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Samenvatting

Het is gekend dat de maternale gemoedstoestand tijdens en na de zwangerschap via biologische
mechanismen een belangrijke invloed kan hebben op de gezondheid van de nakomeling, mogelijks tot
op volwassen leeftijd. Deze onderliggende biologische mechanismen zijn zeer divers. In deze studie
wordt er ingegaan op een aantal biologische merkers, die gerelateerd zijn aan een aantal van deze
belangrijke mechanismen.

De eerste merker die we onderzochten is de telomeerlengte. Telomeren zijn structuren op het uiteinde
van het DNA die met verloop van tijd steeds korter worden. Ze kunnen dus beschouwd worden als een
biologische merker van veroudering. De tweede categorie van merkers die we onderzochten was DNA
methylatie. DNA methylatie is een vorm van een epigenetica, wat wil zeggen dat het gaat om
aanpassingen op de structuur van het DNA die gevolgen kunnen hebben voor de regulatie en expressie
van de betrokken genen. In deze studies werd DNA methylatie op genen betrokken in de biologische
respons op stress (NR3C1) en ontwikkeling (IGF2/H19) onderzocht.

Er is relatief weinig onderzoek waarin in één studie verbanden tussen de volgende factoren onderzocht
worden: (1) predictoren van de mentale gezondheid van de moeder in de perinatale periode (zowel
prenataal als in het postpartum); (2) de werking van het biologisch stress-systeem —gemeten aan de
hand van zowel epigenetische processen als telomeerlengte- bij moeder en kind in de postpartum
periode; en (3) het gedrag en de ontwikkeling van het kind in de postpartum periode en tot
kleuterleeftijd. Tijdens dit onderzoeksproject onderzochten we de verbanden biologische merkers,
maternale (mentale) gezondheid en gedrags- en ontwikkelingsuitkomsten bij het kind om
beleidsrelevante en vernieuwende kennis te vergaren.
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Samenvatting

We maakten gebruik van het Prenatal Early Life Stress (PELS) Tilburg cohort. Aan de hand van
beschikbare biologische stalen werden epigenetische merkers bepaald (DNA methylering) op genen,
betrokken in de biologische stressrespons (NR3C1), en in de vroege ontwikkeling (/IGF2/H19),
geanalyseerd. Ook werd biologische veroudering onderzocht door het meten van de telomeerlengte in
de beschikbare stalen.

Prenatale werkgerelateerde onevenwichtigheid in inspanning-beloning bleken negatief geassocieerd
met telomeerlengte bij het jonge kind. We stelden vast dat hoe meer een zwangere vrouw aangeeft dat
de waardering die ze in de werkcontext krijgt te klein is naargelang de geleverde inspanning, hoe korter
de telomeerlengte van het kind. De telomeerlengte van het jonge kind was verder ook positief
geassocieerd met oriénterend/regulerend gedrag op dezelfde leeftijd (4-6 maanden) en voorspellend
voor levendigheid-gedrag op 3-4-jarige leeftijd. Deze resultaten suggereren dat het werk van de moeder
langdurige gevolgen kan hebben voor het jonge kind, en bovendien dat telomeerlengte zowel
geassocieerd is met huidige als toekomstige gedragsuitkomsten.

Methylering van NR3C1 op de leeftijd van 4-6 maanden bleek positief geassocieerd te zijn met
verschillende factoren: maternale werkgerelateerde fysieke eisen, levendigheid gedrag op de leeftijd
van 4-6 maanden. In deze studie werd dus gevonden dat het werk van de moeder tijdens de
zwangerschap invloed heeft op het jonge kind en dat methylering van NR3C1 gerelateerd is aan zowel
het huidige gedrag als gedrag op 3-5-jarige leeftijd. We vonden echter geen verband tussen NR3C1 of
IGF2 methylatie en telomeerlengte.

Op basis van deze resultaten kunnen we concluderen dat beide moleculaire merkers gelinkt zijn aan
gedrag van het kind, en dat bepaalde prenatale werkgerelateerde factoren van de moeder gelinkt zijn
aan de merkers onderzocht in deze studie. Dit onderstreept opnieuw het belang van ondersteunings-
mechanismen en vooral van een interdisciplinaire benadering voor perinatale zorg wat betreft
gezondheid van de moeder, maar ook voor de gezondheid van het kind.

Op basis van deze bevindingen stellen we deze beleidsaanbevelingen voor:

e Vroege invloed van maternale werk gerelateerde factoren op telomeerlengte
Implementeren van voorlichtingsprogramma’s en ondersteuning voor zwangere vrouwen en jonge
ouders om stressniveaus te verminderen. Deze studie toont aan dat de balans tussen inspanning en
beloning op het werk belangrijk is voor de gezondheid van het kind. Interventies dienen dus ook gericht
te zijn op het verbeteren van werksituaties van jonge (aanstaande) moeders.

e Telomeerlengte als voorspeller van gedragsuitkomsten
Deze studie toont verbanden tussen telomeerlengte en gedragsuitkomsten bij het kind. Het is belangrijk
om te benadrukken dat diverse factoren zoals genetische predispositie, omgevingsinvloeden, en
individuele variaties allemaal bijdragen aan de complexiteit van deze relatie. Dit onderzoekt draagt wel
bij aan het begrijpen van de biologische onderliggende mechanismen die ten grondslag liggen bij dit
verband, maar telomeerlengte is in dit kader niet specifiek genoeg om bijvoorbeeld te gebruiken als
screeningstool.

e Prentatale maternale cortisolniveaus en gedrag van het kind
Het verband tussen cortisolniveaus en gedragsuitkomsten benadrukt opnieuw het belang (op biologisch
niveau) van een goede mentale gezondheid tijdens de zwangerschap. Via beleid kunnen
interdisciplinaire programma’s en zorgtrajecten voor (mentale) gezondheidsmonitoring tijdens de
zwangerschap uitgevoerd worden. Door psychosociale ondersteuning aan zwangere vrouwen kan
chronische stress vermeden worden (en dus kan men zo cortisolniveaus beheersen).
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Hoofdstuk 1
Inleiding

Om inzicht te krijgen in het ontstaan van gezondheidsproblemen is inzicht in onderliggende biologische
mechanismen belangrijk. In de eerste 1000 dagen (en vooral in de eerste heft van de zwangerschap)
worden organen aangelegd; die zich in de eerste 1000 dagen aan een hoog tempo ontwikkelen door
celdeling, differentiatie van cellen en groei. Het organisme is plastisch en past zich aan de prenatale
omgeving aan. Dat laatste gebeurt ook wanneer deze omgeving niet-optimaal of mogelijk ziekmakend
is (bv. als de moeder chronische stress heeft, zwaarlijvig is, blootgesteld is aan schadelijke stoffen, ...);
daardoor herbergt deze periode de oorsprong van latere lichamelijke en mentale gezondheids-
problemen. Dit onderzoek zal bijdragen aan het inzicht over factoren tijdens de eerste 1000 dagen
waarop het beleid preventief kan inzetten. De resultaten kunnen daarom mogelijk bijdragen aan het
uitwerken van nieuwe richtlijnen voor beleidsmedewerkers, zorgverstrekkers en ouders over in welke
omgeving het stress systeem optimaal kan ontwikkelen waardoor de kans kleiner is dat een individu
later in het leven onderhevig is aan een ontregeld stresssysteem en eventuele vroegtijdige
verouderingsprocessen.

De interdisciplinaire, internationale onderzoeksgroep ‘Developmental Origins of Health and Disease’
(DOHaD) gaat uit van de hypothese dat wat zich tijdens de prenatale en vroeg postnatale ontwikkeling
afspeelt én de wijze waarop omgevingsfactoren deze vroege ontwikkeling beinvioeden aan de
oorsprong kan liggen van latere gezondheidsproblemen en ziekten. Onderzoekers leggen zich hierbij toe
op het bestuderen van de samenhang tussen psychosociale en biologische factoren. DOHaD-onderzoek
toonde bijvoorbeeld aan dat bepaalde omgevingsfactoren waaraan de moeder is blootgesteld in de
zwangerschap (zoals stress, en groene ruimte) het stress-systeem van de moeder beinvloeden. Dit
laatste zal op zijn beurt het stress-systeem van de nakomeling beinvloeden. Eén van de gevolgen van
blootstelling van de moeder aan langdurige en intense stress tijdens haar zwangerschap is dat het stress-
systeem van haar baby zowel bij rust als bij stress té sterk reageert of net té zwak zal reageren. Dit maakt
een individu biologisch kwetsbaar. Deze kwetsbaarheid is een belangrijke oorzaak van een zwakke
lichamelijke en mentale gezondheid van de nakomeling (1-3).

Epigenetische factoren spelen een belangrijke rol in deze processen. Wat zijn epigenetische factoren en
wat is het belang ervan? Letterlijk verwijst epi-genetica naar wat ‘boven’ of ‘meer’ is dan de genetica.
Daar waar genetische risicofactoren verwijzen naar genetische overerving, waarvoor DNA-sequenties
van de genen die het menselijke genoom uitmaken bepalend zijn, hebben epigenetische factoren te
maken met niet-genetische overerving. Het gaat om overerfbare wijzigingen in genexpressie; omdat
deze niet kunnen verklaard worden door wijzigingen in onderliggende DNA-sequenties gaat het om niet-
genetische overerving. Nieuwe inzichten betreffen: (1) inzicht in het feit dat slecht een gen dat tot
expressie komt (lees: is ‘aangeklikt’) mede een invloed zal hebben op fenotypische kenmerken; in een
gen dat is ‘uitgeschakeld’, ‘tot stilte is gebracht’(‘silenced is’) vindt namelijk geen transcriptie plaats; (2)
inzicht in het feit dat het ‘aan- en uitklikken’ van genen onder bepaalde omstandigheden omkeerbare
processen zijn, (3) toenemende kennis van een aantal van de processen die het al dan niet tot expressie
komen van genen leiden, zoals (de)methylering van DNA en histonmodificatie. Daar waar opvolging van
DNA-sequenties niet kan gewijzigd worden, kunnen epigenetische regulatiemechanismen wel beinvioed
worden door de omgevingsomstandigheden. En dat biedt therapeutische mogelijkheden. Via



Hoofdstuk 1

interventie kunnen bijvoorbeeld de nadelige effecten die gerelateerd zijn aan epigenetische wijzingen
vermeden worden, en kunnen mogelijk gunstige epigenetische effecten gepromoot worden.

