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1. Ziel der Arbeit 

 

In dieser Dissertation sollte untersucht werden, ob Mre11 in Säugetierzellen einen Einfluss 

auf die Wahl eines spezifischen Mechanismus für die Reparatur von DNA-

Doppelstrangbrüchen hat. 

Die zelluläre DNA ist ständig Schädigungen ausgesetzt. Einer der schwerwiegendsten 

DNA Schäden ist ein DNA-Doppelstrangbruch. Solche Brüche führen zu einem Verlust 

der genetischen Information und müssen repariert werden. Für die Reparatur stehen 

unterschiedliche Reparaturmechanismen zur Verfügung. Welcher DNA-

Doppelstrangbruch mit welchem Mechanismus repariert wird, ist bisher jedoch nicht 

ausreichend verstanden.  

Eine Schlüsselposition zwischen den einzelnen Reparaturwegen nimmt der 

Mre11/Rad50/Nbs1-Proteinkomplex ein, wobei seine Funktion innerhalb der einzelnen 

Reparaturwege weiterhin nicht vollständig geklärt ist. Mutation in diesen Proteinen führen 

zu schweren Erkrankungen, deren Gemeinsamkeit eine deutliche Erhöhung der 

Strahlensensitivität als Zeichen eines DNA-Reparaturdefektes ist. 

Wir wollten in dieser Arbeit untersuchen, welchen Einfluss das Fehlen von Mre11 als 

zentraler Bestandteil des Mre11/Rad50/Nbs1-Komplexes auf die einzelnen Reparaturwege 

hat. Hierzu wurde Mre11 durch RNA-Interferenz stark herunterreguliert und der Knock-

Down im Western-Blot quantifiziert. Im Anschluss wurden zunächst durch eine 

Endonuklease Doppelstrangbrüche in speziellen auf dem Grünfluoreszierenden-Protein 

basierenden Reporterkonstrukten erzeugt und die Effektivität der einzelnen 

Reparaturmechanismen bestimmt.  

Als nächster Schritt wurden nach Knock-down von Mre11 DNA-Doppelstrangbrüche 

durch ionisierende Strahlung erzeugt und das Zellüberleben als Zeichen der 

Reparatureffektivität bestimmt.  

Durch die Messung der Reparatureffizienz der einzelnen Reparaturwege nach Induktion 

eines Dsb durch eine Endonuklease sollte untersucht werden, ob Mre11 quantitativ eine 

Rolle innerhalb der einzelnen Reparaturwege spielt. Durch die Messung des 

Zellüberlebens nach Bestrahlung sollte geprüft werden, ob Me11 speziell für die Antwort 

nach ionisierender Schädigung von Bedeutung ist.  
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2. Einleitung 

 

Die Integrität ihrer DNA ist eine Grundvoraussetzung für das Überleben einer jeden Zelle. 

Die DNA ist ständig Schädigungen ausgesetzt. Sie entstehen zum einen durch exogene 

Ursachen, wie beispielsweise ionisierende Strahlung oder DNA-schädigende 

Chemotherapeutika, aber es entstehen auch ohne äußeren Einfluss vielfach spontan DNA-

Schäden. Beispielsweise während der Replikation der DNA oder durch die Aktivität der 

Topoisomerasen I und II. Eine häufige Ursache sind auch Sauerstoffradikale, die während 

des oxidativen Zellmetabolismus entstehen. Etwa 20.000 DNA-Läsionen entstehen so in 

jeder Zelle pro Tag (Pfeiffer et al. 2000). Nicht reparierte DNA-Schäden  können zum 

Zelltod oder eine fehlerhafte Reparatur zu Mutationen in der DNA und damit zur 

Entartung der Zellen führen. Die Reparatur dieser Schäden ist somit notwenig für das 

Überleben der Zelle und des Organismus. Es existieren abhängig vom Typ des Schadens 

(Basenschaden, Zuckerschaden, Strangbrüche oder Vernetzung, etc.) verschiedene 

spezifische Reparaturmechanismen. 

Diese Arbeit befasst sich mit der Reparatur von DNA Doppelstrangbrüchen (Dsb). Dieser 

Art von DNA-Schaden kommt besondere Bedeutung zu, da beide Stränge unterbrochen 

sind und kein komplementärer Strang zum einfachen Kopieren der genetischen 

Information zu Verfügung steht. Daher sind in diesem Fall effektive und präzise 

Reparaturmechanismen besonders wichtig. 

Für die Reparatur von Dsb können zwei unterschiedliche Gruppen von Reparaturwegen 

unterschieden werden. Die homologie-vermittelten Mechanismen, die wegen ihrer 

Verwandtschaft zur homologen Rekombination während der Meiose auch Homologe 

Rekombinations Reparatur (HRR) genannt werden, und der nicht-homologie-vermittelte 

Reparaturmechnismus, der auch als Nicht-Homologes Endjoining (NHEJ) bezeichnet wird. 

Die zuerst genannten benötigen zur Reparatur eines Dsb eine in ihrer Basenabfolge 

vollständig identische (homologe) Sequenz an einem anderen Ort des Genoms von der 

abgeschrieben werden kann. Diese homologe Sequenz kann zum einen auf dem 

Schwesterchromatid liegen, aber auch homologe Sequenzen an anderen Genorten, wie dem 

homologen Chromosom oder eine repetetive Sequenz auf dem selben Chromosom können 

verwendet werden. Man kann die homologie-vermittelten Reparaturmechanismen noch 

weiter in konservative und nicht-konservative Mechanismen unterteilen. 
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Für den Ablauf der konservativen HRR wurden 3 Modelle entwickelt. Das „double-strand 

break repair“ Modell (DSBR), das „synthesis-dependent strand annealing“ (SDSA) und die 

„break-induced replication“ (BIR) (Pfeiffer et al. 2000).  

Beim DSBR-Modell (Abb. 2.1) werden im ersten Schritt die freien Bruchenden bearbeitet. 

Hierbei werden die Stränge in 5’– 3’ Richtung durch eine Exonuklease abgebaut, so dass 

lange 3’ Überhänge entstehen. Der homologe Genabschnitt wird zu einem sogenannten D-

loop entwunden und die freien 3’ Überhänge werden an die homologen komplementären  

Sequenzabschnitte angelagert. Die fehlenden Basen werden nun komplementär zur 

homologen Sequenz neu synthetisiert. Durch die einwandernden 3’ Überhänge entsteht 

eine sogenannte Heteroduplex, die durch die „Holliday junctions“, die sich überkreuzenden 

DNA-Einzelstränge, begrenzt ist. Diese Holliday junctions werden später durch spezifische 

Endonukleasen (sog. Resolvasen) aufgelöst. Abhängig von den Schnittrichtungen und der 

Religation der dann freien Enden, kann es zu einem Crossing-over kommen, das in der 

Meiose häufig, in der Reparatur von Dsb während des mitotischen Zyklus jedoch selten 

vorkommt.  

 

 

Auch beim SDSA-Modell (Abb. 2.2) beginnt die Reparatur mit Bildung von 3’ 

Überhängen. Diese werden auch an die homologe Gensequenz angelagert und 

komplementäre DNA synthetisiert. Im Gegensatz zum DSBR Modell jedoch werden die 

neu synthetisierten DNA-Stränge vollständig von der homologen „donor“ Sequenz gelöst 

Mit Crossing-Over Ohne Crossing-Over 

3
‘ 5
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3
‘ 5
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5
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5
‘ 

3
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3
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3
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5
‘ 

3
‘ 

5
‘ 

Entstehung eines  
Doppelstrangbruches 

Bildung eines 3‘ Überhanges 
durch 5‘ - 3‘ Resektion eines 
DNA-Stranges  

Einwanderung des 3‘ 
Überhanges in den D–Loop 
und Anlagerung an die 
homologe Sequenz des  
Schwesterchromatids  

Synthese von DNA und 
Ligierung der Bruchenden 
durch Aufspaltung  der 
Holiday-Junctions. Durch 
Endonukleasen und  
anschließende Ligierung der 
Enden  kann es zu einem 
Crossing-over kommen 

Abb. 2.1 Double-strand-break-repair Modell nach Szostak et al. 1983 
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und dann neu miteinander gepaart. Die verbliebenen Lücken werden mit zum Gegenstrang 

komplementärer DNA aufgefüllt und anschließend ligiert, so dass sämtliche neu 

synthetisierte DNA auf einem Chromatid liegt und kein Crossing-over stattfindet (Paques 

und Haber 1999). 

 

 

 

 

Der dritte Mechanismus, das BIR-Modell (Abb. 2.3), geht davon aus, dass nur ein 

Bruchende prozessiert und nur ein 3’ Überhang an die komplementäre DNA-Sequenz 

angelagert wird. Anschließend werden die fehlenden Enden beider DNA-Stränge anhand 

der homologen Sequenz vollständig neu synthetisiert. Es wird angenommen, dass dieser 

Weg besonders wichtig für die Reparatur von Dsb ist, wenn eines der beiden Dsb-Enden 

verloren gegangen ist (Kraus et al. 2001).  
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 Entstehung eines Doppelstrangbruches 

Bildung eines 3‘ Überhanges durch  
5‘ –  3‘ Resektion eines Stranges 

 Einwanderung des 3‘ Überhanges in den D-Loop 
und Anlagerung an die homologe Sequenz des 
Schwesterchromatids 

Synthese neuer DNA Anhand der Vorlage der 
homologen Sequenz des Schwester-chromatids 

Zunächst Aufllösung des D-Loop und 
anschließend Synthese der restlichen Basen und  
Ligierung der DNA Enden  

Es kommt zu keinem Crossing-over 

Abb. 2.2 Synthesis-depend strand annealing Modell nach Paques und Haber 1999 
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Die drei konservativen Mechanismen kopieren die homologe Sequenz fehlerfrei, so dass 

keine Information verloren geht. Der nicht-konservative Mechanismus, das single-strand 

annealing (SSA) (Abb.2.4), kann nur stattfinden, wenn der Dsb zwischen zwei relativ 

großen (~400bp) flankierenden homologen Sequenzen liegt. Auch hier findet zunächst eine 

Resektion in 5’ – 3’ Richtung statt. Anschließend werden die komplementären Sequenzen 

der 3’ Überhänge an den flankierenden Homologien aneinander gelagert. Die nicht 

komplementären DNA-Abschnitte des Bereiches zwischen den flankierenden Homologien 

werden durch eine Endonuklease entfernt. Dadurch wird der Dsb zwar korrekt repariert, 

jedoch geht ein relativ großer Teil an DNA verloren (Lin et al. 1984). 
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Entstehung eines Doppelstrangbruches 

Ein Bruchende geht verloren 
Am anderen wird durch 5‘ –  3‘ Resektion ein  
3‘ Überhang gebildet 

Anlangerung des 3‘ Überhanges an die 
homologe Sequenz des Schwesterchromatids  

Neusynthese beider DNA-Stränge des ganzen 
restlichen Chromosoms im Sinne einer echten 
Replikationsgabel 

 
Auffüllen der restlichen Basen und 
Ligation der Enden  

Abb 2.3 Break-induced Repication Modell nach Kraus et al. 2001 
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Während die HRR-Mechanismen durch die großen Homologien die exakte Gensequenz 

unabhängig von der Art des Doppelstrangbruches wieder herstellen können und somit 

„fehlerfrei“ arbeiten, werden beim NHEJ (Abb. 2.5) keine oder nur ganz kurze homologe 

Sequenzen (sog. Mikrohomologien bis zu 20bp) verwendet und es kann zu einer 

fehlerhaften Reparatur kommen. Abhängig von der Struktur des Doppelstrangbruches 

(passende Überhänge, unpassende Sequenzen, stumpfe Enden etc.) und weiteren DNA-

Schäden in der Nähe des Dsb (Zuckerschäden, Basenschäden etc.) spricht man von 

einfachen („simple“ oder „clean breaks“) oder schwierigen („difficult“ oder „dirty breaks“) 

Brüchen. Während die einfachen Brüche direkt ligiert werden können und so ebenfalls die 

ursprüngliche Sequenz wieder fehlerfrei hergestellt werden kann, wird bei den schwierigen 

Brüchen zuvor eine Prozessierung der Bruchenden benötigt. Hierbei kann es zu kleinen 

Deletionen oder Insertionen kommen (Shrivastav et al. 2008). Da ein Großteil der DNA 

nicht für Gene codiert, sind entstehende Fehler durch NHEJ meist nicht von Bedeutung 

(Pfeiffer et al. 2000).  

