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FUr meine Familie

»-Man will nicht nur verstanden werden, wenn man schreibt, sondern ebenso gewil3
auch nicht verstanden werden.”
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Zusammenfassung

NOS1, das fur die neuronale Stickstoffmonoxidsynthase (NOS-I) kodierende Gen,
konnte bislang durch eine stetig wachsende Zahl an Untersuchungen mit
verschiedenen Pathomechanismen bedeutsamer neurologischer und psychiatrischer
Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. Der Dinukleotid-Polymorphismus im
Promotergen von NOS1, fur welchen in der Population verschieden lange Allelen
existieren, war bislang bezuglich der durch ihn vermittelten Wirkungen kaum
untersucht. Um die Relevanz und Funktionalitat des Promoterpolymorphismus NOS1
Ex1f-VNTR zu erforschen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Reportergen-Assay
durchgefihrt, der den Einfluss verschieden langer Allele auf transkriptionaler Ebene
verdeutlichen sollte. Hierfir wurden NOS1 Exon 1f-Promoterregionen mit
unterschiedlich langen VNTRs in einen Luciferase-Genvektor kloniert und der
Einfluss der verschiedenen Allellangen auf die Aktivitat des Reportergens ermittelt.
Hierbei zeigte sich der Einfluss der Allele dergestalt, dass das Vorhandensein kurzer
Allele des NOS1 Ex1f-VNTR in verminderter Aktivitat des Reportergens resultierte.
Durchgefiihrte Stimulationsversuche mit Ostrogen und Forskolin ergaben hingegen
keine signifikante Anderung der Transkriptionsaktivitat. Im DNA-Microarray konnten
mit kurzen Allelen des NOS1 Ex1f-VNTR assozierte Alterationen im Transkriptom
des humanen Brodmann-Areals 46 nachgewiesen werden, was Wechselwirkungen
zwischen dem Vorhandensein kurzer Allele des NOS1 Ex1f-VNTR und der
Gentranskription psychiatrisch relevanter Gene demonstriert. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass der NOS1 Ex1f-VNTR Einfluss auf transkriptionaler
Ebene ausibt und mit psychiatrischen Krankheiten assoziiert ist, was ihn weiterhin
zu einem wichtigen Forschungsobjekt macht und in die Gruppe klinisch bedeutsamer

Polymorphismen einreiht.



Abstract

NOS1, the coding gene for the neuronal nitric oxide synthase (NOS-I), has been
linked to various pathomechanisms of neurologic and psychiatric disorders by a
steadily growing body of work. The dinucleotide polymorphism contained in the
NOS1 promotergene, existing in a variety of allelic lengths, has so far been rarely
investigated in terms of influence. To determine transcriptional functionality and
relevance of different lengths of the promoter polymorphism NOS1 Ex1f-VNTR, a
reporter gene assay has been carried out in the herein presented study. By cloning
NOS1 Ex1f-VNTR promoter regions containing different lenghts oft the VNTR in a
Luciferase-gene vector, the influence of different promoter alleles on reporter gene
activity has been demonstrated. A reduced reporter gene activity has been shown in
the presence of short alleles of the NOS1 Ex1f-VNTR. Accomplished trials of
stimulating activity via estrogene and forskoline treatment resulted in no further
changes of repoter gene activity. In DNA-Microarray studies an association of short
NOS1 Ex1f-VNTR alleles and transcriptome alterations in human Brodmann area 46
has been detected, indicating a correlation of short NOS1 Ex1f-VNTR alleles and
transcription of genes involved in psychiatric disorders. These results demonstrating
the functionality of the NOS1 Ex1f-VNTR confirm its clinical relevance and the

importance of its further investigation.



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid (NO) ist ein membrangangiges Gas mit radikalischen
Eigenschaften (Abb. 1). GroRere Bedeutung erhielt das Molekil durch die
Entdeckungen der Arbeitsgruppe um Murad, die belegen konnten, dass die
Relaxation glatter Muskelzellen im Gefal3system der Aktivierung der ldslichen
Guanylatcyclase (sGC) durch NO folgt [1]. Dieses bis dato noch unbekannte Prinzip
der Signaltransduktion  wurde daraufhin zum  Gegenstand intensiver
Forschungsbemihungen, durch welche die Arbeitsgruppen Moncada und Ignarro NO
als das zuvor von Furchgott [2] postulierte endothelium derived relaxing factor
(EDRF) erkannten [3-5]. Dies brachte Verstandis der pharmakologischen Prozesse
der schon lange zuvor zur Behandlung des akuten Coronarsyndroms eingesetzten
Stickstoffverbindungen, wie z.B. Nitroglycerin.
Somit war NO, noch vor Kohlenmonoxid (CO), der erste bekannte gasférmige
Transmitter und wurde von der Zeitschrift Science zum Molekul des Jahres 1992
gekurt [6]. Fur die Erforschung der Rolle des NO als Signalmolekul im kardio-
vaskularen System erhielten R. Furchgott, L. Ignarro und F. Murad (unter
Vernachlassigung von S. Moncada [7]) 1998 den Nobelpreis in Medizin und
Physiologie.
Seit der Entdeckung der NO-vermittelten Mechanismen im Herz-Kreislaufsystem,
wurden vielfaltige weitere Wirkmechanismen und Funktionen des NO erforscht und
beschrieben. Je nach Entstehungsort und -weise kann es als parakrines Hormon,
Neurotransmitter, cytoprotektives wie auch cytotoxisches Molekll agieren. Es
beeinflusst die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren, moduliert Signalkaskaden, die
MRNA-Stabilitat, sowie mRNA-Translation und kann primédre Gen-Produkte
verandern [6, 8-12].

/N: )

Abb. 1: Schematische Darstellung des NO-Radikals.
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1.2. Stickstoffmonoxidsynthasen
Aufgrund seiner Reaktionsfreudigkeit als wasserldsliches Gasradikal kann NO nicht
vesikular gespeichert werden, weshalb seine Freisetzung unter physiologischen
Bedingungen direkt Uber die enzymatische NO-Synthese durch gewebsspezifische
Synthasen (nitric oxide synthase, NOS; EC 1.14.13.39) reguliert wird. Es kann aber
auch nichtenzymatisch unter pathophysiologischen Umstanden, z.B. am
ischamischen Herzen oder bei Harnwegsinfekten entstehen [13, 14].
Bekannt sind drei NO-produzierende isoenzymatische Formen, von distinkten Genen
kodiert und zunéchst benannt nach den Geweben, aus denen sie zuerst isoliert
wurden, die neuronale NOS (nNOS/NOS-I; kodiert vom NOS1 Gen) [15], die
induzierbare oder ,immunologische” NOS (iINOS/NOS-II; kodiert vom NOS2 Gen)
[16] und die endotheliale NOS (eNOS/NOS-III; kodiert vom NOS3 Gen) [17], welche
allesamt L-Arginin als Stickstoffdonor verwenden. Die erstmals im Kleinhirn des
Schweines entdeckte Zn**-haltige NOS-I [18-20] und die NOS-III, die vor allem im
Gefallendothel lokalisiert ist [21, 22], sind sich strukturell sehr &hnlich und werden in
relativ konstanten Konzentrationen exprimiert. Deshalb werden NOS-I und NOS-IlI
als konstitutive NOS-Formen bezeichnet. Anders die NOS-II, die erst durch Induktion
auftritt, z.B. bei der Immunabwehr [23]. Sie kann prinzipiell in allen Zelltypen
exprimiert werden, wurde jedoch zunachst in Makrophagen beschrieben [24, 25].
Auch die Quantitdt des produzierten NO unterscheidet sich zwischen den
konstitutiven NOS-Isoformen und der induzierbaren NOS. Wahrend von der NOS-I
und NOS-III produziertes NO, welches der Signaltransduktion dient, unter
physiologischen Konditionen zwischen 0.2 und 2.0 nM liegt, kann die von der NOS-II
produzierte antimikrobielle NO-Konzentration 2.0 bis 20 nM, in Einzelfallen auch bis
zu 200 nM erreichen [26, 27]. Die Halbwertszeit eines NOS-I-Proteins wird durch die
Ca?*-abhéangige Protease Calpain reguliert [28].
Auch wenn sie sich funktionell unterscheiden, so ist allen Dreien gemein, dass sie als
eng gebundene Cofaktoren (6R)-5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH,4), Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD), Flavinmononukleotid (FMN) und Fe®*-Protoporphrin IX (Ham)
bendtigen und die Reaktion von L-Arginin, Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADPH) und Sauerstoff zu freiem NO, Citrullin und NADP® H*
katalysieren [29-31]).
Durch die drei existierenden Redox-Formen des NO (NO+/Nitrosonium,

NO-/Stickoxid und NO-/Nitroxylanion) werden mittels Kreuzreaktion mit O,, CO, und
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H.,O, dem scheinbar alleinigen effektiven NOS-Produkt NO weitere mdgliche reaktive
Produkte, reactive nitrogen species (RNS) zur Seite gestellt, wie z.B. Peroxynitrit
(ONOO- bzw. dessen protonierte Spezies ONOOH) oder verschiedene Nitrosothiole
[32, 33]. In moderaten Konzentrationen erhalten diese RNS das Redox-
Gleichgewicht aufrecht, werden jedoch wenn exzessiv produziert zum Vermittler der
NO-Zytotoxizitat, somit des Alterungsprozesses und assoziierter Neurodegeneration
[34-36].

Strukturell bestehen die NOS aus einer N-terminalen Oxygenase-Doméne, welche
Bindungstellen fur Ham, BH4 und L-Arginin beinhaltet und einer tiber eine Calmodulin
(CaM)-Bindungstelle verbundene C-terminale Reduktase-Domane, in welcher FAD,
FMN und NADPH gebunden werden [37-41]. Die C-terminale Reduktasedomane
aller NOS weist eine Strukturhomologie zur NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase
auf, welche unter anderem fir die Biotransformation von Pharmaka essentiell ist [42,
43]. Dennoch stellt diese Homologie ein Ergebnis konvergenter Evolutionsprozesse
dar, da die sekundarstrukturelle Bauweise der NOS sich véllig von der Struktur der
Cytochrom-P450-Reduktase unterscheidet. Fur die verschiedenen NOS-Isoformen
darf jedoch ein gemeinsames ,Ur“-Gen angenommen werden, welches sich in der
ahnlichen genomischen Struktur der NOS-Isoenzyme niederschlagt [32].

Katalytisch wirksam sein kdnnen die NOS nur in homodimerisierter Form [44], wozu
das Dimer mit zwei Calmodulin-Monomeren ein Tetramer bildet (Abb. 2) [30, 32]. Alle
drei NOS-Formen werden durch das Ca?*-bindende Calmodulin aktiviert [15, 45], die
beiden konstitutiven Formen, NOS-I und NOS-III, benétigen jedoch Ca*" in deutlich
hoherer Konzentration als die NOS-II [46-48]. Die Aufgabe der dimerischen
Organisation der Reduktasedoméne besteht darin, Reduktionsadquivalente fir das
Ham in der Oxygenase-Domaéane des jeweils anderen Dimerpartners zu liefern und so

den fur die Katalyse notwendigen Elektronenfluss zu gewéhrleisten [32, 44].
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Citrullin + NO

Arginin + O,

NADP + H*

Reduktase

Reduktase

NADP + H*
Arginin + O,

Citrullin + NO

Abb. 2: Schema eines NOS-Dimers nach Alderton, 2001 [32].

1.3.Die neuronale Stickstoffmonoxidsynthase (nNOS/NOS  -I)

Wenngleich es der Name suggeriert, wird die ,neuronale” Isoform der NOS nicht nur
im Nervensystem exprimiert, so findet man sie zum Beispiel auch in Muskelzellen
oder Hodengewebe [49-51].

Die im Nervensystem vorherrschende Form der neuronalen
Stickstoffmonoxidsynthase (NOS-la) ist als Monomer ein 161 kDa schweres, 1434
Aminosauren langes Protein bekannt, das im Unterschied zu den beiden anderen
Isoformen zusatzlich zu den zuvor genannten Bindestellen eine N-terminale
postsynaptic density protein (PSD)/Discs-large/zonulla occludens (ZO)-1-homologe-
Doméane (PDZ-Doméne) aufweist [37, 52, 53]. Diese bindet Proteinliganden mit
gleichartigen Domanen [54], in diesem Fall an die des PSD-95, welches seinerseits
an den zytosolischen Teil des membranstidndigen N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptors bindet [55] und somit die NO-Synthese an den Ca?*-Einstrom via
lonenkanal des NMDA-Rezeptors koppelt (Abb. 3) [56].
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Abb. 3: Schema membranstandiger NOS-I-Komplexe nach Mungrue und Bredt, 2004 [53]

Durch die Verbindung mit dem NMDA-Rezeptor, einem Subtyp des Glutamat-
Rezeptors, fungiert NO durch Aktivierung der l6slichen Guanylatcyclase (sGC) und
dem dadurch bedingten Anstieg zellularen zyklischen Guanosinmonophosphates
(cGMP) als second messenger des wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitters,
aber auch als Vermittler glutamaterger Neurotoxizitat [57-60].

Weiterhin ist der membranstandige NOS-I-Komplex tUber das mit PSD-95 um die
PDZ-Bindestelle konkurrierende CAPON (auch NOS1 adaptor protein) mit dem
Dexamethasone-induced Rat sarkoma-related protein 1 (DexRasl, auch RASD 1)

verbunden [61], welches eine MAP-Kinase-Kaskade anstof3t und die nukleare
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Transkription moduliert [53]. Auch eine Kopplung der NOS-I an Synapsin wird tber
die CAPON-Bindung erreicht [62].

Die sGC, welche mittels NO-Bindung an ihre Hamgruppe und die daraus
resultierende Konformationsanderung des katalytischen Zentrums dazu angeregt
wird, Guanosintriphosphat (GTP) zum cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP)
zu hydrolysieren, ist aber nicht die einzige Zielstruktur von NO. Erganzend zur seit
1955 bekannten Phosphorylierung wurde jingst die S-Nitrosylierung, durch NO-
Bindung an Thiol-Seitenketten von Cysteinresten, als bedeutender Mechanismus zur
dynamischen Steuerung von Proteinen erkannt [63]. Das Fehlen endogener S-
Nitrosylierung in NOS-I-knock-out Mausen [64] legte nahe, dass der NOS-I als
Kontrolimolekil eines ganzen Spektrums intrazellularer Signalkaskaden ebenso
grol3e Bedeutung zukommt wie als Aktivator der sGC/second messenger des N-
Methyl-D-Apartat (NMDA)-Rezeptors [65].

So werden auch zahlreiche, direkt an der neuronalen Transmission beteiligte
Proteine der S-Nitrosylierung unterworfen. Hervorzuheben sind die an der
Pathogenese neuropsychatrischer Erkrankungen beteiligte Enzyme, welche den
Haushalt von Monoaminen kontrollieren, zum Beispiel der Serotonintransporter
(SERT, 5-Hydroxytryptamintransporter, 5-HTT) oder der Dopamintransporter (DAT)
[66]. Auch die Tryptophanhydroxylase [67], der Noradrenalintransporter (NET) [68]
und im Sinne eines negativen Feedbacks sogar der NMDA-Rezeptor selbst [64, 69,
70] werden S-nitrosyliert. Wenngleich widerspriichliche Daten vorliegen, haufen sich
die Hinweise darauf, dass die S-Nitrosylierung die Funktion von
Monoamintransportern hemmt, wodurch NO zuséatzliche Bedeutung als endogenem
Inhibitor der Monoamin-Wiederaufnahme zukommt [71]. Selbst der NO-Rezeptor
sGC unterliegt der S-Nitrosylierung, was ihn fur NO desensibilisiert und
maoglicherweise zur pharmakologisch problematischen Nitrat-Toleranz beitragt [72].
Zwar wird die NOS-I nur von rund 1% der Neurone exprimiert, welche auch nur in
bestimmten Arealen (Cortex, Hypothalamus, Hirnstamm, Cerebellum, Striatum und
Hippocampus [73-78]) angesiedelt sind, jedoch bilden diese so weitlaufige
Verzweigungen aus, dass nahezu jedes Neuron eine nitrinerge Projektion empfangt
[19, 42]. Durch die Fahigkeit, frei durch Zellmembranen zu diffundieren und sich ca.
200 pm im Umfeld auszubreiten, um benachbarte Neurone in parakriner Weise zu
beeinflussen, konnen lokale Zellverbande dartber hinaus auch auf nicht-

synaptischem Wege koordiniert werden [79].
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Die hochste Aktivitdt der NOS-I findet sich zudem in Hirnregionen von besonderer
Bedeutung fir die Genese psychiatrischer Erkrankungen, wie dem Cortex, dem

limbischen System, dem Striatum und dem Hirnstamm [80-82].

1.4.Das humane NOS1-Gen

Das fur die NOS-I kodierende Gen liegt auf dem Chromosom 12, Locus 24.22 —
24.31 (Genbanknr. L02881/U11422) und wird als NOS1 bezeichnet [52, 83]. Das
NOS1-Gen, bestehend aus 29 Exons und 28 Introns, erstreckt sich tber ca. 240 kbp
und ist eines der menschlichen Gene mit der komplexesten Regulation bezuglich
Benutzung des ersten Exons und alternativen Splicens (Abb. 4) [37, 52]. Nur das
Glucocorticoid-Rezeptor-Gen weist eine dhnliche Komplexitat auf [84]. Allein fur das
Exon 1 bestehen mindestens 12 alternative Exons (Exon la-1l), als ,variable Region
bezeichnet, deren Transkription zu mRNA-Varianten fuhrt, die unterschiedliche
Translationsaktivitdten zur Folge haben und gewebsspezifisch exprimiert werden [85-
87].

Variable Region / Alternatives Exon 1 Konstante Region
I I I
1 2 34 5 678 91011 12 2 10 20 29
[ [ ] L0 [ ] 10 0 [ ] LI [ ] I I IIIIIIlIIIIIIIII|IIIIIIIII
| | L} L L L} LI L} L | L}
a b cd e fgh i jk I
I ~ 240 kb

Abb. 4: Schema zum NOS1-Gen und der variablen Region der alternativen erst  en Exons

Zusatzlich zu NOS-la, der sozusagen vollstandigen NOS-I, bei welcher die Exons la
bis 11 an Exon 2 gespleisst werden, existieren weitere Splice-Varianten, die durch
Deletion bestimmter Bereiche kirzere Proteinketten ergeben. Zu nennen sind NOS-
IB (80% der NOS-la-Enzymaktivitat) und NOS-ly, auch TnNOS genannt (Testis-
spezifische Form; 3% der NOS-la-Aktivitdt), die sich durch Fehlen der
membrankoppelnden PDZ-Domane auszeichnen und vermutlich cytosolische
Varianten darstellen [88]. Aul3erdem findet sich eine im Skelettmuskel lokalisierte

Form NOS-Iy [37], welche mittels ihres PDZ-Motives an den sarkolemmalen
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Dystrophinkomplex gekoppelt ist und evtl. bei diversen Muskeldystrophien eine Rolle
spielt [89].

Verwirrenderweise sind unterschiedliche Nomenklaturen fiir die alternativen Exons
im Umlauf (Tab. 1). Die anfanglich entdeckten alternativen ersten Exons wurden als
51 und 52 benannt [90], im Verlauf um ein Exon 5°3 erweitert. Um der Entdeckung
weiterer alternativer Exons Rechnung zu tragen, erfolgte die Einfuhrung einer
alphabetischen Nomenklatur [85], welche aber in Teilen nicht mit der Nomenklatur
nach Forstermann [87] Ubereinstimmt, da diese z.B. das Exon, welches von Wang
und Saur [86] als Exon 1c bezeichnet wurde, 1d nennen. Fir die Exons 1f bis 1h
stimmt die Namensgebung jedoch tberein und des Weiteren wird in der vorliegenden

Arbeit die Nomenklatur nach Wang verwendet.

Tab. 1. Unterschiedliche Nomenklaturen der alternat  iven NOS1 Exons1f.

Numerisch 53 52 51
Wang, Saur C f g AS
Fostermann D F G K

Elf unterschiedliche Promotoren kontrollieren die Expression dieser alternativen
ersten Exons. Nur die hochkonservierten Exons 1g und 1f finden sich auch im
murinen Genom, was ein hohes evolutionéres Alter dieser Exons vermuten lasst.
Dort sind diese zwei Exons jedoch verschmolzen und werden von nur einem
Promoter angetrieben, wohingegen sie im humanen Genom durch getrennte
Promotoren gesteuert werden [90, 91]. Einige der Exonl-Alternativen werden
selektiv in wenigen Geweben exprimiert, andere sind in zahlreichen Zellarten zu
finden. Auch konnen verschiedene erste Exons parallel in einer einzigen Zelle
exprimiert werden. So zum Beispiel im Skelettmuskel, in welchem man fast
ausschlief3lich Exon la und das nahezu ubiquitare 1c vorfindet oder in Neuronen, die
sowohl Exon 1c als auch 1f/g bilden [86]. Exon 1c findet sich im Cortex und im
Hippocampus. Unklar ist allerdings, ob sich dort auch Exon 1f finden lasst, da die
Befunde hierzu widersprichlich sind [92]. Es wird angenommen, dass diese
alternativen Exons zahlreiche Wechselwirkungen hervorbringen, so findet sich im
Falle einer ,Herunter‘-Regulation des Exons 1c, wie bei der infantilen
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hypertrophischen Pylorusstenose, eine vermutlich kompensatorische ,Hoch*-
Regulation des Exons 1f [93].

Die Start und -Endpunkte fur die Translation liegen in den Exons 2 und 29, was dazu
fuhrt, dass die alternativen ersten Exons nicht in Protein translatiert, sondern aus der
MRNA herausgespleisst werden. lhre Funktion liegt also in der Regulation einer

gewebs- oder stimulusspezifischen Translationsaktivitat [85, 94-96].

1.5.Der Promoter des NOS1-Exons 1f
In dieser Arbeit liegt das Hauptaugenmerk auf der Promotereinheit des Exons 1f, in
welcher 33 Basenpaare (bp) upstream der TATA-Box ein hochpolymorpher
((TG)mTA(TG)n)-Repeat existiert, der als NOS1 Ex1f-VNTR (variable number of
tandem repeats) bezeichnet wird. Die Dinukleotidwiederholungslange schwankt
zwischen 19 und 34 Repeats, mit einer nicht-gleichmafigen Verteilung und einer
H&aufung der Allele mit 20/21, 25 und 29/30/31 Repeats (Abb. 5) [97-99].

