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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde humanes Jmjd6 als Eisen(II)-2-Oxoglutarat abhängige Dioxyge-

nase detailliert charakterisiert. Mit Hilfe eines “Tandem-Affi nity-Purifi cation”-Experiments (“TAP-tag”) 

konnten zuerst potentielle Substrate von Jmjd6 identifi ziert werden. Ein Großteil der identifi zierten 

Proteine spielt eine Rolle beim pre-mRNA Spleißen. Interaktionen mit Proteinen der “splice-site”-

Erkennung, wie U2AF65, hLuc7A, hLuc7B1, hLuc7B2 wurden in Immunpräzipitationen bestätigt. 

Diese Ergebnisse korrelieren gut mit der Kernlokalisation von Jmjd6 im Interchromatinraum und der 

RNase-Sensitivität des Jmjd6 Proteins.

Jmjd6 kann U2AF65 an spezifi schen Lysinresten hydroxylieren. Dies konnte sowohl in-vitro, an Pep-

tiden und rekombinantem Protein, als auch in-vivo an endogenem U2AF65 per LC-MS/MS-Analyse 

eindeutig belegt werden. Auch eine Auto-Hydroxylierung am Lysin167 des Jmjd6-Proteins wurde 

beobachtet. Hydroxy-5-Lysin ist eine bisher unbekannte posttranslationale Modifi kation an intra-

zellulären Proteinen. Ein möglicher Einfl uss dieser Modifi kation auf den Spleißprozess konnte mit 

Hilfe des “Double-Reporter-Splicing-Assays” nachgewiesen werden. Die Überexpression von Jmjd6 

hemmt hierbei das Spleißen des Reporterkonstrukts, wohingegen der Jmjd6-”knock-down” einen 

gegenteiligen Effekt hat.

Jmjd6 bildet stabile Homodimere und -oligomere. Die dafür essentiellen Proteinbereiche konnten 

durch Mutationsstudien auf die Aminosäuren 25-48 festgelegt werden. Auch scheint die Homooligo-

merisierung essentiell für die Interaktion mit U2AF65 und die einhergehende enzymatische Aktivität. 

Für die Bindung an U2AF65 konnten die Aminosäuren 4-7 als essentiell identifi ziert werden.

Viele JmjC-Proteine wurden in den letzten Jahren als Histon-Demethylasen identifi ziert. Mit den 

Ergebnissen aus dieser Arbeit wurde erstmals eine Verbindung von JmjC-Proteinen zum pre-mRNA 

Spleißprozess aufgezeigt. Die Lysin-5-Hydroxylierung von Spleißfaktoren könnte einen neuen Me-

chanismus der Spleißregulation darstellen.
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EINLEITUNG

1. Einleitung

Posttranslationale Modifi kationen leisten einen entscheidenden Beitrag zur Proteindiversität. Sie 

können strukturelle Bedeutungen haben oder regulatorische Funktionen übernehmen. Die fünf häu-

fi gsten kovalenten posttranslationalen Modifi kationen sind Phosphorylierung, Acylierung, Alkylie-

rung, Glykosilierung und Oxidation und werden jeweils von spezifi schen Enzymen katalysiert. Die 

Enzymgruppe der Protein Hydroxylasen katalysiert die Oxidation von Aminosäureresten und ga-

rantiert dadurch z.B. die fehlerfreie Bildung von Kollagenfasern oder reguliert die zelluläre Antwort 

auf Sauerstoffmangel (Hypoxie). Ähnliche Enzyme sind auch in der Lage oxidativ zu demethylieren 

(Walsh CT et al, 2005). In jüngster Zeit konnten Proteine mit Jumonji (JmjC) Domäne als Histon-

Lysin-Demethylasen identifi ziert werden. Sie gehören zur Enzymgruppe der Eisen(II) und 2-Oxoglu-

tarat-abhängigen Dioxygenasen (Fe(II)-2-OG-Dioxygenasen), mit einem charakteristischen aktiven 

Zentrum, welches Fe(II) komplexiert (Klose RJ et al, 2006a). Ein weiteres bekanntes JmjC-Domänen 

Protein ist der “Factor-inhibiting-HIF” (FIH). FIH besitzt ebenfalls eine Oxigenaseaktivität, hydroxy-

liert aber einen spezifi schen Asparaginrest im Transkriptionsfaktor “Hypoxia-inducible-factor” (HIF) 

α, der in der Hypoxieantwort der Zelle eine entscheidende Rolle spielt.

Jmjd6, auch ein Protein mit JmjC-Domäne, ist Inhalt dieser Doktorarbeit. Jmjd6 war ursprünglich 

als Rezeptor für Phosphatidylserin (PSR) auf apoptotischen Zellen identifi ziert worden (Fadok et al, 

2000). Bald war jedoch klar, dass Jmjd6 kein Membranrezeptor sein konnte. Jmjd6-GFP-Fusionspro-

teine in diversen humanen und murinen Zelllinien zeigten ausschließlich Kernlokalisation (Cui et al, 

2004). Homozygote Jmjd6-/- “knock-out” Mausembryonen zeigten dramatische Entwicklungsschäden 

und starben perinatal (Li et al, 2003; Kunisaki et al, 2004; Böse et al, 2004). Die vorliegende Arbeit 

beschäftigt sich mit der enzymatischen Aktivität und zellulären Funktion von Jmjd6. In dieser Einlei-

tung werden zuerst die Ergebnisse bisheriger Untersuchungen am Jmjd6-Protein dargestellt, deren 

Interpretationen teilweise noch von der Annahme geprägt waren, dass Jmjd6 der Phosphatidylserin 

Rezeptor sei.
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EINLEITUNG

1.1 Entdeckung von Jmjd6 als Phosphatidylserin-Rezeptor (PSR)

Die Gruppe um Valerie Fadok generierte einen monoklonalen Antikörper (mAb217) gegen mit “trans-

forming growth factor” β (TGF-β) und β-Glucan stimulierte Makrophagen. Eine Inkubation der sti-

mulierten Makrophagen mit Phosphatidylserin-Liposomen (PS) inhibierte die Makrophagen-Antikör-

perbindung. Auch war es durch Inkubation des Antikörpers mit Makrophagen möglich, die Aufnahme 

von apoptotischen Zellen durch diese Makrophagen deutlich zu verringern. Mit FACS-Analysen wurde 

das Antigen von mAb217 an der Zelloberfl äche von verschiedenen humanen und murinen Makropha-

genzelllinien, sowie Fibroblasten- und Epithelzelllinien (z.B. HeLa, HEK 293, NIH3T3) detektiert. An 

humanen Blutzellen, wie etwa Monozyten, Lymphozyten, Neutrophile und Erythrozyten konnte der 

Antikörper nicht binden (Fadok et al, 2000). Mit Hilfe von “Phagen-Display” und “biopanning” wurde 

ein bislang unbekanntes Protein als Antigen von mAb217 identifi ziert. Fadok et al deklarierten das 

unbekannte Protein als den lang gesuchten Rezeptor zur Erkennung von PS auf der Oberfl äche von 

apoptotischen Zellen und nannten es Phosphatidylserin-Rezeptor (PSR). In anderen Species, wie 

Maus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans (C. elegans) und Hydra vulgaris fanden sich 

stark konservierte Homologe mit bis dato ebenfalls unbekannter Funktion.

Jmjd6-”knock-out” bzw. -”knock-down” Experimente in verschiedenen Organismen konnten zeigen, 

dass Jmjd6 bei der Morphogenese im Embryo, zumindest in Vertebraten, unabdingbar ist. Versuche, 

die Ursache der dramatischen Entwicklungsschäden in den Jmjd6-/- Embryonen zu erklären, führten 

bei den verschiedenen Arbeitsgruppen zu konträren Ergebnissen. Dadurch kamen erste Zweifel an 

der Phagozytose-Rezeptor-Theorie für Jmjd6 auf.

1.2 Entwicklungsdefekte in Jmjd6-/- Vertebratenembryonen

Drei unabhängig generierte Jmjd6- “knock-out” Mauslinien zeigten bei Jmjd6-/- Mäusen drastische 

Entwicklungsdefekte in verschiedenen Organen während der Embryogenese (siehe Abb. 01). In 

allen drei Fällen führten diese zum Tod des Embryos vor bzw. wenige Stunden nach der Geburt 

(Li et al, 2003; Kunisaki et al, 2004; Böse et al, 2004). Die beobachteten Defekte in den Jmjd6-/- 
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EINLEITUNG

Embryonen waren in den drei Experimenten uneinheitlich, was auf die verschiedenen genetischen 

Hintergründe der Mäuse zurückgeführt wurde. Erste sichtbare Anomalien traten etwa ab E12,5 auf. 

Im Folgenden waren unter anderem Missbildungen des Gehirns bis zur Exencephalie (Böse et al, 

2004; Li et al, 2003) zu beobachten. Die Entwicklung der Herzmuskulatur, der Nieren, des Thymus 

und der Leber waren stark beeinträchtigt (Böse et al, 2004; Schneider et al 2004; Kunisaki et al, 

2004). Die Zahl der fötalen Leberzellen war zum Zeitpunkt E13,5 in den “knock-out” Embryonen auf 

weniger als 20% des Wildtypniveaus geschrumpft (Kunisaki et al, 2004). Die Augenentwicklung war 

betroffen, so dass etwa 15% der Tiere nur ein Auge oder gar keine Augen hatten (Böse et al, 2004). 

Eine Hemmung der Erythrozytenreifung in einem sehr frühen Erythroblastenstadium war ebenso zu 

beobachten (Böse et al, 2004; Kunisaki et al, 2004), wie eine unfertige Ausbildung der Lungenfl ü-

gel zum Zeitpunkt der Geburt (Li et al, 2003). Böse et al konnten am Tag E16,5 beobachten, dass 

im Vergleich zum Wildtyp kaum Alveolen und Bronchiolen ausgebildet waren. Dagegen hatten die 

Jmjd6-/- Mäuse zur Geburt wieder normal entwickelte Lungen. Jmjd6-/- Embryonen waren deutlich 

kleiner und blasser (Kunisaki et al, 2004).

Jmjd6 Expression im Mausembryo

Trotz der gravierenden Anomalien in homozygoten Jmjd6-/- Mäusen, waren heterozygote Jmjd6+/- 

Mäuse lebensfähig und wiesen keine erkennbaren Missbildungen auf. Mittels “Northern Blot” Ana-

Abb. 01 | Jmjd6-”knock-out” Mäuse: Homozygote Jmjd6-/- Mäuseembryos zeigen dramatische Entwicklungsdefekte 
in verschiedenen Organen und sterben perinatal. Embryos am Tag E15,5 (A, B) und zum Zeitpunkt der Geburt (C) zeigen 
z.B. Exencephalie (A) oder ein bzw. zwei fehlende Augen (A, B, C), abnormale Kopfformen (B), Ödeme (Pfeilspitzen in A, 
B) und generelle Blutarmut (3 in C) (Böse et al, 2004).

A B+/+ -/- +/+ -/- +/+ -/- -/-C
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EINLEITUNG

lyse konnte Jmjd6 mRNA in den heterozygoten Embryonen frühestens ab Tag E7 nachgewiesen 

werden. Jmjd6 Transkripte waren in verschiedensten Geweben, wie Gehirn, Auge, Rückenmark, 

Thymus, Lunge, Leber, Niere und Darm nachweisbar (Li et al, 2003). Auch Böse et al konnten mit 

RT-PCR Jmjd6 Expression in allen embryonalen Entwicklungsstadien aufzeigen. Dabei war das Ex-

pressionsniveau zu verschiedenen Zeitpunkten in den unterschiedlichen Organen variabel. Mit Hilfe 

einer “Jmjd6-β-geo gene-trap”-Reporter-Mauslinie, welche β-Galactosidase in der 3´-Region des 

Jmjd6-Gens inseriert hatte, konnten sie zeigen, dass am Tag E10,5 die Jmjd6-Expression besonders 

hoch im sich entwickelnden Nervensystem, in den Augen und den sich bildenden Extremitäten ist. 

Ab E12,5 war die stärkste β-Galactosidase-Aktivität in den Augen, im Neuralrohr und im Gehirn zu 

beobachten (Böse et al, 2004).

Phagozytose in Jmjd6-/- Mausembryonen

Die Ergebnisse aller drei knock-out-Experimente legen nahe, dass Jmjd6 eine bedeutende Rolle bei 

der Gewebedifferenzierung während der Embryonalentwicklung spielt. Widersprüchliche Angaben 

wurden aber über die Ursache der schweren Entwicklungsdefekte bei den Jmjd6-/- Mäusen gemacht. 

Nur zwei der drei Jmjd6-/- Mäuse zeigten Defekte bei der Phagozytose von apoptotischen Zellen 

(Li et al, 2003; Kunisaki et al, 2004). So konnte in beiden Fällen eine stark gestiegene Anzahl an 

apoptotischen (TUNEL-positiven), nicht phagozytierten Zellen in verschiedenen Organen, wie etwa 

Leber und Thymus (Kunisaki et al, 2004), sowie Lunge, Netzhaut oder Mittelhirn (Li et al, 2003) 

festgestellt werden. Böse et al dagegen fanden in ihrer “knock-out” Maus weder einen Hinweis auf 

eine abnormale Phagozytose von apoptotischen Zellen, noch konnten sie eine erhöhte Apoptoserate 

feststellen. Auch in-vitro-Vergleiche von Macrophagen aus fötaler Leber von homozygoten “knock-

out” Mäusen mit Macrophagen aus Wildtyp-Mäusen zeigten bei der Phagozytose von apoptotischen 

Thymozyten keinen Unterschied (Böse et al, 2004). Böse et al waren sich deshalb sicher, dass Jmjd6 

zwar eine entscheidende Rolle bei der Gewebedifferenzierung spielt, Jmjd6 aber nichts mit dem 

Prozess der Erkennung und Aufnahme von apoptotischen Zellen zu tun hat.

Desweiteren gaben sie einen ersten Hinweis darauf, dass Jmjd6 nicht, wie ursprünglich angenom-

men, das Antigen des Antikörpers mAb217 sein konnte. Immunohistochemische Färbungen mit 

mAb217 an Wildtyp- und Jmjd6-/- Macrophagen und Fibroblasten zeigten identische Signale (Böse 
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et al, 2004). Einen weiteren Hinweis lieferten Mitchell et al 2006 mit Versuchen an Jmjd6-/-, Jmjd6+/- 

und Jmjd6+/+ embryonalen Mausfi broblasten. Alle drei Zelllinien waren gleichermaßen in der Lage, 

apoptotische Zellen zu erkennen und zu phagozytieren (Mitchell et al, 2006). Sie widersprachen 

damit ihren eigenen Ergebnissen aus dem Jahre 2004 (Li et al, 2004). 

Jmjd6-”knock-down” im Zebrafi sch

Die Bedeutsamkeit von Jmjd6 für die Morphogenese bestätigte sich auch bei “knock-down” Experi-

menten am Zebrafi sch-Homolog (zfpsr; Hong et al, 2004). Durch Injektion von Jmjd6-Morpholinos 

konnte die Jmjd6 (zfpsr) -Expression auf etwa 10% des Normalniveaus gesenkt werden. Drei Tage 

nach Befruchtung (3 dpf) waren 15% der Jmjd6-defi zienten Embryonen nicht mehr lebensfähig, 

28% zeigten schwere, 47% leichte Entwicklungsdefekte, 10% entwickelten sich normal. Schwere 

Anomalien waren charakterisiert durch ein kleineres Gehirn als in Kontrollembryonen, Somiten ent-

wickelten sich nicht und die Embryonen waren nicht in der Lage 3dpf zu schlüpfen. In allen defekten 

“knock-down”-Phänotypen entdeckten die Forscher vermehrt nicht phagozytierte apoptotische Zel-

len im Bereich der Chorda dorsalis, die in den Wildtyp- oder Kontroll-Embryonen in dieser Menge 

nicht gefunden werden konnten (Hong et al, 2004).

Die Bedeutung von Jmjd6 für die Embryonalentwicklung wurde auch in Invertebraten untersucht. 

Interessanterweise zeigten dort Jmjd6-defi ziente Tiere keine Entwicklungsdefekte.

1.3 Jmjd6-”knock-out” Experimente in Invertebraten

Das Jmjd6-Homolog in C. elegans (PSR-1) weist 56% identische und 72% ähnliche Aminosäuren 

zum humanen Jmjd6 auf und rekombinantes C. elegans Jmjd6 aus E.coli hat eine deutlich höhere 

Affi nität zu PS, als zu Phosphatidylinositol (PI), Phosphatidylethanolamin (PE) oder Phosphatidyl-

cholin (PC) im ELISA Experiment (“enzyme linked immunosorbent assay”; Wang et al, 2003). Der 

C. elegans Stamm tm469 besitzt eine “Jmjd6-loss-of-function” Mutation; ihm fehlt bis auf die ersten 

14 Aminosäuren das gesamte Jmjd6 Protein. In allen embryonalen Entwicklungsstadien von tm469 
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konnten mehr nicht-phagozytierte apoptotische Zellen beobachtet werden als in Kontroll-Embryos. 

4D-Mikroskopie Analysen ergaben, dass apoptotische Zellen im Schnitt 55% länger im Embryo er-

halten blieben. Bei Überexpression von Jmjd6 (PSR-1) in tm469 waren die Phagozytosedefekte 

nicht mehr zu sehen (Wang et al, 2003). In einem zweiten unabhängigen Jmjd6-RNAi Experiment 

in C. elegans konnten dagegen keine signifi kanten Phagozytose-Defekte registriert werden (Arur et 

al, 2003). In beiden Fällen waren keine deutlichen morphologischen Anomalien an den Jmjd6 defi -

zienten Tieren zu erkennen.

Ähnlich den C. elegans Mutanten waren bei homozygoten Mutanten einer Drosophila Jmjd6 Deletion-

smutante (dPSRFM1), der die ersten 210 Aminosäuren des Drosophila Jmjd6-Homologs fehlen, keine 

offensichtlichen morphologischen Defekte zu sehen. Die Mutanten waren lebensfähig, fruchtbar und 

es konnte kein Hinweis für einen Phagozytose-Defekt in den Tieren festgestellt werden (Krieser et 

al, 2007). Dagegen wurde gezeigt, dass Jmjd6 Überexpression in Drosophila Apoptose inhibiert. In 

den Augen von transgenen Fliegen mit Jmjd6 unter der Kontrolle eines GAL4-UAS System wurde

gleichzeitig mit Jmjd6 das pro-apoptotische Protein HID (“Head involution defective”) überexprimi-

ert. HID Überexpression alleine führt in Drosophila zu verkleinerten, deformierten Augen. Dieser Ef-

fekt konnte durch Überexpression von Jmjd6 vermindert werden. In homozygoten Jmjd6-/- Mutanten 

dagegen war der Augendefekt durch HID Überexpression deutlich stärker. In Folge dessen wurde 

Jmjd6 (dPSR) nun ein inhibitorischer Effekt auf Apoptose im Drosophila Auge zugeschrieben (Krieser 

et al, 2007).

1.4 Domänenstruktur des Jmjd6-Proteins

Neben den kontroversen Aussagen über die Funktion von Jmjd6 in der Phagozytose von apopto-

tischen Zellen (siehe 1.2 & 1.3) gab es auch Unstimmigkeiten über die Lokalisation in der Zelle. 

War es ursprünglich als Rezeptor in der Zellmembran klassifi ziert worden (Fadok et al, 2000), so 

konnte Jmjd6-GFP Fusionsprotein in verschiedenen humanen und murinen Zelllinien ausschließlich 

im Zellkern detektiert werden (Cui et al, 2004). Dafür wurden fünf Kernlokalisationssignale (NLS) 

im humanen Jmjd6 identifi ziert, die jedes für sich ausreichend waren, um Jmjd6 in den Kern von 
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HeLa Zellen zu leiten (Cui et al, 2004). Auch in Drosophila ließ sich ECFP-markiertes Jmjd6 (dPSRFM1) 

aussschließlich im Kern nachweisen (Krieser et al, 2007). Dasselbe galt für Jmjd6-GFP im frühen 

Metazoen Hydra vulgaris, in dessen Jmjd6 Sequenz drei der fünf humanen NLS konserviert sind 

(Cikala et al, 2004). Basierend auf bioinformatischer Analyse konnten in der Jmjd6-Sequenz von 

Hydra bis Mensch ein potentielles DNA-Bindemotiv (AT-hook), eine serinreiche Sequenz mit bis dato 

unbekannter Funktion und eine Jumonji (JmjC) Domäne identifi ziert werden (Cikala et al, 2004). Bei 

neuerlicher Untersuchung von humaner und muriner Jmjd6-Sequenz kamen kürzlich noch eine Su-

moylierungssequenz und ein Kern-Export-Signal (NES) hinzu (Hahn et al, 2008; siehe Abb. 02). Die 

ursprünglich prognostizierte Transmembrandomäne (Fadok et al, 2000) konnte bei keiner späteren 

Untersuchung identifi ziert werden.

