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Summary

Summary

Early childhood is a critical period where the maturation of the immune
system occurs while it receives various challenges from the environment
shared with the mother. Children growing in an environment rich in micro-
organisms and parasites are thought to have a different pattern of immune
response compared to those children growing in a more hygienic
environment. This difference might contribute to the lower prevalence of
allergic and autoimmune disorders in developing countries compared to
affluent countries. Within this context, a number of cohort studies mostly
performed in developed countries have focused on finding the link between
the pattern of immune responses in early life and health outcomes in later
life. In this thesis, we studied child’s innate and adaptive responses during

the first 4 years of life in a helminth-endemic area in Indonesia.

Chapter 1 provides a general introduction to the development of immune
responses in early childhood. It describes and reviews how the maternal
environment and exposures (for example farming environment or parasitic
infections) during pregnancy might affect the child’s immune responses in
later life. The immune system of a child, in turn, is an important determinant
of responses to vaccinations, allergens or parasitic and other infections.
This chapter also describes the aim, the study population and the
longitudinal design of the study.

In Chapter 2, we measured the different immunological patterns. Put in a
very simplified way, the immune system can be characterized by two types
of immune responses: TH; and TH,. We analyzed TH,-type cytokines and
antibodies in young children from 2 months to 4 years of age. TH,
responses increased significantly with age and to higher levels compared to
what was seen in children of developed countries. Maternal education and
socioeconomic status influenced the production of child’'s general TH,
responses, while maternal filarial infection was more associated with the
child’s helminth-specific TH, responses. Maternal education was also
shown to affect the child’s skin prick test reactivity to allergen more strongly
compared to other factors such as maternal helminth infection. Although
both helminth infection and allergy are known to induce TH,-type immune
responses, our findings show that measured maternal helminth infections
were not the most prominent contributors to the development of TH,
responses in early life, indicating that more attention should be paid to find

out what specific stimuli can skew immune responses toward TH,.
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In Chapter 3, we compared the development of innate and adaptive
responses in children before and after BCG vaccination. While innate
responses (early cytokines taking part in innate responses: IL-10 and TNF-
a) induced by PPD & LPS were not affected, both TH;- and TH»-type
responses against PPD were increased after vaccination and only TH;-type
was sustained into later age. BCG vaccination was also shown to stimulate
child’'s general adaptive responses in response to mitogen-stimulation of
whole blood, which correlated with PPD-specific responses till 1 year of
age. All these in vitro findings still need to be studied further in relation to
the effect of BCG on the maturation of innate and adaptive immune
responses in vivo, in order to explain the reported beneficial bystander
effects of BCG on morbidity and mortality of children. Surprisingly we found
that maternal intestinal protozoan infection (Blastocystis hominis) but no
other measured factors during pregnancy, was associated with lower child’'s
immune responses to mycobacterial antigen, again stressing the
importance of exploring the contribution of a wide range of factors during

early life for shaping immune responses later in life.

Chapter 4 described the relationship between maternal and child’s cytokine
responses at the age of 2 months, before any vaccination was given. The
high production of IL-10 and IFN-y in mitogen-stimulated whole blood from
the mother was significantly associated with higher corresponding child’'s
cytokine production. On the other hand the child’s innate responses,
represented by LPS-induced IL-10 and TNF-a, were more associated with
area of residence than with maternal cytokines. We conclude that mother-
child cytokine relationship at early infancy is seen in the adaptive
responses but not in innate immune responses. Again maternal B. hominis
infection was found to affect child’s cytokine responses, warranting further
research on the contribution of this particular parasitic infection on the

developing immune system of the child starting from in utero period.

In Chapter 5, we followed the mother-child cytokine relationship up to 4
years of age and related this to gene polymorphisms as well as other
factors. Our finding of strong mother-child cytokine relationship in early age
was consistently found till 1 year of age, albeit in a decreasing strength.
The genetic factors, either maternal or child’s gene polymorphisms, were
shown to be more associated with child's cytokines at later life. We
concluded that during the first year of life the child’s cytokine responses
were more affected by cytokine responses of mothers, possibly through in

utero preconditioning or breastfeeding which over rules the genetic
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influences. Larger studies are needed to dissect this in more detail with

sufficient power.

Chapter 6 discusses the findings in this thesis, together with previous
studies in both developed and developing countries. Emphasis was put on
the contribution of maternal parasitic infections and other environmental
factors to the child’s immune responses and atopy, as well as to mother-
child cytokine relationship. At the end, the possible consequences of the

findings and future research have been discussed.