Telomeren zijn de uiteindes van onze chromosomen en bevatten herhalende stukjes DNA die verkorten
naarmate een cel zal delen en veroudert. De lengte van telomeren blijkt een goede indicator -en een
mogelijk achterliggend mechanisme- voor het ontwikkelen van hart- en vaatziekten, longziekten en
vroegtijdige sterfte (4). Pasgeborenen van moeders die veel stress hadden tijdens de zwangerschap
hebben kortere telomeren dan pasgeborenen van moeders die weinig of geen stress hadden tijdens de
zwangerschap (5,6) en op volwassen leeftijd tijd heeft de eerste groep nog altijd kortere telomeren dan
de tweede groep (7). Dit betekent dat wanneer men in de baarmoeder blootgesteld was aan stress die
de moeder ervaart, men mogelijk eerder ouderdoms- gerelateerde ziekten zou kunnen ontwikkelen.
Anderzijds hebben veerkracht, een positieve ingesteldheid (8) én ook wonen in een groene omgeving
tijdens de zwangerschap, mogelijks een positieve invloed heeft op telomeerlengte van de nakomeling,
wat op zich een positieve samenhang met een goede werking van het stress systeem vertoont.

Meer stress blijkt gelinkt te zijn aan kortere telomeren (9,10). Traumatische stress tijdens de kindertijd
blijkt significante effecten te hebben op telomeerlengte (11). Individuen die lijden aan depressie
vertonen over het algemeen kortere telomeren, waarbij de ernst van de depressie ook van significant
belang is (12). De achterliggende moleculaire verklaring voor deze associaties en de richting van de
beschreven verbanden zijn echter nog niet volledig uitgeklaard. Daartoe is bijkomend onderzoek nodig
in cohorten waarin psychosociale gegevens én biologische merkers van zowel moeders als van hun
kinderen van in de prenatale periode verzameld werden.

De perinatale periode is niet alleen fysiek maar ook emotioneel een periode van grote veranderingen
voor de moeder. Dit maakt het een gevoelige periode voor de geestelijke gezondheid. Zwangere
vrouwen kampen vaak met psychologische stress of angst, en hebben een hoger risico om depressies te
ontwikkelen, zowel prenataal als in het postpartum. Bovendien is aangetoond dat moeders die tijdens
de zwangerschap een negatieve gemoedstoestand hadden, een verhoogde kans hebben dat ze ook in
het postpartum gekenmerkt worden door een negatieve gemoedstoestand. Ten gevolge daarvan zullen
ze minder optimaal interageren met hun kind dan moeders die in de postpartum periode een positieve
gemoedstoestand hebben. Naast de vermelde biologische factoren kan dus uiteraard ook de moeder-
kind interactie in het postpartum gevolgen hebben voor het gedrag en de ontwikkeling van de baby
(13).

Er is in het DOHaD-onderzoeksveld relatief weinig onderzoek waarin in één studie verbanden tussen
de volgende factoren kunnen onderzocht worden:

1. Predictoren van de mentale gezondheid van de moeder in de perinatale periode (zowel prenataal
als in het postpartum);

2. De werking van het stress-systeem —gemeten aan de hand van zowel epigenetische processen als
telomeerlengte- bij moeder en kind in de postpartum periode;

3. Het gedrag en de ontwikkeling van het kind in de postpartum periode en tot kleuterleeftijd.

Met dit project trachtten we dus meer inzicht te krijgen in de verbanden tussen deze 3 typen van
factoren. In de volgende twee hoofdstukken worden de resultaten van dit onderzoek voorgesteld.
Hoofdstuk 2 gaat over de verbanden die we vonden tussen telomeerlengte en gedragsuitkomsten bij



Inleiding

het kind. Hoofdstuk 3 gaat over de verbanden die we vaststelden tussen maternale gezondheid tijdens
de zwangerschap en DNA methylatie niveaus bij het kind. Op basis van deze bevindingen doen we een
aantal concrete beleidsaanbevelingen, namelijk het implementeren van interdisciplinaire
voorlichtingsprogramma’s, ondersteuning en psychosociale zorg voor zwangere vrouwen om (onder
andere werk gerelateerde) stressniveaus tijdens deze gevoelige levensfase te verminderen.






Hoofdstuk 2
Telomeerlengte en gedragsuitkomsten bij het kind

1 Onderzoeksvragen

Telomeren zijn nucleoproteinestructuren die zich aan het einde van de chromosomen bevinden en het
DNA beschermen tegen de degradatie die over de jaren heen ontstaat omwille van continue celdelingen.
Omwille van deze celdelingen wordt DNA steeds korter, telomeren dienen als een buffer op het DNA
die ervoor zorgt dat de waardevolle genetische informatie niet verloren gaat. Telomeren worden dus
vanaf de geboorte steeds korter, en daarom worden ze erkend als een moleculaire marker voor
biologische veroudering, die in verband wordt gebracht met levensduur en ziekte (14).

Telomeren zijn gevoelig voor externe invloeden. Er is aangetoond dat telomeerlengte geassocieerd is
met externe blootstellingen zoals luchtvervuiling (14,15), groene ruimte (16,17), en stress (18,19).
Volgens de DOHaD-hypothese (Developmental Origins of Health and Disease) kunnen blootstellingen
tijdens de zwangerschap en op jonge leeftijd langdurige gevolgen hebben voor de gezondheid van de
nakomeling. Onderzoek heeft inderdaad aangetoond dat telomeerlengte (TL) bijzonder gevoelig is voor
blootstelling tijdens het vroege leven (20-22). Met name maternale stress tijdens de zwangerschap
werd onderzocht, waarbij is aangetoond dat prenatale psychosociale stress een negatief effect heeft op
de TL van het kind (5,6,23). Een mogelijk verklaring hiervoor is de invloed van de HPA-as, waarbij hoge
maternale cortisolniveaus tijdens de zwangerschap een negatieve invloed hebben op de TL van het kind
(24), en een kortere TL gepaard gaat met een hogere cortisolreactiviteit op stress (25).

Andere stressfactoren bij de moeder, zoals depressie en ervaren stress, blijken ook negatief
geassocieerd te zijn met de TLvan het kind (26-28), en psychologische veerkracht lijkt een positief effect
te hebben op de TL van het kind (8), wat benadrukt hoe uitgebreid de categorie stress is. Niet alle
onderzoeken vinden echter dezelfde associaties. (24,29,30) Er zijn inderdaad verschillende aspecten van
stress bij moeders, waarbij veel onderzoeken gebruikmaken van typische testbatterijen zoals de
waargenomen stressschaal (PSS) en de Holmes and Rahe Stress Scale Questionnaire. Andere gebruiken
echter ander vragenlijsten, wat vergelijkingen bemoeilijkt. Ook de meetmethoden voor telomeerlengte
verschillen.

Aangezien is aangetoond dat TL bij de geboorte het sterkst wordt beinvioed in de eerste levensjaren,
waarbij de positie ten opzichte van andere individuen in de loop van de tijd hetzelfde blijft (20), is het
belangrijk om de invloed van TL in het vroege leven te beoordelen als voorspeller voor cognitieve en
fysieke gezondheid op latere leeftijd.

Prenatale cortisolniveaus kunnen ook het gedrag van de baby beinvioeden. Dit blijkt duidelijk uit
onderzoek waarin prenatale cortisolniveaus geslacht -specifiek het ongemak van kinderen ten opzichte
van opgelegde beperkingen voorspellen (31), en waarin hoge cortisolniveaus worden geassocieerd met
een minder gunstige cognitieve ontwikkeling (32), Prenatale cortisol van de moeder heeft ook
langduriger effecten en is gecorreleerd aan externaliserend gedrag (33) en affectieve problemen bij
kinderen (34). Het is bovendien vastgesteld dat prenatale cortisolniveaus een negatieve invloed hebben
op het 1Q van kinderen op 7-jarige leeftijd (35) en dat het het voorkomen van kenmerken van de
autismespectrumstoornis verhoogt (36). Dit maakt het een relevante moleculaire merker bij het
onderzoeken van de effecten van prenatale stress op het gedrag van de nakomeling.

11
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TL is in verband gebracht met cognitie bij oudere volwassenen (38), ongeduld bij studenten (38) en
vijandigheid bij volwassenen (39—41). Achtergelaten kinderen blijken een kortere TL te hebben en meer
psychologische en gedragsproblemen, waarbij TL een groot deel van de associatie bleek te mediéren
(42,43). Daarnaast is TL in verband gebracht met neurologische ontwikkeling (45), ADHD (45,46) en
opstandig gedrag (47) bij kinderen, en vroeg ontstane depressieve stoornis bij adolescenten (48). Echter,
alleen Feiler en Pham onderzochten TL als voorspeller van gedrag en neurologische ontwikkeling, en
geen van beiden corrigeerde voor maternale TL, wat belangrijk is vanwege de genetische component
(49), zeker als TL geassocieerd is met gedrag, waarbij positieve of negatieve maternale gedrags-
kenmerken kunnen worden weerspiegeld op het kind. Deze studie zal voornamelijk gericht zijn op het
onderzoeken van de associaties tussen 1) de invloed van prenatale blootstelling aan stress van de
moeder op telomeerlengte van de baby, 2) maternale postpartum telomeerlengte en telomeerlengte
van de baby en 3) telomeerlengte van de baby en gedrag van het kind op de leeftijd van 4-6 maanden
en 3-5 jaar.

2 Methoden

2.1 Studiepopulatie

Deelneemsters van het Prenatal Early Life Stress (PELS) cohort werden gerekruteerd in het Sint-
Elisabethziekenhuis en 4 verloskundigenpraktijken in de buurt van Tilburg (Nederland), waar in totaal
190 zwangere vrouwen werden gerekruteerd tijdens de vroege zwangerschap. Na een introductie van
het onderzoek door de medische staf, lieten geinteresseerde deelnemers hun contactgegevens achter
voor de onderzoekers. De onderzoekers maakten dan een afspraak met de deelneemster voor een
eerste studiebezoek. Alle deelnemers gaven informed consent, in overeenstemming met de Verklaring
van Helsinki. Deelnemers rapporteerden informatie over geboortedatum, werk, opleidingsniveau, etc.
in een algemene vragenlijst aan het begin van het onderzoek.

