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1  Einleitung  

 

1.1 Überblick 

 

In den vergangenen fünf Jahrzehnten konnten auf dem Gebiet der Neurowissenschaften 

rasante Fortschritte erzielt werden (1). Bis in die 1950iger Jahren waren nur die zwei 

verschiedenen Neurotransmitter Acetylcholin und Noradrenalin bekannt. Später konnte 

dann auch noch die Botenstofffunktion der biogenen Amine, wie Serotonin, Dopamin, 

Histamin geklärt werden und man fand heraus, dass auch Aminosäuren wie γ-

Aminobuttersäure (GABA), Glutamat und Glycin Wirkungsweisen von 

Neurotransmittern besitzen. In den 1970iger Jahren wurden schließlich auch Peptide 

beschrieben, welche als Botenstoffe im Nervensystem fungieren. Die große Gruppe 

dieser Peptide, welche beispielsweise Substanz P und die Enkephaline einschließt, 

wurde Neuropeptide genannt. Die neuesten Entdeckungen auf dem Gebiet der 

Neurotransmitter sind D-Aminosäuren und gasförmige Botenstoffe, wie 

Kohlenstoffmonoxid (CO) und Stickstoffmonoxid (NO) (2). Schon 1980 beobachteten 

Furchgott und Zawadzki, dass durch die Stimulation von Gefäßendothel mit 

Acetylcholin ein Faktor freigesetzt wurde, der die Muskulatur des Gefäßes zum 

Erschlaffen brachte (3). Diesen Faktor nannten sie Endothelium-derived relaxing factor 

(EDRF), welcher später von Ignarro et al. als NO identifiziert werden konnte (4). Die 

außerordentliche Bedeutung ihrer wissenschaftlichen Arbeit spiegelt sich in der 

Tatsache wider, dass R.F. Furchgott, L.J. Ignarro und F. Murad im Jahre 1998 hierfür 

der Nobelpreis verliehen wurde. Stickoxid wird vom Körper in zahlreichen Organen 

produziert und erfüllt ganz unterschiedliche Aufgaben. Unter anderem spielt es eine 

Rolle in der Immunabwehr, bei der Dilatation von Blutgefäßen und vermutlich auch 

beim Lernen und dem Gedächtnis (2). Außerdem gibt es Hinweise, dass NO auch bei 

verschiedenen Krankheitsbildern eine Rolle spielt, so zum Beispiel bei 

Reperfusionsschäden nach einem Schlaganfall (5). Auch bei verschiedenen 

psychiatrischen Erkrankungen scheinen Fehlregulationen im nitrinergen System 

vorhanden zu sein (6-8). Das bedeutet, dass NO sowohl wichtige physiologische 

Funktionen im Körper erfüllt, aber auf der anderen Seite auch eine Rolle bei 
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verschiedenen pathologischen Prozessen hat. Deswegen ist es von großem Interesse, 

mehr über die Aufgaben von NO im menschlichen Körper herauszufinden. 

 

1.2 NO-Synthasen 

 

Produziert wird das NO von drei isoformen Enzymen, der neuronalen NO-Synthase 

(nNOS, NOS-I) (9), der induzierbaren NOS (iNOS, NOS-II) (10) und der endothelialen 

NOS (eNOS, NOS-III) (11), welche allesamt zur Familie der Cytochrom-P450-Enzyme 

gerechnet werden. Die drei Enzyme unterscheiden sich in ihrer Struktur, den benötigten 

Kofaktoren, der Lokalisation in der Zelle sowie der gewebsspezifischen Verteilung. Im 

Folgenden werden einige wichtige Unterschiede der drei Isoformen dargestellt.  

 

 

1.2.1 NOS-I 

 

Die neuronale Isoform der NOS wird in ihrer Aktivität durch die freie intrazelluläre 

Calciumkonzentration und das Calcium bindende Calmodulin (CaM) reguliert. 

Ungefähr 1% aller Neuronen im menschlichen Gehirn exprimieren NOS-I, aber fast 

jede Nervenzelle erhält Input von den NOS-haltigen Neuronen (12). Die Aktivität der 

neuronalen Form der NOS wird aber nicht nur durch die intrazelluläre 

Calciumkonzentration, sondern auch über Interaktionen mit verschiedenen Proteinen 

reguliert. Der N-Terminus des Enzyms bindet via PDZ-PDZ Interaktionen an PSD95 

und PSD93 (Postsynaptic density proteins) und somit an den NMDA-Rezeptor, so dass 

bei dessen Aktivierung durch Glutatmat der lokale Calcium-Einstrom NOS-I direkt 

aktivieren kann (13). Die weiteren Schritte zur NO-Produktion werden unter Punkt 1.3 

allgemein beschrieben. Proteine, die mit den PSD-Proteinen um die PDZ Domäne der 

NOS-I konkurrieren, sind strukturelle Regulatoren der NO Produktion. Solche Proteine 

sind NOS-I AP (NOS-I Adapterprotein; früher CAPON, C-terminal PDZ ligand of 

NOS-I) und PIN (Protein inhibitor of NOS-I). Zunächst wurde angenommen, dass PIN 

die NOS-I inhibieren würde, indem es die Ausbildung von Dimeren, welche zur 

Aktivierung des Enzyms unerlässlich ist, verhindert (14). Dies ließ sich allerdings nicht 

replizieren (15). Mittlerweile geht man davon aus, dass PIN zur Familie der Dynein 
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Leichtketten gehört, welche für intrazelluläre Transportvorgänge verantwortlich sind, 

weshalb PIN mittlerweile den offiziellen Namen Dynein light chain 8 hat (LC8, DLC1). 

Man konnte zum Beispiel in menschlichen Mastzellen zeigen, dass PIN an NOS-I 

bindet und diese inhibiert, der genaue molekulare Mechanismus ist aber weiter nicht 

bekannt (16). Auch scheint PIN in vivo eine Rolle bei der Insulinfreisetzung zu spielen 

und die Produktion von Sauerstoffradikalen durch NOS-I zu inhibieren (17,18). NOS-I 

AP interagiert mit der PDZ Domäne von NOS-I und spaltet bei Überexpression PSD95-

NOS-I-Komplexe. Auch koppelt NOS-I AP die NOS-I an Dexras1, welches eine kleine 

GTPase ist, die als second messenger der NOS-I fungiert (19). Mittlerweile gilt NOS1 

AP auch als Kandidatengen für Schizophrenie und bipolar-affektive Psychosen. 

Mehrere Linkage-Analysen zeigen positive Kopplungsbefunde für die oben genannten 

psychiatrischen Erkrankungen mit dem NOS1 AP-Locus auf Chromosom 1 (20,21). 

Man findet NOS-I außer in Neuronen auch in Herzmuskelzellen, Skelettmuskelzellen 

und in Zellen der Adventitia von nervenversorgenden Gefäßen (22). Außerdem wurde 

das Enzym auch in den β-Zellen des Pankreas, im Bronchialepithel und in Mastzellen 

detektiert (23). 

 

 

1.2.2 NOS-II 

 

Im Gegensatz zur NOS-I und NOS-III ist die Aktivität der induzierbaren Form der NOS 

nicht Calcium abhängig, sie bindet Calcium-Calmodulin unabhängig von dem 

intrazellulären Calcium-Spiegel. Über Interaktionen mit Proteinen weiß man sehr viel 

weniger als bei den anderen Isoformen. NOS-II produziert NO hauptsächlich um 

Bakterien und maligne Zellen abzuwehren, jedoch weniger zum Zweck der 

Signalübermittlung. Stimuli für die Expression der NOS-II sind pro-inflammatorische 

Mediatoren wie Lipopolysaccharide, Tumor-Nekrose-Faktor α, Interleukin-1 und 

Interferon γ. Vermutlich ist fast jede Zelle in der Lage die NOS-II zu exprimieren, 

gefunden wurde das Enzym jedoch zuerst in Makrophagen. Es konnte dann auch noch 

in zahlreichen anderen Gewebearten nachgewiesen werden (23). 

 

 



 4 

1.2.3 NOS-III 

 

Im Grundzustand, das heißt nicht aktiviert, bindet die NOS-III an Caveolin-1, welches 

das strukturgebende Protein von Caveolae ist. Caveolae sind Strukturen, die sich in der 

Oberflächenmembran von Zellen befinden und an denen viele Signalwege reguliert 

werden. Wenn dann externe Stimuli wie Bradykinin, Acetylcholin, Thrombin oder 

VEGF (vascular endothelium growth factor) an ihre jeweiligen Rezeptoren binden und 

somit den intrazellulären Calciumspiegel in den Endothelzellen anheben, bildet sich 

Calcium-Calmodulin (CaM). Dieses verdrängt NOS-III aus seiner Bindung mit 

Caveolin-1 und aktiviert somit das Enzym. HSP90 (heat shock protein 90) bindet NOS-

III und erleichtert die CaM abhängige Trennung von Caveolin und vermittelt die 

Interaktion zwischen NOS-III und der Proteinkinase B/akt (24,25). Außer in 

Endothelzellen wurde die NOS-III auch in Neuronen gefunden (23), wobei sich dieser 

Befund jedoch bislang nicht replizieren ließ. 

 

 

1.3 Enzymatischer Reaktionsablauf 

 

NO wird von den NO-Synthasen aus L-Arginin hergestellt, welches zu L-Citrullin 

umgesetzt wird. Als Kofaktoren dieser Reaktion werden NADPH 

(Nicotinadenindinukleotidphosphat) als Elektronendonor, FAD 

(Flavinadenindinukleotid) und FMN (Flavinmononukleotid) als Elektronenshuttle und 

Häm als Sauerstoff- und Substratbindungsstelle der mischfunktionellen Oxygenase 

benötigt. Weitere Kofaktoren sind Calcium-Calmodulin und H4Bip 

(Tetrahydrobiopterin) (26,27). Der schematische Ablauf soll hier lediglich an einem 

Beispiel erläutert werden. 

Die Produktion von NO durch die NOS-I wird beispielsweise dadurch in Gang gesetzt, 

dass Glutamat an einen NMDA-Rezeptor an der Zellmembran bindet (wobei jedoch 

eine Vielzahl von Signalwegen an NOS gekoppelt sein kann). Hier kommt es zum 

Öffnen eines Ionenkanals und nachfolgendem Calcium-Einstrom in die Zelle. Calcium-

Calmodulin (CaM) bindet sich an NOS, aktiviert das Enzym und es werden zunächst 

Elektronen von NADPH zu FAD und FMN und dann auf die Hämgruppe des Enzyms 
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übertragen. Dort geht dann in zwei weiteren Reaktionsschritten die Umsetzung von L-

Arginin in L-Citrullin sowie NO vonstatten (28,29). Wie weiter oben bereits erwähnt 

wurde, bestehen natürlich Unterschiede zwischen den Isoformen in den Einzelheiten der 

Aktivierung und Inaktivierung sowie den interagierenden Proteinen.  

 

 

1.4  NO-Rezeptoren 

 

Der wichtigste Rezeptor und damit second messenger von NO ist die lösliche 

Guanylylcyclase (sGC) (30). NO komplexiert das Eisen der Hämgruppe der sGC und 

aktiviert somit das Enzym. Die sGC wandelt GTP (Guanosintriphosphat) in cGMP 

(zyklisches Guanosinmonophosphat) um, welches wiederum in der Lage ist, 

Aktivitätszustände von Proteinkinasen und die Struktur von Ionenkanälen zu steuern. 

Auch scheint NO über S-Nitrosylierung Signalwege beeinflussen zu können (31,32).  S-

Nitrosylierung ist neben der länger bekannten Phosphorylierung ein wichtiger 

posttranslationaler Mechanismus, der eine Rolle bei der Regulation vieler verschiedener 

Proteine spielt (33).    

 

 

1.5  Nos Knockout /-down Mäuse 

 

Um zu erforschen, welche Aufgaben NO und die NOS im Organismus erfüllen, wurden 

Knockout-Mausmodelle für die drei Isoformen generiert (34-36). Im Folgenden soll 

kurz auf die Phänotypen der drei verschiedenen Knockout /-down (ko bzw. kd) Mäuse 

eingegangen werden. Siehe für eine Zusammenfassung auch Tabellen 1.1 und 1.2.  

 

 

1.5.1 Nos1 Knockdown Maus 

 

Für die neuronale Isoform gibt es streng genommen keine Knockout Maus, sondern 

lediglich eine Knockdown (kd) Maus, da bei den Mutanten Exon 1 deletiert wurde und 

es durch die Expression alternativer Spliceformen zu einer residuellen Expression des 
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Enzyms mit auf ca. 6-10 % reduzierter Aktivität kommt. Diese kd Tiere haben 

vergrößerte Mägen mit einem hypertrophen Pylorus sowie ebenfalls hypertrophe 

Ringmuskulatur (34). Außerdem zeigen sie eine Insulinresistenz (37), linksventrikuläre 

Hypertrophie (38) und komplexe Verhaltensauffälligkeiten (39). Zu letzteren zählt ein 

vermehrt aggressives Verhalten der Männchen sowohl in der Gruppe als auch bei einem 

sog. resident-intruder test (40), bei dem ein Tier in einen Käfig gesetzt wird (der 

„resident“) und nach einer gewissen Habituationszeit ein zweites Tier (der „intruder“) 

dazu gesetzt wird. Die Aggressivität des „residents“ ist normalerweise höher, wenn er 

bei seiner Familie lebt und sich diese auch im Käfig befinden. Auch fallen die 

Männchen der Nos1 kd Maus durch exzessive sexuelle Aktivität auf. Die Weibchen 

dagegen zeigen verminderte mütterliche Aggression im Vergleich zu Wildtypen. 

