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1 Einleitung 

1.1 Mentaler Stress hat Einfluss auf somatische und psychische 

Krankheitsbilder 

Mentaler chronischer Stress in Beruf und Alltag stellt in der modernen Welt einen 

zunehmenden Belastungsfaktor dar. Tagtäglich werden wir Stress ausgesetzt, sei es in 

emotionalem, sozialem oder beruflichem Kontext oder Stress aufgrund chronischer 

Erkrankungen und körperlicher Beschwerden. Laut einer Studie in Großbritannien gaben 

74% der Studienteilnehmer an, innerhalb des letzten Jahres mindestens eine Situation 

erlebt zu haben, in der sie so gestresst waren, dass sie sich überwältigt und 

handlungsunfähig fühlten (Mental Health Foundation, 2018).  

 

Das Wort "Stress" wurde 1956 von Dr. Hans Selye erstmals im medizinischen Kontext 

verwendet. Stress sei die unspezifische Antwort des Körpers auf jegliche Veränderungen 

oder äußere Einflüsse, denen das Individuum ausgesetzt ist (Selye, H., 1956). Dabei strebe 

der Körper die Erhaltung einer Homöostase an (Selye, H., 1956). Der Begriff 

"Homöostase" wurde bereits 1929 beschrieben als die anpassenden Reaktionen eines 

offenen Systems auf die äußere Umgebung, die dieses System direkt beeinflusst (Cannon, 

W., 1929). Schon Selye beobachtete, dass schwerwiegende und langanhaltende 

Stressreaktionen zu Krankheiten führen können (Selye, H., 1956). 

Eine angemessene akute Reaktion des Körpers auf Stress ist an sich nicht als negativ zu 

bewerten, sondern wichtig für das Individuum, sodass es anpassungsfähig bleibt und auf 

Situationen, die das Gleichgewicht in Gefahr bringen, reagieren kann durch bspw. eine 

höhere Aufmerksamkeit der Umwelt gegenüber und schnelleren kognitiven Prozessen 

(Oyola et al., 2017). Chronische Stressoren hingegen führen zu physiologischen 

Veränderungen und letztlich zur Förderung verschiedener Krankheitsbilder (Oyola et al., 

2017). Bezüglich dieser Krankheitsbilder wird im Folgenden auf jene eingegangen, die für 

den Kontext dieser Arbeit von Relevanz sind. 
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1.1.1 Stress und das Kardiovaskuläre System  

Mentaler Stress trägt Studien zufolge einen Anteil an der Entwicklung der koronaren 

Herzkrankheit (KHK), nicht nur durch das höhere Aufkommen eines 

gesundheitsgefährdenden Lebensstils hinsichtlich Ernährung und Rauchverhalten bei 

mentalem chronischen Stress, sondern auch durch direkte pathophysiologische 

Mechanismen (Rozanski et al., 1999). Zu den neun vermeidbaren Risikofaktoren für einen 

Myokardinfarkt zählen laut der INTERHEART-Studie neben Rauchen, Alkohol, Hypertonie, 

Diabetes, Stammfettsucht, Lipiddysbalancen im Cholesterin, fehlendem Obst und Gemüse 

in der Ernährung und mangelnder körperlicher Aktivität auch psychosoziale Faktoren 

(Yusuf et al., 2004). Darunter fallen erstens die Depression, zweitens einschneidende 

Lebensereignisse und drittens beruflicher, finanzieller und privater Stress (Yusuf et al., 

2004).  

Chronischer Stress führt zu neurohumoraler Aktivierung (Theorell et al., 1988). Bei Stress 

wird die hypothalamisch-pituitär-adrenale Achse (HPA-Achse) aktiviert, durch welche 

infolge einer Hormonkaskade Glucokortikoide wie Kortisol vermehrt produziert werden, 

und über die sympathische adrenomedulläre Achse (SAM-Achse) das sympathische 

Nervensystem aktiviert und Katecholamine ausgeschüttet (Oyola et al., 2017; Rivier & 

Vale; 1985). Letzteres resultiert in einer höheren Herzfrequenz, stärkerer Kontraktion des 

Myokards und erhöhtem Blutdruck durch Vasokonstriktion sowie verringerter Kochsalz-

Ausscheidung der Nieren (Herd, JA., 1991). Ein chronisch erhöhter Blutdruck führt auf 

Dauer zu einer Linksherzhypertrophie, da das Herz stärker belastet wird (Brownley et al., 

2000). Die Mechanismen dieser beiden Achsen sind in der Vergangenheit umfassend 

untersucht worden und stehen nicht im Fokus dieser Arbeit. Die Stressreaktion besitzt 

einige Mechanismen zur Regulation wie negative Feedback-Mechanismen und es ist 

bekannt, dass die Geschlechtshormone in den Regelkreis der HPA-Achse eingreifen und 

Unterschiede in der Stressantwort von Männern und Frauen bewirken (Reul & De Kloet, 

1985; Oyola et al., 2017).  

Kommt es somit in dem Gleichgewicht der Stressachsen durch chronischen oder 

traumatischen Stress zu Dysregulationen, kann dies zur Förderung kardiovaskulärer 

Erkrankungen beitragen (Levine et al., 2014).  
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Mentaler Stress steht in Verbindung mit einer erhöhten Zahl kardialer Ereignisse wie dem 

Herzinfarkt und dem plötzlichen Herztod, denn Stress wurde mit myokardialer Ischämie, 

koronarer Vasokonstriktion sowie vermehrter Häufigkeit von Wandveränderungen des 

linken Ventrikels in Zusammenhang gebracht (Rozanski et al., 1999). Ein einzelnes Ereignis 

verbunden mit starkem akuten Stress kann bereits temporär das Risiko für einen Herztod 

erhöhen, so zum Beispiel stieg laut einer Studie nach einem massiven Erdbeben im Jahre 

1994 in Los Angeles die Zahl der Herztode von durchschnittlich 4,5 pro Tag auf 24 mit 

dem Tag des Erdbebens (Lear et al., 1996). 

Ebenso ist bekannt, dass Stress Arteriosklerose fördert (Kaplan et al., 1982) und zu 

erhöhten Cholesterinwerten und Endotheldysfunktionen führt - weitere der 

Risikofaktoren für Erkrankungen des kardiovaskulären Systems - sowie zu Veränderungen 

der Blutplättchen und der Blutgerinnung, sodass die Blutviskosität durch Stress erhöht 

wird (Rozanski et al., 1999). Stress trägt ebenfalls durch vagale Dysregulation und erhöhte 

sympathische Aktivität zur Genese von kardialen Arrhythmien bei, wobei hier die 

myokardiale Instabilität z.B. durch eine KHK, auslösende (stressreiche) Events und 

chronische psychische Belastung gleichermaßen eine Rolle spielen (Lown et al., 1977). 

Beispielsweise führt Stress durch soziale Isolation laut Studien zur Ausschüttung von 

Kortisol sowie zu einer Steigerung der Herzfrequenz und einem erhöhten Risiko für 

Arteriosklerose (Sapolsky et al., 1997; Watson et al., 1998). Sozialer Stress durch instabile 

zwischenmenschliche Beziehungen resultiert ebenso in erhöhten Katecholaminwerten 

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

 

1.1.2 Stress und die Depression  

Die Prävalenzen 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., 2013). Die Depression zählt mittlerweile zu einer der 

größten ökonomischen und soziologischen gesundheitlichen Belastungen der westlichen 

Welt und zeigt eine zunehmende Tendenz in den vergangenen Jahren (Egede et al., 2016). 

Das Aufkommen von Depression ist höher bei Stressbelastung und dreimal so hoch unter 

KHK-Patienten als in der Gesamtbevölkerung (Rozanski et al., 1999). Somit besteht auch 

ein Zusammenhang zwischen Stress, Depression und kardiovaskulärem Risiko, denn schon 

das Depressionskriterium "Hoffnungslosigkeit" für sich genommen scheint laut einer 
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Studie eine höhere Wahrscheinlichkeit für den plötzlichen Herztod zu bedeuten (Bruhn 

et al., 1974).  

