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Consequences of early-life stress for microglia throughout life;
relevance for the hippocampus in aging and Alzheimer’s disease

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by a progressive cognitive decline and is one of the most
common neurodegenerative diseases in elderly. Given the aging population and predicted prevalence
of AD in the future, it has become very important to identify populations at risk for AD in an early
stage, in order to try to prevent the disorder and benefit from the potential (development of) targeted
therapy in the future. There is evidence that environmental and lifestyle factors exert a modulatory
role in the age-of-onset and progression of AD. Stress is also considered a relevant lifestyle factor that
alters the risk to develop AD and the effects of stress can be more pronounced when they occur during
a critical developmental time window in early-life. Indeed, stress during the sensitive perinatal period
elicits lasting effects on the structure and function of the adult brain and might further enhance the

risk for age-related cognitive decline, as well as AD itself.

In this thesis, we aimed to extend our knowledge on the role of early-life stress (ES) exposure in the
progression of AD features, including cognitive deficits with aging, neuropathology levels and different
forms of brain plasticity, like hippocampal neurogenesis. We further set out to study whether such ES-
induced consequences might be associated with changes in the immune cells of the brain, microglia,

and in neuroinflammatory regulation.

In our studies, we make use of an established mouse model for chronic ES. The mice are placed in
a cage with minimal nesting material from postnatal day (P)2 to P9. This leads to well-described
alterations in the adult hippocampus and also to cognitive deficits several months later. In addition,
we use naturally aged wild type mice as well as the APPswe/PS1dE9 and APPV7171 AD mouse models,

that develop genetically driven expression of B-amyloid (AB) neuropathology.

In Chapter 1, we review the impact of different forms of early-life adversity, i.e. stress, nutritional
changes and immune activation, on later hippocampal structure and function. These different forms of
adversity affect the later neuroendocrine stress profile, the nutritional profile and the immunological
profile in the brain and we argue that these different systems are in fact highly interactive. In addition,
these different forms of early-life adversity are all known to impair hippocampal neurogenesis
and cognitive functioning. Therefore, we hypothesize that the later-life outcome after ES exposure
and other adversities is determined by the interactive characteristic of the stress, nutritional and

immunological profiles, that together might lead to a synergistic activation of these systems.

In Chapter 2, we followed up on this hypothesis and subjected APP/PS1 male mice and their wild type
littermates to chronic ES and studied if ES affected AR neuropathology and neuroinflammation. We

showed that ES altered AP neuropathological hallmarks in a differential manner at two ages; ES firstly



reduced AR levels in the hippocampus at 4 months of age, while the AB deposits were ultimately
aggravated at 10 months of age. We further observed that ES affected neuroinflammatory factors
in the hippocampus of wild type mice, directly after stress exposure at postnatal day 9, as well as
in 4-month-old adult mice. In addition, while the 4-month-old APP/PS1 mice had reduced AB levels
after ES exposure, they also showed a mild, but enhanced expression of microglial markers by ES
at this same age. In contrast, the aggravated AB plaque load in the ES-exposed APP/PS1 mice was
accompanied by reduced clustering of microglial Ibal density around AR deposits at 10 months of
age, and by a reduced expression of microglial markers. These findings indicate that ES differentially
affected AB levels at 4 and 10 months, while the neuroinflammatory profile showed an opposite

phenotype in the ES-exposed APP/PS1 mice.

In Chapter 3, we investigated microglial functioning and neuroinflammatory dysregulation after
ES exposure. We showed that, relative to control cultures, an acute neuroinflammatory challenge
exacerbated the pro-inflammatory response in primary hippocampal glial cultures from P9 ES-exposed
mice. In addition, the phagocytic response of microglia in culture was enhanced by ES exposure; the
microglia in ES-derived cultured internalized more beads, although internalization of aggregated AB1-
42 was not significantly altered by ES. These results are preliminary and might require a larger sample-
size. In addition to these data on microglial functioning after acute, in vitro challenges, ES altered
the expression of various regulators of microglial functioning in the hippocampus at P9 and at 10
months of age. These alterations included factors that mediate the interaction between microglia and
neurons. This might therefore, in part regulate the neuroinflammatory phenotypes at these ages. In
addition, APP/PS1 mice had an elevated expression of various neuroinflammatory mediators, that was
dampened in ES-exposed APP/PS1 mice. Similarly, proliferation of microglia in 10-month-old APP/PS1
mice was reduced by ES exposure. With these findings, we expand on previously described later-life
consequences of ES for neuroinflammation and show that ES might sensitize the acute inflammatory
response in P9 cultures and that ES dampens the activation upon continuous AB exposure in adult
APP/PS1 mice.