Repeat-Lange

kurz « » lang

40

35

30

25

20

n ( Chromosomen )

10

Allele

Abb. 5: Verteilung der NOS1 Ex1f-VNTR-Allelhdufigkeit nach Reif, 2006 [97]

Hall et al., 1994 [52] beschrieben bereits einen ahnlichen CA-Dinukleotid-Repeat in
der 3-UTR des Exon 29 von NOS1 und &auRRerten die Vermutung, die mRNA
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Prozessierung kénne durch die Ladnge des Repeats beeinflusst werden. Bis dato
wurde jedoch fur diesen Dinukleotid-Repeat, welcher in der Lange seiner Allele
ebenfalls ungleich verteilt ist, keine Funktionalitat demonstriert. Laut einer Studie von
Rife und Mitarbeitern findet sich, bezogen auf das 5-Ende des NOS1 Ex1f, die
TATA-Box zwischen den Basenpaaren 1600 bis 1609, die "core promoter function
zwischen den bp 1626 bis 1674, und ein die Transkription negativ regulierendes
Element zwischen den bp 1196 bis 1428 bzw. 1469 [91]. Rife verdoffentlichte
weiterhin Daten Uber eine Activation Protein-1 (AP-1)-Bindestelle an Position 1586
und Yinghui et al., 2007 beschrieben dariber hinaus eine Bindestelle fir das
Specificity Protein-1 (SP-1) an Position 1454. Beide Transkriptionsfaktoren, AP-1 und
SP-1, sind in die Vermittlung indirekter genomischer Ostrogenwirkung involviert [100-
102].

Eine Analyse der Sequenz mittels Transcription Element Search System (TESS)
ergab 3 Spl/ER 0strogenresponsive Bindungstellen zwischen bp 1420 und 1470,
sowie eine cCAMP Response Element (CRE)-Bindungsstelle an Position 1693, beide
allerdings als unvollstandige palindromische Sequenz, was die Affinitat der
Transkriptionsfaktoren fur die Bindungsstellen mindern koénnte. Die numerische
Angabe der Basenpaare bertcksichtigt nicht die variable Ladnge des VNTRSs.

1.6. Genomische und nichtgenomische Effekte von Ostrogen
Die Klasse der lipophilen Steroidhormone, welcher die Ostrogene mit ihrem
potentesten Vertreter 17@-Estrogen, sowie weitere Sexualhormone (Gestagene,
Androgene), Mineralocorticoide und Glucocorticoide angehoéren, stellt eine wichtige
Gruppe humaner Effektorhormone dar. Ostrogene vermitteln ihre Wirkung nach
transmembranoser Diffusion durch Bindung an zytoplasmatische Ostrogen-
Rezeptoren (ER), hauptsachlich ERa und ER[ [103-105], die als liganden-abhéngige
Transkriptionsfaktoren agieren [106]. Die ER, welche in inaktiver Form an
Chaperone-Proteine, wie das Heat-Shock-Protein 90 (HSP90) gebunden sind [107-
109], dissoziieren nach Ostrogenbindung und der dadurch bewirkten
Konformationsanderung vom HSP90 und bilden Homo- sowie Heterodimere aus
[110, 111]. Dieser aktivierte Hormon-Rezeptor-Komplex transloziert in den Zellkern,
wo er in der Promoterregion der Zielgene durch Bindung an estrogen response
elements (ERE) seine Wirkung als Transkriptionsfaktor entfaltet [112]. In der Folge
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wird die Transkription der betreffenden Gene gesteigert oder supprimiert, was
letztendlich in veranderter Proteinexpression resultiert [105, 106].

Auller den EREs gibt es aber noch weitere DNA-Bindestellen, die Uber die
Interaktion des ER mit anderen Transkriptionsfaktoren indirekte genomische
Ostrogenwirkung vermitteln kénnen, was als transcriptional cross-talk bezeichnet
wird [113] und bei rund einem Drittel der 6strogenregulierten humanen Gene zum
tragen kommt [114]. Hierbei sind die Bindungsstellen fir Activation Protein-1 (AP-1)
und Specificity Protein-1 (SP-1) von besonderem Interesse [102, 115], die ohne
direkte DNA-Bindung des ERs 6strogenabhdngige Genexpressionsdnderung nach
sich ziehen. Die Interaktion mit dem ER aktiviert die Mitogen-activated Protein
Kinase (MAPK), welche wiederum die Proteine c-Fos und c-Jun phosphoryliert, was
diese befahigt, die AP-1-Bindungsstelle zu besetzen [116]. Im Falle der SP-1-
Bindungsstelle fuhrt ein Komplex aus dimerisiertem ER und dem SP-1 zur
Transaktivierung der Genexpression [117].

Erganzend zur genomischen Ostrogenwirkung, die mit einer Latenz von mehreren
Stunden die Proteinsynthese beeinflusst, wurden nichtgenomische Ostrogeneffekte
demonstriert, die sich innerhalb von Minuten entfalten und auf eine Erhdhung
intrazellularer second messenger zuriickgefuhrt werden [118]. Hierfur wurde unter
anderem die Beteiligung membranstandiger ERs gezeigt [119, 120], welche in
Endothelzellen die 6strogenabhangige Aktivierung der NOS-III vermitteln [121-123].
Dariiber hinaus kann auch die intrazelluldre Konzentration von Ca®" [124, 125] und
des zyklischen Adenosinmonophosphates (cAMP) [126, 127] im Rahmen

nichtgenomischer Ostrogenwirkung innerhalb von Minuten erhéht werden.

1.7. Genomische Effekte des cCAMP response element-bindin g (CREB)

Der ubiquitar exprimierte Transkriptionsfaktor cAMP response element-binding
(CREB), welcher zur Familie der Basic Leucine Zipper (bZip) Transkriptionsfaktoren
gehort [128], spielt als Endpunkt der Signaltransduktionskaskade des zyklischen
Adenosinmonophosphates (cAMP) eine wichtige Rolle in zahlreichen
physiologischen Prozessen, wie dem Zelluberleben [128], der Glukosehomd@ostase
[129], der neuronalen Entwicklung und Plastizitat [130], sowie der Formierung des
Langzeit-Gedachtnisses [131, 132].

Fur die Aktivierung von CREB ist die Phosphorylierung am Serinrest 133 in der

Kinase-induzierbaren Doméane (KID) Vorraussetzung [133, 134].
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Diese Phosphorylierung kann durch eine Reihe verschiedener Kinasen geschehen,
z.B. mittels der Proteinkinase A und C (PKA, PKC), der Calmodulin-Kinasen I, Il und
IV (CaMK) oder der Glykogensynthasekinase-3, wodurch die CREB-AKktivitat erhéht
aber auch erniedrigt werden kann [135, 136]. Uber die mdgliche Phosphorylierung
durch verschiedenste Kinasen kann CREB somit zur Endstrecke vieler
Signalkaskaden werden [137, 138]. So kann zum Beispiel die Aktivierung des D1-
Dopamin-Rezeptors, der lUber seine Transmembrandoméne mit der Adenylatzyklase
(AC) verbunden ist, zu einem Anstieg des intrazellularen cAMP fihren, welches
wiederum die PKA zur Translokation in den Zellkern und zur Aktivierung von CREB
veranlasst [139, 140]. In Folge dessen bindet CREB in homodimerisierter Form an
spezifische DNA-Bindestellen, den cAMP Response Elements (CRE) [128, 141] und
aktiviert im Zusammenspiel mit dem CREB Binding Protein (CBP) den RNA-
polymerase lI-Komplex [142].

Neben Aktivatoren der Transkription gibt es auch suprimierend wirkende Mitglieder
der CREB-Familie, die cAMP Response Modulatoren (CREM) und den Inducible
cAMP early Repressor (ICER), die ebenfalls an CRE binden und somit die CRE-
abhangige Transkription blockieren [143, 144].

Fur molekularbiologische Studien hat sich die Aktivierung des CREB-Signalweges
mittels Forskolin, eines direkten Aktivators der Adenylatcyclasen, bewahrt, da es
bereits in geringen Konzentrationen zu einem deutlichen Anstieg des cCAMP-Spiegels
fuhrt [145].

1.8.Das Brodmann-Areal 46 des humanen Cortex

Die Einteilung der GroR3hirnrinde in einzelne Areale geht auf den Anatomen Korbinian
Brodmann zurtick, der, basierend auf Befunden zur neuronalen Zytoarchitektonik,
Organisationsverbande der Neurone zusammenzufassen versuchte (Korbinian
Brodmann, Vergleichende Lokalisationslehre der Grosshirnrinde. In ihren Principien
dargestellt auf Grund des Zellenbaues, Leipzig: Barth, 1909). Dieser heute noch
gebrauchlichen Ordnung zufolge, lasst sich der humane Cortex in 52 Bereiche
einteilen, wovon einigen im Verlauf auch physiologische Aufgaben zugeordnet
werden konnten (Abb. 6).

Das im Frontallappen lokalisierte BA46 entspricht in seinen Abmessungen ungefahr
dem dorsolateralen prefrontalen Cortex (DLPFC), welcher mit der Fahigkeit

Aufmerksamkeit aufrecht zu erhalten, der Funktion des Arbeitsgedachtnisses und
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dem Bewusstsein im Allgemeinen in Verbindung gebracht wird [148]. Insbesondere
geht eine Beeintrachtigung dieser kognitiven Domé&nen bei schizophrenen Patienten
mit einer Stérung frontaler kortikaler Funktionen im DLPFC einher [149, 150], welche
sich auch auf zellularer und molekularer Ebene nachweisen lassen [151]. Unsere
Arbeitsgruppe  konnte  bereits in  neurophysiologischen  Untersuchungen
schizophrener Patienten Beeintrachtigungen préafrontaler kortikaler Funktion
feststellen und eine Assoziation mit dem NOS1 Ex1f-VNTR herstellen [97].

Abb. 6: Die Brodmann-Areale der linken GroBhirnrind  en-Konvexitat aus Gray’s Anatomy of the
Human Body, 20. Ausgabe, 1918 . Das Brodmann-Areal 46 ist durch eine unterbrochene Linie

umrandet.

1.9.Zielsetzung der Arbeit
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkung des NOS1 Ex1f-VNTRs auf die
Genexpression zu ermitteln. Dazu wurden im Sinne einer Extremgruppenanalyse
den Dinukleotid-Repeat enthaltende Promotoren mit kurzen (20 Repeats),
intermediaren (25 Repeats) und langen (31 Repeats) NOS1 Ex1f-VNTR ausgewahlt

und mittels eines Reportergen-Assays auf ihre Funktionalitat untersucht. Dazu
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wurden den Promoter enthaltende Genabschnitte in den Luciferase-Vektor pGL3
kloniert. Diesen Plasmiden wurden drei analoge Konstrukte zur Seite gestellt, die
sich lediglich in ihren 5°-Enden unterschieden, innerhalb derer die oben genannten
dstrogenresponsiven Bindungsstellen lokalisiert sind. Durch den Vergleich der
beiden zu je einer Repeat-Lange korrespondierenden Konstrukte sollte es mdglich
gemacht werden, mittels Ostrogeninduktion den Einfluss dieser Bindestellen auf die
Transkription zu ermitteln. Darlber sollte durch Forskolinstimulation der Einfluss des
im Promoter lokalisierten CRE untersucht werden. Zusétzlich wurde noch ein siebtes
Konstrukt erstellt, welches den invertierten Promoter enthalt, um etwaige
unspezifische Aktivitat des Genabschnitts auszuschliessen.

Des Weiteren wurden vom Stanley Medical Research Institute erhaltene
Patientenproben aus zerebellaren Gewebsproben genotypisiert. Um die
Auswirkungen des NOS1 Ex1f-VNTR auf das humane Transkriptom des BA46
nachzuweisen, wurden die zuvor durch die Genotypisierung identifizierten
Patientensamples in Gruppen bezlglich der Lange des VNTR eingeteilt (nach
Genotyp homozygot kurz/kurz (s/s), heterozygot kurz/lang (s/l) und lang/lang (I/1))
und die Mikroarraydaten nach diesen Merkmalen stratifiziert.
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. Material und Methoden

2.1.Verwendete Geréate

ABI Prism 310 Genetic Analyzer, Applied Biosytems, Foster City
AT21 Feinwaage, Mettler; Giessen

Biofuge fresco, Univapo 150H, Uniequip

Biometra Uni Thermoblock, Biotron; Goéttingen

B&W Video Camera, Exwave HAD, Sony

CEQ 8000 DNA-Sequencer, Beckmann-Coulter, Krefeld
Consort Electrophoresis Power Supply E844; Peqlab, Erlangen
Consort Electrophoresis Power Supply E835; Peqlab, Erlangen
DMIL Lichtmikroskop, Leica

E-Centrifuge, Laborbedarf Hartenstein; Wirzburg
Elphor-Powerpack P24 Powersupply, Biometra

3850 ELV Autoclav, Tuttnauer Systec; Wittenberg

Fireboy Eco, Integra Biosciences

Fluo-Link UV-Tisch, MWG-Biotech

Gelair Gruppo-Flow, Opera

40-1214 Gelelectrophorese-Laufkammer; Peqglab Biotechnologie
Erlangen

Gene Power Supply GPS 200/400; Pharmacia, Freiburg

GFL 1083-Wasserbad; GLF, Burgwedel

HERA cell 150, Thermo Scientific

HAM2 Autoclave, Wolf

HL52 Feinwaage, Mettler; Giessen

ID 02 Lichtmikroskop, Zeiss

KAMAG RCT Thermomagnetrihrer, IKA Labortechnik, Staufeni I. Br.
Kamme fur Agarosegele; Peqglab, Erlangen

KL2 Schuttler, Johanna Otto GmbH

LB 122 Dekontaminationsmonitor, Berthold; Bad Wildbad

Micro 20, Hettlich Zentrifugen; Tuttlingen

Microlumat Plus LB 96V, Berthold; Bad Wildbad

GmbH,

Mini Centrifuge C-1200; Labnet International, Inc, Woodbridge, NJ, USA
Mini Centrifuge C-1202; Labnet International, Inc, Woodbridge, NJ, USA
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* Mini Oven MK I, Hybaid, MWG-Biotech

* Molecular Imager ChemiDoc XRS System; Bio-Rad, Minchen
* Nanodrop, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
* NC2L -60°C, Unicryo, Uniequip

* NU AIR, Biological Safety Cabinets; Sarstedt

* Pico Fuge, Stratagene

* Pipetboy, Accujet Pro

» Pipetten; Eppendorf, Hamburg

PM 300 Waage; Mettler, Giel3en

* RCS5C, Sorvall Instruments, DU PONT; Bad Homburg
* Rotanta 56 RS, Hettich Zentrifugen; Tuttlingen

* T-1 Thermoblock; Biometra, Gottingen

* T-Gradient Thermoblock; Biometra, Gottingen

* TH15 Schittler, Labortechnik Johanna Otto GmbH

» TissueLyser; Qiagen, Hilden

* Tolledo Waage; Mettler, Giel3en

* UNO Il Thermoblock; Biometra, Gottingen

» UV-Lampe, Konrad Benda Laborgerate & Ultraviolettstrahler; Wiesloch
» UV-Tisch 2035; Herolab, Deutschland

* UV Transluminator; UVP, Upland, CA, USA

* UV/VIS Spektralphotometer, AnalytikJena, Jena

* Video Graphic Printer UP-895CE; Sony, Tokio

» Vortex; Scientific Industries Inc., USA

* Vortex Genie 2 Vortexer, Bender & Hobein AG; Zirich

2.2.Verbrauchsmaterialien

* DNTPs, GIBCO BRL, Keutz

* Dual-Luciferase® Reporter Assay System, Promega, Mannheim

» Effectene® Transfection Reagent, Qiagen, Hilden

» Einmal-Kuvetten, Brand

* ExpressHyb™ Hybridization Solution, Clontech, Mountain View, USA
» Fotolaborchemikalien, Kodak, Paris

¢ Frischhaltefolie, Dow, Midland

16



Material und Methoden

Gel Blotting-Filterpapier Whatman, Middlesex

Glaskapillaren, World Precision Instruments, Florida

Glasflammer, Gasi, Schitt, Gottingen

Glaswaren, Schott, Wertheim

Kryoréhrchen, Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

Lipofectamine® 2000, Invitrogen, Karlsruhe

Parafilm ,M“®, Pechiney Plastic Packiging, Menasha

Prestained Protein Marker (PPL) Fermentas Life Science, St. Leon-Roth
Puderfreie Latex-Handschuhe Kimberly-Clark, Mainz

1,5 ml Reaktionsgefal3e, Eppendorf, Hamburg

2 ml Reaktionsgeféalie, Eppendorf, Hamburg

RNeasy® Mini Kit, Qiagen, Hilden

Rohren, Sarstedt, Nurnbrecht

SSL-Marker 100 bp Ladder, Generuler, Fermentas Life Science, St. Leon-
Roth

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System, Promega, Mannheim

2.3.Chemikalien

17R-Ostradiol, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Agarose; Biozym, Rockland, USA

Ammoniumchlorid (NH4CI), AppliChem, Darmstadt

Betain, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

100 bp DNA-Marker, Peglab, Erlangen

Bromphenolblau; Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Bovine Serum Albumine (BSA), Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Ethyldiamintetraacetat (EDTA), AppliChem, Darmstadt
Ethanol; AppliChem, Darmstadt

Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Forskolin, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Glycerol, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Isopropanol, Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid (KCl), Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
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» Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3), AppliChem, Darmstadt

* Magnesiumchlorid (MgCl,), Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

* Natriumacetat; Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

» SDS (Sodiumdodecylsulphat), AppliChem, Darmstadt

e Tris-HCI, AppliChem, Darmstadt

* Wasser (LiChlorosolv® Wasser fur die Chromatographie, Merck, Darmstadt

* Xylencyanol FF, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Alle anderen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck
(Darmstadt), Gibco BRL (Eggenstein), AppliChem (Darmstadt) oder Sigma-
Aldrich (Steinheim) in héchstem Reinheitsgrad (pro analysis, p.a.) bezogen.

2.4.Enzyme

* Exo (-) Klenow-DNA-Polymerase, Fermentas, St. Leon Rot
* Proteinase K, Fermentas, St. Leon Rot

» Shrimp Alkaline Phosphatase, Fermentas, St. Leon Rot

» Tag-Polymerase, Fermentas, St. Leon Rot

Tab. 2: Verwendete Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym zu erkennende Sequenz Hersteller
Hae IIl (RO108S) 5..GGVCC..3 New England Biolabs
3..CCAGG...%
Msc | (R054S) 5..TGGVCCA..3 New England Biolabs

3...ACCAGGT...5

Sac | (R0156S) 5"...GAGCTVYC...3 New England Biolabs
3 ...CATCGAG...5

Sma | ((R0141S) 5...CCCVGGG...3 New England Biolabs
3...GGGACCC...5

Sca | (R0122S) 5...AGTVACT...3 New England Biolabs
3 ...TCAATGA...%Y

BamH | ((RO136S) 5"...GYGATCC...3 New England Biolabs

18




Material und Methoden

3...CCTAGAG...5

Not | (R0189S) 5...GCVYGGCCGC...3 New England Biolabs
3"...CGCCGGACG...5

Cla | (R0197S) 5...ATVCGAT...3 New England Biolabs
3 ...TAGCATA...%Y

2.5.Kits

 ABI Prism Big Dye™ Terminator Reaction Cycle Sequencing Kit, Applied
Biosystems, Foster City, USA

* Dual Luciferase Assay-Kit, Promega, Madison, USA

» LigaFast™ Rapid DNA Ligation System; Promega, Madison, USA

* MasterPure™ Complete DNA Kit, Epicentre Biotechnologies, Madison

* Plasmid Maxi-Kit, Qiagen, Hilden

* Plasmid-Mini-Kit, Qiagen, Hilden

« Prime It® Il Random Primer Labeling-Kit, Stratagene, La Jolla, USA

* Qiaex Il Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden

2.6. Puffer und Medien
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich Chemie,

Steinheim

Einfriermedium:
8 ml Medium mit 10% FCS-Anteil und Pen-Strep-Zusatz
1 mlFCS
1 ml DMSO

LB(Luria Bertani Broth)-Medium:
10 g Bacto™-Tryptone
5 g Bacto™ Yeast-Extract
10 g NaCl
ad 1000 ml H>O bidest.
ph 7,4
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1x TAE-Puffer:
40 mM Tris/Essigsaure
1 mMEDTA

Probenpuffer :
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

40% Saccharose

Gold-Star® Puffer, AnaSpec, Fremont, USA

2.7.Primer und Vektoren

pGL3-Basic Vector, Promega, Madison, USA

phRG-TK Vector, Promega, Madison, USA
DNA-Konstrukte

Aus Blutspender-Kontroll-Stichproben isolierter DNA wurden die homozygoten
Trager der haufigsten Allele ausgewahlt, so der 20-Repeat-Genotyp, der 25-Repeat-
Genotyp und der 31-Repeat-Genotyp und deren 1f Promoterregion als Insert in einen
Reportergen-Vektor pGL3 (Promega) kloniert.

Zu diesen drei Alleltypen wurde jeweils zwei Konstrukte erstellt, welche sich in ihrer
Lange geringfiigig bezuglich ihres Anfangs unterschieden. Es war mdglich, durch
einen zusatzlichen Restriktionsenzymverdau ein Fragment unterschiedlicher Lange
zu erhalten, welches auf nur 38 bp Langenunterschied drei 6strogenresponsive
Elemente und ein CRE beherbergt, um somit 6strogen- und CREB-induzierte
Veranderung der Promoteraktivitat nachzuweisen.

