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Samenvatting

Snelle verstedelijking gaat bijna altijd gepaard met een overgang van infectie-
ziekten naar niet-overdraagbare ontstekingsziekten als dominante oorzaak van
morbiditeit. Dit is zeer waarschijnlijk toe te wijzen aan veranderingen in leefstijl
en omgevingsfactoren. Om het precieze mechanisme van deze transitie beter te
begrijpen is er een populatiestudie uitgevoerd op Flores, een eiland in Indone-
sië. Dit gebied was geschikt voor deze studie omdat een groot aantal mensen is
besmet met parasitaire wormen en er snelle veranderingen in leefstijl plaatsvin-
den. Hoewel worminfecties een negatieve invloed kunnen hebben op de men-
selijke gezondheid, wordt de aanwezigheid van wormen ook geassocieerd met
een sterke regulatie van de afweerreactie en dit verklaart de lage prevalentie van
ontstekingsziekten in gebieden waar veel mensen besmet zijn met wormen. In
een gerandomiseerde, dubbelblind-uitgevoerde studie is er klinische en biome-
dische data verzameld om het complexe biologische mechanisme te onderzoe-
ken dat aan deze associatie ten grondslag ligt. Tijdens deze studie werd de ene
helft van de onderzoeksgroep behandeld tegen worminfecties, de andere helft
kreeg een placebo. In dit proefschrift wordt de relatie tussen worminfecties, de
samenstelling van het darmmicrobioom en de afweerreactie beschreven. Omdat
de beschikbare analysemethoden niet geschikt bleken voor de complexiteit van
de verzamelde data in deze populatiestudie, is een ander aandachtspunt in dit
proefschrift de ontwikkeling van statistische methodologie.

Hoofdstuk 1 beschrijft een algemene introductie van het proefschrift met be-
trekking tot de verzamelde data, de onderzoeksvragen en de statistische metho-
den die beschikbaar zijn om deze data te analyseren en de vragen te beantwoor-
den. Er wordt ook kort beschreven hoe de microbioomprofielen zijn verkregen.
De methoden onderliggend aan deze profielen leggen een compositioneel struc-
tuur op de microbioomdata op, waar rekening mee moet worden gehouden in
het modelleren. Daarnaast zijn er meerdere datapunten van dezelfde persoon en
dit leidt tot correlatie tussen de metingen. Tot slot wordt er een overzicht gege-
ven van de statistische hulpmiddelen die worden gebruikt om microbioomdata te
analyseren, gevolgd door een discussie van de uitdagingen die komen kijken bij
het correct modelleren van dit type data in een onderzoeksopzet met herhaalde
metingen.
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146 Samenvatting

Hoofdstuk 2 beschrijft de toepassing van een recent ontwikkelde statistische
methode om de microbioomdata, verzameld in de populatiestudie, te modelle-
ren. Een aanname van dit model is dat de microbioomdata voortkomen uit een
multinomiale verdeling. Om rekening te houden met de aanwezigheid van extra
variatie, wordt de aanname gedaan dat de parameters van de multinomiale ver-
deling random effecten zijn die volgen uit een geconjugeerde verdeling. Echter,
dit model is alleen geldig voor onafhankelijke waarnemingen van een multinomi-
ale verdeling. Hierdoor kan er geen rekening worden gehouden met de correla-
tiestructuur in onze data door de herhaalde metingen. Om die reden zijn de ana-
lyses voor elk tijdspunt apart uitgevoerd. Terwijl de data verkregen voorafgaand
aan de behandeling is gebruikt om het effect van worminfecties op de samenstel-
ling van het darmmicrobioom te analyseren, is de na afloop van de behandeling
verkregen data gebruikt om het effect van de anti-wormen behandeling op de
samenstelling van het darmmicrobioom te bestuderen. Om te onderzoeken of
de behandeling een verschillend effect heeft op personen die voor aanvang van
de behandeling met wormen besmet waren, ten opzichte van personen die niet
besmet waren, is er een interactieterm tussen de status van infectie en de behan-
deling toegevoegd aan het model. Het bleek dat alleen in de groep die behandeld
was met anti-wormenmedicatie en die zowel voor aanvang van de behandeling,
als na afloop van de behandeling besmet was met wormen, er een significant ver-
schil was in de verhouding van Bacteroidetes ten opzichte van Firmicutes en de
verhouding van Actinobacteria ten opzichte van Firmicutes in vergelijking met
de andere groepen. De methode die hier is toegepast heeft de beperking dat er
maar één tijdspunt kan worden geanalyseerd, en daarom kan de verandering van
de samenstelling van het microbioom niet over het verloop van een bepaalde pe-
riode worden bestudeerd. Hoofdstuk 3 beschrijft de ontwikkeling van een model
dat zich hierop richt.