In Chapter 4, we determined whether ES also accelerated or aggravated the behavioral deficits and
hippocampal neurogenesis alterations in APP/PS1 mice. ES wild type mice appeared to show an earlier
cognitive impairment than ES APP/PS1 mice at a young adult (3 months) age. This indicates thus a
rather protective phenotype in ES APP/PS1 mice, than the hypothesized acceleration of cognitive
decline. At 10 months of age, ES did also not further impair the learning behavior of APP/PS1 mice.
While APP/PS1 overexpression induced alterations in hippocampal neurogenesis at both 4 and 10
months of age, these alterations were not modulated by previous exposure to ES at either age. We can
thus conclude that, even though these same mice were previously described to exhibit an altered AB
neuropathological and neuroinflammatory profile (Chapter 2), the exposure to ES did not accelerate
or aggravate the cognitive decline and neurogenesis impairments in the APP/PS1 mice at the ages

indicated.

203



204

English summary

In Chapter5, we study how the presence of AR neuropathology affected adult hippocampal neurogenesis
and neuroinflammation in middle-aged (10 months) to aged (27 months) APPV717I mice. This is a
milder single transgenic model for A neuropathological progression, when compared to the double
transgenic APP/PS1 mice. We showed that with increasing age, the AR accumulation induced parallel
microglial activation in the APP\V717| mice. We further showed that hippocampal neurogenesis was
reduced with age in both wild type and APPV7171 mice, but this decline was not affected by the A
and microglial changes at any age. Thus, the slower development of the AD-related neuropathological
hallmarks in APPV717I mice did not induce any subsequent response in hippocampal neurogenesis.
We and others showed that a faster-progressing pathological accumulation of AB at younger ages
did impact neurogenesis (Chapter 4). Together, these findings indicate that in view of its endogenous
reduction with age, adult hippocampal neurogenesis might be less responsive to the emergence of

neuropathological hallmarks particularly in middle-aged to old mice.

In Chapter 6, we investigate the consequences of ES for age-related cognitive decline, adult
hippocampal neurogenesis and neuroinflammation in 20-month-old C57BL/6J mice. ES exposure had
a tendency to enhance the variance in inter-individual performance and this seemed to lead to an
amplification of the individual extremes within the ES population, in comparison to the control group.
Although the ES-exposed mice showed a lasting reduction in hippocampal volume, other age-related
changes in hippocampal neurogenesis were not affected by ES. Also the expression of microglial
priming-related factors and other inflammatory markers were not differentially affected followed ES
exposure. These findings lead to the conclusion that mice that underwent ES exposure in the first
week of their life do not show an aggravation in their age-related alterations in cognitive decline and

hippocampal parameters when they reached 20 months of age.

Chapter 7 provides a general discussion of the data presented in this thesis in the context of the
recent literature. Both positive and negative early-life experiences have been shown to alter AB
neuropathology, while the effects of ES on tau neuropathology have been hardly studied to date. Several
other studies have furthermore shown that these AD-related neuropathological alterations were
associated with both alterations in cognitive decline, as well as in neuroplasticity in the hippocampus
of various AD transgenic models. In addition, ES exposure altered cognitive decline in naturally aged
rodents, which resulted in either an enhanced cognitive decline or higher inter-individual variance.
However, little direct evidence has so far been provided for the underlying mechanisms and we
discuss how stress-related, neuroinflammatory and metabolic factors could potentially mediate the
altered AD progression following ES exposure. We bring forward a model of ES-induced vulnerability
for AD development and progression and discuss the outstanding questions that can increase our

understanding of this research field.

In conclusion, the findings in this thesis provide evidence for ES mediated modulation of AR
neuropathological progression, while cognitive decline and neurogenesis were not aggravated by ES
exposure in aging or in APP/PS1 mice. Furthermore, ES affected the microglial cells in the hippocampus

and the expression of various neuroinflammatory factors in both the wild type and APP/PS1 mice.



