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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mentaler Stress hat Einfluss auf somatische und psychische

Krankheitsbilder

Mentaler chronischerStress in Beruf und Alltag stellt in der modernen Welt einen
zunehmenden Belastungsfaktor dar. Tagtaglich werden wir Stress ausgesetzt,iisei es
emotionalem, sozialen oder beruflichen Kontext oder Stress aufgrund chronischer
Erkrankungerund korperlicher Beschwerden. Laginer Studie in Grol3britannien gaben
74% der Studienteilnehmer an, innerhalb des letzten Jahres mindestens eine Situation
erlebt zu haben, in der sie so gestresst waren, dass sie sich Uberwaltigt und

handlungsunféahig fuhlten (Mental Health Foundation, 2018).

Das Wort "Stress" wurde 1956 von Dr. Hans Selye erstmals im medizinischen Kontext
verwendet. Stress sei die unspezifischwort des Korpers auf jegliche Veranderungen
oder aul3ere Einflisse, denen das Individuum ausgesetzt ist (Selye, H., 1956). Dabei strebe
der Korper die Erhaltung einer Homoostase an (Selye, H., 1956). Der Begriff
"Homdostase" wurde bereits 1929 beschrgbals die anpassenden Reaktionen eines
offenen Systems auf die aul3ere Umgebung, die dieses System direkt beeinflusst (Cannon,
W., 1929). Schon Selye beobachtete, dass schwerwiegende und langanhaltende
Stressreaktionen zu Krankheiten fihren konnen (Selyel956).

Eine angemessene akute Reaktion des Korpers auf Stress ist an sich nicht als negativ zu
bewerten, sondern wichtig fur das Individuum, sodass es anpassungsfahig bleibt und auf
Situationen, die das Gleichgewicht in Gefahr bringen, reagieren kargh dspw. eine
hohere Aufmerksamkeit der Umwelt gegenuber und schnelleren kognitiven Prozessen
(Oyola et al.,, 2017). Chronische Stressoren hingegen fuhren zu physiologischen
Veréanderungen und letztlich zur Férderung verschiedener Krankheitsbilder (Qyala e
2017).Bezuglich dieser Krankheitsbilder wird im Folgenden auf jene eingegangen, die fir

den Kontext dieser Arbeit von Relevanz sind.



1 Einleitung

1.1.1 Stress und das Kardiovaskulare System

Mentaler Stress tragt Studien zufolge einen Anteil an der Entwicklung der koronaren
Herzkrankheit (KHK), nicht nur durch das hohere Aufkommen eines
gesundheitsgefahrdenden Lebensstils hinsichtlich Ernahrung und Rauchverhalten bei
mentalem chronisch@ Stres, sondern auch durch direkte pathophysiologische
Mechanismen (Rozanski et al., 1999). Zu den neun vermeidbaren Risikofaktoren fur einen
Myokardinfarkt zakdn laut der INTERHEAJSTudie neben Rauchen, Alkohol, Hypertonie,
Diabetes, Stammfettsucht, Lipiddyedancen im Cholesterin, fehlendem Obst und Gemiuse

in der Ernahrung und mangelnder korperlicher Aktivitat auch psychosoziale Faktoren
(Yusuf et al., 2004)Darunter fallenerstensdie Depression, zweitensireschneidende
Lebensereignisse undrittens beruflicher, finanzieller und privater Stress (Yusuf et al.,
2004).

Chronischer Stress fiihrt zu neurohumoraler Aktivierung (Theorell et al., 1988). Bei Stress
wird die hypothalamischpituitar-adrenale Achse HPAAchse) aktiviert durch welche
infolge einer Hormnkaskade Glucokorttkde wie Kortisol vermehrt produziert werden

und Uber die sympathische adrenomedullare Achse (S&Nhke) das sympathische
Nervensystem aktiviert und Katecholame ausgeschittet (Oyola et al., 2017; Rivier &
Vale; 1985). Letzteres rdsiert in einer hoheren Herzfrequenz, starkerer Kontraktion des
Myokards und erhdhtem Blutdruck durch Vasokonstriktion sowie verringé¢terhsalz
Ausscheidung der Nieren (Herd, JA., 19€i). chronisch erhodhter Blutdruck flhrt auf
Dauer zweiner Linksheehypertrophie, da das Herz starker belastet wird (Brownley et al.,
2000). Die Mechanismen diesdoeiden Achsen sind in der Vergangenheit umfassend
untersucht worden und stehen nicht im Fokus dieser Arb@ie Streseaktion besitzt
einige Mechanismen zuRegulation wie negative Feedbaglechanismen und es ist
bekannt, dass die Geschlechtshormone in den Regelkreis deiAels& eingreiferund
Unterschiede in der Stressantworbn Mannern und Frauen bewirkgReul & De Kloet
1985; Oyola et al., 2017)

Kommt essomit in dem Gleichgewicht der Stressaeh durch chronischen oder
traumatischen Stress zu Dysregulationemnik dies zur Foérderung kardiovaskularer

Erkrankungerpeitragen(Levine et al., 2014).
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Mentaler Stress steht in Verbindung mit einer entén Zahl kardialer Ereignisse wie dem
Herzinfarkt und dem pl6tzlichen Herztod, denn Stress wurde mit myokardialer Ischamie,
koronarer Vasokonstriktion sowie vermehrter Haufigkeit von Wend@nderungen des
linken Ventrikelsn Zusammenhangebracht(Rozanki et al., 1999). Ein einzelnEseignis
verbunden mit starkem akuten Stress kann bereits temporar das Risiko fur einen Herztod
erhdhen, so zum Bspiel stieg laut einer Studigach einem massiven Erdbeban Jahre

1994 in Los Angeles die Zahl der Herztod® durchschnittlich 4,5 pro Tag auf 24 mit
dem Tag des Erdbebens (Lear et al., 1996).

Ebensoist bekannt, dass Stress Arteriosklerose fordert (Kaplan et al., 1982) und zu
erhohten Cholesterinwerten und Entheldysfunktionen fuhrt - weitere der
Risikofakoren fir Erkrankungen des kardiovaskularen Systesasvie zu Veranderungen

der Blutplattchen und der Blutgerinnung, sodass die Blutviskositat durch Stress erhoht
wird (Rozanski et al., 1999). Stress tragt ebenfalls durch vagale Dysregulation und erhéhte
sympathische Aktivitatzur Genese von kardialen Arrhythmien bei, wobei hier die
myokardiale Instabilitat z.B. durch eine KHK, auslésende (stressreiche) Events und
chronische psychische Belastung gleichermafen eine Rolle spielen (Lown et al., 1977).
Beispielsweisduhrt Stress durch soziale Isolation laut Studieur Ausschittung von
Kortisol sowie zu einer Steigerungder Herzfrequenz undeinem erhohten Risiko flr
ArteriosklerosgSapolsky et al., 1997; Watson et al., 1998). Sozialer Stress duiahilanst
zwischenmeachliche Beziehungen resultiegbenso in erhdhten Katecholaminwerten

und somit erhdhten Herzfrequenzen (Seeman et al., 1994).

1.1.2 Stress und die Depression

Die Pravalenzen psychischer Erkrankungen wie der Depression zeigten in den letzten
Jahrzehnten eine steigende Tendenz und stellen ein wichtiges Thema in der
Weltgesundheit dar (Ferrari et al., 201B)ie Depressiorzahlt mittlerweile zu eirer der
grofdten konomischen undsoziologischen gesdheitlichen Belastungen der wiishen
Weltund zeigt eine zunehmende Tendenz in den vergangenen Jébgede et al2016).

Das Aufkommen von Depression ist hoher bei Stressbelastung und dreimal so hoch unter
KHKPatienten als in der Gesamtbevélkerung (Rozanski et al., 1999). Somit besteht auch
ein Zusammenhang zwischen Stress, Depression und kardiovaskularemdeisiishon

das Depressionskriterium "Hoffnungslosigkeitlr sich genommenscheint laut einer

3



1 Einleitung

Studie eie hohere Wahrscheinlichkeit fir den plotzlichen Herztodbedeuten (Bruhn

etal., 1974).

Auf der einen Seite sind Personen, die an einer Depression leiden, anfalliger daftr, einen
ungesunden Lebensstil zu flihren, aber es finden sich auch Hinweise flr
pathophysiologische Effekte durch eine Depressioreg@stein et al., 1998). Die
Depression zeigt ahnlich wie die Stressbelastung einen Zusammenhang mit abnormaler
KortisolAusschittung und Dysfunktionen der Blutplattchenbeides beschriebene
Risikofaktorenfur kardiovaskulare Erkrankungen (Caroll et al., 1976; Musselman et al.,
1996). ® konnten Verdnderungen in der oKisolausschittung wahrend der
Stressantwort, wie sie bei depressiven Erkrankungen vorzuliegen scheinen, im positiven
Zusammenhang mit der @&gression von Arteriosklerose und vermehrten
Inflammationsprozessestehen (Waller et al., 2016). Ursache einer Depression kénnen
aulRerdem stressreiche Lebensereignisse sein (Kendler et al., 1999). Studien zufolge wirkt
sich sogar bereiten uteroder Stress der Mutter wahrend der Schwangerschaft auf ein
erhohtes Risiko fur Depression aus, vor allem bei Mannemdhrend bei Frauen der

postnatale Stress starkere Auswirkungen zeigt (Herbison et al., 2017).