Zuletzt wurde noch ein siebtes Konstrukt hinzugefligt, welches das antisense-
Konstrukt des 20-Repeat-Genotypen darstellt, um eventuelle unspezifische

intrinsische Aktivitat zu entdecken und aus den Messungen zu eliminieren.
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Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotid-Primer

Primer-Name Sequenz
hnNOSpromEx1f-F 5-GGC TGC TTT TCT CCG TCT GTC-3’
hnNOSpromEx1f-R 5-CCC GCT AGG AGG AAA ATG AGG-3

hnNOSpromEx1f-Fmod 5-CCC TGC GTG GCC ACT ACATTC A-3
pGL-3LigConr.Rev 5-CCG GGCCTT TCT TTATGT TTT TG-3’
RVprimer3 pGL3 5-CTA GCA AAA TAG GCT GTC CC-3
GLprimer2 pGL3 5-CTTTATGTT TTT GGC GTC TTC CA-3°
NOS-Fw 5-GGC TCC CAG AAATTGTCATTG T-3
NOS-Re 5- CTG GGC TCC AAA GCA TAC ATC-3

2.8.Escherichia coli -Stamme
e XL-10 Gold, Stratagene, La Jolla, USA
* OneShot TOP10, Invitrogen, Carlsbad, USA

2.9.Zelllinie

* HelLa-Zellen humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms, die ersten

Zellen, aus denen eine permanente Zelllinie etabliert wurde.

2.10. Das Patienten-Sample der Stanley Foundation brain ¢ ollection
Das Stanley Medical Research Institute (SMRI) begann 1994 damit, eine seither
stetig wachsende Sammlung von Gehirngeweben psychiatrisch erkrankter Patienten
anzulegen, die derzeit Gewebe von iber 300 Individuen umfasst. Die Sammlung
beinhaltet vorrangig Gewebe schizophrener oder bipolarer Patienten, da die
Erforschung dieser beiden Erkrankungen der Zielsetzung der Stanley Foundation
entspricht, enthalt aber auch Proben von depressiv erkrankten Patienten und
gesunden Kontrollen. Die den Gewebsproben zugeordnete Datenbank setzt sich aus
Informationen tber Demographie, Familienanamnese, Ausbildung,
Ersterkrankungsalter, gesamter Hospitationsdauer, psychiatrische und somatische
Diagnosen, Todesursache, Medikation zum Todeszeitpunkt, Gehirngewicht, sowie
Zeitintervall zwischen Todeszeitpunkt und Einfrieren des Gehirngewebes zusammen.
Weiterhin werden Einschatzungen zur Lebenszeit-Fluphenazin-Aquivalenzdosis,
Geburts- und Entwicklungskomplikationen, globalen Schwere der Erkrankung,

Ausmald von Substanz-, Alkohol- und Nikotinabusus vorgenommen [146].
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Mit RNA-Proben der inkludierten Individuen wurde eine auf Microarray-
Untersuchungen basierende genomische Datenbank, die Stanley Medical Research
Institute online genomics database (SMRIDB), angelegt und 2006 vorgestellt [147].
Gewebsproben aus der Sammlung und auch damit generierte Daten werden
Forschungsgruppen weltweit zur Verfigung gestellt, um in der Zusammenarbeit die
Kenntnisse uber die Genese dieser schweren psychiatrischen Stérungen zu
vermehren.

Unsere Arbeitsgruppe erhielt von der Stanley Foundation Hirngewebsproben aus
dem Cerebellum von 105 Individuuen, fir die bereits Microarray-Daten aus dem
Brodmann-Areal 46 (BA46) vorlagen, um diese beziglich des NOS1 Ex1f-VNTRs zu
genotypisieren und dessen Einfluss auf das humane Transkriptom des BA46 zu

untersuchen.

2.11. Software
e GeneTools, Syngene, Frederick, USA

2.12. Mikrobiologische Methoden
2.12.1. Kultivieren von E. coli-Bakterien
Die Kultivierung eines mit einem sterilen Zahnstocher oder Pipettenspitze isolierten
Bakterienklons erfolgte unter sterilen Bedingungen bei 37°C in mit Antibiotikum
versehenen LB-Medium auf einem Schittler bis eine optical density (OD) von ca. 0,5

erreicht wurde.

2.12.2. Dauerkulturen von E. coli-Bakterien
Fur langerfristige Aufbewahrung von transformierten Bakterienkulturen wurden aus
den entsprechenden, frisch angewachsenden Kulturen Glyzerolstocks hergestellt.
Hierfir wurde die Bakterienkulturlésung mit einer autoklavierten 98% (v/v) Glyzerol-
L6sung 1:1 gemischt und auf —80°C gefroren. Die jeweiligen Glyzerolstocks konnten
nach Bedarf mit einem sterilen Zahnstocker angeimpft und in LB-Medium gezichtet

werden.
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2.12.3. Transformation Hitzeschock-kompetenter E. coli-Bakt erien
Die Plasmide wurden per Hitzeschock-Verfahren in chemisch kompetente E. coli
Bakterien transformiert. Hierzu wurde ein 50 pl-Aliquot chemisch kompetenter
Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 10 pl des gewlnschten Plasmides versehen. Die
30-mindtige Inkubation des Gemisches erfolgte auf Eis, wonach die Bakterien-cDNA-
Ldsung einem 30 sec langen Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad ausgesetzt wurde.
Erneut wurde der Ansatz 10 min lang auf Eis inkubiert und anschlieRend 250 ul
raumtemperiertes SOC-Medium (Invitrogen) zugegeben. Die erhaltene Losung wurde
fur 1 h bei 37°C auf einem Drehrad gedreht. Nach der Inkubation wurde die
angezichtete Bakterienkultur 1 min lang bei 13000 rpm (Zentrifuge: Eppendorf
Centrifuge 5415C) zentrifugiert und der Uberstand auf eine mit entsprechendem
Antibiotikum versehene LB-Agar-Platte ausgestrichen. Die Platte wurde tber Nacht
bei 37°C inkubiert. Nach ca. 8 h konnten die durch das Antibiotikum selektierten
Bakterien-Kulturen zur Isolierung von Plasmid-DNA oder Anfertigung von

Glyzerolstocks angeimpft werden.

2.13. Molekularbiologische Methoden
2.13.1. Plasmidisolierung aus E. coli-Bakterien
2.13.1.1. Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Zur Praparation von Plasmid-DNA wurden bakterielle Ubernacht-Kulturen angesetzt.
Hierzu wurden die Bakterien aus den bei —80°C aufbewahrten gewiinschten
Glycerolstocks angeimpft und in 5 ml autoklaviertem LB-Medium mit
Anitibiotikumzusatz bei 37°C Uber Nacht in 15 ml Falcon-R6hrchen auf einem
Schattler mit 225 rpm inkubiert.

Die angewachsene Bakterienkultur wurde in 2 ml Eppendorf-Reagenzgefalen
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Aus dem verbliebenen Sediment wurde
mit Hilfe des Plasmid-Mini-Kits (Qiagen) die Plasmid-DNA gewonnen.

Zunachst wurde das Sediment in 250 pl des 50 mM Glucose/ 25 mM Tris/ 10 mM
EDTA enthaltendem P1-Puffers resuspendiert und mechanisch homogenisiert. Als
nachstes wurden die Bakterien durch Zugabe von 250 pl des 0,2 M NaOH/ 1% SDS-
L6sung P2 lysiert und nach Zugabe von 350 ul der 3 M Kaliumazetat-Losung (pH
5,3) N3 10 min lang bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand
wurde daraufhin auf die zuvor vorbereiteten S&ulen uUberfihrt und erneut bei

maximaler Geschwindigkeit 1 min lang zentrifugiert. Und der Durchflul3 verworfen.
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Die Saule wurde zur Fallung mit 500 ul der PB-LAsung equilibriert, erneut 1 min lang
zentrifugiert und der Durchflul3 verworfen. Daraufhin wurde die Saule zweifach mit
750 pl der Ethanol-haltigen PE-Waschlésung versetzt und zentrifugiert. Zur
vollstandigen Entfernung des Ethanols wurde die Saule ohne Zugabe der
Waschlésung wiederholt. Die Séaule wurde auf ein neues 1,5 ml Eppendorf-
Reagenzgefald Uberfuhrt und von dieser die Plasmid-DNA mit 50 pl der EB-
Elutionslésung und durch 2 min langes Zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit

eluiert. Die mit Hilfe des Kits gewonnene Plasmid-DNA wurde bei —20°C gelagert.

2.13.1.2. Maxi-Praparation von Plasmid-DNA
Zur Praparation von Plasmid-DNA in gréReren Mengen wurden bakterielle
Ubernacht-Kulturen angesetzt. Hierzu wurden die Bakterien aus den bei -80°C
aufbewahrten gewlnschten Glycerolstocks angeimpft und in 400 ml LB-Medium mit
Anitibiotikumzusatz bei 37°C tber Nacht in einen 500 ml bis 1 | groliem Erlenmeier
Kolben geschiittelt.
Nach tberfiihren von je 200 ml in 500 ml Zentrifugengefal3e wurden die Kulturen bei
6000 x g und 4°C 15 min lang zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Zur Extraktion der Plasmid-DNA wurde das Plasmid Maxi-Kit (Qiagen) verwendet.
Das Bakterienpellet wurde in 10 ml der 50 mM Tris-HCI/20 mM EDTA P1-Lésung
resuspendiert und mechanisch homogenisiert. Danach wurden die Zellen durch
Zugabe von 10 ml der 200 mM NaOH/ 1% SDS P2-LOsung lysiert, welches gut
vermengt und bei RT 5 min lang mit den Bakterienzellen inkubiert wurde.
Prazipitation genomischer DNA wurde erreicht, indem 10 ml gekuhlter 3 M
Kaliumacetat-haltiger P3-neutralisierungspuffer zugegeben, gut vermischt und 20 min
auf Eis inkubiert wurde. Nach Zentrifugation bei 20000 x g bei 4°C fur 30 min wurde
der Plasmid-DNA-enthaltende Uberstand durch eine zuvor mit 10 ml QBT-
Equilibrierungspuffer (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 15% Isopropanol, 0.15% Triton)
gewaschene Qiagen-tip 500 Saule gefiltert. Nachfolgend wurde die Saule mit 2 x 30
ml der 1 M NaCl/50 mM MOPS/15% lIsopropanol QC-Ldsung gewaschen und die
DNA mit der 15 ml 1,25 M NaCl (50 mM Tris-CIl/ 15% Isopropanol QF-LOsung eluiert.
Dem Eluat wurde 10,5 ml Isopropanol zugegeben, um die DNA zu prazipitieren, und
bei 15 000 x g und 4°C 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfaltig entfernt,
das erhaltene DNA-Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und nochmals bei 15 000 x g
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fir 10 min zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstands wurde das DNA-Pellet 5 min
lang luftgetrocknet und in 500 ml Tris/EDTA-haltigem TE-Puffer geldst.
Nach Konzentrationsbestimmung wurde die erhaltene Plasmid-DNA bei —20°C

aufbewahrt.

2.13.2. Ethanolfallung von DNA
Die Fallung mit Ethanol diente der Aufkonzentrierung von DNA sowie der Entfernung
von Verunreinigungen, wie Salzresten. In ersten Schritt wurde die zu Féallende DNA-
Probe mit 1/50 Volumen 5 M NaCl-Losung oder 1/10 Volumen NaAcetat pH 5,2,
sowie mit 2,5 Volumen 100% eiskaltem Ethanol versetzt. Nach einer Inkubation von
10 min bei —80°C oder 20 min bei —20°C wurde die DNA 10 min lang bei 4°C und
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Das dabei entstandene Sediment wurde mit
einer 70% Ethanol-Losung gewaschen und erneut 10 min lang zentrifugiert. Das
Sediment wurde in einer Vakuumzentrifuge kurz getrocknet und in einer

entsprechenden Menge bidestiliertem Wasser gelost.

2.13.3. Agarose-Gel-Elektrophorese

Zur Analyse oder Praparation von linearen, doppelstrangigen DNA-Fragmenten
wurden diese in Agarosegelen im elektrischen Feld aufgetrennt. Die Methode beruht
auf der Tatsache, dass die elektrophoretische Beweglichkeit der DNA
antiproportional zum Logarythmus der Anzahl der Basenpaare ist (Meyers 1976).
Nach Zugabe von Ethidiumbromid, welches zwischen die Basenpaare der DNA
interkaliert, kdnnen DNA-Fragmente unter UV-Licht aufgrund der Abgabe von
Fluoreszenzlicht sichtbar gemacht werden.

Die verwendete Agarosekonzentration der Gele richtet sich nach der GroRe der zu
trennbaren Fragmente und variiert zwischen 0,8-1,5% (w/v). Eine entsprechende
Agarosemenge wure in 1x TAE-Puffer bis zur Homogenitat aufgekocht und nach dem
Abkuhlen auf 50-60°C in eine Gelkammer mit Gelkamm gegossen. DNA-Proben
wurden mit 1/10 Volumen probenpuffer versetzt und zur Elektrophorese in die
geformten geltaschen pipettiert. Als Standard zum GroRRenvergleich wurde ein X kb-
Marker eingesetzt. Die angelegte Spannung wahrend der Elektrophorese betrug 80-
120 V. Die Gele wurden in Ethidiumbromidlésung (2 pug/ml in 1x TAE) fur ca. 10 min
inkubiertund im UV-Durchlicht bei 312 nm fotografiert.
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2.13.4. DNA-Extraktion aus Hirngewebe
Die Gesamt-DNA aus gefrorenem Hirngewebe wurde nach einer Methode von Miller
[152], mit Hilfe des MasterPure™ Complete DNA Kits (Epicentre Biotechnologies,
Madison) gewonnen. Je 50-100 mg bei —80°C gefrorener Gewebeprobe wurde
gemal dem Herstellerprotokoll mit 900 pl T&C-Lyselésung und 3 pl einer 50 pg/pl-
konzentrierten Proteinase K-Losung versehen und anschlieRend mit dem
TissueLyser (Qiagen) 40 s lang bei 20 Hz homogenisiert. Es folgte ein 15-minutiger
Verdau bei 65°C auf dem Schiuttler (KL2 Schittler), wonach die Proben auf Eis
Uberfihrt wurden. Nachdem die Proben mit je 3 pl RNAse A (5 pg/upl) versehen
wurden folge eine 30 min lange Inkubation bei 37°C. Daraufhin das Homogenat mit
450 pl MPC-Ldsung prazipitiert, 10 s lang gevortext und 10 min lang bei maximaler
Geschwindigkeit und Raumtemperatur zentrifugiert. Der entstandene Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefald Gberfiihrt und mit 1 ml Isopropanol p.a. versehen,
wonach erneut 10 min lang bei maximaler Geschwindigkeit auf 4°C zentrifugiert
wurde. Der Uberstand wurde vorsichtig entnommen und verworfen. Als nachstes
wurde das Sediment zunachst mit 500 pl 100% Ethanol unter 5 min langem
Zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit auf 4°C gewaschen. Dieser
Waschschritt wurde anschlieRend mit 500 pl 75% Ethanol wiederholt. Der Uberstand
wurde verworfen und das ca. 30 min lang bei Raumtemperatur getrocknete

Sedimentin 100-200 pl bidestillierten Wasser gelost.

2.13.5. Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Konzentrationsbestimmung von DNA wurde photometrisch in wassriger Losung
durchgefiihrt. Die Messung der Absorption erfolgte zwischen 260 und 280 nm. Aus
den erhaltenen Absorptionswerten wurde die Konzentration der Nukleinsaure
berechnet und ihre Reinheit geschétzt. Nukleinsduren besitzen ein
Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine bei 280 nm. Bei einem Quotienten
Eoeozs0 von 1,8-2,0 betrdgt die Reinheit der DNA 70-95%. Der
Konzentrationsberechnung der doppelstrangigen DNA wurde der folgende
Koeffizient zugrunde gelegt:
1 OD =50 pg/ ml
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2.13.6.1. Amplifikations-PCR

Zur Amplifikation der in vorhergegangenen Screenings identifizierten Patienten-DNA

Polymerasekettenreaktion (PCR)

wurde eine zuvor optimierte PCR durchgefiihrt. Um der verlustreichen Gel-Extraktion

aus einer 25 ul PCR-Probe entgegenzuwirken, wurde der Mastermix gleich fur acht

Proben a 25 ul angesetzt. Das PCR-Produkt wurde Uberprift, indem man es auf

einem 1% Agarose-Gel elektrophoretisch auftrennte. Der einzelne PCR-Ansatz

enthielt;

1l
1,15 pl

1,15 pl
1l
5ul

1,5 ul
2,5 ul
1l

ad 25 ul

DNA (1 ug)

Forward-Primer hnNOSpromEx1f-F bzw. hnNOSpromEx1f-Fmod

(25 pmol)

Reverse-Primer hnNOSpromEx1f-R (25 pmol)

dNTP

Betain

MgCl, (Immol/ul)
GoldStar-Puffer
Tag-DNA-Polymerase
H,O

Tab. 4: Programm der Amplifikations-PCR

Zyklen PCR-Schritt Temperatur Dauer
1x Pradenaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 30s
38 x Annealing 66°C 40 s
Elongation 72°C 1min25s
72°C 8 min
1x Inkubation 4°C %

2.13.6.2. Sondensynthese

Um das in den ausplattierten Bakterienkulturen enthaltene Plasmid mit dem

gewunschten

Insert identifizieren zu koénnen, wurde ein radioaktiv gelabeltes

Oligonukleotid mittels PCR erzeugt und die Bakterienkulturen damit beimpft. Hierfar
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wurde das Prime It® II-Gen-Labeling Kit verwendet. Der einzelne PCR-Ansatz mit 25

pl Endvolumen enthielt:

12,5ng denaturierte DNA-Vorlage (NOS1_Ex1f-Insert)

5ul Labeling 5x Puffer
1l dNTP-Mix
1l nukleasefreie BSA-L6sung

25u  [a®*-P] ANTP

0,5 ul Exo (-) Klenow-DNA-Polymerase (5 U/ul)
2 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0

ad 25 ul HO

Tab. 5: Programm der Radioaktiv-PCR

Zyklen PCR-Schritt Temperatur Dauer

1x Inkubation 40°C 8 min

Der Reaktionsansatz bestehend aus DNA-Template, Wasser und der Primer wurde 5
min lang im Wasserbad gekocht und kurz herunterzentrifugiert. Nach Zugabe des
Labeling-Puffers, der radioaktiv gelabelten Nukleotide, sowie der Exo (-) Klenow-
DNA-Polymerase wurde der Ansatz vorsichtig mit einer Pipette gemischt und 10 min
lang bei 40°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pl der Stop Mix™-
Losung gestoppt.

2.13.6.3. Genotypisierungs-PCR
Zur Langenbestimmung des NOS1 Ex1f-VNTRs wurde eine Genotypisierungs-PCR
durchgefihrt und die LaAnge des Polymorphismus aus der Lange des PCR-Produktes
errechnet. Diese Methode wurde freundlicherweise von Frau Dr. rer. nat. S.
Herterich, Institut fir Klinische Biochemie und Pathobiochemie, Wairzburg,

durchgefuhrt. Der LAngenbestimmung liegt folgender PCR-Ansatz zu Grunde:

200 pM dNTP

2 pmol Forward-Primer NOS-Fw
2 pmol Reverse-Primer NOS-Re
3ul DNA
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0,4U Tag-Polymerase
ad 25 ul H,O

Tab. 6: Programm der Genotypisierungs-PCR

Zyklen PCR-Schritt Temperatur Dauer
1x Pradenaturierung 96°C 2 min
Denaturierung 96°C 20 s
33 X Annealing 58°C 20 s
Elongation 72°C 20 s
72°C 5 min

1x Inkubation 4°C °°

Die nachfolgende elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte wurde mit dem
CEQ8000-DNA-Sequenzierer durchgefuhrt.

2.13.6.4. Sequenzierungs-PCR
2.13.6.4.1. PCR-Produktaufreinigung
Vor der Sequenzierung war es notig, die im Amplifikat verbliebenen
Desoxyribonucliotide sowie Uberschissige einzelstrangige Oligonucleotide zu
entfernen, da diese sonst das Sequenzierungsergebnis verfalschen kénnten. Nach
der PCR folgte daher eine enzymatische Aufreinigung der Amplifikate.

Hierfir wurde jeweils folgender Ansatz verwendet:
5ul PCR-Produkt (1 pg)
1 ul  Exonuclease | (1 U/ul)

1 pl  Shrimp Alkaline Phospatase (20 U/ul)

Tab. 7: Thermocycler-Programm zur PCR-Produktaufreinigung

Zyklen Thermocycler-Schritt Temperatur Dauer
Enzymaktivierung 37°C 30 min
1x Verdau 80°C 15 min
Inkubation 4°C ©
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2.13.6.4.2. Sequenzierungs-PCR und DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierungen wurden nach der Desoxynukleotid-Kettenabbruch-Methode
nach Sanger [153] durchgeftihrt. Hierfir wurden zunachst die zu sequenzierenden
Genabschnitte mittels PCR amplifiziert und fir Vorwarts- und Ruckwartsprimer je ein

Reaktionsansatz erstellt:

2 ul aufgereinigtes PCR-Produkt (1pg)

2 ul Primer (5 pmol/ul) GLprimer2 pGL3 oder RVprimer3 pGL3
0,5 ul Big Dye™ Premix

1,8 pl 5x ABI-Sequenzierungspuffer

3,7 ul HO

Im Reaktionsansatz der Sequenzierungs-PCR befindet sich nur ein Primer (forward
oder reverse), da die Sequenzanalyse im automatischen Sequenzierer das Vorliegen
von Einzelstrangen erfordert. Das PCR-Programm bestand aus 25 Zyklen folgenden
Ablaufs:

Tab. 8: Programm der Sequenzierungs-PCR

Zyklen PCR-Schritt Temperatur Dauer
Denaturierung 96°C 10s

25 X Annealing 55°C 5SS
Elongation 60°C 4 min

Das Produkt der Sequenzierungs-PCR wurde anschlie3end Uber Sephadex G50
Saulen aufgereinigt, welche zum Aufquellen mit 300 pl H,O aufgefullt wurden und fur
3 h bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Als nachstes wurden die Saulen 5 min
lang bei 2300 rpm zentrifugiert, erneut mit 150 pl H,O versehen und wieder
zentrifugiert. Auf die gebrauchsfertigen Saulen wurden 10 pl des Sequenzierungs-
PCR-Produktes pipettiert und erneut 5 min lang bei 2300 rpm zentrifugiert. Das
aufgereinigte, in den Saulen vorliegende Produkt wurde 15 min lang bei 45°C in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet, dann in 20 pl Formamidaufgenommen und im
Sequenzierer aufgetrennt und analysiert. Zur Ermittlung der genauen Sequenz wurde

die Sequenzierungssoftware 3100 Avant Data Collection Software verwendet.
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2.13.7. Restriktionsenzymverdau
Um das Insert gewiinschter Lange zu erhalten, wurde das gesamte Amplifikations-
PCR-Produkt mit dem Restriktionsenzym Haelll bei 37°C verdaut und das
Restriktionsenzym nach 1 h durch 20mindtige Inkubation auf 65°C inaktiviert. Um
das alternative Insert zu erhalten, wurde ein ,Doppel“-Verdau mit dem
Restriktionsenzym Mscl und Haelll durchgefiihrt. Bei beiden Ansétzen entstanden

am 5°- sowie am 3"-Ende sogenannte ,blunt-ends"”. Der Verdau-Ansatz enthielt:

0,5 pl Haelll

2,2 ul Puffer #2

12 ul PCR-Produkt (1uQg)
ad 15 pl H.O

bzw.

