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Abstrakt  

 

Einleitung: Nibrin (NBN) bildet zusammen mit MRE11 und RAD50 einen Komplex, 

der an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen (DSB) und der Zellzyklusregulation 

beteiligt ist. Hypomorphe Mutationen von Komponenten des Komplexes führen beim 

Menschen zu Erkrankungen, die durch Radiosensitivität und eine stark erhöhte 

Tumorinzidenz des lymphoretikulären Systems charakterisiert sind. Mutationen des NBN- 

Gens resultieren im autosomal rezessiven Nijmegen Breakage Syndrom (NBS). Über 95% 

der NBS Patienten tragen dieselbe Mutation, eine 5bp-Deletion, die zu alternativer 

Translation und der Produktion eines aberranten Protein Fragments führt. Dieses Protein 

Fragment übernimmt partiell die Funktionen des Wildtyp-Nibrins. Null-Mutationen in 

Mäusen sind aufgrund erhöhter Apoptose im Blastozysten-Entwicklungsstadium 

embryonal letal. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir den Zusammenhang von DNA- Schädigung, 

Mutationsrate und Mutationsspektrum in vivo und in vitro bei Mutationen von NBN 

untersucht. Zur in vivo Untersuchung wurden konditional null-mutante und humanisierte 

Mäuse mit der 5bp-Deletion verwendet. Diese Mäuse wurden mit einer transgenen Maus, 

die das bakterielle LacZ-Reporterplasmid trägt, gekreuzt. Es wurden sowohl homozygote 

als auch heterozygote Mäuse untersucht. Aus diesen Mäusen gewonnene Fibroblasten 

wurden verwendet, um den Zusammenhang von DNA- Schädigung, Mutationsrate und 

Mutationsspektrum in vitro zu untersuchen. 

Ergebnisse: Es zeigte sich, dass Mutationen von NBN zu erhöhten spontanen DNA-

Schädigungen in vitro führen. In vivo konnte im Vergleich zu Kontroll-Mäusen eine 2.5-

fache Erhöhung der basalen Mutationsrate in den lymphatischen Organen der 

humanisierten Maus gezeigt werden. Im Gegensatz zu den nach defekter DSB-Reparatur 

erwarteten komplexen Mutationen wiesen die untersuchten Zellen und Mäuse ein von 

Einzelbasenpaar-Veränderungen dominiertes Mutationsspektrum auf. 

Schlussfolgerung: Die Reparatur von spontanen Mutationen, möglicherweise 

entstanden durch fehlerhafte DNA-Replikation, spielt in Abwesenheit von Wildtyp-Nibrin 

eine große Rolle bei der Entstehung der erhöhten basalen Mutationsrate. Dies gilt auch für 

Zellen, die heterozygot für NBN-Nullmutationen sind. NBS Patienten-Zellen zeigen in vitro 

eine erhöhte Strahlensensitivität. Doch eine Erhöhung der Mutationsraten nach 

Bestrahlung ist in vivo nicht zu beobachten, was vermutlich auf eine intakte Apoptose in 

Abwesenheit von Wildtyp-Nibrin hindeutet. 
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Abstract 

Introduction: Nibrin (NBN) is a member of a DNA repair complex together with 

MRE11 and RAD50. The complex is associated particularly with the repair of DNA double 

strand breaks and with the regulation of cell cycle check points. Hypomorphic mutation of 

components of the complex leads to human disorders, characterised by radiosensitivity 

and increased tumour occurrence, particularly of the lymphatic system. Mutations of the 

NBN gene result in the autosomal recessive Nijmegen Breakage Syndrome (NBS). Over 

95% of NBS patients carry the major NBN mutation, a 5bp deletion, which leads to 

alternative translation and the production of a truncated protein fragment. This protein 

fragment maintains partial nibrin function. Null mutations in mice are embryonically lethal 

due to massive apoptosis at the blastocyst stage. 

Little is actually known about the relationship between DNA damage, mutation 

frequency and mutation spectrum in the absence of wild type nibrin. We have utilised a 

conditional null mutant mouse and a humanized NBS mouse, which carries the 5bp 

deletion, to examine this relationship in vivo. Mice homozygous and heterozygous for 

nibrin mutations were examined. We have bred these mice with a transgenic mutagenesis 

mouse harbouring copies of the bacterial lacZ gene. Fibroblasts derived from the different 

mice were used to examine DNA damage, mutation frequency and spectrum in vitro. 

Results: We find that NBN mutation leads to increased DNA damage in vitro, even 

in the absence of an external genotoxic treatment. In vivo we find the basal mutation 

frequency measured in lymphatic tissue of the humanized NBS mice is approximately 2.5-

fold higher than in control mice. The characteristic mutation spectrum is dominated by 

single base transitions rather than the deletions and complex rearrangements expected 

after abortive repair of DNA double strand breaks.  

