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1 Einleitung

1.1 Genetische Ursachen psychischer Erkrankungen

Menschen unterscheiden sich in der Nukleotidreihenfolge (Sequenz) ihrer
DNA. Unterscheidungsstellen, bei welchen die Haufigkeit des selteneren Allels
mehr als 1 % betragt, bezeichnet man als Polymorphismen. [1, 2] Diese
Polymorphismen tragen zur individuellen Anfélligkeit gegentber haufigen
psychischen  Krankheiten wie der Schizophrenie [3, 4], dem
Aufmerksamkeitsdefizit — Hyperaktivitatssyndrom (ADHS) [5, 6] oder der
bipolar-affektiven Stérung (BPD) [7, 8] bei.

Die einfachste Art von Polymorphismen sind Einzelnukleotidpolymorphismen
(Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs), bei diesen ist ein einzelnes
Nukleotid entweder durch ein anderes ersetzt, ist zusatzlich vorhanden oder
fehlt ganz. Das 1000 Genomes Project Consortium hat 2010 eine Karte mit 15
Millionen SNPs, die ca. 90% aller SNPs reprasentieren, vorgestellt. [9] Mit
Satelliten — DNA werden tandemartig wiederholte DNA — Abschnitte
bezeichnet. Je nach GroRRe der repetitiven Einheit und der Gesamtgrof3e des
Abschnitts wird der Bereich als Satellit, Minisatellit oder Mikrosatellit
bezeichnet. Ein Synonym fur Minisatellit ist Variable number of tandem repeats
(VNTR, variable Tandemwiederholungsanzahl). [10, 11] Die letzte hier
vorgestellte Art genomischer Polymorphismen sind sog. Copy number
variations (CNV). Bei einem CNV liegen mehr oder weniger Kopien eines
gréReren genomischen Bereichs vor. Diese CNVs machen vermutlich 12 % der
gesamten Varianz des Genoms aus. [12, 13] Ein Spezialfall dieser CNVs sind
numerische Chromosomenabberationen wie die Trisomie 21. Weitere
Einzelheiten zu den CNVs kdénnen der umfangreichen Ubersichtsliteratur

entnommen werden. [14-18]



Bei der Betrachtung einiger seltener erblicher Krankheiten wie dem Prader —
Willi — Syndrom [19], dem Rett — Syndrom [20] oder Chorea Huntington [21]
konnten definierte Veranderungen im Genom gefunden werden, welche die
jeweilige Erkrankung mit nahezu 100 % Wahrscheinlichkeit (oder Penetranz)
auslésen. Fur die meisten haufigeren Erkrankungen (s. 0.) wurden jedoch
keine  Sequenzunterschiede  gefunden, die mit &hnlich  hohen
Wahrscheinlichkeitswerten die betreffende Krankheit verursachen. Vielmehr
tragen mehrere Gene bzw. Polymorphismen in diesen Genen im
Zusammenspiel mit Umweltfaktoren zur Krankheitsentstehung bei, man spricht

auch von einem komplexen Erbgang. [16]

Einige wenige Polymorphismen konnen als nicht-synonyme SNPs die
Aminosauresequenz des Proteins verandern und so u. a. Krankheitsrisiken
modifizieren. [22] Die meisten Polymorphismen wirken auf molekularer Ebene
aber vermutlich subtiler, z. B. Uber die Genexpressionsstarke oder mRNA —
Splicing. So wird z. B. fur die CNVs angenommen, dass durch eine fehlende
Kopie die Proteinmenge erniedrigt wird. Darlber hinaus kbénnen
Fusionsproteine durch die Veréanderung der chromosomalen Struktur entstehen
oder regulatorisch wirkende DNA — Sequenzen konnten hinzugeflgt oder
entfernt werden. [23, 16] Die genaue molekulare Funktion der meisten
Polymorphismen, insbesondere der meisten SNPs und VNTRs ist jedoch noch
unbekannt. [24, 25]

Die einfachste Moglichkeit einen Zusammenhang zwischen einem Gen und
einem Phéanotyp, also z. B. einer Krankheit oder einem Personlichkeitsmerkmal
herzustellen, ist es, eine Assoziationsstudie durchzufihren. In einer solchen
Studie wird untersucht, ob es unterschiedliche Verteilungen einzelner
Polymorphismen in  Gruppen unterschiedlichen Phéanotyps gibt. Ein
signifikanter Unterschied in der Verteilung des Polymorphismus / der
Polymorphismen zwischen den Gruppen legt dann nicht nur zwischen
Phénotyp und Polymorphismus einen Zusammenhang nahe, sondern auch
zwischen dem Gen, in dem der Polymorphismus liegt und dem Phanotyp. [26,
27]



Zur Integration der Ergebnisse der durchgefihrten Assoziationsstudien bei
multifaktoriellen Krankheiten wurden zwei atiologische Modelle aufgestellt: Das
‘common disease — rare variant® (verbreite Krankheit — seltenes
Krankheitsallel) Modell und das “common disease — common variant
(verbreitete Krankheit — verbreitetes Allel) Modell. [28] Mit Hilfe des common
disease — rare variant Modells erklart man den genetischen Einfluss auf die
Krankheitsentstehung durch viele selten vorkommende Polymorphismen,
insbesondere durch seltene CNVs, die die Wahrscheinlichkeit des
Krankheitsausbruches stark erhéhen. [29, 30] Besonders Familien, in denen
die komplex vererbten Krankheiten haufig vorkommen, werden in diesem
Modell berucksichtigt. Die betroffenen Familienmitglieder haben demnach
einen oder mehrere seltene Polymorphismen, die das Krankheitsrisiko stark
ansteigen lassen. [31] Jedoch handelt es sich hier um sog. private Mutationen,
die nur in den jeweiligen Familien eine Rolle spielen. Diese Félle kbnnen durch
das common disease — common variant Modell besser erklart werden. Nach
diesem Modell gibt es viele haufige Polymorphismen, die das Krankheitsrisiko
nur moderat steigern, die aber miteinander interagieren und so in Summe das
Risiko uberschwellig werden lassen; besonders SNPs wurden hier untersucht.
[32-35]

In genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) zeigten sich gemafll dem
common disease — common variant Modell viele verschiedene SNPs, die in der
Experimentalgruppe nur wenig starker verbreitet sind. Um solche
Polymorphismen, die eine geringe Assoziation zur komplexen Krankheit
zeigen, zu detektieren, wird die Stichproben oft auf mehrere zehntausend
Teilnehmer ausgedehnt. [36] Nichtsdestoweniger ist der genetische Einfluss
auf das Erkrankungsrisiko verschiedener komplexer Krankheiten, welches
durch Zwillingsstudien ermittelt wurde, durch bekannte genetische Varianten
nur zu etwa 10% erklarbar. [37] Das Unvermégen, die genetische Komponente
des Krankheitsrisikos zu erklaren, wird auch als ,missing heritability problem®
bezeichnet. [25, 38, 39] Wegen methodischer Schwierigkeiten wurden VNTRS
in einem genomweiten Ansatz bislang nicht untersucht, der Beitrag zum

Gesamtrisiko ist deswegen schwer abzuschatzen. [10]



1.2 NOS1 und deren Expression

NOS1 gilt als eines der komplexesten Gene des Menschen, mit seiner
genomischen Grofl3e von 240 kb [40] besitzt es mehr Nukleotide als das
Genom des kleinsten bekannten Bakteriums. [41] NOS1 verflgt Uber 28 in
allen Transkripten vorkommende Exons und zwolf alternative erste Exons. Fur
elf dieser alternativen Exons wurde jeweils eine eigene Promotorregion
detektiert, die als Startpunkt fir die Transkription dienen kann. Nach der
Transkription wird das alternative erste Exon an das Exon 2 gespleisst. Das
Startcodon fir die Translation liegt meistens im Exon 2, das Stopcodon auf
dem Exon 29. [42-45] NOS1 kodiert fur die neuronale
Stickstoffmonoxidsynthase (nNOS oder NOS-I), die nicht nur in neuronalem
Gewebe sondern u. a. im Respirationstrakt, im Muskel- und im Nierengewebe
exprimiert wird. [46—-48] Neben NOS1 existieren beim Menschen noch die
immunologische (INOS bzw. NOS-II kodiert duch NOS2) [49] und die
endotheliale NOS (eNOS bzw. NOS-IlII kodiert durch NOS3) [50]. Einen
Uberblick tiber alle NOS liefern folgende Ubersichtsarbeiten. [51, 52]

Da die alternativen ersten Exons von NOS1 durch unterschiedliche Gruppen
untersucht wurden, ergeben sich unterschiedliche Nomenklaturen und
Sequenzen der alternativen ersten Exons [44, 43, 53, 54]. Ein Vergleich der
Nomenklaturen der alternativen Exons und ihre Reihenfolge in 5° — 3‘ Richtung

ist Tab. 1 zu entnehmen.

Tabelle 1. Nomenklaturvergleich der alternativen ersten Exons von
NOS1

Boissel 1la b |1 |1d |1e |if 1g |1h* |1 1] 1k 1l

Wang 1d la 1b 1lc le 1f 1g |1h nd® |1 AS® |nd°

% wurde in die Nomenklatur aufgenommen, in der Studie aber nicht gefunden.
® hach Wang et al. zwischen einem alternativen Exon und Exon 2 eingefugt.
¢ von Wang et al. nicht gefunden.

Mit Hilfe von [43, 40, 42, 55]



Im Folgenden wird die Nomenklatur von Wang et al. verwendet. [40]

Nosl ist bei Mausen und Ratten weniger komplex als beim Menschen, so gibt
es bei der Maus drei [56] und bei der Ratte sechs [57, 58] alternative erste
Exons. Bei der Untersuchung dieser Exons zeigte sich, dass die menschlichen
Exons 1f und 1g evolutiondr hoch konserviert sind, sie entsprechen bei der
Maus den Exons 1b und 1a und bei der Ratte den Exons la und 1p. [42, 56,
58-60]

Bei Genen mit alternativen ersten Exons in der 5' — untranslatierten Region
werden die einzelnen alternativen ersten Exons zellspezifisch exprimiert, dies
ist z. B. auch bei BDNF der Fall. [60] Die am haufigsten exprimierten
Transkripte von NOS1 im Gehirn sind jene mit den alternativen Exons 1c, 1f
und 1g. [44] Verschiedene Transkriptionsfaktoren sind in der Lage, die
Transkription einzelner alternativer Exons zu fordern. [44, 53, 45, 61] Im
Rahmen der Erforschung dieser induzierten Genexpression zeigte sich, dass
die Expression der Exons 1f und 1c reziprok reguliert ist, ein Phanomen, das

fur das Auftreten der hypertropen Pylorusstenose von Bedeutung ist. [62]

Der Promoter des Exon 1f verfugt Uber eine TATA — Box und hat in seiner
Sequenz potentielle Bindungsstellen fiir verschiedene transaktivierende
Faktoren wie CREB oder den Ostrogenrezeptor. [63] Obwohl es als gesichert
gilt, dass CREB und der Ostrogenrezeptor 1a die Expression von NOS1 im
Allgemeinen steigern kénnen, [56, 64] konnte in Luciferase — Reportergen —
Assays die Aktivitat des NOS1 Exon 1f Promoters durch CREB und durch
Ostrogene nicht gesteigert werden. [63, 65]

1.3 Regulation und Lokalisation von NOS-I

Durch die Translation der transkribierten mRNA entsteht das Enzym NOS-I.
Neben der Regulation Uber die Geschwindigkeit der Genexpression kann NOS-

| auch posttranslational Gber Phosphorylierungen durch die Proteinkinasen A



[66], C [66], Uber die Ca?*-abhangige Kinase CaMKIl [67—-69][68—70], iber den
NMDA — Rezeptor [70] und auch tber Nitrosylierungen [71] reguliert werden.

Die Isoformen NOS-la und NOS-Ip von NOS-I besitzen am Aminoterminus eine
PDZ — Domane, die im Exon 2 codiert ist und Uber die die Befestigung an der
postsynaptischen Membran erfolgt. Bindungspartner der PDZ — Domane ist der
PSD 93/95 — Komplex. NOS-If und NOS-ly besitzen keine PDZ — Domane, da
bei ihnen das Exon 2 weggespleisst wird, die Translation beginnt bei NOS-Ij3
im Exon la, bei NOS-ly im Exon 5. [72-74] Mittlerweile wird angenommen,
dass die ausschlie3lich in den Mitochondrien lokalisierte mitochondriale NOS
(mtNOS) identisch mit NOS-I ist, da diese eine identische Masse aufweist und
Nosl knockdown Mause keine mtNos besitzen. mtNOS ist vor allem fur die

Regulation der Atmungskette von Bedeutung. [75—77]

Huang et al. stellten Nos1 knock-down (kd) Mause durch Deletion von Exon 2
her. Nos1 bzw. NOS-I konnten weder im Northern Blot, im Western Blot oder
mit immunhistochemischen Methoden nachgewiesen werden. Allerdings zeigte
sich gewebsabhangig eine Restaktivitdit von NOS-I von 0,2 % bis 7 %. [78]
Diese Restaktivitat ist der Anwesenheit der Splicing — Varianten NOS-I und
NOS-ly geschuldet, die zum einen kein Exon 2 besitzen, also auch bei
deletiertem Exon 2 exprimiert werden, zum anderen nicht an der
postsynaptischen Membran lokalisiert sind, da sie nicht an PSD 93/95 binden
konnen. [73]

Neben NOS-I gehdren der NMDA — Rezeptor (NMDAR) und die Igsliche
Guanylatcyclase (sGC) zu Bindungspartnern des PSD 93/95. Durch diesen
Komplex ist NOS-I raumlich mit dem aktivierenden Calciumeinstrom aus dem
NMDAR und mit seinem Effektor der sGC verknupft. [79, 80] Der PSD 93/95
selbst ist durch einen Palmitinsaurerest an der postsynaptischen Membran
fixiert. [80, 81]

1.4 Die Wirkungsweise von NOS-I auf molekularer Ebene



1.4.1 Die NOS-I — vermittelte Katalyse

NOS-1 lagert sich in Dimeren zusammen, welche jeweils aus einer
Oxygenierungs- und einer Reduktionsdoméne bestehen, die durch eine
Polypeptidkette verbunden sind. [82] Die aminoterminale
Oxygenierungsdomane beinhaltet Bindungsstellen far Ham,
Tetrahydrobiopterin und L-Arginin, [83, 84] wahrend die carboxyterminale
Reduktionsdoméane Bindungsstellen fir NADPH, FMN und FAD besitzt. Die
Polypeptidkette welche die beide Domanen verbindet, ist Bindungsstelle fir mit
Ca”* beladenem Calmodulin. [85] Durch Anlagern von Calmodulin an das
dimerisierte NOS-I erfolgt die Aktivierung, [86] L-Arginin, NADPH und O,
kénnen nun in einer Zweischrittreaktion zu Citrullin, NADP und NO umgesetzt
werden. Monomere NOS-I-Proteine sind nicht aktivierungsfahig. [87] Zum
genauen Reaktionsmechanismus sei auf Ubersichtsarbeiten verwiesen. [72,
87, 88]

Wahrend NO durch seine Radikalitat eine kurze Halbwertszeit besitzt, verleiht
ihm seine Gasformigkeit die Fahigkeit, Zellmembranen per Diffusion zu
Uberwinden. Mit Hilfe der Diffusion wird im Gehirn ein nur in Abhangigkeit zur
Entfernung zur NOS-I stehender NO — Gradient aufgebaut, wodurch eine

gréRere Anzahl von Neuronen moduliert wird. [89]

NO leitet Signale zum einen uber die Aktivierung von Guanylatcyclasen, zum
anderen Uber die Nitrosylierung von Aminosauren weiter. Fir die Regulation
der Vasomotorik Uber das Endothel wurde die Wirkung eines Endothelium —
derived — relaxing — factors (EDRF) beschrieben, der im Gefallmuskel tUber die
Aktivierung von Guanylatcyclasen wirkt. [90]Fur die Identifikation von NO als
EDRF [91] wurde Louis J. Ignarro, Ferid Murad und Robert Furchgott 1998 der

Nobelpreis verliehen.