0,5 ul Haelll

0,5 ul Mscl

2,2 ul Puffer #2

10 ul PCR-Produkt (1ug)

ad15p  H,0

Das gesamte Verdau-Produkt wurde auf einem 1% Agarose-Gel elektrophoretisch

aufgetrennt und die Bande erwarteter Gro3e nachfolgend aus dem Gel extrahiert.

Das Plasmid pGL3 wurde einem Verdau bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal
unterzogen, welches nur eine Schnittstelle auf dem Plasmid innerhalb der daftr
vorgesehenen ,Multiple-Cloning-Site* vorwies. Darauf wurde das Plasmid mittels
Shrimp alkalische Phosphatase (SAP, Fermentas) dephosphoryliert, um einer
~Selbst-Ligation“ vorzubeugen. Auch hierbei entstanden am 5°- sowie am 3"-Ende

.blunt-ends* analog zu denen des Inserts.

0,25 ul Smal
2,5l Puffer #4
1l pGL3 Basic-Vektor (1uQg)

ad25pul  H,0
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Um zu einem spateren Zeitpunkt, nach erfolgreicher Ligation und Kolonie-Screening,
die Orientierung des Inserts im Plasmid zu testen, wurden die ,positiven” Kolonien
hochgezlchtet, ihre DNA mittels Mini-Praparation extrahiert und die dadurch

erhaltene Plasmid-DNA mit dem Restriktionsenzym Sacl verdaut.

0,25 pul Sacl
2 ul Puffer #1
2 ul Plasmid-DNA (1ug)

ad 20 pl H.O

Das Verdau-Produkt wurde auf einem 1% Agarose-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt, um die erhaltenen Fragmente auf ihre GréRe zu untersuchen. Dieses
Enzym eignete sich fur diesen Zweck besonders, da es sowohl auf dem
urspringlichen Leervektor-Plasmid, sowie auf dem DNA-Insert jeweils nur eine
Schnittstelle angreifen wirde. Dadurch erhielte man zwei Fragmente, die je nach
Orientierung des Inserts unterschiedlich lang waren. Dieser Schritt war wichtig, da es
beim ,blunt-end“-Klonieren moglich wére, dass sich das Insert entgegen seiner
gewinschten Orientierung in das Plasmid einbauen wirde. Theoretisch wére es
sogar denkbar, dass mehrere Inserts seriell ins Plasmid eingebaut worden waéren,
welche man in diesem Verdau durch den Erhalt dreier oder mehrer Fragmente

entlarven konnte.

2.13.8. Dephosphorylierung
Das Plasmid pGL3 wurde, nachdem man seinen DNA-Ring mittels
Restriktionsenzymverdau gedffnet hatte, mit SAP dephosphoryliert, um die Ligation
der entstehenden Enden ,mit sich selbst* weniger wahrscheinlich zu machen. Dieser
Vorgang wurde 30 min bei 37°C belassen und dann das SAP durch 20-mindtige
Inkubation auf 65°C inaktiviert. Die benétigte SAP-Menge wurde mit folgender
Formel berechnet:
pmol SAP = (ug DNA : kb DNA) x 3,04

2.13.9. DNA-Extraktion aus Agarosegelen
Die Gele wurden auf den UV-Tisch aufgelegt und die gewlinschte Bande mit einem

Skalpell exzidiert und gewogen. Die Extraktion der DNA wurde entsprechend dem
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Protokoll des Quiaex Il ® Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) durchgefihrt. Hierzu
wurde 100 mg des Agarose-Gels in 300 pl QX1-Puffer durch 30 s langes Vortexen
resuspendiert. Im nachsten Schritt wurde der Suspension je nach Menge der auf Gel
aufgetragenen DNA ein entspreches Volumen der QIAEX II-Lésung, welche die
Wasserstoffbriicken schwacht, hinzugefiigt, woraufhin eine 10-minttige Inkubation
auf 50°C mit Vortexschritten alle 2 min erfolgte. Um den basischen pH-Wert der
Suspension zu erhalten, wurde bei einer Farbdnderung der Lésung von gelb zu rot
10 pl 3 M Natriumacetat-Losung dazugegeben und die Inkubation um weitere 5 min
verlangert. Es folgte ein 30 s langer Zentrifugierschritt, wonach der Uberstand
vorsichtig entnommen und verworfen werden konnte. Das erhaltene Pellet wurde in
500 pl QX1-Puffer resuspendiert und durch 30 s langes Zentrifugieren gewaschen.
Der Waschschritt wurde mit 500 pl alkoholhaltigen PE-Puffer wiederholt. Das
Ergebnis wurde zur vollstandigen Eliminierung von Salzresten in einer Vakuum-
Schleuder zentrifugiert, nach 30 min in 20 pl eines 10 mM Tris/HCI-Puffers gelost,
gegen eine Probe des nicht extrahierten Verdauprodukts elektrophoretisch

aufgetragen und die Konzentration bestimmt.

2.13.10. Ligation
Die Ligation des Insert mit dem Plasmid wurde entsprechend dem Protokoll des
LigaFast™ Rapid DNA Ligation-Kits (Promega) unter Verwendung der T4 DNA-
Ligase bei 30°C fur 3 h durchgefuhrt. Die Menge des bendtigten Inserts wurde mit

folgender Formel berechnet:

ng des Vektors x kb GroRRe des Inserts mo lecular ratio Insert

1ng des Inserts = X
kb GroRe des Vektors Vektor

Die Ligation wurde durch Erwadrmung des Ansatzes fir 10 min bei 70°C beendet.

2.13.11. Kolonie-Screening
Die Bakterienkolonien der zuvor beimpften Agarplatte wurden per Abklatschverfahren
auf eine Nitrozellulose-Membran tbertragen. Die Membran wurde fur 2 min auf der
Platte belassen, dann jeweils 4 min zuerst in einem denaturierendem 0,5 M NaOH/
1,5 NaCl- dann einem neutralisierendem 1 M Tris/HCI/1,5 M NaCl-Bad mit einem pH
von 7,5 getaucht, um die DNA auf der Membran zu fixieren und die Zellreste zu

eliminieren.
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Um die das gewiinschte Plasmid tragenden Bakterienkolonien auf einer Agar-Platte
identifizieren zu kbnnen wurde ein Kolonie-Screening durchgefuhrt, fir welches eine
radioaktive Sonde bendtigt wurde, d.h. ein dem Insert entsprechendes radioaktiv
markiertes DNA-Fragment, welches mit dem Prime It® Il Random Primer Labeling-Kit

(Stratagene) erstellt wurde.

2.13.12. Hybridiseriung
5 ml ExpressHyb™ wurde in geeigneten, sicher verschliessbaren Gefal3en auf 65°C
vorgewarmt, die Membranen hinzugegeben und fir 30 min bei 64°C prahybridisiert.
Danach wurde das ExpressHyb™ durch frische, vorgewarmte 5 ml ersetzt, 13 pl der
radioaktiven Sonde zugegeben und die Hybridisierung 1 h 30 min bei 64°C belassen.
Nachfolgend wurden die Membranen entsprechend dem Protokoll mit einer
Natriumzitrat und SDS-haltigen Lésung gewaschen und Uber Nacht bei —80°C auf
einen Film gelegt. Die so identifizierten Kolonien wurden von der urspriinglichen
Platte gepickt, hochgezuchtet, im DNA-Mini-Praparationsverfahren extrahiert und mit
oben genanntem Verdau auf die Orientierung ihres Inserts gepriift. Die gewlnschten

Klone wurden daraufhin sequenziert um ihre DNA-Sequenz zu Uberprifen.

2.14. Biochemische Methoden
2.14.1. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford
Proteinbestimmungen erfolgten nach der von Bradford [154] etablierten Methode. 5—
400 I der auf ihren Proteingehalt zu untersuchenden Probe wurden mit
bidestilliertem Wasser auf 800 ul aufgefillt, so dass die Proteinkonzentration im
Testansatz 12 pg/ml nicht Uberschritt. Nach Zugabe von 200 ul Bradford-Reagenz
wurde die Extinktion der Probe im UV/VIS-Spektralphotometer bei einer Wellenlange
von 595 nm gemessen. Als Blindwert dienten 200 ul Bradford-Reagenz mit 800 ul

Wasser auf 1 ml Kivettenvolumen aufgefillt. Eine Eichkurve wurde mit BSA erstellt.

2.14.2. Luciferase-Assay
Reporter-Gene werden zu Forschungszwecken benutzt, um bestimmte Qualitaten
und Effekte anderer Gene zeigen zu kénnen. Sie kommen unter anderem bei
Studien Uber Rezeptoraktivitat, intrazellularem messaging und mRNA-Prozessierung
zum Einsatz. Sie mussen mdglichst einfach nachweisbare Produkte erzeugen, die fur

den Organismus oder die Zellen, in denen sie gebildet werden, nicht toxisch sind.
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Die Produkte der Reportergene, Reporterproteine, geben ihre Aktivitdt meist durch
Farbreaktionen (Galactosidase-Gen fir Milchzucker-Abbau) oder tber die Emission
fluoreszierenden (Griun Fluoreszierendes Protein/GFP) oder lumineszierenden Lichts
an. Biolumineszenz-Assays dominieren inzwischen die Quantifizierung von
Promoteraktivitdten und haben Fluoreszenz-Assays fast vollstandig verdrangt.
Letztere sind aber nach wie vor sehr gefragt, wenn es darum geht Proteine in der
Zelle zu lokalisieren. Der gangigste Bioluminiszenz-Reporter, die Firefly-Luciferase
aus dem amerikanischen Gluhwirmchen Photinus pyralis, basiert auf der durch die
Luciferase katalysierten Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin unter ATP-Verbrauch
in deren Verlauf gelbes, lumineszierendes Licht entsteht (Abb. 7) [155].

Die von zahlreichen Firmen vertriebenen Luciferase-Plasmide, die neben dem fir
das Luciferase-Protein kodierende Gen meist noch ein [3-Lactamase-Gen und eine
multiple cloning site, in welche das gewiinschte Insert kloniert wird, in ihrem Vektor-
Grundgerust enthalten, besitzen aber keinen eigenen Promoter, kbnnen also nicht
eigenstandig zur Expression des Proteins fuhren. Sie sind daher ideal dafir
geeignet, um fremde Promotoren vor das Luciferase-Gen zu schalten, die dann die
Transkription des Luciferase-Gens antreiben. In Zellen zur Expression gebracht und
nachfolgend zum Leuchten angeregt, kann aus der Leuchtkraft auf die Aktivitat des
inserierten Promoters geschlossen werden.

Um bei Reportergen-Experimenten unspezifische Reaktionen oder schwankende
Transfektionseffizienz auszugleichen, wird zusatzlich zum eigentlichen Reportergen-
Vektor als interne Kontrolle ein Co-Reporter transfiziert, welcher aber einen eigenen
stabil zur Transkription fihrenden Promoter enthalt. Des weiteren wird beim Aufbau
solcher allein fur diesen Zweck geschaffenen Co-Vektoren eine andere Form des
Luciferase-Enzyms verwendet, so zum Beispiel die Luciferase der Weichkoralle
(Seefeder) Renilla reniformis, welche Coelenterazin zu Colenteramid

verstoffwechselt und statt gelbem blaues Licht emittiert (Abb. 7).
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Abb. 7: Die an der Luciferase-Reaktion beteiligten Molekile nach Promega™

Die quantitative Messung dieser beiden Leuchtquellen wird bewerkstelligt, indem
einem Lysat von Zellen, in welchen zuvor die beiden Vektoren zur Expression
gebracht wurden, nacheinander die Substrate der beiden Enzyme zugegeben
werden. Zunachst wird die Firely-Luciferase durch Luciferase Assay Reagent Il (LAR
II) angeregt und ihre Aktivitat in relative light units (RLU) gemessen. Dann wird die
Lichtemission, mittels Stop & Glo®, eines die Reaktion beendenten Reagenzes,
~=gequencht®, die Renilla-Luciferase auch durch selbiges zum Leuchten gebracht und
ebenfalls gemessen.

2.14.3. Luciferase-Messung
Die auf einer 24-well Platte geziichteten Zellen wurden nach Erreichen einer 80%
Konfluenz transfiziert. Danach wurden die Zellen im Falle der Induktionsversuche mit
10 uM Forskolin oder 10 nM 17B-Ostradiol behandelt und fiir weitere 12 h inkubiert.
Danach wurden sowohl die behandelten als auch die unbehandelten Zellen, welche
als Kontrolle mitgefiihrt wurden, dem Protokoll entsprechend mit 100 pl Passive Lysis
Buffer (PLB) geerntet.
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Jeweils 20 pl des Lysats wurde auf eine 96-well Platte pipettiert und sowohl Firefly-
als auch Renilla-Luciferase-Messungen mit dem Dual-Luciferase Assay-Kit
(Promega) auf einem Microlumat durchgefihrt.

Hierbei wurde von einem automatischen Pipettier- und Messkopf die entsprechende
Position Uber der 96-well Platte angefahren und 10 ul LAR Il injiziert. Nach einem
delay von 1,6 s wurde eine 10 s dauernde Messung der Firefly-Luciferase
durchgefiihrt und die wahrend dieses Zeitabschnitts registrierten relative light units
(RLUs) vom Gerat integriert. Nach unmittelbar nachfolgender Zugabe von 10 pl Stop
& Glo®, wurde eine zweite Messung mit denselben Zeiteinstellungen vorgenommen,

welche die Aktivitat der Renilla-Luciferase ermittelte.

2.14.4. DNA-Microarray

Da der DNA-Microarray nicht von unserer Arbeitsgruppe, sondern im Rahmen der
Datenbankerstellung fur die Stanley Foundation durchgefuhrt wurde [147], soll hier
nur eine schematische Darstellung der Microarray-Methode erfolgen.

Die DNA-Microarray-Methode ist ein zu Forschungs- und Diagnostikzwecken
entwickeltes  Instrument, welches erlaubt, eine grole Anzahl an
Einzeluntersuchungen zur Genomanalyse oder differentiellen Genexpression
vorzunehmen. Im Falle der hier verwendeten Microarrays der Firma Affymetrix™
handelt es sich um sogenannte Genchips, an deren oberflachlicher Mikrostruktur in
mehreren Hunderttausen Quadranten verschiedenste Oligonukleotide von bis zu 25
Nukleotiden L&nge fixiert wurden, die auf dem Chip in millionenfacher Kopie
vorliegen. Der Untersuchung wird die RNA des zu untersuchenden Organismus oder
Individuums zu Grunde gelegt, deren Vorhandensein oder Menge bestimmt werden
soll. Die aus dem Organismus extrahierte und isolierte RNA wird zunachst mittels
reverser Transkription in cDNA oder cRNA umgeschrieben, diese wiederum mit
Biotin markiert und schlie3lich zu Oligonukleotiden fragmentiert. Der Genchip wird
mit diesen fragmentierten Oligonukleotiden hybridisiert, worauf sie an die fixierten
komplementéaren Oligonukleotide auf der Oberflache des Chips binden. Nach Wasch-
und Farbeschritten, welche die nicht-hybridisierten Fragmente entfernen und die
gebundenen Oligonukleotide ,sichtbar® machen, kann der Microarray-Chip in
entsprechenden Analysegeraten ausgelesen und die Daten ausgewertet werden
(Abb. 8) [156].
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Abb.8 Schematische Darstellung der Micro-Array-Methode na  ch Affymetrix™

2.15. Zellkultur-Methoden
2.15.1. Kultivierung und Bebritung von Zellen/ Zelllinien
HeLa-Zellen benétigten DMEM- Medium, welches vor Gebrauch mit 10% FCS (50 ml
auf 450 ml Medium) und 100 1U/ ml Penicillin und 100 mg/ ml Streptomycin (1%
PEST) versehen wurde.
Die kultivierten Zelllinien wurden in einem Brutschrank bei einer Temperatur von

37°C und einem 5% CO,-Anteil in leicht verschlossenen KulturgefalRen aufbewahtrt.

Gewohnlich wurde der Medienwechsel alle 2 bis 3 Tage durchgefihrt. Hierzu wurde
das Kulturmedium bei 37°C erwarmt und das verbrauchte Medium mit einer sterilen
Pasteurpipette aus dem Kulturgefal3 abgesogen und durch eine entsprechende

Menge des frischen Mediums, je nach Gréf3e des Kulturgefalies, ersetzt worden ist.
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2.15.1.1. Passagieren von Zelllinien
Das Subkultivieren, das sog. Splitten der Zellen erfolgte erst, wenn diese ein
konfluentes Monolayer gebildet hatten. (2-3x wdchentlich, nach Erreichen der
Konfluenz) Dafir wurde das Medium abgesogen, die Kultur einmalig mit PBS
gewaschen und als néchsten durch Einwirkung von Trypsin-EDTA abgel6st. Fur ein
1: 3-Splitten verwendete man immer je 3 ml Trypsin auf eine T,s- Kulturflasche.
Endothelzellen wurden zuséatzlich nach der PBS-Spulung mit einer kleinen Menge
Trypsin gewaschen. Nach Ablésung der Zellen wurde die Enzymwirkung durch
Zugabe vom 6 ml Kulturmedium gestoppt, die Zellsuspension mit einer Pipette
aufgenommen und auf 3 neue Kulturschalen aufgeteilt. Um eine moglichst
gleichmaliige Zahl an Zellen zu erreichen, wurde die Zellsuspension tropfenweise
nacheinander in die Vertiefungen verteilt und die Kulturschalen mit frischem Medium

auf den entsprechenden Stand aufgefillt.

2.15.1.2. Kryokonservierung und Auftauen von Zellen
Zum Einfrieren von Zellproben wurden die Zellen, wie in der Beschreibung des
Passagierens geschrieben, vom Boden der Zellkulturgefal3es abgel6st, mit reichlich
Medium in ein 15 ml Falcon-Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 5 min lang bei 900
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesogen und das verbliebene
Sediment mit dem Einfriermedium aufgenommen. Hierzu wurden die Zellen aus einer
Tss-Kulturflasche in 2 ml Einfriermedium aufgenommen und als nachstes je 1 ml auf
ein zuvor auf Eis gekuhltes Kryoréhrchen (Nunc) portioniert. Fur das Einfrieren wurde
das bisher verwendete Kulturmedium mit 2% FCS-Anteil und mit 10% DMSO
versetzt. Die Zellen wurden erst bei —80°C eingefroren und als nachstes fir die
Langzeitaufbewahrung in flissigen Stickstoff (—196 °C) Uberflhrt.
Zum Auftauen der Zellen wurden die eingefrorenen Kryordéhrchen wiederholt mit
einer geringen Menge an erwarmtem Medium geflllt und das aufgetaute
Einfriermedium mit den krykonservierten Zellen in ein Zentrifugenrohrchen gefulit.
Die auf diese Art und Weise aufgetaute Zellsuspension wurde als néachstes 5 min
lang bei 900 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgesogen, das Zellpellet in frischem

Kulturmedium gel6st und in eine T,s Kulturflasche Uberfuhrt.
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2.15.2. Transfektion von Zellen

Als Transfektion bezeichent man das Einfihren eines Fremd-DNA-Molekils in eine
Eukaryoten-Zelle. Bei der transienten Transfektion ist die Lebensdauer der
aufgenommenen DNA auf einige Tage beschréankt. Danach wird die Fremd-DNA in
der Zelle vollstandig abgebaut.

Fur die Transfektionen der HelLa-Zellen wurden verschiedene Reagenzien getestet
und etabliert, da die Transfektionsrate zur Durchfihrung des Luciferase-Assay
maoglichst hoch und stabil sein musste. Um die Transfektionsmethoden zu optimieren
wurden verschiedene Ansatze angewandt. Die Transfektionseffizienz wurde durch
Transfektionen des Co-Vektors phRG-TK Uberprift, welcher statt Firefly-Luciferase in
seinem Plasmid Renilla-Luciferase besitzt. Als Kontrolle verwendete man

untransfizierte Zellen.

2.15.2.1. Transfektion mit Lipofectamine ® 2000
Lipofectamine® 2000 ist ein Lipidreagenz, das durch eine Komplexbildung mit der
Nukleinsaure diese durch die Zellmembran in die Zelle Uberfuhrt. Fur die
Transfektion einer Kulturplatte mit 6 Vertiefungen wurden ca. 2 pug Plasmid-DNA
eingesetzt und zwei Reaktionslésungen angesetzt. Die eine enthielt das Reagenz
Lipofectamine® 2000 in 240 pl serumfreiem Medium und wurde 5 min bei RT
inkubiert. Fur die andere Losung wurden 10 pl der Plasmid-DNA in 240 upl
serumfreiem Medium zugegeben und durch vorsichtiges Auf- und Ab-Pipettieren
vermischt.  SchlieBlich  wurde die Lésung tropfchenweise mit dem
Transfektionsreagenz in das Reaktionsgefald mit der DNA-LOsung Uberfihrt und 30
min lang bei RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit der die Zellen mit 1 ml
serumfreiem Medium, wurde der Transfektionsansatz auf die Zellen pipettiert. Das

Medium wurde nach 4-6 Stunden durch frisches serumhaltiges Medium ersetzt.