3‘ 

5‘ 

3‘ 

5‘ 

3‘ 

5‘ 

3‘ 

5‘ 

Entstehung eines Doppelstrangbruches 
zwischen 2 homologen Sequenzen 

Bildung eines langen 3‘ Überhanges  
durch 5‘ –  3‘ Verdau  

Anlagerung der flankierenden  
homologen Sequenzen und 
Resektion des nicht homologen  
Bereiches dazwischen   

Korrekte Wiederherstellung der  
Ausgangssequenz jedoch Verlust des 
umschlossenen Genabschnittes 

Abb. 2.4 Modell des Single-strand-annealing nach Lin et al. 1984 
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Für alle Reparaturmechanismen konnten Proteine identifiziert werden, die spezifische 

Aufgaben in nur einzelnen Reparaturwegen wahrnehmen. Zentrale Proteine der HRR sind 

beispielsweise Proteine der Rad52-Gruppe, die in Hefe für Invasion des  3’ Überhanges in 

die homologe Sequenz des Schwesterchromatids zuständig sind. Für das NHEJ von 

besonderer Bedeutung sind vor allem die Ku-Proteine Ku70 und Ku80, die DNA-PK  

sowie die DNA LigaseIV, die mit ihrem Co-Faktor XRR direkt, an der Wiederverknüpfung 

der Bruchenden beteiligt ist (Pfeiffer et al. 2000).  

Neben diesen für einzelne Reparaturmechanismen spezifischen Proteinen konnten noch 

weitere Proteine identifiziert werden, die sowohl für das NHEJ als auch für die HRR von 

Bedeutung sind. Hierzu gehört unter anderem der MRN-Komplex bestehend aus Mre11, 

RAD50 und Nbs1 (Xrs2 in Hefe). 

Die Bedeutung der einzelnen Reparaturwege und der beteiligten Proteine zeigt sich 

besonders anhand der Chromosomalen Instabilitätsyndrome Ataxia-Teleangiectasia  (AT), 

Nijmegen-breakage-Syndrom (NBS, defekt im Gen für das Nbs1 Protein) und Ataxia-

Teleangiektasia-like disorder (ATLD). AT ist eine sehr seltene autosomal rezessiv vererbte 

Erkrankung, die sich neben der namensgebenden cerebellären Ataxie und der 

Teleangiektasien vor allem im Bereich des Gesichtes der Bindehaut des Auges auch durch 

erhöhte Strahlensensitivität, Immundefizienz, Mikrocephalie und ein stark erhöhtes Risiko 

auszeichnet, an malignen Tumoren, vor allem Lymphomen, zu erkranken. Verursacht wird 

AT durch eine Mutation im ATM-Gen auf Chromosom 11q23. (Chun und Gattí 2004, 

Jackson 1995). Das hier kodierte Protein ATM spielt eine zentrale Rolle in der Erkennung 

von Dsb und der anschließenden Zellzyklusregulation (Iljima et al 2008). 

Auch NBS-Patienten leiden unter erhöhter Strahlensensitivität, Immundefizienz, 

Mikrocephalie und einem erhöhten Risiko an malignen Tumoren zu erkranken. Als 

Deletion Unverändert Insertion 

Entstehung eines  
Doppelstrangbruches 

Prozessierung und 
anschließende Ligierung des 
Bruches. 

 
Je nach Prozessierung kann 
es zu Deletionen, Insertionen 
oder einer korrekten 
Reparatur des Bruches 
kommen.  

Abb. 2.4 Reparaturergebnisse durch Nicht homologes End-joining 
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Ursache von NBS konnten Mutationen im NBS1-Gen auf Chromosom 8q21 gefunden 

werden (Varon et al. 1998). Das codierte Protein Nbs1 ist ein Teil des MRN-Komplexes 

(Carney et al. 1998). 

Ein einzelner Patient mit einem Defekt in Rad50, einem weiteren Protein des MRN-

Komplexes, wurde bislang beschrieben. Der Phänotyp war mit Mikrocephalie und erhöhter 

Strahlensensitivität dem Phänotyp der NBS-Patienten ähnlich, jedoch konnte bei diesem 

einen Patienten keine Immundeffizienz festgestellt werden. (Waltes et al. 2009) 

Bei einigen wenigen Personen, die klinisch unter ähnlichen Symptomen wie AT-Patienten 

leiden, konnte eine Mutation im Mre11-Gen, dem letzten Mitglied des MRN-Komplexes, 

nachgewiesen werden (Stewart et al. 1999, Delia et al. 2004, Fernet et al. 2005). Die 

Symptome ähnelten mit Ataxie, erhöhter Strahlensensitivität denen der AT-Patienten, 

begannen jedoch später und waren schwächer ausgeprägt und es konnte bislang kein 

erhöhtes Risiko für maligne Tumore im Menschen und auch in entsprechend mutierten 

Mäusen beobachtet werden (Theunissen et al. 2003). 

Die Gene für Mre11 und Rad50 sind sehr hoch konserviert und Homologe können in  

nahezu allen eukaryoten Organismen nachgewiesen werden. Selbst in E.coli konnten 

funktionell und strukturell ähnliche Proteine identifiziert werden (Sharples und Leach 

1995, Conelly und Leach 2002). Nbs1 ist weniger gut konserviert, jedoch wurde in Hefe 

mit Xrs2 ein funktionell ähnliches Protein gefunden (Faetherstone und Jackson 1998). Ein 

Knock-out dieser drei Gene führt in Hefe zu einer stark erhöhten Strahlensensitivität. 

Knock-out Mutationen dieser Gene in Mäusen sind für die Embryonen letal (Xiao and 

Weaver 1997, Luo et al. 1999, Zhu et al. 2001).  

Obwohl man hieran deutlich sehen kann, wie wichtig dieser MRN-Komplex und Mre11 als 

eines der zentralen Proteine dieses Komplexes für die Reparatur von DNA-

Doppelstrangbrüchen und somit das Überleben der Zellen sind, ist die genaue Funktion  

der Proteine innerhalb der Reparaturvorgänge noch relativ unklar. 

Einzelne Funktionen des Mre11 Proteins konnten jedoch bereits beschrieben werden  

(Haber 1998). So gehört Mre11 zu den ersten Proteinen, die nach Induktion von Dsb als 

sogenannte Foci an den Schadensstellen nachweisbar sind. (Lisby et al. 2004a). Als eine 

zentrale Aufgabe von Mre11 wird die Regulation und damit Aktivierung und Rekrutierung 

von Atm, das Protein dessen Gen in AT-Patienten mutiert ist, gesehen. Aktiviertes Atm 

wiederum phosphoryliert eine Reihe weiterer Proteine, unter anderem Chk2 und p53, die 

direkten Einfluss auf die Zellzykluskontrolle haben und den Zellzyklus anhalten können 

bis der Dsb wieder repariert worden ist (Carson et al. 2003, Uziel et al. 2003, Lee und 
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Paull 2004, Lee und Paull 2005). Durch dieses frühe Auftreten von Mre11 an Dsb und die 

Interaktion des MRN Komplexes mit der Regulation des Zellzyklus vermittelt durch Atm 

wird Mre11 als zentraler Sensor von DNA Schäden gesehen. Durch diese Interaktion von 

Mre11 und Atm erklärt sich auch der ähnliche Phänotyp von ATLD-Patienten  und AT-

Patienten.  

Neben dieser sensorischen und zellzyklusregulatorischen Funktion interagiert Mre11 auch 

direkt mit der DNA an einem Dsb. So wird als erster Schritt der HRR-Mechanismen ein 3’ 

Überhang durch einen 5’ - 3’ Verdau der Bruchenden durch eine Exonuklease hergestellt. 

Für Mre11 wurde in-vitro eine Exonukleasefunktion in 3’ - 5’ Richtung für Einzelstang- 

als auch für Doppelstrang-DNA beobachtet (Paull und Gellert 1998). Dieser 3’ - 5’ Verdau 

würde jedoch einen 5’ Überhang produzieren und keinen 3’ Überhang. Mutationen in 

Hefe, die die Exonukleasefunktion von Mre11 in vitro ausschalten, reduzieren jedoch auch 

den 5’ -3’ Verdau in vivo deutlich (Furuse et al. 1998) und beeinflussen die Reparatur von 

Dsb (Bressan et al. 1998, Haber 1998). Dieser Widerspruch deutet darauf hin, dass evtl. 

eine weitere bis jetzt unbekannte Exonuklease in Verbindung mit Mre11 

Exonukleasefunktion für diese 5’ – 3’ Resektion verantwortlich ist (Williams et al. 2007). 

Diese Nuklease könnte in Saccharomyces cerevisiae Sae und in Säugetierzellen CtIP sein. 

Für diese Proteine konnte gezeigt werden, dass sie zum einen eine enge Bindung zu Mre11 

haben und zum anderen für die Bildung von Einzelsträngen in der S und G2 Phase 

notwendig sind (Sartori et al. 2007). Neben einer Exonukleasefunktion besitzt Mre11 auch 

eine Endonukleasefunktion für doppel- und einzelsträngige DNA. Diese 

Edonukleasefunktion wurde zunächst besonders für die Funktion von Mre11 in der 

Meiotischen Rekombination für wichtig erachtet. Neuere Untersuchungen in Pyrococcus 

furiosus konnten zeigen, dass der 3’ Überhang nicht nur durch den Abbau einzelner Basen 

vom Bruchende durch die Exonuklease entsteht, sondern dass etwa 15 – 55 bp vom 

Bruchende entfernt ein Schnitt in den intakten DNA-Strang durch die Endonuklease 

eingefügt werden kann. Das so entstehende freie Einzelstrang-DNA-Fragment wird dann 

erst im zweiten Schritt abgebaut. (Hopkins und Paull 2008).  

Eine weitere Funktion von Mre11, die zunächst in vitro beschrieben wurde, ist die 

Fähigkeit DNA direkt zu binden. Eine besondere Affinität besteht hierbei zu freien 

Doppelstrang-DNA-Enden. Dies führte zu der Hypothese, dass der MRN-Komplex die 

beiden Bruchenden bindet und so in direkter Nähe zueinander hält und somit eine 

Reparatur der beiden Enden miteinander möglich macht. Außerdem könnte er auch das 
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Schwesterchromatid binden und für die HRR zugänglich machen (de Jager et al. 2001a, 

Conelly und Leach 2002). 

Diese Funktionen führten zu der Hypothese, dass der MRN-Komplex der zentrale Sensor 

für DNA Doppelstrangbrüche ist. Er soll den DNA Schaden erkennen, durch Aktivierung 

von Atm den Zellzyklus regulieren, die Bruchenden beieinander halten und letztlich die 

Reparatur des Bruches durch Rekrutierung weiterer Reparaturproteine der einzelnen 

Mechanismen und durch Prozessierung der Bruchenden einleiten.  

Welcher Reparaturmechanismus jedoch zur Reparatur eines Bruches ausgewählt wird 

bleibt noch weitgehend unverstanden. Bislang existieren vier verschiedene 

Erklärungsmodelle über die Auswahl des geeigneten Reparaturmechanismus.  

Zum einen ist bereits bekannt, dass wenn ein Mechanismus ausfällt, beispielsweise durch 

ein funktionsloses Protein, kann der zweite Mechanismus hier einspringen und den Bruch 

reparieren. In Hefe ist die HRR der dominante Reparaturweg und nahezu alle Dsb werden 

durch diesen Mechanismus repariert (Haber 1999). 

Die erste Erklärungsmöglichkeit ist, wenn mehrere Reparaturmechanismen zur Verfügung 

stehen, diese um die Reparatur konkurrieren und keinerlei Kontrolle ausgeübt wird.   

Ein zweites Erklärungsmodell berücksichtigt die Tatsache, dass nicht alle 

Reparaturmechanismen während allen Zellzyklusphasen zur Verfügung stehen. Die HRR-

Mechanismen bevorzugen die homologe Sequenz des Schwesterchromatids. Daher können 

sie nur während der S und G2 Phase des Zellzyklus eingesetzt werden, wenn eben dieses 

Schwesterchromatid vorhanden ist. Während der M, G1 und G0 Phase des Zellzyklus kann 

nur der NHEJ Reparaturmechanismus genutzt werden, für den kein Schwesterchromatid 

benötigt wird (Lisby et al. 2004a, Czornak et al. 2008). Letztlich bleibt jedoch hier bisher 

ungeklärt, wie die Reparaturmechanismen abhängig von der Zelllzyklusphase an- bzw. 

abgeschaltet werden. 