Ebenso sind die Nos1 kd Mäuse weniger ängstlich als die Wildtypen (40). Zu den 

neurologischen Auffälligkeiten zählt eine bei Nacht geringere Koordinationsfähigkeit 

als bei den Wildtypen, bei Tag zeigen sich hingegen keine Unterschiede (41). Auf 

Rezeptorebene fand man hypofunktionale 5-HT1A- und 5-HT1B-Rezeptoren sowie einen 

erniedrigten Serotonin-Umsatz im Frontalhirn mit konsekutiv erhöhter Serotonin-

Konzentration (42). Auch gibt es Hinweise auf eine Beteiligung des nitrinergen Systems 

bei den neurobehaviouralen Effekten von Alkoholkonsum. So konnte gezeigt werden, 

dass die kd Mäuse durch Alkohol weniger sediert waren und sich schneller vom 

Alkoholgenuss erholten als die Wildtypen (43). Darüber hinaus scheint das räumliche 

Lernen bei den Nos1 kd Tieren vermindert zu sein. Hierauf wird bei Punkt 1.6.1.1 

nochmals ausführlicher eingegangen.  

 

 

1.5.2 Nos2 Knockout Maus 

 

Diese Tiere zeigen in Abwesenheit von pathogenen Faktoren und assoziierten 

inflammatorischen Stimuli außer einer beeinträchtigten NO Produktion in Makrophagen 

keine Auffälligkeiten (22).  
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1.5.3 Nos3 Knockout Maus 

 

Diese Tiere leiden unter Bluthochdruck, wodurch eine Rolle von NOS-III in der 

Regulation des Blutdruckes wahrscheinlich ist (35). Außerdem zeigten mehrere Studien, 

dass diese Mäuse unter anderem eine verminderte Herzfrequenz im Wachzustand, eine 

beeinträchtigte Angiogenese, Insulinresistenz und altersabhängige linksventrikuläre 

Hypertrophie haben. Viele der Tiere versterben bereits kurz nach der Geburt, meist 

wegen kardiovaskulärer Fehlbildungen (44). Auch im Verhalten zeigen sich die Nos3 

ko Mäuse auffällig. So zeigen sie eine verminderte Aggressivität (45) und es wurde bei 

ihnen eine erhöhte Angstbereitschaft und ein besseres Lernvermögen im Morris Water 

Maze festgestellt (46). Im Gehirn der Mäuse fand man einen gesteigerten Dopamin-

Umsatz im Striatum und sowohl dort als auch im frontalen Kortex einen erhöhten 

Serotonin-Umsatz (47).  
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Untersuchung  Nos1 Knockdown Tiere Nos3 Knockout Tiere 
Aktivität und Neugier   
Open Field Mehr Aktivität während des aktiven 

Zyklus, mehr verbrachte Zeit im 
Zentrum des Open Field (48), mehr 
Eintritte ins Zentrum (46), kein 
Unterschied (49), mehr Zeit im 
Zentrum (50), kein Unterschied (51), 
kein Unterschied (52)  

Reduzierte Explorationen 
ohne Habituation, mehr Zeit 
im Zentrum (53), geringere 
Aktivität, mehr Zeit in den 
Ecken (47), kein Unterschied 
(54) 

Novel Cage 
(Risikoverhalten)  

Kein Unterschied (52) Kein Unterschied (54) 

Novelty Seeking  Kein Unterschied (52) Nicht bekannt  
Emotionalität   
Light-Dark-Box 
(Ängstlichkeit) 

Kein Unterschied (52)  Kein Unterschied (54)  

Porsolt Forced Swim Test 
(Depression)  

Reduzierte Immobilität (51), kein 
Unterschied (52) 

Kein Unterschied (54) 

Learned Helplessness 
(Depression)  

Kein Unterschied (52) Besseres und schnelleres 
Lernen (54) 

Elevated Plus Maze 
(Ängstlichkeit)  

Kein Unterschied (48), mehr Zeit im 
geschlossenen Arm (46), mehr 
Eintritte in den geschlossenen Arm 
(50)  
In der vorliegenden Arbeit: mehr 

Eintritte bzw. mehr Zeit auf den 

offenen Armen 

Weniger Bewegungen auf 
dem offenen Arm, sonst 
normal (53),  
kein Unterschied (45), 
weniger Zeit auf dem offenen 
und mehr Zeit auf dem 
geschlossenen Arm (47)  

Lernen und räumliches 
Gedächtnis 

  

COGITAT-System In der vorliegenden Arbeit: Defizite 

im Arbeitsgedächtnis  

Nicht bekannt 

8-Arm Radial Maze Nicht bekannt Kein Unterschied (53)  
Morris Water Maze Schlechtere Leistung (46) Bessere Leistung (47) 
Multiple T-Maze Bessere Leistung (46) Nicht bekannt 
Aggression & Maternalität   
Resident-Intruder Aggression 
und neutrale Aggression 

Bei männlichen Tieren gesteigert (39), 
Testosteron-abhängig (55), nicht bei 
BL/6 back crossed Mäusen (56), 
gesteigert (57) 

Keine Aggression bei 
männlichen Tieren (45) 

Maternale Aggression Abwesend (58) Kein Unterschied (59)  
Maternales Verhalten Ansonsten kein Unterschied (59,60) Kein Unterschied (59) 
 
Tab.1.1 Zusammenfassung des behaviouralen Phänotyps der Nos1 kd und der Nos3 ko 
Tiere im Vergleich zu Wildtyp Mäusen.  
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Untersuchung  Nos1 Knockdown Tiere Nos3 Knockout Tiere 
Stress   
Baseline Corticosterone Höhere Spiegel (48) Nicht bekannt 
Stress-induzierte Erhöhung  Gedämpfte Corticosteron-Response 

(48) 
Nicht bekannt 

Effekte von Substanzen   
Alkohol Gesteigerter Konsum hochprozentigen 

Alkohols, reduzierte Sensitivität, 
keine Toleranzentwicklung (43) 

Nicht bekannt 

Phencyclidin Verminderte Wirkung (61)  Nicht bekannt  
Morphin  Kein Unterschied (62) Nicht bekannt 
Kokain Keine Kokain-induzierte 

lokomotorische Sensitivierung (63), 
resistent gegenüber Kokain-
konditionierter Platz-Präferenz (64) 

Nicht bekannt  

Methamphetamin Reduktion von METH-induzierter 
dopaminerger Neurotoxizität und 
lokomotorischer Sensitivierung (65) 

Nicht bekannt  

Verschiedene    
Sensorimotorisches Screening 
/ Observation 

Gesteigerte Fluchtreaktion, 
Lokomotion, Elevation und Pflege, 
sowie reduzierte Vokalisation 
 � Angst-analoge Verhaltensweisen 
(46) 

Gesteigerte Kraft in der 
vorderen Extremität, sonst 
normal (45) 

Pole / Plank Test 
(Gleichgewicht / 
Koordination) 

Nachts gestört (41), kein Unterschied 
(39)  

Kein Unterschied (45,53) 

Rotarod (Koordination) Kein Unterschied (49,50) Nicht bekannt 
Prepuls Startle Inhibition Gestört (66) Nicht bekannt  
Schlaf Gestörte REM-Regulation (67)  Nicht bekannt 
 
Tab.1.2 Fortsetzung des behaviouralen Phänotyps der Nos1 Knockdown und der Nos3 
Knockout Tiere im Vergleich zu Wildtyp Mäusen.  
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1.6  Physiologische und pathologische Funktionen von NO 

 

Wie aus den obigen Beschreibungen schon ersichtlich, erfüllt NO eine ganze Reihe von 

physiologischen, aber auch pathophysiologischen Funktionen. Im Folgenden sollen 

anhand von verschiedenen Organsystemen kurz einige der Aufgaben von NO erläutert 

werden.  

 

 

1.6.1 Zentrales Nervensystem 

 

1.6.1.1  Lernen und Gedächtnis 

 

Ratten zeigten nach der Gabe des NOS-I-Inhibitors 7-Nitroindazol vermindertes 

räumliches Lernen (68) bzw. ein beeinträchtigtes räumliches Gedächtnis im Morris 

Water Maze. In einer Studie mit Nos1 kd Mäusen zeigten diese ebenfalls schlechtere 

Ergebnisse im Morris Water Maze als die Wildtypen. Allerdings waren die Ergebnisse 

im Multiple T Maze gleich gut, so dass man hier auch überlegen muss, ob die NOS-I 

Inhibition die kognitiven Fähigkeiten nur unter vermehrtem Stress beeinträchtigt 

(46,68). Auch bei anderen Tieren gibt es Hinweise für eine Beteiligung der 

Signalübertragung durch NO bei Lernprozessen (69,70). Bei der so genannten 

Langzeitpotenzierung, welche als ein wichtiger Mechanismus bei Lern- und 

Gedächtnisprozessen gilt, scheint NO ebenfalls beteiligt zu sein (71).  

 

 

1.6.1.2 Neurodegeneration und Neurotoxizität 

 

Des weiteren ist NO wahrscheinlich auch bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie 

Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer pathophysiologisch beteiligt (72-75). In einer 

neueren Studie konnten bei Ratten durch Acetylcholin-Depletion erzeugte 

Gedächtnisdefizite und Defizite im räumlichen Lernen, welche analog zu den 

Gedächtnisdefiziten bei der Alzheimer Demenz beim Menschen waren, durch 

Verabreichung des Nitrates GT1061 verbessert werden. Diese Substanz aktiviert den 
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second messenger des NO, die lösliche Guanylylcylase, wohl bevorzugt im 

Hippocampus (76). Außerdem scheint NO eine wichtige Rolle bei der 

glutamatvermittelten und auch der amphetamininduzierten dopaminergen Neurotoxizität 

zu haben (65,77). Besonders erwähnenswert in diesem Kontext ist hier der 

Reperfusionsschaden nach einem ischämischen Insult, der unter anderem durch 

überhöhte Glutamatspiegel zustande kommt (78). Diese glutamatvermittelte 

Neurotoxizität sowie der resultierende Schaden nach einer Ischämie sind bei Nos1 kd 

Mäusen und bei Ratten, die mit NO-Inhibitoren behandelt wurden, geringer (5,79).  

 

 

1.6.1.3 Schizophrene Psychosen 

 

Viele Studien beschäftigen sich mit der Rolle des nitrinergen Systems bei 

psychiatrischen Erkrankungen, besonders der Schizophrenie und affektiven 

Erkrankungen wie der bipolaren Störung und der Depression. Zum einen wurden hierzu 

ein pharmakologisches Tiermodell für schizophrene Psychosen untersucht: nach Gabe 

von Glutamatantagonisten, zum Beispiel Ketamin oder Phencyclidin (PCP), kommt es 

sowohl im Verhalten als auch im Gehirnstoffwechsel zu ähnlichen Veränderungen wie 

sie auch bei schizophrenen Patienten beobachtet wurden. Unter anderem zeigte sich hier 

das nitrinerge System verändert (80,81). Auch hatten im Tiermodell mehrere etablierte 

Risikofaktoren für schizophrene Psychosen Auswirkungen auf NOS-I. Intrauterine 

Infektionen mit Influenza-Viren hatten bei Mäusen eine signifikant reduzierte NOS-I 

Expression zur Folge (82) und durch hippocampaler Läsionierung bei Ratten resultierte 

eine verminderte Anzahl NOS-positiver Neurone im präfrontalen und entorhinalen 

Cortex (83). In diesen Gehirnarealen wurden bei schizophrenen Patienten prominente 

morphologische Auffälligkeiten gefunden (84). Auf der anderen Seite konnte gezeigt 

werden, dass diese durch Phencyclidin ausgelösten Modell-Psychosen durch Gabe von 

NO-Donoren verhindert werden konnten (85). Außerdem fand man im Vergleich zu 

gesunden Kontrollpersonen veränderte NO- bzw. NO-Metaboliten-Spiegel in 

verschiedenen Körperflüssigkeiten von schizophrenen Patienten (86,87). Allerdings 

sollte angemerkt werden, dass gerade die Messung von NO-Stoffwechselprodukten in 

den Körperflüssigkeiten kein besonders guter Biomarker für die Schizophrenie im 
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Speziellen ist, da veränderte Werte in diesem Bereich auch bei vielen anderen 

psychiatrischen und auch kardiovaskulären Erkrankungen vorkommen (88).  

 

Auf der genetischen Ebene zeigten Linkage-Analysen zum Teil positive 

Kopplungsbefunde mit dem Locus des NOS1 Gens für schizophrene Psychosen, wobei 

andere Gruppen diese Ergebnisse aber nicht unterstützen können (6,88). 

 

 

1.6.1.4 Affektive Erkrankungen  

 

Auch zur Rolle des NO bei affektiven Erkrankungen kommen verschiedene 

Untersuchungen zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen. Zum einen wurden genetische 

Untersuchungen durchgeführt, die keine Assoziation von Polymorphismen des NOS1 

Gens mit Depression feststellen konnten (89). Andererseits konnte man im Blut von 

depressiven Patienten ebenfalls erniedrigte NO-Spiegel messen (90) und bei 

Untersuchungen des Gehirns fand man eine reduzierte Aktivität der NOS-I in mehreren 

Bereichen (91). Wenn bei Nagetieren NOS-I mittels Gabe von zum Beispiel 7-

Nitroindazol oder L-NAME inhibiert wurde, konnten hierdurch antidepressive Effekte 

beispielsweise im Forced Swim Test erzeugt werden (92,93). Des weiteren zeigte 

Methylenblau, ein Inhibitor der NOS und der sGC, therapeutische Effekte bei der 

Behandlung von schweren depressiven Episoden beim Menschen (94). Auch konnte 

gezeigt werden, dass NOS-Inhibitoren die Wirkung von Antidepressiva verstärken (95).  

 

 

1.6.1.5 Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitätssyndrom 

 

Auch beim ADHS (Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitätssyndrom) zeigt sich das 

nitrinerge System verändert. Hierfür sprechen auch wieder veränderte Plasmaspiegel 

(96,97) und eine kürzlich gezeigte Assoziation von impulsivem, hyperaktivem und 

aggressivem Verhalten bei adultem ADHS und Cluster-B-Persönlichkeitsstörungen mit 

einem funktionellen Promotor-Polymorphismus im NOS1-Gen (98). Auch gibt es 

Tierversuche mit verschiedenen hyperaktiven Tiermodellen, wie der Spontaneously 
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Hypertensive Rat (SHR) oder der Naples High-Excitability Rat (NHE). Diese Tiere 

zeigten im mehreren Studien verbesserte nicht-selektive Aufmerksamkeit und 

verminderte Hyperaktivität, wenn sie mit NOS-Inhibitoren behandelt worden waren 

(99,100).  