1.4.1 JmjC Domäne

Die Jumonji-C (JmjC) Domäne wurde erstmals in den Proteinen Jarid2 (Jumonji), Jarid1C (Smcx) 

und Jarid1A (RBP2) aufgrund von Sequenzähnlichkeiten beschrieben. Jarid2 wurde ursprünglich in 

einem “gene-trap” Experiment bei der Suche nach wichtigen Genen für die Morphogenese des Ge-

hirns identifi ziert (Takeuchi et al, 1995). Aufgrund von Sequenzhomologien wurde die JmjC-Domäne 

später in mehr als 100 weiteren Proteinen von Hefe bis Mensch gefunden (Clissold & Ponting, 2001). 

Mittlerweile konnte mit Hilfe kristallographischer Untersuchungen und Sequenzanalysen aufgeklärt 

werden, dass eine Vielzahl der JmjC-Proteine Sekundärstruktur und Charakteristika einer cupinähn-

lichen Enzymfamilie, der Eisen(II)-2-Oxoglutarat abhängigen Dioxygenasen, besitzt (siehe 1.5).

Die JmjC-Domäne im Jmjd6 liegt zentral und nimmt mehr als ein Drittel der Gesamtsequenz ein. Sie 

ist von Hydra bis Mensch stark konserviert (siehe Abb. 02). Eine prognostizierte Sekundärstruktur 

der JmjC-Domäne des Hydra Jmjd6 zeigte starke Ähnlichkeit zur “jelly-roll” Struktur der 2-OG-Di-

oxygenase FIH (siehe 1.5.2). Die Anordnung der β-Stränge war vergleichbar und auch die zur Stabi-

lisierung der fassähnlichen Struktur der β-Faltblätter notwendigen hydrophoben Aminosäuren waren 

in beiden Proteinen konserviert (Cikala et al, 2004; siehe Abb. 03). Da auch die typische Fe(II)-bin-

dende Aminosäure-Kombination zu fi nden war (H187-X-D189...H272), prognostizierte man für das 

Hydra Jmjd6 Protein eine 2-OG-Dioxygenaseaktivität. Man widersprach damit der ursprünglichen 

Theorie, dass es ein Phosphatidylserin-Rezeptor in der Plasmamembran war. Die vorhergesagte 
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                          10        20        30        40        50        60        70        80       
                           |         |         |         |         |         |         |         |       
                  •|          ||     | •  •••••     •    •   |  |     • | • |   ||  ••   |•|•  ••||    | 
 H. sapiens       MN---H------KSKKRIREAKRSARPELKDSLDWTRHNYYESFSLSPAAVADNVERADALQLSVEEFVERYERPYKPVVLLNAQEG
 Maus             MN---H------KSKKRIREAKRSARPELKDSLDWTRHNYYESYPLNPAAVSDNVERADALQLSVKEFVERYERPYKPVVLLNAQEG
 Zebrafi sch        MN---H------KSKKRIKEAKRSARPELKDSSDWTKHEYCKSFDLSHRSVKDNVERADVQRLSPEEFIQRFEKPYKPVVLLNVEDS
 Drosophila       MS---EEFKLPKRSRKRTREVKRKARPELDGENAWSAMRYCEKFE-PFWDFTDNLERIEESQVPESEFIERFERPYKPVVIRGCTDG
 C. elegans       MSLGRDRYSLP-RTYKRVSHAKDKARPELR-KFGWETLGYSESFNLP--PFRDSIQRVDGNNLTVEEFRRDFERPRIPVIITGLTDN
 Hydra            MD---------KRTDDAVRETKLKARPELKGDEGWTRLGYANNFDLSYQHIKDTLPRIHCKSISHDEFIARYEKPRIPVILTGCTDS

                   90       100       110       120       130       140       150       160       170    
                    |         |         |         |         |         |         |         |         |    
                  • • |•• |  • |•••••|•• •••||• ••|•••••• |•|   |•••••••••|•||•| | |•• |••  • |• ••••|| |
 H. sapiens       WSAQEKWTLERLKRKYRNQKFKCGEDNDGYSVKMKMKYYIEYMESTRDDSPLYIFDSSYGEHPKRRKLLEDYKVPKFFTDDLFQYAG
 Maus             WSAQEKWTLERLKRKYRNQKFKCGEDNDGYSVKMKMKYYIEYMESTRDDSPLYIFDSSYGEHPKRRKLLEDYKVPKFFTDDLFQYAG
 Zebrafi sch        WPAREKWTLERLKRKYRNQKFKCGEDNDGYSVKMKMKYYVEYLESTHDDSPLYIFDSSFGEHAKRRKLLEDYQVPLFFRDDLFQFAG
 Drosophila       WLALEKWTLARLAKKYRNQKFKCGEDNEGYSVKMKMKYYVEYMQSTRDDSPLYIFDSSFGEHHRRRKLLDDYVVPKYFRDDLFQYCG
 C. elegans       WAAKDKWTVERLSKKYRNQNFKCGEDDNGNSVRMKMKYYHDYMLNNKDDSPLYIFDSSFAERRKTKKLSEDYSVPKFFEDDLFHYAD
 Hydra            WLANQKWKLSSLAKKYRNQKFKVGEDNDGFSVKMKMKYYIEYLKHQKDDSPLYIFDGSYGEHPKKRKLLDDYHPPSFFQDDLFKYAG

                     180       190       200       210       220       230       240       250       260 
                       |         |         |         |         |         |         |         |         | 
                  |||••• ••|•|••|••••|••••••••••••|•| ••••• ||•  |•||•|        || |•|• ••  |• | | ||•• ||
 H. sapiens       EKRRPPYRWFVMGPPRSGTGIHIDPLGTSAWNALVQGHKRWCLFPTSTPRELIKVTRDEGGNQQDEAITWFNVIYPRTQLPTWPPEF
 Maus             EKRRPPYRWFVMGPPRSGTGIHIDPLGTSAWNALVQGHKRWCLFPTNTPRELIKVTREEGGNQQDEAITWFNVIYPRTQLPTWPPEF
 Zebrafi sch        EKRRPPYRWFVMGPARSGTGIHIDPLGTSAWNALVQGHKRWCLFPTHTPRELIKVTRDEGGNQQDEAITWFNVIYPRTQQSTWPDEF
 Drosophila       ENRRPPYRWFVMGPARSGTGIHIDPLGTSAWNTLIRGHKRWCLFPTQTPKELLKVTSAMGGKQRDEAITWFSTIYPRTQLPSWPEQY
 C. elegans       DKKRPPHRWFVMGPARSGTAIHIDPLGTSAWNSLLQGHKRWVLIPPIAPRDLVKPMAHEKGKHPDEGITWFQTVYKRVRSPSWPKEY
 Hydra            EKRRPPYRWIVIGPARSGTGIHIDPLGTSAWNALISGHKRWMMFPTETPKHLLEVSKQDGQHQSGEGIQWFVKVYPKVKSPTWPKEY

                        270       280       290       300       310       320       330       340        
                          |         |         |         |         |         |         |         |        
                   •|•  • |•••|•••|••••••|• | •|•|•|•| •  •|  •• •••|••••••| • | •   |•||  |   |       | 
 H. sapiens       KPLEILQKPGETVFVPGGWWHVVLNLDTTIAITQNFASSTNFPVVWHKTVRGRPKLSRKWYRILKQEHPELAVLADSVDLQESTGIA
 Maus             KPLEILQKPGETVFVPGGWWHVVLNLDTTIAITQNFASSTNFPVVWHKTVRGRPKLSRKWYRILKQEHPELAVLADAVDLQESTGIA
 Zebrafi sch        RPLEILQRPGETVFVPGGWWHVVLNLDTTIAVTQNFASTTNFPIVWHKTVRGRPKLSRKWYRILKQERPDIAAIADKVDLQESTGIA
 Drosophila       RPIEVLQGAGETVFVPGGWWHVVLNMDDTIAITQNFSSQTNFPCVWHKTVRGRPKLSRKWLRVLRDQRPELAQIADSINLNESTGFA
 C. elegans       APIECRQGPGETMFVPSGWWHVVINEEYTIAVTHNYCSVENLHLVWPKTVKGRPKLSKHWVKRLTEQRPELLEI---IKSASEIPLY
 Hydra            APLEIIQHPGETVFVPGGWWHVVLNLDQTVAVTQNFSSPTNFHVVWHKTVRGRPKLSQKWLRALKIYRPEIARIAAEVDLLRQSGLA

                 350       360       370       380       390       400       410       
                   |         |         |         |         |         |         |       
                    | • • ••••••••       |                    ||•       |   |     |   |•  
 H. sapiens       SDSSSDSSSSSSSSSSDSDSE-CESGSEGDG-------TVHRRKKRRTCSMVGNGDTTSQDDCVSKERSSSR
 Maus             SDSSSDSSSSSSSSSSDSDSE-CESGSEGDG-------TTHRRKKRRTCSMVGNGDTTSQDDCVSKERSSSR
 Zebrafi sch        SDSSSDSSSSSSSSSSDSDSE-ADSGSEGDA-------MTHRRKKRRTGGMMGSGDITSQDDCASKERSSSR
 Drosophila       SDSSSNSSSSSSSSSSSSEEEESDDGGDSNTDSGQESLTAKKKKKRR---MAGGGSGSG-----SMGGSSRS
 C. elegans       DMNESSSDSSSSSSSSDDSSDESDCDDSGRCGG-----------RKRKND--DRSNECPEKMSTTYFQNSLV
 Hydra            SDSSSDSSSSSSSSSSEESNSESE-------ESTADSIPEQSESKRRKVDAVE

Abb. 02 | Jmjd6-”Alignment”: Das Jmjd6 Protein ist von 
Hydra bis Mensch sehr gut konserviert. Die JmjC-Domäne 
macht etwas mehr als ein Drittel des Gesamtproteins aus und 
liegt zentral. Die Funktionalität der Kernlokalisationssignale 
(NLS)  konnte für humanes und Hydra Jmjd6 nachgewiesen 
werden (Cui et al, 2004; Cikala et al, 2004). “AT-hook”, Kern-
Export-Signal, Poly-S Region und der Sumoylierungssequenz 
konnten bisher noch keine Funktionalität nachgewiesen 
werden.

NLS (Kernlokalisationssignal)

JmjC-Domäne

Poly-S-Region

“AT-hook”

Sumoylierungssequenz

NES (Kern-Export-Signal)
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Ähnlichkeit zu FIH wurde durch die phylogenetischen Untersuchungen und Sequenzanalysen von 

Klose et al indirekt bestätigt. Sie gruppierten Jmjd6 und FIH gemeinsan mit sechs anderen Proteinen 

unbekannter Funktion in die Gruppe der “JmjC-domain only” Proteine (Klose et al, 2006a; siehe Abb. 

06).

1.4.2 Sumoylierung

Das SUMO (“small ubiquitin-related modifi er”) Protein wirkt als post-translationale Modifi kation an 

mehreren 100, hauptsächlich nukleären Proteinen. Es ist etwa 10 kD groß und seine 3D-Struktur 

ähnelt stark der des Ubiquitins, obwohl weniger als 20% der Aminosäuresequenz identisch sind 

(Bayer et al, 1998; Bernier-Villamor et al, 2002). Hefe, C. elegans und Drosophila haben jeweils ein 

SUMO-Gen, während Pfl anzen und Vertebraten mehrere SUMO-Gene besitzen. Beim Menschen wur-

den vier Gene identifi ziert (Melchior F, 2000; Geiss-Friedlander & Melchior, 2007). Das SUMO-Protein 

wird über eine Peptidbindung zwischen dem C-terminalen Glycin im SUMO und einer ε-Aminogrup-

pe eines Lysinrestes im Zielprotein mit eben diesem verbunden. Dabei konnte eine konservierte 

SUMO-Akzeptorsequenz identifi ziert werden, die Π-K-X-E lautet. Dabei steht Π für eine aliphatische 

Aminosäure mit verzweigter Seitenkette und X für eine beliebige Aminosäure (Geiss-Friedlander 

& Melchior, 2007). Durch die Sumoylierung eines Proteins verändert sich dessen Oberfl äche, was 

meist Protein-Protein-Interaktionen beeinfl usst, was wiederum dessen Stabilität, Lokalisation oder 

Aktivität verändern kann. So kann z.B. sumoyliertes PCNA in Hefe die DNA-Helikase Srs2 an die 

Abb. 03 | Konservierte Aminosäurereste zwischen 
FIH-1 und Hydra Jmjd6: Sekundärstruktur der JmjC-
Domäne des humanen FIH-1. Die für die beta-Faltblätter 
strukturell wichtigen Aminosäuren sind zwischen huma-
nem FIH-1 und Hydra Jmjd6 konserviert (rosa). Auch das 
charakteristische Tripeptid H-x-D/E...H ist in Hydra Jmjd6 
vorhanden (lila) (Cikala et al, 2004).
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Replikationsgabel rekrutieren (Pfander et al, 2005). Reguliert wird die Sumoylierung meist durch 

andere post-translationale Modifi kationen im Zielprotein. Es konnte gezeigt werden, dass z.B. Phos-

phorylierungen in p53, c-Fos oder c-Jun die Sumoylierung des Proteins negativ regulieren (Lin et 

al, 2004; Bossis et al, 2005). Alternativ kann auch eine andere post-translationale Modifi kation wie 

z.B. eine Acetylierung oder Ubiquitinylierung direkt am Lysin die Sumoylierung dieses Lysins sterisch 

verhindern (Geiss-Friedlander & Melchior, 2007).

Hahn et al identifi zierten mit einer Wahrscheinlichkeit von 92% im humanem Jmjd6 mit Hilfe einer 

“SUMOplot prediction” die Sumoylierungssequenz LKQE (siehe Abb. 02; Hahn et al, 2008). Die 

Sequenz erfüllt mit einem Leucin an der Π-Stelle die Voraussetzungen der prognostizierten SUMO-

Akzeptorsequenz (s.o.). Anders als bei den weiteren Proteindomänen im Jmjd6 (“AT-hook”, JmjC) ist 

die Sumoylierungssequenz nur bei Mensch, Maus und Zebrafi sch konserviert. In Drosophila und C. 

elegans fehlen Lysin und Glutamat an der besagten Stelle völlig und auch in Hydra ist die Sumoylie-

rungssequenz nicht detektierbar.

1.4.3 “AT-hook”

Beim “AT-hook” handelt es sich um ein kurzes DNA-Bindemotiv, welches erstmals in “high mobility 

group” (HMG) I (Y) Proteinen beschrieben wurde (Reeves et al, 1990), mittlerweile aber in vielen 

anderen, meist eukaryontischen DNA-bindenden Proteinen nachgewiesen werden konnte. Der “AT-

hook” kann in einer oder mehreren aufeinander folgenden Kopien im Protein vorliegen und fi ndet 

sich in den meisten Fällen in Kombination mit anderen bekannten DNA-Bindemotiven, wie etwa 

C2H2-Zinkfi nger oder “plant homeodomain fi nger” (PHD; Aravind et al, 1998). Kernsequenz des “AT-

hook” bildet ein Tripeptid aus Glycin, Arginin und Prolin (GRP) welches notwendig, aber auch alleine 

schon ausreichend für die DNA-Bindung ist (Huth et al, 1997). Die benachbarten Aminosäuren sind 

weniger stark konserviert, aber meist basischer Natur. Aufgrund der Sequenzmotive werden drei 

“AT-hook” Gruppen unterschieden (I, II und III), die mit verschieden starker DNA-Bindeaffi nität 

ausgestattet sind (Huth et al, 1997). Die DNA-Bindung erfolgt über eine C-förmige Struktur die in 

der kleinen Furche der DNA “andockt” (Huth et al, 1997; Aravind et al, 1998).

Der in Jmjd6 prognostizierte “AT-hook” (siehe Abb. 02; Cikala et al, 2004) besitzt das charakterist-

ische Kernmotiv GRP (s.o) und scheint dadurch als DNA-Bindemotiv prädestiniert. Bisher konnte 
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dies aber experimentell noch nicht nachgewiesen werden. Eine humane Jmjd6-Mutante, deren GRP-

Tripeptid durch ein Triplet aus Alanin (AAA) ersetzt wurde, zeigte identische Kernverteilung in HeLa 

Zellen wie das humane Wildtyp-Jmjd6. Auch haben in-vitro DNA-Bindetests mit DNA-Cellulose und 

humanem Jmjd6 keine Wechselwirkungen des Jmjd6 Proteins mit doppelsträngiger DNA bestätigen 

können (Diplomarbeit Corinna Schmitz, unveröffentlicht).

1.5 Eisen(II) & 2-Oxoglutarat abhängige Dioxygenasen

2-Oxoglutarat (OG)-abhängige Dioxygenasen umschreiben eine Enzymfamilie, die bei diversen bio-

logischen Prozessen eine gewichtige Rolle spielt, indem ihre Mitglieder verschiedenste Oxidation-

sreaktionen katalysieren (Loenarz & Schofi eld, 2008). Alle bisher identifi zierten 2-OG-Dioxygenasen 

benötigen Eisen(II) (FeII) als Cofaktor, manche zur optimalen Aktivität zusätzlich Ascorbat (Costas 

et al, 2004; Ozer & Bruick, 2007). Von einer Dioxygenase spricht man, wenn beide O-Atome des 

molekularen Sauerstoffmoleküls in die Produkte eingebaut werden. Bei 2-OG-Dioxygenasen wird die 

Oxidation des Substrats an die oxidative Decarboxylierung von 2-OG gekoppelt. Dadurch entstehen 

neben dem hydroxylierten Produkt Succinat und Kohlenstoffdioxid (CO2) (siehe Abb. 04).

Kristallographische Untersuchungen haben gezeigt, dass die charakteristische Sekundärstruktur 

eine cupinähnliche Fasstruktur besitzt (“jelly-roll motif”). Acht antiparallele β-Stränge bilden hierbei 

zwei β-Faltblätter mit einem hochkonservierten Fe(II) Bindemotiv der Form His-X-Asp/Glu...His. Die 

Bindestellen für das 2-OG sind weniger stark konserviert und variieren in verschiedenen Subfami-

lien (Clifton et al, 2006). Im Gegensatz zu anderen Oxygenasen, wie etwa Cytochrom P450, die ein 

Häm b mit zentralem Eisenatom als prosthetische Gruppe besitzen, binden 2-OG-Dioxygenasen das 

Fe(II) direkt. Sequenzanalysen prognostizierten mehr als 60 2-OG-Dioxygenasen für den Menschen, 

die meisten davon bisher mit unbekannter Funktion. Pionierarbeit wurde an der Collagen-Prolyl-Hy-

droxylase (CPH) geleistet, die bereits 1967 als 2-OG-Dioxygenase charakterisiert wurde (Hutton et 

al, 1967). Hat im Falle von Kollagen die posttranslationale Hydroxylierung eine strukturelle Bedeu-

tung, so wurden mittlerweile 2-OG-Dioxygenasen auch regulatorische Aufgaben, so etwa bei der 

DNA-Reparatur oder bei der Reaktion der Zelle auf niedrige Sauerstoffkonzentrationen zugewiesen.
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1.5.1 DNA-Reparatur - AlkB

5-Methylcytosin ist eine bekannte epigenetische Modifi kation der DNA. Andere Methylierungen in 

der DNA führen zu DNA-Schäden und müssen repariert werden. Die 2-OG-Dioxygenase AlkB aus 

E.coli katalysiert die Reparatur von N-alkylierter DNA mittels oxidativer Demethylierung (Falnes et 

al, 2002). Dabei wird die Methylgruppe der Base (z.B. Adenin) hydroxyliert. Das oxidierte Produkt 

ist höchst instabil und es wird sofort als Formaldehyd freigesetzt, so dass wieder die nicht-alkylierte 

Ausgangsbase entsteht (siehe Abb. 05). Acht humane AlkB Homologe wurden prognostiziert. Davon 

konnte bisher zweien (ABH2, ABH3) ebenfalls eine Demethylaseaktivität für DNA und auch RNA 

nachgewiesen werden (Aas et al, 2003; Falnes et al, 2007).

1.5.2 Hypoxieantwort - FIH

Im Jahre 2002 konnte erstmals einem Protein mit einer JmjC-Domäne, FIH-1 (“factor-inhibiting 

HIF”) eine eindeutige Dioxygenaseaktivität zugeordnet werden. Humanes FIH-1 wirkt als 2-OG-Di-

oxygenase für einen spezifi schen Asparaginrest im “hypoxia-inducible factor” (HIF) α  (siehe Abb. 

05; Lando et al, 2002; Hewitson et al, 2002).

RH ROH
O2 CO2

2-Oxoglutarat Succinat

Fe(II)

HO2C H2CH2C C CO2H

O

HO2C H2CH2C COOH

Abb. 04 | Fe(II)-2-OG-Dioxygenasen: Die Oxidation des Edukts wird bei Fe(II)-2-OG abhängigen Dioxygenasen an 
die oxidative Decarboxylierung von 2-Oxoglutarat gekoppelt. Dabei entsteht neben dem hydroxylierten Produkt Kohlen-
stoffdioxid und Succinat (A). Die charakteristische Sekundärstruktur der 2-OG-Dioxygenasen bildet eine fassähnliche 
Struktur aus acht anti-parallelen beta-Faltblättern (B) mit einem charakteristischen Fe(II)-Bindemotiv (C, hier exemplarisch 
gezeigt am Beispiel des FIH-Proteins) (Elkins et al, 2003).

