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SAMENVATTING

Veranderingen in de samenstelling van het menselijke microbioom — de verzameling van alle micro-organis-

men in en op ons lichaam — worden in verband gebracht met verschillende inflammatoire en (auto)immuun-
ziekten. Hoewel de precieze rol van het microbioom bij het ontstaan en beloop van deze ziekten nog niet
geheel duidelijk is, beginnen we steeds meer te begrijpen over de complexe interacties tussen de microben
en hun gastheer en het belang hiervan voor de ontwikkeling en homeostase van hetimmuunsysteem.

Dit artikel beschrijft de huidige kennis over deze gastheer-microbe-interacties en de rol van verstoringen
in het microbioom bij het ontstaan van ontstekingsziekten, in het bijzonder allergie en astma.
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SUMMARY

Perturbations in the human microbiota composition, the collection of microorganisms in and on the body, have

been linked to various inflammatory and (auto)immune diseases. Although the exact role of the microbiome in the

etiology and progression of many of these diseases is still largely unclear, our understanding on the complex host-

microbe interactions and their impact on the development and homeostasis of our immune system is steadily

increasing. This article summarizes the current knowledge on these host-microbe interactions as well as the role

of microbiome perturbations in the onset of inflammatory diseases with a specific focus on allergies and asthma.

INLEIDING

Het menselijk lichaam herbergt een complex ecosysteem
van biljoenenbacterién die samen met archaea (naast bacte-
rién een apart domein van eencellige prokaryoten), virussen,
gisten en schimmels het ‘'microbioom’ vormen. De huid,
luchtwegen en urogenitaal stelsel herbergen alle hun eigen
microbioom, maar veruit de meeste micro-organismen be-
vinden zich in het maagdarmkanaal. Dit darmmicrobioom
speelt niet alleen een belangrijke rol in de spijsvertering en
synthese van essentiéle vitamines, maar ook in de bescher-
ming tegen binnendringende ziekteverwekkers en de ont-
wikkeling en homeostase van het immuunsysteem. De eer-
ste levensjaren zijn hierbij een cruciale periode waarin
geleidelijk dit complexe ecosysteem van micro-organismen
tot stand komt. Dit is tevens de belangrijkste periode waarin
het microbioom de ontwikkeling van enterale mucosale
weefsels enimmuunsysteem stimuleert met zowel lokale als
systemische effecten tot gevolg.}?

In welvarende, geindustrialiseerde landenis de mate en diversi-
teit van microbiéle blootstelling sterk afgenomen. Hierdoor
wijkt de ontwikkeling van het menselijke darmmicrobioom sterk
afvan het microbioom van onze voorouders.** Dit heeft moge-
lijk mede bijgedragen aan de toename in allergieén en auto-
immuunziekten, zoals de 'oude vrienden'- of 'biodiversiteits-
hypothese' stelt.> Deze verfijning van de klassieke 'hygiéne-
hypothese' veronderstelt namelijk dat niet zozeer blootstelling
aan acute infecties, maar blootstelling aan micro-organismen
waarmee we zijn geévolueerd (‘oude vrienden') nodig is voor
een adequate ontwikkeling van het immuunsysteem. Het
betreft hier persisterende, subklinische infecties (zoals be-
paalde parasitaire worminfecties), maar bovenal ook de kolo-
nisatie van gunstige micro-organismen in het darmkanaal.®

ONTWIKKELING VAN HET

DARMMICROBIOOM EN VERSTORINGEN

DOOR LEEFSTITLVERANDERINGEN

Hoewel sommige onderzoeken anders suggereren, is er
vooralsnog onvoldoende wetenschappelik bewijs voor het
bestaan van een microbioom in een gezond foetaal milieu.”

