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Summary | 7

Worldwide, cardiometabolic diseases (e.g., cardiovascular disease (CVD), diabetes,
and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)) have acquired almost epidemic
proportions in the past few decades due to the widespread adoption of a western
lifestyle. They compromise heart and liver functions and underlie the two main
causes of death worldwide, ischemic heart disease and stroke. The development
of these diseases is characterized by lipid accumulation, inflammatory responses,
and metabolic dysfunction in the arterial wall (a process referred to as
atherosclerosis) and liver (“fatty liver disease” or NAFLD). For both, macrophages
and their precursors, monocytes, are important contributors.

The rapid development in high-throughput and imaging technologies have enabled
researchers to detect profiles of genes, proteins, and metabolites within individuals
and cells. These techniques are increasingly applied to study cardiometabolic
diseases. However, their potential to explore the pathogenesis has not been fully
exploited. In this thesis, we aim to analyse high-dimensional omics and imaging
data of plaque and liver through a combination of computational strategies
including statistical inference, machine learning and image processing, to dissect
the pathogenesis of atherosclerosis and NAFLD at the molecular and spatial level.

Macrophages exhibit extreme plasticity, adopting a broad range of micro-
environment-driven phenotypes. Exploring their heterogeneity throughout the
course of atherosclerosis will be crucial to the discovery of new diagnostic and
therapeutic measures. However, most of the commonly used techniques for
quantifying cell markers cannot simultaneously measure sufficient features to
properly describe the heterogeneity or do not provide spatial information at single-
cell resolution. In chapter 2, we proposed a computational pipeline to integrate
multiple imaging data layers from the same sample but derived from different
platforms (i.e., multispectral imaging, MALDI mass spectrometry imaging (MALDI-
MSI), and histologic imaging). Our approach enabled to identify cell phenotypes,
pinpoint their locations in the tissue, reveal the cell community landscape, and
characterize the metabolic environment of identified cell subsets. Our method
demonstrated its effectiveness in analysing macrophage heterogeneity in
atherosclerotic plaques but will also be applicable to other types of tissues, diseases
and cells.

The metabolism of hepatocytes has been shown to be severely disrupted with the
development of NAFLD, as metabolomic studies have shown. However, most
metabolomics efforts that mapped the dynamics of these changes lacked spatial
information. In chapter 3, we fused both supervised and unsupervised MSI image
segmentation algorithms to deploy a liver compartment recognition model,
resulting in the identification of three distinct liver compartments in the early stage

of murine NAFLD, which were assigned “parenchyma”, “sinusoids” and “vessels”,
based on their localisation and morphology. Metabolites were then clustered
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according to their trajectories over the disease progression for the individual
compartments. Our approach identified liver compartments solely based on the
metabolite features from MALDI-MSI, indicating the presence of compartment-
specific metabolic pathways, while avoiding the potential errors in aligning
histological images with MALDI-MSI images, as well as extensive manual annotation
on histological images. In addition, spatio-temporal analysis of mouse liver helps to
monitor the metabolite dynamics during the disease progression within the
separate compartments, leading to a deeper understanding of the processes that
occur in the early stage of NAFLD.

Several risk factors have been identified, that increase the chance of developing
cardiometabolic diseases, of which some are linked to an unhealthy lifestyle.
However, it is unclear if these risk factors impact circulating monocytes, precursors
of macrophages and thereby important players in many diseases. Therefore, in
chapters 4 and 5, we aimed to identify monocyte key gene programs and pathways
associated with the risk factors of CVD (which is mainly caused by atherosclerosis)
by analysing the monocyte expression profiles of a CVD cohort collected by the
Center for Translational Molecular Medicine (CTMM). We first studied disease-
relevant sex differences in the transcriptional makeup of monocytic cells (chapter
4). For this purpose, we compared monocyte expression profiles of male and
female CVD patient in the CTMM cohort, and generated sex-biased gene
signatures. Then we adopted multiple enrichment analysis approaches based on
several publicly available pathway, transcription factor (TF)-target interaction, and
cytokine data resources, to infer pathway, TF, and cytokine signalling activities of
male vs female monocytes. This led us to pinpoint female- and male-skewed
cytokine signalling cascades in CVD. Validation of our findings in an independent
healthy subject cohort showed that the observed sex differences were CVD-
specific. In addition, we constructed a cytokine-TF network by inferring TF activities
for the expression profiles of the identified sex-specific cytokine signalling
pathways, which revealed Jun-B as central activator of most female-specific
pathways. In chapter 5, we investigated the correlation between other CVD risk
factors and the response capacity of CVD patient-derived monocytes to an
inflammatory stimulus (lipopolysaccharide). As we show, CVD patients with high
(diastolic) blood pressure tended to have a weaker monocyte inflammatory
response. We then constructed a gene co-regulation and corresponding regulatory
network and identified a sub-network with strong correlation with blood pressure.
Moreover, this network pointed to a dysfunction in the cells’ energy production
(mitochondrial respiration). Finally, we pursued to a network-guided drug
repurposing approach to identify iloprost as potential candidate to target this
network. This drug, which is currently used to treat pulmonary hypertension, could
potentially target the network that connects a weakened inflammatory response in
monocytes (and potentially other cells) to diastolic hypertension.