Die dritte Möglichkeit besteht darin, dass die Reparatur einzelner Dsb von deren Struktur 

abhängt. So könnten einfache Brüche mit komplementären Überhängen das ideale Substrat 

für das NHEJ sein und bevorzugt durch diesen Mechanismus repariert werden. Dsb mit nur 

einem Ende, die zum  Beispiel durch das Auftreffen von einer Replikationsgabel auf einen 

Einzelstrangbruch entstehen können, müssen durch den HRR-Mechanismus nach dem 

SDSA/BIR Modell repariert werden. Sollte die Reparatur eines solchen Endes über  NHEJ 

durch Verknüpfung mit einem fremden DNA-Abschnitt erfolgen, würde das zu einer 

Translokation führen (Helleday et al. 2007).  



2. Einleitung 

 13 

Ein viertes Erklärungsmodell wäre die aktive Regulation der Reparaturmechanismen durch 

spezifische Proteine. So konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Ku80 die 

homologie vermittelten Reparaturmechanismen unterdrückt (Mansour et al. 2008). Da 

Mre11 als eines der ersten Proteine am Ort eines Doppelstrangbruches ist und es in Hefe 

sowohl für die HRR- als auch für den NHEJ Reparaturmechanismus von essentieller 

Bedeutung ist, geht man zur Zeit davon aus, dass Mre11 neben der Sensorfunktion auch 

eine regulatorische Funktion für die Entscheidung zwischen den Dsb Reparatur-

mechanismen hat.  

Diese Arbeit soll untersuchen, ob Mre11  in Säugetierzellen einen direkten Einfluss auf die 

Regulation der einzelnen Reparaturmechanismen ausübt. Dazu wird in Mauszellen mit 

spezifischer small interference RNA der Gehalt an Mre11 herunterreguliert (sog. Knock-

Down) und die Effekte des Verlustes dieses Proteins funktionell untersucht.  

 

3. Material und Methoden 

3.1. Zelllinie und Zellkultur 

3.1.1. Zelllinie, Zellkultur und Passagierung 

 

Alle Experimente wurden mit primären embryonalen Mausfibroblasten der Linie 10.1 

durchgeführt. Diese wurden BALB/c Mäusen entnommen und mittels des 3T3 Schemas 

immortalisiert (Harvey and Levine 1991). Im Zuge dessen verlor die Zelllinie beide p53 

Allele. Die Zellen wachsen als Monolayer exponentiell bis zur Konfluenz. Sie wurden in 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)1 mit 10% fetalem Kälberserum (FCS)2, 2% 

L-Glutamin3, 1% Penicillin/Streptomycin4 und 0,5% Puromycin5 bei 37° C, 100% 

Luftfeuchtigkeit und 10% CO2 im Brutschrank in T-75 Gewebekulturflaschen6 kultiviert. 

Vor erreichen der Konfluenz, ca. alle 2-3 Tage, wurden die Zellen in 10ml PBS7 

gewaschen. Anschließend mit 2 ml Trypsin8 für 2 Minuten gelöst und dann mit 8 ml 

DMEM aufgenommen und erneut ausgesät. Zur Lagerung wurden 1x106 Zellen mit 

                                                 
1 DMEM 1x, Gibco 
2 FBS Superior , Biochrom AG 
3 L-Glutamin 200nM, Gibco 
4 Penicillin Streptomycin, Gibco 
5 Puromycin, Sigma 
6 Tissue Culture Flask 75 cm2  
7 137 mM NaCl + 2,7 mM KCl + 2 mM KH2PO4 + 10 mM Na2HPO4 x 2H2O 
8 5 % Trypsin-EDTA, Gibco 
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Trypsin gelöst und anschließend in der Labofuge Zentrifuge9 bei 1200 rpm für 3 Minuten 

zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1,5 ml DMEM mit 10% DMSO10 resuspendiert und in 

ein 2ml Cryoröhrchen11 überführt. Das Cryoröhrchen wurde anschließend erst für 2 

Stunden bei  -20°C, dann über Nacht in -80°C und zuletzt dauerhaft in flüssigem Stickstoff 

bei – 196°C gelagert. Etwa alle 30 Passagen wurden die Zellen verworfen und neue aus der 

Lagerung entnommen. Die Zellzahl wurde mithilfe eines CASY-Zellcoulters12 bestimmt. 

Dazu wurden 200µl der Zellsuspension in 9,8ml CASYton13 gelöst. Diese Lösung wird 

durch eine dünne Kapillare an einer Elektrode vorbei gesogen. Gemessen wird die Zellzahl 

über die Änderung des elektrischen Widerstandes durch die vorbeiströmenden Zellen.  

 

3.1.2. Das Reparaturkonstrukt 10.1 pGC  

 

Die Zelllinie 10.1 pGC (pGFSP3 in Schmidt-Petersen 2003) enthält ein chromosomal 

stabil integriertes Reporterkonstrukt zur Messung der Reparatur von Dsbs mittels HRR. 

Die erfolgreiche Reparatur kann durch Bildung des green-flourescent-proteins (GFP) 

nachgewiesen werden. Das GFP ist ein aus der Qualle Aequorea victoria isoliertes Protein, 

das nach Anregung mit blauem Licht grün fluoresziert. In diesem Konstrukt wurde in das 

GFP-Gen die 18 Basenpaare lange Erkennungssequenz der I-SceI Endonuklease integriert, 

wodurch dieses funktionslos wurde. Außerdem wurde ein ebenfalls funktionsloses am 3’-

Terminus verkürztes Gen für GFP (∆gfp3) als homologe Sequenz integriert. Die 

Endonuklease I-SceI schneidet die DNA an der in das GFP-Gen eingebrachten Sequenz 

und es entsteht ein Doppelstrangbruch. Erfolgt die Reparatur dieses Doppelstrangbruches 

mittels HRR mit der 3’verkürzten homologen Sequenz wird ein funktionsfähiges GFP-Gen 

hergestellt. Die Expression dieses Gens führt zur Grünfluoreszenz der Zellen, welche im 

Flusszytometer messbar ist.  

                                                 
9 Labofuge 400R, Heraeus Instruments  
10 Dimethyl sulphoxide, Sigma 
11 Cryogenic vial, Corning Incorporated 
12 Casy 1 Cell Counter, Schärfe System 
13 Casyton, Schärfe Systems 
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3.1.3. Das Reparaturkonstrukt 10.1 pEJ  

 

Die Zelllinie 10.1 pEJ (pGFSP6 in Schmidt Petersen 2003) enthält ein stabil integriertes 

Reporterkonstrukt zur Messung der Reparatur von Dsbs mittels NHEJ. Diesem Konstrukt 

wurde dem Startcodon des GFP-Gens ein zweites Startcodon vorgeschaltet, welches zum 

Ablesen eines unspezifischen Genprodukts führt. Der Leserahmen des neu integrierten 

Startcodons ist gegenüber dem Originalstartcodon verschoben, daher kommt es zu einer 

Doppelstrangbruch Induktion durch I-SceI 

Aufsuchen einer homologen Sequenz 

Reparatur des Doppelstrangbruches mittels HR 

P ATG ∆GFP3‘ 

I-SceI 

P ATG ∆GFP3‘ 

∆GFP3‘ 

P ATG ∆GFP3‘ 

z. Bsp. Schwesterchromatid 

Ablesen des vollständigen GFP-Gen Codes 

P ATG ∆GFP3‘ 

Abb. 3.1 Das Reparturkonstrukt pGC. In die ursprüngliche Gensequenz des GFP-Gens 

wurde die Erkennungssequenz der I-SceI Endonuklease integriert. Zusätzlich wurde eine 

verkürzte Version des GFP Gens (GFP3) an die Gensequenz angehängt.  Nach Induktion 

des DSB kann die Originalgensequenz unter Verwendung des verkürzten Abschnittes 

durch HRR wieder hergestellt werden und ein  funktionstüchtiges GFP exprimiert 

werden. 
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nahezu vollständigen Unterdrückung der Transkription des GFP Gens. Dieses falsche 

Startcodon ist von zwei Schnittstellen für die Endonuklease I-SceI flankiert. Die 

Endonuklease I-SceI schneidet an den Schnittstellen und das falsche Startcodon wird 

entfernt. Nach Reparatur des verbleibenden Doppelstrangbruches durch NHEJ verbleibt 

nur das richtige Startcodon und ein funktionierendes GFP wird exprimiert. Die 

Grünfluoresenz ist im Flusszytometer messbar. 

 

 

 

P 

Ablesen des korrekten GFP-Gen Codes 

ATG 

P 

Ablesen eines unspezifischen Gen Codes 

ATG ATG 

P ATG 

ATG 

Doppelstrangbruch Induktion durch I-SceI 

Reparatur durch NHEJ 

I-SceI I-SceI 

Abb. 3.2 Das Reparaturkonstrukt pEJ. Vor das ursprüngliche Startcodon wurde ein weiteres 

von zwei I-SceI Schnittstellen flankierten Startcodon integriert. Durch Expression der I-SceI 

Endonuklease wird das artifizielle Startcodon entfernt. Nach direkter Ligierung des 

entstandnen Bruches durch NHEJ kann wieder ein funktionsfähiges GFP exprimiert werden.  
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3.1.4. RNAsefreie Zellkultur 

 

Zellkulturmedium enthält normalerweise nicht-toxische Spuren von RNAse, die jedoch 

synthetische siRNA schnell abbauen kann…Um negative Effekte auf die siRNA durch 

evtl. vorhandene RNAse im Medium zu verhindern, wurden die Zellen vor jedem 

Experiment mit siRNA für mindestens drei Passagen in RNAse-freiem DMEM14 mit 10% 

FCS ohne Antibiotika kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit 3 ml Trypsin für 2 

Minuten gelöst und dann mit 8ml RNAsefreiem DMEM mit 10%FCS aufgenommen und 

die Zellzahl bestimmt. Die Zellen wurden verdünnt ausgesät und im Brutschrank bei 37° 

C, 100% Luftfeuchtigkeit und 5 %CO2 kultiviert. In Experimenten mit siRNA wurden 

außerdem ausschließlich RNAsefreie Pipettenspitzen15, sowie RNAsefreie 

Reaktionsgefäße16 verwendet. Die Arbeitsfläche wurde vor Experimentbeginn mit 

RNAseAway17 gründlich gereinigt. 

 

3.2. siRNA Transfektion 

 
RNA-Interferenz ist ein natürlich vorkommender zellulärer Mechanismus zur Regulierung 

der Proteinexpression. Zunächst konnte dieser Mechanismus im Fadenwurm 

Caenorhabditis elegans nachgewiesen werden (Fire et al. 1999). Eine in die Zelle 

eingebrachte doppelsträngige DNA (dsRNA) führt zu einer gezielten Ausschaltung der 

korrespondierenden mRNA. Ein ähnlicher Vorgang ist mit der posttranskriptionalen 

Gensuppression in Pflanzen und dem Quelling in Pilzen bekannt (Tuschl 2001). In 

Säugetierzellen konnte diese Technik erstmals 2001 durchgeführt werden, nachdem 

herausgefunden wurde, dass die dsRNA zunächst in kleine 21 – 22 bp lange Stücke, die so 

genannte small-interfering RNA (siRNA), geschnitten wurde (Elbashir 2001a, Elbashir 

2001b). Die dsRNA bindet in der Zelle an bestimmte Proteine und bildet den RNA-

induced silencer Komplex. Dieser Komplex baut die für die dsRNA komplementäre 

mRNA ab (Hammond et al. 2000). Dadurch sinkt die Menge der zur Translation zur 

Verfügung stehenden mRNA und damit verringert sich auch vorübergehend die Menge an 

Mre11-Protein in den Zellen. 

                                                 
14 13,8g DMEM, Gibco + 2g NaHCO3 in 1 l ultraPURE distilled water, Gibco 
15 Safeseal-Tips® professional 1000µl, 200µl, 100µl, 20µl, Biozym  
16 Safe-Lock Tues 1,5 ml PCR Clean, Eppendorf 
17 RNase AWAY, Molecular BioProducts 
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Die RNA-Interferenz bietet sich für diese Arbeit an, da sie eine sehr spezifische Methode 

zum Knock-down ausgewählter Proteine ist und demgegenüber die Knock-out Technik im 

Fall von Mre11 nicht möglich ist.                

Die siRNA Moleküle wurden mit dem kationischen Lipofektionsagenz 

Lipofektamin200018 in die Zellen eingeschleust. Die kationischen Lipide bilden mit der 

siRNA lipophile Komplexe, die die Zellmembran durchwandern können.  