In hoofdstuk 3 wordt de ontwikkeling van een statistische methode beschre-
ven die herhaalde metingen van de samenstelling van het microbioom model-
leert, waarbij rekening wordt gehouden met de correlatiestructuur tussen de her-
haalde metingen van een persoon. Dit is gedaan door een normaal verdeeld
random effect te introduceren. Er worden drie verschillende covariantiestruc-
turen voor de normaal verdeelde random effecten overwogen. Ten eerste stellen
we een univariate en persoons-specifieke random effect vast, waar het random ef-
fect voor elke categorie van bacteriën per verschillend tijdspunt hetzelfde is. Ten
tweede, elke categorie heeft een verschillend random effect met een categorie-
specifieke variantie. Als laatste wordt aangenomen dat er een multivariate random
effect is met een gemeenschappelijke variantie voor alle categorieën. Aan de hand
van een simulatiestudie is onderzocht in hoeverre deze voorgestelde methode in
staat is om een schatting te maken van de fixed effects en de standaard devia-
ties van de random effects. Hieruit bleek dat de schattingen van de fixed effects
niet worden beïnvloed door de keuze van de covariantiestructuur van de nor-
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maal verdeelde random effecten. Met betrekking tot de dataset, de conclusie
uit hoofdstuk 2 is bevestigd door het uitgebreidere model. Dat wil zeggen dat
de groep die zowel voor aanvang van de behandeling, als na afloop van de be-
handeling besmet was met wormen, een verandering vertoonden in de verhou-
ding Bacteroidetes ten opzichte van Firmicutes. Om de betrouwbaarheid van het
model te beoordelen, hebben we de marginale correlaties uitgerekend tussen en
binnen de categorieën over tijd. Hieruit blijkt dat de marginale correlaties goed
worden geschat met behulp van het multivariate random effect, gebaseerd op de
gemeenschappelijke variantie voor alle categorieën.

In de volgende hoofdstukken wordt de wisselwerking tussen worminfecties,
de samenstelling van het darmmicrobioom en de afweerreactie, gekenmerkt door
cytokinerespons in het bloed op antigenen, beschreven. Eerder onderzoek heeft
aangetoond dat anti-wormenbehandeling leidt tot herstel van de verzwakte af-
weerreactie, geassocieerd met worminfecties. Er wordt tevens gedacht dat be-
paalde darmbacteriën de afweerreactie beïnvloeden. Het doel van hoofdstuk 4
is om inzicht te verkrijgen in de mechanismen die een rol spelen bij deze wissel-
werking waarbij de metingen van beide tijdspunten worden gebruikt. Een linear
mixed model is toegepast op de data, met de cytokineproductie in reactie op be-
paalde antigenen als uitkomstvariabele. Voor dit model zijn het bacteriële aan-
deel of de diversiteit en hun interactieterm met parasitaire wormen gebruikt als
verklarende variabelen. We hebben onze analyse beperkt tot drie categorieën van
bacteriën, namelijk Actinobacteria, Bacteriodetes en Firmicutes, omdat deze bac-
teriële groepen geassocieerd waren met worminfecties in de analyses in Hoofd-
stuk 2 en 3.

