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Programming of hippocampal structure and 
function by early-life stress
opportunities for nutritional intervention

The period of early-life is a critical developmental phase during which 
brain structure and function are shaped ‘for life’. This concept is termed 
programming. When early-life is disturbed by exposure to stress, this lastingly 
programs our brains and is associated with impaired cognitive abilities 
later in life as well as with a predisposition to develop psychopathology. 
Unfortunately, early-life stress (ES; in the form of e.g. physical/sexual abuse, 
neglect, poverty, illness, exposure to war or institutionalization) is no exception 
in our society. However, prevention of ES is in most cases not feasible and 
currently no effective intervention strategies are available to prevent or 
repair the lasting consequences of ES on mental health. As today’s children 
are tomorrow’s future, there is a high need for applicable interventions and a 
better understanding of the biological processes involved in programming of 
the brain by ES is therefore essential. 

The main goals of this thesis were to: i) gain insight into some of the biological 
processes involved in brain programming during the early-life period, when 
experiences, hormones and nutrition interact, and ii) to test the efficacy of 
interventions designed on the basis of this knowledge. We concentrated 
specifically on the effects of chronic ES in mice, and on the structure and 
function of the hippocampus, a highly plastic brain region that is critical for 
(spatial) learning and memory and for regulation of the stress response. We 
particularly focused on the dentate gyrus (DG), the hippocampal subregion 
that continues to develop during the postnatal period and exhibits the unique 
ability to generate new neurons throughout adulthood, a process called 
‘adult neurogenesis’. In this thesis we showed that the neurogenic capacity 
in adulthood is programmed by early-life experiences and that altered 
hippocampal plasticity is one of the neurobiological substrates of ES-induced 
cognitive impairments.

In chapter 1 we review the perinatal programming effects of stress, nutrition 
and epigenetics on structure and function of the adult hippocampus. In 
addition, we propose the hypothesis that stress during early-life affects 
nutrient availability in both mother and offspring and that this may persistently 
modulate hippocampal structure and function, e.g. through epigenetic 
programming.

In chapter 2, we validated a mouse model that induces chronic ES in pups 
through fragmentation of maternal care. This is accomplished by exposure 
to an impoverished cage environment during the first week after birth 
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(postnatal day 2-9). This form of chronic ES induced lasting impairments in 
hippocampus-dependent cognitive function. Interestingly, these impairments 
were less prominent in females than in males, and in the males these were 
causally associated with reductions in survival of adult-born neurons. Despite 
this sex-difference, ES induced structural changes in the hippocampus in 
both sexes, including: i) a lasting reduction in DG volume, ii) an increase in 
developmental neurogenesis and iii) a lasting reduction in the long-term 
survival of developmentally born neurons. Taken together, the findings in 
chapter 2 suggest a differential vulnerability to the lasting consequences of 
chronic ES of male and female mice, both at structural as well as functional 
level, and point to a functional relevance of the altered levels of survival of 
adult-born neurons in the observed cognitive impairments. 

Next, we set out to support our hypothesis (postulated in chapter 1) that 
essential micronutrients are critical in programming cognition by ES. We 
focused on methyl-donors (methionine, homocysteine, vitamins B6, B12, B9 

and their metabolites), as these are required for neuronal development and 
functioning of the epigenetic machinery, which has been implicated in lasting 
effects of ES. We first developed a novel methodology for the detection and 
exact measurement of these nutrients in milk, plasma and brain of neonatal 
mice (as described in chapter 3). With this method, it became possible to 
simultaneously and highly precisely measure these micronutrients in these 
three different matrices. This allowed us to study their concentration in 
maternal milk, their absorption by the offspring and their uptake in the brain 
under healthy or pathological conditions.