 

3.2.1. Verwendete siRNA’s 

 

Für die Versuche wurden drei verschiedene siRNA’s verwendet. Zum Knockdown von 

MRE11 wurde eine 19bp lange dsRNA benutzt. Die Sequenz ist homolog zu den Basen 

741 -759 auf dem Maus MRE11-Gen. Die Sequenz wurde gemäß der zur Verfügung 

stehenden Literatur gewählt (Reynolds et. al. 2004, Pei und Tuschl 2006). Als Kontrolle 

wurde eine 21 bp lange dsRNA verwendet, die keinerlei Homologie auf dem Mausgenom 

besitzt. Zur Kontrolle der Aufnahme der siRNAs in die Zellen wurde eine siRNA gewählt 

an deren 5’Ende Fluorescein, ein grün fluoreszierender Farbstoff,  gebunden wurde.  Alle 

Sequenzen wurden auf evtl. Homologien in anderen Genen des Mausgenoms mit Blast 

search der NCBI Datenbank untersucht. Die Kontroll siRNAs hatten keine Homologien im 

Mre11 Gen. Für alle 3 siRNAs  fand sich keine Homologie in anderen Genen im 

Mausgenom. 

   Tab 2.1 Sequenzen der  verwendeten siRNA 

 

                                                 
18 LipofektaminTM2000, Invitrogen 
19 siMRE11, MWG Biotech AG 
20 Scr siRNA, MWG Biotech AG 
21 Fl-LuciferaseGL2 Duplex,Dharmacon 

siRNA MRE11 
19

 5’       GGAAGAUGAGAACUCAUGG TT  
3’ TT CCUUCUACUCUUGAGUACC 

Kontroll siRNA 
20

 5’      AAGUCUGCAUACUAGACUAGC TT 3’ 
3’TT UUCAGACGUAUGAUCUGAUCG 

Fluorescein markierte siRNA 
21

 5’ Fl  CGUACGCGGAAUACUUCGA TT 

3’ TT GCAUGCGCCUUAUGAAGCU  
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3.2.2. Aufnahme der siRNA 

 

Die siRNA wurde mittels kationischer Lipofektion in die Zellen gebracht. Dazu wurden  

die RNA Moleküle mit den kationischen Lipiden des Lipofektamin2000 

zusammengebracht und bildeten lipophile Komplexe, die über die Zellmembran 

aufgenommen werden konnten. Die Aufnahme der Lipofektamin2000-siRNA-Komplexe 

sollte während der exponentiellen Wachstumsphase erfolgen. Zur Überprüfung der 

Aufnahme der siRNA in die Zellen wurde eine Fluorescein-markierte siRNA verwendet. 

Die Aufnahme wurde im Flusszytometer22 bestimmt. Es wurden 1,5x105 und 3x105 Zellen 

in 75 cm2 sowie 3x105, 5x105 und 10x105 Zellen in 25cm2 Zellkulturflaschen ausgesät. Als 

Kontrolle diente eine Flasche mit 3x105 Zellen. Nach 48 h Wachstum wurde die 

Lipofektamin-siRNA-Lösung anhand der Empfehlung der Firma Invitrogen vorbereitet. Es 

wurden 230µl Fluorescein-markierte siRNA(20µM) zu 670 µl Opti-Mem Medium und 126 

µl Lipofektamin 2000 wurden zu 674 µl Optim-Mem Medium gegeben. Nach 5 min 

Inkubation wurden beide Lösungen gemischt, und weitere 20 min im Dunklen inkubiert. 

Anschließend wurden je 445 µl der Lösung mit 4 ml RNAsefreiem DMEM mit 2% FCS in 

die 75 cm2 und 148 µl mit 1,35 ml RNAsefreiem DMEM mit 2% FCS   in die 25 cm2 

Zellkulturflaschen gegeben. Als Kontrolle wurden entsprechend 20µl siRNA scrambled 

(20µM) in 230 µl OptiMem und 11 µl Lipofektamin in 239 µl OptiMem inkubiert und 

dann mit 1 ml RNasefreiem DMEM mit 2% FCS in die Zellkulturflasche gegeben. Nach 4 

Stunden wurde das siRNA Medium abgesaugt und die Zellen für die Flusszytometrie 

vorbereitet.  

 

3.2.3. Transfektion der MRE11 siRNA und der Kontroll siRNA 

 

In T75 Gewebekulturflaschen wurden 5x105 Zellen ausgesät. Als Kontrollen wurden je 

einmal 2x105 und 1,2x105 in T75 Gewebekulturflaschen ausgesät. Nach 24h Wachstum 

wurde die siRNA-Lipofektionslösung in Anlehnung an das Invitrogen Lipofektamin-

Protokoll vorbereitet, das mit geringen Unterschieden dem zuvor beschriebenen Protokoll 

entspricht. Dazu wurden zuerst 13 µl siRNA Mre11(80µM) in 487µl Opti-MEM und 52 µl 

Kontroll siRNA (20µM) in 448µl Opti-MEM gelöst. Dann wurden 30µl Lipofektamin2000 

                                                 
22 FACScan, Beckton Dickinson 
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in 470µl Opti-Mem Medium gelöst. Nach 5 Minuten Inkubation wurden die siRNA 

Lösungen zur Lipofektaminlöung hinzugefügt. Es folgte eine Inkubation für 20 Minuten 

im Dunkeln. 4ml RNasefreies DMEM mit 2% FCS wurden zusammen mit der siRNA-

Lipofektaminlösung in die Zellkulturflaschen mit 5x105 Zellen gegeben. Nach 24 Stunden 

wurde die Lösung wieder abgesaugt und gegen 15ml RNasefreies DMEM mit 10% FCS 

ersetzt. Die Zellen wurden weitere 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. 

 

3.3. Western Blot 

 

Um den erfolgreichen Knockdown von Mre11 durch die siRNA zu testen, wurden 

Westernblot-Analysen durchgeführt. Dabei wurde zunächst das Protein aus den Zellen 

extrahiert. Die Proteine werden dann durch eine Gelelektrophorese getrennt und 

anschließend auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) überführt. Bestimmte 

Proteine konnten dann mit spezifischen primären Antikörpern nachgewiesen werden und 

durch eine an einen sekundären Antikörper gebundene Peroxidase kann ein Lichtsignal 

erzeugt werden. Das Lichtsignal wird zur quantitativen Analyse mit einer hochsensitiven 

CCD-Video Kamera aufgenommen und danach auf einem Röntgenfilm festgehalten.   

 

3.3.1. Proteinextraktion und Bestimmung 

 

Die zu extrahierenden Zellen wurden 2x mit 10ml PBS gewaschen, bei 1200 rpm 4°C 

zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Zellpellett wurde mit 1 ml PBS gelöst und 

anschließend in Eppendorftubes23 überführt. Nach einer Zentrifugation bei 1500 rpm und 

4°C in der Microfuge24 für 5 Minuten wurde der Überstand verworfen und das Pellett 1:1 

in Lysis-Puffer25 aufgenommen. Die Lösung wurde 4-mal für einige Sekunden in flüssigen 

Stickstoff gefroren und anschließend im Heizblock26 bei 30°C getaut. Die Suspension 

wurde anschließend für 10 Minuten bei 11000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand 

wurde in ein neues Eppendorftube überführt. 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Überstandes wurde nach der Biuret-

Methode durchgeführt. 2 µl des Überstandes wurden zur Konzentrationsbestimmung mit 
                                                 
23 Eppendorf Tubes, Sarstedt 
24 Microfuge® R, Beckman 
25 Protease Inhibitor Cocktail, Sigma 
26 Thermomixer comfort, Eppendorf 
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48µl destilliertem Wasser verdünnt. 2µl des Lysis-Puffers wurden ebenfalls mit 48µl 

destilliertem Wasser zur Null-Kontrolle verdünnt. Die BCA Lösungen A27 und B28 wurden 

im Verhältnis 1:50 zusammengefügt. 1 ml dieser Lösung wurde zur Porteinlösung 

hinzugegeben und nach 30 Minuten Inkubation im Wasserbad29 wurde die Lösung in eine 

Photometerküvete30 überführt und die Proteinkonzentration bei 545 nm im Photometer31 

bestimmt. 

 

3.3.2. Gelelektrophorese und Blot 

 

30 µg Protein wurden mit 10µl Auftragspuffer32 und H20 zu insgesamt 20 µl 

zusammengegeben. Zur Denaturierung der Proteine wurde die Lösung für 8 Minuten in 

kochendem Wasser und dann weitere 8 Minuten auf Eis inkubiert. Ein 10% 

Polyacrylamidgel33 wurde für 5 Minuten in Tris-Glycin-Puffer34 (TG-Puffer) equilibriert. 

Das Gel wurde in eine Gelelektropheresekammer35 eingespannt und diese mit TG-Puffer 

gefüllt. Die gekochte Proteinlösung wurde in die Kammern pippetiert. Zur Überprüfung 

des Gellaufs und des Blots wurde 10µl des direkt im Gel und auf der Membran sichtbaren 

Benchmark36 Markers, sowie als Größenstandard 5 µl des erst nach Detektion mit ECL 

sichtbarern MagicMarkers37 in mindestens eine Tasche des Gels pippetiert. Anschließend 

wurde ein Sammlungslauf mit 100V für 10 Minuten durchgeführt und dann eine 

Trennungsphase bei 200V für 90 Minuten auf Eis.  

Danach wurde zum Blot eine 7x9 cm große PVDF-Membran38 ausgeschnitten, 30 

Sekunden in Methanol39 aktiviert, 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen und 

zusammen mit 2 Schwämmen und 4 Whatmanfilterpapieren40 für weitere 5 Minuten in 

Transferpuffer41 equilibriert. Das Elektrophoresegel wurde ebenfalls für 5 Minuten in 

                                                 
27 Bicinchoninic Acid solution, Sigma 
28 Copper(II) sulfate solution, Sigma 
29 Thermostat, Lauda 
30 Küvetten halb-mikro, Greiner bio-one 
31 BioPhotometer, Eppendorf 
32 Ref. Solutions 
33 Pager®Gold Precast Gels, Lonza 
34 14,4g Glycin, Roth 3,03g Trizma base, Sigma ad 1 L ddH2O + 10ml 10% sodium dodecyl sulfate, Sigma 
35 Ready Gel Cell, Bio-Rad  
36 BenchMarkTM prestained Protein Ladder, Invitrogen 
37 MagicMarktm XP Western Stanard, Invitrogen 
38 Immun-Blot PVDF Membrane, Bio-Rad 
39 Methanol, J.T. Baker 
40 Gel-Blotting-Papier, Schleicher und Schuell 
41 28.8g Glycin, 6,06 g Trizma base, 300 ml Methanol ad 1,5l ddH2O 
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Transferpuffer equilibriert. Ein Schwamm, 2 Whatmanpapiere, das Elektropheresegel, die 

PVDF-Membran, erneut 2 Whatmanpapiere und der letzte Schwamm wurden in dieser 

Reihenfolge in die Blotkammer42 gelegt. Die Blotkammer wurde mit Transferpuffer gefüllt 

und die Proteine wurden für 55 Minuten bei 100V auf Eis in die Membran überführt. 