 

 

1.6.1.6 Weitere Erkrankungen 

 

Ebenso gibt es Hinweise auf eine Rolle des NO bei der Entstehung der 

posttraumatischen Belastungsstörung und beim Pathomechanismus des Tinnitus 

(101,102).  

 

 

1.6.2 Peripheres Nervensystem 

 

Im peripheren Nervensystem fungiert NO als Botenstoff, der die penile Erektion 

vermittelt. Hierbei spielt vor allem die NOS-III eine wichtige Rolle. Eine verminderte 

Verfügbarkeit von NO könnte bei der Pathogenese der vaskulären erektilen Dysfunktion 

ein wichtiger Faktor sein (103). Auch bei der Regulation des Muskeltonus des Magen-

Darm-Traktes durch so genannte nichtadrenerge, nichtcholinerge Transmission (NANC) 

scheint NO eine große Bedeutung zu haben. So kann man zum Beispiel analog zum 

oben beschriebenen Tiermodell (1.5.1) bei Patienten mit infantiler hypertropher 

Pylorusstenose keine NOS-I Proteine im Pylorus finden (104). Bei der Regulation der 

Harnblasenfunktion spielt das nitrinerge System ebenfalls eine große Rolle. NO-haltige 

Neurone des unteren Harnwegstraktes stellen vermutlich ein inhibitorisches System dar, 

welches in die Relaxation des Ausflusstraktes involviert ist (105-107).  

 

 

1.6.3 Immunsystem 

 

Zum einen spielt NO eine Rolle bei der unspezifischen Abwehr von intrazellulären 

Bakterien und Parasiten durch Makrophagen und anderen Immunzellen (108). Aber dies 
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sind nicht die einzigen Effekte, die NO und andere reaktive Sauerstoffspezies bei der 

Inflammation und der Regulation der Immunantwort haben. Unter anderem kommt es 

hierbei auf die Menge des produzierten NO an. In größeren Mengen wirkt es 

zytotoxisch und proinflammatorisch, in kleineren Mengen hingegen inhibiert es die 

Synthese von Zytokinen und Chemokinen (109). Auch bei Autoimmunprozessen wie 

zum Beispiel bei Morbus Behçet und immunologisch bedingten Vaskulitiden spielen 

Fehlregulationen im nitrinergen System eine Rolle (110,111). Die NOS-II, auch „high 

output“ NOS genannt, welche die oben erwähnten großen Mengen an NO produzieren 

kann, wird auch in Tumorzellen zahlreicher Spezies exprimiert. Ihre Rolle ist allerdings 

weiterhin unklar, da es sowohl Studien gibt, die das Enzym als Tumorsuppressor 

beschreiben als auch Studien, die zeigen, dass NOS-II das Tumorwachstum begünstigt 

(112).  

 

 

1.6.4 Kardiovaskuläres System 

 

Am bekanntesten ist die Rolle des von der NOS-III produzierten NO als Vasodilatator 

der peripheren Blutgefäße, aber es gibt auch Hinweise, dass NO, welches von der NOS-

I produziert wird, eine Rolle in der Regulation der Herzfunktion hat (113). Im 

Gefäßsystem sorgt NO neben der Vasodilatation auch für 

Thrombozytenaggregationshemmung und scheint vor Arteriosklerose zu schützen (114). 

Dieser Schutz geschieht durch Inhibition von proarteriogenen Prozessen wie der 

Oxidation von LDL und der Proliferation von glatter Gefäßmuskulatur (115). Auch der 

thrombozytenregulierende Effekt sowohl des NO aus dem Gefäßendothel als auch aus 

den Thrombozyten selbst ist schon länger bekannt (116,117) und spielt eine wichtige 

Rolle beim protektiven Effekt des NO in Bezug auf kardiovaskuläre Erkrankungen. Die 

Produktion von NO im kardiovaskulären System hängt vermutlich unmittelbar mit der 

Stimulation von β-adrenergen Rezeptoren zusammen (118,119). Außerdem findet man 

bei vielen Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems Alterationen im nitrinergen System. 

So konnten zum Beispiel bei der arteriellen Hypertension, der koronaren Herzkrankheit 

(KHK), der Herzinsuffizienz und dem Myokardinfarkt Veränderungen festgestellt 

werden (120-123). Auch bei der Suche nach den zugrunde liegenden Mechanismen, 
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warum das Vorliegen einer Depression einen unabhängiger Risikofaktor für die KHK 

darstellt, könnte sich das nitrinerge System als bedeutend herausstellen (124). Denn 

sowohl bei der Depression als auch bei der KHK gibt es Veränderungen im nitrinergen 

System, welches somit das Verbindungsglied der beiden Erkrankungen sein könnte. 

Weitere Hinweise dafür sind eine erniedrigte Aktivität der NOS-III in den 

Thrombozyten und erniedrigte NO Plasmaspiegel bei Patienten mit einer schwerem 

depressiven Episode (125).  

 

 

1.6.5 Andere Organsysteme 

 

Auch in der Niere werden sowohl die NOS-I als auch die NOS-III in jeweils 

verschiedenen Zelltypen exprimiert und das NO ist dort unter anderem an der 

Regulation des tubulointerstitiellen Feedbacks und der Produktion von Renin beteiligt 

(126). Im Atemwegssytem besitzt NO aus unterschiedlichen Quellen ebenfalls wichtige 

Funktionen. Es relaxiert die bronchiale Muskulatur, verbessert die Motilität der Zilien, 

hat antimikrobielle Effekte, und erhöht die Expression des CFTR (cystic fibrosis 

transmembrane regulation) Proteins in Atemwegsepithelzellen. Bei Patienten mit 

Mukoviszidose finden sich erniedrigte Konzentrationen von NO (127). NO scheint auch 

ein second messenger für Insulin zu sein, es hatte in Untersuchungen zu diesem Thema 

einen Insulin-ähnlichen Effekt in Bezug auf Stimulation des Glucosetransports und 

Glucoseoxidation in Muskelzellen (128). Auch sind Nos3 ko Mäuse, bei denen 

experimentell ein Diabetes mellitus induziert wurde, anfälliger dafür, eine diabetische 

Nephropathie zu bekommen. Dies könnte durch erhöhte VEGF (Vascular Endothelium 

Growth Factor) Spiegel und dadurch ausgelöste exzessive endotheliale Zellproliferation 

verursacht werden (129). Bei Menschen wurde in einer Kopplungsanalyse ein 

Zusammenhang zwischen Polymorphismen im NOS3-Gen und dem erhöhten Risiko 

einer Nephropathie bei diabetischen Patienten gefunden (130).  
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1.7 Fragestellung 

 

NO ist als Neurotransmitter bei einer Vielzahl von Prozessen im menschlichen und 

tierischen Organismus beteiligt. Trotz intensiver Forschung gibt es aber noch viele 

offene Fragen hinsichtlich der Rolle von NO insbesondere im zentralen Nervensystem. 

Mehrere Studien legen allerdings eine Rolle des nitrinergen Systems bei Lernen und 

Gedächtnis, Aufmerksamkeit und Aktivität sowie eine pathophysiologische Rolle bei 

schizophrenen, neurodegenerativen sowie affektiven Erkrankungen nahe. In der 

vorliegenden Arbeit soll ein Beitrag zur weiteren Phänotypisierung der Nos1 

Knockdown Maus geleistet werden, denn auch hier ergeben vorherige Arbeiten kein 

einheitliches Bild.  

 

Mittels Knockout Mäusen kann die Interaktion verschiedener Gene bzw. der Einfluss 

eines ausgeschalteten Gens auf das Transkriptom mittels Expressionsanalyse untersucht 

werden. Erstes Ziel dieser Arbeit ist es, die Interaktion zwischen dem nitrinergen und 

den monoaminergen Systemen auf der Ebene der Genexpression zu untersuchen, 

insbesondere da die genaueren Mechanismen der Interaktion zwischen NO und 

Serotonin noch immer unklar sind. Auch der genaue Mechanismus der Zusammenhänge 

zwischen nitrinergem und dopaminergem System ist nicht bekannt. In der vorliegenden 

Arbeit wird daher die Expression der Monoamintransporter bei den Nos1 Knockdown 

Mäusen untersucht. Zweites Ziel ist es, mittels Verhaltensversuchen den Phänotyp der 

Nos1 Knockdown Maus genauer zu charakterisieren, nicht zuletzt da hier die Datenlage, 

wie oben erwähnt (siehe Tabellen 1.1 und 1.2), sehr uneinheitlich ist. Ein besonderes 

Augenmerk liegt hierbei auf der Frage, ob die Nos1 Knockdown Maus ein passendes 

Tiermodell für das Aufmerksamkeitsdefizit/Hyperaktivitätssyndrom sein könnte. Die 

Ursachen des ADHS scheinen nämlich unter anderem in Störungen der 

Signalübertragung monoaminerger Transmittersystemen zu liegen, die, wie oben 

beschrieben, wiederum mit dem nitrinergen System interagieren. 

 

Tiermodelle sind wertvolle Hilfsmittel, um Theorien hinsichtlich der 

Krankheitsursachen zu testen, pathophysiologische Mechanismen aufzudecken und 

neue therapeutische Strategien zu entwickeln. Allerdings müssen dazu behaviourale 
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Merkmale bei dem untersuchten Tier vorhanden sein, die als Analoga zur humanen 

Erkrankung angesehen werden können. Anders ausgedrückt, Tiermodelle 

psychiatrischer Erkrankungen müssen Konstrukt-, Augenschein- und prädiktive 

Validität aufweisen (131). Dies alles konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht umfassend 

untersucht werden, zumindest aber sollte getestet werden, ob Nos1 Knockdown Mäuse 

die für das menschliche ADHS entscheidenden Merkmale wie verminderte 

Aufmerksamkeit, motorische Hyperaktivität, Lerndefizite und Desorganisiertheit im 

Verhalten zeigen. Hierzu muss angemerkt werden, dass wie bei allen psychiatrischen 

Erkrankungen auch bei ADHS eine Vielzahl von Genen und nicht nur die Dysregulation 

eines einzelnen Transmittersystemes beteiligt sind. Bei den meisten psychiatrischen 

Erkrankungen wird mittlerweile von der Existenz von Endophänotypen ausgegangen, 

denen vermutlich jeweils unterschiedliche Defekte und Dysregulationen im 

Hirnstoffwechsel zugrunde liegen und deren molekulare Basis möglicherweise 

homogener ist (132,133).  

Daher soll in der vorliegenden Arbeit herasugefunden werden, ob die Nos1 kd Maus für 

zumindest einen Endophänotypen des ADHS als Tiermodell dienen könnte und welche 

Störungen der Signalübertragung diesen bestimmten Endophänotypen zugrunde liegen 

könnten.  
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2  Material und Methoden  

 
2.1 Material 
 
2.1.1 Gewebe 
 
Für die Gen-Expressionsanalysen wurden Gehirne von Nos1 Knockdown (Nos1 kd) 

Mäusen (Mus musculus) verwendet. Generiert wurden die in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten Nos1 kd von der Arbeitsgruppe um Huang aus einem C57/BL6 Stamm 

(34). In den Nos1 kd Tieren wurde das Exon 1 gezielt ausgeschaltet. Die PDZ 

Bindungsdomäne geht so verloren, wodurch allerdings eine verbleibende Expression 

von alternativen Nos1-Splicevarianten von 6 - 10% resultiert. Deswegen sind diese 

Tiere Knockdown Mäuse, was vermutlich eher die Situation bei Fehlfunktionen im 

menschlichen nitrinergen System widerspiegelt, da ein völliges Fehlen der NOS beim 

Menschen bisher nicht beschrieben wurde. Die Nos1 kd Mäuse wurden vom Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, USA) bezogen. Als Kontrolle dienten Geschwistertiere, bei 

denen das Gen nicht deletiert war (Wildtyp, wt). Die Versuchstiere wurden in der 

Tierhaltungseinrichtung der Neurologischen Klinik der Universität Würzburg gehalten. 

Die Haltungsbedingungen waren folgende: Hell-Dunkel-Zyklus von jeweils 12 Stunden, 

Wasser und Futter ad libitum. Die Tiere wurden für die Genexpressions-Analysen durch 

zervikale Dislokation getötet, danach sofort dekapitiert und die Gehirne entnommen. Es 

folgte die Präparation des Hippocampus, Cerebellums, Striatums, Cortex und des 

Hirnstamms mithilfe eines Binokulares und einer Kühlplatte. Die präparierten Regionen 

wurden jeweils in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und mithilfe von Trockeneis 

eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Die Gehirnentnahme und Präparation der 

verschiedenen Gehirnregionen wurde von Frau Dr. Angelika Schmitt und Frau Dipl.-

Biol. Sabrina Klein durchgeführt. 

 
 
2.1.2 Tiere 
 

Die Tiere für die Verhaltensversuche entstammten der bei 2.1.1 beschriebenen Zucht. 

Es wurden Tiere im Alter von 1,5 bis 3 Monaten verwendet. Darunter befanden sich 16 

Männchen (9 Wildtypen und 8 Nos1 Knockdowns) und 15 Weibchen (9 Wildtypen und 

6 Nos1 Knockdowns). Sie wurden in einem inversen 12:12h Tag:Nacht Rhythmus 
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gehalten. Die Mäusehaltung erfolgte bei 21-24 °C und die Tiere wurden nach 

Geschlechtern getrennt in unterschiedlich großen Gruppen in Standardkäfigen gehalten. 

Die Mäuse mussten vor dem COGITAT-Test auf intermittierenden Nahrungsentzug 

gesetzt werden. Es erfolgte eine Fütterung am Tag. In der Zwischenzeit hatten die Tiere 

Wasser ad libitum zur Verfügung. Das Gewicht der Mäuse wurde während des 

gesamten Versuchs hindurch protokolliert. Der Gewichtsverlust der Tiere betrug 

maximal 10 %. Vor dem Elevated Plus Maze Versuch hatten die Tiere Futter und 

Wasser ad libitum zur Verfügung.  