Auf der einen Seite sind Personen, die an einer Depression leiden, anfälliger dafür, einen 

ungesunden Lebensstil zu führen, aber es finden sich auch Hinweise für 

pathophysiologische Effekte durch eine Depression (Ziegelstein et al., 1998). Die 

Depression zeigt ähnlich wie die Stressbelastung einen Zusammenhang mit abnormaler 

Kortisol-Ausschüttung und Dysfunktionen der Blutplättchen - beides beschriebene 

Risikofaktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen (Caroll et al., 1976; Musselman et al., 

1996). So könnten Veränderungen in der Kortisolausschüttung während der 

Stressantwort, wie sie bei depressiven Erkrankungen vorzuliegen scheinen, im positiven 

Zusammenhang mit der Progression von Arteriosklerose und vermehrten 

Inflammationsprozessen stehen (Waller et al., 2016). Ursache einer Depression können 

außerdem stressreiche Lebensereignisse sein (Kendler et al., 1999). Studien zufolge wirkt 

sich sogar bereits in utero der Stress der Mutter während der Schwangerschaft auf ein 

erhöhtes Risiko für Depression aus, vor allem bei Männern - während bei Frauen der 

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

 

1.2 Oxidativer Stress und DNA-Schäden durch oxidativen Stress 

Oxidativer Stress wird definiert als eine Dysbalance pro- und antioxidativer Mechanismen 

durch übermäßiges Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Verhältnis zu den 

Kapazitäten der Gegenreaktion durch antioxidative Systeme des Körpers (Persson et al., 

2014; siehe Abbildung 1). Dieses Übermaß an ROS steht im Zusammenhang mit der 

Genese diverser Krankheiten, besonders kardiovaskulärer Erkrankungen wie 

Arteriosklerose, neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, der Entstehung von 

Krebs und chronisch-entzündlichen Erkrankungen (Halliwell et al., 1992). 

 

Abbildung 1  Oxidativer Stress  entsteht durch ein Überverhältnis von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) zu den antioxidativen Schutzsystemen des Körpers  
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ROS sind freie Radikale, also Moleküle, die ein ungepaartes Elektron in einem Orbital 

enthalten, wozu z.B. Moleküle wie Wasserstoffperoxid (H2O2), Superoxid (ωO2
-), 

elementarer Sauerstoff, das Hydroxyl-Radikal (ωOH) und Stickstoffmonooxid (NO) 

gehören (Riley, P.A., 1994). Sie können entstehen bei aeroben Prozessen wie der 

Zellatmung in den Mitochondrien, bei Phagozytose in aktivierten Makrophagen, während 

starker körperlicher Aktivität oder durch Gifte wie UV-Strahlung, Alkohol, Zigarettenrauch 

und radioaktiver Strahlung (Pisoschi & Pop, 2015).   

 

Durch oxidativen Stress werden eine Vielzahl an Biomolekülen geschädigt, besonders 

empfindlich für die Oxidation durch ROS sind dabei Lipide, sodass Zellmembranen 

geschädigt werden (Milne et al., 2005). Auch bewirken ROS eine Oxidation von Proteinen, 

sodass diese beschädigt werden oder Fehlfaltungen entstehen und die Proteine ihre 

Funktion verlieren (Headlam & Davies, 2004). Als drittes und für diese Arbeit am 

wichtigsten, beschädigen ROS die DNA, indem sie Strangbrüche, DNA-Protein-Crosslinking 

und Veränderungen der Basenstruktur hervorrufen. Daraus resultieren letztlich 

Mutationen in der DNA (Gandhi & Abramov, 2012). 

Gegenspieler der ROS sind die antioxidativen Schutzmechanismen des Körpers. Primäre 

Antioxidantien sind Substanzen, die durch die Abgabe eines Wasserstoffatoms (H+) 

Radikale abfangen können und so die Oxidationsreaktion verhindern. Sekundäre 

Antioxidantien sind Stoffe, die z.B. H2O2 abbauen, UV-Strahlung abfangen, Inhibitoren 

oxidativer Enzyme sind oder für die Regeneration primärer Antioxidantien sorgen und 

diese unterstützen (Pisoschi & Pop, 2015). Desweiteren lassen sich Antioxidantien in 

enzymatische und nicht-enzymatische Antioxidantien unterteilen (2olak et al., 2017; 

Beispiele siehe Tabelle 1).  

 

Tabelle 1: Einige wichtige enzymatische und nicht-enzymatische Antioxidantien (nach 
2olak et al., 2017)  

  

Enzymatische Antioxidantien Nicht-enzymatische Antioxidantien 

Superoxid-Dismutase Vitamin C (Ascorbinsäure) 

Catalase Vitamin E (h-Tocopherol) 

Glutathion-Peroxidase b-Carotin 

 Glutathion 
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Enzyme werden im Gegenteil zu nicht-enzymatischen Verbindungen bei der Umsetzung 

von Substraten selbst nicht verbraucht. Wichtige Enzyme sind hier die Superoxid-

Dismutase und die Catalase, die Redox-Reaktionen katalysieren. Mit folgender Reaktion 

bewirken sie, dass das Radikal Superoxid (ωO2
-) zu Wasser und Sauerstoff reduziert wird 

(Pisoschi & Pop, 2015): 

 

Ein weiteres wichtiges antioxidatives System ist das Glutathion (GSH), das ebenfalls H2O2 

zu Wasser reduzieren kann indem es zu Glutathion-Disulfid (GSSG) oxidiert wird (Dröge, 

W., 2002): 

 

Zu den nicht-enzymatischen Antioxidantien gehören die Vitamine C und E (Ascorbinsäure 

und h -Tocopherol), denn sie fangen freie Radikale ab, auch jene die Lipide oxidieren, NO 

und Wasserstoffperoxid (Descamps-Latscha et al., 2001). b-Carotin wirkt UV-schützend 

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

 

Entstandenen DNA-Schäden stehen letztlich weitere Mechanismen zur Erhaltung der 

Homöostase zu Verfügung in Form von Reparaturmechanismen. Die wichtigsten fünf 

davon sind die Basenexzisionsreparatur, die Nukleotidexzisionsreparatur, die Mismatch 

Reparatur, die homologe Rekombination und die nicht-homologe End-zu-End 

Kombination. Die ersten drei dienen der Reparatur kleinerer Schäden wie durch UV-

Strahlen, die nicht-homologe Rekombination der Reparatur ganzer Doppelstrangbrüche 

(Chatterjee & Walker, 2017). 

 

Es existieren Studien, die Konzentrationen von 8-Hydroxy-2-Desoxyguanosin im 

Zusammenhang mit psychischem Stress gemessen haben - einen Marker im Urin für DNA-

Schäden. Diese deuten darauf hin, dass mentaler Stress sich als oxidativer Stress in DNA-

Schäden äußern kann (Shimanoe et al., 2018). Außerdem konnten Studien zeigen, dass 
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Patienten, die an einer Depression leiden, eine erhöhte Menge an oxidativen DNA-

Schäden wie Einzel- und Doppelstrangbrüchen aufweisen (Czarny et al., 2015).  

 

Akuter Stress lässt Studien zufolge Entzündungsmediatoren im Körper ansteigen 

(Streptoe et al., 2007). Proinflammatorische Zytokine hauptsächlich aus Makrophagen 

induzieren eine lokale Entzündungsreaktion und stimulieren die Freisetzung von ROS, 

während die Produktion von ROS wiederum die Bildung proinflammatorischer Zytokine 

auslöst (Xu et al., 2015; Ghezzi et al., 2018; siehe Abbildung 2). Möglicherweise stellt das 

Inflammasom nicht nur eine Verbindung zwischen psychischen Stressoren und einer 

Entzündungsreaktion des Körpers dar, sondern auch einen direkten Zusammenhang der 

Entzündung zu ROS (Iwata et al., 2013; Zhou et al., 2011; siehe Abbildung 2).  

 

 ROS: Reaktive Sauerstoffspezies NF- Bˁ: Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer" of activated B-cells 

Abbildung 2  Zusammenhang zwischen ROS und inflammatorischen Prozessen. ROS 
entstehen u.a. aus Makrophagen im Inflammationsprozess, welcher durch 
Stress  ausgelöst werden kann. Möglicherweise stellt das Inflammasom 
außerdem eine direkte Verbindung zwischen ROS und der 
Entzündungsreaktion dar. 

 

Desweiteren konnte das vermehrte Auftreten von ROS mit Übergewicht und Diabetes 

assoziiert werden (Silver et al., 2007; Shin et al., 2001). Dysbalancen im Lipidprofil mit 

erhöhtem LDL-Cholesterin zeigten ebenfalls positive Korrelationen mit erhöhtem 

oxidativen Stress und dasselbe gilt auch für Bluthochdruck (Wang et al., 2017; Togliatto et 

al., 2017). Diverse Studien beschrieben einen direkten Zusammenhang von ROS zu 

kardiovaskulären Erkrankungen wie dem Myokardinfarkt, Linksherzhypertrophie und 
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Arteriosklerose (Lambeth, J.D., 2007). Desweiteren induziert Zigarettenrauch ROS 

(Ellegaard & Poulsen, 2016). 

 

1.3 Comet Assay als Methode zur Messung von DNA-Strangbrüchen 

Die Einzelzell-Gelelektrophorese, auch genannt Comet Assay, ist eine Methode zur 

Messung von DNA Strangbrüchen (Collins, A.R., 2004). 