 

3.3.3. Immunodetektion und Proteinquantifizierung 

 

Die Membran wurde vorsichtig herausgenommen und für wenige Minuten in PBS 

gewaschen. Für die nächsten 2 Stunden folgte die Blockierung in 20 ml PBS mit 10% 

Magermilch43 und 120µl Tween44. Im Anschluss danach folgte eine Inkubation mit 5µl 

anti-MRE11-Kanninchen-Antikörper45 in 10ml PBS mit 5% Magermilch und 60µl 

TWEEN über Nacht bei 4° C. Am folgenden Tag wurde die Membran zunächst 5 Minuten 

in PBS gewaschen. Anschließend wurden 3 Waschschritte in PBST46 durchgeführt. Es 

folgte eine einstündige Inkubation mit 2µl Anti-Kanninchen-Antikörper47 in 10 ml PBS 

mit 5% Magermilch und 60µl TWEEN. Die bereits beschriebene Waschprozedur wurde 

wiederholt. Die Membran wurde dann 1 Minute  mit 3 ml ECL-Lösung48 inkubiert. Zur 

quantitativen Bestimmung des Mre11 Signals wurde das Lichtsignal zunächst mit einer 

hochsensitiven CCD-Kamera49 gemessen. Die Auswertung der gemessenen Lichtsignale 

erfolgte mit der Software WinLight50. Anschließend wurde für 2-4 Minuten ein 

Röntgenfilm51 unter Ausschluss anderer Lichtquellen auf die Membran gelegt. Der Film 

wurde für 2 Minuten in den Entwickler52 und dann kurz in Fixierlösung53 gelegt. Als 

Vergleichsstandard wurde außerdem immer das Protein ß-Actin bestimmt. Die Membran 

wurde hierfür erneut für eine Stunde blockiert und dann für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur in 1µl ß-Actin-Antikörper54 in 20ml PBS mit 5% Magermilchpulver, 120 

µl TWEEN inkubiert. Nach 3 Waschschritten in PBST für 10 Minuten wurde die Membran 

                                                 
42 Mini Trans-Blot® Cell, Bio-Rad 
43 Naturaflor Magermichlpulver, Töpfer 
44 TWEEN®, Sigma 
45 pAB Anti hMRE11, Novus Biologicals 
46 2,4 g KH2PO4, 2,72 Na2HPO4x7H2O, 0,2g KCl, 8gNaCl ad 1L ddH2O + 3ml TWEEN 
47 ECLtm Anti-rabbit IgG, Horseradish peroxidase linked whole antibody (from donkey), GE Healthcare 
48 ECLTM Western Blotting Detections Reagents, Amersham Bioscience 
49 NightOwl , Berthold Technologies 
50 Winlight, Berthold Technologies 
51 CL-Xposure Film. Pierce 
52 Eukobrom B/W paper developer, Tetenal, 40 ml ad 400 ml H2O 
53 Superfix Plus, Tetenal, 200ml ad 600ml H2O 
54 Monoclonal anti-ß-actin clone ac-15, Sigma 
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für eine Stunde in 10µl Anti-Mouse-Antiköroper55 in 10ml PBS mit 5% Magermilchpulver 

und 60 µl TWEEN inkubiert.  Die Membran wurde mit wenig PBST eingeschweißt und 

bei 4°C gelagert.   

 

3.4. Transfektion des pCMV3xNLS-I-SceI Plasmids 

 

Doppelstrangbrüche wurden durch die Endonuklease I-SceI induziert. Die c-DNA der I-

SceI Endonuklease wurde aus Saccharomyces cerevisiae gewonnen und in ein 

Expressionsplasmid kloniert. Sie schneidet innerhalb einer 18 bp Erkennungssequenz, die 

in die hier verwendeten Reporterkonstrukten integriert wurde. Die Expression dieser 

Endonuklease ist für Mauszellen nicht toxisch, da die Erkennungssequenz aufgrund ihrer 

Länge und Spezifität im Säugergenom  natürlicherweise nicht vorkommen sollte, und die 

Endonuklease somit keine weiteren Dsb erzeugt (Rouet et al. 1994).   

 

3.4.1. Kontrolle der Aufnahme der Plasmide 

 

Zur Überprüfung der Aufnahme der Plasmide in die Zellen wurde ein Plasmid  transfiziert, 

das ein funktionstüchtiges GFP Gen trägt. Zunächst wurden 5x105 Zellen in T25 

Zellkulturflaschen ausgesät. Nach 24 h wurden 8µg dieses pEGFP-N156 Plasmides in 500 

µl Opti-MEM Medium gelöst. 20 µl Lipofektamin wurden dann in 480 µl Opti-MEM 

gelöst und beide Lösungen nach 5 Minuten vermischt. Nach weiteren 20 Minuten 

Inkubationszeit wurde die Lösung zusammen mit 4 ml RNAsefreiem–DMEM  mit 10% 

FCS zu den Zellen gegeben. Nach 24 Stunden wurde das Medium abgesaugt und die 

Zellen für die Flusszytometrie vorbereitet und der Anteil der grün-fluoreszierenden Zellen 

bestimmt. 

 

3.4.2. Transfektion des pCMV3xNLS-I-SceI Plasmids 

 

Versuche das Plasmid pCMV3xNLS-I-SceI im Anschluss an eine siRNA Transfektion mit 

Lipofektamin durch Elektroporation in die Zellen zu transferieren, führten zu einem 

                                                 
55 ECLtm Anti-mouse IgGHorseradish peroxidase linked F(ab)2 fragment from sheep, GE Healthcare 
56 pEGFP-N1, Clontech 
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starken Absterben der Zellen. Es konnten nicht ausreichend Zellen zur Messung im 

Flusszytometer gewonnen werden, so dass diese Methode verworfen werden musste. Das 

Plasmid pCMV3xNLS-I-SceI wurde daher ebenfalls mit Lipofektamin transient in die 

Zellen transfiziert.  

Die Plasmidtransfektion wurde modifiziert nach dem Invitrogen Lipofektamin 2000-

Protokoll durchgeführt. Das Palsmid wurde in 500 µl Opti-MEM Medium gelöst. 20µl 

Lipofektamin 2000 wurden anschließend zu 480µl Opti-MEM gegeben. Nach 5 Minuten 

Inkubation wurden beide Lösungen zusammengegeben. Nach weiteren 20 Minuten 

Inkubation wurde bei den zu transfizierenden Zellen das Medium entfernt und durch 4 ml 

RNasefreies DMEM mit 2% FCS ersetzt. Das Plasmid-Lipofektamingemisch wurde 

hinzugegeben. Um den toxischen Effekt des kationischen Lipofektionsagens zu 

minimieren, wurde die Lösung nach 6 Stunden abgesaugt und durch 15 ml RNAsefreies 

DMEM ausgetauscht. Nach 24 Stunden für NHEJ bzw. 48 Stunden für HRR wurden die 

Zellen für die Durchflusszytometrie vorbereitet. 

 

3.5. Plasmidpräparation und Restrikionsverdau 

 

Das pCMV3xNLS-I-SceI Plasmid wurde in E. coli transformiert durch diese vermehrt und 

anschließend wieder durch Präparation an Anionaustauscher-Säulen zurückgewonnen. 

Zunächst wurde das Plasmid durch Elektroporation in Bakterien transformiert. Dabei  

kommt es durch einen kurzen elektrischen Puls zur Öffnung von Poren in den 

Bakterienzellen durch welche das Plasmid aufgenommen wird. 10 µl E. coli57 Suspension 

wurden zusammen mit 0,1 µg I-SceI Plasmid in 20µl Wasser in die 

Elektroporationsküvette gegeben. Im Elektroporator58 wurde ein Impuls von 1800 V und 

950 µF gegeben. Anschließend wurden die Bakterien für 1 Stunde bei 37° C in 800 µl LB-

Medium59 kultiviert. Die Bakterien wurden dann über Nacht auf LB-Agarplatten60 zu 

Kolonien gezüchtet. 

Für die Präparation der Plasmide aus den transformierten Bakterien wurde das 

NucleoBond-Kit61 der Firma Macherey-Nagel verwendet. 

                                                 
57 DH 10 B, Gibco 
58 E. coli Pulser, Biorad 
59 10g Bactotypton, 5g Bactoyeast Extract 10g NaCl, 1ml NaOH ad 1l ddH2O 
60 400ml LB-Medium mit 6 g Agar 
61 NucleoBond PC 500, Macherey-Nagel 
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Eine Kolonie der transformierten Bakterien wurde gepickt und erneut in LB-Medium 

angezüchtet. 150 ml dieser Suspension wurden bei 4000 rpm für 15 Minuten bei 4° C  

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 12 ml in Puffer S1 + 

RNAseA62 resuspendiert. Anschließend wurden 12 ml des Puffers S263 hinzugefügt und 

die Suspension durch vorsichtiges Schwenken vermischt. Dann wurde der auf 4° C 

gekühlte Puffer S364 hinzugegeben und die Suspension erneut durch vorsichtiges 

Schwenken gemischt. Die Austauschersäule wurde mit dem Puffer N265 equilibriert. Die 

Bakteriensuspension wurde dann für 40 Minuten bei 4 ° C bei 11000 rpm zentrifugiert. Der 

Überstand wurden vorsichtig auf die Austauschersäule gegeben. Im Anschluss wurde die 

Säule mit 32 ml des Puffer N366 gewaschen. Mit 15 ml Puffer N567 wurde die Plasmid 

DNA dann aus der Säule eluiert. Die im Eluat gelöste DNA wurde mit 11ml Isopropanol 

precipitiert und bei 11000 rpm für 30 Minuten bei 4° C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

vorsichtig entfernt und das Pellet kurz in 75% Ethanol gewaschen und erneut bei 11000 

rpm für 10 Miunten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nachdem das Ethanol vorsichtig 

entfernt wurde, wurde das DNA-Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend 

in etwas destilliertem Wasser gelöst. 

Die DNA-Konzentration wurde bei 260 nm im Photometer bestimmt, wobei eine OD von 1 

der Menge von 50µg DNA/ml entsprechen.  

Zur Kontrolle des Plasmid  und evtl. Verunreinigungen wurde ein Restriktionsverdau und 

anschließende Geleletropherese durchgeführt. Bei einem Restriktionsverdau wird die 

eingesetzte ringförmige Plasmid-DNA durch Restriktionsendonukleasen in kleinere lineare 

DNA-Stücke geschnitten. Diese können in der Gelelektropherese nach ihrer Größe 

aufgetrennt werden. Anhand der Größe der einzelnen Bruchstücke kann das Plasmid 

identifiziert werden. Die DNA wurde durch Zugabe von Ethidiumbromid sichtbar 

gemacht. Das Ethidiumbormid interkaliert die DNA und lässt sie unter UV-Licht orange 

fluoreszieren.  

Für den Restriktionsverdau wurden 0,5 µg DNA in 20µl H2O mit 5 Einheiten (IU) AflIII 

Endonuklease68 zusammengegeben und für eine Stunde bei 36° C inkubiert. Nach 

Hinzugabe eines Auftragspuffers69 wurden 10 µl der Lösung in eine Tasche eines 1% 

                                                 
62 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 100µg RNAseA, pH 8,0 
63 200 mM NaOH, 1% SDS 
64 2,8 M KAc , pH 5,1 
65 100 mM Tris, 15% Ethanol, 900 mM KCl, 0,15% Triton X-100, durch H3PO4 auf pH 6,3 justiert 
66 100 mM Tris, 15% Ethanol, 1,15 M KCl, durch H3PO4 auf pH 6,3 justiert 
67 100 mM Tris, 15% Etahnol , 1 M KCl, durch H3PO4 auf pH 8,5 justiert 
68 AflIII, NEB 
69 0,5% SDS; 0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol; 31% Glycerol (w/v), 25mM EDTA in ddH2O 



3. Material und Methoden 

 26 

Agarosegels70 gegeben, das in 0,5x TBE71-Puffer in der Gelkammer vorbereitet war. In 

eine weitere Tasche des Gels wurde 0,5 µg unverdaute DNA mit Auftragspuffer und 

zusätzlich in eine weitere ein Größenstandard72 gegeben. Nach einem etwa einstündigen 

Lauf bei 100V wurde das Gel unter UV-Licht betrachtet.  

 

3.6. Durchflusszytometrie 

 

Sowohl die Fluorescein markierte siRNA als auch die GFP-exprimierenden Zellen 

fluoreszieren grün, wenn sie mit blauem Licht angeregt werden. Diese Fluoreszenz kann 

mit einem Flusszytometer gemessen werden. Im FACScan Flusszytometer werden Zellen 

einzeln durch eine feine Kapillare gesogen und passieren dort einen Laser mit 488 nm 

Wellenlänge. Zellen die in der Kapillare angestrahlt werden erzeugen Streulicht. Mehrere 

Photodetektoren messen dieses Streulicht. Durch Beugung des Lichts entstandenes 

Vorwärtsstreulicht (FSC) gibt Auskunft über die Größe der Zellen. Das durch Brechung 

entstandene Seitwärtsstreulicht (SSC) über die Granularität der Zellen. Weitere 

Photodetektoren messen spezifische Wellenlängen und ermitteln somit die Farbfluoreszenz 

der Zellen. Fl1 gibt die Grünfluoreszenz und Fl2 die Rotfluoreszenz der Zellen an. 

 Die Zellen wurden in Vorbereitung auf die Flusszytometrie zunächst mit Trypsin gelöst 

und in 10ml PBS aufgenommen. Nach 3 Minuten Zentrifugation mit 1200 rpm wurde das 

PBS abgesaugt und die Zellen erneut in 10ml PBS aufgenommen. Nach weiteren 3 

Minuten Zentrifugation und Entfernung des Überstandes wurden die Zellen in 1 – 1,5 ml 

PBS vorsichtig resuspendiert. Um Zellverklumpungen zu entfernen, wurde die Suspension 

durch eine feine Gaze filtriert und in ein FACS Röhrchen überführt. 

