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1 Einleitung und Ziel der Dissertation

Unsere moderne Welt besteht aus einem komplexen gesellschaftlichen Geflecht
verschiedener und zu einem grolen Teil miteinander konkurrierender
Interessensgruppen. Inmitten dieses Geflechts ist das menschliche Individuum standig
mit oftmals widersprichlichen beruflichen, familiaren und privaten Ansprichen und
Herausforderungen konfrontiert. Somit ist unsere moderne Gesellschaft durch eine
stetige Zunahme der subjektiven Stressbelastung gepragt (1, 2). Dies bleibt nicht ohne
Folgen fur unsere psychische und physische Gesundheit. Damit geht eine relevante
sozioOkonomische Belastung einher, denn das Ausmal® der subjektiven
Stressbelastung korreliert signifikant mit der Anzahl der krankheitsbedingten Fehltage
und mit der Hohe der damit verbundenen Gesundheitskosten flir Arbeitnehmer,
Arbeitgeber und Gesellschaft (3).

Sobald der menschliche Organismus in eine Situation gerat, die er als herausfordernd
oder vital bedrohend bewertet, kommt es zu einer Aktivierung der Stressachsen und
letztlich Ausschittung der Stresshormone mit dem Ziel, die Herausforderung zu
meistern und das Uberleben zu sichern, exemplarisch durch den Anstieg von Blutdruck
und Herzfrequenz und die Freisetzung von Glukose in die Blutbahn (4). Allerdings wird
hierdurch auch das komplexe und empfindliche Zusammenspiel prazise aufeinander
abgestimmter neuronaler, hormoneller und immunologischer Prozesse innerhalb des
menschlichen Organismus aus dem Gleichgewicht gebracht. Wahrend die akute und
kurzfristige Anpassung des Gleichgewichts reversibel ist und der effektiven
Stressbewaltigung dient, kann haufiger bis chronischer Stress das Gleichgewicht auch
langfristig und im schlimmsten Fall unwiederbringlich aushebeln, was in der
Entstehung sowohl psychischer als auch somatischer Erkrankungen gipfelt (5, 6).
Allerdings mussen hierbei die zum Teil erheblichen interindividuellen Unterschiede in
Bezug auf die Bewertung und die Bewaltigungsmdglichkeiten von Stress
Berucksichtigung finden, was bedeutet, dass die Pradisposition zur Entwicklung einer
stressassoziierten Erkrankung individuell verschieden ist (4, 5, 7). Fest steht jedoch,
dass der Zusammenhang zwischen subjektiver Stressbelastung und einer Reihe
psychischer Erkrankungen, darunter Depressionen, Angststérungen und
Schizophrenie, bereits durch multiple Studien belegt werden konnte (8-10). Weiterhin
ist bekannt, dass Stress einen modulierenden Effekt auf das Immunsystem ausibt und
uber die Freisetzung inflammatorischer Zytokine in die Blutbahn eine systemische

Immun- und Entzindungsreaktion bewirkt (11, 12). Dies spielt eine zentrale Rolle in
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der mit chronischem Stress assoziierten Pathogenese kardiovaskularer und
metabolischer Erkrankungen (13, 14). Fur die Entstehung der koronaren
Herzkrankheit gilt Stress sogar als ein unabhangiger Risikofaktor (15).

Aufgrund der hieraus resultierenden erheblichen gesundheitlichen, gesellschaftlichen
und sozio-Okonomischen Belastung durch Stress, ist insbesondere angesichts der
aktuell steigenden Tendenz der subjektiven Stressbelastung ein exaktes Verstandnis
der Stressreaktion und der stressassoziierten Krankheitsentstehung unabdingbar. In
den letzten Jahren richtete sich das wissenschaftliche Interesse auf die Suche nach
einem geeigneten Biomarker fur Stress. Dieser kann dazu dienen, Personen mit einer
erhdhten Stressvulnerabilitat und somit Pradisposition zur Entwicklung einer
stressassoziierten Erkrankung zu detektieren und folglich praventive Malinahmen
einzuleiten. Ein weiterer moglicher Anwendungsbereich ist das Monitoring von
Krankheitsverlauf und Therapieansprechen stressassoziierter Erkrankungen.

Die cell-free DNA (cfDNA) stellt einen solchen potenziellen Biomarker fur Stress dar.
Es handelt sich um extrazellulare DNA-Fragmente, die physiologisch in nur sehr
geringer Konzentration im Blut vorkommen und hauptsachlich hamatopoetischen
Zellen entstammen (16). Erhdohte cfDNA-Konzentrationen findet man allerdings im
Zusammenhang mit einer Vielzahl psychischer und somatischer Erkrankungen. Hierzu
zahlen neben malignen Erkrankungen, Sepsis und Trauma auch die oben genannten
stressassoziierten somatischen und psychischen Erkrankungen (17-24). Von
besonderem Interesse ist die Frage, ob und inwiefern die cfDNA an der
physiologischen  Stressreaktion oder gar an der stressassoziierten
Krankheitsentstehung beteiligt ist. Hier muss zunachst die Frage beantwortet werden,
ob akuter psychosozialer Stress bei Gesunden zu einer cfDNA-Freisetzung fuhrt. Dies
wurde bisher in zwei Studien untersucht, allerdings mit divergierenden Resultaten (25,
26). Zudem sind die beiden Studien durch das Fehlen einer ruhenden Kontrollgruppe,
die keinerlei Stressoren ausgesetzt ist, limitiert. Bis dato existiert keine Studie, die den
direkten Vergleich der cfDNA-Konzentration bei Gesunden zwischen einer Stress- und
einer Ruhebedingung vornimmt. Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, diese
Forschungslicke zu schlielen, und neue Erkenntnisse bezlglich eines mdglichen
Zusammenhangs zwischen psychosozialem Stress und cfDNA-Freisetzung zu
gewinnen und darauf aufbauend einen Weg zum besseren Verstandnis der
Freisetzungsmechanismen und der Funktion von cfDNA und ihrer potenziellen

Anwendung als Biomarker fur Stress zu bereiten.



2 Literaturdiskussion

2.1 Theoretische Grundlagen von Stress

2.1.1 Definition

Der Begriff ,Stress” entstand aus dem englischen Wort ,distress” und dem lateinischen
,Strictus® (straff, stramm). Im damaligen Sprachgebrauch bedeutete dies so viel wie
Druck, Anspannung oder Belastung (27). Der Begrinder der Stressforschung Hans
Selye bezeichnete Stress als eine unspezifische Reaktion des Koérpers auf jegliche
Anforderung (28, 29). Heutzutage wird Stress definiert als Reaktion auf eine
belastende Situation, deren Anforderungen die Bewaltigungsmdglichkeiten des
Individuums Ubersteigen (4). Alternativ wird Stress als eine reale oder empfundene
Bedrohung der korperlichen oder psychischen Integritat beschrieben (6).
Evolutionsbiologisch betrachtet, stellt Stress einen Verteidigungsmechanismus bei
Bedrohung dar, welcher der Vorbereitung auf eine Flucht oder Kampfsituation dient
(4). Durch Aktivierung der hormonellen Stressachsen werden die zum Uberleben

notigen korperlichen Hochstleistungen erméglicht (s. Kapitel 2.1.2 und 2.1.3).

Naher betrachtet, ist Stress ein Ubergeordneter Begriff fur das Zusammenspiel von
Stressor und Stressreaktion. Die Stressreaktion beschreibt die inneren Prozesse, die
im betroffenen Individuum ablaufen. Der Begriff Stressor bezeichnet die
stressauslésende Bedingung und umfasst alle situativen Anforderungsbedingungen,
welche die Stressreaktion in Gang setzen (30). Hierzu zahlen korperliche Stressoren
(z.B. Verletzungen und Schmerzen), auldere physikalische Stressoren (z.B. Larm,
Hitze und Kalte), Gefahrensituationen und der Entzug primarer Bedirfnisse wie
Wasser, Schlaf und Nahrung. Weiterhin gibt es soziale Stressoren, zu denen
zwischenmenschliche Konflikte und Isolation zahlen. Die Gruppe der
Leistungsstressoren umfasst Situationen der Uberforderung oder Unterforderung wie
z.B. Prufungen und RehabilitationsmalRnahmen (5). Generell gilt, dass sich Stressoren
haufig durch einen geringen Grad an Bekanntheit, Kontrollierbarkeit, Vorhersagbarkeit
und Transparenz auszeichnen (31). Die Frage, ob und inwiefern ein Reiz als Stressor
gilt, hangt auRerdem wesentlich von der subjektiven Bewertung durch das Individuum
und dessen Bewaltigungsmdglichkeiten ab (4, 32). Dies flUhrt gemeinsam mit der
breiten Anwendung des Begriffs Stress im alltaglichen Sprachgebrauch, in der
Popularliteratur und in den verschiedenen Forschungsdisziplinen dazu, dass es sich

schwierig gestaltet, eine allgemein guiltige Definition festzulegen (6).



Unabhangig von der Bandbreite an Definitionen und Stressoren steht allerdings fest,
dass Stress fur eine Vielzahl von Menschen zu einem alltaglichen Begleiter im Berufs-
und Privatleben geworden ist. Passend hierzu ermittelte die Studie zur Gesundheit
Erwachsener in Deutschland (DEGS) erhdhte Pravalenzen uberdurchschnittlicher
Stressbelastung bei beiden Geschlechtern (13.9% flur Frauen und 8.2% fur Manner)
(2). Der Stressreport Deutschland der Bundesagentur fur Arbeitsschutz und
Arbeitsmedizin berichtete Uber eine steigende subjektive Belastung und
mengenmalige Uberforderung als Resultat der weiterhin weit verbreiteten hohen
Arbeitsintensitat (1). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass das Ausmal} der
subjektiven Stressbelastung signifikant mit der Anzahl der krankheitsbedingten
Fehltage und mit der Hohe der damit verbundenen Gesundheitskosten fur
Arbeitnehmer, Arbeitgeber und Gesellschaft korreliert (3). Zusammenfassend hat
Stress eine erhebliche gesundheitliche, gesellschaftliche und sozio-6konomische

Relevanz flr aktuelle und zuklinftige Generationen.

2.1.2 Stresstheorien
Es existieren verschiedene Stresstheorien, die den Zusammenhang zwischen
Stressoren und Stressreaktion darstellen. Diese werden im Folgenden auszugsweise

beschrieben.

2.1.2.1 ,Fight or flight“-Reaktion nach Walter Cannon

Die Anfange der biologischen Stressforschung grindeten auf ein Experiment des
Physiologen Walter Cannon. Dieser wies eine erhdhte Katecholamin-Konzentration im
Blut von Tieren nach, die zuvor einem bedrohlichen Stimulus ausgesetzt worden
waren (33). Im Laufe seiner darauffolgenden Forschungsbemihungen erkannte
Cannon, dass diese Katecholamin-Freisetzung aus dem Nebennierenmark prompt
durch die Stimulation des sympathischen Nervensystems in Reaktion auf eine
Bedrohung (z.B. eine aggressive Auseinandersetzung mit Artgenossen oder eine
Begegnung mit einem Raubtier) in Gang gesetzt wird und mit der gesteigerten
Durchblutung der Skelettmuskulatur, des Herzens und der Lungen sowie der
Freisetzung von Glukose in die Blutbahn einhergeht, wahrend sich die Durchblutung
der Haut und der Verdauungsorgane verringert (34). Er schlussfolgerte, dass dieser
Prozess dazu dient, das unmittelbare Uberleben des Organismus zu sichern und gab
ihm den Namen ,Fight or flight“-Reaktion (35).



2.1.2.2 Generelles Adaptationssyndrom nach Hans Selye

Das Generelle Adaptationssyndrom (GAS) stellt gemall Hans Selye eine typische
Reaktion auf verschiedene schadigende Impulse (z.B. Kalteexposition oder
Verletzung) dar. Im zeitlichen Verlauf konkretisierte Seyle sein Konzept vom GAS als
eine Stressreaktion, die in allen Organismen nach demselben Prinzip und unabhangig
von der Art des stressauslosenden Reizes in den folgenden drei Stadien verlauft:
Alarmreaktion, Widerstandsstadium und Erschopfungsstadium (28). Die Alarmreaktion
bezieht sich auf die von Cannon definierte ,Fight or flight“-Reaktion und geht mit der
Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse)
und des sympathischen Nervensystems einher (36). Die Widerstands- und die
Adaptationsfahigkeit gegenuber Stress sind laut Seyle lebenswichtig, aber auch
erschopflich. Im Widerstandsstadium verschwinden die Symptome der Alarmreaktion,
doch bei anhaltender Stressexposition manifestieren sie sich erneut
(Erschopfungsstadium). Gerat die Adaptationsfahigkeit des Organismus an seine
Grenzen oder das GAS aus dem Gleichgewicht, hat dies Krankheit zur Folge (37).
Selye erganzte sein Modell im Verlauf noch um die Unterscheidung zwischen Eustress
und Distress. Der positive und nutzliche Eustress ist notwendig, um
Herausforderungen zu bewaltigen und folglich Wohlbefinden zu erlangen. Dem
gegeniiber steht der negative Distress durch anhaltende Uberforderung der

persénlichen Ressourcen, Ubermiidung und Versagen (29, 38).

2.1.2.3 Transaktionales Stressmodell nach Lazarus
Das transaktionale Stressmodell nach Lazarus und Folkman definiert Stress als ein
Ereignis, das die Anpassungsfahigkeit des Individuums fordert oder Ubersteigt (39).
Stress entsteht erst durch die Bewertung des Ereignisses durch das Individuum.
Voraussetzung ist der standige Austausch zwischen Individuum und Umwelt
(Transaktion). Die primare Bewertung bezieht sich auf die Auswirkung des Ereignisses
auf das Wohlbefinden des Individuums (positiv, negativ oder irrelevant). Negative
Auswirkungen werden in der Folge naher charakterisiert als Bedrohung,
Herausforderung oder Schaden bzw. Verlust. Gegenstand der sekundaren Bewertung
sind innere Entscheidungsprozesse, wie reagiert werden soll und welche
Bewaltigungsressourcen hierfur verfugbar sind.
Lazarus und Folkman unterschieden zwei Mechanismen zur Bewaltigung von Stress
(Coping). Die problemorientierte Bewaltigung richtet sich auf die direkte Beseitigung
oder Minderung des Stressors durch Handlung. Zur emotionsorientierten Bewaltigung
5



reguliert das Individuum seine Gefuhle. Die Situation wird in der Folge anders

bewertet, aber nicht verandert (39).

2.1.2.4 Modell der Allostase und der allostatischen Last
Der Begriff Allostase wurde erstmals von Sterling und Eyer beschrieben und als
,otabilitat durch Veranderung“ definiert (40). Die Allostase stellt einen
Reaktionsmechanismus auf akuten Stress dar, welcher der Anpassung des
Organismus an veranderte Umweltanforderungen dient. Alle Parameter des inneren
Milieus werden gemafl® den &auleren Anforderungen variiert, z.B. fuhrt eine
wahrgenommene oder tatsachliche Gefahr zu einem Blutdruckanstieg jenseits des
physiologischen Sollwerts, um eine Flucht oder Kampfsituation zu ermdglichen (40,
41). Dies steht im Widerspruch zu dem damals allein vorherrschenden Prinzip der
Homobostase, welches besagte, dass bei Abweichung vom Sollwert sofort
gegenregulatorische MalRnahmen zur Wiederherstellung des Sollwerts unternommen
werden (33). Diese strenge Regulation in engen Grenzen ist jedoch nur fir bestimmte
Parameter (z.B. pH-Wert des Blutes) nétig, wahrend fur das Herz-Kreislauf-System,
den Stoffwechsel, das Immunsystem und das zentrale Nervensystem das Prinzip der
Allostase gilt (32). Solange diese Anpassungsmechanismen reversibel sind und in
Reaktion auf akute und kurzfristige vereinzelte Stressoren stattfinden, dienen sie der
effektiven Stressbewaltigung und kénnen lebenswichtig sein. Auf lange Sicht, bei
Uberbeanspruchung oder fehlerhafter Regulation kdnnen die allostatischen Prozesse
dem Organismus allerdings schaden und Krankheiten verursachen (5). McEwen
bezeichnete dies als ,allostatische Last” und als ,Preis der Adaptation“ und beschrieb
die folgenden vier Typen allostatischer Last (6). Der erste Typ ist gekennzeichnet
durch die Haufung physiologischer Stressreaktionen, die in geringem zeitlichen
Abstand aufeinander folgen (repeated hits). Ursache hierflr ist chronischer Stress, der
durch immer wieder neue Stresserlebnisse zur gehauften Ausschattung der
Stresshormone flihrt. Die Wirkungen der Stresshormone und deren Zusammenhang
mit Krankheit ist in den folgenden Kapiteln naher dargestellt. Die weiteren drei Typen
der allostatischen Last nach McEwen stellen Fehlregulationen der hormonellen
Stressantwort dar. Der zweite Typ ist durch die fehlende Adaptationsfahigkeit bei
wiederholten Stressoren gleicher Art charakterisiert (lack of adaptation). Durch die
fehlende Adaptation fihren bei den Betroffenen auch bekannte Stressoren des Alltags
immer wieder zur Ausschuttung der Stresshormone. Der dritte Typ besteht aus einer
verlangerten Dauer der Stressreaktion (prolonged response), da diese nicht effizient
6



beendet werden kann. Der vierte Typ ist durch eine inadaquate Stressreaktion
gekennzeichnet (inadequate response). In der Folge kann es zur kompensatorischen
Hyperaktivitdt anderer Stressmediatoren kommen, z.B. kann eine verminderte
Glucocorticoid-Sekretion zu erhohten Zytokin-Konzentrationen fuhren (6, 32, 42). Die
Regulation der allostatischen Prozesse obliegt dem Gehirn, welches die
Umweltanforderungen interpretiert und Uber das Ausmal} des Stressempfindens und
Uber die physiologischen und behavioralen Konsequenzen entscheidet (42). Die
Interpretation eines Reizes auf seine Bedrohlichkeit ist individuell sehr unterschiedlich
und u.a. gepragt von Genetik, Entwicklungsstand und bisherigen Erfahrungen des
Individuums. Das durch Stress ausgeloste Verhalten ist ebenfalls mannigfaltig und
kann sogar das Ausmal} der allostatischen Last vergréfiern, z.B. durch Alkohol- und

Zigarettenkonsum (5).

2.1.2.5 Diathese-Stress-Modell

Das Diathese-Stress-Modell besagt, dass die Entstehung von Krankheit durch
unspezifische Belastungen, wie z.B. Stress, abhangig ist von der Vulnerabilitat, der
Resilienz und der Handlungskompetenz (Coping) des Individuums (7). Unter
Vulnerabilitéat versteht man die Anfalligkeit zur Entwicklung psychopathologischer
Symptome unter Belastung, was unter anderem durch genetische und
lerngeschichtliche Faktoren bedingt wird (43). Im Gegensatz dazu sind Resilienz und
Coping Fahigkeiten, die eine gesundheitsfordernde Stressbewaltigung ermdglichen.
Krankheit entsteht nach dem Diathese-Stress-Modell folglich nur dann, wenn neben
der Stressbelastung auch eine erhdhte Vulnerabilitdt bzw. verringerte

Bewaltigungsressourcen vorliegen (4, 7).

2.1.3 Stressachsen
Die Stressreaktion wird bei Bedrohung der Homoéostase durch einen Stressor
ausgel6st und Uber das zentrale Nervensystem (ZNS) und periphere Organe vermittelt

(44). Im Folgenden werden die zwei wesentlichen Stressachsen vorgestellt.

2.1.3.1 Sympathiko-Adrenomedullare Achse
Die Sympathiko-Adrenomedullare Achse (SAM-Achse) |6st eine schnelle und
kurzfristige Stressreaktion aus und wird durch die Katecholamine Adrenalin und

Noradrenalin vermittelt (45). In Reaktion auf einen akuten Stressor projizieren Neurone



des Locus coeruleus, des paraventrikularen Nukleus (PVN) des Hypothalamus und
der rostralen ventrolateralen Medulla zu den praganglionaren Neuronen des
Sympathikus (46, 47). Der Sympathikus gehoért zusammen mit dem Parasympathikus
zum peripheren vegetativen Nervensystem. Die praganglionaren sympathischen
Neurone befinden sich im thorakolumbalen Ruckenmark und projizieren zu den
paravertebralen Ganglien (Grenzstrange) und den pravertebralen Bauchganglien (47).
Die Signallbertragung an den praganglionaren Nervenendigungen erfolgt Uber
Acetylcholin. Von dort ziehen die Axone zu den Effektoren des Rumpfes und der
Extremitaten (z.B. BlutgefaRe und Schweilldrisen) und zu den Organen im
Kopfbereich, Brust-, Bauch- und Beckenraum. Die Signallbertragung an den
postganglionaren Synapsen erfolgt Uber Noradrenalin (48). Ein Teil der
praganglionaren sympathischen Neurone zieht direkt zu den chromaffinen Zellen des
Nebennierenmarks und verursacht die dortige Synthese und Sekretion eines
Gemisches von 80% Adrenalin und 20% Noradrenalin (49). Die im Blut zirkulierenden
Katecholamine binden an G-Protein-gekoppelte Adrenorezeptoren, die sich in den
Zellmembranen multipler Organe und im ZNS befinden (45, 49). Insgesamt dient die
SAM-Achse der schnellen Anpassung des Organismus an Situationen mit erhéhtem
Leistungsbedarf. In lebensgefahrliichen Notfallsituationen ist eine zehnfache

Steigerung der Ruheausschuttung moglich (48).