Such modulation potentially contributes to a higher pro-inflammatory response upon immune
activation, and to an ES-enhanced progression of AD neuropathology. These hypotheses require
further experimental investigation. Together, the findings presented in this thesis provide some first
indications for a modulation of neuroinflammation and AB neuropathology by chronic ES. As such,
it highlights the importance of future pre-clinical as well as clinical studies to further elucidate the

relationship between these different factors and their underlying mechanisms.
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Consequenties van stress tijdens de vroege levensfase voor microglia
in het latere leven; relevantie voor de hippocampus in veroudering en
de ziekte van Alzheimer

De ziekte van Alzheimer wordt gekenmerkt door een progressieve achteruitgang van cognitie en het
is een van de meest voorkomende neurodegeneratieve ziekten bij ouderen. Aangezien het aantal
ouderen en patiénten met de ziekte van Alzheimer in de komende jaren sterk zal toenemen, is het
erg relevant geworden om groepen met een risico voor de ziekte van Alzheimer in een vroeg stadium
te kunnen identificeren. Op deze manier kan geprobeerd worden om in de toekomst de ziekte te
voorkomen en zal er eerder baat zijn van potentiele nieuwe therapieén in de toekomst. Het is al
bekend dat omgevingsfactoren en levensstijl een modulerende rol kunnen spelen in de progressie
van de ziekte. Stress is een van deze relevante factoren in het leven die het risico op de ontwikkeling
van Alzheimer kan beinvloeden. Daarnaast zijn de effecten van stress vaak sterker aanwezig wanneer
dit plaats vindt tijdens de belangrijke ontwikkelingsperiode vroeg in het leven. Stress tijdens de
sensitieve, perinatale periode leidt tot blijvende veranderingen in de structuur en functie van het
volwassen brein en kan mogelijk leiden tot een verhoogd risico voor dementie en ook specifiek voor

de ziekte van Alzheimer.

In dit proefschrift hebben wij als doel gesteld te onderzoeken of stress tijdens de vroege levensfase
(in het Engels early-life stress en afgekort tot ES in dit proefschrift) invloed heeft op kenmerken
van Alzheimer, waaronder achteruitgang in cognitie tijdens veroudering, aanwezigheid van
neuropathologie en verandering in verschillende vormen van plasticiteit in het brein. Onder deze
vormen van plasticiteit verstaan wij onder andere het ontstaan van nieuwe, functionele neuronen
(neurogenese) in het volwassen brein en specifiek in de hippocampus. Naast dit doel, hebben wij
verder onderzocht of de gevolgen van ES ook betrekking hebben op een verandering inimmuun cellen

in het brein, te weten de microglia, en of de regulatie van neuro-inflammatie is veranderd.

In onze studies maken wij gebruik van een eerder ontwikkeld en gestandaardiseerd muis model voor
chronische ES. Hierbij worden de muizen 2 dagen na de geboorte, op postnatale dag (P)2, voor een
week in een kooi met een minimale hoeveelheid nestmateriaal geplaatst. Van dit model is bekend
dat het leidt tot latere cognitieve problematiek en veranderingen in de structuur en functie van
de hippocampus. Daarnaast maken we gebruik van wild type muizen die op natuurlijke wijze oud
zijn geworden en van twee genetisch gemodificeerde muis lijnen, APPswe/PS1dE9 en APPV717I,
die door genetische over-expressie de aan Alzheimer gerelateerde B-amyloid (AB) neuropathologie

ontwikkelen.

In Hoofdstuk 1 bespreken wij hoe verschillende negatieve gebeurtenissen in de vroege levensfase,
te weten stress, abnormale voeding en activatie van het immuunsysteem, later in het leven kunnen

leiden tot veranderingen in de structuur en functie van de hippocampus. De effecten van deze



verschillende gebeurtenissen hebben elk invloed op latere stress hormoon levels, op de aanwezigheid
van voedingstoffen in het brein en op immuun cellen in dit orgaan. We bespreken dat deze profielen
of systemen daarnaast ook sterk interactief zijn. Het is van deze verschillende negatieve ervaringen
in het vroege leven bekend dat ze allen leiden tot een afwijking in hippocampale neurogenese en
verminderd cognitief functioneren. Wij dragen daarom de hypothese aan dat het fenotype na negatieve
gebeurtenissen vroeg in het leven, waaronder ook ES, wordt veroorzaakt door een synergistische

invloed op de stress-, voedings- en immunologie-gerelateerde systemen.