Altogether, this thesis has provided a case for the importance of studying
early life events not only in affluent countries but also in low to middle
income countries where the changes in life style and environmental factors
are the most dynamic and therefore informative for understanding

development of diseases later in life.
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De vroege kinderjaren zijn een kritieke periode, waarin de rijping van het
afweersysteem plaatsvindt terwijl het de verschillende uitdagingen vanuit
de omgeving ondervindt, die gedeeld worden met de moeder. Er wordt
gedacht dat kinderen die opgroeien in een omgeving die rijk is aan micro-
organismen en parasieten andere patronen van afweerreacties hebben in
vergelijking met kinderen die opgroeien in een meer hygiénische omgeving.
Dit verschil zou kunnen bijdragen aan het minder vo6rkomen van
allergische en auto-immuun aandoeningen in ontwikkelingslanden dan in
welvarende landen. Binnen deze context is een aantal cohortstudies
uitgevoerd, veelal in ontwikkelde landen, gericht op het vinden van het
verband tussen het patroon van de afweerreacties in de vroege levensjaren
en gezondheidsuitkomsten in het latere leven. In dit proefschrift, hebben wij
de aangeboren en verworven afweerreacties bestudeerd van kinderen
tjdens de eerste vier levensjaren in een gebied waar worminfecties
voorkomen in Indonesié.

Hoofdstuk 1 geeft een algemene inleiding over de ontwikkeling van
afweerreacties in de vroege kinderjaren. Het beschrijft en vat samen hoe
de omgeving (bijvoorbeeld een plattelandsomgeving) en de blootstelling
bijvoorbeeld aan infecties met parasieten van de moeder tijdens de
zwangerschap de afweerreacties van het kind op latere leeftijd kunnen
beinvioeden. Het afweersysteem van een kind is heel belangrijk voor
reacties op vaccinaties, allergenen of parasitaire en andere infecties. Dit
hoofdstuk beschrijfft ook het doel, de onderzoekspopulatie en de
longitudinale opzet van het onderzoek zoals beschreven in dit proefschrift.

In hoofdstuk 2, hebben we de verschillende patronen in afweerreacties
gemeten. Op een zeer vereenvoudigde manier kan het afweersysteem
worden gekenmerkt door twee soorten afweerreacties: T helper (TH), en
TH,. We analyseerden TH, type cytokinen en antilichamen bij jonge
kinderen van 2 maanden tot 4 jaar oud. De TH, reactie nam aanzienlijk toe
met de leeftijd en was veel hoger in vergelijking met wat werd gezien bij
kinderen in ontwikkelde landen. Het opleidingsniveau en de sociaal-
economische status van de moeder beinvioeden de productie van
algemene TH, reacties van het kind, terwijl filaria infectie  (een
worminfectie) van de moeder meer geassocieerd was met TH, reacties van
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het kind die specifiek gericht zijn tegen wormen . Het opleidingsniveau van
de moeder bleek de huid-prik allergie-test van het kind sterker te
beinvioeden dan andere factoren. Hoewel het bekend is dat zowel
worminfecties als allergie tot afweerreacties van het TH, type leiden, blijkt
uit onze bevindingen dat de worminfecties van de moeder niet de meest
prominente bijdrage leverden aan de ontwikkeling van TH, reacties in het
begin van het leven. Dit geeft aan dat er meer aandacht moet worden
besteed aan het uitzoeken van welke specifieke stoffen THy-type
afweerreacties tot gevolg kunnen hebben.

In hoofdstuk 3 vergeleken we de ontwikkeling van de aangeboren en
verworven afweer bij kinderen voor en na BCG-vaccinatie (tegen
tuberculose). Terwijl aangeboren reacties (gemeten met cytokines
Interleukine-10 [IL-10] en Tumor Necrose Factor-a [TNF-a]) niet werden
beinvioed, waren zowel TH; als TH,-type reacties tegen Purified Protein
Derivatives (PPD, bestanddeel van tuberculose) na vaccinatie verhoogd.
Alleen type TH; bleef tot op latere leeftijd verhoogd. Er werd ook
aangetoond dat BCG-vaccinatie de verworven afweer van kinderen
stimuleert in reactie op algemene stimulatie van bloed, wat in verband werd
gebracht met de reactie tegen PPD tot de kinderen 1 jaar oud waren. Al
deze in vitro bevindingen moeten nog verder worden onderzocht in verband
met het effect van BCG op de rijping van aangeboren en verworven
afweerreacties in vivo, teneinde de mogelijke positieve effecten van BCG
op de morbiditeit en mortaliteit in kinderen te kunnen verklaren. Verrassend
genoeg vonden we dat infectie van moeders met de parasitaire eencellige
Blastocystis hominis in de darmen tijdens de zwangerschap is
geassocieerd met een verminderde afweerreactie van het kind tegen
tuberculose. Dit wijst nogmaals op het belang van het verkennen van de rol
van een breed scala van factoren tijdens het vroege leven op het
vormgeven van afweerreacties later in het leven.