1.2 Oxidativer Stress und DMEhaden duttt oxidativen Stress

Oxidativer Stress wird definiert als eine Dysbalance pnd antioxidativer Mechanismen
durch Ubermafiges Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Verhaltnis zu den
Kapazitaten der Gegenreaktion durch antioxidative SystenseKi#gpers (Persson et al.,
2014 siehe Abbildung )1 Dieses Ubermal? an ROS steht im Zusammenhang mit der
Genese diverser Krankheiten, besonders kardiovaskularer Erkrankungen wie
Arteriosklerose, neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, der Entstelamg

Krebs undchronischentziindlichen Erkrankungen (Halliwell et al., 1992).

Anti-
oxidantien

ROS

Abbildung 1 Oxidativer Stress entsteht durch ein Uberverhaltnis von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) zu den antioxidativen Schutzsystemen des Korpers

4



1 Einleitung

ROS sind freie Radikalalso Molekiile,die ein ungepaartes Elektn in einem Orbital
enthalten, wozu z.B.Molekile wie Wasserstoffperoxid £&;), Superoxid d,),
elementarer Sauerstoff, das Hydroxjdadikal ¢OH) und Stickstoffmonooxid (NO)
gehoren (Riley, P.A., 1994). Si@nnen entstehen bei aeroben Prozessen wie der
Zellatmung in den Mitochondrien, bei Phagozytose in aktivierten Makrophagen, wéahrend
starker korperlicher Aktivitat oder durch Gifte wie A®#ahlung, Alkohol, Zigarettenrauch
und radioaktiver Strahlung (Pisds & Pop, 2015).

Durch oxidativen Stress werden eine Vielzahl an Biomolekilen geschadigt, besonders
empfindlich fir die Oxidation durch ROS sind dabei Lipide, sodass Zellmembranen
geschadigt werden (Milne et al., 2005). Auch bewirken ROS eine OxidatidProteinen,
sodass diese beschéadigt werden oder Fehlfaltungen entstehen und die Proteine ihre
Funktion verlieren (Headlam & Davies, 2004). Als drittes und fur diese Arbeit am
wichtigsten, beschadigen ROS die DNA, indem sie StrangbDiAdéroteinCrasslinking

und Veranderungen der Basenstruktur hervorrufen. Daraus resultieren letztlich
Mutationen in der DNA (Gandhi & Abramov, 2012).

Gegenspieler der ROS sind die antioxidativen Schutzmechanismen des Korpers. Primare
Antioxidantien sind Substanzen, daurch die Abgabe eines Wasserstoffatoms) (H
Radikale abfangen konnen und so die Oxidationsreaktion verhindern. Sekundare
Antioxidantien sind Stoffe, die z.B,® abbauen, U\Strahlung abfangen, Inhibitoren
oxidativer Enzyme sind oder fir die Regenerafimarer Antioxidantien sorgen und
diese unterstitzen (Pisoschi & Pop, 2015). Desweiteren lassen sich Antioxidantien in
enzymatischeund nichtenzymatischeAntioxidantien unterteilen Zolak et al., 2017;

Beispielesiehe Tabelle )1

Tabelle 1: Einige wichtigeenzymatischeund nicht-enzymatischeAntioxidantien (nach
20laket al., 20T7)

Enzymatischéntioxidantien Nicht-enzymatischeAntioxidantien
SuperoxidDismutase Vitamin C (Ascorbinsaure)
Catalase Vitamin E-Tocopherol)
GlutathionPeroxidase b-Carotin
Glutathion
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Enzyme werden im Gegenteil zu nignzymatischen Verbindungen bei der Umsetzung
von Substraten selbst nicht verbrauchiVichtige Enzyme sind hier die Superexid
Dismutase und die Catalase, die Re&maktionenkatalysieren. Mit folgender Reaktion

bewirken sie, dass das Radikal Superocxid’) zu Wasser und Sauerstoff reduziert wird

(Pisoschi & Pop, 2015):

400, +4Ht =——=> 2H,0, =————aI>2H,0+0;

Ein weiteres wichtiges antioxidatives System ist das Glutathion (GSH), das ebefalls H
zu Wasser redugren kann indem es zu Glutathi@isulfid (GSSG) oxidiert wird (Droge,

W., 2002):

H,0; +2 GSH =———i{> GSSG +2H,;0

Zu dennicht-enzymatischerAntioxidantien gehdren die Vitamine C und E (Ascorbinséure
und h-Tocopherol), denn sie fangen freie Radikale ab, auch jene die Lipide oxidi&en,
und Wasserstoffperoxid (Descampatscha et al., 2001h-Carotin wirkt UVschitzend

und fangt ebenfalls Radikale wie elementaren Sauerstoff ab (Huang et al., 2005).

EntstandenenDNASchaden steheretztlich weitere Mechanismen zur Erhaltung der
Homoaostase zu Verfiigung in Form von Reparaturmechanismen. Die wichtigsten funf
davon sind die Basenexzisionsreparatur, die Nukleotidexzisionsreparatur, die Mismatch
Reparatur, die homologe Rekdbination und die nichkhomologe Endzu-End
Kombination. Die ersterrei dienen der Reparatur kleinerer Schaden wie durch UV
Strahlen, die nichkhomologe Rekombination der Reparatur ganzer Doppelstrangbriiche

(Chatterjee & Walker, 2017).

Es existieren Studien, die Konzentrationen vorHy8Iroxy2-Desoxyguanosin im
Zusammenhang mit psychischem Stress gemessen hadivan Marker im Urin fir DNA
Schaden. Diese deuten darauf hin, dass mentaler Stress sich als oxidativer Stress in DNA

Schaden auflern kann (Shimanoe et al., 2018). Auf3erdem konnten Studien zeigen, dass
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Pdienten, die aneiner Depressiorleiden, eine erhthte Menge an oxidativen DNA

Schaden wie Einzaind Doppelstrangbriichen aufweisen (Czarny et al., 2015).

Akuter Stress lasst Studien zufolge Entziindungsmediatoren im Korper ansteigen
(Streptoe et al., 200). Proinflammatorische Zytokine hauptsachlich aus Makrophagen
induzieren eine lokale Entziindungsreaktion und stimulieren die Freisetzung von ROS,
wahrend die Produktion von ROS wiederum die Bildung proinflammatorischer Zytokine
auslost (Xu et al., 2015hézzi et al., 201,8siehe Abbildung)2Mdglicherweise stellt das
Inflammasom nicht nur eine Verbindung zwischen psychischen Stressoren und einer
Entzindungsreaktion des Korpers dar, sondern auch einen direkten Zusammenhang der
Entziindung zu ROS (Iwataaét 2013; Zhou et al., 2011; siehe Abbildung 2).

—— P Entziindung

Inflammasom t— %‘ —

fl Makrophagen
. il Cortisol
ROS 47
é \?A
Leukozyten
akute Phase

Proteine

 —— Entziindung

ROS: Reaktive Sauerstfspezies NFRB: Nuclear factor kappalight-chain-
enhancet of activated Bcells

Abbildung2 Zusammenhang zwischen ROS und inflammatorischen ProzesR&t
entstehen u.a. aus Makrophagen im Inflammationsprozessdcherdurch
Stressausgelost werden kannMoglicherweise stellt das Inflammasom
auBerdem eine direkte Verbindung zwischen ROS und der
Entzindungsreaktion dar.

Desweiteren konnte das vermehrt&uftreten von ROS mit Ubergewicht und Diabetes
assoziiert werden (Silver et al., 2007; Shin et al., 2001). Dysbalancen im Lipidprofil mit
erhbhtem LDiCholesterin zeigten ebenfalls positive Korrelationen mit erhdhtem
oxidativen Stress und dasselbe gilt Addr Bluthochdruck (Wang et al., 2017; Togliatto et
al.,, 2017). Diverse Studien beschrieben einen direkten Zusammenhang von ROS zu

kardiovaskularen Erkrankungen wie dem Myokardinfarkt, Linksherzhypertrophie und
7
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Arteriosklerose (Lambeth, J.D., 2007). Daswen induziert Zigarettenrauch ROS
(Ellegaard & Poulsen, 2016).

1.3 Comet Assay als Methode zur Messung von-Bid#gbrichen

Die EinzelzelGelelektrophorese auch genanntComet Assagyist eine Methode zur
Messung von DNA Strangbrich@ollins, A.R2004).