Zuerst entwickelt wurde die Methode 1984 von Östling und Johanson (1984). Mit ihrer 

Technik unter der Verwendung neutraler Bedingungen konnten Doppelstrangbrüche der 

DNA detektiert werden, die als negativ geladene DNA mithilfe der 

Einzelzellelektrophorese aus dem Zellkern zur Anode gezogen wurden (Östling & 

Johansen, 1984). Vier Jahre später wurde die Methode um alkalische Bedingungen bei 

einem pH-Wert von >13 ergänzt. Unter Alkalidenaturierung findet eine Entspiralisierung 

der DNA statt, sodass sowohl Doppelstrang- als auch Einzelstrangbrüche detektiert 

werden können (Singh et al, 1988). Im Jahre 1990 wurde die Einzellelektrophorese von 

Olive et al. (1990) um das Konzept des Parameters "Tail Moment" zur Auswertung 

erweitert und die unter dem Mikroskop sichtbaren Zellen nach ihrem Erscheinungsbild 

erstmals als "Comets" bezeichnet. (Olive et al., 1990). 

Der Comet Assay eignet sich somit unter Ausschluss anderer DNA-schädigender Faktoren 

dazu, ROS-induzierte DNA-Schäden zu detektieren. Die beschädigten Fragmente werden 

im elektrischen Feld zur Anode gezogen, während intakte DNA-Moleküle zu groß sind, um 

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

unter alkalischen Bedingungen und den Parameter Tail Moment zur Auswertung. 

 

1.4 TSST-G an Soldaten in der Studie BEST 

Der Trierer Social Stress Test (TSST) wurde von Kirschbaum und Kollegen (1993) 

entworfen, als Methode zur Untersuchung von psychobiologischen Stressreaktionen 

unter Laborbedingungen (Kirschbaum et al., 1993). Der TSST basiert auf den zwei 

Komponenten der sozialen Bewertung und der Unvorhersehbarkeit der Situation und gilt 

heutzutage als Goldstandard für die Untersuchung akuter mentaler Stressreaktionen 

(Allen et al., 2016). Von Dawans und Kollegen (2011) modifizierten die Methode und 

schufen ein Protokoll für den TSST in Gruppen (TSST-G) mit bis zu sechs Teilnehmern. 

Dabei konnte gezeigt werden, dass der TSST-G den Kortisolspiegel um das Dreifache 
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erhöht und ebenfalls die Herzfrequenz signifikant steigert (van Dawans et al., 2011). Diese 

Arbeit nutzt den TSST-G, um akuten mentalen Stress bei den Probanden unter 

reproduzierbaren Bedingungen zu schaffen.  

Studien zur Methodik des TSST zeigten, dass die Kortisolspiegel durch den TSST höhere 

Werte bei Männern erzielten und Frauen häufiger als Männer non-responder auf diese 

Methodik waren, also bei ihnen öfter keine Stressreaktion durch den TSST hervorgerufen 

werden konnte (Herbison et al., 2016). Es scheinen also geschlechterspezifische 

Unterschiede in der Reaktion auf den TSST zu existieren. 

Der TSST-G wurde durchgeführt im Rahmen der Studie BEST (BundeswehrEinsatz und 

STress) der Universität Ulm. Ziel der Studie ist es, im Zusammenhang mit 

Auslandseinsätzen das Ausmaß an psychologischen und biologischen Belastungsfaktoren 

sowie deren Auswirkung auf die Herzgesundheit zu erfassen. Soldaten und Soldatinnen 

mit erhöhtem Risiko sollen erfasst und Schutzfaktoren identifiziert werden, welche die 

Einsatzfähigkeit der Soldaten und Soldatinnen im Ausland erhöhen können. Dazu wurden 

subjektive Kriterien in Form standardisierter Fragebögen ermittelt sowie biologische 

Parameter wie Plasma- und Serummarker und Katecholamine erhoben. Außerdem 

wurden für molekularbiologische Analysen periphere mononukleäre Zellen (PBMC) 

gewonnen, mittels Elektronenspinresonanz (ESR) Radikale und NO-Werte erfasst und 

mithilfe des Comet Assay Strangbrüche der DNA detektiert. Für die vorliegende Arbeit 

relevant ist die Methode des Comet Assay. 

 

Allgemein würde man annehmen, Soldaten oder Soldatinnen besäßen aufgrund guten 

körperlichen Trainings und jungen Alters eine niedrigere Wahrscheinlichkeit für 

kardiovaskuläre Erkrankungen als die Durchschnittsbevölkerung. In der Tat zeigen 

Soldaten aber ein erhöhtes Aufkommen von KHK auf, und exzessive körperliche Belastung 

erhöht das Risiko für ein akutes Koronarsyndrom (Wilson & Folkes, 2015; Kales et al., 

2003). Krieg und der Kampf in der Schlacht als starke mentale Stressoren werden 

assoziiert mit einer erhöhten Anzahl kardialer Events und kardiovaskulärer Risikofaktoren 

(Meisel et al., 1991). Desweiteren haben Soldaten und Soldatinnen in Auslandseinsätzen 

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

diejenigen ohne Auslandseinsatz (Hoge et al., 2004).  
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1.5 Fragestellung der Arbeit 

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben wurde, wirkt mentaler Stress sich vielfältig 

auf die Physiologie des Körpers aus und steht in engem Zusammenhang mit einer Vielzahl 

an Erkrankungen. Da sich außerdem in der Literatur Hinweise finden, dass mentaler Stress 

zu oxidativem Stress und somit zu DNA-Schäden führen kann, beschäftigt sich diese 

Doktorarbeit damit, den Zusammenhang zwischen akutem mentalen Stress und der 

Entstehung von DNA-Strangbrüchen an gesunden Soldaten und Soldatinnen der 

Bundeswehr zu untersuchen.  

Es ergeben sich damit folgende Hypothesen für diese Arbeit: 

 

1. Mentaler Stress führt bei Soldatinnen und Soldaten der Bundeswehr zu einem 

Anstieg der DNA-Strangbrüche. 

2. Die Menge an DNA-Strangbrüchen fällt in einer sich dem mentalen Stress 

anschließenden Ruhephase ab auf sein Ausgangsniveau. 

3. Es gibt geschlechterspezifische Unterschiede in der Menge an DNA-

Strangbrüchen unter mentalem Stress. 

4. DNA-Schäden stehen in positivem Zusammenhang mit dem kardiovaskulären 

Risikoscore PROCAM. 

4.1 Raucher weisen mehr DNA-Strangbrüche unter Stress auf als 

Nichtraucher. 

4.2 Bei positiver Familienanamnese bezüglich Herzinfarkten entstehen 

mehr DNA-Schäden. 

4.3 Es kommt zu mehr DNA-Strangbrüchen mit steigendem Alter. 

4.4 Je höher der systolische Blutdruck in Ruhe ist, desto mehr DNA-

Strangbrüche  entstehen. 

4.5 Die Anzahl an DNA-Schäden steht in Zusammenhang mit dem 

Lipidprofil. 

5. Es bestehen Zusammenhänge zwischen Fragebögen zum erlebten Stress und 

der Menge an DNA-Strangbrüchen unter mentalem Stress. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

 
Tabelle 2: Verwendete Chemikalien  
 

Chemikalien Hersteller 

MEEO(Medium elektroendoosmosis)-Agarose Merck  

LMP(Low melting point)-Agarose Sigma-Aldrich 

DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline) Thermo-Fisher Scientific  

Natriumchlorid NaCl Sigma-Aldrich  

Na2EDTA Panreac-AppliChem  

Trizma base Sigma-Aldrich  

NaOH pellets Sigma-Aldrich 

HCl 8 M AppliChem 

Ethanol 99,8%, vergällt Apotheke des Uniklinikums Ulm  

Ethidiumbromid Carl Roth GmbH  

Triton X-100 Sigma-Aldrich  

DMSO Carl Roth GmbH  

 

 

Tabelle 3: Verwendete Geräte und weitere Materialien  
  

Materialien und Geräte Hersteller 

Objektträger VWR  

Wasserbad GFL  

Mikrowelle Imtron GmbH  

Reaktionsgefäße 1,5 mL Eppendorf  

Erlenmeyerkolben Duran 
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Fortsetzung Tabelle 3  

Objektträger VWR  

Heizblock Unitek HBS-130 Scientific Plastics  

Heizblock QBD1 Grant Instruments 

Deckgläser Menzel B.V.&Co.KG / Thermo-Fisher 

Scientific 

Elektrophoresekammer Sub-Cell GT BASIC BIO RAD 

Elektrophoresis power supply Consort E835  Sigma-Aldrich 

Elektrophoresis power supply Consort EV231 Sigma-Aldrich 

Lichtschließende Boxen ABM Italia 

Glasküvetten Glaswerk Wertheim 

Fluoreszenzmikroskop Olympus Optical Co. 