A

B C
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Abb. 05 | Reaktionsschemata verschiedener 2-OG-Dioxygenasen: AlkB in E.coli katalysiert die Demethylierung 
von DNA-Basen (A). FIH hydroxyliert einen Asparaginrest im “hypoxia-inducible factor” HIF bei Normoxie (B). JHDMs 
(“JmjC-domain containing histone demethylases”) demethylieren spezifi sche Lysinreste in Histonen (C).
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Der “hypoxia-inducible factor” HIF wurde als entscheidender Sauerstoff (O2) Sensor in einem Me-

chanismus entdeckt, der in mehrzelligen Organismen auf Absenkungen des molekularen O2-Niveaus 

(Hypoxie) reagiert (Semenza et al, 1992; Schofi eld & Ratcliffe, 2004). HIF ist ein heterodimeres Pro-

tein aus zwei “Helix-Loop-Helix” (HLH) Transkriptionsfaktoren (HIFα & HIFβ). Bei O2-Mangel binden 

die α und β Untereinheit als Dimer an DNA (“hypoxia response elements”) und starten dadurch die 

Hypoxieantwort der Zelle. Es wurden mittlerweile ca. 100 HIF-Zielgene aus z.B. dem Energiestoff-

wechsel, Zellwachstum oder der Zellmigration charakterisiert.

Während HIFβ ein Kernprotein ist, wirkt HIFα als O2-Sensor im Cytoplasma. Unter normalen Sauer-

stoffbedingungen (Normoxie) wird es an zwei konservierten Prolinresten hydroxyliert. Dadurch kann 

das Protein pVHL (von-Hippel-Lindau Tumorsuppressor) an HIFα binden. pVHL ist Teil eines Ubiqui-

tin-Ligase Komplexes welcher die alpha-Untereinheit zum proteasomalen Abbau deklariert (Maxwell 

et al, 1999; Ivan et al, 2001; Jaakkola et al, 2001; Yu et al, 2001; Masson et al, 2001). Zusätzlich 

wirkt ein zweiter O2-abhängiger Schutzmechanismus, der die Aktivierung der Hypoxieantwort unter 

normalen Sauerstoffbedingungen verhindert. Hier spielt nun das JmjC-Protein FIH-1 die entschei-

dende Rolle. Es hydroxyliert das β-Kohlenstoffatom des Asparagin 803 (N803) der humanen HIFα 

Untereinheit bei Normoxie. Es entsteht dadurch das threo-(2S,3S) Isomer von β-Hydroxyasparagin. 

Diese sterische Veränderung destabilisiert die Interaktion von HIFα mit dem transkriptionellen Co-

Aktivator p300 und die Expression Hypoxie-relevanter Gene wird unterdrückt (Lando et al, 2002; 

Hewitson et al, 2002). Bei Mangel an molekularem O2 wird HIFα nicht hydroxyliert, dadurch nicht 

abgebaut, gelangt in den Kern, dimerisiert dort mit der HIFβ Untereinheit und kann mit p300 inter-

agieren und die Genexpression startet.

Die Kristallstruktur des human FIH-1 ergab für die zentrale Domäne die typische “jelly-roll-like” β-

Faltblatt-Struktur mit den konservierten Fe(II)-bindenden Aminosäuren H199-X-D201...H279 (Lee et 

al, 2003).

1.5.3 Histon Demethylasen

Histonmethylierung ist eine wichtige posttranslationale Modifi kation, die abhängig von der modifi -

zierten Aminosäureposition sowohl Transkriptionsaktivierung als auch Transkriptionshemmung be-

deuten kann. Früh konnte gezeigt werden, dass die Methylierung entweder an der ε-Aminogruppe 

20



EINLEITUNG

eines Lysins (Murray K, 1964) oder an der Guanidinogruppe eines Arginins (Paik & Kim, 1969) statt-

fi ndet. Lysine können mono-, di- oder trimethyliert sein (Bannister & Kouzarides, 2004). Arginine 

dagegen können entweder mono- oder symmetrisch bzw. asymmetrisch dimethyliert sein (Bedford 

& Richard, 2005). War ein Lysin bzw. Arginin im Histon mal methyliert, galt es noch bis vor kurzem 

als irreversibel modifi ziert. Histon-Demethylasen waren unbekannt, bis im Jahr 2004 mit dem Pro-

tein LSD1 (“lysine-specifi c histone demethylase 1”) die erste wahre Histon-Lysin-Demethylase iden-

tifi ziert werden konnte (Shi et al, 2004). Es handelte sich dabei um eine fl avinabhängige Oxidase, 

die mono- und dimethyliertes H3K4 demethylieren konnte (Shi et al, 2004; Metzger et al, 2005). Der 

Demethylierungsprozess läuft über eine Oxidation der Aminogruppe am Lysin, bei der Flavin-Adenin-

Dinucleotid (FAD) als Cofaktor benötigt wird. Formaldehyd und ein unmodifi zierter Lysinrest sind die 

Endprodukte der Enzymreaktion.

Auf diese neue Erkenntnis folgte die rasche Identifi kation einer Vielzahl weiterer Histon-Lysin-De-

methylasen, die aber alle einer anderen Enzymfamilie zugeordnet werden konnten. Es waren alles 

JmjC-Proteine mit einer Fe(II)-2-OG-Dioxygenaseaktivität. In diesen Fällen glich die oxidative Deme-

thylierung dem Mechanismus der für die 2-OG-Dioxygenase AlkB aus E.coli schon für die Demethy-

lierung von Nukleinsäurebasen beschrieben war (siehe 1.5.1; siehe Abb. 05).

Aufgrund phylogenetischer Untersuchungen, Sequenzanalysen und der unterschiedlichen Domänen-

struktur der JmjC-Proteine wurden sie kürzlich in sieben verschiedene Gruppen unterteilt. In sechs 

der Gruppen tragen die Proteine neben der JmjC-Domäne noch mindestens eine weitere bekannte 

funktionelle Domäne. In der siebten Gruppe sind die JmjC-Proteine zusammengefasst, die nur eine 

JmjC-Domäne tragen (Klose et al, 2006a). Eine aktuelle und ausführliche Übersicht über diese Ein-

teilung und die Histon-Demethylierungsaktivität liefern die Abb. 06 & 07.

Kürzlich beschrieben Chang et al Jmjd6 als Histon-Arginin-Demethylase. In-vitro wiesen sie an His-

tonpeptiden mit Hilfe von massenspektrometrischen Analysen eine spezifi sche Demethylaseaktivität 

für Arginin R2 in Histon H3 und Arginin R3 in Histon H4 nach. Die beobachtete Demethylierung war 

abhängig von Fe(II), 2-Oxoglutarat und Ascorbat. In Immunfl uoreszenzversuchen mit spezifi schen 

Antikörpern gegen H3R2 und H4R3 wurde die Demethylierung in HeLa Zellen gezeigt. Eine mutierte 

Jmjd6-Variante mit H187A hatte keine Enzymaktivität. H187 ist die erste Aminosäure des poten-

tiellen Fe(II) Bindemotivs H187-x-D189...H273 im Jmjd6 (Chang et al, 2007).

21



EINLEITUNG

Abb. 06 | Proteine mit einer JmjC-Domäne: Die Einteilung in sieben verschiedene Gruppen erfolgte aufgrund von 
Sequenzanalysen und der Domänenstruktur der Proteine. Jmjd6 wurde unter anderem mit FIH zu den “JmjC-domain-only” 
Proteinen gruppiert. Die sechs anderen Gruppen haben neben der JmjC-Domäne noch mindestens eine weitere bekannte 
funktionelle Proteindomäne (Klose et al, 2006a).

Jmjd6
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Demethylase Alternativnamen Spezifi tät demethyliert Referenz

Flavinabhängig:

LSD1 BHC110, AOF2 H3K4 Mono, di Shi et al, 2004

Fe(II)-2-OG abhängig:

JHDM1A FBXL11 H3K36 Mono, di Tsukada et al, 2006

JMJD1A JHDM2A, TSGA H3K9 Mono, di Yamane et al, 2006

JMJD2A JHDM3A H3K9, H3K36 Di, tri Klose et al, 2006b

JMJD2B KIAA0876 H3K9 Di, tri Fodor et al, 2006

JMJD2C GASC1 H3K9, H3K36 Di, tri Cloos et al, 2006

JMJD2D KIAA0780 H3K9 Mono, di, tri Shin et al, 2007

JARID1A RBP2 H3K4 Di, tri Klose et al, 2007

JARID1B PLU-1 H3K4 Di, tri Seward et al, 2007

JARID1C SMCX H3K4 Di, tri Iwase et al, 2007

JARID1D SMCY H3K4 Di, tri Lee et al, 2007

JMJD3 H3K27 Di, tri Agger et al, 2007

UTX H3K27 Di, tri Agger et al, 2007

Jmjd6 PSR H3R2, H4R3 Mono, di Chang et al, 2007

Abb. 07 | Übersicht der Histon-Demethylasen: Histone werden an spezifi schen Lysin- und Argininresten methyliert. 
Diese Modifi kationen galten bis vor wenigen Jahren als irreversibel. Im Jahr 2004 wurde die erste wahre Histon-Deme-
thylase entdeckt. LSD1 (“lysine-specifi c histone demethylase 1”) gehört zur Enzymgruppe der fl avinabhängigen Oxige-
nasen, während alle anderen Demethylasen Mitglieder der Enzymfamilie der Fe(II)-2-OG-abhängigen Dioxygenasen sind 
und eine JmjC-Domäne tragen.

1.6 Zielsetzung

Zu Beginn dieser Arbeit gab es bereits starke Zweifel daran, dass Jmjd6 wirklich der Phosphatidyl-

serin-Rezeptor in der Plasmamembran von Macrophagen ist. Die Strukturanalyse des Proteins hatte 

vielmehr nahegelegt, dass es sich um eine Fe(II)-2-OG-abhängige Dioxygenase handelte. Um diese 

Vermutung zu bestätigen, brauchte man ein Substrat für diese postulierte Enzymaktivität. Dieses 

sollte im Rahmen dieser Arbeit durch ein Protein-Interaktions-Experiment gefunden werden. Die 

Methode der Wahl war eine Tandem-Affi nitäts-Reinigung. Ausserdem sollte die Funktion des Jmjd6-

Proteins in Lokalisations-, Überexpressions- und “knock-down”-Experimenten untersucht werden.

23



ERGEBNISSE

2. Ergebnisse 

2.1 Jmjd6-Expressionsmuster im Kern

Zuerst sollte die Lokalisation von Jmjd6 im Zellkern detailliert charakterisiert werden. Dazu wurden 

Immunfl uoreszenzfärbungen und Jmjd6-GFP-Fusionsproteine untersucht. Hierfür wurden vorab ver-

schiedene, kommerziell erhältliche anti-Jmjd6 Antikörper im “Western Blot” und in der Immunfl uo-

reszenz an fi xierten HeLa und HEK 293T Zellen getestet. Die anti-Jmjd6 Antikörper ab10526 (Abcam), 

H-7, D-4, APSR-14.4, N-20 (Santa Cruz) und mAb328 (Labor Andreas Lengeling, Edinburgh) färbten 

ausschließlich im Kern, wobei D-4, APSR-14.4, N-20 und mAb328 trotz verschiedener Fixierungs-

methoden nur schwache (D-4, N-20, mAb328) bis gar keine (APSR-14.4) Immunfl uoreszenzsignale 

in diesen Zelltypen lieferten. H-7 und ab10526 dagegen zeigten eine vergleichbare, deutliche Fär-

bung im Kern, wobei ab10526 das intensivere Signal lieferte (siehe Abb. 08). Bei beiden Antikörpern 

war die Signalintensität in den HeLa-Zellen höher als in den HEK 293T Zellen. In “Western Blots” von 

HeLa und HEK 293T Zelllysaten ergaben die anti-Jmjd6 Antikörper identische Bandenmuster, aber in 

stark variierender Intensität (siehe Abb. 09). Als Schlussfolgerung dieser Antikörpertests wurden für 

alle weiteren Versuche die Antikörper ab10526 (Abcam) und H-7 (Santa Cruz) verwendet.

2.1.1 Jmjd6-Expression im Interchromatinraum

Ein eukaryotischer Zellkern besteht aus zwei deutlich distinkten Kompartimenten, dem Nukleoplasma 

und den Nukleoli. Das Nukleoplasma lässt sich in weitere strukturell und funktionell unterscheidbare 

Subkompartimente unterteilen. Chromatin ist ein wesentlicher Bestandteil des Nukleoplasma. Der 

Großteil des Chromatins liegt in dicht gepackter, kondensierter Form (Heterochromatin) vor. Euchro-

matin ist dagegen die weniger dicht gepackte Chromatinform. Am Übergang zum Chromatin-freien 

Interchromatinraum liegt die Perichromatinregion. Hier fi nden RNA- und DNA-Synthese sowie ko-

transkriptionelles Spleißen statt (Albiez H. et al, 2006; Fakan & van Driel, 2007).

In Interphasezellen lieferte die Jmjd6-Färbung ein punktiertes Muster im Nukleoplasma. In den 

Nukleoli war kein, bzw. nur vereinzelt ein sehr schwaches Signal zu erkennen (siehe Abb. 08). Der 
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55

55

ab10526 H7 N20 D4

HEK 293T

HeLa

Abb. 08 | Endogenes 
Jmjd6 in HeLa-Zellen: 
Immunfl uoreszenz mit 
zwei anti-Jmjd6 Antikör-
pern an fi xierten HeLa-Zel-
len. Ab10526 (Abcam) färbt 
ausschließlich den Kern und 
hier vor allem die Interchro-
matinbereiche. Die Nukleoli 
sind größtenteils ausgespart 
(A-C). Vergrößerter Auss-
chnitt eines Kerns (D-F). Ein 
vergleichbares, aber weni-
ger intensives Muster liefert 
der anti-Jmjd6 Antikörper 
H-7 (Santa Cruz; G-I). Ver-
größerter Ausschnitt eines 
Kerns (J-L). FITC-markierter 
Zweitantikörper in beiden 
Fällen. DNA-Färbung mit to-
pro3 (Invitrogen). Jedes Bild 
entspricht einem konfokalen 
Schnitt durch die Mitte des 
Kerns.
Maßstab: 5 μM (A-C, G-I); 
2,5 μM (D-F, J-L).

anti-JMJD6 (ab10526) to-pro3 merge

anti-JMJD6 (ab10526) to-pro3 merge

anti-JMJD6 (H7) to-pro3 merge

anti-JMJD6 (H7) to-pro3 merge

A

D

B

E

C

F

G

J

H

K

I

L

Abb. 09 | Anti-Jmjd6 Antikörper im “Western Blot”: 
Gleiche Mengen Zelllysat untransfi zierter HEK 293T und HeLa-
Zellen wurden im “Western Blot” mit verschiedenen anti-Jmjd6 
Antikörpern inkubiert. Die Antikörper APSR-14.4 (santa cruz) 
und mAb328 (Labor Andreas Lengeling) ergaben kein Signal.  
Ab10526 (abcam), H7, N20 und D4 (santa cruz) zeigten eine 
Bande bei ca. 53 kD, wobei D4 ein deutlich schwächeres Signal 
lieferte.

25



ERGEBNISSE

DNA-Farbstoff to-pro3 (Invitrogen) wirkt durch Interkalation in die doppelsträngige DNA. Diese Ein-

lagerung ist sequenzunspezifi sch (Petty et al, 2000). Somit handelt es sich bei Chromatinregionen 

mit starker to-pro3 Färbung um Bereiche dicht gepackter DNA (Heterochromatin). Weniger stark ge-

packte DNA (Euchromatin) fi ndet man in Bereichen schwacher to-pro3 Färbung (Gilbert et al, 2004). 

Vergleicht man die to-pro3 Färbung mit der Jmjd6 Antikörperfärbung so ergab sich ein reziprokes 

Erscheinungsbild. Bereiche mit starker to-pro3 Färbung waren nahezu Jmjd6 frei, wohingegen im 

Interchromatinraum besonders starke Jmjd6 Signale zu fi nden waren (siehe Abb. 08).

2.1.2 Kolokalisation von Jmjd6 mit SC35-Domänen

Im Interchromatinraum eines eukaryontischen Interphasekerns lassen sich ca. 10-30 diskrete Sub-

kompartimente, die sog. SC35-Domänen (“nuclear speckles” oder “interchromatin granule clusters”) 

defi nieren. In diesen Domänen treten neben dem namensgebenden SR-Protein SC35 (Fu & Maniatis, 

1990) noch viele andere Proteine der pre-mRNA Prozessierungsmaschinerie, z.B. Spleißfaktoren und 

3´-Prozessierungsfaktoren, aber auch Transkriptionsfaktoren und hyperphosphorylierte RNA-Poly-

merase II gehäuft auf (Saitoh N et al, 2004; Lamond & Spector, 2003; Hall LL et al, 2006). Mit Hilfe 

Abb. 10 | Jmjd6 Kolokalisation mit SC35-Domänen in HeLa Zellen: Eine Doppelfärbung mit anti-Jmjd6 Antikör-
per ab10526 (Abcam; FITC-markierter Zweitantikörper) und mit anti-SC35 Antikörper ab11826 (Abcam; Cy3-markierter 
Zweitantikörper) zeigte, dass das Jmjd6 Signal besonders in den SC35-Domänen stark ist (A-D). Vergrößerter Ausschnitt 
eines Kerns (E-H). DNA-Färbung mit to-pro3 (Invitrogen). Jedes Bild entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte 
des Kerns. Maßstab: 5 μM

anti-JMJD6 anti-SC35 merge

anti-JMJD6 anti-SC35 merge

to-pro3

to-pro3

A

E

B

F

C

G

D

H

26



ERGEBNISSE

eines Antikörpers gegen SC35 lassen sich diese Domänen sichtbar machen. Die Färbungen mit anti-

Jmjd6 Antikörpern zeigten ein verstärktes Auftreten von endogenem Jmjd6 im Interchromatinraum. 

Durch die Doppelfärbung mit anti-SC35 Antikörper konnte die Expression noch genauer detektiert 

werden. Es gab nur eine partielle Kolokalisation von Jmjd6 mit SC35-Domänen in HeLa-Zellen (siehe 

Abb. 10). Für viele Proteine der SC35-Domänen konnte in der Mitose ein vergleichbares Verhaltens-

muster gezeigt werden. Mit dem Zusammenbruch der Kernmembran verteilen sich die Proteine dif-

fus im Cytoplasma. Schon in der Metaphase beginnen sich die Proteine aber in sog. MIGs (“mitotic 

interchromatin granules”) anzureichern. Die Anzahl und Größe der MIGs nimmt mit fortschreitender 

Mitose zu. In der Telophase kehren die Proteine dann in scheinbar abgestimmter Reihenfolge aus 

den MIGs in die neugebildeten Tochterkerne zurück (Prasanth KV et al, 2002; Lamond & Spector, 

2003). Jmjd6 war in der Prophase noch deutlich im Interchromatinraum zu sehen (siehe Abb. 11 A-

D). In Meta- und Anaphase war das Jmjd6-Signal dagegen deutlich schwächer und gleichmäßig dif-

fus in der Zelle verteilt, bevor es dann in der Telophase in den neugebildeten Tochterkernen wieder 

auftauchte (siehe Abb. 11 E-X). Vergleicht man Jmjd6 mit der anti-SC35 Antikörperfärbung während 

der Mitose, so erkannte man keine Anreicherung von Jmjd6 in MIGs. In der Telophase befand sich 

SC35 noch nahezu komplett in MIGs während Jmjd6 schon wieder größtenteils in den Tochterkernen 

zu fi nden war (siehe Abb. 11 Q-T).

2.1.3 Jmjd6-Verteilung im Kern ist RNA abhängig 

Die Jmjd6 Verteilung wurde durch Inkubation mit RNase A verändert (siehe Abb. 12). Jmjd6 ver-

hielt sich damit wie das Sm-Protein Y12 und andere Spleiß-assoziierte Proteine, die eine diffuse 

Verteilung im Kern nach Behandlung mit RNase zeigten (Spector DL et al, 1991). Die Verteilung von 

SC35 änderte sich dagegen nicht (Spector DL et al, 1991).

