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Samenvatting

Hart- en vaatziekten vormen de belangrijkste doodsoorzaak in de westerse wereld. 

oor een groot deel is dit het gevolg van een sterke vernauwing van de bloedvaten 

derverkalking), bekend onder de term “atherosclerose”. Bij deze aandoening vormen zich 

ogenaamde plaques (opeenhopingen van cholesterol en cel materiaal) onder de 

eschermende laag van endotheelcellen aan de binnenkant van bloedvaten. De voornaamste 

ctoren die de kans op het ontstaan van atherosclerose verhogen zijn weinig beweging, hoge 

loeddruk, een hoge bloedsuiker spiegel en een hoog cholesterol gehalte.

Atherosclerose blijkt veel minder voor te komen in vrouwen voor de menopauze, in 

ergelijking met mannen van dezelfde leeftijd. Opmerkelijk is dat na de menopauze de 

cidentie van atherosclerose in vrouwen sterk stijgt. Deze stijging loopt parallel met 

etabole veranderingen, zoals gewichtsstijging, een verandering van de vetstofwisseling en 

erhoogde bloedsuikerspiegels. Kortom, na de menopauze ontstaat er een ongunstig 

sicofactor profiel. Deze observaties hebben tot de suggestie geleid dat oestradiol, het 

rouwelijke sekshormoon, bescherming kan bieden tegen het ontstaan van atherosclerose.

Dierstudies hebben een direct bewijs geleverd voor de beschermende rol van 

estradiol in het ontstaan van atherosclerose. In atherosclerose gevoelige muismodellen leidt 

ediening van oestradiol tot minder grote plaques [1-4]. Ondanks deze klaarblijkelijke 

ositieve effecten moet men voorzichtig zijn met het gebruik van oestradiol als preventief 

eneesmiddel. Oestradiol kan namelijk ook nadelige processen activeren. Zo verhoogt het de 

ans op borstkanker, baarmoederkanker en galstenen. Bovendien leveren humane studies met 

etrekking tot het effect van toediening van extra oestradiol na de menopauze tegenstrijdige 

sultaten op [5-8]. Kortom, de uiteindelijke effecten van oestradiol op de vaatwand is 

omplex en nog niet helemaal helder.  

Om de nadelige effecten te vermijden en de voordelige effecten van oestradiol uit te 

uiten, is het van belang om precies te weten wat oestradiol wel en niet doet én in welk 

eefsel. De organen die in dit proefschrift de aandacht hebben gekregen, zijn vaatwand en 

ver. De vaatwand; door zijn directe betrokkenheid bij de ontwikkeling van atherosclerose. 

e lever; omdat dit orgaan een centrale rol speelt bij het op peil houden van de 

loedsuikerspiegel en vet stofwisseling. En zoals hierboven beschreven, wanneer de 

loedsuikerspiegel en vet stofwisseling verstoord zijn vormt dit een risico voor het ontstaan 

an atherosclerose. Beide organen, lever en vaatwand zijn ook potentiële doelwit organen van 
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oestradiol. Zij kunnen namelijk het in het bloed circulerende oestradiol herkennen doordat zij 

en specifieke receptor, de oestradiol receptor (ER) bevatten. De ER is een receptor die 

aanwez

 oestradiol niveaus 

verand

As

gemaak

Maar, omdat de voordelige effecten van oestradiol op insuline gevoeligheid gepaard gaan met 

e

ig is in de cel, welke na binding van oestradiol geactiveerd wordt. Een geactiveerde 

ER kan vele processen in de cel beïnvloeden. Tot dusver zijn er twee verschillende ER types 

bekend, ER  en ER . Dit maakt de beoogde effecten van oestradiol complex. ER  en ER

kunnen namelijk verschillende processen activeren, soms zelfs leidend tot tegenovergestelde 

effecten. Daarom is het van belang om de ER  en ER  routes van elkaar te kunnen 

onderscheiden. Zeker in het geval wanneer beide receptoren aanwezig zijn, zal het specifiek 

moduleren van ofwel ER  ofwel ER  meer inzicht geven dan wanneer je

ert en dus beide aanzet.

