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English summary

Experiences during the sensitive period of early-life can “program” several peripheral and
central biological systems for life. When early in life an individual encounters extreme
forms adversities (ELA; e.g. growing up during a war, parental death, abuse or neglect)
this can ultimately lead to an increased risk for mental and metabolic disorders, like for
example depression or obesity. During these early periods nutrition is key for optimal
brain development, due to the tremendous growth of the brain during this phase of life,
and its consequent need for sufficient nutrients.

Unfortunately, prevention of ELA is often difficult, if not impossible, and we currently lack
effective strategies for intervention. Therefore we set out to understand what the role
is of early nutrition in programming by ELA and whether this can be a suitable target
for prevention/intervention strategies to mitigate the ELA-induced increased risks for
pathologies. In fact, early nutrition is a relatively cheap, non-invasive, easy to administer
modifiable factor, which is known to have major impact on developmental and adult
brain function. Our group has recently shown the powerful effects of an early nutritional
intervention with dietary polyunsaturated fatty acids (PUFAs), specifically a low as
compared to a high omega (w)6 w3 ratio diet, to protect against ELA induced cognitive
deficits. However, we lack mechanistic insights as to how ELA and the dietary intervention
exert their long-term effects on brain structure and function. The aim of this thesis was
therefore, to explore several biological mechanisms that underlie brain programming
by ELA as well as by early dietary PUFAs. We primarily focused on the hippocampus and
hypothalamus, assessing genome wide microRNA and gene expression, microglia and
brain lipids as well as studied the involvement of the gut microbiota.

Glucocorticoid, the main hormone mediating stress response, is thought to be one of
the key messengers in the context of ELA-induced programming. Dysregulation of the
neuroendocrine stress system, the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA)-axis signaling,
characterizes several mental disorders. In chapter 1, we reviewed the effects of stress
and glucocorticoid signaling on neurons, astrocytes and microglia and describe how
exposure to glucocorticoids affects morphology and functionality of both neurons
and glial cells. This is important as in the past most attention was given to the impact
of glucocorticoids on neurons, while here we aimed at reviewing and highlighting their
important modulation of glial cells.

In fact, the role of glial cells is important and complex during development. Therefore, to
get a better understanding of this topic, in chapter 2 we reviewed the various roles of glial
cells during normal brain development. Despite differences in their origin and function,
microglia and astrocytes often affect the same developmental processes in the brain, such
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as neuro-/glia-/angiogenesis, axonal outgrowth and pathfinding, synaptogenesis and
synaptic pruning. Understanding microglia and astrocyte origins, their development and
functions in both the developing and adult brain, will help understand their involvement
in both health and disease. We suggest that alterations in their priming by early life
events (e.g. ELA), or dysfunctions of glial cells during brain development can contribute to
neurodevelopmental and adult disorders and possibly to later-life neuropathology.

To further understand the implications of glial cells in the context of ELA-induced
programming, we focused on microglia. Based on morphological characterization we and
others have previously provided evidence that ELA impacted on the neuroinflammatory
system. In chapter 3 we took this a step further, and studied in depth the effects of ELA
on microglia morphology and gene expression profile basally as well as in response to
a inflammatory challenge (LPS) in adulthood to unmask possible latent effects of ELA-
induced programming. In this thesis, we used a rodent model for chronic early-life
adversity based on limiting bedding and nesting material between postnatal day (P)2 and
P9, which causes chronic stress in the dams and pups.

ELA led to a change in the relative proportion of morphological subtypes of microglia
in adulthood, which was associated with immune reactivity. At the transcriptional level,
no ELA-mediated changes were detected at P9, but at P200, ELA induced transcriptional
alterations in various microglia genes that were involved in the immune response and in
protein ubiquitination. In addition, ELA altered the microglial gene expression changes
during development from P9 to P200 and in response to LPS at P200. In both cases these
were associated with differential inflammatory signaling as compared to control mice.

In summary, these data show that ELA has persistent effects on the morphology and gene
expression profile of microglia and results in an altered transcriptional response to a later
LPS challenge.