In Hoofdstuk 2 onderzoeken wij deze hypothese door mannelijke APP/PS1 muizen en de andere
niet-transgene, wild type, mannetjes uit eenzelfde nest, bloot te stellen aan chronisch ES. Daarna
hebben wij de effecten van ES op de AB neuropathologie en op neuro-inflammatie onderzocht. Met
deze studie laten wij zien dat ES op twee verschillende leeftijden een andere impact heeft op de AR
neuropathologische kenmerken; ES leidt eerst tot een vermindering in de AB levels in de hippocampus
van 4 maanden oude muizen, terwijl het aantal AB ophopingen uiteindelijk is verhoogd bij een leeftijd
van 10 maanden. Daarnaast hebben wij laten zien dat ES invloed heeft op verschillende neuro-
inflammatoire factoren in de hippocampus van wild type muizen, direct na de chronische stress op
P9, alsmede in 4 maanden oude muizen. Terwijl de A neuropathologie verlaagd was in 4 maanden
oude ES APP/PS1 muizen, laten deze verder ook een milde, maar verhoogde, expressie van microglia
factoren zien op deze leeftijd. In tegenstelling tot dit fenotype is in de 10 maanden oude ES APP/PS1
muizen met een verhoging in A ophoping, juist een verminderde expressie van de microglia factoren
en van microglia clustering rond AB ophopingen aanwezig. Deze observaties geven aan dat ES bij 4 en
10 maanden leidt tot een respectievelijke verlaging en verhoging in A neuropathologie, terwijl er op
deze leeftijden juist een tegenovergesteld effect is op het neuro-inflammatoire profiel in de APP/PS1

muizen.

In Hoofdstuk 3 onderzoeken wij verder hoe het functioneren van microglia en neuro-inflammatoire
regulatie door ES wordt beinvloed. We laten zien dat, in vergelijking met controle cellen in kweek,
een acute neuro-inflammatoire stimulus leidt tot een verhoogde pro-inflammatoire reactie in
primaire hippocampale glia kweek condities van P9 ES muizen. Verder is ook de fagocytose reactie
van microglia in een kweekopstelling verhoogd na blootstelling aan ES. Dit is aangetoond door de
hogere opname van latex-microballen door ES microglia ten opzichte van controle microglia. Er
was echter niet meer opname van AB1-42 door de ES microglia in kweek. Deze studies zijn nog niet
afgerond en de bevindingen vereisen mogelijk een groter aantal metingen. Naast deze data omtrent
microglia functie bij acute stimulatie in een kweek opstelling had ES ook invloed op de expressie van
verschillende neuro-inflammatoire factoren in de hippocampus van muizen van 9 dagen oud en van 10
maanden oud. Factoren die o.a. betrokken zijn bij de interactie tussen microglia en neuronen waren
veranderd door ES. Deze factoren zouden daarom gedeeltelijk, het neuro-inflammatoire fenotype
kunnen reguleren op deze leeftijden. Daarnaast leidde ES ook tot een verlaging van de door APP/PS1
geinduceerde expressie van neuro-inflammatie regulerende factoren en in de hoeveelheid deling van
microglia cellen. Tezamen laten wij zien dat ES mogelijk leidt tot een hogere gevoeligheid voor acute
inflammatoire stimuli en dat ES de activatie van dit systeem dempt in de response op de continue

ophoping van AB in APP/PS1 muizen.
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In Hoofdstuk 4 hebben wij onderzocht of ES ook leidt tot een versnelling of versterking van de
cognitieve achteruitgang en tot veranderingen in hippocampale neurogenese in APP/PS1 muizen. De
ES wild type muizen bleken eerder cognitieve afwijkingen te ondervinden dan ES APP/PS1 muizen
bij een leeftijd van 3 maanden. ES leidt dus juist eerder tot een beschermend fenotype in APP/PS1
muizen, dan een versnelling van de cognitieve achteruitgang. ES leidde in 10 maanden oude APP/PS1
muizen ook niet tot grote problemen in het leren van een gedragstaak. Hoewel de genetische over-
expressie van APP/PS1 verschillende veranderingen in hippocampale neurogenese induceerde in 4
en 10 maanden oude muizen, waren deze veranderingen niet verder gemoduleerd door ES op deze
leeftijden. Ondanks dat ES in dezelfde APP/PS1 muizen leidde tot verandering in AR neuropathologie en
het neuro-inflammatoire profiel (Hoofdstuk 2), kunnen we hieruit concluderen dat ES geen versnelling
of versterking van de verandering in cognitie en neurogenese in APP/PS1 muizen induceert op deze

leeftijden.