2.1.3.2 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
In Reaktion auf einen Stressor wird im paraventrikularen Nukleus (PVN) des
Hypothalamus Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) synthetisiert und von dort Gber
hypophyseotrope Neurone zur Eminentia mediana projiziert. Die Eminentia mediana
ist die gefalreiche Ubergangszone zwischen Hypothalamus und Hypophyse. CRH
wird in das dortige Kapillarnetz ausgeschuttet und gelangt dann Uber hypophysare
Portalvenen in den Hypophysenvorderlappen (HVL) (50). Das Neuropeptid CRH
reguliert die Ausschuttung von Adrenocorticotropem Hormon (ACTH) aus dem HVL in
das Gefaldsystem (51, 52). ACTH bindet an Rezeptoren der Nebennierenrinde und
induziert dadurch die Sekretion von Glucocorticoiden (im menschlichen Korper v.a.
Cortisol) durch die Zona fasciculata (50). Die Hormone der HPA-Achse bewirken eine
vergleichsweise langsame und langer anhaltende (chronische) Stressantwort (53). Die
Regulation der HPA-Achsen-Aktivitat erfolgt Uber eine endogene zirkadiane Rhythmik,
exogene exzitatorische Impulse bei Stress und einen negativen Feedback-
Mechanismus bei steigender Cortisol-Konzentration im Blut (54). Gemall der
8



pulsatilen zirkadianen Rhythmik erreicht die Cortisol-Konzentration am frathen Morgen
kurz vor dem Aufwachen ihr physiologisches Maximum und am Abend bzw. in der
frihen Schlafphase ihr physiologisches Minimum (55). Bei chronischem Stress versagt
der negative Feedback-Mechanismus und der Cortisol-Spiegel im Blut ist dauerhaft
erhoht (53, 56).

Hypothalamus |—

Nebennierenrinde

)

Cortisol

Abbildung 1: Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

2.1.4 Stresshormone

Die Aktivierung der Stressreaktion und folgende Ausschuttung der Stresshormone
bedingt korperliche und verhaltensbezogene Veranderungen, die dazu dienen sollen,
die Uberlebenschancen des Individuums in der Stresssituation zu erhéhen (57). Im

Folgenden werden die Stresshormone und ihre wesentlichen Wirkungen dargestellt.

2.1.4.1 Katecholamine

Die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin dienen der kurzfristigen und schnellen
Vorbereitung des Korpers auf eine ,Fight or flight-Reaktion, indem sie in Funktionen
des Metabolismus und des Herz-Kreislauf-Systems eingreifen und die
Aufmerksamkeit erhohen (4). Die Effekte auf den Metabolismus zielen auf die
Bereitstellung von Energie durch Steigerung der Glykogenolyse, Gluconeogenese und
Lipolyse ab (58). Die Insulinsekretion wird vermindert, wahrend die Sekretion des
katabolen Gegenspielerhormons Glukagon angeregt wird (48, 59). In Bezug auf das

Herz-Kreislauf-System bewirken die Katecholamine eine Vasokonstriktion und eine
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Zunahme der Herzfrequenz und der Kontraktionskraft des Herzmuskels (60, 61).
Zusammen mit der Steigerung der Sauerstoffzufuhr durch Erweiterung der Bronchien
ermdglicht dies eine bessere Sauerstoffversorgung von Muskeln, Herz und Gehirn
(48).

2.1.4.2 Cortisol

Cortisol ist der wichtigste Vertreter der Glucocorticoide im menschlichen Korper und
dient der mittel- bis langfristigen Stressbewaltigung. Glucocorticoide sind
Steroidhormone, deren Struktur und Synthese sich vom lipophilen Cholesterin ableiten
(62). Cortisol entfaltet seine verschiedenen Wirkungen hauptsachlich durch Bindung
an Glucocorticoid-Rezeptoren und zu einem geringen Anteil an Mineralocorticoid-
Rezeptoren (63). Die Hauptaufgabe von Cortisol ist die mittel- bis langfristige
Bereitstellung von Energiesubstraten zur Stressbewaltigung (41, 64). Cortisol bewirkt
einen Anstieg des Blutzuckerspiegels, indem es die intestinale Aufnahme von Glucose
beschleunigt, die Gluconeogenese in der Leber steigert, den Glucoseverbrauch in der
Peripherie einschrankt und die Glucoseaufnahme in Fettzellen hemmt (64-67).
Zusatzlich werden durch Steigerung von Lipolyse und Proteinolyse vermehrt freie
Fettsauren und Aminosauren bereitgestellt (62, 66). Des Weiteren besitzt Cortisol eine
komplexe Wirkung auf das Immunsystem, die sowohl suppressiv als auch aktivierend
sein kann (63, 68). Die immunsuppressive Wirkung von Cortisol, die man sich zur
Behandlung von Autoimmunerkrankungen und Entzindungen zunutze macht, beruht
auf der Synthesehemmung und Wirkungsabschwachung von Immunzellen und
Entzindungsmediatoren wie z.B. Prostaglandine und Zytokine (4, 63, 69). An Herz
und GefalRen wirkt Cortisol sensibilisierend fir Katecholamine, wodurch Herzkraft und

peripherer Widerstand und folglich der Blutdruck ansteigen (63, 64, 70).

2.2 Theoretische Grundlagen von cell-free DNA

2.2.1 Definition

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) ist die Tragerin der genetischen Information und
befindet sich bei Eukaryonten intrazellular im Zellkern. Dariber hinaus sind die
Mitochondrien die einzigen Organellen, die ihre eigene DNA (mtDNA) besitzen, deren

Aufbau und genetischer Code sich von der nukledren DNA unterscheiden (71).
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Der Begriff cfDNA bezeichnet extrazellulare DNA-Fragmente, deren Vorkommen im
menschlichen Blutplasma erstmals von Mandel und Métais beschrieben wurde (72).
Abgesehen von menschlichem Blut (72), konnte die cfDNA auch im Tierreich (73) und
in pflanzlicher Extrazellularsubstanz (74) nachgewiesen werden. Im menschlichen
Organismus befindet sich die cfDNA neben Blutplasma und -serum auch in vielen
weiteren Korperflissigkeiten, u.a. in Liquor, Lymphflissigkeit, Aszites, Urin sowie
Sputum (75). Die cfDNA liegt im Blut gesunder Individuen in nur sehr geringer
Konzentration vor, besitzt eine kurze Halbwertszeit und entstammt hauptsachlich
hamatopoetischen Zellen (55% weile Blutzellen und 30% erythrozytare
Progenitorzellen) (16, 76). Dartuber hinaus gehen 10% der cfDNA auf vaskulare

Endothelzellen und 1% auf Hepatozyten zuriick (76).

2.2.2 Struktur

Die komplexe Struktur und Beschaffenheit der cfDNA ist Gegenstand aktueller
Forschung. Es wird ein Zusammenhang zwischen Struktur, Herkunft und
Freisetzungsmechanismus der cfDNA angenommen. Im Allgemeinen lasst sich eine
grol3e Variabilitat in der Struktur feststellen. Es wurde sowohl doppelstrangige (77, 78)
als auch einzelstrangige (79) cfDNA nachgewiesen. Das molekulare Gewicht und
damit die Lange der einzelnen cfDNA-Fragmente ist ebenfalls variabel und abhangig
von ihrer Herkunft (18, 80). Die Sequenzanalyse der cfDNA gesunder Probanden
durch Suzuki et al. ergab einen hohen Gehalt an Cytosin am 5‘-Ende und Guanin am
3-Ende der cfDNA-Fragmente (81). Es wurden keine identischen oder Uberlappenden
Sequenzen zwischen den Fragmenten festgestellt. Bei der Untersuchung der
chromosomalen Herkunft der cfDNA-Fragmente waren die grolRen Chromosomen 1
und 2 am starksten vertreten (81). Im Blut liegt die cfDNA entweder gelost oder
partikelgebunden vor (82). Letzteres beinhaltet die molekulare Komplexbildung mit

Proteinen, Histonen, Lipiden und Vesikeln (83, 84).

2.2.3 Freisetzungsmechanismen

Die Freisetzungsmechanismen der cfDNA sind ebenfalls Gegenstand aktueller
Forschung. Neben direkten Stimuli existieren komplexe Signalkaskaden, die oftmals
nur indirekt zur cfDNA-Freisetzung beitragen. Bisher konnte kein Konsensus bezlglich
des Hauptfreisetzungsmechanismus etabliert werden (85). Zudem besteht die

Hypothese, dass die Freisetzung mitochondrialer cfDNA (cf-mtDNA) anderen
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Mechanismen unterliegt als die Freisetzung nuklearer cfDNA (86). Im Folgenden

werden die wesentlichen (mdglichen) Freisetzungsmechanismen dargestellt.

2.2.3.1 Apoptose

Die Apoptose stellt einen wesentlichen Freisetzungsmechanismus von cfDNA dar (87-
89). Der Begriff Apoptose bezeichnet einen programmierten suizidalen Zelltod, der
beschadigte und unerwinschte Zellen eliminiert und somit die zellulare Homoostase
gewahrleistet (19). Die Apoptose geht typischerweise einher mit Zellschrumpfung,
Kondensation und Fragmentation von Nukleus und Chromatin, Abschnlrung von
Apoptosekdorpern und Verlagerung von Phosphatidylserin an die Zelloberflache (90).
Calciumabhangige Endonukleasen verursachen die internukleosomale DNA-
Zerteilung in Fragmente mit einer Lange von circa 180 bis 200 Basen-Paaren (bp) (91,
92). Genauso wie apoptotische DNA ist die cfDNA hochgradig fragmentiert und
doppelstrangig und besitzt ein geringes Molekulargewicht bei einer durchschnittlichen
Lange von 150 bis 200 bp (19). Dies entspricht der Gro3e von Nukleosomen und stellt
sich im Rahmen der Elektrophorese als fir die Apoptose typische ,DNA-Leiter* dar
(19, 80, 90, 93-95).

2.2.3.2 Nekrose

Ein weiterer cfDNA-Freisetzungsmechanismus ist die Nekrose (89). Der Begriff
Nekrose bezeichnet den akzidentellen Zelltod, der in Folge eines schadigenden
Einflusses von aulRen eintritt. Charakteristika der Nekrose sind Zellschwellung und
Integritatsverlust der Zellmembran (19). Letzteres bedingt die Freisetzung
intrazellularer Proteine, was eine Entzindungsreaktion zur Folge hat (19, 96). Die DNA
wird in einem ungeordneten und zufalligen Prozess durch Desoxyribonukleasen
(DNasen) abgebaut, wodurch DNA-Fragmente verschiedener Lange entstehen (97).
In Abgrenzung zur Apoptose entstehen infolge der Nekrose deutlich gro3ere cfDNA-
Fragmente mit einer Lange von mehr als 10 Kilo-Basenpaaren (87, 97). Zahlreiche
Studien beurteilen die erhdhte cfDNA-Konzentration im Blut von Tumorerkrankten als
ein Resultat der Nekrose (94, 97-101). Es ist allerdings unklar, ob die Nekrose zur
cfDNA-Freisetzung bei Gesunden beitragt (85).
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2.2.3.3 Pyroptose

Der Begriff Pyroptose beschreibt den Caspase-1-abhangigen programmierten
inflammatorischen Zelltod, der schnell zur Ruptur der Plasmamembran und
Freisetzung von proinflammatorischen Zellbestandteilen fuhrt (102, 103). Aul3erdem
verursacht Caspase-1 die Aktivierung und Freisetzung der Zytokine Interleukin(IL)-1
beta und IL-18 (104, 105). Die Caspase-1 aktiviert zwei voneinander unabhangige
Signalwege, deren jeweiliger Endpunkt die DNA-Fragmentierung und die Zelllyse ist
(103). Die Fragmentierung der DNA erfolgt durch eine Caspase-1-abhangige
Nuklease und die osmotische Zelllyse ist durch Porenbildung in der Zellmembran und
anschlieBende Zellschwellung bedingt (103).

Tan et al. stellten eine signifikante Korrelation zwischen der Plasmakonzentration von
IL-18 als Marker fur die Pyroptose und der Plasmakonzentration von cf-mtDNA fest
(106). Diese Beobachtung fihrte zu der Annahme von Pyroptose als cf-mtDNA-

Freisetzungsmechanismus (19).

2.2.3.4 NETose

Der Begriff NETose beschreibt die Synthese, Freisetzung und Aktivierung von
neutrophilen extrazellularen Fallen (NETs) durch neutrophile Granulozyten im Blut. Die
NETs bestehen aus netzartigen Chromatinfilamenten, die von Histonen, Proteasen
und granularen und zytosolischen Proteinen ummantelt sind. Sie spielen eine wichtige
Rolle bei der Immunabwehr (107, 108). In Abhangigkeit vom auslésenden Stimulus
kommt es entweder zu suizidaler NETose als eine Form des Zelltodes neutrophiler
Granulozyten oder zu vitaler NETose (109). Die multiplen Signalkaskaden zur
Auslésung der NETose sind genauso wie ihr exakter Ablauf Gegenstand aktueller
Forschung (108). Die am besten verstandene Signalkaskade wird durch Bereitstellung
reaktiver Sauerstoffradikale durch eine NADPH-Oxidase aktiviert (108, 110, 111). Im
Verlauf kommt es zur Freisetzung von neutrophiler Elastase aus Vesikeln in das
Zytoplasma und anschlielend zur Wanderung in den Nukleus (112). Neben
Formverlust und Schwellung des Nukleus bewirkt die neutrophile Elastase die
Dekondensation des Chromatins und letztlich die Freisetzung der NETs durch Ruptur
der Zellmembran (110, 113). Bei multiplen Erkrankungen wurde zusatzlich zu NETs
eine hohe cfDNA-Konzentration nachgewiesen (16, 114-116). Bei den erhdhten
cfDNA-Konzentrationen kann es sich um Uberreste der NETs handeln, die bei
verstarkter NETose (114) oder vermindertem Abbau (117, 118) akkumulieren (19).

13



2.2.3.5 aktive Sekretion

Gahan und Stroun beschrieben im Jahr 2010 die aktive Sekretion von cfDNA in Form
eines Komplexes mit Glykolipoproteinen und RNA und bezeichneten diesen
spezifischen Komplex fortan als ,Virtosom® (119). Nach ihrer Synthese im Nukleus
gelangen DNA, Proteine und Lipide in das Zytoplasma und liegen dort als Komplex vor
(120). Es folgen die Transkription und Integration von RNA in den bestehenden DNA-
Lipoprotein-Komplex (119, 121, 122). Die anschlielende aktive Sekretion der
Virtosomen erfolgt konzentrationsabhangig und unter Energieverbrauch durch sich
teilende oder bereits ausdifferenzierte vitale Zellen (85, 119, 123). Als interzellulare
Messenger kénnen Virtosomen in andere Zellen und Zelltypen aufgenommen werden
und diese modifizieren (119, 124).

Eine weitere Form der aktiven Sekretion von cfDNA erfolgt Uber deren Integration in
extrazellulare Vesikel (EV) (85). Letztere werden anhand ihrer Gréf3e in Exosomen
und Mikropartikel eingeteilt und dienen vor allem der interzellularen Kommunikation
(125). Exosomen sind extrazellulare Vesikel endosomalen Ursprungs mit einer GroflRe
von 30-100 nm (126). Sie enthalten unter anderem DNA, RNA, Proteine und Fette
(127-129). Die Freisetzung von Exosomen ist ein Abwehrmechanismus gegen
oxidativen Stress, den geschadigte oder alternde Zellen zur Ausschleusung
akkumulierter DNA-Fragmente nutzen (130, 131). Die DNA-Fragmente sind variabel
in Lange und Sequenzabfolge und reprasentieren das gesamte Genom (132, 133).
Der genaue Freisetzungsmechanismus ist noch nicht bekannt (128). Mikropartikel sind
extrazellulare Vesikel mit einer Groke von 0,1-1,0 um, die mittels Blasenbildung der
Plasmamembran freigesetzt werden (134). lhre Freisetzung wird unter anderem von
proinflammatorischen Zytokinen, Stressfaktoren und Wachstumsfaktoren induziert
(125).

2.2.4 Elimination
Die cfDNA wird unter physiologischen Bedingungen sehr schnell tGber die Milz, Leber
und Nieren aus dem Blutstrom eliminiert (18, 135, 136). Der Abbau der cfDNA wird
durch Endonukleasen bewerkstelligt (137). Genauer handelt es sich dabei um DNase
1 und DNase 1-like 3, die trotz Zugehdrigkeit zu derselben Proteinfamilie einige
funktionelle Unterschiede aufweisen (138, 139). Die Komplexbildung der cfDNA und
ihre Internalisierung in Vesikel erschweren den Abbau durch die DNasen (128, 132).
Durch eine verminderte Aktivitat (140-142) oder Mutation (143, 144) der DNase 1 kann
es zu verminderter Elimination und folglich zum Konzentrationsanstieg von cfDNA im
14



Blut kommen. Erhohte Spiegel von G-Aktin oder anderen Inhibitoren der DNase 1
(145, 146) sowie Defekte ihrer Kofaktoren (138, 147, 148) kdnnen ebenfalls ursachlich
sein. Der schnelle Abbau der cfDNA ist neben der Entziindungseindammung vor allem
auch zur Verhinderung einer Autoimmunitatsentwicklung gegen DNA essentiell (19,
149).

2.3  Stress und cfDNA-Freisetzung

Die cfDNA-Konzentration im Blut gesunder Individuen ist sehr gering und rangiert von
kaum detektierbar bis in den Bereich von pg/ml (79, 81, 87, 150). Im Gegensatz dazu
stie3en Tan et al. im Rahmen ihrer Forschung zu systemischem Lupus erythematodes
im Jahre 1966 erstmals auf deutlich erhéhte cfDNA-Konzentrationen (77). In den
folgenden Jahren konnten zudem verschiedenste physische und psychische
Stressoren mit erhohten cfDNA-Spiegeln bei Gesunden in Zusammenhang gebracht

werden, die im Folgenden auszugsweise vorgestellt werden.

2.3.1 cfDNA-Freisetzung durch physischen Stress

Physischer Stress wird unter anderem durch sportliche Aktivitat ausgelost. Intensive
sportliche Aktivitat ist mit einer inflammatorischen Leukozytose sowie mit mechanisch
und metabolisch bedingten Muskelschaden assoziiert (151, 152). Durch
Gewebshypoxie und Bildung von Sauerstoffradikalen entstehen Zellschaden und
DNA-Strangbriiche und somit werden apoptotische Prozesse eingeleitet (153-155).
Es existieren multiple Studien, die die Konzentrationen von cfDNA und cf-mtDNA in
Reaktion auf sportliche Aktivitat behandeln.

In Bezug auf die cfDNA-Konzentration wurde bereits mehrfach ein signifikanter
Konzentrationsanstieg durch sportliche Aktivitdt verschiedener Modalitaten (z.B.
Ausdauersport und Krafttraining) und Intensitaten nachgewiesen (86, 156-159). Direkt
nach Ende der sportlichen Aktivitat erreichte die cfDNA-Konzentration ihr Maximum
und fiel danach rapide auf ihr Ausgangsniveau zurlck (153, 154, 157, 160, 161). In
Bezug auf die initiale Freisetzungsphase der cfDNA in Reaktion auf sportliche Aktivitat
wiesen Beiter et al. durch serielle Blutentnahmen im Rahmen eines anstrengenden
Laufbandtrainings einen deutlichen cfDNA-Konzentrationsanstieg innerhalb von 10
Minuten nach Trainingsbeginn mit Erreichen des Maximums nach weiteren 20 Minuten
nach (157). Eine von den oben genannten Beobachtungen abweichende cfDNA-

Kinetik mit persistierend erhdhten cfDNA-Konzentrationen, jedoch ohne begleitend
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hohere cfDNA-Maxima, wurde im Anschluss an extrem langandauerndes
Ausdauertraining Uber mehrere Stunden beobachtet. Konkret wurde die cfDNA-
Ausgangskonzentration im Anschluss an einen sechsstundigen Ultramarathon erst
nach einer Regenerationsperiode von 24 Stunden wieder erreicht und bei Teilnehmern
des sogenannten ,Spartathlons®, einem Ultramarathon mit einer Distanz von 246 km
und mit einer mittleren Laufdauer von 32 Stunden und 8 Minuten, zeigten sich auch
nach 48 Stunden Regenerationszeit noch signifikant erhdhte cfDNA-Konzentrationen
im Vergleich zum Ausgangswert (154, 162). Atamaniuk et al. erklarten dieses Ergebnis
durch das héhere Ausmal} von physischem Stress auf den Organismus (154). Bislang
konnte allerdings keine eindeutige Beziehung zwischen der Hohe der cfDNA-
Konzentration und Intensitat, Dauer und durchschnittichem Energieverbrauch eines
Trainings festgestellt werden. Dasselbe gilt fur die Konzentration von Laktat als Marker
fur oxidativen Stress und von Harnsaure sowie Kreatinkinase als Marker fur
entzindliche Aktivitat (156). Ebenso konnte keinerlei Toleranzentwicklung im Sinne
einer abnehmenden cfDNA-Freisetzung in Reaktion auf repetitive sportliche Aktivitat
beobachtet werden (159).