Li-Heparin Monovetten 2,6 mL Sarstedt 

Vasofix Safety Venenverweilkanüle Sarstedt 

Papiertücher VWR 

Pipetten (1000 mL, 200 mL, 10 mL) Brand 

Pipettenspitzen Eppendorf 

Kühlschrank (4̄C) Liebherr 

Eismaschine Manitowoc 

 
 

Tabelle 4: Verwendete Software  
  

Software Hersteller 

Comet IV Instem, UK 

SPSS Statistics Version 25 IBM, USA 

 
 



2 Material und Methoden 

13 
 

2.1.1 Lösungen 

 

Lysepuffer    

pH = 10  2,5 M NaCl   146,1 g  

   100 mM Na2EDTA  37,2 g 

   Trizma Base   1,2 g 

   NaOH    8 g 

   auf 890 mL dH2O auffüllen 

 

Elektrophoresepuffer   

pH > 13  10 M NaOH   300 mL 

   200 mM Na2EDTA  50 mL 

   auf 10 L dH2O auffüllen 

 

Neutralisationspuffer   

pH = 7,5  Trizma Base   48,5 g 

   HCl 37%   28 mL 

   auf 1 L dH2O auffüllen 

  

Lyselösung    

   Triton X-100   1 mL 

   DMSO    10 mL 

   Lysepuffer   89 mL 

 

Ethidiumbromidlösung 

   Ethidiumbromid  0,33 mg/mL 

   in dH2O 
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2.2 Studie 

Die Methoden dieser Arbeit wurden etabliert im Rahmen der Studie BEST 

("BundeswehrEinsatz und STress") der Klinik für Psychosomatische Medizin und 

Psychotherapie der Universität Ulm. Die Studie wurde durchgeführt an Soldaten und 

Soldatinnen der Bundeswehr, die zu den entsprechenden Zeitpunkten in den 

standortnahen Bundeswehreinrichtungen Laupheim, Ulm und Dornstadt für die Studie 

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

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

dargestellt in drei Messzeitpunkte, im Folgenden bezeichnet als t0, t1 und t2.  

 

R: Rekrutierung t0: Studienzeitpunkt 0 
t1: Studienzeitpunkt 1 t2: Studienzeitpunkt 2 
    

Abbildung 3  Zeitlicher Ablauf der BEST (BundeswehrEinsatz und STress) Studie 
(durchgeführt am Universitätsklinikum Ulm von 2017 bis laufend) Für die 
Messungen des Comet Assay dieser Arbeit wurden nur Proben zum 
Messzeitpunkt t0 verwendet.  

 

Bei der Rekrutierung (R) wurden Probanden der Bundeswehr zwischen 18 und 50 Jahren 

ausgewählt. Nach der Rekrutierung fand der Messzeitpunkt t0 statt. An diesem 

Versuchstag wurde der Trierer Social Stress Test for Groups (TSST-G) an drei bis sechs 

Probanden durchgeführt, an dem mehrere Blutentnahmen für die biologischen 

Messwerte stattfanden. Am Messzeitpunkt t0 nahmen 234 Probanden teil.  

Zu den Messzeitpunkten t1 und t2 nach dem Auslandseinsatz wurde erneut der TSST-G 

durchgeführt und dieselben Parameter erhoben. Für diese Arbeit sind diese Zeitpunkte 

von untergeordneter Bedeutung, da hierfür ein Probandenkollektiv ausschließlich zum 

Zeitpunkt t0 ausgewählt wurde. Dabei wurde der Comet Assay an 105 Probanden der 

Gruppe t0 durchgeführt. Als technisch durchführbar, vollständig und unbeschädigt 

erwiesen sich die Probensätze von 72 Probanden. 
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2.2.1 Trierer Social Stress Test for Groups (TSST-G) 

An dem jeweiligen Versuchstag wurde der Trierer Social Stress Test for Groups (TSST-G) 

an drei bis sechs Probanden durchgeführt, an dem mehrere Blutentnahmen für die 

biologischen Messwerte stattfanden. Den zeitlichen Ablauf zeigt Abbildung 4. 

 

 

BE: Blutentnahme EZ: Entnahme von Epithelzellen 
PASA: Primary Appraisal Secondary 

Appraisal (Fragebogen) 
MDBF: Multidimensionaler 

Befindlichkeitsfragebogen 
STAI-S: State Trait Angst Inventar VT: Messzeitpunkt vor Stresstest 
NT: Messzeitpunkt nach Stresstest NR: Messzeitpunkt nach Ruhephase 
HRV: Heart Rate Variability : Blutdruckmessung 

: Speichelprobenentnahme TSST-G: Trierer Social Stress Test (for 
Groups) 

    

Abbildung 4  Zeitlicher Ablauf des TSST-G (durchgeführt am Universitätsklinikum Ulm im 
Rahmen der Studie BEST (BundeswehrEinsatz und STress) von 2017 bis 
laufend). Die Blutentnahmen (BE) vor und nach Stressexposition (VT bzw. 
NT) sowie nach der Ruhephase (NR) sind für den Comet Assay relevant.  

 

Zu Beginn des Versuchsabends wurde jedem Probanden eine Venenverweilkanüle gelegt. 

Danach bekamen die Probanden eine Ruhephase, in der sie Zeit hatten die Fragebögen 

MBDF und STAI-S auszufüllen. Nun erfolgte die Entnahme der Blutproben vor 

Stressexposition - im Folgenden bezeichnet als VT - und die Phase I des TSST-G beginnt. 

Hier bereiteten sich die Probanden einige Minuten auf ein zu simulierendes 

Bewerbungsgespräch für ihren Traumjob vor. Der Test wurde für die Phase II in einen 

zweiten Raum verlegt, in dem ein Gremium von zwei Personen auf die Probanden 
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wartete. Jeder Proband hatte nun zwei Minuten Zeit, sich für die Stelle zu präsentieren. 

Dabei zeigte das Gremium keine Reaktionen oder Unterstützung für den Sprechenden 

und der Proband sah sich einer (Fake)Kamera gegenüber. Als nächstes unterliefen die 

Probanden je 80 Sekunden einem Rechentest. Danach erfolgte die zweite Blutentnahme - 

hier bezeichnet als NT. Während Phase II füllten die Probanden die PASA Fragebögen aus. 

Nun kehrten die Probanden in den ersten Raum zurück. Hier begann eine Ruhephase von 

60 Minuten, in der die Fragebögen MBDF und STAI-S erneut ausgefüllt wurden und 

Zeitschriften zum Lesen bereitlagen. Nach den 60 Minuten wurde ein drittes Mal Blut 

abgenommen - dieser Zeitpunkt wird im Folgenden bezeichnet als NR.  

 

2.2.2 MDBF Fragebogen 

Der Mehrdimensionale Befindlichkeitsfragebogen (MDBF) dient der Erfassung der 

aktuellen psychischen Befindlichkeit (Steyer et al., 1997). Diese wird anhand dreier 

bipolarer Skalen erfasst - Gute-/Schlechte Stimmung (GS), Wachheit/Müdigkeit (WM) und 

Ruhe/Unruhe (RU) (Steyer et al., 1997). Der MDBF enthält 24 Items, aber hier wurden die 

Kurzformen mit 12 Items verwendet. Die Zugehörigkeit der Items zu den Skalen zeigt 

Tabelle 5. Jedes Item beschreibt ein Adjektiv, das auf einer fünfstufigen Antwortskala von 

1 ("überhaupt nicht") bis 5 ("sehr") beurteilt werden kann (Steyer et al., 1997). 

 

Tabelle 5: Zugehörigkeit der Items zu den Skalen des MDBF (nach Steyer et al., 1997) 
Jedes Item kann mit Punktwerten von 1 bis 5 bewertet werden. Die 
Punktwerte innerhalb einer Skala werden addiert bzw. werden dabei negative 
Adjektive in ihren Werten umgepolt. 

  
GS: Gute/Schlechte Stimmung (Skala) WM: Wach/Müde (Skala) 
RU: Ruhe /Unruhe (Skala) MDBF: Multidimensionaler 

Befindlichkeitsfragebogen 

 

Skala Kurzform A Kurzform B 

GS 
gut schlecht wohl unglücklich 

zufrieden unwohl glücklich unzufrieden 

WM 
ausgeruht schlapp  wach schläfrig 

munter müde frisch ermattet 

RU 
gelassen ruhelos ruhig angespannt 

entspannt unruhig ausgeglichen nervös 
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Jede Skala enthält vier Items, somit liegen die möglichen Werte jeweils zwischen 4 und 

20, wobei bei negativ formulierten Items die Werte umgepolt werden müssen (Steyer et 

al., 1997). Dabei bedeuten hohe Skalenwerte eine gute Stimmungslage, Wachheit und 

Ruhe (Steyer et al., 1997). 