Dit wil overigens niet zeggen dat prenatale microbiéle bloot-
stelling (0.a. via het maternale microbioom) geen rol speeltin
de immunologische ontwikkeling van de foetus. Integendeel,
dierstudies laten zien dat microbiéle componenten en meta-
bolieten overgedragen via de placenta een belangrijke rol
kunnen spelen onder meer via epigenetische imprinting.®

Microbiele kolonisatie van zuigelingen lijkt echter pas aan te
vangen zodra het amnionmembraan breekt. De manier van
bevalling is hierbij bepalend voor de bacteriesoorten die als
eerste arriveren, verlaagde aantallen bifidobacterién en de
nagenoeg volledige afwezigheid van Bacteroides bij kinderen
geboren via een keizersnede zijn kenmerkend voor het ge-
brek aan transmissie van maternale vaginale, maar vooral fe-
cale, bacterién. De microbiéle diversiteit neemt geleidelijk
toe en facultatief anaerobe bacterién, waaronder Enterobac-
teriaceae, streptokokken, stafylokokken, lactobacillen en en-
terokokken, worden gedurende de eerste weken tot maan-
den steeds verder teruggedrongen door obligaat anaeroben,
zoals bifidobacterién, Bacteroides, Veillonella en clostridia.®°
Het type zuigelingenvoeding speelt hierbij een cruciale rol.
Moedermelk bevat honderden verschillende, voor onze ei-
gen spijsverteringsenzymen onverteerbare, complexe melk-
suikers (oligosacchariden). Bifidobacterién zijn specialistenin
het benutten van deze oligosacchariden en domineren dan
ook de darmen van borstgevoede kinderen. Daarnaast bevat
moedermelk vele andere bioactieve componenten en leven-
de bacterién die van invloed zijn op het zich ontwikkelende
darmmicrobioom van zuigelingen. De introductie van vaste
voeding en het stoppen van zuigelingenvoeding zorgen voor
een afname van bifidobacterién en Veillonella, een verdere
toename van Bacteroides, terwijl Lachnospiraceae (0.a. Blautia
en Roseburia) en Ruminococcaceae (0.a. Faecalibacterium, Ru-
minococcus) uitgroeien tot dominante bacteriesoorten #t?
Veel van deze bacterién produceren korte-ketenvetzuren
(KKV's), waaronder boterzuur, en de concentratie van deze
metabolieten neemt dan ook sterk toe.'*!* Tot slot vestigen
sommige prokaryoten, waaronder de archea Methanobrevi-
bacterenbacteriesoorten Desulfovibrio, Bilophila en Christen-
senellaceae pas na de eerste levensjaren.’® Dit impliceert dat
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TABEL 1. Overzicht van verschillende omgevingsfactoren in de eerste levensjaren en specifieke darmbacterién die
geassocieerd zijn met de ontwikkeling van allergische ziekten.

Blootstelling

Darmbacterién

Risico

Keizersnede bevalling

| Bacteroides, bifidobacterién
t Stafylokokken, enterokokken, E. coli

t Astma, allergische rinitis®°
+/- Voedselallergie, eczeem

Huisdieren

t Peptostreptococcaceae, Oscillospira,
Ruminococcus
| Bifidobacterién

| Eczeem, allergische sensitisatie
+/- Astma, allergische rinitis?!?

Oudere broertjes/zusjes

t Bifidobacterién, lactobacillen,
corynebacterién

| Eczeem, allergische rinitis
+/- Astma?®

Perinataal antibioticumgebruik

| Bifidobacterién, lactobacillen, Bacteroides,
Veillonella, streptokokken
1 Proteobacterién, m.n. Enterobacteriaceae

+/- Voedselallergie, eczeem, allergische rinitis
t Astma®*?

Borstvoeding

t Bifidobacterién, stafylokokken, lactobacillen
| Enterobacteriaceae, Bacteroides, Clostridia

Tegenstrijdige resultaten —mede vanwege
methodologische problemen die het bestude-

ren van deze relatie lastig maken en de sterke
variatie in samenstelling van moedermelk.

Opgroeien op boerderij t Coprococcus, Roseburia

| Allergische sensitisatie, astma, allergische
rinitis, eczeem?®?’