Es wurde postuliert, dass NO an der Synapse neben seiner Wirkung als EDRF,
als retrograder Transmitter, ausgesandt von NOS-I in der Postsynapse, die
Langzeitpotenzierung (LTP), also lang tberdauernde Veradnderungen in der

synaptischen Ubertragung, vermittelt. [92—94] Weitergeleitet werden soll das
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NO — Signal Uber zwei verschieden lokalisierte Guanylatcyclasen, die sich in
den e-Proteinuntereinheiten unterscheiden. Bei Vorliegen einer €1 -
Untereinheit bezeichnet man den Rezeptor als NO — GC1 Rezeptor, bei
Vorliegen einer €2 — als NO — GC2 — Rezeptor. Wahrend der NO — GC2 —
Rezeptor eine PDZ — Domane besitzt und so an den PSD 93/95 angegliedert
werden kann, befindet sich der NO — GC1 — Rezeptor v. a. in praterminalen
Axonendigungen. [95, 96] Das durch die GC hergestellte cGMP wirkt zum
einen direkt an durch cyclische Nukleotide schaltbaren lonenkanalen, zum
anderen Uber Proteinkinasen und hier v. a. Uber die Proteinkinase G (PKG).
[97-99] Durch Diffusion von NO aus der Postsynapse zur Prasynapse sollen
also vermittelt Gber die Aktivierung des NO — GC1 — Rezeptors die PKG und
cGMP — abhéngige lonenkandle fir die synaptische Verstarkung verantwortlich
sein. [100-102] Von anderen Arbeitsgruppen wird die Bedeutung von NO flr
die LTP jedoch angezweifelt. [103] Neben der LTP kann durch den NO — GC —
cGMP - Signaltransduktionsweg die Transmitterfreisetzung der monaminergen

Systeme erleichtert werden. [104]

Zusatzlich zur Aktivierung der GC ist NO durch sein ungepaartes Elektron in
der Lage, die Aminosduren Tyrosin und Cystein kovalent zu binden. Die
Nitrosylierung von Tyrosin soll dabei nur im Zustand des oxidativen Schocks
auftreten, [105] wahrend die des Cysteins ein weitverbreiteter physiologischer
Signaltransduktionsmechanismus ahnlich dem der Phosphorylierung von Serin,
Threonin und Tyrosin ist. Demnach werden z. B. der NMDAR und NOS-I selbst
durch die Nitrosylierung einer Thiolgruppe eines Cysteinrestes im Sinne eines
negativen Feebacks inaktiviert. [106—109] Weitere nitrosylierbare Thiolgruppen
von Cysteinresten bestehen u. a. auch in den Transportern der
monoaminergen Systeme. Durch Nitrosylierung dieser Reste werden die
Aktivitaten der Proteine und damit die Wiederaufnahme dieser
Neurotransmitter gehemmt. Neben den monoaminergen Transportern wird
auch die  Tryptophanhydroxylase, das Schrittmacherenzym der
Serotoninsynthese, auf diese Weise gehemmt. [110-112] Die Nitrosylierung
eines Tyrosinrestes stellt einen Zellschaden mit Bezug zur malignen Entartung,

zu isch&mischen Zustanden und zur Neurodegeneration dar, [113, 114] ob im
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normal arbeitenden Gehirn tyrosinnitrosylierende NO-Konzentrationen durch

physiologische Ca?*-Konzentrationen erreicht werden, ist fraglich. [105]

NO, das nicht durch Nitrosylierung verbraucht wird, kann nicht — enzymatisch
und enzymatisch abgebaut werden. Nicht — enzymatisch wird NO in einer
Autooxidationsreaktion mit Protonen zu Nitrit oxidiert. Im enzymatischen Abbau
wird es zum einen durch Caeruloplasmin zu Nitrit, zum andern durch

oxygeniertes Hamoglobin und Myoglobin zu Nitrat abgebaut. [115, 116]

Nitrit und Nitrat sind jedoch keine Abfallprodukte von NO, sondern ein
Zwischenspeicher. Durch die Xanthinoxidoreduktase, durch Deoxyhamoglobin
und durch Antioxidantien wie den Polyphenolen und den Vitaminen E und C
konnen Nitrit und Nitrat wieder zu NO reduziert werden. Die Reduktion durch
Deoxyhamoglobin steigert die NO — Konzentration bei Hypoxie, ein wichtiger

physiologischer Mechanismus zur Vasodilatation bei Sauerstoffmangel. [117]

1.4.2 Protein — Proteininteraktion von NOS-I mit dem Serotonintransporter

Nicht nur Uber seine katalytische Aktivitat, sondern auch ulber Protein —
Proteininteraktionen mit dem Serotonintransporter (5-HTT) kann NOS-I Einfluss
auf das serotonerge System nehmen. Neben der in vivo auftretenden
Nitrosylierung und der modulierten Wiederaufnahme durch cGMP, beeinflusst
NOS-I so Uber einen dritten Weg das serotonerge System. 5-HTT bindet tber
seine carboxyterminale Doméne an die PDZ — Doméane von NOS-I, sodass
NOS-I nicht mehr an die Synapse transportiert werden kann und gleichzeitig
die Aktivitat des 5-HTT sinkt. Gegensatzlich dazu aktiviert 5-HTT bei Aufnahme
von Serotonin aus dem synaptischen Spalt NOS-I durch einen von der Ca*-
Konzentration unabhangigen Mechanismus. Dieser Mechanismus ist ein
negativer Feedback, der nach erhtéhter Wiederaufnahme von Serotonin
gesteigert Uber die Aktivierung des NO — GC — cGMP - Transduktionsweges
die Wiederaufnahme von Serotonin durch die Protein — Proteininteraktion
hemmt. Es wird dartuber spekuliert, ob NOS-I so zur Feineinstellung der
tonischen Serotoninkonzentration im synaptischen Spalt beitragt. [104, 118-
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120] Der Serotonin Rezeptor la (5-HT14R), der eine wichtige Rolle in der
Regulation von Furcht und Angst spielt, kann bei Aktivierung die Expression
von NOS1 inhibieren und dadurch die Expression von CREB — abhangigen
Genen fordern. Fur die anxiolytische Wirkung des 5-HT.4R ist demnach die
Inaktivierung der NOS-I — Aktivitat und die darauffolgende Aktivierung von
CREB notig. [121] Fur die Aggressivitat gibt es ahnliche Befunde: In Nos1 kd —
Tieren ist die Aggressivitat erhoht, durch Aktivierung des 5-HT14R wird diese
zwar verringert, doch ist eine hohere Konzentration im Vergleich zu

Wildtyptieren nétig, um messbare Effekte zu erzielen.[118, 122]

1.5 Verbindungen zwischen NOS1/NOS-I und NOS3/NOS-IIl und der bipolar-
affektiven Stérung

Befunde auf verschiedenen Ebenen legen einen Zusammenhang zwischen
Polymorphismen im nitrinergen System und verschiedenen psychischen
Krankheiten nahe. Hier soll kurz auf den Zusammenhang der Verbindung

dieses Systems mit der BPD und dem ADHS eingegangen werden.

In der Promotorregion des Exon 1f liegt der NOS1 Exon 1f VNTR, ein beim
Menschen polymorpher Dinukleotidrepeat der Form (GT),. Bei anderen Tieren
wie der Maus und der Ratte ist der Repeat zwar auch vorhanden, jedoch
deutlich kirzer und vermutlich nicht polymorph. [55] Auf molekularer Ebene
fuhrt der NOS1 Exon 1f — Promoter mit langeren VNTR (I — Allel) im Luciferase-
Assay zu einer gesteigerten Expression des Reportergens. [63, 65] Mit Hilfe
elektrophysiologischer Testverfahren und mit Fragebogentests konnten kurze
Allelvarianten (s-Allel) mit erhéhter Impulsivitat in Verbindung gebracht werden.
[63, 123-127]

Zur Untersuchung genetischer Faktoren psychischer Krankheiten wie der BPD
werden Endophéanotypen untersucht. Endophanotypen sind Gber Generationen
hinweg vererbte Biomarker, die mit gewissen Krankheiten assoziiert sind und
unabhangig von diesen erkennbar sind, also z. B. auch nach medikamentdser

Einstellung oder bei phénotypsich gesunden Angehérigen auftreten. In
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Familien in denen die Krankheit haufig auftritt, sind das Auftreten der Krankheit
und der Endophanotyp stark korreliert. [128, 129] Impulsivitat ist ein
Endophénotyp der BPD und des ADHS. [130, 131, 131, 132] So verwundert es
nicht, dass Patienten, die an adultem ADHS leiden, haufiger kurze (s) — Allele
als gesunde Probanden besitzen. [63] s — Allele sind auch bei der
Parkinsonerkrankung [65], bei der Demenz vom Alzheimertyp [133, 134] und
im Zusammenhang mit einem anderen SNP bei der Schizophrenie [135]
haufiger vertreten. Im Zusammenhang mit der Impulsivitat zeigte sich in einer
weiteren Studie, dass sich Personen mit den Genotypen s/s und s/l durch eine
hohere adaptive Impulsivitdt im Vergleich zu Teilnehmern mit I/l Genotyp
auszeichnen. Diese hohere adaptive (d. h. der Situation angepasste)
Impulsivitat bei Personen mit s/s — und s/l — Genotypen war jedoch mit einem
schlechteren Abschneiden bei psychologischen Tests verbunden, die auf
Gewissenhaftigkeit  abzielen. Wenn zum  Risikogenotyp  aversive
Umweltfaktoren wie widrige Familienverhaltnisse hinzukamen, wurde neben
der adaptiven auch die maladaptive (d. h. die nicht der Situation angepasste)
Impulsivitat gesteigert. Im Gegensatz dazu wurde die maladaptive Impulsivitat
bei Teilnehmern mit I/I-Genotyp auf das Niveau von Teilnehmern mit s/s — und
s/l — Genotyp durch belastende Lebensereignisse angehoben. [125]
Polymorphismen im Bereich des gesamten NOS1 — Genlocus® (12922 — 24)
sind in einer Vielzahl von GWAS und Genkopplungsuntersuchung mit der BPD
verknupft worden.[136-144] -In einer Fall — Kontroll — Studie unserer
Arbeitsgruppe wurde dartber hinaus ein protektiver Haplotyp von NOSS3
gefunden, der in der Gruppe der Kontrollpersonen signifikant haufiger vertreten
war. Der Haplotyp besteht aus drei Polymorphismen, einem SNP in der
Promotorregion (T786C — SNP oder rs2070744), einem VNTR im Intron 4 und
dem nicht — synonymen G894T — SNP (rs1799983). [135]

1.6 Periphere Marker des nitrinergen Systems bei psychischen Erkrankungen

Um die direkten Auswirkungen des nitrinergen Systems an vielen Probanden

zu untersuchen, sind wegen der begrenzten Verfligbarkeit humanen Gewebes
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periphere Biomarker notig. Fluide Biomarker, gewonnen aus peripherem
Gewebe sollen Auskunft dartber geben, ob das nitrinerge System in
psychischen Erkrankungen starker aktiv ist. Aufgrund von Unterschiede
zwischen Fallen und Kontrollen kann dann eventuell eine friihere Diagnose
gestellt werden, Aussagen Uber die Effektivitat von Therapien getroffen werden
oder eine Prognoseabschétzung erfolgen. Potentielle periphere Biomarker der
BPD sind Nitrit und Nitrat sowie die Expression der NO-Synthasen in
Leukozyten. Die direkte Konzentrationsmessung von NO in Korperflussigkeiten
ist aufgrund der geringen Halbwertszeit nicht zielfUhrend, weswegen als
Surrogatparameter die Konzentrationen der Intermediaten Nitrit und Nitrat
bestimmt werden. Bei Patienten die unter einer BPD leiden, war im Vergleich
zu Kontrollen in verschiedenen Studien eine Erhéhung der Nitrit- und Nitrat-
Spiegel im Blutserum sowie im Lysat von von polymorphen neutrophilen Zellen
zu beobachten. [145] Ahnliche Befunde gibt es auch fur die Schizophrenie.
[146-148] Jedoch fanden Srivastava et al. eine Erniedrigung des
Nitritspiegels im Blutserum von Patienten die an einer Schizophrenie leiden.
[149]

1.7 Gen - Umweltinteraktionen und Epigenetik

Die Erscheinung, dass das Genom und die Umwelt bei der Ausbildung von
Phanotypen zusammenwirken, wird als Gen — Umweltinteraktion bezeichnet.
Neben NOS1, wurden fur viele weitere Kandidatengene unterschiedlicher
psychischer Erkrankungen Gen — Umweltinteraktionen festgestellt, z.B. bei 5 —
HTT [150, 151] der Monoaminooxidase A [152, 153] und der Catechol — O —
Methyltransferase [154, 155]. Menschen mit protektiven Genotyp sind
tendenziell vor den Folgen aversiv — erlebter Umwelteinflisse wie mutterlicher
Zuriickweisung geschitzt, dieser Schutz vor aversiven Umwelteinfliissen wird
auch als Resilienz bezeichnet. [156] Gen — Umweltinteraktionen werden auf
molekularer Ebene mit epigenetischen Mechanismen erklart.[157-159] Die
Epigenetik beschaftigt sich mit der von der DNA — Sequenz unabhangigen

Vererbung von Phanotypen. Epigenetische Mechanismen sind die Modifikation
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von Histonmolekilen[160] und die Methylierung von Cytosin am C5 — Atom
[161] und die Weitergabe sich selbst regulierender Transkriptionsfaktoren
[162]. Im Folgenden soll auf die Rolle der Methylierung von Cytosin im Rahmen

der Epigenetik eingegangen werden.

DNA — Methyltransferasen (DNMTs) kénnen am C5 — Atom von Cytosin eine
Methylgruppe anbringen. Cytosin, welches sich in 5° — Richtung vor einem
Guanin befindet, ist besonders haufig methyliert. Diese 5° — CpG — 3‘ Einheiten
tragen die Bezeichnung CpG - sites. [160] Stellen im Genom, die deutlich mehr
sites als statistisch zu erwarten ware beinhalten, werden als CpG — Inseln
(CGI) bezeichnet. CGls zeigen eine Haufung in Promoterbereichen; solche
CGls sind haufig komplett methyliert. Methyl — CpG — binding — proteins
(MeCPs) und Proteine, die modifizierte Histonpartikel binden, kompaktieren im
Zusammenspiel das Chromatin, sodass die Wahrscheinlichkeit fur die Bindung
von Transkriptionsfaktoren an den DNA - Strang sinkt. Umweltfaktoren
regulieren die Methylierung u. a. Uber die Aktivitdt der DNMTs und Uber die
Menge an Cofaktoren, die fur die Methylierung nétig sind z. B. das S —
Adenosylmethionin. [163] Die de — novo — Methylierung wird durch die DNMT —
Isoformen 3a und 3b katalysiert. [164, 165] Der Methylierungsstatus wird tber
die Mitose an beide Tochterzellen  weitergegeben. Da  der
Replikationsmechanismus der DNA semikonservativ ist, enthalten beide
Tochterzellen jeweils einen Strang mit dem Methylierungsmuster, der
neusynthetisierte Strang hat zunachst kein Methylierungsmuster. Durch
DNMT1 wird das Methylierungsmuster durch Erganzen der hemimethylierten
CpG — Sites mit einer weiteren Methylgruppe komplettiert. [166] In etwa 10 %
der Sites arbeitet die DNMT1 jedoch nicht korrekt, und da kein
Reparatursystem existiert, das Fehler im Methylierungsmuster detektiert,
Uberdauern diese Fehler. Das Methylierungsmuster ist also auch
stochastischen Effekten unterworfen. [167] Die aktive Demethylierung der DNA
erfolgt vermutlich Gber DNA — Glycosylasen, also DNA-Reparaturenzyme. [168,
169] Weitere Einzelheiten finden sich in der umfangreichen Ubersichtsliteratur
[170-174].
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1.8 B-undZ-DNA

Wahrend fir nicht — synonyme SNPs meist nur indirekte Befunde (z. B. die
Modifikation der Genexpression) zu molekularen Mechanismen vorliegen, sind
fur VNTRs molekulare Grundlagen der Phanotypveréanderung untersucht, diese
liegen in der DNA — Struktur. 1953 stellten James Watson und Francis Crick ihr
Modell fur den rdumlichen Bau der DNA vor. Nach diesem Modell sind zwei
DNA — Einzelstrange uber Wasserstoffbriicken zwischen den Nukleotidbasen
miteinander verbunden. [175] Die raumliche Struktur dieses Doppelstranges
ergibt eine rechtshandige Doppelhelix mit 10,2 Basenpaaren pro Windung. Im
Zellkern liegt DNA zumeist in dieser Konformation vor, die auch als B — DNA
bezeichnet wird. Die erste Konformationsbestimmung einer definierten
doppelstrangigen DNA — Sequenz erfolgte an einem 5-(CpG)s-3°
Oligonukleotid.  Dieses  Oligonukleotid ist in  einer  Doppelhelix
zusammengelagert, im Unterschied zur B — DNA ist sie jedoch linkshéndig, es
gibt pro Windung 12 Basenpaare und das Phosphodiesterriickgrat verlauft
Zick-Zack-artig. Das Zick-Zack-artige Phosphodiesterriickgrat gab dieser
Konformation auch ihren Namen: Z — DNA. [176] Z — DNA tritt in Regionen mit
Purin — Pyrimidin — Wiederholungen, z. B. in Minisatelliten auf; solche
Regionen sind in Promotorregionen starker verbreitet als statistisch zu
erwarten ist. [177] Das Ausbilden von Z — DNA kann durch eine hohe
lonenstarke, v. a. durch divalente Metallkationen und durch Polyamine
gesteigert werden. [178, 176] Am Ubergang zwischen Z — und B — DNA wird
die Doppelhelix aufgelost und es liegen in einem kleinen Bereich zwei
Einzelstrange vor. Die Basen liegen frei und kdnnen so leicht durch Noxen
verandert werden, dies wird als Grund fir die Haufung von SNPs um die
putativen Z — DNA — Regionen angesehen. [179] Dartber hinaus kénnen durch
die Umwandlung von B — DNA in Z — DNA Spannungen innerhalb der DNA
abgebaut werden. Solche Spannungen treten z. B. bei Replikations- und
Transkriptionsvorgangen auf. Weniger Spannung im Doppelstrang bedeutet
auch, dass weniger Energie durch den Transkriptionsapparat aufgewendet

werden muss, um die DNA zu entwinden, die Transkription wird damit
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erleichtert. [176] Z — DNA bindet auRerdem schwécher an Histone als B —
DNA, dies fuhrt dazu, dass die DNA in einem Z — DNA — Bereich schwacher
kompaktiert ist und Transkriptionsfaktoren besser an ihre Erkennungsstellen
binden kdénnen. [180]

1.9 Fragestellung

In dieser Arbeit soll ein Beitrag zur Aufklarung der Funktionalitat des NOS1
Exon 1f VNTR geleistet werden. Von Rife et al. wurde ein potentieller
molekularer Mechanismus fir die unterschiedliche Expression von NOS1 in
Abhangigkeit zum VNTR — Status vorgeschlagen. [65] Danach fiihrt die
verminderte Ausbildung von Z — DNA, verursacht durch den kleineren NOS1
Exon 1f VNTR, zur verminderten Genexpression. Die verminderte
Genexpression ist dann fur die erhohten Krankheitsrisiken und die starkere
Impulsivitat verantwortlich. Mit Hilfe der von Thomas et al. entwickelten
Methode der Z — DNA — Detektion [181, 182] soll die These von Rife et al.,
dass die Lange des NOS1 Exon 1f VNTR die Z — DNA je nach VNTR - Lange

moduliert, einer Prufung unterzogen werden.