Der MDBF wurde in der BEST-Studie von den Probanden einmal zu Beginn der ersten 

Ruhephase und ein zweites Mal direkt nach Stressexposition zu Beginn der zweiten 

Ruhephase ausgefüllt. 

 

2.2.3 STAI Fragebogen 

Das State-Trait-Angstinventar (STAI) besteht aus zwei unabhängigen Skalen für die 

Zustandsangst (State-Angst/STAI-S) und die Angst als Eigenschaft (Trait-Angst) mit jeweils 

20 Items (Laux et al., 1981). In dieser Studie wurde mit der Skala für Zustandsangst 

gearbeitet (STAI-S). Jedes Item enthält eine Feststellung wie z.B. "Ich bin beunruhigt" oder 

"Ich fühle mich ausgeruht" und kann mit den Ziffern von 1 ("überhaupt 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 

abzielen, umgekehrt werden müssen, sodass sich Werte von 20 bis maximal 80 ergeben 

(Laux et al., 1981).  

Der STAI-S wurde in der BEST-Studie gemeinsam mit dem MDBF von den Probanden 

einmal zu Beginn der ersten Ruhephase und ein zweites Mal direkt nach Stressexposition 

zu Beginn der zweiten Ruhephase ausgefüllt. 

 

2.2.4 PASA Fragebogen 

Der Fragebogen für Primary Appraisal Secondary Appraisal (PASA) dient der Erfassung 

kognitiver Bewertungen nach der transaktionalen Stresstheorie von Lazarus und Folkman 

(Gaab et al., 2003). Die Stresstheorie nach Lazarus beschreibt, dass eine Stresssituation 

zunächst in der Erstbewertung (primary appraisal) auf ihre Bedrohung und das Ausmaß an 

Herausforderung bewertet wird und anschließend in der Zweitbewertung (secondary 

appraisal) die Bewältigungsmöglichkeiten beurteilt werden (Lazarus & Folkman, 1984). 

Der PASA besteht aus den vier Primärskalen "Bedrohung", "Herausforderung", 

"Selbstkonzept" und "Kontrollüberzeugung" mit jeweils vier Items (Gaab, J., 2009). Jedes 

der insgesamt 16 Items kann von 1 "ganz falsch" bis hin zu 6 "ganz richtig" bewertet 
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werden (Gaab, J., 2009). Zu Sekundärskalen berechnen sich die Erstbewertung als 

Summenmittelwert der Skalen "Bedrohung" und "Herausforderung" sowie die 

Zweitbewertung als Summenmittelwert der Skalen "Selbstkonzept" und 

"Kontrollüberzeugung", wie in Tabelle 6 dargestellt. 

 

Tabelle 6: Sekundärskalen des PASA Fragebogens (nach Gaab, J., 2009) Die Punktwerte 
aus den Items der zugehörigen Skalen ergeben als Summenmittelwerte die 
Werte für die Erstbewertung und die Zweitbewertung. 

  

 Erstbewertung Zweitbewertung 

Skalen Bedrohung + Selbstkonzept + 

 Herausforderung Kontrollüberzeugung 

 

Aus den beiden Sekundärskalen lässt sich der Stressindex berechnen (Gaab, J., 2009): 

 

Stressindex = Erstbewertung - Zweitbewertung 

 

Der Stressindex zeigt das Ausmaß an individueller Gesamtbelastung empfunden in der 

aktuellen Situation an (Gaab, J., 2009).  

 

2.2.5 PROCAM-Score 

In der vorliegenden Arbeit wird zur Beurteilung der kardiovaskulären Gefährdung der 

Probanden der PROCAM-Score herangezogen. Die Prospective Cardiovascular Munster 

Studie (PROCAM-Studie) entwickelte diesen Score, der mithilfe von acht Parametern das 

Risiko einschätzt, in den nächsten zehn Jahren einen Herzinfarkt zu erleiden (Assmann et 

al., 2002). Die Punkte werden dabei nach folgendem Schema auf die acht Parameter 

verteilt, welches in Tabelle 7 zu finden ist. Summenscores größer 20 Punkten wurden als 

PROCAM-positiv gewertet, Punktzahlen darunter als PROCAM-negativ. 
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Tabelle 7: Kategorien mit Punkteverteilung des Summenscores PROCAM (nach 
Assmann et al., 2002) Die Punktzahlen der acht Parameter werden zum 
PROCAM-Score aufsummiert. 

  
LDL: Low density Lipoprotein HDL: High density Lipoprotein 

 

Alter (Jahre) LDL-Cholesterin 
(mg/dL) 

HDL-Cholesterin 
(mg/dL) 

Triglyceride (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 
Blutdruck (mmHg) 

Infarkt in der 
Familie? 

Raucher Diabetes 

< 120 0 nein 0 nein 0 nein 0 

< 130 2 ja 4 ja 8 ja 6 

< 140 3       

< 160 5       

> 160 6       
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2.3 Methoden  

Für die Erhebung der Daten wurde an Vollblutproben der Probanden der Comet Assay 

unter alkalischen Bedingungen durchgeführt, um Doppel- und Einzelstrangbrüche in der 

DNA zu detektieren. Die Abbildung 5 zeigt einen Überblick über die 

Versuchsdurchführung des Comet Assay. 

        

Abbildung 5  Überblick über die Durchführung des Comet Assay  
Zunächst fand die Gewinnung von Material für 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). Dafür wurde eine kleine Menge Vollblut in 
bereits vorbereitete LMP-Agarosealiquote pipettiert (2), durchmischt und 
auf Objektträger aufgetragen (3), die vorher mit MEEO-Agarose 
beschichtet worden waren. Anschließend standen die Objektträger über 
Nacht in einer Lösung, die die Zellen lysiert (4). Nun konnten am folgenden 
Tag die Objektträger in eine Elektrophoresekammer gelegt werden und die 
Einzelzell-Elektrophorese unter alkalischen Bedingungen erfolgen (5). Nach 
mehreren Schritten zur Neutralisierung des pH-Wertes (6), wurden die 
Objektträger in Ethanol gestellt (7), damit das Wasser verdrängt wird und 
somit der Farbstoff später besser an die DNA binden kann. Als Farbstoff 
wurde nach dem Trocknen eine Ethidiumbromid-Lösung verwendet (8) und 
so konnten die Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und 
mit der entsprechenden Software ausgewertet werden (9). 
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2.3.1 Beschichtung der Objektträger 

Für die Herstellung 1,5%iger MEEO-Agarose wurden zunächst 1,5 g Agarose auf 100 mL 

PBS eingewogen. Diese wurde in der Mikrowelle zweimal aufgekocht und in das auf 60° C 

vorgewärmte Wasserbad gestellt, damit die Agarose nicht bereits im Erlenmeyerkolben 

erhärtet. Die mehrmals abgewischten Objektträger wurden nun bis einige Millimeter in 

das Beschriftungsfeld hinein in die flüssige Agarose getaucht, kurz ablaufen gelassen und 

an der Rückseite abgewischt.  

Anschließend wurden die Objektträger zur Trocknung auf Ablageflächen gelegt. Die so 

beschichteten Objektträger ließen sich für längere Zeit bei Raumtemperatur lagern. 

 

2.3.2 Herstellung der LMP-Agarosealiquote 

Zunächst wurde eine 0,5%ige Agarose hergestellt, indem 0,5 g LMP-Agarose auf 100 mL 

PBS gegeben wurde. So wurde die Agarose in der Mikrowelle zweimal aufgekocht. Die 

Agarose wurde dann zu je 120 mL in 1,5 mL Eppendorf-Gefäße aliquotiert. Diese Gefäße 

mit Agarose konnte man für einige Monate bei 4° C im Kühlschrank aufbewahren. Wichtig 

hierbei ist, Unterschiede in der Agarose-Konzentration beispielsweise durch erneutes 

Aufkochen zu vermeiden, da dies sich auf die Strecke der Wanderung der DNA in der 

Elektrophorese auswirken könnte.  

 

2.3.3 Probeneinbettung und Lyse 

Für die Durchführung des Comet Assay lässt sich jede eukaryotische Zelle heranziehen 

(Tice et al., 2000). Hier verwendet wurden alle Blutzellen. An den Versuchstagen wurde 

den Probanden jeweils zu drei Messzeitpunkten eine 2,6 mL Li-Heparin Monovette Blut 

aus einer Venenverweilkanüle abgenommen und auf Eis gelagert. Das Blut wurde sofort 

und direkt vor Ort weiterverarbeitet.  