Next, we studied the biological substrates underlying the beneficial effect of the early
dietary PUFAs in the context of ELA. We did this both under basal state as well as in
response to later life LPS in order to unmask possible latent effects. This question required
a complex design, which allowed tackling several key questions: i) concerning the primary
effects of ELA, ii) how these depend on the early dietary PUFAs and iii) how these early
environmental factors impact the later life LPS response. We focused on genome wide
gene expression and their modulation by miRNAs (chapter 4), brain lipid composition
(chapter 5) and the gut microbiota (chapter 6 - only at basal state).

In chapter 4, we started by confirming our previously reported ELA-induced memory
impairments in adult mice as well as the protective effects of the early diet with a low
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w6/w3 PUFA ratio. Next we set out to dissect the molecular mechanisms involved in
these long-term effects of ELA and diet. We assessed the effects of ELA and dietary PUFAs
and their combination on hippocampal gene and microRNA profiles, both under basal
conditions as well as in response to LPS. We used an unsupervised weighted gene co-
expression network (WGCNA) approach as well as a rather novel integrative approach to
tackle in particular the miRNA mediated gene expression changes.

With the WGCNA we detected three gene co-expression network modules that correlated
with our predictor variables ELA, diet and LPS and are associated with “synapses”,“nervous
system development”and the “inflammatory response” respectively. The most remarkable
finding of the integrated miRNA-mRNA analysis is that the ELA-induced effects in miRNA
and target genes are strongly dependent on the early life dietary PUFA ratio and that both
of these early-life factors determine the LPS-induced changes later in life. In particular,
in ELS exposed mice fed the low w6/w3 diet we observed an altered miRNA and target
gene profile that activated pathways associated with increased hippocampal plasticity,
learning and memory. This suggests that the activation of these pathways might
contribute to the protective actions of the diet against the ELA-induced hippocampal
deficits and learning impairments. In response to LPS, in mice fed the high w6/w3 diet,
the majority of miRNAs were increased and led to alterations in target gene expression
associated with an increased inflammatory response. In contrast, in mice fed the low w6/
w3 ratio diet, we detected an LPS induced downregulation of miRNAs, leading to reduced
activation of inflammatory pathways and rather an inhibition of pathways associated with
hippocampal plasticity. Both the respective activation and inhibition of inflammatory and
neuronal plasticity pathways were modulated by previous ELA exposure, demonstrating
its long-lasting influence on the transcriptional response to an inflammatory challenge.

Thus, both ELA and early dietary PUFAs alter hippocampal miRNA and gene expression
for life, thereby contributing to later life hippocampal functioning basally and in the
context of inflammation. We provide molecular insights into the respective detrimental
and beneficial effects of ELA and diet on brain functions that could aid the development
of intervention strategies.

Next to genes and miRNAs, lipids and the PUFA derivatives oxylipins play central roles in
brain structure and function. In fact, brain lipid dysregulationis increasingly acknowledged
as a key characteristic of several brain diseases for which ELA is a risk factor. However,
whether such lipid dysregulation has an early-life origin and if brain lipid modulation
contributes to the beneficial effect of the dietary PUFAs was largely unknown. Therefore,
in chapter 5 we studied if and how ELA and dietary PUFAs impact the brain lipid profile in
the adult brain at basal state and in response to LPS.
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Similar to what we observed at gene/miRNA level, our most important finding is that the
ELA-induced effects on brain lipids and oxylipins are strongly dependent on the early
diet and that both of these early-life factors modulate the LPS-induced lipid changes in
adulthood. Importantly, several of the long-term effects of the early low w6/w3 diet seem
to be associated with an anti-inflammatory and neuroplasticity promoting profile such
as the decrease in triacylglycerols, free fatty acids and long-chain ceramides. In addition,
ELA decreased the w3 eicosapentaenoic acid (EPA) which was reversed by the low w6/
w3 diet. In response to LPS, ceramides and lysophosphatidylcholine were decreased,
whereas hexosylceramides and prostaglandin E2 were increased. The w6 derivative PGE,
correlated with several pro-inflammatory plasma cytokines, making it a good indicator
for the LPS induced inflammatory state. Importantly, also the LPS induced alterations
depended on ELA and diet. For example, we detected a low w6/w3 diet specific reduction
in triacylglycerol species and several w6 derived oxylipins in response to LPS, again
pointing to an anti-inflammatory capacity of the diet.

