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Summary

English Summary

Enduring neural and behavioral effects of early life adversity:
Consequences of the absence of maternal melatonin and neonatal

hypoxia/anoxia

The main objective of this thesis was to gain more insight into the biological
processes at play during the programming of the brain by early-life adversities.
By understanding how perinatal maternal and fetal environmental factors like
the absence of maternal melatonin and the presence of neonatal hypo-/anoxia,
can affect brain development and introduce lasting neuronal and behavioral
effects. Specifically, we here studied the programming of hippocampal structure
and function by in utero and post-natal early life adversities, while taking sex-

specific vulnerabilities into account.

In Chapter 1, we studied the consequences of an absence of maternal melatonin
during gestation and lactation (MMD), and its therapeutic replacement, on the
somatic and physical growth, and on the neuronal development and cognitive
functions of the offspring. For this, we used a model of gestational
hypomelatoninemia during pregnancy and lactation, that results from a surgical
pinealectomy that coincides in time with the in utero and postnatal development
of the hippocampus. We demonstrated that MMD delays the appearance of
some physical features and the development of specific neurological reflexes.
Also, it has long-term effects on neurogenesis and cognitive function as
indicated by impairing learning and memory processes in the adult, many of
which were sex-dependent. These programming effects by MMD disappeared
with an appropriate regimen of melatonin replacement ‘therapy’ during the

period of pregnancy and lactation, further confiming its causal involvement.

211



In Chapter 2, we investigated the long-term consequences of maternal
melatonin during gestation and lactation on later metabolism and cognition. We
also assessed if the behavioral deficits and hippocampal plasticity were
associated with neuroinflammation and metabolic alterations. Our results
revealed that adult offspring, born of MMD dams (PINX), had increased body
weight, increased fasting glycemic indexes, and insulin resistance at three
months of age. These animals also exhibited impairments in object/recognition
and showed increased anxiety-like behavior compared to animals in which
melatonin was supplemented (PINX+MEL-F1). PINX+MEL-F1 animals further
showed increased survival of hippocampal newborn neurons. MMD did not
induce neuroinflammation in the adult hippocampus and hypothalamus nor

were changes observed in microglia-related proteins.

In Chapter 3, the effects of early-life adversity on postnatal hippocampal
development were assessed. For this, we used a model of neonatal anoxia[49],
based on exposure of pups of 30 hours to a global and non-invasive anoxic
stimulus, an age that simulates the clinical conditions of the human pre-term
baby (around six months old). We characterized the time-course of cellular and
subcellular changes including hippocampal cell death measures induced by the
anoxia and assessed lasting consequences on cognitive function in adult life. We
showed that neonatal anoxia induced neuronal loss in CA1, CA2-3 and the DG,

and lasting cognitive impairments in parallel.

In Chapter 4, we assessed the short-term effects of neonatal anoxia on physical
parameters of development, sensorimotor alterations, early neurological reflexes
as well as on the density of cells in the motor and sensorimotor cerebral cortex of
rats submitted to neonatal anoxia, with a specific focus on the possible

differences between male and female rats. Neonatal anoxia affected physical
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parameters, delayed neurological development, and lead to a decreased number
of neurons in motor cortex and the primary sensory hind limb and forelimb
regions with specific sex differences in these parameters, in some, male were
more affected than females, and vice-versa. This contrasts other data in which

males were reported to be more vulnerable.

In Chapter 5, we demonstrated that the brain injury induced by the neonatal
anoxia has a long-lasting nature and may even be linked to neurobehavioral
deficits into adolescence. We investigated behavioral changes together with a
structural analysis of the hippocampus. Anoxia-exposed females exhibited less
anxiety-like behavior than males, whereas anoxia-exposed males performed

better on a spatial memory test compared to females.

In Chapter 6, we investigate whether the behavioral deficits in the anoxic
animals correlated with alterations in hippocampal volume and in neurogenesis
at an adult age. We showed a significant decrease in hippocampal volume in
adult rats who had experienced neonatal anoxia compared to control animals,
this involved the rostral, caudal and total hippocampus, while the rate of
neurogenesis was also decreased. Finally, our behavioral analyses indicated that
neonatal anoxia resulted in a disruption of spatial working memory, similar to the

human condition, and was accompanied by an anxiogenic effect.