204



Summary | 7

In chapter 6, | summarised the main findings of my thesis, further explained the
computational approaches used from chapters 2 to 5 and explored potential
application scenarios thereof in the study of cardiometabolic diseases, including
their advantages and remaining limitations, and provided an outlook on future
related areas.
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Wereldwijd hebben cardiometabole aandoeningen, zoals aderverkalking, diabetes,
suikerziekte en leververvetting en -ontsteking, de laatste decennia bijna
epidemische proporties aangenomen, deels als gevolg van een westerse levensstijl.
De verminderde hart- en leverfunctie waarmee zij gepaard gaan liggen ten
grondslag aan de twee belangrijkste doodsoorzaken wereldwijd, ischemische
hartziekten en beroerten. De ontwikkeling van deze ziekten wordt gekenmerkt
door vetophoping, ontstekingsreacties en metabolische disfunctie in de
slagaderwand (een proces dat atherosclerose wordt genoemd) en de lever
(leververvetting of NAFLD). Macrofagen en hun voorlopercel, de monocyt, dragen
voor beide aandoeningen belangrijk bij aan het ziekteproces .

Snelle  ontwikkelingen op het gebied van high-throughput en
beeldvormingstechnologieén hebben onderzoekers in staat gesteld om gen-, eiwit-
en metabolietprofielen van weefsel en cellen snel en volledig in kaart te brengen.
Deze technieken worden in toenemende mate toegepast om cardiometabole
ziekten te bestuderen. Hun onderzoekspotentieel voor deze ziekten is echter nog
niet volledig benut. In dit proefschrift willen we hoog-dimensionale omics en
beeldvormingsdata van plaque en lever analyseren door gebruik te maken van een
combinatie van computationele strategieén, waaronder statistische inferentie,
machinaal leren en beeldverwerking, met als uiteindelijke doel de ontwikkeling van
atherosclerose en NAFLD op moleculair en ruimtelijk niveau te ontrafelen.

Macrofagen vertonen een extreme plasticiteit en kunnen een breed scala aan
functies aannemen afhankelijk van de locatie en de fase van het ziekteproces. Het
onderzoeken van hun heterogeniteit zal van cruciaal belang zijn voor de ontdekking
van nieuwe diagnostische en therapeutische mogelijkheden. Echter, de meest
gebruikte technieken voor het kwantificeren van cel-markers kunnen niet
voldoende kenmerken tegelijk meten om de cellulaire heterogeniteit voldoende in
kaart te brengen, of geven geen ruimtelijke informatie over de cellen. In hoofdstuk
2, stelden we een integratie-pijplijn voor om meerdere lagen van beeldvorming,
uitgevoerd op eenzelfde monster via verschillende microscopische en chemische
analysetechnieken (multispectrale beeldvorming, MALDI massaspectrometrie
beeldvorming (MALDI-MSI) en histologische beeldvorming), te integreren tot een
ruimtelijk model van het zieke weefsel. Onze aanpak maakte het mogelijk om de
verschijningsvorm, locatie en directe moleculaire (en cellulaire) omgeving van elke
celin het zieke weefsel in kaart te brengen. Onze methode is al succesvol toegepast
bij het analyseren van macrofaag heterogeniteit in aderverkalking maar is zeker ook
toepasbaar op andere types van weefsels, ziekten en cellen.

