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ZUSAMMENFASSUNG

Ein postmenopausales Oestra-
dioldefizit führt zu einem erhöh-
ten kardiovaskulären Risiko. Mit
Oestradiol (E2) substituierte post-
menopausale Frauen hingegen
sind vor kardiovaskulären Er-
krankungen geschützt. Der
Mechanismus, wie Oestradiol
seine kardioprotektive Schutz-
wirkung entfaltet, ist unklar. NO
(Stickstoffmonoxid) könnte dabei
eine Rolle spielen.

Unsere Untersuchungen stellen
einen klinisch nachweisbaren
Zusammenhang zwischen
E2-Anstieg und NO-Freisetzung
her, und zwar unabhängig da-
von, ob Oestradiol endogen
gebildet oder exogen zugeführt
wird, und unabhängig davon, ob
die E2-Applikation peroral oder
transdermal erfolgt. Diese Beob-

achtung stützt die Annahme,
dass der kardioprotektive Effekt
von 17ß-Oestradiol wenigstens
zum Teil durch die E2-induzierte
NO-Freisetzung vermittelt wird.
Während endogen gebildetes
natürliches Progesteron in lutea-
len Konzentrationen den E2-indu-
zierten Anstieg der NO2-/NO3-
Spiegel (Nitrit/Nitrat, stabile
Metaboliten von NO) nicht
beeinflusst, scheint sich die
exogene Applikation von artifi-
ziellen Gestagenen diesbezüg-
lich ungünstig auszuwirken.
Abschliessend scheint nur ein
Teil der Frauen auf eine Oestro-
gensubstitution in der Postmeno-
pause mit einem signifikanten
Anstieg der zirkulierenden NO2-/
NO3- Spiegel zu reagieren, was
darauf hinweist, dass zwar eine
grosse Zahl, keineswegs aber
alle hormonell substituierten
Frauen vollumfänglich von den
kardioprotektiven Eigenschaften

einer Oestrogenapplikation
profitieren.

EINLEITUNG

Verschiedene epidemiologische
Studien haben gezeigt, dass die
Frau, im Gegensatz zum Mann,
im fortpflanzungsfähigen Alter
vor kardiovaskulären Erkrankun-
gen geschützt ist [1], und dass
sich dieser Unterschied zu un-
gunsten der Frau nach der Meno-
pause sehr schnell verliert [2].
Dies liess vermuten, dass hormo-
nell aktive Ovarien gegen kar-
diovaskuläre Erkrankungen
präventiv wirken [3]. Wird
zudem bei postmenopausalen
Frauen eine Hormonsubstitution
mit Oestradiol (E2) durchgeführt,
reduziert sich das kardiovasku-
läre Risiko markant im Vergleich
zur nicht-substituierten Frau [4,
5]. Die kardioprotektiven Wir-
kungen von Oestradiol scheinen
durch den Zusatz von Gesta-
genen abzunehmen [6], aller-
dings wird dies kontrovers dis-
kutiert [7].

Der Mechanismus, wie Oestro-
gene kardioprotektiv wirken, ist
nicht vollständig geklärt [5].
Verschiedene Parameter, so zum
Beispiel die Serum-Lipidspiegel
[5], Gerinnungsfaktoren [5, 7],
der arterielle Blutdruck [7], der
Glukose- [7] und der Insulin-
metabolismus [7] wurden bisher
untersucht. Diese Faktoren allein
können allerdings die positiven
Effekte der Oestrogene auf das
kardiovaskuläre System nicht
erklären, und es wird ein bisher
unbekannter direkter Effekt der
Oestrogene auf das Gefässendo-
thel postuliert. Es ist bekannt,
dass eine reduzierte Stickstoff-
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Summary

Postmenopausal oestrogen
deficiency is associated with
increased incidence of cardio-
vascular disease and oestrogen
replacement therapy markedly
reduces this risk. The mechanisms,
how oestrogens induce their
cardioprotective effects, remain
still unclear. NO (nitric oxide)
could play an important role.

Our investigations provide clini-
cal evidence that 17ß-oestradiol
(E2) increases circulating nitrite/
nitrate (NO2-/NO3-) levels, stable
metabolites of NO, irrespective
whether oestradiol is of endo-
genous or of exogenous origin,
and irrespective whether E2 is
administered orally or transder-

mally. Our data confirm the
finding, that the cardioprotective
effects of oestradiol are mediated
at least in part through oestra-
diol-induced NO synthesis. Pro-
gesterone in luteal concentra-
tions does not influence the E2

induced increase in circulating
NO2-/NO3- levels, however, the
concomitant administration of an
artificial progestin may attenuate
the NO release. Finally, our ob-
servations also provide evidence
for the existence of responders
and nonresponders with respect
to improvement of endogenous
NO levels, suggesting that a
significant number, but not all of
the hormonally substituted post-
menopausal women profit fully
from the beneficial properties of
a hormonal replacement therapy.
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monoxidfreisetzung (NO) aus
dem Gefässendothel mit hohem
Blutdruck und Atherosklerose
assoziiert ist [8, 9]. Man könnte
nun spekulieren, Oestrogene
induzieren ihren kardioprotek-
tiven Effekt über eine Modulation
der endothelialen NO-Freisetzung.
Diese Hypothese wurde in den
letzten Jahren auch in unserem
Labor untersucht.