Westerse voeding
Roseburia, faecalibacterién

1 Prevotella, Succinovibrio, bifidobacterién,

t Bacteroides, stafylokokken, proteobacterién

Meest overtuigend en consistent zijn de
bevindingen van een beschermend effect van
voedingsvezels op de ontwikkeling van allergie
en astma. Een westers voedingspatroon wordt
gekenmerkt door lage vezelinname.

de juiste niche voor deze soorten pas later wordt gevormd.
Veranderingen in leefstijl in de geindustrialiseerde wereld heb-
ben een overduidelijk effect gehad op het menselijke darmmi-
crobioom, met een verlies aan microbiéle diversiteit en verdwij-
nen van specifieke bacteriesoorten tot gevolg.''# Zoals eerder
aangegevenis eenkeizersnedebevalling eenklassiek voorbeeld
van de belemmering van overdracht van gunstige bacterie-
soorten, maar ook kleinere gezinsgroottes, verminderd con-
tact met de natuurlijke omgeving, het verlies van biodiversiteit
in diezelfde omgeving, alsmede de verminderde inname van
voedselgebonden bacterién als gevolg van de toenemende
consumptie van sterk bewerkt (fabrieks)voedsel, beperken alle
de transmissiekans van mogelijke 'oude vrienden'*®

Daarnaast zijn er factoren die een selectieve druk uitoefenen
op het darmmicrobioom. Hiertoe behoort het gebruik van
antibiotica en andere medicatie, maar ook het westerse voe-
dingspatroon (rijk aan dierlijke vetten, simpele suikers en arm
invezels) dat zorgt voor een verlaging in microbiéle diversiteit
en KKV-producerende bacteriesoorten (zie Tabel 1).

POSTNATALE ONTWIKKELING VAN HET
MUCOSALE IMMUUNSYSTEEM

Het mucosale imuunsysteem staat voor de belangrijke uitda-
ging om actief te reageren tegen pathogene micro-organis-
men, maar tegelijkertijd de commensale micro-organismen

en voedselantigenen te tolereren om zo ongewenste im-
muunreacties tegen deze onschadelijke antigenen te voor-
komen. Studies met kiemvrije dieren tonen aan hoe belangrijk
het microbioom is voor de ontwikkeling en training van dit
mucosale immuunsysteem. Kiemvrije dieren hebben een on-
derontwikkeld immuunsysteem met lagere productie van an-
timicrobiéle eiwitten, minder intra-epitheliale lymfocyten,
minder actieve Peyerse platen en lagere aantallen IgA-pro-
ducerende plasmacellen.? Introductie van microben in deze
kiemvrije dieren kan, zeker wanneer ditin de neonatale perio-
de gebeurt, een normale ontwikkeling van het gastro-intesti-
nale immuunsysteem herstellen.

Een goed ontwikkelde darmbarriere is een belangrijke eerste
verdedigingslijn en voorkomt overmatige microbiéle stimulering
van epitheel- enimmuuncellen. Deze darmbarriere wordt mede
gevormd door de occludensverbindingen ('tight junctions’) tus-
sen aangrenzende darmepitheelcellen, productie van een mu-
cuslaag door mucine-producerende Goblet-cellen, secretie van
antimicrobiéle eiwitten (defensines, cathelicidines) door Paneth-
en epitheelcellen en de productie van secretoir IgA. Microbiéele
kolonisatie speelt een belangrijke rol bij de ontwikkeling en regu-
latie van deze darmbarriere. Zo kan IL-18-secretie door epitheel-
cellen zowel direct door micro-organismen worden gestimu-
leerd, via stimulatie van patroonherkenningsreceptoren, als in-
direct door microbiéle metabolieten als boterzuur. IL-18 kan
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FIGUUR 1. Overzicht van belangrijke determinanten van het microbioom in de eerste levensjaren en van een aantal
manieren waarop het microbioom en microbiéle metabolieten het mucosale immuunsysteem beinvioeden.

