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1  Einleitung

1.1 Die Posttraumatische Belastungsstorung

1.1.1 Epidemiologie und Symptomatik

Die Posttraumatische Belastungsstdrung (PTBS) wird seit 1980 als eigenstindige Diagnose im
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) gefiihrt. Seit 2013 gilt sie nicht
langer als Angststorung, sondern zdhlt zu den Trauma- und stressbezogenen Stérungen (APA,
2013). Die Lebenszeitpravalenz der PTBS in den USA betriagt 6 - 7% (Dohrenwend et al.,
2006), in Deutschland 1,5 - 2,5% (Maercker et al., 2008). 50 - 90% aller Menschen werden
wihrend ihres Lebens mit traumatischen Ereignissen konfrontiert, die potentiell, bei Vorliegen
einer entsprechenden Vulnerabilitit, eine PTBS verursachen konnen (Vieweg et al., 2006).
Beispiele sind etwa Kriegserfahrungen, korperlicher oder seelischer Missbrauch und Unfille.
Die Krankheit entwickelt sich jedoch nur bei ca. 8% der exponierten Personen (Yehuda and
LeDoux, 2007).

Das DSM-IV definiert spezifische diagnostische Kriterien (A bis F) zur Diagnose einer PTBS.
Diese umfassen das Erleben eines Traumas (Kriterium A), das Vorhandensein von Symptomen
aus fiir die Erkrankung definierten Symptomclustern (Kriterium B-D), die Dauer der Stérung
iiber mehr als einen Monat (Kriterium E) und relevante Beeintrachtigungen durch die Stérung
in sozialen, beruflichen oder anderen wichtigen Funktionen (Kriterium F). Um die Diagnose
einer PTBS zu stellen, miissen alle Kriterien in der erforderlichen Auspragung vorhanden sein.
Die Kriterien B-D umfassen 3  verschiedene  Symptomcluster: Intrusionen,
Vermeidungsverhalten und Abnahme der allgemeinen Reagibilitit sowie Hyperarousal, also
eine erhohte nervose Ubererregbarkeit (APA, 1994). Bei Intrusionen erleben Geschidigte das
traumatische Ereignis beispielsweise in Form von aversiven und unwillkiirlich auftretenden
Alptrdumen oder Flashbacks wieder. Das Vermeidungsverhalten bezeichnet das Vermeiden
von Gesprachen, Gedanken, Situationen oder Personen, die mit dem Trauma in Verbindung
stehen. Die Abnahme der allgemeinen Reagibilitit ist durch eine reduzierte Bandbreite des
Affekts, eine verminderte Teilnahme und ein vermindertes Interesse an wichtigen Aktivititen
und einem Gefiihl der Entfremdung von anderen charakterisiert. Das Hyperarousal beschreibt
eine vegetative und psychische Ubererregbarkeit der Patienten, die sich beispielweise in Form
von Schlaflosigkeit, Konzentrationsschwéiche oder Reizbarkeit &uBlern kann. In der
iiberarbeiteten Form des DSM-IV, dem 2013 veroffentlichten DSM-5, werden 4
Symptomgruppen  bestehend aus Intrusionen, Vermeidungsverhalten, negativen
Verdnderungen in Kognition und Stimmung, und Verdnderungen der Erregbarkeit und
Reaktivitdt differenziert (APA, 2013). Die Symptomcluster des Vermeidungsverhaltens und
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der Abnahme der allgemeinen Reagibilitit wurden also im DSM-5 separiert. Die Definition der
einzelnen Symptome wurde ebenfalls geéndert. Die reduzierte Bandbreite des Affekts ist
beispielweise nun als persistierende Unfahigkeit zum Erleben positiver Emotionen definiert.
Zudem wurden neue Symptome, wie etwa selbstschiddigende Verhaltensweisen ergénzt. Ein
weiterer Unterschied liegt in der im Kriterium A der DSM-5 gewdhlten konkreten Definition
der traumatischen Ereignisse. Diese miissen den akut drohenden Tod, ernsthafte Verletzungen
oder sexuelle Gewalt beinhalten. Die im DSM-IV noch genannten subjektiven Reaktionen auf
die Traumaexposition in Form von ,,Furcht, Hilflosigkeit und Schrecken (APA, 1994) wurden
im DSM-5 aus dem Kriterium A entfernt (APA, 2013). Die Kriterien A1-A4 des DSM-5
unterscheiden die Form des Erlebens. Im Kriterium A1 wird das Ereignis personlich erlebt. Im
Kriterium A2 ist der Betroffene direkter Zeuge, wéhrend das traumatische Ereignis einer
anderen Person widerfihrt. Im Kriterium A3 wird die Person damit konfrontiert, dass das
Erlebnis einem engen Familienmitglied oder Freund zugestof3en ist. Im Falle eines eigentlichen
oder drohenden Todes muss dieser gewaltsam oder plotzlich stattgefunden haben. Das
Kriterium A4 bezeichnet das wiederholte oder extreme Erleben von aversiven Details eines
traumatischen Ereignisses (APA, 2013). In dem Diagnosekatalog International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems 10 (ICD-10) werden fiir die Diagnose
einer PTBS ebenfalls Symptome des Vermeidungsverhaltens und des Wiedererlebens
aufgefiihrt. Ergénzend muss entweder eine ,.teilweise oder vollstindige Unfahigkeit, sich an
einige wichtige Aspekte der Belastung zu erinnern® vorliegen oder es miissen ,,anhaltende
Symptome einer erhdhten psychischen Sensitivitdt und Erregung® bestehen (WHO, 1993), die
vorher nicht vorhanden waren. Negative Kognitionen oder Emotionen sind nicht Teil der
Kriterien. Uber die Dauer der Symptomatik wird anders als im DSM ebenfalls keine Angabe
gemacht, jedoch muss diese innerhalb von sechs Monaten nach dem Belastungsereignis oder
der Belastungsperiode auftreten (WHO, 1993). Je nach verwendetem Manual konnte die
Identifizierung von PTBS-Féllen daher unterschiedlich ausfallen (Pai et al., 2017).

Es wird ersichtlich, dass die PTBS ein heterogenes Krankheitsbild darstellt. Innerhalb des
Patientenkollektives existieren deutliche Unterschiede in der Auspriagung der Symptomcluster
und im Schweregrad der einzelnen Symptome. Das Ansprechen auf eine psychotherapeutische
oder pharmakologische Therapie féllt ebenfalls sehr variabel aus (Ipser & Stein, 2012). Zudem
konnen Komorbidititen, wie zum Beispiel Depression oder Angststdrungen (de Kloet et al.,
2008), das Beschwerdebild dominieren und die klinische Symptomatik der PTBS {iberlagern.

Die Erkrankung bedeutet eine erhebliche Beeintrachtigung fiir das Leben der Betroffenen.
Zatzick et al. konnten etwa bei an PTBS erkrankten Kriegsveteranen ein signifikant hoheres
Risiko fiir korperliche Einschrinkungen, vermindertes Wohlbefinden, vermehrte
Gewaltbereitschaft und Arbeitslosigkeit nachweisen (Zatzick et al., 1997).



1.1.2 Pathophysiologie der PTBS

Die Pathophysiologie der PTBS ist derzeit noch unzureichend verstanden. Molekulare und
endokrine Verdnderungen, die mit der PTBS assoziiert zu sein scheinen, betreffen unter
anderem die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse) (Fries et al.,
2015, Yehuda et al., 2013b, Yehuda et al., 2014, Zaba et al., 2015), das Sympathoadrenerge
System (SAM) (Hendrickson and Raskind, 2016), das FK506-Bindungsprotein 51 (FKBP51)
(Schmidt et al., 2013a), verschiedene miRNAs (Schmidt et al., 2013b, Martin et al., 2017) und
Molekiile des Immunsystems (Schmidt et al., 2011, Wang and Young, 2016). Zudem wurden
Veranderungen der strukturellen und funktionellen Plastizitdt des Gehirns beobachtet (Bremner
et al., 2008). Im Folgenden soll insbesondere auf Verdnderungen der HPA-Achse und

Verdnderungen der Zytokine und ihrer Rezeptoren als Immunmediatoren eingegangen werden.

1.1.2.1 HPA-Achse in der PTBS

Hypothalamus, Hypophyse und Nebennierenrinde bilden tiber ihre endokrine Achse eine
zentrale Steuereinheit. Zusammen mit anderen Systemen wie dem SAM und der Amygdala sind
sie an der Stressreaktion des Korpers beteiligt. Hypothalamische releasing-Hormone
stimulieren und release-inhibiting-Hormone inhibieren die Synthese und Freisetzung
hypophysérer glandotroper Hormone. Die hypophyséren Botenstoffe aktivieren wiederum die
Nebennierenrinde. Die Hormone der Nebennierenrinde wirken {iber eine negative
Riickkopplungsschleife hemmend auf die vorgeschalteten Ebenen. Die HPA-Achse ist durch
eine zirkadiane Rhythmik gekennzeichnet (Besedovsky et al., 2008). Der Nucleus
paraventricularis des Hypothalamus sezerniert das Corticotropin-releasing hormone (CRH).
Die Freisetzung erfolgt vor allem nachts und am frithen Morgen. Die transienten Spitzen sind
auch durch die kurze Halbwertszeit des Hormons bedingt. In der Hypophyse bindet CRH an
den Corticotropin-releasing hormone receptor 1 (CRHR1), worauthin die Sezernierung von
Adrenocorticotropem Hormon (ACTH) stimuliert wird. Dieses bindet an den
Melanocortinrezeptor 2 (MC2R) in der Nebennierenrinde und stimuliert dort die Zona
fasciculata zur Cortisolsekretion. Cortisol  vermittelt {iber Bindung an den
Glucocorticoidrezeptor (GR) weitreichende Effekte, u.a. auf den Metabolismus, das
Immunsystem und das kardiovaskuldre System. Der GR ist bei fehlendem Liganden im Zytosol
lokalisiert. Nach Ligandenbindung kommt es zur Translokation in den Zellkern und Stimulation
von Transkriptionsfaktoren. Die Cortisolkonzentration steigt zeitversetzt zu CRH und ACTH
am Morgen an und fallt im Tagesverlauf langsam ab. Die Sekretion von CRH und ACTH wird
durch Riickkopplungsmechanismen von Cortisol auf der Ebene des Hypothalamus, der
Hypophyse und des Hippocampus (Herman et al., 1989) iiber den GR reguliert (Smith and Vale,
2006, Castro et al., 2010, Stephens and Wand, 2012).

In der Fachliteratur werden verschiedene Verdnderungen fiir die HPA-Achse bei der PTBS
beschrieben. Mehrere Studien wiesen peripher verminderte Cortisolkonzentrationen in Blut,
Speichel und Urin von Patienten nach (Gill et al., 2008, Rohleder et al., 2004, Mouthaan et al.,
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2014). Eine Studie von Yehuda et al. zeigte eine erhohte Glucocorticoidsensitivitdt von PTBS-
Patienten im low-dose Dexamethason-Suppressionstest (DST) mit einer im Vergleich zu
gesunden Kontrollprobanden verstirkten Cortisolsuppression (Yehuda, 2009). Niedrige
Cortisolspiegel konnten daher ein Ausdruck erhohter Feedbacksuppression auf die HPA-Achse
in Patienten sein (Heim et al., 2008). Schubert et al. dagegen wiesen eine ungestorte HPA-
Achsen-Funktion im DST bei PTBS-Patienten nach (Schubert et al., 2018). Eine weitere Studie
ergab wiederum erhohte Speichel-Cortisolwerte in PTBS-Patientinnen nach Exposition mit
einem traumabezogenen Stressor (Stoppelbein et al., 2012). Die Heterogenitét der Ergebnisse
konnte auf Einflussfaktoren wie Komorbidititen, den Zeitraum seit dem Trauma, die Dauer des
Traumas, das Geschlecht (Wessa and Flor, 2007) und insbesondere auf verschiedene HPA-
Achsen-Reaktivitétstypen zuriickzufiihren sein. Zaba et al. konnten erstmalig zwei klinisch und
biologisch unterschiedliche HPA-Achsen-Reaktivitits-Untergruppen der PTBS identifizieren.
Eine Untergruppe der PTBS-Patienten ("Non-Responder") zeigte nach Stressexposition im
Rahmen des Trier Social Stress Test (TSST) nicht nur niedrigere Serum-Cortisolspiegel,
sondern auch niedrigere ACTH-Konzentrationen im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden
und PTBS-Patienten mit addquatem Cortisolanstieg (,,Responder*) (Zaba et al., 2015). Spétere
Untersuchungen anderer Forschungsgruppen konnten diese Beobachtungen bestétigen
(Wichmann et al., 2017).

1.1.2.2 Zytokine und ihre Rezeptoren in der PTBS

PTBS-Patienten zeigen ein erhohtes Risiko fiir immunvermittelte Erkrankungen wie
beispielsweise kardiovaskulédre (Boscarino and Chang, 1999, Kang et al., 2006), autoimmune
(Bookwalter et al., 2020) und neurodegenerative Krankheiten (Yaffe et al., 2010), die eine
Beteiligung von Immunmediatoren wie Zytokinen und ihren Rezeptoren an der
Pathophysiologie der PTBS vermuten lassen. IThnen scheint zudem vermutlich eine
grundlegende Funktion in der Verarbeitung von Angst und fiir das Gedéchtnis zuzukommen,
die bei PTBS héufig beeintrachtigt sind. Zytokine werden in den relevanten Hirnregionen, vor
allem dem Hippocampus und der Amygdala, verstérkt exprimiert (Schobitz et al., 1993, French
et al., 1999, Wong and Licinio, 1994). Im Tiermodell mit Ratten konnte dariiber hinaus nach
Stressexposition eine Zunahme der Expression von Interleukin-1 beta (IL-1 beta) und
Interleukin-6 (IL-6) im Hippocampus bei gestressten im Vergleich zu nicht gestressten Tieren
beobachtet werden (Peng et al., 2013). Eine andere Studie wies jedoch unverénderte IL-1 beta
und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) Spiegel im Hippocampus von Ratten nach
Stressinduktion nach (Qiu et al., 2016).

Bei PTBS wies die Mehrheit der bereits verdffentlichten Studien fiir die proinflammatorischen
Zytokine IL-1 beta, TNF-alpha und IL-6 erhohte Spiegel nach (Daskalakis et al., 2016, Gola et
al., 2013, Hunter et al., 2015, Newton et al., 2014, von Kanel et al., 2007). Eine 2020 publizierte
Metaanalyse zu Immunbiomarkern der PTBS ergab ebenfalls erhohte Spiegel von IL-1 beta,
Interleukin-2 (IL-2), IL-6, Interferon-gamma (IFN-gamma), TNF-alpha, C-reaktivem Protein
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(CRP) und Leukozyten in PTBS-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden (Yang
and Jiang, 2020). Wéhrend die Ergebnisse fiir I[FN-gamma, TNF-alpha, CRP und die
Leukozytenanzahl in Subgruppenanalysen konsistent blieben, zeigten sich Abweichungen fiir
IL-1 beta, IL-2 und IL-6. In Subgruppenanalysen zum Vorhandensein einer psychotropen
Medikation zeigten sich IL-1 beta und IL-2 bei der PTBS nicht erhoht. IL-1 beta war zudem
nicht erh6ht, wenn traumexponierte Kontrollprobanden in den Analysen ausgeschlossen
wurden. Dagegen wurden fiir IL-6 keine erh6hten Spiegel in der PTBS nachgewiesen, wenn

nur traumexponierte Kontrollprobanden verwendet wurden (Yang and Jiang, 2020).

Zu den Rezeptoren dieser Zytokine existieren nur wenige Analysen bei an PTBS erkrankten
Kollektiven. Dies betrifft vor allem die Rezeptoren von IL-1 beta, den Interleukin-1 Rezeptor
1 (IL-1RI1) und Interleukin-1 Rezeptor 2 (IL-1R2). Fiir IL-1R1 wurde die Gen- oder
Proteinexpression in PTBS-Patienten bisher nicht untersucht. Fiir IL-1R2 konnte eine Studie
von Guardado et al. in Microarrays eine verstirkte Expression bei Kriegsveteranen mit PTBS
im Vergleich zu Veteranen ohne PTBS nachweisen (Guardado et al., 2016). Der IL-1R2 nimmt
eine Sonderposition innerhalb der Zytokinrezeptoren ein. Ihm fehlt die zytoplasmatische
Domine. Er 16st bei Bindung von IL-1 beta oder Interleukin-1 alpha (IL-1 alpha) keine
Signaltransduktion aus und wird daher als ,,decoy receptor (engl. decoy = Kdder) bezeichnet.
Durch diesen Mechanismus kann IL-1 beta oder IL-1 alpha keine Wirkung mehr entfalten. Im
Gegensatz zu den anderen Rezeptoren wirkt er folglich antiinflammatorisch. Der IL-1R2 kann
auch den Interleukin-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1RA) binden, welcher die Aktivitét von IL-
1 beta und IL-1 alpha inhibiert, jedoch mit deutlich geringerer Affinitét als IL-1 beta und IL-1
alpha. Der zu IL-6 gehorige Rezeptor Interleukin-6 Rezeptor (IL6R) wurde bisher in drei
Studien bei PTBS-Patienten untersucht, allerdings mit unterschiedlichen Ergebnissen (Imai et
al., 2018, Newton et al., 2014, Maes et al., 1999). Zwei Studien zu den Rezeptoren von TNF-
alpha, dem Tumornekrosefaktor Rezeptor 1 (TNFR1) und dem Tumornekrosefaktor Rezeptor
2 (TNFR2) zeigten dhnliche Blutkonzentrationen beider Rezeptoren fiir Soldaten mit PTBS und
Soldaten ohne PTBS (Himmerich et al., 2015). Die Konzentration nahm jedoch im Verlauf
einer Psychotherapie bei PTBS-Patienten ab (Himmerich et al., 2016). Dariiber hinaus konnte
keine Studie identifiziert werden, die den zeitlichen Verlauf der Zytokinrezeptoren wihrend
eines bei PTBS-Patienten durchgefiihrten psychosozialen oder pharmakologischen

Stressexperiments analysiert.