NO wird unter anderem vom
Gefässendothel synthetisiert und
freigesetzt [10]. Es ist ein poten-
ter Vasodilatator [11] und inhi-
biert die Thrombozytenaggrega-
tion [12] sowie die Proliferation
und Migration von glatten Mus-
kelzellen [13, 14]. Die direkte
Bestimmung von NO hat sich als
äusserst schwierig erwiesen, da
es sich um ein sehr labiles Mole-
kül handelt [10]. In der Vergan-
genheit hat diese Eigenschaft
von NO dazu geführt, dass
Untersuchungen über die in
vivo-Synthese von NO meist auf
die Interpretation von Antworten
auf NO-Synthetase-Inhibitoren
und -Stimulatoren begrenzt
blieben [10, 15, 16]. NO wird
aber in biologischen Flüssigkei-
ten schnell in die beiden stabilen
Metaboliten Nitrit (NO2-) und
Nitrat (NO3-) umgewandelt [17],
Substanzen, welche im Serum
nachgewiesen werden können
[18, 19]. NO2- und NO3- werden
deshalb als Marker für die in
vivo-NO-Aktivität benützt [18,
19].

Hayashy und Mitarbeiter haben
berichtet, dass Aortenstücke von
weiblichen Kaninchen korrelie-
rend mit den zirkulierenden
E2-Konzentrationen eine höhere
basale NO-Freisetzung aufwei-
sen als Aortenringe von Männ-
chen [20]. Ausserdem konnte

gezeigt werden, dass 17ß-Oestra-
diol die konstitutive NO-Syn-
thetase bei Endothelzellkulturen
sowie bei Herz- und Nieren-
gewebe von Meerschweinchen
aktiviert [21, 22]. Sollten nun
Oestrogene in der Lage sein,
eine NO-Freisetzung zu indu-
zieren, müsste auch unter klini-
schen Bedingungen ein 17ß-
Oestradiolanstieg zu einem nach-
weisbaren Anstieg der Serum-
NO2-/NO3- Spiegel führen.

Zu diesem Zweck haben wir bei
der Frau in drei endokrin ver-
schiedenen Situationen die im
Serum zirkulierenden NO2-/NO3-
Konzentrationen gemessen, und
zwar im hormonell stimulierten
Zyklus mit sehr hohen Oestra-
diol- und Progesteronspiegeln
(Protokoll 1) [23], bei gesunden
Frauen im Spontanzyklus mit
physiologischen Steroidhormon-
spiegeln (Protokoll 2) [23] und
bei postmenopausalen Frauen
vor und während einer sequen-
tiellen Hormonsubstitution mit E2

und einem artifiziellen Gestagen
(Protokoll 3) [24, 25]. Die Resul-
tate wurden in den ersten zwei
Studienphasen den gleichzeitig
bestimmten Oestradiol- und
Progesteron-Konzentrationen
gegenübergestellt. In der dritten
Phase wurden die NO2-/NO3-
Konzentrationen mit den Resul-
taten einer nicht-substituierten
Kontrollgruppe verglichen (Proto-
koll 3a) [24] sowie mit der Zeit-
dauer der Substitution und den
LDL-Serumspiegeln (low-density
Lipoproteine) korreliert (Protokoll
3b) [25]. Ausserdem wurde auch
der Effekt der Gestagen-Applika-
tion auf die E2-modulierte NO-
Synthese untersucht.

MATERIAL UND METHODEN

Protokoll 1: Nitrit/Nitrat-Serum-
spiegel bei ovarieller Stimulation
[23]

Blutentnahmen zur NO2-/NO3-,
E2- und Progesteronbestimmung
erfolgten bei 16 Patientinnen
(33 ± 4 Jahre alt), welche für eine
ln-vitro-Fertilisationsbehandlung
hormonell stimuliert wurden. Das
Stimulationsprotokoll wird an-
dernorts ausführlich beschrieben
[26]. Kurz zusammengefasst
wurde vorerst die Hypophyse mit
einem Gonadotropin-Releasing-
Hormon-Agonisten (Decapeptyl®

0,1 mg/die s.c., Ferring, Schweiz)
„down-reguliert“, was zu stark
abgesenkten endogenen Serum-
LH- und -FSH-Spiegeln führte.
Die ovarielle Stimulation erfolgte
mit humanem menopausalem
Gonadotropin (hMG; Pergonal®

2–4 Ampullen à 75 IE/die i.m.,
Serono, Schweiz). Die Ovulation
wurde induziert mit humanem
Choriongonadotropin (hCG;
Pregnyl® 10.000 IE i.m., Organon,
Schweiz). Die Nüchtern-Blut-
entnahmen wurden vor Beginn
der Stimulation (A), vor der
letzten hMG-Applikation (B),
unmittelbar vor der Ovulations-
induktion mit hCG (C) und 12
Stunden später (D) durchgeführt.

