgroep terecht gekomen. Ik ben blij dat ik 

deze kans heb gekregen en dat ik zoveel kennis op heb kunnen doen. 
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Beste Cecile, hartelijk dank dat je mijn mentor wilde zijn voor mijn Master Public 

Health. Ik heb veel van je geleerd over predictiemodellen. 

Alle deelnemers en alle mensen rondom het ERGO onderzoek, bedankt! Zonder jul-

lie was geen enkele publicatie uit mijn proefschrift mogelijk geweest. Jan Heeringa, 

als coördinator ben je onmisbaar voor ERGO. In het bijzonder wil ik graag de mensen 

bedanken die mij geholpen hebben bij de data verzameling en alle computer/auto-

matisering problematiek, Frank, Jolande, Nano, Rene, Edward en Roel. Een warm hart 

wordt de medewerkers op het ERGO centrum toegedragen. Door jullie toewijding 

en vriendelijkheid komen de deelnemers graag naar het onderzoekscentrum en heb 

ik met veel plezier mijn uitschrijfdiensten gedaan. Hannie, zonder jou had ik geen 

rontgenfoto’s gehad, dank je wel!

Zonder ontspanning is hard werken haast onmogelijk. De borrels en feestjes van 

de afdeling Endocrinologie hebben hier zeker aan bijgedragen. Alle collega’s op de 5e 

etage, hartelijk dank voor alle fijne jaren die ik op deze afdeling heb gehad! 

Ook mijn lieve vrienden, hebben voor ontspanning en een luisterend oor ge-

zorgd, jullie mag ik zeker niet vergeten. Misschien waren jullie direct gezien niet van 

invloed op de totstandkoming van dit boekje, maar indirect des te meer.

Er zijn nog twee belangrijke mensen die ik graag als laatste zou willen bedanken. 

Beste André, al in 2004 ben ik voor mijn Master Clinical Epidemiology bij jouw 

onderzoeksgroep terecht gekomen. Een onderzoeksgroep vol in bloei, die jij hebt 

weten op te bouwen tot de groep die het nu is. Petje af hiervoor. Mijn eerste artikel 

die ik in handen kreeg van jou vergeet ik nooit. Een review over Wnt signaling, 

ik begreep er werkelijk niks van. En genetica, tja ik wist wat DNA was….Ik heb 

ontzettend veel van je geleerd over al deze onderwerpen, maar zeer zeker ook over 

samenwerken en politieke issues. Samen met Joyce heb jij mij vertrouwen en kansen 

gegeven die ik waarschijnlijk nergens anders op deze manier had gekregen. Hartelijk 

dank voor alles! 

Lieve Joyce, jij bent iemand die meestal liever op de achtergrond blijft, maar in 

dit geval kan dat niet. Ik kan namelijk niet anders dan met zeer lovende woorden 

over je spreken. Waar vind je een co-promotor die slim, creatief en (positief) kritisch 

is en altijd tijd weet vrij te maken om haar promovendi te kunnen begeleiden? Ik had 

de mazzel om zo’n co-promotor tegen te komen en ben je zeer dankbaar voor alles 

wat je voor me hebt gedaan. Jij hebt mij het vertrouwen gegeven om zelf projecten 

te kunnen initiëren en begeleiden, maar was er ook altijd als het tegen zat en ik een 

klankbord of een aanmoediging nodig had. Ik heb mezelf de afgelopen jaren enorm 

kunnen ontwikkelen dankzij jouw geloof in mij! 



Laten we proosten 

Op het leven 

Laat het leven je omarmen 

Sla je armen om de liefste 

Want de liefste, dat ben jij

(Guus Meeuwis – Proosten)
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1. PhD training Year Workload

Master Public Health 2009-2012 68.5 ECTS

(Inter) national Conferences 

- 13th World congress of the Osteoarthritis Research Society International - 
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2008 Sept 18-21

- 36th European Symposium on Calcified Tissues -23-27 Vienna, Austria 2009 May

- 14th World congress of the Osteoarthritis Research 10-13 Society International 
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- 12th Molecular Medicine Day - Rotterdam 2008 1 day

- KNAW conference - The Role of DNA Polymorphisms in Complex Traits and 
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- NCHA meeting - Rotterdam 2011 Dec 14

- NCHA meeting - Amersfoort 2012 1 day

- 16th Molecular Medicine Day - Rotterdam 2012 1 day

Presentations

- “A Genome-Wide Association Study identifies a locus on chromosome  7q22 
to influence susceptibility for osteoarthritis” - Wetenschapsdagen  

2009 Poster 

- “A Genome-Wide Association Study identifies a locus on chromosome  7q22 
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osteoarthritis independent of BMI” NVCB 
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