AhR=aryl-hydrocarbonreceptor, B. fragilis=Bacteroides fragilis, DC=dendritische cellen, ILC-3=type 3 aangeboren lymfoide
cellen, KKV's=korte-ketenvetzuren, PSA=polysaccharide A, slgA=secretoir IgA.

vervolgens de barrierefunctie bevorderen door de productie
van antimicrobiéle eiwitten en mucus te stimuleren.?

Ook indol, een afbraakproduct van tryptofaan, stimuleert de
darmbarrierefunctie. Deze bacteriéle metaboliet activeert de
aryl-hydrocarbonreceptor met verhoogde IL-22 door type 3
aangeboren lymfoide cellen (ILC3), upregluatie van occludens
en claudins en verhoogde mucusproductie tot gevolg.?=°
Verder zijn er aanwijzingen dat bepaalde darmbacterién in
staat zijn om, net als het menselik lichaam, vitamine A en D
omte zettenin de actieve metabolietenretinoinezuur en cal-
citriol (1a,25-dihydroxyvitamine D3).31%2

Door binding aan de vitamine D- en retinoinezuurreceptoren
kunnen deze metabolieten de transcriptie van een breed
scalaaan genenbeinvioeden. Vitamine A en D bevorderende
barrierefunctie door de productie van antimicrobiéle eiwitten
en expressie van 'tight junctions' te stimuleren.**? De inter-
actie tussen vitamine A en D en het microbioom is complex
en bidirectioneel, aangezien deze vitamines op hun beurt ook
de samenstelling en diversiteit van het microbioom weer
kunnen beinvioeden.*!

Dendritische cellen enregulatoire T-cellen (Tregs) spelen een
belangrijke rol bij de ontwikkeling van immunologische tole-
rantie tegen onschadelijke antigenen. De ontwikkeling van
immunologische tolerantie op jonge leeftijd loopt parallel
met de ontwikkeling van de mucosale barriéres en microbiéle
kolonisatie van diezelfde mucosale weefsels. Verstoringenin
de ontwikkeling van het microbioom kunnen dan ook direct
van invloed zijn op de (inadequate) programmering van im-
munologische tolerantie en het ontstaan van allergieén en
auto-immuunziekten. Zo hebben vitamine A en D niet enkel
een positief effect op de barrierefunctie, maar ook op de ont-
wikkeling van immunologische tolerantie. De rol van retinoi-
nezuur in de ontwikkeling van Foxp3+ Tregs is welomschre-
ven. Daarnaast hebben verschillende studies laten zien dat
ook calcitriol een direct effect kan hebben op Tregs, maar
ook de maturatie van dendritische cellen kan remmen en
daarmee hun tolerogene eigenschappen behouden.*

Polysaccharide A (PSA) geproduceerd door de darmbacterie
Bacteroides fragilis is een goed voorbeeld van een microbiéle
structuur die Tregs kaninduceren. Verschillende studies hebben



aangetoond dat PSA, via TLR-2-afhankelijke activatie van plas-
macytoide dendritische cellen, IL-10-producerende Tregs kan
induceren en daardoor kan beschermen tegen verschillende
ontstekingsziekten.** Ook meerdere soorten Clostridium blijken
in staat de ontwikkeling van Foxp3+ Tregs te induceren, mogelijk
via de productie van KKV's.*> Dit zijn slechts enkele voorbeelden
van specifieke bacterién of bacteriéle producten die van invioed
zijn op het mucosale immuunsysteem, waarbij de resultaten
veelal afkomstig zijn van in-vitro- of dierexperimenteel onder-
zoek. Het wordt steeds duidelijker dat het microbioom als een
complex interactief netwerk opereert. Hoe dit geheel aan com-
plexe interacties tussen het microbioom en de gastheer pre-
cies van invloed is op de immunologische ontwikkeling en re-
gulatie in de mensis nog grotendeels onbekend (zie Figuur 1).