Protokoll 2: Nitrit/Nitrat-Serum-
spiegel im Spontanzyklus [23]

Bei 7 gesunden, regelmässig
menstruierenden Nichtraucherin-
nen (32 ± 2 Jahre alt), welche
sich an eine strikt NO2-/NO3-
arme Diät hielten (keine Wurst-
waren oder Schinken, keine
Konserven, keine Blattsalate aus
Treibhausanbau), wurden in
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einem Spontanzyklus zwischen
dem 8. und 22. Zyklustag in
Serie fünf morgendliche Nüch-
tern-Blutentnahmen im Abstand
von jeweils mindestens 3 Tagen
durchgeführt. Die erste Entnah-
me erfolgte dabei zwischen dem
8. bis 10. Zyklustag. Bestimmt
wurden die NO2-/NO3-, E2-, Pro-
gesteron-, FSH- und LH-Konzen-
trationen.

Protokoll 3: Nitrit/Nitrat-Serum-
spiegel in der Postmenopause
[24, 25]

a) Insgesamt 26 postmenopau-
sale Frauen (Amenorrhoe > 6
Monate/< 4 Jahre; Serum-FSH
> 30 IE/I, Serum-Estradiol < 40
pmol/l; 45–56 Jahre alt) mit ver-
gleichbaren Essgewohnheiten
wurden nach eingehender Infor-
mation und nach freier Wahl in
eine der zwei folgenden Grup-
pen eingeteilt: Gruppe A (n = 13)
wurde hormonell substituiert,
während Gruppe B (n = 13) nicht
substituiert wurde und als Kon-
trollgruppe diente. Die substitu-
ierten Frauen wurden während
2 Jahren kontinuierlich mit trans-
dermalem E2 (Estraderm® TTS 50,
Ciba, Schweiz) und sequentiell
mit einem peroralen Gestagen-
zusatz (NETA 1 mg/die, monat-
lich vom 1.–12. Kalendertag)
behandelt. Nüchtern-Blutentnah-
men zur Bestimmung der NO2-/
NO3- und E2-Spiegel erfolgten
vor Behandlungsbeginn und
anschliessend nach 6, 12 und
24 Monaten, und zwar zufälliger-
weise in der ersten (E2 + NETA)
oder zweiten Monatshälfte (nur
E2).

b) Insgesamt 32 postmenopausale
Frauen mit Aufnahmekriterien
wie unter a) beschrieben nahmen
an dieser Studie teil. Substituiert

wurde oral mit Oestradiolvalerat
2 mg/die während 21 Tagen. Die
Probandinnen wurden randomi-
siert und je nach Gruppenzutei-
lung wurde die Oestradiolappli-
kation während den 10 letzten
Einnahmetagen mit Cyproteron-
azetat 1 mg/die (CPA; Climen®,
Schering, Schweiz) oder Medro-
xyprogesteronazetat 5 mg/die
(MPA; Prodafem®, Upjohn,
Schweiz) supplementiert. Am
Ende des 21-tägigen Therapie-
zyklus erfolgte eine Einnahme-
pause von 7 Tagen Dauer. Mor-
gendliche Nüchtern-Blutentnah-
men zur Bestimmung der NO2-/
NO3- und LDL-Spiegel wurden
vor Behandlungsbeginn sowie
nach 6 und 12 Monaten unter
Hormonsubstitution vorgenom-
men. Die Blutentnahmen wurden
jeweils am Ende der reinen
Oestradiolapplikation und an
einem der letzten 3 Tage der
kombinierten Oestradiolvalerat-
Gestagen-Gabe durchgeführt.

Die Blutproben wurden nach der
Blutentnahme zentrifugiert (800 g,
10 Min.) und die Seren bis zur
Analyse bei –200 °C eingefroren.

Nitrit/Nitrat-Bestimmung

Die Serum-NO2-/NO3- Spiegel
wurden mit Hilfe von Greiss-
Reagens spektrophotometrisch
bestimmt [27]: Das Serum wurde
vorerst während 15 Min. mit
8000 g zentrifugiert. Anschlies-
send wurde NO3- durch Nitrit-
reduktase zu NO2- reduziert,
wozu je 250 µl Serum mit 500 µl
ultrareinem Wasser verdünnt
(Seromed Biochrom, Berlin,
Deutschland) und bei Raum-
temperatur während 45 Min. mit
250 µl Nitratreduktase (Boehrin-
ger, Mannheim, Deutschland)
inkubiert wurden. Das Gesamt-

NO2- wurde bestimmt, indem die
Proben mit Greiss-Reagens zur
Reaktion gebracht (Spektroquant,
Darmstadt, Deutschland) und
anschliessend spektrophoto-
metrisch bei 525 nm analysiert
wurden. Die Standardkurve
wurde mit NaNO2 erstellt, wel-
ches durch enzymatische Kon-
version aus NaNO3 gewonnen
wurde (0,32 M; Spektroquant,
Darmstadt, Deutschland).

Oestradiol-, Progesteron-, FSH-
und LH-Bestimmungen

Serum-17ß-Oestradiol und -Pro-
gesteron wurde mit Hilfe von
kommerziellen Radioimmuno-
assay-Kits bestimmt (Diagnostic
Product Corporation, Los Angeles,
USA), Serum-FSH und -LH mit
Radioimmunoassays der Firma
Immuno Diagnostic Systems
(IDS, Boston, USA).

LDL-Bestimmung

Die Serum-LDL-Konzentrationen
wurden mit Hilfe eines kommer-
ziell erhältlichen Kits nach den
von Burstein et al. [28] und
Friedwald et al. [29] beschriebe-
nen Bestimmungsmethoden
gemessen.