2.15.2.2. Transfektion mit Effectene ® Transfection Reagent
Das Effectene®-Transfektionsreagenz wurde in Verbindung mit einem Enhancer und

einem DNA-Kondensierungspuffer (EC-Puffer) verwendet. Im ersten Schritt der

Bildung des Effectene®-DNA-Komplexes ist die DNA durch die Interaktion mit dem

Enhancer in einem definierten Puffersystem kondensiert. Das Effectene®-Reagenz

wird der kondensierten DNA zugegeben. In Konsequenz dazu wird der Effectene-
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DNA-Komplex gebildet, wonach dieser als ndchstes mit Medium gemischt und direkt
auf die Zellkultur gegeben wird.

Eingesetzt wurde ca. 2 pg Plasmid-DNA in 10 pl Volumen, die in 140 ul EC-Puffer
geldst worden sind. Das Gemisch wurde als néachstes mit 16 pl Enhancer versehen,
gut gemischt und 5 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden der
L6sung 20 pl des Effectene®-Reagenzes beigeflgt, erneut gut gemischt, zentrifugiert
und 10 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die zu
transfizierenden Zellen mit 1,6 ml frischem Medium versehen. Nach der
Inkubationszeit wurde dem Transfektionsansatz 0,6 ml Medium beigemischt und auf

die Zellen gegeben.

2.15.3. Stimulation von Zellkulturen
Die Stimulation der auf 24-well Kulturplatten ausgesaten Zellen mit Substanzen
erfolgte 24 h nach der Transfektion. Hierzu wurde das Transfektionsmedium durch
frisches Kulturmedium ersetzt und jeweils 1 ul der zuvor angesetzten Stammlésung
auf 1 ml Zellkulturmedium verwendet. Nach der Behandlungszeit wurden die Zellen

entsprechend fur Luciferase-Assays geerntet.

2.15.3.1. Stimulation mit Ostrogen
Zur Stimulation der Zellen wurde eine 10 pM B-Ostradiol/Ethanol-Stammlésung
verwendet. Die lichtempfindliche B-Ostradiol-L6sung wurde bei -20°C in einem
schwarzen Reaktionsgefald aufbewahrt. Die Endkonzentration, mit der transfizierte
Zellen behandelt wurden, betrug 10 nM. Die Stimulationsdauer wurde auf 12 h

festgelegt.

2.15.3.2. Stimulation mit Forskolin
Es wurde eine 10 mM Forskolin/Ethanol-Stammlésung angesetzt und bei —20°C
aufbewahrt. Die Zellen wurden mit einer Endkonzentration von 10 uM Forskolin fur
12 h behandelt.

2.16. Berechnung der Promoteraktivitat
Die Rohdaten der gemessenen Relative Light Units sind alleine noch wenig
aussagekraftig, da sie von einigen Faktoren wie der Transfektionseffizienz, der

Anzahl und dem Wachstum der zu transfizierenden Zellen abhangig sind. Deshalb
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wurden bei der Evaluierung der Promoteraktivitat verschiedene Berechnungsschritte
durchgefiuihrt, die eine Normalisierung der Ergebnisse im Bezug auf die mittels
Bradford-Assay gemessene Proteinmenge des Transfektionsansatzes und auf die
Transfektionseffizienz beeinhalten.

Die Transfektionseffizienz (Tes konstukt) der jeweiligen Proben wurde aus dem
Verhaltnis der RLU des mit den Konstrukten cotransfizierten Kontrollvektors phRG-
TK (RLURen_konstrukt) ZU RLURen pcL3 gebildet. Ebenso wurde das Proteinverhaltnis der
jeweiligen Proben (Ckonstrukt / Cpars) aus dem Verhaltnis der Proteinkonzentration des
Transfektionsansatzes des betreffenden Konstruktes (Ckonstrukt) zur
Proteinkonzentration des Transfektionsansatzes des Leervektors (CpsLs) berechnet.
Weiterhin wurden jeweils die RLU der Konstrukte (RLUpyc konstukt) auf die
Transfektionseffizienz (Tes konstruke) NOrmalisiert. Im nachsten Schritt wurde der
dadurch erhaltene Wert wiederum auf das zuvor errechnete Proteinverhaltnis
(Ckonstrukt/ CpaLz) normalisiert.

Die Transaktivierung erhielt man indem der normalisierte RLU-Wert des jeweiligen
Konstruktes durch den gleichermalien normalisierten RLU-Wert des Leervektors

geteilt wurde.

RI—ULuc_Konstrukt CKonstrukt
Transaktivierung = RLU ¢ peLa

(RLU Ren_Konstrukt / RLU RenprLS) CpGL3

Im Falle der Stimulationsversuche wurde im Prinzip gleich verfahren, nur wurden
hierbei die Transfektionseffizienz und das Proteinverhéltnis der behandelten
Konstrukte im Vergleich zu den unbehandelten Konstrukten gleicher NOS1 Ex1f-
VNTR-Inserts berechnet.

o RLU Luc_Konstrukt_beh CKonstruktﬁbeh
Transaktivierung = RLUuc_konstrukt_unbeh

(RLUReanonstrukLbeh /RLUReanonstrukLunbeh) CKonstruktﬁunbeh

Die Transfektionen wurden jeweils in Triplikaten durchgefihrt, die Transaktivierungen
der einzelnen Transfektionsansatze/Konstrukte errechnet und aus den
Transaktivierungen Mittelwerte gebildet. Die Versuche wurden zwei Mal durchgefiihrt

und die Ergebnisse gemittelt.
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2.17. Statistische Analyse
Statistische Unterschiede der verschiedenen Versuchsansatze im Luciferase-assay
wurden mittels des zweiseitigen ,Student’s T-Tests" (Microsoft Excel™) berechnet.
Die Werte sind als Mittelwerte + Mittelwertabweichung angegeben. Statistische
Signifikanz wurde bei p < 0,01 * angenommen, p < 0,001 ** wurde als hochsignifikant
gewertet. Bei der Microarray-Auswertungen wurde die Genexpression der jeweiligen
Gene entsprechend der Delta-Delta-Ci-Methode (C; = Cycle of threshold) relativ
guantifiziert. Dabei entspricht der Ci-Wert dem Zeitpunkt bzw. dem Zyklus der
Reaktion, in dem sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich von der
Hintergrundstrahlung abhebt und ist abhangig von der Ausgangsmenge der
Matrizen-DNA. Je niedriger der C-Wert ist, desto mehr Kopien des Zielgens sind in
der Probe enthalten. Die Expression eines Zielgens wurde auf die Expression eines
nicht regulierten, konstant exprimierten Referenzgens (housekeeping gene;
Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)) bezogen. Dies wurde fir
Individuen mit homozygot kurzen oder langen sowie heterozygoten Allelen des NOS1
Ex1f-VNTR durchgefuhrt und diese Genotypen durch die Werte 0/1/2 (lang-lang/kurz-
lang/kurz-kurz) klassifiziert. Aus den Delta-Ci-Werten dieser Gruppen wurde
anschlie3end ein jeweiliger Delta-Delta-Ci-Wert gebildet. Um den
Expressionsunterschied zwischen den Gruppen zu ermitteln, wurde dieser Wert

anschlieRend in die Formel 2 “24¢t

, Wie folgt, eingesetzt:
AC; = C; Zielgen — C; Referenzgen
AACt = ACt X — ACt Yy
Ratio (Expression x relativ zu y) = 2 24t
Die Messdaten wurden als Mittelwerte +/- Standardabweichung (standard deviation =
SD) angegeben. Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden hinsichtlich
ihrer Signifikanz mit dem ,One-way Analysis of Variance® (ANOVA)- und einem
nachfolgenden Bonferroni-Test korrigiert. Anderungen der Genexpression um 10%

wurden als signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse
3.1.Erstellung der DNA-Konstrukte

Um die Auswirkung des NOS1 Ex1f-VNTR auf die Expression zu ermitteln, wurden
im Sinne einer Extremgruppenanalyse Promotoren mit kurzen (20 bp = Ex1f_20),
intermediaren (25 bp = Ex1f_25) und langen (31 bp; Ex1f _31) Repeats ausgewahlt
und in den Luciferase-Vektor pGL3 kloniert. Benannt wurden die Plasmidkonstrukte
nach der Anzahl der beinhalteten Dinukleotid-Repeats. Diesen Plasmiden wurden
drei analoge Konstrukte (Ex1f_20mod, Ex1f 25mod, Ex1f_31mod) zur Seite gestellt,
die sich lediglich in ihren modifizierten 5 -Enden unterschieden, wo sie um 38 bp
kurzer sind als die Konstrukte (Ex1f 20, Ex1f 25, Ex1f 31), welche innerhalb dieses
38 bp langen zusatzlichen Genabschnittes die eingangs genannten
Ostrogenresponsiven Bindungsstellen enthalten. Diese Plasmide mit den kirzeren
Inserts wurden ebenfalls den Repeat-Langen entsprechend benannt und mit dem
Namenszusatz ,mod“ versehen, welcher auf das modifizierte 5°-Ende hinweist
(schematische Darstellung der Inserts siehe Abb. 9 und elektrophoretische
Auftrennung siehe Abb. 10). Durch den Vergleich der korrespondierenden
Konstruktpaare, die jeweils in der Repeat-Lange Ubereinstimmen und sich nur im
Vorhandensein von Ostrogenrezeptorbindestellen unterscheiden, sollte es mdglich
gemacht werden, den Einfluss dieser Bindestellen auf die Transkription zu ermitteln.
Alle Konstrukte enthielten dartiber hinaus CRE im Promoterbereich.

Zuséatzlich wurde noch ein siebtes Konstrukt erstellt, welches eines der Inserts
(Ex1f_20mod_INV) in gegenlaufiger Orientierung enthalt, um etwaige auftretende
unspezifische Effekte zu detektieren. Dieses erganzende Plasmid erhielt den

Namenszusatz ,INV*, welcher das invertierte Insert kennzeichnet.
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~ 31 repeats

I 438 bp | Insert Ex1f 31

~ 25 repeats 426 bp

~ 20 repeats 416 bp

~ 31 repeats 200bp | Insert Exaf_31mod |
~ 25 repeats 388bp | Insert Exaf_25mod |
~ 20 repeats 378 bp | Insert Exaf_20mod |

- 378 bp | Insert Ex1f 20mod_INV |

5’IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIS’

100 200 300 400 500 bp

Abb. 9: Schematische Darstellung der NOS1_Ex1f Inserts . Die jeweiligen Inserts wurden
nachfolgend in den Vektor pGL3-Basic kloniert, um mittels Luciferase-Assay den Einfluss der
unterschiedlichen Repeat-Léngen auf die Expression zu untersuchen.

438 bp
426 bp
416 bp
400 bp
388 bp
378 bp

100 bp

Abb. 10: Gelelektrophoretische Auftrennung der unte rsuchten NOS1_Ex1f Inserts. Die Inserts
Ex1f 31, Ex1f 25, Ex1f 20 unterscheiden sich untereinander nur durch die Langenunterschiede des
enthaltenen VNTRs. Die Konstrukte F unterscheiden sich von den Konstrukten Fmod durch eine am

5’-Ende enthaltene Sequenz, innerhalb derer ein die Transkription beeinflussendes Element vermutet
wird.
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3.1.1. Ergebnisse der Amplifikations-PCR

Zunachst wurde mit dem Programm GeneTools eine Ubersicht iiber den bereits
sequenzierten Abschnitt des Genoms erstellt, um mogliche PCR-Primer und
Restriktionsenzym-Schnittstellen zu planen.

Bei der Amplifikation des den 31 Repeat-langen VNTR tragenden Genabschnitts
mittels des ,Vorwarts“-Primers ,hnNOSpromEx1f-F* wurde ein DNA-Fragment mit
einer Lange von 1186 bp erhalten (Abb. 11); bei gleichartiger PCR mit dem
Lorwarts“-Primer ,Fmod“ ein 969 bp langes Produkt. Dieser alternative ,Vorwarts"-
Primer ,hnNOSpromEx1f-Fmod*“ war notwendig, um eine zusatzliche Schnittstelle fur
das Restriktionsenzym Mscl zu schaffen, welche bendétigt wurde, um das im
Endeffekt um 38 bp kirzere 5-Ende der ,Fmod“-Konstrukte zu erzeugen. Der
~-Ruckwarts“-Primer ,hnNOSpromEx1f-R* war in beiden Fallen derselbe. Etwaige
.parasitare” Banden durch unvermeidliche geringfligige Unspezifitdt der PCR-Primer
wurden durch vorrangehende Optimierung des PCR-Ansatzes sowie der Annealing-

Temperatur weitestgehend eliminiert.

3000 bp

2000 bp

1500 bp

1186 bp 1200 bp

bzw 1174 bp

1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp

Abb. 11: Elektrophoretische Auftrennung von PCR-Pro dukten. Auftrennung des durch die PCR
erhaltenen Produkts am Beispiel der Inserts Ex1f 31 und Ex1f 25 von 1184 bp (31 Repeats) bzw.
1174 bp (25 Repeats) Lange.
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3.1.2. Restriktionsenzym-Verdau

Durch Verdau des PCR-Produkts (am Beispiel des zukinftigen Inserts Ex1f 31)
mittels des Restriktionsenzyms Haelll erhielt man 7 Genfragmente unterschiedlicher
Grol3e (436 bp, 303, bp, 219 bp, 150 bp, 37 bp, 21 bp, 18 bp), da das PCR-Produkt 6
Schnittstellen flr dieses Enzym aufweist (schematische Darstellung siehe Abb. 12
und elektrophoretische Auftrennung siehe Abb. 13).

Um das dazu korrspondierende Insert Ex1f _31mod zu erzeugen, wurde ein Doppel-
Verdau mit den Enzymen Haelll und Mscl durchgefuhrt. Der Unterschied in der
Anzahl und GrolRenverteilung der Genfragmente bei Doppel-Verdau (400 bp, 303 bp,
219 bp, 21 bp, 18 bp) fiel erwartungsgemald aus. Die Fragmente mit den
gewinschten Gréf3en von 436 bp bzw. 400 bp wurden nachfolgend aus dem Gel

extrahiert.

Hae Il1 625/ Hae Il 644/ Hae Il 946/ Hae Il 1165/

Hae Il 37/ Hae lll 187/

PCR - Ex1f_31

PCR - Ex1f_31mod

1186 bp
Msc |1 225/
969 bp
5 Ll g 3
2 1,2 kb
37 bp 400 bp = Insert Ex1f_31mod 21 bp
150 bp 38 bp 18bp | | 303bp 219bp
438 bp = Insert Ex1f_31

Abb. 12: Schema der Restriktionsenzym-Schnittstelle  n fur die Enzyme Haelll und Mscl am
Beispiel des Inserts Ex1f 31.
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3000 bp
2000 bp
1500 bp
1184 bp 1200 bp
1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
438 bp 600 bp
bzw 426 b 500 bp
ZW p 400 bp
303 bp 300 bp
219 bp 200 bp
150 bp
100 bp
37 bp
21 bp
18 bp
Abb. 13: Gelelektrophoretische Auftrennung der duch Verdau mit Haelll erhaltenen

Genfragmente am Beispiel der PCR-Produkte Ex1f 31 u nd Ex1f 25 (438 bp / 426 bp, 303, bp,
219 bp, 150 bp, 37 bp, 21 bp, 18 bp). Die kleineren Fragmente von unter 50 bp liefen auf Grund des
geringen GroRRenunterschieds in einer gemeinsamen Bande. Dagegen wurde das nicht-verdaute PCR-
Produkt von 1186 bp aufgetragen.

3.1.3. Gelextraktion
Nach Gelextraktion wurde sowohl das dadurch erhaltene Insert (Abb. 10), als auch
der durch Verdau mittels Smal linearisierte Vektor pGL3-Basic von 4818 bp Léange
aufgetragen (Abb. 14). Nachfolgend wurden diese beiden Genabschnitte der Ligation

zugefihrt.
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<«—— 10000 bp
+——————— 3000 bp

S 6000bD g0y
<+—— 4000 bp

<«—— 3000 bp

s — |

<«—— 2000bp

<«—— 1500 bp

«—— 1200 bp
«————  1000bp

«—— 500bp

[} —

«—— 250Dbp

Abb. 14: Elektrophoretische Auftrennung des 416 bp langen Inserts Ex1f 20 gegen den
linearisierten Vektor pGL3-Basic von 4818 bp.

3.1.4. Kolonie-Screening
Das durch Ligation erhaltene DNA-Konstrukt pGL3-NOS1_Ex1f* wurde in Bakterien
transformiert und diese auf LB-Agarplatten angeziichtet. Das Uberleben auf den
Ampicillin-haltigen Agarplatten war nur den Bakterien maoglich, die zuvor das
transformierte Plasmid aufgenommen hatten, welches zusétzlich zum Luciferase-
Gen einen fir R-Lactamase kodierenden Bereich enthielt. Jedoch musste das
Plasmid nicht notwendigerweise auch das gewinschte Insert NOS1 Ex1f enthalten,
wahrscheinlicher war sogar der Wiederverschluss des nativen pGL3-Vektors durch
die Ligation. Es war somit unmdglich bzw. relativ unwahrscheinlich, durch ,blindes*
Picken einer Bakterienkolonie von den reichlich bewachsenen LB-Agarplatten, den
gewilnschten Bakterienklon zu erhalten. Deshalb wurde ein Kolonie-Screening
durchgefuhrt, bei welchem die Kolonien per Abklatsch-Verfahren auf eine Membran
Ubertragen, die in den Bakterien enthaltene DNA auf der Membran fixiert und mit
einer radioaktiven Sonde beimpft wurden, um die das Insert tragenden Bakterien zu
identifizieren. Diese Sonde bestand aus einem zum Insert NOS1 Ex1f
komplementaren Genfragment, welches zuvor mit radioaktivem Phosphor gelabelt
wurde. Diese Gen-Sonde kann in die Bakterien eindringen und sich an die Inserts in

den transformierten Plasmiden legen. Diese radioaktiven Membranen wurden auf
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Film inkubiert und die geschwaérzten Stellen den entsprechenden Kolonien
zugeordnet (Abb. 15).

Abb. 15: Kolonie-Screening der mit pGL3 -NOS1_Ex1f 20 transformierten Bakterienkolonien.
Die geschwarzten Filmstellen entsprechen den Kolonien, die das gewiinschte Plasmid aufgenommen
hatten, innerhalb welcher die radioaktive Sonde an das Insert NOS1 Ex1f binden konnte.

3.1.5. Orientationsverdau
Durch die Anwendung der Blunt-end-Klonierung war es ebenso wahrscheinlich, dass
das Insert NOS1 Ex1f in gegenlaufiger Richtung in das Plasmid eingebaut wurde
(Abb. 16). Um die Orientierung des Inserts zu tUberprifen, wurde ein Verdau mit dem
Restriktionsenzym Sacl durchgefihrt. Dieses Enzym eignet sich fur diesen Zweck
besonders, da es sowohl auf dem urspriinglichen Plasmid, sowie auf dem DNA-
Insert jeweils nur eine Schnittstelle angreift. Dadurch erhalt man zwei Fragmente, die
je nach Orientierung des Inserts unterschiedlich lang sind (Abb. 17). Theoretisch
ware es sogar denkbar, dass mehrere Inserts seriell ins Plasmid eingebaut wurden,
welche man in diesem Verdau durch den Erhalt mehrerer Fragmente hétte

identifizieren kdnnen.
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Sac |11/

Sac | 317/

Sac 111/

102 bp

pGL3-NOS1_1f 20mod
5196 bp

Sac | 113/

pGL3-NOS1_1f 20mod_INV
5196 bp

Abb. 16: Schema der verschiedenen moglichen Orienti  erungen des Inserts. Bei Verdau des
Insert-tragenden Vektors pGL3-NOS1_Ex1f 20mod durch das Enzym Sacl sind zwei Ergebnisse
denkbar: bei korrekter Orientierung des Inserts erhalt man zwei Fragmente von 4886 bp und 310 bp,
bei Antisense-Orientierung (pGL3-NOS1_ Ex1f 20mod_INV) weisen diese Fragmente eine L&nge von
5094 bp und 102 bp auf.
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<«—— 10000 bp
<«—— 3000 bp

«—— 1000 bp

+<—— 500bp
«——  400bp

310 bp —» —— 300bp

«—— 250bp
«—— 200 bp

102 bp —
«—— 100bp

Abb. 17: Gelelektrophoretische Auftrennung der durc h den Verdau des pGL3 -NOS1_
Ex1f 20mod mit Sac | erhaltenen DNA-Fragmente. Nur die Plasmide mit Insert korrekter
Orientierung, zu sehen bei Verdau 1 und 3, weisen ein Fragment von 368 bp Lange auf. Verdau 2
zeigt ein nur zu erahnendes Fragment von 102 bp. Die gréReren Fragmente von 4886 bp bzw.
5152 bp sind aufgrund des geringen Langenunterschieds im oberen Bereich des Gels nicht zu
unterscheiden.

3.1.6. Mini- und Maxipraparationen von Plasmid-DNA

Nach Identifikation der gewlnschten Klone wurden diese zur Vermehrung in Kultur
gebracht. Zunachst wurden Mini-Praparationen von Plasmid-DNA durchgefuhrt, und
danach GroRRkulturen angesetzt, um Maxi-Praparationen durchzufuhren. Die daraus
erhaltenen Plasmide pGL3-NOS1 Ex1f wurden vergleichend auf Agarose-Gelen
aufgetragen (Abb. 18).

Da die Plasmide nicht linearisiert vorlagen, ist die vom Marker angegebene GroR3e
wenig aussagekraftig. Vielmehr liegen die ringférmigen Plasmide in mehreren
Lverdrillungsstufen“ vor (z.B coiled, hyper-coiled etc.), die in ihrem Masse/Grol3e-

Verhaltnis nicht den linearisierten Genfragmenten entsprechen und sich somit im Gel
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mit hoher Geschwindigkeit fortbewegen. Im Vergleich zum Insert tragenden Plasmid

sieht man dennoch die geringere Grof3e des nativen Vektors pGL3-Basic.

Abb. 18: Elektrophoretische Auftrennung der durch M ini- bzw. Maxipraparation gewonnenen
Plasmide gegen den nativen pGL3-Basisvektor , der, wenngleich auch die absolute Grof3e in nicht
linearisiertem Zustand nicht ermittelbar ist, sich doch deutlich kleiner darstellt als das Plasmid pGL3-
NOS1_Ex1f 20mod.