Neben dem molekularen Mechanismus fiir die Verminderung der
Genexpression bei kurzem NOS1 Exon 1f VNTR soll auch ein molekularer
Mechanismus fur die beobachtete Gen — Umweltinteraktion gefunden werden.
Da der Bereich des Exon 1f in einer CGl liegt, liegt die Vermutung nahe, dass
die Methylierung von CpG — sites in dieser Insel die Verbindung zwischen
Umwelt und Genom moderiert. Um dieser These nachzugehen, soll ein
Protokoll etabliert werden, mit dessen Hilfe die Methylierung der gesamten CGI
ermittelt werden kann. Die Ergebnisse dieser Methylierungsanalyse sollten
anschlieend benutzt werden, um einen Bereich abzugrenzen, der in einer
groReren Stichprobe mit Hilfe der Pyrosequenzierung analysiert werden sollte.
Unsere These war weiterhin, dass die CGl in Abhangigkeit zur LAnge des
VNTR differentiell methyliert ist.
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Neben der molekularen Funktionalitat des NOS1 Exon 1f VNTR sollten
periphere Biomarker der BPD und des ADHS identifiziert werden. Eine
Erhohung des NOy -Spiegels bei der BPD wurde bereits in Vorstudien ermittelt.
Eine Ubersichtsstudie, die diese Erh6hung ermittelte, wurde von Andreazza et
al. durchgefihrt. [145] In dieser Arbeit sollen nun erstmalig Patienten in allen
Phasen der BPD eingeschlossen und miteinander verglichen wurden.
AulRerdem wurden erstmals ADHS — Patienten auf inren NOy-Spiegel im
Vergleich zu Kontrollen untersucht. Dabei soll weiterhin die Methodik der NOy -
Messung optimiert werden. Daneben wurden weitere mogliche periphere
nitrinerge Biomarker der BPD und des ADHS, namlich die Expression von
NOS3 und NOS1 in Leukozyten, auf ihre Spezifitdt und Sensitivitat hin geprift.

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 DNA

Primer wurden von Metabion, Planegg, Deutschland bezogen (Sequenzen

siehe Abschnitt Nukleotidsequenzen).

Plasmidkonstrukte aus pGL3 wurden im Vorfeld der Arbeit hergestellt
(Sequenzen siehe Abschnitt Nukleotidsequenzen).

2.1.2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

IPTG (Isopropyl-3-D- AppliChem, Darmstadt, Deutschland

thiogalactopyranosid)
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X — Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-

galactopyranosid)

Agarose

Ethanol
Sample Loading Solution (SLS)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Ethidiumbromid

Natriumacetat

Select — agar

LB — Broth high salt

Kanamycin

Ampicillin

D — Turboampicillin

TMB (3,3',5,5;-Tetramethylbenzidine)

Amersham™ ECL Western Blotting

Detection Reagents

Milchpulver

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hess,
Oldendorf, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Beckman Coulter, Brea, USA

Sigma-Aldrich Chemie, St. Louis,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma — Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Agilent, Santa Clara, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

General Electrics, Fairfield, USA

J. M. Gabler Saliter GmbH & Co. KG
— Milchwerk, Oberginzburg/Allgau,

Deutschland
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Blocking Reagent Roche Diagnostics, Risch, Schweiz
PyroMark Annealing Buffer (250 ml) Qiagen, Hilden, Deutschland
PyroMark Binding Buffer (200 ml) Qiagen, Hilden, Deutschland
PyroMark Denaturation Sol. (500 ml) Qiagen, Hilden, Deutschland

PyroMark Wash Buffer (conc., 200 ml) Qiagen, Hilden, Deutschland

2.1.3 Puffer
Puffer Konzentration in mM Reagenz
PBS (Phosphate 137 NaCl
Buffered Saline)
2,7 KCI
8,1 NaszPO4
15 KH,PO,4
TBS-T (Tris Buffered 100 Tris — HCI (pH =7,5)
Saline-with Tween 20)
150 NaCl
0,05 % Tween 20
TBS (Tris Buffered 100 Tris — HCI (pH =7,5)
Saline)
150 NaCl
10x GoldStar Buffer (pH | 750 Tris HCI
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9 200 (NH.),SO.

0.1% Tween 20

Puffer Menge Reagenz

Blaupuffer 10 ml H20

1,5mi Glycerol

25 mg Bromphenolblau —

Xylen-Cyanol
2.1.4 Verbrauchsmaterial
Material Hersteller

10, 100 und 1000 pl Biosphere®
Filterpipettenspitzen

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

0,2 ml / Multiply®-pStripPro, PCR

Reaktionsgefale

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Entsorgungsbeutel

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Nitrocellulose PVDF 0,45 um Filter
Paper

Invitrogen, Carlsbad, USA

Parafilm M

American National Can, Chicago,
USA

96 well PCR Platte

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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PyroMark Q96 HS Plate

Qiagen, Hilden, Deutschland

2.1.5 Gerate

Gerat

Hersteller

Thermocycler

CFX 384™ — Real — Time PCR

Detection System

Biorad, Hercules, USA

T — Gradient Thermocycler

Biometra, Gottingen, Deutschland

T1 Thermocycler

Biometra, Gottingen, Deutschland

Zentrifugen

Micro Zentrifuge

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

C1301 - 230V

Labnet International Inc, Edison, USA

PicoFuge® Microcentrifuge

Agilent, Santa Clara, USA

Biofuge fresco

Heraeus Instruments, Hanau,

Deutschland

Mikro Rapid K

HettichLab, Tuttlingen, Deutschland

Rotanta 96 RS

HettichLab, Tuttlingen, Deutschland

Sorvall RC 5C

Thermo Scientific, Waltham, USA

Megafuge 1.0R

Heraeus Instruments, Hanau,

Deutschland
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Wasserbader

Wasserbad GFL 1083

Hartenstein, Wurzburg, Deutschland

Wasserbad 2764

Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Sonstiges

KS 501 Laborschittler

IKA, Staufen, Deutschland

NanoDrop 1000

Thermo Scientific, Waltham, USA

ChemiDoc

Biorad Laboratories, Hercules, USA

Multiskan Spectrum Microplate

Spectrophotometer

Thermo Scientific, Waltham, USA

Waage Mettler PM 300

Mettler — Toledo, Leicester, UK

Eismaschine AF 100

Scotsman, Vernon Hills, USA

Vortex Microspin FV 2400

Lab4you, Berlin, Deutschland

Bakterienbrutschrank

Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Inkubator mit Drehtisch KS 15 und
Thl5

Edmund Buhler GmbH, Hechingen,

Deutschland

PyroMark Q96 Vacuum Workstation

Qiagen, Hilden, Deutschland

PyroMark Q96 MD

Qiagen, Hilden, Deutschland

2.1.6 Software und Datenbanken

Statistica Version 9.1, StatSoft, Tulsa USA
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Epidesigner, Sequenom, San Diego, USA

Datenbank Quelle

BLAT http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat [55]

UCSC http://www.genome.ucsc.edu [183]

Z — Hunt http://gac-web.cgrb.oregonstate.edu/zDNA/ [184]

BiQ — Analyzer http://big-analyzer.bioinf.mpi-inf. mpg.de/download.php
[185]

Ensembl http://www.ensembl.org [186]

2.1.7 Enzyme

Restriktionsenzyme: Scal, Taq, EcoRl, Scal, Xho, Xbal

New England Biolabs, Ipswich, USA

House Taq, Eigenproduktion

2.1.8 Antikorper

Antikorper Hersteller

Anti — Z — DNA Polyclonal Antibody Thermo Scientific, Waltham, USA

Rabbit Anti Sheep Polyclonal IgG Thermo Scientific, Waltham, USA
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http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

Antibody

2.1.9 Kits

Kit
HotStar HiFidelity Polymerase Kit

TA Cloning® Kit (with pCR®II vector)
with One Shot® aTOP10F"

Chemically Competent E. coli

TOPO TA Cloning® Kit (with pPCR®4
vector) with One Shot® TOP10F

Chemically Competent E. coli
Research EZ DNA Methylation Kit
EpiTect Bisulfite Kit (48)

PCR Purification Kit

MinElute Gel Extraction Kit
Nitrite/Nitrate Assay Kit, colorimetric
iScript ™ cDNA Synthesis Kit

iQ ™ SYBR® Green Supermix

PyroMark Gold Q96 CDT Reagents

2.2 Methoden

Hersteller
Qiagen, Hilden, Germany

Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Zymo, Orange, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

sigma — aldrich, St Louis, USA
Biorad Laboratories, Hercules, USA
Biorad Laboratories, Hercules, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

2.2.1 Das Bisulfit — PCR Sequenzier Protokoll
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2.2.1.1 Bisulfitierung der DNA mit dem Qiagen Epitect Kit

Zur Bisulfiterung wurde das Epitect Bisulfite Kit von Qiagen verwendet. Im
Unterschied zu anderen Kits lauft hier die Bisulfitierungsreaktion schneller ab
und die DNA wird durch den DNA Protect Buffer vor Fragmentierung geschutzt,

sodass die PCR schon mit geringerer Templatemenge ablaufen kann.

DNA von zwei Probanden (einer mit homozygot langem NOS1 Exon 1f VNTR,
einer mit homozygot kurzem NOS1 Exon 1f VNTR) wurde auf ihre Methylierung
in der NOS1 Exon 1f CGI hin untersucht. Zur Unterscheidung unmethylierter
und methylierter CpG — sites wurde die DNA einer Bisulfitierungsreaktion
unterzogen. Durch die Bisulfitierung wird unmethyliertes Cytosin in Uracil
umgewandelt, wahrend methyliertes Cytosin erhalten bleibt. In der
nachfolgenden Polymerase - Kettenreaktion (PCR) wird das aus dem
unmethylierten Cytosin entstandene Uracil wie eine Thyminbase behandelt, die
korrespondierende Base des unmethylierten Cytosins ist also Adenin und nicht

Guanin wie beim methylierten Cytosin.

Zur Bisulfitierung wurden 200 ng der DNA Proben in jeweils ein 200 pl PCR —
Gefal? vorgelegt und mit RNase — freiem Wasser auf 20 pl aufgefillt. Zu
diesem Ansatz wurden 85 pl des Bisulfit — Mix und 35 pl des DNA Protect
Buffer hinzugefiigt. Der Reaktionsansatz wurde durchgemischt und durchlief
danach folgendes Programm in einem Thermocycler.

Tabelle 2 Reaktionsbedingungen Bisulfit-PCR

Temperatur Zeit
95 °C 5 min
60 °C 25 min
95°C 5 min
60 °C 85 min
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95 °C 5 min

60 °C 175 min

20°C Pause

Nach der Bisulfitierungsreaktion erfolgte die  Aufreinigung. Das
Reaktionsgemisch wurde dazu in ein 1,5 ml Reaktionsgefafld tberfuhrt und mit
560 pl Buffer BL gemischt. Nach Durchmischen wurde der Ansatz in eine Spin
Column Uberfihrt und eine Minute mit 13 000 rpm zentrifugiert. Das Eluat
wurde verworfen und 500 pl Buffer BW wurde auf die S&ulenmembran
pipettiert. Die S&ule wurde eine Minute bei 13 000 rpm zentrifugiert und das
Eluat wurde abermals verworfen. Anschliel3end wurde 500 ul Buffer BD auf die
Saule pipettiert, dieser Ansatz inkubierte 15 Minuten bis auch dieser Puffer
abzentrifugiert und verworfen wurde. Danach wurde zweimal mit 500 ul Buffer
BW gewaschen. Nach den Waschschritten inkubierten die gedffneten Saulen
bei 56 °C um Waschlosungsreste zu entfernen. Die Saulen wurden dann auf
ein 1,5 ml Reaktionsgefal? gesteckt und 20 ul EB wurde auf die Membran
pipettiert. Durch Zentrifugieren bei 12 000 rpm fir 1 Minute wurde der EB mit
darin geloéster und aufgereingter Bisulfit — DNA in das Reaktionsgefaf
Uberfuhrt. Die Elution wurde dann nochmals wiederholt. Das Eluat wurde in 4,2

ul Aliquots in 200 pl PCR Reaktionsgefalien aufgeteilt und bei -20°C gelagert.

2.2.1.2 Bisulfit—-PCR mit dem Platinum PCR Super Kit von Invitrogen

Mit der Bisulfit—-DNA wurde dann eine Polymerase-Kettenreaktion mit 50 pl
Gesamtvolumen durchgefuhrt. Eine PCR dient der Amplifikation spezifischer
DNA - Sequenzen. In einer zyklischen Kettenreaktion bestehend aus
Denaturierung, Annealen und Polymerisierung werden Kopien eines
bestimmten Bereichs eines eingesetzten Templates erstellt. Durch Hitze wird

bei der Denaturierung der Doppelstrang in Einzelstrange aufgetrennt, sodass
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sich beim Annealen die Primer an die komplementar — spezifischen DNA —
Sequenzen der beiden Einzelstrange anlagern kénnen. Die zugesetzte DNA —
Polymerase kann von diesem Startpunkt aus den komplementéaren Strang
synthetisieren. In einem solchen Zyklus wird das Template also verdoppelt. Da
eine hitzestabile DNA — Polymerase z. B. von Thermus aquaticus verwendet
wird, kann der Zyklus mehrmals ablaufen und die DNA — Menge theoretisch
exponentiell gesteigert werden. Das Pipettierschema der PCR war dabei:

Tabelle 3 Pipettierschema Bisulfit-PCR mit Platinum PCR SuperMix

Platinum PCR SuperMix 45 ul
F-Primer (100 puM) 0,125 ul
R-Primer (100 uM) 0,125 ul
H20 0,75 pl
Bisulfit — DNA 4 ul

Der Platinum PCR Super Mix besteht aus einem Reaktionspuffer und einer

proof — reading Polymerase.
Die Reaktionsbedingungen kdonnen Tabelle 4 entnommen werden.

Tabelle 4 Reaktionsbedingungen Bisulfit-PCR

94 °C 5 min

94 °C 1 min

60 °C 30s 40 Zyklen
72 °C 45s

72 °C 7 min
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10 °C Pause

2.2.1.3 Vorbereitung der Amplicons auf die Ligation

Die Amplicons wurden anschlielend mit einer Agarose — Gelektrophorese
Uberpruft. Zur Herstellung des Agarosegels wurden 2 g Agarose und 100 ml
TAE — Puffer in der Mikrowelle bis zum Auflésen der Agarose gekocht.
Anschliel3end kihlte die aufgeléste Agarose unter stdndigem Rihren bis auf
Handwarme ab. Zur herabgekuhlten Flissigkeit wurden dann 3 pl
Ethidiumbromid gegeben und das Gemisch wurde dann in eine dafir
vorgesehene Form gegossen. Eine kammformige Plastikvorrichtung sorgte an
der oberen Seite des Gels fir das Entstehen von Geltaschen. Das
ausgehértete Gel wurde dann in eine mit TAE befillte Elektrophorese—Laufbox
getaucht. Anschlieend wurden die Geltaschen mit den PCR-Produkten,
vermischt mit einem Ladepuffer, beflllt. Als Referenz wurde in eine weitere
Geltasche die sogenannte Leiter pipettiert, welche DNA—Molekile bekannter
Grol3e enthalt.

Eine Spannungsquelle baute ein elektrisches Feld mit der Kathode auf Hb6he
der Taschen und der Anode in Laufrichtung des Gels auf. Die negativ
geladenen DNA-Molekile wandern durch die polymerisierte Agarose zur
Anode. Die kleineren Molekile kénnen dabei durch das Agarosenetz schneller
wandern, sodass eine Auftrennung nach der GroéRe erfolgt. Das
Ethidiumbromid im Gel lagert sich der DNA an, sodass Addukte entstehen, die
mit UV — Licht sichtbar gemacht werden kénnen. Durch Vergleich der Proben
mit der Leiter konnte auf die Lange der einpipettierten Amplicons geschlossen

werden.

25 ul der PCR wurden auf diese Weise in ein 2 % Agarosegel geladen und das
PCR Produkt wurde dann aus dem Gel mit einem Gelextraktionskit extrahiert.
Dazu wurde das Gel mit Hilfe des Transilluminators mit UV Licht durchleuchtet.
Das durch das UV — Licht sichtbar gemachte PCR—Produkt wurde dann mit
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einem Messer aus dem Gel ausgeschnitten und abgewogen. Anschlie3end
wurde das Gel in einem 1,5 ml Reaktionsgefal? mit dem Buffer QG versetzt.
Das Volumen in Mikroliter des Buffers QG entsprach dem dreifachen der
Masse des ausgeschnittenen Gelstlickes in Milligramm. Das Reaktionsgefaf
inkubierte dann 10 Minuten bei 50°C im Thermoblock. Zu diesem Gemisch
wurde Isopropanol in einem Volumen in Mikroliter gegeben, welches identisch
war mit der Masse des Gelstiickes in Milligramm. Anschlielend wurde der
Ansatz in eine MinElute Saule uUberfuhrt, eine Minute bei 13 000 rpm
zentrifugiert und das Eluat wurde verworfen. Zum Waschen wurden 500 pl
Buffer QG und dann 750 pl Buffer PE auf die Saule pipettiert, jeweils eine
Minute mit 13000 rpm abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluats wurde die
leere Saule ein weiteres Mal mit 13 000 rpm fir 1 Minute zentrifugiert. Die
Saule wurde auf ein 1,5 ml Reaktionsgefald gesteckt und 30 pl EB wurden auf
die Membran pipettiert. Die DNA wurde dann durch Zentrifugieren fir eine
Minute mit 11 000 rpm in das Auffanggefal} eluiert.