RESULTATE

Protokoll 1: Nitrit/Nitrat-Serum-
spiegel bei hormoneller Stimula-
tion [23]

Bei den hormonell stimulierten
Patientinnen stiegen die Serum-
NO2-/NO3- Konzentrationen
(26,5 ± 5,0 vs. 51,0 ± 14,0 µmol/l;
p < 0,05) während der Follikel-
reifung zusammen mit den 17ß-
Oestradiol-Spiegeln (0,2 ± 0,1 vs.
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11,0 ± 1,2 nmol/l; p < 0,05) in
signifikanter Weise an (Abb. 1).
Die während der Stimulations-
phase gemessenen maximalen
NO2-/NO3- Konzentrationen
fielen nach der Ovulationsinduk-
tion signifikant ab (51,0 ± 14,0
vs. 29,0 ± 8,0 µmol/l; p < 0,01)
bei vergleichbaren E2 (11,0 ± 1,2
vs. 12,0 ± 1,6 µmol/l; p > 0,05),
aber markant angestiegenen Pro-
gesteronspiegeln (6,0 ± 1,0 vs.
21,0 ± 3,0 µmol/l; p < 0,001).

Protokoll 2: Nitrit/Nitrat-Serum-
spiegel im Spontanzyklus [23]

Die Serum-NO2-/NO3- (28,0 ±
1,9 vs. 48,0 ± 4,0 µmol/l; p < 0,05)
und die E2-Spiegel (0,32 ± 0,02
vs. 0,93 ± 0,06 µmol/l; p < 0,05)
stiegen in der Follikelphase des
Spontanzyklus signifikant an (8.
Zyklustag vs. letzten präovula-
torischen Wert), nicht aber die
Progesteron- (1,4 ± 0,3 vs. 1,9 ±
0,4 µmol/l; p > 0,05), FSH- (7,8 ±
2,0 vs. 8,8 ± 2,7 IEA; p > 0,05)
und LH-Werte (7,7 ± 1,9 vs. 7,8
± 1,1 IE/l). Die lineare Regres-
sionsanalyse zeigte, dass der
NO2-/NO3- Anstieg statistisch
signifikant mit dem Anstieg der
E2-Spiegel korrelierte (r2 = 0,67,
p < 0,05; Abb. 2).

Bei vergleichbaren 17ß-Oestra-
diolspiegeln (0,32 ± 0,3 vs. 0,32
± 0,3 nmol/l; p > 0,05), aber
signifikant höheren Progesteron-
konzentrationen (1,2 ± 0,5 vs.
44,9 ± 1,4 nmol/l; p < 0,001),
blieben die NO2-/NO3- Spiegel
in der Lutealphase unverändert
(38,2 ± 5,4 vs. 35,9 ± 4,7 µmol/l;
p = 0,1).

Abbildung 1: Veränderungen der Nitrit/Nitrat-Serumspiegel während einer hor-
monellen Stimulation (n=16) [23]
A: Blutentnahme vor Stimulationsbeginn
B: Blutentnahme vor der letzten hMG-Applikation (humanes Menopausengonadotropin)
C: Blutentnahme vor Ovulationsinduktion mit hCG (humanes Choriongonadotropin)
D: Blutentnahme 12 Stunden nach hCG-Applikation
a: p < 0,05 im Vergleich zum Ausgangswert (A)
b/c: p < 0,05

Abbildung 2: Veränderungen der Nitrit/Nitrat-Serumspiegel während der Follikel-
reifung im Spontanzyklus (n=7) [23]
Lineare Regressionsanalyse: p < 0.05; statistisch signifikante Korrelation zwischen Anstieg der
Nitrit/Nitrat- und der 17 ß-Oestradiolspiegel
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Protokoll 3: Nitrit-Nitrat-Serum-
spiegel in der Postmenopause
[24, 25]

a) Die 17ß-Oestradiolspiegel der
substituierten Frauen betrugen
durchschnittlich 133 ± 30 pmol/l
und unterschieden sich signifi-
kant von denjenigen der nicht-
substituierten Kontrollgruppe
(< 40 pmol/l; p < 0,01). Die E2-
Werte vor, während und nach
der zusätzlichen NETA-Behand-
lung waren praktisch gleich (131
± 31 vs. 130 ± 26 vs. 133 ± 30
pmol/l; p > 0,05).

Erfolgten die Blutentnahmen zu
einem Zeitpunkt, an dem nur E2

verabreicht wurde, erhöhten sich
die NO2-/NO3- Spiegel von 21,3
± 1,3 µmol/l zu Beginn der The-
rapie auf 37,0 ± 5,7 µmol/l nach
24 Behandlungsmonaten (p <
0,005; Abb. 3). Im Gegensatz
dazu blieben die NO2-/NO3-
Spiegel der nicht-substituierten
Kontrollgruppe während den
ganzen 24 Beobachtungsmona-
ten unverändert (20,0 ± 1,5 vs.
20,1 ± 2,0 µmol/l; p > 0,9). Dies
bewirkte, dass die NO2-/NO3-
Spiegel der E2-substituierten
Frauen im Vergleich zur nicht-
substituierten Kontrollgruppe
nach 6 Behandlungsmonaten
signifikant (26,0 ± 3,0 vs. 19,2 ±
1,8 µmol/l; p < 0,05), nach 12
(34,2 ± 3,8 vs. 18,5 ± 2,0 µmol/l;
p < 0,005) und 24 Monaten (37,0
± 5,7 vs. 20,1 ± 2,0 µmol/l; p <
0,005) hochsignifikant höher
lagen.

