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Netherlandse samenvatting

Genetische en omgevingsfactoren zijn bepalend voor menselijke eigenschappen,
ook wel bekend als fenotypes. De onderliggende mechanismes van complexe eigen-
schappen zoals het verloop van infectieziektes zijn echter nog grotendeels onbekend.
Recentelijk bieden statistische methodes zoals genome-wide association studies
(GWAS) mogelijkheden om genetische varianten te identificeren die gecorreleerd
zijn met fenotypische diversiteit, wat weer mogelijk wordt gemaakt door DNA-
profilering met een hoge verwerkingscapaciteit zoals Next Generation Sequenc-
ing technologieén. Echter, deze associaties worden meestal niet begrepen omdat
de GWAS signalen grotendeels gelokaliseerd zijn in niet-coderende regio’s. Deze
niet-coderende varianten worden verondersteld te functioneren als regulatorische
elementen die celtype- en conditie specifiek zijn. De integratie van single-cel multi-
omics en genetica stelt onderzoekers in staat om de GWAS signalen te ontleden en
te valideren op single-cel resolutie. Bovendien is de associatie tussen genetica en
infectieziekten vaag als gevolg van de gecompliceerde biologische informatiestroom,
waardoor primitieve methodes zoals GWAS, die gebruik maken van logistische
regressie, op de proef worden gesteld. Geavanceerde algoritmes zoals machine/deep
learning zijn ontworpen om latente relaties tussen kenmerken en doelwitten te leren.
Machine/deep learning methoden zijn al toegepast in biologisch onderzoek, maar
er zijn nog meer aspecten te onderzoeken, zoals generalisatie van het model. In dit
proefschrift heb ik genetische determinanten van menselijke fenotypes onderzocht,
waarbij ik me specifiek heb gericht op menselijke infectieziekten en allel-specifieke
expressie (ASE).

Allelspecifieke expressie en genetische varianten

Genetische en epigenetische kenmerken zijn afkomstig van twee ouders, wat re-
sulteert in allelische verschillen tussen de twee reeksen haplotypes. De verschillen
resulteren in verschillende gedragingen tussen allelen, bijvoorbeeld ASE. Epigenetis-
che regulatie waren al bekende als mechanismes die ten grondslag liggen aan ASE,
zoals genomische imprinting en X-chromosoom inactivatie. Bovendien beinvloeden
genetische loci gewoonlijk de allelische toestanden van chromatine en verstoren ze

de volgorde van de bindingsplaatsen voor transcriptiefactoren (TFBSs).

In dit proefschrift veronderstellen we dat de ASE van een enkele nucleotide variant
(SNV) verklaard kan worden door zijn genomische context, d.w.z., de genomische
kenmerken rondom de SNV. Daarom hebben we in Hoofdstuk 2 een gradient

boosting tree model gebouwd om de ASE van exonische SNVs te voorspellen met
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behulp van de genomische annotaties van de SNV. Het model presteert redelijk
goed (test ROC AUC 0.8), wat suggereert dat de ASE van een SNV gerelateerd

is aan zijn genomische annotaties.

Ons model heeft echter twee belangrijke beperkingen. Ten eerste hebben we het
model uitsluitend gebouwd op basis van coderende varianten, waarbij regulatorische
effecten van niet-coderende varianten in intergenische en intronische sequenties op
de ASE van een transcript werden genegeerd. Ten tweede werd het model getraind

op bloed monsters, waarin slechts een subset van genen tot expressie komt.

Om de hierboven genoemde beperkingen te overwinnen, hebben we vervolgens een
nieuwe methode ontwikkeld, ASDeep, in Hoofdstuk 3. ASDeep is een deep learning
(DL) tool die de ASE voor het canonieke transcript van een gen voorspelt met
behulp van de DNA-sequentie die mogelijk de expressie van het doelgen reguleert.
Dit werk is geinspireerd door recente studies waarin DL benaderingen krachtig

werden geacht om de functies van niet-coderende DNA sequenties te ontdekken.