1.1.3 Probleme in der Diagnostik und Therapieiiberwachung

Trotz der schwerwiegenden Symptomatik bereitet die Diagnose der PTBS und ihr Monitoring
unter Therapie aus verschiedenen Griinden oft Schwierigkeiten. Bis auf bestimmte
neurodegenerative Erkrankungen, fiir die heute einige molekulare Biomarker zur Verfiigung
stehen, die beispielsweise die Diagnosestellung der Alzheimer-Demenz deutlich erleichtern
(Wiltfang et al.,, 2019), beruht die Diagnostik psychiatrischer Erkrankungen auf dem

psychopathologischen Befund, der wiederum hauptsichlich aus den Angaben der Untersuchten

5



besteht und auferdem auf Verhaltensbeobachtung und ggf. Fremdanamnesen beruht. Aus
erkrankungsimmanenten Griinden oder personlichen Motiven der Untersuchten, beispielswiese
in  Gutachtenfdllen, konnen die subjektiven Angaben der Untersuchten zu
psychopathologischen Symptomen wie Nachhallerinnerungen, Angst, Stimmung etc. in einigen
Féllen nicht zielfiihrend oder falsch sein. Aus diesem Grund, aber auch aufgrund der
Subjektivitdt der diagnostizierenden Experten, kann die Diagnose PTBS und auch die
Besserung der Symptome im Therapieverlauf oft nur unzureichend beurteilt werden.
Somit konnte die Identifikation messbarer Biomarker in peripheren Korperfliissigkeiten
psychiatrische Diagnosen wie die PTBS erleichtern und die Zuverldssigkeit einer
Diagnosestellung erhdhten.

1.1.4 PTBS-Biomarker

Ein Biomarker ist ein Prozess, eine Struktur oder eine Substanz, die direkt oder in Form ihrer
Produkte im Korper gemessen wird. Biomarker sollen helfen, das Risiko fiir das Auftreten von
Krankheiten zu bestimmen, Krankheiten zu diagnostizieren, Prognosen abzugeben oder das
Ansprechen auf die Behandlung zu bewerten (WHO, 2001). Es werden daher pridiktive,
diagnostische, therapeutische und prognostische Biomarker unterschieden. Bisher beschriebene
potentielle Biomarker fiir die PTBS, einschlieBlich Verdnderungen neuroendokriner,
monoaminerger und kortikaler Systeme, finden jedoch noch keine weitreichende klinische
Anwendung (Schmidt et al., 2013b).

1.1.4.1 Diagnostische Biomarker

Als vielversprechende diagnostische Biomarker fiir die PTBS werden Verdanderungen der HPA-
Achsen-Funktion, des SAM, der physiologischen Schreckreaktion (engl. startle response) und
der Hirnmorphologie und -funktionen diskutiert.

Wie schon in Kapitel 1.2.2.1 erwihnt, wurden in PTBS-Patienten Auffilligkeiten in der HPA-
Achsen-Aktivitét in Form verédnderter Cortisol- und ACTH-Konzentrationen sowie verdnderter
Feedbackmechanismen nachgewiesen und als Biomarker evaluiert. Ergédnzend wurde FKBP51
untersucht, ein Protein, das an der Regulierung der HPA-Achse beteiligt ist. FKBP51 inhibiert
die Ligandenbindung an den GR und dessen Translokation in den Zellkern. Eine Studie konnte
zeigen, dass die Deletion des Fkbp5 Gens in Miusen zu einem verbesserten
Stressbewaltigungsverhalten fiihrte (Hartmann et al., 2011). Yehuda et al. wiesen eine geringere
FKBP5 mRNA-Expression in PTBS-Individuen nach (Yehuda et al., 2009). Eine andere Studie
konnte zudem zeigen, dass FKBP5 Polymorphismen mit spezifischen Varianten der HPA-
Achsen-Dysfunktion und dariiber hinaus mit verschiedenen biologischen Subtypen der PTBS
assoziiert sind (Mehta et al., 2011).

Eine bei PTBS hiufig beschriebene Uberaktivitit des SAM wurde ebenfalls als potentieller
diagnostischer Biomarker in der Literatur angefiihrt (Vieweg et al., 2006). In PTBS-Patienten



konnten neben erhohten Herzfrequenz- und Blutdruckwerten (Bedi & Arora, 2007) auch
erhohte Norepinephrinkonzentrationen im Urin (Wessa, 2007) und zudem erhohte periphere
und zentrale Norepinephrinspiegel als Reaktion auf bedrohliche Stimuli (Blanchard et al., 1991,
Geracioti et al., 2008) nachgewiesen werden. Das Symptomcluster des Hyperarousals konnte
durch eine gesteigerte Katecholaminaktivitdt mitbedingt sein (Vieweg et al., 2006).

Zu den diagnostischen Biomarkern wird auch der Nachweis einer pathologisch gesteigerten
Schreckreaktion (engl. startle response) gezdhlt, die bei gesunden Individuen als
psychophysiologische Reaktion des Korpers auf plotzliche, unerwartete Stimuli wie z.B. laute
Gerdusche auftritt. Hierbei kommt es zu parallel ablaufenden, durch den Hirnstamm gesteuerten
motorischen Reflexen mit Kontraktion des Kaumuskels, der Lidschlussmuskulatur, Extension
des Kopfes und der Wirbelsdule sowie Flexion und Adduktion der Arme und Beine. Die
Objektivierung der Schreckreaktion erfolgt durch Messung der Latenzzeit zwischen Stimulus
und Auftreten des Reflexes mittels Elektromyographie. In PTBS-Patienten konnte in mehreren
Studien eine gesteigerte Schreckreaktion mit verringerter Latenzzeit gezeigt werden (Butler et
al., 1990, Orr et al., 1995, Grillon et al., 1998).

Analysen zur Hirnmorphologie und Hirnfunktion von PTBS-Patienten ergaben inkonsistente
Ergebnisse. In einigen Studien wurde mittels Magnetresonanztomographie (MRT) eine
Atrophie der Amygdala, des prifrontalen Cortex, aber vor allem auch des Hippocampus
gefunden (Bremner, 2006, Gurvits et al., 1996), die jedoch andere Studien nicht aufzeigen
konnten (Fennema-Notestine et al., 2002, Schuff et al., 2001). Ein vermindertes Volumen des
Hippocampus wird zudem als Risikofaktor fiir die Entstehung einer PTBS diskutiert (Bremner
et al, 2008). Der Hippocampus ist an der Kontrolle der Stressreaktion und der
Gefahrenkonditionierung beteiligt. Die Unterscheidung zwischen gefdhrlichen und
ungefdhrlichen Stimuli sowie die frithzeitige Beendigung einer Stressreaktion konnte im Falle
einer Atrophie beeintrichtigt sein. Eine Studie im Tiermodell mit traumatisierten Méausen
konnte ergéinzend eine Reduktion von hippocampalen prasynaptischen (Herrmann et al., 2012)
und postsynaptischen neuronalen Proteinen (Golub et al.,, 2011) zeigen. Eine mittels
Magnetresonanzspektroskopie (MRS) durchgefiihrte Quantifizierung von N-Acetylaspartat
(NAA), einem Marker der neuronalen Dichte, wies ebenfalls geringere Konzentrationen von
NAA im Hippocampus von PTBS-Patienten nach (Karl and Werner, 2010, Pitman et al., 2012).
Analysen der Amygdala, die eine zentrale Rolle im Erlernen von Angst einnimmt, konnten
teilweise reduzierte Volumina in PTBS-Patienten detektieren (Karl et al., 2006), die sich jedoch
im Rahmen anderer Studien nicht bestitigen lieBen (Woon and Hedges, 2008).

1.1.4.2 Therapeutische Biomarker

Therapeutische Biomarker lassen sich in Marker zum Monitoring eines Therapieansprechens
und Marker zur Therapiestratifizierung differenzieren. Marker zum Therapiemonitoring sollen
den Krankheitsverlauf der Patienten unter einer psychotherapeutischen oder

pharmakologischen Therapie abbilden. Anhand der Marker zur Stratifizierung soll ein
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Ansprechen auf spezifische Therapieformen eingeschétzt werden, das in einem nédchsten Schritt
die Unterteilung in verschiedene Therapie-Responder-Gruppen ermoglichen soll. Insgesamt
sind bisher nur wenige therapeutische Biomarker fiir die PTBS beschrieben worden (Schmidt
et al., 2013b).

Ein moglicher Biomarker zum Therapiemonitoring der PTBS ist die Erfassung der Aktivitét
des rostralen Abschnitts des anterioren cinguldren Cortex (ACC). Der ACC ist als Teil des
medialen prifrontalen Cortex (PFC) u.a. an der neuronalen Prozessierung von Emotionen
beteiligt, insbesondere an der emotionalen Erfassung der &uBeren Umwelt und
Angstregulierung. Der mediale PFC kann eine inhibierende Kontrolle auf Stressreaktionen und
emotionale Reaktivitét ausiiben und den Abbau konditionierter Angst durch aktive Hemmung
erworbener Angstreaktionen bewirken (Shin et al., 2006). Verschiedene Untersuchungen
konnten fiir PTBS-Patienten verringerte Volumina des PFC auch mit reduzierten Volumina des
ACC detektieren (Woodward et al., 2006, Yamasue et al., 2003, Corbo et al., 2005). Der
Schweregrad der PTBS-Symptomatik korrelierte dariiber hinaus negativ mit den Volumina des
ACC (Yamasue et al., 2003). Eine Studie von Felmingham et al. konnte nach erfolgreicher
kognitiver Verhaltenstherapie bei PTBS-Patienten eine erhohte Aktivitit des ACC zeigen
(Felmingham et al., 2007). Eine Reduktion von PTBS-Symptomen unter kognitiver
Verhaltenstherapie war auch in einer weiteren Studie mit einem Volumenzuwachs dieser

Hirnregion assoziiert (Bryant et al., 2008).

In Studien wurde ebenfalls nach Biomarkern gesucht, die mit dem Ansprechen auf eine
pharmakologische Therapie assoziiert zu sein scheinen. Aikins et al. wiesen eine Assoziation
des Serotonin-transporter-linked polymorphic region (5-HTTLPR) Genotyps mit verbessertem
Ansprechen auf eine Therapie mit dem selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI)
Sertralin nach (Aikins et al., 2011). Ein zweiter potentieller therapeutischer Biomarker ist der
Brain-derived neutrophic factor (BDNF), welcher fiir die Proliferation und Differenzierung von
Nervenzellen verantwortlich ist (Hartmann et al., 2001). Bei PTBS-Patienten mit geringeren
BDNF-Konzentrationen zeigte sich eine stirkere Abnahme der PTBS-Symptomatik unter einer
Therapie mit dem SSRI Escitalopram (Berger et al., 2010).

1.2 Die Matrix-Metalloproteinase-9 als moglicher Biomarker fiir PTBS

Im Folgenden soll dargelegt werden, warum das Enzym Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9)
als moglicher neuer Biomarker fiir die Erkrankung in Erwdgung gezogen und daher in der

vorliegenden Arbeit nidher untersucht wurde.

1.2.1 Molekulare Charakteristika und Aktivitit

MMP-9, auch Gelatinase B genannt, gehort zur Gruppe der Matrix-Metalloproteinasen. Diese
unterteilen sich in Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und membrantypische Matrix-

Metalloproteinasen (Vandooren et al., 2013). MMP-9 katalysiert primir die Spaltung von
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Kollagen Typ IV und Typ V. Da es fiir seine proteolytische Aktivitdt Zink bindet, zéhlt es zur
Metzincin-Superfamilie der Metalloproteinasen (Apte and Parks, 2015). Durch alternatives
Splicing konnen drei verschiedene mRNAs erzeugt werden, welche flir drei verschiedene

Proteinisoformen codieren (Thierry-Mieg and Thierry-Mieg, 2006).

MMP-9 ist hauptsidchlich im Extrazelluldrraum aktiv, wo es Bestandteile der extrazelluldren
Matrix degradiert. Substrate sind Oberflichenrezeptoren, Wachstumsfaktoren und
Zelladhdsionsmolekiile (CAMs) (Bajor and Kaczmarek, 2013, Conant et al., 2015), aber auch
Cytokine und Chemokine, die durch die Proteinase aktiviert oder deaktiviert werden kdnnen
(Opdenakker and Van Damme, 2011, Song et al., 2015b, Song et al., 2015a). Durch oben
genannte Funktionen nimmt MMP-9 eine wichtige Stellung in biologischen Prozessen wie der
embryonalen Entwicklung, dem Gewebeumbau und der Wundheilung ein (Ram et al., 2006,
Vafadari et al., 2016, Buisson et al., 1996).

1.2.2 Rolle in der Physiologie des Gehirns

MMP9 mRNA ist in verschiedenen Gehirnregionen, etwa dem Hippocampus, Cerebellum und
zerebralen Cortex in geringen Konzentrationen exprimiert. MMP-9 ist vornehmlich in
Neuronen lokalisiert (Dzwonek et al., 2004), in den Zellkorpern, Dendriten und exzitatorischen
Synapsen der Dendriten (Wilczynski et al., 2008). Die Expression nimmt unter glutamaterger
Aktivierung der Areale zu (Dziembowska et al., 2012, Michaluk et al., 2007). Eine Reihe von
Studien wiesen eine Beteiligung von MMP-9 an physiologischen Abldufen im Gehirn nach. So
wurde beispielweise seine Funktion in der synaptischen Plastizitit beschrieben (Dziembowska
and Wlodarczyk, 2012, Huntley, 2012, Rivera et al., 2010). Michaluk et al. zeigten, dass MMP-
9 Dendritenspitzen verldngern und ausdiinnen kann (Michaluk et al., 2011). Huntley et al.
vermuteten einen Einfluss auf Lern- und Gedéchtnisprozesse durch Modulierung der Langzeit-
Potenzierung an Synapsen (Huntley, 2012). Im Rahmen der Langzeitpotenzierung (engl. long
term potentiation, LTP), einer Form der synaptischen Plastizitit, wird durch wiederholte
Erregung der Synapsen die Expression spezifischer Rezeptoren an der postsynaptischen
Membran moduliert. Das Ansprechen der Synapse auf Stimuli wird somit langfristig verstérkt
und Gediachtnisinhalte gespeichert. Eine andere Studie konnte eine verstérkte Expression von
MMP-9 im Hippocampus beobachten, der maBBgeblich am Lernen beteiligt ist (Meighan et al.,
2006). Bei Inhibition oder Knockout des MMP9 Gens war hier die Langzeitpotenzierung gestort
(Meighan et al., 2007).

1.2.3 Rolle bei psychiatrischen Erkrankungen

Neben seiner physiologischen Funktion wird MMP-9 auch im Zusammenhang mit der
Entstehung und Aufrechterhaltung von Erkrankungen diskutiert. Es wurde eine mogliche

Beziehung des Enzyms zu Autoimmunerkrankungen (Efthimiou and Blanco, 2009), zur



bakteriellen Meningitis (Leppert et al., 1999), zu neuroinflammatorischen Prozessen
(Vandooren et al., 2014) und Tumorerkrankungen (Farina and Mackay, 2014) festgestellt.

Dariiber hinaus wird MMP-9 eine Beteiligung in der Pathophysiologie neurodegenerativer und
psychiatrischer Erkrankungen zugeschrieben. Han et al. vermuteten, dass ein Polymorphismus
des MMP9 Gens mit dem Auftreten von Schizophrenie assoziiert ist (Han et al., 2011,
Rybakowski et al., 2009). Beim Morbus Alzheimer wurde ein positiver Einfluss einer erhohten
MMP-9 Aktivitdt auf den Krankheitsverlauf festgestellt. Die Proteinase ist am Abbau der fiir
die Erkrankung verantwortlichen Amyloid-Plaques beteiligt (Mizoguchi et al., 2009). Auch
Fragkouli et al. werteten die in-vivo Aktivierung von MMP-9 bei Alzheimer-Patienten als
neuroprotektiv (Fragkouli et al., 2014). Bei Patienten mit bipolarer Stérung konnte bei
Vorliegen einer akuten depressiven Symptomatik, aber auch nach Remission der depressiven
Symptomatik, eine signifikant erhohte MMP-9 Expression nachgewiesen werden (Rybakowski
et al.,, 2013). Analysen von MMP-9 an depressiv erkrankten Individuen konnten ebenfalls
erhohte MMP-9 Spiegel (Domenici et al., 2010) detektieren. Eine Studie in
Ovarialkarzinompatientinnen mit und ohne Diagnose einer Depression ergab eine erhdhte
MMP-9 Expression in CD68+ Zellen bei gleichzeitig vorliegender Depression (Lutgendorf et
al., 2008). Yehuda et al. beobachteten zudem eine Korrelation zwischen MMP-9
Expressionswerten und dem Schweregrad der Depression (Yoshida et al., 2012). Dariiber
hinaus konnte im Tiermodell mit Ratten, die einer analog depressiogen wirkenden chronischen
Immobilisation ausgesetzt waren, gezeigt werden, dass ein im Hippocampus applizierter MMP-
9-Inhibitor der Entwicklung eines gestdrten Sozialverhaltens und Erinnerungsvermdgens
vorbeugen konnte (van der Kooij et al., 2014). Fiir weitere psychiatrische Erkrankungen, wie
beispielweise fiir die Borderline-Personlichkeitsstorung und die Angststérungen, liegen nur
wenige Erkenntnisse zur MMP-9 Expression vor. In einem Tiermodell zeigte sich eine
aberrante Expression des Mmp9 Gens im Striatum von Ratten unter miitterlichem
Trennungsstress im Vergleich zu nicht gestressten Kontrolltieren. Der vorliegende
Einzelnukleotid-Polymorphismus (rs3918242) im humanen Homolog des MMP9 Gens war
signifikant mit einer Anfdlligkeit fiir Angststorungen assoziiert (McGregor et al., 2018)

1.2.4 Rolle bei der PTBS

Nach aktuellem Kenntnisstand ist die vorliegende Arbeit erst die dritte Studie, die MMP-9 in
PTBS-Patienten untersucht. Lima et al. verglichen die Konzentration der proinflammatorischen
Biomarker IL-6, MMP-9, Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), Vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1) und Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) nach Exposition mit
einem psychosozialen Stressor im peripheren Blut von post-Myokardinfarkt-Patienten mit und
ohne Diagnose einer PTBS. Hierbei konnte ein signifikanter Anstieg der IL-6 Konzentration
90 min nach dem Stresstest im Kollektiv der Myokardinfarktpatienten mit PTBS im Vergleich
zu den Patienten ohne PTBS beobachtet werden. Die MMP-9 Protein-Expressionsspiegel
dagegen blieben im Zeitverlauf bei PTBS-Patienten unverdndert (Lima et al., 2019). In der
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Gesamtkohorte aus PTBS-Patienten und Kontrollprobanden konnte jedoch ein leichter Anstieg
in der MMP-9 Konzentration nach Stressexposition nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
zeigten Szymanowski et al. eine durch psychosozialen Stress induzierte Abnahme von MMP-9
Blutkonzentrationen in gesunden Kontrollprobanden (Szymanowski et al., 2011). Neben den
Analysen von Lima et al. konnten Brahmajothi et al. in einer kiirzlich verdffentlichten Studie
mittels Zymographie eine gesteigerte MMP-9 Enzymaktivitét in Veteranen mit Diagnose einer
PTBS im Vergleich zu gesunden Veteranen dokumentieren (Brahmajothi and Abou-Donia,
2020).