3.1.7. Sequenzierung der DNA-Konstrukte
Um die erstellten Konstrukte auf ihre Sequenz zu Uberprifen, wurden DNA-
Sequenzierungen durchgefiihrt. Zunachst wurde eine PCR durchgefuhrt, um einen
das Insert beinhaltenden Genabschnitt zu erzeugen und nachfolgend unter
Verwendung eines Kapillar-Sequenzierers die Basenabfolge des amplifizierten
Abschnitts zu ermitteln. Allerdings beinhaltet der Vorgang Sequenzierung eine
geringe Fehlerquote der zu sequenzierenden Basenabfolge gegeniber, so dass
auch nach mehrmaligen Analysen nie eine vollstandig deckungsgleiche Sequenz

erhalten wurde.
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Auch beziuglich des VNTRs ergaben sich Unterschiede, selbst wenn die
sequenzierten Konstrukte aus dem urspringlich selben genetischen Material erstellt
wurden. Es ist nicht nachzuvollziehen, ob sich die aufgetretenen Mismatch-Fehler in
der Analyse darstellen oder durch einen der zahlreichen Konstruktionsschritte
verursacht wurden.

Bei einigen Sequenzierungsvorgangen brach der Sequenzierer die Analyse ab, so
dass teilweise mehrere Anlaufe bendtigt wurden. Die Sequenz NOS1_Ex1f 31 wurde
insgesamt drei Mal erfolgreich analysiert, wobei sich jedes Mal eine Repeat-Lange
von 30 Repeats ergab. Die alternative Sequenz NOS1_Ex1f 31mod, die
urspringlich ebenso wie die Sequenz NOS1 Ex1f 31 aus der DNA des CC-
Genotyps stammt, zeigte bei vier erfolgreich durchgefihrten Analysen je zwei Mal 31
Repeats und zwei Mal 32 Repeats, obwohl hier fur alle vier Sequenz-Analysen das
selbe PCR-Produkt verwendet wurde. Es ist also anzunehmen, dass der
Sequenzierungsvorgang besonders im Bereich der monotonen Dinukleotid-
Wiederholungen anféllig fur Fehler ist (,stottern* der Polymerase), zumal die Anzahl
der unterschiedlichen Basenpaare zwischen den NOS1_Ex1f-Konstrukten und den
NOS1_Ex1f _mod Konstrukten bei jeder Analyse korrekt mit 38 bp angegeben wurde.
Ein Mittelwert fir die sieben Messungen beztiglich des CC-Genotyps wurde gebildet
und das Vorhandensein von 31 Repeats angenommen. Die Sequenzen
NOS1 _Ex1f 25 und NOS1_Ex1f 25mod wurden je zwei Mal analysiert und zeigten
bei allen Sequenzierungsvorgangen ohne Abweichungen 25 Repeats. Fur die
Sequenz NOS1 Ex1f 20 ergaben sich bei funf Analysevorgangen zwei Mal 21
Repeats, zwei Mal 19 Repeats und bei einer Sequenzierung 20 Repeats. In der
zweimaligen Analyse der Sequenz NOS1_Ex1f 20mod fanden sich 21 Repeats und
bei zweimaliger Analyse der Sequenz NOS1_Ex1f 20mod_INV 20 Repeats. Hierfur
wurden ebenfalls Mittelwerte der Repeat-Langen gebildet und in der Folge fur diese
drei Konstrukte von einer Repeat-Lange von 20 bp ausgegangen.

Die unterschiedliche Lange der aus der Analyse erhaltenen Sequenzen ist dadurch
zu erklaren, dass die Sequenzierungsreaktion an den 5°- oder 3"-Primern ansetzt
und nach ungefahr 500 bp abbricht. Wenn in der Gensequenz ein ,n“ statt der
Ublichen Basen auftaucht, bedeutet dies, dass im Sequenzierungsvorgang die
entsprechende Base nicht erkannt werden konnte (Darstellung der Sequenzen siehe
6. Anhang).
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3.2.Langenabhéngige Unterschiede in der Aktivitat des NOS1 Ex1f-VNTR-
Promoter-Luciferase Assay

Die Extremgruppenanalyse der kurzen (20 Repeats), intermediaren (25 Repeats) und
langen (31 Repeats) Allele des NOS1 Ex1f-VNTR, welche in den Luciferase-
Reporter-Vektor pGL3-Basic kloniert wurden, ergab, dass die Expression des
Reporter-Gens in signifikanter Weise von der Lange des VNTR beeinflusst wird (Abb.
19). Das Insert Ex1f 31 mit den meisten Repeats des NOS1 Ex1f-VNTR hatte die
hochste Gen-Expression des Luciferase-Reportergens zur Folge (5,79 + 0,56-fache
Aktivitat im Vergleich zum nativen Plasmid pGL3-Basic, welches mit 1 gleich gesetzt
wurde). Intermedidre und in noch starkerem MalRe kirzere Allele resultierten in
reduzierter Expression des Reporter-Gens.
So zeigte sich beim Ex1f 25-Promoterkonstrukt mit 25 Repeats eine mehr als
doppelte Luciferase-Aktivitat (2,78 £ 0,63) Das mit 20 Repeats kiirzeste der drei
Konstrukte, Ex1f 20, wies nur eine Aktivitat von fast 1 auf (0,97 + 0,25). Bei den
»,mod“-Konstrukten, welche die dstrogenrezeptortragende Sequenz entbehren, wurde
ebenfalls eine héhere Aktivitat der Luciferase gemessen. Sie betrug bei Ex1f 31mod
das 4,03 + 0,57-fache, bei Ex1f 25mod das 4,85 + 0,3-fache und bei Ex1f 20mod
das 3,52 + 0,58-fache der Kontrolle. Die Aktivitat des Promoterkonstruktes
Ex1f_20mod_INV -war gleich der Kontrollaktivitat von pGL3-basic (1,01 £ 0,37).
Die Aktivitat des Promoterkonstruktes Ex1f 25 war im Verhéltnis zu Ex1f 31 fast um
die Halfte (0,48 = 0,11-fache, p=0,000005), die des Konstruktes Ex1f 20 im
Verhaltnis zu Ex1f 31 um Uber 80 % (0,17 £ 0,04-fache, p=0,000000003) erniedrigt.
Zwischen den Konstrukten Ex1f 25 und Ex1f 20 ergab sich eine Minderung der
Aktivitat auf ein Drittel (0,35 £ 0,09-fach, p=0,00007).
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Abb. 19:  Polymorphismuslangenabhangige Unterschiede in der Promoterreporter-Aktivitat

gemessen im Luciferase-Assay. Als Kontrolle wurde die Basisaktivitat des pGL3-basic-
Reportergens angenommen und gleich 1 gesetzt. Verglichen mit dieser Aktivitat konnte eine starke
Promoteraktivitat in Konstrukten mit langen (Ex1f_31) Allelen nachgewiesen werden, welche mit
abnehmender Lange des VNTR (Ex1f 25, Ex1f 20) im Promoterabschnitt schwacher wurden.

Diese Effekte waren jedoch in Konstrukten nicht messbar, bei welchen im 5-Ende drei Ostrogen-
Bindestellen eliminiert wurden (Ex1f 31mod, Ex1f 25mod, Ex1f 20mod). Ein Konstrukt mit
invertiertem Insert (Ex1f _20mod_INV) hatte dieselbe Aktivitat wie der native Basisvektor (*, p<0,001).
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3.3.Untersuchung der Promoteraktivitat unter Stimulatio n durch Forskolin
Nach 12-stindiger Forskolin-Behandlung von HelLa-Zellen, welche mit den
Promoterkonstrukten transfiziert wurden, konnte keine signifikante Anderung der
Aktivitat gemesen werden (Abb. 20).

1,8 4

DOunbehandelt

16 @10 pM Forskolin

14

1,2 A

0,8 -

0,6 -

-fache Proteraktivierung

0,2

Abb. 20  Graphische Darstellung des Einflusses von F  orskolin auf die Promoteraktivitat
unterschiedlicher NOS1_Ex1f-Promoterkonstrukte. Die aus mit Effectene™ transfizierten Hela-
Zellen gewonnenen Zelllysate wurden im Luciferase-Assay auf Promoteraktivitdten untersucht. Die
Aktivitaten der jeweiligen Konstrukte aus Zellen, die unbehandelt blieben, dienten hierbei als Kontrolle
und wurden mit 1 gleich gesetzt. Forskolin hatte den Daten zufolge keinen Einfluss auf die
Promoteraktivitaten aller Konstrukte.
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3.4.Untersuchung der Promoteraktivitat unter Stimulatio n durch B-Ostradiol
Die 12-stiindige B-Ostradiol-Behandlung bewirkte bei keinem der transfizierten

Promoterkonstrukte signifikante Aktivitatsunterschiede (Abb. 21).
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Abb. 21:  Graphische Darstellung des Einflusses von p-Ostradiol auf die Promoteraktivitat

unterschiedlicher NOS1_Exi1f-Promoterkonstrukte. Die mit Effectene™ transfizierten HelLa-Zellen
wurden mit einer 10 nM p-Ostradiol-Lésung behandeln und anschlieRend fiir die
Pomoteraktivitditsmessung aufbereitet und im Luciferase-Assay untersucht. Die Aktivitaten der
jeweiligen Konstrukte aus Zellen, die unbehandelt blieben, dienten hierbei als Kontrolle und wurden
mit 1 gleich gesetzt. Wie in der Graphik dargestellt, hatte B-Ostradiol keinen Einfluss auf die
Promoteraktivitaten der jeweiligen Konstrukte.

3.5.Langenabhéngiger Einfluss des NOS1 Ex1f-VNTR auf das neuronale
Transkriptom

Zur Uberpriifung, ob der NOS1 Ex1f-VNTR die Regulation anderer Gene beeinflusst,
wurde die Auswirkung der Lange auf die globale Genexpression anhand
postmortalen Hirngewebes aus dem Brodmann-Areal 46 von 105 verschiedenen
Individuen untersucht. Die DNA-Microarray Daten, welche eine Gesamtzahl von
19.500 Genen enthielten, wurden unter Anwesenheit von homozygot kurzen oder
langen sowie heterozygoten Promoterallelen des NOS1 Ex1f-VNTR stratifiziert,
welche durch die Zahlenwerte “0/1/2* (lang-lang/kurz-lang/kurz-kurz) klassifiziert

wurden. Eine Erhdhung des Zahlenwertes um “1“ ergibt demnach die Steigerung der
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jeweiligen Gen-Expression um den in Tabelle 9 angegebenen Faktor. Nach Korrektur

fur mulitples Testen mittels ANOVA und nachfolgendem Bonferroni-Test wurden 25

Gene identifiziert, deren Expression signifikant und um mehr als 10% verandert war.

Die veranderten Gene sind als x-fache Anderung der Expression pro Zahlenwert “1*

in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9:

Durch den NOS1 Ex1f-VNTR signifikant dysregulierte Gene

Transkriptom des BA46

im

Gen Symbol Vollstdndiger Name des Gens -fache Expressionsénderung Signifikanz ( p)

AP1S1 Adaptor-related protein complex 1, | 1,1083 1,42 x 10-5
o subunit

BHLHB2 Basic helix-loop-helix domain 1,1348 6,27 x 10-6
containing, class B,2

CACNB2 Calcium channel, voltage- 1,107 5,59 x 10-6
dependent, 32 subunit

CHI3L1 Chitinase 3-like 1 (cartilage 1,1016 3,00 x 10-7
glycoprotein-39)

CLPTM1 Cleft lip and palate-associated 1,1082 2,27 x 10-5
transmembrane protein 1

DTX3 Deltex 3 homologue (Drosophila) |1,1068 1,67 x 10-7

GHITM Growth hormone-inducible 1,1308 1,62 x 10-5
transmembrane Protein

GPX3b Glutathione peroxidase 3 (plasma) | 1,1214 2,01 x 10-5

GRIN1 b,c Glutamate receptor, ionotropic, N- | 1,1248 3,07 x 10-10
methyl D-aspartate 1

HDGFRP3 Hepatoma-derived growth factor, |1,1308 5,79 x 10-8
related protein

KKIAA0182 | KIAAQ182 protein (genetic 1,1226 532x10-6
suppressor element 1)

MAP1LC3B | Microtubule-associated protein 1 | 1,1008 2,30 x 10-5
light chain 313

MAPKS8 Mitogen-activated protein kinase 8 | 1,1010 2,56 x 10-6
(alias JNK)

MEF2C MADS box transcription enhancer |1,1066 1,90 x 10-6

factro 2, polypeptide C (myocyte

enhancer factor 2C)
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NEFL b,c

RGS4 c
SNCA b,c

SNX3
SOD2 b,c

SRD5A1

TPD 52
TUBB c
TUBB4
WARS

XIST

Neurofilament, light polipeptide 68
kDa

Regulator of G-protein signaling 4
Synuclein, a (non-A4 component
of amyloid precursor)

Sorting nexin 3

Superoxide dismutase 2,
mitochondrial
Steroid-5-a-reductase, a
polipeptide 1 (3-oxo-5a-steroid d4-
dehydrogenase al

Tumor protein D52

3 5-tubulin

3 4-tubulin

Tryptophanyl-tRNA synthetase

X (inactive)-specific transcript

1,1272

1,1148
1,1271

1,1129
1,1148

1,1126

1,1046
1,1072
1,1197
1,1216
-1,21854

1,91 x 10-5

1,06 x 10-5
4,83 x 10-6

5,29 x 10-7
3,05 x 10-6

5,17 x 10-6

4,60 x 10-6
3,57 x 10-8
1,36 x 10-8
1,73 x 10-7
6,17 x 10-6
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4. Diskussion
4.1.Klonierung des NOS1 Ex1f-VNTR

Die vorliegende Arbeit entstand basierend auf vorausgegangen Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe [97], die eine multiple Allelie fur den NOS1 Ex1f-VNTR mit
einer nicht-gleichmaRigen Haufung kurzer, intermediarer und langer Allele zeigen
konnten. Es fand sich dartber hinaus eine Assoziation zwischen homozygotem
Vorhandensein kurzer Allele und der Reduktion in der prafrontalen kortikalen
Funktion als auch der klinischen Symptomatik schizophrener Patienten, was starke
Hinweise auf eine funktionelle Relevanz des NOS1 Ex1f-VNTR lieferte. Um den
Einfluss der verschiedenen Repeat-Langen auf die Transkriptionsaktivitat zu
demonstrieren, wurde ein Luciferase-Reportergen-Assay im Sinne einer
Extremgruppenanalyse durchgefuhrt und die drei am haufigsten vorkommenden
Allele des Polymorphismus verglichen.

Bei der Erstellung der in dieser Arbeit verwendeten Reportergen-Konstrukte und der
Durchfihrung des Luciferase-Assays orientierten wir uns an Studien von Rife und
Mitarbeitern [91]. Allerdings ging man bei diesen Untersuchungen von nur 2
alternativen Versionen des NOS1 Exonl aus, die als 5°1 und 5°2 bezeichnet wurden
und mittlerweile ihre Entsprechungen in neuerer Nomenklatur fanden, in welcher 5°1
als Exonlg und 572 als Exonlf benannt werden [85]. Von der Arbeitsgruppe um Rife
wurden Genkonstrukte unterschiedlicher L&nge angefertigt, um die in der
Transkription aktiven Protomorsequenzen zu identifizieren. Das in dem dort
verwendeten Konstrukt pNOS1(1470/1842)-L eingefugte Insert entspricht in seinen
Abmessungen anndhernd den von uns klonierten mod-Inserts der Nukleotide 1464
bis 1861. Wir entschieden uns fur dieses Insert, da Rife zeigen konnte, dass hiermit
eine starke Reportergenaktivierung verbunden ist. Ein weiteres vorgestelltes
Konstrukt pNOS1(1613/1842)-L zeigte bei Deletion des VNTR-tragenden
Promoterabschnittes eine noch gréf3ere Transkriptionsaktivitat, was bereits deutliche
Hinweise auf einen transkriptionsmodulierenden Einflu? des NOS1 EX1f-VNTR gab.
Ferner vermutete Rife ein die Transkription negativ beeinflussendes Element
zwischen den Nukleotiden 1195 und 1428 bzw. 1469. Die genannten Nukleotide
1428 und 1469 wurden jedoch ohne weitere Erlauterung beide als Endpunkt des
Supressionselementes bezeichnet, so dass weiterhin Unklarheit Gber dessen exakte
Position bestand. Aus diesem Grund entschieden wir uns dazu, ein sich im 5 -Ende
unterscheidendes Insert zu klonieren, welches die Nukleotide 1424 bis 1861
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umspannt und somit den oben genannten strittigen Bereich des vermuteten

Suppressionselementes beherbergt.

4.2.Modulation der Promoteraktivitait im  Luciferase-Assa y durch
Langenunterschiede des NOS1 Ex1f-VNTR

Im durchgefihrten Luciferase-Reportergen-Assay zeigten sich in Abhangigkeit von
der Lange des NOS1 Ex1f-VNTR Unterschiede in der Promoteraktivitat, die sich auf
die Expression des Reportergens auswirkten. In reproduzierbaren Ergebnissen
brachten die Konstrukte mit héherer Anzahl von Dinukleotid-Repeats grol3ere
Leuchtkraft im Luciferase-Assay hervor, wahrend Konstrukte mit intermediaren oder
gar kurzen Repeat-Langen eine deutlich reduzierte Aktivitat aufwiesen.
In einer parallelen, jedoch spater ver6ffentlichten Arbeit von Rife [99] wurden drei
NOS1 Ex1f-VNTR- Promoterkonstrukte vergleichbarer Repeat-Ladngen untersucht
und auch hier zeigte sich in Ubereinstimmung zu den von uns durchgefiihrten
Versuchen bei Konstrukten mit einer groReren Anzahl von Repeats eine erhthte
Promoteraktivitat.
In den von uns durchgeflhrten Versuchen zeigte sich jedoch der langenabhéngige
Effekt des NOS1 Ex1f-VNTR nur bei den Konstrukten, die im 5-Ende um die ERE-
enthaltenden 38 bp langer waren. Wenngleich diese in unserem experimentellen
Setting nicht auf Ostrogen-Behandlung reagierten, tragen sie doch zur Funktionalitat
des Promoters bei, indem sie den Einfluss des NOS1 Ex1f-VNTR manifestierten. In
Abwesenheit dieser 38 bp des 5 Endes zeigte sich die Transaktivierung des
Reportergens unabhéngig von der Allellange des NOS1 Ex1f-VNTR gleichsam
nivelliert. Eine Erklarung hierfir kénnte sein, dass andere bislang nicht identifizierte
Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren auf diesem besagten Genabschnitt liegen
oder dass die Abwesenheit dieser Basenpaare die Affinitdt von modulierenden

Transkriptionsfaktoren fur den NOS1 Ex1f -Promoter beeinflusst.

4.3.Kein Einfluss von 17 B-Ostradiol und Forskolin auf die Promoteraktivitat
der NOS1 Ex1f-VNTR-Varianten
Im Falle der Forskolin-Stimulation zeigte sich bei einigen Konstrukten (Ex1f 20,
Ex1f 25mod und Ex1f 20mod) zwar eine leichte Steigerung der Promoteraktivitat,

erreichte jedoch keine Signifikanz.
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Untersuchungen zufolge, die einen Einfluss des Ostrogens auf die Expression des
NOS-I-Proteins demonstrierten, soll die Expression von der Konzentration des 17(3-
Ostradiols abhangig sein. Konzentrationen von bis zu 107 mol/L sollen hierbei
stimulierend, Konzentrationen dartiber, hingegen supprimierend wirken [157].

In der vorliegenden Arbeit war jedoch kein signifikanter Einfluss der 17B-Ostradiol-
Behandlung nachweisbar. Dies ist vermutlich auf niedrige ERa-Konzentrationen der
verwendeten Hela-Zellen zurtckzufihren. Alternativ.  kdonnten zusatzliche
Promoteraktivitatsstudien mit hochexprimierenden Zelllinien wie z.B. MCF-7
(Mamma-Ca) aufschlussreich sein. Begleitet von Negativ-Kontrollen, wie COS-7-
Zellen, welche keine endogenen Rezeptoren exprimieren, ware eine Aussage zur

Ostrogeninduzierbarkeit moglich.

4.4.Molekulare Mechanismen der Beeinflussung der Promot  eraktivitat
durch die Anwesenheit des NOS1 Ex1f-VNTR

Die in vitro nachgewiesene Repeat-langenabhéangige Promoteraktivitdt kann jedoch
nicht ohne weiteres mit erhéhter Transkriptionsaktivitdt des Exonlf in Gegenwart
hoherzahliger Dinukleotid-Repeats und somit hoherer NOS-I-Aktivitéat gleichgesetzt
werden. Denn obgleich es Befunde gibt, die dieses nahelegen, wie zum Beispiel eine
Erhohung des NO-Gehaltes in der Ausatemluft bei Patienten mit Cystischer Fibrose,
die Trager langer Allele des NOS1 Ex1f-VNTR waren [158], stehen diesen Daten
eine Untersuchung von Silberberg auf RNA-Ebene entgegen, bei welcher keine
Assoziation der Repeat-Lange mit der Expression der Gesamt-NOS-I in post-
mortalen zerebralen Gewebeproben gefunden wurde [159]. Studien hierzu, die diese
Ergebnisse reproduzieren oder den Effekt des NOS1 Ex1f-VNTR auf Proteinebene
ermitteln, stehen noch aus.
Als Erklarung fir die Diskrepanz zwischen den Daten der RNA-Expression und
denen der Reportergen-Assays konnte die eingangs erwahnte kompensatorische
Regulation verschiedener NOS1-Exons angesehen werden. So wurde von Saur am
Beispiel der infantilen Pylorusstenose gezeigt, dass eine Herunterregulation des
NOS1 Exon 1c von einer vermutlich kompensatorischen Hochregulation des NOS1
Exons 1f begleitet wurde [93]. Dies lasst den Schluss zu, dass diese
Kompensationsvorgange auch in gegenlaufiger Form zum Tragen kommen kénnten.
Jedoch fehlen bislang Studien, die eben diesen Kompensationsmechanismus an

anderen Gewebsarten als denen der glatten Muskelzellen des Magenausgangs, wie

63



Diskussion

bei Saur, demonstrieren und auch solche Untersuchungen, welche die
kompensatorischen Regulationsvorgange in gegenlaufiger Form aufzeigen, ob z.B.
eine Hochregulation des Exon 1f auch in einer Herunterregulation des Exon 1c
resultiert.