Dazu wurden im Vorfeld die LMP-Agarosealiquote in einem Becherglas mit siedendem 

Wasser geschmolzen und bei 37° C in einem Heizblock warmgehalten. Außerdem wurde 

einige Stunden vorher in einer Plastikküvette eine frische Lyselösung aus gekühltem 

Lysepuffer, Triton X-100 und DMSO angesetzt und bei 4° C im Kühlschrank gelagert. Durch 

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

Objektträgern später fest bleibt und sich nicht ablöst. 
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EDTA verhindert in dieser Lösung die Bildung von Endonukleasen, die zu künstlichem 

weiteren DNA-Abbau führen könnten (Hartmann et al., 2003). DMSO fängt Radikale ab, 

um so in vitro entstandene oxidative DNA-Schäden zu vermeiden, die durch das Eisen 

ausgelöst werden, das aus lysierten Erythrozyten freigesetzt wird (Tice et al, 2000). Triton 

X-100 wird eingesetzt für die Zelllyse (McKelvey-Martin et al., 1993). Durch 2,5 M 

Natriumchlorid werden Proteine wie z.B. Histone entfernt (Collins et al., 2008).  

 

Aus den auf Eis gelagerten Monovetten wurden 10 mL Vollblut entnommen und in 120 mL 

Agarose pipettiert. Eine größere Menge an Material könnte bedeuten, dass sich unter 

dem Mikroskop sichtbare Comets überlappen und so möglicherweise die Auswertung 

erschwert wird. Mit einer 200 mL Pipette wurden Blut und Agarose resuspendiert, um 

eine gleichmäßige Vermischung von Blut und Agarose zu gewährleisten. Nun wurde das 

Gemisch auf einen der beschichteten Objektträger aufgetragen, mit einem Deckglas 

eingedeckt und für vier Minuten zum Aushärten in den Kühlschrank gelegt. Nach dem 

Aushärten der Agarose wurde das Deckglas wieder entfernt und der Objektträger in eine 

Küvette mit Lyselösung gestellt. 

Dies wurde pro Proband jeweils für zwei Objektträger pro Messzeitpunkt durchgeführt. 

Die Durchführung bis zum Hineinstellen in die Lyselösung sollte nicht länger als 20 

Minuten dauern, damit eine Reparatur der DNA-Schäden möglichst vermieden wird. Vor 

allem Einzelstrangbrüche könnten sonst von den zelleigenen Mechanismen in relativ 

kurzer Zeit repariert werden (Collins et al., 2008).  

Die Objektträger standen über Nacht in der Lyselösung und am nächsten oder 

übernächten Tag wurden die weiteren Arbeitsschritte durchgeführt. 

 

2.3.4 Alkalidenaturierung und Elektrophorese 

Nachdem die Objektträger aus der Lyselösung entnommen wurden, legte man sie mit der 

Gelschicht nach oben und der Beschriftung zur Kathode zeigend auf die Auflagefläche der 

Elektrophoresekammer. Nun wurde die Kammer mit alkalischem Elektrophoresepuffer 

befüllt, sodass die Objektträger etwa 2-3 mm hoch bedeckt wurden. Anschließend wurde 

die Kammer abgedeckt, um die Proben vor UV-Strahlung zu schützen und die 

Objektträger für 25 Minuten zur Alkalidenaturierung stehen gelassen, denn ab einem pH-

Wert von 12 wird die DNA denaturiert und entwunden, da Wasserstoffbrücken getrennt 
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werden und ab einem pH > 12,3 werden weitere Resultate von DNA-Schäden, die nicht 

direkt als Strangbrüche auftreten, sogenannte alkalilabile Stellen, zu detektierbaren 

Einzelstrangbrüchen umgewandelt (Kohn K.W., 1991). Zu solchen alkalilabilen Stellen 

zählen z.B. apurinische Stellen, die ebenfalls durch DNA-Schäden induziert werden (Tice 

et al, 2000).   

 

Anschließend wurde das Elektrophoreseprogramm gestartet mit 25 V und 300 mA für 

erneut 25 Minuten. Spannung und Stromstärke wurden mithilfe der Puffermenge 

eingestellt. Auch während 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 Pol - der Anode - gezogen. Je 

kleiner ein Fragment ist, desto weiter wandert es im elektrischen Feld durch die Matrix 

der Agarose (Collins et al., 2008).  

 

Nun wurden die Objektträger auf ein Abtropfgestell gelegt und dreimal für fünf Minuten 

mit einem Neutralisationspuffer inkubiert. Danach wurden sie in eine Küvette mit 

destilliertem Wasser getaucht und für weitere fünf Minuten in 98%igen Ethanol gestellt. 

Durch den Ethanol werden die Präparate dehydriert (Hartmann et al., 2003). 

Zuletzt wurden die fertigen Objektträger dunkel in einer Schublade zum Trocknen 

ausgelegt. Die getrockneten Objektträger konnten bis zur Auswertung einige Monate 

gelagert werden. 

 

2.3.5 Auswertung 

Für die Auswertung wurden 50 mL Ethidiumbromid-Lösung auf den Objektträger pipettiert 

und mit einem Deckglas eingedeckt. Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA zwischen 

den Basenpaaren (Collins et al., 2008). Nun wurde die Probe bei 250-facher Vergrößerung 

über einen Anregungsfilter von 515-560 nm und einem Barrierefilter von 590 nm unter 

dem Fluoreszenzmikroskop angeschaut. Über eine Kamera ist das Programm Comet IV 

mit dem Mikroskop verbunden, in dem nun pro Objektträger 50 Zellen beurteilt wurden. 

Als Messgröße wurde das Tail Moment herangezogen. Die Abbildung 6 zeigt einige 

Beispiele für Zellen mit verschiedenen Werten für das Tail Moment und erläutert die 

Bedeutung der Werte.  
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Abbildung 6  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 somit keine Strangbrüche nachzuweisen. In b) ist eine Zelle mit einem 
Tail Moment von 0,10 dargestellt. Die Zelle weist somit mäßig viele 
Fragmente auf. Es liegt also eine gewisse Menge an Strangbrüchen der 
DNA vor. In c) ist eine Zelle mit einem Tail Moment von 5,81 zu sehen. Im 
Kometenschweif dieser Zelle sind äußerst viele DNA-Fragmente 
nachzuweisen. Dies bedeutet, dass sehr viele Strangbrüche zu finden sind. 

 

Sichtbar werden nun Abbildungen einzelner Zellen, die aufgrund ihres Aussehens ähnlich 

Kometen als "Comets" bezeichnet werden. Der Kopf des Kometen enthält die 

unbeschädigte DNA und der Kometenschweif stellt die Fragmente beschädigter DNA dar 

(Olive et al., 1994). Das Tail Moment ist das Produkt aus dem Verhältnis der 

Schweifintensität und der Verlagerung von Material aus dem Kopf relativ zum Zentrum 

des Kopfes. Parameter wie die Schweifintensität beruhen auf der Annahme, dass der Kopf 

symmetrisch ist und alle fluoreszierenden Teilchen außerhalb dessen zum Schweif 

gehören (McCarthy et al., 1997). Dabei wurde zusätzlich die "Yes or No"-Methode nach 

a) 

b) 

c) 
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Witte et al. (2014) zur Auswertung herangezogen. Demnach werden Zellen in zwei 

Kategorien - jene mit Zellschaden und jene ohne - eingeteilt, sodass die alleinige 

Bewertung der tatsächlich beschädigten Zellen eine größere Aussagekraft innerhalb der 

Menge an Zellschäden aufzeigt (Witte et al., 2014). Dabei wurde der Cut-off-Wert für das 

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

festgesetzt. 

 

2.4 Statistik 

Die Ergebnisse wurden mithilfe der Software SPSS Version 25 von IBM ausgewertet. 

Fehlten für die Rechnung relevante Daten in einem Fall, wurde dieser aus der Berechnung 

herausgenommen. Es wurden alle verwendeten Daten mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test 

auf das Vorliegen einer Normalverteilung getestet. Für normalverteilte Daten wurden 

parametrische Tests angewandt, lag keine Normalverteilung vor, wurden nicht-

parametrische Tests gewählt. Dabei wurde gemäß der Fragestellungen jeweils zweiseitig 

getestet. 