Het onderzoek bestond uit zes opeenvolgende meetmomenten, T1 tot T6 genoemd, waarvan de eerste
drie plaatsvonden tijdens de zwangerschap en de laatste drie na de geboorte van de baby's. Deelnemers
konden kiezen tussen een vragenlijst op papier en potlood of een elektronische versie. Sessies T1 tot T3
vonden meestal plaats bij de deelnemers thuis, tenzij de deelnemer liever ergens anders afsprak,
bijvoorbeeld op het werk, bij haar ouders thuis of in het Babylab van Tilburg University. Alle postpartum
metingen vonden plaats in het Tilburg University Babylab. Via verloskundigen en ziekenhuis-
verpleegkundigen, en het raadplegen van medische dossiers, werd ook informatie over de bevalling
verzameld. In dit onderzoek zijn metingen gebruikt van tijdstippen T2, T4 en T6, die respectievelijk
overeenkomen met een zwangerschapsduur van 16 - 23 weken, een leeftijd van 4 - 6 maanden en een
leeftijd van 3 - 5 jaar. 152 moeder-kind paren namen deel op T4, waar biologische stalen werden
genomen van de moeder (als de moeder verkoos om geen bloed te laten afnemen, werd in plaats
daarvan een speekselstaal genomen; bloedstalen: n = 128, speekselstalen: n = 24) en de baby
(speekselstalen; n= ). Uit de stalen werd DNA geéxtraheerd en bewaard bij -80°C tot het moment van
analyse. Op T6 werden gedrags- en temperamentmetingen bij het kind uitgevoerd.
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2.2 Psychosociale factoren

Maternale zelfgerapporteerde toestandsangst werd gemeten op T2, wat overeenkomt met de
zwangerschapsduur van 16-23 weken, met behulp van de Nederlandse versie van de Spielberger State -
Trait Anxiety Inventory (50), die 20 items voor toestandsangst en 20 items voor trait anxiety bevat. Alle
items werden gescoord van 1 tot 4 (1 = helemaal niet, 4 = heel erg).

Maternale zelf gerapporteerde depressieve symptomen werden gemeten met de Edinburgh Postnatal
Depression Scale (EDS) op T2, een vragenlijst ontwikkeld door Cox et al. (1987) (51) om moeders te
screenen op depressieve symptomen tijdens de zwangerschap en de postnatale periode. De vragenlijst
bestaat uit 10 items met een score van 0 tot 3 over depressieve symptomen waarvan een somscore kan
worden berekend voor de algehele depressieve symptomen.

2.3 Werkgerelateerde factoren

De deelneemsters vulden de Copenhagen Psychosocial Questionnaire (COPSOQ) (52) in tijdens T2. De
resultaten van deze vragenlijst werden gebruikt om psychosociaal welzijn te bepalen met betrekking tot
verschillende werkgerelateerde domeinen. Daarnaast werd de Effort-Reward Imbalance Questionnaire
(ERI-Q) (53) gebruikt om de scores voor onbalans tussen inspanning en beloning voor alle deelnemers
te bepalen. Zes gebieden met betrekking tot de inspanning of belasting van het werk werden
onderzocht, met ja/nee vragen zoals 'lk moet vaak overwerken'. Als het antwoord 'ja' was, werd een
vervolgschaal van 1 - 5 voor de intensiteit verstrekt, gaande van 'Weinig tot geen inspanning' tot 'Zeer
grote inspanning/belasting'. Beloning werd gemeten op het gebied van waardering, verloning en
werkzekerheid, met vragen als 'lk krijg de waardering die ik verdien van mijn collega's.' De ERI (Effort-
Reward ratio) werd berekend door inspanning/beloning x correctiefactor, waarbij de correctiefactor
werd gebruikt om te corrigeren voor het verschillende aantal vragen in het inspannings- en
beloningsgedeelte van de vragenlijst.

2.4 Gedrag en ontwikkeling

Het temperament van de baby werd door de moeder gerapporteerd met behulp van de korte versie de
Infant Behaviour Questionnaire (IBQ-R) (54,55) op T4, 4 - 6 maanden oud, in het Nederlands. De korte
versie van de IBQ-R meet het temperament van baby's aan de hand van 37 items over de frequentie van
bepaald gedrag in specifieke situaties (spelen, in bad gaan, etc.) in de voorgaande week (bv. 'Hoe vaak
glimlachte de baby toen hij in bad werd gedaan?'). Items worden gescoord op een zevenpunts
Likertschaal (1 = nooit, 7 = altijd). Een tweede orde factoranalyse op de scores van de sub schalen van
de originele IBQ-R (lange versie) resulteerde in de volgende drie brede dimensies die ook worden
gebruikt voor de korte versie van de IBQ-R: levendigheid (13 items), negatieve affectiviteit (12 items) en
oriéntatie/regulatie (13 items). Levendigheid/extraversie wordt gedefinieerd als een combinatie van
lage verlegenheid en hoge benaderingsbereidheid (bv. 'Tijdens een kiekeboe spel, hoe vaak glimlachte
de baby?') en is gekoppeld aan de persoonlijkheidskenmerken 'aangenaamheid' en 'extraversie'.
Negatieve affectiviteit wordt gedefinieerd als de neiging van een nakomeling om negatieve gevoelens
te ervaren (bv. "Hoe vaak maakte de baby zich druk of protesteerde hij/zij toen hij/zij op de rug werd
gelegd?") en wordt in verband gebracht met neuroticisme en negatieve emotionaliteit bij volwassenen.
Tot slot is oriéntatie/regulatie gedefinieerd als de neiging van een baby om zichzelf te reguleren en is
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het gekoppeld aan plezier met een lage intensiteit (bv. 'Als de baby rustig speelde met een van zijn/haar
favoriete speeltjes, hoe vaak toonde hij/zij dan plezier?') en de duur van het oriénteren (bv. 'Hoe vaak
heeft de baby de afgelopen week 5 minuten of langer naar een mobiel, wiegbumper of foto gestaard?')
en is het gekoppeld aan het persoonlijkheidskenmerk 'consciéntieusheid' bij volwassenen. In onze
steekproef vertoonden de IBQ-R sub schalen een goede interne consistentie op alle schalen (Cronbach's
o =tussen .70 en .90).

Op T6 (3 - 5 jaar) werd de korte versie van de Children's Behaviour Questionnaire (CBQ-R) van Putnam
en Rothbart gebruikt (56,57), die schalen heeft die vergelijkbaar zijn met de IBQ-R (58). De
schaalverschillen tussen de IBQ-R en de CBQ-R zijn het hernoemen van schalen voor de oudere
leeftijdsgroep ("duur van oriénteren" naar "aandacht richten" en "snelheid van naderen" naar "positieve
anticipatie"), het verwijderen van schalen in de CBQ-R ("affiliatie/aanhaligheid") en het toevoegen van
schalen in de CBQ-R ("ongemak", "impulsiviteit", "remmende controle" en "verlegenheid"). De korte
versie van de CBQ-R bevat 36 items met uitspraken over het kind, waarbij de moeder de geschiktheid
beoordeelt op een zevenpunts Likertschaal, gaande van 1 (extreem onwaar) tot 7 (extreem waar). Net
als de IBQ-R bevat de CBQ-R drie brede dimensies, namelijk levendigheid/extraversie, negatieve
affectiviteit en zelfregulatie, waarbij de laatste hetzelfde is als reguleren/oriénteren in de IBQ, maar met
de toegevoegde mogelijkheid voor het kind om de focus te verleggen en vooruit te plannen.
Voorbeelden voor elke dimensie zijn "mijn kind gaat graag van hoge glijbanen of andere avontuurlijke

activiteiten", "mijn kind wordt boos als hij iets niet kan vinden waarmee hij wil spelen" en "mijn kind
benadert plaatsen waarvan hem verteld is dat ze gevaarlijk zijn langzaam en voorzichtig".

2.5 Telomeerlengte

De relatieve gemiddelde telomeerlengte (TL) van moeder en kind (4 - 6 maanden) werd gemeten met
een aangepaste kwantitatieve polymerasereactiemethode (qPCR) van Cawthon (59) in mondcellen
(voor het kind) of in veneus bloed (voor de moeder). Deze methode is gebaseerd op TL die bestaat uit
enkele duizenden TTAAGGG herhalingen. Door het te vergelijken met een enkelvoudig gekopieerd of
stabiel referentiegen krijgt men een verhouding van de TL ten opzichte van dat gen (T/S-verhouding),
die de relatieve lengte van de telomeer DNA-strengen weergeeft. Dit is nauwkeuriger dan het gebruik
van de gPCR-waarden voor het telomeer alleen, omdat kleine verschillen in de template-input zullen
worden gecorrigeerd in vergelijking met het stabiele gen. De uiteindelijke concentraties van het qPCR-
mengsel voor de telomeerplaten waren 1X KAPA SYBR® FAST (low rox) mastermix, 20 nM dithiothreitol
(DTT), 100 nM TelG (ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT) en 100n M TelC
(TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA). De cyclusomstandigheden voor de telomeerplaten
waren 1 cyclus bij 95°C gedurende 3 m, 2 cycli bij 94°C gedurende 3 s en 49°C gedurende 15 s, 30 cycli

bij 94°C gedurende 3 s, 62°C gedurende 5 s en 74°C gedurende 10 s. Het “single copy” gen, humaan B-
globine (HBG), mengsel bevatte 1X KAPA SYBR® FAST (low rox) mastermix, 450 nM HBG1
(GCTTCTGACAACTGTTCACTAGC) en 450 nM HBG2 (CACCAACTTCATCCACGTTCACC) in de
eindconcentratie, en werd gemeten met het volgende gPCR-cyclusprogramma: 1 cyclus bij 95°C
gedurende 3 m, 40 cycli bij 95°C gedurende 3 s en 58°C gedurende 15 s. Beide cycli werden afgesloten
met een smeltcurve. Stalen werden in drievoud gemeten met Quantstudio 5 (Applied Biosystems) in
een 384-wells formaat met snelle modus. Twee 6-punts seriéle 1:3 verdunningen bestaande uit
gepoolde stalen en één individueel staal, en 5 interrun-kalibratoren (IRC's) werden in drievoud
opgenomen. Amplificatiecurven werden visueel geinspecteerd en individuele technische replicaten
werden verwijderd als de Ct-variatie meer dan 0,3 was. qBase plus (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgié¢) werd
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gebruikt voor verwerking en normalisatie naar het HBG-gen en interrunvariatie. De intraclass
correlatiecoéfficiént (ICC) werd gebruikt voor het meten van de herhaalbaarheid van zowel de triplo's
als de platen, met behulp van het “rptR” R-pakket (60), met een 95% betrouwbaarheidsinterval (Cl). De
ICC werd gemeten voor de telomeerlengte metingen, het “single copy” gen en de TS-ratio. Deze waren
respectievelijk 0.991 (0.989 tot 0.992), 0.975 (0.97 tot 0.979) en 0.971 (0.965 tot 0.976). Om de
herhaalbaarheid over de verschillende platen te meten, werd de inter-assay ICC berekend op basis van
de vijf IRC's, wat resulteerde in een ICC van 0.956 (0.69 tot 0.986).