Wenn auch Silberberg, keinen Einfluss des NOS1 Ex1f-VNTR auf die RNA-
Expression der gesamten NOS1 finden konnte [159], so stehen dem die Ergebnisse
der unabhangigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe und derer von Rife [99]
gegenuber, die einen Einfluss des NOS1 Ex1f-VNTR zumindest auf die Expression
des Luciferase-Reportergens zeigten. Der Effekt des NOS1 Ex1f-VNTR auf die
Transkriptionsvorgange koénnte durch verdndertes Bindungsverhalten von
Transkriptionsfaktoren im Bereich des Dinukleotid-Repeats erklart werden. Zur
molekularen Wirkungsweise von Dinukleotid-Repeats lassen sich verschiedene
Mechanismen erdrtern. So wurde beispielsweise gezeigt, dass TG-Repeats in
anderen Bereichen des Genoms Z-DNA formen konnen, die eine linksgangige
Variante der Ublichen rechtsgangigen B-DNA-Helix darstellt und deren Anwesenheit
sowohl 5°- als auch 3'-Transkriptionsfaktoren beeinflusst, und somit die
Transkriptionsaktivitat erhdhen, meist aber erniedrigen kann [160-164]. Als in der
Nahe des TG-Repeats bindende Transkriptionsfaktoren konnten beim NOS1 Ex1f-
VNTR der Octamer transcription factor 2 (Oct-2) und der nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB) identifiziert werden [52, 165-167].
Besonders im Falle des NF-kB gibt es Hinweise, dass dieser einen signifikanten
Einfluss auf die Transkriptionsaktivitat des NOS1 Ex1f-Promoters ausiubt [168], so
dass eine Veranderung der Promoteraktivitdit durch eine Alteration der DNA-
Konformation durchaus denkbar scheint. Des Weiteren gibt es Befunde, denen
zufolge die Einzelstrange bei Repeat-DNA schneller reassoziieren, d. h. die zur
Transkription zur Verfiagung stehende Zeit verklrzt sich [257], was aber naturgemal
nicht zu einer Erh6hung der Transkriptionsaktivitat fihren wirde.

Zusammenfassend lasst sich zwar sagen, dass es einen Einfluss von VNTRs auf die
DNA-Transkription gibt, aber welcher Art dieser Einfluss ist, ob er nun regelhaft
aktivierend oder supprimierend sei, oder im Falle verschiedener Gene auch

verschieden ausfallt, bedarf weiterer Abklarung.
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4.5.Einfluss des NOS1 Ex1f-VNTR auf das humane Transkriptom des BA46
Die DNA, welche aus den uns von der Stanley Foundation Brain Collection
Uberlassenen cerebellaren Gewebsproben gewonnen und nachfolgend genotypisiert
wurde, konnte daraufhin beziglich der Allellange des NOS1 Ex1f-VNTR den
Merkmalsgruppen homozygot fur kurze (s/s) oder lange (/) Allele bzw. heterozygot
fur kurzes und langes Allel (s/l) zugeordnet werden.
Korrespondierend zu den cerebellaren Gewebsproben wurden von der Stanley
Foundation aus den cortikalen BA46 derselben Individuen DNA-Microarrays
durchgefiihrt und die Ergebnisse in einer Datenbank (SMRIDB) angelegt. Die von
uns identifizierten Alleltrdger wurden der Stanley Foundation Ubermittelt und die
Datenbank nach den Merkmalsgruppen bezuglich der Allellange ausgewertet,
wodurch es mdglich war, den Einfluss unterschiedlicher NOS1 Ex1f-VNTR-Allele auf
die Genexpression samtlicher im BA46 transkribierten Gene aufzuzeigen.
Hierbei konnte ein signifikanter Einfluss kurzer Allele des NOS1 Ex1f-VNTR auf die
Transkription einer Reihe von Genen demonstriert werden, die in Tabelle 9
aufgelistet sind. Einige dieser dysregulierten Gene stehen im direkten
Zusammenhang mit der Funktion von NO und kodieren fur Enzyme, welche an der
Inaktivierung des radikalischen Sauerstoffs beteiligt sind, wie die Superoxid-
Dismutase 2, die Glutathion-Peroxidase 3, sowie die MAPK8. Die MAPKS8, auch c-
Jun (N)-terminal Kinase (JNK) oder Stress-aktivierte Protein Kinase (SAPK) genannt,
wird besonders durch zellulare Stressstimuli wie Hitzeschock, ionisierende Strahlung,
UV-Strahlen, DNA-schadigende Agenzien, DNA- und Proteinsyntheseinhibitoren,
Entzug von Wachstumsfaktoren, sowie oxidativen Stress aktiviert [169], und durch
NO zusatzlich in der Funktion gehemmt [170].
Eine weitere Gruppe dysregulierter Gene kodiert flr Bestandteile des Zytoskeletts,
darunter befinden sich B4- und B5-Tubulin, Microtubule-associated protein 1 light-
chain 3 8 (MAP1LC3B) und Neurofilament light polypeptide (NEFL).
Von besonderer Bedeutung unter den dysregulierten Genen sind jene, deren
Assoziation mit psychiatrischen Erkrankungen bereits bekannt ist, wie z.B. a-
Synuklein, welches eine Schliisselrolle bei der der Pathogenese neurodegenerativer
Erkrankungen einnimmt [171]. Durch Nitrosylierung von a-Synuclein wird die Bildung
reaktiver Stickstoffoxidspezies, sowie Protease-resistenter a-Synuclein-Aggregate
erhoht, deren Zelltoxizitat das Fortschreiten neurodegenerativer Erkrankungen

beschleunigen [172]. Im Hinblick auf impulsives Verhalten konnte a-Synuclein in
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Verbindung mit Alkoholismus gebracht werden. Einer Studie zufolge ist a-Synuclein
MRNA bei Suchtpatienten, speziell bei Alkoholikern wahrend der Entzugsphase
erhoht und in signifikanter Weise mit dem Craving-Verhalten assoziert [173].

Auch flr Schizophrenie als pradisponierend angenommene Gene sind betroffen, wie
das Chitinase 3-like 1 (CHI3L1)-Gen [174] und das Gen des Regulator of G Protein
Signaling 4 (RGS4) [175], welches die synaptische Plastizitat sowie den NMDA-
Signalweg beeinflusst [176] und somit besonders im BA46 die These der
hypoglutamatergen Stérung untermauert. Ebenfalls im Zusammenhang mit der
Stérung der glutamatergen Funktion steht das zuvor genannte NEFL, welches die
Expression des NMDA-Rezeptors an der Zelloberflache erhoht, was zur NMDA-
Rezeptor-vermittelten Toxizitat fihren kann [177]. Am schwersten wiegt jedoch die
Dysregulation des GRIN1-Gens, das ebenfalls mit Schizophrenie assoziiert ist [178]
und fur die GIuN1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors, des direkten Aktivators der
NOS-I, kodiert.

Gerade durch die Dysregulation dieser Gene, die flr Proteine kodieren, welche an
der glutamatergen Neurotransmission beteiligt sind, werden die friheren Befunde
unserer Arbeitsgruppe unterstrichen, die zeigen, dass die Anwesenheit kurzer Allele
des NOS1 Ex1f-VNTR die kognitiven Stérungen und den Schweregrad der
Schizophrenie negativ beeinflusst [97]. Die nachgewiesenen
Transkriptionserhohungen der betroffenen Gene konnten im Rahmen
kompensatorischer Vorgdnge zum Ausgleich einer NOS-I-Unterfunktion, bedingt
durch kurze NOS1 Ex1f-VNTR-Allele, verstanden werden.

4.6.Die Bedeutung des NOS1 Ex1f-VNTR im Rahmen psychischer
Erkrankungen
Folgt man der Entwicklung der Studienergebnisse, welche die Zusammenhange
zwischen dem NO-Metabolismus und der Genese psychischer Stérungen zu
ermitteln suchen, findet man eine wachsende Anzahl von Hinweisen und
Veroffentlichungen, die einen substantiellen Einfluss des NO und seiner
radikalischen reactive nitrogen species (RNS) auf die Pathomechanismen eines
breiten Spektrums von psychiatrischen Erkrankungen nahelegen [12]. Wie bereits
eingangs geschildert, entstehen durch Kreuzreaktionen des NO mit O,, CO, und
H,O, weitere radikalische Redox-Formen, die bei erhdhter Produktion derselben zum

Vermittler glutamaterger Neurotoxizitdt werden [32, 34-36]. Mdgliche Mechanismen
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dieser toxischen Eigenschaften der RNS beinhalten Lipidperoxidation, Nitrosylierung
einiger Molekiile, Inaktivierung von Na'-Kanalen, Blockierung mitochondrialer
Atmung und Interaktion mit Metallen mit Redox-Potential wie z.B. Cu?* und Fe** [180,
181].

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Reportergen-Assays weisen auf eine
Regulierung der NOS-I-Funktionalitat via Expressionsverédnderungen des NOS1
Exonlf durch den NOS1 Ex1f-VNTR hin. Diese Effekte kdnnten durch veranderte
intrazellulare Prozessierung der NOS1 Ex1f-mRNA oder beeintrachtigten Stabilitat
derselben verursacht sein [52].

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigen dariiber hinaus einen Einfluss auf das
Transkriptom, was bedeutet, dass die Transkription anderer fur die Pathogenese
psychiatrischer Stérungen bedeutsamer Gene durch die Anwesenheit verschieden
langer Allele des NOS1 Ex1f-VNTR signifikant beeinflusst wird [98].
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass, sollte dem NOS1 Ex1f-VNTR, wie in
der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, eine Funktionalitat beztglich der Aktivitat der
NOS-I zukommen, der NOS1 Ex1f-VNTR ebenfalls auf die Entstehung, den Verlauf

oder den Schweregrad psychischer Stérungen einwirkt.

4.6.1. NOS1 Ex1f-VNTR und neurodegenerative Erkrankungen

Ein Zitat aus dem Review ,Nitric Oxide and Neuronal Death“ von Brown [181],
welches die Befundlage zum Thema NO und neurodegenerative Prozesse treffend
zusammenfasst, lautet: ,NO induces neuronal death; NO inhibits neuronal death; and
NO does nothing to neuronal death.” Als Erklarung fur diese widersprichlichen
Befunde kann man die in unterschiedlichen physiologischen und
pathophysiologischen Zustédnden jeweils differierende NO-Konzentration und
Herkunft fir das verschiedenartige Wirken verantwortlich machen.

So scheint NO in niedriger Konzentration neuroprotektiv zu wirken, indem es
radikalische Eigenschaften anderer Molekile inaktiviert und in hoher Konzentration,
durch nitroxidativen Stress Toxizitdt und Neurodegeneration zu vermitteln [182-184].
Neurodegenerative Prozesse wiederum sind ein essentieller Bestandteil bei allen
vorkommenden Formen dementieller Erkrankungen. Morbus Alzheimer, die im
Senium am héaufigsten vorkommende Form der Demenz, ist eine multifaktoriell
bedingte Krankheit, welche durch genetische Pradisposition und Umweltfaktoren

verursacht wird. Als ein genetischer Risikofaktor fur das Auftreten der Alzheimer-
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Demenz konnte bislang das €4 Allel des Apolipoprotein E (ApoE)-Gens identifiziert
werden [185]. Andere Kandidatengene stehen mit der durch oxidativen Stress
verursachten Neurotoxizitat in Verbindung, die eine Schlisselrolle in der Genese der
Alzheimer-Erkrankung spielt [181]. Hervorzuheben ist, dass in betroffenen Gehirnen
3-Amyloid zur Bildung von Superoxid-Radikalen fiihren kann, welche mit NO zu dem
radiaklischen Peroxinitrit (ONOQO") reagieren. Die von diesem Agens verursachte
Lipid-Peroxidation und DNA-Schéaden fihren letzendlich zum Zelltod, womit das NO
als ein Risikofaktor bei neurodegenerativen Erkrankungen auch in direkter
Verbindung mit der Alzheimer-Pathogenese steht [186, 187].

Dem gegenlber ist aber auch eine Beteiligung am neurodegenerativen Prozess
durch beeintrachtigte NOS-I-Funktion denkbar. In dem Malde, in welchem eine
Verringerung der NO-Produktion erfolgt, kann das NO bei zu geringer Konzentration
seinen neuroprotektiven Aufgaben nicht mehr nachkommen, was wiederum in
starkerer Neurodegeneration resultiert. Diese Beeintrachtigung der physiologischen,
neuroprotektiven NO-Produktion kdnnte, wie unsere Ergebnisse suggerieren, durch
das Vorliegen kurzer Allele des NOS1 Ex1f-VNTR begiinstigt werden.

Diese Hypothese deckt sich mit Befunden, denen zufolge kurze Allele signifikant
haufiger bei bei Alzheimer-Patienten vorliegen, was in noch starkerem MalRe fir die
Homozygotie kurzer Allele gilt [189]. Interessanterweise konnte dieser Effekt in
Ubereinstimmung mit epidemiologischen Daten, wonachdie Pravalenz der Alzheimer-
Erkrankung in der weiblichen Bevdlkerung hoher ist [190], nur bei weiblichen
Probanden festgestellt werden [188], was mit den postulierten Ostrogen-responsiven
Bindestellen im NOS1 Ex1f-Promoter zusammenhéangen konnte. Obwohl wir keine
Ostrogeninduktion der Expression des Reportergens in Hela-Zellen nachweisen
konnten, schlielt dies Ostrogeneffekte nicht aus, da in unserem experimentellen
Aufbau diese Untersuchungen nur anhand einer Zelllinie durchgefihrt wurden, und
HeLa-Zellen wohlgemerkt epitheliale Tumorzellen zervikalen Ursprungs sind. Es
ware von erheblicher Wichtigkeit, weitere Untersuchungen an einer Zelllinie
neuronalen Ursprungs fortzufihren, um eine bessere Aufklarung der
Promoteraktivitét, der in dieser Arbeit vorgestellten Kontrukte, in Hinsicht auf
Ostrogeneffekte zu erhalten. Die geschilderten geschlechtsspezifischen Effekte
treten jedoch in den Hintergrund, wenn zusatzlich zum kurzen Allel des NOS1 Ex1f-

VNTR auch noch das ApoE e&4-Allel vorliegt. Hier scheint eine synergistische

68



Diskussion

Interaktion der beiden Gene das Risiko an Alzheimer zu erkranken, um das 10-fache
zu erh6hen [188].

Auch fur eine weitere bedeutende neurodegenerative Erkrankung, den Morbus
Parkinson, liegen Hinweise vor, dass der NOS1 Ex1f-VNTR in Abhangigkeit von der
Allellange die Pathogenese der Erkrankung beeinflusst. In welcher Weise allerdings
der NOS1 Ex1f-VNTR auf die Erkrankung einwirkt ist noch nicht abschliel3end
geklart, da der Grof3teil der Publikationen eine Erhéhung der NOS-I-Aktivitdt mit der
bei Parkinson stattfindenden Neurodegeneration in Verbindung bringt, die beiden
bislang einzigen Studien zum Thema NOS1 Ex1f-VNTR und Morbus Parkinson aber
kurze Allele, welche mutmallich mit verringerter NOS1 Ex1f-Transkription und somit
erniedrigter NOS-I-Aktivitat einhergehen, mit der Erkrankung vergesellschaftet sehen
[99, 191]. Als Erklarungsversuch gibt Rife an, dass kurze Allele des NOS1 Ex1f-
VNTR in bestimmten Zelltypen oder in Gegenwart von speziellen
Transkriptionsfaktoren eine Hochregulierung der NOS1-Expression zur Folge haben

koénnten.

4.6.2. NOS1 Ex1f-VNTR und schizophrene Erkrankungen
Die Schizophrenie, ein klassisches psychiatrisches Krankheitsbild, stellt eine
heterogene Gruppe von psychischen Storungen dar, die eine Vielzahl
unterschiedlicher klinischer Symptome und Verlaufe zeigt. Fir die Erkrankung
charakteristisch ist ein akutes psychotisches Syndrom mit formalen und inhaltlichen
Denkstorungen, Halluzinationen, Ich-Storungen und nicht zuletzt chronische
kognitive Defizite, die mit einer ausgepragten Minderung der Leistungsfahigkeit
einhergehen. Fur die Genese der Erkrankung wurden einige Umweltfaktoren, wie
z.B. Aufwachsen in urbaner Umgebung, Zugehoérigkeit zu gesellschaftlichen
Minderheiten, Cannabisabusus und Entwicklungsstérungen [192], im Zusammenspiel
mit einer hohen erblichen Komponente in Form einer Reihe von Kandidatengenen
nachgewiesen [178, 193]. Von erheblicher Bedeutung fur die klinische Behandlung
ist das Auftreten zahlreicher Deregulationen in nahezu samtlichen
Neurotransmittersystemen, welche sich auch in der Vielzahl der beteiligten
Kandidatengene niederschlagt, die fir Elemente dieser Transmittersysteme kodieren.
Im Tiermodell ist die Gabe von Phencyclidin (PCP), einem Antagonisten am NMDA-
Rezeptor, zum Auslésen experimenteller schizophreniedhnlicher Zustdnde etabliert

[194]. Dieser Effekt lasst sich wiederum durch die Gabe von NOS-I-Inhibitoren wie
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N(G)-nitro.L-Arginin  (L-NAME) oder Methylenblau aufheben [195-199]. Eine
Beteiligung der NOS-I bei der Entstehung der Schizophrenie kann also angenommen
werden, wenn auch in scheinbar widersprichlicher Weise sowohl erhdhte als auch
erniedrigte NO-Spiegel mit der Erkrankung in Verbindung gebracht werden [200].
Dies konnte dadurch erklart werden, dass begleitend zu dem fir verschiedene
kortikale Bahnen gegenlaufig veranderten Dopamin-Metabolismus, welcher als
charakteristisch fur die Schizophrenie gilt, die NO-Synthese in analoger Weise lokale
Unterschiede aufweist.

Eine direkte Assoziation des NOS1 Ex1f-VNTR mit dem Auftreten der Schizophrenie
konnte zwar nicht gezeigt werden, jedoch scheint das homozygote Vorliegen kurzer
NOS1 Ex1f-VNTR-Allele die Schwere der Erkrankung, wie sie in der Positive and
Negative Syndrom Scale (PANSS), kognitiven Defiziten in der neuropsychologischen
Testung und beeintrachtigter prafrontaler kortikaler Funktion in neurophysiologischen
Untersuchungen abgebildet werden konnte, negativ zu beeinflussen [97]. Dies deckt
sich mit Befunden zur Hypofrontalitats-Hypothese der Schizophrenie, welche besagt,
dass insbesondere Defizite in frontalen kortikalen Bahnen fir die kognitiven Defizite
bei der Schizophrenie verantwortlich sind [201]. Dartber hinaus konnte eine
Reduktion der Aktivitat samtlicher kalziumabhangiger konstitutiver NOS-I-Isoformen
im préafrontalen Kortex schizophrener Patienten gezeigt werden, welche die
Hypofrontalitat verstarken kénnte [202].

Sollten, wie durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nahegelegt, kurze NOS1
Ex1f-VNTR-Allele die NOS-I-Funktion beeintrachtigen, ware es denkbar, dass
hierdurch die NOS-I als second messenger-Enzym des NMDA-Rezeptors, die auf
molekularer Ebene vermutete glutamaterge Dysfunktion vermitteln kénnte, welche

mutmallich den kognitiven Defiziten zugrunde liegt [203, 204].

4.6.3. NOS1 Ex1f-VNTR und affektive Erkrankungen
Unter den affektiven Storungen, die den grof3ten Anteil der psychiatrischen
Erkrankungen ausmachen, ist die Depression von herausragender Bedeutung, da sie
laut World Health Organisation (WHO) im Jahre 2020 die zweithaufigste Ursache fur
gesundheitliche Beeintrachtigung sein wird [205]. Klinisch zeigt sich die depressive
Storung nicht nur als Herabgestimmtheit, sondern als Komplex zahlreicher
somatischer, kognitiver und motivationaler Symptome. Die Atiologie der Depression

ist ebenso Vvielgestaltig, da sie im Zusammenhang mit belastenden
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Lebensereignissen aber auch ohne identifizierbaren Ausléser auftreten kann.
Gemein ist den Manifestationen der depressiven Stérung jedoch, wie bei anderen
Erkrankungen auch, die Interaktion von Umweltfaktoren mit einer gewissen
Vulnerabilitéat, oder auch einer genetisch belegbaren Pradisposition [206-208]. Im
Rahmen der Untersuchung der Umwelteinflisse ist die Reaktion des Organismus auf
das Auftreten von Stress seit langem Gegenstand intensiver
Forschungsbemihungen. Ein mdglicher Mechanismus der Entstehung der durch
chronischen milden Stress ausgeldsten Depression, scheint die mit erhdhten NO-
Spiegeln und gesteigerter NOS-I-Aktivitdt einhergehende Beeintrachtigung der
adulten Neurogenese im Hippocampus zu sein [209, 210].

Der Hippocampus, welcher bekanntermal3en eine zentrale Rolle bei der Entstehung
von affektiven Erkrankungen spielt [211], ist durch Stress und Depression einer
atrophischen Entwicklung, betreffend Volumen- und Neuronenverlust unterworfen
[212]. Der hippocampale Gyrus dentatus (DG) stellt zusammen mit dem Bulbus
olfactorius bzw. der Subventrikularen Zone (SVZ) die Regionen des adulten Gehirnes
dar, in welchen noch Neurogenese und neuronale Migration stattfindet [213-216]. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass das durch die in diesen Regionen lokalisierte
NOS-1 [217-220] produzierte NO einen negativen Einfluss auf die adulte
Neurogenese im DG und SVZ austibt [221-223]. Im Umkehrschluss konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass NOS-I-Inhibition wiederum die Proliferation von Verlaufer-
Zellen im DG erhéht und antidepressive Effekte hervorbringt [224-226]. Diese
Befunde decken sich mit Studienergebnissen, die besagen, dass bei an Depression
erkrankten Patienten erhdhte Plasma-Nitrat-Spiegel nachgewiesen werden konnten,
die auf erhdhte NO-Produktion hindeuten [227]. Interessanterweise scheinen
Selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI), aber auch trizyklische
Antidepressiva, die NOS-I-Aktivitdt zu verringern [228-230] und die adulte
hippocampale Neurogenese durch antidepressive Behandlung erhoht zu werden
[231, 232].