Zuerst entwickelt wurde die Methode 1984 von Ostlingd Johanso (1984) Mit ihrer
Technik unter der Verwendung neutraler Bedingungen konnten Doppelstrangbdeshe
DNA detektiert werden, die als negativ geladene DNAmithilfe der
Einzelzellelektroporese aus dem Zellkern zur Anode gezogen wurd@stling &
Johansen, 1984)ier Jahre spatewurde die Methode um alkalische Bedingungen bei
einem pHWert von >13erganzt Unter Alkalidenaturierung findet eine Entspiralisierung
der DNA statt, sodass sowo Doppelstrang als auch Einzelstrangbriiche detektiert
werden konnen(Singh et al, 1988)m Jahre 1990 wurde die Einzellelektrophorese von
Olive et al.(1990) um das Konzept des Parametef$aill Moment zur Auswertung
erweitert und die unter dem Mikroskmsichtbaren Zellemach ihrem Erscheinungsbild
erstmals als "Comets" bezeichné€Olive et al., 1990).

Der Comet Assay eignet sich somit unter Ausschluss anderes€iddigender Faktoren
dazu, RO$hduzierte DNASchaden zu detektieren. Die beschadigteagiente werden

im elektrischen Feld zur Anode gezogen, wahrend intakte-BINl&kule zu grof3 sind, um

die Matrix zu durchwandern (Fang et al., 2015). Diese Arbeit verwendet den Comgt Assa

unter alkalischen Bedingungen und den Parameter Tail Moment zuvekusg.

1.4 TSSTGan Soldatenn der Studie BEST
Der Trierer Social Stress Test (TSST) wurde von KirschbadnKollegen(1993)

entworfen, als Methode zur Untersuchung von psychobiologischen Stressreaktionen
unter Laborbedingungern(Kirschbaum et al., 1993Der TSST basiert auf den zwei
Komponenten der sozialen Bewertung und der Unvorhersehbarkeit der Situation und gilt
heutzutage als Goldstandard fur die Untersuchung akuter mentaler Stressreaktionen
(Allen et al., 2016)Von Dawas und Kollegen(2011) modifizierten die Methode und
schufen ein Protokoll fir den TSST in Gruppen G3Sit bis zusechsTeilnehmern.

Dabei konnte gezeigt werden, dass der F&Sden Kortisobpiegel um das Dreifache
8



1 Einleitung

erhoht und ebenfalls die Herzfrequeaignifikant steiger{van Dawans et al., 201Diese
Arbeit nutzt den TSS®, um akuten mentalen Stress bei den Probanden unter
reproduzierbaren Bedingungen zu schaffen.

Studien zur Methodik des TSST zeigten, das&digsobpiegel durch den TSST héhe
Werte bei Mannern erzieén und Frauen haufiger als Manner nm@sponder auf diese
Methodik waren, also bei ihnen 6fter keine Stressreaktion durch den TSST hervorgerufen
werden konnte (Herbison et al., 2016). Es scheinen also geschlechterspezifische
Unterschiede in deReaktion auf den TSST zu existieren.

Der TSSG wurde durchgefiihrt im Rahmen der Studie BEBUindeswehrEinsatz und
STress) der Universitdt Ulm Ziel der Studie ist es, im Zusammenhang mit
Auslandseinséatzen das AusmalRmaychologischen uhbiologischen Belastungsfaktoren
sowie derenAuswirkung auf die Herzgesundheit erfassenSoldaen und Soldatinen

mit erhdhtem Risiko sollen erfasst und Schutzfaktoren identifiziert werden, welche die
Einsatzfahigkeit der Soldat und Soldatinen imAusland erhohen kdnnemazu wirden
subjektive Kriterien in Form standardisierter Fragebtgen eshitsowie biologische
Parameter wie Plasma und Serummarker und Katecholaminerhoben AufRerdem
wurden fir molekularbiologische Analyseperiphere mononuklege Zellen (PBMC)
gewonnen, mittels Elektronenspinresonanz (ESR) Radikale unrd/éx® erfasst und
mithilfe des Comet Assay Strangbriiche der DNA detektiEiir die vorliegende Arbeit

relevant istdie Methode des Comet Assay.

Allgemein wirde man annehmeigoldatenoder Soldatinnerbesalen aufgrund guten
korperlichen Trainings und jungen Alters eine niedrigere Wahrscheinlichkeit fur
kardiovaskulare Erkrankungen als die Durchschnittsbevdlkerung. In der Tat zeigen
Soldaten aber ein erhohtes Aufkommen von KK and exzessive korperliche Belastung
erhoht das Risiko fur ein akutes Koronarsyndrom (Wilson & Folkes, 2015; Kales et al.,
2003). Krieg und der Kampf in der Schlacht als starke mentale Stressoren werden
assoziiert mieiner erhohten Anahl kardialer Evats und kardiovaskularer Risikofaktoren
(Meisel et al., 1991). Desweiteren haben Soldated Soldatinnerin Auslandseinsétzen

ein doppelt so hohes Risiko, eine posttraumatische Belastungsstoérung zu entwickeln als

diejenigenohne Auslandseinsatz (Hoge ét 2004).



1 Einleitung

1.5 Fragestellung der Arbeit

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben wurde, wirkt mentaler Stress sich vielféltig
auf die Physiologie des Korpers aus und steht in engem Zusammenhang mit einer Vielzahl
an Erkrankungen. Da sich aul3erdendén Literatur Hinweise finden, dass mentaler Stress

zu oxidativem Stress und somit zu DNeé¢haden fihren kann, beschaftigt sich diese
Doktorarbeit damit, den Zusammenhang zwischen akutem mentalen Stress und der
Entstehung von DNAtrangbrichen an gesunde®oldaten und Soldatinnen der
Bundeswehr zu untersuchen.

Es ergeben sich damit folgende Hypothesen fir diese Arbeit:

1. Mentaler Stress fuhrt bei Soldatinnen und Soldaten der Bundeswehr zu einem
Anstieg der DNAtrangbriche.
2. Die Menge an DN&Atrangbrichen fit in einer sich dem mentaleiStress
anschlieBenden Ruhephaab auf sein Ausgangsniveau.
3. Es gibt geschlechterspezifische Unterschiede in der Menge an- DNA
Strangbriichen unter mentalem Stress.
4. DNASchaden stehen in positivem Zusammenhang mit dem kardiolsask
Risikoscore PROCAM.
4.1 Raucher weisen mehr DMN&rangbriche unter Stressauf als
Nichtraucher.
4.2 Bei positiver Familienanamnese bezuglichzitgarkten entstehen
mehr DNASchaden.

4.3 Es kommt zu mehr DN8trangbriichen mit steigendem Alter.

4.4 Je hoher der systlische Blutdruck in Ruhe ist, desto mehr DNA
Strangbriicheentstehen.

4.5 Die Anzahl an DN&chaden steht in Zusammenhang mit dem
Lipidprofil.

5. Es bestehen Zusammenhange zwischen Fragebdgen zum erlebten Stress und

der Menge an DN&trangbrichen unter mentalei@tress.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

Tabelle2: Verwendete Chemikalien

2 Material und Methoden

Chemikalien Hersteller
MEEO(Medium elektroendoosmosiyjarose | Merck
LMP{ow melting poin:-Agarose SigmaAldrich

DPBS§Dulbecco’'s Phosphate Buffered Saline)

Natriumchlorid NaCl
NaEDTA

Trizma base

NaOH pellets

HCI 8V

Ethanol 99,8%, vergallt
Ethidiumbromid

Triton X100

DMSO

ThermaoFisher Scientific
SigmaAldrich
PanreaeAppliChem
SigmaAldrich

SigmaAldrich

AppliChem

Apotheke des Uniklinikums Ulm
Carl Roth GmbH

SigmaAldrich

Carl Roth GmbH

Tabelle3: Verwendete Gerate und weitere Materialien

Materialien und Gerate Hersteller
Objekttrager VWR
Wasserbad GFL
Mikrowelle Imtron GmbH
Reaktionsgefal3e 1,5Im Eppendorf
Erlenmeyerkolben Duran

11



Fortsetzung Tabelle 3

2 Material und Methoden

Objekttrager
Heizblock Unitek HBE30
Heizblock QBD1

Deckglaser

Elektrophoresekammer Su®ell GT BASIC
Elektrophoresipower supply Consort E835

Elektrophoresis power supply Consort EV231

LichtschlielRende Boxen
Glasklvetten

Fluoreszenzmikroskop

VWR
Scientific Plastics
Grant Instruments

Menzel B.V.&Co.KG / Therrrisher

Scientific

BIO RAD
SigmaAldrich
SigmaAldrich

ABM ltalia
Glaswerk Wertheim

Olympus Optical Co.