2.6 Statistische analyses

Alle statistische analyses werden uitgevoerd met R versie 4.0.2 (R Core Team, Wenen, Oostenrijk). Om
vertekening door ontbrekende gegevens te voorkomen, voerden we meervoudige imputatie uit met
behulp van een voorspellende gemiddelde matchingsprocedure met behulp van het “mice” R-pakket. In
totaal werden 8 datasets gegenereerd met een maximum van 5 iteraties. Daarna werden de
geimputeerde datasets samengevoegd met behulp van de functie merge_imputations uit het sjmisc R-
pakket (61), Telomeerlengte was beschikbaar voor 142 van de 152 verzamelde stalen (93.4%).

Met behulp van lineaire regressie modellen analyseerden we de relatie tussen de mentale gezondheid
van de moeder tijdens de zwangerschap, werkgerelateerde factoren en beschermende factoren en de
telomeerlengte van de baby op 4-6 maanden. Er werden eveneens lineaire regressie modellen gebruikt
om de verbanden tussen telomeerlengte van moeder en gedrags- en ontwikkelingsresultaten van baby’s
en peuters te onderzoeken. Alle modellen werden gecorrigeerd voor leeftijd van de moeder,
opleidingsniveau, BMI en geslacht en leeftijd van het kind ten tijde van de studie, waarbij opleidings-
niveau werd gedefinieerd als laag (minder dan een middelbareschooldiploma), gemiddeld (alleen een
middelbareschooldiploma) of hoog (hogeschool of universiteit). Daarnaast pasten we onze modellen
aan voor maternale telomeerlengte in gevoeligheidsanalyse, als een alternatieve maat voor genetische
effecten, en onderzochten we of waargenomen associaties significant bleven. GraphPad Prism 8.0.2
werd gebruikt voor Pearson's correlatie tussen maternale en kind telomeerlengte, naast het plotten van
de bijbehorende grafieken.

3 Resultaten

3.1 Studiepopulatie

De beschrijvende statistieken van de onderzoekspopulatie zijn samengevat in tabel 1. De studie bestond
uit 152 moeder-kind paren, waarbij de moeders een gemiddelde leeftijd hadden van 31,6 jaar (SD: +-
4.4) op T4, wat overeenkomt met baby's van 4 - 6 maanden. De meeste moeders hadden een diploma
middelbaar onderwijs (hogeschool of universiteit; n = 122), terwijl 68 deelnemers alleen een diploma
lager onderwijs (middelbare school) hadden. De meeste deelnemende moeders waren getrouwd of
woonden samen met hun partner (n = 150), terwijl een klein deel alleenstaand was (n = 2). De
gemiddelde BMI van de moeder was 24.1 (+- 4.0). De beschrijvende statistieken voor alle psychosociale,
werkgerelateerde en ontwikkelingsresultaten zijn samengevat in Tabel 2. Relatief kleine percentages
van de deelneemsters hadden scores voor toestand (11.1%) of eigenschapsangst (9.9%) boven de cutoff
waarde van 40 en 43 respectievelijk. Wat betreft EDS-score was er ook slechts een klein percentage
boven de cutoff waarde van 11 (6.1%).
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In de leeftijdsfase van 3-5 jaar werden gegevens over temperament van het kind (CBQ) verkregen voor
113 kinderen (deelnamepercentage = 73.9%). Kenmerken van de studiepopulatie verschilden niet
significant tussen de steekproef bij de geboorte versus de follow-up fase (zoals beoordeeld door student
t-test of Chi kwadraat test, al naar gelang van toepassing). Telomeerlengte was normaal verdeeld voor
zowel moeder als kind (Figuur 1). Bovendien was de telomeerlengte van moeder en kind (4 - 6 maanden)
significant met elkaar gecorreleerd (Pearson r = 0.236, p < 0.01).

Tabel 1 PELS studiepopulatie karakteristieken
Karakteristiek Gemiddelde (+- SD) of Frequentie
Leeftijd moeder (jaren) 31.6 (+-4.4)

Opleidingsniveau*

Laag 0
Medium 68
Hoog 122

Burgerlijke status

Getrouwd 83
Samenwonend 32
Geregistreerde partners 35
Alleenstaand 2
Anders 0
BMI moeder 24.1 (+- 4.0)
Leeftijd baby (T4) (days) 106.0 (+- 45.6)
Leeftijd kind (T6) (years) 4.1(+-0.2)
Zwangerschapsduur (weken) 39.8 (+- 1.6)

Geslacht kind
Jongens 70

Meisjes 82

*. Laag = Geen diploma of alleen lagere schooldiploma; Medium = Middelbareschooldiploma; Hoog = Diploma hoger
onderwijs of beter (postgraduaat/PhD)
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Tabel 2 Beschrijvend karakteristieken psychosociale, werkgerelateerde en gedragsuitkomsten.
. " . . . 3rde
Schaal Variabele Tijdpunt  Gemiddelde Mediaan 1ste Kwartiel . IQR
Kwartiel
STAI Toestand Angst T2 31.95 32.0 28.00 36.00 8.00
Eigenschap T2 32.99 32.00 27.00 37.00 10.00
Angst
EDS EDS score T2 4.23 4.00 1.75 6.00 4.25
COoPSOQ Emo. vereisten T2 21.55 22.00 19.00 25.00 6.00
Fys. vereisten T2 13.09 12.00 9.00 18.00 9.00
Ontwikkelingsk T2 8.29 9.00 7.00 9.00 2.00
ansen
SOCIAL Tevredenheid T3 7.80 8.00 7.00 9.00 2.00
met sociaal
leven
IBQ-R Levendigheid T4 4.65 4.48 3.85 5.31 1.46
Neg. aff. T4 3.72 3.58 3.08 4.17 1.08
Zelfregulatie T4 5.84 6.00 5.58 6.17 0.58
CBQ-R Levendigheid T6 3.97 3.92 3.58 4.25 0.67
Neg. aff. T6 3.30 3.39 3.85 5.39 1.54
Zelfregulatie T6 4.83 4.92 4.18 5.50 1.32
Haar cortisol T3 50.88 19.80 13.00 32.00 19.00
(pg/mg haar)
Figuur 1 Verdeling en correlatie van telomeerlengte bij moeder en kind.
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3.2 Psychosociale factoren

De gemiddelde maternale toestand angst score tijdens de zwangerschap was 31.6 (SD: +- 6.3). De
maternale eigenschap angst score tijdens de zwangerschap was 32.8 (SD: +- 6.2). Verder was er geen
verband tussen maternale toestandsangst tijdens de zwangerschap en telomeerlengte van moeder of
kind (respectievelijk p = 0.95 en p = 0.48). Voor maternale eigenschap angst tijdens de zwangerschap
zagen we wel een verband met maternale telomeerlengte (0.17, p <0.01), maar niet met telomeerlengte
van het kind (p = 0.97).

De gemiddelde maternale Edinburgh Depression Scale (EDS) score tijdens de zwangerschap was 4.13
(SD: +- 3.27). Verder zagen we geen verband tussen de maternale EDS-score tijdens de zwangerschap
en de telomeerlengte van de moeder of het kind (p = 0.82 en p = 0.30).

De gemiddelde score voor tevredenheid met het sociale leven tijdens de zwangerschap was 7.80 (SD: +-
1.23). Tevredenheid met het sociale leven was niet geassocieerd met cortisol van de moeder (p = 0.68),
of met telomeerlengte van het kind (p = 0.42). Echter, tevredenheid met het sociale leven tijdens de
zwangerschap was negatief geassocieerd met maternale telomeerlengte (11% afname, p = 0.04).

3.3 Werkgerelateerde factoren

De gemiddelde maternale COPSOQ score voor de sub schaal Ontwikkelingsmogelijkheden tijdens de
zwangerschap was 8.29 (SD: +- 1.38). Voor de sub schaal fysieke eisen was de gemiddelde score 13.09
(SD: +- 5.57). Voor de sub schaal emotionele eisen was de gemiddelde score 21.92 (SD: +- 4.52).
Maternale emotionele eisen op het werk tijdens de zwangerschap waren positief geassocieerd met
maternale telomeerlengte (9% toename, p =0.01), maar niet met telomeerlengte van het kind (p =0.79).

We zagen een negatief verband tussen de werkgerelateerde onevenwicht tussen inspanning en beloning
(ERI) van de moeder tijdens de zwangerschap en de relatieve telomeerlengte van de baby op de leeftijd
van 4-6 maanden (figuur 2). Voor een IQR toename in de ERI-score nam de T/S ratio met 6% af (p = 0.02).
Wanneer het model bovendien werd aangepast voor maternale telomeerlengte, bleef deze associatie
vergelijkbaar (5% reductie, p = 0.03). Maternale ERI tijdens de zwangerschap was niet geassocieerd met
de telomeerlengte van de moeder (p = 0.61).
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Figuur 2 Maternale ERI is geassocieerd met telomeerlengte van de baby (T/S ratio), p = 0.02, n =
142
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34 Gedrag en ontwikkeling

De gemiddelde levendigheid score van de baby op de leeftijd van 4 - 6 maanden (IBQ-R) was 4.65 (SD:
+- 1.16). De gemiddelde score voor inspanningscontrole bij baby's op dezelfde leeftijd was 4.83 (SD: +-
0.61), terwijl de gemiddelde score voor negatieve affectiviteit 3.72 (SD: +- 1.12) was.

Op de leeftijd van 3 - 5 jaar was de gemiddelde levendigheid score (CBQ-R) 3.94 (SD: +- 0.62), de
gemiddelde effort-control score 4.79 (SD: +- 0.72), en de gemiddelde negatieve affectiviteit score 3.32
(SD: +- 0.9).

We zagen dat de telomeerlengte van de baby op de leeftijd van 4 - 6 maanden geassocieerd was met
oriéntatie/regulatie op dezelfde leeftijd (p = 0.01) (Figuur 3). Bovendien voorspelde telomeerlengte van
de baby levendigheid-gedrag op de kleuterleeftijd (p = 0.01) (figuur 4). Deze associaties bleven
significant na extra correctie voor maternale telomeerlengte.