Thus, both early-life environmental factors (ELA and dietary PUFAs) can have long-term
effects on the adult brain lipid and oxylipin profile. Additional research is warranted in
order to understand how exactly these changes come about and what the functional
outcomes are. Our data give novel insights into how lipids or lipid dysregulation might
be part of the underlying mechanisms by which ELA and the low w6/w3 diet exert their
respective detrimental and beneficial long-term effects on the brain, likely by modulating
neuroinflammatory signaling and neuronal plasticity.

Finally, next to the exploration of the central mechanisms, given the strongly emerging
importance of the gut microbiota as determinants of long-term brain health, and their
specific sensitivity to environmental factors like stress and diet, in chapter 6 we studied
the impact of ELA and early dietary PUFAs on the gut microbiota. ELA and diet together
predicted variance in microbiota composition and affected the relative abundance of
specific bacterial groups at several taxonomic levels, both on the short- and long-term.
For example, ELA reduced the genera RC9 gut group and Rikenella (previously associated
with stress exposure), while the low w6/w3 diet reduced the abundance of the Firmicutes
Erysipelotrichia (previously associated with high fat diet). In addition, several species
involved in the production of butyrate were reduced by ELA (Lachnospiraceae and
Coprococcus) while they were increased by the low w6/w3 diet (Clostridia members).
Considering the beneficial effects of butyrate for both gut and brain health, the early
PUFA diet could thereby, partly via modulation of species involved butyrate production,
contribute to a stable and diverse microbiota during development and thereby possibly
impacting later-life health.
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Even though our studies are purely associational, to gain further insight into the relevance
of these changes for mental and metabolic health measures we related the ELA and diet
mediated changes in bacterial abundance to previously reported cognitive, metabolic
and fatty acid profiles in the same mice. Several interesting correlations appeared such as
for example between Bacteroidetes and plasma leptin and Firmicutes and peripheral and
central fatty acid profiles. These associations can guide future studies to understand the
causal relationship between microbiota changes and brain and metabolic functions, and
explore to what extent these can be a future target for intervention.

Lastly, while the rest of this thesis has focused on aspects of the brain, cognition and
mental health, it is important to note that ELA is a predisposing factor for both later-life
mental and metabolic health disorders. In the general population these disorders are
often comorbid and occur in a sex-specific way. Despite the large body of literature on
effects of ELA on these aspects, if and to what extent ELA contributes to this comorbidity
and sex-dependency and what the convergence is between findings from human and
rodent studies on these topics remained unclear. Therefore, in chapter 7 we reviewed and
integrated the complex literature on the impact of ELA (pre- or postnatal stress) on mental
or metabolic health in both sexes in humans and rodents.

We conclude that ELA impacts both mental and metabolic health, and that this effect
depends on the sex and type and timing of ELA. In short, cognitive and externalizing
domains are most often affected in males, internalizing behaviors are affected in both
sexes and concerning metabolic outcomes, adiposity is preferentially affected in females
and insulin sensitivity in males. Importantly, rodent and human studies largely show
similar findings, supporting a high translational value of rodent research, making them
suitable models to study at least some of the biological mechanisms underlying ELA
induced (brain) programming and the subsequent risk for disease.

In conclusion, ELA seems to contribute to the comorbidity and sex-specific prevalence/
presentation of some of the most common disorders in our society. This calls for a detailed
assessment of the early-life history during diagnosis of both mental and metabolic
disorders, as this could aid the development of preventive and intervention strategies for
ELA-induced later-life disease states.