Um die Ligation zu erleichtern wurde an dieses Amplicon danach dATPs
angehangt. Nach einer Polymerasistation fligt die DNA-Polymerase
sequenzunabhangig an das Amplicon einen tiberhdngengenden dATP-Rest an.
Diese dATPs kdnnen nach einiger Zeit jedoch abfallen. Fur die Ligation sind
die Uberstehenden dATPs am Amplicon zum Anfiigen an die Uberstehenden
dTTPs des Vektors nétig, um so ein ringformiges Plasmid zu erstellen. Durch
Inkubation der Amplicons mit dATPs, einer Taq — Polymerase und einem
geeigneten Puffer kdnnen etwaige abgefallene dATPs wieder angefligt werden.
Um die dATPs an die Amplicons anzuhangen, inkubierten folgende

Reagenzien bei 72 °C fir 10 Minuten in einem Thermocycler.

Tabelle 5 Pipettierschema Erstellung dATP-Uberhange

8 ul Aus dem Gel extrahiertes PCR Produkt
1l GoldStar Buffer
1ul 20 mM dATP
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0,5 ul House Taq

2.2.1.4 Ligation der PCR Produkte in pCR4 und Transformation

Im fertig etablierten Protokoll wurde der pCR4 Vektor mit dem TOPO TA
Cloning Kit verwendet. Das TOPO TA Cloning Kit enthélt eine Topoisomerase.
Die Topoisomerase ist dhnlich wie die Ligase anderer Kits in der Lage zwei
DNA — Stuicke zu verbinden. Sie ist nach Herstellerangaben jedoch effizienter,
aulBerdem sind fir die Ligation nur 5 Minuten Inkubationszeit statt mehrerer
Stunden noétig. Der Vektor pCR 4 ist linearisiert und mit dTTP Uberhangen fur
das Anhdngen des PCR - Produktes versehen. In pCR4 ist durch das
Linearisieren ein Gen inaktiviert dessen Expression fir das Bakterium nicht mit
dem Leben vereinbar ist. Wenn die Bakterien nach abgeschlossener
Transformationsreaktion auf Kanamycin—Agarplatten ausplattiert wurden,
kbnnen nur diejenigen Uberleben, welche das Plasmid enthalten also
kanamycinresistent sind. Wenn jedoch das urspriinglich durchtrennte Gen
durch Ligation wieder repariert wird, sterben diese Bakterien ab, sodass nur
Kolonien mit Bakterien Uberleben kdnnen, welche ein Plasmid mit eingefligtem
PCR — Produkt enthalten.

Folgender Ligationsansatz inkubierte bei 22 °C im Thermocycler fir 5 Minuten:

Tabelle 6 Reaktionsansatz TOPO TA Cloning Kit

PCR — Produkt mit dJATP Uberhangen 4 pl
Salt Solution 1l
pCR 4 Vektor 1l

2 ul des Ligationsansatzes wurden in ein Gefald mit 50 pl chemisch kompetent
gehaltenen TOP10F Bakterien einpipettiert. Nach 30—minutiger Inkubation auf
Eis wurden die Bakterien einem 30-sekiindigen Hitzeschock bei 42 °C

ausgesetzt und anschlieend wieder auf Eis Uberfuhrt. Nach Zugabe von
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250 I S.0.C-Medium. inkubierte das Reaktionsgefald dann in horizontaler
Lage 1 Stunde in einem Drehinkubator bei 37 °C mit 225 rpm. Auf drei 25
pg/ml Kanamycin—haltige LB—Agarplatten wurden 10 pl, 100 pl und der Rest
der Bakteriensuspension ausplattiert. Die Agarplatten inkubierten bei 37 °C
Uber Nacht.

2.2.1.5 Kolonie-PCR

In einer Kolonie—PCR dienen Bakterienklone aus einer Kolonie als Template. In
einem fur diese Zwecke modifizierten Reaktionsansatz, kann so ein Teilbereich
des Bakteriengenoms, hier ein Teil des einklonierten Amplicons, amplifiziert
werden. Wenn das Amplicon bei der Kontrolle auf dem Agarosegel die richtige

Grol3e besal3, konnte auf eine erfolgreiche Klonierung geschlossen werden.

Fur die Kolonie — PCR wurde folgendes Pipettierschema pro Ansatz

verwendet:

Tabelle 7 Pipettierschema Kolonie-PCR

15 mM MgCl, — Puffer 2,5 ul
dNTP (2,5 mM) 0,5 ul
Primer (M13 Forward) 1l
Primer (M13 Reverse) 1l
H.O 18,8 ul
House — Taq 0,2 pl

-Mit Hilfe einer 100 pl Filterpipettenspitze wurde eine Probe einer Kolonie
entnommen und in das PCR Gefald Uberfihrt. Der Ansatz durchlief folgendes

Programm:

Tabelle 8 Reaktionsbedingungen Kolonie-PCR
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96 °C 5 min

96 °C 30s

58 °C 30s 40 Zyklen
72 °C 1 min

72 °C 3 min

4°C Pause

Nach Kontrolle der PCR—Produkte auf einem 2% Agarosegel wurden diese flr

die Sequenzierung vorbereitet.

2.2.1.6 Vorbereitung der Sequenzierung

4 ul des PCR—-Produkts wurden mit 0,5 pl des Shrimp—Alkaline—Phosphatase—
Mix gemischt und 15 Minuten bei 37 °C und anschliel3end zwei Minuten bei 96
°C inkubiert. Nach Abkihlen des Verdaus wurde dieser auf zwei
Reaktionsansatze zu je 2 pl aufgeteilt. In beide Ansatze wurden jeweils 2 pl
des Q—Kits und 4 pl Wasser gegeben. 1 pl des Forward— bzw. des Reverse—
Primers wurden zu jeweils einem der Ansatze gegeben. Im Thermocycler

durchliefen die Ansatze folgendes Programm:

Tabelle 9 Amplifikation der Bisulfit-PCR-Amplicons

95 °C 2 min

98 °C 30s

56 °C 30s

60 °C 1 min30s
10 °C Pause
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Die Ansatze wurden dann mit 10 pl Wasser, 2 ul einer 0,1 M EDTA L6sung (pH
= 8,0), 2 pl einer 3 M NaOAc — Losung (pH = 5,2) und 1 ul Glycogen versetzt
und gemischt. Zu diesen Gemischen wurden jeweils 60 pl kalter 100 % Ethanol
gegeben und die Ansatze wurden 5 Minuten bei 14 000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abdekantiert und das entstandene Pellet wurde mit 180 pl
kaltem 70 % Ethanol gewaschen. Nach abermaligen Zentrifugieren wurde der
Uberstand wieder abdekantiert und das Pellet trocknete fir 5 Minuten zum
Schutz der neusynthetisierten, von Proteinen ungeschitzten DNA-
Doppelstréange in einer Dunkelkammer. Das Pellet wurde dann in 35 pl SLS
gelost, die Losung wurde in eine 96 well Platte Uberfihrt und es erfolgte die

Sequenzierreaktion am Institut fur klinische Biochemie und Pathobiochemie.

2.2.2 Methylierungsanalyse durch Pyrosequenzierung

Neben der Bisulfit — Sequenzierung wurde die Methylierung eines Teils der
NOS1 Exon 1f VNTR CGI in einer gro3eren Stichprobe (n=54) mit Hilfe der
Pyrosequenzierung bestimmt. Dabei wurden zwei Abschnitte im NOS1 Exon 1f
— Promoter untersucht, die als Pyro A und Pyro B definiert wurden. Die
Sequenzen von Pyro A und Pyro B sowie der Primer kdnnen dem
Nukleotidverzeichnis entnommen werden. Die untersuchten CpG - sites sind in

der im Anhang angefugten Sequenz der CGl violett markiert.

Scale 100 bases} |
chr12: | 1177992501 1177993001 1177993501 117799400l 1177994501 117799500l 1177995501 117799600l
Your Sequence from Blat Search
Pyro_B I Pyro A I |
NOS1 Ex1
UCSC Genes Based on RefSeq, UniProt, GenBank, CCDS and Comparative Genomics

NOS1
RefSeq Genes

RefSeq Genes
Human mRNAs ——— e ——
Spliced ESTs
Common SNPs(132)
RepeatMasker NN

Simple Nucleotide fo\ymorphlsms (dbSNP 132) Found in >= 1% of Samples
Repeating Elements by RepeatMasker

Abbildung 1 Pyro A und Pyro B im Verhéltnis zum Exon 1f

Zur Vorbereitung der Pyrosequenzierung wurde die aus Blut extrahierte DNA

mit Hilfe des bereits beschriebenen Qiagen Epitect Kits bisulfitiert und die
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Bisulfitierungslosung durch Aufreinigen entfernt. Neben der DNA wurden auch
Standard — DNA Proben mit festgelegtem Methylierungsgrad (100%, 50%, 0%)
untersucht. Analog zur Bisulfit — Sequenzierung wurden die zu untersuchenden
Regionen mit Hilfe einer PCR amplifiziert, wobei einer der beiden Primer mit

Biotin markiert war.
Das Pipettierschema der Bisulfit — PCR fir die Pyrosequenzierung watr:

Tabelle 10 Bisulfit-PCR fur Pyrosequenzierung

Qiagen PCR Buffer 2,5
dNTP (2,5 mM) 0,5 ul
Primer Forward (10 uM) 1l
Primer Reverse (10 uM) 1l
H20 18,8l
House — Taq 0,2 ul
Bisulfit — DNA 1l

Die Anséatze durchliefen im Thermocycler folgendes Programm (Tab.
11).

Tabelle 11. Reaktionsbedingungen Bisulfit-PCR fur Pyrosequenzierung

95 °C 5 min
95 °C 30s
Tann 30s
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72 °C 20s

72 °C 10 min

10 °C Pause

Die Annealing-Temperatur Tan, war fur Pyro A 58°C fir Pyro B 56°C. Fur Pyro
A durchlief der Ansatz 42 Zyklen fur Pyro B 40 Zyklen.

Uber die Biotinmarkierung wurde das Amplicon anschlieBend tiber Streptavidin,
an Sepharosekigelchen gebunden. Dazu inkubierte folgender Ansatz in einer
96 well PCR-Platte auf einem Schuttler fir 5 Minuten.

Tabelle 12 Reaktionsansatz der Bindung der Amplicons an Sepharose

10 ul Bisulfit — PCR — Produkt

2 ul Streptavidin Sepharose HP — beads
40 pl Binding Buffer

28 ul H,O

Gleichzeitig wurde in einer weiteren 96 well Platte 0,5 pl des jeweiligen

Sequenzierprimers und 11,5 pl Annealing Buffer pro Amplicon angesetzt.

Auf der PyroMark Q96 Vacuum Workstation wurden die an die
Sepharosekugeln angelagerten PCR—Produkte abgetrennt und aufgereinigt.
Dazu wurden zunéchst die Sondenkdpfe der Workstation mit Wasser
gewaschen. Durch ein angelegtes Vakuum wurden anschlielBend die
Sepharosekugeln auf der Sondenoberflache immobilisiert. Die Kugeln wurden
dann fir 20 Sekunden mit 70 % Ethanol gewaschen und in die Denaturation
Solution Uberfihrt. Nach dem Waschen der Kugeln in Wasser wurde der
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Sondenkopf auf die vorbereitete Sequenzierplatte gesteckt und das Vakuum
wurde abgelassen, sodass die aufgereinigten Sepharosekugeln mitsamt der
befestigten PCR-Produkte in die vorbereitete Sequenzierplatte fielen. Die
Platte wurde flr 2 Minuten auf 72°C erhitzt und kihlte auf Raumtemperatur ab,

wodurch die Sequenzierprimer an die Amplicons banden.

Die eigentliche Sequenzierreaktion fand im PyroMark Q9 MD -
Bisulfitsequenzierer statt. Die Kartusche des Sequenzierers wurde im Vorfeld
mit den verschiedenen Nukleotiden, dem Enzym und dem Enzymsubstrat
befllt.

Nukleotide, die laut Vorhersage durch die Datenbank UCSC durch die
Polymerase eingebaut werden, wurden durch den Sequenzierer einzeln mit
Hilfe einer Spritze in den Reaktionsraum gegeben. Durch den Einbau des
Nukleotids wurde Pyrophosphat freigesetzt, das durch die im Reaktionsraum
befindliche Sulfurylase mit Adenosinphosphosulfat zu ATP und Sulfat
umgesetzt  wurde. Das entstandene ATP  wurde dann zu
Adenosinmonophosphat und zwei Phosphatresten unter Abgabe eines
Lichtquants abgebaut. Wenn ein Nukleotid in den Reaktionsraum gegeben
wurde, das nicht komplementar zum jeweiligen auf der Matrize war, erfolgte
kein Einbau des Nukleotids und damit keine Photonenfreisetzung. Bei teilweise
methyliertem Cytosin wurde durch die Bisulfitierung in einigen DNA—Molekilen
eine Umwandlung von Cytosin in Uracil verhindert, daraus folgend entsteht
durch Zugabe von dGTP bzw. dATP nur eine jeweils kleinere Lichtausbeute.
Aus dem Verhéltnis der Lichtenergien bei der Zugabe von dGTP und dATP

konnte der Methylierungsgrad berechnet werden.

2.2.3 Quantifizierung der Z — DNA — Bildung im NOS1 Exon 1f VNTR

2.2.3.1 Vervielfaltigung und Praparation der Plasmide

Zur Untersuchung von pGL3 — Plasmiden die den NOS1 Exon 1f Promoter mit
verschiedener NOS1 Exon 1f VNTR L&nge enthielten, wurden diese
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zusammen mit einem pGL3 Vektor ohne Insert entsprechend obigen Protokolls
in TOP10F° Bakterien eingefuhrt. Die Bakterien wurden dann auf
Ampicillinplatten ausplattiert und jeweils eine Kolonie mit Hilfe einer 100 pl
Pipettenspitze in 100 ml ampicillinhaltiges LB — Medium Uberfuhrt. Der Behélter
mit dem LB — Medium inkubierte unter Schutteln bei 37 °C Uber Nacht. Die in
die Bakterien eingefuhrten Plasmide wurden anschlieRend mit Hilfe des
Wizard® Plus SV Midipreps DNA Purification System isoliert. Zun&chst wurden
die Suspensionen in Sorvall-Zentrifugenbehalter Gberfihrt und 10 Minuten bei
50009 zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet im
Sorvallgefal wurde mit Hilfe von 6 ml Cell Resuspension Solution
resuspendiert. Zur Suspension wurden dann 6 ml Cell Lysis Solution gegeben
und das GefalR wurde vorsichtig invertiert. Nach 3-mindtiger Inkubation wurden
10 ml Neutralisationslosung zum Ansatz gegeben, der Behdlter wurde dann
vorsichtig invertiert und dann fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Das Sorvallgefal® wurde dann bei 15000 g fur 15 Minuten zentrifugiert. Die zum
Kit gehtdrende Vorsaule wurde auf die eigentliche Saule gesteckt, in die
Vorsaule wurde der Uberstand aus dem SorvallgefaR gegeben und ein
Vakuum wurde angelegt. Nach Absaugen der Flussigkeit wurde die Vorsaule
verworfen und die Filtermembran mit 5 ml Endotoxin Removal Solution und 20
ml Waschlésung gewaschen. Auf die Filtrationsséaule wurde zur Elution 500 pl
nukleasefreies Wasser gegeben und durch das angelegte Vakuum in das 1,5
ml Reaktionsgefald im Eluator gesaugt. Die Plasmidkonzentration wurde im
NanoDrop — Fotometer bestimmit.

2.2.3.2 Dot — Blot — Untersuchungen

Mit dem Dot — Blot sollte Uberpruft werden, ob sich im NOS1 Exon 1f Promoter
Z — DNA ausbildet. Auf eine Nitrocellulosemembran wurden 2 pul  von
Plasmidlésungen verschiedener DNA-Konzentrationen oder Wasser pipettiert.
Die Plasmide wurden dann auf der Nitrocellulosemembran durch eine
dreimindtige Inkubation auf dem UV — Transilluminator fixiert. Die

anschlieBenden Inkubationen der Membran erfolgten in  einem
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Inkubationsgefal3, in das die jeweiligen Losungen gegeben wurden. Die
Inkubation fand auf einem Schdittler statt der mit ca. 40 rpm rotierte. Zum
Blockieren unspezifischer Antikdrperbindungsstellen inkubierte die Membran
zunéchst fur 45 Minuten in TBS-T mit 1 % BSA. Die Membran wurde dann in
der gleichen Losung welcher der Primarantikdrpers in einer Konzentration von
1,5 pug/ml beigemengt wurde fur 30 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde die
Membran dreimal mit TBS—T gewaschen. Dann inkubierte die Membran fiir 30
Minuten in einer Losung aus TBS-T mit 1 % BSA in dem der
Sekundarantikérper in einem Volumenverhaltnis von 1:5000 gelést war. Die
Membran wurde anschlie3end fur 15 Minuten und zweimal fur 1,5 Minuten in
TBS-T und einmal fir 5 Minuten in TBS gewaschen. Nach der Inkubation
wurde die Membran in einen Vernichtungsbeutel Uberfihrt und dort mit ECL—
Reagenz (GE Healtcare) uberschichtet. Nach zehnminttiger Inkubationszeit

erfolgte die Auswertung am ChemiDoc.

Quantifiziert wurde die Bindung des Antikorpers mit ImageJ. Dieses Programm
ermittelt als Mal3 fur die Farbstoffproduktion und damit die Bindung des Z —
DNA — Antikodrpers das Produkt des Durchmessers und des Grauwertes eines
Punktes, dieses Produkt tragt die Bezeichnung Integrated Density. Nach
Einstellen des Hintergrundes auf einen einheitlichen wei3en Farbton wurden

die zu untersuchenden Dots manuell ausgewabhilt.