In chapter 4, we used this newly developed methodology to test how exposure 
to ES affects the availability of these essential micronutrients in the pup. We 
demonstrated for the first time that i) chronic ES exposure reduces levels of 
the essential amino acid methionine in plasma and brain of the offspring, 
without affecting other micronutrients. Importantly, we also tested a novel 
nutritional intervention strategy in male mice and showed that supplementing 
the maternal diet with methyldonors during the ES period is able to: ii) restore 
methionine levels in offspring’s plasma and brain, and to iii) partly improve 
ES-affected cognitive functions. Furthermore, we established that: iv) these 
beneficial effects of the diet are (at least partly) mediated by preventing the 
ES-induced hyper-activation of the neuroendocrine stress-system, but v) not 
by affecting ES-induced alterations in maternal care, hippocampal volume, 
neurogenesis or epigenetic modifications in the offspring. Already this 
short and early nutritional supplementation with only a selected group of 
micronutrients, turned out to be a promising tool to prevent the long-lasting 
effect of chronic ES.
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In chapter 5, we further studied the potential of nutritional and environmental 
factors to stimulate brain plasticity and thereby protect against the lasting 
consequences of ES. While we focused on males in chapter 4, we here 
specifically studied female mice, as they seem more resilient to ES (chapter 
2). We investigated whether ES differentially affects the neurogenic capacity 
of the adult female brain in response to stimuli known to modulate adult 
neurogenesis and cognition. We presented preliminary evidence for: i) a 
potential ES-induced unresponsiveness to exercise, a stimulus well-known 
to enhance neurogenesis in control animals; ii) a possible positive effect 
of early nutritional intervention on levels of neurogenesis in female mice, 
something that was so far not observed in male mice (chapter 4); and iii) 
a possible limit to the effects of environmental stimuli on levels of adult 
hippocampal neurogenesis. Future research in this direction will further 
enhance our understanding of hippocampal plasticity over the life span in 
brains programmed by early-life experiences and can provide insight in the 
applicability of environmental intervention strategies at different phases of 
life to reverse and/or prevent the lasting consequences of ES exposure. 

In chapter 6 we further discuss the role of sex-differences in mental health 
and review the differential vulnerability to develop depression between men 
and women. We postulate that differences in sex-specific susceptibility to 
psychopathology could (at least partly) be due to differences in sex hormones 
during specific developmental time windows.

In conclusion, the findings in this thesis provide evidence for: i) the synergistic 
action of various critical environmental factors that program the brain during 
early-life, ii) the existence of both direct as well as lasting effects of chronic ES 
on hippocampal structure and function, iii) sex-differences in the vulnerability 
to ES. Overall, this thesis contributes to a deeper understanding of the 
processes involved in early programming of the hippocampus. It provides new 
avenues for research aimed to develop intervention strategies to prevent the 
lasting consequences of ES on mental health. We particularly highlight the 
promising role of nutritional intervention, which has high translational value, 
as nutritional interventions are typically non-invasive, relatively cheap and 
easily applicable. 
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programmering van de structuur en functie van de 
hippocampus door vroege stress
Kansen voor interventie door middel van voeding 

De periode vlak na de geboorte is een belangrijke fase in de ontwikkeling, 
waarin de bouw en functie van ons brein levenslang kunnen worden beïnvloed. 
Dit proces noemen we ‘vroege programmering’. Verstoring van de vroege 
levensfase door bijvoorbeeld blootstelling aan stress, kan de programmering 
van het brein blijvend beïnvloeden en wordt geassocieerd met verminderd 
leer- en geheugen- vermogen op latere leeftijd alsmede met een vergrote 
kans op het ontwikkelen van hersenaandoeningen. Stress in het vroege 
leven (in het Engels ‘early-life stress’, afgekort in dit proefschrift als ‘ES’), is 
helaas geen uitzondering in onze maatschappij. Voorbeelden hiervan zijn: 
kindermishandeling, seksueel misbruik, verwaarlozing, extreme armoede, 
ziekte of plaatsing in een weeshuis. Preventie van dergelijke ES-situaties is 
vaak lastig en momenteel beschikken we nog niet over effectieve therapieën 
om de blijvende effecten van ES op de latere geestelijke gezondheid te kunnen 
voorkomen of te genezen. Omdat de kinderen van vandaag de toekomst van 
morgen vormen, is er grote behoefte aan adequate therapieën om de gevolgen 
van blootstelling aan ES te bestrijden. Een beter begrip van de biologische 
processen die betrokken zijn bij de vroege programmering van het brein is 
daarom essentieel.