Taking everything together, we studied and described several biological mechanisms
in this thesis that are involved in brain programming by ELA and dietary PUFAs, these
include: HPA axis signaling, inflammation and microglia, neuronal/hippocampal plasticity,
microRNAs and transcriptomics, brain lipids and PUFA derived oxylipins and lastly the gut
microbiota. These mechanisms are strongly interrelated, and they affect and depend on
one another (chapter 8 — general discussion). Based on our work and those of others
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it becomes more and more evident that an individual exposed to ELA has a different
‘biological make up; which likely contributes to the ELA-induced increased risk to develop
mental and metabolic disorders laterin life. In this thesis we did not touch upon the genetic
vulnerability, which undoubtedly plays an important role here too. Nonetheless, a better
understanding of these mechanisms and their interactions will aid the development of
effective personalized (nutritional) interventions to, in the future, hopefully prevent or
treat ELA-induced mental and metabolic disorders.
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Nederlandse samenvatting

Ervaringen tijdens onze vroegste levensfase kunnen verschillende biologische systemen
‘programmeren; vaak voor de duur van ons hele verdere leven. Blootstelling aan extreme
stress (zoals bijvoorbeeld het opgroeien tijdens een oorlog, het overlijden van een ouder,
verwaarlozing of mishandeling) tijdens die kwetsbare vroege periode kan leiden tot een
verhoogd risico voor latere mentale en metabole ziektes, zoals depressie en diabetes.
Tijdens die eerste fase van het leven is optimale voeding uitermate belangrijk, mede
vanwege de enorme groei van het brein in die periode en de bijkomende behoefte aan
voldoende nutriénten van hoge kwaliteit.

Helaas is preventie van stressvolle gebeurtenissen tijdens het vroege leven (vroege stress)
vaak moeilijk, zo niet onmogelijk, en we missen momenteel effectieve strategieén voor
interventie. Daarom hebben wij geprobeerd om de rol van voeding vroeg in het leven te
begrijpen in het programmeren van het brein door vroege stress. Daarnaast wilden we
erachter komen of voeding een geschikte kandidaat zou zijn voor preventie/interventie
strategieén waarmee ziektes, die deels veroorzaakt worden door vroege stress, mee
kunnen worden voorkomen of eventueel behandeld. Voeding is een relatief goedkope,
niet-invasieve, gemakkelijk aanpasbare factor waarvan we al weten dat het enorme
impact kan hebben op het ontwikkelende en volwassen brein. Onze groep heeft recent
positieve effecten laten zien van een vroege dieetinterventie gebaseerd op meervoudig
verzadigde vetzuren, specifiek een lage in vergelijking tot een hoge omega (w)6/w3
verhouding in het dieet, die beschermt tegen cognitieve problemen geinduceerd door
vroege stress. Er is echter nog veel onduidelijk met betrekking tot dergelijke voeding
strategieén. We missen in het bijzonder mechanistische inzichten over hoe vroege stress
en de voedingsinterventies lange termijn effecten hebben op hersen structuur en functies.
Het doel van dit proefschrift was daarom om verschillende biologische mechanismes
nader te onderzoeken, die het ‘programmeren’ van het brein door vroege stress, en door
meervoudig verzadigde vetzuren in het vroege dieet, verder zouden kunnen mediéren.
We hebben voornamelijk gefocust op het brein, de hippocampus en de hypothalamus,
microRNA en gen expressie over het gehele genoom, microglia en hersen lipiden en
daarnaast ook gekeken naar de darmflora/microbiota.

Glucocorticoid, het kern hormoon die de stress response bemiddelt, wordt beschouwd als
een van de belangrijkste boodschappers in de context van programmeren door vroege
stress. Ontregeling van het neuroendocriene stress systeem, de hypothalamus-hypofyse-
bijnier-as (HPA-as), is een kenmerk van veel psychische stoornissen. In hoofdstuk 1
hebben we de effecten van stress en glucocorticoid signalering op zowel neuronen,
astrocyten en microglia beschreven. Dit is belangrijk omdat in het verleden voornamelijk
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aandacht is besteed aan de impact van glucocorticoiden op neuronen, en hier was ons
doel om hun modulatie van gliacellen te beschrijven.