 
 
2.1.3 Oligodesoxynukleotide 
 
Alle Oligodesoxynukleotide wurden bezogen von MWG-Biotech AG (Ebersberg, 
Deutschland).  
 
Name Sequenz 5’→ 3’ Tm°C 

DAT-sense 

DAT-antisense 

CTT CTC CTC TGG CTT CGT TGT 

CAG GGT AGA TGA TGA AGA TCA ACC 

54 

54 

5-HTT-sense 

5-HTT-antisense 

GAC AGC CAC CTT CCC TTA CA 

CTA GCA AAC GCC AGG AGA AC 

61 

61 

m18S-F 

m18S-R 

GAA ACT GCG AAT GGC TCA TTA AA 

CCA CAG TTA TCC AAG TAG GAG AGG A 

60 

60 

mGAPDH-F 

mGAPDH-R 

AAC GAC CCC TCC ATT GAC 

TCC ACG ACA TAC TCA GCA C 

    60 

    60 
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2.1.4 Reaktionskits 
 
Reaktionskit Hersteller 

RNeasy Midi Kit (50) 
 

Qiagen, Hilden, Deutschland 
 

Mini Elute ™ 
Gel Extraction Kit (50) 
 

Qiagen, Hilden, Deutschland 

peqGOLD RNAPure ™ 
 

peqLab, Erlangen, Deutschland 
 

iScript ™ cDNA Synthesis Kit  
 

BioRad Laboratories, Hercules, USA 
 

iQ ™ SYBR® Green Supermix 
 

BioRad Laboratories, Hercules, USA 
 

 
 
2.1.5 Chemikalien  
 
Chemikalie Hersteller 

Agarose Biozym Scientific GmbH, Hess. 

Oldendorf, Deutschland 

Bromophenolblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Chloroform Roche, Basel, Schweiz 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Ethanol J.T. Baker, Phillipsburg, USA 

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

LTK-008  Biodelta GmbH, Löhne, Deutschland 

Merck-Wasser Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumacetat Merck, Darmstadt, Deutschland 

TAE-Laufpuffer (1mM EDTA, 40mM 

TrisAcetat, pH 8,0) 

Eigenherstellung 
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2.1.6 Geräte 
 
Gerät Hersteller 

Autoclave 3850 ELV Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland 

Biofuge Fresco (Tischzentrifuge) Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 

Biophotometer Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

iCycler iQ™ Real Time Detection System BioRad Laboratories, Hercules, USA 

PCR Gradienten Thermocycler UNO II Biometra GmbH i.L., Göttingen, 

Deutschland 

Rotanta 96 RS (große Zentrifuge) HettichLab, Tuttlingen, Deutschland 

TDX Centrifuge (Tischzentrifuge) Abbott Diagnostics Division, Illinois, 

USA 

Mikro Rapid K (Tischzentrifuge) HettichLab, Tuttlingen, Deutschland 

Vortex Microspin FV 2400 Lab4you, Berlin, Deutschland 

Minizentrifuge neoLab, Heidelberg, Deutschland 

COGITAT-System  Cognitron GmbH, Göttingen, Deutschland 

Elevated Plus Maze TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland 

 
 
2.1.7 Software 
 
Bezeichnung  Hersteller 

GeNorm_3.4 http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm 

iCycler iQTM Optical System Software 

3.1 

BioRad Laboratories, Hercules, USA 

Microsoft Word 2002 Microsoft, Redmond, USA 

Microsoft Excel 2002 Microsoft, Redmond, USA 

SigmaPlot for Windows Version 11.0 Systat Software Inc., Chicago, USA 

Reference Manager Professionel 

Edition Version 10  

ISI Research Software, Thomson Reuters, New 

York, USA 

VideoMot2 TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland 

RatMemory V2.4  Cognitron, GmbH, Göttingen, Deutschland 

 
 



 22 

 
 
2.1.8 Sonstiges 
 
Bezeichnung Hersteller 

Pipettenspitzen für Real Time PCR Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, 

Deutschland 

Pipettenspitzen für Sonstiges  Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, 

Deutschland 

UVetten (Photometerküvetten) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen für RT PCR StarLab GmbH, Ahrensburg, Deutschland 

Futter-Pellets (20 mg) im COGITAT 
System 

Bioserv Product F05550, Frenchtown 
New Jersey, USA 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.1 Herstellung von RNase-freien Lösungen und Gefäßen  

 

Für Versuche mit RNA wurden Wasser und Reaktionsgefäße mit Diethylpyrocarbonat 

(DEPC) behandelt. Dazu wurde eine 0,05 %ige DEPC-H2O-Lösung hergestellt und 2 h 

bei 37 °C im Wasserbad geschüttelt. Diese Lösung wurde danach 20 min bei 2 bar und 

120 °C autoklaviert, dabei zerfällt DEPC in CO2 und Ethanol. Die Reaktionsgefäße 

wurden für 2 h bei 37 °C in DEPC-H2O inkubiert und nach Abschütten des Wassers 20 

min bei 2 bar und 120 °C autoklaviert. Glasgegenstände wurden für 4 h bei 200 °C 

gebacken, um eventuell vorhandene RNasen abzutöten. 

 
 
2.2.2 RNA-Extraktion aus Gehirngewebe der Maus 
 
Der erste Schritt der RNA-Extraktion wurde mittels peqGOLD RNAPure™ 

durchgeführt. Dabei wurde das Gewebe, aus dem die RNA zu isolieren war, mit je 2 ml 

peqGOLD RNAPure™ homogenisiert. Danach wurden die Proben für 5 min auf Eis 

belassen, damit die Nukleotidkomplexe dissoziieren konnten. Nach Zugabe von 0,4 ml 

Chloroform wurden die Proben kräftig geschüttelt und dann für 5 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Proben für 15 min mit 4500 rpm 

zentrifugiert. Dies führte zu einer Trennung in drei Phasen: eine untere gelbe Phenol-

Chloroform-Phase, eine obere farblose wässrige Phase und eine dazwischen liegende 

Interphase. Die RNA befand sich in der wässrigen Phase und wurde in ein frisches 

Röhrchen überführt. Weitere Arbeitsschritte erfolgten mit dem RNeasy Midi Kit™ von 

Qiagen. Zu der Probe wurde 1 Probenvolumen, hier also 2 ml, 70% Ethanol gegeben 

und geschüttelt. Danach wurde die Probe auf eine RNeasy Midi™ Säule, die sich in 

einem 15 ml Zentrifugenröhrchen befand, gegeben und 5 min bei 4500 rpm zentrifugiert. 

Hier schloss sich ein optionaler DNase Schritt mit dem RNAse-Free DNAse Set™ von 

Quiagen an, bei dem möglicherweise vorhandene Verunreinigungen mit DNA entfernt 

werden sollten. Dazu wurde zunächst 2 ml RW1 Puffer auf die Säulen gegeben, und 5 

min bei 4500 rpm zentrifugiert. Danach wurden 20 µl DNase Stock Solution mit 140 µl 

RDD Puffer vermischt. Dieser so genannte Inkubationsmix wurde auf die Probe 

gegeben. Nach 15-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgten erneute 



 24 

Waschschritte mit 2,0 ml RW1 Puffer, Zentrifugation, 2,5 ml RPE Puffer und 

abermaliger Zentrifugation. Zum Eluieren der RNA wurden 15 ml RNase-freies Wasser 

auf die Säule gegeben und für 3 min bei 4500 rpm zentrifugiert. Die somit vorliegende 

RNA wurde nach Fällung (2.2.3) in 25 µl RNAse-freiem Wasser aufgenommen. Zur 

Überprüfung der Qualität und Quantität führte man abschließend noch eine 

Konzentrationsbestimmung (2.2.4) und eine Agarosegelelektrophorese (2.2.6) durch.  

 
 
2.2.3 Fällung von Nukleinsäuren 
 
Die Fällung der wie in 2.2.2 beschriebenen isolierten RNA erfolgte durch Zugabe von 

0,1 Vol. 3M Natriumacetatlösung und 2,5 Vol. 100 %igen Ethanols und folgender 

Inkubation bei -20 °C üN. Das Gemisch wurde dann bei 1200 rpm und 4 °C für 20 min 

zentrifugiert, mit 70 %igem Ethanol in DEPC-Wasser gelöst versetzt und wiederum bei 

oben genannten Bedingungen für 10 min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde nochmals 

wiederholt. Das dabei entstandene Pellet wurde im Abzug getrocknet und dann in 

DEPC-Wasser gelöst. Das DEPC verändert einen Histidinrest im aktiven Zentrum der 

RNAsen und inaktiviert diese somit.  

 
 
2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Zur Bestimmung der Konzentration sowohl der DNA als auch der RNA wurde das 

Photometer von Eppendorf verwendet. Die Nukleinsäuren wurden verdünnt (jeweils 1 

µl Nukleinsäure und 79 µl Merck-Wasser) und die optische Dichte bei λ = 260 nm und 

λ = 280 nm gemessen. 

 

 

2.2.5 cDNA Erststrangsynthese  
 

Bei der Herstellung einer cDNA (c steht für copy bzw. complementary) aus RNA 

handelt es sich um die Reaktion der reversen Transkription (134). Hierbei wird mithilfe 

des Enzyms Reverse Transkriptase aus der Vorlage eines mRNA-Stranges ein cDNA-

Strang synthetisiert. Die Herstellung der cDNA wurde mittels iScript™cDNA Synthesis 

Kit von BioRad getätigt. In diesem Kit sind Oligo-dT-Primer enthalten, die sich an den 
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3’-Poly-A-Schwanz der mRNA anlagern und so der Reversen Transkriptase die 

Synthese der cDNA ermöglichen. Diese dienen auch als Startpunkte für die Reverse 

Transkriptase und so ist gesichert, dass die gesamte mRNA transkribiert wird. Der 

cDNA Strang wird dann aus den vier verschiedenen Desoxyribonukleosidtriphosphaten 

dATP, dTTP, dCTP und dGTP aufgebaut, die ebenfalls im Reaktionsmix enthalten sind. 

Das Enzym im verwendeten Kit ist eine modifizierte Version aus dem Moloney Mäuse 

Leukämie Virus (MMLV) und kann nur RNA transkribieren. Zur cDNA Synthese 

wurden 500 ng RNA eingesetzt, welche mit 4 µl iScript Reaction Mix, 1 µl iScript 

Reverse Transkriptase, 5 µl Nuklease-freiem Wasser versetzt wurden. Die Reaktion 

erfolgte für 5 min bei 25 °C, 30 min bei 42 °C und abschließend nochmals 5 min bei 

85 °C. Dann wurden die Proben auf 4 °C abgekühlt und bei -20 °C gelagert. 

 
 
2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese von DNA und RNA 
 

Prinzip der Agarose-Gelelektrophorese ist die Auftrennung von Nukleinsäuren nach 

ihrer Größe im elektrischen Feld (135). Zur Herstellung eines Agarosegels (2-3 % bei 5-

60 kb DNA Fragmenten) wird Agarosepulver durch Kochen in Trisacetatpuffer (TAE-

Puffer) gelöst. Nach kurzem Abkühlen wird Ethidiumbromid (EthBr) hinzu gegeben (3 

µl EthBr zu 100 ml-Agarose, 2 µl EthBr zu 50 ml-Agarose) und die gelartige Masse in 

eine dafür vorgesehene Form gegossen. Nach vollständiger Polymerisierung der 

Agarose wird das fertige Gel in eine Kammer gelegt, komplett mit TAE-Puffer bedeckt 

und die Proben in die dafür vorgesehenen Taschen pipettiert. Für ein besseres Absinken 

der Proben in die Geltaschen und zur besseren optischen Verfolgung des Fortschrittes 

der Nukleinsäureauftrennung wurden die Proben zuvor mit Bromophenol Blau versetzt. 

Bei Anlegen eines elektrischen Feldes wandern größere Moleküle langsamer durch die 

Poren des Agarosegels von der Kathode auf die Anode zu als kleinere Moleküle. Das 

Ethidiumbromid interkaliert mit dsDNA, ssDNA und RNA. Bei Bestrahlung mit UV-

Licht (300 nm) zeigt EthBr eine orangefarbene Fluoreszenz (590 nm). Somit können die 

verschiedenen Nukleinsäure-Moleküle anhand der verschiedenen Banden nach der 

Auftrennung im Gel gut voneinander abgegrenzt und ihre Größe anhand eines 

Größenmarkers abgeschätzt werden. Der Größenmarker enthält verschiedene 
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Nukleinsäure-Fragmente bekannter Größe, die ebenfalls elektrophoretisch aufgetrennt 

werden. Es wurden 2 %ige Agarosegele und ein 100 bp DNA-Größenmarker benutzt.  

 
 
2.2.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen  
 
Die Isolierung der DNA aus dem Agarosegel erfolgte mittels des MiniElute™ Gel 

Extraction Kit Protokolls von Qiagen. Benötigt wurde dieses Verfahren um die vorher 

mittels Real Time PCR amplifizierte und dann auf Agarosegel aufgetragene Standard-

DNA zu isolieren. Das DNA Fragment wurde mit einem Skalpell aus dem Agarosegel 

ausgeschnitten und gewogen. Das Gelstück wurde mit 3 Vol QG Puffer versetzt und bei 

50° C für 10 min inkubiert. Nach Zugabe von 1 Vol Isopropanol wurde die Probe auf 

die MiniElute™ Säule überführt und 1 min lang zentrifugiert. Nun wurden 500 µl QG 

Puffer hinzu gegeben und wiederum erfolgte eine Zentrifugation für 1 min. Es folgte ein 

Waschschritt mit 750 µl PE Puffer, hier wurde ebenfalls 1 min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und die Probe eine weitere Minute zentrifugiert. Zum 

Eluieren der DNA wurden 10 µl EB Puffer (10mM Tris-Cl, pH 8,5) auf das Zentrum 

der Membran gegeben und 1 min inkubiert, bevor ein letztes Mal für 1 min zentrifugiert 

wurde. Das Eluat wurde mit 10 µl Merck-Wasser versetzt und bei -20 °C gelagert. 