De belangrijkste doelen van dit proefschrift zijn: i) inzicht verkrijgen in de 
biologische processen die betrokken zijn bij de vroege programmering van het 
brein, wanneer ervaringen, hormonen en voeding elkaar beïnvloeden, en ii) het 
testen van interventies die zijn ontwikkeld op basis van die kennis. We hebben 
ons specifiek geconcentreerd op de effecten van chronische ES in muizen, en 
op de structuur en functie van de hippocampus, een plastisch hersengebied 
betrokken bij (ruimtelijk) leren en geheugen en bij de regulatie van stress. We 
richten ons in het bijzonder op de ‘gyrus dentatus’ (DG), een onderdeel van de 
hippocampus dat zich vlak na de geboorte nog sterk ontwikkelt. Daarnaast 
heeft de DG de unieke eigenschap dat het over stamcellen beschikt die tot 
op hoge leeftijd nieuwe hersenencellen (neuronen) bijmaken, een proces 
dat we ‘adulte neurogenese’ noemen. In dit proefschrift tonen we aan dat 
neurogenese wordt beïnvloed door ervaringen tijdens de vroege levensfase 
en dat plasticiteit van de hippocampus betrokken is bij de gevolgen van ES op 
het latere leren en geheugen. 

In hoofdstuk 1 bespreken we hoe niet alleen stress, maar ook voeding en 
epigenetica, in de periode rondom de geboorte, de structuur en functie 
van de volwassen hippocampus beïnvloeden. Daarnaast presenteren we de 
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hypothese dat stress tijdens de vroege levensfase de beschikbaarheid van 
specifieke voedingsstoffen voor de moeder en de nakomelingen beïnvloedt, 
en dat mede hierdoor de structuur en functie van de hippocampus blijvend 
kan veranderen, bijvoorbeeld via epigenetische modificaties (epigenetische 
modificaties zijn subtiele aanpassingen aan de structuur van het DNA: door 
de binding van een chemische groep, bijvoorbeeld een methylgroep, kan de 
activiteit van een stuk DNA veranderen).

In hoofdstuk 2 beschrijven we een diermodel voor chronische stress in 
jonge muizen, waarin de zorg van de moedermuis voor haar jongen wordt 
verstoord. De fragmentatie van moederzorg ontstaat door huisvesting van de 
muizen in een kooi met een minimale hoeveelheid zaagsel en nestmateriaal, 
tijdens dag 2-9 na de geboorte. De zo veroorzaakte ES leidt in de jongen tot 
blijvende gebreken in leer- en geheugenfuncties (cognitie). Opvallend is dat 
deze tekortkomingen minder duidelijk zijn bij vrouwtjes dan bij mannetjes. Bij 
de mannetjes vinden we bovendien een causaal verband tussen cognitie en de 
mate waarin nieuwe neuronen overleven. 

Ondanks dit sekseverschil leidt ES tot structurele veranderingen van de 
hippocampus in beide seksen, waaronder: i) een blijvende afname van DG 
volume, ii) een toename van neurogenese tijdens de ontwikkeling en iii) een 
blijvende afname in de mate waarin hersencellen die tijdens de ontwikkeling 
zijn geboren, worden gehandhaafd in het volwassen brein. Samengevat, de 
bevindingen in hoofdstuk 2 suggereren dat mannetjes- en vrouwtjesmuizen 
verschillen in hun kwetsbaarheid voor de gevolgen van chronische ES, zowel 
wat betreft de bouw als de functie van hun brein. Daarnaast wijzen onze 
resultaten erop dat veranderingen in de overleving van nieuwe neuronen in 
het volwassen brein (mede) verantwoordelijk zijn voor het verstoorde leren 
en geheugen.

Vervolgens zijn we op zoek gegaan naar data ter ondersteuning van onze 
hypothese (zoals voorgesteld in hoofdstuk 1) dat bepaalde voedingsstoffen 
cruciaal zijn voor de vroege programmering van hersenfunctie door ES. 
We richtten ons op methyldonors (hieronder vallen: vitamines B6, B12, B9 
(foliumzuur), methionine, homocysteine en metabolieten van deze stoffen). 
Methyldonors zijn niet alleen noodzakelijk voor hersenontwikkeling maar 
ook essentieel voor de processen die nodig zijn voor het aanbrengen van 
epigenetische veranderingen op het DNA. Dit is interessant omdat epigenetica 
betrokken is bij het langdurig vastleggen van de gevolgen van ES. 