Abb. 11 | JMJD6 und SC35 während der Mitose: Immunfl uoreszenz mit dem anti-Jmjd6 Antikörper ab10526 (Ab-
cam) und dem monoklonalen anti-SC35 ab11826 Antikörper (Abcam) an HeLa-Zellen in der Mitose. Prophase (A-D), frühe 
Metaphase (E-H), späte Metaphase (I-L), Anaphase (M-P), Telophase (Q-T), G1-Phase (U-X). Die MIGs (“Mitotic Interchro-
matin Granules”) sind teilweise durch Pfeile markiert. DNA-Färbung mit to-pro3 (Invitrogen). Jedes Bild entspricht einem 
konfokalen Schnitt durch die Mitte der Zelle/des Kerns. Maßstab = 5 μm
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Abb. 12 | Jmjd6 nach RNase A Behandlung: HeLa-Zellen wurden 2 h mit bzw. zur Kontrolle ohne RNase 
A inkubiert. Die Verteilung des endogenen Jmjd6, Y12 und SC35 wurde anschließend mit Hilfe der Immunfl uo-
reszenz in den zwei verschiedenen Zellpopulationen nachgewiesen. Jmjd6 zeigte eine deutlich veränderte diffuse 
Verteilung nach RNase Inkubation (D-F), im Vergleich mit unbehandelten Zellen (A-C). Die Veränderung ähnelt 
der des Y12-Antigens (G-L). SC35 veränderte die Verteilung nicht (M-R). DNA-Färbung mit to-pro3 (Invitrogen). 
Jedes Bild entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm
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2.1.4 Lokalisation von Jmjd6-GFP

Transient überexprimiertes Jmjd6-GFP oder Jmjd6-Cherry Fusionsprotein in HeLa-Zellen war aus-

schließlich im Kern lokalisiert. Dabei war, vergleichbar mit endogenem Jmjd6 (siehe 2.1.1), das 

Signal im Interchromatinraum stärker als in den Chromatinregionen des Nukleoplasma. Die Nuk-

leoli blieben ausgespart, wobei in kleinen Teilbereichen der Nukleoli punktuell starke Färbung zu 

beobachten war (siehe Abb. 13). Trimethyliertes Lysin 4 von Histon 3 (TriM-H3K4) ist ein eindeutiger 

Marker für Euchromatin in verschiedenen Species, von Hefe (Santos-Rosa et al, 2002) bis Mensch 

Abb. 13 | Überexpres-
sion von Jmjd6-GFP bzw. 
Jmjd6-cherry Fusions-
proteinen: Die transiente 
Überexpression von Jmjd6-
GFP (pEGFP-N1; A-C) und 
Jmjd6-cherry (pmCherry-N1; 
J-L) in HeLa-Zellen liefert 
ausschließlich im Kern Fluo-
reszenzsignal. Die Nukleoli 
sind dabei ausgespart, bzw. 
gibt es nur in distinkten Be-
reichen der Nukleoli punktu-
elle Färbung (siehe Pfeil in 
A). Das Signal im Nukleo-
plasma ist im Interchroma-
tinraum deutlich stärker als 
in Bereichen mit Chromatin. 
Als Kontrollen dienten der 
leere pEGFP-N1-Vektor (D-
F) und ein GFP mit Kernlo-
kalisationssignal (NLS; G-I). 
DNA-Färbung mit to-pro3 
(Invitrogen). Jedes Bild ent-
spricht einem konfokalen 
Schnitt durch die Mitte des 
Kerns.
Maßstab: 5 μM (A-C; G-L); 
10 μM (D-F)
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(Bernstein et al, 2005). Jmjd6-GFP war nicht mit der Euchromatinfärbung des Antikörpers gegen 

TriM-H3K4 kolokalisiert (Corinna Schmitz, Diplomarbeit, unveröffentlicht).

Zusammengenommen assoziieren diese Ergebnisse Jmjd6 wenig mit Chromatin oder DNA, sondern 

eher mit RNA und Proteinen im Interchromatinraum.

2.2 Identifi kation von Jmjd6 Interaktionspartnern

Zum experimentellen Nachweis einer Dioxygenaseaktivität war es erforderlich, ein Substrat zu fi nden. 

Deshalb wurde nach potentiellen Interaktionspartnern von Jmjd6 gesucht. Zur Isolierung von Jmjd6 

Bindepartnern aus HEK 293T Zellysat wurde die “Tandem-Affi nity-Purifi cation-Methode” (“TAP-tag”; 

Rigaut et al, 1999; Puig et al, 2001) verwendet. Mithilfe der Massenspektrometrie konnten an-

schließend Jmjd6-Interaktionspartner identifi ziert werden.

2.2.1 Jmjd6 “Tandem-Affi nity-Purifi cation”

Für die Tandem-Affi nitätsreinigung werden Fusionsproteine aus dem spezifi schen Protein von Inte-

resse und dem sog. “TAP-tag” transient überexprimiert. Durch zwei aufeinanderfolgende Reini-

gungsschritte mit verschiedenen Affi nitätssäulen erlaubt das “TAP-tag” die Isolierung nativer Pro-

teinkomplexe aus den transfi zierten Zellen. Es setzt sich aus “Calmodulin-binding-protein” (CBP) 

und Protein A (Staphylococcus aureus) zusammen, welche durch eine TEV (“tobacco-etch-virus”)-

Protease-Schnittstelle getrennt sind (siehe Abb. 14). Mit einer IgG (Immunglobulin G)-Matrix ge-

lingt es in einem ersten Schritt über Wechselwirkungen mit Protein A die Fusionsproteine aus dem 

CBP Protein A

TEV-Schnittstelle

Protein

Abb. 14 | Aufbau des “TAP-tag” Fusionsprotein: Für die Tandem-Af-
fi nity-Purifi cation-Methode (“TAP-tag”) wird ein Protein mit dem Calmodu-
lin-binding Protein (CBP) und Protein A fusioniert. CBP und Protein A sind 
über eine TEV-Protease Schnittstelle getrennt.
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Gesamtzellextrakt zu isolieren. Nach mehreren Waschschritten löst die Zugabe von TEV-Protease 

das gebundene Protein proteolytisch unter nativen Bedingungen von der Matrix. Das Eluat wird nun 

in einem zweiten Reinigungsschritt mit einer Calmodulin-Affi nitätssäule inkubiert. Unter Zugabe von 

Calcium (Ca2+) bindet das Fusionsprotein über das CBP an die Säule. Durch Waschen werden sowohl 

die TEV-Protease als auch unspezifi sche falsch positive Proteine entfernt. Durch Elution mit EGTA 

erhält man letztendlich eine Proteinfraktion mit Fusionsprotein und dessen potentiellen Interaktion-

spartnern (Rigaut G et al, 1999; Puig O et al, 2001).

Für diese “TAP-tag”-Prozedur wurde die cDNA des humanen Jmjd6 in den Vektor pECFP-N1-TAPc 

kloniert und anschließend in HEK 293T Zellen transient überexprimiert. Mit einem polyklonalen anti-

TAP-tag Antikörper (A00683, Genscript) wurde zuerst die Verteilung des Fusionsproteins in HEK 

293T Zellen kontrolliert. Die Färbung war ausschließlich im Kern und glich der Verteilung von Jmjd6-

GFP (siehe Abb. 15).

TAP-tag Versuch 1:

Die theoretische Größe des Jmjd6-Proteins ist ca. 53 kD. Das “TAP-tag” hat etwa die Größe 19 kD 

(CBP (ca. 4 kD), TEV-Schnittstelle (ca. 1 kD) und Protein A (ca. 14 kD)). Das komplette Jmjd6-”TAP-

tag” Fusionsprotein sollte also etwa eine Größe von 72 kD haben. Nach dem ersten Reinigungs-

schritt wurde mit Hilfe der TEV-Schnittstelle Protein A abgeschnitten. Dadurch verkleinerte sich das 

Fusionsprotein auf ca. 59 kD. Verglich man die Coomassiefärbung eines Polyacrylamidgels (4-12%) 

des Zellysat-Überstandes (Input, ÜS) mit den Eluaten nach dem ersten “TAP-tag”-Reinigungsschritt 

Abb. 15 | Expression des Jmjd6-TAP-tag Fusionsproteins in HEK 293T Zellen: Nach transienter Überexpression 
von pECFP-N1-TAPc-Jmjd6 wurden die Zellen fi xiert und mit einem polyklonalen anti-TAP-tag Antikörper (A00683, Gene-
script) gefärbt (FITC-markierter Zweitantikörper). Das TAP-tag-Jmjd6 Fusionsprotein ist ausschließlich im Kern zu fi nden 
und die Färbung gleicht der Jmjd6-GFP, sowie der endogenen Jmjd6 Verteilung. DNA-Färbung mit to-pro3 (Invitrogen). 
Jedes Bild entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm

anti-TAP-tag to-pro3 mergeA B C
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(IgG-Matrix, E1), bzw. nach dem zweiten Reinigungsschritt (Calmodulin-Affi nitätssäule, E2) so er-

kannte man schon in E1 eine deutliche Anreicherung spezifi scher Proteine (Proteinbanden 1-7; siehe 

Abb. 16 A). Im Gelbild des fi nalen Eluats (E2) waren sechs deutliche, klar unterscheidbare Banden 

zu sehen (Proteinbanden 1-6; siehe Abb. 16 C). Die Banden 5 und 6 könnten aufgrund der Größe 

dem Jmjd6-Fusionsprotein (ca. 59 kD) entsprechen. Die Bande 7 aus E1 fehlte in E2. Es könnte sich 

um TEV Protease (ca. 27 kD) handeln. Ein Western Blot mit einem anti-Jmjd6 Antikörper machte 

es möglich in den verschiedenen Proteinfraktionen Jmjd6 nachzuweisen. In ÜS (Input) gab es eine 

starke Antikörperbande bei ca. 70 kD. Dies entsprach der erwarteten Jmjd6-TAP-tag Fusionspro-

teingröße. Zusätzlich zeigten sich Banden bei etwa 170 kD und darüber. Dieses Antikörper-Muster 

wiederholte sich in E1, wurde aber aufgrund der Abspaltung des Protein A nach unten verschoben. 

Der E1 Western Blot ließ vermuten, dass die Banden 1-6 der Coomassiefärbung allesamt ein Pendant 

im Blot haben und somit alle Jmjd6 enthielten (siehe Abb. 16 B). Zur genauen Charakterisierung der 

Proteine in den Banden 1-6 aus E2 wurden diese Banden ausgeschnitten und per massenspektrome-
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Abb. 16 | Coomassiefärbung und Western Blot nach Jmjd6-TAP-tag Reinigung: Nach der “TAP-tag” Aufreini-
gung wurden der “Input” (ÜS), das Eluat E1 nach dem ersten Reinigungsschritt (IgG-Matrix) und das Eluat E2 nach dem 
zweiten Reinigungsschritt (Calmodulinaffi nitätssäule) auf ein 4-12% Polyacrylamid-Gradientengel (NuPage, Invitrogen) 
geladen und anschließend entweder mit colloidalem Coomassie gefärbt (A, C) oder im Western Blot mit anti-Jmjd6 An-
tikörper gefärbt (B). In E1 erkennt man sieben distinkte Banden (1-7; A), die sich im fi nalen Eluat E2 alle, bis auf eine, 
wiederfi nden (1-6; C). Auch im Western Blot gibt es ein korrespondierendes Bandenmuster. Zur genauen Untersuchung 
wurden die Gelbanden aus E2 (1-6) massenspektrometrisch charakterisiert.
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trischer Analyse charakterisiert. Für alle sechs Banden ergab sich das gleiche Ergebnis, Jmjd6 war in 

allen Fällen das mit Abstand häufi gste Protein und das einzige oberhalb des Signifi kanzniveaus.  

Daraus ergab sich, dass zwar die Präzipitation des Jmjd6-TAP-tag Fusionsproteins sehr gut funktio-

niert hatte, aber Interaktionspartner konnten nicht in der Menge isoliert werden, dass sie bei Coo-

massiefärbung eine Bande im Gel ergaben. Desweiteren bestätigte sich die anti-Jmjd6 Antikörperfär-

bung aus ÜS und E1. Jmjd6-TAP-tag-Fusionsprotein hat neben der Monomerbande (ca. 59 kD in E2) 

Banden bei ca. 130 kD und oberhalb von 170 kD (siehe Abb. 16). Eine mögliche Erklärung hierfür 

könnte die Bildung stabiler Dimere bzw. Oligomere sein. Für die strukturell verwandte Fe(II)-2-OG 

abhängige Dioxygenase FIH (siehe 1.5.2) ist bereits eine Homodimerisierung beschrieben worden 

(Lee C et al, 2003). In diesem Fall ist die Dimerisierung sogar essentiell für die Aktivität (Lancaster 

DE et al, 2004). Die Oligomerisierung von Jmjd6 wird unter Punkt 2.3 noch genauer analysiert.

TAP-tag Versuch 2:

Um eventuelle transiente Interaktionen von Jmjd6 mit anderen Proteinen zu stabilisieren, wurde in 

einem zweiten TAP-tag Ansatz N-Oxalylglycin (NOG) im Lysepuffer eingesetzt. NOG ist ein Analog 

zu 2-Oxoglutarat, bei dem 3-CH2 durch NH ersetzt ist. Es ist ein effektiver Inhibitor von Fe(II)-2-OG-

Oxygenasen, der 2-OG kompetitiv ersetzt. Dadurch bleibt zwar die richtige Koordinierung des Fe(II) 

im aktiven Zentrum erhalten (Elkins JM et al, 2003), aber NOG kann nicht oxidativ decarboxyliert 

werden (siehe Abb. 04) und die begonnene Hydroxylierungsreaktion stoppt und kann nicht vollendet 

werden (Kalliri E et al, 2005).

Man erwartete dass durch die Stabilisierung des aktiven Zentrums mit NOG eventuell auch kurzwei-

lige Interaktionspartner in dieser Konformation “gefangen” bleiben und dadurch besser kopräzipi-

tiert werden können. Das Ergebnis aber glich dem des ersten TAP-tag Versuchs (E2, siehe Abb. 16 

C) und ergab keine zusätzlichen Proteinbanden im fi nalen Eluat. 

2.2.2 “Multidimensional Protein Identifi cation Technology” (mudPIT)

Zur Identifi zierung von eventuellen kopräzipitierten Proteinen, die im Coomassiegel nicht sichtbar 

waren, wurde eine sensitivere massenspektrometrische Analyse, die “Multidimensional Protein Iden-

tifi cation Technology” (mudPIT) , durchgeführt (Washburn MP et al, 2001; Delahunty & Yates, 
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2005).Dabei wurde das komplexe Proteingemisch nicht über ein eindimensionales Gel, sondern über 

ein chromatographisches 2-Säulen-System aufgetrennt, bevor es in einem Tandemmassenspektro-

meter analysiert wurde (LC/LC-MS/MS). Die erste Säule war ein starker Kationenaustauscher, von 

dem mit steigender Salzkonzentration die Peptide eluiert wurden. Die eluierten Proteinfraktionen 

wurden auf eine zweite Säule (“reversed-phase” Chromatographie, C18) geladen und nach Hydro-

phobizität aufgetrennt. Die einzelnen Eluatfraktionen wurden direkt in die Ionisierungsquelle des 

Massenspektrometers geleitet. Diese Analyse wurde im Labor von John Yates (The Scripps Research 

Institute, La Jolla, USA) durchgeführt.

Sie zeigte im fi nalen Jmjd6-TAP-tag Eluat 79 signifi kant relevante Proteine. Dabei war Jmjd6 das Pro-

tein mit den meisten Peptidtreffern (829) und die Gesamtproteinsequenz wurde von diesen Peptiden 

zu 45,4% abgedeckt. Alle 78 potentiellen Jmjd6-Interaktionspartner sind in Abb. 52, am Ende des 

Ergebnisteils (siehe S. 71-73) aufgelistet. In der Literatur sind einige Proteine beschrieben, die bei 

“TAP-tag” Versuchen immer wieder als Falsch-Positive aufgetreten sind. Dazu gehörten Hsp60- und 

Hsp70-verwandte Chaperone, ribosomale Proteine, verschiedene Tubuline, beta-Aktin (CAA45026) 

und “eukaryotic translation elongation factor 1” (NP_001393) (Rohila JS et al, 2006; Benzinger A et 

al, 2005; Koch HB et al, 2007). Diese Proteine und auch alle nicht-nukleären Proteine wurden für die 

weiteren Betrachtungen ausgeschlossen. Bei den verbleibenden 34 Proteinen (siehe Abb. 17) war 

auffällig, dass 50% dieser Proteine (17 von 34) eine Funktion im Bereich Spleißen bzw. pre-mRNA 

Prozessierung haben. Desweiteren sind vier nukleoläre Proteine, zwei DNA-bindende und vier Tran-

skriptions-assoziierte Proteine identifi ziert worden. Dies korrelierte sehr gut mit der beobachteten 

Verteilung von Jmjd6 im Kern und der partiellen Kolokalisation mit SC35-Domänen (siehe 2.1.2).

Mehr als 90% der menschlichen Protein kodierenden Gene haben Introns, die aus den Primärtrans-

kripten durch Spleißen entfernt werden müssen, um eine funktionale mRNA zu bilden. Das Spleißo-

som ist ein großes Makromolekül, das sich aus mehr als 150 Proteinen und fünf “Uridine-rich small 

nuclear RNAs” zusammensetzt. Jede dieser RNAs bildet mit Proteinen einen sog. snRNP-Komplex 

(small nuclear ribonucleoprotein; U1, U2, U4, U5, U6). Zusätzlich sind eine große Zahl an nicht-

snRNP-Proteinen für den Spleißprozess wichtig. Die fundamentale Spleißmaschinerie und auch der 

prinzipielle Ablauf sind von Hefe bis Mensch gut konserviert (Jurica MS, 2008). Die ersten essentiel-

len Schritte des Spleißvorgangs sind die exakte Defi nition der 5´- und 3´-Intron-Exon-Grenze. Das 
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Abb. 17 | Potentielle Jmjd6-Interaktionspartner nach TAP-tag-Versuch: Durch “MudPIT” identifi zierte, im Jmjd6-
TAP-tag ko-präzipitierte Proteine mit Acc.Nr. (NCBI) und aus der Literatur bekannter Funktion.

Protein Acc. Nr. Funktion

hLuc7A (CROP protein) O95232 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

Putative RNA-binding protein Luc7-like 1 (hLuc7B1) Q9NQ29 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

Putative RNA-binding protein Luc7-like 2 (hLuc7B2) Q9Y383 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

Poly-U binding splicing factor PUF60 Q9UJY7 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

Splicing factor U2AF 65kD subunit P26368 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

Splicing factor U2AF 35kD subunit Q01081 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

RNA-binding protein 39 (Splicing factor HCC1) Q14498 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

Arginine/serine-rich coiled coil protein 1 Q96IZ7 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

Acinus (Apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus) Q9UKV3 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

RNA binding motif protein 25 P49756 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

RNA binding protein Q9UQ39 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

Pre-mRNA-processing factor 40 homolog A O75400 pre-mRNA Prozessierung (Spleißen)

ATP-dependent RNA helicase DDX41 Q9UJV9 pre-mRNA Prozessierung (RNA-Helikase)

ATP-dependent RNA helicase DDX46 Q7L014 pre-mRNA Prozessierung (RNA-Helikase)

ATP-dependent RNA helicase DDX17 (p72) Q92841 pre-mRNA Prozessierung (RNA-Helikase)

Splicing factor arginine/serine rich 11 (p54) Q05519 pre-mRNA Prozessierung (RNA-Helikase)

Cleavage and polyadenylation specifi city factor 6 Q16630 pre-mRNA Prozessierung (3´-Prozessierung)

H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 (Dyskerin) O60832 Nukleolus (rRNA-Prozessierung)

Nucleolar phosphoprotein p130 Q14978 Nukleolus (rRNA-Prozessierung)

Nucleolar RNA helicase II (DDX21) Q9NR30 Nukleolus (rRNA-Prozessierung)

Treacle protein (Treacher Collins syndrome protein) Q13428 Nukleolus (rDNA Transkription)

Nuclease sensitive element binding protein 1 P67809 Transkription

DNA-binding protein A P16989 Transkription

NF-kappa-B-activating protein Q8N5F7 Transkription

Parafi bromin (Cell division cycle protein 73 homolog) Q6P1J9 Transkription

RNA polymerase-associated protein RTF1 homolog Q92541 Transkription

Bromodomain-containing protein 4 O60885 DNA-Bindung

Hepatoma derived growth factor 2 Q7Z4V5 DNA-Bindung (HDGF-Familie)

Phosphatidylinositol-5 phosphate 4-kinase type II beta P78356 Kinase, Bildung von Phosphatidylinositol-
5,4-bisphosphate (Kern)

Casein kinase 2A1 P68400 Serin/Threonin-Kinase (Cytoplasma + Kern)

Hypothetical protein FLJ32377 Q96MH4 unbekannte Funktion

RNF187 protein AAH64481.1 unbekannte Funktion

Small acidic protein O00193 unbekannte Funktion

Multiple myeloma tumor-associated protein 2 Q9BU76 unbekannte Funktion
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U1 snRNP lagert sich an der 5´-splice-site an. Das Protein SF1 (splicing factor 1) bindet das sog. 

“branch-point” Adenosin, U2AF (“U2 auxiliary factor”), ein Heterodimer aus 65 kD und 35 kD Unter-

einheit bindet den “polypyrimidine tract” und die 3´-splice-site. Durch diese Anordnung kann das U2 

snRNP an den “branch point” rekrutiert werden (siehe Abb. 18).

In Hefe spielt das Protein Luc7p, im Menschen das homologe hLuc7A, als Teil des U1 snRNPs eine 

Rolle bei der korrekten Defi nition der 5´-splice-site (Fortes P et al, 1999; Puig O et al, 2007). Der 

Mensch besitzt drei Luc7p-Homologe (hLuc7A, hLuc7B1, hLuc7B2), und alle drei tauchen im “TAP-

tag” Experiment als potentielle Jmjd6-Interaktionspartner auf, ebenso das Heterodimer aus U2AF65 

und U2AF35. Vergleicht man in der mudPit-Analyse Peptidanzahl und Sequenzabdeckung der Pro-

teine, so ist U2AF65 nach Jmjd6 der zweitbeste Treffer und auch die Luc7-Varianten befi nden sich 

im oberen Drittel (siehe Abb. 19).