 

 

2.2.8 PCR-Methoden 
 
2.2.8.1 Konventionelle PCR 
 

Mit der konventionellen PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) hat man die Möglichkeit  

DNA-Sequenzen zu vervielfachen (134). Bestimmte Regionen der DNA werden hierbei 

von einer DNA-Polymerase, welche Desoxynukleotide als Bausteine für den neuen 

Strang benutzt, kopiert. Welche Region vervielfältigt werden soll, kann man mit 

Oligonukleotiden, den so genannten Primern, bestimmen, die an die DNA binden und 

als Startpunkte für die Polymerase dienen. Für die PCR benutzt man eine spezielle, 

hitzebeständige DNA-Polymerase, die aus dem Bakterium Thermus aquaticus stammt 

und als Taq-DNA-Polymerase bezeichnet wird. Die Hitzebeständigkeit dieses Enzyms 

erlaubt wiederholte Amplifikationszyklen nach einer einmaligen Zugabe der Taq-

Polymerase am Beginn der Reaktion. Als erstes erfolgt die Denaturierungsphase, wobei 
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der Ausgangs-DNA-Strang bei 95 °C denaturiert und somit in zwei komplementäre 

Einzelstränge getrennt wird. Dann folgt die Annealingphase, in der sich ein Primerpaar, 

bestehend aus einem Forward- und einem Reverse-Primer, jeweils an einen der 

Einzelstränge bindet. Dies geschieht bei Temperaturen zwischen 40-72 °C. Ausgehend 

von diesen Primern kann nun die DNA-Synthese stattfinden, denn der DNA-Polymerase 

ist es möglich an die freien 3’-Hydroxylgruppen der Primer zu binden. Der dritte Schritt 

beinhaltet also die DNA-Synthese und wird auch Extensionsphase genannt. Dazu 

benötigt die DNA-Polymerase Magnesium als Cofaktor und es müssen 

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) als Bausteine zugegeben 

werden. Jede der genannten drei Phasen der PCR wird mehrfach als Zyklus wiederholt, 

meist handelt es sich um 30-40 Zyklen. In den Folgezyklen werden auch die neu 

gebildeten Stränge als Matrizen benutzt, so dass man nach 30 Zyklen theoretisch auf 

einen Vervielfältigungsfaktor von 109 kommt.  

 
 
2.2.8.2 Quantitative Real Time PCR 
 
Wenn man die Expression verschiedener Gene in unterschiedlichen Gehirnregionen 

quantitativ erfassen möchte, bietet sich die Methode der quantitativen Real Time PCR 

an. Die Quantifizierung wird mithilfe von Fluoreszenz-Messungen während der PCR-

Zyklen durchgeführt. Die Fluoreszenzfarbstoffe interkalieren in die doppelsträngige 

DNA, wodurch diese stärker fluoresziert als der freie Farbstoff. Für alle 

Versuchsansätze wurde der iQ ™ SYBR® Green Supermix von BioRad verwendet, der 

als Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green enthält. Das Anregungsmaximum von SYBR® 

Green liegt bei einer Wellenlänge von 490 nm und das Emissionsmaximum bei einer 

Wellenlänge von 520 nm. Der verwendete BioRad iCycler misst während der 

Annealing-Phase den Anstieg der Fluoreszenz, der wie oben beschrieben aus der 

Amplifikation der doppelsträngigen PCR-Produkte resultiert. Zuerst ist die 

Amplifikation aufgrund der geringen Menge an DNA-Matrizen begrenzt, später steigt 

die Anzahl der Produkte derart an, dass es zur Hemmung der Reaktion kommt. Die 

Phase dazwischen, in der die Produktmenge exponentiell ansteigt, wird exponentielle 

Phase genannt. Der Übergang von der ersten Phase in die exponentielle Phase definiert 

den so genannten Schwellenzyklus (Threshold Cycle, CT). Der CT-Wert hängt von der 

Ausgangsmenge der DNA ab und kann somit als quantitative Einheit verwendet werden. 
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Da SYBR® Green unabhängig von der Sequenz der gebildeten dsDNA interkaliert, 

muss eine Schmelzkurvenanalyse zur Unterscheidung von Primerdimeren und dem 

spezifischen PCR-Produkt durchgeführt werden. Die gegebenenfalls unerwünschten 

Nebenprodukte, wie zum Beispiel Primerdimere, haben eine andere Schmelztemperatur 

als das spezifische Hauptprodukt. Das Schmelzverhalten von doppelsträngiger DNA ist 

abhängig vom Anteil an GC, der Sekundärstruktur der DNA und 

Nukleotidfehlbildungen. Die Temperatur wird während der Schmelzkurvenanalyse 

stufenweise erhöht, dabei schmelzen die Doppelstränge wieder auseinander und es 

kommt zu einem Fluoreszenzverlust. In Abb. 2.1 sieht man ein Beispiel für eine 

Schmelzkurve, bei der die erste negative Ableitung des Fluoreszenzwertes gegen die 

Temperatur aufgetragen ist. Den Peak der Schmelzkurve befindet sich deshalb bei der 

Temperatur, bei der die meisten Doppelstränge denaturiert sind. Wurden bei der PCR 

Nebenprodukte gebildet, so gibt es mehrere Peaks bei der Schmelzkurvenanalyse.  

 

Auch wurde nach jeder Real Time PCR eine Agarose-Gelelektrophorese (2.2.6) mit 

dem Produkt durchgeführt um ebenfalls die Spezifität der Reaktion sicherzustellen. Von 

jeder Probe wurden Doppeltbestimmungen durchgeführt und der durch die Software 

errechnete Mittelwert für die Auswertung genutzt. Jedes Experiment wurde zwei bis 

drei Mal durchgeführt. Besonders auffällige Einzelwerte („Ausreißer“) wurden von der 

Auswertung ausgeschlossen. Um die Effizienz der Reaktion zu überprüfen und 

Rückschlüsse auf die Ausgangsmenge der verwendeten DNA zu erhalten wird parallel 

zur Real Time PCR der so genannten Gene von Interesse (GVI) eine Verdünnungsreihe 

einer Standard-DNA analysiert. Bei dieser Verdünnungsreihe wird die Standard-DNA  
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Abb. 2.1: Beispiel einer Schmelzkurve. Sie wurde erstellt zur Überprüfung der 
Spezifität der qRT PCR. Die Kurve wurde erstellt für das GVI 5-HTT im Hirnstamm 
der Maus. 
 

von 10-1 auf 10-6 ng/µl abfallend verdünnt. Um die Standard-DNA zu erhalten, wurde 

ein Gemisch aus cDNA verschiedenster Hirnregionen als Matrize eingesetzt. Dieses 

Gemisch wurde dann ebenfalls mithilfe des iCycler iQ™ Real Time Detection System 

amplifiziert. Dann wurde das PCR Produkt auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen und 

auf unerwünschte Nebenprodukte überprüft. Wenn keine Nebenprodukte vorhanden 

waren, wurde die Standard-DNA mittels MinElute™ Gel Extraction Kit Protokoll von 

Qiagen (2.2.7) aus dem Gel eluiert. Wenn man die Standard-DNA in bekannter 

Verdünnung parallel zur PCR der cDNA der zu untersuchenden Gehirnregion einsetzt, 

kann die Software eine Standardkurve berechnen, durch deren Steigung (slope) die 

Effizienz der PCR bestimmt werden kann. Ein Beispiel für eine solche Standardkurve 

liefert Abb. 2.2. Die Formel zur Bestimmung der Effizienz (=E) lautet: 

E = 10-1/Steigung 

Bei dieser Formel geht man von einer negativen Steigung aus. Das Programm gibt die 

Effizienz der Reaktion automatisch in Prozent an. Eine optimale Effizienz (100 %, 

Steigung 3,32) liegt vor, wenn die Anzahl der PCR-Produkte in jedem Zyklus 

verdoppelt wird. Um zu überprüfen, ob eine lineare Beziehung vorhanden ist, kann man 

den Korrelationsquotienten zu Rate ziehen, welcher ungefähr bei 1 liegen sollte. 

Außerdem wurden quatitative Real Time PCR Untersuchungen mit Haushaltsgenen 

(HHG, engl. house keeeping  
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Abb. 2.2: Beispiel einer Standard-Kurve: Die Kurve wurde erstellt durch 
Verdünnung einer Standard-DNA (blaue Markierung). Die rote Markierung gibt die 
Messwerte für das HHG GAPDH im Hirnstamm der Maus an.  
 

genes, HKGs) durchgeführt und mit den Ergebnissen der PCR des GVI abgeglichen. 

Dies dient der Normalisierung der ermittelten Expressionsdaten (136). Das bedeutet 

auch, dass Ungenauigkeiten der RNA-Konzentrationsbestimmung und der cDNA-

Synthese ausgeglichen werden. Haushaltsgene sind Gene, die grundlegende 

Zellfunktionen besitzen und so in allen Zellen bzw. Gehirnregionen aktiv sind. 

Folgende zwei HHG wurden verwendet: 18S (ribosomal 18S) und GAPDH 

(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase). Man sollte gegen mehr als ein HHG 

normieren, da gezeigt wurde, dass auch bei den HHG signifikante 

Expressionsunterschiede zwischen Geweben bestehen (136). Rechnerisch wurde die 

Normalisierung mittels der Normalisierungssoftware geNorm (GeNorm_3.4) 

durchgeführt (137). Mögliche signifikante Unterschiede in der Expression der 

untersuchten Gene (5-HTT und DAT) zwischen Mäusen des Wildtyps und Nos1 kd 

Mäusen wurden mittels des Student’s t-Test ermittelt. In den folgenden Tabellen (Tab. 

2.1, 2.2 und 2.3) sind die Reaktionsansätze für die quantitative Real Time PCR und die 

Reaktionsprotokolle dargestellt.  
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Reagenz Menge  

(Standard-DNA, HHG)    

Menge (GVI) 

iQTM SYBR Green Supermix 12,5 µl 12,5 µl 

Forward Primer (1:10 bzw. 1:20 

verdünnt) 

  1,0 µl   1,0 µl 

Reverse Primer (1:10 bzw. 1:20 

verdünnt) 

  1,0 µl   1,0 µl 

cDNA   1,0 µl   2,0 µl 

H2O (Merck)   9,5 µl   8,5 µl 

Endvolumen 25,0 µl 25,0 µl 

 
Tab. 2.1: Reaktionsansatz für quantitative Real Time PCR  
 

Schritt  Phase Temperatur Zeit Anzahl der 

Zyklen 

1 Denaturierung 95° C 3 min  

2 

 

Annealing 95° C 

Annealingtemp. 

30 s 

45 s 

Schritt 1-3 x mal 

 

3 Reaktionsende 95 °C 1 min  

4 Schmelzkurven- 

erstellung 

55 °C 

Temperatur wird 

nach 2. Zyklus 

um jeweils 0.5 °C 

erhöht.  

10 s 80 mal 

5 Lagerung 15 °C  1 mal 

 
Tab. 2.2: Reaktionsprotokoll für quantitative Real Time PCR 
 
 
 Annealingtemperatur Anzahl der Zyklen  
GAPDH 60 °C x = 38 Zyklen 
18S 60 °C x = 30 Zyklen 
DAT  54 °C x = 40 Zyklen 
5-HTT 61 °C x = 40 Zyklen 
 
Tab. 2.3: Annealingtemperaturen und Zyklenanzahl der qRT PCR 
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2.3 Verhaltensuntersuchungen 
 
2.3.1 Elevated Plus Maze 

 

Der Elevated Plus Maze Test (EPM) wurde entwickelt, um Unterschiede in der 

Ängstlichkeit von Nagetieren festzustellen (138). Die zugrunde liegende Vorrichtung, 

welche aufgrund ihrer Bauweise dem Experiment ihren Namen gab, besteht aus vier 

Armen (jeweils 30 x 5 cm), die sich etwa 70 cm über dem Boden befinden. Zwei der 

Arme sind von nicht transparenten Seitenwänden (15 cm hoch) umschlossen, die 

anderen zwei sind offen. Die Plattform in der Mitte der vier Arme ist 5 x 5 cm groß. Die 

offenen Arme wurden konstant mit einer Beleuchtungsintensität von 200 Lux 

illuminiert, die Plattform in der Mitte mit 150 Lux und die geschlossenen Arme mit 100 

Lux.  

 

Abb. 2.3: Skizze der Versuchsvorrichtung des Elevated Plus Maze  
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Die Mäuse wurden zunächst mit Blickrichtung zu einem offenen Arm auf der Plattform 

abgesetzt, danach hatte sie fünf Minuten Zeit das EPM zu untersuchen. Das Verhalten 

der Tiere wurde mittels Videokamera festgehalten. Die Aufnahmen wurden mithilfe des 

VideoMot2 Programms (VideoMot2, TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland) 

ausgewertet. Sowohl die Strecke, welche die Mäuse auf jedem der vier Stege 

zurücklegten als auch die Zeit, welche sie auf dem jeweiligen Steg verbrachten, wurden 

bestimmt. Ein Eintritt oder Besuch wurde als solcher gewertet, wenn die Maus sich mit 

allen vier Pfoten auf einem Arm befand. Folgende Versuchsparameter wurden 

festgehalten: 

 

- Anzahl der Besuche der offenen Arme 

- Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen 

- Zurückgelegte Strecke auf den offenen Armen 

- Anzahl der Besuche der geschlossenen Arme 

- Aufenthaltsdauer auf den geschlossenen Armen 

- Zurückgelegte Strecke auf den geschlossenen Armen 

- Latenz bis zum ersten Besuch eines offenen Armes 

- Verbrachte Zeit auf der zentralen Plattform 

 

Daraus können folgende Parameter berechnet werden: 

- Anzahl aller Besuche 

- Zurückgelegte Gesamtdistanz  

- Prozentualer Anteil der Besuche der offenen Arme an der Anzahl aller 

Besuch 

- Prozentualer Anteil der Zeit auf den offenen Armen an der Gesamtzeit 

- Prozentualer Anteil der Besuche der geschlossenen Arme an der Anzahl aller 

Besuche 

- Prozentualer Anteil der Zeit auf den geschlossenen Armen an der Gesamtzeit 

 

Zur Beurteilung der Ängstlichkeit der Mäuse wurden als wichtigste Parameter die 

Anzahl der Besuche der offenen Arme und der Zeitanteil auf den offenen Armen 
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dargestellt. Als Abschätzung der lokomotorischen Aktivität diente die zurückgelegt 

Gesamtdistanz. 