2.2.3.3 Bestimmung der Z-DNA-Bildung mittels ELISA

Eine weiterer Test zur Bestimmung der Z — DNA — Bildung in einer Sequenz ist

der Enzyme — linked immunosorption assay (ELISA).

Zum Befestigen der DNA (Coaten) auf der 96 well Platte wurden eine 0,0001 %
Protaminsulfatldosung und die DNA Coating Solution verwendet. Fur das
Beschichten mit Protaminsulfat inkubierten 100 pl der Protaminsulfatlidsung pro
well fuar 90 Minuten bei Raumtemperatur auf der 96 well Platte. Das
Protaminsulfat wurde dann entfernt und 100 pl der DNA — Lésung wurde in
verschiedenen Konzentrationen in die Wells pipettiert. Fir das Coaten mit DNA
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Coating Solution wurde die DNA Lésung mit dem gleichen Volumen Coating
Solution in einem Sorvall — Zentrifugenglas gemischt. Nach zehnminutiger
Inkubation auf dem Drehtisch bei 150 rpm wurden 100 pl des Gemischs in die
betreffenden wells der 96 well Platte pipettiert. Die auf beide Weisen
beschichteten Platten inkubierten Gber Nacht bei Raumtemperatur. Die DNA—
Losung wurde dann entfernt und jedes Vertiefung wurde viermal mit 200 pl
PBS gewaschen. Danach wurden die wells mit 200 pl Blockmilch befullt und
die Platte inkubierte 2 Stunden. Anschlielend wurde in jedes well 100 pul einer
Blockmilchlésung gegeben, die den Antikbrper gegen Z — DNA in einer
Konzentration von 1,5 pg/ml enthielt. Daraufhin wurde wiederum viermal mit
200 pl PBS pro well gewaschen. In die Vertiefungen wurde dann jeweils 100 pl
einer Blockmilchlésung gegeben, in der der Sekundarantikérper in einer
1:10000 Verdunnung gelést war. Nach 1,5 Stunden Inkubation und
viermaligem Waschen mit 200 pl PBS pro Vertiefung wurde 100 pl des
Farbstoffreagenz TMB in jedes Vertiefung gegeben. TMB wird durch die an den
Sekundarantikérper befestigte Meerrettich-Peroxidase gespalten, sodass ein
blauer Farbstoff entsteht. Nach 20-minitiger Inkubationszeit wurde die
Farbstoffbildung mit 50 pl Stop Solution beendet. AnschlieBend erfolgte die
Quantifizierung der Farbstoffbildung durch Messung der Extinktion bei 450 nm

im Vergleich zur Extinktion bei 540 nm im Plattenfotometer.

2.2.4 Periphere Marker der NOS-Aktivitat und periphere Expression von
NOS1 und NOS3

2.2.4.1 Bestimmung von Nitrit und Nitrat im Serum von BPD — Patienten,
ADHS - Patienten und Kontrollen

Es wurde der NO, -Gehalt im Serum von Individuen mit ADHS (n = 14), BPD (n
= 37) und gesunden Kontrollen (n = 29) gemessen. Im Vorfeld dieser Arbeit
wurde Blutserum von den nichternen Teilnehmern der Studie durch
Zentrifugieren aus Vollblut gewonnen. Zur Vorbereitung der fotometrischen
Bestimmung des NO,-Gehalts im Serum wurden zunachst die Serumproteine

durch Filtration entfernt. 300 pl des Patientenserum wurden pro Vertiefung in
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eine 96 Vertiefung Platte die mit Ultracell — 10 am Boden ausgekleidet war
pipettiert. Diese Filterplatte wurde auf eine normale 96 well Platte gestellt und
sechs Stunden mit 3.000 rpm zentrifugiert. Diese Prozedur wurde mit weiteren
300 pl des Serums wiederholt und beide Filtrate wurden zusammengefihrt.

Das zusammengeflhrte Filtrat wurde bis zum Verbrauch bei -20 °C gelagert.

Die Extinktion der Standards und der Proben wurde jeweils in Triplikaten
gemessen. Fur die ersten vier Triplikate wurden 80 ul eines NOjz-Standards
verschiedener Konzentration (100, 50, 25 und O puMol/l) eingesetzt. Fir die
Proben wurde das Serum im Verhaltnis 1:1 mit dem im Kit mitgelieferten Puffer
gemischt und anschlieBend 80 pl dieser Losung in die betreffenden
Vertiefungen pipettiert. Zu den Standards und den Proben wurde jeweils 10 pl
der Nitratreduktase und des Kofaktors gegeben und der Ansatz inkubierte fur 2
Stunden bei Raumtemperatur. Durch Zugabe der Nitratreduktase wird das
Nitrat vollstandig in Nitrit umgesetzt. Danach wurden 50 pl des Griess Reagent
A pro Vertiefung einpipettiert. Nach der Inkubationszeit von 5 Minuten wurde
der Ansatz mit 50 ul Griess Reagent B vervollstandigt. Griess Reagent A
besteht aus Sulfanilamid welches Nitrit bindet, Uber eine Azo-Kupplung mit
dem Griess Reagent B entsteht der lber Fotometrie nachweisbare Azo-
Farbstoff. [187] Die Auswertung erfolgte im Plattenfotometer unter Messung
der Extinktion bei 540 nm. Die Extinktion der Standardproben wurde gegen
deren Konzentration angetragen und daraus eine Eichgerade ermittelt. Mit Hilfe
der Eichgerade konnte von der Extinktion der Proben auf die NOy-

Konzentration geschlossen werden.

2.2.4.2 Bestimmung der Genexpression von NOS-I und NOS-IlII in
Leukozyten

2.2.4.2.1 Reverse Transkription der Gesamt — RNA in Leukozytenlysat

Das Ausmal’ der Expression von NOS1 und NOS3 in Leukozyten wurde mit
der quantitativen Realtime — PCR (gRT - PCR) bestimmt. Dazu wurde im

Vorfeld Blut der Teilnehmer in PAX — Réhrchen abgenommen und die im Blut
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befindlichen Leukozyten wurden extrahiert und lysiert. Die gesamte mRNA die
sich im Lysat befand wurde dann in cDNA (komplementare DNA)

umgeschrieben.

Im iScript — Kit befinden sich dT Oligomere, die unspezifisch an 3 — Poly — A —
Enden von mRNA binden und als Startpunkt flr die reverse Transkription
dienen. Komplementare dNTPs werden von diesem Startpunkt durch die
Moloney — Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (MMLV) eingebaut,
sodass aus mMRNA revers — komplementare cDNA entsteht. Der

Reaktionsansatz war wie folgt

Tabelle 13 Reaktionsansatz der reversen Transkription mit iScript

RNA aus PAX Réhrchen Vs500ng
5x iScript Reaction Mix 4ul
Nuklease freies Wasser 15pl-Vsoong

iScript Reverse Transcriptase | 1pl

Vsoong Steht fiir dasjenige Volumen aus der RNA Extraktion, welches 500 ng

enthalt. Im Thermocycler durchlief jeder Ansatz folgendes Programm:

Tabelle 14 Reaktionsbedingungen der reversen Transkrtption mit iScript

25 °C 5 min
30 °C 42 min
85°C 5 min
4 °C Pause

Die Lagerung der Proben erfolgte bei — 20 °C.

2.2.4.2.2 Quantitative Realtime — PCR
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Die Quantifizierung der NOS1 — und NOS3 — Genexpression erfolgt Gber die
Quantifizierung der cDNA. cDNA dient als Template fir eine PCR mit
spezifischen Primern. Der SYBR® Green Fluoreszenzfarbstoff im
Reaktionsansatz interkaliert in die neu gebildete doppelstrangige DNA,
wodurch diese fluoresziert. Mit Hilfe des verwendeten Realtimecyclers kann die
Fluoreszenzstarke in jedem Zyklus ermittelt werden, mit steigender Zyklenzahl
und damit steigender Ampliconzahl steigt die Fluoreszenz. Wé&hrend der
Amplifikation steigt die Anzahl der PCR Produkte aufgrund der geringen
Templateanzahl zunachst nur maRig an, steigert sich dann aber exponentiell,
bis sie schlieBlich kaum noch ansteigt, da nach der Denaturierungsreaktion
auch im Verhaltnis zur Anzahl der korrespondierenden Strange wenige Primer
fur das Annealen zur Verfiigung stehen. Je mehr cDNA (und damit RNA) sich
im ReaktionsgefaR befindet, desto friiher findet der Ubergang von der ersten in
die exponentielle Phase statt. Der Ubergangszyklus bei der die Fluoreszenz
eine gewisse Schwelle (Threshold) ubersteigt, erhéalt die Bezeichnung
Threshold Cycle (CT).

Fur die Haushaltsgene und das Zielgen wurden auf einer jeweils eigenen 384 —

well — Platte folgende Substanzen pro Vertiefung zusammenpipettiert:

Tabelle 15 Reaktionsansatz fir die reverse Transkription

SYBR Green Mix 5ul
Primer Mix 1l
H20 3ul
cDNA 1l

Die Bestimmung der Fluoreszenz erfolgte jeweils in Triplikaten. Die Proben

durchliefen im CFX 384 C1000 Realtime — Thermocycler folgendes Programm:

Tabelle 16 Reaktionsbedingungen fur die reverse Transkription

44



95 °C Initiale Denaturierung 5 min

95 °C Zyklische Denaturierung | 10 s

60 °C Zyklisches Annealing und | 30 s 39 Zyklen

Polymerisation

95 °C Endannealing 10s

In  Schritten | Schmelzkurve In 5 s — Schritten
von 65 °C bis

95 °C

Reaktionsbedingungen fir die reverse Transkriptionsreaktion

Nicht nur die Genexpressionsstarke in der jeweiligen Zelle hat einen Einfluss
auf die Anzahl der mRNA—-Kopien des Zielgens im Reaktionsansatz, weitere
Faktoren sind Unterschiede in der Qualitat der RNA im Lysat und
unterschiedliche Gesamt—-RNA—-Mengen. Um diese Storvariablen bei der
Bestimmung der Genexpressionsstarke auszuschalten, wird nicht die
Gesamtmenge an NOS1 bzw. NOS3 cDNA im Leukozytenlysat bestimmt,
vielmehr wird die relative Expression des Zielgens im Vergeich zur Expression
sogenannter Haushaltsgene ermittelt. Haushaltsgene zeichnen sich durch eine
konstante Genexpression im zu untersuchenden Gewebe aus, sie sind also ein
Mafld fur die gesamte Genexpression in den untersuchten Leukozyten. Der
auch als Normalisierung bezeichnete Vergleich der RNA — Mengen wurde mit
Hilfe der Haushaltsgene GAPDH, ACTB, ALAS und 18S durchgefthrt, fir jedes
Haushaltsgen wurde also - analog zu den Zielgenen — eine weitere PCR
durchgefuhrt. Vor der Normalisierung mussten noch die Ct-Werte und die
PCR-Effizienz aus der im Cycler bestimmten Fluoreszenz mit Hilfe des
Programms LinReg bestimmt  werden. Die Berechnung des
Normalisierungsfaktors (NF) erfolgte mit dem Programm geNORM, ein
Programm, das auch die einzelnen Haushaltsgene auf ihre Verwendbarkeit

Uberpruft. Die relative Genexpression wurde dann mit Hilfe folgender Formel
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bestimmt:

E

_ ctx —ctmin
On(NOS3) = BT —

Qn steht dabei fur die relative Genexpression, E steht fur die durchschnittliche
Effizienz der PCR — Reaktion fir das entsprechende Gen, ctx ist der mittlere ct
Wert der Probe. ctmin steht fur den kleinsten threshold cycle des jeweiligen
Gens.

Fur die Schmelzkurvenerstellung wurde der Reaktionsansatz zunachst auf
65°C abgekihlt und dann in 5 Sekunden dauernden Schritten von 65°C auf
95°C erwarmt. Durch das Erwarmen sollte die Fluoreszenz Schritt fur Schritt
abnehmen, da mit steigender Temperatur DNA immer seltener doppelstrangig
vorliegt. Wenn keine weiteren doppelstrangigen DNA—-Molekile als die gRT—
PCR-Amplicons vorliegen (z. B. andere Amplicons als das erwinschte PCR—
Amplicon oder Primerdimere) hat diese Schmelzkurve nur ein Maximum. Auf

diese Weise wurde die Spezifitdt der gqRT-PCR uberpruft.

3 Ergebnisse

3.1 Methylierungsuntersuchungen im NOS1 Exon 1f Promoter
3.1.1 Ergebnisse der Klonierung in pCRII

Bei der Klonierung in pCRII waren nur wenige Klone mit dem richtigen Insert im
Plasmid auswertbar. Die Auswertung erfolgte mit dem BiQ-Analyzer. Dieses
Programm vergleicht die Sequenz des Bisulfit—Amplicons mit der C > T-
konvertierten Sequenz aus einer Gendatenbank. Der Anteil der methylierten
CpG-sites wird in Abbildung 2 und Abbildung 3 fiir die beiden untersuchten

Individuen angezeigt:
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Methylierung der NOS1 Exon 1f CGI
- s/s Genotyp

M nicht methyliert

B methyliert

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131 141 151
CpG - site

Abbildung 2 Methylierung der NOS1 Exon 1f CGI — s/s-Genotyp

Methylierung der NOS1 Exon 1f CGI
- I/ Genotyp

B nicht methyliert
B methyliert

10

Anzahl der CpG - sites

1

11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131 141 151
CpG - site

Abbildung 3 Methylierung der NOS1 Exon 1f CGI —l/I-Genotyp
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Auf der Abszisse ist die Nummer der betreffenden CpG-site angegeben,
ausgehend vom Negativstrang der DNA in 5'->3-Richtung. Anhand der
Ordinate kann die Anzahl der methylierten CpG — sites ermittelt werden. Der
Sequenzausschnitt der CGI mit den verzeichneten CpG — sites ist unten unter

Punkt 9, Nukleotidsequenzen angegeben.

3.1.2 Ergebnisse aus dem Bisulfit — PCR Sequenzierungsprotokoll

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Protokoll etabliert, das die
Methylierungsanalyse der NOS1 Exon 1f CGI ermdglicht. Fur eine Testperson
mit langem NOS1 Exon 1f VNTR konnten fir das Primerpaar 1 sechs Kolonien
mit eigenem einklonierten PCR—Produkt sequenziert werden. Die Methylierung
ist fur jede der vier untersuchten CpG - sites in einem Balkendiagramm
angegeben, wie sie durch das Programm BiQ — Analyzer ermittelt wurde. Die
amplifizierten Sequenzen, sowie deren Positionen kénnen dem Anhang

entnommen werden.

) 21 bp 10 bp - 3 bp 157 bp 32 bp
Methylierungsgrad

CpG-site 1 2 3 4
unmethyliert 20 10 0.0 3.0
methyliert 1.0 2.0 3.0 0.0
nicht auswertbar 0 0] 0 0

Abbildung 4 Methylierung der CpG-sites in Amplicon 1 bei homozygot langem NOS1 Exon 1f VNTR (Blau
unmethylierte CpG-sites, gelb methylierte CpG-sites)

3.1.3 Ergebnisse der Pyrosequenzierung

DNA wurde aus Leukozyten im Vorfeld dieser Arbeit extrahiert. Die
untersuchten  Teilnehmer (n=54) hatten keine psychiatrische

Vorerkrankung. Die Methylierung der einzelnen CpG - sites wurde in
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Abhangigkeit der VNTR-Lange bestimmt. Die Stichprobe bestand aus
29 Teilnehmern mit homozygot langem NOS1 Exon 1f VNTR sowie 25
Teilnehmern homozygot kurzem NOS1 Exon 1f VNTR. Die der DNA der
Teilneher wurde bisulfitiert und anschlie@Bend wurden zwei kleinere
Sequenzabschnitte mit Hilfe eines Pyrosequenzierers sequenziert. Die
jeweiligen Methylierungen kdnnen den Tabellen entnommen werden. Bei
vier der untersuchten CpG-Sites war die Anteile der Methylierungen
nicht normalverteilt, hier wurde ein Mann—-Whitney—U-Test zur Detektion
signifikanter Methylierungsunterschiede verwendet, bei den anderen,
normalverteilten Methylierungsanteilen wurde jeweils ein Student t —

Test verwendet.

Tabelle 17 prozentualer Methylierungsgrad der CpG-sites in Amplicon A

CpG-site 1 2 3
I/l Genotyp £ SD 39,0 £ 6,96 42,7+ 7,35 15,8 + 3,69
39,0+541 43,7 + 8,12 15,8 + 3,67

s/s Genotyp = SD

49




60,0
50,0
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Methylierung
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Methylierung der CpG - sites in Pyro A

2 3
CpG- site

Abbildung 5 Methylierung der CpG-sites in Pyro A

Tabelle 18 Methylierungsgrad in Prozent der CpG-sites in Primer B

CpG 1 2 3 4 5
Methylierungin % + | 13,0+ 54+ 8,6 = 7,2 % 8,8 %
SD 2,31 2,32 1,45 1,64 2,39
Methylierung in % bei | 13,5 + 53% 8,2+ 6,5+ 7,6 =

2,53 2,79 2,63 1,43 2,55
s/s Genotyp = SD
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Methylierung der CpG - sites in Pyro B

18,0

16,0

14,0

12,0

Methylierung 10,0

in%+SD 80
6,0
4,0
2,0
0,0
1 2 3 4 5
CpG-site

Abbildung 6 Methylierung der CpG-sites in Pyro A

Fur keine der mit der Pyrosequenzierung untersuchten CpG-Sites ergaben
sich signifikante Unterschiede in der Methylierung in Abhéngigkeit zum VNTR—
Genotyp. (p > 0,2 fur alle CpG-Sites nach Bonferroni—Korrektur)

3.2 Untersuchung der DNA Sekundarstruktur im NOS1 Exon 1f Promotor

3.2.1 Ergebnisse der ELISA gegen Z — DNA

Unabhangig von der verwendeten Coating—Methode war die hdchste Extinktion

der ELISA gegen Z-DNA beim Kontrollvektor ohne Insert zu beobachten.