Figuur 3 Baby oriéntatie/regulatie (effort-control) is lineair geassocieerd met baby telomeerlengte
(T/S ratio) (p =0.03, n = 142)
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Figuur 4 Baby telomeerlengte (T/S ratio) is geassocieerd met (p = 0.02) kleuter levendigheid gedrag
(leeftijd 3 —5 jaar) (n =117).
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4 Discussie

In deze studie werden verbanden onderzocht tussen maternale stress tijdens de zwangerschap,
telomeerlengte van moeder en kind het gedrag van de nakomelingen op de leeftijd van 4 - 6 maanden
en 3 - 5 jaar. Onze belangrijkste bevindingen waren als volgt: i) Maternale TL bleek significant
gecorreleerd te zijn met baby-TL, in lijn met eerdere studies. (62-65) ii) Zelfs na correctie voor maternale
TL, leeftijd, opleidingsniveau, BMI en het geslacht en de leeftijd van het kind, bleek een grotere onbalans
tussen inspanning en beloning op het werk van de moeder tijdens de zwangerschap negatief samen te
hangen met de TL van de baby op de leeftijd van 4 - 6 maanden (P=0.03). iii) Daarnaast bleek de TL van
de baby op de leeftijd van 4 - 6 maanden samen te hangen met gedragsuitkomsten op de leeftijd van 4
- 6 maanden (p = 0.01) en 3 -5 jaar (p = 0.01), respectievelijk in de vorm van oriéntatie/regulatie en een
hogere levendigheid. Bovendien vonden we dat deze associaties onafhankelijk waren van maternale
telomeerlengte (erfelijke factor).

Er is ofwel een positieve correlatie gevonden tussen cortisol en negatieve affectiviteit, door gebruik te
maken van cortisol en de IBQ (66), of geen correlatie, door gebruik te maken van cortisol in het
moederlijk haar en de CBQ (67,68) 60,61 of IBQ (69). Ook met gebruik van andere de testen als
uitkomstmaat werd gevonden dat een verhoogd prenataal cortisol de negatieve affectiviteit van de baby
doet toenemen (70,71) evenals internaliserend gedrag bij jongens (72), geen van beide zijn echter in
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overeenstemming met onze resultaten. Eén studie vond een associatie tussen maternaal
interpersoonlijk trauma en verbaal geheugen, echter alleen bij mannelijke kinderen, waarbij maternaal
cortisol het effect wijzigde (73). Een andere studie vond dat maternaal cortisol de cortisolreactiviteit bij
kinderen wijzigde, waarbij steilere maternale cortisolfluctuaties gerelateerd waren aan een meer
afgevlakte cortisolreactiviteit bij jongens (74). Deze aanpassing aan hogere prenatale cortisolniveaus
kan de negatieve associatie tussen maternaal cortisol en negatieve affectiviteit bij kinderen verklaren
die in onze studie werd gevonden. Als alternatief vonden Bosquet Enlow et. al. [2017] dat maternale
levenslange blootstelling aan trauma negatief geassocieerd was met dalende reactiviteit/snelheid van
herstel onder hoge maternale haarcortisolniveaus (log haarcortisol >2.16) (69), terwijl onder lage
haarcortisolniveaus deze associatie positief was (log haarcortisol <0.22). Hoewel de gemiddelde en
mediane haarcortisolconcentratie in onze studie binnen dit bereik vallen (respectievelijk 50,88 (log 1.71)
en 19.80 pg/mL (log 1.30)), kan eenzelfde mechanisme ons resultaat hebben beinvloed.

Van TL in cellen van de wang van kinderen is eerder gevonden dat het negatief geassocieerd is met
internaliserende symptomen (47,75). Voor zover wij weten, is er echter geen onderzoek gedaan naar TL
bij kinderen in relatie tot onbalans tussen inspanning en beloning van de moeder tijdens de
zwangerschap, of met surrogaatgedrag van kinderen.

Zelfregulatie van het kind is eerder positief geassocieerd bevonden met TL bij kinderen van 8 - 10 jaar
oud die blootgesteld waren aan moeilijke omstandigheden tijdens hun kindertijd (76). Terwijl onze
studie dezelfde associatie vond in een veel jongere leeftijdsgroep (4 - 6 maanden), observeerden wij niet
dezelfde associatie in de oudere groep, zijnde 3 - 5 jaar oud. Dit kan te wijten zijn aan het verschil in
onze studiepopulaties (het gaat in deze studie niet om kinderen die blootgesteld werden aan moeilijke
omstandigheden). Het zou ook aan het verschil in leeftijd kunnen liggen, aangezien Sosnowski et al. TL
hebben gemeten op een leeftijd van 9 jaar, terwijl wij het hebben bepaald op een leeftijd van 4 - 6
maanden. Tenslotte zou het ook aan de keuze van de vragenlijsten kunnen liggen, waarbij Sosnowski
het Child Development Supplement van de Panel Study of Income Dynamics (PSID-CDS-II en -Ill)
gebruikte, en wij de herziene Infant Behaviour Questionnaire (IBQ-R). Internaliserende en
externaliserende symptomen tijdens de kindertijd kunnen voorspellend zijn voor het risico op
depressieve stoornissen (78), waarbij oriéntatie/regulatie geassocieerd blijkt te zijn met minder
depressieve symptomen (78). Daarentegen is levendigheid bij kinderen positief geassocieerd met
fysieke activiteit op volwassen leeftijd (79), IQ, academische resultaten en relaties op latere leeftijd (80).
Het is daarom belangrijk om de dynamiek met TL in het vroege leven te begrijpen.

De causale richting van het verband tussen telomeerlengte en gedrag is nog onvoldoende bestudeerd
om er een duidelijk uitspraak te kunnen over doen. Sommige onderzoeken zijn geneigd om gedrag te
zien als het causale mechanisme achter TL-verandering (81,82), en stellen dat het mechanisme achter
de invloed van TL op gedrag onduidelijk is (83). Het idee dat gedrag een causale invloed heeft op TL is
inderdaad meer benaderbaar, bijvoorbeeld ongeduldig of risicovol gedrag waardoor de kans groter is
dat men bijvoorbeeld gaat roken of ongezond gaat eten, wat resulteert in verhoogde oxidatieve stress
en dus verhoogde kwetsbaarheid van TL. Aan de andere kant kunnen gezonde gedragingen zoals
ontstekingsremmend eten of sporten de oxidatieve stress verminderen en telomerase activiteit
verhogen (84), wat resulteert in minder slijtage van de telomeren. De actieve subeenheid van
telomerase, TERT, kan ook van invloed zijn op de hersenfunctie, omdat de niet-canonieke functies ervan
onder andere het downstream doelwit van de hersenafgeleide neurotrofische factor (BDNF) (85) zijn en
neuronen beschermen tegen oxidatieve stress (86). Gezondheidsbevorderende gedragskenmerken
kunnen daarom zowel de TL als de cognitieve functies verhogen (87,88).

22



Telomeerlengte en gedragsuitkomsten bij het kind

Er bestaan echter ook moleculaire mechanismen achter TL die gedrag kunnen beinvloeden. Het
telomeerpositie-effect (TPE) is de verspreiding van heterochromatine van de telomeerregio naar genen
in de buurt, waardoor deze tot zwijgen worden gebracht (89). Het stilleggen van genen over langere
afstanden kan ook gebeuren doordat de telomeeruiteinden terug op de chromosomen lussen, dit
mechanisme heet TPE over lange afstanden (TPE-OLD) (90). Hierdoor kan het zijn dat hoe korter de
telomeren worden, hoe minder genen tot zwijgen worden gebracht (91), hetgeen dus een effect kan
hebben op gedragsontwikkeling.

Deze studie heeft verschillende sterke punten. Ten eerste onderzocht de studie een tamelijk
onontgonnen onderzoeksgebied, met name de effecten van werkgerelateerde factoren van de moeder
tijdens de zwangerschap en gedrags- en ontwikkelingsresultaten van kinderen in relatie tot TL van de
moeder en de baby. De studie heeft een behoorlijk groot aantal moeder-kind dyades, met een totaal
van 152 moeder-kind paren. De inclusie van de moeders stelt ons in staat om te corrigeren voor
maternale TL - waarvan bewezen is dat het correleert met de TL van het kind - en zo associaties te
onderzoeken terwijl we tot op zekere hoogte kunnen controleren voor de genetische component van
telomeerlengte biologie. Gecombineerd met het longitudinale aspect van het onderzoek,
gedragsanalyse op de leeftijd van 4-6 maanden en 3-5 jaar, kunnen we een grondiger inzicht krijgen in
hoe TL in het vroege leven het gedrag kan beinvioeden, en mogelijk het risico op neurocognitieve
problemen in het latere leven.

Beperkingen van deze studie zijn: een mogelijke ondervertegenwoordiging van deelnemers met een
lage SES, waardoor de generaliseerbaarheid van deze studie naar de bredere populatie beperkt is.
Omdat het gedrag en temperament van het kind door de moeder werd geévalueerd, zou er bovendien
sprake kunnen zijn van een vertekening. Een bevestiging van een andere persoon, bijvoorbeeld de
andere ouder of een professional zou ideaal zijn geweest, indien mogelijk. Tot slot werd buccale TL
gebruikt voor de kinderen; hoewel dit soort weefsel in heel wat studies wordt gebruikt, weerspiegelt
het mogelijk niet de TL in andere weefsels (92). Hoewel de maternale TL's afkomstig zijn van bloed, is
aangetoond dat buccale TL en bloed TL een hoge correlatie hebben (93), en daarom zouden ze onze
resultaten niet moeten beinvioeden.

Deze studie toonde aan dat ondergewaardeerd worden op het werk de TL van de nakomelingen zou
kunnen verkorten, wat een negatief resultaat is. Op zijn beurt werd een langere TL bij kinderen
geassocieerd met gedragskenmerken die zowel tijdens de kindertijd als in de kinderjaren gerelateerd
zijn aan zelfregulatie en extraversie. Dit is belangrijk voor mentale en fysieke gezondheidsuitkomsten
later in het leven en zou verder onderzocht moeten worden.
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Hoofdstuk 3
Maternale gezondheid en DNA methylatie niveaus bij het kind

1 Onderzoeksvragen

Epigenetische modificatie is onderzocht als een van de mechanismen die ten grondslag liggen aan het
effect van prenatale blootstelling aan stress, met bijzondere aandacht voor de glucocorticoidreceptor
NR3C1. Verschillende signaalmoleculen kunnen zich binden aan deze receptor, waaronder het
stresshormoon cortisol, dat essentieel is voor prenatale ontwikkelingsprocessen, maar ook sterk wordt
beinvloed door stress vanwege de activering van de HPA-as (94). Een aantal psychiatrische stoornissen
wordt toegeschreven aan ontregeling van de HPA-as, zoals depressie,(95) schizofrenie (96) en angst (97).
Epigenetische regulatie van de HPA-as via NR3Cl-methylering is uitgebreid bestudeerd (98-101),
waarbij prenatale stress bij de moeder geassocieerd is met NR3Cl-methylering bij het kind en
methylering van het NR3C1-gen bij het kind geassocieerd is met schadelijk gedrag bij het kind (102). Er
zijn echter zeer weinig integratieve studies die ook gedragsuitkomsten bij het kind onderzoeken in
relatie met deze epigenetische processen.