Het model presteert echter niet zoals verwacht door vele beperkingen. Allereerst
waren er slechts 3500 monsters beschikbaar, wat resulteerde in een hoog risico op
over-fitting. Vervolgens werden deze monsters gegroepeerd in drie klassen, maar het
aantal monsters uit elke klasse was zeer onevenwichtig. Ten slotte leken de DNA-
sequenties die voor de training van het model werden gebruikt sterk op elkaar door
de beperking van imputatie algoritmes voor genotypes, wat het model belemmerde

om de geidentificeerde klassen te discrimineren.

(Epi)genetische gastheer determinanten van infectieziekten

De menselijke genomische architectuur bepaalt de verschillende immuunreacties
op microbes tussen individuen waarbij dodelijke infecties veroorzaakt door patho-
gene virussen meestal sterke immuunreacties uitlokken tijdens het ziekteverloop
dan minder gevaarlijke infecties. Daarom zal het bestuderen van de genetische
determinanten van menselijke infectieziekten ons inzicht verschaffen in de on-
derliggende mechanismen van microbe-mens interacties en uiteindelijk richting
geven aan prognose en behandelingsstrategieén. Bovendien zijn de menselijke im-
muunreactie op virussen ook onderhevig aan actieve epigenetische regulatie, als
gevolg van microbe-mens interacties. Deze feiten hebben ons ertoe gebracht de
genetische en epigenetische factoren te onderzoeken die een invloed hebben op
de manifestatie van infecties door pathogene virussen, waaronder HIV-1 en het
coronavirus SARS-CoV-2.

Een van de obstakels voor de genezing van mensen met HIV-1 (PLHIV) is het
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latente HIV-1 reservoir, d.w.z. immuuncellen in het lichaam die geinfecteerd zijn
met HIV maar niet actief nieuw HIV produceren. De behandeling met combinatie
antiretrovirale therapie (cART) verhoogt de levenskwaliteit van PLHIV patiénten
aanzienlijk door de HIV-1-virale belasting in het lichaam te onderdrukken. Recente
studies hebben ook virale en gastheer karakteristieken onthuld die correleren met de
grootte van het HIV-1 reservoir en de lange termijn dynamiek in PLHIV. In Hoofd-
stuk 4 hebben we PTDSS2, IRF7, RNH1, en DEAF'1 geidentificeerd als potentiéle
modificerende factoren van HIV-1 reservoirs door gastheer genetische factoren te as-
sociéren met HIV-1 reservoir eigenschappen, vertegenwoordigd door cel-geassocieerd
(CA) HIV-1 DNA, CA HIV-1 RNA, en hun verhouding (RNA:DNA).

Vergeleken met eerdere studies hebben wij ons gericht op het CA HIV-1 DNA en
RNA geisoleerd uit CD4+ T cellen, een keuze die de invloed van cel proportie
vermijdt. Van belang is dat onze studies suggereerden dat IRF7 een potentiéle rol
speelt bij het reguleren van HIV-1 latentie en recente studies toonden aan dat IRF7
de HIV onderdrukking bemiddelde als gevolg van de knock-out van CNOT (het
RNA deadenylase complex). Bovendien zijn er aanwijzingen dat IRF7 betrokken is
bij virale latentie-initialisatie en reactivatie uit een studie waarin chronische gamma-
herpesvirus infecties in IRF7-deficiénte en wild-type muizen werden vergeleken.
Onze studie had echter verschillende beperkingen: 1) kleine steekproefgrootte van
het ontdekkings cohort ( 200), 2) een beperkte hoeveelheid covariaten opgenomen
in de associatie analyse hoewel vele virale en gastheer kenmerken geassocieerd zijn
met de HIV-1 reservoir kenmerken, 3) ons onderzoek was beperkt tot Kaukasische
mensen, en 4) onze bevindingen zouden verder gerepliceerd moeten worden door

gebruik te maken van een onafhankelijk cohort, dat momenteel niet beschikbaar is.