In hoofdstuk 2 t/m 4 van dit proefschrift werd onderzocht of de lever een belangrijke 

rol speelt bij de effecten van oestradiol op de lipiden en glucose huishouding. Allereerst, is er 

in hoofdstuk 2 een nieuwe techniek opgezet, genaamd ‘RNA interference’ (RNAi) om de 

ER  signaleringsroute uit te zetten. Deze techniek berust op het feit dat kleine, sequentie 

specifieke moleculen, short hairpin (sh)RNAs genaamd, binden aan een homologe sequentie 

om deze vervolgens af te breken. In verschillende cellijnen tonen we aan dat onze shRN

t tegen de muis ER  (shER ) werkzaam zijn, ze verminderen de ER  activiteit met 

80%. Vervolgens is dit shER  construct in een adenovirale (Ad) vector gezet. Deze Ad vector 

dient louter als transport vehikel om in de cel zijn bagage (lees shER  moleculen) af te 

leveren. Een bijkomend voordeel is dat Ad vectoren in de muis erg efficiënt en exclusief lever 

cellen infecteren, een van onze doelwit organen. Na injectie van Ad.shER , laten we zien dat 

ER  niveaus en activiteit in de lever significant lager zijn. Kortom we laten zien dat Ad 

vectoren effectief zijn om shER  moleculen naar de lever te brengen, om daar het ER  gen af 

te breken.

De studie beschreven in hoofdstuk 3 had ten doel om de functie van ER  in lever te 

bestuderen wat betreft het reguleren van lipid parameters. Met behulp van Ad.shER  was 

60% van de ER  transcripten in de lever afgebroken. Desondanks waren de lipid parameters 

in bloed en lever en ook de glucose waardes niet veranderd. Deze resultaten laten zien dat 

ER  niveaus in de lever niet bepalend zijn om lipid parameters te reguleren. 

Oestradiol lijkt ook betrokken te zijn bij glucose metabolisme en insuline 

gevoeligheid. Na de menopauze zijn er meer vrouwen die ongevoelig zijn voor insuline. 

Toevoeging van oestradiol lijkt geassocieerd met het verbeteren van insuline gevoeligheid. 

182



Samenvatting

een verandering in lichaamsgewicht, is de rol van oestradiol op het reguleren van de glucose 

huishouding onduidelijk. Om meer inzicht te krijgen in de directe capaciteiten van oestradiol 

in glucose metabolisme ten behoeve van insuline gevoeligheid, hebben wij in Hoofdstuk 4 de

onmiddellijke effecten van oestradiol op de lever insuline gevoeligheid bepaald. Muizen die 

ongevoelig zijn voor insuline zijn behandeld met oestradiol. Vervolgens is zes uur na 

oestradiol toediening de insuline gevoeligheid bepaald met behulp van een gevoelige 

techniek. Onze data laten zien dat in de muizen die met oestradiol waren behandeld de 

glucose productie sterk geremd wordt gedurende de hoog insuline conditie. Deze data 

impliceren een belangrijke rol voor oestradiol in het verbeteren van de insuline gevoeligheid 

van de lever.

Naast de voordelige effecten die oestradiol blijkt te hebben op het metabolisme, zijn er 

elijkheden over de effecten van oestradiol op de vaatwand. Oorzaak hiervoor is 

het feit

constructen gem

Kort samengevat, deze studies waarin de oestradiol signalering route kort wordt veranderd, 

laten zien dat de lever een belangrijke rol speelt in het glucose metabolisme, maar niet in het 

lipid metabolisme. De voordelige effecten, zoals verminderde zwaarlijvigheid (obesitas) en 

ophoping van lipiden in lever en in het plasma die gevonden zijn na een langdurende 

oestradiol behandeling [9-12], zullen hoogst waarschijnlijk geïnduceerd zijn door effecten in 

andere organen en weefsels. Het zou ook goed mogelijk kunnen zijn dat de veranderingen in 

de lipid waarden een indirect gevolg zijn van de al snel door oestradiol geïnduceerde 

veranderingen op insuline gevoeligheid. Het is immers bekend dat regulatie van vet en 

glucose metabolisme met elkaar geassocieerd zijn. 

ook aanwijzingen die suggereren dat oestradiol een positieve rol speelt in de vaatwand. Zowel 