Bei Verwendung der DNA—Coating—Solution war die zweithochste Extinktion
mit dem Plasmid mit dem langsten Repeat (29 CA-Repeats) zu beobachten.
Die Unterschiede zwischen den anderen Vektoren (19 und 24 CA-Repeats)

waren nicht signifikant.

Bei Verwendung der Protaminsulfatiosung war die zweith6chsten Extinktion
beim Plasmid mit 24 CA-Repeats zu beobachten, es folgen die Plasmide mit
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der hochsten (29 CA-Repeats) und geringsten (19 CA-Repeats) Repeat-Lange.
Auf eine statistische Auswertung wurde wegen der Erhdhung der Extinktionen
der Plasmide mit den verschiedenen Repeatanzahlen gegenuber der

Negativkontrolle verzichtet.

Tabelle 19 Extinktion der ELISA gegen Z-DNA

Coating — Substanz DNA Coating solution | Protaminsulfat
Vektor
pGL3 basic-Vektor (ohne Insert) | 1,27 0,41
19 CA-Repeats 0,51 0,09
24 CA-Repeats 0,48 0,13
29 CA-Repeats 0,61 0,12

3.2.2 Dot - Blot
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Repeatanzahl/ 29 29 24 19 0 29
Plasmidmenge [ng]

0

25
7 ( &
® 000

ohne 1. ohne 2.
Antikérper Antikorper

Abbildung 7 Nitrocellulos-Membran des Dot—Blots bei Auswertung mit dem ChemiDoc

Obige Aufnahme der Nitrocellulosemembran wurde als Grundlage fur die
Quantitative Bestimmung der Farbung mit dem Programm ImageJ verwendet.
Nach Einstellen einer einheitlichen Hintergrundfarbe wurden die kreisformigen
,Dots“ mit Hilfe des Programms ImageJ auf obigem Bild eingezeichnet. Sowohl
die Flache (Area) als auch die mittlere Farbung (Mean) wurden daraufhin vom
Programm ermittelt. Das Produkt aus diesen Faktoren ist die Integrated
Density, die ein Mal3 fur die Bindung des Antikérpers ist.

Tabelle 20 Quantitative Auswertung des Dot-Blots mit ImageJ

Anzahl der GT - | Massepna [ng] Area Mean Integrated
Wiederholungen im Density
Plasmid

29 25 0,094 |11984,025 | 1132,349
29 75 0,094 | 20857,724 | 1969,515
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29 150 0.094 | 27258,859 | 2562,120
24 25 0.103 12098,772 | 1248,209
24 75 0.087 19165,286 | 1658,797
24 150 0.084 27164,070 | 2277,006
19 25 0.074 | 12810,452 | 953,894

19 75 0.103 27640,522 | 2849,909
19 150 0.090 33007,811 | 2979,687
0 (Plasmid ohne Insert) 25 0.084 |11083,012 | 926,276

0 (Plasmid ohne Insert) 75 0.095 |20918,567 | 1981,745
0 (Plasmid ohne Insert) 150 0.110 | 25714,923 | 2831,527

Es zeigte sich, dass die starkste Bindung des Antikdrpers gegen Z—DNA auf
den Dots erfolgte, auf denen das Plasmid mit der geringsten
Wiederholungsanzahl des NOS1 Exon 1f VNTR war. Es folgen die Dots mit
dem pGL3 - Vektor ohne Insert und die Plasmide mit der langsten bzw.
mittleren Wiederholungsanzahl im VNTR, wobei zwischen letztgenannten nur
ein geringer Unterschied bestand. Auf eine statistische Auswertung wurde
wegen der niedrigeren Extinktionen der Plasmide mit den verschiedenen

Repeatanzahlen gegentber der Negativkontrolle verzichtet.

3.3 Bestimmung peripherer Marker von NOS1/NOS-I und NOS3/NOS-III bei
Bipolar—affektiv erkrankten Patienten, ADHS-Patienten und Kontrollen

3.3.1 Bestimmung des NOy -Spiegels

--. Es zeigte sich eine signifikante Abweichung zwischen den BPD-Patienten,
den ADHS-Patienten und den Kontrollen (p=0,00226). In einer Post — hoc —
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Analyse wurden die Unterschiede zwischen diesen drei Gruppen untersucht,

hierbei zeigte sich in einem zweiseitigem Student’s t-Test nach Bonferroni—

Korrektur eine signifikante Erhohung des NO, Spiegels der BPD-Gruppe

gegenuber der Kontrollgruppe (p=0,006), die Erh6hung gegeniber der Gruppe

mit ADHS war nicht signifikant (p=0,11). Zwischen der Kontrollgruppe und der

Gruppe mit ADHS gab es keine signifikanten Unterschiede (nach Korrektur

p=1,00).

140
120
100
NO, - Spiegel 80

in umol/I £
SEM 60

40

20

NO, - Spiegel bei ADHS, BPD und Kontrollen

*

**

ADHS

BPD

Kontrollen

Abbildung 8 NOXx'-Spiegel bei BPD, ADHS und Kontrollpersonen
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NO, - Spiegel in verschiedenen Phasen der
Bipolaren affektiven Stérung

180

160

140

120
NO, - Spiegel |, .
in umol/l +
SEM

60 -

40 -

20 +

BPD (depressiv) BPD (euthym/gemischt) BPD

Phase der bipolar-affektiven Storung

(hypomanisch/manisch)

Abbildung 9 NOy-Spiegel im Serum in verschiedenen Phasen der BPD

AnschlieBen wurde die BPD Gruppe weiter differenziert nach der
Episodenpolaritat zum Blutabnahmezeitpunkt. Hierbei zeigten sich hohere NOy
Spiegels bei Patienten, die sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme in einer
hypomanen oder manischen Phase befunden haben. Euthyme Patienten
hatten wiederum einen tendenziell hoheren NO,-Spiegel als depressive
Patienten. Die Unterschiede zwischen den drei Gruppen waren in einer one —
way — ANOVA jedoch nicht signifikant (p = 0,30).

Tabelle 21 NOx--Spiegel im Blutserum und NOS3 Expression in
Leukozyten von Kontrollen ADHS-Patienten und BPD-Patienten

Gruppe [NOc] in puMol/l + SEM | Q NOS3 + SEM
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Kontrollen

68,01 + 9,98

0,428 + 0,0804

ADHS — Patienten

73,83 + 8,19

0,380 + 0,0719

BPD — Patienten

111,23 +12,83

0,394 + 0,0359

depressiv

101,34 +£ 10,86

0,448 + 0,0450

euthym /gemischt

121,67 £12,57

0,340 =+ 0,1150

hypomanisch/manisch

143,73 £ 22,13

0,240 £ 0,0771

3.3.2 Bestimmung der Expression von NOS3 und NOS1 in Leukozyten

Zwischen den drei Gruppen ADHS, BPD und den Kontrollen konnten keine

signifikanten Unterschiede hinsichtlich der NOS3 — Expression festgestellt

werden (p = 0,859). Es zeigte sich ein Trend einer NOS3 — Uberexpression bei

Kontrollen gegentber der ADHS-und der BPD-Gruppe. Bei Patienten in der
depressiven Phase war die NOS3-Expression am hochsten, gefolgt von der
gemischt/euthymen Gruppe und dann der Gruppe mit den (hypo)manischen
manischen Patienten. Die Unterschiede zwischen den Subgruppen der BPD

waren jedoch nicht signifikant (p = 0,15).
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Die NOS3 Expression in ADHS, BPD und

Kontrollen
0,6

0,5 T

0,4

QNOS3 . |
+SEM

0,2 -

0,1 -

0,0 -
ADHS BPD Kontrollen

Abbildung 10 Vergleich der NOS3 Expression bei Patienten mit ADHS und BPD sowie einer
Kontrollgruppe
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Die NOS3 Expression in verschiedenen Phasen
der BPD
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QNOs3 |
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depressiv hypomanisch/  euthym/gemischt
manisch

Abbildung 11 NOS3 Expression in verschiedenen Phasen der BPD

Das Expressionsniveau von NOS3 war allgemein sehr viel niedriger als das der

Haushaltsgene.

NOS1 mRNA konnte in Leukozyten nicht nachgewiesen werden.

4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen des NOS1 Exonlf VNTR
auf DNA-, RNA- und Enzymproduktebene untersucht. Es wurden Unterschiede
der Methylierung in der NOS1 Exonlf CGI in Abhangigkeit zum NOS1 Exonlf
VNTR untersucht, daneben wurde untersucht, ob der NOS1 Exonlf-VNTR Z-
DNA ausbildet. AbschlieRend wurde untersucht, ob sich Patienten, die unter
einer bipolar-affektive Erkrankung leiden, hinsichtlich der Expression von NOS1

und NOS3 sowie ihres Nitrits und Nitratgehaltes von Kontrollen unterscheiden.
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4.1 Methylierungsanalyse

Die CGI im Bereich des NOS1 Exon 1f VNTR ist im Vergleich zu anderen CGl
in anderen Genen mit etwa 2200 bp sehr gro3. Es wurde beschrieben, dass
lange CGIs besonders in Promotorbereichen von Genen mit mehreren
Transkriptionsstartpunkten und gewebsspezifischer Expression dieser
Transkripte vorkommen. Die CGls sollen in diesen Genen die Aktivierung der
einzelnen Transkriptionsstartpunkte regulieren. [188] Generell fuhrt die
Zunahme der Methylierung in einer CGI zu einer Repression der Expression,
[189] es gibt jedoch einige Ausnahmen. [190]

In dieser Arbeit sollte ein Protokoll etabliert werden, mit dessen Hilfe die
Untersuchung eines grof3en Sequenzbereiches moglich ist. Theoretisch kann
der Bereich, der mit einer Sequenzierung analysierbar ist, bis zur maximalen
Ampliconlange der PCR ausgeweitet werden. Dadurch wird die Methylierung
jedoch Uberschéatzt, da durch das Bisulfitieren v. a. die unmethylierten DNA-
Molekile geschéadigt werden und deswegen fir eine Amplifikation nicht zur
Verfigung stehen. Im Rahmen der Etablierung des Protokolls zeigte sich auch,
dass fur die Ligation hohe Anforderungen an die Reinheit des Amplicons
gestellt werden. Nur nach Aufreinigung und unter Verwendung eines flr
Verschmutzungen weniger anfalligen Ligierungskits konnten einige Amplicons

erfolgreich einkloniert werden.

Mittels der Methode der Pyrosequenzierung konnten in keiner der acht
untersuchten  CpG-sites  signifikante ~ Methylierungsunterschiede  in
Abhangigkeit der VNTR-Lange festgestellt werden. Die Ergebnisse einer
Pyrosequenzierung lassen im Allgemeinen keine Riuckschlisse auf die
Funktionalitat der gesamten NOS1 Exon 1f CGI zu, da mit der
Pyrosequnzierung nur sehr wenige CpG-sites untersucht werden kénnen.Im
Allgemeinen ist die Pyrosequenzierung z. B. im Vergleich zum Sequenom —
Epityper®-System und dem Bisulfit—-PCR Sequenzierungs-Protokoll die
einfachere und schnellere Methode, um die Methylierung von CpG-sites zu

ermitteln. Eine genaue Beschreibung und eine Diskussion von Vor- und
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Nachteilen findet sich in der Ubersichtsliteratur. [191, 192] Mit dem Sequenom-—
System wird die Methylierung von CpG - sites mit Hilfe eines
Massenspektrometers ermittelt. Zunéchst wird wie beim Bisulfit-PCR
Sequenzierungs-Protokoll die zu untersuchende DNA bisulfitiert und die Region
von Interesse mittels PCR vervielfaltigt. AnschlieRend werden die Amplicons in
RNA transkribiert und mit einer Nukleotid—abhangigen RNase geschnitten. Die
Masse der entstandenen Bruchsticke ist davon abhangig, ob die dort
enthaltenen CpG - sites vor der Bisulfitierung methyliert waren. Durch die
Transkription entsteht aus methyliertem Cytosin  Guanin und aus
unmethyliertem Cytosin Adenin, so dass die RNA Bruchsticke vorher
methylierter DNA 16 Da schwerer sind als die RNA Bruchstiucke zuvor
methylierter DNA. Im Massenspektrometer kann das Mengenverhaltnis der
beiden unterschiedlich schweren RNA — Bruchstiicke ermittelt werden, woraus
sich dann Aussagen Uber die Methylierung der CpG-site innerhalb dieser
Sequenz ableiten lassen. [193] Bei der NOS1 Exon 1f CGI konnte diese
Methode nicht angewandt werden, da sich durch die vielen Insertions— und
Deletionspolymorphismen die Massen der RNA-Bruchsticke bei gleicher
Methylierung von vornherein unterscheiden. Dadurch wird die Berechnung der
Methylierung aus den Massen der RNA — Bruchstlicke zu komplex.

Hinsichtlich der Untersuchung des Einflusses verschiedener SNPs auf das
Methylierungsmuster konnte gezeigt werden, dass insbesondere die cis—
lokalisierten SNPs das Methylierungsmuster andern. Um diejenigen SNPs zu
detektieren, die das Methylierungsmuster beeinflussen, wird nach sogenannter
allelspezifischer Methylierung gesucht. Dabei wird im Genom der Teilnehmer
nach SNPs gesucht, fur die diese heterozygot sind, anschlieiend wird die
Methylierung der CpG-sites auf beiden DNA-Strédngen bestimmit, die sich in der
Néahe des SNPs befinden und miteinander verglichen. Die Angaben Uber den
Anteil von differenziell methylierten CpG-sites in der Nahe von heterozygoten
SNPs reicht von 0,16% bis 10 %. [194-197]

Die NOS1 Exon 1f CGI wurde bisher noch nicht auf ihre Methylierung

untersucht, jedoch gibt es Befunde zur Methylierung in CpG-sites im Exon 2
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von NOS1. Diese CpG-sites liegen in einer Konsensussequenz des
steroidogenic factor 1. Breton et al. fanden keinen Zusammenhang zwischen
der Methylierung in dieser CpG-site und dem Anteil von NO an der
Ausatemluft. [198]

Gegenstand unserer Studie war Leukozyten—DNA, Uber deren Untersuchung
wir Ruckschlisse auf den Methylierungsstatus im Gehirn zu ziehen versuchten.
Ob das Methylierungsmuster im peripheren Gewebe dem Methylierungsmuster
im Gehirn entspricht, wurde von Bustos et al. untersucht, diese fanden
Unterschiede zwischen dem Methylierungsmuster im Gehirn und dem in der
Milz, wahrend es nur geringe interindividuelle Unterschiede bei Betrachtung
des gleichen Gewebes gab. [199] Auch zwischen den einzelnen Hirnregionen
wurden in mehreren  Untersuchungen starke  Unterschiede im
Methylierungsmuster gefunden. [200-202] In einer neueren Studie von Davies
et al. konnten diese Unterschiede bestétigt werden, die Unterschiede zwischen
den Teilnehmern war deutlich kleiner als die zwischen den einzelnen Geweben
von Teilnehmern. Jedoch zeigte sich dass die Unterschiede in der Methylierung
von peripherem Gewebe und von neuronalen Gewebe haufig korreliert sind.
Das heisst interindividuelle Unterschiede in der Methylierung peripheren
Gewebes gehen mit Unterschieden in der Methylierung von neuronalem
Gewebes einher. [203] Bei der Betrachtung der Methylierungsmuster eineiiger
Zwillinge, die Uber dasselbe Genom verfigen und deren Methylierungsmuster
deswegen keine durch Polymorphismen vermittelten Unterschiede aufweisen,
zeigen sich schon im Kindesalter starke Unterschiede im Methylierungsmuster,
die sich mit zunehmendem Alter noch weiter verstarken. [204, 205] Auch in
fertig differenzierten Neuronen wird das Methylierungsmuster noch stark
verandert. [206]

Trotz dieser Zweifel an der Validitdit wird bei der Untersuchung des
Methylierungsmusters beim Menschen hauptsachlich peripheres Gewebe
untersucht, da humanes Hirngewebe kaum zur Verfiigung steht. Bei Patienten,

die an BPD leiden, wurde z. B. in Leukozyten—-DNA eine signifikante
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Steigerung der Methylierung der CGI im Promotorbereich des 5HTRia
gefunden. [207]

Neben NOS1 besitzt auch BDNF alternative erste Exons, die teilweise in einer
CGl liegen. Die starke Homologie des Gens ermdglicht bei BDNF im
Gegensatz zu NOS1 die Untersuchung des Methylierungsmusters am
Tiermodell. Im Gehirn der Maus und der Ratte fuhrt die Hypermethylierung der
bdnf — CGI zur Transkriptionsrepression. [208, 209] Diese Befunde kénnen
zumindest zum Teil auch auf den Menschen Ubertragen werden, so fand sich
bei Suizidenten eine verstarkte Methylierung im BDNF Exon IV Promoter mit
nachfolgender Transkriptionsrepression bei Untersuchung des Wernicke-
Areals. [210] Bei depressiven Patienten ist die BDNF — Expression vermindert.
Durch Gabe von Antidepressiva bzw. durch eine Behandlung mittels
Elektrokrampftherapie konnte im Maus-Depressionsmodell die BDNF —

Expression wieder auf normale Werte angehoben werden. [211]

Fuchikama et al. haben mit einem im Vergleich zu unserer Studie ahnlichem
Design die Methylierung in der BDNF Exon IV CGI und der BDNF Exon | CGI
in der Leukozyten — DNA von depressiven Patienten und Kontrollen untersucht.
[212] Sie verwendeten dabei das Sequenom Epityper®-System. Dabei stellten
sie fest, dass die CGI um das Exon IV bei den depressiven Studienteilnehmern
hypomethyliert ist. Die Autoren schlagen nun vor, die Methylierung als
Biomarker fur die Depression zu verwenden, dabei ist jedoch anzumerken,
dass - wie oben bereits erwahnt - die Hypermethylierung im Gehirn mit
nachfolgender Transkriptionsrepression charakteristisch fur die Depression ist.
Es erscheint wahrscheinlicher, dass die Hypomethylierung in den Leukozyten
eine Folge der Medikation ist oder ein Kompensationsmechanismus nach der
Transkriptionsrepression im Gehirn ist. [213] Die Amplicons der Bisulfit—-PCR
waren Uber 400 Basenpaare lang, hier besteht wie bereits erwahnt das Risiko,

den Anteil methylierter DNA zu Uberschatzen.
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Aufgrund der vorliegenden Untersuchung konnte kein Beitrag zur Beleuchtung
der Gen-Umwelt-Interaktion im NOS1 Exonlf VNTR geleistet werden. Die
Etablierung eines stabilen Protokolls, mit dem die Sequenzierung nach
Einklonieren méglich ware, war im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich. Eine
differenzielle Methylierung zweier zuféllig ausgewahlten, sehr kleiner
Sequenzen der NOS1 Exon 1f CGI in einer kleinen Stichprobe konnte nicht
nachgewiesen werden. Die Hypothese bezuglich der Gen-Umwelt-Interaktion
konnte also im Rahmen dieser Arbeit nicht Gberpruft werden. Aufgrund der
kleinen Stichprobe und des kleinen untersuchten Bereichs sollte von den
Ergebnissen der Pyrosequenzierung nicht auf eine gleiche Methylierung bei
verschiedenen VNTR-Langen geschlossen werden.