LiHeparin Monovetten 2,6nL Sarstedt
VasofixSafety Venenverweilkantle Sarstedt
Papiertlicher VWR
Pipetten (10001, 200ni, 10n) Brand
Pipettenspitzen Eppendorf
Kuhlschrank (4C) Liebherr
Eismaschine Manitowoc
Tabelle4: Verwendete Software

Software Hersteller
Comet IV Instem, UK
SPSS Statistics Version 25 IBM, USA

12
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2.11 Losungen

Lysepuffer

pH=10 2,5M NaCl 146,1g
100 mM NaeEDTA 37,29
Trizma Base 12¢g
NaOH 89

auf 890mL dHO auffullen

Elektrophoresepuffer

pH>13 10M NaOH 300mL
200mM N&EDTA 50mL
auf 10L dHO auffillen

Neutralisationspuffer

pH=7,5 Trizma Base 485¢
HCI 37% 28 mL
auf 1L dHO auffillen

Lyselésung
Triton %100 1mL
DMSO 10mL
Lysepuffer 89mL

Ethidiumbromidlésung
Ethidiumbromid 0,33nmy/mL
in dHO

13



2.2 Studie

Die Methodan dieser

Arbeit wurda etabliert

2 Material und Methoden

im Rahmen der Studie BEST

("BundeswehrEinsatz und STresdder Klinik fir Psychosomatische Medizin und

Psychotherapie der Universitat Ulm. Die Studierde durchgefuhrt an Soldaterund

Soldatinnen der

Bundeswehr,

die zuden entsprechendenZeitpunkten in den

standortnahen Bundeswehreinrichtungen Laupheim, Ulm und Dorndiadtie Studie

rekrutiert werden konnten.Durch die Ethikkommission der Universitat Ulm wurde die

Studie genehmigt(Nr. 253/12) Die Studie untergliedeet sich wie in Abbildung 3

dargestelltin drei Mesgeitpunkte, im Folgenden bezeichnet als t0, t1 und t2.

vor 4-6 Wochen 12 Monate
Auslands- nach nach
einsatz Auslands- Auslands-
einsatz einsatz
— >
R: Rekrutierung t0: StudienzeitpunkD
t1: Studienzeitpunkt 1 t2: Studienzeitpunkt 2

Abbildung3 Zeitlicher Ablauf der BESTBundeswehrEinsatz und STres§tudie
(durchgefihrt am Universitatsklinikum Ulm von 2017 bis laufdFid) die
Messungen des Comet Assay died@beit wurden nur Proben zum
Messzeitpunkt tO verwendet

Bei der Rekrutierung (R) wurden Probandir Bundeswehewischen 18 un®0 Jahren
ausgewahlt. Nach der Rekrutierung fandler Messzeitpunkt tO statt. An diesem
Versuchstag wurde der Trierer Social Stress T@sGfoups (TSSF) andrei bis sechs
Probanden durchgefiihrt,an dem mehree Blutenhahmen fir die biologischen
Messwerte stattfanden. Am Messzeitpunkt hahmen 234 Probanden teil.

Zu den Messzeitpunkten t1 und t2 nach dem Auslandseinsatdererneut der TSSG
durchgefuhrt und dieselben Parameter erhoben. Fur diese Arbeit sind diese Zeitpunkte
von untergeordneter Bedeutung, da hierfir ein Probandenkollektiv ausschlie3lich zum
Zeitpunkt t0 ausgewahlt wurde. Dabei wurde der @vmssay an 10Probanden der
Gruppe tO0 durchgefiihrt. Als technisch durchfihrbar, vollstandig und unbeschadigt

erwiesen sich die Probensétze von 72 Probanden.
14
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2.2.1Trierer Social Stress Test for Groups (A&ST
An dem jeweiligenVersuchstag wurde der Trierer Social Stréest for Groups (TS$I)
an drei bis sechsProbanden durchgefiihrtan dem mehrere Ritentnahmen fir die

biologischen Messwerte stattfandeDen zeitlichen Ablauf zeigt Abbildung 4.

Raum 1 | | Raum 2 I | Raum 1

Phase | Phase Il Phase Il
STAIS
PASA Rechentest MODBF
Vorbereitung Bewerbungsgesprach (80 Sekunden/Proband &
(2 Minuten/Proband & Probandin) Probandin)
STAIS — : @
Mo f 0 A
= =n[ca
= 5o o 1B o (8B
f Cercbanas] O | | o I
fp Frobana ] O
- je=mnlels [robmaz ]| |
e i e
| | T N T
-50 -30 0 +10 +22 +30 +40 +50 +60 +75 +90
Begrufung Ruhephase Stressexposition ~20 Minuten Erholung Verab-
Aufklarung 30 Minuten schiedung
HRV-Messung :
BE: Blutenthahme EZ: Entnahme von Epithelzellen
PASA: Primary AppraisalSecondary MDBF: Multidimensionaler
Appraisal (Fragebogen) Befindlichkeitsfragebogen
STAIS: State Trait Angst Inventar VT: Messzeitpunkt vor Stresstest
NT: Messzeitpunkt nach Stresstes NR: Messzeitpunkt nach Ruhephas
HRV: Heart Rate Variability Blutdruckmessung
O Speichelprobenentnahme TSSAG: Trierer Social Stress Test (f

Groups)

Abbildung4 Zeitlicher Ablauf des TSS3 (durchgefiihrtam Universitatsklinikum Ulm im
Rahmen der Studie BE$BundeswehrEinsatz und STregsn 2017 bis
laufend). Die Blutentnahmen (BE) vor und nach Stressexposition (VT bzw.
NT) sowie nach der Ruhephase (NR) sind fir den Comet Assay relevant.

Zu Beginn des Versuchsabendsrae jedem Probanden eine Venenverweilkanile gelegt.
Danachbekamendie Probanden eine Ruhephase, in der sie Zeaitem die Fragebdgen
MBDF und STA auszufillen. Nun erfolgt die Enthahme der Blutproben vor
Stressexposition im Folgenden bezeichnet als V1und die Phase | des TSSTbeginnt.

Hier Dbereitden sich die Rsbanden einige Minuten aufein zu simulierends
Bewerbungsgespréach fir ihren Traumjob vor. Der Tasde/fir die Phase lin einen
zweiten Raum verlegt, in dem ein Gremium von zwei Personen auf die Probanden
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2 Material und Methoden

wartete. Jeder Proband htg nun zwei Minuten £it, sich fur die Stelle zu prasentieren.
Dabei zeigt das Gremium keine Reaktionen oder Unterstiitzung fir den Sprechenden
und der Proband sakich einer(FakeKamera gegentbetAls nachstes unterlfen die
Probanden je 80 Sekunden eindtechentest. Danacérfolgte die zweite Blutermiahme-

hier bezeichnet als NWahrend Phase fiillten die Probanden die PASA Fragebdgen aus.
Nun kehten die Probanden in den ersten Raum zurlick. Hieabegine Ruhephasgon

60 Minuten in der die Fragebégen MBDF und SBAkrneutausgefillt warden und
Zeitschriften zum Lesen bereigen. Nach den 60 Minuten wurdsn drittes Mal Blut

abgenommen dieser Zeitpunkt wird infolgenden bezeichnet als NR.

2.2.2 MDBH-ragebogen
Der Mehrdimensionale BefindlichkeitsfragebogdMDBF) dient der Erfassung der

aktuellen psychischen Befindlichkeit (Steyer et al.,, 1997). Diese wird anhand dreier
bipolarer Skalen erfassiGute/Schlechte Stimmung (GS), Wachheit/Mudigkeit (WM) und
Ruhe/Unruhe (RU) (Steyer et al., 1997). Der MDBF &r#4dtems,aber hierwurden die
Kurzformen mit 12 Items verwendeDie Zugehorigkeit der Iltems zu den Skalen zeigt
Tabelleb. Jedes Item beschreibt ein Adjektiv, das auf einer flnfstufigen Antwortskala von
1 ("Uberhaupt nicht") bis 5 ("sehr") beurteiltesden kann (Steyer et al., 1997).

Tabelle5: Zugehorigkeit der Items zu den Skalen des MOB&ch Steyer et al., 1997)
Jedes Item kann mit Putwerten von 1 bis 5 bewertet werden. Die
Punktwerte innerhalb einer Skala werden addiert bzw. werden dabei hegat
Adjektive in ihren Werten umgepolt.

GS: Gute/Schlechte Stimmung (Skala WM:  Wach/Mide (Skala)
RU: Ruhe /Unruhe (Skala) MDBF: Multidimensionaler
Befindlichkeitsfragebogen
Skala Kurzform A Kurzform B
gut schlecht wohl unglucklich
S zufrieden unwohl glicklich unzufrieden
ausgeruht schlapp wach schlafrig
WM munter mude frisch ermattet
gelassen ruhelos ruhig angespannt
RU entspannt unruhig ausgeglichen nervos
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Jede Skala enthalt vier Items, somit liegen die moéglichen Werte jeweils zwidched

20, wobei bei negativ formulierten Items die Werte umgepolt werden missen (Steyer et
al., 1997). Dabei bedeuten hohe Skalenwerte eine gute Stimmungslage, Wachheit und
Ruhe (Steyer et al., 1997).