In Bezug auf die cf-mtDNA-Konzentration sind die Ergebnisse der bisherigen
Forschungsarbeiten uneinheitlich und teils widersprichlich. In den Studien von Beiter
et al. und Helmig et al. wurde unmittelbar nach einem Laufbandtraining kein
signifikanter Anstieg der cf-mtDNA-Konzentration festgestellt (157, 158). Andere
Forschungsgruppen berichteten hingegen von einem Konzentrationsanstieg von
sowohl cfDNA als auch cf-mtDNA in Reaktion auf sportliche Aktivitat (25, 159). Hierbei
war der Anstieg der cfDNA-Konzentration allerdings um ein Vielfaches hdher als der
Anstieg der cf-mtDNA-Konzentration (25). Kontrar hierzu wurde im Rahmen einer
90minutigen Aktivitat auf dem Laufband eine Abnahme der cf-mtDNA-Konzentration
registriert (163). Im Verlauf mehrerer Zyklen erschopfender sportlicher Aktivitat mit
jeweils  dreitdgiger = Regenerationsperiode  wurden  sinkende  cf-mtDNA-
Basiskonzentrationen im Sinne einer Toleranzentwicklung beobachtet (159). Passend
hierzu berichteten Nasi et al. von niedrigeren cf-mtDNA-Spiegeln bei professionellen
Volleyballspielern im Vergleich zu einer nicht-athletischen Kontrollgruppe (164).

Bei der Interpretation dieser teils stark voneinander abweichenden Studienergebnisse
sind die geringen Fallzahlen und die methodischen Unterschiede in der
Blutprobenanalytik zu berlcksichtigen. Insgesamt weisen die divergierenden
Resultate bezlglich Ausmall und zeitlicher Kinetik der cfDNA- und cf-mtDNA-
Konzentrationen in Reaktion auf physischen Stress in Form von sportlicher Aktivitat
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jedoch auf unterschiedliche Freisetzungs- und Eliminationsmechanismen von cfDNA
und cf-mtDNA hin (86).

2.3.2 cfDNA-Freisetzung durch psychischen Stress

Der direkte Zusammenhang zwischen der cfDNA-Konzentration im Blut und
psychischem Stress wurde erstmals von Czamanski-Cohen et al. beschrieben. Die
Forschungsgruppe stellte fest, dass Malnahmen zur Stressreduktion bei unter
subjektiv starker psychischer Stressbelastung stehenden Frauen einen Abfall der
cfDNA-Konzentration auf ein nicht pathologisches Level bewirkten (165, 166).
Ausgehend von diesem Ergebnis in Bezug auf andauernden oder chronischen Stress,
wurde der direkte Zusammenhang zwischen akutem psychosozialen Stress und der
cfDNA-Konzentration im Blut gesunder Probanden in bisher zwei weiteren Studien

untersucht, die nachfolgend im Detail vorgestellt werden.

Hummel et al. untersuchten die Konzentrationen von cfDNA und cf-mtDNA im Blut
gesunder mannlicher Probanden im Alter von 18 bis 36 Jahre in Reaktion auf eine
psychosoziale und eine physische Stressbedingung. Zur Induktion von
psychosozialem Stress wurde der Trierer Sozial Stress-Test (TSST) angewandt.
Innerhalb von zwei Minuten nach Ende des TSST wurde ein 1.8-facher Anstieg der
cfDNA-Konzentration und ein 1.7-facher Anstieg der cf-mtDNA-Konzentration
festgestellt. Nach Erreichen des Maximums kam es zu einem rasanten Abfall der
cfDNA- und cf-mtDNA-Konzentrationen auf das Ursprungslevel innerhalb von 30
Minuten. Es bestand keine signifikante Korrelation zwischen der cfDNA-Konzentration
und der Konzentration der Stresshormone Cortisol, Noradrenalin und Adrenalin im
Rahmen der psychosozialen Stressbedingung. Im Vergleich zur physischen
Stressbedingung wurden signifikante Unterschiede in Bezug auf die zeitliche Dynamik

und das Ausmal} der cfDNA-Freisetzung festgestellt (25).

Trumpff et al. untersuchten die Konzentrationen von cfDNA und cf-mtDNA im Blut
gesunder Manner und Frauen im Alter von 41 bis 58 Jahre an zwei Testungstagen im
Abstand von einem Monat. Zur Induktion von psychosozialem Stress diente ein
funfminutiger aus einer freien Rede mit Videoaufzeichnung bestehender Stresstest.
Gegensatzlich zu den Ergebnissen von Hummel et al. wurde im unmittelbaren
Anschluss an den Stresstest kein signifikanter Konzentrationsanstieg der cfDNA und
cf-mtDNA beobachtet. Jedoch kam es innerhalb von 30 Minuten nach Ende des
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Stresstests zu einem selektiven signifikanten Anstieg der cf-mtDNA mit hoher
Effektstarke ohne begleitenden Anstieg der cfDNA-Konzentration. Genauer wurde zu
diesem Zeitpunkt sogar eine geringere cfDNA-Konzentration als vor dem Stresstest
gemessen. Diese Ergebnisse weisen gemal® Trumpff et al. auf einen selektiven,
moglicherweise regulierten Prozess mit Mitochondrien und cf-mtDNA als
Hauptakteuren hin. Weiterhin sprechen die Ergebnisse daflr, dass der Freisetzung,
Dynamik und Regulation von cfDNA und cf-mtDNA unterschiedliche Mechanismen
zugrunde liegen (26). DarUber hinaus stellte die Forschungsgruppe fest, dass es nach
Applikation des kunstlichen Glucocorticoids Dexamethason zu einer Verlagerung von
mtDNA in das Zytosol kam. Dies spricht fur eine Beteiligung von Glucocorticoiden (und
gegebenenfalls weiterer neuroendokriner Stressmediatoren) an der beobachteten
Verbindung zwischen akutem psychosozialem Stress und Freisetzung von cf-mtDNA
(26).

Die oben genannten Studien weisen verschiedene Limitationen sowie Diskrepanzen
bezlglich ihrer Ergebnisse auf.

Wahrend beide Studien einen signifikanten Anstieg der cf-mtDNA in Reaktion auf
psychosozialen Stress beobachteten, kamen sie zu divergierenden Ergebnissen in
Bezug auf die cfDNA-Konzentration. Hummel et al. verzeichneten einen 1.8-fachen
Anstieg der cfDNA-Konzentration, wahrend Trumpff et al. keine signifikante Anderung
der cfDNA-Konzentration feststellten.

Zudem berichteten Hummel et al. von einem unmittelbaren und kurzzeitigen Anstieg
der cfDNA- und cf-mtDNA-Konzentrationen, wohingegen Trumpff et al. einen
verzogerten Anstieg der cf-mtDNA-Konzentration nach 30 Minuten beschrieben.
Wahrend Trumpff et al. eine Verlagerung von mtDNA in das Zytosol nach Applikation
von Glucocorticoiden feststellten und dies im Sinne einer Beteiligung von
Glucocorticoiden an der Freisetzung von cf-mtDNA in Reaktion auf psychosozialen
Stress werteten, verzeichneten Hummel et al. keine signifikante Korrelation zwischen
den Konzentrationen von cfDNA sowie cf-mtDNA und Cortisol, Noradrenalin und
Adrenalin.

Angesichts dieser Diskrepanzen sind weitere Studien noétig, um die
Transformationsprozesse von akutem psychosozialen Stress in eine biologische
Stressreaktion und insbesondere die Rolle der cfDNA und cf-mtDNA sowie deren
Kinetik, Freisetzungs- und Eliminationsmechanismen besser zu verstehen. Hierzu

bedarf es eines verbesserten Versuchsaufbaus mit haufigeren Blutentnahmen in fest
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definierten zeitlichen Abstanden. Weiterhin ist die Anwendung evaluierter und
standardisierter Verfahren zur cfDNA-Analytik zur besseren Vergleichbarkeit
unbedingt erforderlich. Eine zusatzliche gemeinsame Limitation beider Studien ist das
Fehlen einer ruhenden Kontrollgruppe, die keinen Stressoren ausgesetzt ist.
Insgesamt sind auch aufgrund der geringen Fallzahl weitere Studien nétig, um
beurteilen zu kdnnen, ob sich die Konzentration von cfDNA oder cf-mtDNA als

Biomarker fur psychosozialen Stress eignet.

2.4  Ableitung der Forschungsfrage

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich zunachst mit der Fragestellung, ob sich das
subjektive Stressempfinden der Probanden am Tag der Stresstestung vom Tag der
Ruhetestung unterscheidet. Der angewandte Stresstest (s. Kapitel 3.3.3) stellt ein
bewahrtes Instrument zur experimentellen Auslosung einer psychosozialen
Stressreaktion dar (167-169). Hieraus leitet sich die erste Unterschiedshypothese ab:
Das subjektive Stressempfinden gesunder Probanden unterscheidet sich am Tag der

Stresstestung vom Tag der Ruhetestung.

Weiterhin untersucht die vorliegende Arbeit die Frage, ob sich der Verlauf der
Herzfrequenz der Probanden am Tag der Stresstestung vom Tag der Ruhetestung
unterscheidet. Die im Rahmen der physiologischen Stressreaktion ausgeschutteten
Katecholamine bewirken eine Vasokonstriktion und eine Zunahme der Herzfrequenz
(60, 61). Hieraus ergibt sich die zweite Unterschiedshypothese: Der Verlauf der
Herzfrequenz gesunder Probanden unterscheidet sich am Tag der Stresstestung vom

Tag der Ruhetestung.

Daruber hinaus behandelt die vorliegende Arbeit die Fragestellung, ob sich der Verlauf
der cfDNA-Konzentration am Tag der Stresstestung vom Tag der Ruhetestung
unterscheidet. Der Zusammenhang zwischen cfDNA und akutem psychosozialem
Stress bei Gesunden wurde bisher in zwei Studien untersucht. Wie bereits in Kapitel
2.3.2 im Detail dargelegt, kamen die genannten Studien zu divergierenden
Ergebnissen beziglich der cfDNA-Konzentration in Reaktion auf psychosozialen
Stress. Hummel et al. verzeichneten einen 1.8-fachen Anstieg der cfDNA-
Konzentration, wahrend Trumpff et al. keine signifikante Anderung der cfDNA-
Konzentration feststellten (25, 26). Insgesamt sind die Studien durch das Fehlen einer

19



ruhenden Kontrollgruppe, die keinerlei Stressoren ausgesetzt ist, limitiert und lassen
sich aufgrund unterschiedlicher Messzeitpunkte und -intervalle nur bedingt
vergleichen. Bei gesunden Individuen, die keinem psychosozialen Stress ausgesetzt
waren, wurden bisher niedrige bis nicht messbare cfDNA-Konzentrationen detektiert
(79, 81, 86, 87, 150). Allerdings bestanden insgesamt individuelle Schwankungen der
cfDNA-Konzentration (25). Bei subjektiv stark gestressten Individuen konnte unter
MaRnahmen zur Stressreduktion ein Absinken der cfDNA-Konzentration beobachtet
werden (165).

Hieraus ergab sich fur die vorliegende Arbeit die dritte Unterschiedshypothese: Der
Verlauf der cfDNA-Konzentration im Blut gesunder Probanden unterscheidet sich am
Tag der Stresstestung im Vergleich zum Tag der Ruhetestung. Bis dato existiert keine
Studie, die den direkten Vergleich der cfDNA-Konzentration bei Gesunden zwischen
einer Stress- und einer Ruhebedingung vornimmt. Die vorliegende Arbeit hat das Ziel,

diese Forschungsliicke zu schlie3en.

3  Material und Methoden
3.1 Stichprobenbeschreibung

Unter Berlcksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien (s. Kapitel 3.2) konnten
insgesamt N = 28 gesunde mannliche Probanden im Alter von Range = 19-34 Jahren
fur die Studie rekrutiert werden. Das Durchschnittsalter der Probanden betrug M =
24.61 Jahre (SD = 4.06).

In Bezug auf ihre Familien- und Partnersituation gaben 50% der Probanden eine
unverheiratete feste Partnerschaft an. Es waren alle Probanden der Stichprobe ledig.
Die Probanden hatten Uberwiegend Fachabitur oder Abitur (96.4%) und befanden sich
zum Zeitpunkt der Testung noch in der beruflichen Ausbildung (39.3%). Keinen
Berufsabschluss hatten 17.9% der Studienteilnehmer. Die Stichprobe beinhaltet keine
Nacht- und Schichtarbeiter.

Weiterhin wurde eine Gesundheitsanamnese aller Probanden erhoben. Alle
Studienteilnehmer waren kérperlich und psychisch gesund und nahmen keinerlei
Medikamente ein. Es wurde auRerdem das Rauchverhalten ermittelt. Hierbei gaben
78.6% der Stichprobe an, Nicht-Raucher zu sein. Die Raucher unter den
Studienteilnehmern konsumierten durchschnittlich M = 2.8 Zigaretten taglich (SD =

1.47). Ein Rauchverhalten von 10 oder mehr Zigaretten pro Tag war ein
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Ausschlusskriterium fur die Studienteilnahme. Das durchschnittliche Gewicht bezogen
auf die Kdrperoberflache lag bei einem Body-Mass-Index (BMI) von M = 22.55 (SD =
1.60). Es wurde aulRerdem das Sportverhalten der Stichprobe ermittelt, wobei 71.4%
der Stichprobe eine regelmallige sportliche Aktivitat angaben. Die drei haufigsten
genannten Sportarten waren Fitnessstudio/Krafttraining (32.14%), Joggen (28.57%)
und Ballsportarten (17.86%).

Aulerdem lasst sich die Stichprobe anhand verschiedener Fragebbdgen zur
Selbstbeurteilung psychometrisch beschreiben (s. Tabelle 1). Der Global Severity
Index (GSI) der SCL-90 bemisst die durchschnittliche psychische Belastung der
Stichprobe zum Zeitpunkt der Testung mit M = 0.34 Punkten (SD = 0.29). In Bezug auf
die Stresswahrnehmung der Stichprobe ergab die PSS ein moderates allgemeines
subjektives Stressempfinden (M = 21.82 Punkte, SD = 6.93) und die 12-ltem-
Screening-Skala des TICS bezifferte die chronische Stressbelastung der Stichprobe
mit M = 11.29 Punkten (SD = 6.08). Gemal BDI bestand durchschnittlich keine
Depressivitat innerhalb der Stichprobe (M = 5.36 Punkte, SD = 4.95). In Bezug auf die
Angstsensitivitat ergab der ASI einen durchschnittlichen Wert von M = 15.82 (SD =
7.25).

Tabelle 1: Stichprobenbeschreibung der 28 mannlichen Probanden

Merkmal M SD Minimum | Maximum
Alter in Jahren 24.61 4.06 19.00 34.00
BMI in kg/m? 22.55 1.47 19.90 26.30
Anzahl Zigaretten/Tag 0.61 1.34 0.00 5.00
Basisaktivitat in h/Woche 13.90 9.53 0.10 38.50
Freizeitaktivitat in h/Woche 4.77 6.68 0.00 32.00
Sportaktivitat in h/Woche 5.50 7.78 0.00 11.00
BDI-Score 5.36 4.95 0.00 15.00
PSS-Score 21.82 6.93 7.00 36.00
ASI-Score 15.82 7.25 2.00 33.00
SCL-90 GSI 0.34 0.29 0.01 1.17
TICS SSCS 11.29 6.08 3.00 28.00
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3.2 Rekrutierung und Auswahl der Studienteilnehmer

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte hauptsachlich tber Aushange an
schwarzen Brettern sowie Uber das Verteilen und Auslegen von Flyern auf dem
Universitatscampus und dem Universitatsklinikgelande, in den
Studentenwohnheimen, Bibliotheken und in Cafés. Daruber hinaus fand die
Rekrutierung auch digital durch Aufrufe in den sozialen Netzwerken statt. Die
Interessenten wurden hierbei aufgefordert, sich unter Angabe ihrer Kontaktdaten per
E-Mail zur Teilnahme an der Studie anzumelden. Mit den potenziellen
Studienteilnehmern wurden im Anschluss Telefonscreenings durchgefihrt. Deren Ziel
war es, die Eignung der Interessenten durch Abfrage der Einschluss- und
Ausschlusskriterien festzustellen. Zu den Einschlusskriterien zahlten mannliches
Geschlecht, Alter zwischen 18 und 35 Jahren und das Verstandnis und flissige
Sprechen der deutschen Sprache. Weiterhin musste bei allen Probanden
Einwilligungsfahigkeit bestehen. Die Ausschlusskriterien beinhalteten akute bzw.
chronische somatische und psychische Erkrankungen, aktuelle aul3ergewohnliche
psychische Belastungen (z.B. Tod eines nahen Angehorigen) und die Einnahme von
Psychopharmaka. Weitere Ausschlusskriterien waren ein BMI Uber 25 kg/m2,
Drogenabusus, Nikotinabusus von 10 oder mehr Zigaretten pro Tag sowie Impfungen
innerhalb der letzten zwei Wochen. Innerhalb von 24 Stunden vor der Testung durfte
keine intensive korperliche Aktivitat ausgetubt worden sein und es durften keine
Kenntnisse uber Ablauf und Funktion des TSST bestehen.

Bei Eignung des Probanden wurden im Anschluss an das Telefonscreening zwei

Termine fur Ruhe- und Stresstestung vereinbart.

3.3 Studiendesign

Bei einer Gesamtstichprobe von N = 28 gesunden, mannlichen Probanden wurde ein
Cross-over-Studiendesign angewandt. Genauer handelte es sich um jeweils eine
Ruhetestung und eine Stresstestung pro Proband, die an zwei verschiedenen Tagen
durchgefuhrt wurden. Die beiden Testungstage fanden zeitlich maximal eine Woche
entfernt voneinander statt. Die eine Halfte der Probanden startete mit der Ruhetestung,
wahrend die andere Halfte zuerst die Stresstestung absolvierte. Die Zuordnung zur
jeweiligen Startbedingung erfolgte per Randomisierung. Zu Beginn der Testung
erhielten die Probanden ein Informationsblatt zur Studie und wurden umfassend

aufgeklart. AnschlieBend wurde die schriftliche Einwilligung der Probanden zur
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Studienteilnahme eingeholt. Daraufhin wurde ein peripherer intravendser Zugang (iv-
Zugang) appliziert, wortiber im Verlauf des Testungstages insgesamt elf
Blutentnahmen (BE) in fest definierten zeitlichen Abstanden durchgeflhrt wurden. Die
ersten beiden BE erfolgten vor der jeweiligen Testbedingung (15 min und 1 min davor).
Die restlichen BE fanden im Anschluss an die Testbedingung statt (nach 1 min, 5 min,
10 min, 20 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min und 105 min). AulRerdem wurde die
Herzfrequenz permanent mit einer Sport-Pulsuhr Polar V800 aufgezeichnet. Die
Probanden erhielten im Laufe beider Testungstage mehrere Selbstbeurteilungs-
Fragebdgen, die im folgenden Kapitel noch detaillierter beschrieben werden. Die
Probanden wurden instruiert, wahrend der Testdauer nur auf Aufforderung
aufzustehen und keine digitalen Bildschirme, wie zum Beispiel Smartphones, zu
benutzen. Die Gesamtdauer betrug fur beide Termine jeweils drei Stunden. Der
detaillierte zeitliche Ablauf der beiden Testungstage wird in Abbildung 2 dargestellt.
Zur Minimierung der tageszeitlichen Schwankungen der Cortisol-Synthese wurden die
Testungen ausschliel3lich nachmittags durchgefiihrt. Die Testungen fanden im Labor
des Instituts fur Medizinische Psychologie und Medizinische Soziologie statt. Bei
erfolgreicher Teilnahme erhielten die Probanden eine Aufwandsentschadigung von 50
Euro. Der Ethikantrag wurde von der Landesarztekammer Rheinland-Pfalz am
14.05.2019 bewilligt (Antragsnummer: 2019-14188).