4.2 Sekundarstruktur des NOS1 Exon 1f VNTR

Rife et al. schlugen einen molekularen Mechanismus der gesteigerten NOS1-
Expression im Luciferase-Assay vor. Demnach sorgt die starkere Ausbildung
von Z-DNA bei langem NOS1 Exon 1f VNTR fur die differentielle Gen-
Expression.-. Die Unterschiede in der Genexpression wiederum wurden die
phanotypischen Unterschiede bei Menschen mit unterschiedlichem VNTR-
Genotyp erklaren. [65] Allgemein sind in — vitro — Assays weniger geeignet, die
Auswirkung von auf die Genexpression modulatorischen Polymorphismen zu
ermittein. [214]

Mit Hilfe des Programms Z-Hunt kann eine Vorhersage getroffen werden, ob
eine bestimmte DNA — Sequenz eine Z—Konfomation ausbildet. [184] Die von
uns verwendeten Plasmide haben zwei putative Z-DNA bildende Sequenzen.
Eine dieser Sequenzen ist die einklonierte Region um den NOS1 Exon 1f
VNTR, die andere befindet sich auf dem pGL3-Vektor. Fir diese Stelle wurde
eine deutlich geringere Wahrscheinlichkeit fir die Bildung von Z-DNA ermittelt.
Je langer der NOS1 Exon 1f VNTR, desto mehr Z-DNA sollte sich nach
Vorhersage von Z-Hunt bilden. Um die Ausbildung der Z-Konfomation in
Plasmiden messen zu konnen, wurde ein ahnliches Protokoll wie das von

Thomas et al. verwendet. [182, 181] Mit Hilfe dieses Protokolls kann der
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Nachweis der Z-DNA-Bildung auf einer 96 well Mikrotiterplatte durch einen
ELISA erfolgen. Es konnte durch die Autoren gezeigt werden, dass die Bindung
des verwendeten Anti-Z-DNA-Antikorper spezifisch an Z-DNA erfolgt. Auch
eine zirkulare Ringstruktur wie ein Plasmid &ndert nichts an der Ausbildung von
Z-DNA in einem Insert. Im Gegensatz zur Theorie von Rife et al. jedoch war
die Extinktion im Plasmid ohne Insert, die als Negativkontrolle verwendet
wurde, am gro3ten. Auch durch Verandern des DNA-Fixierungsmittels, durch
verschiedene Verhaltnisse aus Primér- und Sekundar-Antikdrper und durch
Linearisieren des Plasmids konnte keine Veranderung erzielt werden. Dartber
hinaus zeigte sich im Dot-Blot eine abweichende Reihenfolge der
Extinktionswerte fur die einzelnen Plasmide zu der in der ELISA ermittelten. In
den hier beschriebenen Experimenten konnte also zusammenfassend kein
Nachweis erbracht werden, dass als Funktion der NOS1 Exon 1f VNTR
Repeatlangen linkshandige DNA ausgebildet wird. Aufgrund der fehlenden
Retest-Reliabilitat und Validitdt der Ergebnisse wurde auf eine statistische

Auswertung verzichtet.

Bei der Planung der weiteren Experimente sollte darauf geachtet werden, dass
zunéchst getestet wird, ob der verwendete Primarantikorper tatsachlich Z —
DNA bindet. Daruber hinaus sollte an anderen Nukleotidketten mit definierter Z-
DNA-Bildung eine Validierung der Menge der Antikdrperbindung an
linkshandige DNA stattfinden.

4.3 Bestimmung peripherer Marker des NOS1/NOS-I — und des NOS3/NOS-
lIl — Systems bei der Bipolar affektiven Stérung

Da NO wegen seiner kurzen Halbwertszeit nur schwer bestimmt werden kann,
werden zur Untersuchung der Gesamtaktivitdt der NOS im menschlichen
Korper die metastabilen Metaboliten NO, und NOj  bestimmt. Vorbefunde
legen nahe, dass diese Metaboliten (NOy) im Blutserum von BPD-Patienten
erhoht sind. So wurde in einer Metaanalyse von sieben Studien mit allerdings
nur 225 Patienten (mit 132 manischen, 32 depressiven und 49 euthymen
Patienten) und 175 Kontrollen durch Andreazza et al. eine signifikante (p =
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0,02) Erhohung des NO,-Gehalts festgestellt. [145] Die hier betrachteten
Studien [215-220] stammen aus dem Umfeld eines Zentrums (der Universitat
von Gaziantep), eine Uberlappung der untersuchten Stichproben kann aus den
Angaben zur Stichprobe in den Verdéffentlichung nicht ausgeschlossen werden.
Bei Betrachtung der Methodik fallt aul3erdem auf, dass in finf der Studien nicht
angegeben wird ob und gegebenenfalls wie die Proben vor der NO-—
Bestimmung de-proteiniert wurden. Blutserum weist aufgrund der
Serumproteine eine spezifische Gelbfarbung auf, die die fotometrische
Bestimmung des Farbstoffgehaltes beeinflussen kann. In der Beschreibung der
NO,-Bestimmung der beiden anderen Veroffentlichungen wird auf eine
Publikation von Cortas und Wakid verwiesen, diese haben vor der Messung
eine De-proteinierung mit Somogyi Reagenz vorgenommen. [221] Ob dies in
den o. g. Studien der Fall war, lasst sich aus den betrachteten Publikationen
nicht ableiten. In der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie wurden Proteine
und andere makromolekulare Substanzen mit einem Molekulargewicht von

mehr als 10 000 Dalton abfiltriert, sodass das Eluat farblos war.

Fur die Erstellung der Eichgeraden, aus der man aus der Extinktion der
Reaktionslosung die NO, -Konzentration bestimmt, wurden in den zuvor
durchgefuihrten Studien wassrige Nitritlbsungen verwendet. Bei nichternen
Patienten befinden sich die Plasmakonzentrationen von Nitrit zwischen 50 bis
300 nMol/l, also fast zwei GroRenordnungen unterhalb der Nitratkonzentration,
die mit 20 — 40 pMol/l im Blutplasma angegeben wird. [117, 222-225] Durch
das Verwenden des Nitritstandards konnen also nur dann Absolutwerte
ermittelt werden, wenn die Reduktion von Nitrat zu Nitrit vollstandig abgelaufen
ist. In den vorher durchgefiihrten Studien wurde nicht getestet, wie effizient die
dort durchgefihrte Reduktion durch mit Kupfer iberzogenen Cadmiumgranula
ist, auch eine Reduktion Uber das Nitrit hinaus z. B. zu NO oder N ist

vorstellbar, da das eingesetzte Reduktionsmittel sehr unspezifisch ist. [226]

Die in der vorliegenden Arbeit verfolgte Methode des NO-Nachweises wurde
in einer Studie von Marzinzig et al. validiert. [226] Uber unsere Versuche zur

NO, -Bestimmung ist jedoch kritisch anzumerken, dass die NO, -Konzentration
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im Serum von Kontrollpersonen bei 68,01 puMol/l und damit aulRerhalb der
Spanne die in der Literatur angegeben wird. [227] Diese Anreicherung konnte
Folge einer allgemeinen Anreicherung kleinerer lonen im Filtrat aufgrund der
Donnan — Verteilung sein. Serumproteine verbleiben wegen ihrer Grolde
oberhalb des Filters. Durch den kolloidosmotischen Druck der Serumproteine
verbleibt auch etwa die Haélfte des Serums oberhalb des Filters. Durch die
Anreicherung von negativ geladenen Makromolekilen oberhalb der Membran
entsteht dort ein negativer Ladungsuberschuss, der negativ geladene Anionen

wie NOy'lonen ins Filtrat zwingt, sodass diese dort angereichert werden.

Die gemessenen NO,-Spiegel sind also sowohl von der Menge an
Serumproteinen und deren Ladung, also auch vom pH — Wert im Blut zur Zeit
der Filtration abhangig. Ausserdem ist die an einer Probe wirkende
Zentrifugalkraft abhangig von der Position auf der 96-Well Platte. Bei Proben
die in eine aussere Platte pipettiert wurden, erhielt man allgemein weniger
Filtrat, da hier die Entfernung zum Mittelpunkt geringer weniger war. Sodass
insgesamt davon ausgegangen werden kann, dass die absoluten NO, -
Konzentrationén sowie die Unterschiede der NO,— Konzentrationen zwischen
den Proben stark verandert wurde. Trotz der bereits angefiihrten methodischen
Unwagbarkeiten der Vorbefunde und insbesondere auch in unserer Studie
konnte die Erh6hung der NO, -Konzentration in dieser Arbeit repliziert werden.
Im Gegensatz zu den vorherigen Studien wurden hier erstmals BPD—Patienten
in allen Phasen der Erkrankung eingeschlossen und miteinander verglichen.
Wegen der relativ kleinen Stichprobe konnten die Unterschiede der NOy-—

Konzentration nicht signifikant werden.

Insgesamt bleibt jedoch zu beachten, dass zur Zeit wenig Uber die genaue
Bedeutung der in verschiedenen Experimenten gemessenen Erhdhung der
NO,-Spiegel in verschiedenen psychiatrischen (Schizophrenie, Bipolar
affektive  Stoérung) und  nicht—psychiatrischen  Krankheiten  (Sepsis,
Gastroenteritis) [228], aber auch nach korperlicher Belastung [229-231]
bekannt ist. Die Vermutung dass der erhdohte NO,-Spiegel nun durch eine

gesteigerte Katalyse von NOS-I oder durch eine gesteigerte NOS1 -
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Expression zustande kommt, bleibt vage, da dies auch aufgrund der Aktivitat
der anderen NOS (NOS-II oder NOS-Ill) zustande kommen konnte. Daneben
besteht die Moglichkeit der NOS—unabhé&ngigen NO—-Produktion. [117]

Bei der Bestimmung der Genexpression von NOS3 mittels gRT-PCR zeigte
sich allgemein ein sehr niedriges Expressionsniveau dieses Gens in den
Experimentalgruppen und der Kontrollgruppe. Es waren im Durchschnitt 29,5
Zyklen notig um die Fluoreszenzschwelle zu Uberschreiten. gqRT-PCR mit
NOS1 als Zielgen zeigte keine Expression dieses Gens im Leukozytenlysat.
Im Gegensatz zu unseren Untersuchungen konnte in einer Untersuchung von
Wallerath et al. eine Expression von NOS1 jedoch nicht von NOS3 in
neutrophilen Granulozyten gefunden werden. [232] Zusammenfassend kénnen
die Vorbefunde, die in methodisch saubereren und besser geplanten Studien
erhoben wurden hinsichtlich des NO, - Spiegels weder bestétigt noch

abgelehnt werden.

5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, auf welchem molekularem Weg
die NOS1 Exon 1f VNTR - Lange eine Verhaltensmodifikation sowie die
Auftrittswahrscheinlichkeit psychischer Krankheiten moderiert, zum einen
direkt, zum anderen Uber Gen — Umwelt — Interaktionen. Zur weiteren
Untersuchung der Gen — Umwelt — Interaktion wurde die Methylierung von CpG
— Abfolgen einer genaueren Betrachtung unterzogen. Mit Hilfe des Bisulfit-
PCR-Protokolls konnten keine gesicherten Aussagen zur HoOhe der
Methylierung in einzelnen CpG - sites getroffen werden. Mit Hilfe der ebenfalls
angewandten Pyrosequenzierung konnten keine Unterschiede in der
Methylierung in einem Kkleinen Sequenzbereich der beiden untersuchten
Bereiche der NOS1 Exon 1f CGI gefunden werden. Als néachstes sollte also die
NOS1 Exon 1f CGI mit einem verbesserten Bisulfit-PCR Sequenzierprotokoll
analysiert werden, um dann Regionen mit in Abhangigkeit zum VNTR
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stehenden differenziellen Methylierung mit der Pyrosequenzierung genauer zu

untersuchen.

Die von Rife et al. aufgestellte These, dass die molekulare Ursache der
unterschiedlichen NOS1 Exon 1f Expression in der unterschiedlichen Bildung
von Z — DNA im NOS1 Exon 1f VNTR liegt, konnte weder bestatigt noch
wiederlegt werden. Mit Hilfe der von Thomas et al. entwickelten Methode der
Z-DNA-Detektion konnte nicht zwischen Z-DNA wund anderen DNA-
Sekundarstrukturen unterschieden werden. Mit der Uberprifung mit einer
Positivkontrolle kénnte die Validitat der Methode und die Qualitdt des Z—DNA
bindenden Antikorpers getestet werden.

Vorherige Befunde die auf eine Erhohung der NO3'- und NO,-Konzentrationen
bei Patienten mit Bipolar-affektiver Stérung hindeuten konnten in einer
Stichprobe von 55 Personen repliziert werden. Die NO,-Konzentrationen
waren bei Patienten in der manischen oder hypomanischen Phase am grof3ten,
gefolgt von euthymen Patienten bzw. solchen in einem Mischzustand und
depressiven Patienten, ohne dass diese Unterschiede signifikant waren. In
dieser Arbeit wurde die NOy-Bestimmungsmethode durch Entfernen von
Serumproteinen und durch Verwenden eines Nitratstandards verandert, dies
fuhrt jedoch zu starken methodischen Ungenauigkeiten. NOS1 mRNA konnte
im untersuchten Leukozytenlysat nicht detektiert werden. Die Unterschiede in
der NOS3 Expression in Leukozyten waren nicht signifikant unterschiedlich

zwischen den drei Gruppen.

Durch die Replikation der erhohten NO, -Konzentrationen im Serum von BPD —
Patienten wird die Bedeutung des NO-Systems flr psychische Erkrankungen
nochmals unterstrichen. Auch wenn unsere Studie im Vergleich zu den schon
mit methodischen Unabwagbarkeiten behafteten Vorstudien, weitere
methodische Schwéchen aufweist. Die Konzentrationserhdhung kann nicht
durch eine gesteigerte Expression der verschiedenen NO-Synthasen in

Leukozyten erklart werden, was daflr sprechen konnte, dass die erhéhte NO—
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Produktion bei bipolar affektiven Patienten den NO-Metabolismus im Gehirn

widerspiegelt.
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8 Abkurzungsverzeichnis

D H T LR e ————— Serotonintransporter 1la
S H T T e Serotonintransporter
ADHS ... Aufmerksamkeitsdefizit — Hyperaktivitatssyndrom
BPD .o Bipolar affektive Stérung
B S A e Bovines Serumalbumin
o I3 SRR complementary DNA
L PRSP CpG-Insel
CGOMP zyklisches Guanosinmonophosphat
L0 N PP PPPTPPR Copy number variation
CREB ..o CcAMP response - binding protein
DE P C e Diethylpyrocarbonat
[0 [ PP PPOPPPRPPPPUPPN Deoxyguanosintriphosphat
DN A s Desoxyribonukleinsaure
DNMT DNA-Methyltransferase
ECL ittt Enhanced Chemiluminescence
EDRF .. Endothelium-derived relaxing factor
ELISA e Enzyme — linked immunosorption assay
T OO P PP PPP PP Guanylatcyclase
GWAS e Genome — wide association study
P T G ——————— Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
PP PP PUPRPR P Luria-Broth
R Langzeitpotenzierung
MECP ... Methyl CpG binding protein
RN A e e e e messenger Ribonukleinséaure
MINOS .. mitochondriale Stickstoffmonoxidsynthase
NIMDAR ...ttt e e e N-methyl-D-aspartat Rezeptor
N O S L ettt e e e e e a e Nitric oxide synthase 1
NOSL K ...t Nitric oxide synthase 1 knockdown mouse
[N [ 15 7P TOTPUPPRTPT Nitric oxide synthase 2
[N [ 153 PP TOTPUPPRTPT Nitric oxide synthase 3
NO S e neuronale Stickstoffmonoxidsynthase
NOSI oot induzierbare/ immunologische Stickstoffmonoxidsynthase
NOSHT .ot endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase
N SRR NO; und NOz
P B S e e e e e aaa s Phosphate Buffered Saline
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PCR e Polymerase - Kettenreaktion