Der MDBF wurde in der BESTudie von den Probanden @mal zu Beginn der ersten
Ruhephase und ein zweites Mal direkt nach Stressexposition zu Bdgmaweiten

Ruhephase ausgefullt

2.2.3 STAI Fragebogen

Das StateTraitAngstinventar (STAI) besteht aus zwei unabhangigen Skalen fur die
ZustandsangdiStateAngst/STAB) und die Angst als Eigenschaft (TRaigst) mit jeweils

20 Items (Laux et al., 1981). In dieser Studie wurde mit der Skala fir Zustandsangst
gearbeitet (STAS). Jedes Item enthdlt eine Feststellung wie z.B. "Ich bin beunruhigt" oder
"Ich fihle mich ausgeruht” undlann mit den Ziffern von 1 ("Uberhaupt nicht") bis 4
("sehr") bewertet werden (Laux et al., 1981). Zur Auswertung werden die Werte aller 20
Items aufsummiert, wobei diejenigen Werte von Items, die Richtung Angstfreiheit
abzieeén, umgekehrt werden mussen, sodass sich Werte von 20 bis maximal 80 ergeben
(Laux et al., 1981).

Der STAS wurde in der BESStudie gemeinsam mit dem MDBF von den Probanden
einmal zu Beginn der ersten Ruhephase und ein zweites Mal direkt nach Stresserpo

zu Beginn der zweiten Ruhephase ausgefullt.

2.2.4PASA Fragebogen
Der Fragebogen fir Primary Appraisal Secondary Appraisal (PASA) dient der Erfassung

kognitiver Bewertungen nach déransaktionalen Stresstheorion Lazarus und Folkman
(Gaab et al.2003). Die Stresstheorie nach Lazarus be&siotirdass eine Stresssituation
zunachst in der Erstbewertung (primary appraisal) auf Bedrohungund das Ausmalf3 an
Herausforderung bewertet wird und anschlieBend in der Zweitbewertung (secondary
appraisal)die Bewaltigungsmoglichkeiten beurteilt werden (Lazarus & Folkman, 1984).
Der PASA besteht aus dewmier Primarskalen "Bedrohung", "Herausforderung",
"Selbstkonzept" und "Kontrolliberzeugung" mit jewailsr Items (Gaab, J., 200Qedes

der insgesamt 16téms kann von 1 "ganz falsch" bis hin zu 6 "ganz richtig" bewertet
17
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werden (Gaab, J., 2009). Zu Sekundarskalen berechnen sich die Erstbewertung als
Summenmittelwert der Skalen "Bedrohung" und "Herausforderung" sowie die
Zweitbewertung als  Summenmittelwert ed Skalen  "Selbstkonzept” und

"Kontrolliberzeugung”, wie in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle6: Sekundarskalen des PASA Frageboggrach Gaab, J., 2009) Die Punktwerte
aus den Items der zugehdorigen Skalen ergeben als Summenmittelwerte die
Werte fur dieErstbewertung und die Zweitbewertung.

Erstbewertung Zweitbewertung
Skalen Bedrohung + Selbstkonzept +
Herausforderung Kontrolliberzeugung

Aus den beiden Sekundéarskalen lasst sich der Stressindex berechnen (Gaab, J., 2009):

Stressindex= Erstbewertung Zweitbewertung

Der Stressindex zeigt das Ausmald an individueller Gesamtbelastung empfunden in der
aktuellen Situation an (Gaab, J., 2009).

2.2.5 PROCAI8core

In der vorliegenden Arbeit wird zur Beurteilung der kardiovaskularen Geiabgraler
Probanden der PROCAStore herangezogerie Prospective Cardiovascular Munster
Studie PROCAMstudi@ entwickeltediesenScore, der mithilfe vomacht Parametern das
Risiko einschétzt, in den néchsten zehn Jahren einen Herzinfarkt zu erleidemmigAssim
al., 2002).Die Punkte werden dabei nach folgendem Scheané die acht Parameter
verteilt, welches in Tabellé zu finden ist. Summenscores gréRer 20 Punkten wurden als

PROCAMbositiv gewertet, Punktzahlen darunter als PRO@#dativ.
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Tabelle7: Kategorien mit Punkteverteilung des Summenscores PROCAMch
Assmann et al., 2002)i® Punktzahlen der acht Parameter werden zum
PROCAMScore aufsummiert

LDL: Low density Lipoprotein HDL: High density Lipoprotein
Alter (Jahre) LDLCholesterin HDL-Cholesterin | Triglyceride (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL)

35-39 |0 <100 0 <35 11 <100 0
40-44 6 <130 5 <45 8 <150 2
45-49 |11 < 160 10 <55 5 <200 3
50-54 |16 <190 14 > 55 0 > 200 4
55-59 |21 > 190 20
60-65 |26

Systolischer Infarkt in der Raucher Diabetes

Blutdruck (mmHg) Familie?

<120 0 nein 0 nein 0 nein 0
<130 2 ja 4 ja 8 ja
< 140 3
<160 5
> 160 6
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2.3 Methoden

Fur die Erhebung der Daten wurde an Vollblutproben der ProbanderCdaeret Assay
unter alkalischen Bedingungen durchgefuhrt, um Dopped Einzelstrangbriiche in der
DNA zu detektieren. Die Abbildung 5 zeigt einen Uberblick uber die

Versuchsdurchfihrung des Comet Assay.

Abbildung5 Uberblick (iber die Durchfiihrunges Comet Assay
Zunachst fand die Gewinnung von Material fir den Versuch statt. Nachdem
den Probanden am Versuchstag zum jeweiligen Messzeitpunkt Blut
abgenommen wurde, erfolgte der sofortige Transport der Proben auf Eis
und die direkte Bearbeitung (1) afir wurde eine kleine Menge Vollblut in
bereits vorbereitete LMAgarosealiquote pipettiert (2), durchmischt und
auf Objekttrager aufgetragen (3), die vorher mit MEEgarose
beschichtet worden waren. AnschlieBend standen die Objekttrager tUber
Nacht in emer Losung, die die Zellen lysiert (4). Nun konnten am folgenden
Tag die Objekttrager in eine Elektrophoresekammer gelegt werden und die
EinzelzelElektrophorese unter alkalischen Bedingungen erfolgen (5). Nach
mehreren Schritten zur Neutralisierung destWertes (6), wurden die
Objekttrager in Ethanol gestellt (7), damit das Wasser verdrangt wird und
somit der Farbstoff spater besser an die DNA binden kann. Als Farbstoff
wurde nach dem Trocknen eine Ethidiumbroridisung verwendet (8) und
so konnten die @len unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und
mit der entsprechendeiboftware ausgewertet werden (9).
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2.3.1 Beschichtung der Objekttrager

Fur die Herstellung 1,5%iger MEEB@arose wurden zunéchst 1gpAgarose auf 106L

PBS eingewogen. Diese wurde in der Mikrowelle zweimal aufgekocht und in das &uf 60°
vorgewarmte Wasserbad gestellt, dandte Agarosenicht bereits im Erlenmeyerkolben
erhartet. Die mehrmals abgewischten Objekttrager wurden nun bis einige Millimeter in
das Beschriftungsfeld hinein in die flissige Agarose getaucht, kurz ablaufen gelassen und
an der Rickseite abgewischt.

Anschliel3end wurden die Objekttrager zur Trocknung auf Ablageflachen gelegt. Die so

beschichteten Objekttrager lieRen sich fur langeed Bei Raumtemperatur lagern.

2.3.2 Herstellung der LMRgarosealiquote
Zunachst wurde eine 0,5%ige Agarose hergestellt, indeng @ BIPAgarose auf 100nL

PBS gegeben wurde. So wurde die Agarose in der Mikrowelle zweimal aufgekocht. Die
Agarose wurde dan zu je 120k in 1,5mL Eppendorsefalie aliquotiert. Diese Gefal3e

mit Agarose konnte man fir einige Monate beiGlfm Kuhlschrank aufbewahren. Wichtig
hierbei ist, Unterschiede in der Agarog@nzentration beispielsweise durch erneutes
Aufkochen zu veneiden, da dies sich auf die Strecke der Wanderung der DNA in der

Elektrophorese auswirken kénnte.

2.3.3 Probeneinbettung und Lyse

Fur die Durchfiuhrung des Comet Assay lasst sich jede eukaryotische Zelle heranziehen
(Tice et al., 2000Hier verwendet wuden alle BlutzellenAn den Versuchstagen wurde

den Probanden jeweils zu drei Messzeitpunkten einer@a_irHeparin Monovette Blut

aus einer Venenverweilkanule abgenommen und auf Eis gelagert. Das Blut wurde sofort
und direkt vor Ort weiterverarbeitet.