Für Varianzanalysen mit Messwiederholung in Intervallskala - wie es für die drei 

Messzeitpunkte des Comet Assay vorlag - wurde je nach Fragestellung eine einfaktorielle 

oder zweifaktorielle Analyse gewählt und zunächst der Mauchly-Test auf Sphärizität 

durchgeführt. Wurde die Annahme der Sphärizität verletzt, wurde die Korrektur von 

Greenhouse-Geisser angewandt. Das Signifikanzniveau von p ¢ 0,05 wurde als statistisch 

signifikant festgelegt. Die Effektstärken f wurden aus dem partiellen ́ 2 berechnet. Ab f > 

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

Für Korrelationen wurde die Korrelation nach Pearson verwendet bei Daten in 

Intervallskala und unter Normalverteilung oder unter Annahme des zentralen 

Grenzwertsatzes. Trafen die Bestimmungen für die Korrelation nach Pearson nicht zu, 

wurde die Korrelation nach Spearman angewandt.  
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3 Ergebnisse 

Zunächst werden einige soziodemographische und medizinische Merkmale zur Stichprobe 

beschrieben. Darauffolgend werden die Ergebnisse zu den Hypothesen der vorliegenden 

Arbeit gezeigt. Ergeben sich keine Stichprobengrößen von n = 72, hat ein Proband oder 

mehrere zu der vorliegenden Fragestellung in den Anamnesebögen oder Fragebögen 

keine Auskunft gemacht. Diese Wertepaare wurden von der Auswertung ausgeschlossen. 

 

3.1 Soziodemographische Merkmale  

Die Tabelle 8 zeigt die soziodemographischen Merkmale zur Stichprobe. Die Stichprobe 

besteht mit 82% aus männlichen Soldaten während nur 15% der Probanden weiblich sind. 

Die Stichprobe hat ein Durchschnittsalter von 30 Jahren (SD = 5,62) mit einer 

Altersspanne von 21 bis 46 Jahren. Die Männer sind mit einem Durchschnittsalter von 31 

Jahren etwas älter als die Frauen mit durchschnittlich 28 Jahren. Der Großteil der 

Probanden lebt in fester Partnerschaft oder in einer Ehe (67%). Beinahe die Hälfte der 

Stichprobe hat ein Abitur gemacht, der zweithäufigste Schulabschluss ist der 

Realschulabschluss. 

 

Tabelle 8: Soziodemographische Merkmale (n = 72) (erhoben am Universitätsklinikum 
Ulm im Zeitraum von November 2017 bis Juni 2018 im Rahmen der Studie 
BEST (BundeswehrEinsatz und STress))  

  
n: Stichprobengröße   

 

  n % 

Geschlecht 
Männlich 59 81,9 

Weiblich 11 15,3 

Familienstand 

Ledig 20 28,6 

Feste Partnerschaft 27 38,6 

Verheiratet 21 30,0 

geschieden 2 2,9 

Bildung 

Hauptschulabschluss 8 11,3 

Realschulabschluss 27 38,0 

Abitur 35 49,3 

Sonderschule 1 1,4 
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Die Tabelle 9 zeigt Merkmale zur beruflichen Situation der Probanden innerhalb der 

Bundeswehr. Die meisten Probanden (85%) sind Soldaten auf Zeit. Im Mittel dienen die 

Probanden seit 9 Jahren der Bundeswehr und haben sich durchschnittlich für 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.  

 

Tabelle 9: Berufliche Merkmale der Bundeswehrsoldaten (n = 72) (erhoben am 
Universitätsklinikum Ulm im Zeitraum von November 2017 bis Juni 2018 im 
Rahmen der Studie BEST (BundeswehrEinsatz und STress))  

  
n: Stichprobengröße   

 

  n % 

Status 

Berufssoldat 10 14,1 

Soldat auf Zeit 60 84,5 

Reservist 1 1,4 

Bisherige Zeit bei der 
Bundeswehr (Jahre) 

1 - 5 12 17,1 

6 - 10 39 55,7 

11 - 15 9 12,6 

16 - 30 10 13,9 

Verpflichtungszeit 
(Jahre) 

1 - 5 4 5,6 

6 - 10 7 9,7 

11 - 15 22 30,6 

15 - 20 21 29,2 

21 - 25 6 8,3 

Bisheriger 
Auslandseinsatz 

nein 34 49,3 

ja 35 50,7 

 

3.2 Medizinische Merkmale insbesondere hinsichtlich des kardiovaskulären 

Risikos 

In Tabelle 10 sind medizinische Merkmale der Stichprobe insbesondere hinsichtlich des 

kardiovaskulären Risikos dargestellt. Unter den Probanden sind 31% Raucher (SD = 0,47) 

und der überwiegende Anteil (70%) gibt an, gelegentlich Alkohol zu konsumieren. Die 
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Prävalenz kardiovaskulärer Risikofaktoren wie Hypertonie (6%), Diabetes (0%) oder 

Hypercholesterinämie (8%) ist in der vorliegenden Stichprobe gering ausgeprägt. 

Kardiovaskuläre Medikamente (z.B. Blutdrucksenker oder Statine) werden ebenfalls von 

wenigen eingenommen (1-2%). Zum Gesundheitsverhalten gibt ein sehr großer Anteil der 

Probanden an, täglich Obst und Gemüse zu konsumieren. Von den weiblichen 

Probandinnen verhütet beinahe die Hälfte hormonell mit der Pille. Nur eine Probandin 

gibt an, ein Antidepressivum einzunehmen (1%). 

 

Tabelle 10: Medizinische Merkmale insbesondere hinsichtlich kardiovaskulärem Risiko      
(n = 72) (erhoben am Universitätsklinikum Ulm im Zeitraum von November 
2017 bis Juni 2018 im Rahmen der Studie BEST (BundeswehrEinsatz und 
STress))  
n: Stichprobengröße Pos. Positiv 

 

  n % 

Raucher 
ja 22 30,6 

nein 50 69,4 

Alkohol 
ja  50 69,4 

nein 22 30,6 

Kardiovaskuläre 
Risikofaktoren 

Hypertonie 4 5,6 

Diabetes 0 0,0 

Hypercholesterinämie 6 8,3 

Pos. Familienanamnese (Infarkt) 16 22,2 

(Davon: >1 Risikofaktor) (2)  (2,8) 

Kardiovaskuläre 
Medikation 

Candesartan 1 1,4 

Ramipril 2 2,8 

Atorvastatin 2 2,8 

(Davon: >1 Medikament) (1) (1,4) 

Psychiatrische 
Medikation 

Sertralin 

(Davon ebenfalls 
kardiovaskuläre Medikation) 

1 

 

(0) 

1,4 

 

(0,0) 

Hormone (Anteil 
innerhalb der 
Frauen) 

Pille 

(Davon: Pille + Sertralin) 

5 

(1) 

45,5 

(9,9) 

Gesundheits-
verhalten 

Regelmäßig Obst 59 81,9 

Regelmäßig Gemüse 66 91,7 
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3.3 DNA-Strangbrüche unter mentalem Stress während des TSST-G 

Zur Überprüfung der Hypothese, dass unter akutem mentalem Stress die Menge an DNA-

Strangbrüchen ansteigt, sowie der zweiten Hypothese, dass diese in einer anschließenden 

Ruhephase wieder auf ihr Ausgangsniveau abfällt, wurde zu drei Messzeitpunkten der 

Parameter Tail Moment im Comet Assay erhoben. In Tabelle 11 sind die Werte für die 

Anzahl der DNA-Strangbrüche zu den drei Messzeitpunkten vor dem Stresstest (VT), 

direkt nach dem Stresstest (NT) und nach anschließender Ruhephase (NR) aufgeführt.  

 
Tabelle 11: DNA-Strangbrüche gemessen im Comet Assay (n = 72) (erhoben am 

Universitätsklinikum Ulm im Zeitraum von November 2017  bis Juni 2018 im 
Rahmen der Studie BEST (BundeswehrEinsatz und STress)) 

  
n: Stichprobengröße VT: Messzeitpunkt vor Stresstest 
MW: Mittelwert  NT: Messzeitpunkt nach Stresstest 
SD: Standardabweichung NR: Messzeitpunkt nach Ruhephase 
p: Signifikanzwert (ANOVA mit  DNA: Desoxyribonukleinsäure 
 Messwiederholung)   

 

VT NT NR Effekt-
stärke f 

F-Test p 
MW SD MW SD MW SD 

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

 

Es lässt sich eine signifikante Veränderung an der Menge an DNA-Schäden über die Zeit 

detektieren (p = 0,027). Das Tail Moment der Zeitpunkte VT zu NT, also die Menge an 

DNA-Schäden nach der mentalen Stressexposition im Vergleich zu davor steigt signfikant 

an (p = 0,007). Während der Ruhephase nach dem Stresstest, also vom Messzeitpunkt NT 

zum Zeitpunkt NR sinkt die Menge der DNA-Strangbrüche wieder ab (p = 0,086) und 

erreicht beinahe wieder den Mittelwert an DNA-Schäden des Messzeitpunktes VT. Somit 

bestätigt sich die Hypothese, dass DNA-Strangbrüche durch mentalen Stress ansteigen 

und sich in der Ruhepause wieder normalisieren. 
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3.4 Geschlechterspezifische Unterschiede in der Bildung von DNA-Schäden 

unter mentalem Stress 

Desweiteren wurde die Hypothese aufgestellt, dass geschlechterspezifische Unterschiede 

bestehen bezüglich der Entstehung von DNA-Strangbrüchen unter mentalem Stress. 