Insulin-like groeifactor 2 (IGF2) is een belangrijk hormoon dat de groei en ontwikkeling reguleert, vooral
prenataal, met inbegrip van neuronale groei en geheugenvorming (103). IGF2 expressie is inderdaad
lager bij kinderen die klein geboren worden voor de zwangerschapsduur (104), waarbij het lichaam en
de hersenen van het kind onderontwikkeld zijn bij de geboorte, wat mogelijk leidt tot verminderde
cognitieve functies in het latere leven (105). Ondanks het feit dat het een imprinted gene is, waarbij het
allel van de moeder epigenetisch gedeactiveerd wordt tijdens de ontwikkeling, is aangetoond dat het
methyleringsprofiel van IGF2 kan variéren van persoon tot persoon, ook bij gezonde individuen (106).
Methylering van IGF2 blijkt geassocieerd te zijn met het voorkomen van ADHD (107,108), en
blootstelling aan prenatale stress is in verband gebracht met IGF2-methyleringsniveaus bij de geboorte
(43,109,110). Tot nu toe is echter niet bekend hoe dit het gedrag van kinderen beinvioedt.

Cortisolniveaus kunnen van invloed zijn op methyleringsniveaus. In één onderzoek hadden kinderen van
moeders met PTSS een significante correlatie tussen bloedcortisol en NR3C1-methylering (111). In een
ander onderzoek medieerde NR3C2-methylering bij kinderen de associatie tussen prenatale depressieve
symptomen en speekselcortisol bij jongens (112). Omkeerbare, hogere methylering van NR3C1 bleek
geassocieerd te zijn met een verhoogde stressrespons bij de baby (113). De resultaten zijn echter niet
consistent wat betreft NR3C1 (114-116).

Om meer inzicht te krijgen in het effect van prenatale stress, onderzoekt deze studie de associatie van
maternale psychosociale factoren en cortisolniveaus tijdens de zwangerschap en de postpartumperiode
met de methylering van NR3C1 en IGF2/H19 bij moeders en hun baby's, en hoe deze laatste metingen
samenhangen met het gedrag van de nakomeling op de leeftijd van 4 - 6 maanden en 3 - 5 jaar.
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2 Methoden

2.1 Studiepopulatie

Deelneemsters van het Prenatal Early Life Stress (PELS) cohort werden gerekruteerd in het Sint-
Elisabethziekenhuis en 4 verloskundigenpraktijken in de buurt van Tilburg (Nederland), waar in totaal
190 zwangere vrouwen werden gerekruteerd tijdens de vroege zwangerschap. Na een introductie van
het onderzoek door de medische staf, lieten geinteresseerde deelnemers hun contactgegevens achter
voor de onderzoekers. De onderzoekers maakten dan een afspraak met de deelneemster voor een
eerste studiebezoek. Alle deelnemers gaven geinformeerde toestemming, in overeenstemming met de
Verklaring van Helsinki. Deelnemers rapporteerden informatie over geboortedatum, werk,
opleidingsniveau, etc. in een algemene vragenlijst aan het begin van het onderzoek. Psychosociale
factoren.

Het onderzoek bestond uit zes opeenvolgende meetmomenten, T1 tot T6 genoemd, waarvan de eerste
drie plaatsvonden tijdens de zwangerschap en de laatste drie na de geboorte van de baby's. Deelnemers
konden kiezen tussen een vragenlijst op papier en potlood of een elektronische versie. Sessies T1 tot T3
vonden meestal plaats bij de deelnemers thuis, tenzij de deelnemer liever ergens anders afsprak,
bijvoorbeeld op het werk, bij haar ouders thuis of in het Babylab van Tilburg University. Alle postpartum
metingen vonden plaats in het Tilburg University Babylab. Via verloskundigen en ziekenhuis-
verpleegkundigen, en het raadplegen van medische dossiers, werd ook informatie over de bevalling
verzameld. In dit onderzoek zijn metingen gebruikt van tijdstippen T2, T4 en T6, die respectievelijk
overeenkomen met een zwangerschapsduur van 16 - 23 weken, een leeftijd van 4 - 6 maanden en een
leeftijd van 3 - 5 jaar. 152 moeder-kind paren namen deel op T4, waar biologische stalen werden
genomen van de moeder (als de moeder weigerde bloed te laten afnemen, werd in plaats daarvan een
speekselstaal genomen; bloedstalen: n = 128, speekselstalen: n = 24) en de baby. Uit de stalen werd
DNA geéxtraheerd en bewaard bij -80°C tot het moment van analyse. Op T6 werden gedrags- en
temperamentmetingen bij het kind uitgevoerd.

2.2 Psychosociale factoren

Maternale zelf gerapporteerde toestandsangst werd gemeten op T2, wat overeenkomt met de
zwangerschapsduur van de baby van 16-23 weken, met behulp van de Nederlandse versie van de
Spielberger State - Trait Anxiety Inventory (117) die 20 items voor toestandsangst en 20 items voor trait
anxiety bevat. Alle items werden gescoord van 1 tot 4 (1 = helemaal niet, 4 = heel erg).

Maternale zelf gerapporteerde depressieve symptomen werden gemeten met de Edinburgh Postnatal
Depression Scale (EDS) op T2, een vragenlijst ontwikkeld door Cox et al. (1987) (51) om moeders te
screenen op depressieve symptomen tijdens de zwangerschap en de postnatale periode. De vragenlijst
bestaat uit 10 items met een score van 0 tot 3 over depressieve symptomen waarvan een somscore kan
worden berekend voor de algehele depressieve symptomen.
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2.3 Werkgerelateerde factoren

Deelnemers vulden de Copenhagen Psychosocial Questionnaire (COPSOQ) tijdens T2. De resultaten van
deze vragenlijst werden gebruikt om psychosociaal welzijn te bepalen met betrekking tot verschillende
werkgerelateerde domeinen. (52) Daarnaast werd de Effort-Reward Imbalance Questionnaire (ERI-Q)
(53) gebruikt om de scores voor onbalans tussen inspanning en beloning voor alle deelnemers te
bepalen. Zes gebieden met betrekking tot de inspanning of belasting van het werk werden onderzocht,
met ja/nee vragen zoals 'lk moet vaak overwerken'. Als het antwoord 'ja' was, werd een vervolgschaal
van 1 - 5 voor de intensiteit verstrekt, gaande van 'Weinig tot geen inspanning' tot 'Zeer grote
inspanning/belasting'. Beloning werd gemeten op het gebied van waardering, betaling en
werkzekerheid, met vragen als 'lk krijg de waardering die ik verdien van mijn collega's'. Als het antwoord
'nee' was op een positieve vraag, zoals in het voorbeeld, of 'ja' op een negatieve vraag, werd de
deelnemer gevraagd om met behulp van de schaal van 1 - 5 de mate aan te geven. De ERI (Effort-Reward
ratio) werd berekend door inspanning/beloning x correctiefactor, waarbij de correctiefactor werd
gebruikt om te corrigeren voor het verschillende aantal vragen in het inspannings- en beloningsgedeelte
van de vragenlijst.

24 Gedrag en ontwikkeling

Het temperament van de baby werd door de moeder gerapporteerd met behulp van de korte versie van
de herziene Infant Behaviour Questionnaire (IBQ-R) (54,55,57) op T4, 4 - 6 maanden oud, in het
Nederlands. De korte versie van de IBQ-R meet het temperament van baby's aan de hand van 37 items
over de frequentie van bepaald gedrag in specifieke situaties (spelen, in bad gaan, etc.) in de voorgaande
week (bv. 'Hoe vaak glimlachte de baby toen hij in bad werd gedaan?'). ltems worden gescoord op een
zevenpunts Likert-schaal (1 = nooit, 7 = altijd). Een tweede orde factoranalyse op de scores van de
subschalen van de originele IBQ-R (lange versie) resulteerde in de volgende drie brede dimensies die
ook worden gebruikt voor de korte versie van de IBQ-R: levendigheid (13 items), negatieve affectiviteit
(12 items) en oriéntatie/regulatie (13 items). Levendigheid/extraversie wordt gedefinieerd als een
combinatie van lage verlegenheid en hoge benaderingsbereidheid (bv. 'Tijdens een kiekeboe spel, hoe
vaak glimlachte de baby?') en is gekoppeld aan de persoonlijkheidskenmerken 'aangenaamheid' en
'extraversie'. Negatieve affectiviteit wordt gedefinieerd als de neiging van een nakomeling om negatieve
gevoelens te ervaren (bv. "Hoe vaak maakte de baby zich druk of protesteerde hij/zij toen hij/zij op de
rug werd gelegd?") en wordt in verband gebracht met neuroticisme en negatieve emotionaliteit bij
volwassenen. Tot slot is oriéntatie/regulatie gedefinieerd als de neiging van een baby om zichzelf te
reguleren en is het gekoppeld aan plezier met een lage intensiteit (bv. 'Als de baby rustig speelde met
eenvan zijn/haar favoriete speeltjes, hoe vaak toonde hij/zij dan plezier?') en de duur van het oriénteren
(bv. 'Hoe vaak heeft de baby de afgelopen week 5 minuten of langer naar een mobiel, wiegbumper of
foto gestaard?') en is het gekoppeld aan het persoonlijkheidskenmerk 'consciéntieusheid'. In onze
steekproef vertoonden de IBQ-R subschalen een goede interne consistentie op alle schalen (Cronbach's
o = tussen .70 en .90).

Op T6 (3 - 5 jaar) werd de korte versie van de Children's Behaviour Questionnaire (CBQ-R) van Putnam
en Rothbart gebruikt (118), die schalen heeft die vergelijkbaar zijn met de IBQ-R. De schaalverschillen
tussen de IBQ-R en de CBQ-R zijn het hernoemen van schalen voor de oudere leeftijdsgroep ("duur van
oriénteren" naar "aandacht richten" en "snelheid van naderen" naar "positieve anticipatie"), het
verwijderen van schalen in de CBQ-R ("affiliatie/aanhaligheid") en het toevoegen van schalen in de CBQ-
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R ("ongemak", "impulsiviteit", "remmende controle" en "verlegenheid"). De korte versie van de CBQ-R
bevat 36 items met uitspraken over het kind, waarbij de moeder de geschiktheid beoordeelt op een
zevenpunts Likert-schaal, gaande van 1 (extreem onwaar) tot 7 (extreem waar). Net als de IBQ-R bevat
de CBQ-R drie brede dimensies, namelijk levendigheid/extraversie, negatieve affectiviteit en effortful
control, waarbij de laatste hetzelfde is als reguleren/oriénteren in de IBQ, maar met de toegevoegde
mogelijkheid voor het kind om de focus te verleggen en vooruit te plannen. Voorbeelden voor elke
dimensie zijn "mijn kind gaat graag van hoge glijbanen of andere avontuurlijke activiteiten", "mijn kind
wordt boos als hij iets niet kan vinden waarmee hij wil spelen" en "mijn kind benadert plaatsen waarvan

hem verteld is dat ze gevaarlijk zijn langzaam en voorzichtig".