Es wurden durchschnittlich 500.000 Zellen je Probe gemessen.  

Anhand der Partikelgröße und Lichtstreuung (FSC und SSC) wurden evtl. vorhandene 

Verunreinigungen und Zelltrümmer aus der Wertung ausgeschlossen. Anhand einer 

unbehandelten Kontrollprobe wurde der FL1 Grenzwert festgelegt, oberhalb dessen eine 

Zelle als grünfluoreszierend galt. Anschließend wurde das Verhältnis zwischen 

grünfluoreszierenden und der Gesamtzellzahl bestimmt.  

                                                 
70 1 g Agarose in 100 ml 0,5 x TBE und 3 µl 1% Ethidiumbromid 
71 5,4 g Tris-Base; 2,75 g Borsäure; 2 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 ad 1l ddH2O 
72 Gibco 
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4. Ergebnisse 

4.1. Zellwachstum und siRNA Transfektion  

 

Für die Planung zellbiologischer Experimente mit RNA-Interferenz ist es notwendig das 

Wachstumsverhalten der Zellen zu kennen, da die Aufnahme der siRNA mit Hilfe eine 

kationischen Lipofektionsagenz während der exponentiellen Wachstumsphase am höchsten 

ist. Um die optimalen Transfektionsbedingungen für die Mre11 siRNA zu finden wurde 

eine Fluorescein marklierte siRNA in unterschiedlich dicht ausgesäte Zellen transfiziert. 

Zellen, die erfolgreich Fluorescein markierte siRNA aufgenommen haben, leuchten nach 

Anregung mit blauem Licht grün. Diese Grünfluoreszenz kann im Flusszytometer 

gemessen und die Transfektionseffizienz als Anzahl grünfluoreszierender Zellen bestimmt 

werden. Um die optimalen Transfektionsbedingungen für die Mre11 siRNA zu finden, 

wurde eine Fluorescein marklierte siRNA in unterschiedlich dicht ausgesäte Zellen 24h 

nach deren Aussaat in der exponentiellen Wachstumsphase transfiziert und die 

Grünfluoreszenz der Zellen vier Stunden der nach der Transfektion im Flusszytometer 

bestimmt. Bei einer sehr dünn ausgesähten Anzahl Zellen von 0,2x 104 Zellen/cm² 

fluoreszierten 92% der Zellen (Abb. 4.2.). Mit zunehmender Zellzahl verschlechterte sich 

die Transfektionseffizienz. Bei einer Zellzahl von 2x 104  Zellen/ cm² lag der Anteil der 

grünfluoreszierenden Zellen nur noch bei 75%. 
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4.2. Knock-down von Mre11 

 
Mre11 wurde durch RNA-Interferenz herunterreguliert. Dafür wurden die Zellen mit 

Mre11 siRNA und als Kontrolle mit einer unspezifischen siRNA transfiziert. 24, 48, 72 

und 96 Stunden nach der Transfektion mit 200nM siRNA wurde aus den Zellen Protein 

isoliert. Dieses wurde in einem Westernblot aufgetrennt auf eine Membran übertragen und 

Mre11 mit einem Antikörper dargestellt.  

Mit dem Antikörper gegen Mre11 konnte eine isolierte Bande bei 80 kDa dargestellt 

werden. Bereits 24h nach Transfektion mit Mre11 siRNA konnte eine Reduktion in der 

Intensität der Bande sowohl in der Zelllinie 10.1 pGC (Abb 4.2.A) als auch in der Zelllinie 

10.1 pEJ (Abb. 4.3. C) gesehen werden. Im weiteren Verlauf kam es nach 48, 72 und 96 

Stunden zu einer weiteren Abnahme der Intensität des Signals in der Zelllinie 10.1 pGC   

B 
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Abb. 4.1. Transfektionseffizienz einer grün fluoreszierenden siRNA 

A) Transfektion von Fluoreszein-konjugierter siRNA in unterschiedlich dicht 

ausgesäte Mausfibroblasten. FL1 = Grünfluoreszenz FL2 = Rotfluoreszenz. Links eine 

unbehandelte Kontrolle, Mitte Transfektion von 200nM siRNA 24h nach Aussaat von 

0,2x10
4
/cm². Rechts Transfektion von 200nM siRNA 24h nach Aussaat von 2x10

4
/cm². 

Messung der Grünfluoreszenz am Flusszytometer 4h nach Transfektion 

B) Anteil der grünfluoreszierenden Zellen in Prozent  
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(Abb. 4.3. A). Auch in der Zelllinie 10.1 pEJ war ein weiterer Rückgang in der Intensität  

der Bande nach 48 Stunden zu sehen. Jedoch nahm hier die Intensität bereits nach 72 

Stunden nach der Transfektion wieder leicht zu (Abb. 4.3. C). 

Zur genaueren Quantifizierung des relativen Mre11 Gehaltes in den Zellen wurde 

zusätzlich ß-Actin als Kontrolle für eventuelle Unterschiede in der Proteinkonzentration 

bestimmt. Der relative Mre11 Gehalt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle wurde 

durch Bestimmung des Lichtsignals von Mre11 nach Abzug der Hintergrundfluoreszenz 

bestimmt. Unregelmäßigkeiten durch Unterschiede in der eingesetzen Proteinkonzentration 

wurden durch Bestimmung von ß-Actin ausgeglichen.   

 24 Stunden nach Transfektion mit 200nM Mre11 siRNA konnte ein Abfall von Mre11 in 

der Zelllinie 10.1 pGC auf etwa 80% und 48 Stunden nach Transfektion auf etwa 45% im 

Vergleich zur mit einer unspezifischen siRNA behandelten Kontrolle beobachtet werden 

(Abb 4.3. B). In der Zellline 10.1 pEJ führte die Transfektion mit Mre11 SiRNA nach 24 

Stunden zu einem Abfall von Mre11 auf etwa 56%. Nach 48 Stunden kam es zu einem 

weiteren Abfall auf 35%. Nach 72 Stunden kam es in der Zelllinie 10.1 pEJ bereits zu 

einem erneuten Anstieg des Mre11 Signals (Abb. 4.3. D).  

Eine Erhöhung der siRNA Konzentration, brachte keine weitere Reduktion des Mre11 

Gehaltes in den Zellen. Sowohl eine Transfektion von 200nM als auch 400nM siRNA 

senkte das Mre11 Signal 48 Stunden nach der Transfektion auf etwa 45% im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle und zu mit unspezifischer siRNA behandelten Zellen ab (Abb. 

4.3. E und F).  
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Abb 4.2. Knockdown von Mre11 mittels siRNA 

A) Westernblot von Extrakten der Zellline 10.1pGC die mit 200nM siRNA gegen Mre11 

oder Kontroll-siRNA (siRNA scrambled) behandelt wurden. Extraktion der Proteine 

erfolgte nach 24, 48, 72 und 96 Stunden. Die Kontrolle besteht aus Extrakt unbehandelter 

Zellen. B) Relative Menge an Mre11 in den Zellen. C) Westernblot von Extrakten der 

Zelllinie 10.1 pEJ die mit 200nM siRNA gegen Mre11 oder Kontroll-siRNA(sRNA 

scrambled) behandelt wurden. Die Kontrolle besteht aus Zellextrakt unbehandelter Zellen. 

D) Relative Menge an Mre11 in den Zellen. E) Westernblot aus Zellextrakten der Zelllinie 

10.1 pEJ die mit 200nM und 400nM siRNA gegen Mre11 oder Kontroll-siRNA (siRNA 

scramled)  behandelt wurden. F Relative Menge an Mre11 in Zellen. 
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4.3 Plasmidtransfektion 

 

Zur Induktion eines Doppelstrangbruches in den Reporterkonstrukten sollte das 

pCMV3xNLS-I-SceI Plasmid transient in die Zellen transfiziert werden. Die bereits in der 

Arbeitsgruppe etablierte Methode der Elektroporation (Schmidt-Petersen 2003) konnte 

nicht verwendet werden, da nach Transfektion mit siRNA und anschließender 

Elektroporation viel zu wenig Zellen in den Zellkulturflaschen anwuchsen, so dass keine 

ausreichende Zellzahl im Flusszytometer gemessen werden konnte. 

Als Alternative kam eine erneute Transfektion mit dem kationischen Lipofektionsagenz 

Lipofektamin 2000 in Betracht. Zur Überprüfung der Aufnahme des Plasmids in die Zelle 

wurde das Plasmid pEGFP-N1 in die Zellen transfiziert. In den Zellen wird das 

Grünfluoreszierende Protein exprimiert, das nach Anregung mit blauem Licht grün 

fluoresziert. Diese Fluoreszenz wurde im Flusszytometer bestimmt.  

Nach Transfektion von 8µg pEGFP-N1-Plasmid fluoresziereten durchschnittlich 60% der 

Zellen grün (Abb. 4.3)  

 

 

Abb 4.3 Transfektionseffizienz des eEGFP-N1 Plasmides 

5x105 pEJ Zellen wurden ausgesät. Nach 24h wurden 8µg pEGFP-N1 Plasmid mit 20 µl 

Lipofektamin 2000 transfiziert. Nach weiteren 24h wurde im Flusszytometer der Anteil 

grünfluoreszierender Zellen bestimmt. Links eine unbehandelte Kontrolle. Rechts nach 

Transfektion mit 8µg pEGFP-N1 Plasmid 

  

 

Nachdem wir die erfolgreiche Transfektion des pEGFP-N1-Plasmides mit 

Lipofectamin2000 durch Expression des GFP zeigen konnten, sollte als nächster Schritt die 

erfolgreiche Induktion eines Dsb durch die Endonuklease I-SceI nach Transfektion des 

unbehandelte Kontrolle 
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pCMV3xNLS-I-SceI Plasmids kontrolliert werden. Dazu transfizierten wir das 

pCMV3xNLS-I-SceI Plasmid in verschiedenen Konzentrationen. Nach Transfektion von 

20 µg Plasmid fluoreszierten 3,94% der Zellen grün (Abb 4.4). 

Eine weitere Steigerung der Plasmidkonzentration führte zu keiner deutlichen Steigerung 

des Anteils an grün fluoreszierenden Zellen. Nach Transfektion von 30µg Plasmid 

fluoreszierten 4,14 % der Zellen grün. Neben dieser leichten Steigerung kam es jedoch 

zunehmend zu einem Absterben der Zellen nach der Transfektion, so dass nur wenige 

Zellen im Flusszytometer ausgewertet werden konnten. Wir transfizierten daher nach dem 

knock-down von Mre11 20µg  pCMV3xNLS-I-SceI Plasmid zur Induktion von Dsb. 

 

 

 
Abb. 4.4 Transfektion des pCMVxnls3-I-SceI Plasmids 

5x105 pEJ Zellen wurden ausgesät. Nach 24h wurden verschiedenen Konzentrationen I-

SceI-Plasmid mit 20 mit Lipofektamin in die Zellen transfiziert. Nach weiteren 24h wurde 

der Anteil an grünfluoreszierenden Zellen bestimmt.  Links eine unbehandelte Kontrolle. 

Rechts Transfektion von 10 µg I-SceI Plamid.   

 

4.4 Einfluss von Mre11 auf die Regulation der Reparatur von 

Doppelstrangbrüchen 

 

4.4.1 Einfluss von Mre11 auf die Homologe Rekombination 

 

Zur Überprüfung des Einflusses von Mre11 auf die HRR wurden zunächst 10.1 pGC 

Zellen mit siRNA gegen Mre11 oder der Kontroll siRNA behandelt. 48 Stunden später 

wurde das pCMV3xNLS-I-SceI Plasmid transfiziert. Zu jedem Experiment wurden 

zeitgleich unbehandelte Zellen ausschließlich mit pCMV3xNLS-I-SceI transfiziert, um 
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Fehler bei der Transfektion des Plasmids auszuschließen. Nach weiteren 48 Stunden wurde 

die Anzahl der grünfluoreszierenden Zellen im Flusszytometer bestimmt. Eine erfolgreiche 

Reparatur des Dsb durch HRR führt zur Wiederherstellung des funktionsfähigen GFP-

Gencodes. Das Grünfluoreszierende Protein kann in diesen Zellen exprimiert werden und 

führt zur im Flusszytometer messbaren Grünfluorezenz der Zellen. 