Aufgrund dessen und wegen ihrer essentiellen Rolle im konstitutiven und alternativen Spleißpro-

zess konzentrierten sich die weiteren Experimente auf U2AF65, sowie die Luc7-Varianten. Um die 

Interaktionen von Jmjd6 mit diesen ausgewählten Proteinen zu bestätigen, sollten sie in alternativen 

Experimenten (“GFP-Pulldown” und Immunpräzipitation) geprüft werden. 

Abb. 18 | Schematische Darstellung eines 
Introns und des Prä-Spleißosoms: (A) Ein 
Intron setzt sich zusammen aus der 5´-Exon-
Intron-Grenze (5´-splice-site; GU) und der 3´-
Intron-Exon-Grenze (3´-splice-site; AG), sowie 
einem Adenosinrest im sog. “branch point” und 
einer Pyrimidinabfolge (“polypyrimidin tract”) 
kurz vor Intronende.
(B) Schematische Darstellung des Prä-Spleißo-
soms aus U1-snRNP, U2-snRNP, U2AF65 und 
U2AF35.
(Abb. übernommen und leicht modifi ziert nach 
Matlin AJ et al, 2005)

A

B
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2.2.3 Jmjd6-Interaktionstests nach Immunpräzipitation

GFP-Nanotrap (Rothbauer et al, 2008)

Nach Überexpression von Jmjd6-GFP in HEK 293T Zellen war es mit Hilfe eines “GFP-Pulldown-

Assays” (Rothbauer U et al, 2008) möglich, endogenes U2AF65, hLuc7A und hLuc7B1 spezifi sch zu 

kopräzipitieren. Als Kontrolle fungierte die Überexpression von GFP. Nach der Präzipitation wurden 

die verschiedenen Fraktionen auf ein Polyacrylamidgel (12%) aufgetragen und die Interaktion mit 

spezifi schen Antikörpern im Western Blot nachgewiesen (siehe Abb. 20 A). Für hLuc7B2 gab es 

keinen Antikörper, so dass hier der Nachweis im Western Blot nicht möglich war.

Exprimierte man U2AF65-GFP und Jmjd6 (pcDNA3-Vektor) gleichzeitig in HEK 293T Zellen, so ließ 

sich umgekehrt bei einem U2AF65-GFP-”Pulldown” Jmjd6 kopräzipitieren (siehe Abb. 20 C).

Inwieweit die Interaktion zwischen U2AF65 und Jmjd6 RNA-abhängig ist, konnte ebenfalls mit Hilfe 

des “GFP-Pulldown-Assays” gezeigt werden. Bei Zugabe steigender Konzentrationen RNase A in den 

Lysepuffer wurde die Interaktion mit U2AF65 nach Jmjd6-”GFP-Pulldown” immer schwächer. Die 

Negativkontrolle, die Interaktion zwischen DNMT1-GFP und PCNA (Rothbauer U et al, 2008) blieb 

auch bei der höchsten RNase A Konzentration unverändert (siehe Abb. 20 B). 

Immunpräzipitation mit anti-U2AF65-AK

Sowohl im “TAP-tag”- als auch im “GFP-Pulldown-Assay” (siehe 2.2.1 & 2.2.3) wurde jeweils über-

exprimiertes Fusionsprotein präzipitiert. In der folgenden Immunpräzipitation mit anti-U2AF65-An-

tikörper gelang es endogenes U2AF65 zu präzipitieren. Hierfür wurden HeLa-Zellen lysiert und an-

schließend der Überstand mit anti-U2AF65-Antikörper inkubiert. Als Kontrolle wurde ein zweites Lysat 

ohne Antikörper inkubiert. Nach Inkubation mit Protein G Sepharose und mehreren Waschschritten 

Protein Peptidanzahl Sequenzabdeckung

Jmjd6 829 45,4%

U2AF65 103 30%

U2AF35 4 13,8%

hLuc7A 97 13,7%

hLuc7B1 72 15,1%

hLuc7B2 421 12,2%

Abb. 19 | Ergebnis des “TAP-tag-Screens” 
für ausgewählte Proteine: Jmjd6 war nach 
MS-Analyse das Protein mit den meisten “Hits” 
(Peptidanzahl) und der größten Sequenzabdeck-
ung. Die Liste zeigt Ergebnisse einiger ausgewähl-
ter, potentieller Jmjd6-Interaktionspartner.
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Abb. 20 | “GFP-Pulldown” von Jmjd6-GFP bzw. U2AF65-GFP: (A) In HEK 293T-Zellen wurden Jmjd6-GFP und im 
Kontrollansatz GFP überexprimiert. Nach Immunpräzipitation mit der GFP-Nanotrap (Rothbauer U et al, 2008) wurden die 
einzelnen Fraktionen auf ein Polyacrylamidgel geladen und geblottet. Mit Antikörpern wurde die Interaktion von Jmjd6 mit 
den Proteinen U2AF65, hLuc7A und hLuc7B1 getestet.
(B) Western Blot nach “GFP-Pulldown” von Jmjd6-GFP bzw. DNMT1-GFP unter Zugabe von RNase A in verschiedenen 
Konzentrationen. Die Interaktion von Jmjd6 mit U2AF65 wurde mit zunehmender RNase A Konzentration schwächer, 
wohingegen die DNMT1 und PCNA Interaktion unbeeinfl usst blieb.
(C) Western Blot nach “GFP-Pulldown” von U2AF65-GFP bzw. GFP aus HEK 293T-Zellen, die Jmjd6 (pcDNA3) überexprim-
ieren. Bestätigung der spezifi schen Interaktion von U2AF65 und Jmjd6, da es im Kontrollexperiment (GFP) trotz Jmjd6-
Überexpression keine Kopräzipitation von Jmjd6 gab.
I = Input-Fraktion (2% des Gesamtproteingehalts), F = Durchfl uss-Fraktion (2% des Gesamtproteingehalts), B = Beads-
Fraktion (10% des Gesamtproteingehalts).
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wurde die Sepharose in Ladepuffer aufgekocht und auf ein Polyacrylamidgel (12%) geladen (siehe 

Abb. 21). Im Western Blot mit einem anti-Jmjd6-Antikörper wurde dann die Kopräzipitation von 

Jmjd6 gezeigt (siehe Abb. 22).

Diese Experimente bestätigten, dass Jmjd6 mit Proteinen des Spleißosoms interagiert und dass die 

Interaktion RNA-abhängig ist. Sie machen es sehr wahrscheinlich, dass Jmjd6 in den Spleißprozess 

involviert sein könnte.

55

70

+-

**

+- +-

*
***

**
*
***

**
***

Coomassie

Blot mit anti-
U2AF65-AK + 
2.AK gefärbt

Blot nur mit 
2.AK gefärbt

Abb. 21 | Immunpräzipitation von endogenem U2AF65: HeLa-Zellysat wurde mit monoklonalem anti-U2AF65 
Antikörper inkubiert (+). Das Kontrollysat wurde ohne Antikörper inkubiert (-). Nach Färbung mit Colloidalem Coomassie 
waren auf dem Polyacrylamidgel drei Banden zwischen 55kD und 70kD zu sehen (*, **, ***), die im Kontrollansatz (-) 
fehlten (A). Alle drei Banden wurden auch im Western Blot mit anti-U2AF65 Antikörper detektiert (B). Im Western Blot nur 
mit Zweitantikörper dagegen wurde die höchste Bande bei ca. 65 kD (*) nicht mehr erkannt (C). Es muss sich hierbei also 
um U2AF65 handeln. Die stärkste Bande in der Coomassiefärbung bei ca. 55 kD (***) entspricht der schweren Kette des 
Antikörpers, der zur Präzipitation verwendet wurde.

Abb. 22 | Interaktion von U2AF65 mit überexprimiertem und endogenem Jmjd6: HeLa-Zellen wurden mit 
pcDNA3-Jmjd6 (links), bzw. mit leerem pcDNA3-Plasmid (rechts) transient transfi ziert. Die HeLa-Zellysate wurden an-
schließend mit monoklonalem anti-U2AF65 Antikörper inkubiert (+). Kontrollysate wurden ohne Antikörper inkubiert (-). 
Nach Immunopräzipitation wurde im Western Blot mit einem anti-Jmjd6 Antikörper (ab10526, Abcam) getestet, ob Jmjd6 
kopräzipitiert werden konnte. 1 = kopräzipitiertes, überexprimiertes Jmjd6; 2 = kopräzipitiertes, endogenes Jmjd6.

Überexpression
pcDNA3:Jmjd6

anti-Jmjd6

anti-U2AF65
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U2AF65
IgG
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2.3 Jmjd6-Oligomerisierung und Interaktion mit U2AF65

Im Folgenden wurden die molekularen Erfordernisse für die Interaktion von Jmjd6 und U2AF65 

näher analysiert. Dabei wurde auch die Homooligomerisierung von Jmjd6 in Betracht gezogen. Nach 

Aufreinigung des Jmjd6-Fusionsproteins im “TAP-tag Assay” hatte sich gezeigt, dass Jmjd6 schein-

bar stabile Oligomere bildet. Neben der Monomerbande (ca. 60 kD) konnten im Polyacrylamidgel 

nach Coomassiefärbung auch Banden bei etwa 120 kD und über 170 kD eindeutig als Jmjd6 iden-

tifi ziert werden (siehe 2.2.1 & Abb. 16). Die Frage, ob diese Komplexe auch vom endogenen Jmjd6 

gebildet werden, konnte mit Hilfe einer Immunpräzipitation beantwortet werden.

2.3.1 Oligomerisierung des endogenen Jmjd6

Mit dem polyklonalen anti-Jmjd6 Antikörper ab10526 wurde aus untransfi zierten HeLa-Zellen endo-

genes Jmjd6 präzipitiert. Im Western Blot mit anti-Jmjd6 Antikörpern ergab sich für das endogene 

Jmjd6 ein nahezu identisches Bandenmuster zum “TAP-tag” Versuch, eine Doppelbande bei ca. 55 

kD, was der Größe des Monomers entspricht, eine Bande die in etwa dem Dimer entsprechen könnte 

(110-120 kD) und eine weitere Doppelbande oberhalb von 170 kD (siehe Abb. 23). Auch endogenes 

Jmjd6 scheint also stabile Oligomere zu bilden.

Abb. 23 | Immunpräzipitation des endogenen Jmjd6:
Immunpräzipitation von Jmjd6 (endogen) aus HeLa Zellen mit 
dem anti-Jmjd6 Antikörper ab10526 (Abcam). Präzipitate aufge-
tragen auf 4-12% Gradienten NuPage Gel (Invitrogen). Western 
Blot inkubiert mit entweder ab10526 oder anti-Jmjd6 Antikörper 
H-7 (santa cruz). Es ergaben sich mit beiden Antikörpern fünf 
spezifi sche Banden (Pfeile bei ca. 55 kD, 57 kD, 110 kD, >170 kD, 
>170 kD). Ab10526 detektierte im Blot noch die schwere Kette 
des Immunglobulins (IgG) des Präzipitations-AK (Kanninchen-
AK). Ab10526 stammt aus Kaninchen, H-7 aus Maus. Bei H-7 gibt 
es eine zusätzliche Bande (ca. 130 kD, *).
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2.3.2 Expression von Jmjd6-Mutanten als GFP-Fusionproteine

Das Jmjd6-Protein ist geprägt von der Jumonji-Domäne, die mehr als ein Drittel der Gesamtsequenz 

einnimmt. Zusätzlich wurden im humanen Jmjd6 fünf Kernlokalisationssignale (NLS), ein mögliches 

Kernexportsignal (NES), ein potentielles DNA-Bindemotiv (“AT-hook”), eine serinreiche Sequenz mit 

unbekannter Funktion und eine Sumoylierungs-Konsensussequenz identifi ziert (siehe 1.4). Um die 

Jmjd6-Sequenzabschnitte zu identifi zieren, die für die Oligomerisierung und die Bindung an U2AF65 

essentiell sind, wurden verschiedene N- und C-terminale Deletionsmutanten, Mutanten mit verän-

dertem Fe(II)-Bindemotiv oder mutiertem “AT-hook” generiert und in den Vektor pEGFP-N1 kloniert. 

Eine Übersicht der verwendeten Jmjd6-Mutanten liefert die Abb. 24.

Zuerst wurde die Expression der mutierten Jmjd6-GFP-Fusionsproteine in HeLa und HEK 293T Zel-

len getestet. Dabei zeigte sich, dass alle Varianten ausschließlich im Kern lokalisiert sind. Transient 

überexprimiertes Jmjd6-GFP (“full-length”) war im Interchromatinraum des Nukleoplasmas stark 

exprimiert, die Nukleoli waren größtenteils ausgespart und nur bestimmte Bereiche des Nukleolus 

zeigten starke Färbung. Mit zunehmender N-terminaler Deletion schien die Verteilung im Kern (von 

Δ1-4 bis Δ1-131) diffuser und weniger charakteristisch zu werden (siehe Abb. 25). Die C-terminalen 

Mutanten Δ380-403 und Δ363-403 zeigten ein normales Verteilungsmuster im Kern. Dagegen war 

bei der Δ338-403-Mutante eine dramatische Veränderung zu beobachten. Dieser Mutante fehlt im 

Gegensatz zu Δ363-403 der serinreiche Sequenzabschnitt am C-Terminus. Dies führte dazu, dass 

das Protein nahezu komplett in den Nukleoli akkumulierte (siehe Abb. 26). Die Δ338-403-Mutante 

wird unter 2.6.1 detaillierter untersucht.

Jmjd6 hat ein potentielles Fe(II)-Bindemotiv der allgemeinen Form His-X-Asp/Glu...His., welches 

ein gut konserviertes Charakteristikum aller nicht-Häm Fe(II)-abhängigen Oxygenasen ist (siehe 

1.5). Die Mutation des ersten Histidins bzw. des zweiten Aspartats zu Alanin in z.B. dem strukturell 

verwandten FIH führt dazu, dass das Protein in vivo inaktiv ist. Man stellt sich vor, dass Fe(II) nicht 

komplexiert werden kann, dadurch das aktive Zentrum gestört und die enzymatische Aktivität un-

terbunden ist (Lando D et al, 2002). In den Jmjd6 Mutanten ASM1 (“active-site-mutation 1”) und 

ASM2 (“active-site-mutation 2”) sind H187 bzw. H187 und D189 des Fe(II) Bindemotivs zu Alanin 

mutiert worden, so dass auch hier eine potentielle enzymatische Aktivität gestört sein könnte. Die 

Überexpression der GFP-Fusionen zeigte keine sichtbaren Auffälligkeiten. Erst bei gleichzeitiger De-
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Abb. 24 | Schematische Darstellung aller Jmjd6-Mutanten: 
Es wurden verschiedene N- und C-terminale Jmjd6-Deletionsmutant-
en generiert. Bei der ATHM-Mutante wurde das essentielle “AT-hook”-
Motiv GRP des potentiellen “AT-hooks” in Jmjd6 zu AAA mutiert. Die 
potentiellen Fe(II)-bindenden Aminosäuren des aktiven Zentrums sind 
in den ASM-Mutanten mutiert. Bei ASM1 H187A, bei ASM2 H187A und 
D189A.

Kernlokalisationssignal (NLS)

Jumonji C (JmjC) Domäne
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letion des N-Terminus wiederholte sich das diffuse Muster der reinen N-terminalen Mutanten (siehe 

Abb. 27). Die Mutation der essentiellen Aminosäuren GRP des potentiellen “AT-hooks” zu AAA hatte 

ebenfalls keinen sichtbaren Einfl uss auf die Verteilung des GFP-Fusionsproteins im Zellkern (siehe 

Abb. 28).

Abb. 25 | N-terminale Jmjd6-Deletionsmutanten in HeLa Zellen: Überexpression 
der GFP-Fusionsproteine (pEGFP-N1) von Jmjd6 (A-C) und verschiedenen N-terminalen 
Jmjd6-Deletionsmutanten (D-J) in HeLa-Zellen. DNA-Färbung mit to-pro3. Jedes Bild ent-
spricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm

JMJD6-GFP to-pro3 merge

Δ1-4-JMJD6-GFP Δ1-7-JMJD6-GFP Δ1-10-JMJD6-GFP Δ1-13-JMJD6-GFP

Δ1-25-JMJD6-GFP Δ1-48-JMJD6-GFP Δ1-131-JMJD6-GFP

A

D

B

E

C

F G

JH I
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Abb. 26 |C-terminale 
Jmjd6-Mutanten in HeLa 
Zellen:  Überexpression 
der GFP-Fusionsproteine 
(pEGFP-N1) der C-termi-
nalen Jmjd6-Mutanten 
Δ338-403 (A-C), Δ363-403 
(D-F) und Δ380-403 (G-I) 
in HeLa-Zellen. Δ338-403 
(A-C) zeigt eine ungewöhn-
lich starke Akkumulation der 
überexprimierten Mutante 
in den Nukleoli. DNA-Fär-
bung mit to-pro3. Jedes Bild 
entspricht einem konfokalen 
Schnitt durch die Mitte des 
Kerns.
Maßstab = 5 μm (A-J)

Δ338-403 JMJD6-GFP to-pro3 merge

Δ363-403 JMJD6-GFP to-pro3 merge

Δ380-403 JMJD6-GFP to-pro3 merge
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E
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Abb. 27 | “Active-site” Jmjd6-Mutanten (ASM1, ASM2) in HeLa Zellen: Mutationen des potentiellen Jmjd6 Fe(II)-
Bindemotivs. ASM1 entspricht der Mutation H187A (A). ASM2 trägt zusätzlich noch die Mutation D189A (B). In Kombina-
tion mit verschiedenen N-terminalen Mutanten (C, D). Alle als GFP-Fusionsproteine in HeLa-Zellen überexprimiert. Jedes 
Bild entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm (A-D)

JMJD6-ASM1-GFP JMJD6-ASM2-GFP Δ1-25-JMJD6-ASM2-GFP Δ1-48-JMJD6-ASM2-GFPA B C D

Abb. 28 | ATHM-Jmjd6-
Mutante in HeLa Zellen: 
Mutation des potentiellen 
JMJD6 “AT-hook” Motivs. 
GFP-Fusionsprotein in HeLa-
Zellen überexprimiert. DNA-
Färbung mit to-pro3. Jedes 
Bild entspricht einem konfo-
kalen Schnitt durch die Mitte 
des Kerns. Maßstab = 5 μm

JMJD6-ATHM-GFP to-pro3 mergeA B C
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2.3.3 Jmjd6-Interaktionstests im F2H-Assay

Im “fl uorescent two-hybrid-Assay” (F2H-Assay; Zolghadr K et al, 2008) lässt sich die Interaktion 

zweier transient überexprimierter Proteine in vivo testen. Hierfür wurde Jmjd6 (“full-length”) in den 

pF2H-bait Expressionsvektor kloniert. Dadurch entstand ein Fusionsprotein aus Jmjd6, rot-fl uoreszie-

rendem Protein und einer Lac-Repressor-Domäne (LacI). Dieses Fusionsprotein wurde in transgenen 

BHK-Zellen (“baby hamster kidney”) überexprimiert, welche eine Sequenz aus ca. 250 Kopien des 

Lac-Operators ins Genom integriert haben (Tsukamoto T et al, 2000). Die Interaktion zwischen 

LacI und Lac-Operator-Sequenz ließ das überexprimierte Protein an einem defi niertem Punkt im 

Zellkern akkumulieren. Erkennbar war dieser durch die rote Fluoreszenz. Jmjd6 (“full-length”) und 

verschiedene Jmjd6-Mutanten wurden nun als GFP-Fusionsproteine in den BHK-Zellen koexprimiert. 

Wenn es eine Interaktion zwischen den verschiedenen Jmjd6-Proteinen gibt, dann sammelt sich die 

GFP-Variante am selben Punkt. Der Test zweier Wildtyp-Jmjd6-Konstrukte im F2H-Assay zeigte eine 

eindeutige Interaktion der beiden Jmjd6-Proteine, was die Annahme einer Homooligomerisierung 

bestätigt (siehe Abb. 29). Auch die N-terminalen Deletionsmutanten Δ1-4 bis Δ1-25 können noch 

mit Wildtyp-Jmjd6 interagieren, dagegen ist bei Δ1-48 die Interaktion unterbunden (siehe Abb. 30). 

Eine Veränderung der Fe(II) koordinierenden Aminosäuren oder des potentiellen “AT-hooks” (ASM1, 

ASM2, ATHM) hatten keinen Einfl uss auf die Interaktion. Erst die Doppelmutante aus ASM2 und 

Δ1-48 verliert wieder die Interaktionsfähigkeit mit Wildtyp-Jmjd6 (siehe Abb. 31). Die C-terminale 

Deletionsmutante Δ363-403 ist nicht beeinfl usst. Selbst bei der größtenteils im Nukleolus akkumu-

lierenden Jmjd6-Mutante Δ338-403 ist im Nukleoplasma noch Interaktion zu erkennen (siehe Abb. 