PDZ .. e Post synaptic density
PR G Proteinkinase G
PSD 93/95 ...ttt Post synaptic density protein 93/ 95
(o I = 1 = USSR guantitative Realtime — PCR
SEM et e e e et e e e e nnbee e e e nreas Standardfehler
5] SRR I6sliche Guanylatcyclase
S S ittt e e e e e e e e e e e Sample Loading Solution
SN P Single Nucleotide Polymorphism
LI =TT PT PP PRPRPRPRPN Tris base, acetic acid, edta
T B S e e Tris Buffered Saline, Tris Buffered Saline
TIMBi et 3,3’,5,5;-Tetramethylbenzidine
R N N 1 Variable number of tandem repeats
DG T | PPN 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B8-D-galactopyranosid

9 Nukleotidsequenzen

9.1 Epigenetik

9.1.1 Die NOS1 Exon 1f CpG Island (chr12:117,797,846-117,800,000)

Nachfolgend die Sequenz der NOS1 Exon 1f CGI mit den durch die Bisulfit —
PCR amplifizierten DNA — Bereichen. Die einzelnen CpG — Sites sind mit einer
grinen Hintergrundfarbe markiert, die bekannten Polymorphismen mit einer
blauen Hintergrundfarbe. Die CpG - sites die mit der Pyrosequenzierung
untersucht wurden sind mit einer violetten Hintergrundfarbe markiert. Die

Sequenz wurde der Datenbank Ensembl entnommen.
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Negativstrang

AGACCAGAACCAGGCAACATTTCCTGAACAGGCTGCTTTTYTC
CGTCTGTCCACCCGAGAGCCAAGGCCAGAACCCAGGCTGCA
ACCTCTGCGGGCTCCTGGGAGGGGCTCCCAGCACTGCCCAG
CCTGGGAGGCTGTGTGTTCCACTGTCCCATTAAGGAATGCTAT

CCCAACACTGATGTAGAGGCAGAAATAACCATCCCTGCCTCCCATG
GGGCCTTCTCTGCCCAAATAGACCTGCCCTSCCCTGCGTGGCTAC
TACATTCAGCCCTATCCAGGCTCCCAGAAATTGTCATTGTGTG
TGTGTGIGTGTGTGTGTGTRIGTGTGTATGTGTGTGTGTGTGTGIG
TGIGIGTGTTTCCTGATAGAAAAAAAAAAATGGAAATTAGGTTATA
TAAAAGATGTATGCTTTGGAGCCCAGAGIIIGCTCTTTTAATGA
GGGTTG-A-TCTYCCTCCCCACACCCATAAACCAGTCGGGTT
GGACGTCACTGCTAATTCGTTTCAGTGATGATAGGATAAAGGA
GGGACATTAAGAAATAAATTCCCCCTCACGACCCTCGCTGAG
CTCACGGCTCAGTCCCTACATATTTATGCCGCGTTTCCAGCCG
CTGGGTGAGGAGCTACTTAGCGCCGCGGCTCCTCCRAGGGG
CGGCCGGGCAGCGAGCAGCGGCCGAGCGGACGGGGTGAGC
CAGGGGCGCGCGCGGGGCGCCCAGCACTGCGCIIGGGAAG
cC8cAccCTHEETCCEMBAACTTGGGTTMBCTGAGGCTGAGG
GAGGGGACGCAAGGGGAGGGAAGAAGAGAAGGGAGGAGTG
GGGGCTAGGGGAGAGGGGGTGGIGGAGGGATMT TGGAGGCAC]
AAAGEEGAGGGGAAGGGGAGGGACGCGCGCEGCTCCTACCA
GGAGGCGAGTGGGTGCAACEGGEECCCTCCAGCLGCGLCGT]
GGEGGEEGACTECEGAGGATTCAGAACCECEGAGECGCGGEEG|

Primer 1

Primer 4

Primer 6

Primer 7

Primer 8

CCEGCEGGLECCLEGGAGGAAGAGGAGGAGTACGAGGEEGG|
CGGGEEGGTGEECAGEEGECEGAAGAGGCAGCCTEEGGEGCTGC
CCEGGCTCGGLEETCAGGTGAGTTCCTGATCCAGGEGTCCLCGC
GCCCCTTCTCCGTCCCCAGGGCTCCCCECTCCCGCCCGAGd

CCCTGGTGTGCGCGGAAGGCTCGGGCTTTGCTGCGCGTCCC
AACTTGGTTCGGGCGGCCTCATTTTCCTCCTAGCGGGCGGCC
TCAGGCCGGGGGCTCCGGTCCGGGGGTCTACGC |

|
E

| |
CGAGGGGCGCGTTCCGCCACGGT]
TCGGGGCTGGGCAGTGGAAGGAGCGCTCGATGAGGTTGCTT]

Primer 31

CCAGGTGGCCAGGGTTCGGAGCAGGGTCCCCGGGGGATCC

Primer 15
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs35842215;vf=7713784
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs9658254;vf=7713783
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs9658255;vf=7713782
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs71099048;vf=7713778
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs71099048;vf=7713778
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs71099048;vf=7713778
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs34133408;vf=7713777
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs72309850;vf=7713772
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs72309850;vf=7713772
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs72306445;v=rs60209414;vf=7713770;vf=7713771
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs72306445;v=rs60209414;vf=7713770;vf=7713771
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs35873722;vf=7713769
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs35873722;vf=7713769
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs9658256;vf=7713767
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs9658257;vf=7713766
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs9658258;vf=7713765
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs41344546;vf=7713764
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs12812145;vf=7713763
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs3825107;vf=7713762
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs3782222;vf=7713761

[AACTTCCAGGGCCACTICAGGGGCCTTGCGTCCGAGHrccce
GAAGGGGCTCTCTCGGGACTGCGCCCCAGAGGACGCCAGAC
GCTCGCCCCCACCCCCAGGGCACTGTGACCAGAGAGCTCAT
GGCTCTCCAAGCTCCGCATCAGGCTGTCTGGGGTAGACATCT
AGAGAGGAGAGGCTCTCACGGAGAAGGCAGCCGAGGAGGGC
AGGAACCTTTCCAGTGACTCCCCTGGGTTCTGGTCCTAGATN
GACECTTTACTTGTTGCGTGACCTTCGGTAAGTCTCTTCATCTTT
CCCAGCCTCAGTTTCTCATCTGTAA

Positivstrang
TTACAGATGAGAAACTGAGGCTGGGAAAGATGAAGAGACTTA
CCGAAGGTCACGCAACAAGTAAAGRGTCRATCTAGGACCAGAAC
CCAGGGGAGTCACTGGAAAGGTTCCTGCCCTCCTCGGCTGCC
TTCTCCGTGAGAGCCTCTCCTCTCTAGATGTCTACCCCAGACA
GCCTGATGCGGAGCTTGGAGAGCCATGAGCTCTCTGGTCACA
GTGCCCTGGGGGTGGGGGCGAGCGTCTGGCGTCCTCTGGG
GCGCAGTCCCGAGAGAGCCCCTTCCGGGACTCGGACGCAA

Primer 35

Primer 17

Primer 17

Primer 35

GGCCCCTGAGTGGCCCTGGAAGTTGGATCCCCCGGGGACCC

Primer 15

TGCTCCGAACCCTGGCCACCTGGAAGCAACCTCATCGAGCG
CTCCTTCCACTGCCCAGCCCCGAACCGTGGCGGAACGCGCC
CCTCG |

S
| AGCCTGGGCGCGTAGACC

CCCGGACCGGAGCCCCCGGCCTGAGGCCGCCCGCTAGGAG]
GAAAATGAIGGCCGCCCGAACCAAGTTGGGACGCGCAGCAAA
GCCCGAGCCTTCCGCGCACACCAGGGGCTCGGGCGGGAGNG
GGGAGCCCTGGGGACGGAGAAGGGGCGCGGGACGCCTGGAT
CAGGAACTCACCTGACGCECBAGCEEGGCAGEGCLCEAGGCTG
CCTCTTEBEECTGEECACCCECCCGCCEBCCTEGTACTCCTC
CTCTTCCTCCEEGGLECCEGCEGCEECCGEECTCEEGGTTC
TGAATCCTCEGAGTCECECLGCCCEGCECEGGCTGGAGGGEEC
CEGTTGCACCCACTEGCCTCCTGGTAGGAGCLEEGEEECEEGTC
CCTCCCCTTCCCCTCEECTTTGTGCCTCCAAATCCCTCCCCA
CCCCCTCTCCCCTAGCCCCCACTCCTCCCTTCTCTTCTTCCCT
CCCCTTGCGTCCCCTCCCTCAGCCTCAGIBAACCCAAGTTIHE
GGAIAGGCTGIIGGCTTCCCIlIGCGCAGTGCTGGGCGCC
CCGCGCGCGCCCCTGGCTCACCCCGTCCGCTCGGCCGCTGC

Primer 31

Primer 8

Primer 7

75



http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs35276550;vf=7713760
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs36021382;vf=7713759
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs36021382;vf=7713759
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs12828499;vf=7713758
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs12828499;vf=7713758
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs36021382;vf=7713759
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs35276550;vf=7713760
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs3782222;vf=7713761
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs3825107;vf=7713762
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs12812145;vf=7713763
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs41344546;vf=7713764

TCGCTGCCCGGCCGCCCCTMGGAGGAGCCGCGGCGCTAAGTA
GCTCCTCACCCAGCGGCTGGAAACGCGGCATAAATATGTAGG
GACTGAGCCGTGAGCTCAGCGAGGGTCGTGAGGGGGAATTT
ATTTCTTAATGTCCCTCCTTTATCCTATCATCACTGAAACGAAT
TAGCAGTGACGTCCAACCCGACTGGTTTATGGGTGTGGGGAG
GRAGAITEcAACCCTCATTAAAAGAGCIIICTCTGGGCTCC
AAAGCATACATCTTTTATATAACCTAATTTCCATRTTTTTTTERCT
ATCAGGAAACACACACACACACACACACACACACATACACACAYAC
ACACACACACACACACACACACAATGACAATTTCTGGGAGCCTGG

Primer 6

Primer 4

ATAGGGCTGAATGTAGTAGCCACGCAGGGSAGGGCAGGTCTATTT
GGGCAGAGAAGGCCCCATGGGAGGCAGGGATGGTTATTTCTGCCT

CTACATCAGTGTTGGGATAGCATTCCTTAATGGGACAGTGGAACACA

CAGCCTCCCAGGCTGGGCAGTGCTGGGAGCCCCTCCCAGGAG
CCCGCAGAGGTTGCAGCCTGGGTTCTGGCCTTGGCTCTCGG
GTGGACAGACGGARAAAAGCAGCCTGTTCAGGAAATGTTGCCTG
GTTCTGGTCT

Primer 1

9.1.2 Primersequenzen fur die Amplifikation der CGI

Primer 1

Forward | 5-aggaagagagATTAGAATTAGGTAATATTTTTTGAATAGG-3

Reverse | 5 cagtaatacgactcactatagggagaaggctCACACACAATAAC
AATTTCTAAAAACC-3

Primer 4

Forward | 5-aggaagagagTAGTTTGGGAGGTTGTGTGTTTTAT-3

Reverse | 5'-

CC-3’

cagtaatacgactcactatagggagaaggctAAAAAATTTATTTCTTAATATCCCT

Primer 5

Forward | 5-aggaagagagGTTTAGGTTTTAATTTTGTAAGATTTTAGT-3’

Reverse | 5’-cagtaatacgactcactatagggagaaggctACCTCCCTAAAACCTCCTTTAC-

3

76



http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs9658258;vf=7713765
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs9658257;vf=7713766
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs9658256;vf=7713767
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs36077311;vf=7713768
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs36077311;vf=7713768
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs72306445;vf=7713770
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs72306445;vf=7713770
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs72309850;vf=7713772
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs34133408;vf=7713777
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs71099048;vf=7713778
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs9658255;vf=7713782
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs9658254;vf=7713783
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Zmenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=12:117797846-117800000;v=rs35842215;vf=7713784

Primer 6

Forward | 5-aggaagagagAAAAGATGTATGTTTTGGAGTTTAGA-3’
Reverse | 5’-cagtaatacgactcactatagggagaaggctCCCCTCCCTCAACCTCAAC-3’
Primer 7
Forward | 5’-aggaagagagGGAGGGATTTTGGAGGTATAAAG-3’
Reverse |5'-
cagtaatacgactcactatagggagaaggctCTAAAATCTTACAAAATTAAAACC
TAAAC-3’
Primer 8
Forward | 5-aggaagagagGTTAGGTGAGTTTTTGATTTAGG-3’
Reverse | 5’-cagtaatacgactcactatagggagaaggctAAACTAACATCCCCCAACCC-3
Primer 15
Forward | 5-aggaagagagAAATTTGGGAAAGTTGTGTTTTTITT-3’
Reverse |5-
cagtaatacgactcactatagggagaaggctAATAACCCTAAAAATTAAATCCCC
C-3
Primer 17
Forward | 5-aggaagagagGGGGGATTTAATTTTTAGGGTTATT-3’
Reverse | cagtaatacgactcactatagggagaaggctTCACTAAAAAAATTCCTACCCTCC
T-3
Primer 31
Forward | 5’-aggaagagagGATTAGGGTTTTGTAAAGTTGGAG-3’
Reverse | 5'-
cagtaatacgactcactatagggagaaggctTCAAATAAATTCCTAATCCAAAC-
3,
Primer 34
Forward | 5-aggaagagagGTAAGGTTTTTGAGTGGTTTTGGA-3
Reverse | 5'-

cagtaatacgactcactatagggagaaggctTTATACCTACCCAAACTCAACTTT
A-3’

Primer 35

1




Forward

5’-aggaagagagGGTTGGGAAAGATGAAGAGATTTAT-3

Reverse

5-
cagtaatacgactcactatagggagaaggctAAAATTACTTCCAAATAACCAAAA
TTC-3

9.1.3 Primersequenz fur die Kolonie-PCR

Primer M13
Forward | 5'-GTAAAACGACGGCAGT-3"
Reverse | 5-TTCACACAGGAAACAGCTATGACC-3'

9.1.4 Primersequenzen fur die Pyrosequenzierung

Pyro A
Forward Primer 5-GGAAATTAGGTTATATAAAAGATGTAT-3
Reverse Primer 5-TAATATCCCTCCTTTATCCTATCAT-3
Sequenzierprimer 5-ATGTATGTTTTGGAGTTTAGA-3’

Pyro B
Forward Primer 5-GTTGGGTGAGGAGTTATTTAG-3
Reverse Primer 5-CACTCCTCCCTTCTCTTCT-3
Sequenzierprimer 5-CCTCCCTCAACCTCA-3

9.1.5 Sequenzen von Pyro A und Pyro B

Die Bindungsstelle des Sequenzierprimers wurde griin markiert, der durch die

Pyrosequenzierung analysierbare Bereich rot, die analysierten CpG — sites

violett.

9.1.5.1 Pyro A
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ATGTATGCTTTGGAGCCCAGAGCGGCTCTTTTAATGAGGGTTGCGACGT
9.1.5.2 Pyro B

9.2 DNA — Sekundarstruktur im NOS1 Exon 1f VNTR

Sequenzen der Inserts in pGL3 — basic sequenziert mit RVprimer3-F

(5-CTAGCAAAATAGGCTGTCCC-3Y)

9.2.1 Vektor 8F’ (29 Wiederholungen)

CCTCCTCTGCCCAAATAGACCTGCCCTGCCCTGCGTGGCTACTACATTCA
GCCCTATCCAGGCTCCCAGAAATTGTCATTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTCCTGATAGA
AAAAAAAAAATGGAAATTAGGTTATATAAAAGATGTATGCTTTGGAGCCCA
GAGCGGCTCTTTTAATGAGGGTTGCGACGTCTCCCTCCCCACACCCATAA
ACCAGTCGGGTTGGACGTCACTGCTAATTCGTTTCAGTGATGATAGGATA
AAGGAGGGACATTAAGAAATAAATTCCCCCTCACGACCCTCGCTGAGCTC
ACGGCTCAGTCCCTACATATTTATGCCGCGTTTCCAGCCGCCGGGTGAGG
AGCTACTTAGCGCCGCGGCTCCTCCGAGGGGCGG

9.2.2 Vektor 53F’ (24 Wiederholungen)

CCACTACATTCAGCCCTATCCAGGCTCCCAGAAATTGTCATTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTGTGCGTGTGTGTGTGTGTTTCCTGATAG
AAAAAAAAAAAATGGAAATTAGGTTATATAAAAGATGTATGCTTTGGAGCC
CAGAGCGGCTCTTTTAATGAGGGTTGCGACGTCTCCCTCCCCACACCCAT
AAACCAGTCGGGTTGGACGTCACTGCTAATTCGTTTCAGTGATGATAGGA
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TAAAGGAGGGACATTAAGAAATAAATTCCCCCTCACGACCCTCGCTGAGC
TCACGGCTCAGTCCCTACATATTTATGCCGCGTTTCCAGCCGCTGGGTGA
GGAGCTACTTAGCGCCGCGGCTCCTCCGAGGGGCGG

9.2.3 Vektor 150F° (19 Wiederholungen)

CCACTACATTCAGCCCTATCCAGGCTCCCAGAAATTGTCATTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTCCTGATAGAAAGAAAA
ATGGAAATTAGGTTATATAAAAGATGTATGCTTTGGAGCCCAGAGCGGCTC
GTTTAATGAGGGTTGCGACGTCTCCCTCCCCACACCCATAAACCAGTCGG
GTTGGACGTCACTGCTAATTCGTTTCAGTGATGATAGGATAAAGGAGGGA
CATTAAGAAATAAATTCCCCCTCACGACCCTCGCTGAGCTCACGGCTCAG
TCCCTACATATTTATGCCGCGTTTCCAGCCGCTGGGTGAGGAGCTACTTA
GCGCCGCGGCTCCTCCGAGGGGCGG
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