Nach Transfektion von pCMV3xNLS-I-SceI fluoreszierten 0,26% ± 0,1% der 

unbehandelten Zellen grün. Bei den mit einer unspezifischen siRNA behandelten Zellen 

sank der Anteil der grünfluoreszierenden Zellen auf 0,156% ± 0,063% ab. Bei den mit 

siRNA gegen Mre11 behandelten Zellen war ebenfall ein geringerer Anteil 

grünfluoreszierenden Zellen messbar.  Hier fluoreszierten nur 0,153% ± 0,076 der Zellen 

grün. (Abb. 4.5 A). Im Vergleich zwischen siRNA gegen Mre11 und Kontroll siRNA 

konnte so kein Unterschied in der Effizienz der Reparatur von Dsb durch HRR gesehen 

werden (Abb. 4.5 B).   
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Abb 4.5 Einfluss von Mre11 auf die HRR 

A) Beispielsmessung am Flusszytometer. 10.1 pGC Mausfibroblasten wurden mit siRNA 

gegen Mre11 und Kontroll siRNA behandelt. Nach 48 h wurde in diese Zellen und 

unbehandelten Zellen I-SceI Plasmid transfiziert. Die Fluoreszenzeigenschaften der Zellen 

wurden nach weiteren 48 h  im Flusszytometer bestimmt. Links oben eine unbehandelte 

Kontrolle zur Bestimmung der Grundfluoreszenzeigenschaften. Zellen ohne siRNA mit I-

SceI Plasmid transfiziert. Unten links Zellen die mit Kontroll siRNA und I-SceI Plasmid 

behandelt wurden. Rechts unten Zellen die mit Mre11 siRNA und I-SceI Plasmid behandelt 

wurden. B) Anteil der grünfluoreszierenden Zellen als Zeichen der Reparatureffizienz der 

HRR 
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4.4.2 Einfluss von Mre11 auf das Nichthomologe Endjoining 

 

Zur Überprüfung des Einflusses von Mre11 auf das NHEJ wurden 10.1 pEJ Zellen 

zunächst mit siRNA gegen Mre11 oder der Kontroll siRNA behandelt. Wie in Abb 4.5 

wurden die pEJ Zellen zunächst mir siRNA und anschließend mit pCMV3xNLS-I-SceI 

transfiziert. Nach weiteren 24 Stunden wurde die Grünfluoreszenz der Zellen am 

Flusszytometer bestimmt. Durch erfolgreiche Reparatur des Dsb durch NHEJ wird das 

artifizielle Startcodon entfernt und das GFP kann exprimiert werden, was zur 

Grünfluoreszenz der Zellen führt. Auch hier wurden zu jedem Experiment unbehandelte 

Zellen als Transfektionskontrolle ausschließlich mit I-SceI Plasmid behandelt. 

Bei den unbehandelten Zellen fluoreszierten 4,46% ± 1.08% der Zellen grün. Nach 

Transfektion der Kontroll siRNA sank der Anteil der grünfluoreszierenden Zellen auf 3,8% 

± 0,74% ab. Nach Transfektion mit siRNA gegen Mre11 hingegen zeigte sich dieser 

Rückgang nicht, sondern es konnte eine Steigerung des Anteils der grün fluoreszierenden 

Zellen auf 6,39% ± 0,8% gesehen werden (Abb. 4.6 A). Im Vergleich beider mit siRNA 

transfizierten Zellen ergab sich eine signifikante Steigerung um den Faktor 1,7. Der 

Knock-down von Mre11 erhöht demnach die Effizienz des NHEJ (Abb 4.7 B). 
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Abb. 4.6 Einfluss von Mre11 auf NHEJ 

A) Beispielsmessung am Flusszytometer. 10.1 pEJ Mausfibroblasten wurden mit siRNA 

gegen Mre11 und Kontroll siRNA behandelt. Nach 48 h wurde in diese Zellen und 

unbehandelten Zellen I-SceI Plasmid transfiziert. Die Fluoreszenzeigenschaften der Zellen 

wurden nach weiteren 24 h  im Flusszytometer bestimmt. Links oben eine unbehandelte 

Kontrolle zur Bestimmung der Grundfluoreszenzeigenschaften. Zellen ohne siRNA mit I-

SceI Plasmid transfiziert. Unten links Zellen die mit Kontroll siRNA und I-SceI Plasmid 

behandelt wurden. Rechts unten Zellen die mit Mre11 siRNA und I-SceI Plasmid behandelt 

wurden. B) Anteil der grünfluoreszierenden Zellen als Zeichen der Reparatureffizienz des 

NHEJ 

 

4.5 Einfluss des Knock-downs von Mre11 auf das Zellüberleben 

 
Durch Röntgenbestrahlung werden in diploiden Säugerzellen ca. 30 Dsb/Gy erzeugt 

(Dahm-Daphi und Dikomey, El-Awady et al.). Notwendige Bedingung für das Überleben 

der Zellen nach Bestrahlung ist die Reparatur dieser Dsb. Daher ist das Überleben der 

Zellen nach Bestrahlung ein guter Anhaltspunkt für die Fähigkeit der Zellen Dsb zu 

reparieren. Der Knock-down von Mre11 führte zu einer Erhöhung der Effizienz des NHEJ, 

während die Effizienz der HRR unbeeinflusst blieb. Da das NHEJ der wichtigste 

Mechanismus zur Reparatur von Dsb in Säugetierzellen ist, sollte nun untersucht werden, 

ob die gezeigte Verbesserung der Effizienz in diesem Mechanismus zu einer Erhöhung der 

Strahlenresistenz in den Zellen führt. Um dies zu überprüfen, wurden zunächst Zellen mit 

siRNA gegen Mre11 und der Kontroll siRNA behandelt. 48 Stunden nach der Transfektion 

wurden die Zellen ausgesät und weitere 24h später bestrahlt. Die überlebenden Kolonien 

wurden ausgezählt und die Überlebensrate bestimmt. Nach Bestrahlung von unbehandelten 

Zellen mit 2 Gy sank die Anzahl der gebildeten Kolonie im Verhältnis zu unbestrahlten 
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Zellen auf 64% ab. Nach einer Dosis von 4 Gy sank der Anteil auf 30%, nach 6 Gy auf 

7,6% und nach 8 Gy auf 3,5% ab. Nach Transfektion von Kontroll siRNA und 

anschließender Bestrahlung mit 2 Gy sank die Anzahl der gebildeten Kolonien auf 65%, 

nach 4 Gy auf 27,6%, nach 6 Gy auf 10,3% und nach 8 Gy auf 4,4% ab. Im Anschluss an 

die Transfektion mit siRNA gegen Mre11 und Bestrahlung mit 2 Gy reduzierte sich die 

Anzahl der gebildeten Kolonien im Vergleich zu unbestrahlten Zellen auf 77%, nach 4 Gy 

auf 27%, nach 6 Gy auf 11,6% und nach 8 Gy auf 4,1%. Durch Transfektion mit siRNA 

gegen Mre11 konnte kein Unterschied im Zellüberleben nach Bestrahlung festgestellt 

werden. 

 

Abb 4.7 Zellüberleben nach Bestrahlung 

Zellen wurden mit siRNA behandelt und nach 48h mit unterschiedlichen Dosen  bestrahlt. 

Die Zellen wurden dann für weitere 7 Tage im Brutschrank kultiviert. Anschließend wurde 

die Anzahl der Kolonien bestimmt.  

 

5. Diskussion  

5.1. Knock-down von Mre11  

 

Wir konnten zeigen, dass ein deutlicher Knock-down von Mre11 in unseren embryonalen 

Mausfibroblasten durch den Einsatz von siRNA möglich ist. Die Effektivität des Knock-

down hängt vom zu regulierenden Protein, der verwendeten Zelllinie und der verwendeten 

siRNA ab. Ein vollständiger Knock-out konnte jedoch bisher von keiner Arbeitsgruppe 
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erreicht werden. Ein Vergleich zu anderen Arbeitsgruppen die siRNA verwendet haben ist 

jedoch nur bedingt möglich, da entweder ausschließlich eine qualitative Überprüfung des 

Knock-downs durch den Western-Blot erfolgte (Zhang et al. 2005, Hanlon Newell et al. 

2008) oder mit Bestimmung der vorhandenen  Mre11 mRNA in den Zellen eine alternative 

Methode zur Quantifizierung gewählt wurde (Zhong et al. 2007). In den Versuchen mit 

dem NHEJ Reporterkonstrukt im Anschluss an den Knock-down von Mre11 konnten wir 

einen signifikanten Unterschied zu den mit der Kontroll siRNA behandelten Zellen sehen, 

so dass von einem wirksamen Knock-down von Mre11 in den Versuchen ausgegangen 

werden kann. 

 

5.2. Einfluss von Mre11 auf die Reparatur von enzymatisch erzeugten Dsb 

 

Wir konnten in unserem Modell zeigen, dass ein Knock-down von Mre11 zu einer 

signifikanten Erhöhung der Reparaturrate durch NHEJ bei enzymatisch erzeugten DNA-

Dsb führt. Die genaue Funktion von Mre11 in diesem Reparaturmechanismus ist in 

Säugetierzellen weitestgehend unklar. Unseren Ergebnissen nach scheint Mre11 bei der 

Reparatur von durch eine Endonuklease induzierten Dsb nicht notwendig, sondern im 

Gegenteil eher hinderlich zu sein. Das Fehlen von Mre11 führt daher zu einer 

Verbesserung der Effizienz des NHEJ. Ähnliches konnte vor kurzem auch für Ku80 

gezeigt werden. Die Anwesenheit von Ku80 führte zu einer Unterdrückung der Rad51 

abhängigen HRR und des SSA (Mansour et al. 2008), ohne dass Ku80 eine Funktion in 

diesem Reparaturweg hat. Wie diese Regulation durch Mre11 genau abläuft, bleibt jedoch 

weiterhin unbekannt. Mre11 könnte durch seine Exonukleasefunktion oder durch 

Rekrutierung einer anderen Exonuklease (z.Bsp. CtIP) mit dem Bilden des 3’ ss-

Überhanges beginnen. Im Anschluss an diesen Initiationsschritt kann eine Reparatur des 

Bruches nur durch HRR durchgeführt werden. Das Fehlen dieses Startprozesses der HRR 

ließe nur noch eine Reparatur durch NHEJ zu. Mre11 ist als eines der ersten Proteine an 

einem Dsbs zu finden. Jedoch ist bislang unklar, ob es eine zentrale Rolle innerhalb der 

Reparaturmechanismen spielt. Sicher ist jedoch, dass es als zentraler Sensor durch die 

Aktivierung von ATM  in die Regulation des Zellzyklus eingreift. Neuere Untersuchungen 

konnten zeigen, dass die Inaktivierung von ATM zu einer Blockierung der HRR führt 

(Shirastav et al. 2009). Auch Mutationen in Mre11, wie in Patienten mit ATLD, führen zu 

einer verminderten Aktivierung von ATM (Delia et al. 2004), so dass hier der knock-down 
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von Mre11 durch eine verminderte Aktivierung von ATM zu einer Blockade der HRR 

führen könnte. Dies würde eine Steigerung des NHEJ nach sich ziehen.  

Überraschenderweise hatte der Knock-down von Mre11 in Säugetierzellen jedoch keinen 

Einfluss auf die Reparatur der enzymatisch erzeugten Dsbs durch HRR. In Hefe ist die 

HRR der Hauptmechanismus zur Reparatur von Dsbs. Ein Knockout von Mre11 oder ein 

funktioneller knock-out durch Inaktivierung der Exonukleasefunktion von Mre11 führte in 

Hefe zu einer deutlichen Erhöhung der Strahlensensitivität (Steward et al. 1999). Es wurde 

daraus geschlussfolgert, dass Mre11 essentiell für die Reparatur durch HRR in Hefe ist 

(D’Amours und Jackson 2002). In Säugetierzellen ist die Rolle von Mre11 in der HRR 

nicht ausreichend verstanden. Jedoch führten in Säugetierzellen ein funktioneller Knock-

out durch Mutationen in Mre11, wie bei ATLD-Patienten, ebenfalls zu einer deutlichen 

Erhöhung der Strahlensensitivität, so dass auch hier von einer wichtigen Rolle in der 

Reparatur von Dsbs ausgegangen wurde (Stewart et al. 1999, Buis et al. 2008). In unserem 

Versuch konnten wir nun zeigen, dass Mre11 für die Reparatur von enzymatisch erzeugten 

Dsbs nicht essentiell ist. In einem ähnlichen Modell wurden in Hefe Dsbs durch die 

Endonuklease HO erzeugt. In diesen Versuchen zeigte sich eine Verzögerung der 

Reparatur durch HRR, jedoch konnte eine effiziente Reparatur nachgewiesen werden 

(Tsubouchi und Ogawa 1998, Moreau et al. 2000). In dem von uns durchgeführten 

Experiment beobachteten wir die Anzahl der erfolgreich durchgeführten Reparaturen nach 

48 Stunden. Der Messzeitpunkt von 48 Stunden nach Transfektion des I-SceI-Plasmids 

wurde entsprechend der von Filip Schmidt Petersen etablierten Methode gewählt. Die 

beschriebene Verzögerung in der Reparatur von Dsbs ist hier durch den langen Zeitraum 

zwischen Dsb und Messpunkt möglicherweise nicht erfasst worden.   