DE ROL VAN HET MICROBIOOM IN DE ONTWIK-
KELING VAN ALLERGIE EN ASTMA

Inadequate tolerantie-inductie leidt in het geval van type 1 al
lergische reacties tot een Th2-type immuunrespons, waarbij
B-cellen worden aangezet tot de productie van Igk. Deze IgE-
antilichamen binden vervolgens aan mestcellen en bij een vol-
gend contact met het allergeen zal ‘crosslinking’ van mestcel-
gebonden IgE plaatsvinden waarop mestcellen degranuleren.
Dit leidt uiteindelijk tot de klinische symptomen bij de patient.
Epidemiologische studies hebben de afgelopen jaren meer-
maals een associatie tussen het darmmicrobioom en allergi-
sche aandoeningen beschreven, waarbij longitudinale stu-
dies verder aantoonden dat verschillen in het microbioom
voorafgaan aan de eerste allergische symptomen. Ondanks
de heterogeniteit tussen studies in opzet, gebruikte microbi-
ele technieken, klinische uitkomsten en de uiteindelijke resul-
taten, krijgen we langzaam inzicht in een aantal consistente
patronen (zie Tabel 2). Een groot aantal studies vond namelijk
een verlaagde microbiéle diversiteit gedurende het eerste le-
vensjaar in relatie tot eczeem en allergische sensitisatie, ter-
wijl een dergelijk verband voor astma vaak afwezig bleek 3643
Daarnaast zijn er specifieke bacteriesoorten die verlaagd blij-
ken bijkinderen die later allergie ontwikkelenin vergelijking tot
kinderen die vrij blijven van allergische klachten. Het betreft
dan vooral KKV-producerende bacterién, waaronder Faecali-
bacterium (prausnitzii) en Anaerostipes, beide boterzuur-pro-
ducerende bacterién die geassocieerd zijn met een lager ri-
sico op voedselallergie, eczeem, piepen en astma.®*+* Ook
acetaat-producerende bacterién, zoals Lachnospira, lijken
het risico op allergische aandoeningen te verlagen.®#®

In lijn met deze bevindingen liet de PASTURE-studie zien dat
hogere concentraties van boter- en propionzuur in de ontlas-
ting van 1-jarige kinderen geassocieerd was met een lager ri-
sico op allergische sensitisatie, voedselallergie, hooikoorts
en astma op latere leeftijd.*®
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TABEL 2. Overzicht van darmbacterién die in meerdere
studies geassocieerd bleken met de ontwikkeling van
allergische ziekten.

Specifieke darmbacterién/ Risico

microbiéle diversiteit

Verlaagde microbiéle T  Eczeem?36:41-43

diversiteit t Allergische sensitisatig®’ %40
+/- Astma
Faecalibacterium (prausnitzii) | Voedselallergie®
| Eczeem®
l Astma?64749
Lachnospiraceae (o.a. | Voedselallergie*

Eczeem?®4®
l Astma®46:47

Anaersotipes, Lachnospira)

«—

Ruminococcus +/- Voedselallergie
}  Eczeem®
1 Astma?*?°
Bifidobacterién L Astma®’

Bifidobacterién zijn eveneens herhaaldelijk in verband ge-
bracht met bescherming tegen allergische sensitisatie en
klachten.?”*® Recentelijk werd aangetoond dat sommige
soorten bifidobacterién in staat zijn aromatische aminozu-
ren, waaronder tryptofaan, om te zetten in aromatische
melkzuren. Deze aromatische melkzuren stimuleren de
aryl-hydrocarbonreceptor, een belangrijke receptor in de re-
gulatie van darmhomeostase en immuunreacties.*®

Het meest overtuigende bewijs voor een causale rol van het
darmmicrobioom in de etiologie van allergische aandoenin-
gen komt van dierexperimenteel onderzoek. Kiemvrije dieren
vertonen overmatige IgE-productie en een ernstigere an-
afylaxe na orale sensitisatie dan conventionele dieren — een
fenomeen dat omkeerbaar is door toediening van een be-
perkt aantal bacteriesoorten.®® Ook het verstoren van het
microbioom door antibiotica in neonatale, maar niet in vol-
wassen, muizen resulteerde in hogere IgE-niveaus, verhoog-
de vatbaarheid voor allergische luchtwegklachten en ver-
laagde regulatoire T-cellenin de darmen.*!