Conclusion: We conclude that in the absence of wild type nibrin, the repair of 

spontaneous errors, presumably arising during DNA replication, make a major contribution 

to the basal mutation rate. This applies also to cells heterozygous for an NBN null 

mutation. Mutation frequencies after irradiation in vivo were not increased in mice with 

nibrin mutations as might have been expected considering the radiosensitivity of NBS 

patient cells in vitro. Evidently apoptosis is efficient, even in the absence of wild type 

nibrin. 
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Eidesstattliche Versicherung  

  
„Ich, Petra Wessendorf, versichere an Eides statt durch meine eigenhändige Unterschrift, 

dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: „Nibrin deficiency increases the 

spontaneous but not the radiation induced mutation frequency in vivo“  selbstständig und 

ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen 

Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.  

Alle Stellen, die wörtlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vorträgen anderer 

Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe „Uniform Requirements for 

Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu 

Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische 

Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) 

entsprechen den URM (s.o.) und werden von mir verantwortet.  

Mein Anteil an der ausgewählten Publikation entspricht dem, der in der untenstehenden 

gemeinsamen Erklärung mit dem Betreuer, angegeben ist.  

 

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer 

unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches) sind mir 

bekannt und bewusst.“ 

  

       ____________________________ 

Datum      Unterschrift 
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Ausführliche Anteilserklärung an der erfolgten Publikation 

 
Publikation:  

Wessendorf P, Vijg J, Nussenzweig A, Digweed M (2014) Nibrin deficiency increases the 

spontaneous but not the radiation induced mutation frequency in vivo.  

Mutat Res- Fund Mol M [2014 Nov; 769:11-6]  

Impact Factor: 4.440 

 

Beitrag im Einzelnen: 

Petra Wessendorf hat murine Fibroblasten etabliert, kultiviert, mit Cre-Rekombinase 

behandelt und anschließend bestrahlt und mithilfe der Einzelzell-Gelelektrophorese 

(Comet Assay) die DNA-Schädigungen bestimmt (Abbildung 1 der Publikation). Die 

Fibroblasten hat Petra Wessendorf ebenfalls zur Bestimmung der Mutationsrate mittels 

des Reporter-Assays verwendet und die in E.coli transformierten Klone sequenziert 

(Abbildung 2A/B). Petra Wessendorf hat die Mäuse bestrahlt, die Organe entnommen, 

DNA extrahiert und die Mutationsraten vor und nach Bestrahlung bestimmt (Abbildung 3 

und 5). Auch die Sequenzierung der E.coli transformierten Klone hat Petra Wessendorf 

durchgeführt (Abbildung 4). Petra Wessendorf hat alle Experimente selbstständig 

durchgeführt und das Manuskript zusammen mit Martin Digweed verfasst. 

 

André Nussenzweig hat die humanisierte Maus (Nbn-/-NBNdel5) und Jan Vijg die LacZ-

Reporter Maus zur Verfügung gestellt. 

 

Martin Digweed hat das Projekt konzipiert. 

 

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers/der betreuenden 

Hochschullehrerin  

 

____________________________ 

 
 
 
Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin 

 
___________________________ 
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Auszug aus der Journal Summary Liste  

 
Mutat Res-Fund Mol M: Impact Factor 4.440; Position 37 von 165 Zeitschriften „Genetics 

& Heredity“ (die ersten 30 % der nach Impact Factor sortierten Journale sind Positionen 1 

bis 49); Eigenfaktor 0.01334, Journal Summary List 2013 
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Publikation  

 

Deficiency of the DNA repair protein nibrin increases the basal but not the radiation 

induced mutation frequency in vivo. 

Wessendorf P, Vijg J, Nussenzweig A, Digweed M. 

 

Abstract 

Nibrin (NBN) is a member of a DNA repair complex together with MRE11 and RAD50. The 

complex is associated particularly with the repair of DNA double strand breaks and with 

the regulation of cell cycle check points. Hypomorphic mutation of components of the 

complex leads to human disorders characterised by radiosensitivity and increased tumour 

occurrence, particularly of the lymphatic system. We have examined here the relationship 

between DNA damage, mutation frequency and mutation spectrum in vitro and in vivo in 

mouse models carrying NBN mutations and a lacZ reporter plasmid. We find that NBN 

mutation leads to increased spontaneous DNA damage in fibroblasts in vitro and high 

basal mutation rates in lymphatic tissue of mice in vivo. The characteristic mutation 

spectrum is dominated by single base transitions rather than the deletions and complex 

rearrangements expected after abortive repair of DNA double strand breaks. We conclude 

that in the absence of wild type nibrin, the repair of spontaneous errors, presumably 

arising during DNA replication, makes a major contribution to the basal mutation rate. This 

applies also to cells heterozygous for an NBN null mutation. Mutation frequencies after 

irradiation in vivo were not increased in mice with nibrin mutations as might have been 

expected considering the radiosensitivity of NBS patient cells in vitro. Evidently apoptosis 

is efficient, even in the absence of wild type nibrin.  

Mutat Res. 2014 Nov;769:11-6 

 

Diese Publikation ist unter folgender URL einsehbar: 

http://dx.doi.org/10.1016/j.mrfmmm.2014.07.001. 

 



 14-16

Lebenslauf 
 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version 

meiner Arbeit nicht veröffentlicht. 
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