PASA nach VAS
STAK51 3 min STAl-52
n-Zugang BE BE Jv BEBE BE BE BE BE BE EE EE
l J' Ruhebedingung J' l J' J' l l l l l
) : L S : L L . . i H Zail
T T T T T T T T T T T T - i min
-60 -1§ -1 . 15 10 20 30 45 a0 75 105
‘[ I ‘[ Stressbedingung (TSST) " ‘|l
Aufklarung Brustgurt Taktatmung Entfernung
Einwilligung Pulsuhr 3 min iv-Zugang,
Brustgurt,
Pulsuhr
Vaor- Bewerbungs-
bereitung rede R;Crn?: "
& min 5 min

I

PASA nach
3 min

Abbildung 2: Studiendesign und zeitlicher Ablauf der Ruhe- und Stresstestung

3.3.1 Ablauf der Ruhetestung
Der genaue Ablauf der Ruhetestung wird in Abbildung 2 dargestellt. Im Verlauf der

Ruhetestung erhielten die Probanden neben dem Stait-Trait-Angstinventar (STAI)
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(170, 171), dem Primary-Appraisal-Secondary-Appraisal-Fragebogen (PASA) (172)
und der Visuellen Analogskala (VAS) ein Fragenbogenpaket zum Ausflllen. Darin
enthalten waren die  folgenden Fragebogen: Gesundheitsanamnese,
Symptomcheckliste-90 (SCL-90) (173, 174), Freiburger Fragebogen zur korperlichen
Aktivitat (FFKA) (175), Beck-Depressions-Inventar (BDI) (176), Perceived-Stress-
Scale (PSS) (177), Trierer Inventar zum chronischen Stress (TICS) (178),
Angstsensitivitatsindex (ASI) (179) und Brief-Resilience-Scale (BRS) (180).

Kurz vor Beginn der Ruhebedingung wurde ein Intervall der Taktatmung durchgefuhrt,
das beinhaltete, dass die Probanden Uber einen Zeitraum von drei Minuten jeweils im
Flnf-Sekunden-Takt ein- und ausatmeten. Wahrend der 15minitigen Ruhebedingung
nahm der Proband eine entspannt sitzende Haltung ein. Nach drei Minuten wurde der
Proband gebeten, den PASA-Fragebogen auszufullen. Es wurden die Uhrzeit und die
Stoppuhrzeit auf der Pulsuhr zu Beginn, nach finf Minuten und zum Ende der

Ruhebedingung protokolliert.

3.3.2 Ablauf der Stresstestung

Der genaue Ablauf der Stresstestung wird in Abbildung 2 dargestellt. Die 15min(tige
Stressbedingung bestand aus einer mentalen Belastungssituation, die den Probanden
nicht bekannt war und auf die sie sich folglich nicht vorbereiten konnten. Es handelte
sich um den Trierer Sozial Stress Test (TSST), dessen genauer Ablauf in Kapitel 3.3.3
beschrieben wird. Die Probanden wurden hierfir vom Versuchsleiter in einen
separaten Raum begleitet und dort Uber ihre Aufgabe instruiert. Zu Beginn der
Vorbereitungszeit, vor Beginn der Bewerbungsrede (nach 5 min) und zum Ende der
Stressbedingung (nach 15 min) wurden die Uhrzeit und die Stoppuhrzeit auf der
Pulsuhr protokolliert. Die Probanden wurden nach Entnahme der letzten Blutprobe
uber die Funktion des TSST aufgeklart und unterschrieben diesbezlglich eine

Schweigevereinbarung.

3.3.3 Trierer Sozial Stress Test

Der Trierer Sozial Stress Test (TSST) wurde von Kirschbaum, Pirke und Hellhammer
entwickelt und ist mittlerweile ein bewahrtes Instrument zur experimentellen Auslésung
einer psychosozialen Stressreaktion (167-169).

Der TSST besteht aus einer funfminutigen freien Bewerbungsrede im Rahmen eines
simulierten  Job-Interviews (hierfur erhalt der Proband eine dreiminutige

Vorbereitungszeit) und einer anschlieBenden funfminitigen Rechenaufgabe unter
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Beobachtung durch ein sogenanntes Auswahlgremium. Dieses sitzt dem Probanden
in neutraler, emotionsloser Haltung gegenuber und gibt ihm keinerlei verbales oder
nonverbales Feedback. Dem Probanden wird suggeriert, dass das Gremium in
nonverbaler Kommunikation besonders geschult sei und seine Performance
diesbezuglich analysiert werde. Hierzu wird aullerdem eine Video- und
Tonbandaufzeichnung simuliert und der Proband wird nochmals explizit dazu
aufgefordert, auf Gestik und Mimik zu achten. Falls der Proband vor Ablauf der dafur
vorgesehenen Zeit mit seiner Bewerbungsrede stoppt, wird er nach 20 Sekunden
Schweigen in standardisierter Form zum Fortfuhren der Rede aufgefordert. Falls er
sich bei der Rechenaufgabe verrechnet, wird er vom Gremium unterbrochen und muss
wieder von vorne beginnen.

Zusammenfassend stellt der TSST eines der wenigen Instrumente zur Stresstestung
dar, welches die beiden Elemente der Unkontrollierbarkeit und der Angst vor negativer
sozialer Bewertung beinhaltet. Dies macht den TSST zu einem besonders wirksamen
Stresstest, durch dessen Anwendung sich eine robuste und zuverlassige
Stressinduktion mit signifikantem Anstieg der Cortisol-Spiegel erreichen lasst (31,
169).

3.4 Psychometrische Erhebungen

3.4.1 State-Trait Anxiety Inventory

Das State-Trait Anxiety Inventory (STAI) ist ein von Spielberger et al. entwickelter
Selbstbeurteilungsfragebogen zum Thema Angst, der aus einer State-Anxiety Skala
(STAI-S) und einer Trait-Anxiety Skala (STAI-T) besteht (170, 171). Die State-Anxiety
Skala behandelt die situationsbezogene Angst, die der Proband im Moment des
Ausfullens fuhlt, wahrend die Trait-Anxiety Skala die generelle und individuelle
Neigung zum Angstempfinden misst. Insgesamt besteht das STAI aus 40 ltems mit
vierfach gestufter Antwortmdglichkeit. Das STAI weist eine hohe Reliabilitat bzw.
interne Konsistenz auf (Cronbachs o = 0.90 fir beide Skalen). Die kriteriumsbezogene
Validitat wurde durch Korrelation mit anderen Testskalen ermittelt. Es besteht eine
hohe konvergente Validitat der Trait-Anxiety Skala mit der Skala zur Messung

Manifester Angst von Lick und Timaeus (170).
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3.4.2 Primary Appraisal Secondary Appraisal

Der Primary Appraisal Secondary Appraisal (PASA) ist ein von Gaab et al. entwickelter
standardisierter Fragebogen zur Selbstbeurteilung (172). Der PASA besteht aus 16
situationsbezogenen Iltems mit je sechsfach gestufter Antwortmoglichkeit von ,ganz
falsch® bis ,ganz richtig®. Die Grundlage des PASA bildet die transaktionale
Stresstheorie von Lazarus und Folkmann und die darin definierten Prozesse der
primaren und sekundaren Bewertung (primary appraisal, secondary appraisal) (39).
Der PASA ermoglicht es, das Ausmal} der subjektiv empfundenen Belastung in Bezug
auf eine konkrete Situation differenziert zu beurteilen. Zur Auswertung werden vier
Primarskalen (Bedrohung, Herausforderung, Selbstkonzept eigener Fahigkeiten,
Kontrolliberzeugung) und zwei Sekundarskalen (Erstbewertung, Zweitbewertung)
berechnet. Der PASA-Gesamtwert oder Stressindex entspricht der Differenz der
Sekundarskalen. Insgesamt weist der PASA eine hohe Reliabilitat bzw. interne
Konsistenz auf mit einem Cronbachs o von o = 0.61-0.81 fur die Primarskalen und o
= 0.74-0.80 fUr die Sekundarskalen. Mittels Faktorenanalyse wurde die Validitat des
PASA bestatigt (172).

3.4.3 Visuelle Analogskala

Die Visuelle Analogskala (VAS) besteht aus acht Aussagen, die sich unter
Berucksichtigung der Kriterien von Mason (181) auf die klrzlich vorangegangene
Ruhe- bzw. Stressphase beziehen. Unter den Aussagen befindet sich jeweils eine
Skala von 0 (Uberhaupt nicht zutreffend) bis 100 (volle Zustimmung). Der Proband soll
auf dieser Skalenlinie den Bereich ankreuzen, der seiner personlichen Einschatzung
der vorangegangenen Situation am meisten entspricht. Bewertet werden sollen die
Neuartigkeit, Schwierigkeit, Stresshaftigkeit, Kontrollierbarkeit und
Unvorhersehbarkeit der Situation sowie das Ausmalf der persoénlichen Mitwirkung und

Herausforderung. Zur Auswertung der acht Skalen wird ein Gesamtwert gebildet.

3.4.4 Gesundheitsanamnese

Die Gesundheitsanamnese ist ein Fragebogen zum Gesundheitszustand und
Gesundheitsverhalten des Probanden. Sie beinhaltet Fragen zum den Themen Schlaf,
sportliche Aktivitat, Alkohol- und Nikotinkonsum, letzte Nahrungsaufnahme und

korperliches Befinden.
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3.4.5 Symptomcheckliste SCL-90

Die Symptomcheckliste (SCL-90) von L.R. Derogatis ist ein
Selbstbeurteilungsfragebogen zur Erfassung der subjektiven Beeintrachtigung durch
korperliche oder psychische Symptome innerhalb der letzten sieben Tage (173).
Hierzu dienen insgesamt 90 Items, die auf einer flnfstufigen Likertskala von null
(Uberhaupt nicht belastend) bis vier (sehr stark belastend) bewertet werden sollen. Die
Items decken in unterschiedlichem Ausmal} folgende neun primare Symptomskalen
ab: Somatisierung, Zwanghaftigkeit, Unsicherheit im Sozialkontakt, Depressivitat,
Angstlichkeit, Aggressivitat und Feindseligkeit, Phobische Angst, Paranoides Denken,
Psychotizismus. Aus den Antworten ergeben sich folgende drei globale Kennwerte,
die zur Quantifizierung der Gesamtbelastung herangezogen werden konnen. Der
Global Severity Index (GSI) beschreibt die durchschnittliche psychische Belastung
bezogen auf die 90 Items. Der Positive Symptom Distress Index (PDSI) bezeichnet die
Intensitat der ltems, bei denen eine Belastung vorliegt. Das Positive Symptom Total
(PST) beziffert wiederum die Anzahl der Items, bei denen eine Belastung vorliegt. Eine
neu normierte deutsche Version des SCL-90 wurde von G. H. Franke veroffentlicht.
Die internen Konsistenzen (Cronbachs a) betragen o = 0.76-0.92 fur die Skalen und
fur den GSI bei Erwachsenen o = 0.97. Es wurden befriedigende bis gute
Reliabilitatswerte erbracht (174).

3.4.6 Freiburger Fragebogen zur korperlichen Aktivitat

Der Freiburger Fragebogen zur korperlichen Aktivitat (FKKA) von Frey et al. dient der
Erfassung von Art und Umfang gesundheitswirksamer Aktivitdten (175). Letztere
umfassen neben Sport auch alltagliche Aktivitaten, wie zu Fuld oder mit dem Rad
zuruckgelegte Wegstrecken, Treppensteigen und Gartenarbeiten. Weiterhin werden

Angaben zu Alter, GréRe, Gewicht und Geschlecht erhoben.

3.4.7 Beck-Depressions-Inventar

Das Beck-Depressions-Inventar (BDI) ist ein Selbstbeurteilungsfragebogen von Beck
et al. zur Einschatzung der Schwere einer Depression und wird aul’erdem als
Screeningmethode  eingesetzt, um  die Depressionsneigung in  der
Allgemeinbevolkerung zu ermitteln (176). Hierzu dienen insgesamt 21 ltems mit je vier
Antwortmdglichkeiten, die die Symptomatik in zunehmender Schwere beschreiben.

Der Patient bzw. Proband soll hiervon die Aussage ankreuzen, die seine Gefuhle
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innerhalb der letzten Woche am besten wiedergibt (182). Das BDI wurde in zahlreichen
Studien eingesetzt und zeigte eine sehr gute Wiederholungsreliabilitat und eine interne
Konsistenz (Cronbachs a) von a = 0.89-0.93 fur deutsche Stichproben (183).

3.4.8 Perceived Stress Scale

Die Perceived Stress Scale (PSS) von Cohen et al. st ein
Selbstbeurteilungsfragebogen, der anhand von 14 Fragen mit funfstufiger
Antwortmoglichkeit von ,niemals® bis ,sehr oft® das Stressempfinden in bestimmten
Situationen erfasst (177). Aulderdem wird erhoben, ob bzw. wie stark das eigene
Leben als unvorhersehbar, unkontrollierbar oder Uberfrachtet wahrgenommen wird.
Die PSS weist eine gute Validitat und interne Konsistenz (Cronbachs o = 0.84) auf
(184).

3.4.9 Trierer Inventar zum chronischen Stress

Das Trierer Inventar zum chronischen Stress (TICS) von Schulz et al. ist ein normiertes
Instrument zur Diagnostik von chronischem Stresserleben (178). Der
Selbstbeurteilungsfragebogen besteht aus 57 Items, deren Haufigkeit innerhalb der
letzten drei Monate auf einer flnfstufigen Skala von ,nie* bis ,sehr haufig“ bewertet
werden soll. Die Items lassen sich in zehn Skalen einteilen. Die Skalen
Arbeitsiiberlastung, soziale Uberlastung und Erfolgsdruck erfassen Stress als Resultat
hoher Anforderungen. Die Skalen Arbeitsunzufriedenheit, Uberforderung bei der
Arbeit, Mangel an sozialer Anerkennung, soziale Spannungen und soziale Isolation
beziehen sich auf Stress als Resultat mangelnder Bedurfnisbefriedigung. Weiterhin
sind eine Skala zur chronischen Besorgnis und eine 12-ltem-Screening-Skala als
Globalmaly fur erlebten Stress im TICS enthalten. Die internen Konsistenzen
(Cronbachs a) der Skalen betragen o = 0.84-0.91. Die Rasch-Reliabilitaten liegen bei
0.78-0.89 und es besteht ein gute Profilreliabilitat (178).

3.4.10 Angstsensitivitatsindex

Der Angstsensitivitatsindex (ASI) von Reiss et al. ist ein Selbstbeuteilungsfragebogen,
der das Prinzip der Angst vor der Angst behandelt (179). Er besteht aus 16 Aussagen,
die auf einer funfstufigen Skala von ,sehr wenig® bis ,sehr stark® zutreffend bewertet
werden sollen. Die Aussagen lassen sich drei ubergeordneten Faktoren zuordnen. Der
erste Faktor enthalt Items zu somatischen Bedenken, z.B. die Sorge vor einem
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Herzinfarkt bei schnellem Herzschlag. Der zweite Faktor behandelt soziale Bedenken,
d.h. Furcht vor 6ffentlich sichtbaren Angstsymptomen (z.B. Zittern). Der dritte Faktor
erfasst kognitive Bedenken und die Furcht vor den erwarteten Folgen
erregungsbedingt schwacher kognitiver Leistung (179). Die internen Konsistenzen
(Cronbachs o) betragen o = 0.75-0.92 und die empirischen Validitatskoeffizienten

entsprechen den aus der Literatur bekannten Beziehungen (185).

3.5 Blutprobenanalytik

Die Blutprobenanalytik erfolgte im Labor der Abteilung Sportmedizin, Pravention und
Rehabilitation der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz.

Im Rahmen der Testung wurde den Probanden zu den oben genannten fest definierten
Zeitpunkten je eine EDTA-Monovette vendses Blut enthommen. Diese wurden direkt
nach der Enthahme zunachst sanft geschwenkt und anschlief3end fir eine Dauer von
10 Minuten bei RCF = 2000 xG und einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert, um
Blutplasma zu erhalten. Danach wurden die Monovetten bis zum Ende der Testung im
Klhlschrank auf Eis gestellt.

Nach Entnahme und Zentrifugation der letzten Blutprobe wurde das Blutplasma der
insgesamt 11 EDTA-Monovetten mit einer auf 500 ul geeichten Pipette unter
Laborbedingungen pipettiert. Die Tubes wurden danach direkt auf Trockeneis gelegt
und bei -80°C im Eisschrank gelagert.

Anschliel3end erfolgte die Detektion und Quantifizierung der cfDNA durch Anwendung
eines direkten Quantifizierungs-Assay. Genauer handelt es sich hierbei um die
Methodik der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR). Hierdurch
kann die praanalytische cfDNA-Extraktion umgegangen werden, welche uUblicherweise
mit hohen Kosten und Zeitaufwand sowie cfDNA-Verlusten einhergeht (186-188).
Durch die Nutzung von Multilocus-Primern, die an diverse Stellen innerhalb der DNA
binden, ist eine ausreichende Sensitivitat gegeben. Eine passende Zielstruktur stellt
aufgrund seiner Spezifitat und Haufigkeit das long intersperced element 1 (LINE1)
family 2 (L1PA2) dar. Der exakte Ablauf der hier angewandten cfDNA-Methodik wurde

durch Neuberger et al. ausfihrlich beschrieben und validiert (186).
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3.6. Herzfrequenz-Analyse

Die Auswertung der mittels Sport-Pulsuhr erhobenen Herzfrequenz-Daten erfolgte
mittels Kubios HRV Standard Version 3.3.1.

Initial wurden die gemessenen Herzfrequenzen (HF) auf generelle Plausibilitat und
Vollstandigkeit Uber die gesamte Dauer der Testung uberprift. AnschlieRend wurde
eine Artefakt-Korrektur vorgenommen und hierflr ein sehr geringer Schwellenwert
(0.45 Sekunden) eingestellt. Weiterhin wurde die smoothness prior Methode (A=500)
angewendet, um den Effekt einer langsamen Anderung der mittleren Herzfrequenz
auszugleichen (189).

Fir die anschlieRende HF-Analyse wurden die HF-Daten in insgesamt 17 Sequenzen
pro Testungstag aufgeteilt. Zeitpunkt und Dauer dieser HF-Sequenzen wurden im
Vorhinein fest definiert und orientieren sich am Ablauf des Testungstages. Es wurde
auf eine einheitliche Sequenz-Dauer von 5 Minuten geachtet. Die einzige Ausnahme
hiervon stellt die Sequenz wahrend der dreimindtigen Taktatmung dar.

Die erste Sequenz stellt die basale Ruhe-HF dar und wurde im Anschluss an die erste
BE (demnach circa 10 min vor Beginn der Testbedingung) erhoben. Es folgten drei
Sequenzen wahrend der 15minutigen Testbedingung. Am Tag der Stressbedingung
entsprachen diese Sequenzen jeweils der Vorbereitungszeit auf den TSST, der
anschlieBenden Bewerbungsrede und der darauffolgenden Rechenaufgabe. Am Tag
der Ruhebedingung wurden hierzu identische Sequenz-Intervalle ausgewahlt. Es
folgten weitere 12 direkt aneinander anschliellende jeweils funfminitige Sequenzen

wahrend der an beide Testbedingungen anschlielenden einstliindigen Ruheperiode.

3.7 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der erhobenen Daten wurde mithilfe des statistischen
Auswertungsprogramms IBM SPSS Statistics Version 23 durchgefihrt.

Die Auswertung der Untersuchungsdaten erfolgte durch deskriptive und
interferenzstatistische Methoden. Zur Beschreibung der Gesamtstichprobe wurden die
empirischen Daten in Tabellen und Grafiken zusammengefasst. Zur speziellen
Beschreibung der Merkmalsverteilung innerhalb der Stichprobe dienten der Mittelwert
als Mal® der zentralen Tendenz und die Standardabweichung als Mal} fur die
Variabilitat der Verteilung.

Zunachst erfolgte die deskriptive statistische Auswertung der mittels Fragebdgen

erhobenen Daten zu psychischen Symptomen sowie allgemeinem und chronischem
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Stressempfinden innerhalb der Stichprobe. Es folgte die Analyse des akuten
subjektiven Stressempfindens der Stichprobe wahrend der Stressbedingung im
Vergleich zur Ruhebedingung. Hierzu wurde ein Vergleich der Mittelwerte der
einzelnen Skalen des PASA sowie der VAS-Gesamtskala zwischen Ruhe- und
Stressbedingung mittels t-Test fur abhangige Stichproben durchgefuhrt. Ziel war es,
den Effekt des TSST auf das subjektive Stressempfinden zu erheben. Zudem wurde
durch Berechnung von Cohens d die Effektstarke ermittelt.