Allereerst hebben we een nieuwe methode ontwikkeld om deze essentiële 
voedingsstoffen nauwkeurig te kunnen bepalen in melk, plasma en brein van 
jonge muizen (hoofdstuk 3). Dit stelde ons in staat om de concentraties van 
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deze voedingsstoffen te bestuderen in moedermelk, evenals hun opname in 
de nakomelingen en hun brein, onder gezonde én onder ES condities.
In hoofdstuk 4 gebruiken we deze nieuwe methode om te bepalen hoe ES 
de beschikbaarheid van deze essentiële voedingsstoffen in de jonge muis 
beïnvloedt. Blootstelling aan chronische ES blijkt de kwantiteit van het 
essentiële aminozuur methionine te verlagen in plasma en brein van de 
nakomelingen (i). Bovendien testen we een nieuwe -op voeding gebaseerde- 
interventie in mannetjesmuizen. Toevoeging van methyldonors aan het 
dieet van de moeder, tijdens de ES-periode, herstelt de methionine-niveaus 
in plasma en brein van de nakomelingen (ii) en verbetert bovendien (deels) 
de door ES aangetaste cognitieve functies (iii). Daarnaast laten we zien dat 
de positieve effecten van het methyldonor-dieet ten dele worden verklaard 
doordat het dieet het stress-systeem remt. Het dieet had verder geen effect 
op de zorg van de moeder, het volume van de hippocampus, neurogenese of 
epigenetische modificaties. Het verrijken van de voeding van de moeder met 
deze groep voedingsstoffen blijkt dus veelbelovend om het stress systeem te 
remmen en daarmee latere effecten van chronische ES in de nakomelingen te 
voorkomen. 

In hoofdstuk 5 gaan we verder in op dieet en op omgevingsfactoren die 
plasticiteit stimuleren, en op de vraag of hiermee het brein beschermd kan 
worden tegen ES-effecten. We kiezen voor het bestuderen van vrouwtjes, 
die beter bestand lijken tegen ES (zie hoofdstuk 2). We onderzoeken niet 
alleen of ES en/of dieet in het vroege leven effect hebben op neurogenese, 
maar ook of lichamelijke inspanning (hardlopen; een sterke stimulus voor 
neurogenese in controle muizen) deze vorm van plasticiteit later in het leven 
nog kan beïnvloeden. De eerste resultaten wijzen op: i) een mogelijke ES-
geïnduceerde ongevoeligheid van neurogenese voor fysieke inspanning; ii) 
een mogelijk positief effect van interventie met een dieet tijdens het vroege 
leven op latere neurogenese in vrouwtjesmuizen, iets wat we eerder niet 
vonden in mannetjesmuizen, en iii) een mogelijk maximum aan de mate waarin 
omgevingsfactoren neurogenese kunnen stimuleren. Verder onderzoek in 
deze richting zal leiden tot een beter begrip van plasticiteit in de hippocampus 
tijdens het hele leven, en in hersenen die zijn geprogrammeerd door vroege 
levenservaringen. Verder biedt dit onderzoek inzicht in de mogelijkheden 
om interventies zoals voeding of sport aan te bieden tijdens verschillende 
levensfases, teneinde de blijvende gevolgen van vroege stress te kunnen 
bestrijden.

In hoofdstuk 6 gaan we dieper in op de rol van sekseverschillen in geestelijke 
gezondheid en geven we een overzicht van de (hormonale) verschillen in 
de ontwikkeling van mannen en vrouwen. We concludren dat de verschillen 
tussen mannen en vrouwen in de kwetsbaarheid voor hersenaandoeningen (en 
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specifiek voor depressie) deels verklaard kunnen worden door de verschillen in 
geslachtshormoonwaarden tijdens belangrijke fases in de hersenontwikkeling.  
Concluderend, in dit proefschrift leveren we bewijs voor: i) een sterke 
interactie tussen verschillende factoren (zoals stress hormonen en voeding) 
tijdens de vroege levensfase, die het brein programmeren, ii) het bestaan van 
zowel acute als langdurige gevolgen van chronische ES op de bouw en functie 
van de hippocampus, iii) sekseverschillen in de kwetsbaarheid voor ES. Alles 
bij elkaar draagt dit bij aan een beter begrip van de processen betrokken bij 
de vroege programmering van de hippocampus. Ook biedt dit proefschrift 
nieuwe perspectieven voor interventiestrategieën om de blijvende gevolgen 
van ES voor leren en geheugen en voor het risico op hersenaandoeningen, te 
voorkomen. We benadrukken de veelbelovende rol van voeding als interventie, 
omdat dit in het algemeen goedkoop, niet invasief en gemakkelijk toepasbaar 
is, en daardoor van grote klinische relevantie kan zijn. 