Individuen die geinfecteerd zijn met SARS-CoV-2 vertonen een breed scala aan
klinische manifestaties en deze inter-individuele variaties die te wijten zouden
kunnen zijn aan de verschillen in (epi)genetische architectuur tussen populaties.
Dit moedigde ons aan om de (epi)genetische regulaties in COVID-19 patiénten met

verschillene mate van ziekte-ernst te evalueren.

In Hoofdstuk 6 onthulden we single-cell multi-omics integratie resultaten van tran-
scriptomische en epigenomische profielen (bv. chromatine toegankelijkheid) met
betrekking tot verschillende mate van ziekte-ernst onder COVID-19 patiénten. De
scRNA-seq resultaten toonden een aantal cel proportie veranderingen door de
paarsgewijze vergelijkingen tussen verschillende mate van COVID-19 ziekte-ernst,
wat overeenkomt met eerdere studies. Daarnaast, gebaseerd op onze scATAC-seq
resultaten, stelden we vast dat C/EBPs, JUN/FOS, en SPI1 motieven oververte-

genwoordigd waren in klassieke monocyten van patiénten. Bovendien suggereerde

194

onze piek-naar-gen koppelingsanalyse dat het lange niet-coderende RNA, LUCAT1,
gemoduleerd werd door zowel SPI1 als C/EBPs transcriptiefactoren (TFs). Deze
resultaten leidden ons tot de hypothese van een ontregelde cascade, waarin ver-
hoogde C/EBP regulatie de LUCAT1 expressie versterkte en verder de interferon
reacties op SARS-CoV-2 infectie onderdrukte, wat leidde tot ernstige COVID-19.
We identificeren ook ASoC SNPs en ontdekten dat ze verrijkt waren in regula-
torische regio’s (d.w.z. promoters, enhancers en TFBSs). Verder onthulden onze
resultaten de potentiéle rol van CCR2 in de ernst van COVID-19 in de context

van genetica en epigenetica.

De hierboven genoemde studie heeft echter meerdere beperkingen. Ten eerste wer-
den er slechts beperkte symptoom categorieén in de studie opgenomen, namelijk
ernstige, milde en herstellende individuen, terwijl COVID-19 patiénten een breed
symptomatisch spectrum hebben, variérend van asymptoom tot dodelijk ernstig.
Verder hebben we alleen bloedmonsters meegenomen, die minder representatief
zouden kunnen zijn in vergelijking met primaire longweefsels, zoals epitheel. Boven-
dien, beperkt door de steekproefgrootte en sequencing diepte, valideerde onze studie
slechts één COVID-19 GWAS loci, namelijk CCR2. Ten slotte, maar daarom niet
minder belangrijk, richtten onze analyses zich uitsluitend op genetische, epigenetis-
che en transcriptomische aspecten van de ziekten in eencellige resolutie, terwijl
proteomics, metabolomics en metagenomics analyses prognose- en diagnose-markers
aan het licht brachten. Daarom verwachten we meer bewijs uit andere omics data
om meer inzicht te krijgen in de ziektemechanismen en om onze resultaten in de

toekomst te valideren.

Celtype-specifieke quantitative trait loci (QTL) van de CCR5-
hoeveelheid op het celoppervlakte