ER  als ER  zijn aanwezig in de cellen die de vaatwand bekleedt [13-18]. Maar er zijn nog 

veel onduid

 dat de effecten complexer zijn dan in de lever. Je hebt in de vaatwand namelijk te 

maken met verschillende cel types die zowel ER  als ER  heeft, terwijl de lever alleen ER

bevat. Bovendien zijn er geen in vivo (muis) modellen beschikbaar waarin lokaal ER  en 

ER  gemoduleerd zijn. Met de studies uitgevoerd in hoofdstukken t5 /m 8, wilden we meer 

inzicht krijgen in de rol van ER  en ER  in de vaatwand. Om dit doel te bereiken hebben we

aakt waarmee de ER specifiek en op een fysiologische manier in de vaatwand 

kan worden veranderd.
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Studies op geïsoleerde cellen (zogenaamde in vitro studies), zijn de makkelijkste 

manier om weefsel specifieke effecten te bestuderen. Het introduceren van genetisch 

materiaal zoals shER  of de ER zelf, is de manier om specifiek de functie van dit gen te 

onderzoeken. Helaas zijn de meeste vasculaire cellen moeilijk te transfecteren en infecteren. 

In hoofdstuk 5 hebben we dit probleem aangepakt door de natuurlijke voorkeur van Ad 

vectoren te veranderen. Normaal gesproken komen Ad vectoren efficiënt de cel in doordat zij 

de coxsackie virus Ad receptor (CAR) herkennen die op het oppervlak van de desbetreffende 

cel zit. Helaas hebben vasculaire cellen vrijwel geen CAR op hun oppervlak. Daardoor zijn zij 

dus moeilijk te transfecteren. Om Ad toch als transport vehikel te kunnen gebruiken hebben 

we een ‘dubbelzijdig plakband’ construct gemaakt. Dit construct bestaat uit het Ad bindende 

omein van CAR aan de ene kant, en aan de andere kant een RGD peptide. Dit resulteert in 

angen. Met ons construct hebben we deze 

erste barrière overwonnen. Ad vectoren die gebonden waren aan CAR-cRGD werden niet 

opgeno

at we veel van Ad vectoren weten, er toch nog essentiële kennis mist 

etreffende de regulatie van Ad opname in vivo. 

d

een targeting construct wat de Ad vector bindt en affiniteit heeft voor integrines. We laten 

zien dat dit “targeting” construct in staat is om transfectie efficiëntie naar zowel endotheel als  

vasculaire spier cellen aanzienlijk te verhogen. Omdat dit targeting construct efficiënt werkt 

en te gebruiken is voor vrijwel elke willekeurige Ad vector, is dit systeem bijzonder geschikt 

om de functie van een gen in vasculaire cellen in vitro te onderzoeken. 

Vervolgens hebben we bepaald of ons getarget virus ook toepasbaar is in een in vivo 

situatie. Ons doelwit orgaan was de halsslagader (carotis arterie) van de muis (hoofdstuk 6). 

Dit is een stuk moeilijker. Allereerst wordt transport naar de vaatwand belemmerd doordat Ad 

vectoren normaliter door de lever worden weg gev

e

men door de lever. Ondanks deze lever “de-targeting”, zagen we geen opname in de 

normale of zelfs beschadigde vaatwand. Dit kan verklaard kunnen worden doordat de Ad 

vector erg snel uit de bloedbaan was opgeruimd. Bovendien ligt de halsslagader niet op de 

meest toegankelijke positie en vormt het onbeschadigde niet-delende endotheel wellicht een 

ontoegankelijke barrière. Om deze barrières te omzeilen hebben we de Ad vector +/- cRGD, 

voor 10 minuten lokaal in de beschadigde halsslagader gebracht. Maar zelfs onder deze 

condities was het niet mogelijk om de genen de vaatwand in te transporteren. Mogelijkerwijs 

is het partikel te groot, en/of komt de dynamiek van integrine expressie niet overeen met de 

korte tijdsduur dat het virus aanwezig is. Deze studie samen met een aantal andere studies 

waarin het niet gelukt is om Ad vectoren naar vaatcellen in het levende dier te sturen, geeft 

aan dat ondanks het feit d

b
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Hoofdstuk 5 & 6 samenvattend, laten we zien dat gen overdracht naar vaatcellen via 

Ad vectoren in vitro goed mogelijk is. Alleen zijn er nog onbekende factoren in de in vivo 

situatie die gen overdracht voorkomen.  