32). Somit scheint der N-terminale Abschnitt der Aminosäuren 25-48 der entscheidende Sequenzab-

schnitt für die Homooligomerisierung des Jmjd6 Proteins zu sein.
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Abb. 29 | Jmjd6 im “Fluorescent-two-Hybrid-Assay”: Jmjd6-LacI-RFP Vektor kann 
im F2H-Assay mit Jmjd6-GFP interagieren (A-C). NLS-GFP (D-F) und Histon2B-GFP (G-I) als 
Kontrollen interagieren nicht mit Jmjd6-LacI-RFP. Leerer pF2H-bait Vektor führt zur Konzen-
tration von LacI-RFP an den im Genom integrierten Lac-Operator-Sequenzen (J). Jmjd6-GFP 
wird in diesem Fall nicht an diese rekrutiert (K, L).  Jedes Bild entspricht einem konfokalen 
Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm
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Abb. 30 | F2H-Assay mit N-terminalen Jmjd6 Deletionsmutanten: Exprimiert man 
verschiedene N-terminale Jmjd6 Deletionsmutanten als GFP-Fusionsproteine, so sind sie bis 
Δ1-25 noch in der Lage mit Jmjd6-LacI-RFP im F2H-Assay zu interagieren (A-L). Deletiert 
man aber die ersten 48 Aminosäuren (Δ1-48) so ist keine Interaktion mit Jmjd6-LacI-RFP 
mehr zu sehen (M-O). Jedes Bild entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte des 
Kerns. Maßstab = 5 μm
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Abb. 31 | F2H-Assay mit “Active-Site” Jmjd6 Mutanten und “AT-hook” Mutante:  
Interaktion von Jmjd6-LacI-RFP mit ASM1-GFP (A-C), ASM2-GFP (D-F) und Δ1-25-ASM2-GFP 
(G-I) erkennbar. Erst die Doppelmutante Δ1-48-ASM2-GFP zeigt keine Interaktion mit Jmjd6-
LacI-RFP mehr (J-L). Durch die Mutation des potentiellen “AT-hooks” ist die Interaktion nicht 
gestört (M-O). Jedes Bild entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns.
Maßstab = 5 μm
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2.3.4 Charakterisierung der U2AF65 Bindestelle im Jmjd6

Die spezifi sche Bindung zwischen dem SR-Protein U2AF65 und Jmjd6 konnte in drei unabhängigen 

Experimenten nachgewiesen werden (“TAP-tag”, “GFP-Pulldown”, Immunpräzipitation; siehe 2.2.1 

& 2.2.3). Um die Interaktion genauer charakterisieren zu können, wurden verschiedene Jmjd6-Mu-

tanten auf ihre Fähigkeit, mit U2AF65 zu interagieren, untersucht. Die Interaktion der transient über-

exprimierten Jmjd6-Mutanten mit endogenem U2AF65 wurde mit Hilfe des “GFP-Pulldown-Assays” 

(Rothbauer U et al, 2008) in HEK 293T Zellen getestet. Es zeigte sich, dass bereits eine Deletion der 

ersten sieben Aminosäuren (Δ1-7 Jmjd6) ausreichte, um die Interaktion zu verhindern (siehe Abb. 

32 B). Aber auch die C-terminale Deletionsmutante Δ363-403 Jmjd6 war nicht mehr in der Lage, 

U2AF65 zu binden, wohingegen Δ380-403 Jmjd6 wieder interagieren konnte (siehe Abb. 33 C).

Die korrekte Bildung des potentiellen aktiven Zentrums ist für die U2AF65-Bindung von Bedeutung. 

Die ASM1-Jmjd6 Mutante band noch schwach, ASM2-Jmjd6 überhaupt nicht mehr an U2AF65 (siehe 

Abb. 33 D). In beiden Fällen sind Aminosäurereste der Fe(II) Bindestelle des aktiven Zentrums mu-

tiert (H187A bzw. H187A + D189A).

Abb. 32 | F2H-Assay mit C-terminalen Jmjd6 Deletionsmutanten: Exprimiert man 
Δ338-403-Jmjd6 (A-C) und Δ363-403-Jmjd6 (D-F) als GFP-Fusionsproteine ist in beiden Fäl-
len die Interaktion mit Jmjd6-LacI-RFP im F2H-Assay möglich. Jedes Bild entspricht einem 
konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm
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Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Interaktion von Jmjd6 und U2AF65 den N-Terminus und einen 

intakten C-Terminus benötigt. Der N-Terminus ist auch für die Oligomerisierung erforderlich, die 

kritischen Aminosäuren liegen allerdings nicht ganz N-terminal, sondern zwischen den Aminosäuren 

25 und 48.

2.4 Jmjd6 hat Lysin-5-Hydroxylaseaktivität

U2AF65 hat ebenso eine RS- (Arginin-Serin) Domäne, wie knapp ein Drittel der potentiellen Jmjd6 

Interaktionspartner aus dem “TAP-tag” Experiment. Die Domäne ist charakteristisch für die SR-Pro-

teinfamilie, deren Mitglieder im Spleißprozess eine wichtige Rolle spielen (Long & Caceres, 2009). 
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Abb. 33 | Interaktion Jmjd6 und 
U2AF65: Jmjd6 und verschiedene De-
letionsmutanten wurden als GFP-Fu-
sionsproteine in HEK 293T-Zellen über-
exprimiert und nach “GFP-Pulldown” 
auf Interaktion mit U2AF65 getestet. 
Western Blot mit α-GFP Antikörper, um 
Jmjd6-”Pulldown” nachzuweisen (links) 
und mit α-U2AF65 Antikörper um Ko-
Präzipitation von U2AF65 zu zeigen (re-
chts). Eine Deletion der ersten sieben 
Aminosäuren des Jmjd6 reicht aus, 
um die Interaktion zu unterbinden (B). 
Aber auch der C-Terminus scheint von 
Bedeutung, da auch Jmjd6 Δ363-403 
nicht mehr in der Lage ist mit U2AF65 
zu interagieren (C). Bei der Jmjd6-
ASM1 Mutante scheint die Interaktion 
schwächer, wohingegen ASM2 keine In-
teraktion mehr zeigt (D). Schematische 
Darstellung der Aminosäuresequenzun-
terschiede zwischen Δ1-4 und Δ1-7 (E) 
und Δ363-403 und Δ380-403 (F).
I = Input-Fraktion (2% des Gesamtpro-
teingehalts), F = Durchfl uss-Fraktion 
(2% des Gesamtproteingehalts), B = 
Beads-Fraktion (10% des Gesamtpro-
teingehalts).
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Die Methylierung von Argininen in der RS-Domäne beeinfl usst dabei die Funktionalität der Proteine 

und dadurch konstitutives oder alternatives Spleißen (Pahlich S et al, 2006; Cheng D et al, 2007). 

Chang B et al charakterisierten Jmjd6 als Histon-Arginin-Demethylase (siehe 1.5.3; Chang B et al, 

2007). Eine mögliche Demethylaseaktivität von Jmjd6 sollte deshalb an methylierten RS-Peptiden 

kontrolliert werden.

2.4.1 Lysin-Hydroxylierung an Peptiden und rekombinatem U2AF65

Das Labor von Prof. Christopher Schofi eld (Chemistry Research Laboratory, Oxford University) 

generierte Peptide, basierend auf den RS-Domänen von humanem U2AF65, Luc7A und Luc7B2 

mit dimethylierten Argininresten. Nach Inkubation mit rekombinantem Jmjd6, Fe(II), 2-Oxogluta-

rat, Sauerstoff und Ascorbat wurde aber keine Demethylierung beobachtet. Stattdessen konnte 

eine Hydroxylierung von Lysinresten massenspektrometrisch detektiert werden (siehe Abb. 34 A). 

Diese Hydroxy-Lysine wurden nach Zugabe des Fe(II)-2-OG-Oxygenasen Inhibitors N-Oxalylglycin 

(NOG), bzw. bei Mutation der potentiellen Fe(II) bindenden Aminosäuren H187 und D189 im Jmjd6 

nicht gefunden. Mit Hilfe der Kernspinresonanzspektroskopie (NMR Spektroskopie) konnte gezeigt 

werden, dass die Hydroxylierung am C5-Atom des Lysins stattfi ndet (siehe Abb. 34 B; Webby CJ et 

al, 2009).

Inkubierte man rekombinantes humanes U2AF65 (“full length”) mit rekombinatem humanem Jmjd6 

(“full length”) unter o.g. Bedingungen, so wurde das Lysin an Position K276 im U2AF65 hydroxyliert. 

Im gleichen Ansatz ohne Jmjd6 fand keine Hydroxylierung statt (Webby CJ et al, 2009).

2.4.2 Endogenes U2AF65 wird von Jmjd6 an Lysin hydroxyliert

Die Hydroxylierung von Lysin als posttranslationale Modifi kation ist bei intrazellulären Proteinen 

bisher unbekannt. Einzig beim Kollagen und Proteinen mit Kollagen-ähnlichen Domänen der ex-

trazellulären Matrix ist Hydroxy-Lysin beschrieben. Die Hydroxylgruppe am Lysin hat im Falle des 

Kollagens entscheidende Bedeutung für die intra- und intermolekulare Strukturstabilität. Ausserdem 

dient sie als Basis für spezifi sche Glykosylierungen. Verantwortlich für die Hydroxylierung ist das 

Enzym Protokollagen-Lysin-2-Oxoglutarat 5-Dioxygenase (Kivirikko & Pihlajaniemi, 1998).

Um die in-vitro Ergebnisse der K276 Hydroxylierung am rekombinanten U2AF65 zu untermauern, 
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wurde versucht, diese Modifi kation in-vivo am endogenen U2AF65 nachzuweisen. Hierfür wurde aus 

HeLa Zellen das endogene U2AF65 mit Hilfe eines monoklonalen anti-U2AF65 Antikörpers immun-

präzipitiert, mit LysC-Protease verdaut und anschließend im Massenspektrometer (LC-MS/MS) analy-

siert. Es konnten hierbei auch im endogenen U2AF65 hydroxylierte Peptide identifi ziert werden. 

Durch die Fragmentierung der Peptide (MS/MS) war es möglich, die Hydroxylierung eindeutig dem 

Lysin K276 zu zuordnen (siehe Abb. 35), welches mit einer Häufi gkeit von 1:250 (modifi ziert : un-

modifi ziert) hydroxyliert war. Zusätzlich wurde auch eine Hydroxylierung am Lysin K15 festgestellt 

(siehe Abb. 36), die mit einer Häufi gkeit von etwa 1:100 (modifi ziert : unmodifi ziert) auftrat.

Zum Beweis dafür, dass die beobachteten Hydroxylierungen von der Enzymaktivität des Jmjd6 ab-

SHSRSRSRDRKRRSRS SHSRSRSRDRKRRSRS

NPKRSRSREHRRHRSR NPKRSRSREHRRHRSR

28
U2AF65-Peptid:

Luc7B2-Peptid:
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A

Abb. 34 | Lysin Hydroxylierung durch Jmjd6 in vitro: Peptide basierend auf der RS-Domäne von den Jmjd6-Inter-
aktionspartnern U2AF65 und hLuc7B2 wurden unter Zugabe von rekombinantem Jmjd6, Fe(II), 2-Oxoglutarat, Sauerstoff 
und Ascorbat an Lysinen hydroxyliert. (A) Zwei Beispielpeptide aus dem Labor von Prof. Christopher Schofi eld (Oxford) 
an denen die Hydroxylierung massenspektrometrisch nachgewiesen werden konnte. (B) Schematische Darstellung der 
Hydroxylierungsreaktion am Lysin.
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hängen, wurde endogenes U2AF65 aus zwei verschiedenen HeLa-Zellpopulation präzipitiert. In ei-

nem Fall wurden die Zellen mit Jmjd6 in pcDNA3-Vektor transient transfi ziert. Als Kontrolle wurde 

im zweiten Fall  leerer pcDNA3 Vektor transfi ziert. Das Ergebnis zeigte, dass bei Überexpression von 

Jmjd6 die Häufi gkeit der K15 Hydroxylierung um den Faktor fünf (1:20) anstieg im Vergleich zur 

Kontrolle (1:100) (siehe Abb. 37). Die massenspektrometrischen Analysen wurden im Labor von 

Matthias Mann (MPI für Biochemie, Martinsried) durchgeführt.

Abb. 35 | Lysin276 Hydroxylierung im endogenen U2AF65: Nach Immunpräzipitation des endogenen U2AF65 
und anschließendem LysC-Protease Verdau wurden die Proteine massenspektrometrisch analysiert (LC-MS/MS). Das zur 
Fragmentierung ausgewählte Peptid mit K276 ist angezeigt. MS-Spektrum der Fragmentierung des unmodifi zierten Peptids 
(oben) und des hydroxylierten Peptids (unten).
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Abb. 36 | Lysin15 Hydroxylierung im endogenen U2AF65: Nach Immunpräzipitation des endogenen U2AF65 und 
anschließendem LysC-Protease Verdau wurden die Proteine massenspektrometrisch analysiert (LC-MS/MS). Das zur Frag-
mentierung ausgewählte Peptid mit K15 ist angezeigt. MS-Spektrum der Fragmentierung des unmodifi zierten Peptids 
(oben) und des hydroxylierten Peptids (unten).
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Abb. 37 | Vergleich der K15 Hy-
droxylierung in endogenem 
U2AF65 nach Jmjd6 und “mock”-
Transfektion: Immunpräzipitation 
des endogenen U2AF65 aus HeLa-Zell-
population, die Jmjd6 überexprimiert. 
Die Kontrollpopulation wurde “mock” 
transfi ziert. Nach LC-MS/MS Analyse 
des präzipitierten U2AF65 wurde die 
K15 Hydroxylierung quantifi ziert. Das 
ausgewählte Peptid mit K15 ist an-
gezeigt. Das Chromatogramm oben 
(XIC, “extracted ion chromatgram”) 
zeigt unmodifi ziertes Peptid aus mock-
Zellpopulation (schwarze Linie) und 
Jmjd6-Überexpression (rote Linie). In 
beiden Populationen ist die K15 Hy-
droxylierung etwa gleich häufi g. Das 
untere Chromatogramm zeigt hydroxy-
liertes Peptid aus “mock”-Zellpopu-
lation (schwarze Linie) und Jmjd6-
Überexpression (rote Linie). Durch 
Jmjd6-Überexpression ist die Häufi g-
keit der K15 Hydroxylierung um den 
Faktor fünf größer.
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2.4.3 Jmjd6 Auto-Hydroxylierung

Neben der Hydroxylierung von rekombinantem U2AF65 war rekombinantes Jmjd6 bei Inkubation mit 

Fe(II), 2OG und Sauerstoff auch in der Lage, sich selbst an den Lysinen K111 und K167 zu hydroxy-

lieren. Diese reinen in-vitro Daten konnten ähnlich wie bei der U2AF65 Hydroxylierung (s.o.) in-vivo 

an immunpräzipitiertem endogenem Jmjd6 bestätigt werden. Dafür wurde endogenes Jmjd6 mit 

dem polyklonalen anti-Jmjd6 Antikörper ab10526 (Abcam) präzipitiert, mit LysC-Protease verdaut 

und anschließend im Massenspektrometer (LC-MS/MS) analysiert. Die Analyse ergab auch für das 

endogene Jmjd6 ein Hydroxy-Lysin an Position K167 (siehe Abb. 38). Über die Funktion dieser Auto-

Hydroxylierung in vivo können noch keine Aussagen getroffen werden. 
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Abb. 38 | Lysin167 Hydroxylierung in endogenem Jmjd6: Endogenes Jmjd6 wurde immunpräzipitiert, mit LysC-
Protease verdaut und anschließend massenspektrometrisch analysiert (LC-MS/MS). Das zur Fragmentierung ausgewählte 
Peptid mit K167 ist angezeigt. MS-Spektrum der Fragmentierung des hydroxylierten Peptids (unten). Das MS-Spektrum des 
Peptids ist im kleinen Bild oben rechts in grün gezeigt. Gleichzeitige Koelution zweier anderer Peptide (blau, rot).
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2.5 Jmjd6 - Einfl uss auf Spleißen

Bisher konnten essentielle Spleißproteine, wie U2AF65 und humane Luc7-Homologe als Bindepart-

ner von Jmjd6 charakterisiert werden. Mit der Lysyl-5 Hydroxylaseaktivität von Jmjd6 ist eine enzy-

matische Aktivität des Proteins aufgeklärt und die bisher unbekannte posttranslationale Modifi kation 

ist auch in-vivo nachgewiesen. Es lag nun nahe, dass die Jmjd6-Aktivität einen Einfl uss auf Spleißen 

und pre-mRNA-Prozessierung hat.

2.5.1  “Double-reporter-splicing-assay”

Der “double-reporter-splicing-assay” liefert die Möglichkeit, das konstitutive Spleißen in Säugerzel-

len zu quantifi zieren (Nasim & Eperon, 2006; Nasim MT et al, 2002). Hierfür wird ein Fusionsprotein 

aus β-Galactosidase (β-Gal) und Luciferase (Luc) transient überexprimiert. Die beiden Reportergene 

sind durch ein Intron getrennt, das drei Translations-STOP-Signale im richtigen Leserahmen trägt. 

Wird das Intron durch Spleißen herausgeschnitten, so werden beide Reportergene exprimiert. Findet 

kein Spleißen statt, wird die Translation durch das STOP-Codon abgebrochen und es wird nur β-Gal 

exprimiert (siehe Abb. 39). Misst man das Verhältnis Luc- zu β-Gal-Enzymaktivität so lassen sich 

Aussagen über die Spleißeffektivität im benutzten System treffen. Um den eventuellen Einfl uss von 

Jmjd6 auf Spleißen zu messen, wurden Jmjd6-Überexpression und Jmjd6 “knock-down” im “double-

reporter-splicing-assay” getestet.

Überexpression von Jmjd6

HeLa-Zellen wurden transient mit pTN24 (Reportergene β-Galactosidase und Luciferase) und pcD-

NA3-Jmjd6 transfi ziert. Alternativ wurde die Jmjd6-Mutante ASM2 mit mutiertem Fe(II)-Bindemotiv 

überexprimiert. Als Kontrollen dienten der leere pcDNA3-Vektor, sowie Hydra Insulin1 in pcDNA3-

Vektor, welches keinen Einfl uss auf Spleißen habe sollte. Die korrekte Überexpression von Jmjd6 und 

ASM2 wurde immer in einem Western Blot mit anti-Jmjd6-Antikörper kontrolliert (siehe Abb. 40 A).

Setzte man die gemessene Luciferase-Aktivität ins Verhältnis zu β-Gal-Aktivität (Luc/β-Gal), so ergab 

sich in Kontrollzellen ein Verhältnis von eins. Bei Überexpression von Jmjd6 fand sich eine Reduk-

tion der Spleißaktivität um knapp 50%. HyIns1-Überexpression hatte keinen Einfl uss auf Spleißen. 
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Dagegen hatte die Jmjd6-Mutante ASM2 eine ähnliche hemmende Wirkung auf den konstitutiven 

Spleißprozess, wie Wildtyp-Jmjd6 (siehe Abb. 40 B). Die Luc- und β-Gal-Enzymaktivität misst die 

Spleißeffektivität auf Proteinebene. Dadurch kann nicht ausgeschlossen werden, dass nicht das 

Spleißen, sondern ein anderer, folgender Schritt des Expressionsprozesses von Jmjd6 beeinfl usst 

wird. Aus diesem Grund wurde die Spleißeffektivität auch auf mRNA-Ebene gemessen. Dazu wurde 

die gesamte mRNA aus den Zellen isoliert, in cDNA umgeschrieben, um dann eine semi-quantitative 

RT-PCR (“real-time” PCR) zu machen. Es wurden Primer benutzt, die das Intron einschließen und 

somit, je nachdem ob Spleißen stattfi ndet oder nicht, zwei verschieden große PCR-Produkte liefern 

pTN24 Plasmid:

Abb. 39 | “Double-reporter-splicing assay”: 
Schematische Darstellung des in-vivo Spleißas-
says. Das Plasmid pTN24 trägt zwei Reportergene 
(β-Galactosidase, rot und Luciferase, blau), die 
durch ein Intron getrennt sind. Im Intron befi nden 
sich drei Stopcodons im richtigen Leserahmen. 
Wird das Intron herausgespleißt, so werden beide 
Reportergene exprimiert. Findet kein Spleißen 
statt, wird nur β-Galactosidase exprimiert.

β-Gal LucXXX

β-Gal LucXXX β-Gal Luc

β-Gal β-Gal Luc

Kein Spleißen Spleißen

mRNA:

Protein:

pTN24

Nucleus
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58



ERGEBNISSE

(ca. 600 und 800 Nukleotide). Nasim MT et al hatten für untransfi zierte 293T-Zellen festgestellt, 

dass etwa 50% der Transkripte des pTN24-Plasmids im “double-reporter-splicing-assay” gespleißt 

werden. Nach RT-PCR waren die beiden Spleißprodukte etwa in gleicher Menge vorhanden (Nasim 

MT et al, 2002). Vergleicht man die Intensität der Banden der PCR-Produkte nach Jmjd6-Überex-

pression mit den Kontrollen im Agarosegel, so bestätigte sich das Ergebnis der Luc- und β-Gal-En-

zymaktivität auch auf mRNA-Ebene. Bei Überexpression des leeren Vektors bzw. des HyIns1-Pro-

teins waren beide Spleißprodukte in gleicher Menge vorhanden. Bei Jmjd6-Überexpression verschob 

sich dagegen das Verhältnis deutlich zum langen, ungespleißten PCR-Produkt (siehe Abb. 41). Das 

Ergebnis des “double-reporter-splicing-assays” zeigt, dass Jmjd6 Überexpression die Spleißaktivität 

hemmt. Der Effekt eines Jmjd6 Knock-downs wurde im selben “Assay” getestet.