Eine Beteiligung von Polymorphismen des NOS1-Gens an der Pathogenese der
Depression konnte bislang jedoch weder fur einzelne SNPs [233, 234] noch fur den
NOS1 Ex1f-VNTR [182] nachgewiesen werden.
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4.6.4. NOS1 Ex1f-VNTR und Personlichkeit, Impulsivitat  und
Aggressivitat

Genetische Heritabilitat liegt nicht nur den schwerwiegenden psychiatrischen
Krankheitsbildern zu Grunde, sondern stellt auch die Rahmenbedingung einzelner
Personlichkeitszlige, Fahigkeiten und Verhaltensweisen dar, wie sie sich durch Gen-
Umwelt-Interaktion letztendlich ph&notypisch &ufRern [235-237]. Es konnte unter
anderem bereits fur den Serotonin-Transporter (SERT), auch 5-Hydroxytryptamin-
Transporter (5HTT) genannt, ein funktioneller Polymorphismus im Promotergen
(5HTTLPR) gefunden werden, dessen kurzes Allel mit dem Persénlichkeitsmerkmal
Neurotizismus assoziiert ist [238].

Seit langem sind auch Einflisse der NOS-I auf Verhaltensebene bekannt, wie sie
sich zunachst im Tiermodell nachweisen liesen. So zeigen mannliche NOSI1-
knockout-Mause unangemessen aggressives und sexuelles Verhalten im Vergleich
zum Wild-Typ [239]. In Abwesenheit von Testosteron scheint das aggressive
Verhalten nicht aufzutreten, wie Versuche mit kastrierten NOS1-knockout-M&nnchen
ergaben. Testosterongabe stellt das aggressive Verhalten bei NOS1-knockout-
Mannchen wieder her [240].

Besondere Aufmerksamkeit verdient bei der Aufklarung des Einflusses der NOS-I auf
aggressives Verhalten die Interaktion zwischen serotonergem und nitrinergem
Transmittersystem. Auch Mause mit einer funktionellen Lasion des 5-
Hydroxytryptamin(5HT)1B-Rezeptors oder des Calmodulins, welches fir die
Homodimerisierung der NOS-I benotigt wird, zeigen aggressives Verhalten [242,
243], ebenso wie Mause mit pharmakologischer Serotonindepletion sich aggressiv
und hypersexuell verhalten [241-244]. Ergdnzend hierzu gibt es Befunde, dass bei
NOS1-knockout-Mausen zwar der 5-HT-Gehalt in bestimmten Hirnregionen
(zerebraler Cortex, Hypothalamus, Hippocampus, Mesencephalon und Cerebellum)
erhoht ist, nicht jedoch dessen Metabolit 5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA), was fur
verringerten 5-HT-Umsatz spricht. Behandlung mit dem Serotoninvorlaufer 5-
Hydroxytryptophan (5-HTP) unterband das aggressive Verhalten in NOS1-knockout-
Mausen, ebenso wie Behandlung mit 5-HT1A- und 5-HT1B-Rezeptoragonisten,
wobei hiervon bei Knockouts signifikant héhere Dosen benétigt wurden als bei Wild-
Typen [245]. FUr diese komplexe Interaktion des serotonergen und nitrinergen
Systems wurden auch direkte Effekte der Protein-Interaktion zwischen SERT/5HTT
und NOS-I erértert. Die Co-Expression von NOS-I und SERT ergab eine Reduktion
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der an der Zelloberflache lokalisierten SERT und daraus folgender Reduktion der 5-
HT-Wiederaufnahme. Hier fanden sich vermehrt im Zytosol befindliche SERT, was
auf eine Storung des intrazellularen SERT-Transports schlieRen lasst, der
maoglicherweise durch Konkurrenz von NOS-I mit Transport- oder Bindeproteinen
verursacht wird. Diese Effekte wiederum waren abwesend, wenn NOS-I mit SERT
transfiziert wurden, welche im PDZ-Motiv, der Interaktionsstelle zwischen NOS-I und
SERT, veréandert waren. Auch konnte gezeigt werden, dass SERT-vermittelte 5-HT-
Aufnahme NOS-I Aktivitat induziert und somit NOS-I an einer negativen Feedback-
Schleife zur langerfristigen Regulation der Serotonin-Wiederaufnahme beteiligt ist.
Bei NOS1-knockout-Mausen hingegen konnte eine Erhdhung der SERT-Aktivitat und
somit der zerebralen 5-HT-Wiederaufnahme beobachtet werden, die eine
Verringerung des zur Verfligung stehenden Serotonins zur Folge hat [246, 247]. Dies
stellt einen Mechanismus dar, wie durch den s/s-Genotyp des NOS1 EX1f-VNTR
verursachte verminderte NO-Produktion zum Absinken der serotonergen
Neurotransmission und somit zu aggressiven und impulsiven Phanomenen beitragen
kann.

Dass der s/s-Genotyp des NOS1 Ex1f-VNTR Einfluss auf Verhaltensebene im Sinne
erhohter Impulsivitat ausubt, welcher hier als uniberlegtes Handeln einschliesslich
aggressivem, emotionalem und hyperaktivem Verhalten aufgefasst wird, konnte in
Studien unserer Arbeitsgruppe belegt werden. So wurde ein signifikant hoheres
Vorliegen homozygoter kurzer Allele bei emotional-dramatischen Cluster B-
Personlichkeitsstérungen, insbesondere der histrionischen Personlichkeitsstorung,
sowie adultem Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatssyndrom (aADHS) gefunden.
Welibliche Trager kurzer NOS1 EX1f-VNTR-Allele wiesen dartber hinaus geringere
Auspragungen des Personlichkeitsmerkmals ,Gewissenhaftigkeit* auf, wie es durch
den Fragebogen Neuroticism-Extroversion-Openness Personality Inventory -
Revised (NEO-PI-R) als Grad der Organisation, Ausdauer, Kontrolle und Motivation
fur zielgerichtetes Verhalten erfasst wird. Weiterhin konnten in dieser Studie die
Befunde der Beeintrachtigung prafrontaler kortikaler Funktion durch die Anwesenheit
des s/s-Genotypen des NOS1 Ex1f-VNTR bei Schizophrenen an gesunden
Probanden repliziert werden [98].

Analog zu Befunden, welchen zufolge das aggressive und hypersexuelle Verhalten
von NOS1-knockout-Méausen nur unter widrigen Lebensumstdnden zu Tage tritt

[248], konnte gezeigt werden, dass auch beim Menschen unginstige Umweltfaktoren
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im Zusammenspiel mit dem s/s-Genotypen des NOS1 Ex1f-VNTR das Auftreten
dysfunktionaler Impulsivitat férdern [249].

Weitere Belege fur eine Funktionalitat des NOS1 Ex1f-VNTR, lieferten Befunde,
denen zufolge aADHS-Patienten mit s/s-Allelen hohere Impulsivitatswerte, verglichen
zu Tragern langer oder heterozygoter Allele, im sogenannten Delay Discounting
aufwiesen. Jedoch ergaben die begleitenden, in dieser Frage bislang ersten
funktionellen Magnetresonanztomographie-Untersuchungen, dass homozygote
Trager kurzer NOS1 Ex1f-VNTR-Allele, aADHS-Patienten ebenso wie gesunde
Kontrollen, héhere ventrale striatale Aktivitdt aufwiesen als Trager homozygoter
langer Allele (I/I-Genotyp) oder auch heterozygoter Allele (s/I-Genotyp) [250]. Dieses
Ergebnis ist schwerlich mit der bisherigen Befundlage fir ADHS-Patienten in
Einklang zu bringen, da Uberwiegend bei ADHS eine Hypoaktivitat des ventralen
Striatums demonstriert wurde [251], wohingegen Impulsivitdt bei gesunden
Probanden mit erh6hter ventraler striataler Aktivitat einhergeht [252].

Wie komplex allerdings die regulierenden Einwirkungen auf den NOS1 Ex1f-VNTR
sind, zeigen Untersuchungen zur gegenseitigen Einflussnahme verschiedener in den
Neurotransmitterhaushalt eingebundener Enzyme anhand der Interaktion zwischen
der Monoaminooxidase (MAO), einer weiteren impulsivitatsbezogenen Grof3e und
Spiegelbild zentralnervioser Serotonin-Aktivitat [253] und der NOS-I. Hier war die
Beteiligung des s/s-Genotypen des NOS1 Ex1f-VNTR am Auftreten impulsiven
Verhaltens nur in Gegenwart von thrombozytarer MAO mittlerer Aktivitat nachweisbar
[254]. Da gemeinhin besonders hohe oder niedrige MAO-Aktivitat als Marker
impulsivem Verhalten gilt [253], im Falle des s/s-Genotypen des NOS1 Ex1f-VNTR
Impulsivitat nur bei moderater MAO-Aktivitat auftritt, muss davon ausgegangen
werden, dass der NOS1 Ex1f-VNTR eine der MAO untergeordnete Rolle spielt.
Ebenfalls zeigt eine Studie, die den Effekt des NOS1 Ex1f-VNTR bei straffalligen,
psychiatrisch erkrankten jungen Mannern untersucht, dass hier ein heterozygotes
Vorliegen kurzer und langer Allele (s/I-Genotyp) des NOS1 Ex1f-VNTR hohere Werte
bezuglich impulsiven Verhaltens hervorbringt [255]. Diese Befunde wiederum legen
nahe, dass nicht einfach eine reine Assoziation kurzer Allele mit dem Auftreten und
der Auspragung des Merkmals Impulsivitdt angenommen werden darf, sondern dass
bislang unbekannte Mechanismen notwendig sind, um den Einfluss des NOS1 Ex1f-

VNTR zu manifestieren.
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4.7. Ausblick
Die vielversprechenden Hinweise auf eine Funktionalitat des NOS1 Ex1f-VNTRs und
seine mdogliche Relevanz in zahlreichen pathophysiologischen Szenarien lassen
weitere Forschungsbestrebungen wiinschenswert erscheinen.
Durch oben aufgefuihrte Studien wird eine Interaktion zwischen kurzen NOS1 Ex1f-
VNTR-Allelen und weiblichem Geschlecht bei der Pathogenese der Alzheimer-
Erkrankung nahegelegt, so dass sich weitere Untersuchungen anbieten. Die
Wechselwirkungen zwischen den kurzen Allelen und Ostrogenbehandlung sind durch
die durchgefihrten Versuche nicht ausreichend abgeklart, weshalb es von
erheblicher Wichtigkeit ware, Untersuchungen an einer Zelllinie neuronalen
Ursprungs fortzufihren, um eine bessere Aufklarung der Promoteraktivitdt der in
dieser Arbeit vorgestellten Konstrukte in Hinsicht auf Ostrogeneffekte zu erhalten.
Hierfir wirde unter anderem die Phaochromozytom-Zelllinie PC12 in Frage
kommen, welche ebenfalls den endogenen Ostrogenrezeptor ERa exprimiert.
Empfehlenswert ware es, in parallelen Experimenten Zellinien zu verwenden, die den
endogenen ER nicht aufweisen, wie z.B. Cos-7-Zellen (ATCC CRL1651). Um den
genomischen und nichtgenomischen Ostrogeneffekten nachzugehen, konnten die
ER-defizienten Zellen fakultativ mit dem ER transfiziert werden. Es wéare dartber
hinaus naheliegend, die Zellen mit 17B-Ostrogen-Antagonisten, wie z.B. Tamoxifen
oder Fulvestrant zu behandeln und auch Stimulationsversuche mit unterschiedlichen
Konzentrationen von 17B-Ostrogen durchzufiihren.
Im Falle der CRE-Bindungsstellen, waren Behandlungen mit supprimierend
wirkenden CRE-Agonisten, wie dem cAMP Response Modulator (CREM) und den
Inducible cAMP early Repressor (ICER) méglich, um den Einfluss der CRE im NOS1
Exon 1f Promoter aufzudecken.
Sollten durch die Stanley Foundation weitere Microarrays in anderen, bei der
Hypofrontalitat schizophrener Patienten bedeutsamer BA, z.B. den BA 6, 8, 9 und 32
[256] durchgefihrt worden sein, kdnnte auch das Transkriptom dieser Hirnareale
durch die Anwesenheit des NOS1 Ex1f-VNTR verandert sein.
Klinisch waren weitere mit erhéhter Impulsivitat einhergehende Krankheitsbilder, wie
die Borderline-Stdrung, aber auch Substanzabhangigkeit von grol3em Interesse. Bei
diesen Patienten kdnnten Genotypisierungen bezlglich der Allellangen des NOS1
Ex1f-VNTR durchgefihrt und diese in Relation zu impulsivititsbezogenen

Verhaltensmustern, wie Anzahl der Suizidversuche, selbstverletzendem Verhalten,
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Promiskuitat oder auch Anzahl der Rickfélle gesetzt werden. Hierbei konnten durch
Randomisierung und Vergleiche zu Kontrollgruppen ebenfalls geschlechtsspezifische
Unterschiede naher erdrtert werden.
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6. Anhang

Sequenz: Nos1l Ex1f 31

51
101
151
201
251
301
351
401
451

pGL3

30 Repeats =

10
nt gcagt gca
cgcgt gct ag
gct act acat
tgtgtgtgtg
tgtttcctga
atgctttgga
t ccccacacc
agt gat gat a
accctcgcetg
tttcenn

60 bp

20
ggt gccagac
cceect cetc

Anhang

30
atttctctat
tgcccaaat a

40
cgat aggt ac
gacct gccct

50
cgagctctta
gccctgegtg

t cagccct at
tgtgtgtgtg
t agaaaaaaa
gcccagagceg
cat aaaccag
ggat aaagga
agct cacggc

ccaggct ccc
tgtgtatgtg
aaaat ggaaa
gctcttttaa
tcgggttgga
gggacat t aa
t caagt ccct

agaaattgtc
tgtgtgtgtg
ttaggttata
t gagggt t gc
cgt cact gct
gaaat aaat t
acatatttat

attgtgtgtg
tgtgtgtgtg
t aaaagat gt
gacgtctccc
aattcgtttc
ccccct cacg
tgcccecgegt

50

100
150
200
250
300
350
400
450
457

Langenunterschied zwischen Nos1l Ex1f 31 und Nosl Ex1f 31mod: 38 bp

Sequenz: Nosl Ex1f 31mod

51
101
151
201
251
301
351
401
451

pGL3

32 Repeats =

Sequenz: Nosl Exi1f 25

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

pGL3
25 Repeats

10
nt gcagt gca
cgcgt gct ag
tcattgtgtg
tgtgtgtgtg
gtt at at aaa
ggt t gcgacg
actgctaatt
taaattcccc
tttatgccge
tcct

64 bp

10
nt gcagt gca
cgcgt gct ag
gct act acat
tgtgtgtgtg
t agaaaaaaa
ccagagcggc
t aaaccagt c
at aaaggagg
ct cacggctc
aggagct act
cat ct aagta

=50 bp

20
ggt gccagac
cccecact ac
tgtgtgtgtg
tgtgtgtgtt
agat gt at gc
tctccctcce
cgtttcagtg
ct cacgaccc
gtttccagcc

20
ggt gccagac
cceecttctc

30
atttctctat
att cagccct
tcgtgtgtcg
tcct gat aga
tttggagccc
cacacccat a
at gat aggat
t cgct gagcet
gct ggot gag

30
atttctctat
tgcccaaat a

40
cgat aggt ac
at ccaggctc
tgtgtgtgtg
aaaaaaaaaa
agagcggct c
aaccagt cgg
aaaggaggga
cacggct cag
gagctactta

40
cgat aggt ac
gacct gccct

50
cgagctctta
ccagaaattg
tatgtgtgtg
t ggaaat t ag
ttttaatgag
gt t ggacgtc
catt aagaaa
tccctacata

gcgecgegge

50
cgagctctta
cccctgegtg

t cagccct at
tgtgtgtgtg
aat ggaaat t
tcttttaatg
gggt t ggacg
gacatt aaga
agt ccct aca
t agcgeccgeg
gcttgcattc

ccaggct ccc
tatgtgtgtg
aggttatata
agggt t gcga
tcactgct aa
aataaattcc
tatttatgcc
ctcct ccgag

cggtctgttg

agaaattgtc
tgtgtgtgtg
aaagat gt at
cgtctccctc
ttcgtttcag
ccct cacgac
gcgtttccag

gggcgggggce
gt aaan

attgtgtgtg
tgtttcctga
gctttggagc
cccacaccca
t gat gat agg
cctcgct gag
ccget gggt g
tcgagatctg

50

100
150
200
250
300
350
400
450
454

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
536

Langenunterschied zwischen Nosl Ex1f 25 und Nosl Ex1f 25mod: 38 bp
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Sequenz: Nosl_Ex1f 25mod

pGL3

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

10
tgcggt gccg
agcccecct a
gt gt gt gt gt
t gat agaaaa
t ggagcccag
cacccat aaa
gat aggat aa
gct gagct ca
t gggt gagga
gat ct gcgat
t ggaagaccc

20
acatttctct
cattcagccc
gt gt gt gt gt
aaaaaaaat g
agcggctctt
ccagt cgggt
aggagggaca
cggctcagtc
gctcttagcg
ct aagt aagc
aaacat aaag

Anhang

30
at cgat aggt
t at ccaggct
gt gt at gt gt
gaaat t aggt
tt aat gaggg
t ggacgt cac
ttaagaaat a
cctacatatt
ccgcggcet cc
ttggcattcc

aaggccggcg

40
accgagct ct
cccagaaat t
gcgt gt gt gt
t at at aaaag
ttgcgacgtc
tgctaattcg
aattccccct
t at gccgegt
t ccgaggggce

ggtnctgttg
ccttcatccen

50
tacgcgt gct
gtcattgtgt
gtgtgtttcc
atgtatgctt
tccctcccca
tttcagtgat
cacgaccctc
ttccagccgce
gggggct cga
gt aaagcccce
t

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
541

25 Repeats = 50 bp

Sequenz: Nosl_Exi1f 20

pGL3

51
101
151
201
251
301
351
401
451

10
atttatgcgt
ggggat t aca
gt gt gt gt gt
aaaaaat gga
cggetctttt

ccagt cgggt
aggagggaca
cggctcagtc
gct acttagc
t ct aagt aag

19 Repeats = 38 bp
Langenunterschied zwischen Nosl

20
gnt ancccct

30
tttgngcaaa

40
nanacacgnn

50
cct cncengg

ctttagncnc
gt gt gt gt at
aattaggtta
aat gagggt t
t ggacgt cac
tt aagaaat a
cctacatatt
gccgeggcet c
cttggcatcc

gat acacggn
gt gt gt gt gt
t at aaaagat
gcgacgtctc
tgctaattcg
aattccccct
t at gccgegt
ct ccgagggg
ggt act gt gg

CCCaCaaaaa
gtgtgttttc
gtatgctttg
ccctccccca
tttcagtgat

cacgaccctc
ttccagccgce

cgggggctcg
aaagccacca

gt cacant gt
ct gat agaaa
gagcccagag
cacccat aaa
gat aggat aa
gct gagct ca
t gggt gagga
agat ct gcga

50

100
150
200
250
300
350
400
450
490

Ex1f 20 und Nos1l Ex1f 20mod: 38 bp

Sequenz: Nosl_Ex1f 20mod

pGL3

51
101
151
201
251
301
351
401
451

10
catttctcta
cattcagccc
gt gt gt gt at
aaattaggtt
t aat gagggt
ggacgt cact
t aagaaat aa
ctacatattt
ccgeggcet cc

tggcat ccgg

21 Repeats =42 bp

20
t ngat aggac
t at ccaggct
gt gt gt gt gt
at at aaaaga
t gcgacgt ct
gct aatt cgt
attccccctce
at gccgegt t
t ccgagggge
tact gt ngaa

30
cgagctctta
cccagaaat t
gtgtgtgttt
tgtatgettt
ccctccecac
ttcagtgatg
acgaccct cg
t ccagccgcet

gggggct cga
agccacca

94

40
cgcgtgctta
gt cat t gt gt
cct gat agaa
ggagcccaga
acccat aaac
at aggat aaa
ct gagct cac
gggt gaggag
gat ct gcgat

50
gccceccact a
gt gt gt gt gt
agaaaaat gg
gcggctcgt t
cagt cgggt t
ggagggacat
ggct cagt cc
ctacttagcg
ct aagt aagc

50

100
150
200
250
300
350
400
450
478



Sequenz: Nosl_Ex1f 20mod _INV

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

pGL3

10
nt gcagt gca
cgcgt gct ag
cacccagcgg
ct cagcgagg
cctatcatca
t gggt gt ggg
gct ccaaagc
caggaaacac
acaatttctg
tgcgatctaa
agacccaaaa

20 Repeats =40 bp

20
ggt gccagac
cceceegeccce
ct ggaaacgc
gt cgt gaggg
ct gaaacgaa
gagggagacg
atacatcttt
acacacacac
ggagcct gga
gt aagct t gg
cata

Anhang

30
atttctctat
t cggaggagc
ggcat aaat a
ggaatttatt
ttagcagt ga
t cgcaaccct
t at at aacct
acacat acac
t agggct gaa
cattccggtc

40
cgat aggt ac
cgcggcegcet a
t gt agggact
tcttaatgtc
cgt ccaacce
catt aaaaga
aatttccatt
acacacacac
t gt agt gggg
t gtt ggt aaa

50
cgagctctta
agt agct cct
gagccgt gag
cctcctttat
gactggttta
gccgct ct gg
ttttttctat
acacacaat g
gct cgagat c
gccccat gga

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
514

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden von der Ethik-Kommision der
Universitat Wirzburg genehmigt (Antrag 142/03, Votum 186/09, Votum 205/09).
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