Tabelle 12 zeigt die Werte für den Parameter Tail Moment in Anhängigkeit vom 

Geschlecht zu den jeweiligen Messzeitpunkten.  

 

Tabelle 12: DNA-Strangbrüche gemessen im Comet Assay in Abhängigkeit vom 
Geschlecht (n = 72) (erhoben am Universitätsklinikum Ulm im Zeitraum von 
November 2017  bis Juni 2018 im Rahmen der Studie BEST 
(BundeswehrEinsatz und STress))  

  
n: Stichprobengröße ns: Nicht signifikant 
MW: Mittelwert  VT: Messzeitpunkt vor Stresstest 
SD: Standardabweichung NT: Messzeitpunkt nach Stresstest 
p: Signifikanzwert (ANOVA mit NR: Messzeitpunkt nach Ruhephase 
 Messwiederholung) DNA: Desoxyribonukleinsäure 
M: Männlich W: weiblich 
t: Zeit G: Gruppe 

 

 VT NT NR Effekt-
stärke f 

F-Test 
(t*G) 

p 

 MW SD MW SD MW SD 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 0,23 0,11 0,26 0,07 0,22 0,10 

 

Es zeigen sich zu allen drei Zeitpunkten höhere Mittelwerte für das Tail Moment bei den 

Männern als bei den Frauen, jedoch ohne signifikante Unterschiede. Die Anzahl der 

männlichen Probanden ist in der Studie bedeutend größer (n = 59) als der Anteil an 

Frauen (n = 11). Die Hypothese kann hiermit also nicht bestätigt werden. 
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3.5 Einfluss des kardiovaskulären Risikos auf die Bildung von DNA-Schäden 

unter mentalem Stress 

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass Unterschiede bestehen in der Entstehung von 

DNA-Strangbrüchen unter mentalem Stress in Abhängigkeit vom kardiovaskulären 

Risikoprofil der Probanden. In Tabelle 13 sind die Werte für das Tail Moment in 

Abhängigkeit zu den zwei Probandengruppen PROCAM-positiv und PROCAM-negativ 

dargestellt. Da nicht alle Probanden hinsichtlich der Parameter zur Berechnung des 

PROCAM-Scores vollständige Angaben gemacht haben, wurden die folgenden 

Berechnungen mit einer Stichprobengröße von n = 63 durchgeführt. 

 

Tabelle 13: DNA-Strangbrüche gemessen im Comet Assay in Abhängigkeit zum 
kardiovaskulären Risikoscore PROCAM (n = 63) (erhoben am 
Universitätsklinikum Ulm im Zeitraum von November 2017  bis Juni 2018 im 
Rahmen der Studie BEST (BundeswehrEinsatz und STress)) 

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

 

 VT NT NR Effekt-
stärke 

f 

F-Test 
(t*G) 

p 

 MW SD MW SD MW SD t G t*G 

PROCAM-
positiv 

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

0,25 3,900 0,008 ns 0,023 
PROCAM-
negativ 

0,24 0,09 0,26 0,11 0,26 0,13 

 

Ein positiver PROCAM-Score ergibt sich für 20 Probanden, ein negativer Score für 43 

Probanden. Wie in Tabelle 6 dargestellt, zeigt sich ein signifikanter Interaktionseffekt in 

der Menge an entstandenen DNA-Schäden zwischen den beiden Gruppen (p = 0,023). In 

der Kontrastanalyse zeigt sich, dass die Werte der PROCAM-positiven Probanden von VT 

zu NT signifikant stärker ansteigen als bei der Gruppe PROCAM-negativ (p = 0,031). 

Während der Ruhephase zeigt die PROCAM-positive Gruppe ebenso einen stärkeren 

Abfall an DNA-Strangbrüchen als die PROCAM-negative Probandengruppe (p = 0,016). 

Somit bestätigen die Ergebnisse die Hypothese und geben den Hinweis auf einen 
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Zusammenhang zwischen dem kardiovaskuläre Risikoprofil und der Entstehung von DNA-

Strangbrüchen unter mentalem Stress. 

 

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

PROCAM-Score aufweist, wurde nun noch einmal die Wechselwirkung zwischen Tail 

Moment und PROCAM-Score ausschließlich an den männlichen Probanden untersucht. 

Unter Ausschluss der weiblichen Probandinnen zeigt sich ein noch deutlicheres Ergebnis 

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

Ergebnis ist in Abbildung 7 graphisch dargestellt. 

 

 

t: p = 0,025 G: p = ns t*G: p = 0,015 F-Test (t*G) = 4,348 Effektstärke = 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: Stichprobengröße 
 Messwiederholung)   
    

Abbildung 7 Das Tail Moment in Abhängigkeit vom kardiovaskuären Risikoprofil zu 
 den jeweiligen Messzeitpunkten für die Gruppen PROCAM-positiv und 
 PROCAM-negativ unter Ausschluss weiblicher Probanden (erhoben am 
 Universitätsklinikum Ulm im Zeitraum von November 2017 bis Juni 2018 
 im Rahmen der Studie BEST (BundeswehrEinsatz und STress))  

 

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

(p = 0,029) sowie für NT zu NR (p = 0,013) jeweils ein signifikanter Unterschied. 
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Im Folgenden werden die einzelnen Parameter des PROCAM-Score auf ihre Abhängigkeit 

zum Tail Moment untersucht. Dabei wurden weiterhin die weiblichen Probandinnen von 

der Auswertung ausgeschlossen. Der Parameter Diabetes wurde dabei weggelassen, da in 

der Stichprobe keine Probanden mit Diabetes vorlagen. 

 

3.5.1 Einfluss der Parameter des PROCAM-Score - Rauchen 

Gerade auch weil das Rauchen an sich ebenfalls ROS entstehen lassen kann, wurde die 

Hypothese aufgestellt, dass bei Rauchern mehr DNA-Schäden entstehen unter mentalem 

Stress als bei Nichtrauchern. Das Ergebnis ist in Abbildung 8 graphisch dargestellt.  

 

t: p = 0,025 G: p = ns t*G: p = ns F-Test (t*G) = 1,032 Effektstärke = 0,13 
 

SE: Standard Error VT: Messzeitpunkt vor Stresstest 
n: Stichprobengröße NT: Messzeitpunkt nach Stresstest 
t: Zeit NR: Messzeitpunkt nach Ruhephase 
G: Gruppe p: Signifikanzwert (ANOVA mit 
ns: Nicht signifikant  Messwiederholung) 

    

Abbildung 8 Das Tail Moment in Abhängigkeit zum Rauchen unter Ausschluss 
 weiblicher  Probanden (erhoben am Universitätsklinikum Ulm im 
 Zeitraum von November 2017 bis Juni 2018 im Rahmen der Studie 
 BEST (BundeswehrEinsatz und STress))  

 

Die Raucher weisen unter den Probanden unabhängig von anderen Faktoren höhere 

Mittelwerte für das Tail Moment auf. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem 

Rauchen und dem Tail Moment konnte dabei nicht gezeigt werden. Die Hypothese 

bestätigt sich somit nicht.  
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3.5.2 Einfluss der Parameter des PROCAM-Score - positive 

Familienanamnese 

Hier lautet die Hypothese, dass unter mentalem Stress mehr DNA-Strangbrüche 

entstehen, wenn der Proband eine positive Familienanamnese bezüglich Herzinfarkten 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 F-Test (t*G) = 3,738 Effektstärke = 0,26 
 

SE: Standard Error VT: Messzeitpunkt vor Stresstest 
n: Stichprobengröße NT: Messzeitpunkt nach Stresstest 
t: Zeit NR: Messzeitpunkt nach Ruhephase 
G: Gruppe p: Signifikanzwert (ANOVA mit  
ns: Nicht signifikant  Messwiederholung) 
    

Abbildung 9 Das Tail Moment in Abhängigkeit zur positiven Familienanamnese 
 bezüglich Herzinfarkten unter Ausschluss weiblicher Probanden (erhoben 
 am Universitätsklinikum Ulm im Zeitraum von November  2017 bis Juni 
 2018 im Rahmen der Studie BEST (BundeswehrEinsatz und STress)) 

 

Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen Infarkten in der Familie und dem Tail Moment. 

Probanden mit einer positiven Familienanamnese weisen mehr DNA-Schäden unter 

mentalem Stress auf (p = 0,027). Die Hypothese bestätigt sich damit. Dies zeigt sich in der 

Kontrastanalyse insbesondere für die Messzeitpunkte NT zu NR (p = 0,015), jedoch nicht 

von VT zu NT (p = 0,143). 

 

 
















































