 

 

2.3.2 Das COGITAT-System  
 
Das COGITAT-System ist ein automatisches Lochbrettsystem (COGITAT, Cognitron 

GmbH, Göttingen, Deutschland) (139). In der vorliegenden Arbeit sollten mithilfe des 

COGITAT-Systems die Aufmerksamkeit und das räumliches Gedächtnis der Tiere 

untersucht werden. Die Oberfläche der COGITAT-Box wird von einer schwarzen 

Plexiglasplatte mit 25 Löchern (5 x 5) gebildet. Diese Löcher münden in Röhren, deren 

Boden eine weiße Platte bildet, die für jedes Loch eine Vertiefung aufweist, in welche 

ein Pellet (geruchloses Futter für die Versuchstiere) gelegt werden kann. Die Farbe 

dieser so genannten Fütterungsplatte entspricht der Farbe des Pellets (20 mg, Bioserv 

Product F05550, Frenchtown New Jersey, USA), damit letztere nicht von außerhalb der 

Röhre gesehen werden können. Als Umrandung der Box diente durchsichtiges Plexiglas, 

damit die Mäuse sich an den äußeren Gegebenheiten orientieren konnten. Um die 

Aktivitäten der Mäuse zu messen, wurde ein Infrarot-System verwendet. In den Röhren 

befinden sich drei verschiedene Lichtschranken, die erste 10 mm unter der Oberfläche, 

die zweite 20 mm unter der Oberfläche, die dritte auf Höhe der Pellets. Wurde nur die 

erste Lichtschranke durchbrochen, bedeutete dies eine „Inspektion“ des Lochs. Wurde 

die zweite Lichtschranke durchbrochen, das Pellet aber nicht gefressen, bedeutete dies 

einen „Besuch“ des Lochs. An dem angeschlossenen Computer wurde sowohl mittels 

proprietärer Software (RatMemory V2.4, Cognitron, GmbH, Göttingen, Deutschland) 

als auch mittels des Videotracking-Systems (VideoMot 2, TSE Systems, Bad Homburg, 

Deutschland) 21 verschiedene Parameter der Aktivität der Maus ausgewertet. Für eine 

Übersicht aller möglichen Parameter siehe Tabellen 2.3 und 2.4. Die Kombination des 

Videotrackings mit dem Lichtschranken-Array ermöglicht die simultane Auswertung 

von globaler Aktivität und kognitions-relevanter Parameter. Das COGITAT-System 

wurde für Ratten entwickelt und bisher noch nicht an Mäusen etabliert. Es zeigte sich, 

dass die Mäuse sehr viel länger als Ratten brauchten, um zu erkennen, dass sich in den 

Löchern Pellets befinden. Für eine Skizze des COGITAT-Systems siehe Abb. 2.4. 
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Abb. 2.4: Skizze der Versuchsvorrichtung des COGITAT-Systems  
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Parameter Bedeutung 

ols Zahl der Ereignisse bei denen die obere 

Lichtschranke durchbrochen wird 

(entspricht Inspektionen) 

uls Zahl der Ereignisse bei denen die untere 

Lichtschranke durchbrochen wird 

(entspricht Besuchen) 

x2 Anzahl Besuche von ursprünglich belegten 

Löchern 

x3 Anzahl der gefressenen Pellets 

x4 Anzahl Besuche von nicht belegten 

Löchern 

x5 Anzahl Besuche von bereits geleerten  

Löchern 

x6 Anzahl Besuche belegter Löcher ab dem 

ersten Loch des gesetzten Musters 

x7 Anzahl in Reihenfolge geleerter Löcher ab 

dem ersten Loch des gesetzten Muster 

x8 Anzahl der mehrfach besuchten Löcher 

x9 Größte Anzahl der in Folge geleerter 

Löcher 

i2 Anzahl Inspektionen von ursprünglich 

belegten Löchern 

i4 Anzahl Inspektionen von nicht belegten 

Löchern 

i5 Anzahl Inspektionen von bereits geleerten 

Löchern 

i8 Anzahl der mehrfach inspizierten Löcher 

ins Anzahl der Inspektionen 

 

Tab. 2.3: Parameter, die mittels des COGITAT-Systems gemessen werden können 
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Parameter Bedeutung  

wme working memory error (5X/uls) 

rme reference memory error (4X/uls) 

iwme working memory error für Inspektionen 

(i5/ins) 

irme reference memory error für Inspektionen 

(i4/ins) 

awme Allgemeiner working memory error 

(X5+i5/ols) 

arme Allgemeiner reference memory error 

(X4+i4/ols) 

 

Tab. 2.4: Abgeleitete Parameter des COGITAT-Systems 

 

Die Experimente wurden jeweils zwischen 8 Uhr morgens und 16 Uhr nachmittags 

durchgeführt. Von den 25 Löchern des COGITAT-Systems wurden acht in einem 

bestimmten Muster mit den Pellets belegt. Jeden Tag wurden zwei Versuchsdurchläufe 

durchgeführt, die jeweils 240 s dauerten. Die Tiere wurden in einer zufälligen 

Reihenfolge getestet. Ein Versuchsdurchlauf war beendet, wenn ein Tier entweder alle 

Pellets gefunden und gefressen hatte oder wenn die Zeit abgelaufen war. Dieses wird im 

Folgenden als Kurzzeitversuche bezeichnet. Dann wurden nach den ersten 

Versuchsdurchläufen jeweils nach 3 Tagen Pause und dann nochmals nach 7 Tagen 

Pause erneut Versuchsdurchläufe durchgeführt, die so genannten Langzeitversuche 1 

bzw. 2 (LZV 1 und LZV 2).  

 
 
2.4 Statistik 

 

Als Signifikanztest wurde der t-Test nach Student (ungepaart, einseitig) verwendet. 

Dabei wurden p-Werte < 0,05 als signifikant angesehen.  
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3  Ergebnisse 

 

3.1 Gen-Expressionsanalyse mittels der quantitativen Real Time PCR  

 

Aufgrund der Interaktion zwischen dem nitrinergen und serotonergen sowie dem 

dopaminergen System und der Hinweise, dass bei Nos1 kd Mäusen diese 

monoaminergen Systeme dysreguliert sind, stellten wir die Hypothese auf, dass bei den 

Nos1 kd Tieren eine veränderte Expression des Serotonin- (5-HTT) sowie des 

Dopamin-Transporters (DAT) vorliegt. Als zu untersuchender Teil des Gehirns wurde 

in Hinblick auf den 5-HTT der Hirnstamm gewählt, da hier die Raphekerne liegen, in 

denen die serotonergen Neuronen zu finden sind, da für eine selektive Präparation die 

Raphekerne der Maus zu klein sind. Für die Untersuchung des Dopamin-Transporters 

wählten wir das Striatum, welches eine hohe Anzahl an dopaminergen Neuronen 

aufzeigt. Die Gehirne wurden wie in 2.1 und 2.2 beschrieben entnommen, die RNA 

isoliert, cDNA hergestellt und diese mittels qRT PCR untersucht. Es wurde das Gewebe 

von jeweils sieben Knockout- und sieben Wildtyptieren untersucht. Die hieraus 

gewonnenen Werte wurden gegen die Haushaltsgene 18S und GAPDH normalisiert.  

 

In Abbildungen 3.1a und 3.1b sind die gemittelten Werte dreier unabhängiger 

Experimente dargestellt. Hinsichtlich der Expression des 5-HTT sowie des DAT 

konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Student’s t-Test p = 0,24 

und p = 0,37). 
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Abb. 3.1: Ergebnisse der normalisierten mRNA Konzentration des DAT (a) und des 5-
HTT (b) bei den Nos1 kd Mäusen (Nos1 -/-) im Vergleich zu Wildtyp Mäusen (Nos1 
+/+). Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Student’s 
t-Test p > 0,05).  
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3.2 Untersuchung der Ängstlichkeit mittels des Elevated Plus Maze 

 

Da zahlreiche Studien Hinweise für eine Rolle des nitrinergen Systems bei Angst-

relevanten Verhaltensweisen geben (140,141) und verminderte Ängstlichkeit bzw. 

vermehrtes Risikoverhalten auch häufig bei Menschen mit ADHS gefunden wird, wurde 

in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich im Elevated Plus Maze Unterschiede 

zwischen den Nos1 kd Mäusen und den Wildtypen in Bezug auf diese Eigenschaft 

zeigen. Hierbei wurden die Ergebnisse geschlechtergetrennt ausgewertet. Dargestellt 

sind die Ergebnisse für die Zeit auf den offenen Armen, die Besuche der offenen Arme 

und die zurückgelegte Gesamtdistanz. Unterschiede in diesen Parametern zeigen eine 

veränderte Ängstlichkeit an; aus der zurückgelegten Gesamtdistanz ist ersichtlich, ob 

diese Unterschiede durch vermehrte motorische Aktivität zu erklären sind. Die 

weiblichen kd Mäuse (Abb. 3.2, d-f) besuchten signifikant häufiger die offenen Arme 

(Abb. 3.2e; Student’s t-Test p = 0,02), während die kd Männchen (Abb. 3.2, a-c) 

signifikant mehr Zeit auf den offenen Armen verbrachten (Abb. 3.2a; Student’s t-Test p 

= 0,04). Hinweise auf einen Unterschied in der motorischen Aktivität gab es nicht, da 

sich die zurückgelegte Gesamtdistanz nicht signifikant zwischen beiden Gruppen 

unterschied (Abb. 3.2c, f).  
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Abb. 3.2: Ergebnisse für die zurückgelegte Gesamtdistanz (c, f), Besuche auf den 
offenen Armen (b, e) und die verbrachte Zeit auf den offenen Armen (a, d) 
geschlechtergetrennt nach Männchen (a-c) und Weibchen (d-f) dargestellt. Nos1 -/- 
bezeichnet die kd Mäuse, Nos1 +/+ sind die Wildtypen.  
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3.3 Untersuchung des räumlichen Lernens und der Gedächtnisleistung mittels 

 des COGITAT-Systems 

 

Zur Evaluierung möglicher kognitiver Defizite wurden die Tiere in Hinblick auf ihr 

Lernvermögen und ihre Gedächtnisleistungen mithilfe des COGITAT-Systems geprüft. 

Hierbei müssen die Tiere ein bestimmtes Muster von Löchern erlernen, in denen sich 

Futter-Pellets befinden. Von der Vielzahl der messbaren Parametern sind für die hier 

untersuchte Problemstellung die Gesamtanzahl der Besuche (Gesamtanzahl der 

Ereignisse, bei denen die untere Lichtschranke durchbrochen wurde), Gesamtanzahl der 

gefressenen Pellets, der working memory error (Fehler im Arbeitsgedächtnis; wme) und 

der reference memory error (Fehler im Referenzgedächtnis; rme) betrachtet worden. 

Der Fehler im Arbeitsgedächtnis wird errechnet aus der Anzahl der Besuche bereits 

geleerter Löcher im Verhältnis zu allen Besuchen. Der Fehler im Referenzgedächtnis 

errechnet sich aus der Anzahl von Besuchen nicht belegter Löcher im Verhältnis zu 

allen Besuchen. Das Referenzgedächtnis bei Mäusen und Ratten ist dem deklarativen 

Gedächtnis, also dem Langzeitgedächtnis für bewusste oder explizite Wissensinhalte, 

beim Menschen vergleichbar. Das Arbeitsgedächtnis ist wie beim Menschen eine Form 

des Kurzzeitgedächtnisses.  

 

3.3.1 Ergebnisse der Kurzzeitversuche  

 

Die Knockdown Tiere fanden nominell mehr Pellets als die Wildtyp Tiere (Abb. 3.3c 

und 3.4c), allerdings war dies nicht signifikant unterschiedlich. Es zeigte sich aber, dass 

der Fehler im Arbeitsgedächtnis bei den kd Tieren bei den Männchen nominell (Abb. 

3.4b) und bei den Weibchen sogar signifikant größer war (Abb. 3.3b, Student’s t-Test 

Tag 4 p = 0,03, Tag 7 p = 0,02, Tag 8 p = 0,04). Dies konnte nicht nur durch ein 

vermehrtes Suchverhalten bzw. eine größere Anzahl an Gesamtbesuchen der Löcher 

erklärt werden, da sich dieser Parameter nicht signifikant bei den männlichen Tieren 

(Abb. 3.4a) und nur tendenziell bei den weiblichen Tieren (Abb. 3.3a, Student’s t-Test 

Tag 4 p = 0,06, Tag 8 p = 0,05) zwischen beiden Gruppen unterschied. Der Fehler im 

Referenzgedächtnis zeigte bis auf jeweils einen einzelnen Versuchstag (Tag 4 Student’s 

t-Test p = 0,02 bei den weiblichen Tieren und Tag 8 p = 0,03 bei den männlichen Tieren, 
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Abb. 3.3d bzw. Abb. 3.4d) keine signifikante Unterschiede zwischen Knockdown und 

Wildtyp Tieren.  

 

3.3.2 Ergebnisse der Langzeitversuche 1 und 2 

 

Bei den weiblichen kd Mäusen zeigte sich ein tendenziell höherer Fehler im 

Arbeitsgedächtnis im Langzeitversuch 2 nach 7 Tagen Versuchspause (Abb. 3.6c, 

Student’s t-Test p = 0,08). In allen übrigen Parametern der Langzeitversuche wurden 

keine signifikanten Unterschiede gefunden (Abb. 3.5 und 3.6).  

 

Bei den männlichen kd Mäusen zeigte sich ein signifikant höherer Fehler im 

Arbeitsgedächtnis im Langzeitversuch 1 nach 3 Tagen Versuchspause (Abb. 3.8a, 

Student’s t-Test p = 0,03). Dies konnte wiederum nicht nur durch ein vermehrtes 

Suchverhalten bzw. eine größere Anzahl an Gesamtbesuchen der Löcher erklärt werden, 

da sich dieser Parameter nicht signifikant bei den männlichen Tieren (Abb. 3.7b) 

zwischen beiden Gruppen unterschied. In den übrigen Parametern zeigten sich keine 

signifikanten Unterschiede bei den männlichen Tieren in den Langzeitversuchen (Abb. 