Het metabolisme van levercellen blijkt ernstig verstoord te zijn tijdens de
ontwikkeling van NAFLD, zoals metabolomics studies al eerder hebben aangetoond.
Echter, de meeste metabolomics studies waarin de dynamiek van deze
veranderingen geanalyseerd is misten ruimtelijke informatie, terwijl MALDI-MSI
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analyses van leverweefsel geen informatie verstrekten over de veranderingen
doorheen het ziekteverloop. In hoofdstuk 3 hebben we zowel gestuurde als
ongestuurde MSI beeldbewerkingsalgoritmen toegepast om de diverse
levercompartimenten te kunnen onderscheiden; dit resulteerde in de identificatie
van drie verschillende compartimenten in muizenlever: "parenchym", "sinusoide"
en "bloedvat". Voor elk individueel compartiment werden vervolgens de
metabolieten geclusterd op basis van hun expressieprofiel in de loop van de
ziekteprogressie. Onze aanpak bleek in staat de belangrijke structurele
compartimenten in muizenlever te identificeren, enkel op basis van hun
metabolietprofiel en ongeacht het ziektestadium. Dit wijst niet alleen op de
aanwezigheid van compartiment-specifieke metabolieten, maar maakt het ook
mogelijk potentiéle fouten in het uitlijnen van histologische beelden bij het
integreren van verschillende datalagen te omzeilen. Bovendien stelde dit ons in
staat om het ziekteproces voor elk compartiment afzonderlijk te volgen in de tijd.
Dit laatste leidde tot een dieper inzicht in de metabole processen in het
beginstadium van NAFLD.

De risicofactoren die bijdragen aan de ontwikkeling van cardiometabole ziekten zijn
inmiddels grotendeels bekend en diverse factoren blijken daarbij verband te
houden met een ongezonde levensstijl. Het is echter onduidelijk of deze
risicofactoren ook invioed hebben op een ontstekingsceltype in het bloed, de
monocyt, die betrokken is bij de ontwikkeling van de bovengenoemde
cardiometabole aandoeningen. Daarom hebben wij in hoofdstuk 4 en 5 getracht de
belangrijkste genprogramma's en signaaltransductieroutes te identificeren die in
dit celtype correleren met risicofactoren voor hart- en vaatziekten. Hiervoor
hebben we de beschikbare expressieprofielen geanalyseerd van monocyten uit een
CVD-cohort dat verzameld is in het kader van het Center for Translational Molecular
Medicine programma (CTMM). We bestudeerden daarbij voor het ziekteproces
relevante man-vrouw verschillen in het expressieprofiel van monocyten (hoofdstuk
4) en waren in staat geslachts-specifieke genetische signaturen voor hart- en
vaatziekten aan te tonen. Vervolgens hebben we meerdere analyses uitgevoerd op
basis van openbaar beschikbare gegevensbronnen om de belangrijkste
signaaltransductieroutes in dit celtype in kaart te brengen die kenmerkend waren
voor mannelijke en vrouwelijke patiénten met hart- en vaatziekten. Validatie van
onze bevindingen in een onafhankelijk cohort van gezonde proefpersonen toonde
aan dat de waargenomen sekseverschillen inderdaad enkel golden voor
hartpatiénten. Daarnaast hebben we een genregulatienetwerk gebouwd door
transcriptiefactor-activiteiten af te leiden uit de expressieprofielen van de
geidentificeerde sekse-specifieke cytokine-signaleringspaden. Jun-B kwam daarbij
naar voren als centrale activator van de het gros van de vrouw-specifieke paden.

In hoofdstuk 5 hebben we de correlatie onderzocht tussen andere risicofactoren
en de reactie van monocyten in patiénten met hart- en vaatziekten op een
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ontstekingsprikkel (lipopolysaccharide). We hebben aangetoond dat CVD-
patiénten met een hoge (diastolische) bloeddruk een zwakkere ontstekingsreactie
vertoonden. Vervolgens hebben we een gen (co)regulatienetwerk geconstrueerd
en daarbij een regulatienetwerk geidentificeerd met een sterk correlatie met hoge
bloeddruk. Dit netwerk wees op een verminderd functioneren van de cellulaire
energieproductie (mitochondriale ademhaling). Tenslotte hebben we een aantal
geneesmiddelen kunnen selecteren, via een computeralgoritme, waarvan het
aannemelijk is dat ze dit netwerk (en daarmee de bloeddruk) kunnen corrigeren.
Een van deze geneesmiddelen, iloprost, wordt momenteel al gebruikt om
pulmonale hypertensie te behandelen, maar zou dus deels via correctie van de
verzwakte afweerreactie van monocyten kunnen werken.

In hoofdstuk 6 heb ik de belangrijkste bevindingen van mijn proefschrift
samengevat, de in de hoofdstukken 2 tot en met 5 gebruikte rekenkundige
technieken en mogelijke toepassingsscenario's daarvan in het onderzoek naar
cardiometabole ziekten nader toegelicht, de voordelen en tekortkomingen ervan
besproken en ideeén voor verdere verfijning en verbetering van deze
technologieén gepresenteerd.
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