Auch die Rolle des Enzyms in der Furchtkonditionierung, die in zwei Studien beschrieben
wurde, zeigt, dass weiterfithrende Untersuchungen auf dem Gebiet von Nutzen sein konnen. In
einem Mausmodell bewirkte die Angstkonditionierung der Versuchstiere, dass die MMP9
Transkription in den drei Hauptregionen des Angsterlernens - der Amygdala, dem
Hippocampus und dem préfrontalen Cortex - anstieg (Ganguly et al., 2013). Der Einfluss von
MMP-9 auf die synaptische Plastizitit konnte grundlegend hierfiir sein. Da MMP-9 in die
Verarbeitung von Gedichtnisinhalten involviert ist, konnte es auch an der
Langzeitstabilisierung von traumatischen Erinnerungen mitwirken. Hierfiir sprechen die
Ergebnisse der zweiten Studie. Bach et al. hatten in einem Pavlov’schen Modell in Ratten
angstauslosende Erfahrungen konditioniert. Wenn die Versuchstiere mit Doxycyclin, einem
MMP-9-Inhibitor, behandelt wurden, reduzierte dies die erworbenen Erinnerungen signifikant
(Bach et al., 2017).

1.2.5 Regulation

Um die Funktion von MMP-9 und damit auch seine mogliche Rolle in der Pathophysiologie
der PTBS besser zu verstehen, wurden Modulatoren der Enzymexpression, fiir die auch in der
PTBS Verédnderungen beschrieben sind, in PTBS-Patientenkohorten untersucht, ndmlich die
HPA-Achsen-Reaktivitdt und Immunmediatoren in Form der Interleukinrezeptoren IL-1R1, IL-
IR2, TNFRI und IL6R. Potentielle Auffilligkeiten in der MMP9 Expression bei PTBS-
Patienten konnten mit Verdnderungen der HPA-Achse oder der Zytokinrezeptoren

zusammenhdngen bzw. auf diese zuriickzufiihren sein.

1.2.5.1 Einfluss der HPA-Achse und Zytokinrezeptoren auf die MMP-9 Expression

Ein moglicher regulatorischer Einfluss von Glucocorticoiden auf die MMP-9 Expression wurde
bereits mehrfach beschrieben. Hierbei wurde sowohl die MMP-9 Proteinexpression als auch
die MMP9 mRNA-Expression erfasst. Die meisten Studien mit kultivierten Zellen konnten eine
Glucocorticoid-vermittelte Suppression der MMP-9 Protein- und mRNA-Expression
beobachten (Wang et al., 2011, Forster et al., 2007). Ahnliches galt fiir klinische Studien bei
Patienten mit Autoimmunkrankheiten (Mautino et al., 1997, Ram et al., 2006). Andere
Analysen ergaben wiederum, dass die MMP-9 Proteinexpression in den Atemkondensaten

(Grzela et al., 2015) und peripheren Neutrophilen (Cundall et al., 2003) von Asthmapatienten
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nach Glucocorticoid-Behandlung unveridndert blieb oder unter Glucocorticoidtherapie ein
Anstieg der MMP-9 Serumkonzentration eintrat (Berker et al., 2010). Auch Lutgendorf et al.
wiesen in einem in-vitro-Experiment eine durch Hydrocortison induzierte, ungeféahr zweifache
Erhohung der MMP-9 Expression in humanen Makrophagen von Tumorpatientinnen nach
(Lutgendorf et al., 2008). Die Glucocorticoid-vermittelte Suppression der MMP-9 Expression
konnte indirekt durch Inhibierung von IL-1 beta, IL-6 und TNF-alpha (Goppelt-Struebe et al.,
1996) bedingt sein. Die Heterogenitét der Ergebnisse zeigt, dass der Einfluss der HPA-Achse

auf die Expression von MMP-9 noch nicht vollstidndig verstanden ist.

Durch die proinflammatorischen Zytokine IL-6 (Kothari et al., 2014), IL-1 beta und TNF-alpha
- im Falle der beiden Letztgenannten durch den Transkriptionsfaktor Nuclear factor kappa B
(NFxB) (Labrie and St-Pierre, 2013) - kann die Expression von MMP-9 ebenfalls beeinflusst
werden. Die Zytokine wirken dabei grofBtenteils MMP-9 Expressions-induzierend.
Vorangegangene in-vitro-Studien fiir TNF-alpha konnten eine durch TNF-alpha verstirkte
MMP-9 Proteinexpression in Fibroblasten (Sato et al., 1996), Endothelzellen (Partridge et al.,
1993), glatten Muskelzellen des Myometriums (Roh et al., 2000) und Zellen des proximalen
renalen Tubulus (Nee et al., 2004) aufzeigen. Chattopadhyay et al. registrierten zudem einen
iiber TNFR1 vermittelten signifikanten Anstieg in Mmp9 mRNA nach Injektion von TNF-alpha
in Ischiasnerven von Ratten (Chattopadhyay et al., 2007). Auch IL-1 beta bewirkte in mehreren
in-vitro-Experimenten einen MMP-9 Anstieg. Dieser konnte in Neuronen (Vecil et al., 2000),
Kornealzellen (Li et al., 2001), Trophoblasten (Librach et al., 1994) und dhnlich wie fiir TNF-
alpha auch in Zellen des Myometriums (Roh et al., 2000) beobachtet werden. Eine
immunhistochemische Studie zu perinatalen Hirnschidden zeigte eine verstiarkte Expression der
MMP-9 in geschéddigten Arealen der weillen Hirnsubstanz im Vergleich zu gesunden Arealen
mit in diesem Bereich auch erhdhter Expression von IL-1R1. In der Immunfluoreszenz waren
MMP-9 positive Makrophagen auch IL-1R1-positiv (Girard et al., 2010). Die Autoren
schlussfolgerten, dass eine Aktivierung des IL-1-Systems mit einer nachfolgenden Induktion
von MMP-9 vergesellschaftet ist. Dagegen zeigte sich in einer Studie von Nee et al. an renalen
Tubuluszellen, die wie oben erwéhnt eine stimulierende Wirkung von TNF-alpha auf die MMP-
9 Expression dokumentieren konnte, kein nachweisbarer Effekt von IL-1 beta auf die MMP-9
Expression. IL-1 beta kann neben dem proinflammatorisch wirksamen IL-1R1 auch an den
antiinflammatorisch wirksamen IL-1R2 binden. Eine Studie zum IL-1R2 konnte zeigen, dass
dieser die Expression von MMP-9 supprimiert. Guay et al. fanden heraus, dass
Endometriumzellen mit einem Defizit an IL-1R2 erhdhte MMP-9 Sekretionswerte aufwiesen
(Guay and Akoum, 2007).

Analysen zur Interaktion zwischen IL-6 und MMP-9 erbrachten ebenfalls interessante
Ergebnisse. Kothari et al. konnten unter Einfluss von IL-6 erhohte MMP9 mRNA-Spiegel in
Makrophagen nachweisen (Kothari et al., 2014). Eine weitere Studie zeigte in
nasopharyngealen Karzinomzellen ebenfalls eine gesteigerte Expression von MMP-9 nach
Stimulation durch IL-6 (Sun et al., 2014). Dariiber hinaus konnte die Anwendung des IL6R-
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Antikorpers Tocilizumab, der die Interaktion von IL-6 und IL6R neutralisiert, bei Patienten mit
Takaysu-Arteriitis eine signifikante Reduktion von MMP-9 Spiegeln bewirken (Kong et al.,
2018). Das gleiche konnte in einem in-vitro-Experiment mit humanen C28/12-Chondrozyten
beobachtet werden. Auch hier kam es durch Gabe von Tocilizumab und Blockade von IL6R zu
einer reduzierten MMP-9 Produktion (Meszaros et al., 2015).

Legende

@ Stimulation
/\ Kein Einfluss
(® Inhibition

® 3, 6-9)
A® /
\fNFRl w7

@ (1-5) IL-1R2
-‘A// N
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Abb. 1 MMP-9 und Regulatoren

Einfluss der HPA-Achse und der Interleukinrezeptoren IL-1R1, IL-1R2, IL6R und TNFR1 auf die MMP-9
Expression.

(1) (Sato et al., 1996), (2) (Partridge et al., 1993), (3) (Roh et al., 2000), (4) (Nee et al., 2004), (5) (Chattopadhyay
et al., 2007), (6) (Vecil et al., 2000), (7) (Li et al., 2001), (8) (Librach et al., 1994), (9) (Girard et al., 2010), (10)
(Guay and Akoum, 2007), (11) (Kothari et al., 2014), (12) (Sun et al., 2014), (13) (Kong et al., 2018), (14)
(Meszaros et al., 2015), (15) (Wang et al., 2011), (16) (Forster et al., 2007), (17) (Mautino et al., 1997), (18) (Ram
et al., 2006), (19) (Grzela et al., 2015), (20) (Cundall et al., 2003), (21) (Berker et al., 2010), (22) (Lutgendorf et
al., 2008), (23) (Gelati et al., 2002).

Abkiirzungen: IL-1 beta: Interleukin-1 beta; IL-6: Interleukin-6; TNF-alpha: Tumornekrosefaktor-alpha; GC:
Glucocorticoide; IL-1R1: Interleukin-1 Rezeptor 1; IL-1R2: Interleukin-1 Rezeptor 2; IL6R: Interleukin-6
Rezeptor; TNFR1: Tumornekrosefaktor Rezeptor 1

1.2.6 Schlussfolgerung

Zusammenfassend soll MMP-9 im Rahmen dieser Arbeit aus zwei Griinden als mdoglicher
Biomarker fiir die PTBS analysiert werden. Zum einen konnten Arbeitsgruppen bereits eine
Assoziation des Enzyms mit anderen psychiatrischen Erkrankungen nachweisen (Domenici et
al., 2010, Han et al., 2011, Lutgendorf et al., 2008, Rybakowski et al., 2009, Vafadari et al.,

2016). Zum anderen wurde gezeigt, dass experimentell konditionierte Angsterfahrungen in
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Ratten durch Inhibition von MMP-9 reduziert werden konnen (Bach et al., 2017). Nach zwei
bereits veroffentlichten Studien (Lima et al., 2019, Yang and Jiang, 2020) ist dies erst die dritte
Studie, die MMP-9 in PTBS-Patienten untersucht und als mdglichen Biomarker fiir die
Erkrankung in Erwédgung zieht.
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2 Zielsetzung

Fiir eine zuverldssigere Diagnostik der PTBS und eine Objektivierung des Therapieansprechens
sind Biomarker erforderlich. Die Eignung der mRNA-Expression des Enzyms MMP-9 als ein

solcher Biomarker soll im Rahmen dieser Arbeit evaluiert werden.

Zunichst wird die relative MMP9 mRNA-Konzentration in Vollblutproben in zwei bereits
publizierten Studienkohorten analysiert (Zaba et al., 2015, Schubert et al., 2018), in denen
PTBS-Patienten und gesunde Kontrollprobanden entweder einem sozialen oder einem
pharmakologischen Stressor ausgesetzt wurden. Hierdurch soll die Abhdngigkeit der MMP9
Konzentration von der Stresshormonregulation bzw. im Kontext von psychologischer und
pharmakologischer Stressexposition untersucht sowie die durch die PTBS bedingten
potentiellen Abweichungen der MMP9 Expression erfasst werden. Zudem soll festgestellt
werden, ob eine erfolgreich durchgefiihrte psychotherapeutische Behandlung die Expression
des Enzyms beeinflussen kann. Daher werden die MMP9 Expressionswerte in einer
Patientensubgruppe der Studienkohorte unter pharmakologischem Stress vor und nach 12-
wochiger kognitiver Psychotherapie analysiert. Ergdnzend werden die Expressionsniveaus von

vier Regulatoren, ndmlich vier Zytokinrezeptoren, vor und nach Psychotherapie betrachtet.
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3 Material und Methoden

3.1 Bezugsnachweis

3.1.1 Chemikalien

Tab. 1 Chemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

Isopropanol
Aqua Bidest

RNase AWAY® Decontamination Agent

Hofer Chemie GmbH, Kleinblittersdorf, Deutschland
C+V Pharma-Depot GmbH, Versmold, Deutschland

Molecular BioProducts, San Diego, USA

3.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Tab. 2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Reagenz / Vebrauchsmaterial

Bezugsquelle

PAXgene™ Blood RNA Tubes 2.5 ml

PAXgene™ Blood RNA Kit

Agilent™ RNA 6000 Nano Kit

Omniscript® RT Kit

Pipettenspitzen (2-200 ul, 500-1000 pl)
Messpipetten Glas (5 ml, 10 ml, 20 ml, 50 ml)
Eppendorf Safe-Lock Tubes Quality™ (1.5 ml, 2 ml)
384 Well PCR Platten

PCR Klebefolien

Falcon Rohrchen (15 ml, 50 ml)

PreAnalytiX, Hombrechtikon, Schweiz
PreAnalytiX, Hombrechtikon, Schweiz

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

3.1.3 PCR Primer

Tab. 3 PCR Primer

Anmerkung: Sequenzen finden sich im Methodenteil, Kapitel 3.2.5.6.

Primer

Bezugsquelle

hMMP9
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hIL6R Eurofins Scientific, Luxemburg, Luxemburg

hILIR1 Eurofins Scientific, Luxemburg, Luxemburg
hIL1R2 Eurofins Scientific, Luxemburg, Luxemburg
hTNFR1 Qiagen, Hilden, Deutschland

hGAPDH Eurofins Scientific, Luxemburg, Luxemburg

3.1.4 Gerite
Tab. 4 Gerite

Gerit Hersteller

Pipetten Research® (0-2 pl, 2-10 pl, 10-100 pl, 100-  Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
1000 pl)

Pipetus® Pipettierhilfe Hirschmann Laborgerdte GmbH, Eberstadt,
Deutschland

Vortex Genie™ 2 Vortex Mixer Scientific Industries Inc., New York, USA

IKA® Schiittler Vortex 2 IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland

Eppendorf Tischzentrifuge 5415D Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

HLC MKR 13 KiihIThermoMixer Ditabis AG, Pforzheim, Deutschland

NanoPhotometer® Classic Implen, Miinchen, Deutschland

2100 Agilent Bioanalyzer Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Tprofessional Standard Gradient Thermocycler Biometra, Gottingen, Deutschland

LightCycler® 480 Real-Time PCR System Hofmann-LaRoche, Basel, Schweiz

3.1.5 Software

Tab. 5 Software

Software Hersteller

Microsoft® Excel 2010 Microsoft Corporation, Redmond, USA
SPSS® Statistical Software Package Version 24.0 SPSS Inc., Chicago, USA
GraphPad Prism Version 7 GraphPad Software, La Jolla, USA

LightCycler® 480 Software Hofmann-LaRoche, Basel, Schweiz
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3.2 Methoden

3.2.1 Fragebogen

Von den Kollegen/innen der Forschungsgruppe wurden die Studienprobanden der DST- und
TSST-Kohorte mittels folgender Interviews und Fragebogen untersucht: DSM-IV Achse-I-
psychiatrische Storungen und traumatische Ereignisse wurden mit dem Munich Composite
International Diagnostic Interview (M-CIDI) (Wittchen and Pfister, 1997) erfasst. Die PTBS-
Symptom-Intensitdt wurde mit der deutschen Version des Clinician Administered PTSD Scale
Interview (CAPS) (Schnyder and Moergeli, 2002) quantifiziert. Die depressive Symptomatik
wurde mit dem Beck Depression Inventory (BDI) (Hautzinger et al., 2006) erfragt. Zur
Beurteilung von Angstsymptomatik wurde der State-Trait Anxiety Inventory I und II (STAI
I/IT) verwendet (Laux et al., 1981).

3.2.2 Studienpopulationen und Materialgewinnung

Voranzustellen ist, dass die Probengewinnung im Rahmen anderer Studien erfolgte (Zaba et al.,
2015, Schubert et al., 2018). Die hier dargestellten molekularbiologischen Analysen, ihre
statistische Auswertung, Interpretation und statistische Integration mit den ebenfalls im
Rahmen der bereits publizierten Studien erhobenen psychometrischen Daten sind Gegenstand

der hier vorliegenden Dissertation.

Fir die molekularbiologischen = Experimente = wurden  Vollblutproben  zweier
Studienpopulationen verwendet: der TSST-Kohorte und der DST-Kohorte (Zaba et al., 2015,
Schubert et al., 2018). Beide Studien wurden in der Traumaambulanz des Max-Planck-Instituts
fiir Psychiatrie unter der Leitung von Frau Dr. Ulrike Schmidt durchgefiihrt und durch die
Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen genehmigt, wie in den
entsprechenden Publikationen (Zaba et al., 2015, Schubert et al., 2018) ebenfalls bereits
dargestellt wurde. Nach Priifung der Ein- und Ausschlusskriterien (Tab. 6 und Tab. 7) wurde

von allen Teilnehmern eine schriftliche Einverstindniserkldrung eingeholt.

3.2.3 Trier Social Stress Test (TSST) - Kohorte

Die hier verwendete Stichprobe umfasst eine Teilstichprobe der in Zaba et al. (Zaba et al., 2015)
publizierten und von ihr und Kollegen/innen der Forschungsgruppe rekrutierten Kohorte: In der
hier vorliegenden Arbeit wurden 21 weibliche kaukasische PTBS-Patientinnen und 11
gleichaltrige (+2 Jahre) kaukasische Kontrollprobanden (9 Frauen, 2 Minner) untersucht. Im
Rahmen der Basisuntersuchung wurde eine vollstindige Anamnese und umfangreiche
Blutuntersuchung von allen Teilnehmern durchgefiihrt. Alle Teilnehmer waren korperlich
gesund und nahmen weder Alkohol noch Drogen ein. Eine mindestens moderate Intensitdt des
PTBS-Syndroms mit einem CAPS-Score von > 45 (Schnyder and Moergeli, 2002) war das

primdre Einschlusskriterium fiir alle Patienten. Eine vollstdndige Ausfithrung der Ein- und
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Ausschlusskriterien findet sich in Tab. 6. Traumatische DSM-IV-Ereignisse vor dem 17.
Lebensjahr wurden als frithes Trauma (engl. Early life trauma, ELT) klassifiziert. Die ovarielle
Zyklusphase von Patientinnen und Probandinnen, die keine Kontrazeptiva einnahmen oder sich
in der Menopause befanden, wurde rechnerisch ab dem ersten Tag der Menstruation bestimmt
und in follikuldre Phase, Ovulation und Lutealphase differenziert.