De CCRb5-locus is een gevestigde associatie tussen de genetische architectuur van
de gastheer en HIV-1-infecties, waarbij de CCR5d32 variant voorkomt in HIV-1-
controlepersonen. Deze genetische locus is consequent geassocieerd met primaire
resistentie tegen HIV-1-ziekten, wat een impuls heeft gegeven aan benaderingen
voor de behandeling van AIDS, zoals transplantatie van met CCR5-genen bewerkte
CD4+ T-cellen waarin CCR5-genen permanent disfunctioneel worden gemaakt.
Uit recente studies is gebleken dat naast CCR5 zelf, ook andere genetische loci de
expressie van CCR5 beinvloeden. Bovendien zijn naast CD4+ T-cellen ook andere
immuuncellen zoals CD8+ T-cellen en dendritische cellen mogelijk betrokken
bij de reactie op de HIV-infectie. Er is echter minder bekend over het feit of
specifieke genetische loci de hoeveelheid CCR5 op het celoppervlak in subsets van
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immuuncellen (bv. lymfocyten) van PLHIV differentieel reguleren. In Hoofdstuk
5 hebben wij een schatting gemaakt van de celtype-specifieke associaties tussen
genetische varianten (SNPs) en CCR5 niveaus in lymfocyten subsets, waarbij wij de
gemiddelde fluorescentie intensiteit (MFI) van cel-oppervlak CCR5 of CCR5+ cel
proportie (CP) gebruikten om de CCR5 hoeveelheid weer te geven. Onze resultaten
onthulden genetische loci die geassocieerd zijn met de CCR5 hoeveelheid op het

celoppervlak in 11 lymfocyt subsets van PLHIV.

Daarbij vonden we QTLs die geassocieerd waren met zowel MFI als CP in CD4+
geheugen regulatoire T (mTreg) cellen, wat suggereert dat de CCR5 overvloed
in mTregs wordt gereguleerd door genetische factoren. Enerzijds zijn de mTregs
afkomstig van pathogeen specifieke Tregs die geactiveerd worden en zich uitbreiden
bij acute virale infecties in vivo. In reactie op secundaire infecties en ontstekingen,
verdringen mTregs naieve Tregs (nTregs) in migratie naar weefsels en activatie
richting immunosuppressie, wat suggereert dat zij de inducerende doel celpopulaties
kunnen zijn voor vaccinaties. Aan de andere kant identificeerden onze resultaten
onafhankelijke genetische loci geassocieerd met MFI en CP in mTregs. De leidende
SNP (rs11574435) voor MFI is een proxy voor de CCR5d32, terwijl de leidende
SNP (rs60939770) voor CP een proxy is voor SNP rs1015164, die een rol speelt in
de bescherming van de CCR5 mRNA door invloed uit te oefenen op de expressie
van CCR5AS. Deze resultaten suggereren verschillende genetische architecturen
tussen cel-oppervlakte CCR5 intensiteiten en proporties CCR5-positieve proper-
ties in mTregs. Diepgaand toekomstig werk is echter nodig om de onderliggende

regulatorische programma’s in HIV-1 infecties verder te ontleden.

Een aantal beperkingen belemmerden ons echter om de genetische factoren van de
gastheer te begrijpen die de CCR5 oppervlakte-expressie beinvloeden in subpopu-
laties van immuuncellen van PLHIV. Ten eerste werd slechts een beperkt aantal
( 200) PLHIV positieve mensen geincludeerd in de associatie-analyse, waardoor
de statistische kracht ontbreekt om loci met een kleine effectgrootte te detecteren;
maar we verwachten een groter cohort te kunnen onderzoeken in de nabije toekomst.
Een andere belangrijke beperking was dat er geen ander onafhankelijk PLHIV-
cohort werd geincludeerd met het oog op replicatie, wat naar verwachting zal
worden opgelost door samenwerking met andere instellingen en inspanningen om
in de komende jaren meer PLHIV-deelnemers te rekruteren. Bovendien zou het
gebruik van één enkel monoklonaal anti-CCR5 antilichaam een onderschatting
kunnen geven van CCR5 dat niet door het antilichaam werd herkend. In een
studie waarin de antivirale activiteit van verschillende CCR5-antilichamen werd

geévalueerd, bleek het monoklonale antilichaam 2D7, dat wij ook in deze studie
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hebben gebruikt, het meest effectief te zijn tegen HIV in vergelijking met twee
andere anti-CCR5-antilichamen (45531 en CTC5).
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