Weiterhin erfolgte die vergleichende Analyse der Mittelwerte der cfDNA-
Konzentrationen sowie der Herzfrequenzen zu vorher definierten Messzeitpunkten
wahrend Ruhe- und Stresstestung. Hierzu wurde die zweifaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) mit Messwiederholung angewandt mit dem Ziel, signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Testbedingungen zu detektieren. Vor Durchfihrung der ANOVA
wurden die entsprechenden Daten auf Plausibilitat und Ausreil3er untersucht und
mittels Shapiro-Wilk-Test einer Prufung auf Normalverteilung unterzogen. Daraufhin
wurde eine log-Transformation der cfDNA-Daten durchgefihrt, um einer
asymmetrischen Verteilung vorzubeugen. Zudem erfolgte der Mauchly-Test auf
Spharizitat. Bei Verletzung der Spharizitdt wurde eine Korrektur der Freiheitsgrade
mittels Greenhouse-Geisser-Koeffizient vorgenommen. Zur Ermittlung der
Effektstarke wurde hier das partielle n? berechnet. Fir die anschlieenden
Paarvergleiche wurden Post-hoc-Tests mit Bonferroni-Holm-Korrektur angewandt. Bei
allen Berechnungen wurde ein statistisches Signifikanzniveau o = 0.05 zugrunde
gelegt.

Die Aufzeichnung der Herzfrequenz gelang aufgrund eines technischen Problems
nicht fur die gesamte Stichprobe. Zur statistischen Analyse wurden lediglich die

vollstandigen Datensatze einer reduzierten Fallzahl N = 22 herangezogen.

4  Ergebnisse

4.1 Psychische Symptome innerhalb der Stichprobe

Die Stichprobe wies mit einem Global Severity Index (GSI) der SCL-90 von M = 0.34

(SD = 0.29) eine insgesamt geringe durchschnittliche psychische Belastung auf.

Verglichen mit der reprasentativen Eichstichprobe (Manner und Frauen) von Hessel et

al. (174) ist der GSI der Stichprobe geringer. Im Vergleich jedoch mit ausschliellich

dem mannlichen Anteil der reprasentativen Stichprobe zeigte die hier untersuchte
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Stichprobe im Mittel einen hoheren GSI. In Bezug auf die einzelnen Skalenwerten sind
(ebenfalls im Vergleich zu oben genannter Eichstichprobe) insbesondere die erhéhten
Mittelwerte flr Depressivitat (M = 0.48, SD = 0.48) und Zwanghaftigkeit (M = 0.56, SD
= 0.47) erwahnenswert. Die Ergebnisse fur die weiteren Skalenwerte und globalen
Kennwerte der SCL-90 sind in Tabelle 2 aufgefuhrt.

Tabelle 2: Psychische Symptome und Belastung innerhalb der Stichprobe gemaf
SCL-90

SCL-90 M SD Minimum Maximum
Somatisierung 0.22 0.23 0.00 0.75
Zwanghaftigkeit 0.56 0.47 0.00 1.70
Unsicherheit im Sozialkontakt | 0.47 0.50 0.00 1.89
Depressivitat 0.48 0.48 0.00 1.62
Angstlichkeit 0.28 0.31 0.00 1.40
Aggressivitat 0.26 0.32 0.00 1.17
Phobische Angst 0.14 0.26 0.00 1.00
Paranoides Denken 0.37 0.45 0.00 1.83
Psychotizismus 0.22 0.26 0.00 0.90
GSI 0.34 0.29 0.01 1.17
PSDI 0.01 0.00 0.01 0.02
PST 31.46 16.05 1.00 57.00

4.1.1 Depressivitat
Die Stichprobe wies im Durchschnitt einen niedrigen BDI-Score von M = 5.36 Punkten
(SD = 4.95) auf. Allerdings erhielten nur 75% der Studienteilnehmer einen BDI-Score
unter dem Grenzwert von 8 Punkten und litten demnach gemaR BDI nicht unter
Depressivitat. Dahingegen erreichten 10.7% der Stichprobe den Schweregrad einer
minimalen Depression und 14.3% der Stichprobe den Schweregrad einer leichten
Depression. Die hoheren Schweregrade einer mittelschweren und schweren
Depressionen waren innerhalb der Stichprobe nicht vertreten.
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Die Auswertung der SCL-90 ergab fur die Symptomskala Depressivitat einen
Mittelwert von M = 0.48 (SD = 0.48).

4.1.2 Angst

Die Stichprobe wies im Durchschnitt einen ASI-Score von M = 15.82 Punkten (SD =
7.25) auf. Orientierend befindet sich dieses Ergebnis unterhalb des von Kemper et al.
bei gesunden Studenten berichteten Mittelwerts von M = 19.61 Punkten (SD = 10.33)
(185) und spricht demnach flr eine geringe Angstsensitivitat innerhalb der Stichprobe.
Die Auswertung der SCL-90 ergab fiir die Skala Angstlichkeit einen geringen mittleren
Skalenwert von M = 0.28 Punkten (SD = 0.31). Auf der Skala phobische Angst
erreichte die Stichprobe einen noch niedrigeren mittleren Skalenwert von M = 0.28
Punkten (SD = 0.26).

4.1.3 Stress

4.1.3.1 subjektive allgemeine Stresswahrnehmung

Die Stichprobe wies im Durchschnitt einen PSS-Score von M = 21.82 Punkten (SD =
6.93) auf, was einer moderaten subjektiven allgemeinen Stresswahrnehmung
entspricht. Die genauere Auswertung ergab, dass 35.71% der Stichprobe einen PSS-
Score unterhalb von 19 Punkten und demnach sogar eine geringe subjektive
allgemeine Stresswahrnehmung aufwiesen. Der Grenzwert flr eine hohe subjektive
allgemeine Stresswahrnehmung wurde von keinem Studienteilnehmer erreicht.
Demnach waren 64.29 % der Stichprobe durch eine moderate subjektive
Stresswahrnehmung gekennzeichnet.
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Abbildung 3: subjektive allgemeine Stresswahrnehmung der Stichprobe gemal PSS
33



4.1.3.2 chronische Stressbelastung

Die Stichprobe erreichte auf der 12-ltem-Screening-Skala (SSCS) des TICS einen
mittleren Summenwert von M = 11.29 (SD = 6.08). Orientierend an der von Hapke et
al. etablierten Kategorisierung liegt dieser Mittelwert nur minimal unterhalb der Grenze
von 12 Punkten zwischen einer unterdurchschnittlichen bis durchschnittlichen und
einer Uberdurchschnittlichen Stressbelastung (2). Die genauere Auswertung ergab,
dass 57.14% der Stichprobe eine unterdurchschnittliche bis durchschnittliche
Stressbelastung zeigten. Eine Uberdurchschnittliche Stressbelastung wiesen 39.29%
der Stichprobe auf, wohingegen 3.57% der Stichprobe sogar unter einer hohen

Stressbelastung standen.
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Abbildung 4: chronische Stressbelastung der Stichprobe gemall SSCS des TICS

4.2 Vergleich des Stressempfindens wahrend Stress- und Ruhetestung

4.2.1 Vergleich des Stressempfindens wahrend TSST und Ruhebedingung
Der Vergleich des subjektiven Stressempfindens der Probanden wahrend des TSST
und der Ruhebedingung mittels Auswertung des PASA-Fragebogens ergab die in
Tabelle 3 und Abbildung 5 dargestellten Ergebnisse.
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Tabelle 3: PASA der Stichprobe fur Ruhebedingung und TSST

Ruhe TSST

PASA M M t df p d
(SD) (SD)

Bedrohung 1.46 3.03 -71.794 27 <001 | 1473

(0.84) | (1.09)

Herausforderung 2.24 4.07 -9.038 27 <.001 1.708
(0.92) (0.81)

Selbstkonzept eigener | 4.59 3.78 3.169 27 <.01 0.599
Fahigkeiten (0.91) (1.03)

Kontrolliberzeugung 4.58 4.18 2.186 27 | <05 0.413
(0.71) (1.02)

Erstbewertung 1.85 3.55 -9.990 27 | <001 |1.888
(0.79) (0.83)

Zweitbewertung 4.58 3.98 3417 27 <01 | 0.646
(0.64) | (0.89)

Stressindex 274 | -043 | -7606 |27 | <001 | 1.437
(1.27) | (1.44)

Der abhangige t-Test (Konfidenzintervall 95%) ergab fur die Primarskalen,
Sekundarskalen und fur den Stressindex signifikante Unterschiede zwischen den
Bedingungen (p<.05). Hieraus lasst sich ableiten, dass das Stressempfinden der
Probanden wahrend des TSST gegenuber der Ruhebedingung signifikant erhoht war.
Daruber hinaus weisen die beiden Primarskalen Bedrohung und Herausforderung, die

Erstbewertung sowie der Stressindex eine hohe Effektstarke (Cohens d) auf.
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Abbildung 5: PASA der Stichprobe flir Ruhebedingung und TSST

4.2.2 Vergleich des Stressempfindens nach TSST und Ruhebedingung

Der Vergleich des subjektiven Stressempfindens der Probanden unmittelbar in
Anschluss an den TSST und die Ruhebedingung mittels Auswertung der VAS ergab
die in Tabelle 4 dargestellten Ergebnisse. Der abhangige t-Test ergab einen
signifikanten Unterschied zwischen den Bedingungen (p<.05). Weiterhin zeigte sich
eine hohe Effektstarke (Cohens d).

Tabelle 4: VAS der Stichprobe fur Ruhebedingung und TSST

Ruhe TSST
M M t daf | p d
(SD) (SD)

VAS Gesamtwert 41.70 57.75 -7.056 27 | <.001 1.333
(11.62) (10.03)
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4.3 \Vergleich des Verlaufs der Herzfrequenz wahrend Ruhe- und
Stresstestung

Der genaue zeitliche Verlauf der mittleren Herzfrequenz der Probanden wahrend
Ruhe- und Stresstestung lasst sich der Abbildung 6 entnehmen.

Ausgangspunkt beider Graphen ist die mittlere Ruheherzfrequenz (Baseline), welche
sich zwischen Ruhe- und Stresstestung nicht wesentlich unterscheidet und dem
physiologischen Bereich entspricht. Mit dem Beginn der jeweiligen Testbedingung
weisen die beiden Graphen einen deutlich voneinander abweichenden Verlauf auf.
Wahrend der Graph fir die Ruhetestung flach verlauft, zeigt der Graph flir die
Stresstestung einen deutlichen Anstieg im Bereich des eingerahmten Zeitintervalls der
Testbedingung bis zu einem mittleren Peak-Wert von M = 100.78 (SD = 19.15). Im
weiteren zeitlichen Verlauf kommt es zu einem kontinuierlichen Abfall bis auf Werte
knapp unterhalb des Ausgangsniveaus. Am Tag der Ruhetestung betrug der Peak-
Wert im Mittel nur M =73.42 (SD = 12.90).

Dieser Unterschied zwischen den beiden Testbedingungen lasst sich weiterhin an dem
Parameter A Peak-Base verdeutlichen. Am Tag der Stresstestung wurde ein mittleres
A Peak-Base von M = 31.36 (SD = 16.04) erreicht, wahrend es am Tag der
Ruhetestung im Mittel lediglich M =4.43 (SD = 6.01) ausmachte. Der abhangige t-Test
zeigt fur die Parameter Peak und A Peak-Base einen signifikanten Unterschied

zwischen den Bedingungen (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Herzfrequenz-Parameter der Stichprobe wahrend Ruhe- und Stresstestung

Ruhe TSST
Herzfrequenz M M t df p d
Parameter (SD) (SD)
Baseline 68.99 69.43 -0.225 21 .82 0.048

(11.98) | (8.87)

Peak 7342 10078 | -6.493 |21 | <001 | 1.384
(12.90) | (19.15)

A Peak-Base 4.43 31.36 | -8.171 |21 | <001 |1.742
(6.01) | (16.04)
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Abbildung 6: Verlauf der Herzfrequenz wahrend der Ruhe- und Stresstestung

Die zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung der Herzfrequenzen ergab die
folgenden Ergebnisse. Die Herzfrequenz unterschied sich hoch signifikant zwischen
den Testbedingungen (F (1, 21) = 13.224, p<.01, partielles n? = 0.386). Weiterhin
zeigte sich nach Korrektur mittels Greenhouse-Geisser-Koeffizient ein hochst
signifikanter Haupteffekt der Zeit (F (2.119, 44.495) = 47.171, p<.001, partielles n? =
0.692) und ein hochst signifikanter Interaktionseffekt Testbedingung x Zeit (F (2.689,
56.465) = 49.696, p<.001, partielles n? = 0.703).

Die anschlieRenden Bonferroni-Holm-korrigierten Post-hoc-Vergleiche ergaben einen
hochst signifikanten Unterschied zwischen Ruhe- und Stresstestung fur die
Zeitintervalle 0-5 min (t (21) = -5.319, p<.001, d = 1.13), 5-10 min (¢t (21) = -7.633,
p<.001, d = 1.63) sowie 10-15 min (t (21) = -9.069, p<.001, d = 1.93). Im
darauffolgenden Zeitintervall gab es immer noch einen signifikanten Unterschied
zwischen Ruhe- und Stresstestung (t (21) = -3.974, p<.05, d = 0.85). Im Anschluss
waren die Ergebnisse nicht mehr signifikant. Bezluglich der Baseline-Herzfrequenzen

ergab sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den Testbedingungen.
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4.4 \Vergleich des Verlaufs der cfDNA-Konzentration wahrend Ruhe- und
Stresstestung

Die Abbildung 7 zeigt den Verlauf der mittleren cfDNA-Konzentration im Blut der
Probanden wahrend der Ruhe- und Stresstestung. Zum ersten Messzeitpunkt (15
Minuten vor Beginn der jeweiligen Testbedingung, Baseline) wiesen die Probanden im
Durchschnitt eine cfDNA-Konzentration von M = 9.47 ng/ml (SD = 5.16) am Tag der
Ruhetestung und M = 11.80 ng/ml (SD = 12.69) am Tag der Stresstestung auf.

Am Tag der Stresstestung kam es unmittelbar vor Beginn des TSST zu einem Abfall
der mittleren cfDNA-Konzentration auf ihnr Minimum. Im Rahmen des folgenden TSST
wiederum wurde ein deutlicher Anstieg der mittleren cfDNA-Konzentration bis auf ihren
Peak-Wert im Mittel von M = 21.46 ng/ml (SD = 15.21) verzeichnet. Im Anschluss fiel
dieser kontinuierlich ab und erreichte nach 30 Minuten einen Mittelwert von M = 11.31
(SD = 7.69) leicht unterhalb des Ausgangsniveaus.

Am Tag der Ruhetestung zeigte sich ausgehend von einem ahnlichen Ausgangwert
kein deutlicher Anstieg der cfDNA-Konzentration wie am Tag der Stresstestung. Im
direkten Anschluss an die Ruhebedingung wiesen die Probanden eine mittlere cfDNA-
Konzentration von M = 9.70 ng/ml (SD = 3.02) auf. Nach weiteren 5 Minuten erreichte
diese ihr Minimum. Der mittlere Peak-Wert betrug M = 14.45 (SD = 5.66).

Der Unterschied zwischen den beiden Testbedingungen lasst sich weiterhin durch den
Parameter A Peak-Base verdeutlichen. Am Tag der Stresstestung betrug das mittlere
A Peak-Base M = 9.66 (SD = 7.27), wahrend es am Tag der Ruhetestung im Mittel
lediglich M = 4.98 (SD = 3.37) ausmachte. Der abhangige t-Test zeigte fur die
Parameter Peak und A Peak-Base einen signifikanten Unterschied zwischen den

Bedingungen (s. Tabelle 6).

Tabelle 6: cfDNA-Parameter der Stichprobe wahrend Ruhe- und Stresstestung

Ruhe TSST

cfDNA Parameter M M t df p d
(SD) (SD)

Baseline 9.47 11.80 -0.889 27 .38 0.168
(5.16) (12.69)

Peak 14.45 21.46 -2.433 27 <.05 0.460
(5.66) (15.21)

A Peak-Base 4.98 9.66 -3.260 27 <.01 0.616
(3.37) (7.27)
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Abbildung 7: Verlauf der cfDNA-Konzentration wahrend der Ruhe- & Stresstestung

Die zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung der logarithmierten cfDNA-
Konzentrationen erbrachte die folgenden Ergebnisse. Die cfDNA-Konzentration
unterschied sich signifikant zwischen den Testbedingungen (F (1, 27) = 5.28, p<.05,
partielles n? = 0.163). Nach Korrektur mittels Greenhouse-Geisser-Koeffizient zeigte
sich ein signifikanter Haupteffekt der Zeit Uber die 11 Messzeitpunkte (F (6.09, 164.45)
= 18.5, p<.001, partielles n?> = 0.402) und ein signifikanter Interaktionseffekt
Testbedingung x Zeit (F (6.01, 162.15) = 25.63, p<.001, partielles n? = 0.487).

Die anschlieRenden Bonferroni-Holm-korrigierten Post-hoc-Vergleiche erbrachten in
Bezug auf die Baseline-cfDNA-Konzentration keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Testbedingungen (Messzeitpunkt -15 min: t (27) = 0.952, p>.999, d =
0.18, Messzeitpunkt -1 min: t (27) = 0.666, p>.999, d = 0.13). Im direkten Anschluss
an die Testbedingung (Messzeitpunkt +1 min) zeigte sich ein hdchst signifikanter
Unterschied (t (27) = 4.037, p<.001, d = 0.76) und zum darauffolgenden Messzeitpunkt
+ 5 min ein signifikanter Unterschied (t (27) = 3.426, p<.05, d = 0.65) zwischen der
Ruhe- und Stresstestung. Zum nachsten Messzeitpunkt + 10 min wurde knapp kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen Ruhe- und Stresstestung erreicht (t (27) =
2.961, p = .054, d = 0.56). Die folgenden Ergebnisse waren ebenfalls nicht signifikant.
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5 Diskussion

Die vorliegende Forschungsarbeit untersuchte die cfDNA-Konzentration im Blut
gesunder mannlicher Probanden in Reaktion auf akuten psychosozialen Stress im
direkten Vergleich zu einer Ruhebedingung. Zusammenfassend erbrachte die
statistische Auswertung der erhobenen Daten folgende Ergebnisse in Bezug auf die in
Kapitel 2.5 formulierten Unterschiedshypothesen.

Im Hinblick auf die erste Unterschiedshypothese zeigte sich, dass das subjektive
Stressempfinden der Probanden wahrend und im direkten Anschluss an die
Stressbedingung im Vergleich zur Ruhebedingung signifikant erhoht war.

Bezuglich der zweiten Unterschiedshypothese wurde ein hochsignifikanter
Unterschied der Herzfrequenzen zwischen den Testbedingungen festgestellt.
Hinsichtlich der dritten Unterschiedshypothese zeigte sich ein signifikanter
Unterschied der cfDNA-Konzentrationen zwischen den Testbedingungen.

Diese Ergebnisse werden nachfolgend in den wissenschaftlichen Kontext eingeordnet
und es werden klinische Implikationen abgeleitet. Zudem erfolgt eine Diskussion der
Starken und Limitationen der vorliegenden Forschungsarbeit und es wird ein Ausblick

auf weiterfuhrende Forschungsarbeiten formuliert.

5.1 Einordnung der Ergebnisse in den wissenschaftlichen Kontext

Die effiziente Induktion von akutem psychosozialem Stress war von entscheidender
Bedeutung fir die vorliegende Forschungsarbeit. Der hierflir angewandte TSST stellt
ein bewahrtes Instrument zur experimentellen Auslosung einer psychosozialen
Stressreaktion dar (167-169). Dies konnte im Rahmen der vorliegenden
Forschungsarbeit durch subjektive und objektive Parameter erneut bestatigt werden.
Die statistische Auswertung des PASA und der VAS ergab ein signifikant hoheres
subjektives Stressempfinden der Probanden wahrend und unmittelbar nach der
Stressbedingung im Vergleich zur Ruhebedingung. Insbesondere die beiden
Primarskalen Bedrohung und Herausforderung, die Erstbewertung sowie der
Stressindex des PASA wiesen eine hohe Effektstarke auf. Demnach lasst sich
schlussfolgern, dass der TSST eine Zunahme des Stressempfindens verursacht hat

und somit als akuter Stressor fungierte.

Wie in Kapitel 2.1.3 bereits im Detail dargestellt, aktiviert der Stressor die beiden
Stressachsen (SAM-Achse und HPA-Achse) und bewirkt letztlich die Ausschuttung der

Stresshormone (Adrenalin, Noradrenalin und Cortisol) in die Blutbahn. Die
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Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin dienen der kurzfristigen und schnellen
Vorbereitung des Korpers auf eine ,Fight or flight“-Reaktion und bewirken unter
anderem eine Vasokonstriktion und eine Zunahme der Herzfrequenz (4, 60, 61). Dies
konnte im Rahmen der Auswertung der mittels Pulsuhr aufgezeichneten
Herzfrequenzdaten ebenfalls fur die vorliegende Forschungsarbeit bestatigt werden.
Ausgehend von nahezu identischen Ruheherzfrequenzen kam es durch die
Stressbedingung zu einem Anstieg der Herzfrequenzen von im Mittel 31 Schlagen pro
Minute, wahrend sich die Herzfrequenzen wahrend der Ruhebedingung nicht
wesentlich veranderten. Die ANOVA mit Messwiederholung erbrachte einen hoch
signifikanten Unterschied zwischen den Testbedingungen mit einem hdchst
signifikanten Haupteffekt der Zeit und einem hdchst signifikanten Interaktionseffekt
Testbedingung x Zeit. Die anschlieRenden Post-hoc-Vergleiche ergaben einen hochst
signifikanten Unterschied zwischen Ruhe- und Stresstestung fur die Dauer der
Testbedingung und das darauffolgende funfminttige Zeitintervall. Im Anschluss waren
die Ergebnisse nicht mehr signifikant. Diese Ergebnisse bestatigen die erwartete
rasche Aktivierung des sympathischen Nervensystems im Rahmen der akuten
Stressreaktion durch den TSST. Nach Beendigung des Stressors kam es wie in der
Literatur fur die physiologische Stressreaktion vorbeschrieben zu einer schnellen

Normalisierung der Herzfrequenzen zuriick zur Baseline (64, 190).