Im Rahmen des TSST, der gemél Kirschbaum et al. (Kirschbaum et al., 1993) nach einem
standardisierten Protokoll durchgefiihrt wurde, waren die Studienteilnehmer einem definierten
psychosozialen Stressor ausgesetzt. Der TSST besteht aus einer Vorlaufphase, einer Stress-
Erholungsphase und der Stressexpositionsphase von 10 min. In der Stressexpositionsphase
nehmen die Teilnehmer an einem Interviewgespriach mit einer bewusst emotional neutral
erscheinenden Jury teil. Sie miissen in stehender Position eine freie Rede halten, Fragen
beantworten und Rechenaufgaben 16sen. Dabei gibt die Jury weder positive noch negative
emotionale Riickmeldung auf die Antworten oder das Verhalten der Probanden. Blut wurde zu
vier verschiedenen Zeitpunkten aus der Kubitalvene mittels Katheter entnommen: 30 Minuten
vor (13.30 Uhr), 10 Minuten nach (14.10 Uhr), 35 Minuten nach (14.35 Uhr) und 75 Minuten
nach (15.15 Uhr) Exposition mit dem sozialen Stressor.

4 4 4 4
Baseline Adaptation F 3 Instruktionen TSST /,fl F p, F  Erholung F Nachbesprechung
| 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 [N 1 .
I I 1 I I 1 I I 1 I I I 1 I

13.00 13.20 13.30 13.40 14.00 14.10 14201425 14.35 14.45 14.50 15.10 15.15 15.25

Abb. 2 Versuchsablauf TSST in Anlehnung an Zaba et al. 2015

Anmerkung. Abkiirzungen: TSST: Trier Social Stress Test; F: Fragebogen.

Tab. 6 Einschluss- und Ausschlusskriterien der TSST-Kohorte in Anlehnung an Zaba et al.
2015

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
PTBS-Patienten und Schriftliche Einwilligung Aktueller Substanzmissbrauch
Kontrollprobanden

Alter 17 — 70 Jahre Aktuelle oder chronische

somatische Erkrankung
Z.n. Krebserkrankung

Schichtarbeit
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Transatlantischer Flug innerhalb
von 6 Wochen vor
Versuchsbeginn

Akute Suizidalitit

Frauen:

Schwangerschaft

Stillzeit

Kontrazeptivaeinnahme
Nur PTBS-Patienten CAPS-Score > 40 Schizophrenie

Nur Kontrollprobanden Akute  oder  vorangegangene
psychiatrische Erkrankung

Medikamenteneinnahme

3.2.4 Dexamethason-Suppressionstest (DST) - Kohorte

Die hier verwendete Stichprobe stellt eine Teilstichprobe der von Schubert et al. (Schubert et
al., 2018) publizierten und von ihr und Kollegen/innen der Forschungsgruppe rekrutierten
Kohorte dar: Die hier untersuchte DST-Studienkohorte umfasste 19 weibliche kaukasische
PTBS-Patientinnen zu Beginn einer traumafokussierten Psychotherapie (Schmidt, 2010) und
13 weibliche kaukasische Kontrollprobanden. Ein CAPS-Score von > 40 war das primire
Einschlusskriterium filir alle Patienten. Eine vollstindige Darstellung der Ein- und
Ausschlusskriterien findet sich in Tab. 7. Traumatische DSM-IV-Ereignisse, die vor dem 17.
Lebensjahr aufgetreten waren, wurden als frithes Trauma (engl. Early life trauma, ELT)
klassifiziert. Alle Teilnehmer waren zum Untersuchungszeitpunkt korperlich gesund und
nahmen keine Drogen oder Alkohol. Die ovarielle Zyklusphase von Patientinnen und
Probandinnen, die keine Kontrazeptiva einnahmen oder sich in der Menopause befanden, wurde
rechnerisch ab dem ersten Tag der Menstruation bestimmt und in follikuldre Phase, Lutealphase
und Ovulation differenziert. Eine Teilstichprobe von 10 PTBS-Patientinnen der DST-Patienten-
Kohorte wurde anhand des Kriteriums ,,Abwesenheit von Verdnderungen bei der
medikamentdsen Behandlung wihrend des Beurteilungszeitraums* ausgewihlt und ergéinzend
untersucht. In dieser Untersuchung wurden die Patientinnen vor und nach 12 wdéchentlichen
Sitzungen mit traumafokussierter kognitiver Verhaltenspsychotherapie evaluiert sowie mit 13

gesunden Kontrollprobanden verglichen.

PTBS-Patientinnen und Kontrollprobanden nahmen nicht spédter als zwei Wochen nach der
Basisuntersuchung am DST teil. Es wurde das Studienprotokoll von Menke et al. (Menke et al.,
2014) verwendet. Nach der oralen Einnahme von 1.5 mg Dexamethason, das als

pharmakologischer Stressor fungiert, wurde zu vier verschiedenen Zeitpunkten mittels Katheter
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Blut aus der Kubitalvene entnommen: um 18.00 Uhr und 20.30 Uhr des Einnahmetages sowie
um 15.00 Uhr und 16.30 Uhr des Folgetages.

I 1 1 I 1 I
— - ] — - ]
1730 18.00 2030 1430 15.00 1630

J
Dex ' ( '
Tag 1 Tag 2

Abb. 3 Versuchsablauf DST in Anlehnung an Schubert et al. 2018

— —

Anmerkung. Abkiirzungen: Dex: Dexamethason; F: Fragebdgen.

Tab. 7 Einschluss- und Ausschlusskriterien der DST-Kohorte in Anlehnung an Schubert et al.
2018

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

PTBS-Patienten und Schriftliche Einwilligung Aktuelle oder vergangene
Kontrollprobanden komorbide psychiatrische

Erkrankung

Alter 18 — 70 Jahre Akute oder chronische somatische
Erkrankung

Schichtarbeit

Transatlantischer Flug innerhalb
von 6 Wochen vor
Versuchsbeginn

Frauen: Schwangerschaft

Nur PTBS-Patienten CAPS-Score > 45 Akute Suizidalitéat

3.2.5 Molekularbiologische Methoden

3.2.5.1 Arbeiten mit Ribonukleinsiure

Ribonukleinsdure-(RNA) Proben zur Analyse der Expression von MMP9, ILIRI1, ILIR2, II6R
und TNFRI wurden in 2.5 ml PAXgene Blood RNA™ Rohrchen bis unmittelbar vor
Versuchsbeginn bei -80°C gelagert.

Wegen der hohen Anfilligkeit der RNA gegeniiber enzymatischem Abbau durch RNasen
wurde auf die Verwendung von RNase-freien Losungen, Verbrauchsmaterialien und Geréten
geachtet. Oberflaichen wurden mit RNase AWAY® Decontamination Agent behandelt.
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3.2.5.2 RNA-Isolation

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des PAXgene™ Blood RNA Kit gemidB den
Herstellerangaben extrahiert (Hombrechtikon, Schweiz). Vor Beginn der Isolation wurden die
PAXgene™ Blood RNA Tubes und die Kit Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Die
RNA wurde im Anschluss an die Extraktion bei -80°C gelagert.

3.2.5.3 Messung der RNA-Konzentration

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit Hilfe des NanoPhotometer® Classic
(Miinchen, Deutschland) gemiB den Herstellerangaben bestimmt. Nach Kalibrierung mit
RNase-freiem Wasser wurden je 4 pul RNA-Losung zur Analyse aufgetragen. In einem
spektrophotometrischen Verfahren wurde durch das Gerit die Optical Density (OD) einer Probe
bei einer Wellenlinge von 260 nm gemessen. Anhand der OD wurde die Konzentration
enthaltener RNA ermittelt.

3.2.5.4 Messung der RNA-Integritit

Um verlédssliche Expressionsergebnisse in der Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-
Reaktion (RT-PCR) zu erhalten, wurde die Qualitit der isolierten RNA iiberpriift. Die Qualitit
wurde liber die RNA-Integritdtszahl (RIN) definiert und mit Hilfe des 2100 Agilent Bioanalyzer
und Agilent RNA 6000 Nano Kit (Santa Clara, USA) geméll des Herstellerprotokolls erfasst.
In einer automatisierten Kapillar-Elektrophorese durch Lab-on-Chip-Technologie wurden die
einzelnen Fraktionen der RNA, die mRNA und andere RNA Fragmente der Gréfe nach
getrennt und in Form eines Elektropherogramms als virtuelles Gelbild visualisiert. Der vom
Gerit errechnete RIN Wert lag zwischen 1 und 10. Ein RIN Wert von 10 entsprach einer
intakten, nicht degradierten und qualitativ hochwertigen RNA. Bei einem Wert von 1 war die
RNA komplett degradiert und damit unbrauchbar (Schroeder et al., 2006). Es wurden

ausschlieBlich Proben mit einem RIN-Wert > 7.5 zur weiteren Verarbeitung genutzt.

3.2.5.5 Reverse Transkription

Zur Expressionsanalyse mittels PCR musste die isolierte mRNA durch das Enzym Reverse
Transkriptase, eine RNA-abhdngige DNA-Polymerase, in cDNA umgeschrieben werden. Ein
Oligo-dT Nukleotid, das an den Poly-A-Schwanz der mRNA bindet, diente als Primer.
Ausgehend von dieser Sequenz wurde durch die Reverse Transkriptase ein zur mRNA
komplementirer cDNA Strang ergidnzt. Der noch hybridisierte RNA-Strang wurde durch das
Enzym RNase H degradiert. Fiir die Transkription wurde das Omniscript® RT Kit (Hilden,
Deutschland) gemél3 den Herstellerangaben verwendet.

3.2.5.6 Real-Time Polymerase-Ketten-Reaktion

Die quantitative Echtzeit-PCR (engl. quantitative real-time PCR) hat gegeniiber der

herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion den Vorteil, dass sich die gewonnene DNA in
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Echtzeit, d.h. wihrend des Laufes, quantifizieren ldsst. Ein beigemischter Farbstoff, hier
SYBR™Green, bindet an entstandene DNA-Produkte, wodurch ein Fluoreszenzsignal entsteht.
Durch Messung dieses Signals wird die Amplifikation der DNA in jedem Zyklus in Echtzeit
registriert. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der entstandenen DNA-
Produkte zu. Der vom Gerit ermittelte Ct Wert (engl. cycle threshold) beschreibt den Zyklus,
an dem die durch spezifische DNA-Produkte erzeugte Fluoreszenz erstmals signifikant die
Fluoreszenz im Hintergrund {ibersteigt. Die Expression des Zielgens wurde durch den
Vergleich mit der Expression eines Referenzgens, hier Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), relativ quantifiziert. Hierzu wurde zunéchst der Mittelwert der Ct-
Werte der Doppelbestimmungen (ACt) berechnet. Der ACt-Wert des zu betrachtenden Gens
wurde dann {iiber eine exponentielle Funktion in Bezug zum ACt-Wert des Referenzgens

gesetzt. Die Formel hierzu lautete:
AACt =27(- (ACt (Analysegen) — ACt (Referenzgen)))

Durch eine anschlieBende Schmelzkurvenanalyse wurde die Spezifitit der PCR {iberpriift.
Doppelstrangige DNA spezifischer PCR-Produkte hat einen héheren Schmelzpunkt und kann
so von unspezifisch entstandenen Bindungen mit niedrigerem Schmelzpunkt unterschieden

werden.

Fiir die Bestimmung der Expression von MMP9, IL6R und TNFR1 wurden die Proben in einem
Verhéltnis von 1:100 verdiinnt. Die Proben zur Quantifizierung von /L/R] und /L/R2 wurden
in einem Verhiltnis von 1:10 verdiinnt. Das Verdiinnungsschema der Proben ist in Tab. 8

dargestellt. Die Sequenzen und Verdiinnungen der verwendeten Primer finden sich in Tab. 9.

Tab. 8 Verdiinnungsschema der PCR Proben

Verdiinnung cDNA H2o

1:10 10 pl 90 pl H20
1:100 10 pl der 1:10 Verdiinnung 90 pl H20
1:500 10 pl der 1:100 Verdiinnung 90 pul H20

Tab. 9 Sequenzen und Verdiinnung der PCR Primer

Primer (5’ - 3°) Forward Sequenz Reverse Sequenz Bezugsquelle Verdiinnung
hMMP9 TTGACAGCGACA CCCTCAGTGAAGCG Eurofins Scientific, hMMP9fw/hMMP
AGAAGTGG GTACAT Luxemburg, Luxemburg9rev:
1:10
hIL6R ATTGCCATTGTTC TAGTCTGTATTGCTG Eurofins Scientific, hIL6Rfw/
TGAGGT (19) ATGTC (20) Luxemburg, LuxemburghIL 6Rrev:
1:20
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hIL1R1 AGAGGAAAACAA CTGGCCGGTGACAT Eurofins Scientific, hIL1R1fw/

ACCCACAAGG TACAGAT (21) Luxemburg, LuxemburghIL IR1rev:
(22) '
1:20
hIL1R2 TGGCACCTACGT TTGCGGGTATGAGA Eurofins Scientific, hIL1R2fw/
CTGCACTACT (22) TGAACG (20) Luxemburg, LuxemburghILlerev.
1:20
hTNFR1 TNFRSFI1A Qiagen, Hilden, TNFRSFI1A:
RefSeq Accession No. Deutschland 1:10
NM_001065.3
hGAPDH AATGAAGGGGTCA AAGGTGAAGGTCGGA Eurofins Scientific, hGAPDHfw/
TTGATGG (20) GTCAA (20) Luxemburg, Luxemburgh GAPDHrev:
1:20

Als Master Mix wurde je 1 pl forward-Primer, 1 pl reverse-Primer, 1 pl H20 und 5 pl
SYBR™Green Farbstoff zusammengegeben. In die Vertiefungen der 384-Well PCR-Platte
wurden je 8 pl dieses Master Mix vorgelegt. AnschlieBend wurden je 2 ul cDNA bzw. H20 als
Negativkontrolle hinzugegeben. Jede Probe wurde in Doppelbestimmung angelegt. Eine
Verdiinnungsreihe von 1:10 - 1:100 - 1:500 fir MMP9, IL6R, TNFRI und 1:10 - 1:50 - 1:100
fir ILIRI und ILIR2 fungierte als Standard. Die PCR wurde anschlieBend mit dem
LightCycler® 480 Real-Time PCR System von Roche (Basel, Schweiz) durchgefiihrt und mit
der LightCycler® 480 Software ausgewertet. Die einzelnen Schritte des PCR Programms sind

in Tab. 10 zusammengefasst.

Tab. 10 PCR Programm des Lightcycler® 480 Systems

Dauer Zyklen Temperatur
Prainkubation 10 min 1 95°C
Amplifikation 10 sec 45 95°C

30 sec 60°C
Schmelzkurve 01 sec 1 95°C

10 sec 50°C
Kiihlung 30 sec 1 40°C

24



3.3 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde das SPSS® Statistical Software Package
Version 24.0 (Chicago, USA) verwendet.

Gruppenunterschiede in der deskriptiven Statistik zwischen PTBS-Patientinnen und gesunden
Kontrollprobanden wurden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (separate one-way
ANOVA) fiir metrische Variablen oder mittels Chi-Quadrat-Test (separate two-tailed Chi-
squared test) fiir nominale Variablen berechnet. Gruppenunterschiede fiir metrische Variablen
zwischen PTBS-Patientinnen zu Therapiebeginn und im Therapieverlauf wurden mittels
abhingigem T-Test (paired t-test) berechnet. Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik wurden
mittels absoluter Héufigkeit sowie Mittelwert und Standardabweichung dargestellt. In der
anschlieBenden Statistik wurde zunichst die Normalverteilung der Daten graphisch anhand
eines Histogramms und rechnerisch mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test tiberpriift. Alle Daten
mit Ausnahme der /L/R2-Daten im TSST-Experiment zum ersten und zweiten Zeitpunkt sowie
im DST-Experiment bei Patienten zu Beginn der Therapie im zweiten Zeitpunkt waren
normalverteilt. Die Ergebnisse der anschlieBenden Statistik wurden in Form des Mittelwertes
und des Standardfehlers des Mittelwertes dargestellt. Ausreiler wurden vorab mit dem Grubbs-
Test (Signifikanzlevel p < 0.05) identifiziert, von den Analysen ausgeschlossen und in den
Legenden der Abbildungen 4 und 5 vermerkt. Gruppenunterschiede in der Genexpression
zwischen PTBS-Patientinnen und gesunden Kontrollprobanden sowie zwischen PTBS-
Patientinnen vor und wihrend Therapie wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit
Messwiederholungen (separate two-way ANOVA with repeated measures) berechnet. Bei
Verletzung der Sphérizitdit wurden Greenhouse-Geisser-Korrekturen —angewendet.
Korrelationen zwischen Variablen wurden bei normalverteilten Daten mittels Pearson-
Korrelationen berechnet. Die Stiarke der Korrelation wurde nach Cohen et al. bewertet (Cohen,
1988).
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4  Ergebnisse

4.1 Demographische Charakteristika der Studienpopulationen

4.1.1 TSST-Kohorte

Die aufgefiihrte TSST-Kohorte ist eine Teilstichprobe der in Zaba et al. publizierten Stichprobe.
Fiir letztere wurden die hier gezeigten Werte bereits publiziert (Zaba et al., 2015). Da sich in

dieser Teilstichprobe Abweichungen ergeben, wurden die Daten erneut berechnet (Tab. 11)

Insgesamt wurden 21 weibliche PTBS-Patientinnen mit 11 gesunden altersadjustierten
Kontrollprobanden verglichen, hierunter 9 Frauen und 2 Méanner. Anhand von Fragebdgen (s.
Material und Methoden Kapitel 3.2.1) wurden die psychiatrischen Komorbidititen Depression,
Angststorung und Suchterkrankungen, die depressive Symptomatik, die Angstsymptomatik
und die Schwere des PTBS-Syndroms von Kollegen/innen der Forschungsgruppe erhoben.
PTBS-Patientinnen zeigten ein schweres DSM-IV ~ PTBS-Syndrom mit einem
durchschnittlichen CAPS-Score von 73 Punkten. Dieses war in 71,4% der Fille auf ein
sexuelles  Trauma  zuriickzufithren. 80,9%  der Patientinnen wurden  zum
Untersuchungszeitpunkt medikamentds behandelt. Die Kontrollprobanden nahmen keine
Medikamente und berichteten von keinem aktuellen oder stattgehabten traumatischen Ereignis.

Sie wiesen auch keine sonstigen psychiatrischen Komorbiditéten auf.

Tab. 11 Demographische und klinische Charakteristika der TSST-Kohorte

Traumatische Ereignisse und DSM-IV Achse-I Erkrankungen wurden mit dem Munich
Composite International Diagnostic Interview (M-CIDI) erfasst. Gruppenunterschiede
zwischen PTBS-Patientinnen und gesunden Kontrollprobanden wurden mit (1) einer
einfaktoriellen Varianzanalyse (separate one-way ANOVA) (F) oder (2) mittels Chi-Quadrat-
Test (separate two-tailed Chi-squared test) (¥2) berechnet. Fehlende Werte wurden zugehorig
fiir die jeweilige Gruppe mit (n = x) vermerkt. Statistisch signifikante Resultate: *t, p < 0.1; *,
p < 0.05 ** p < 0.01; *** p < 0.001. Abkiirzungen: PTBS: posttraumatische

Belastungsstorung; SD: Standardabweichung; BDI: Beck Depression Inventory; STAI: State-
Trait Anxiety Inventory; CAPS: Clinician-Administered PTSD Scale.