Wurde die Blutentnahme an
Tagen durchgeführt, an denen
zusätzlich NETA verabreicht
wurde (E2 + NETA), waren die
NO2-/NO3- Spiegel nach 6 Mona-
ten (24,8 ± 3,2 vs. 21,3 ± 1,3
µmol/l; p > 0,05) und 24 Monaten

(21,6 ± 2,3 vs. 21,3 ± 1,3 µmol/l;
p > 0,9) im Vergleich zum Aus-
gangswert nur unwesentlich
höher. Einzig nach 12 Monaten
war ein grenzwertig signifikanter
Unterschied festzustellen (23,1 ±
0,5 vs. 21,3 ± 1,3 µmol/l; p <
0,05). Allerdings fiel dieser An-
stieg wesentlich geringer aus (p
< 0,05) als der Anstieg ohne
NETA-Zusatz (nur E2; p < 0,005)
zum gleichen Zeitpunkt.

Die maximalen NO2-/NO3-
Spiegel der hormonell stimulierten
Patientinnen (51,0 ± 14,0 µmol/l)
und der Frauen im Spontanzyk-
lus (48,0 ± 4,0 µmol/l; p > 0,05)
unterschieden sich trotz stark
divergierender maximaler E2-
Werte (12,0 ± 1,6 vs. 0,93 ± 0,06
µmol/l; p < 0,05) kaum voneinan-

der. Die NO2-/NO3- Spiegel bei
den spontan menstruierenden
Frauen bewegten sich immer in
einem Bereich von 28,0 ± 1,9
µmol/l bis 48,0 ± 4,0 µmol/l. Eine
sehr ähnliche Bandbreite war
auch unter postmenopausaler
Substitution ohne NETA-Zusatz
(nur E2) zu beobachten (26,0 ±
4,0 bis 37,0 ± 5,7 µmol/l). Bei
den nicht-substituierten Frauen
(18,0 ± 2,0 bis 20,1 ± 2,0 µmol/l)
und unter Substitution mit NETA-
Zusatz (E2+NETA; 21,6 ± 2,3 bis
24,8 ± 3,2 µmol/l) hingegen be-
fanden sich die NO2-/NO3-
Spiegel praktisch immer unter-
halb dieser Bandbreite.

b) Bei alleiniger oestradiolvale-
ratapplikation stiegen die NO2-/
NO3- Spiegel innerhalb von 12

Abbildung 3: Veränderungen der Nitrit/Nitrat-Serumspiegel bei der hormonell
substituierten (n=13) und bei der nicht-substituierten (n=13) postmeno-
pausalen Frau während 2 Jahren
E2: Blutentnahme zu einem Zeitpunkt, an dem nur Estradiol (E2) substituiert wurde.
E2+NETA: Blutentnahme zu einem Zeitpunkt, an dem zusätzlich Norethisteronazetat (NETA)

verabreicht wurde.
a: p < 0.05 im Vergleich zum Basalwert vor Substitutionsbeginn (0) und zur Kontrollgruppe
b: p < 0.005 im Vergleich zum Basalwert vor Substitutionsbeginn (0) und zur Kontrollgruppe
c: p < 0.05 im Vergleich zum Basalwert vor Substitutionsbeginn (0)
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Monaten signifikant von 20,1 ±
1,6 µmol/l auf 30,0 ± 3,7 µmol/l
an (p < 0,01), nicht jedoch bei
zusätzlicher CPA oder MPA-
Supplementierung. Allerdings
nahmen die NO2-/NO3- Spiegel
bei den verschiedenen unter-

suchten Probandinnen in einer
sehr unterschiedlichen Art und
Weise zu (Abb. 4). So zeigte eine
genaue Analyse der Resultate,
dass von 26 auswertbaren Pro-
bandinnen nur 13 einen signifi-
kanten Anstieg der zirkulieren-

den NO2-/NO3- Spiegel aufwie-
sen. Diese Frauen wurden des-
halb als sogenannte „Respon-
der“ bezeichnet. Bei den übrigen
Probandinnen stiegen die NO2-/
NO3- Spiegel um weniger als
30 % an oder blieben unverän-
dert. Diese Frauen bezeichneten
wir als „Non-Responder“.

Die LDL-Serumspiegel vor
Beginn der Hormonsubstitution
betrugen 3,9 ± 0,2 mmol/l und
sanken unter Hormonsubstitution
in der „Responder“-Gruppe
signifikant ab (von 4,1 ± 0,2
mmol/l auf 3,7 ± 0,2 mmol/l;
p < 0,05), nicht jedoch in der
„Non-Responder“-Gruppe. Zu-
dem zeigte eine nichtparame-
trische Regressionsanalyse in der
„Responder“-Gruppe eine signi-
fikante negative Korrelation
zwischen den zirkulierenden
NO2-/NO3- und den LDL-Serum-
spiegeln (r2 = 0,17; p < 0,05;
Abb. 5), aber wiederum nicht in
der „Non-Responder“-Gruppe.