Deze resultaten onderschrijven niet alleen het belang van mi-
crobiéle stimulatie in het vroege leven, maar ook de communi-
catie tussen de darmen en longen (de darm-long-as). Deze
darm-long-communicatie kan deels ook het beschermende
effect van opgroeien op een boerderij op de ontwikkeling van
astma verklaren. Depner et al. toonden aan dat blootstelling
aan de boerderij-omgeving leidde tot een meer volwassen mi-
crobioom bij 1-jarige kinderen. Deze snellere maturatie van het
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AANWITZINGEN VOOR DE
PRAKTIJK

B Microbiéle kolonisatie in het vroege leven
speelt een belangrijke rol bij de ontwikkeling
van zowel het aangeboren als verworven im-
muunsysteem.

B De rol van korte-ketenvetzuren in de ontwik-
keling van immunologische tolerantie onder-
streept het belang van een vezelrijk voedings-
patroon.

B Toediening van specifieke bacteriéle lysaten,
consortia van levende micro-organismen en/
of microbiéle metabolieten biedt kansen om
het immuunsysteem te versterken en daar-
mee de ontwikkeling van immuungemedieer-
de aandoeningen te voorkomen.

microbioom, gekenmerkt door hogere aantallen van de boter-
zuur-producerende Roseburia en Coprococcus, kon een groot
deel van het beschermende effect op astma verklaren.?
Microbiéle metabolieten, zoals de KKV's, spelen dus waar-
schijnlijk een belangrijke rol in deze communicatie, hetgeen
verder wordt bevestigd door dierexperimentele studies. Zo
toonden Thorburn et al. in een muismodel aan dat orale toe-
diening van azijnzuur tot vermindering van de allergische ont-
stekingsreactie in de luchtwegen leidt.>* Hierbij bleek azijnzuur
het aantal en de functie van regulatoire T-cellen te bevorde-
ren via epigenetische veranderingenin de foxp3-promotor.

CONCLUSIE

De afgelopen jaren heeft het onderzoek naar de complexe in-
teracties tussen het darmmicrobioom en het immuunsys-
teemtot vele nieuwe inzichten geleid. Ondanks dat er ook nog
vele vragen en uitdagingen zijn, is het belang van het microbi-
oom in de ontwikkeling van het mucosale immuunsysteem
inmiddels overduidelijk. In welke mate de veranderingenin het
darmmicrobioom als gevolg van verminderde microbiéle
blootstelling (aan 'oude vrienden') heeft bijgedragen aan de
toename in allergieén en auto-immuunziekten staat nog min-
der overtuigend vast. Dierexperimenteel onderzoek onder-
steunt deze relatie en heeft verschillende mechanismen ont-
rafeld die de invloed van specifieke bacterién en bacteriéle
metabolieten op de ontwikkeling van immunologische tole-
rantie verklaren. Humaan onderzoek is vooralsnog voorna-
melijk observationeel en beperkt zich meestal tot het karak-

teriseren van de samenstelling van de microbiota. Het
integreren van andere '-omics'-technieken (‘'metabolomics’,
'metaproteomics’, 'single-cell transcriptomics') in toekomstig
onderzoek kan bijdragen om de complexe interacties tussen
het microbioom en hetimmuunsysteem verder te ontrafelen.
Bovendien kunnen de inzichten die tot dusver zijn verkregen
over de rol van specifieke bacterién en bacteriéle metabolie-
ten bijdragen aan het ontwikkelen van interventiestrategieén
gebaseerd op basis van bewijs, bijvoorbeeld in de vorm van
toediening van specifieke bacteriéle lysaten, consortia van
levende micro-organismen, metabolieten als KKV's of con-
tact met (een divers microbioom) in de natuurlijke leefomge-
ving. Enkel op deze manier kunnen we een oorzakelijk ver-
band vaststellen en de mogelijke gevolgen van het gemis aan
onze 'oude vrienden' herstellen.
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