. Kontroll-

Patienten banden

(n=21) proban F Wert/ 52

Mean + SD (n=11)

Mean + SD

Alter (Jahre) 39.57+11.25 39.36+11.88  0.002!
Geschlecht (weiblich/ ménnlich) 21/0 9/2 4.073"2
Medikation (keine/ Antidepressiva/ Benzodiazepine/  4/9/1/7 10/0/0/0 17.93"*2
Kombination) (n=1)
Trauma (keines/ frithes Trauma/ Trauma im 0/5/10/6 11/0/0/0 32.00""2

Erwachsenenalter/ beides)
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Traumatyp (keine/ sexuell/ nicht-sexuell/ beides) 0/15/5/1 11/0/0/0 32.00""2

Raucher (ja/ nein) 9/12 2/9 1.9482
Ovarielle Zyklusphase (follikulér/ luteal/ 6/4/0/11/0 5/2/0/0/0 6.343"
menopausal/ Ovulation/ Kontrazeption) (n=4)
Komorbiditit Depression (keine/ aktuelle/ 11/6/4 11/0/0 7.6197
vergangene)
Komorbiditiit Angststorung (keine/ aktuelle/ 5/15/1 11/0/0 16.762""2
vergangene)
Komorbiditit Suchterkrankung (keine/ Missbrauch/  14/2/5 11/0/0 4.69%
Abhingigkeit)
Depression (BDI) 18.00 = 8.45 2.18+3.31 35.24"1
Anxiety Trait (STAII) 51.86 £10.90 33.27+6.00 27.33"1
Anxiety State (STAI II) 57.00 £10.35 31.36£7.70 52.05""1
PTBS Symptome (CAPS Gesamt Score) 73.00 £17.00 - -
CAPS Subskalen
Wiedererleben 23.86 +7.84 - -
Vermeidung 26.14 +£10.96 - -
Hyperarousal (nervose Ubererregbarkeit) 22.19+6.76 - -

4.1.2 DST-Kohorte

Die hier gezeigte Kohorte ist eine Teilstichprobe der in Schubert et al. publizierten Stichprobe.
Fiir letztere wurden die hier prisentierten Werte bereits publiziert (Schubert et al., 2018). Da
sich in der hier verwendeten Teilstichprobe Abweichungen ergeben, wurden diese Daten erneut
berechnet (Tab. 12).

Die DST-Kohorte umfasste 19 weibliche PTBS-Patientinnen zu Beginn einer
psychotherapeutischen Behandlung und 13 gesunde weibliche altersadjustierte Kontroll-
probanden. Alle PTBS-Patientinnen berichteten von einem traumatischen Ereignis gemaf3 der
DSM-IV Diagnosekriterien (APA, 1994). 42,1% erlitten ein sexuelles Trauma, 47,3% ein
frithes Trauma (vor dem 17. Lebensjahr) und 47,3% ein frithes Trauma kombiniert mit einem
Trauma im Erwachsenenalter. 57,9% der Patientinnen standen unter medikamentdser
Behandlung mit Antidepressiva oder Benzodiazepinen. Zu Beginn der Therapie wiesen PTBS-
Patientinnen einen durchschnittlichen Gesamt-CAPS-Wert von 76 auf, der ein schweres DSM-
IV-PTSD-Syndrom widerspiegelt. Der Chi-Quadrat-Test ergab keine signifikanten
Unterschiede im Raucherstatus oder der ovariellen Zyklusphase zwischen beiden Gruppen.
Daher wurden in die Analysen keine Kovariaten eingeschlossen.
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Tab. 12 Demographische und klinische Charakteristika der DST-Kohorte

Traumatische Ereignisse und DSM-IV Achse-I Erkrankungen wurden mit dem Munich
Composite International Diagnostic Interview (M-CIDI) erfasst. Gruppenunterschiede
zwischen PTBS-Patientinnen und gesunden Kontrollprobanden wurden mit (1) einer
einfaktoriellen Varianzanalyse (separate one-way ANOVA) (F) oder (2) mittels Chi-Quadrat-
Test (separate two-tailed Chi-squared test) (¥2) berechnet. Fehlende Werte wurden zugehorig
fiir die jeweilige Gruppe mit (n=x) vermerkt. Statistisch signifikante Resultate: *t, p <0.1; *, p
<0.05; **, p<0.01; *** p <0.001. Abkiirzungen: PTBS: posttraumatische Belastungsstorung;
SD: Standardabweichung; BDI: Beck Depression Inventory; STAI: State-Trait Anxiety
Inventory; CAPS: Clinician-Administered PTSD Scale.

Patienten zu

. Kontroll-
Beginn der robanden
Therapie ?n —13) F value/ x2
(n =19) Mean + SD
Mean + SD
Alter (Jahre) 37.89+10.83  38.85+12.92 0.05!
Geschlecht (weiblich/ ménnlich) 19/0 13/0 -
Medikation (keine/ Antidepressiva/ 8/3/0/8 13/0/0/0 11.47"1
Benzodiazepine/ Kombination)
Trauma (keines/ frithes Trauma/ Trauma im 0/9/1/9 13/0/0/0 32.00""2
Erwachsenenalter/ beides)
Traumatyp (keine/ sexuell/ non-sexuell/ beides) 0/8/3/8 13/0/0/0 32.00""2
Raucher (ja/ nein) 10/9 3/10 2.80%
Ovarielle Zyklusphase (follikulér/ luteal/ 2/3/2/1/7 3/2/3/2/3 5.612
menopausal/ Ovulation/ Kontrazeption) (n=4)
Komorbiditiit Depression (keine/ aktuelle/ 6/11/2 13/0/0 14.98"2
vergangene)
Komorbiditiit Angststorung (keine/ aktuelle/ 5/13/1 13/0/0 17.03"*2
vergangene)
Komorbiditit Suchterkrankung (keine/ 19/0/0 13/0/0 -
Missbrauch/ Abhéngigkeit)
Depression (BDI) 2548+1225 231275 44,531
Anxiety Trait (STAI I) 5842+ 1295 44.67+438 12.507"1
PTBS Symptome (CAPS Gesamt Score 76.00 + 16.00 -
wochentlich)
CAPS Subskalen
Wiedererleben 26.50 + 5.89 -
Vermeidung 26.22 + 8.84 -
Hyperarousal (nervose Ubererregbarkeit) 20.61 £6.33 -

Die Teilstichprobe der oben beschriebenen DST-Kohorte, die in der folgenden Tabelle

beschrieben wird, wurde anhand des Kriteriums "Abwesenheit von Verdnderungen bei der
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medikamentosen Behandlung wihrend des Beurteilungszeitraums" ausgewihlt. Sie ist
ebenfalls eine Teilstichprobe der in Schubert et al. publizierten Stichprobe. Fiir letztere wurden
die hier berechneten Werte bereits publiziert (Schubert et al., 2018). Da sich in der hier
verwendeten Teilstichprobe Abweichungen ergeben, wurden diese Daten erneut berechnet
(Tab. 13).

Es wurden 10 der PTBS-Patientinnen vor und nach 12 wdchentlichen Sitzungen mit
traumafokussierter kognitiver Verhaltenspsychotherapie verglichen (Schmidt, 2010). Als
Referenzgruppe wurden zudem 13 gesunde Kontrollprobanden in die Beobachtung
eingeschlossen. Die Gesamt-PTBS-Symptomatik verbesserte sich im zwdlfwdchigen
Beobachtungsintervall unter Psychotherapie deutlich. Dies war an der Abnahme des CAPS-
Gesamt-Scores von 74 auf 47 Punkte ersichtlich. Hierbei zeigten sich vor allem das
Wiedererleben von Traumainhalten und das Vermeidungsverhalten riickldufig. Die nervose

Ubererregbarkeit verbesserte sich nicht signifikant (Tab. 13).

Tab. 13 Demographische und klinische Charakteristika der Teilstichprobe der pra-post
Therapie DST-Kohorte

Traumatische Ereignisse und DSM-IV Achse-I Erkrankungen wurden mit dem Munich
Composite International Diagnostic Interview (M-CIDI) erfasst. Gruppenunterschiede
zwischen PTBS-Patientinnen vor und nach 12 Therapiesitzungen wurden mit (1) einem
abhingigen T-test fiir verbundene Stichproben (paired two-sample t-test) (T) oder (2) mittels
Chi-Quadrat-Test (separate two-tailed Chi-squared tests) (y2) berechnet. Fehlende Werte
wurden zugehorig fiir die jeweilige Gruppe mit (n=x) vermerkt. Statistisch signifikante
Resultate: *t, p < 0.1; *, p < 0.05; **, p < 0.01; *** p < 0.001. Abkiirzungen: PTBS:
posttraumatische Belastungsstorung; SD: Standardabweichung; BDI: Beck Depression
Inventory; STAI: State-Trait Anxiety Inventory; CAPS: Clinician-Administered PTSD Scale.

Patienten zu Patienten nach 12

Beginn der Therapiesitzungen
Therapie m=1 (l))) 8N rvalue/ %2
(n=10) Mean + SD
Mean + SD
Alter (Jahre) 37.50 £ 12.65 38.00 £ 12.48 -
Geschlecht (weiblich/ ménnlich) 10/0 10/0 -
Medikation (keine/ Antidepressiva/ Benzodiazepine/ 6/1/0/3 6/1/0/3 -
Kombination)
Trauma (keines/ frithes Trauma/ Trauma im 0/5/0/5 0/5/0/5 -
Erwachsenenalter/ beides)
Traumatyp (keine/ sexuell/ non-sexuell/ beides) 0/4/2/4 0/4/2/4 -
Raucher (ja/ nein) 4/6 3/7 0.222
Ovarielle Zyklusphase (follikulér/ luteal/ 2/1/1/0/5 3/0/2/1/4 3.64%
menopausal/ Ovulation/ Kontrazeption) (n=1)
Depression (BDI) 22.70 £ 12.67 19.70 £ 14.14 1.65!
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PTBS Symptome (CAPS Gesamt Score 73.00 = 16.00 47.00 + 28.00 2,77

wochentlich)

CAPS Subskalen
Wiedererleben 25.10+6.79 17.30 = 10.11 2.49"
Vermeidung 28.00 £ 10.08 20.70 £11.30 1.75!
Hyperarousal (nervose Ubererregbarkeit) 19.40 +4.33 25.40 +27.18 -0.72!

4.2 Molekularbiologische Ergebnisse

4.2.1 Stressmodulation der MMP9 Expression in PTBS-Patienten in Ruhe und im
Therapieverlauf vs. in gesunden Kontrollprobanden

Die Analyse der MMP9 mRNA-Expression in der TSST-Kohorte ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen PTBS-Patientinnen und gesunden Kontrollprobanden, weder zu Beginn
(13.30h), noch unmittelbar nach der TSST-Exposition (14.10h - 15.15h) (Abb. 4A).
Dementsprechend fand sich kein statistisch signifikanter Haupteffekt ,,Gruppe (F(1, 27) =
0.46, p <0.501). Auch ein signifikanter Haupteffekt ,,Zeit“ lieB sich nicht nachweisen (F(2.04,
54.97) =2.16, p < 0.125). Die MMP9 Expression blieb iiber die Versuchsdauer von 1h und 45
min in beiden Gruppen weitestgehend unveridndert. Um die Expression iiber einen lingeren
Zeitraum zu erfassen und einen anderen Stressor zu testen, wurden die Untersuchungen der

DST-Kohorte angeschlossen.

In der DST-Kohorte ergab der Vergleich der MMP9 mRNA-Ausgangswerte (18.00h), d.h. vor
Dexamethasongabe, entsprechend der TSST-Studie keine Unterschiede zwischen PTBS-
Patientinnen und Kontrollprobanden (Abb. 4B). Dariiber hinaus wiesen Patientinnen nach
erfolgreicher Psychotherapie keine signifikanten Unterschiede in den basalen MMP9
Expressionswerten verglichen zu vor Therapie auf. Die Behandlung hatte folglich keinen Effekt
auf die basale MMP9 Expression (Abb. 4C).

Im Verlauf des DST zeigten sich jedoch Verdnderungen. Es konnte eine deutliche Reaktion der
MMP9 Expression auf die Gabe von 1.5 mg Dexamethason bei PTBS-Patientinnen festgestellt
werden: Von 18.00 Uhr bis 20.30 Uhr des ersten Tages, d.h. 2.5 Stunden nach der Gabe, kam
es zu einem signifikanten Anstieg der MMP9 mRNA-Spiegel in der PTBS-Patientengruppe
(Abb. 4B, 1800h-2030h, p < 0.015). Uber Nacht, von 20.30 Uhr bis 15.00 Uhr des Folgetages,
fielen die Expressionswerte wieder ab (Abb. 4B, 2030h-1500h, p < 0.036, 1500h-1630h, p <
0.097) und blieben im Vergleich zum Ausgangsniveau leicht erhoht. Dementsprechend gab es
einen signifikanten Haupteffekt ,,Zeit” (Abb. 4B F(1.58, 34.81) = 11.19, p < 0.000). Auch fiir
die Untersuchung der Teilstichprobe ergab sich ein signifikanter Haupteffekt ,.Zeit™ (Abb. 4C
F(1.50, 35.89) = 16.74, p < 0.000). Wahrend die 10 PTBS-Patientinnen der Teilstichprobe zu
Beginn der Therapie einen signifikanten Anstieg in ihren MMP9 Expressionswerten zeigten
(Abb. 4C, 1800h-2030h, p < 0.008), verlor dieser post-Dexamethason-Anstieg nach
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zwolfwochiger Psychotherapie seine statistische Signifikanz (Abb. 4C, 1800h-2030h, p <

0.101). Die Expressionswerte verliefen nun dhnlich derer gesunder Kontrollprobanden.

Nicht nur im zeitlichen Verlauf, sondern auch im Gruppenvergleich konnten interessante
Beobachtungen gemacht werden. Die Konzentration der MMP9 mRNA war um 15.00 Uhr des
zweiten Tages bei PTBS-Patientinnen gegeniiber Kontrollprobanden erhdht. Statistisch zeigte
sich ein Trend im Bonferroni Post-Hoc-Wert (Abb. 4B, 1500h, p <0.75). Im Gruppenvergleich
der Teilstichprobe fand sich ein signifikanter Haupteffekt ,,Gruppe* (Abb. 4B, F(2, 24) = 3,91,
p <0.034) mit erhdhten MMP9 Spiegeln der PTBS-Patientinnen gegeniiber Kontrollprobanden
um 15.00 Uhrund 16.30 Uhr (Abb. 4B, 1500h, p <0.016; 1600h, p <0.020). Dieser Unterschied
verlor seine statistische Signifikanz mit der Teilremission des PTBS-Syndroms nach 12-
wochiger Therapie (Abb. 4C, 1500h, p < 0.277; 1600h, p < 0.874). Die MMP9

Expressionswerte der Patientinnen kehrten auf das Niveau gesunder Kontrollprobanden zuriick.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass die orale Gabe von 1.5 mg Dexamethason
eine periphere MMP9 Hyperexpression bei PTBS-Patientinnen, aber nicht bei gesunden

Kontrollprobanden induzierte, die sich unter erfolgreicher Psychotherapie zuriickbildete.

Erginzend durchgefiihrte Korrelationsanalysen zur MMP9 Expression und den
psychopathologischen Daten der PTBS-Patienten der DST-Kohorte zeigten keine signifikanten
Korrelationen (Tab. 14).
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Legende:

= PTSD Patienten zu Beginn der Therapie (PTSD-start)

= =« PTSD Patienten nach 12 Therapiesitzungen (PTSD-mid-treatment)
Gesunde Kontrollprobanden (HC)

Zwischen Gruppen: Zwischen Zeitpunkten der Analyse:
PTSD-start vs. HC: *t,p<0.1; *,p < 0.05; **,p < 0.01 tt,p <0.1; 1,p < 0.05; t1,p < 0.01
ns: nicht signifikant
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Abb. 4 MMPY Expression in PTBS-Patientinnen und gesunden Kontrollprobanden wéhrend des
TSST und DST

Gezeigt sind die MMP9 mRNA-Konzentrationen im Vollblut in Relation zu Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) mRNA-Konzentrationen, erfasst mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-PCR
(RT-PCR), in (A) 21 weiblichen PTBS-Patientinnen und in 11 altersadjustierten gesunden Kontrollprobanden (9
Frauen, 2 Ménner) im Rahmen des Trier Social Stress Test (TSST). Die Vollblut-MMP9 mRNA-Konzentrationen
nach Gabe von 1.5 mg Dexamethason im Rahmen des Dexamethason-Suppressionstests (DST) wurden in (B)
einer unabhéngigen Kohorte von 19 PTBS-Patientinnen zu Beginn einer traumafokussierten Psychotherapie und
in 13 weiblichen gesunden Kontrollprobanden untersucht. Eine Subgruppenanalyse hiervon (Selektionskriterium:

Abwesenheit von Verdnderungen bei der medikamentdsen Therapie wahrend des Beurteilungszeitraums) zeigt (C)
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den Vergleich der Vollblut-MMP9 mRNA-Konzentrationen in 10 PTBS-Patientinnen zu Beginn einer
traumafokussierten = Verhaltenspsychotherapie, nach 12 Therapiesitzungen sowie in 13 gesunden
Kontrollprobanden. Die hier aufgefiihrten Kohorten sind Teilstichproben zweier bereits publizierter Studien (Zaba
et al., 2015, Schubert et al., 2018). Die hier untersuchten Blutproben und jene, die fiir vorangegangene, publizierte
endokrine Analysen verwendet wurden, wurden im Rahmen derselben Blutentnahme gewonnen.
Gruppenunterschiede in der Genexpression zwischen PTBS-Patientinnen und gesunden Kontrollprobanden sowie
zwischen PTBS-Patientinnen vor und wéhrend Therapie wurden mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit
Messwiederholungen (separate two-way ANOVA with repeated measures) berechnet. Bei Verletzung der
Sphérizitit wurden Greenhouse-Geisser-Korrekturen angewendet. Statistisch signifikante Ergebnisse: (A) keine;
outliers: ein gesunder Kontrollproband um 1410h, ein gesunder Kontrollproband um 1515h; (B) Haupteffekt
»Zeit” F(1.58, 34.81) = 11.19, p < 0.000; outliers: ein Patient zu Beginn der Therapie um 1800h, ein Patient zu
Beginn der Therapie um 2030h, ein Patient zu Beginn der Therapie um 1630h, ein gesunder Kontrollproband um
2030h; (C) Haupteffekt ,,Zeit* F(1.50, 35.89) = 16.74, p < 0.000, und ,,Gruppe* F(2, 24) = 3.91, p <0.034; outliers:
ein Patient wahrend Therapie um 1800h, ein Patient wahrend Therapie um 1630h, ein gesunder Kontrollproband
um 2030h. Statistisch signifikante Ergebnisse der post-hoc Analysen: (B) Zwischen Gruppen: 1500h Tag 2:
Patienten vor Therapie vs. HC: p < 0.075; Zeiteffekt: Patienten vor Therapie: zwischen 1800h und 2030h Tag 1:
p <0.015; zwischen 2030h Tag 1 und 1500h Tag 2: p < 0.036; zwischen 2030h Tag 1 und 1630h Tag 2: p <0.097;
HC: zwischen 2030h Tag 1 und 1500h Tag 2: p < 0.094; (C) Zwischen Gruppen: 1500h Tag 2: Patienten vor
Therapie vs. HC: p < 0.016; 1630h Tag 2: Patienten vor Therapie vs. HC: p < 0.020; Zeiteffekt: Patienten vor
Therapie: zwischen 1800h und 2030h Tag 1: p < 0.008; zwischen 2030h Tag 1 und 1500h Tag 2: p < 0.089;
Patienten wéihrend Therapie: zwischen 2030h Tag 1 und 1500h Tag 2: p <0.081; zwischen 2030h Tag 1 und 1630h
Tag 2: p <0.086. Weitere Abkiirzungen: (A): “Stress” bedeutet die Exposition gegeniiber dem TSST Stressor (von
1400h bis 1410h); (C, D): “Dex” bedeutet die orale Applikation von 1.5 mg Dexamethason.