Dazu wurden im Vorfeld die LM&jarosealiquote in einem Becherglas mikdendem
Wasser geschmolzen und bei 3Zn einem Heizblock warmgehalten. AuRerdem wurde
einige Stunden vorher in einer Plastikkiivette eine frische Lyselésung aus gekuhltem
Lysepuffer Triton X100 und DMSO angesetzt und beiGim Kihlschrank gelagert. Durch

eine Temperatur von 4°C wird sichergestellt, dass die Agaroseschicht auf den

Objekttragern spater fest bleibt und sich nicht ablést.
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EDTA verhindert in dieser Losung die Bildwog Endonukleasen, die zu kunstlichem
weiteren DNAAbbau fihren kénnter{Hartmann et al., 2003)DMSO fangt Radikale ab,
um soin vitro entstandene oxidative DN&chaden zu vermeiden, die durch das Eisen
ausgelost werden, das aus lysierten Erythrozytemggsetzt wirdTice et al, 2000)riton
X100 wird eingesetzt fur die Zellys@icKelveyMartin et al., 1993) Durch 2,5M

Natriumchlorid werden Proteine wie z.B. Histone entfgi@ollins et al., 2008)

Aus den auf Eis gelagerten Monovetten wurdennl.OVollblut entnommen und in 12€L
Agarose pipettiert. Eine gréRere Menge an Material konnte bedeuten, dass sich unter
dem Mikroskop sichtbare Comets Uberlappen und so moéglicherweise die Auswertung
erschwet wird. Mit einer 200nL Pipette wurden Blut und Agarose resuspendierum

eine gleichmaRige Vermischung von Blut und Agarose zu gewahrleisten. Nun wurde das
Gemisch auf einen der beschichteten Objekttrager aufgetragen, mit einem Deckglas
eingedeckt und fuwier Minuten zum Aushérten in den Kuhlschrandegit. Nach dem
Ausharten der Agarose wurde das Deckglas wieder entfernt und der Objekttrager in eine
Kilvette mit Lyseldsung gestellt.

Dies wurde pro Proband jeweils fur zwei Objekttrager pro Messzeitpunkt durchgefuhrt.
Die Durchfihrung bis zum Hineinsegll in die Lyseldsung sollte nicht langer als 20
Minuten dauern, damit eine Reparatur der Di$&haden maoglichst vermieden wird. Vor
allem Einzelstrangbriiche kdnnten sonst von den zelleigenen Mechanismen in relativ
kurzer Zeit repariert werde(Collins et a] 2008)

Die Objekttrager standen Uber Nacht in der Lyselosung und am nachsten oder

Ubernachten Tag wurden die weiteren Arbeitsschritte durchgefihrt.

2.3.4 Alkalidenaturierung und Elektrophorese

Nachdem die Objekttrager aus der Lyseldsung entnommen evyrggte man sie mit der
Gelschicht nach oben und der Beschriftung zur Kathode zeigend auf die Auflageflache der
Elektrophoresekammer. Nun wurde die Kammer mit alkalischem Elektrophoresepuffer
befillt, sodass die Objekttrager etwa3mm hoch bedeckt wueh. Anschlie3endvurde
die Kammer abgedeckt, um die Proben vor -&txahlung zu schitzen und die
Objekttrager fur 25 Minuten zur Alkalidenaturierung stehen gelassen, denn ab einem pH
Wert von 12 wird die DNAenaturiert und entwunden, d&Vasserstoffbriickemgetrennt
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werdenund abeinem pH > 12,3verden weitere Resultate von DN&claden, die nicht
direkt als Strangbriiche auftreten, sogenannte alkalilabile Stellen, zu detektierbaren
Einzelstrangbrichen umgewandelt (Kohn K.W., 1991) solchen alkalilabilen 3&n
zahlen z.B. apurinische Stellen, die ebenfalls durch-Bdhaden induziert werde(Tice

et al, 2000)

Anschlieendvurde das Elektrophoreseprogramm gestartet mit 25 V und 800 fir
erneut 25 Minuten. Spannung und Stromstarke wurden mithilfe deffePmenge
eingestellt. Auch wahrend dieses Schrittes wurde die Kammer gegen Licht abgedeckt.
Durch Anlegen dieses elektrischen Feldes werden die negativ geladenen DNA
Strangbruchfragmente aus dem Kern und zum positiven- Blelr Anode- gezogen. Je
kleiner ein Fragment ist, desto weiter wandert es im elektrischen Feld durch die Matrix
der Agaros€Collins et al., 2008)

Nun wurden die Objekttrager auf ein Abtropfgestell gelegt und dreimal fur funf Minuten
mit einem Neutralisationspuffer inkubiert. Danaclwurden sie in eine Kivette mit
destilliertem Wassegetaucht und fur weitere funf Minuten in 98%igen Ethanol gestellt.
Durch den Ethanol werden die Praparate dehydr{etartmann et al., 2003)

Zuletzt wurden die fertigen Objekttragedunkel in einer Schulade zum Trocknen
ausgelegt. Die getrockneten Objekttrager konnten bis zur Auswertung einige Monate

gelagert werden.

2.3.5 Auswertung

Fur die Auswertung wurden 5@ EthidiumbromieLosung auf den Objekttrager pipettiert
und mit einem Deckglas eingedecEthidumbromid interkaliert mit der DNA zwischen
den Basenpaare(Collins et al., 2008Nun wurde die Probe bei 258cher VergroRerung
Uber einen Anregungsfilter von 5850 nm und einem Barrierefilter von 590 nm unter
dem Fluoreszenzmikroskop angeschalber eine Kamera ist das Programm Comet IV
mit dem Mikroskop verbunden, in dem nun pro Objekttrager 50 Zellen beurteilt wurden.
Als Messgrole wurdedas Tail MomentherangezogenDie Abbildung 6 zeigt einige
Beispiele fiur Zellen mit verschiedenen Wertéir tlas Tail Moment und erlautert die
Bedeutung der Werte.
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Abbildung6é Messung des Tail Moment mithilfe des Progamms Comet IV von Instem
In a) zeigt sich eine Zelle mit einen Tail Moment von 0,0. Bei dieser Zelle
sind somitkeine Stragbriche nachzuweisen. In b) ist eine Zelle mit einem
Tail Moment von 0,10 dargestellt. Die Zelle weist somit igpaele
Fragmente auf. Es liegtlso eine gewisse Menge an Strangbriichen der
DNA vor. In ¢) ist eine Zelle mit einem Tail Moment §@1 zu sehen. Im
Kometenschweif dieser Zelle sind &auferviele DNAFragmente
nachzuweisen. Dies bedeutet, dass sehr viele Strangbriiche zu finden sind.

Sichtbar werden nun Abbildungen einzelner Zellen, die aufgrund ihres Aussehens &hnlich
Kometen als "@Gmets" bezeichnet werden. Der Kopf des Kometen enthalt die
unbeschadigte DNA und der Kometenschweif stellt die Fragmente beschadigter DNA dar
(Olive et al.,, 1994) Das Tail Moment ist das Produlkius dem Verhaltnisder
Schweifintensitatund der Verlagerung von Material aus dem Kopf relativ zum Zentrum
des KopfesParameter wie di&schweifintensitdberuhen auf der Annahme, dass der Kopf
symmetrisch ist und alle fluoreszierenden Teilchen aul3erhalb dessen Sthweif

gehoren(McCarthy et &, 1997) Dabei wurde zuséatzlich die "Yes or N\@thode nach
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Witte et al. (2014) zur Auswertung herangezogen. Demnach werden Zellen in zwei
Kategorien- jene mit Zellschaden und jene ohneeingeteilt, sodass die alleinige
Bewertung der tatsachlich besétligten Zellen eine grof3ere Aussagekraft innerhalb der
Menge an Zellschaden aufzeigt (Witte et al., 2014). Dabei wurde desffWtert fir das

Tail Moment unter welchem die Zelle als "nicht beschadigt" angesehen wird, auf <0,1

festgesetzt.

2.4 Statistik

Die Ergebnisse wurden mithilfe der Software SPSS Version 25 von IBM ausgewertet.
Fehlten fur die Rechnung relevante Daten in einem Fall, wurde dieser aus der Berechnung
herausgenommenEs wurden alle verwendeten Daten mit dem KolmogeBovirnovTest

auf das Vorliegen einer Normalverteilung getestet. Fir normalverteilte Daten wurden
parametrische Tests angewandt, lag keine Normalverteilung vor, wurden - nicht
parametrische Tests gewahDabei wurdegemald der Fragestellunggeweils zweiseitig
getestet.

Fur Varianzanalysen mit Messwiederholung in Intervallskalaie es fur die drei
Messzeitpinkte des Comet Assay vorlagiurde je nach Fragestellung eine einfaktorielle
oder zweifaktorielle Analyse gewahlt und zundchst der Mau€kbkt auf Spharizitat
durchgefihrt. Wurde die Annahme der Sphaérizitat verletzt, wurde die Korrektur von
GreenhouseGeisser angewandt. Das Signifikanzniveau ver0O®5 wurde als statistisch
signifikant festgelegtDie Effektstéarkeri wurden aus dem partiten ' 2 berechnet.Ab f >

0,25 gilt eine mittlere Effektstarke und ab f > 0,4 eine starke Effektstarke.

Fir Korrelationen wurde die Korrelation nach Pearson verwendet Daten in
Intervallskala und unter Normalverteilung odeanter Annahme des zentralen
GrenzwertsatzesTrafen die Bestimmungen fur die Korrelation nach Pearson nicht zu,

wurde die Korrelation nach Spearman angewandt.
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3 Ergebnisse

Zunachst werden einige soziodemographische und medizinische Merkmale zur Stichprobe
beschrieben. Darauffobnd werden die Ergebnisse zu den Hypothesen der vorliegenden

Arbeit gezeigt. Ergeben sich keine Stichprobengréf3en von n = 72, hat ein Proband oder
mehrere zu der vorliegenden Fragestellung in den Anamnesebdgen oder Fragebdgen

keine Auskunft gemachDieseWertepaare wurden von der Auswertung ausgeschlossen.