Der Zusammenhang zwischen der cfDNA-Konzentration und akutem psychosozialem
Stress bei Gesunden wurde bisher in zwei Studien untersucht mit divergierenden
Resultaten. Hummel et al. stellten einen Anstieg der cfDNA-Konzentration in Reaktion
auf akuten psychosozialen Stress fest, wahrend Trumpff et al. keine signifikante
Anderung der cfDNA-Konzentration beobachteten (25, 26). Die beiden Studien weisen
einige relevante methodische Unterschiede und Limitationen auf.

Die Studie von Trumpff et al. beinhaltete im Vergleich zu der Studie von Hummel et al.
zwar eine mehr als doppelt so hohe Fallzahl, allerdings war die Stichprobe heterogen
im Geschlecht. Schwangerschaft und Stillzeit stellten zwar Ausschlusskriterien zur
Studienteilnahme dar, allerdings nicht die Einnahme oraler Kontrazeptiva. Die
Freisetzung von Cortisol im Rahmen der Stressreaktion wird jedoch durch die
Sexualhormone und deren Schwankungen im Verlauf des weiblichen Zyklus
beeinflusst (191, 192). Daher wurden in der Studie von Hummel et al. sowie in der

vorliegenden Forschungsarbeit ausschlie3lich mannliche Probanden rekrutiert.
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Weiterhin unterscheiden sich die beiden Studien durch das angewandte Verfahren zur
Stressinduktion. Wie in der vorliegenden Forschungsarbeit kam in der Studie von
Hummel et al. der als Stressor standardisierte TSST zum Einsatz. Trumpff et al.
hingegen nutzten ein eigenes Protokoll von nur funf Minuten Dauer (inklusive zwei
Minuten Vorbereitungszeit), fur das die Induktion einer kardiovaskularen und
immunologischen Stressreaktion allerdings ebenfalls reproduzierbar belegt werden
konnte (26). Daher ist davon auszugehen, dass die Stressinduktion in beiden Studien
genauso wie in der vorliegenden Forschungsarbeit erfolgreich war.

Einen zusatzlichen Unterschied und limitierenden Faktor stellen die Anzahl und die
zeitliche Abfolge der Messzeitpunkte dar. In der Studie von Trumpff et al. war die
Anzahl von drei Messzeitpunkten zu gering und deren zeitliche Abfolge angesichts des
30minutigen Abstands von der Messung unmittelbar nach dem nur funfminatigen
Stresstest zur darauffolgenden Messung nicht ideal. Prinzipiell ware es sogar denkbar,
dass der Zeitpunkt der cfDNA-Konzentrationsanderung innerhalb des Intervalls ohne
Messung lag und schlicht verpasst wurde. Dahingegen zeichnete sich die Studie von
Hummel et al. durch eine hohere Anzahl von funf Messzeitpunkten in engeren
zeitlichen Intervallen rund um den Stresstest aus. Der erste Messzeitpunkt befand sich
allerdings nur zwei Minuten vor Beginn des Stresstests. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass dieser Ausgangswert bereits durch die psychische Aufregung und
Erwartungsangst angesichts der bevorstehenden unbekannten Situation verfalscht
wurde. Die vorliegende Forschungsarbeit fuhrte daher die erste Blutentnahme zur
Ermittlung der Baseline-cfDNA-Konzentration bereits 15 Minuten vor Beginn der
Testbedingung durch. Weiterhin wurde die Anzahl der Messzeitpunkte im Vergleich
zur Studie von Hummel et al. nochmals gesteigert, wodurch der Verlauf der cfDNA-
Konzentration noch engmaschiger und Uber eine langere Zeitspanne im Anschluss an
die Testbedingung verfolgt werden konnte.

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen den Studien betrifft die
Blutprobenanalytik. Wie in der vorliegenden Studie analysierten auch Hummel et al.
Plasmaproben, wahrend Trumpff et al. ihre Untersuchungen an Serumproben
durchfiihrten. Im Vergleich zwischen Serum und Plasma wiesen mehrere Studien eine
hohere cfDNA-Konzentration in Serum im Vergleich zu Plasma nach (193). Dies ist
allerdings auf eine Verfalschung durch Blutgerinnungsprozesse zuruckzuflhren, die
im Rahmen der Blutprobenlagerung vor der Zentrifugation ablaufen (194, 195). Somit
reprasentiert die im Blutplasma gemessene cfDNA-Konzentration besser den Zustand
in vivo und wird demnach auch fur die cfDNA-Analytik empfohlen (193).
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Neben den genannten (limitierenden) Unterschieden weisen die Studien noch eine
weitere gemeinsame Limitation auf und zwar das Fehlen einer Kontrollgruppe. Die
vorliegende Arbeit fuhrte daher erstmals den direkten Vergleich mit einer ruhenden
Kontrollgruppe durch.

Im Einklang mit den Ergebnissen von Hummel et al. stellte die vorliegende Studie
einen Anstieg der cfDNA-Konzentration im Verlauf der Stresstestung fest. Im
Gegensatz dazu verblieb die cfDNA-Konzentration im Verlauf der Ruhetestung auf
dem Ausgangsniveau. Genauer wurde im Rahmen der Stresstestung ein 1.8-facher
Anstieg der cfDNA-Konzentration mit Erreichen des Maximums im direkten Anschluss
an die Stressbedingung (Messzeitpunkt +1 min) festgestellt. Dies entspricht auch in
Bezug auf Ausmal und Kinetik des cfDNA-Konzentrationsanstiegs den von Hummel
et al. berichteten Ergebnissen (25).

Die zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung erbrachte einen signifikanten
Haupteffekt der Zeit und einen signifikanten Interaktionseffekt Testbedingung x Zeit.
Die anschliellienden Post-hoc-Vergleiche ergaben (hdchst) signifikante Unterschiede
zwischen Ruhe- und Stressbedingung fur die Messzeitpunkte +1 min und + 5 min. Zum
nachsten Messzeitpunkt + 10 min wurde knapp kein signifikanter Unterschied mehr
erreicht und die folgenden Ergebnisse waren ebenfalls nicht signifikant.
Zusammenfassend lasst sich hieraus ableiten, dass die Stressbedingung im
Gegensatz zur Ruhebedingung eine signifikante Veranderung der cfDNA-
Konzentration im zeitlichen Verlauf bewirkt hat. Konkreter zeigen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit, dass es als unmittelbare Folge der psychosozialen
Stressinduktion durch den TSST zu einem Anstieg der cfDNA-Konzentration kam mit
konsekutivem Abfall innerhalb von 10 Minuten im Verlauf der auf den TSST folgenden
Ruheperiode. Somit konnte durch die vorliegende Forschungsarbeit der direkte
Zusammenhang zwischen akuter psychosozialer Stressinduktion durch den TSST und
cfDNA-Konzentrationsanstieg nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu der bisher geringen Anzahl an Studien zu psychosozialem Stress
wurde der Zusammenhang zwischen cfDNA-Konzentration und physischem Stress in
Form von sportlicher Aktivitat bei Gesunden bereits in einer Vielzahl von Studien
behandelt. Es wurde eine Reihe verschiedener Trainingsmodalitaten mit variierender
Dauer und Intensitat untersucht, was allerdings auch die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse einschrankt.
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In Bezug auf die akuten Effekte von sportlicher Aktivitat zeigte sich genauso wie in
Reaktion auf akuten psychosozialen Stress ein signifikanter Anstieg der cfDNA-
Konzentration mit maximalen Werten im Anschluss an die Stressbedingung und mit
konsekutiv raschem Absinken (156). Allerdings wurden in Reaktion auf sportliche
Aktivitat deutlich hohere cfDNA-Maxima zu einem leicht spateren Zeitpunkt nach
Beendigung des Stressors erreicht als in Reaktion auf akuten psychosozialen Stress
(25, 157-159). Exemplarisch stellten Hummel et al. einen 5-fachen Anstieg der cfDNA-
Konzentration mit einem Maximum zum Messzeitpunkt +15 Minuten nach Ende der
sportlichen Aktivitat fest, wahrend es in Reaktion auf den TSST lediglich zu einem 1.8-
fachen Anstieg der cfDNA-Konzentration mit friherem Erreichen des Maximums zum
Messzeitpunkt +2 Minuten nach Ende des TSST kam. Die Post-hoc-Tests ergaben
einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Testbedingungen (sportliche
Aktivitat und TSST) zu allen Messzeitpunkten (25). Der bislang hochste relative
cfDNA-Konzentrationsanstieg um den Faktor 18.6 wurde im unmittelbaren Anschluss
an einen Halbmarathon gemessen mit darauffolgendem Absinken bis zur
Ausgangskonzentration innerhalb von zwei Stunden (153). Der bislang geringste
relative cfDNA-Konzentrationsanstieg um den Faktor 3.1 wurde anschliel3end an ein
Krafttraining mit hoher Intensitat erhoben und lag damit immer noch deutlich Gber dem
von Hummel et al. und dem in der vorliegenden Arbeit ermittelten relativen Anstieg in
Reaktion auf psychosozialen Stress (160).

In Bezug auf den Zeitpunkt der initialen cfDNA-Freisetzung in Reaktion auf sportliche
Aktivitat wiesen Beiter et al. durch serielle Blutentnahmen im Rahmen eines
anstrengenden Laufbandtrainings einen deutlichen cfDNA-Konzentrationsanstieg
innerhalb von 10 Minuten nach Trainingsbeginn mit Erreichen des Maximums nach
weiteren 20 Minuten nach (157). Allerdings wurden diese seriellen Blutenthahmen
lediglich an einer geringen Fallzahl von drei Probanden durchgeflihrt. Zu einem
ahnlichen Ergebnis kamen jedoch auch Hummel et al., die im direkten Anschluss an
ein Laufbandtraining von nur 10 bis 15 Minuten Dauer einen signifikanten cfDNA-
Konzentrationsanstieg mit Erreichen des Maximums nach weiteren 15 Minuten
verzeichneten (25). In der vorliegenden Arbeit konnte in der Blutenthahme im
unmittelbaren Anschluss an den finfzehnminitigen TSST und mit siebzehnminitigem
Abstand zur vorherigen Blutentnahme ein signifikanter Anstieg der cfDNA-
Konzentration nachgewiesen werden. Der exakte Beginn der cfDNA-Freisetzung
konnte aufgrund fehlender Blutentnahmen wahrend des TSST zwar nicht bestimmt
werden, aber es lasst sich dennoch ableiten, dass es in Reaktion auf akuten
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psychosozialen Stress genauso wie durch akuten physischen Stress zu einer
schnellen und akuten cfDNA-Freisetzung kommt.

Im weiteren zeitlichen Verlauf nach Ende der sportlichen Aktivitat kam es in mehreren
Studien zu einem raschen kontinuierlichen Abfall der cfDNA-Konzentration mit
Erreichen der Ausgangskonzentration innerhalb von 60 Minuten bis zu zwei Stunden
(153, 160, 161). Nach 30 Minuten wurden im Vergleich zur Ausgangskonzentration
durch Beiter et al. noch 4.1-fach und durch Fatouros et al. sogar noch 13-fach erhdhte
cfDNA-Konzentrationen nachgewiesen (157, 161). In Reaktion auf langandauernden
Ausdauersport uber mehrere Stunden zeigte sich sogar eine leicht abweichende
cfDNA-Kinetik mit persistierend erhéhten cfDNA-Konzentrationen, allerdings ohne
begleitend hohere cfDNA-Maxima (154, 162). Im deutlichen Gegensatz dazu hatte die
cfDNA-Konzentration in der vorliegenden Studie in Reaktion auf akuten
psychosozialen Stress ihren Ausgangswert nach 30 Minuten bereits wieder erreicht.
Bereits zum Zeitpunkt +10 Minuten wurde (knapp) kein signifikanter Unterschied mehr
zwischen Stress- und Ruhetestung erreicht. Diese Beobachtung kann nicht
ausschlieBlich durch die insgesamt geringere cfDNA-Freisetzung in Reaktion auf den
TSST im Vergleich zu sportlicher Aktivitat bei identischer cfDNA-Halbwertszeit erklart
werden. Atamaniuk et al. erklarten die prolongiert erhéhten cfDNA-Konzentrationen in
Reaktion auf langandauernde sportliche Aktivitat durch das héhere Ausmal} von
physischem Stress auf den Organismus (154). In diesem Zusammenhang ist
aullerdem eine Studie von Fatouros et al. zu nennen, deren Teilnehmer ein hoch
intensives Krafttrainingsprogramm von insgesamt 12 Wochen mit dem Ziel eines
Ubertrainings durchliefen und die 96 Stunden nach einem jeweils dreiwdchigen
Trainingsintervall mit zunachst hoher und dann sehr hoher Intensitat noch signifikant
erhohte cfDNA-Konzentrationen aufwiesen (196). Bislang konnte allerdings keine
eindeutige Beziehung zwischen der Hohe der cfDNA-Konzentration und Intensitat,
Dauer und durchschnittlichem Energieverbrauch eines Trainings festgestellt werden.
Dasselbe gilt fir die Konzentration von Laktat als Marker fur oxidativen Stress und von
Harnsaure sowie Kreatinkinase als Marker fur entzindliche Aktivitdt, so dass am
ehesten davon auszugehen ist, dass die cfDNA-Freisetzung von einem
Zusammenspiel mehrerer Faktoren beeinflusst wird (156).

Zusammenfassend l6sen sowohl akuter physischer als auch akuter psychosozialer
Stress eine vergleichbar schnelle cfDNA-Freisetzung aus, was auf einen identischen
Freisetzungsmechanismus im Rahmen der Stressreaktion hinweist. Allerdings weisen

Unterschiede im Methylierungsmuster der cfDNA (hypermethyliert in Reaktion auf
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physischen Stress und hypomethyliert in Reaktion auf psychosozialen Stress) auf eine
unterschiedliche zellulare Herkunft hin. Es ware mdglich, dass die hypermethylierte
cfDNA eher aus Blut- und Muskelzellen stammt, wahrend die hypomethylierte cfDNA
am ehesten auf neuronale Zellen zurtckgeht (25). Zur weiteren Einordnung dieser
Hypothese sind allerdings weitere Studien notig.

Aufgrund der dariber hinaus beobachteten Unterschiede in Bezug auf Héhe und
Zeitpunkt des cfDNA-Maximums kann geschlussfolgert werden, dass es nicht nur
mehr als einen Herkunftsort, sondern auch mehr als nur einen
Freisetzungsmechanismus von cfDNA gibt und dass daruber hinaus in Reaktion auf
unterschiedliche Stressoren auch unterschiedliche cfDNA-Freisetzungsmechanismen
mit voneinander abweichender Kinetik in Gang gesetzt werden. Hierzu ist es sinnvoll,
wesentliche Unterschiede zwischen akutem physischem und psychosozialen Stress
im Zusammenhang zur cfDNA-Freisetzung zu betrachten. Ein wesentlicher
Unterschied stellen die mechanisch und metabolisch bedingten Muskelschaden im
Rahmen der sportlichen Aktivitat dar (151, 152). Neben der bereits vielfach belegten
Leukozytose wurde nach abgeschlossener sportlicher Aktivitat aul’erdem eine
Lymphopenie durch Einwanderung der Lymphozyten in die verletzten Muskelzellen
beobachtet (197, 198). Im Anschluss an die durch die Lymphozyten vermittelten
muskularen Reparatur- und Anpassungsmechanismen, muss die Immunreaktion
wieder beendet werden, was durch Apoptose der Lymphozyten geschieht (198).
Daruber hinaus kommt es im Rahmen von sportlicher Aktivitat durch oxidativen Stress
zu verschiedenen DNA-Schaden bis hin zu DNA-Strangbrichen, unter anderem in
Leukozyten, mit daraus resultierender Apoptose (199, 200). Demnach liegt die
Hypothese nahe, dass die cfDNA-Freisetzung im Rahmen von sportlicher Aktivitat
mittels Apoptose geschieht. Passend hierzu zeigten sich nach dem Training erhdhte
Konzentrationen von Myoglobin, Harnsaure und Kreatinkinase, die gemeinhin als
molekulare Marker fir Zellschadigung bekannt sind (156). Jedoch handelt es sich bei
der Apoptose um einen mehrstufigen Prozess und die Dauer von Stimulus bis zur
Freisetzung von apoptotischer DNA in den Blutstrom betragt etwa 5 Stunden (201). In
sport-spezifischen Studien wurde allerdings in Lymphozyten ein schnelleres
Voranschreiten der Apoptose beobachtet und mittels Gelelektrophorese und
Fluoreszenzmikroskopie konnten im direkten Anschluss an ein Ausdauertraining fur
Apoptose typische DNA-Konfigurationen in Lymphozyten nachgewiesen werden (154,
197, 198). Folglich kann angenommen werden, dass die Apoptose mindestens anteilig
fur die Freisetzung von cfDNA im Rahmen von langanhaltendem Ausdauersport
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ursachlich ist und dass es sich hierbei nicht nur um die Apoptose von Muskelzellen,
sondern auch von Leukozyten handelt (154). Dies liefert zudem eine Erklarung fir die
beobachteten Unterschiede in der cfDNA-Kinetik zwischen physischem und
psychosozialem Stress, denn in Reaktion auf psychosozialen Stress kommt es zwar
ebenfalls zu einer Entzindungsreaktion, aber es treten keine muskularen Schaden auf
und der Anteil der durch Apoptose freigesetzten cfDNA sollte demnach wesentlich
geringer ausfallen. Insbesondere im Rahmen von langandauerndem Ausdauersport
oder regelmaliigem Krafttraining erscheint es durchaus plausibel, dass die Apoptose
zu einer kontinuierlichen, eher langsam ablaufenden cfDNA-Freisetzung beitragt
(156). Allerdings kann die Apoptose nur teilweise als Erklarung fur die erhéhten cfDNA-
Konzentrationen dienen, denn wie weiter oben bereits aufgezeigt wurde, ist von einem
schnellen Beginn der cfDNA-Freisetzung nach circa 10 Minuten auszugehen (157).
Eine derart rapide Freisetzung von DNA-Fragmenten ist mit dem aktuellen
wissenschaftlichen Kenntnisstand zu Ablauf und Geschwindigkeit der Apoptose nicht
vereinbar (156). Daher mussen flr die akute und schnelle cfDNA-Freisetzung andere
Mechanismen verantwortlich sein. Hier kommen die NETose und die aktive Sekretion
in Betracht. Die NETose kann neben den verschiedensten Pathogenen auch durch
reaktive Sauerstoffspezies, Zytokine und Chemokine (IL-8, Tumornekrosefaktor alpha)
aktiviert werden (202). Sowohl akuter physischer Stress in Form von sportlicher
Aktivitat als auch akuter psychosozialer Stress fuhren zu einem signifikanten
Konzentrationsanstieg inflammatorischer Zytokine (hierunter IL-1 beta, IL-6, IL-10 und
Tumornekrosefaktor o (TNFa)) (203-205). Demnach ist denkbar, dass physische und
psychosoziale Stressoren die NETose uber die Freisetzung von Zytokinen aktivieren
und sich die erhéhte cfDNA-Konzentration Uber die vermehrte Produktion oder den
verminderten Abbau von NETs erklaren lasst (19). Das gleichzeitig vermehrte
Vorkommen von NETs und cfDNA im Rahmen verschiedener entzindlicher und
autoimmuner Erkrankungen weist ebenfalls auf einen Zusammenhang hin (16, 114-
116). Letztlich kann zum aktuellen Forschungsstand jedoch nicht erklart werden, ob
und wie NETs konkret zur erhéhten cfDNA-Konzentration beitragen und es sind
weiterfUhrende Studien notig.