Tab. 14 Korrelation der MM P9 Expression und psychopathologischen Daten in PTBS-
Patienten der DST-Kohorte

Diese Korrelationsanalysen nach Pearson schlieBen Expressionsanalysen von MMP9 zu den
vier verschiedenen Zeitpunkten des DST und den durch Fragebdgen erhobenen
psychopathologischen Daten ein. Statistisch signifikante Resultate: t, p < 0.1; *, p < 0.05; **,
p, < 0.01; *** p < 0.001. Abkiirzungen: MMP9: Matrix-Metalloproteinase-9; BDI: Beck
Depression Inventory; STAI: State-Trait Anxiety Inventory; CAPS: Clinician-Administered
PTSD Scale.

Psychopathologische Parameter

BDI STAII CAPS_total Wiedererleben Vermeidung Hyperarousal

é Zeitpunkt 1 -0.14 -0.14 -0.30 -0.40 -0.06 -0.34
; Zeitpunkt2  -0.24 -0.15 0.14 0.28 0.10 -0.07
g Zeitpunkt3  -0.18 -0.05 -0.24 -0.34 -0.04 -0.15
§ Zeitpunkt4  -0.04 0.23 -0.01 -0.13 0.05 0.04
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4.2.2 Expressionsniveaus der Regulatoren von MMP9 im Blut von PTBS-Patienten vs.
Kontrollprobanden wihrend des DST

Im Folgenden wurden Regulatoren von MMP-9 untersucht: Die HPA-Achsenreaktivitit und
vier Zytokinrezeptoren, ndmlich /L/R1, ILIR2, IL6R und TNFRI.

4.2.2.1 HPA-Achsen-Reaktivitit und MMP9 Hyperexpression

Die Ergebnisse zur HPA-Achsen-Reaktivitidt der Studienteilnehmer, d.h. der Cortisol- und
ACTH-Reaktion auf 1.5 mg Dexamethason, wurden von unserer Forschungsgruppe bereits
veroffentlicht (Schubert et al., 2018). In dieser Arbeit wurden die MMP9 mRNA-Spiegel mit
den Cortisol- und ACTH-Spiegeln in einer Teilstichprobe verglichen. Patientinnen mit nahezu
identischer Cortisol- und ACTH-Antwort (Schubert et al., 2018) wiesen deutlich
unterschiedliche MMP9 mRNA-Spiegel auf. Zudem blieb die HPA-Achsenreaktivitit mit
erfolgreicher Therapie unverdndert, wihrend die MMP9 Expressionswerte im Blut wéhrend der
Teilremission der PTBS durch die Therapie abnahmen. Somit erscheint die HPA-
Achsenreaktivitét als Modulator der MMP9 Expression unwahrscheinlich.

4.2.2.2 Zytokinrezeptoren und MMP9 Hyperexpression

Wie schon in der Einleitung beschrieben, induzieren /L/R1 (Girard et al., 2010, Li et al., 2001,
Vecil et al., 2000), IL6R (Meszaros et al., 2015, Kong et al., 2018, Sun et al., 2014) und TNFR1
(Chattopadhyay et al., 2007, Nee et al., 2004, Roh et al., 2000) eine verstirkte MMP9
Expression, wéihrend /L/R2 (Guay and Akoum, 2007) dagegen eine Abnahme der Expression
bewirkt.

ILIRI konnte in den hier getesteten Blutproben nur in sehr niedrigen Konzentrationen
nachgewiesen werden. Es kam zu geringfiigigen, nicht wegweisenden und groftenteils nicht
signifikanten Verdnderungen von [L/RI wéhrend des DST: PTBS-Patientinnen vor
Therapiebeginn wiesen einen statistisch signifikanten leichten Abfall in der /L/R] Expression
zwischen 20.30 Uhr des ersten Tages und 16.30 Uhr des zweiten Tages auf (Abb. 5A, 2030h-
1630h, p < 0.035). Im Vergleich der drei Gruppen untereinander zeigten sich die /L/RI
Expressionswerte der Patienten nach, aber nicht vor Therapie gegeniiber denen gesunder
Kontrollprobanden im Ruhezustand, also basal, signifikant erniedrigt (Abb. 5A, 1800h, p <
0.027). Dementsprechend gab es einen signifikanten Effekt ,,Gruppe® (F(2,29)=4.21, p <.025)
und signifikanten Haupteffekt ,,Zeit (F(2.36, 68.54) = 9.34, p < .000). Die nur punktuellen
Verdnderungen in der Expression und die ergéinzend durchgefiihrten, nicht aussagekréftigen
Korrelationsanalysen von MMP9 und ILIRI (Tab. 15) ermdglichen insgesamt jedoch keine
konkrete Schlussfolgerung.

Der MMP-9-Inhibitor /L/R2 lag bei PTBS-Patientinnen vor und nach Therapie im Vergleich
zu gesunden Kontrollprobanden zu allen vier Untersuchungspunkten des DST signifikant
geringer exprimiert vor (Abb. 5B). Statistisch ergab sich entsprechend ein signifikanter
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Haupteftekt ,,Gruppe™ (Abb. 5B, F(2, 30) = 14,50, p < 0.000) und signifikanter Haupteffekt
,Zeit“ (Abb. 5B, F(1.11, 33.38) = 28.81, p < 0.000). Nach Dexamethasongabe, um 20.30 Uhr
des ersten Tages, konnte dariiber hinaus bei gesunden Kontrollprobanden ein Peak in /L/R2
mRNA-Spiegeln (Abb. 5B, Anstieg 1800h-2030h, p = 0.001; Abfall 2030h-1500h, p = 0.001)
nachgewiesen werden. Dieser zeigte sich bei PTBS-Patientinnen deutlich geringer ausgepragt
und war zudem unabhéngig von der psychotherapeutischen Behandlung, da sich die /L/R2
Expressionswerte von Patientinnen vor und nach Therapie nicht unterschieden (Abb. 5B). Zu
den iibrigen Zeitpunkten fand sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied in den ILI/R2
Expressionsspiegeln von Patientinnen vor und nach 12 Psychotherapie-Sitzungen (Abb. 5B).
Pearson-Korrelationsanalysen in PTBS-Patienten zur Korrelation der MMP9 Expression und
ILIR2 Expression (Tab. 16) ergaben eine insgesamt inverse Korrelation mit signifikanten
Ergebnissen fiir mehrere Zeitpunkte des DST. Insbesondere korrelierten MMP9 Spiegel zum
Zeitpunkt 2, um 20.30 Uhr des ersten Tages, moderat bis stark invers mit /L/R2 Spiegeln zum
Zeitpunkt 1, um 18.00 Uhr des ersten Tages (Tab. 16, r = -0.46, p < 0.056), zum Zeitpunkt 3,
um 15.00 Uhr des zweiten Tages (Tab. 16, r = - 0.52, p < 0.094), und zum Zeitpunkt 4, um
16.30 Uhr des zweiten Tages (Tab. 16, r = - 0.50, p < 0.034). Dies unterstiitzt die These, dass
die durch Dexamethason erhdhte MMP9 Expression mit den erniedrigten /L/R2 Spiegeln

zusammenhédngen konnte.

Im Gegensatz zu IL/R2 konnte in den /L6R mRNA-Expressionsspiegeln keine signifikante
Reaktion auf Dexamethason beobachtet werden. Die Spiegel blieben im Zeitverlauf
weitestgehend konstant und zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen. Die Haupteffekte ,,Gruppe® und ,,Zeit” waren entsprechend auch nicht signifikant
(Abb. 5C). In der Pearson-Korrelation zeigte sich lediglich ein statistischer Trend mit moderat
positiver Korrelation zwischen der /L6R Expression und MMP9 Expression um 20.30 Uhr des
ersten Tages nach Dexamethasongabe (Tab. 17, r = 0.48, p < 0.051).

Auch die TNFR1 mRNA-Spiegel blieben von der Dexamethasongabe unbeeinflusst (Abb. 5D).
Es ergab sich kein signifikanter Haupteffekt ,,Zeit”. Es zeigte sich jedoch ein signifikanter
Haupteftekt ,,Gruppe® (Abb. 5D, F(2, 29) = 54.74, p < 0.000) mit einer schon zu Beginn des
DST vorhandenen und iiber die Zeit konstanten Erniedrigung der TNFRI Werte bei PTBS-
Patientinnen im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden (Abb. 5D). PTBS-Patientinnen vor
und nach Therapie unterschieden sich in ihren niedrigen 7TNFR1 Spiegeln nicht. Durch Binden
an TNFR1 kann TNF-alpha die Expression von MMP-9 induzieren. Da die TNFR1 Spiegel der
Patientinnen vermindert waren, trug TNF-alpha hier hochstwahrscheinlich nicht zur MMP9
Hyperexpression bei. Die Korrelationsanalysen von MMP9 und TNFRI nach Pearson ergaben
kein aussagekriftiges Ergebnis (Tab. 18).

Zusammenfassend lagen die /L/R2 und TNFRI mRNA-Expressionswerte bei PTBS-
Patientinnen gegeniiber gesunden Kontrollprobanden deutlich erniedrigt vor und zeigten anders

als MMP9 nach Teilremission des PTBS-Syndroms keine Verdnderungen.
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Legende:

= PTSD Patienten zu Beginn der Therapie (PTSD-start)

==« PTSD Patienten nach 12 Therapiesitzungen (PTSD-mid-treatment)
Gesunde Kontrollprobanden (HC)

Zwischen Gruppen:
PTSD-start vs. HC:

ns:

*t,p <0.1; *,p £0.05; **,p < 0.01; ***,p < 0.001
PTSD-mid-treatment vs. HC: #t,p < 0.1; #,p < 0.05; ##,p < 0.01; ###,p < 0.001
nicht signifikant

A IL1R1 mRNA
.I.
0.08
s
2 0.06-
(7]
o «t
& 0.044
o
o 1
2 ——
T 0.02 -
g
o-oc T L] L] L]
1800h  2030h  1500h  1630h
. Day1 C Day2
'
3 22h30min
C IL6R mRNA
ns
0.3 —
5 v T\
@ I—"’ B
g 027 | i \I;“;i
S aB
Q
g I
(]
EXRE
K
-
0.0

Abb. 5 Zytokinrezeptorexpressionen in PTBS-Patientinnen und gesunden Kontrollprobanden
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wiahrend des DST

Gezeigt sind die Ergebnisse der Expressionsanalyse der Zytokinrezeptoren IL-1R1 (A), IL-1R2 (B), IL6R (C) und
TNFR1 (D) mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) aus dem peripheren Blut von 10
weiblichen PTBS-Patientinnen vor Therapiebeginn, nach 12 Sitzungen traumafokussierter Psychotherapie sowie
von 13 gesunden Kontrollprobanden im Rahmen des Dexamethason-Suppressionstests (DST). Die hier
aufgefiihrte Kohorte ist Teil einer bereits publizierten Studie und wurde anhand des Selektionskriteriums einer

unverdnderten medikamentdsen Therapie ausgewdhlt (Schubert et al., 2018). Statistisch signifikante Ergebnisse:
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(A) Haupteffekt ,,Zeit F(2.36, 68.54) = 9.34, p < 0.000, und ,,Gruppe* F(2, 29) = 4.21, p < 0.025; outliers: ein
Patient zu Beginn der Therapie um 1500h, ein gesunder Kontrollproband um 2030h; (B) Haupteffekt
»Zeit“ F(1.11, 33.38) =28.81, p < 0.000, und ,,Gruppe® F(2, 30) = 14.50, p < 0.000, outliers: ein Patient zu Beginn
der Therapie um 2030h; (C) Haupteffekt ,,Zeit* F(2.31, 71.44) =2.95, p < 0.051, outliers: keine; (D) Haupteffekt
,,Garuppe” F(2, 29) = 54.74, p < 0.000; outliers: ein Patient zu Beginn der Therapie um 1630h, ein gesunder
Kontrollproband um 2030h. Statistisch signifikante Ergebnisse der post-hoc Analysen: (A) Zwischen Gruppen:
1800h Tag 1: Patienten wéhrend Therapie vs. HC: p < 0.027; 1630h Tag 2: Patienten vor Therapie vs. HC: p <
0.085; Zeiteffekt: Patienten vor Therapie: zwischen 2030h Tag 1 und 1630h Tag 2: p < 0.035; (B) Zwischen
Gruppen: 1800h Tag 1: Patienten vor Therapie vs. HC: p < .001; Patienten wihrend Therapie vs. HC HC: p <
0.001; 2030h Tag 1: Patienten vor Therapie vs. HC: p < 0.018; Patienten wéhrend Therapie vs. HC: p < 0.004;
1500h Tag 2: Patienten vor Therapie vs. HC: p < 0.019; Patienten wihrend Therapie vs. HC: p < 0.009; 1630h
Tag 2: Patienten vor Therapie vs. HC: p < 0.014; Patienten wahrend Therapie vs. HC: p < 0.084; Zeiteffekte: HC:
zwischen 1800h und 2030h Tag 1: p < 0.001; zwischen 2030h Tag 1 und 1500h Tag 2: p <0.001; zwischen 2030h
Tag 1 und 1630h Tag 2: p < 0.001; (D) Zwischen Gruppen: 1800h Tag 1: Patienten vor Therapie vs. HC: p <
0.001; Patienten wahrend Therapie vs. HC: p < 0.001; 1630h Tag 1: Patienten vor Therapie vs. HC: p < 0.001;
Patienten wahrend Therapie vs. HC: p <0.001; 1500h Tag 2: Patienten vor Therapie vs. HC: p < 0.001; Patienten
wihrend Therapie vs. HC: p <0.001; 1630h Tag 2: Patienten vor Therapie vs. HC: p < 0.001; Patienten wahrend
Therapie vs. HC: p < 0.001. Weitere Abkiirzungen: ,,.Dex” bedeutet die orale Applikation von 1.5 mg

Dexamethason.

Tab. 15 Korrelation der MMP9 Expression und /L/R1 Expression in PTBS-Patienten der
DST-Kohorte

Diese Korrelationsanalysen nach Pearson schlieBen Expressionsanalysen von MMP9 und
ILIR]I zu den vier verschiedenen Zeitpunkten des DST ein. Statistisch signifikante Resultate: t,
p<0.1; *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001. Abkiirzungen: /L/RI: Interleukin-1 Rezeptor
1; MMP9: Matrix-Metalloproteinase-9.

ILIRI Expression

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3 Zeitpunkt 4

.§ Zeitpunkt 1 0.07 0.11 -0.04 -0.36
g Zeitpunkt 2 0.02 -0.06 -0.26 -0.38
g Zeitpunkt 3 0.22 0.21 -0.12 -0.52%*
§ Zeitpunkt 4 0.16 -0.01 -0.06 -0.15
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Tab. 16 Korrelation der MM P9 Expression und /L/R2 Expression in PTBS-Patienten der
DST-Kohorte

Diese Korrelationsanalysen nach Pearson schlieBen Expressionsanalysen von MMP9 und
ILIR?2 zu den vier verschiedenen Zeitpunkten des DST ein. Statistisch signifikante Resultate: t,
p<0.1; *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001. Abkiirzungen: /L/R?2: Interleukin-1 Rezeptor

2; MMP9: Matrix-Metalloproteinase-9.

ILIR?2 Expression

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3 Zeitpunkt 4

.g Zeitpunkt 1 -0.44* -0.29 -0.27 -0.49*
g Zeitpunkt 2 -0.46" -0.32 -0.41 -0.50%*
g Zeitpunkt 3 -0.50* -0.34 -0.52%* -0.60*
§ Zeitpunkt 4 -0.15 -0.11 -0.29 -0.06

Tab. 17 Korrelation der MMP9 Expression und /L6R Expression in PTBS-Patienten der DST-
Kohorte

Diese Korrelationsanalysen nach Pearson schlielen Expressionsanalysen von MMP9 und IL6R
zu den vier verschiedenen Zeitpunkten des DST ein. Statistisch signifikante Resultate: t, p <
0.1; *, p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001. Abkiirzungen: /L6R: Interleukin-6 Rezeptor;

MMPY: Matrix-Metalloproteinase-9.

IL6R Expression

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3 Zeitpunkt 4

=

£ Zeitpunkt 1 -0.03 0.11 0.38 0.24
n

o

E_ Zeitpunkt 2 0.05 0.48 -0.17 -0.15
=

X Zeitpunkt 3 -0.23 0.05 -0.06 -0.11
S

= Zeitpunkt 4 0.01 0.23 032 0.00
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Tab. 18 Korrelation der MMP9 Expression und 7NFR1 Expression in PTBS-Patienten der

DST-Kohorte

Diese Korrelationsanalysen nach Pearson schlieBen Expressionsanalysen von MMP9 und
TNFRI zu den vier verschiedenen Zeitpunkten des DST ein. Statistisch signifikante Resultate:
t,p<0.1; * p<0.05; ** p<0.01; *** p <0.001. Abkiirzungen: TNFRI: TNF-alpha Rezeptor
1; MMP9: Matrix-Metalloproteinase-9.