DISKUSSION

Das Gefässendothel steuert die
glatte Muskulatur der Gefäss-
wand durch die Freisetzung von
vasokonstringierenden und
-dilatierenden Substanzen [30].
Eine dieser Substanzen ist der
„Endothelium-derived relaxing
factor“ (EDRF), ein potenter
Vasodilatator, welcher durch
Azetylcholin stimuliert werden
kann [11]. 1987 wurde EDRF als
das ubiquitär vorkommende
Molekül NO identifiziert, wel-
ches aus L-Arginin gebildet wird
[31]. NO ist ein labiles Molekül,
welches zu den stabilen Meta-
boliten Nitrit und Nitrat zerfällt.
Dass NO die primäre Quelle für

Abbildung 4: Zirkulierende Nitrit/Nitrat-Spiegel bei postmenopausalen Frauen
vor (Prä) und nach (Post) einer 12monatigen Oestradiolsubstitution (n = 26)
[25].
Frauen mit einem Anstieg der zirkulierenden Nitrit/Nitrat-Spiegel von > 30 % im Vergleich zum
Ausgangswert vor Substitutionsbeginn wurden als «Responders» bezeichnet, Frauen mit einem gerin-
geren Anstieg als „Non-Responders“.

Abbildung 5: LDL-Spiegel (Low-Density Lipoproteine) bei postmenopausalen
Frauen vor (Prä) und nach (Post) einer 12monatigen Oestradiolsubstitution
(n=23) [25].
Die lineare Regressionsanalyse zeigt die Korrelation zwischen den zirkulierenden Nitrit/Nitratund
den LDL-Spiegeln bei den „Responders“ und den „Non-Responders“.
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die in biologischen Flüssigkeiten
vorhandenen Nitrite und Nitrate
ist, scheint heute unbestritten zu
sein [32].

Ein erhöhtes kardiovaskuläres
Risiko bei einem Mangel ovariel-
ler Hormone [33] und die Reduk-
tion dieses Risikos durch eine
E2-Substitutionstherapie [34] sind
Hinweise darauf, dass Oestro-
gene einen kardioprotektiven
Effekt aufweisen. Obschon bisher
verschiedene Möglichkeiten
untersucht wurden, ist bis heute
nur unvollständig geklärt, wie
diese Schutzwirkung zustande
kommt.

NO inhibiert, ähnlich wie Oestro-
gene [35, 36], das Wachstum
glatter Muskelzellen, induziert
eine Gefässrelaxation, erhöht
den Blutfluss und inhibiert die
Thrombozytenaggregation [9].
Bei arterieller Hypertonie und
Atherosklerose ist die NO-Bildung
vermindert [8, 9]. Oestradiol
aktiviert die NO-Synthetase von
Endothelzellkulturen [21] und
von Herzgewebe bei Meer-
schweinchen [22]. Ausserdem
wurde beobachtet, dass die basale
NO-Freisetzung aus aortalen
Ringen weiblicher Kaninchen
grösser ist als bei Männchen.
Interessanterweise sank nach
der Ovarektomie nicht nur die
E2-Konzentration, sondern auch
die NO-Bildung [20]. Oestrogene
beeinflussen den Lipoprotein-
metabolismus und senken dabei
die LDL-Serumspiegel [7]. Er-
höhte Gesamt-Cholesterin- und
vor allem erhöhte LDL-Spiegel
werden mit einer Inhibierung der
endothelabhängigen Gefässre-
laxation in Zusammenhang
gebracht [37, 38]. Dies weist
darauf hin, dass die kardiopro-
tektiven Effekte der Oestrogene

zumindest teilweise durch NO
vermittelt sein könnten.

Wir untersuchten die Frage, ob
E2 unter klinischen Verhältnissen
die NO-Freisetzung nachweisbar
stimuliert. Dass E2 während der
Follikelreifung ansteigt, ist seit
langem bekannt. Wenn also E2

die endotheliale NO-Synthetase
stimuliert und in der Folge ver-
mehrt NO gebildet wird, müssten
die Serum-NO2-/NO3- Spiegel
während der Follikelreifung mit
den ansteigenden Serum-E2-Kon-
zentrationen korrelieren. Sollten
andere Hormone, welche in die
Follikelreifung involviert sind,
wie zum Beispiel Progesteron,
FSH oder LH, ebenfalls einen
Einfluss auf die E2-induzierte NO-
Freisetzung haben, müssten sich
deren Serumspiegel auch in den
Veränderungen der NO2-/NO3-
Konzentrationen reflektieren.

Unter den Parametern, welche
wir im Spontanzyklus bestimm-
ten, konnte eine statistisch signi-
fikante Korrelation nur zwischen
den Serum-E2-Konzentrationen
und den NO2-/NO3- Spiegeln
festgestellt werden, nicht jedoch
zwischen den NO2-/NO3- Spie-
geln und den Progesteron-, FSH-
und LH-Konzentrationen. Diese
Beobachtung legt nahe, dass die
NO-Bildung und -Freisetzung
durch E2 aktiviert wird. Bestätigt
wird diese Schlussfolgerung
durch die Tatsache, dass wir
auch bei der hormonell stimulier-
ten Patientin einen signifikanten
Anstieg von E2- und NO2-/NO3-
Spiegeln fanden. Unsere Resulta-
te liefern somit klinische Anhalts-
punkte, dass die zirkulierenden
NO2-/NO3- Spiegel während der
follikulären Entwicklung zusam-
men mit 17ß-Oestradiol ansteigen.