3.7 und 3.8).  
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Abb. 3.3: Ergebnisse für das räumliche Lernvermögen weiblicher Nos1 kd Tiere im 
Kurzzeitversuch. Anzahl aller Besuche (a), Fehler im Arbeitsgedächtnis (b), Anzahl der 
gefressenen Pellets (c), Fehler im Referenzgedächtnis (d). Nos1 -/- bezeichnet die kd 
Mäuse, Nos1 +/+ steht für die Wildtypen.  
 
 
 
 
 



 45 

Anzahl der gefressenen Pellets, Männchen

Tag

1 2 3 4 5 6 7 8

A
nz

ah
l d

er
 g

ef
re

ss
en

en
 P

el
le

ts

0

2

4

6

8

10

Nos1 -/-
Nos1 +/+

Fehler im Arbeitsgedächtnis, Männchen

Tag

1 2 3 4 5 6 7 8

F
eh

le
r 

in
 %

0

10

20

30

40

Fehler im Referenzgedächtnis, Männchen

Tag

1 2 3 4 5 6 7 8

F
eh

le
r 

in
 %

0

10

20

30

40

50

60

 Anzahl aller Besuche, Männchen

Tag

1 2 3 4 5 6 7 8

A
nz

ah
l a

lle
r 

B
es

uc
he

0

5

10

15

20

25

30

p=0,08

*

a

b

c

d

 
 
Abb. 3.4: Ergebnisse für das räumliche Lernvermögen männlicher Nos1 kd Tiere im 
Kurzzeitversuch. Anzahl aller Besuche (a), Fehler im Arbeitsgedächtnis (b), Anzahl der 
gefressenen Pellets (c), Fehler im Referenzgedächtnis (d). Nos1 -/- bezeichnet die kd 
Mäuse, Nos1 +/+ steht für die Wildtypen.  
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Abb. 3.5: Räumliches Lernvermögen weiblicher Nos1 kd Tiere in den 
Langzeitversuchen 1 und 2 (LZV 1 und 2). Anzahl der gefressenen Pellets im LZV 1 (a), 
Anzahl aller Besuche im LZV 1 (b), Anzahl der gefressenen Pellets im LZV 2 (c), 
Anzahl aller Besuche im LZV 2 (d). Bei keinem der Parametern fanden sich hier 
signifikante Unterschiede (p > 0,05 im Student’s t-Test). Nos1 -/- bezeichnet die kd 
Mäuse, Nos1 +/+ steht für die Wildtypen.  
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Abb. 3.6: Räumliches Lernvermögen weiblicher Nos1 kd Tiere in den 
Langzeitversuchen 1 und 2 (LZV 1 und 2). Fehler im Arbeitsgedächtnis im LZV 1 (a), 
Fehler im Referenzgedächtnis im LZV 1 (b), Fehler im Arbeitsgedächtnis im LZV 2 (c), 
Fehler im Referenzgedächtnis im LZV 2 (d). Nos1 -/- bezeichnet die kd Mäuse, Nos1 
+/+ steht für die Wildtypen.  
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Abb. 3.7: Räumliches Lernvermögen männlicher Nos1 kd Tiere in den 
Langzeitversuchen 1 und 2 (LZV 1 und 2). Anzahl der gefressenen Pellets im LZV 1 (a), 
Anzahl aller Besuche im LZV 1 (b), Anzahl der gefressenen Pellets im LZV 2 (c), 
Anzahl aller Besuche im LZV 2 (d). Bei keinem der Parametern fanden sich hier 
signifikante Unterschiede (p>0,05 im Student’s t-Test). Nos1 -/- bezeichnet die kd 
Mäuse, Nos1 +/+ steht für die Wildtypen.  
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Abb. 3.8. Räumliches Lernvermögen männlicher Nos1 kd Tiere in den 
Langzeitversuchen 1 und 2 (LZV 1 und 2). Fehler im Arbeitsgedächtnis im LZV 1 (a), 
Fehler im Referenzgedächtnis im LZV 1 (b), Fehler im Arbeitsgedächtnis im LZV 2 (c), 
Fehler im Referenzgedächtnis im LZV 2 (d). Nos1 -/- bezeichnet die kd Mäuse, Nos1 
+/+ steht für die Wildtypen.  
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4  Diskussion 

 

In den vergangenen Jahren wurden große Fortschritte in der Aufklärung der 

physiologischen und pathophysiologischen Funktionen von NO und den NO-Synthasen 

erreicht. Gerade die Erforschung der Rolle der neuronalen Isoform der NOS führte zu 

interessanten Ergebnissen, die vermuten lassen, dass NOS-I eine Rolle bei 

verschiedenen psychiatrischen und neurodegenerativen Erkrankungen spielt (88,142). 

Dennoch sind viele Fragen immer noch offen, auch sind die physiologischen Aufgaben 

der NOS-I noch nicht abschließend geklärt. Insbesondere ergaben sich in verschiedenen 

Versuchen Hinweise, dass das nitrinerge System in Zusammenhang mit Funktionen der 

Aufmerksamkeit, Aktivität und des Gedächtnisses eine Rolle spielt (99,100,143).  

 

Das Ziel dieser Arbeit war es, einen Beitrag zur Phänotypisierung der Nos1 kd Maus zu 

leisten. Zum einen ist die Rolle des NO in der Gehirnfunktion von Mensch und Tier 

immer noch unklar, und zum anderen zeigen frühere Untersuchungen der Nos1 kd 

Mäuse ein teilweises inkonsistentes Bild, so dass noch weiterer Aufklärungsbedarf 

besteht, ob diese Tiere als Modell für spezifische neuropsychiatrische Störungen 

nützlich sein könnten. In der vorliegenden Arbeit im speziellen sollte dies durch die 

expressionsanalytische Untersuchung der monoaminergen Kerngebiete von Nos1 kd 

Mäusen, zum anderen durch Untersuchung ihres Verhaltens vor allem in Bezug auf 

Ängstlichkeit und kognitive Fähigkeiten erreicht werden. Hierdurch sollte auch 

herausgefunden werden, ob es Hinweise gibt, dass die Nos1 kd Maus möglicherweise 

als Tiermodell für zumindest einen Endophänotypen der Aufmerksamkeitsdefizit-

/Hyperaktivitätsstörung fungieren kann.  

 

 

4.1 Expression der monoaminergen Transmitter bei der Nos1 kd Maus 

 

Nicht nur in Versuchen mit Nos1 Knockdown Mäusen, auch bei Experimenten mit 

NOS-Inhibitoren ergaben sich diverse Hinweise auf eine gegenseitige Beeinflussung 

des nitrinergen und des serotonergen Systems. In Nos1 kd Mäusen fand man eine 

Veränderung des serotonergen Systems im Sinne von hypofunktionalen 5-HT1A- und 5-
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HT1B-Rezeptoren und einem verminderten frontalen Serotonin-Umsatz mit in Folge 

erhöhter Serotonin-Konzentration (40,42). Bei Versuchen mit NO-Inhibitoren konnte 

gezeigt werden, dass zum Beispiel Effekte von serotonergen Antidepressiva (SSRIs) 

durch NOS-I-Inhibitoren verstärkt werden konnten. (95,144). Harkin et al. konnten auch 

Hinweise darauf finden, dass die antidepressiven Effekte der NOS-Inhibitoren über 

einen serotonergen Weg vermittelt werden, da bei Blockade des endogenen Serotonins 

die antidepressiven Effekte nicht mehr zu sehen waren (145). Außerdem fand man 

heraus, dass Paroxetin, ein selektiver Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer, die NOS 

inhibiert (146). Interessanterweise exprimiert die Mehrheit der serotonergen Neurone in 

den Raphekernen des Hirnstamms auch NOS-I (147). Die genaueren Mechanismen der 

Interaktion zwischen NO und Serotonin sind noch immer unklar. Eine Möglichkeit 

scheint die Beeinflussung der Aktivität von 5-HTT durch den second messenger des NO, 

cGMP, zu sein (148,149). Eine andere Möglichkeit wären direkte Protein-Protein-

Interaktionen, S-Nitrosylierung des Serotonin-Transporters oder die gegenseitige 

Beeinflussungen der Expression des jeweiligen Enzyms. Da die Mechanismen der 

gegenseitigen Beeinflussung des serotonergen und nitrinergen Systems noch nicht 

genau bekannt sind, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob der Serotonin-

Transporter (5-HTT), ein Schlüsselmolekül in der Regulation des serotonergen Systems, 

bei den Nos1 kd Mäusen vermehrt oder vermindert exprimiert wird. Aus neueren 

Untersuchungen an Zellkulturen geht hervor, dass eine Koexpression von NOS-I und 5-

HTT zu einer verminderten Expression von 5-HTT an der Zelloberfläche und somit 

auch zu einer geringeren Wiederaufnahme an Serotonin führt (150). Auch zeigte sich, 

dass die maximale Rate der Wiederaufnahme an Serotonin sowie die Expression des 5-

HTT an der Zelloberfläche bei Nos1 Knockdown Mäusen gesteigert war. Die Hemmung 

der Serotonin-Wiederaufnahme und die verminderte Expression von 5-HTT an der 

Zelloberfläche war allerdings weniger von der NOS-I Enzymaktivität abhängig, sondern 

eher durch eine Interaktion der carboxyterminalen PDZ-Domänen beider Proteine 

bedingt. Dieser Mechanismus scheint den inhibitorischen Effekt von NOS-I auf den 

Transport des 5-HTT zur Zelloberfläche zu vermitteln und kann als endogener SSRI-

artiger Wirkmechanismus angesehen werden. Auf Genexpressionsebene scheint es 

jedoch keine gegenseitige, ggf. kompensatorische Regulation zu geben, da in der 

vorliegenden Arbeit mittels qRT PCR keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
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Knockdown und den Wildtyp Mäusen in der Menge an 5-HTT mRNA im Hirnstamm 

festgestellt wurden.  

 

Was das dopaminerge System anbelangt, gibt es ebenfalls Daten, die eine starke 

Interaktion mit dem nitrinergen System belegen. Es wurde zum Beispiel gezeigt, dass 

die Methamphetamin (METH)-induzierte dopaminerge Neurotoxizität in Swiss Webster 

Mäusen mittels des NOS-I-Inhibitors 7-NI abgemildert werden konnte. In Versuchen 

mit Nos1 kd Mäusen zeigte sich ebenfalls, dass diese gegen die METH-induzierte 

dopaminerge Neurotoxizität geschützt waren (65). Auch bei Versuchen mit 

pharmakologischen Tiermodellen für das Parkinson-Syndrom zeigten sich sowohl Nos1 

kd Mäuse als auch Mäuse, die mit dem spezifischen NOS-I-Inhibitor 7-NI behandelt 

worden waren, geschützt gegen MPTP-induzierte Neurotoxizität (151,152). MPTP ist 

eine Substanz, welche zur Zerstörung nigrostriataler dopaminerger Neuronen führt und 

so ein Parkinson-Syndrom auch beim Menschen hervorruft. Hier wurde in einer 

immunhistochemischen Studie gefunden, dass die Immunreaktivität der 

Tyrosinhydroxylase und des DAT nach Gabe von MPTP signifikant im Striatum und in 

der Substantia nigra reduziert war. Bei Gabe von 7-NI zeigte sich ein protektiver Effekt 

hinsichtlich dieser Abnahme. Auch konnte nachgewiesen werden, dass im Striatum der 

Ratte eine NO Produktion durch elektrische Stimulation der Substantia nigra oder Gabe 

von Dopamin-D1-Rezeptoragonisten ausgelöst werden kann. Dies wiederum kann 

durch einen Dopamin-D2-Rezeptorabhängigen Mechanismus beeinflusst werden (153).  

 

NO scheint also ein Modulator der Differenzierung und des Überlebens von 

dopaminerger Neuronen zu sein. Im Gegenzug konnte zum Beispiel gezeigt werden, 

dass die Parkin-Knockout Maus, ein Modelltier für hereditäre Parkinsonerkrankungen, 

resistent gegen die Neurotoxizität durch NO ist (154). In neueren Untersuchungen 

zeigte sich eine gesteigerte Dopamin D1-Signalübertragung in Nos1 Knockout Mäusen 

(155). Bei in vivo Versuchen mit Ratten mittels Mikrodialyse von NOS-Inhibitoren wie 

L-NAME und 7-NINA wurde ein konzentrationsabhängiger Anstieg der 

Dopaminausschüttung beobachtet, welcher wiederum bei zusätzlicher Gabe des NO 

Vorläufers L-Arginin deutlich geringer war (156). 
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Eine weitere Rolle scheinen beide Transmittersysteme beim männlichen 

Sexualverhalten zu spielen. Sexualhormone regulieren die Freisetzung von Dopamin im 

medialen präoptischen Areal (MPOA) zum Teil dadurch, dass sie die Expression von 

NOS-I steigern. Die resultierend gesteigerte NO Produktion steigert wiederum die 

Dopaminfreisetzung. Glutamat scheint ebenfalls die Dopaminfreisetzung über den Weg 

einer vermehrten NO Produktion zu steigern. Dopamin wiederum ist ein wichtiger 

Botenstoff beim männlichen Sexualverhalten (157). Was nun die Mechanismen der 

Interaktion des nitrinergen mit dem dopaminergen System anbelangt, scheint die 

Inhibition des DAT durch von NOS-I produziertem NO einer der möglichen 

Mechanismen zu sein. Dies wurde schon vor einiger Zeit als neue Form der 

interneuralen Kommunikation beschrieben, als sog. nicht-synaptische, nicht-

rezeptorvermittelte Interaktion (158). Deswegen nahmen wir an, dass bei der Nos1 kd 

Maus auch eine kompensatorische Expressionsänderung des DAT zu finden wäre. Es 

zeigte sich jedoch in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Unterschied in der 

Expression des DAT zwischen den Wildtyp- und den Nos1 kd-Mäusen. Interaktionen 

zwischen beiden Molekülen beinhalten daher eher direkte Protein-Protein-Interaktionen 

oder posttranslationale Prozesse, wie zum Beispiel S-Nitrosylierung.  