TNFRI1 Expression

-§ Zeitpunkt 1
wn
%)
2 Zeitpunkt 2
><
=
) Zeitpunkt 3
S
= Zeitpunkt 4

Zeitpunkt 1
-0.25
-0.27
-0.35

-0.04

Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3

0.17 -0.16
027 033
043t -0.46'
-0.08 0.15

Zeitpunkt 4
-0.27

-0.36

-0.51*

-0.26
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der TSST-Kohorte konnten fiir PTBS-Patienten und Kontrollprobanden keine signifikanten
Gruppenunterschiede oder signifikante Verdnderungen iiber die Zeit in der MMP9 Expression

nachgewiesen werden (Abb. 4A).

Bei der Untersuchung der DST-Kohorte konnten drei wichtige Beobachtungen gemacht
werden. Erstens, weibliche PTBS-Patientinnen wiesen im Vergleich zu gesunden
Kontrollprobanden eine erhohte MMP9 Expression nach Dexamethasongabe im Vollblut auf
(Abb. 4B). Zweitens, die MMP9 Hyperexpression trat parallel zu einer reduzierten Expression
des MMP-9-Inhibitors /L1R2 aufund konnte folglich durch diese hervorgerufen sein (Abb. 5B).
Drittens, die MMP9 Hyperexpression der Patientinnen zeigte sich unter erfolgreicher
Psychotherapie riickldufig (Abb. 4C).

Nach aktuellem Kenntnisstand ist diese Studie nach den 2019 und 2020 publizierten
Untersuchungen (Lima et al., 2019, Brahmajothi and Abou-Donia, 2020) die dritte Arbeit, die
die MMP9 Expression in PTBS-Patienten untersucht und zudem bislang die erste, die die

MMP9 Expression wihrend eines in-vivo DST erfasst.

Durch die Auswahl der zwei Studienmodelle, des TSST und des DST, konnte der Einfluss
unterschiedlicher Stressoren - eines sozialen Stressors und eines pharmakologischen Stressors
- untersucht werden. Das Beobachtungsintervall des TSST umfasste 1 h 45 min. Der DST
deckte einen ldngeren Beobachtungszeitraum von 22 h 30 min ab, wodurch auch langfristige

Veridnderungen ermittelt werden konnten.

5.2 MMP-9 in der Pathogenese der PTBS

Bisher untersuchten nur zwei Studien MMP-9 in an PTBS erkrankten Kollektiven. Lima et al.
verglichen die Proteinkonzentration von MMP-9 und anderen proinflammatorischen
Biomarkern nach Exposition mit einem psychosozialen Stressor im peripheren Blut von post-
Myokardinfarkt-Patienten mit und ohne Diagnose einer PTBS (Lima et al., 2019). Es ergab sich
kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit und ohne PTBS. Die MMP-9 Spiegel
der PTBS-Patienten blieben nach Stressexposition unveridndert. Im Gesamtkollektiv (PTBS-
Patienten und Kontrollprobanden) konnte jedoch ein leichter Anstieg in der MMP-9
Konzentration nachgewiesen werden (Lima et al 2019). Eine andere Studie zeigte in gesunden
Probanden dagegen eine Konzentrationsabnahme von MMP-9 im Anschluss an einen non-
TSST psychosozialen Stresstest (Szymanowski et al., 2011). Die Abweichungen der Ergebnisse
konnten durch Unterschiede im Abnahmezeitpunkt der Blutproben hervorgerufen worden sein.

Lima et al. fihrten die Blutentnahmen bereits 90 Minuten nach dem Stresstest durch,
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Szymanowski et al. erst am Folgetag nach 24 h. Ein kurzfristiger Anstieg konnte daher durch
das Protokoll der letztgenannten Studie nicht abgebildet worden sein. Zudem wurden
verschiedene Methoden zur Quantifizierung der MMP-9 Proteinkonzentration gewéhlt. Im
Falle von Lima et al. wurde ein Elektrochemilumineszenz-Assay mit einer unteren
Nachweisgrenze fiir MMP-9 von 0.011 ng/ml verwendet, verglichen mit einer Nachweisgrenze
von 0.31 ng/ml fiir den von Szymanowski et al. verwendeten Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Die zweite Studie von Brahmajothi et al. analysierte die MMP-9
Enzymaktivitit mittels Zymographie in Veteranen mit Diagnose einer PTBS und in gesunden
Veteranen. Es konnte eine gesteigerte MMP-9 Aktivitit in PTBS-Patienten gegeniiber

gesunden Kontrollprobanden dokumentiert werden (Brahmajothi and Abou-Donia, 2020).

Das zentrale Anliegen dieser Studie war es, ergéinzend zu den oben erwihnten Studien, die
Rolle von MMP-9 in der PTBS zu ergriinden und als potentiellen Biomarker fiir die Erkrankung
zu evaluieren. Es wurde eine durch Dexamethason induzierte erhdhte MMP9 Expression in

PTBS-Patientinnen gegeniiber gesunden Kontrollprobanden gefunden (Abb. 4 B,C).

Ein Grund fiir den Unterschied zu den Ergebnissen von Lima et al. (Lima et al., 2019) konnte
darin liegen, dass in der vorliegenden Studie die MMP9 mRNA-Expression und in der Studie
von Lima et al. dagegen die MMP-9 Proteinexpression analysiert wurde. Frithere Studien zur
peripheren MMP9 Expression in psychiatrischen Erkrankungen unterstiitzen die hier
beobachtete MMP9 Uberexpression (Abb. 4B,C) mit der Ausnahme, dass die Studien diese
teilweise auch unabhéingig von der Exposition mit einem Stressor nachwiesen (Vafadari et al.,
2016, Domenici et al., 2010). Hierbei wurde MMP-9 vor allem auch bei depressiven
Syndromen erforscht. Verschiedene Studien konnten erhohte MMP-9 Protein- und mRNA-
Spiegel in depressiven Patienten nachweisen (Domenici et al., 2010, Lutgendorf et al., 2008,
Bobinska and Szemraj, 2016). Yehuda et al. konnten eine Korrelation zwischen der MMP-9-
Expression und dem Schweregrad depressiver Symptomatik detektieren (Yoshida et al., 2012).
Shibasaki et al. konnten interessanterweise beobachten, dass Patienten, die nach
Elektrokrampftherapie (EKT) kein Rezidiv einer depressiven Symptomatik zeigten, eine
signifikante Abnahme von Serum-MMP-9-Spiegeln aufwiesen (Shibasaki et al., 2016).
Dariiber hinaus wurde im Tiermodell gezeigt, dass eine Inhibition von Mmp-9 im Bereich des
Hippocampus Stress-induzierte Verhaltensédnderungen, wie eine reduzierte soziale Exploration

und aggressives Verhalten, verhindern konnte (van der Kooij et al., 2014).

Die Auswirkungen einer erhdhten MMP9 Expression bei der PTBS und die Bedeutung, die
MMP-9 daher in der Pathogenese der Erkrankung moglicherweise zukommen konnte, werden
auch ersichtlich, wenn man die Funktion des Enzyms im Gehirn betrachtet. Wie schon erwéhnt,
kann MMP-9 die synaptische Plastizitét beeinflussen, indem es extrazelluldre Matrix degradiert
(Benson and Huntley, 2012, Stawarski et al., 2014) und Dendriten ausdiinnt. Eine Studie von
Michaluk et al. wies diesen Effekt in Nervenzellen des Hippocampus von transgenen Ratten

mit Uberexpression von autoaktivierenden Mmp-9 Mutanten nach (Michaluk et al., 2011). In
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einer anderen Studie im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine Angstkonditionierung
der Tiere die Mmp9 Transkription induzierte, begleitet von erhdhten Mmp-9
Proteinkonzentrationen in den drei Hirnarealen, die mafgeblich am Erlernen von Angst
beteiligt sind, der Amygdala, dem Hippocampus und dem préfrontalen Kortex (Ganguly et al.,
2013). Modifizierte synaptische Verkniipfungen in diesen Hirnarealen koénnten die
Verarbeitung angstinduzierender Ereignisse oder Traumata nachteilig beeinflussen (Furini et
al., 2014). Die Glucocorticoid-induzierte MMP9 Hyperexpression im Blut der PTBS-
Patientinnen (Abb. 4B,C) konnte auch im Gehirn bzw. in bestimmten Regionen des Gehirns
auftreten. MMP-9 konnte folglich das Prozessieren von traumaassoziierten Inhalten stéren und
ihr Wiedererleben fordern. Die hier durchgefiihrte Pearson-Korrelationsanalyse mit Nachweis
einer schwach bis moderat positiven, jedoch nicht signifikanten Korrelation (Tab. 14, r = 0.28,
p <0.269) der post-Dexamethason MMP9 Expression um 20.30 Uhr des ersten Tages des DST
mit dem CAPS-Subskalen Symptom ,,Wiedererleben‘ konnte ein weiterer Hinweis hierfiir sein.

Eine in mehreren Studien verfolgte Hypothese zur Rekonsolidierung von Gedéchtnisinhalten
(Przybyslawski and Sara, 1997, Przybyslawski et al., 1999, Nader et al., 2000) besagt, dass die
Reaktivierung von Erinnerungen durch pharmakologischen Einfluss unterbunden werden kann.
Beispielsweise zeigten Ratten nach Applikation des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801
(Przybyslawski and Sara, 1997) oder Gabe von Betarezeptorantagonisten (Przybyslawski et al.,
1999) ein reduziertes Erinnerungsvermdogen in kognitiven und emotionalen Experimenten. Eine
Studie von Brown et al. konnte durch Anwendung des Breitspektrum-MMP-Inhibitors FN-439
die Rekonsolidierung einer durch Stromstofl hervorgerufenen angstbesetzten Erinnerung in
Ratten erfolgreich unterbrechen (Brown et al., 2009). Eine 2017 von Bach et al. veroffentlichte
Studie zur pharmakologischen Inhibition von Erinnerungen bekréftigt dariiber hinaus die
Theorie einer Beteiligung von MMP-9 an der Prozessierung von Traumainhalten. In einem
Mausmodell wurde gezeigt, dass die pharmakologische Hemmung von Mmp-9 durch den
MMP-Inhibitor Doxycyclin die Entstehung von experimentell erworbenen angstvollen
Erinnerungen reduzierte (Bach et al., 2017). Die Autoren schlussfolgerten, dass die
medikament6se Inhibition von MMP-9 auch beim kontrollierten Reaktivieren einer Erinnerung
wihrend einer therapeutischen Sitzung hilfreich sein konnte. Falls die medikamentdse
Hemmung von MMP-9 auch im Menschen umsetzbar ist, konnte dieser Mechanismus in der
Behandlung der PTBS Anwendung finden.

5.3 Remission der MMP9 Expression durch psychotherapeutische
Behandlung — post-Dexamethason MMP9 als Biomarker

Im Ergebnisteil wurde bereits aufgezeigt, dass PTBS-Patientinnen nach 12 Wochen Trauma-

fokussierter Psychotherapie auf Dexamethasongabe nicht ldnger mit einer MMP9

Hyperexpression reagierten. Interessanterweise nahm auf psychopathologischer Ebene

gleichzeitig insbesondere die Héufigkeit des Wiedererlebens von Traumainhalten ab,
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ersichtlich an einem verminderten CAPS Subskalen Score (Tab. 13). Die psychotherapeutische
Behandlung konnte mafBgeblich an der Remission der Hyperexpression von MMP9 beteiligt
gewesen sein, da sich die medikamentdse Behandlung in diesem Zeitraum nicht gedndert hatte
(Tab. 13).

Daher erscheint es sinnvoll, Post-Dexamethason MMP9 als moglichen Biomarker fiir die PTBS
weiter zu verfolgen, zumal bislang wenige Marker fiir die PTBS existieren, die sich im
Therapieverlauf in Richtung der Kontrollprobanden verdndern. Ein beschriebener, nicht
serumbasierter, sondern bildgebungsbasierter Biomarker zum Monitoring des Therapieverlaufs
ist die Aktivitdt des ACC als Teil des PFC. Zwei Studien konnten mittels funktioneller MRT
(fMRT) nach erfolgreicher kognitiver Verhaltenstherapie bei PTBS-Patienten eine
Normalisierung im Sinne einer erhohten Aktivitit (Felmingham et al., 2007) bzw. einem
Volumenzuwachs in dieser Hirnregion (Bryant et al., 2008) nachweisen. Ein zweiter
therapeutischer Biomarker ist der auch in der Einleitung angesprochene BDNF. Unter einer
Therapie mit dem SSRI Escitalopram zeigte sich bei PTBS-Patienten mit geringeren BDNF-
Konzentrationen eine verstirkte Riickbildung der PTBS-Symptomatik (Berger et al., 2010).

Sofern die Dexamethason- und damit die HPA-Achsen-Aktivierungs-induzierte
Uberexpression von MMP9 und ihre Besserung wihrend der Partialremission der PTBS auch
in den relevanten Hirnregionen der PTBS-Patientinnen stattfinden sollte, konnte MMP9 nicht
nur einen potentiellen diagnostischen und Therapieverlaufsbiomarker fiir die PTBS darstellen,
worauf die hier gezeigten Ergebnisse hinweisen (Abb. 4C), sondern auch in der
Pathophysiologie der Remission der PTBS eine Rolle spielen. Diese Uberlegung legt die
Vermutung nahe, dass MMP-9 oder eines seiner Regulatoren ein potentielles drug target fiir

Traumafolgestdrungen sein konnte.

5.4 Einflussfaktoren der MMP9 Expression

5.4.1 Einfluss der HPA-Achsenreaktivitit auf die Dexamethason-induzierte MMP9
Hyperexpression bei PTBS-Patientinnen

Die bereits publizierten Ergebnisse der DST-Studie zur HPA-Achsen-Reaktion nach
Dexamethasongabe (Schubert et al., 2018) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
PTBS-Patienten und Kontrollprobanden und auch nicht bei PTBS-Patienten vor und wihrend
Therapie zeigen. Die Gruppen wiesen identische HPA-Antworten, d.h. identische Reaktionen
der Cortisol- und ACTH-Spiegel auf 1.5 mg oral verabreichtes Dexamethason auf (Schubert et
al., 2018). Es ist zu beachten, dass hierbei die Genexpressionsanalysen mit Blutproben
durchgefiihrt wurden, die in ein und demselben Blutentnahmeverfahren wie die zuvor
berichteten endokrinen Analysen gewonnen wurden. Die HPA-Achsen-Reaktivititstypen, die
Zaba et al. identifizieren (Zaba et al., 2015) und andere replizieren konnten (Wichmann et al.,
2017), traten in der untersuchten DST-Kohorte nicht auf (Schubert et al., 2018), mit hoher
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Wabhrscheinlichkeit aufgrund der unterschiedlichen Wirkung des pharmakologischen Stressors
im Vergleich zum sozialen Stressor. Der geringe Prozentsatz an Dexamethason-Non-
Respondern der DST-Studie ermdglichte keinen Vergleich der HPA-Achsen-Reaktivititstypen
(Schubert et al., 2018). Die Beobachtung der vorliegenden Studie, dass MMP9 mRNA in
Gruppen mit nahezu identischen DST-Ergebnissen unterschiedlich exprimiert wurde, legt
jedoch nahe, dass die MMP9 Genexpression im Blut unabhéngig vom Reaktivitétsphénotyp der
HPA-Achse war und die durch Dexamethason hervorgerufene akute Veridnderung der HPA-
Achsen-Funktion die MMP9 Expression modulierte. Studien, die die Frage -einer
Dexamethason-regulierten MMP-9 Expression untersuchten, beschreiben unterschiedliche
Ergebnisse. Das Resultat dieser Arbeit (Abb. 4B,C) deckt sich mit einer in-vivo Studie von
Berker et al. Die Autoren verglichen die MMP-9 Blutspiegel von Patienten mit Glucocorticoid-
produzierenden Nebennierentumoren mit den Spiegeln von Patienten mit hormoninaktiven
Tumoren. Die Patienten, die akut erhohten Glucocorticoid-Spiegeln durch den Tumor
ausgesetzt waren, wiesen auch hohere MMP-9 Spiegel auf (Berker et al., 2010). Auch Gelati et
al. zeigten, dass sowohl die Serumproteinkonzentration von MMP-9 als auch die MMP9
mRNA-Expression in den peripheren mononukledren Blutzellen von Patienten mit Multipler
Sklerose 21 Stunden nach Gabe von Methylprednisolon anstieg und nachfolgend wieder abfiel
(Gelati et al., 2002). Lutgendorf et al. beobachten eine zweifache Erhéhung der MMP-9
Expression in humanen Makrophagen von Tumorpatientinnen nach Hydrocortisongabe
(Lutgendorf et al., 2008). Dagegen wies eine Studie von Forster et al. in einer Endothelzelllinie
eine durch Glucocorticoide induzierte supprimierte MMP9 mRNA-Expression nach (Forster et
al., 2007). Cundall et al. konnten wiederum keinen Effekt von Glucocorticoiden auf die MMP-
9 Spiegel in neutrophilen Granulozyten asthmatischer Patienten feststellen (Cundall et al.,
2003). Die heterogene Studienlage zeigt die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen auf, um
die Beziehung zwischen Glucocorticoiden und MMP-9 genauer zu verstehen.

5.4.2 Einfluss der Zytokinrezeptoren auf die Dexamethason-induzierte MMP9
Hyperexpression bei PTBS-Patientinnen

Um eine mdgliche Beteiligung der Zytokinrezeptoren an der Dexamethason-induzierten MMP9
Hyperexpression der Patienten aufzuzeigen, wurde in einem ersten Schritt untersucht, ob basale
Unterschiede in den Zytokinrezeptorexpressionen bei PTBS-Patientinnen im Vergleich zu
gesunden Kontrollprobanden vorlagen. In einem zweiten Schritt wurde die Reaktion der
Rezeptorexpression auf die Dexamethasongabe analysiert.

Die basalen IL6R Expressionswerte der PTBS-Patientengruppe deckten sich mit den
Expressionswerten gesunder Kontrollprobanden (Abb. 5C). Damit unterschieden sich die hier
gezeigten Ergebnisse von bereits verdffentlichten einschldgigen Arbeiten. Maes et al.
berichteten tiber hohere Spiegel des 16slichen IL6R (sIL6R) bei Frauen im mittleren Lebensalter
mit akuter PTBS im Vergleich zu Frauen mit remittierter PTBS (Maes et al., 1999). Auch

Newton et al. wiesen in einer gemischtgeschlechtlichen Kohorte erhohte sIL6R-Spiegel bei
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PTBS-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden nach (Newton et al., 2014). Die
Diskrepanz zu den hier vorliegenden Ergebnissen konnte dadurch begriindet sein, dass in
beiden Arbeiten die IL6R Proteinexpression analysiert wurde, wohingegen in der vorliegenden
Arbeit IL6R mRNA-Expressionswerte erfasst wurden.