Allerdings konnte mit diesen
Untersuchungen nicht ausge-
schlossen werden, ob nicht
andere bekannte oder unbekann-
te Faktoren, welche während der
Follikelreifung ebenfalls anstei-
gen, die NO-Freisetzung beein-
flussen, so dass kein sicherer
Zusammenhang zwischen Ursa-
che (E2) und Wirkung (NO) her-
gestellt werden konnte. Um
diesen Zusammenhang präziser
herzustellen, untersuchten wir
den Effekt von E2 auf die NO-
Freisetzung in einer stabilen
endokrinen Situation ohne Folli-
kelreifung, in der Postmenopause.
Denn sollten unsere bisherigen
Beobachtungen und Schluss-
folgerungen richtig sein, müsste
die alleinige exogene E2-Zufuhr,
als einzige veränderte Variable,
ebenfalls zu einem Anstieg der
Serum-NO2-/NO3- Spiegel füh-
ren. Um zusätzlich alle mögli-
chen endogenen und exogenen
Einflüsse auszuschliessen, haben
wir die gleichen Messungen
während des ganzen Beobach-
tungszeitraumes auch bei einem
nicht-substituierten Vergleichs-
kollektiv im Sinne einer Kontroll-
gruppe durchgeführt.

Die Tatsache, dass die kontrol-
lierte und alleinige Applikation
von E2 bei postmenopausalen
Frauen einen nachhaltigen und
sowohl im Vergleich zum Aus-
gangswert als auch zur nicht-
substituierten Kontrollgruppe
einen statistisch signifikanten
Anstieg der Serum-NO2-/NO3-
Spiegel zur Folge hatte, beweist,
dass E2 unter klinischen Verhält-
nissen die NO-Freisetzung nach-
weisbar stimuliert. Dass eine
erhöhte Nitrit/Nitrat-Zufuhr durch
die Nahrung für die Veränderun-
gen der NO2-/NO3- Spiegel ver-
antwortlich gewesen seien, kann
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entgegengehalten werden, dass
die NO2-/NO3- Spiegel der nicht-
substituierten Frauen, welche
ähnliche Ernährungsgewohn-
heiten wie die substituierten
Patientinnen aufwiesen, über die
ganze Untersuchungszeit von
2 Jahren unverändert blieben.
Unsere Resultate können somit
einen klinisch nachweisbaren
Zusammenhang zwischen E2 und
NO-Freisetzung herstellen. Über
die Ursachen, warum der NO2-/
NO3- Anstieg nicht unmittelbar
mit Beginn der E2-Applikation,
sondern langsam über 2 Jahre
zunehmend erfolgte, kann nur
spekuliert werden. So ist es mög-
lich, dass das Fehlen von Oestro-
genrezeptoren in den Gefässen
der postmenopausalen Patientin-
nen zur verzögerten initialen
Antwort beitrug, da bei post-
menopausalen E2-Serumspiegel
die Oestrogenrezeptoren verlo-
ren gehen [39] und bei Beginn
einer Substitution erst wieder
gebildet werden müssen.

Der genaue Mechanismus, wie
17ß-Oestradiol die NO-Bildung
und Freisetzung stimuliert, ist mit
unseren Beobachtungen aber
nicht geklärt. Die Möglichkeiten
umfassen einen Rezeptor-ver-
mittelten Mechanismus [40, 41],
eine Stimulation der NO-Syn-
thetase-Aktivität oder auch eine
durch eine Erhöhung von ver-
schiedenen Kofaktoren stimulier-
te enzymale Aktivität. Mögli-
cherweise fördert E2 auch die
Generation von Faktoren wie der
Superoxiddismutase oder inhi-
biert die Produktion von NO-ab-
bauenden Substanzen, wie zum
Beispiel von Superoxidanionen,
was zu einer reduzierten intra-
zellulären Inaktivierung von NO
führt. Zudem ist bekannt, dass E2

den Lipidmetabolismus günstig

beeinflusst [42], ein abnormes
Wachstum der Gefässmuskulatur
verhindert [43] und den Blutfluss
verbessert [36]; alles Faktoren,
welche die NO-Synthese stimu-
lieren. Weiter kann nicht sicher
gesagt werden, welches die
primäre Quelle des im Serum
gemessenen NO2- und NO3- ist.
Denn neben dem Endothel syn-
thetisieren auch verschiedene
andere Zelltypen NO [10]. Wird
allerdings die Tatsache berück-
sichtigt, dass E2 in vitro die endo-
theliale Azetylcholin-induzierte
basale NO-Synthese und -Frei-
setzung stimuliert [20, 43], ist es
durchaus möglich, dass das von
uns gemessene zirkulierende
NO2- und NO3- ausschliesslich
vom Endothel freigesetzt ist.
Andere Varianten können aber
nicht ausgeschlossen werden
und müssen sicher untersucht
werden. Zwar haben unsere
Untersuchungen einen mit
Oestradiol konkomitanten An-
stieg der zirkulierenden NO-
Spiegel aufgezeigt, und die über-
wiegende Anzahl der Publikatio-
nen anerkennt die Wichtigkeit
von NO bei der Oestrogen-
vermittelten kardiovaskulären
Schutzwirkung. Allerdings gibt
es neuerdings auch einzelne
Stimmen, welche den Stellen-
wert von NO als einen der ent-
scheidenden Faktor bei der
Oestrogen-vermittelten Kardio-
protektion in Frage stellen [44].
Zum jetzigen Zeitpunkt kann
noch kein abschliessendes Urteil
gefällt werden, zukünftige Unter-
suchungen werden diesbezüg-
lich Klärung bringen müssen.