1 2 3 4

anti-Jmjd6 AK

anti-Tubulin-YL AK

1 = Überexpression leerer pcDNA3

2 = Überexpression Jmjd6 in pcDNA3

3 = Überexpression HyIns1 in pcDNA3

A

1 2 3 4
0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4B

Abb. 40 | “Double-reporter-splicing-assay” nach Jmjd6-Überexpression - Teil 1: (A) HeLa-Zellysate nach tran-
sienter Transfektion verschiedener Expressionsvektoren (1-4) wurden auf ein Polyacrylamidgel geladen und anschließend 
“geblottet”. Western Blot mit anti-Jmjd6-Antikörper (ab10526, Abcam) gefärbt. (B) Enzymaktivitätsverhältnis Luciferase/β-
Galactosidase. Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten.

Transfektion Mittelwert Standardabweichung

1 leerer Vektor 1

2 Jmjd6 0,551 0,080

3 HyIns1 0,961 0,077

4 ASM2 0,401 0,067

4 = Überexpression ASM2 in pcDNA3
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Jmjd6 “knock-down” mit siRNAs

Um Jmjd6 in HeLa-Zellen herunter zu regulieren, wurden zwei verschiedene siRNAs getestet (stealth 

siRNAs, Invitrogen). Die siRNA 132 korrespondiert zu den Nukleotiden 132-156 und die siRNA 275 

korrespondiert zu den Nukleotiden 275-299 des Jmjd6-ORFs (“open-reading-frames”). Die Kontroll 

siRNA 275-control hat kein Gegenstück in der Jmjd6-Sequenz. Als zweite Kontrolle wurde ein Ansatz 

ohne DNA (“mock”) transfi ziert. Beide siRNAs waren gleichermaßen in der Lage, die Jmjd6-Expres-

sion auf etwa 5% zu reduzieren, während die Kontroll siRNA keinen Einfl uss hatte. Nachgewiesen 

wurde dies in einem Western Blot mit anti-Jmjd6 Antikörper (siehe Abb. 42 A).

Verglich man das Verhältnis der Luc-/β-Gal-Enzymaktivität in den “knock-down” Zellen mit dem in  

Kontrollzellen, so erkannte man einen leichten Anstieg der Spleißaktivität um 20-30% nach Unter-

drückung der Jmjd6-Expression durch siRNAs (siehe Abb. 42 B).

2.5.2 Einfl uss von Jmjd6 auf U2AF65- und SC35-Kernverteilung 

In 2.1.2 wurde gezeigt, dass es eine partielle Kolokalisation von Jmjd6 mit dem SR-Protein SC35 

gibt (siehe Abb. 10). Doppelfärbungen mit anti-U2AF65 und anti-Jmjd6 Antikörper in HeLa-Zellen 

machten deutlich, dass es, passend zu den Interaktionsstudien, auch eine partielle Kolokalisation 

zwischen diesen beiden Proteinen gibt (siehe Abb. 43). U2AF65 wird an spezifi schen Lysinresten 

von Jmjd6 hydroxyliert (siehe 2.4.2). Bei Überexpression von Jmjd6 steigt die Häufi gkeit der Hy-

droxylierung in-vivo an. Durch die Immunfl uoreszenz mit anti-U2AF65 Antikörper an HeLa-Zellen 

die Jmjd6-GFP exprimieren, sollte geklärt werden, ob es durch Überexpression von Jmjd6-GFP eine 

Abb. 41 | “Double-reporter-splicing-assay” nach Jmjd6-Überexpression - Teil 2: Semi-quantitative RT-PCR 
nach mRNA-Präperation aus verschiedenen HeLa-Zellpopulationen (1-3) und anschließender cDNA-Synthese. Die beiden 
PCR-Produkte variieren in Abhängigkeit von Spleißen. Ohne Spleißen ergeben sich etwa 800 Nukleotide, nach Spleißen nur 
noch 600. In den Kontrollen (1, 3) sind etwa 50% der Transkripte gespleißt. Bei Überexpression von Jmjd6 sind ähnlich 
wie im Enzymassay weitaus mehr Transkripte ungespleißt (ca. 80:20, ungespleißt:gespleißt).

800
600

1 2 3 1 = Überexpression leerer pcDNA3

2 = Überexpression Jmjd6 in pcDNA3

3 = Überexpression HyIns1 in pcDNA3
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erkennbare Veränderung in der Verteilung oder der Intensität des endogenen U2AF65 im Kern 

gibt. Als Kontrolle wurde GFP (mit NLS) exprimiert. Die Versuche zeigten aber keine deutlich sicht-

bare Veränderung im Expressionsmuster von U2AF65 (siehe Abb. 44). Betrachtet man dagegen die 

Verteilung von endogenem SC35 nach Überexpression von Jmjd6-GFP in HeLa-Zellen, so war eine 

Aufl ösung der SC35-Domänen zu erkennen, die es bei GFP-Überexpression in diesem Maße nicht 

gab. Die Überexpression der Jmjd6-ASM2-Mutante (H187A + D189A) hatte nahezu denselben Ef-

fekt wie Wildtyp Jmjd6 (siehe Abb. 45). Das Auszählen von je ca. 200 HeLa-Zellkernen zeigte, dass 

1 2 3 4

1 = mock

2 = 275-control siRNA

3 = 132 siRNA

4 = 275 siRNA

anti-Jmjd6 AK (ab10526)

anti-Tubulin-YL AK

anti-Jmjd6 AK (H-7)

1 2 3 4

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

Transfektion Mittelwert Standardabweichung

1 mock 1

2 275-control 0,952 0,079

3 132 1,185 0,032

4 275 1,279 0,130

A

B

Abb. 42 | “Double-reporter-splic-
ing-assay” nach Jmjd6 knock-
down: (A) HeLa-Zellysate nach tran-
sienter Transfektion mit verschiedenen 
siRNAs (1-4) wurden auf ein Polyacryl-
amidgel geladen und anschließend 
“geblottet”. Western Blot mit anti-
Jmjd6-Antikörper (ab10526, Abcam; 
H-7, santa cruz) zeigt den knock-down 
von Jmjd6 in 3 & 4. Kontroll siRNA 
und “mock”-Transfektion haben keinen 
Einfl uss auf Jmjd6 Expression (1 & 2). 
(B) Enzymaktivitätsverhältnis Lucifer-
ase/β-Galactosidase. Es ist ein Anstieg 
der Spleißaktivität nach Jmjd6 “knock-
down” zu erkennen. Mittelwerte aus 
drei unabhängigen Experimenten.
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bei Jmjd6-Überexpression 78% den veränderten SC35-Phänotyp hatten (176 aus 226 Zellen). Bei 

ASM2-GFP Überexpression waren es 71% (170/238). Bei der Kontrolle mit GFP dagegen waren es 

nur 14% (28/200). Durch die Herunterregulation von Jmjd6 durch siRNA (132) war dagegen das 

SC35-Muster nicht sichtbar verändert (siehe Abb. 46).

2.6 Jmjd6 im Nukleolus

Sowohl in der Immunfl uoreszenz mit anti-Jmjd6 Antikörpern, als auch bei der Überexpression von 

Jmjd6-GFP wurden die Nukleoli von der Färbung größtenteils ausgespart. Nur vereinzelt gab es 

punktuelle Färbung in Teilbereichen der Nukleoli (siehe Abb. 43 & 13). Bei der Jmjd6-Mutante Δ338-

403 veränderte sich diese Verteilung aber drastisch.

2.6.1 Δ338-403 Jmjd6 akkumuliert im “Fibrillar Centre” des Nukleolus

Der Mutante Δ338-403-Jmjd6 fehlen 65 Aminosäuren am C-Terminus, dabei geht der komplette 

Serin-reiche Sequenzabschnitt von Aminosäure 340-359 verloren. Durch diese Deletion veränderte 

sich die Kernverteilung des GFP-Fusionsproteins deutlich im Vergleich zum Wildtyp-Jmjd6-GFP. Ein 

Abb. 43 | Antikörper-
Doppelfärbung von 
Jmjd6 und U2AF65: HeLa-
Zellen wurden fi xiert und 
mit polyklonalem anti-Jmjd6 
Antikörper (FITC-markierter 
Zweitantikörper) und mo-
noklonalem anti-U2AF65 
Antikörper (Cy3-markierter 
Zweitantikörper) gefärbt. Es 
ergibt sich eine partielle Kolo-
kalisation der beiden Prote-
ine, die auch in distinkten 
Bereichen des Nukleolus zu 
beobachten ist (siehe Pfeil). 
Jedes Bild entspricht einem 
konfokalen Schnitt durch die 
Mitte des Kerns. Maßstab: 5 
μM (A-C); 2,5 μM (D-F)

anti-JMJD6 (ab10526) anti-U2AF65 merge

anti-JMJD6 (ab10526) anti-U2AF65 merge

A

D

B

E

C

F

62



ERGEBNISSE

Abb. 44 | U2AF65-Expression in Jmjd6-GFP- und GFP-exprimierenden HeLa-Zellen: Die Zellen wurden tran-
sient mit Jmjd6-pEGFP-N1 (I-P) bzw. leerem pEGFP-N1-Vektor (NLS; A-H) transfi ziert, 24 h nach Transfektion fi xiert 
und mit monoklonalem anti-U2AF65 Antikörper (Cy3-markierter Zweitantikörper) gefärbt. Die Verteilung des endogenen 
U2AF65 veränderte sich durch die Überexpression von Jmjd6-GFP nicht sichtbar, im Vergleich zur GFP-Kontrolle oder un-
transfi zierten Zellen. DNA-Färbung mit to-pro3 (Invitrogen). Jedes Bild entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte 
des Kerns. Maßstab = 5 μm

NLS-GFP anti-U2AF65 merge to-pro3

NLS-GFP anti-U2AF65 merge

JMJD6-GFP anti-U2AF65 merge

to-pro3

to-pro3

JMJD6-GFP anti-U2AF65 merge to-pro3
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Abb. 45 | SC35-Expression in Jmjd6-GFP-, ASM2-GFP- und GFP-exprimierenden HeLa-Zellen: 
Die Zellen wurden transient mit Jmjd6-pEGFP-N1 (E-H, M-P), ASM2-pEGFP-N1 (Q-T) oder leerem pEGFP-N1-
Vektor (NLS; A-D, I-K) transfi ziert, 24 h nach Transfektion fi xiert und mit monoklonalem anti-SC35 Antikörper 
(Cy3-markierter Zweitantikörper) gefärbt. SC35 bildet normalerweise etwa 10-30 sog. SC35-Domänen im Nuk-
leoplasma aus. Dieser Phänotyp war durch die Überexpression von GFP nicht verändert (B+J). Dagegen führte 
die Überexpression von Jmjd6-GFP zu einer Aufl ösung der SC35-Domänen (F+N). Dieses Phänomen war auch 
bei Überexpression der ASM2-Mutante zu beobachten (R). DNA-Färbung mit to-pro3 (Invitrogen). Jedes Bild 
entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm

NLS-GFP anti-SC35 merge to-pro3

Jmjd6-GFP anti-SC35 merge to-pro3

NLS-GFP anti-SC35 merge to-pro3

Jmjd6-GFP anti-SC35 merge to-pro3

ASM2-GFP anti-SC35 merge to-pro3
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E F G H

I J K L

M N O P
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Abb. 46 | Antikörper-Doppelfärbung von Jmjd6 und SC35 in Jmjd6-”knock-down” HeLa Zellen:  
Durch Transfektion mit der siRNA 132 wurde Jmjd6 in HeLa-Zellen herunterreguliert (E-H). Die Kontrolle wurde ohne DNA 
(“mock”) transfi ziert (A-D). Anschließend wurden die Zellen fi xiert und mit polyklonalem anti-Jmjd6 Antikörper (ab10526, 
Abcam; FITC-markierter Zweitantikörper) und monoklonalem anti-SC35 Antikörper (Cy3-markierter Zweitantikörper) ge-
färbt. Es war kein deutlicher Unterschied in der endogenen SC35-Expression zu erkennen. DNA-Färbung mit to-pro3 (In-
vitrogen). Jedes Bild entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm

A

E

B

F

C

G

D

H

anti-Jmjd6 anti-SC35 merge

anti-Jmjd6 anti-SC35 merge

to-pro3

to-pro3

-QESTG..

-QESTGIASDSSSDSSSSSSSSSSDSDSECE..

337

362

Jmjd6-Δ338-403

Jmjd6-Δ363-403

Δ338-403 JMJD6-GFP

Δ363-403 JMJD6-GFP

poly-S Region

Abb. 47 | Δ338-403 Jmjd6 akkumuliert im Nukleolus: Die C-terminalen Jmjd6-Deletionsmutanten Δ338-403 und 
Δ363-403 unterscheiden sich durch die serin-reiche Sequenz zwischen Aminosäure 340-359 (blau). Beide Mutanten werden 
ausschließlich im Kern exprimiert, aber die Lokalisation im Kern ist deutlich unterscheidbar. Während Δ363-403-Jmjd6-GFP 
(B) der Wildtyp-Jmjd6-GFP Verteilung ähnelte, so akkumulierte Δ338-403-Jmjd6-GFP stark in den Nukleoli (A). Jedes Bild 
entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm

A

B
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Großteil des Δ338-403-Jmjd6-GFP akkumulierte in den Nukleoli (47 A). Bei der Mutante, die die Se-

rin-reiche Sequenz wieder trägt (Δ363-403) war dieses Phänomen dagegen nicht mehr zu erkennen 

(siehe Abb. 47 B).

Der Nukleolus lässt sich in drei Kompartimente gliedern, benannt nach ihrem Aussehen im Elek-

tronenmikroskop. Im FC (“fi brillar centre”) und im Grenzbereich zum DFC (“dense fi brillar com-

ponent”) fi ndet die Transkription der ribosomalen DNA (rDNA) statt. Im DFC werden die pre-ribo-

somalen RNAs gespleißt und modifi ziert. Abschließend werden sie im GC (“granular component”) mit 

den ribosomalen Proteinen assembliert (Boisvert FM et al, 2007) (siehe Abb. 48). Die drei Bereiche 

des Nucleolus (FC, DFC, GC) können durch Antikörperfärbung gegen spezifi sche Markerproteine in 

der Immunfl uoreszenz sichtbar gemacht werden. Der Transkriptionsfaktor Upstream Binding Factor 

(UBF) ist Teil der RNA-Polymerase I Transkriptionsmaschinerie und charakterisiert das FC (Sirri V et 

al, 2008). Fibrillarin dagegen ist ein Marker für das DFC. Das Protein ist Teil nukleolärer snRNPs, die 

an der Prozessierung der pre-ribosomalen rRNA beteiligt sind (Reichow SL et al, 2007). Pescadillo 

spielt bei der Ribosomen-Biogenese eine Rolle und dient als Markerprotein für das GC (Lerch-Gaggl 

A et al, 2002).

FC

DFC

GC

Nukleus

Abb. 48 | Der Nukleolus ist in drei Kompartimente unterteilt: Elektronenmikroskopische Auf-
nahme (links) eines Nukleolus aus Sirri V et al, 2008. Die drei Kompartimente lassen sich strukturell gut 
unterscheiden. Das Fibrillar Centre (FC, *) ist vom Dense Fibrillar Component (DFC) umgeben und dieses 
ist wiederum in das Granular Component (GC) eingebettet. Ein Nukleolus kann mehrere Fibrillar Compo-
nents besitzen. Schematische Darstellung eines Nukleolus auf der rechten Seite. Maßstab = 0,5 μm

Nukleolus
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Δ338-403-Jmjd6-GFP (pEGFP-N1) wurde in HeLa-Zellen überexprimiert und anschließend mit anti-

UBF, anti-Fibrillarin oder anti-Pescadillo Antikörper gegengefärbt. Dadurch ließ sich klar erkennen, 

dass die starke nukleoläre Lokalisation der Mutante mit der UBF-Färbung übereinstimmt und somit 

auf das FC im Nukleolus beschränkt ist (siehe Abb. 49).

2.6.2 Wildtyp Jmjd6 im Nukleolus

Wildtyp Jmjd6 lieferte bei GFP-Überexpression ein distinktes Signal in Teilbereichen des Nukleo-

lus. Nach demselben Prinzip wie bei der Δ338-403-Jmjd6 Mutante (s.o.) sollte auch für Jmjd6 die 

nukleoläre Lokalisation genauer charakterisiert werden. Dabei zeigte sich nach Jmjd6-GFP Über-

expression keine Kolokalisation mit dem anti-Fibrillarin bzw. dem anti-Pescadillo Antikörper (siehe 

Abb. 50). Aber anders als bei der Δ338-403-Jmjd6-Mutante gab es auch mit anti-UBF Antikörperfär-

bung keine stark konzentrierte Kolokalisation. Vielmehr stimmten nur vereinzelte UBF-Signale mit 

dem nukleolären Jmjd6-GFP überein. Ein weiterer Effekt der Jmjd6-Überexpression war ein deutlich 

schwächeres anti-UBF-Signal im Vergleich zu nicht-überexprimierenden oder GFP-überexprimieren-

den Zellen (siehe Abb. 51) .
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Abb. 49 | Δ338-403-Jmjd6 Mutante akkumuliert im Fibrillar Centre des Nukleolus: 
Transiente Überexpression von Δ338-403-GFP in HeLa-Zellen. Färbung mit anti-Pescadillo An-
tikörper (Granular component, GC, des Nukleolus) (A-G), anti-Fibrillarin Antikörper (Dense Fi-
brillar Centre, DFC) (H-N) oder anti-Upstream Binding Factor Antikörper (Fibrillar Centre, FC) 
(O-U). Vergrößerter Ausschnitt eines Kerns (E-G, L-N, S-U). In allen Fällen Cy3-markierter 
Zweitantikörper. DNA-Färbung mit to-pro3 (Invitrogen). Jedes Bild entspricht einem konfokalen 
Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm (A-D, H-K, O-R); 2 μm (E-G, L-N, S-U)

Δ338-403Jmjd6-GFP anti-UBF merge to-pro3

Δ338-403Jmjd6-GFP anti-UBF merge

Δ338-403Jmjd6-GFP anti-Fibrillarin merge to-pro3

Δ338-403Jmjd6-GFP anti-Fibrillarin merge

Δ338-403Jmjd6-GFP anti-Pescadillo merge to-pro3

Δ338-403Jmjd6-GFP anti-Pescadillo merge
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Abb. 50 | Jmjd6 im Nukleolus - Teil 1: Wildtyp-Jmjd6-GFP Überexpression zeigte punktuelle Färbung in Teilbereichen 
des Nukleolus von HeLa-Zellen. Färbung mit anti-Pescadillo Antikörper (Granular Component, GC; Cy3-markierter Zwei-
tantikörper) (A-G) und anti-Fibrillarin (Dense Fibrillar Centre, DFC; Cy3-markierter Zweitantikörper) (H-N) zeigten keine 
Kolokalisation mit dem nukleolären Jmjd6-GFP Signal. Vergrößerter Ausschnitt eines Kerns (E-G, L-N). DNA-Färbung mit 
to-pro3 (Invitrogen). Jedes Bild entspricht einem konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns. Maßstab = 5 μm

Jmjd6-GFP anti-Fibrillarin merge to-pro3

Jmjd6-GFP anti-Fibrillarin merge

Jmjd6-GFP anti-Pescadillo merge to-pro3
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Abb. 51 | Jmjd6 im Nukleolus - Teil 2:  
Das nukleoläre Signal des Wildtyp Jmjd6-GFP 
zeigte nur eine sehr partielle Kolokalisation mit 
dem anti-UBF Signal (A-C). Anders als die Δ338-
403 Jmjd6-Mutante, bei der nahezu das kom-
plette UBF-Signal im Nukleolus mit dem GFP-
Signal überlappte (siehe Abb. 49). Ein weiterer 
Unterschied ist die Expressionsstärke des en-
dogenen UBF. In HeLa-Zellen, die Jmjd6-GFP 
überexprimieren ist das UBF Signal schwächer 
als in untransfi zierten (D-F). Bei Überexpres-
sion von GFP konnte man diesen Effekt nicht 
beobachten (G-I). Jedes Bild entspricht einem 
konfokalen Schnitt durch die Mitte des Kerns. 
Maßstab = 2,5 μm (A-C), 5 μm (D-H)