De rol van gliacellen is belangrijk en complex tijdens brein ontwikkeling. Hierdoor,
om meer begrip te krijgen over dit onderwerp, hebben we in hoofdstuk 2 een
samenvatting gegeven van de verschillende functies van gliacellen tijdens de normale
hersenontwikkeling. Ondanks verschillen in oorsprong en functie, beinvioeden microglia
en astrocyten vaak dezelfde ontwikkelingsprocessen zoals neuro-/glia-/angio-genesis,
axonale uitgroei, synaptogenesis en het reguleren van de hoeveelheid synapsen, het
zogenaamde‘prunen’ Het begrijpen van de oorsprong, ontwikkeling en functies van zowel
microglia als astrocyten in de zich ontwikkelende en volwassen hersenen, zal helpen hun
rol te begrijpen in zowel fysiologische als pathologische omstandigheden. We opperen
dat “priming” door gebeurtenissen vroeg in het leven (bijvoorbeeld vroege stress), of een
dysfunctie van gliacellen tijdens de ontwikkeling van de hersenen, kan bijdragen aan
neurologische ontwikkelingsstoornissen en zelfs aan neuropathologie op latere leeftijd.

Om de implicaties van gliacellen in de context van programmeren door vroege stress
beter te begrijpen, hebben we ons gericht op microglia. Wij en anderen hebben op basis
van morfologische karakterisering al eerder bewijs geleverd dat vroege stress invloed
had op het neuro-inflammatoire systeem. In hoofdstuk 3 zetten we een stap verder
door de effecten te onderzoeken van vroege stress op zowel de morfologie als het
transcriptoom van microglia, zowel basaal als in response op een inflammatoire stimulus
(lipopolysacharide (LPS)) op volwassen leeftijd om mogelijke latente effecten van de
vroege stress te ontmaskeren. In dit proefschrift hebben we gebruik gemaakt van een
diermodel voor vroege stress, waarbij de huisvesting van de moeder en haar pups wordt
versoberd. Deze “vroege stress” moeders krijgen een beperkte hoeveelheid aan zaagsel
en nestmateriaal gedurende postnatale dag (P)2 tot P9 na de geboorte van hun pups wat
zorgt tot stress in de moeders en pups.

De inductie van vroege stress op deze manier veranderde de relatieve verhouding tussen
verschillende microglia-subtypes met een bepaalde morfologie op volwassen leeftijd
(bepaald middels immunohistochemie), en was geassocieerd met een sterkere immuun-
reactiviteit. Op transcriptioneel niveau vonden we direct na de stressor op P9 geen vroege
stress-gemedieerde veranderingen, terwijl in volwassen muizen wel transcriptionele
veranderingen in microglia-genen werden gedetecteerd, die betrokken zijn bij de
immuunrespons en bij specifieke ubiquitinering van eiwitten. Bovendien veranderde
vroege stress de veranderingen in microglia genexpressie tijdens de ontwikkeling van
jong naar volwassen, en als reactie op een injectie met LPS op volwassen leeftijd. In beide
gevallen waren deze genexpressie veranderingen geassocieerd met een differentiéle
immuunrespons in vergelijking tot controle dieren.
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Samenvattend, deze data laat zien dat vroege stress langdurige effecten heeft op zowel
de morfologie als het genexpressie profiel van microglia, hetgeen resulteert in een
veranderde transcriptionele respons op een latere systemische inflammatoire stimulus.

Vervolgens wilden we de biologische substraten onderzoeken voor het eerder beschreven
gunstige effect van de meervoudig verzadigde verzuren in het vroege dieet in de context
van vroege stress. We hebben dit zowel onder basale toestand bestudeerd als in reactie
op LPS op latere leeftijd om zo mogelijke latente effecten te kunnen ontmaskeren.
Deze vraag vereiste een complexe studie, dat het mogelijk maakte om verschillende
belangrijke vragen aan te pakken met betrekking tot; i) de primaire effecten van vroege
stress, ii) hoe deze afhankelijk zijn van de verzuren in het vroege dieet en iii) hoe deze
vroege omgevingsfactoren de LPS-respons op latere leeftijd beinvloeden. We hebben ons
gericht op genexpressie en hun modulatie door microRNAs (hoofdstuk 4), hersenlipiden
(hoofdstuk 5) en de microbiota (hoofdstuk 6 — alleen in basale toestand).