Als ein weiterer potenzieller Freisetzungsmechanismus von cfDNA wird die aktive
Sekretion von DNA-Fragmenten diskutiert. Es ist bekannt, dass extrazellulare Vesikel
(EV) und Partikel mit DNA assoziiert sind, weshalb eine Freisetzung von cfDNA aus
dem EV-Lumen angenommen wurde (206). Im Blut gesunder Individuen fanden sich

jedoch nur geringe Mengen EV-assoziierter cfDNA, wobei der Hauptteil hiervon an
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deren Oberflache gebunden vorlag und nicht wie angenommen intraluminal zum
Schutz vor Abbau durch DNasen (158). Darlber hinaus konnte nachgewiesen werden,
dass die cfDNA-Freisetzung in Reaktion auf sportliche Aktivitat bei Gesunden vdllig
unabhangig von der Freisetzung der EV stattfindet (158, 207). Somit kann eine aktive
Sekretion von cfDNA durch EV ausgeschlossen werden.

Es besteht jedoch weiterhin die Hypothese, dass DNA-Fragmente durch hauptsachlich
hamatopoetische Zellen oder Endothelzellen aktiv sezerniert werden und daraufhin
zunachst an deren Zelloberflache oder der Oberflache von EV binden und sich erst
dann |6sen, sobald die DNA-Bindungskapazitat dieser Zellen bzw. Vesikel erreicht ist
(156). Gemalf Stroun et al. unterliegt die aktive Sekretion von cfDNA homdoostatischen
Regulationsprinzipien (208, 209). Es ist mdglich, dass sich in Reaktion auf chronischen
Stress ein neues Gleichgewicht zwischen intrazellularer, extrazellular an der
Zelloberflache gebundener und frei im Blut zirkulierender DNA einstellt, das fur
Stunden bis Tage persistieren kann. Dies ist passend zu dem verlangerten Zeitintervall
von 24 Stunden bis zu mehr als 48 Stunden bis zur Normalisierung der cfDNA-
Konzentration im Anschluss an einen Ultramarathon (154, 162). Im Falle von
rezidivierenden Stressoren konnte das verschobene Gleichgewicht auch persistieren,
was wiederum eine mogliche Erklarung fir die interindividuell unterschiedlichen
Baseline-Konzentrationen der cfDNA in Ruhe darstellt (156). Bislang fehlen
entsprechende Studien zum Effekt von rezidivierendem bzw. chronischem
psychosozialen Stress auf die cfDNA-Konzentration bei gesunden menschlichen
Individuen. In einer tierexperimentellen Studie von Filev et al. wurden Winstar-Ratten
einem chronischen Stressprotokoll Uber die Dauer von elf aufeinander folgenden
Tagen ausgesetzt. Es zeigte sich ein mit der Stressdauer korrelierender, signifikanter
Anstieg der cfDNA-Konzentration sowie des Anteils oxidierter cfDNA-Sequenzen
(210). Prinzipiell erscheint die Hypothese einer Verschiebung des cfDNA-
Gleichgewichts mit dem Resultat von hoéheren basalen cfDNA-Konzentrationen in
Reaktion auf repetitive psychosoziale Stressoren moglich, jedoch sind hier weitere
Studien notig. Im Umkehrschluss ware zu erwarten, dass durch MalRnahmen zur
Stressreduktion (z.B. durch Strategien der kognitiven Verhaltenstherapie oder
Meditation) eine Reduktion der cfDNA-Konzentration im Blut chronisch gestresster
Individuen erreicht werden kann. Czamanski-Cohen et al. konnten diese Hypothese
fur eine Gruppe von Frauen bestatigen, die im Rahmen einer In-vitro-

Fertilisationsbehandlung zusatzlich MaRnahmen zur Stressbewaltigung anwandten
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und deren initial erhohte cfDNA-Konzentrationen am Ende der Behandlung signifikant

auf ein nicht-pathologisches Level abgefallen waren (165).

5.2 Klinische Implikationen

Die Funktionalitat und Gesundheit des menschlichen Organismus beruhen auf einem
empfindlichen Gleichgewicht aus neuronalen, hormonellen und immunologischen
Prozessen. Die kurzfristige und reversible Anpassung dieses Gleichgewichts in
Reaktion auf einen Stressor ist notwendig und sinnvoll, um Herausforderungen zu
bewaltigen und das Uberleben zu sichern. Auf lange Sicht, bei Uberbeanspruchung
oder fehlerhafter Regulation kann diese Anpassung im Rahmen der Stressreaktion
jedoch auch Schaden anrichten und Krankheiten verursachen, was erstmals von
McEwen unter der Bezeichnung allostatische Last oder Preis der Adaptation
beschrieben wurde (6, 32).

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel dargelegt wurde, geht akuter Stress mit einer
durch das sympathische Nervensystem vermittelten, schnell einsetzenden
systemischen Entzindungsreaktion mit Freisetzung verschiedener Zytokine einher
(11). Wahrend dies in der Akutsituation protektiv wirkt, haben chronische
Entzindungsprozesse eine schadigende Langzeitwirkung (14). Durch multiple Studien
konnte belegt werden, dass chronischer Stress mit einer Reihe schwerwiegender
Erkrankungen, wie z.B. Schizophrenie, depressive Stdrung, kardiovaskulare
Erkrankungen, Insulinresistenz, Autoimmunerkrankungen und bestimmte Karzinome,
assoziiert ist und dass dieser Zusammenhang wesentlich auf inflammatorische

Prozesse zurtickzufihren ist (14, 211, 212).

Die Schizophrenie ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung, wobei rezidivierender
bzw. chronischer Stress wesentlich an der Krankheitsentstehung beteiligt ist.
Angesichts der im Rahmen dieser Studie festgestellten cfDNA-Freisetzung in Reaktion
auf akuten psychosozialen Stress, erscheint eine erhohte cfDNA-Konzentration im Blut
schizophrener Personen plausibel. Passend hierzu berichteten Melamud et al. in einer
Metaanalyse Uber signifikant erhdhte cfDNA-Konzentrationen bei schizophrenen
Probanden im Vergleich zu Gesunden (213). Die Schizophrenie ist mit einer Vielzahl
immunologischer Veranderungen assoziiert, die sowohl das angeborene als auch das
erworbene Immunsystem betreffen (214). Schizophrene Probanden weisen im
Vergleich zu Gesunden eine hdhere Blutkonzentration an Neutrophilen und einen
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hoheren Neutrophilen-Lymphozyten-Index auf (215, 216). In diesem Zusammenhang
ist eine cfDNA-Freisetzung in Form von NETose denkbar (213). Daneben besteht bei
Schizophrenie eine erhdhte Suszeptibilitat der Fibroblasten und kortikalen Neurone flr
Apoptose (217, 218). Weiterhin gehoren oxidativer Stress und mitochondriale
Dysfunktion zur Pathogenese der Schizophrenie und fordern apoptotische Prozesse
(219). Somit kann die erhéhte cfDNA-Konzentration bei Schizophrenie auch durch
Apoptose bedingt sein (213). DarUber hinaus ist es mdglich, dass eine Stérung der
cfDNA-Eliminationsmechanismen zu deren erhdhter Konzentration beitragt (19).
Ershova et al. stellten bei schizophrenen Probanden eine abnormal hohe Aktivitat von
Endonukleasen bei ebenfalls erhdhter cfDNA-Konzentration fest (220). Prinzipiell kann
die erhdhte Endonukleasen-Aktivitat im Sinne der Homoostase als kompensatorische
Reaktion auf die erhohte cfDNA-Konzentration verstanden werden, allerdings sind
weitere Studien zur Funktionalitdt der Endonukleasen und Effektivitat der cfDNA-
Elimination zur exakten Einordnung sinnvoll (213). Nach Freisetzung der cfDNA wird
diese durch Rezeptoren des Immunsystems (sogenannte Pattern-Recognition-
Rezeptoren) erkannt, wodurch eine Immunreaktion eingeleitet wird (221, 222).
Dartber hinaus kann die cfDNA durch den mit Schizophrenie einhergehenden
oxidativen Stress oxidiert werden, was ihr zusatzliche proinflammatorische
Eigenschaften verleiht (219, 223). Zusammenfassend ist eine Beteiligung der cfDNA
an den chronischen inflammatorischen Prozessen bei Schizophrenie wahrscheinlich
und die Neutralisierung der proinflammatorischen Effekte der cfDNA konnte sogar
einen neuen potenziellen Angriffspunkt zur Therapie der Erkrankung darstellen (213).
Allerdings sind weitere Studien nétig, um diesen potenziellen klinischen Implikationen
naher nachzugehen.

Eine weitere stressassoziierte Erkrankung ist die depressive Storung. Fur diese
Erkrankung ist eine Hyperaktivitdt der HPA-Achse typisch (224, 225). AuRerdem
wurde bei depressiven Probanden im Vergleich zu Gesunden eine erhdhte
Konzentration des proinflammatorisch wirkenden IL-6 und dartber hinaus ein linearer
Zusammenhang zwischen der IL-6-Konzentration und dem Ausmal} der depressiven
Symptome festgestellt (226). Passend hierzu ist bekannt, dass proinflammatorische
Mediatoren (darunter IL-6 und TNFa) einen potenten Aktivator der HPA-Achse
darstellen (227). Es wird angenommen, dass die HPA-Achsen-Hyperaktivitat auf eine
Stoérung des negativen Feedbackmechanismus mit resultierender Hypersekretion von
CRH und Cortisol zurlickzufuhren ist (226). Eine mogliche Erklarung hierfur ware, dass

proinflammatorische Zytokine eine Resistenz der fir die Steuerung des negativen
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Feedbackmechanismus verantwortlichen zentralen Glukokortikoid-Rezeptoren
bewirken (228). Der genaue Mechanismus ist bis dato jedoch noch nicht geklart.
Angesichts der in dieser Studie festgestellten cfDNA-Freisetzung durch akuten
psychosozialen Stress ware eine erhohte cfDNA-Konzentration bei Personen mit
depressiver Storung denkbar. Die bisherige Studienlage beschrankt sich allerdings auf
nur wenige Studien zur cf-mtDNA-Konzentration mit insgesamt widersprtchlichen
Ergebnissen, denn es wurden sowohl erhohte als auch erniedrigte als auch mit der
gesunden Kontrollgruppe Ubereinstimmende cf-mtDNA-Konzentrationen bei
depressiven Personen ermittelt (17). In einer Metaanalyse von Melamud et al. fand
sich kein signifikanter Unterschied zwischen der cf-mtDNA-Konzentration im Blut von
Probanden mit depressiver Stérung im Vergleich zu Gesunden bei allerdings
erheblicher Heterogenitat der untersuchten Daten (213). Die Konzentration der
nuklearen cfDNA bei depressiven Probanden wurde bislang nicht untersucht.

Zum umfassenden Verstandnis der Pathogenese und Auswirkungen der HPA-Achsen-
Storungen ist weiterhin von Interesse, wie sich die cfDNA-Konzentration bei
Erkrankungen mit Hypoaktivitat der HPA-Achse verhalt. Zu den Erkrankungen, die mit
einer HPA-Achsen-Hypoaktivitat einhergehen, zahlen Panikstérungen und
posttraumatische Belastungsstérungen (PTBS) (229-231). Die HPA-Achsen-
Hypoaktivitat wird hier ebenfalls auf einen gestorten Feedbackmechanismus
zuruckgefuhrt, allerdings besteht im Gegensatz zu depressiven Stérungen eine
erhdohte Sensitivitdt des Feedbacks mit konsekutivem Hypocortisolismus in der
Peripherie (231). In Reaktion auf akuten psychosozialen Stress ist die Cortisol-
Freisetzung bei Personen mit Panikstorung stark vermindert (229, 232). Eine mdgliche
Erklarung hierfur befindet sich im Einklang mit dem Modell der allostatischen Last von
McEwen und besagt, dass es durch haufige stressbedingte Cortisol-Freisetzung
(repeated hits) zu einer Herabregulierung der CRH-Rezeptor-Dichte mit folglich
erhohter Sensitivitdt des negativen Feedback-Mechanismus kommt (232).
Zusammenfassend beschreibt dies eine Art VerschleiReffekt der HPA-Achse mit
folglich stark reduzierter Cortisolantwort in Reaktion auf akuten Stress (233). In Bezug
auf die cfDNA-Konzentration ware eine verminderte cfDNA-Konzentration bei HPA-
Achsen-Hypoaktivitdt zu erwarten. Allerdings ist die aktuelle Studienlage auch hier
sehr dinn. Bis dato existieren keine Studien zur cfDNA-Konzentration bei Vorliegen
einer Panikstorung. In einer Studie zu PTBS bei Kriegsveteranen wurden signifikant
niedrigere cf-mtDNA-Konzentrationen festgestellt als bei der gesunden Kontrollgruppe
und daruber hinaus zeigte sich, dass geringere cf-mtDNA-Konzentrationen mit einer
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hoheren Glukokortikoid-Sensitivitat des Feedbackmechanismus der HPA-Achse
assoziiert waren (234). Die nukleare cfDNA wurde auch hier nicht untersucht.
Zusammenfassend sind die bisherigen Studienergebnisse zur cfDNA-Konzentration
bei HPA-Achsen-Stérungen angesichts der Heterogenitat der Daten, der geringen
Fallzahlen und der alleinigen Betrachtung der cf-mtDNA nicht wegweisend. Es sind

weitere Studien notwendig, die zudem alle Formen von cfDNA umfassen sollten.

Daruber hinaus existiert eine Vielzahl weiterer somatischer stressassoziierter
Erkrankungen, die ebenfalls einen Zusammenhang mit inflammatorischen Prozessen
aufweisen. Eine mogliche Erklarung hierflir stellt eine durch Stress bedingte
Hypoaktivitat der HPA-Achse dar, denn aufgrund des resultierenden peripheren
Hypocortisolismus ist die immunsupprimierende Wirkung des Cortisols abgeschwacht,
was wiederum chronische inflammatorische Prozesse begunstigt (231). Chronische
Entzindungsprozesse gelten gemeinsam mit der Hyperkoagulabilitat des Blutes als
die wesentlichen Mechanismen bei der Pathogenese von Atherosklerose und
Thrombose (235). Daruber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass die NETose zu
endothelialer Dysfunktion und arterieller Hypertonie beitragt (236). Der Schweregrad
der koronaren Atherosklerose ist mit erhdhten Markern fur NETose und mit erhdhten
cfDNA-Konzentrationen assoziiert (237). Das gleichzeitige Vorliegen von erhéhten
Markern fir NETose und erhdhten cfDNA-Konzentrationen spricht fur die Hypothese,
dass die NETose einen Freisetzungsmechanismus fur cfDNA darstellt. In der
vorliegenden Arbeit konnte ein durch akuten psychosozialen Stress induzierter cfDNA-
Konzentrationsanstieg im Vergleich zu einer ruhenden Kontrollgruppe nachgewiesen
werden. Es ware denkbar, dass es im Rahmen der stressinduzierten immunologischen
Reaktion zur NETose und in deren Folge zur cfDNA-Freisetzung kommt. Um diese
Hypothese zu verifizieren, sind allerdings weitere Studien nétig. Inwiefern NETs und
cfDNA dann konkret zu der Entstehung von Atherosklerose und Thrombose beitragen,
ist ebenfalls noch Gegenstand aktueller Forschung. Belegt ist bereits, dass
chronischer, z.B. durch die Pflege eines kranken Familienmitglieds ausgeloster,
psychosozialer Stress mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko einhergeht (238,
239). Zudem zeigten sich im Verlauf eines sechsjahrigen Follow-ups vierfach héhere
Konzentrationsanstiege von IL-6 bei Pflegenden im Vergleich zur Kontrollgruppe
(240). Es gibt allerdings auch Studien mit gegenteiligem Ergebnis, so dass insgesamt
von einer deutlichen individuellen Variabilitat ausgegangen werden muss, welche

zumindest anteilig mit dem Ausmal des subjektiven Stressempfindens erklart werden
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kann (14). So konnte gezeigt werden, dass Pflegende, die eine groRere psychische
Belastung angaben, héhere IL-6-Konzentrationen aufwiesen (241). Auch bei Personen
mit positiver Anamnese flr eine Misshandlung (physisch, emotional oder sexuell) in
der Kindheit fanden sich persistierend erhohte Entzindungsparameter (242). Diese
Assoziation  prasentierte  sich noch  deutlicher bei Pflegenden  mit
Missbrauchserfahrung in der Kindheit, was die erhdhte Vulnerabilitat der Betroffenen
fur Stress verdeutlicht und somit auch eine erhdhte Pradisposition flr stressassoziierte
Erkrankungen impliziert (243). Passend hierzu zeigten sich in Reaktion auf akuten
psychosozialen Stress hohere Konzentrationsanstiege inflammatorischer Parameter
bei Vorliegen bestimmter Personlichkeitsmerkmale wie z.B. Feindseligkeit und
geringem Selbstwertgeflihl (244, 245). Dies gilt ebenfalls fir Individuen mit geringerem
soziodkonomischen Status und hoherer beruflicher Stressbelastung (246-248). Diese
Erkenntnisse passen vom Grundsatz her zu den einschlagigen psychologischen
Stressmodellen. Gemal transaktionalem Stressmodell entsteht Stress erst durch die
Bewertung des Ereignisses durch das Individuum (39). Folglich treten die
laborchemischen und klinischen Zeichen chronischer Stressbelastung nur bei
denjenigen Pflegenden auf, die diese Tatigkeit auch subjektiv als belastend
empfinden. In Bezug auf die stressbedingte Genese von Krankheiten besagt das
Diathese-Stress-Modell, dass zusatzlich zu der Stressbelastung auch noch eine
erhohte Vulnerabilitat bzw. verringerte Bewaltigungsressourcen vorliegen mussen (4,
7). Die erhohte Vulnerabilitdt bzw. Pradisposition zur Entwicklung einer
stressassoziierten Erkrankung beruht auf verschiedenen genetischen und
lerngeschichtlichen Faktoren und lasst sich somit nicht aufheben oder heilen (43).
Mithilfe eines geeigneten Biomarkers konnten allerdings diejenigen Personen mit einer
erhdhten Pradisposition fur eine stressassoziierte Erkrankung erkannt und in der Folge
hiertber aufgeklart werden mit dem Angebot der Teilnahme an Praventivmalnahmen.
Falls bereits eine stressassoziierte Erkrankung vorliegt, konnten erganzend zur
jeweiligen Standardtherapie der Erkrankung auch MaRnahmen zur Stressreduktion
angewandt werden. Bezuglich der Wirksamkeit und des Wirkmechanismus solcher
Malnahmen konnten Black et al. nachweisen, dass eine kurze tagliche
Meditationsibung Uber einen Zeitraum von 6 Wochen bei Pflegenden eines an
Demenz erkrankten Angehorigen eine Umkehr der initial erhdhten Expression
proinflammatorischer Gene bewirkte (249). In einer Studie von Laudensberger et al.
zeigte sich, dass eine achtwdchige StressbewaltigungsmaRnahme eine Reduktion

zweier proinflammatorischer Transkriptions-Kontrollmechanismen verursachte (250).
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Bei unter subjektiv starker psychischer Stressbelastung stehenden Frauen bewirkten
MaRnahmen zur Stressreduktion einen Abfall der cfDNA-Konzentration auf ein nicht
pathologisches Level (165, 166). Insgesamt weisen diese Ergebnisse auf einen
gesundheitsfordernden, antiinflammatorischen Effekt von Meditation und anderen
Stressbewaltigungsmallnahmen hin, wobei die Ergebnisse durch weitere Studien
verifiziert werden sollten. Auf der Suche nach einem geeigneten Biomarker fur Stress
bzw. Praventivmarker flr stressassoziierte Erkrankungen wird neben verschiedenen
Zytokinen auch die cfDNA diskutiert. In Bezug auf kardiovaskulare Erkrankung gibt es
bereits Studien, welche einen erhohten Konzentrationsanstieg verschiedener Zytokine
in Reaktion auf akuten Stress mit einem erhdhten Krankheitsrisiko in Verbindung
bringen. In einer Langsschnittstudie von Bryden et al. konnten erhohte ambulante
Blutdruckwerte in der Follow-up-Untersuchung anhand der hoheren stressinduzierten
Anstiege der IL-6-Konzentration drei Jahre zuvor antizipiert werden (251). Passend
hierzu stellten Ellins et al. bei Probanden mit hoherem stressinduzierten Anstieg von
Fibrinogen und TNFa in der Follow-up-Untersuchung nach ebenfalls drei Jahren eine
erhohte Steifigkeit der GefalRwand der Carotiden fest, was wiederum ein erhdhtes
kardiovaskulares  Risiko  widerspiegelt (252). Derartige oder ahnliche
Langsschnittstudien zur cfDNA-Konzentration fehlen bis dato. In Anbetracht des in
dieser Studie festgestellten signifikanten cfDNA-Konzentrationsanstiegs in Reaktion
auf den TSST, konnte die Beteiligung der cfDNA an der akuten Stressreaktion belegt
werden. Zusammen mit den beobachteten interindividuellen Schwankungen der
basalen cfDNA-Konzentration und den erhdhten cfDNA-Konzentrationen bei Vorliegen
verschiedener stressassoziierter Erkrankungen erscheint es grundsatzlich moglich,
dass sich die cfDNA als Biomarker fur chronischen psychosozialen Stress eignet. Es
ist allerdings wichtig, zu berlcksichtigen, dass Herkunft, Freisetzungsmechanismen
und Funktion der cfDNA bislang nicht vollstandig verstanden sind und dass darlber
hinaus von verschiedenen Herkunftsorten und Freisetzungsmechanismen
auszugehen ist. AuRerdem gibt es eine Vielzahl von physiologischen und
pathologischen Zustanden, die mit erhdhten cfDNA-Konzentrationen einhergehen.
Neben der sportlichen Aktivitat sind hier exemplarisch die erhdhten cfDNA-
Konzentrationen bei Ubergewicht, Tumorerkrankungen, Schwangerschaft oder
Trauma zu nennen (85, 253). Es ist denkbar, dass diese Zustande den Betroffenen
zum Teil nicht bekannt sind (z.B. eine bislang unentdeckte Tumorerkrankung), was es
praktisch unmoglich macht, allein von der Hohe der cfDNA-Konzentration auf eine

bestimmte Pathologie oder Pradisposition hierzu zu schlieBen. Die cfDNA-
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Konzentration ist somit nicht spezifisch, was ihre Anwendung als Biomarker fur Stress
limitiert. Als eine geeignetere Anwendungsmethode kommt allerdings ein Scoring-
System in Frage, welches die cfDNA-Konzentration zusammen mit anderen Kriterien
und Laborparametern berucksichtigt. In speziellen Fallen kann durch eine erganzende
Analyse des Methylierungsmusters die Herkunft der cfDNA naher bestimmt werden
(76). Aufgrund der mit der Methode einhergehenden Kosten und je nach Fragestellung
auch fraglicher klinischer Signifikanz, kommt dies eher nicht als Screening-
Untersuchung fur stressassoziierte Erkrankungen in Frage. Eine groRRere klinische
Relevanz hat die Verlaufsmessung der cfDNA-Konzentration im Bereich des
Monitorings von Therapieansprechen und Krankheitsverlauf. Auf diese Weise kénnten
eine schnellere Detektion von Therapie-Non-Respondern und eine generelle

Optimierung des individuellen Therapieerfolgs erreicht werden.