Gestagene scheinen die kardio-
protektiven Effekte der Oestro-
gene zu beeinträchtigen [6, 45],
allerdings wird dies kontrovers
diskutiert [7]. So ist es möglich,

dass Art und Dosierung der
Gestagene den vorteilhaften
Effekt der Oestrogene auf das
Herz-Kreislauf-System unter-
schiedlich beeinflussen. Wir
beobachteten in der Lutealphase
des stimulierten, nicht aber des
natürlichen, nicht-stimulierten
Zyklus einen Abfall der NO2-/
NO3- Spiegel im Vergleich zur
Follikelphase. Da die E2-Werte
in der Follikel- und Lutealphase
ähnlich waren, die Progesteron-
spiegel sich aber hochsignifikant
voneinander unterschieden,
weisen unsere Resultate in die
Richtung, dass hohe Progesteron-
spiegel den stimulierenden Effekt
von E2 auf die NO-Synthese
möglicherweise antagonisieren
könnten.

Wie beim E2 haben wir deshalb
die Beobachtungen der Gestagen-
untersuchungen im Spontan- und
im stimulierten Zyklus unter
postmenopausalen Bedingungen
überprüft. Da hierbei aber nicht
das natürliche Progesteron,
sondern artifizielle Gestagene
(NETA, CPA und MPA) zur Prü-
fung eingesetzt wurden, sind die
Resultate dieses Studienastes nur
bedingt mit den Daten der hor-
monell stimulierten Frau und des
Spontanzyklus vergleichbar. Bei
den mit E2 substituierten post-
menopausalen Frauen unter-
schieden sich die NO2-/NO3-
Spiegel nicht signifikant vom
Basalwert vor Substitutionsbe-
ginn, wenn Gestagene zugege-
ben wurden, und stiegen jeweils
wieder an, wenn NETA, CPA
oder MPA abgesetzt wurden.
Diese Beobachtung impliziert,
dass bei einer hormonellen Sub-
stitution in der Postmenopause
der Zusatz eines artifiziellen
Gestagens, zumindest in den
gängigen Dosierungen, einen
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ungünstigen Effekt auf die NO-
Freisetzung haben könnte.

Eine wichtige Beobachtung war,
dass nur etwa die Hälfte der
untersuchten postmenopausalen
Frauen einen signifikanten An-
stieg der zirkulierenden NO2-/
NO3- Spiegel während der
Oestrogensubstitution aufwiesen,
was auf die Existenz von „Res-
pondern“ und „Non-Respondern“
hinweist. Die Gründe für diese
unterschiedliche Reaktion blei-
ben zwar ungeklärt, aber eine
ähnlich heterogene Antwort auf
eine postmenopausale Hormon-
substitution wurde kürzlich auch
bezüglich der Veränderung der
LDL-Serumspiegel beschrieben
[46]. Dass zwischen NO und
LDL ein Zusammenhang exi-
stiert, zeigt die Tatasache, dass
wir in unserer Untersuchung
einen signifikanten Abfall der
LDL-Spiegel unter Oestrogen-
substitution nur bei den „Respon-
dern“ gefunden haben, d. h. bei
den Patientinnen mit einem
signifikanten Anstieg der zirku-
lierenden NO2-/NO3- Spiegel,
nicht aber bei den „Non-Respon-
dern“.

Zusammenfassend stellen unsere
Untersuchungen einen klinisch
nachweisbaren Zusammenhang
zwischen E2-Anstieg und NO-
Freisetzung her, und zwar unab-
hängig davon, ob Oestradiol
endogen gebildet oder exogen
zugeführt wird, und unabhängig
davon, ob die E2-Applikation
peroral oder transdermal erfolgt.
Diese Beobachtung stützt die
Annahme, dass der kardiopro-
tektive Effekt von 17ß-Oestradiol
wenigstens zum Teil durch die
E2-induzierte NO-Freisetzung
vermittelt wird. Während das
endogen gebildete natürliche

Progesteron in lutealen Konzen-
trationen den E2-induzierten
Anstieg der NO2-/NO3- Spiegel
nicht beeinflusst, scheint sich die
exogene Applikation von artifi-
ziellen Gestagenen diesbezüg-
lich ungünstig auszuwirken.
Abschliessend scheint nur ein
Teil der Frauen auf eine Oestro-
gensubstitution in der Postmeno-
pause mit einem Anstieg der zir-
kulierenden NO2-/NO3- Spiegel
zu reagieren, was darauf hin-
weist, dass zwar eine grosse
Zahl, keineswegs aber alle
hormonell substituierten Frauen
vollumfänglich von den kardio-
protektiven Eigenschaften einer
Oestrogenapplikation profitieren.
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