In hoofdstuk 4 hebben we allereerst onze eerder gepubliceerde data bevestigd, dat
vroege stress leidt tot geheugenproblemen in volwassen muizen en dat het vroege dieet
metlage w6/w3 vetzuurratio beschermend werkt. Vervolgens wilden we de onderliggende
moleculair mechanismes bestuderen die betrokken zijn bij deze lange termijn effecten
van vroege stress en het dieet. Daarom hebben we gekeken naar de impact van vroege
stress en vetzuren in het dieet, en hun combinatie, op gen en microRNA (miRNA) profielen
in de hippocampus, zowel onder basale omstandigheden als in reactie op LPS. Hiervoor
hebben we een gebruik gemaakt van een “unsupervised” gewogen gen co-expressie
netwerk analyse (WGCNA), evenals een vooruitstrevende geintegreerde benadering om
met name de miRNA gemedieerde genexpressie veranderingen te bestuderen.

Met de WGCNA hebben we drie gen co-expressie modules gedetecteerd die correleerden
met onze variabelen vroege stress, dieet en LPS en die respectievelijk geassocieerd
zijn met “synapsen’, “ontwikkeling van het zenuwstelsel” en “inflammatie”. De meest
opmerkelijke bevinding van de geintegreerde miRNA-mRNA analyse is dat de vroege
stress geinduceerde effecten sterk afhankelijk zijn van de vetzuren in het vroege dieet, en
dat beide factoren de LPS geinduceerde veranderingen later in het leven bepalen. In het
bijzonder, in dieren blootgesteld aan vroege stress en gevoed met het lage w6/w3 dieet,
observeerden we een miRNA en gen expressie profiel dat verband houd met verhoogde
hippocampale plasticiteit. Dit impliceert dat de activatie van deze moleculaire routes
zou kunnen bijdragen aan de beschermende eigenschappen van het dieet tegen vroege
stress geinduceerde defecten in de hippocampus, leren en geheugen. In reactie op LPS,
bij muizen die het dieet met een hoge w6/w3 ratio kregen, waren de meeste miRNAs
verhoogd in hun expressie dat leidde tot activatie van routes gerelateerd aan verhoogde
inflammatie. In tegenstelling, bij muizen die het dieet met een lage w6/w3-verhouding
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kregen, detecteerden we een reductie in miRNA expressie, een verminderde activatie van
inflammatoire routes en een remming van de routes geassocieerd met hippocampale
plasticiteit. Zowel de respectievelijke activering als remming van inflammatoire en
neuronale plasticiteitsroutes werden gemoduleerd door eerdere blootstelling aan vroege
stress, wat hun langdurige invloed op de transcriptionele respons op een inflammatoire
stimulus aantoont.

In conclusie, zowel vroege stress als vetzuren in het dieet veranderen de hippocampale
miRNA- en gen-expressie levenslang en dragen zo bij aan het latere functioneren van de
hippocampus, in basale toestand en in de context van inflammatie. We bieden moleculaire
inzichten in de respectievelijke nadelige en gunstige effecten van vroege stress en dieet
op hersenfuncties, die de ontwikkeling van interventie strategieén kunnen helpen.

Naast genen en miRNA’s, spelen lipiden en de afgeleiden van vetzuren“oxylipines” ook een
centrale rol in hersenstructuur en functie. Ontregeling van lipiden in de hersenen wordt
steeds meer beschouwd als een belangrijk kenmerk van verschillende hersenziekten,
waar vroege stress een risicofactor voor is. Het was echter grotendeels onbekend of een
dergelijke ontregeling van lipiden een vroege oorsprong heeft en of lipidenmodulatie
in de hersenen zou kunnen bijdragen aan het gunstige effect van de meervoudig
verzadigde vetzuren in de voeding. Daarom hebben we in hoofdstuk 5 onderzocht of en
hoe vroege stress en vetzuren in de voeding van invloed zijn op het hersenlipidenprofiel
in de volwassen hersenen, basaal en als reactie op LPS.