Lastly, in Chapter 7, the main outcomes of this thesis are discussed in a broader
perspective. We focus on the programming of hippocampal structure and
function by in utero and post-natal early life adversities, considering sex-specific
vulnerabilities. We further formulate implications for further studies and possible

intervention strategies.
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In conclusion, our results provide evidence for: i) a programming of hippocampal
structure and function by in utero and post-natal early life adversities, ii) maternal
melatonin being a critical factor in the optimal neurodevelopment and in the
programming of energy metabolism, iii) a further validation of a rodent model of
neonatal anoxia that affects hippocampal structure and function, iii) sex-
differences in the vulnerability to early-life adversities. Overall, this thesis
contributes to a deeper understanding of the processes involved in early
programming of the hippocampus. As such, it aims to develop potential
therapies to prevent the development of later psychopathologies and proposes

ways to prevent and treat the lasting effects of anoxia-hypoxic-ischemic events.
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Nederlandse samenvatting

Langdurige neuronale en gedragseffecten van aversieve
gebeurtenissen tijdens het vroege leven: focus op melatonine en

anoxie.

Het hoofddoel van dit proefschrift is om meer inzicht te krijgen in de biologische
processen die een rol spelen bij vroege aversieve gebeurtenissen en die de
hersenen blijvend kunnen veranderen. Hierbij willen we beter begrijpen hoe
omgevingsfactoren rond de geboorte, zoals de afwezigheid van melatonine bij
de moeder of het optreden van anoxie, de hersenontwikkeling kunnen
beinvloeden en blijvende neuronale en gedragseffecten veroorzaken. Specifiek
hebben we de programmering van de structuur en functie van de hippocampus
bestudeerd aan de hand van vroege levensproblemen tijdens de in utero en

postnatale periode, hierbij rekening houdend met geslachtsverschillen.

In hoofdstuk 1 hebben we de effecten van de af- en aanwezigheid van
melatonine bij de moeder tijdens de zwangerschap en lactatie periode (MMD)
bestudeerd op de nakomelingen. Hierbij keken we naar de groei en ontwikkeling
van verschillende lichaamsonderdelen en naar maten voor ontwikkeling van het
zenuwstelsel en hersenfunctie. Hiervoor gebruikten we een diermodel van hypo-
melatoninemie tijdens de zwangerschap en lactatie periode, bestaand uit een
chirurgische pinealectomie, die samenvalt met de ontwikkeling van de pre- en
postnatale hippocampus. We laten zien dat MMD de ontwikkeling van bepaalde
lichaamskenmerken en de ontwikkeling van neurologische reflexen vertraagt en
langdurige effecten heeft op de geboorte van nieuwe hersencellen, zgn
neurogenese, en op specifieke cognitieve functies, een aantal van deze effecten

is geslachtsafhankelijk. Deze lange termijn effecten van MMD verdwijnen als
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melatonine in een specifiek schema wordt vervangen tijdens de periode van

zwangerschap en borstvoeding.

In hoofdstuk 2 onderzochten we de langetermijngevolgen van maternaal
melatonine tijdens de zwangerschap en lactatie periode op het metabolisme en
latere cognitieve functies, en we bestudeerden of de gedragsstoornissen en
hippocampale plasticiteit geassocieerd waren met neuroinflammatie en
metabole veranderingen. We tonen aan dat volwassen nakomelingen geboren
uit MMD-moeder dieren (PINX), een verhoogd lichaamsgewicht, een verhoogde
glycemische index bij het vasten en insulineresistentie vertonen op een leeftijd
van drie maanden. Deze dieren vertonen ook een stoornis in object herkenning
en laten toegenomen angst gedrag zien vergeleken met PINX + MEL-F1-dieren
waarbij melatonine toegediend wordt. PINX + MEL-F1 lieten verder een
verhoogde overleving van nieuwgevormde hippocampus neuronen zien. MMD
induceerde verder geen neuroinflammatie in de adulte hippocampus of
hypothalamus bij volwassenen dieren en ook geen veranderingen in microglia-

gerelateerde eiwitten.