In deze studie hebben we aangetoond dat er een significante associatie is tus-
sen de toename in het aandeel van Bacteriodetes en de afname in de concentratie
van IL-10 in reactie op LPS in personen die niet besmet zijn met wormen. De
associatie is minder sterk in personen die besmet zijn met wormen. Hoewel deze
resultaten de hypothese bevestigen dat het verwijderen van worminfecties leidt
tot een sterkere afweerreactie en dat darmbacteriën de afweerreactie beïnvloe-
den, zijn er ook een aantal beperkingen in de analyse te benoemen. Er wordt
aangenomen dat elke bacterieel aandeel onafhankelijk is, en de associatie met de
productie van cytokines wordt apart geanalyseerd. Hieruit volgt dat het kenmerk
van de samenstelling van het microbioom wordt genegeerd. In aanvulling hierop
wordt er ook geen rekening gehouden met de meetfout binnen de microbioom-
data bij dit model. Wat weer kan leiden tot onder- of overschatten van de regres-
sieparameters. Bovendien wordt de associatie tussen worminfecties en bacteriële
aandelen niet gekwantificeerd in dit model. Om die reden is er in Hoofdstuk 5
een statistische methode ontwikkeld die probeert deze beperkingen te overwin-
nen.
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In Hoofdstuk 5 is ons doel om een statistisch model te bouwen voor de associ-
atie tussen helminthinfecties enerzijds en zowel microbioom als cytokinerespons
simultaan anderzijds, door alle bronnen van variatie in de data mee te nemen. Al-
lereerst zijn de cytokinereponsen als continue uitkomsten en de multivariate tel-
uitkomst van het darmmicrobioom gecorreleerd binnen een individu. Ten tweede
worden er correlaties tussen dezelfde type observaties op verschillende tijdstip-
pen verwacht. Ten slotte is er, specifiek voor microbioomdata, extra variabiliteit
door overdispersie en meetfouten. We nemen aan dat de cytokineresponsen en
de microbioomcomposities respectievelijk een normale en een multinomiale ver-
deling volgen. Een verzameling latente variabelen, waarvan aangenomen wordt
dat ze een multivariate normale verdeling volgen, is in het model opgenomenom
rekening te houden met additionele variatie in de data. De meetfout is gemodel-
leerd met een multidimensionaal normaal verdeeld random effect, m.a.w. elke
categorie heeft zijn eigen random effect waarvan aangenomen wordt dat ze zijn
gecorreleerd. Dit wordt gedaan voor meer flexibiliteit in het modelleren van de
extra variatie in elke categorie. De gezamenlijke kansverdeling is geformuleerd
en parameters zijn geschat door het maximaliseren van de gezamenlijke waar-
schijnlijkheidsfunctie met numeriek bepaalde kwadraturen. Een simulatiestudie
is uitgevoerd om de prestatie van de schatters te onderzoeken voor zowel de
fixed als de random effecten, in vergelijking met de methode geïntroduceerd in
Hoofdstuk 4 (de naïeve methode). Het gezamenlijke model presteert beter dan
de naïeve model. In de datatoepassing laten we zien dat de correlatie tussen de
microbioomcompositie en de cytokineresponsen klein is. Wanneer we de mar-
ginale correlaties behorende bij het voorgestelde model uitrekenen, blijken deze
niet in overeenstemming te zijn met de geobserveerde correlaties.

Hoofdstuk 6 beschrijft en vat de resultaten van de analyses die zijn uitgevoerd
en de methoden gebruikt in Hoofdstuk 2 tot en met 5 samen. Het doel van dit
hoofdstuk is om de bewijzen voor causaliteit van de geïdentificeerde associaties
te evalueren tussen helminthinfecties, darmmicrobioomcompositie en cytokine-
responsen, gebruikmakende van de data uit het gerandomiseerde gecontroleerde
onderzoek. We hebben gevonden dat de behandeling een effect heeft op zowel
de darmmicrobioomcompositie als cytokineresponsen via het verwijderen van de
helminthinfectie, en dat de darmmicrobioom een directe effect heeft op cytokine-
responsen. De gerichte acyclische grafen (DAGs) zijn gebruikt om de richting van
het causale effect te visualiseren, en meerdere potentiële bronnen van verteke-
ning zijn meegenomen in deze DAGs, namelijk niet-geobserveerde confounders
en meetfouten. De statistische methoden ontwikkeld in dit proefschrift nemen
de extra variatie veroorzaakt door niet-geobserveerde confounders en meetfou-
ten mee via de inclusie van random effecten. Specifiek voor microbioomdata zijn
er twee voor de hand liggende mogelijkheden voor verdelingsaannames op de
randomeffecten, namelijk een geconjugeerde en een normale verdeling. In dit
proefschrift hebben wij deze aannames verkend. Het blijkt dat modellen met
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random effecten die een geconjugeerde verdeling hebben goed bij de microbi-
oomdata passen, als je beschouwt hoe goed de marginale correlaties van het mo-
del de geobserveerde correlaties reflecteren. Gebaseerd op resultaten uit de li-
teratuur en onze analyses, kunnen we concluderen dat behandeling een causaal
effect heeft op helminthinfectie en dat een helminthinfectie directe effecten heeft
op zowel de darmmicrobioom als de cytokineresponsen. Het blijkt dat de corre-
latie tussen darmmicrobioom en cytokineresponsen klein is, daarom is hun effect
niet verder geëvalueerd.

Ten slotte, data uit gerandomiseerde gecontroleerde onderzoeken, zoals in dit
proefschrift, zijn nuttig om causale verbanden tussen betrokken variabelen te on-
derzoeken. Verder leveren observaties die meermaals zijn gemeten informatie
over hoe een specifieke uitkomst zich ontwikkelt over tijd. Helaas gebruiken de
studies in dit proefschrift data over kleine deelsteekproeven uit een groter onder-
zoek, wat mogelijk leidt tot een verlaagd statistisch onderscheidend vermogen
om effecten te detecteren. Een oplossing om deze limitatie te beperken is om
verschillende bronnen met observaties te integreren.