Vergelijkbaar met wat we op gen/miRNA-niveau hebben waargenomen, is onze
belangrijkste bevinding dat de vroege stress-geinduceerde effecten op hersenlipiden
en oxylipines sterk afhankelijk zijn van het vroege dieet en dat beide factoren in het
vroege leven de LPS-geinduceerde lipide veranderingen moduleren. Belangrijk is dat
verschillende langetermijneffecten van het vroege lage w6/w3-dieet geassocieerd lijken
met een ontstekingsremmend en neuroplasticiteit bevorderend profiel, zoals de afname
van triacylglycerolen, vrije vetzuren en ceramiden. Bovendien leidde vroege stress tot
een reductie in het w3 eicosapentaeenzuur (EPA), wat ongedaan werd gemaakt door het
beschermende lage w6/w3-dieet. LPS verlaagde ceramiden en lysophosphatidylcholine
en verhoogde hexosylceramiden en prostaglandine E2 (PGE,). PGE, correleerde met
verschillende pro-inflammatoire plasma cytokines, waardoor het een goede indicator
lijkt te zijn voor LPS geinduceerde inflammatoire toestand. Belangrijk is dat ook de LPS-
geinduceerde veranderingen afhankelijk waren van vroege stress en dieet. We ontdekten
bijvoorbeeld een reductie in triacylglycerol soorten en verschillende w6-afgeleide
oxylipines als reactie op LPS, maar alleen in muizen die het lage w6/w3 ratio dieet vroeg in
het leven hadden gekregen. Deze effecten duiden op een ontstekingsremmend en anti-
inflammatoir potentieel van het dieet met een lage w6/w3 ratio.
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Samenvattend, beide vroege omgevingsfactoren (vroege stress en vetzuren) hebben
lange termijn effecten op het lipiden en oxylipine profiel van de volwassen hersenen.
Aanvullend onderzoek is nodig om te begrijpen hoe deze veranderingen precies tot
stand komen en wat de functionele uitkomsten zijn. Onze data geven nieuwe inzichten
in hoe lipiden of ontregeling van lipiden deel kunnen uitmaken van de onderliggende
mechanismen waarmee vroege stress zijn langetermijneffecten op de hersenen uitoefent
en hoe het lage w6/w3-dieet ELS-geinduceerde tekorten zou kunnen verminderen,
mogelijk door neuro-inflammatoire signalering en neuroplasticiteit te moduleren.

Tenslotte, naast de verkenning van centrale (brein) mechanismen, gezien het belang van
de darm microbiota voor de gezondheid van de hersenen op de lange termijn en hun
gevoeligheid voor omgevingsfactoren zoals stress en dieet, hebben we in hoofdstuk 6
de impact van vroege stress en meervoudig verzadigde vetzuren op de darm microbiota
bestudeerd. Vroege stress en dieet voorspelden samen de variantie in de samenstelling
van de microbiota, en beinvloedden de relatieve hoeveelheid van bacteriéle groepen op
verschillende taxonomische niveaus, zowel op de korte en lange termijn. Bijvoorbeeld,
vroege stress verminderde bijvoorbeeld de RC9-darmgroep en Rikenella en het lage w6/
w3-dieet verminderde de hoeveelheid aan Erysipelotrichia. Verder werden verschillende
soorten die betrokken zijn bij de productie van butyraat verminderd door vroege stress
(Lachnospiraceae en Coprococcus), terwijl deze werden verhoogd door het lage w6/w3
dieet (Clostridia). Gezien de gunstige effecten van butyraat op de gezondheid van zowel
de darmen als de hersenen, lijkt het vroege PUFA dieet, mede via modulatie van deze
soorten, bij te dragen aan een stabiele en diverse microbiota tijdens de ontwikkeling en
daarmee eventueel de gezondheid op latere leeftijd te beinvioeden.

Ook al zijn onze studies puur associatief, om meer inzicht te krijgen in de relevantie van
deze veranderingen voor mentale en metabole gezondheidsmaatregelen hebben we
ook correlatieanalyses toegepast tussen de bacterie groepen en de cognitieve, metabole
en vetzuurprofielen binnen dezelfde muizen. Verschillende interessante correlaties
kwamen aan het licht zoals bijvoorbeeld die tussen Bacteroidetes met plasma leptine en
Firmicutes met vetzuur profielen in perifere en centrale weefsels. Deze associaties kunnen
richtinggevend zijn voor toekomstige studies om de causale relatie te begrijpen tussen
microbiota-veranderingen en de hersen- en metabolische functies, en te onderzoeken in
hoeverre deze een toekomstig doelwit voor interventie kunnen zijn.