In hoofdstuk 3 werden de effecten van zuurstoftekort tijdens de geboorte
onderzocht op de ontwikkeling van de hippocampus. Hiervoor gebruikten we
een model van neonatale anoxie bij pups van 30 uur oud (6-8 g). Deze globale en
niet-invasieve stimulus simuleert de klinische condities bij een menselijke vroeg-
geboren baby (ongeveer zes maanden oud). We bestudeerden de cellulaire en
subcellulaire veranderingen en de mate van hippocampale beschadigingen na
anoxie alsmede de blijvende gevolgen voor hersenfunctie in het volwassen
leven. Door neonatale anoxie ontstaat neuronaal verlies in de CA1, CA2-3 en DG
gebieden van de hippocampus wat gepaard gaat met blijvende cognitieve

stoornissen.
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In hoofdstuk 4 evalueren we de kortetermijneffecten van neonatale anoxie op
fysieke parameters van ontwikkeling, sensomotorische veranderingen, vroege
neurologische reflexen en de dichtheid van cellen in de motorische en
sensorimotorische hersenschors van ratten, met een specifieke focus op
mogelijke verschillen tussen mannelijke en vrouwelijke nakomelingen.
Neonatale anoxie beinvloedt verschillende fysische parameters, neurologische
ontwikkeling, en leidt tot een verminderde hoeveelheid neuronen in de
motorische  primaire  sensorische  cortex alsmede tot specifieke
geslachtsverschillen. In sommige parameters, zijn de effecten sterker in mannen
dan in vrouwen, en omgekeerd. Dit in tegenstelling tot eerdere studies onder iets

andere condities die suggereerden dat mannetjes kwetsbaarder zijn.

In hoofdstuk 5 hebben we aangetoond dat neonatale anoxie langdurig
hersenletsel veroorzaakt, en ook de periode van adolescentie nog kan
beinvlioeden. In dit hoofdstuk onderzochten we het gedrag na anoxie samen met
een structurele analyse van de hippocampus op adolescente leeftijd. Aan anoxie
blootgestelde vrouwtjes vertoonden minder angstgedrag dan mannen. Maar aan
de andere kant presteerden de mannelijke dieren blootgesteld aan de zelfde

conditie beter dan de vrouwelijke dieren in een ruimtelijke geheugentaak .

In hoofdstuk 6 onderzochten we of de gedragsstoornissen correleren met
veranderingen in het hippocampale volume, en met neurogenese bij volwassen
dieren. We vonden een significante daling van het hippocampus volume bij
volwassen ratten die neonatale anoxie hadden ervaren in vergelijking met
controle dieren voor zowel de rostrale, caudale als totale hippocampus. Dit
betrof ook maten voor neurogenese. Ten slotte bleek dat neonatale anoxie
resulteerde in een verstoring van het ruimtelijk werkgeheugen, vergelijkbaar met

de menselijke conditie, parallel aan een toegenomen angst.
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En slotte worden in hoofdstuk 7 de belangrijkste resultaten van dit proefschrift
vanuit een breder perspectief besproken. We richten ons op het programmeren
van de structuur en functie van de hippocampus door vroege levensproblemen,
en houden rekening met sekse-specifieke kwetsbaarheid. Daarbij bespreken we
mogelijke implicaties voor verder vervolgonderzoek.

Concluderend ondersteunen onze resultaten dat: i) de structuur en functie van
de hippocampus geprogrammeerd worden door vroege levensvervaringen, ii)
melatonine van de moeder een kritische factor is bij de ontwikkeling van de
hersenen en het lichaam, en van het energie metabolisme, iii) we een knaagdier
model van neonatale anoxie verder valideren dat de structuur en functie van de
hippocampus  blijvend kan beinvloeden, iv) er geslachts-specifieke
kwetsbaarheid aan de ordeie mede bepaald of en welke gevolgen er in
volwassenheid optreden na problemen in het vroege leven .

Over het algemeen draagt dit proefschrift daarmee bij aan een beter begrip van
de onderliggende mechanismes betrokken bij de vroege programmering van de
latere structuur en functie van de hippocampus. Het biedt daarmee nieuwe
mogelijkheden voor verder onderzoek naar het ontwikkelen van mogelijke
therapieen om de effecten van zuurstoftekort rond de geboorte in de toekomst
beter te kunnen behandelen alsmede om latere psycho- en neuropathologie na

problemen in de vroege jeugd hopelijk te kunnen voorkomen of behandelen.
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