Fiir die TNFR1 Expression zeigten sich in der DST-Kohorte abweichende Expressionsniveaus
mit stark erniedrigten Werten in der Patientengruppe (Abb. 5D). In zwei Studien von
Himmerich et al. lagen die TNFRI1 Blutkonzentrationen bei PTBS-Patienten dagegen
unverdandert vor (Himmerich et al., 2016, Himmerich et al., 2015). Diese Differenz konnte
ebenfalls auf die Tatsache zuriickzufiihren sein, dass Himmerich et al. Proteinkonzentrationen

analysierten, wihrend hier die mRNA-Expressionsniveaus von TNFR1 quantifiziert wurden.

Die basalen Expressionswerte von /L/RI lagen in der Kontrollgruppe der DST-Studie leicht
erhoht vor (Abb. 5A). Diese Aussage beruht jedoch auf insgesamt sehr niedrigen
Expressionswerten des Rezeptors und vergleichsweise geringen Unterschieden. In einer Studie
zu perinatalen Hirnschidden lieB sich immunhistochemisch eine verstiarkte Expression sowohl
von MMP-9 als auch von IL-1RI1 in geschidigten Arealen der weilen Hirnsubstanz im
Vergleich zu gesunden Arealen nachweisen (Girard et al., 2010). Die fiir IL-1 beta in der
Literatur beschriebene MMP-9-induzierende Wirkung koénnte in der letztgenannten Studie
durch Signaltransduktion iiber den IL-1R1 fiir die verstirkte Expression von MMP-9

verantwortlich gewesen sein.

In der Analyse von /LIR?2 fiel ausgehend von dhnlichen basalen Expressionswerten der post-
Dexamethason Anstieg des Rezeptors bei PTBS-Patientinnen gegeniiber Kontrollprobanden
stark vermindert aus (Abb. 5B). Dagegen konnte in einer Studie von Guardado et al. in
Microarrays eine verstirkte Expression von /L/R2 bei Kriegsveteranen mit PTBS im Vergleich
zu Veteranen ohne PTBS dokumentiert werden (Guardado et al., 2016). Der Unterschied der
Ergebnisse konnte durch die Methodik mit Einsatz einer Hochdurchsatzanalyse in einem
kleinen Kollektiv und ggf. auch durch einen Einfluss des Geschlechts bedingt sein, da Guardado
und Kollegen im Gegensatz zu der hier durchgefiihrten Studie ménnliche PTBS-Patienten

einschlossen.

Eine weitere Microarray-Studie, die Blut-mRNA-Profile von gesunden Probanden vor und nach
der Einnahme von 1.5 mg Dexamethason verglich, zeigte, dass /L/RI und ILIR2, aber nicht
IL6R und TNFR1 zu den Dexamethason-regulierten Genen gehdren. Die Expression von /L/R2
wurde dabei am zweithdufigsten von allen untersuchten Genen induziert (Menke et al., 2014).
Ahnliche Beobachtungen konnten auch im Rahmen dieser Studie gemacht werden (Abb. 5
A,B,C,D). IL6R und TNFRI zeigten im Patienten- und Kontrollkollektiv keine Verdnderung
ihrer Expression nach Dexamethasongabe (Abb. 5C,D). Die geringfiigige Zunahme der IL/R]
Expression direkt im Anschluss an die Dexamethasongabe erwies sich fiir alle Gruppen als
nicht signifikant (Abb. 5A). Die ILIR2 Expression zeigte bei gesunden Kontrollprobanden
jedoch einen deutlichen und statistisch hochsignifikanten Anstieg (Abb. 5B). Eine Studie, in
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der PhD-Studenten psychologischem Stress ausgesetzt wurden, fand ebenfalls eine verstirkte
Expression von IL-1R2 (Morita et al., 2005).

IL6R, ILIRI und TNFRI scheinen an der Induktion der Post-Dexamethason MMP9
Hyperexpression hochstwahrscheinlich nicht beteiligt zu sein, da sie keine signifikante
Reaktion auf die Dexamethasongabe zeigten. Die fehlende MMP-9-stimulierende Wirkung von
TNFRI konnte die MMP9 Hyperexpression nicht verhindern. Grund hierfiir konnte ein
mutmallicher Anstieg von IL-1 beta sein. Eine Studie von Chattopadhyay et al. konnte belegen,
dass IL1-beta in TNFRI/TNFR2-Knockout-Miusen eine nahezu unverinderte MMP-9
Expression aufrechterhielt (Chattopadhyay et al., 2007). Die Analysen zur Expression von
ILIRI (Abb. 5A) und die ergdnzend durchgefiihrten Pearson-Korrelationen der Expression von
ILIRI und MMPY (Tab. 15) konnen diese Hypothese jedoch nicht bestétigen.

Die Expression von ILI/R2 unterschied sich deutlich von der Expression der {iibrigen
Rezeptoren. Wie schon in der Einleitung erwéhnt, wirkt IL-1R2 als MMP-9-Inhibitor. Die
verminderten [L/R2 Expressionsspiegel der Patientinnen im Vergleich zu gesunden
Kontrollprobanden kdnnten im Riickschluss zur post-Dexamethason MMP9 Hyperexpression
beigetragen haben. Korrelationsanalysen nach Pearson ergaben ebenfalls eine insgesamt
inverse Korrelation mit moderatem bis starkem Zusammenhang zwischen der MMP9 und der
ILIR2 Expression der PTBS-Patienten mit signifikanten Ergebnissen fiir mehrere Zeitpunkte
des DST. MMP9 Spiegel im Zeitpunkt 2 nach Dexamethasongabe, um 20.30 Uhr des ersten
Tages, korrelierten invers mit /L/R2 Spiegeln im Zeitpunkt 1, um 18.00 Uhr des ersten Tages
(Tab. 16, r = -0.46, p < 0.056), Zeitpunkt 3, um 15.00 Uhr des zweiten Tages (Tab. 16, r = -
0.52, p < 0.094) und Zeitpunkt 4, um 16.30 Uhr des zweiten Tages (Tab. 16, r = - 0.50, p <
0.034). Der ILIR2 scheint aber nicht mit der behandlungsinduzierten Teilremission der
Hyperexpression assoziiert zu sein, da Patientinnen nach Therapie weiterhin erniedrigte /L/R2
Spiegel aufwiesen (Abb. 5B).

Zusammenfassend ergaben sich keine Hinweise fiir einen signifikanten Einfluss von IL/R],
IL6R oder TNFR1 auf die MMP9 Expression. Die verminderten /L/R2 Spiegel der Patientinnen
und die damit eingeschrankte Inhibition der MMP9 Expression konnte jedoch fiir die post-

Dexamethason MMP9 Hyperexpression mitverantwortlich sein.

5.5 Limitationen

Wie die meisten bisher vorgeschlagenen Biomarker ist auch MMP9 derzeit noch weit von der
klinischen Anwendung entfernt. Zum einen ist eine Replikation der Ergebnisse in einer
groferen Kohorte notwendig. Zum anderen erscheint die Differenzierung schwierig, inwieweit
die MMP9 Verdnderungen tatsdchlich der PTBS-Symptomatik und nicht etwa einer
komorbiden depressiven Verstimmung der Patienten (Tab. 12) zuzuordnen sind. Die
biologischen Merkmale vieler psychischer Erkrankungen {iiberlappen sich, weshalb die

Bestimmung einer krankheitsspezifischen Variante schwerfallt (Schmidt et al., 2013b). Dies ist
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sicherlich auch darauf zuriickzufiihren, dass bis dato und auch in der vorliegenden Arbeit nach
biologischen Aquivalenten psychopathologischer Syndrome und nicht nach denen einzelner
Symptome gesucht wurde. Es ist zu erwarten, dass Kohorten, die von Expertengremien nach
phénotypischen Merkmalen zusammengestellte Diagnosekriterien erfiillen, eine hohe Varianz
in ihren krankheitsassoziierten biologischen Verdnderungen aufweisen (Schmidt, 2015). Die
fehlende Verdnderung in der depressiven Symptomatik der PTBS-Patienten des DST im
Therapieverlauf, ersichtlich an einem nicht signifikant veranderten BDI-Score vor und wéhrend
der Therapie (Tab. 13), macht den Einfluss einer komorbiden depressiven Symptomatik jedoch

unwahrscheinlich.

Mit den ausschlieBlich weiblichen PTBS-Patienten-Kohorten sowie der ausschlieBlich
weiblichen Kontroll-Kohorte der DST-Studie sollte der Einfluss des Geschlechts auf die
Expressionswerte kontrolliert werden. Allerdings konnten nicht geniigend weibliche Probanden
fir die DST-Kontrollprobandenstichprobe rekrutiert werden, sodass zwei ménnliche
Kontrollprobanden eingeschlossen wurden. Geschlechtsspezifische Unterschiede fiir
biologische Verdnderungen in psychiatrischen Erkrankungen, wie etwa die Modulierung der
HPA-Achse, wurden in mehreren Studien beschrieben (Vamvakopoulos and Chrousos, 1993,
Rhodes and Rubin, 1999). Carpenter et al. stellten beispielsweise fest, dass weibliche
Nachkommen nach Exposition mit prinatalen Stressoren eine verstirkte HPA-Achsen-
Reaktivitit im Vergleich zu Ménnern aufwiesen (Carpenter et al., 2017). Andere Studien
fitlhrten die Heterogenitit von Ergebnissen im DST ebenfalls auf einen moglichen Einfluss des
Geschlechts zuriick (Sandner, 2017). Die Rolle des biologischen Geschlechts auf die MMP9
Expression in psychiatrischen Erkrankungen wurde bisher nur duferst unzureichend erforscht.
In einer an Depression erkrankten Kohorte konnten Carboni et al. geringe, aber signifikant
erhohte MMP9 Werte bei méannlichen Patienten im Vergleich zu weiblichen Patienten
feststellen (Carboni et al., 2019).

Sonstige Einschrdnkungen der Studien ergaben sich aus der relativ kleinen Stichprobengrofe,
aus der Medikation einiger Patienten und dem Fehlen einer Kohorte traumatisierter
Kontrollprobanden. Letztere konnte kldren, ob die beobachteten Effekte krankheitsspezifisch
fiir das PTBS-Syndrom auftreten oder auch im Rahmen einer Traumatisierung ohne PTBS-
Syndrom vorkommen. Die medikamentdse Behandlung bedingt Einschrédnkungen, da hierdurch
insbesondere die Immunparameter und HPA-Achse beeinflusst werden konnen (Hannestad et
al., 2011). Da die Patientinnen jedoch eine stark ausgepriagte PTBS-Symptomatik aufwiesen,
war der Verzicht auf eine medikamentdse Behandlung ethisch nicht zu vertreten. Um dennoch
medikamentenunabhingige Effekte erfassen zu konnen, wurden in die DST-Teilstichprobe
lediglich Patientinnen eingeschlossen, deren Medikation im Beobachtungszeitraum
unverdndert blieb (Tab. 13). Die Analyse einer nicht medikamentds behandelten PTBS-

Patientengruppe wire jedoch eine sinnvolle Ergéinzung fiir zukiinftige Untersuchungen.
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Limitationen in den molekulargenetischen Verfahren zeigten sich vor allem in der
Expressionsanalyse von /LR 1. Diese Studie liefert soweit eruierbar die ersten Daten zur /L/R1
Expression in der PTBS, die nicht durch Microarrays erhoben wurden. Trotz adiquater
Handhabung der Proben konnten im Vergleich zu anderen Rezeptoren fiir /L/R1 jedoch nur
sehr niedrige Expressionswerte nachgewiesen werden. Dies konnte einerseits auf eine
tatsdchlich stark verminderte in-vivo-Expression zuriickzufiihren sein, andererseits an der
fehlenden Tauglichkeit der Methoden liegen, den Rezeptor in addquaten Konzentrationen zu
detektieren. Zwei Studien verwendeten den gleichen PCR-Primer zur Erfassung der Expression
von [LIRI, jedoch nicht in humanen Vollblutproben, sondern in kultivierten humanen
Fibroblasten (King et al., 2014) und Neuroblasten (Pang et al., 2012). Eine weitere Studie bei
1846 Teilnehmern der Framingham Offspring-Kohorte untersuchte die /L/R1 Expression in
aus Blutproben isolierten Blutpldttchen und Leukozyten mittels Hochdurchsatz-RT-PCR
(Freedman et al., 2010). Eine adéquat vergleichbare Studie zu den hier durchgefiihrten /L/R1
mRNA-Expressionsanalysen fehlt daher. Es wire niitzlich, die Untersuchungen fiir /L/R1, ggf.

unter Verwendung eines anderen PCR-Primers, zu wiederholen.

5.6 Ausblick

Fiir potentielle PTBS-Biomarker, insbesondere Therapiemonitoring-Marker, wurde bisher
keine praktische Anwendbarkeit berichtet. Daher sind insbesondere Studien zu blutbasierten
Markern sinnvoll, da diese im Vergleich zu Analysen von Hirnfunktionen und Hirnvolumina
(Bryant et al., 2008, Felmingham et al., 2007) auch fiir gro8e Stichprobengroen einfacher und

kostenglinstiger umzusetzen wiren.

Aufgrund von beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschieden in psychiatrischen
Erkrankungen und naheliegenden geschlechtsspezifischen Unterschieden in der MMP-9
Expression, die bereits in einer Studie fiir depressive Patienten belegt werden konnten (Carboni
et al., 2019), sollten die Ergebnisse in einer Kohorte mit ménnlichen PTBS-Patienten

reproduziert werden.

In der vorliegenden Studie konnte keine Assoziation der MMP9 Expression zum HPA-
Achsenreaktivitétstyp erfasst werden, aufgrund der Glucocorticoid-Induzierbarkeit ist MMP-9
jedoch mit der HPA-Achse verbunden. Die HPA-Achse wurde bereits als erfolgreicher
Ansatzpunkt in der Behandlung der PTBS diskutiert (Yehuda et al., 2014, Yehuda et al., 2013a).
Néhere Analysen zur Interaktion zwischen MMP-9 und der HPA-Achse erscheinen daher

ebenfalls sinnvoll.

Ein weiterer vielversprechender Ansatz zur Erforschung des molekularen Mechanismus, der
der Post-Dexamethason-Hyperexpression von MMP-9 in der PTBS zugrunde liegt, wire die
Analyse der IL-1R-Regulatoren wie IL1IRA oder Toll Interleukin-1 Rezeptor 8 (TIR8) mittels
molekularbiologischer Methoden (Dinarello, 2013).
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Erginzend sollte mittels Tiermodell basierter Studien untersucht werden, ob die
Dexamethason- und damit HPA-Achsen-Aktivierungs-induzierte Uberexpression von MMP-9
und ihre Besserung wihrend der Partialremission der PTBS auch in den relevanten

Hirnregionen der PTBS-Patienten stattfindet.

Um aufzuzeigen, ob die Post-Dexamethason MMP9 Hyperexpression eine Auswirkung der
PTBS darstellt oder durch Traumatisierung allgemein hervorgerufen wird, ist auch der

Einschluss einer Gruppe traumatisierter Kontrollprobanden anzustreben.

Eine entscheidende Frage fiir zukiinftige klinische Studien bleibt, ob die medikamentdse
Hemmung von MMP-9 im Menschen moglich ist und auf die gleiche Weise der Konsolidierung
von angstassoziierten Erinnerungen vorbeugen kann. Tetracyclin-Antibiotika, die als MMP-
Inhibitoren fungieren, konnten dann zur Privention bei potentiell exponierten Personen genutzt
werden (Bach et al., 2017).
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6  Zusammenfassung

Das komplexe Krankheitsbild der Posttraumatischen Belastungsstorung (PTBS), die hdufigen
Komorbidititen und die bislang nur in wenigen Aspekten verstandene Pathophysiologie
erschweren die Diagnosestellung und Therapie dieser Erkrankung. Es ist daher notwendig,
objektivierbare Biomarker fiir die PTBS zu etablieren. In der vorliegenden Studie wurde das
Enzym Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) als ein moglicher Biomarker untersucht. Fiir die
Proteinase wurde bereits ein Zusammenhang mit unterschiedlichen psychiatrischen
Erkrankungen nachgewiesen. Dariiber hinaus bewirkte die pharmakologische Inhibition von
MMP-9 im Tiermodell die Reduktion experimentell erworbener angstvoller Erinnerungen
(Bach et al., 2017).

Die Genexpression von MMP-9 und einiger seiner Regulatoren, ndmlich von vier
Zytokinrezeptoren, wurde im Vollblut von zwei Kohorten von PTBS-Patientinnen im Vergleich
zu gesunden Kontrollprobanden untersucht, die zwei unterschiedlichen Stressexperimenten
unterzogen wurden: In der Trier Social Stress Test (TSST) Studie, in der die Teilnehmer einem
sozialen Stressor ausgesetzt worden sind, wurden 21 PTBS-Patientinnen mit 11 nicht-
traumatisierten  gesunden Kontrollprobanden verglichen. In der Dexamethason-
Suppressionstest (DST) Studie, die das niedrig dosierte Glucocorticoid Dexamethason als
pharmakologischen Stressor verwendete, wurden 19 PTBS-Patientinnen mit 13 gesunden
Kontrollprobandinnen verglichen. AbschlieBend wurden 10 Patientinnen der DST-Kohorte vor
und nach erfolgreicher Psychotherapie verglichen, um einen moglichen Effekt der Therapie und
damit der Teilremission des PTBS-Syndroms auf die Expression der flinf untersuchten Gene

zu erfassen.

Die Untersuchungen in der TSST-Kohorte zeigten, dass die Expression von MMP9 nicht durch
psychosozialen Stress verdndert werden konnte, und dass sich die basale und die Post-Stress
MMP9 Expression nicht signifikant zwischen PTBS-Patientinnen und Kontrollprobanden
unterschied. Entsprechend zeigten auch die PTBS-Patientinnen der DST-Kohorte im Vergleich
zu den Kontrollprobanden eine unverinderte basale MMP9 mRNA-Blutkonzentration.
Interessanterweise stiegen die MMP9 mRNA-Spiegel im Blut der PTBS-Patientinnen nach
Gabe von Dexamethason jedoch deutlich iiber die der gesunden Kontrollprobanden an. Diese
Dexamethason-induzierte MMP9 Uberexpression war mit erfolgreicher psychotherapeutischer
Behandlung riickldufig und trat parallel zu einer reduzierten Induktion des MMP-9-Inhibitors
ILIR2 auf, die sich allerdings mit der Teilremission der PTBS nicht zuriickbildete.
Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals die Expression von MMP9 im
Blut von PTBS-Patienten auf mRNA-Ebene im Verlauf einer Behandlung sowie eines DST
untersucht. Die Ergebnisse lassen den Riickschluss zu, dass sich Post-Dexamethason MMP9
Vollblut-mRNA-Konzentrationen als diagnostischer und als Therapieverlaufs-Biomarker fiir
die PTBS eignen konnten. Die hier présentierte Studie ist durch die relativ kleine Stichprobe

und das Fehlen von traumatisierten Kontrollprobanden limitiert.
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