Hoewel de rest van dit proefschrift zich heeft gericht op aspecten van het brein en
cognitieve/mentale gezondheid, is het belangrijk om op te merken dat vroege stress een
risicofactor is voor zowel mentale als metabole gezondheidsstoornissen op latere leeftijd.
Dezezijnin dealgemene populatie vaak comorbide en er bestaat een geslachtsafthankelijke
prevalentie en presentatie.
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Ondanks de grote hoeveelheid literatuur over de effecten van vroege stress op deze
aspecten, was het onduidelijk of en in welke mate vroege stress bijdraagt aan deze
comorbiditeit en geslachtsafhankelijkheid en wat de overlap is tussen humane en
dierstudies over deze onderwerpen. Daarom hebben we in hoofdstuk 7 deze complexe
literatuur, over de impact van vroege stress (pre- of postnatale stress) op de mentale
of metabole gezondheid in beide geslachten bij mens en knaagdier, beoordeeld en
geintegreerd.

We concluderen dat vroege stress inderdaad een impact heeft op zowel de mentale als
de metabole gezondheid, en dat die afhankelijk is van zowel geslacht als type en timing
van de vroege stress. In het kort, cognitieve en externaliserende domeinen worden het
vaakst beinvloed bij mannen, internaliserend gedrag bij beide geslachten, en waar het de
metabole gezondheidsresultaten betreft; adipositas bij vrouwen en insuline-gevoeligheid
vooral bij mannen. Het is belangrijk om te vermelden dat zowel de studies in mensen
als in knaagdieren grotendeels hetzelfde patroon laten zien, wat de hoge translationele
waarde van knaagdieronderzoek ondersteunt. Deze lijken daardoor geschikt om op zijn
minst een deel van biologische mechanismen nader te bestuderen die ten grondslag
liggen aan het programmeren van het brein door vroege stress en met betrekking tot het
risico op latere ziektes.

Concluderend, vroege stress lijkt bij te dragen aan de comorbiditeit en geslachts-specifieke
prevalentie/presentatie van een aantal van de meest voorkomende aandoeningen
in onze samenleving. Dit vraagt om een meer gedetailleerde beoordeling van de
voorgeschiedenis (in het vroege leven) tijdens de diagnose, zowel waar het mentale als
metabole stoornissen betreft. Dit zou kunnen helpen bij de ontwikkeling van preventieve
en interventie-strategieén voor ziektes waarin vroege stress een rol speelt.

Alles bij elkaar genomen, hebben we in dit proefschrift verschillende biologische
mechanismen nader onderzocht en beschreven die betrokken zijn bij de programmering
van het brein door vroege stress en door meervoudig verzadigde vetzuren: zowel de
hypothalamus-hypofyse-bijnier-as signalering speelt een rol, maar ook inflammatie
en microglia, neuronale/hippocampale plasticiteit, microRNA’'s en transcriptomics,
hersenlipiden en vetzuur-afgeleide oxylipides en ten slotte de darmflora/microbiota.
Deze mechanismen zijn onderling sterk met elkaar verbonden, beinvloeden elkaar en
zijn van elkaar afhankelijk (hoofdstuk 8 — algemene discussie). Op basis van ons werk
en dat van anderen wordt het steeds duidelijker dat een persoon die wordt blootgesteld
aan vroege stress een andere ‘biologische samenstelling’ heeft, wat zou kunnen bijdragen
aan het door vroege stress geinduceerde verhoogde risico om later in het leven mentale
en metabole stoornissen te ontwikkelen. In dit proefschrift hebben we het niet gehad
over de genetische kwetsbaarheid, die ongetwijfeld ook een belangrijke rol speelt.
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Desalniettemin, nader inzicht in deze mechanismen, en in hun onderlinge afhankelijkheid,
helpt bij de ontwikkeling van toekomstige, effectieve en gepersonaliseerde (voedings-)
interventies om vroege stress geinduceerde mentale en metabole stoornissen te kunnen
voorkomen of tijdig te kunnen behandelen.