2.5 DNA-methylering

Met behulp van 600 ng geéxtraheerd totaal genomisch DNA, werd mtDNA gelineariseerd met BamHI
enzym (Thermo Fisher Scientific, Geel, Belgié) en bisulfiet behandeld met behulp van de EZ-96 DNA
methylation Gold kit (Zymo Research, Orange, USA) volgens de instructies van de fabrikant.

Methyleringsniveaus op meerdere CpG-plaatsen in 4 NR3Cl-promotoramplicons en één IGF2/H19-
genclusteramplicon werden bepaald. Er werd gekozen om dezelfde CpG sites te onderzoeken die in een
vorige studie van het Steunpunt Welzijn, Volksgezondheid en Gezin ook onderzocht werden
(Onderzoeksproject EF56: Onderzoek naar het effect van veerkracht in de perinatale periode).
Voorafgaand aan pyrosequencing werden de regio's van interesse geamplificeerd door PCR met
PyroMark PCR-kits (Qiagen Inc., Venlo, Nederland) in een thermisch cyclisch apparaat (C1000 Thermal
Cycler, Bio-Rad Laboratories, Temse, Belgié). Geamplificeerde PCR-producten werden gesequeneerd
door pyrosequencing met behulp van het PyroMark Q48 Autoprep systeem (Qiagen, Inc., Venlo,
Nederland). De mate van methylering werd gedefinieerd als het percentage gemethyleerde cytosines
ten opzichte van de som van gemethyleerde en niet-gemethyleerde cytosines. De resultaten werden
gecorrigeerd voor variantie tussen de runs door IRC's (inter-run controlestalen) op elke schijf op te
nemen en de gemeten waarden te corrigeren met behulp van ratio's die werden verkregen door het
geometrische gemiddelde van de IRC's over alle schijven te delen door elke IRC per schijf (d.w.z. als de
IRC lager was dan gemiddeld, was de ratio >1 en namen de methyleringspercentages licht toe). IRC-
correctieratio's varieerden tussen 0.90 en 1.10. De efficiéntie van het bisulfietomzettingsproces werd
beoordeeld aan de hand van niet-CpG cytosineresten binnen de te analyseren sequentie. Alle
pyrogrammen werden visueel geinspecteerd op mogelijke afwijkingen in het signaal die de uiteindelijke
methyleringswaarden zouden kunnen beinvloeden. Stalen die niet voldeden aan de pyrosequencing
kwaliteitscontrole werden uitgesloten van de analyses.

2.6 Statistische analyse

Alle statistische analyses werden uitgevoerd met R versie 4.0.2 (R Core Team, Wenen, Oostenrijk). Om
vertekening door ontbrekende gegevens te voorkomen, voerden we meervoudige imputatie uit met
behulp van een voorspellende gemiddelde matchingsprocedure met behulp van het “mice” pakket voor
R (119). Alle variabelen werden gebruikt voor de analyses (inclusief de onafhankelijke variabelen
waargenomen impact van levensgebeurtenissen en dagelijkse problemen en covariabelen: geslacht van
de deelnemer, leeftijd, opleiding en rookstatus), behalve de DNA-methyleringswaarden. In totaal
werden 105 datasets gegenereerd met een maximum van 20 iteraties. Daarna werden de geimputeerde
datasets samengevoegd met behulp van de functie merge_imputations uit het “sjmisc” R-pakket (61),
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wat resulteerde in de dataset voor verdere analyses. Voor de waargenomen impact van
levensgebeurtenissen hadden we 15 deelnemers met ontbrekende gegevens (17.4%), terwijl we voor
de waargenomen impact van dagelijkse beslommeringen 7 deelnemers hadden met ontbrekende
gegevens (8.1%). DNA-methylering was beschikbaar voor alle verzamelde stalen en werd daarom niet
meegenomen in de imputatie.

Met behulp van lineaire mixed effect modelanalyse maakten we één model per geanalyseerd amplicon.
We beschouwden elke CpG-positie van één gen en testten de associaties tussen gen-specifieke DNA-
methylering van de baby op de leeftijd van 4 - 6 maanden en de blootstelling van belang (geestelijke
gezondheid van de moeder, werkgerelateerde factoren en beschermende factoren en gedrag van het
kind op de leeftijd van 4 - 6 maanden of 3 - 5 jaar). Alle lineaire gemengde modellen werden gemaakt
met behulp van de pakketten Ime4 en ImerTest (120). De hoofdmodellen bevatten de blootstelling van
belang en CpG-locatie als vaste effecten. Willekeurige intercepts werden opgenomen voor individuen.
Alle modellen werden aangepast voor leeftijd van de moeder, opleidingsniveau, BMI en geslacht en
leeftijd van het kind ten tijde van de steekproef, waarbij opleidingsniveau werd gedefinieerd als laag
(minder dan een middelbare schooldiploma), gemiddeld (alleen een middelbare schooldiploma) of hoog
(hogeschool of universiteit).

3 Resultaten

3.1 Studiepopulatie

De beschrijvende statistieken van de onderzoekspopulatie zijn samengevat in tabel 1. De studie bestond
uit 152 moeder-kind paren, waarbij de moeders een gemiddelde leeftijd hadden van 31.6 jaar (SD: +-
4.4) op T4, wat overeenkomt met baby's van 4 - 6 maanden. De meeste moeders hadden een diploma
middelbaar onderwijs (hogeschool of universiteit; n = 122), terwijl 68 deelnemers alleen een diploma
lager onderwijs (middelbare school) hadden. De meeste deelnemende moeders waren getrouwd of
woonden samen met hun partner (n = 150), terwijl een klein deel alleenstaand was (n = 2). De
gemiddelde BMI van de moeder was 24.1 (+- 4.0).

In de leeftijd van 3-5 jaar werden gegevens over het gedrag van kinderen (CBQ) verkregen voor 113
kinderen (deelnamepercentage = 73.9%). De kenmerken van de onderzoekspopulatie verschilden niet
significant tussen de steekproef bij de geboorte versus bij de follow-up (zoals beoordeeld met de t-test
van de student of de Chi kwadraattest, naargelang het geval).
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3.2 NR3C1 Methylatie

Absolute DNA-methylering niveaus op vier verschillende amplicons op de promotorregio van het
glucocorticoidreceptor gen (NR3C1) werden onderzocht bij zowel moeders als hun baby's, 4-6 maanden
na de geboorte. Verder zagen we dat NR3C1 methylering niveaus van moeder en kind (gemeten in bloed
voor moeders, buccale cellen voor de baby) gecorreleerd waren (r = 0.26, p < 0.01).

Maternale werkgerelateerde fysieke eisen tijdens de zwangerschap (op tijdstip T2) waren geassocieerd
met DNA-methylering van baby op NR3C1 Amplicon #1 (figuur 5).

Figuur 5 Associaties tussen baby NR3C1 methylatie en maternale werkgerelateerde fysieke eisen.
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Voor een IQR toename in de fysieke eisen schaal, waren absolute methylering niveaus op de eerste CpG
site 2.59% hoger (95%Cl: +1.04% tot +4.15%). Vergelijkbare verhogingen werden waargenomen op de
andere 2 CpG sites, maar deze waren niet significant op 95% betrouwbaarheidsniveau. Er waren geen
andere werkgerelateerde factoren geassocieerd met NR3C1 methylering patronen bij kinderen. Verder
zagen we geen associaties tussen indicatoren van de mentale toestand van de moeder (stress, angst,
depressieve symptomen) of potentiéle beschermende factoren (tevredenheid met hobby's en sociaal
leven) tijdens de zwangerschap en NR3C1-methyleringspatronen bij baby van 4 - 6 maanden (p > 0.05).

We zagen geen associaties tussen cortisol in het haar van de moeder en DNA-methylering niveaus op
een van de vier NR3C1l-amplicons (p > 0.10).

Levendigheid gedrag van baby's (4 - 6 maanden oud) was geassocieerd met absolute DNA-methylering
niveaus op NR3Cl-amplicon #1 (figuur 6). Voor een IQR toename in de score van het kind voor
overspannen gedrag, stegen de absolute DNA-methylering niveaus op de eerste CpG-site op Amplicon
#1 met +1.63% (95%Cl: +0.48% tot +1.63%).
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Figuur 6 Associaties tussen baby NR3C1 (Amplicon #1) methylatie en levendigheid gedrag (IBQ-R
levendigheid).
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3.3 IGF2/H19 Methylatie

Absolute DNA-methylering niveaus op één amplicon van het IGF2/H19-gencluster werden onderzocht.
We zagen dat IGF2/H19 methylering niveaus van moeder en kind (gemeten in bloed voor moeders,
mondcellen voor baby) gecorreleerd waren (r = 0.29, p < 0.01).

Methylering niveaus op dit amplicon waren niet geassocieerd met de mentale toestand van de moeder,
beschermende factoren, werkgerelateerde factoren, gedrags- of ontwikkelingsresultaten van het kind
(p > 0.05). Verder zagen we geen associaties tussen cortisol in het haar van de moeder en DNA-
methylering niveaus op het IGF2/H19-amplicon (p > 0.10). We zagen echter wel dat, in tegenstelling tot
NR3C1, de methylering niveaus op het IGF2/H19-gencluster niet normaal verdeeld waren. De
methylering waarden lijken te clusteren in 3 verschillende niveaus op dit amplicon: hoog gemethyleerd
(>60%), gemiddeld gemethyleerd (30%-60%) en laag gemethyleerd (<30%) (Figuur 7). Bij het indelen van
de stalen in deze categorieén zagen we dat baby’s met hoog gemethyleerd IGF2/H19-amplicons
significant ouder waren (gemiddelde leeftijd = 123 dagen) op het moment dat het staal werd genomen
in vergelijking met kinderen met gemiddeld gemethyleerde amplicons (p <0,01, gemiddelde leeftijd =
114 dagen). Op dezelfde manier waren kinderen in de categorie ‘laag gemethyleerde amplicons
significant’ jonger (gemiddelde leeftijd = 108 dagen) in vergelijking met de groep kinderen met
gemiddeld gemethyleerde amplicons (p < 0.01, gemiddelde leeftijd = 114 dagen).
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Figuur 7 Verdeling van de methylatie niveaus op de verschillende CpG sites van het IGF2/H19
amplicon.
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4 Discussie

In deze studie onderzochten we DNA methylatie in moeder-kind paren, in relatie met prenatale stress.
We hebben de volgende belangrijke bevindingen: i) maternale bloed methylering niveaus van zowel de
NR3C1 promotor regio en IGF2/H19 ICR correleerden positief met die van hun baby op de leeftijd van 4
- 6 maanden. ii) maternale werkgerelateerde fysieke eisen tijdens de zwangerschap bleken positief
geassocieerd met NR3C1 methylering bij de baby op 4 - 6 maanden, iii) NR3C1 methylering bij de baby
was significant en positief geassocieerd met levendigheid-gedrag van baby op de leeftijd van 4 - 6
maanden, maar was niet gerelateerd aan gedragsuitkomsten op de leeftijd van 3 - 5 jaar. iv) IGF2/H19
methylering in mondcellen van de baby bleek zich te clusteren in lage, gemiddelde en hoge methylering
niveaus, die werden bepaald door de leeftijd van de baby, maar die niet samenhingen met
stressfactoren van de moeder, werkgerelateerde factoren of gedragsuitkomsten die in deze studie
werden onderzocht en v) prenataal cortisol bleek negatief samen te hangen met negatief affect bij de
baby op de leeftijd van 4 tot 6 maanden.