 

 

4.2 Ängstlichkeit der Nos1 kd Maus 

 

Zur Symptomatik des ADHS gehören neben der Triade der Aufmerksamkeitsstörung, 

der motorischen Hyperaktivität und der Impulsivität unter anderem auch eine 

verminderte Ängstlichkeit und vermehrte Risikobereitschaft (159). Es gibt diverse 

Untersuchungen, die einen anxiolytischen Effekt verschiedener NOS-Inhibitoren zeigen 

und zwar sowohl bei Ratten als auch bei Mäusen, sowohl durch systemische als auch 

durch lokale Gabe (93,115,140). Dies ließ bei den Nos1 kd-Tieren einen vermindert 

ängstlichen Phänotyp erwarten. Ob eine derartige verminderte Ängstlichkeit bei Mäusen 

vorliegt, kann im Elevated Plus Maze festgestellt werden. In früheren Untersuchungen 

verbrachten die Nos1 kd Mäuse mehr Zeit in den geschlossenen Armen oder es wurden 

keine Unterschiede zwischen den Tieren gefunden (46). Im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit konnten signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und Nos1 kd Tieren 
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festgestellt werden. Die kd Mäuse verbrachten eine signifikant höhere Zeit auf den 

offenen Armen als auf den geschlossenen bzw. sie besuchten häufiger die offenen Arme, 

was auf eine verminderte Ängstlichkeit hindeutet, da dies nicht auf eine vermehrte 

allgemeine Aktivität zurückgeführt werden konnte. Eine neuere Untersuchung zeigte, 

dass die verminderte oder vermehrte Ängstlichkeit von Nos1 kd Mäusen vom sozialem 

Kontext abhängig sein kann (160). Ebenfalls stark abhängig ist der Verhalten der Tiere 

in den verschiedenen Tests von der Beleuchtungsstärke des Versuchsaufbaus, die 

allerdings nur selten explizit in den Beschreibungen angegeben ist. Deswegen sind auch 

hier noch weitere Versuchsreihen unter standardisierten Bedingungen nötig, bei denen 

darüber hinaus auch das soziale Umfeld berücksichtigt wird.  

 

 

4.3 Räumliches Lernen und Gedächtnis der Nos1 kd Maus 

 

In verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass das nitrinerge System eine 

Rolle bei Lernprozessen spielt. So lässt sich zum Beispiel mit dem unselektivem NOS-

Inhibitor L-NAME eine bestimmte Form des Langzeitgedächtnisses der Honigbiene 

beeinträchtigen (52,161). Bei Versuchen mit Ratten im 8-Arm Radial Maze konnte 

gezeigt werden, dass die Gabe von L-NAME das Arbeitsgedächtnis dieser Tiere 

verschlechterte (162). Allerdings hatte in dieser Untersuchung von Zou et. al 7-NI, 

welches funktional selektiv die NOS-I inhibiert, keinen verschlechternden Einfluss auf 

das Arbeitsgedächtnis. Im Gegensatz hierzu wurde in einer früheren Arbeit von 

Holscher et al. ein negativer Einfluss von 7-NI auf das Arbeits- und Referenzgedächtnis 

von Ratten im 8-Arm Radial Maze beschrieben (68). Hinsichtlich des 

Langzeitgedächtnisses zeigt eine Untersuchung an Ratten- und Mäusegehirnen einen 

signifikanten Verlust der Langzeitpotenzierung nach Inhibition der NOS-I (163). Die 

Langzeitpotenzierung der synaptischen Plastizität gilt als neurophysiologischer 

Mechanismus für Lernprozesse und Gedächtnisbildung und kann als Modell für die 

Entstehung des Langzeitgedächtnisses betrachtet werden (164,165). Passend dazu gibt 

es Hinweise auf eine wichtige Rolle des nitrinergen Systems bei neurodegenerativen 

Prozessen wie der Alzheimer-Demenz. Limon et. al konnten zeigen, dass die Injektion 

von Beta-Amyloid zu einem Anstieg der Enzymaktivität der NOS-I und somit zu einer 
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vermehrten NO Produktion führte, auch war die räumliche Lernfähigkeit dieser Tiere 

beeinträchtigt (166). Die Beeinträchtigung des räumlichen Lernvermögens im Object 

Location Test durch L-NAME konnte in einer anderen Arbeit durch den NO-Donor 

Molsidomin aufgehoben werden (167). Aus den divergierenden Ergebnissen dieser 

Untersuchungen kann man den Schluss ziehen, dass sowohl eine zu große als auch eine 

zu kleine Menge an NO zu kognitiven Einschränkungen führen kann. Auch die Nos1 kd 

Mäusen wurden bereits in Hinblick auf kognitive Einschränkungen untersucht und vor 

allem Defizite im räumlichen Lernen gefunden (46,50,162). Dies wurde in der 

vorliegenden Arbeit versucht anhand eines automatisierten Lochbrettsystems, des 

COGITAT-Systems, welche bisher noch nicht bei Untersuchungen an Mäusen 

verwendet wurde, nachzuvollziehen. Der Vorteil dieses Systems liegt vor allem darin, 

dass räumliches Lernen in einer stressfreien Umgebung getestet werden kann; 

insbesondere der übliche Morris Water Maze Test bringt nämlich eine deutliche 

Belastung der Tiere mit sich.  

 

Bei unseren ersten Untersuchungen fanden die kd Tiere beider Geschlechter entgegen 

der Hypothese nominell, aber nicht signifikant, mehr Pellets. Allerdings war auch die 

Fehlerquote der kd Tiere, bei den Weibchen sogar vor allem im Arbeitsgedächtnis 

signifikant, höher. Dies konnte nicht etwa alleine durch eine vermehrte Aktivität erklärt 

werden, da sich die Gesamtanzahl der Besuche von Löchern nicht signifikant zwischen 

beiden Gruppen unterschied. Auch in den Langzeitversuchen nach 3 und 7 Tagen Pause 

zeigten die kd Mäuse ein Defizit im Arbeitsgedächtnis, hier besonders deutlich bei den 

männlichen Tieren im Langzeitversuch 1, welches ebenfalls nicht durch allgemeines 

vermehrtes Besuchen von Löchern zu erklären war. Die Ergebnisse für den Fehler im 

Referenzgedächtnis wiesen jedoch nicht auf ein Defizit der kd Mäuse in diesem Bereich 

hin.  

 

Wenngleich die erhaltenen Daten nicht vollständig konsistent sind, was vermutlich 

unter anderem auf die geringe Anzahl an Versuchstieren und die noch nicht optimal 

standardisierten Versuchsbedingungen zurückzuführen ist, so zeigten sich zumindest 

Hinweise auf eine kognitive Beeinträchtigung vor allem des Arbeitsgedächtnisses. Beim 

ADHS des Menschen werden auch besonders in der Aufnahme und Verarbeitung von 
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Informationen Defizite gesehen und somit auch im Arbeitsgedächtnis (168). Somit ist 

zumindest nicht ausgeschlossen, dass die Nos1 kd Maus zumindest als ein Tiermodell 

für den vorwiegend unaufmerksamen Typus der ADHS dienen könnte. Schon länger 

gibt es entsprechend den Ansatz ADHS in Endophänotypen zu unterteilen. Hier 

schlagen zum Beispiel Castellanos und Tannock aus neurobiologischer Sicht drei 

Endophänotypen vor, bei denen als führendes neuropsychologisches Merkmal entweder 

Anomalien im Belohnungssystem, Defizite bei der zeitlichen Verarbeitung oder 

Störungen des Arbeitsgedächtnisses dienen könnten (169).  

 

Befunde aus humangenetischen Studien geben Hinweise darauf, dass es sich bei ADHS 

um eine Störung mit hoher genetischer Heritabilität handelt, trotzdem wurden bisher 

aber keine klaren Risikogene gefunden bzw. konnten mögliche Kandidatengene häufig 

nicht repliziert werden. Dies dürfte einerseits die große Zahl der beteiligten Gene 

widerspiegeln (Locus-Heterogenität), andererseits die Variabilität der einzelnen Studien 

hinsichtlich der Phänotypdefinition, Stichprobengröße und Art der verwendeten 

genetischen Marker. Bezüglich des ADHS gibt es positive Assoziationsbefunde 

genetischer Polymorphismen in verschiedenen Genen des dopaminergen Systems wie 

DAT1, DRD1, DRD4, DRD5, COMT, MAO-B und des serotonergen Systems wie 

TPH1, TPH2 und 5-HTT (170). In unserer Arbeitsgruppe wurden darüber hinaus noch 

CDH13 und DIRAS2 als Risikogene beschrieben (171,172). Bezüglich der Assoziation 

von ADHS mit Polymorphismen im nitrinergen System gibt es eine Untersuchung, die 

zeigte, dass ein funktioneller Promotor-Polymorphismus von NOS1 mit impulsiven 

Verhaltensweisen assoziiert ist. Die kurze Variante dieses Dinucleotid-Repeats kommt 

gehäuft bei Personen mit adultem ADHS und Cluster-B-Persönlichkeitsstörungen vor 

(98). Kognitive Defizite betreffend gibt es eine Studie, welche einen Einfluss eines 

NOS1 Einzelbasenpolymorphismus (rs6490121) auf die Kognition untersuchte. Es 

zeigte sich, dass die homozygoten Träger dieses auch mit Schizophrenie assoziierten 

Risikoallels im Bereich des verbalen IQ und des Arbeitsgedächtnisses schlechter 

abschnitten als die Vergleichsgruppen (173). In einer früheren Untersuchung wurde 

bereits eine Assoziation eines NOS1 Exon-1c-Promotorpolymorphismus mit 

Schizophrenie und Veränderungen der präfrontalen Hirnfunktion gefunden (6). NOS-I 
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könnte also unabhängig von verschiedenen psychiatrischen Störungen eine wichtige 

Rolle bei verschiedenen kognitiven Funktionen spielen.  

In nachfolgenden Versuchen unserer Arbeitsgruppe mit einer größeren Anzahl an 

Tieren desselben Mausstamms unter etwas geänderten Versuchsbedingungen (sechs 

Versuchsdurchläufe pro Tag) zeigten sich ebenfalls Hinweise auf kognitive Defizite der 

Nos1 kd Mäuse. In diesen nachfolgenden Versuchen ergaben sich jedoch signifikante 

Unterschiede in anderen Parametern als zuvor (52). Die kd Tiere wiesen keine kürzer 

werdende Latenz bis zum Finden der Pellets auf und fanden auch signifikant weniger 

Pellets als die Wildtypen. Somit bestätigen und ergänzten diese Ergebnisse den Befund 

eines kognitiven Defizits bei den Nos1 kd Mäusen.  

 

Insgesamt erscheinen die vorliegenden Ergebnisse bei den Weibchen von Tag zu Tag 

stärker differierend als bei den Männchen, was an hormonellen Schwankungen liegen 

könnte, welche bei den vorliegenden Untersuchungen nicht gemessen worden waren. 

Aus zahlreichen Untersuchungen, auch beim Menschen, gibt es Hinweise, dass sich 

endogene Hormonschwankungen auf die kognitive Leistungsfähigkeit, insbesondere das 

räumliche Gedächtnis auswirken (174,175). Allerdings zeigen neuere Arbeiten mit 

Mäusen keinen Einfluss endogener Östradiol-Spiegeln auf die Leistung im Morris 

Water Maze bzw. Object Placement Test, die insbesondere das räumliche Gedächtnis 

prüfen (176,177). Bei zukünftigen Untersuchungen sollte dennoch die Phase des 

menstruellen Zyklus bei den weiblichen Tieren beachtet werden.  
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5  Zusammenfassung 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mithilfe der qRT PCR kein signifikanter 

Unterschied in der Expression des 5-HTT und des DAT im Hirnstamm bzw. Striatum 

von Nos1 kd Mäusen im Vergleich zu Wildtypen gefunden werden. Da aber zahlreiche 

Befunde die enge Interaktion dieser Transmittersysteme belegen, liegt der Mechanismus 

der gegenseitigen Beeinflussung wohl eher auf der Protein-Protein-Ebene bzw. es liegen 

posttranskriptionale und/oder posttranslationale Mechanismen wie S-Nitrosylierung vor. 

 

Die Nos1 kd Mäuse zeigten in ihrem Verhalten eine verminderte Ängstlichkeit, aber 

keine veränderte motorische Aktivität. Auch ergaben sich Hinweise auf kognitive 

Defizite, insbesondere im Bereich des Arbeitsgedächtnisses. Nachfolgende Studien 

unserer Arbeitsgruppe mit demselben Mausmodell bestätigten diese Daten und lieferten 

ebenfalls Hinweise für kognitive Defizite. Hier sollten noch weitere Tests unter 

standardisierten Bedingungen mit einer größeren Anzahl an Tieren erfolgen, um diese 

kognitiven Defizite noch genauer zu charakterisieren. Was die den behaviouralen 

Phänotyp zugrunde liegenden molekularen Mechanismen angeht, konnte in der 

vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden, dass diese Verhaltensmerkmale mit der 

Veränderung der Expression der monoaminergen Transmittertransporter DAT und 5-

HTT einhergingen. In einer nachfolgenden Microarray-Analyse unserer Arbeitsgruppe 

konnte allerdings gezeigt werden, dass zahlreiche Gene bei den Nos1 kd Mäusen 

hochreguliert sind, insbesondere sind hier zu erwähnen GABAerge Gene und das 

Glucokortikoid-Rezeptor-Gen. Diese Veränderungen könnten zumindest teilweise die 

beobachteten Verhaltensauffälligkeiten der Nos1 kd Mäusen erklären (52). 

 

Insgesamt kann festgestellt werden, dass sich die Nos1 kd Maus zumindest für einen 

Subtypus des ADHS, nämlich den überwiegend unaufmerksamen Typus, ein Tiermodell 

sein könnte bzw. für einen Endophänotypen nach Castellanos et. al mit hauptsächlichen 

Defiziten im Arbeitsgedächtnis. Sicherlich sind aber weitere Untersuchungen notwendig, 

um dies abschließend zu evaluieren. 
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