Hoofdstuk 4 beschrijft de relatie tussen de cytokine reacties van de
moeder en haar kind op de leeftijd van 2 maanden, voordat vaccinaties
werden gegeven. De hoge productie van cytokines IL-10 en IFN-y in
algemeen gestimuleerd bloed van de moeder leidde tot hogere cytokine
productie van haar kind. Anderzijds waren de aangeboren afweerreacties
van het kind, in dit geval vertegenwoordigd door IL-10 en TNF-a na
stimulatie met lipopolysacchariden (LPS, het belangrijkste bestanddeel van
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de buitenmembraan van gram-negatieve bacterién), hadden meer te
maken met de woonomgeving dan met de afweerreacties van de moeder.
We concludeerden hieruit dat er een relatie tussen de cytokines van
moeder en kind in de vroege kindertijd wordt gezien in de verworven, maar
niet in de aangeboren afweer. Wederom bleek B. hominis infectie van de
moeder de afweerreacties van het kind te beinvioeden. Dit rechtvaardigt
verder onderzoek naar de bijdrage van deze specifieke parasitaire infectie
op de ontwikkeling van het afweersysteem van het kind vanaf de periode in
de baarmoeder.

In hoofdstuk 5 volgden we de relatie tussen de cytokines van moeder en
kind tot vier jaar oud, en hebben we gekeken naar genpolymorfismen
(genveranderingen) en andere factoren. Onze bevinding omtrent de sterke
moeder-kind cytokine-relatie op vroege leeftijd bleef inderdaad aanwezig
tot de kinderen 1 jaar oud waren, zij het steeds minder sterk. De genetische
factoren, ofwel de genpolymorfismen van moeder en kind, bleken meer
geassocieerd te zijn met afweerreacties van het kind op latere leeftijd. We
concludeerden dat tijdens het eerste jaar van het leven cytokinereacties
van het kind primair beinvioed werden door cytokinereacties van de
moeder. Deze ontwikkeling lijkt gestuurd te worden door factoren in de
baarmoeder of tijJdens de borstvoeding, en lijken de invloed van genetische
factoren te overstemmen. Grotere studies met voldoende deelnemers zijn
nodig om deze relaties in meer detail te ontleden.

In hoofdstuk 6 worden de bevindingen in dit proefschrift besproken in de
context van eerdere studies in zowel ontwikkelde als ontwikkelingslanden.
Nadruk werd gelegd op de bijdrage van parasitaire infecties van de
moeder, en op de rol van omgevingsfactoren. Gezamenlijk vormen zij de
basis van de ontwikkeling van de afweer en de allergische reacties van het
kind. Tot slot worden de mogelijke gevolgen van deze bevindingen en
enkele mogelijkheden voor toekomstig onderzoek besproken. Al met al,
heeft dit proefschrift het belang aangetoond van het bestuderen van de
gebeurtenissen in het vroege leven, niet alleen in welvarende landen, maar
ook in lage tot midden-inkomenslanden waar de veranderingen in
levensstijl en omgevingsfactoren het meest dynamisch zijn. Deze
veranderingen zijn daarom zeer informatief voor het begrijpen van de
ontwikkeling van ziekten later in het leven.
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Yenny Djuardi was born on May 21" 1972 in Jakarta, Indonesia. In 1990
she graduated from the Christian Senior High School (SMAK) | BPK
Penabur, Jakarta, and started her medical education at Faculty of Medicine
University of Padjadjaran, Bandung. She received her medical degree in
1997. In 1999 she started to work at Department of Parasitology Faculty of
Medicine University of Indonesia (FMUI/FKUI), as a research assistant at
Mycology Division under supervision of Prof.Dr. Jan Susilo, before she
moved to work at the Filariasis Center in Helminthology Division. Since
2000 she has conducted several field studies in areas endemic for filariasis
in different parts of Indonesia and performed data analysis under
supervision of Dr. Taniawati Supali.

In 2001 she was involved in the first NWO-WOTRO funded
research project on a longitudinal study of pregnant women and their
babies up to 1 year of age. The work was conducted in collaboration with
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