3.1 Soziodemographische Merkmale

Die TabelleB zeigt die soziodemographischen Merkmale zur Stichprobe. Die Stichprobe
besteht mit 82% aus mannlichen Soldaten wahrend nur 15% der Probanden weildich sin
Die Stichprobe hat ein Duschnittsalter von 30 Jahren (SB 5,62) mit einer
Altersspanne von 21 bis 46 Jahren. Die M&anner sind mit einem Durchschnittsalter von 31
Jahren etwas éalter als die Frauen mit durchschnittlich 28 Jahren. Der Grol3teil der
Probanden lebt in fester Partnerschaft oder in emEhe (6%). Beinahe die Halfte der
Stichprobe hat ein Abitur gemacht, der zweithaufigste Schulabschluss ist der

Realschulabschluss.

Tabelle8: Soziodemographische Merkmalgh = 72) (erhoben am Universitatskkum
Ulm im Zeitraum von November 2017 bis Juni 2018 im Rahmen der Studie
BESTBundeswehrEinsatz und STrgss)

n: StichprobengréiRe
n %
Mannlich 59 81,9
Geschlecht —
Weiblich 11 15,3
Ledig 20 28,6
Feste Partnerschaft 27 38,6
Familienstand
Verheiratet 21 30,0
geschieden 2 2,9
Hauptschulabschluss 8 11,3
Realschulabschluss 27 38,0
Bildung :
Abitur 35 49,3
Sonderschule 1 1,4
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3 Ergebnisse

Die Tabelle9 zeigt Merkmale zur beruflichen Situation der Probanden innerhalb der
Bundeswehr. Die meisten Probanden (85%) sind Soldaten aufirdeifittel dienen die
Probanden seit 9 Jahren der Bundeswehr und haben sich durchschnittlich fur 15 Jahre
verpflichtet. Der Anteil an Probanden, die bereits einen Auslandsaufenthalt in ihrem
Lebenslauf zu verzeichnen haben, und der Anteil derer, die noch in keinem

Auslandsaufenthalt eingesetzt wurden, sind in etwa ausgeglichen.

Tabelle9: Berufliche Merkmale der Bundeswehrtaten (n = 72) (erhoben am
Universitatsklinikum Ulm im Zeitraum von November 2017 bis Juni 2018 im
Rahmen der Studie BE@BundeswehrEinsatz und STrgss)

n: StichprobengréiRe
n %

Berufssoldat 10 14,1

Status Soldat auf Zeit 60 84,5
Reservist 1 1,4

1-5 12 17,1

Bisherige Zeit bei dg 6-10 39 55,7
Bundeswehr (Jahre)| 11-15 9 12,6
16- 30 10 13,9

1-5 4 5,6

_ _ 6-10 7 9,7
ézrr?:(lal;:htungszelt 11-15 29 30,6
15-20 21 29,2

21-25 6 8,3

Bisheriger nein 34 49,3
Auslandseinsatz ja 35 50,7

3.2 Medizinische Merkmale inshesondere hinsichtlich des kardiovaskularen
Risikos
In Tabellel0 sind medizinische Merkmale der Stichprobe insbesondere hinsichtlich des

kardiovaskularen Risikos dargestellt. Unter den Probanden sind 31% Raughke0,4&)

und der Uberwiegende Anteil (70%) gibt an, gelegentlich Alkohol zu konsumieren. Die
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Pravalenz kaliovaskularer Risikofaktoren wie Hypertonie (6%), Diabetes (0%) oder
Hypercholesterinamie (8%) ist in der vorliegenden Stichprobe gering ausgepragt.
Kardiovaskulare Medikamente (z.B. Blutdrucksenker oder Statine) werden ebenfalls von
wenigen eingenommenl{2%9. Zum Gesundheitsverhalten gibt ein sehr gro3er Anteil der
Probanden an, taglich Obst und Gemise zu konsumieren. Von den weiblichen
Probandinnen verhitet beinahe die Halfte hormonell mit der PNar eine Probandin

gibt an, ein Antidepressivum eimzehmen(1%)

Tabelle10: Medizinische Merkmale insbesondere hinsichtlich kardiovaskuldrem Risiko
(n = 72) (erhoben am Universitatsklinikum Ulm im Zeitraum von November
2017 bis Juni 2018 im Rahmen der Studie B@&MhdeswehrEinsatz und

STresp
n: Stichprobengrolie Pos. Positiv
n %
ja 22 30,6
Raucher :
nein 50 69,4
ja 50 69,4
Alkohol :
nein 22 30,6
Hypertonie 4 5,6
Diabetes 0 0,0
Kardiovaskulare L
Risikofaktoren Hypercholesterindmie 6 8,3
Pos. Familienanamnesfarkt) 16 22,2
(Davon>1 Risikofaktor) (2) (2,8)
Candesartan 1 1,4
Kardiovaskulare | Ramipril 2 2,8
Medikation Atorvastatin 2 2,8
(Davon: >1 Medikament) (2) (1,4)
L Sertralin 1 1,4
Psychiatrische
Medikation (Davon ebenfalls
kardiovaskulare Medikatign 0) (0,0
Hormone(AnteiI Pille 5 455
innerhalb der . pil i
Frauen) (Davon: Pille + Sertralin) Q) (9,9)
verhalten RegelmaRig Gemiise 66 91,7
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3.3 DNAStrangbrtiche unter mentalem Stress wahrend des ST

Zur Uberprifung der Hypothese, dasster akutem mentalem Stress die Menge an DNA
Strangbriichen ansteigt, sowie der zweiten Hypothese, dass diese in einer anschlie3enden
Ruhephase wieder auf ihr Ausgangsniveauabithfwurde zu drei Messzeitpunkten der
Parameter Tail Moment im Comet Assayharen. In Tabelld1 sind die Werte fir die
Anzahl der DN#Strangbriche zu den drei Messzeitpunkten vor dem Stresstest (VT),

direkt nach dem Stresstest (NT) und nach anschlie3ender Ruhephase (NR) aufgefihrt.

Tabellell: DNAStrangbriiche gemessen im Comeéissay (n = 72) (erhoben am
Universitatsklinikum Ulm im Zeitraum von November 2017 bis Juni 2018 im
Rahmen der Studie BE@undeswehrEinsatz und STrgss

n: Stichprobengrof3e VT:  Messzeitpunkt vor Stresstest
MW: Mittelwert NT:  Messzeitpunkt naclstresstest
SD: Standardabweichung NR: Messzeitpunkt nach Ruhephase
p: Signifikanzwert (ANOVA mit DNA: Desoxyribonukleinsiure

Messwiederholung)

VT NT NR Effekt-

) FTest p
MW SD | MW SD | MW sp | starkef

0,24 0,10 0,28 0,14 0,25 0,11 0,23 3,689 0,027

Eslasst sich eia signifikanteVeranderung an der Menge an DiS&haden Uber die Zeit
detektieren (p = 0,027). Das Tail Moment der Zeitpunkte VT zu NT, also die Menge an
DNASchaden nach der mentalen Stressexposition im Vergleich zu davor steigt signfika
an (p = 0,007). Wahrend der Ruhephase nach dem Stresstest, also vom Messzeitpunkt NT
zum Zeitpunkt NR sinkt die Menge der DS#angbriiche wieder ab (p = 0,086) und
erreicht beinahe wieder den Mittelwert an DN#chaden des Messzeitpunktes VT. Somit
bestatigt sich die Hypothese, dass DiS#&angbriiche durch mentalen Stress ansteigen

und sich in der Ruhepause wieder normalisieren.
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3.4 Geschlechterspezifische Unterschiede in der Bildung vorSaNaden

unter mentalem Stress

Desweiteren wurde die Hypo#ise aufgestellt, dass geschlechterspezifische Unterschiede
bestehen bezuglich der Entstehung von BSthangbrichen unter mentalem Stress.
Tabelle 12 zeigt die Werte fir den Parameter Tail Moment in Anh&ngigkeit vom

Geschlecht zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

Tabellel2: DNAStrangbriiche gemessen im Comet Assay in Abhangigkeit vom
Geschlecht(n = 72) (erhoben am Universitatsklinikum Ulm im Zeitraum von
November 2017 bis Juni 2018 im Rahmen der Studie BEST
(BundeswehrEinsatz und STrgss

n: Stichprobengrolie ns: Nicht signifikant

MW: Mittelwert VT:  Messzeitpunkt vor Stresstest
SD: Standardabweichung NT:  Messzeitpunkt nach Stresstest

: Signifikanzwert (ANOVA mit NR: Messzeitpunkt nach Ruhephase
Messwiederholung) DNA: Desoxyribonukleinsiure