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass Mre11 für die Reparatur von enzymatisch 

erzeugten Dsb nicht notwendig ist und dass der knock-down von Mre11 sogar zu einer 

Verbesserung der Effizienz des NHEJ bei enzymatisch erzeugten Dsb führt.  

 

5.3. Einfluss von Mre11 auf die Reparatur von strahleninduzierten Dsb  

 

Wir konnten zeigen, dass der knock-down von Mre11 bei Endonuklease-induzierten Dsb 

keinen Einfluss auf die Effektivität von HRR hat und zu einer signifikanten Verbesserung 

der Effektivität des NHEJ führt. Das Überleben der Zellen nach Bestrahlung ist ein 

direktes Zeichen der Effektivität der Reparatur von Dsb. In Säugetierzellen werden 
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strahleninduzierte Dsb überwiegend durch NHEJ repariert. Die von uns beobachtete 

Verbesserung im NHEJ sollte zu einem deutlich verbesserten Zellüberleben führen.  

Der Hauptunterschied zwischen beiden Experimenten liegt in der Art, wie Dsb erzeugt 

werden. Während Endonukleasen genau definierte glatte Schnitte an spezifischen 

Erkennungssequenzen in der DNA erzeugen („clean breaks“), sind die Brüche die durch 

ionisierende Strahlung entstehen weitaus komplexer. Es kann zu den unterschiedlichsten 

chemischen Änderungen im Bereich der terminalen Nukleotide (z.B. 3’Phosphate oder 

Phosphoglycolate) oder auch zu Proteinaddukten kommen („dirty breaks“) (Krogh und 

Symington 2004). Möglicherweise ist Mre11 verantwortlich für die Prozessierung dieser 

schwierigen Brüche, jedoch für die Reparatur „sauberer“ Brüche nicht notwendig sondern 

eher hinderlich. So konnte gezeigt werden, dass ein Knock-out von Mre11 in Hefe zu 

einem drastischen Anstieg der Strahlensensitivität führt. Auch eine Funktionsminderung 

durch Mutation wie in ATLD-Patienten führt zu einer Erhöhung der Strahlensensitivität. 

(Stewart et al. 1999).  

In unseren Versuchen konnten wir jedoch keinen Unterschied im Zellüberleben nach 

Bestrahlung als Zeichen der Reparatur von Dsb feststellen.  

Der von uns erreichte Knock-down von Mre11 (auf 40% Restaktivität) könnte nicht 

ausreichend für eine Strahlensensibilisierung sein. Eine weitere Erklärungsmöglichkeit für 

die Diskrepanz wäre, dass der durch siRNA erzeugte knock-down von Mre11 nur zeitlich 

begrenzt wirksam ist. Zur Zeit der Bestrahlung (48h nach Transfektion von siRNA) ist die 

Menge an Mre11 in den Zellen zwar reduziert und wir konnten zeigen, dass auch noch 

nach 96 Stunden die Menge von Mre11 reduziert ist, jedoch ist davon auszugehen, dass es 

im weiteren Verlauf der Inkubationszeit zu einer Erholung von Mre11 kommt. Nach 

Erzeugung eines Dsb kommt es zu einem Zellzyklusarrest (Falck et al. 2002). Die 

bestrahlten Mre11-depletierten Zellen werden so lange angehalten bis wieder ausreichend 

Mre11 vorhanden ist und eine effektive Reparatur durchgeführt werden kann. So kommt es 

zwar zu einer Verlangsamung des Zellwachstums aber zu keiner Verschlechterung des 

Zellüberlebens.  
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5.4. Funktion von Mre11 innerhalb der Dsb-Reparatur 

 

Wir konnten zum einen zeigen, dass Mre11 für die Reparatur von „einfachen“ Dsb nicht 

zwingend notwendig sondern im Fall des NHEJ sogar eher hinderlich ist. Diese 

Verbesserung der Reparatureffizienz des NHEJ sollte zu einer Verbesserung der 

Strahlenresistenz führen. Jedoch konnten wir keinen Effekt durch Knock-down von Mre11 

auf die Reparatureffizienz nach Bestrahlung finden. Im Gegensatz dazu konnte bereits 

mehrfach gezeigt werden, dass der Knock-out von Mre11 zu einer erhöhten 

Strahlensensitivität als Zeichen einer ineffektiven Reparatur führt.   

Mre11 hat eine Vielzahl an enzymatischen Funktionen (Haber 1998). Es ist zudem als 

eines der ersten Enzyme am Ort eines Dsb nachweisbar (Lisby et al. 2004). Passend zu 

unseren Ergebnissen bei den enzymatisch erzeugten Brüchen und der deutlich erhöhten 

Strahlensensitivität stellen B. Krogh und S. Symington bereits 2004 die Hypothese auf, 

dass Mre11 insbesondere in den ersten Schritten in der Reparatur von strahleninduzierten 

„schwierigen“ Dsb notwendig ist. Mre11 ist als einziges Enzym in der Lage mit diesen 

verschiedenen DNA Enden nach ionisierenden Strahlen umzugehen (Paull und Gellert 

1998). Wir konnten jedoch im Gegensatz zu der Hypothese von Krogh und Symington 

keinen Einfluss von Mre11 auf die Strahlensensitivität und damit die Reparatur von 

komplexen Brüchen finden.  

Außer der isolierten Verbesserung des NHEJ durch Knock-down von Mre11 in 

enzymatisch induzierten Dsb konnten wir keinen negativen Einfluss von Mre11 auf die 

Reparatur von Dsb finden, insbesondere keine spezifische Rolle in der Regulation 

zwischen beiden Reparaturwegen.  

Insgesamt spielen Mutationen von Mre11 in Individuen eine eher untergeordnete Rolle. 

Knock-out Mutationen führen zu einem frühen embryonalen Zelltod und nur sehr wenige 

ATLD-Patienten mit einer Mutation in Mre11 konnten bisher identifiziert werden (Stewart 

et al. 1999, Delia et al. 2004, Fernet et al. 2005). Eine wichtigere Rolle könnte Mre11 

jedoch in der Entwicklung von Tumoren spielen. In einigen Karzinomzelllinien konnte ein 

deutlich verminderter Mre11 Gehalt oder Mutationen in Mre11 nachgewiesen werden. 

Gianni et al. zeigten damit, dass Mutationen im MRN-Komplex entweder durch 

verminderte Aktivierung des Zellzyklusarrestes oder durch fehlerhafte Reparatur die 

maligne Entartung einzelner Zellen könnten (Gianni et al. 2001).    
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Die genaue Bedeutung von Mre11 für die Reparatur von DSB und insbesondere für die 

Entwicklung von Tumoren bleibt jedoch weiter nicht vollständig geklärt. Es Bedarf 

weiterer Untersuchungen, um insbesondere die Rolle von Mre11 innerhalb der einzelnen 

Reparaturmechanischen zu klären.   
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6. Zusammenfassung  

 

Die DNA eines jeden Organismus ist ständigen Schädigungen ausgesetzt. Sowohl durch 

exogene Noxen, wie ionisierende Strahlung, aber auch durch endogene Substanzen, wie 

z.B. Sauerstoffradikale und zelleigene Nukleasen. Die schwerwiegendste Schädigung ist 

ein DNA-Doppelstrangbruch (Dsb). Werden solche Dsbs nicht repariert, können sie zum 

Zelltod führen oder zu Mutationen und damit möglicherweise maligne Entartung auslösen. 

Zwei Hauptwege der Dsb-Reparatur konnten identifiziert werden. Zum einen die nicht 

homole Endverknüpfung (Nichthomologes End-joining, NHEJ), welches zwei freie DNA-

Enden zusammenfügt und ligiert, ohne dabei die exakte Ursprungssequenz 

wiederherstellen zu müssen. Zum anderen die homologe Rekombination (HR), welche die 

Originalsequenz unter Zuhilfenahme des Schwesterchromatids exakt wiederherstellen kann 

und damit im Gegensatz zum NHEJ einen fehlerfreien Reparaturweg darstellt. Für beide 

Wege wurden eine Reihe unterschiedlicher aber jeweils spezifischer Reparaturproteine 

charakterisiert. Demgegenüber stehen zu Beginn der zellulären Schadensantwort einige 

Proteine, wie ATM, die frühzeitig an die DNA binden und Reparaturvorgänge und 

Zellzyklusregulation miteinander koordinieren. Ein weiterer „früher“ Proteinkomplex mit 

Signalfunktion bestehend aus Mre11/Nbs1/Rad50 ist vermutlich direkt in beide 

Reparaturwege, NHEJ und HR involviert. Daher wird diesem Komplex eine zentrale Rolle 

in der Regulation der Reparatur der Doppelstrangbrüche zugeschrieben. Mutationen in 

Mre11 und Nbs1 führen zu schweren genetischen Erkrankungen der Ataxia-

Teleangiectasia-like-disorder und dem Nijmegen breakage Syndrom, die sich unter 

anderem durch erhöhte Strahlensensitivität auszeichnen. Ein Knockout vom Mre11 führt in 

Mäusen zum frühen embryonalen Tod, so dass auch keine k.o. Zelllinien etabliert werden 

konnten. Wir konnten Mre11 durch RNA Interferenz erfolgreich herunterregulieren. Im 

Anschluss erzeugten wir durch die Endonuklease I-SceI einen Dsb in auf dem 

Grünfluoreszierenden-Protein basierenden Reporterkonstruken.  

Wir konnten zeigen, dass der Knock-down von Mre11 im Vergleich zu einer 

unspezifischen siRNA zu keiner Zu- oder Abnahme der Effizienz der HRR führt. Im 

Gegensatz führte der Knock-down von Mre11 zu einer signifikanten Zunahme der 

Effizienz des NHEJ bei der Reparatur des Reporterkonstruktes. Dieser Unterschied könnte 

sich durch die Exonukleasefunktion von Mre11 erklären. Mre11 lagert sich an die Brüche 

an und beginnt mit einem Abbau der DNA Enden bevor eine Ligation stattfinden kann. 
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Fehlt Mre11 findet kein Verdau statt und die Enden können direkt wieder miteinander 

verbunden werden, so dass Mre11 für die Reparatur von enzymatisch erzeugten Brüchen 

eher hinderlich ist. Da NHEJ der wichtigste Dsb Reparaturweg für Säugerzellen ist, sollte 

im nächsten Schritt untersucht werden, ob die verbesserte Reparatur einen Einfluss auf das 

Zellüberleben nach Röntgenbestrahlung hat. Wir haben daher mit siRNA behandelte 

Zellen mit 0 bis 8 Gy bestrahlt und nach ca. 7 Tagen die Koloniebildungsrate bestimmt. Es 

fand sich jedoch kein Einfluss der siRNA-Behandlung auf das Zellüberleben, weder mit 

der spezifischen Mre11-siRNA noch mit der Kontroll-siRNA. Generell sollte eine 

Verbesserung der Reparatureffizienz, wie von uns gefunden aber zu einer erhöhten 

Strahlenresistenz führen. 

Wir konnten zeigen, dass ein Knock-down von Mre11 mit siRNA zu einem verbesserten 

end-joining von enzymatisch erzeugten Dsbs führt. Die homologe Rekombination blieb 

dagegen durch Mre11-Suppression unbeeinflusst wie auch die zelluläre 

Strahlenempfindlichkeit. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass Mre11 insbesondere in 

der Reparatur von enzymatisch induzierten „einfachen Brüchen“ keine wesentliche Rolle 

spielt. Der MRN-Komplex und insbesondere Mre11 ist mit seiner Vielzahl an 

enzymatischen Funktionen in der Lage unsaubere DNA Enden, wie sie beispielsweise 

durch ionisierende Strahlung entstehen, zu prozessieren und so für die Reparaturenzyme 

zugänglich zu machen. In den enzymatisch erzeugten Brüchen ist eine vorherige 

Prozessierung durch Mre11 eher hinderlich für die Reparatur.  
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