5.3 Starken und Limitationen
Die wesentlichen Starken sowie Kritik und Limitationen der vorliegenden
Forschungsarbeit werden nachfolgend zusammenfassend dargestellt.
Das Studiendesign und die Ein- und Ausschlusskriterien zur Studienteilnahme wurden
in Anlehnung an frihere erfolgreiche Forschungsprojekte und Empfehlungen der
aktuellen Literatur entwickelt. Insgesamt zeichnete sich das Studiendesign durch
einen im Vorhinein minutidés geplanten Ablauf und ein hohes Mal} an Standardisierung
aus. Hierdurch konnten Unterschiede im Ablauf der einzelnen Testungen und in der
Behandlung der Probanden vermieden werden. Aus der Perspektive der Probanden
bestand zudem keine Moglichkeit, kontrollierend in den Ablauf einzugreifen, was zur
Stressinduktion beigetragen haben sollte.
Die effiziente Induktion von psychosozialem Stress war von entscheidender
Bedeutung fur die vorliegende Forschungsarbeit. Gemaly einer Metaanalyse von
Dickerson und Kemeny wiesen Testverfahren, welche eine Kombination von freier
Rede und einer Denkaufgabe zur Stressinduktion nutzten und zudem die Aspekte
soziale Bewertung, Unkontrollierbarkeit und Neuartigkeit beinhalteten, eine hohe
Effektstarke auf (31). Alle diese Kriterien konnten im Rahmen der vorliegenden
Forschungsarbeit durch die Durchfihrung des TSST zur Stressinduktion Anwendung
finden. Bei Wiederholung des TSST innerhalb von 24h konnte ein Absinken der
Cortisolkonzentration im Speichel im Sinne eines Habituationseffekts nachgewiesen
werden, wahrend eine Wiederholung des TSST nach zehnwdchentlichem Intervall mit
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einer Aktivierung der HPA-Achse in typischer Weise einherging (254). Um eine
Ergebnisverfalschung durch mdgliche Habituationseffekte sicher zu vermeiden,
wurden in die vorliegende Studie ausschlielich solche Probanden eingeschlossen,
denen der Ablauf und die Funktionsweise des TSST unbekannt waren.

Durch die haufigen Blutentnahmen zu insgesamt 11 Messzeitpunkten konnte der
Verlauf der cfDNA-Konzentration insbesondere im Anschluss an die Testbedingungen
detailliert ermittelt werden. Allerdings erfolgten keine Blutentnahmen wahrend der
jeweiligen Testbedingungen, so dass der exakte Zeitpunkt der cfDNA-Freisetzung in
Reaktion auf den TSST nicht bestimmt werden konnte. Eine mogliche Stressinduktion
durch die Venenpunktion wurde berucksichtigt, weshalb die Anlage des iv-Zugangs 45
Minuten vor der ersten Blutentnahme erfolgte. Bisherige Studien zur Geschwindigkeit
des cfDNA-Abbaus im Blut ermittelten in verschiedenen Settings CcfDNA-
Halbwertszeiten von 16 Minuten bis 2,5 Stunden (255-258). Die im Rahmen der
vorliegenden  Forschungsarbeit gemessenen niedrigen basalen cfDNA-
Konzentrationen mit anschlieBendem signifikantem Anstieg im Rahmen der
Stressbedingung im Gegensatz zur Ruhebedingung sprechen dafur, dass die
Venenpunktion keinen Storfaktor darstellte.

Dartber hinaus wurde die zirkadiane Rhythmik der Cortisolsynthese im Studiendesign
bertcksichtigt. Die Testungen fanden nachmittags statt, da die Schwankungen des
Basiscortisols hier am geringsten ausgepragt sind. Mehrere Studien zeigten, dass die
Effektstarke der Cortisolantwort am Nachmittag besonders hoch ist und dass hier
demnach die aussagekraftigsten Messwerte erzielt werden (31, 259, 260). Die
zirkadiane Rhythmik der Cortisolsynthese wird auRerdem durch Anderungen im
Schlaf-Wach-Rhythmus beeinflusst, weshalb Schicht-/Nachtarbeiter von der
Studienteilnahme ausgeschlossen wurden (261).

Weiterhin wurde der Einfluss der Sexualhormone auf die Stressreaktion bedacht. Die
Freisetzung von Cortisol im Rahmen der weiblichen Stressreaktion wird durch den
Menstruationszyklus und die in der jeweiligen Zyklusphase vorherrschenden
Sexualhormone beeinflusst (191, 192). Zur Vermeidung einer Ergebnisverfalschung
durch hormonelle Zyklusschwankungen, Schwangerschaft oder Einnahme oraler
Kontrazeptiva wurden daher ausschlie3lich mannliche Probanden rekrutiert.
Bezuglich eines Zusammenhangs zwischen cfDNA-Konzentration und Lebensalter
stellte die Forschungsgruppe von Meddeb et al. fest, dass ein Lebensalter von mehr
als 47 Jahren pradiktiv fur eine erhohte cfDNA-Konzentration im Blut war (262). Im

Rahmen der vorliegenden Studie wurden nur Probanden bis zu einem Alter von 35
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Jahren zugelassen. Im Vergleich zu der im Durchschnitt alteren deutschen
Gesamtbevdlkerung besteht innerhalb dieser Stichprobe eine geringere
Wahrscheinlichkeit bzw. Haufigkeit von Stresserlebnissen im Rahmen ihres bisherigen
Lebens. Das junge Probandenalter birgt auferdem den Vorteil, dass in dieser
Altersgruppe deutlich seltener unentdeckte Vorerkrankungen bestehen. Der Einfluss
verschiedener physischer und psychischer Erkrankungen sowie Medikamente auf die
physiologische Stressreaktion und auf die cfDNA-Konzentration im Blut wurde bereits
in multiplen Studien nachgewiesen (21, 87). Durch den Einschluss ausschlieRlich
gesunder Probanden ohne Dauermedikation konnte somit eine Ergebnisverfalschung
durch Vorerkrankungen oder Medikamente im Rahmen der vorliegenden Arbeit
verhindert werden. Bei einer sportlichen Aktivitat von durchschnittlich 5.50 Stunden
pro Woche handelt es sich um eine verhaltnismalige hohe Trainingsdauer bzw. -
haufigkeit. Um eine Beeinflussung der cfDNA-Konzentration durch akute sportliche
Aktivitat zu vermeiden, wurde ein Sportverzicht fir 24 Stunden vor Testungsbeginn mit
den Probanden vereinbart. Zudem wurden die Probanden instruiert, sich fur die Dauer
der Testung nicht korperlich zu belasten und z.B. im Raum umherzulaufen. Wie im
vorherigen Kapitel bereits dargelegt wurde, ist von unterschiedlichen Herkunftsorten
und Freisetzungsmechanismen der cfDNA in Reaktion auf physischen im Vergleich zu
psychosozialem Stress auszugehen. Daher erscheint ein Beeinflussung der im
Rahmen der vorliegenden Studie festgestellten cfDNA-Freisetzung durch die
langfristigen Effekte von regelmaliger, sportlicher Aktivitat nicht wahrscheinlich.
Dennoch sind zur Verifizierung dieser Annahme weiterfiUhrende Studien nétig.

Die Probanden berichteten an den Testungstagen Uber Wohlbefinden, allerdings
erfolgte keine klinische oder laborchemische Untersuchung auf Entzindungs- bzw.
Infektionszeichen oder auf Verletzungen. In Anbetracht der bekannt erhdohten cfDNA-
Konzentrationen im Rahmen von entziindlichen oder infektiésen Prozessen und nach
Traumata stellt dies ein Versaumnis der vorliegenden Studie dar.

Die homogene Stichprobenzusammensetzung aus jungen Mannern mit iberwiegend
hohem Bildungsgrad ist zudem nicht reprasentativ fur die deutsche
Gesamtbevdlkerung. Der hohe Bildungsgrad innerhalb der Stichprobe ist am ehesten
durch die verstarkte Werbung fur die Studie an Universitaten zu begriinden und stellte
kein Einschlusskriterium dar. Es kann angenommen werden, dass die
Studienteilnehmer angesichts ihres hohen Bildungsgrads im Vergleich zur deutschen
Gesamtbevdlkerung weniger mit Stress infolge von Arbeitslosigkeit und finanziellen
Sorgen konfrontiert sind oder waren. Andererseits kann auch eine akademische
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Laufbahn mit erheblichem Leistungsdruck und subjektiver Stressbelastung
einhergehen.

Zur Erhebung der psychischen Symptome innerhalb der Stichprobe wurden
ausschlieBBlich subjektive Selbstbeurteilungsfragebogen angewandt. Hier sind
Verzerrungen durch begrenztes Wissen uber sich selbst, arbitrares Antwortverhalten
oder Antworttendenzen wie soziale Erwunschtheit oder eine Tendenz zur Mitte bzw.
zu Extremwerten moglich. Somit konnten trotz groRter Sorgfalt nicht alle Angaben auf
den Fragebdgen zweifelsfrei verifiziert werden. Mittels eines strukturierten Interviews
ware womoglich eine differenziertere Betrachtung insbesondere psychischer
Symptome moglich gewesen. Allerdings handelte es sich um eine bis dato psychisch
unauffallige und gesunde Stichprobe, sodass die Anwendung mehrerer
standardisierter und etablierter psychologischer Fragebogen fur den Zweck dieser
Studie ausreichen sollte.

Der Stichprobenumfang von N=28 war zur Beantwortung der Fragestellung dieser
Forschungsarbeit passend gewahlt. Flr weiterfihrende statistische Analysen wie z.B.
Korrelationsanalysen mit psychologischen oder anderen physiologischen Parametern
war die Stichprobenanzahl allerdings zu gering, was als limitierender Faktor
angesehen werden kann. Zudem konnte die Herzfrequenz-Analyse aufgrund eines
technischen Defekts der verwendeten Pulsuhr nur fir eine reduzierte Fallzahl von
N=22 vorgenommen werden. Positiv ist wiederum zu vermerken, dass alle Probanden
sowohl die Stress- als auch die Ruhetestung komplett durchliefen und es somit keine
Dropouts gab.

Eine weitere Starke der vorliegenden Arbeit liegt in der Blutprobenanalytik. Hier
wurden Plasmaproben verwendet, welche im Vergleich zu Serumproben die cfDNA-
Konzentration in vivo besser reprasentieren (193). Zudem wurde durch Anwendung
eines validierten cfDNA-Assays eine zuverlassige und kosteneffiziente Quantifizierung
von cfDNA gewahrleistet.

5.4 Ausblick

In Anbetracht der zunehmenden Haufigkeit und Relevanz stressassoziierter

physischer und psychischer Erkrankungen ist ein eingehendes und umfassendes

Verstandnis der Stressreaktion von erheblicher Bedeutung flr unsere moderne Zeit

und aktuelle sowie zukunftige Generationen. Die vorliegende Forschungsarbeit

erbrachte den erstmaligen Nachweis eines signifikanten durch akuten psychosozialen
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Stress induzierten Anstiegs der cfDNA-Konzentration im direkten Vergleich mit einer
Ruhebedingung bei gesunden Probanden. Dieses Ergebnis sollte in weiterfihrenden
Studien fur alle Altersgruppen und fur das weibliche Geschlecht tberprift werden. Bis
dato fehlen systematischen Studien Uber den Effekt der Sexualhormone auf die
cfDNA-Konzentration. Von Interesse ist weiterhin die gezielte Untersuchung der
cfDNA-Konzentration im Blut von gesunden Probanden mit subjektiv erhdhtem
Stresslevel sowie von Probanden, die unter einer stressassoziierten Erkrankung
leiden. Hierflr bilden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine solide Grundlage
und einen Vergleichswert. Bei entsprechender Stichprobengrofe konnen
Korrelationsanalysen zu psychologischen oder weiteren physiologischen Parametern
erganzt werden.

Insgesamt bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit die Annahme, dass die cfDNA-
Konzentration im Blut einen molekularen Marker fur akuten psychosozialen Stress
darstellt. Dartber hinaus kdnnte eine erhdhte basale cfDNA-Konzentration auf eine
Pradisposition oder Manifestation einer stressassoziierten Erkrankung hindeuten. Zur
weiteren Einordnung sind hier jedoch weitere Studien zum Effekt von chronischem
Stress auf die basale cfDNA-Konzentration notwendig. Es sollte die langfristige
Dynamik der cfDNA-Konzentration in Form von Langsschnittstudien erhoben werden.
Insbesondere die Nachverfolgung von Probanden mit erhéhten basalen cfDNA-
Konzentrationen ist von Relevanz. Hierbei sollten intra- und interindividuelle
Schwankungen der cfDNA-Konzentration sowie potenzielle Einflussfaktoren, z.B.
Ernahrung, Schlaf und sportliche Aktivitat, ndher untersucht werden. Insbesondere der
Einfluss von (regelmaRiger) sportlicher Aktivitat auf die cfDNA-Freisetzung in Reaktion
auf psychosozialen Stress ist ein interessanter Ansatzpunkt fur zukinftige Studien.
Erganzend zu den Untersuchungen an Gesunden sind weitere Studien zur Dynamik
der cfDNA-Konzentration in Reaktion auf akuten und chronischen Stress bei an einer
stressassoziierten Erkrankung leidenden Probanden nétig. Weiterfuhrend sollte
untersucht werden, ob sich die cfDNA-Konzentration als Biomarker zur Detektion einer
erhohten Pradisposition zur Entwicklung einer stressassoziierten Erkrankung eignet.
Aufgrund der fehlenden Spezifitat der cfDNA erscheint hierzu ein Scoring-System
zusammen mit weiteren Parametern sinnvoll. Zum aktuellen Stand der Forschung
verbleibt offen, welche Parameter sich konkret eignen, so dass auch hierzu weitere
Studien naétig sind. Die bisherigen Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass die

cfDNA-Konzentration als Parameter zur individuellen Therapiekontrolle eingesetzt
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werden kann (21, 165). Dies sollte ebenfalls in Studien mit groRerer Fallzahl fur die
bekannten stressassoziierten Erkrankungen verifiziert werden.

Die exakten Freisetzungsmechanismen von cfDNA in Reaktion auf akuten und
chronischen Stress sowie die Kinetik der Freisetzung sind bis dato nicht vollstandig
geklart. Dies gilt ebenso fur die physiologische Funktion der cfDNA und deren Effekte
auf den Organismus, so dass hier weiterhin grof3er Forschungsbedarf besteht. Die
Beziehung zwischen cfDNA und inflammatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-10 und
TNFa in Reaktion auf Stress sollte ndher untersucht werden.

Die in den bisherigen Studien zu cfDNA angewandte Methodik weist einige
wesentliche Unterschiede auf, weshalb sich die Ergebnisse nicht direkt miteinander
vergleichen lassen. Weiterhin existieren Studien, die einander widersprechende
Ergebnisse lieferten. Daher ist es essenziell, bei der Planung und Durchflihrung
zukunftiger Studien standardisierte Methoden zur besseren Vergleichbarkeit und
Interpretation der Ergebnisse zu etablieren und anzuwenden. Zudem kdnnen die
Erkenntnisse bezlglich nuklearer cfDNA nicht auf die cf-mtDNA Ubertragen werden
und umgekehrt, so dass es sinnvoll erscheint, zuklnftig beide Formen von cfDNA zu

bestimmen und miteinander zu vergleichen.

6 Zusammenfassung

Unsere moderne Gesellschaft ist durch eine stetige Zunahme der subjektiven
Stressbelastung gepragt (1, 2). Sowohl akuter als auch chronischer psychosozialer
Stress kdnnen das physiologische Gleichgewicht aus neuronalen, hormonellen und
immunologischen Prozessen innerhalb des menschlichen Organismus stéren und
folglich zur Entstehung von psychischen und somatischen Krankheiten flhren (6).
Daher besteht ein hohes wissenschaftliches Interesse am genauen Ablauf der
physiologischen Stressreaktion, an den Mechanismen der Krankheitsentstehung in
Reaktion auf psychosozialen Stress und ferner an der Etablierung eines geeigneten
Biomarkers zur Detektion einer erhdhten Pradisposition zur Entwicklung einer
stressassoziierten Erkrankung sowie zum Monitoring von deren Krankheitsverlauf und
Therapieansprechen.

Die cfDNA stellt einen solchen potenziellen Biomarker fir psychosozialen Stress dar.
Die Freisetzung von cfDNA in Reaktion auf akuten psychosozialen Stress bei
Gesunden wurde jedoch erst in zwei Studien untersucht mit divergierenden Resultaten
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(25, 26). Zudem sind beide Studien durch das Fehlen einer ruhenden Kontrollgruppe,
die keinerlei Stressoren ausgesetzt ist, limitiert. Die vorliegende Forschungsarbeit
hatte das Ziel, diese Forschungsliicke zu schlieRen.

Zur Umsetzung des Forschungsprojekts wurde bei einer Gesamtstichprobe von 28
gesunden, mannlichen Probanden ein Cross-over-Studiendesign angewandt. Die
Probanden durchliefen jeweils eine Stressbedingung in Form des TSST und eine
Ruhebedingung. Zur Bestimmung der cfDNA-Konzentration wurde zu zwei
Messzeitpunkten vor der jeweiligen Testbedingung und zu 9 Messzeitpunkten im
Anschluss an die Testbedingung aus einem zuvor etablierten iv-Zugang Blut
entnommen. Zudem erfolgten ein permanentes Monitoring der Herzfrequenz der
Probanden via Pulsuhr und psychometrische Erhebungen (u.a. zum subjektiven
Stressempfinden) mittels verschiedener Selbstbeurteilungsfragebogen.

Die vorliegende Forschungsarbeit konnte einen 1.8-fachen Anstieg der cfDNA-
Konzentration als unmittelbare Folge der Stressinduktion durch den TSST nachweisen
im Gegensatz zur Ruhebedingung. Die zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung
erbrachte einen signifikanten Haupteffekt der Zeit und einen signifikanten
Interaktionseffekt Testbedingung x Zeit. Die anschlielenden Post-hoc-Vergleiche
ergaben (hochst) signifikante Unterschiede zwischen Ruhe- und Stressbedingung fur
die Messzeitpunkte +1 min und + 5 min. Somit konnte gezeigt werden, dass bereits
ein kurzer akuter psychosozialer Stressor ausreichend ist, um eine signifikante und
schnelle cfDNA-Freisetzung zu verursachen.

Ob sich die cfDNA auch als Biomarker zur Detektion einer erhéhten Pradisposition zur
Entwicklung einer stressassoziierten Erkrankung oder zum Monitoring von deren
Krankheitsverlauf und Therapieansprechen eignet, kann anhand dieser
Forschungsarbeit zur cfDNA-Freisetzung in Reaktion auf akuten Stress bei Gesunden
zwar nicht beantwortet werden, doch liefern die berichteten Ergebnisse einen
wertvollen Ansatzpunkt und Vergleichswert fur folgende Studien zur cfDNA-

Konzentration unter chronischem Stress und bei kranken Probanden.
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