M: Ménnlich W: weiblich

t: Zeit G: Gruppe
VT NT NR Effekt | FTest p

MW | SD | MW | SD | MW | sD | starkef | (t"G) t G | t*G

M | 0,24 0,09]| 0,29| 0,15| 0,26 | 0,12

0,04 0,119 ns ns ns

w | 023|011 0,26 | 0,07 0,22 | 0,10

Es zeigen sich zu allen drei Zeitpunkten héhere Mittelwerte fur das Tail Moment bei den
Mannern als bei den Frauen, jedoch ohne sigaifie Unterschiede. Die Anzahl der
mannlichen Probanden ist in der Studie bedeutend gro3er (n = 59) als der Anteil an

Frauen (n = 11). Die Hypothese kann méralso nicht bestatigiverden
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3.5 Einfluss des kardiovaskularen Risikos auf die Bikbhm@®NASchaden

unter mentalem Stress

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass Unterschiede bestehen in der Entstehung von
DNAStrangbriichen unter mentalem Stress in Abhangigkeit vom kardiovaskularen
Risikoprdil der Probanden. In Tabelle 18ind die Werteflir das Tail Moment in
Abhéangigkeit zu den zwei Probandengruppen PRO@#dviv und PROCAlNegativ
dargestellt. Da nicht alle Probanden hinsichtlich der Parameter zur Berechnung des
PROCAMscores vollstandige Angaben gemacht habemurden die folgenden

Berechnungemmit einer StichprobengréRe von n = @@8rchgefuhrt

Tabellel3: DNAStrangbriche gemessen im Comet Assay in Abhangigkeit zum
kardiovaskularen Risikoscore PROCAMn = 63) (erhoben am
Universitatsklinikum Ulm im Zeitraum von November 2017 bis Juni 2018 im
Rahmen der Studie BE@undeswehrEinsatz und STrgss

n: Stichprobengrof3e ns:  Nicht signifikant
MW: Mittelwert VT: Messzeitpunkt vor Stresstest
SD: Standardabweichung NT: Messzeitpunkt nach Stresstest
p: Signifikanzwert (ANOVA) NR: Messzeitpunkt nach Ruhephast
PROCAM: Prospektive Cardiovascular t: Zeit
Munster Study G: Gruppe

DNA: Desoxyribonukleinsaure

VT NT NR Efte lI:t ETest p
MW | SD|Mw | sD | Mw | sD| 5@ | wg) | t |G| rG

PROCAM

positiv 0,25|0,12| 0,34| 0,20| 0,24 | 0,10

0,25 | 3,900 | 0,008| ns | 0,023
PROCAM

: 0,241 0,09| 0,26 0,11| 0,26 0,13
negativ

Ein positiver PROCAStore ergibt sich fir 20 Probanden, ein negativer Score fur 43
Probanden. Wie in Tabelle 6 dargestellt, zeigt sich ein signifikanter Interaktionseffekt in
der Menge an entstandenen DN&chéden zwischen den beiden Gruppen (p = 0,083). |
der Kontrastanalyse zeigt sich, dass die Werte der PR@©A#iIven Probanden von VT

zu NT signifikant starker ansteigen als bei der Gruppe PR@Egativ (p = 0,031).
Wahrend der Ruhephase zeigt die PROgABItive Gruppe ebenso einestérkeren
Abfall an DNAStrangbrichen als die PROGABbative Probandengruppe (p = 0,016).

Somit bestéatigen die Ergebnissdie Hypotheseund geben den Hinweis auginen
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Zusammenhang zwischen deéwardiovaskulare Risikoprofind derEntstehung von DNA

Strangbriichen unter megalem Stress.

Da insgesamt nur 11 der Probanden Frauen sind und keine der Frauen einen positiven

PROCAMScore aufweist, wurde nun noch einmal die Wechselwirkung zwischen Tail

Moment und PROCAI8core ausschlieRlich an den méannlichen Probanden untersucht.

Unter Ausschluss der weiblichen Probandinnen zeigt sich ein noch deutlicheres Ergebnis

im Vergleich der Gruppen mit und ohne kardiovaskularem Risikoprofil (p = 0,015). Dieses

Ergebnigstin Abbildung 7 graphisch dargestellt.

40

35

30

Tail Moment

Abbildung7

PROCAM-SCORE
(nur ménnlich)
kein Risiko (n = 33)

==Risiko (n = 20)

VT NT NR

Messzeitpunkte Fehlerbalken: +- 1 SE

ttp=0,025 G:p=ns t*G:p=0,015 FTest(t*G) =4,348 Effektstarke = 0,29

SE: Standard Error VT: Messzeitpunkt vor Stresstest

PROCAM:  Prospective Cardiovascular NT: Messzeitpunkt nach Stresstest
Munster Study NR: Messzeitpunkt nach Ruhephase

t: Zeit G: Gruppe

p: Signifikanzwert (ANOVA mit n: StichprobengroRe

Messwiederholung)

Das Tail Moment in Alhangigkeit vom kardiovaskuéaren Risikarofil zu

den jeweiligen Messzeitpunktenfir die Gruppen PROCApbsitiv und
PROCAMhegativ unter Ausschlusgeiblicher Probanden(erhoben am
Universitatsklinikum Ulm im Zeitraum von November 2017 bis Juni 2018
im Rahmen der Studie BE@LindeswehrEinsatz und STregss)

In der Kontrastanalyse zeigt sich fir den Zusammenhang vom Messzeitpunkt VT zu NT

(p=0,029) sowie fur NT zu NR (p = 0,013) jewells ein signifikanter Unterschied.
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Im Folgenden werden die einzelnen Parameter des PRG&UMIKE auf ihre Abhangigkeit
zum Tail Moment untersucht. Dabei wurden weiterhin die weiblichen Probandinnen von
der Auswertug ausgeschlossen. Der Parameter Diabetes wurde dabei weggelassen, da in

der Stichprobe keine Probanden mit Diabetes vorlagen.

3.5.1 Bifluss der Parameter des PROCA~re- Rauchen

Gerade auch weil daRauchen an sich ebenfalls ROS entstehen lassen kann, wurde die
Hypothese aufgestellt, dass bei Rauchern mehr 3dA&den entstehen unter mentalem
Stress als bei Nichtrauchern. Das Ergebnis ist in Abbildung 8 graphisch dargestellt.

40 Raucher
— nein (n =39)

=ja(n=21)

35

Tail Moment
W
o

25

20

vT NT NR

Messzeitpunkte Fehlerbalken: +- 1 SE

t: p = 0,025 G:p=8 t*G: p=ns FTest(t*G) = 1,032 Effektstarke = 0,13

SE: Standard Error VT: Messzeitpunkt vor Stresstest

n: Stichprobengrof3e NT: Messzeitpunkt nach Stresstest
t: Zeit NR: Messzeitpunkt nach Ruhephase
G: Gruppe p: Signifikanzwert (ANOVA mit

ns: Nicht signifikant Messwiederholung)

Abbildung8 Das Taill Moment in Alhédngigkeit zum Rauchenunter Ausschluss
weiblicher  Probanden (erhoben am Universitatsklinikum Ulm im
Zeitraum von November2017 bis Juni 2018 im Rahmen der Studie
BESTBundeswehrEinsatz und STrgss)

Die Rauchemweisen unter den Probanden unabhéangig von anderen Faktoren hdhere
Mittelwerte fir das Tail Moment auf. Ein signifikantBusammenhang zwischehem
Rauchen unddem Tail Moment konnte dabei nicht gezeigt werdenie (Hypothese

bestatigt sich somit nicht.
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3.5.2 Einfluss der Parameter des PROGGERIe- positive
Familienanamnese

Hier lautet die Hypothese, dass unter mentalem Stress mehr -Stkéhgbriche
entstehen, wenn der Proband eine positive Familienanamnese lielatiderzinfarkten in
der Verwandtschaft angibt. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 9 graphisch

dargestellt.

t: p = 0,008 G:p=ns t*G:p=0,027 FTest(t*G) = 3,738 Effektstarke = 0,26

SE: Standard Error VT: Messzeitpunkt vor Stresstest

n: Stichprobengrolie NT: Messzeitpunkt nach Stresstest
t: Zeit NR: Messzeitpunkt nach Ruhephase
G: Gruppe p: Signifikanzwert (ANOVA mit

ns: Nicht signifikant Messwiederholung)

Abbildung9 Das Tail Moment in Alhangigkeit zur positiven Familienanamnese
bezuglich Herzinfarkterunter Ausschluss weiblichd&trobanden(erhoben
am Universitatsklinikum Ulm im Zeitraum von Novemi2&17 bis  Juni
2018 im Rahmen der Studie BEBUindeswehrEinsatz und STrgss

Es zeigt sich eidusammehang zwischen Infarkten in der Familie und dem Tail Moment.
Probanden mit einer positiven Familienanamnese weisen mehr-8Sdividen unter
mentalem Stress auf (p = 0,027). Die Hypothese bestatigt sich damit. Dies zeigt sich in der
Kontrastanalyse ingsondere fur die Messzeitpunkte NT zu NR (p = 0,015), jedoch nicht
von VT zu NT (p = 0,143).
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