Hoewel werkstress geassocieerd blijkt te zijn met verschillende methylering patronen van NR3C1 (121),
is er zover wij weten geen onderzoek gedaan naar de invloed van werkgerelateerde factoren op de
methylering niveaus bij het kind. Ook zijn er geen studies gevonden die NR3C1-methylering in verband

brachten met de stress van kinderen, waardoor onze bevindingen zeer nieuw zijn. Dit werd echter niet
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gevonden op de leeftijd van 3-5 jaar. Dit zou kunnen worden verklaard door de snelle methylering
veranderingen tijdens het vroege leven en de kindertijd in vergelijking met de volwassenheid (123).

Voor zover wij weten, heeft geen enkele studie eerder een clustereffect van IGF2-methyleringsniveaus
aangetoond. Wel hebben studies IGF2/H19 methylering onderzocht bij de geboorte en tot de leeftijd
van 12 jaar later, met inconsistente resultaten (108,123-125). Drie van de studies vonden geen
significant verschil (123-125), maar ze hadden allemaal een studiepopulatie van ongeveer 30
deelnemers. Rijlaarsdam et al. (108) vonden een significante afname in IGF2 methylering op de leeftijd
van 7 jaar, met een studiepopulatie van 164. Hoewel het een kwestie van steekproefgrootte kan zijn,
vonden we in onze studie nog steeds een toename in IGF2 methylering vanaf de leeftijd van 4 maanden
tot 6 maanden, in tegenstelling tot de bevindingen van Rijlaarsdam et al. 2016. We kunnen echter
mogelijke veranderingen in het methylering profiel na 6 maanden niet uitsluiten. De dynamiek van IGF2-
methylering moet verder worden onderzocht, vooral omdat is aangetoond dat het geassocieerd is met
hippocampusvolume (126) en puberteit (127).

Hyper-methylering van NR3C1 blijkt geassocieerd te zijn met gedrag bij baby en kinderen, zoals
internaliserende (128) en externaliserende (129) gedragsproblemen op de leeftijd van 4-9 jaar, lagere
sociaal-emotionele scores op de leeftijd van 6 en 18 maanden (130) en verhoogde angstigheid bij
vrouwelijke baby’s van 5 maanden (131). Daarentegen blijkt hypo-methylering bij volwassenen
geassocieerd te zijn met depressieve stoornissen (132), posttraumatische stressstoornis, chronisch
vermoeidheidssyndroom en ook externaliserende stoornissen (133). Prenatale blootstelling die de
methylering niveaus van NR3C1 bij kinderen beinvloedt, kan daarom langdurige gevolgen hebben voor
het kind en moet nader worden onderzocht.

Deze studie had verschillende belangrijke voordelen in vergelijking met bestaande literatuur over dit
onderwerp. Ten eerste onderzochten we een breed scala aan potentiéle factoren, waaronder
stressfactoren bij de moeder, werkgerelateerde factoren, mogelijk beschermende factoren en
verschillende gedrags- en ontwikkelingsresultaten voor het kind. Deze studie heeft echter ook
beperkingen. We zagen geen associaties tussen de mentale toestand van de moeder en DNA-
methylering bij de baby op de leeftijd van 4-6 maanden. Dit kan worden verklaard door het feit dat onze
studiepopulatie voornamelijk bestond uit gezonde moeders, met niet veel variatie in mentale toestand
(in het bijzonder een ondervertegenwoordiging van uitgesproken negatieve mentale toestand in de
steekproef). Bovendien waren we alleen in staat om moeders met een relatief hoog opleidingsniveau te
includeren, die mogelijk niet representatief zijn voor de bredere algemene bevolking, waardoor onze
mogelijkheid om onze bevindingen te generaliseren beperkt is.

In dit onderzoek werd gevonden dat maternale werkgerelateerde fysieke belasting tijdens de
zwangerschap positief geassocieerd was met NR3Cl-methylering van het kind, en dat NR3C1-
methylering van de baby positief geassocieerd was met levendigheid-gedrag van de baby. IGF2/H19
methylering bleek samen te hangen met de leeftijd van de baby, maar was niet geassocieerd met
psychosociale of gedragstests.
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Beleidsaanbevelingen

Telomeren, beschermende nucleoproteinestructuren aan het einde van chromosomen, zijn moleculaire
merkers voor biologische veroudering en ziektegevoeligheid. De beleidsrelevantie van deze studies is
mede gebaseerd op de bevinding dat telomeerlengte vroeg in het leven de belangrijkste voorspeller
blijft voor telomeerlengte later in het leven (134). Dit is een belangrijk gegeven dat de waarde
onderstreept van de Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) hypothese.

Het concept van Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) benadrukt de cruciale rol van
de vroege levensfase in het bepalen van de gezondheid gedurende de levensloop. Onderzoek binnen
DOHaD richt zich op het begrijpen van hoe blootstellingen aan omgevingsfactoren, vooral tijdens de
prenatale en vroege postnatale periode, invloed kunnen hebben op de latere gezondheid van
individuen. De geintegreerde aanpak van DOHaD onderstreept het belang van het bestuderen van zowel
genetische als omgevingsinvloeden, en hoe deze interacties bepalend kunnen zijn voor de ontwikkeling
van ziekten op latere leeftijd.

In het specifieke geval van onderzoek naar telomeerlengte binnen het DOHaD-kader wordt het duidelijk
dat telomeerlengte, als een indicator van biologische veroudering, een waardevolle merker is voor het
begrijpen van hoe levensomstandigheden tijdens het vroege leven (van bij de conceptie tot en met de
eerste levensjaren) gezondheidstrajecten kunnen beinvloeden. Deze benadering is van bijzonder belang
en onderstreept het belang van het nemen van beleidsmaatregelen die gericht zijn op het bevorderen
van gezonde zwangerschappen, het minimaliseren van stressfactoren en het ondersteunen van ouders
tijdens de cruciale periode van de vroege kindertijd.

Door middel van de integratie van DOHaD-principes in beleidsvorming kunnen we doelgerichte
strategieén ontwikkelen die niet alleen de gezondheid van individuen verbeteren maar ook bijdragen
aan de preventie van chronische ziekten op populatieniveau. Met deze bredere DOHaD-context streven
we naar een geintegreerde benadering van beleidsvorming die de bevindingen van het biologisch
onderzoek vertaalt naar concrete maatregelen ter ondersteuning van de gezondheid en ontwikkeling
van de huidige en toekomstige generaties.

Belangrijkste Bevindingen en Beleidsimplicaties:
1. Vroege Invioed van Maternale Werkgerelateerde Factoren op Telomeerlengte:

e De balans tussen inspanning en beloning op het werk van de moeder tijdens de
zwangerschap is geassocieerd met telomeerlengte bij de pasgeborenen. Een minder
goede balans hangt samen met kortere telomeren bij het kind.

e Beleidsaanbeveling: Implementeer voorlichtingsprogramma's en ondersteunings-
mechanismen voor zwangere vrouwen om stressniveaus te verminderen, wat
mogelijk de gezondheid van hun kinderen op lange termijn ten goede komt. Deze
studie toonde aan dat de balans tussen inspanning en beloning op het werk ook een
invloed heeft op de gezondheid van het kind. Er moet dus ook gekeken worden naar
interventies die gericht zijn op het verbeteren van de werksituaties van
beroepsactieve zwangere vrouwen.
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2. Telomeerlengte als Voorspeller van Gedragsuitkomsten:

Telomeerlengte van het kind bij de geboorte is geassocieerd met het gedrag van het
kind zowel in de postnatale periode als in de vroege kindertijd.

Beleidsaanbeveling: Telomeerlengte kan in dit kader niet gebruikt worden als
screeningstool, daarvoor is de merker niet specifiek genoeg. Het is immers belangrijk
om te benadrukken dat diverse factoren zoals genetische predispositie,
omgevingsinvloeden, en individuele variaties allemaal bijdragen aan de complexiteit
van deze relatie. Dit onderzoek helpt wel bij het begrijpen van de onderliggende
mechanismen die ten grondslag liggen aan de relatie tussen telomeerlengte en
gedrag, hetgeen zeer belangrijk is om op termijn (met aanvullende wetenschappelijke
kennis) tot meer causale interpretaties te kunnen komen.

3. Prenatale Maternale Cortisolniveaus en Gedrag van het kind:

Maternale cortisolniveaus tijdens de zwangerschap zijn geassocieerd met het gedrag
van het kind.

Beleidsaanbeveling: Ondersteun interdisciplinaire programma’s en zorgtrajecten
voor (mentale) gezondheidsmonitoring tijdens de zwangerschap, en bied
psychosociale ondersteuning aan zwangere vrouwen die het nodig hebben om
chronische stress te vermijden (en dus cortisolniveaus te beheersen).

Besluit: Het begrijpen van de biologische mechanismen die ten grondslag liggen aan vroege levens-

omstandigheden en hun impact op telomeerlengte biedt waardevolle inzichten voor het vormgeven van

beleid gericht op het verbeteren van de gezondheid en welzijn van de huidige en toekomstige

generaties. De resultaten van deze studies dragen bij aan deze kennis. Ze benadrukken ook nogmaals

het potentieel om, via interventies gericht op het vroege leven, tot op biologisch moleculair niveau de

gezondheid van toekomstige generaties te verbeteren.
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