In hoofdstuk 7, hebben we het effect van oestradiol op de expressie van adhesie 

moleculen in endotheel cellen geanalyseerd. Een verhoogde aanwezigheid van leukocyt 

adhesie moleculen op het endotheel is een van de eerste reacties van het vat op schade. Deze 

adhesie moleculen zorgen ervoor dat ontstekingscellen naar het beschadigde gebied komen. 

Uit onze studie blijkt dat wanneer je oestradiol toedient voordat de expressie van adhesie 

factoren wordt geïnduceerd, deze expressie significant geremd wordt. Dus, oestradiol lijkt de 

ontstekingsreactie tegen te gaan. Verder hebben we onderzocht wat de rol van ER  niveaus is 

op dit oestradiol geïnduceerde effect. Het rationele voor deze studie is het feit dat ER  minder 

aanwezig is in een plaque in vergelijking tot ‘normale’ vaten en vaten waarin aderverkalking 

nog in een vroege fase is [16,19,20]. De vraag is of de actie van oestradiol verminderd is 

doordat er minder ER  aanwezig is. In de endotheel cellen hebben we de ER  niveaus en 

activiteit met 60% verminderd. Maar dit leidde niet tot een verandering in de respons op 

oestrad

manier kun je testen of de geneesmiddelen 

iol. Oestradiol zorgde nog steeds voor een verminderde expressie van adhesie 

moleculen. Echter, wanneer we de ER  activiteit geheel uitschakelden, werd het effect van 

oestradiol wel geheel geblokkeerd. Deze data laten zien dat ER  noodzakelijk is voor het 

ontstekingsremmende effect van oestradiol, maar dat de hoeveelheid van de ER  niveaus 

geen bepalende factor is.

In vivo zijn zowel ER  als ER  aanwezig in de vaatwand. Omdat deze verschillende 

effecten kunnen induceren, zouden de uiteenopende resultaten na oestradiol behandeling 

verklaard kunnen worden door een verschil in hoeveelheid en balans tussen ER  en ER . In 

hoofdstuk 8, hebben we de rol van beide receptoren in de vaatwand bestudeerd. Het proces 

waar we ons op hebben gericht heet neointima vorming. Neointima vorming wordt 

gekarakteriseerd door een continue deling van vasculaire gladde spiercellen die een 

vernauwing van het bloedvat tot gevolg heeft. In hoofdstuk 8, hebben we neointima 

geïnduceerd door om het bloedvat in het been van de muis (femoral arterie) een kleine 

cilindervormige plastic buis (cuff) te plaatsen. Daarbij is de cuff zo ontwikkeld dat je het kan 

vullen met geneesmiddelen die vervolgens ter plekke en gelijktijdig met het induceren van de 

neointima in de vaatwand vrijkomen. Op deze 
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lokaal

ien dat ER  en ER  andere, maar niet per se totaal 

genovergestelde routes induceren. De meest interessante bevinding is dat ER  aanwezig in 

de vaa

ensen P, Stender S, Christiansen C: Estrogen monotherapy and 
ombined estrogen-progestogen replacement therapy attenuate aortic accumulation of 

de groei van gladde spiercellen kan remmen. Om specifiek de rol van ER  en ER  op 

neointima vorming te onderzoeken hebben we de cuffs geladen met oestradiol of ER  en ER

specifieke activatoren. Onze data laten z

te

twand een beschermende rol kan bieden tegen het ontstaan van neointima. Deze 

beschermende rol van ER  was dusver onbekend. Dit bevestigt dat onderzoek naar weefsel en 

ER  en ER  specifieke effecten van belang is.

Samengevat, kunnen we concluderen dat het nuttig is om modellen en constructen te creëren 

die het mogelijk maken om weefsel en ER specifieke effecten te bestuderen. Tot dusver 

hebben wij aangetoond dat ER  in de lever geen sterke rol speelt in het reguleren van lipid 

parameters, maar wel in het reguleren van glucose productie. In de vaatwand lijkt het erop dat 

naast ER  ook ER  neointima vorming tegen kan gaan.  
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