In Hoofdstuk 5 bestuderen wij hoe de aanwezigheid van AB neuropathologie effect heeft op
hippocampale neurogenese en neuro-inflammatie in volwassen (10 maanden) en oude (27 maanden)
APPV7171 muizen. Dit is een milder, genetisch gemodificeerd model voor AB neuropathologie in
vergelijking tot de ook veel gebruikte APP/PS1 muis lijn, welke twee AD-genen tot over-expressie
brengt. We laten zien dat met veroudering de ophoping van AB in het brein van APPV717| muizen
parallel loopt aan activatie van de microglia. Daarnaast tonen we aan dat hippocampale neurogenese
sterk afneemt met leeftijd, in zowel wild type als in de APPV7171 muizen, terwijl deze afname niet wordt
beinvloed door de AB levels of microglia activatie op de verschillende leeftijden. Deze resultaten laten
zien dat de langzamere ontwikkeling van Alzheimer gerelateerde neuropathologische veranderingen
in oudere APPV717| muizen niet wordt opgevolgd door een afwijking in neurogenese. Wij en anderen
voor ons hebben al laten zien dat een snellere ophoping van AR op jongere leeftijden juist wel impact
heeft op dit proces (Hoofdstuk 4). Onze bevindingen wijzen erop dat er een intrinsieke verlaging van
neurogenese optreedt door veroudering, waarbij hippocampale neurogenese minder beinvloed lijkt

door de ontwikkelende AB neuropathologie in de volwassen en oude muizen.

In Hoofdstuk 6 onderzoeken we de vraag of ES consequenties heeft voor leeftijds-gerelateerde
cognitieve achteruitgang, hippocampale neurogenese en neuro-inflammatie in 20 maanden oude
wild type dieren. De oude muizen die ES hadden ondergaan lieten een trend zien tot meer variatie
in hun cognitieve prestatie tijdens deze hippocampus-afhankelijke gedragstaak en dit leek te leiden
tot een versterking van de individuele extremen binnen de ES-populatie. Hoewel de ES-groep een
blijvende verlaging liet zien in het volume van de hippocampus, waren andere leeftijds-gerelateerde
veranderingen in hippocampale neurogenese niet beinvloed door ES. Daarnaast had ES geen effect
op de expressie van factoren die geassocieerd worden met een sensitievere reactie (“priming”) van
microglia en ook niet op de expressie van ander neuro-inflammatoire factoren. Uit deze resultaten
kan de conclusie worden getrokken dat 20 maanden oude muizen die ES hebben ondergaan geen
verergering laten zien van de cognitieve achteruitgang of in hippocampale veranderingen met

veroudering.



Hoofdstuk 7 is een algemene discussie van de bevindingen die gepresenteerd zijn in dit proefschrift
in de context van de recente literatuur. Zowel positieve als negatieve ervaringen in het vroege leven
veranderen de progressie van AP neuropathologie, terwijl de effecten op Alzheimer-gerelateerde
tau neuropathologie nog nauwelijks onderzocht zijn. Daarnaast worden de Alzheimer gerelateerde
neuropathologische veranderingen na ES geassocieerd met zowel veranderingen in cognitieve
achteruitgang als in hippocampale neuronale plasticiteit. Ook in knaagdieren die op natuurlijke
wijzen oud werden, had ES invloed op de cognitie, wat resulteerde in of een verslechtering van de
algehele cognitie, ofwel in een grotere variatie in de cognitieve achteruitgang. Hoewel er nog weinig
resultaten beschikbaar zijn voor de onderliggende mechanismes die leiden tot deze effecten van ES,
bespreken wij hoe stress, neuro-inflammatoire en metabole factoren mogelijk een rol kunnen spelen
in de progressie van Alzheimer gerelateerde neuropathologie na blootstelling aan ES. Tot slot dragen
wij een model aan voor de modulerende rol van ES in de ontwikkeling en progressie van de ziekte
van Alzheimer en bespreken we de open vragen die de kennis in het onderzoeksveld in de toekomst

kunnen vergroten.

Een algemene conclusie die getrokken kan worden uit de bevindingen in deze thesis is dat chronische
ES de neuropathologische progressie moduleert met betrekking tot AR, terwijl ES niet de algehele
cognitieve achteruitgang en neurogenese veranderingen in de hippocampus verergerde in oude
muizen of in een Alzheimer muis lijn. Daarnaast hebben we laten zien dat microglia en de expressie
van verschillende neuro-inflammatoire factoren in zowel wild type muizen als APP/PS1 muizen
gemoduleerd zijn door ES. Zulke invloeden van ES kunnen potentieel bijdragen aan een sterkere pro-
inflammatoire reactie van het immune systeem bij activatie en aan een verhoogde AB neuropathologie
in ES muizen. Deze hypotheses vereisen verder wetenschappelijk onderzoek in de toekomst.
Gezamenlijk geven de bevindingen in dit proefschrift enkele eerste indicaties voor een modulerende
rol van neuro-inflammatie en AB neuropathologie na chronische stress in het vroege leven. Hiermee
illustreert dit onderzoek het belang van toekomstig preklinisch en klinisch onderzoek om de relatie

tussen deze factoren en de onderliggende mechanismen verder te bestuderen.
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