AJMJD6-GFP Banti-UBF Cmerge

DJMJD6-GFP Eanti-UBF Fmerge

GGFP Hanti-UBF Imerge
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Protein Acc. Nr. Funktion

hLuc7A (CROP protein) O95232 pre-mRNA Prozessierung

Putative RNA-binding protein Luc7-like 1 (hLuc7B1) Q9NQ29 pre-mRNA Prozessierung

Putative RNA-binding protein Luc7-like 2 (hLuc7B2) Q9Y383 pre-mRNA Prozessierung

Poly-U binding splicing factor PUF60 Q9UJY7 pre-mRNA Prozessierung

Splicing factor U2AF 65kD subunit P26368 pre-mRNA Prozessierung

Splicing factor U2AF 35kD subunit Q01081 pre-mRNA Prozessierung

RNA-binding protein 39 (Splicing factor HCC1) Q14498 pre-mRNA Prozessierung

Arginine/serine-rich coiled coil protein 1 Q96IZ7 pre-mRNA Prozessierung

Acinus (Apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus) Q9UKV3 pre-mRNA Prozessierung

RNA binding motif protein 25 P49756 pre-mRNA Prozessierung

RNA binding protein Q9UQ39 pre-mRNA Prozessierung

Pre-mRNA-processing factor 40 homolog A O75400 pre-mRNA Prozessierung

ATP-dependent RNA helicase DDX41 Q9UJV9 pre-mRNA Prozessierung

ATP-dependent RNA helicase DDX46 Q7L014 pre-mRNA Prozessierung

ATP-dependent RNA helicase DDX17 (p72) Q92841 pre-mRNA Prozessierung

Splicing factor arginine/serine rich 11 (p54) Q05519 pre-mRNA Prozessierung

Cleavage and polyadenylation specifi city factor 6 Q16630 pre-mRNA Prozessierung

H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 (Dyskerin) O60832 Nukleolus

Nucleolar phosphoprotein p130 Q14978 Nukleolus

Nucleolar RNA helicase II (DDX21) Q9NR30 Nukleolus

Treacle protein (Treacher Collins syndrome protein) Q13428 Nukleolus

Nuclease sensitive element binding protein 1 P67809 Transkription

DNA-binding protein A P16989 Transkription

NF-kappa-B-activating protein Q8N5F7 Transkription

Parafi bromin (Cell division cycle protein 73 homolog) Q6P1J9 Transkription

RNA polymerase-associated protein RTF1 homolog Q92541 Transkription

Bromodomain-containing protein 4 O60885 DNA-Bindung

Hepatoma derived growth factor 2 Q7Z4V5 DNA-Bindung (HDGF-Familie)

60S acidic ribosomal protein P2 P05387 Translation

60S ribosomal protein L5 P46777 Translation

40S ribosomal protein S3 P23396 Translation

40S ribosomal protein S8 P62241 Translation

Ribosomal protein S14 P62263 Translation

40S ribosomal protein S28 P62857 Translation

60S Ribosomal protein L37a P61513 Translation

60S ribosomal protein L18a Q02543 Translation

40S ribosomal protein S17 P08708 Translation

Abb. 52 | Liste aller potentiellen Jmjd6-Interaktionspartner nach TAP-tag-Versuch: Durch “MudPIT” identifi -
zierte, im Jmjd6-TAP-tag ko-präzipitierte Proteine mit Acc.Nr. (NCBI) und aus der Literatur bekannter Funktion.
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Protein Acc. Nr. Funktion

60S ribosomal protein L10 P27635 Translation

60S ribosomal protein L18 Q07020 Translation

40S ribosomal protein S6 P62753 Translation

60S ribosomal protein L14 P50914 Translation

40S Ribosomal protein S19 P39019 Translation

60S Ribosomal protein L11 P62913 Translation

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 4 O75821 Translation

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 8 Q99613 Translation

Elongation factor 1-alpha 2 Q05639 Translation

Heat shock cognate 71 kDa protein P11142 Hsp70 Chaperon Familie (Kern)

Heat shock 70kD protein 1 P08107 Hsp70 Chaperon Familie (Cytoplasma)

Heat shock 70kD proein 1L P34931 Hsp70 Chaperon Familie (Cytoplasma)

78 kD Glucose-regulated protein precursor P11021 Hsp70 Chaperon Familie (ER)

T-complex protein 1 alpha subunit P17987 TCP1-Chaperon-Komplex (Cytoplasma)

T-complex protein 1 delta subunit P50991 TCP1-Chaperon-Komplex (Cytoplasma)

T-complex protein 1 theta subunit P50990 TCP1-Chaperon-Komplex (Cytoplasma)

T-complex protein 1 gamma subunit P49368 TCP1-Chaperon-Komplex (Cytoplasma)

Phosphatidylinositol-5 phosphate 4-kinase type II alpha P48426 Kinase, Bildung von Phosphatidylinositol-
5,4-bisphosphate (Cytoplasma)

Phosphatidylinositol-5 phosphate 4-kinase type II beta P78356 Kinase, Bildung von Phosphatidylinositol-
5,4-bisphosphate (Kern)

Phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase type-II gamma Q8TBX8 Kinase, Bildung von Phosphatidylinositol-
5,4-bisphosphate (Cytoplasma)

Casein kinase 2A1 P68400 Serin/Threonin-Kinase (Cytoplasma + Kern)

Hypothetical protein FLJ32377 Q96MH4 unbekannte Funktion

RNF187 protein AAH64481.1 unbekannte Funktion

Small acidic protein O00193 unbekannte Funktion

Multiple myeloma tumor-associated protein 2 Q9BU76 unbekannte Funktion

Mitochondrial 28S ribosomal protein S25 P82663 Mitochondrium

Mitochondrial  ribosomal protein S7 Q96Q63 Mitochondrium

Mitochondrial 28S ribosomal protein S31 Q92665 Mitochondrium

Mitochondrial 28S ribosomal protein S35 P82673 Mitochondrium

Mitochondrial 28S ribosomal protein S14 O60783 Mitochondrium

Mitochondrial 28S ribosomal protein S18b Q9Y676 Mitochondrium

Mitochondrial 28S ribosomal protein S9 P82933 Mitochondrium

Mitochondrial 28S ribosomal protein S29 P51398 Mitochondrium

PPR repeat containing protein Q96EY7 Mitochondrium

ATP synthase alpha chain, mitochondrial precursor P25705 Mitochondrium
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Protein Acc. Nr. Funktion

Stress-70 protein, mitochondrial precursor P38646 Mitochondrium

PTCD3 protein AAH01758.3 Mitochondrium

Myosin light chain kinase 2, sceletal/cardiac muscle Q9H1R3 Skelettmuskelzellen

Tubulin alpha-1B chain P68363 Cytoplasma

Signal recognition particle 14kD protein P37108 Cytoplasma

Lysozyme C precursor P61626 Extrazellulär
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3. Diskussion

Jmjd6 gehört zur Gruppe der “JumonjiC-domain-containing” (JmjC) Proteine. Das charakteristische 

JmjC-Strukturmerkmal ist eine aus acht β-Strängen gebildete Fass-ähnliche Struktur (“jelly-roll mo-

tif”) mit einem aktiven Zentrum, das Fe(II) und 2-Oxoglutarat (2-OG) komplexiert. Einem Teil der 

JmjC-Proteine konnte eine Oxygenase-Aktivität zugeordnet werden, die verschiedenste Funktionen 

erfüllen kann. So kann die AlkB-Proteinfamilie N-alkylierte DNA oxidativ demethylieren (Falnes et al, 

2002), der “Factor Inhibiting HIF” (FIH) ist in der Lage Asparaginreste zu hydroxylieren (Lando et 

al, 2002) und auch Histon-Lysin-Demethylasen konnten in den letzten Jahren identifi ziert werden 

(Klose RJ et al, 2006a). Neben der Jumonji-Domäne scheinen für die Funktion auch die zusätzlich 

vorhandenen Strukturmotive eine Rolle zu spielen. So haben etwa alle bisher identifi zierten Histon-

Lysin-Demethylasen zusätzlich mindestens eine DNA-Bindedomäne. Jmjd6 gruppiert bei einer phylo-

genetischen Analyse der JmjC-Proteine mit acht anderen Proteinen zu den “JmjC-domain-only” Pro-

teinen, die keine bisher bekannte zusätzliche Domäne aufweisen (siehe Abb. 53 & Abb. 06; Klose RJ 

et al, 2006a). Jmjd6 besitzt die für die Fe(II)- und 2-OG-Bindung charakteristischen Aminosäuren. 

Die “jelly-roll” Sekundärstruktur der JmjC-Domäne wurde basierend auf der Sequenzähnlichkeit zu 

FIH ebenfalls prognostiziert (Cikala M et al, 2004). Seine ursprünglich publizierte Funktion als Phos-

Protein Funktion

FIH (factor inhibiting HIF) Asparagin-Hydroxylase; Regulation der Hypoxieantwort der Zelle; Cytosol (Elkins JM et al, 2003)

MINA53 Genprodukt eines c-myc Zielgens; Nukleäre und nukleoläre Lokalisation; Hochregulation in verschie-
denen Krebsarten, z.B. Darmkrebs; Funktion unbekannt

NO66 Konstitutiv nukleoläres Protein; Funktion unbekannt (Eilbracht J et al, 2004)

PLA2G4B (Phospholipase 2) Katalysiert die Hydrolyse von Esterbindungen verschiedener Phospholipide; Cytosol (Burke & Dennis, 
2009).

HSPBAP1 (heat shock 27-
kDa-associated protein 1)

Bindet spezifi sch an Hsp27; Funktion unbekannt (Jiang M et al, 2001)

Jmjd5 keine Information

Jmjd4 keine Information

LOC339123 keine Information

Abb. 53 | “JmjC-domain-only” Proteine: Nach einer phylogenetischen Analyse aller JmjC-Proteine (Klose RJ et al, 
2006a) gruppierte Jmjd6 mit acht weiteren Proteinen in der Gruppe “JmjC-domain-only” Proteine. Die Tabelle zeigt eine 
Aufl istung der acht anderen Vertreter dieser Gruppe und ihre bisher bekannte Funktion.
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phatidylserin-Rezeptor war zu Beginn dieser Promotion in Frage gestellt. Diese Arbeit zeigte, dass 

Jmjd6 ein Kernprotein ist, mit einer Reihe von Spleißfaktoren interagiert und bestimmte Peptidsub-

strate, sowie den Spleißfaktor U2AF65 an Lysin hydroxyliert.

3.1 Jmjd6 ist eine Lysin-5-Hydroxylase

Jmjd6 gehört zur Enzymgruppe der Fe(II)-2-OG-Dioxygenasen. Sowohl in-vitro, als auch in-vivo 

konnte eine Hydroxylaseaktivität am C5-Atom der Aminosäure Lysin nachgewiesen werden. Sowohl 

Peptide, als auch rekombinante Proteine wurden in-vitro von Jmjd6 an Lysinresten hydroxyliert. 

Die Peptide basierten auf den Sequenzen potentieller Jmjd6-Interaktionspartner aus dem “TAP-

tag-Screen” (U2AF65, hLuc7A, hLuc7B2). Rekombinantes U2AF65 (“full-length”) wurde im “Assay” 

mit Fe(II), 2-Oxoglutarat, Sauerstoff und Ascorbat spezifi sch am Lysin K276 hydroxyliert. Diese Hy-

droxylierung und auch Hydroxy-K15 konnte nach U2AF65-Immunpräzipitation auch im endogenen 

Protein nachgewiesen werden. Dagegen konnten die korrespondierenden Peptide U2AF6512-26 und 

U2AF65274-287 von rekombinantem Jmjd6 nicht in-vitro hydroxyliert werden. Das spricht dafür, dass 

neben der Aminosäuresequenz noch andere Gegebenheiten die Substratspezifi tät des Jmjd6 bestim-

men. Bei der strukturell verwandten Asparagin-Hydroxylase FIH ist dies z.B. eine signifi kante Kon-

formationsänderung in der “Ankyrin-repeat” Domäne des Notch Rezeptors, die eine Hydroxylierung 

desselben erst möglich macht (Coleman ML et al, 2007).

3.1.1 Posttranslationale Modifi kationen an Lysin

Hydroxy-Lysin ist an intrazellulären Proteinen eine bisher unbekannte posttranslationale Modifi ka-

tion. Über eine mögliche Funktion der Hydroxylierung am U2AF65 kann bisher nur spekuliert werden. 

Bekannt ist Hydroxy-Lysin nur aus Kollagen und Proteinen mit Kollagen-ähnlichen Domänen der ex-

trazellulären Matrix. In diesen Fällen ist die Modifi kation Grundlage für spezifi sche “O-linked” Glyko-

sylierungen und dient der Stabilität innerhalb der Kollagen-Triplehelix. Das verantwortliche Enzym 

Lysyl-Hydroxylase (LH) ist eine 2-OG-Dioxygenase im Endoplasmatischen Reticulum (ER) und liegt 

beim Menschen in drei Isoformen vor (LH1, LH2, LH3; Myllylä R et al, 2007).   
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Lysine können das Ziel verschiedener posttranslationaler Modifi kationen sein, wie etwa Methylie-

rung, Acetylierung oder Ubiquitinylierung. Dabei kann es zum kompetitiven Wettbewerb verschie-

dener Modifi kationen kommen. So können im Protein p53 fünf C-terminale Lysine entweder acety-

liert oder ubiquitinyliert werden. Ubiquitinylierung hat den proteasomalen Abbau des p53-Proteins 

zur Folge, wohingegen die Acetylierung die Ubiquitinylierung verhindert und dadurch p53 erhalten 

bleibt (Li et al, 2002). Man könnte nun spekulieren, dass die Lysin-Hydroxylierung im U2AF65 

eventuell Bindestelle oder Hinderungsgrund für andere Lysin-Modifi kationen sein könnte. Dagegen 

spricht allerdings, dass im endogenen U2AF65 bei MS/MS-Analysen keine anderen posttranslatio-

nalen Modifi kationen an K15 und K276 gefunden werden konnten.

Eine weitere mögliche funktionelle Erklärung wäre eine sterische Veränderung am U2AF65 und eine 

damit einhergehende (De-)Stabilisierung von Interaktionen, wie es bei der HIFα Asparagin-Hydroxy-

lierung durch FIH (siehe 1.5.2) der Fall ist.

3.1.2 “U2 small nuclear ribonucleoprotein auxillary factor“ (U2AF65)

Der “U2 small nuclear ribonucleoprotein auxilliary factor” (U2AF) ist ein essentieller, heterodimerer 

Spleißfaktor aus einer 65 kD (U2AF65) und einer 35 kD (U2AF35) Untereinheit. Die große Unterein-

heit (U2AF65) bindet den “polypyrimidin tract” direkt “upstream” der “3´-splice-site” und ermöglicht 

dadurch die Anlagerung des U2 snRNPs an den “branch point” (Zamore PD et al, 1992). 

U2AF65 besitzt eine N-terminale Arginin/Serin-reiche Domäne (RS-Domäne), zwei klassische RNA-

Bindedomänen (“RNA recognition motif”, RRM) und ein C-terminales “U2AF homology motif” (UHM). 

Die RS-Domäne im U2AF65 ist notwendig für die Erkennung des “branch points” im pre-mRNA-In-

tron und die Rekrutierung des U2 snRNPs (Zamore PD et al, 1992; Valcarcel J et al, 1996). RRM1 

und RRM2 im U2AF65 sind essentiell für die Bindung an den “polypyrimidin tract” der pre-mRNA 

(Zamore PD et al, 1992). Eine für das Spleißen notwendige Interaktion mit dem Spleißfaktor SF1 fi n-

det über die UHM-Domäne des U2AF65 statt (Selenko P et al, 2003). Die Bildung des Heterodimers 

mit U2AF35 ist gewährleistet über einen Tryptophanrest und eine Prolin-reiche Sequenz zwischen 

Aminosäure 85 und 112 des humanen U2AF65 (Kielkopf CL et al, 2001). Eine schematische Darstel-

lung des RNA-Protein-Komplexes am “polypyrimidin tract” liefert die Abb. 54.

Versucht man die identifi zierten Hydroxy-Lysine in die U2AF65-Domänenstruktur einzuordnen, so 
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sitzt Lys15 in keiner bislang bekannten funktionellen Domäne, wohingegen Lys276 Teil der α-Helix 

α1 des RRM2 ist. Die RRM Domäne besitzt eine charakteristische Tertiärstruktur, die durch die An-

ordnung von vier β-Faltblättern und zwei α-Helices defi niert ist (β1α1β2β3α2β4). Die basischen und 

aromatischen Aminosäuren der β-Faltblätter treten dabei in direkten Kontakt zur pre-mRNA (siehe 

Abb. 55 & 56). Man könnte sich nun vorstellen, dass die sterische Veränderung durch die Hydroxy-

lierung am Lysin in der α-Helix Einfl uss auf die RRM2-Struktur hat, und dadurch die RNA-Bindung 

beeinfl usst werden könnte. Dass die Hydroxylierung in einer α-Helix gravierenden Einfl uss haben 

kann, zeigt sich bei bei der Asparagin-Hydroxylase FIH. FIH verhindert durch die Hydroxylierung von 

Asn803 in der α-Helix αA des Hypoxia-Inducible-Factor 1 (HIF-1) die Interaktion von HIF-1 mit dem 

Protein p300 (Freedman SJ et al, 2002).

Sequenzvergleiche der U2AF65-Homologen von Hefe bis Mensch zeigen, dass der Sequenzabschnitt 

um K276 (α-Helix des RRM2) sehr gut konserviert ist und K276 in allen Spezies vorhanden ist. Der 

Sequenzabschnitt um K15 ist dagegen weniger gut konserviert und K15 fehlt in Drosophila und C. 

elegans (siehe Abb. 57).

Die tatsächliche Funktion der neuentdeckten Lysin Hydroxylierung am U2AF65 ist noch unbekannt.  

Die MS-Daten haben gezeigt, dass nur ein kleiner Teil des endogenen U2AF65-”Pools” hydroxyliert 

ist, bei K15 etwa 1%, bei K276 etwa 0,4% aller U2AF65-Moleküle. Die Häufi gkeit, mit der post-

translationale Modifi kationen an bestimmten Aminosäureresten endogener Proteine auftreten, kann 

Abb. 54 | Schematische Darstellung der U2AF65-Domänenstruktur: U2AF65 bindet über die beiden RNA-Bind-
edomänen (RRM1, RRM2) an den “polypyrimidin tract” in der pre-mRNA. Das “U2AF homology motif” (UHM) gewährleistet 
die Interaktion mit dem Spleißfaktor SF1. Die Bildung des Heterodimers aus U2AF65 und U2AF35 geschieht über einen 
Tryptophanrest (W) und eine Prolin-reiche Sequenz am N-Terminus des U2AF65. Die RS-Domäne ermöglicht die Interak-
tion an weitere Spleiß-regulatorische Proteine.
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sehr variabel sein, und liegt zwischen 100% und weniger als 1%. Versuche, die verschiedenen 

Phosphorylierungen (Serin) am humanen α-Casein massenspektrometrisch zu quantifi zieren, zeigte 

in allen Fällen mehr als 10% der endogenen Proteine modifi ziert (Kjeldsen F et al, 2007). Dagegen 

Abb. 55 |Peptidsequenz und Domänenstruktur des humanen U2AF65: Durch umfangreiche Strukturanalysen 
sind die Interaktionen des U2AF65 mit anderen Proteinen und mit der pre-mRNA teilweise sehr gut untersucht:
RS-Domäne (blau): Die positiv geladene Arginin/Serin-reiche Domäne interagiert mit der pre-mRNA um den “branch 
point” und rekrutiert dadurch das U2 snRNP (Valcarcel J et al, 1996).
Aminosäure 85 - 112 (grün): Entspricht dem minimalen Sequenzabschnitt der essentiell für die Heterodimerisierung 
mit U2AF35 ist. Eine entscheidende Rolle spielt dabei das Tryptophan W92 und das folgenden Prolin-Triplett (Kielkopf CL 
et al, 2001).
RRM1/2 (“RNA recognition motif”; orange): Die klassische RRM-Domäne ist ca. 90 Aminosäuren lang und charakte-
risiert durch zwei Ribonucleoprotein-Konsensussequenzen (RNP1 & RNP2) aus aromatischen und basischen Aminosäuren, 
die den direkten Kontakt zur Einzelstrang-RNA herstellen. Die typischen Sekundärstrukturelemente sind vier β-Faltblätter 
und zwei α-Helices (βαββαβ). Aminosäurereste, die direkten Kontakt mit der pre-mRNA haben sind mit einem Stern mar-
kiert (Clery A et al, 2008; Sickmier EA et al, 2006).
UHM (“U2AF homology motif”; rosa): Die UHM Domäne ist eine nicht-klassische RRM Domäne mit ähnlicher Sekundär-
struktur und verantwortlich für die Protein-Interaktionen von U2AF65 mit z.B. SF1 (Selenko P et al, 2003).
Hydroxy-Lysine K15 und K276 (rot): Für den Bereich um Lys15 ist bisher keine funktionelle Domäne bekannt. Lys276 
ist Teil der α-Helix α1 des RRM2.
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sind einige Methylierungen an Histonen nur mit einer Häufi gkeit von weniger als 1% zu beobachten 

(persönliche Kommunikation mit Matthias Mann, MPI für Biochemie; unveröffentlicht).

Für die beobachteten Verhältnisse im U2AF65 könnte es verschiedene Erklärungen geben. Die Hy-

droxylierung könnte eine Markierung für z.B. den Abbau des U2AF65 über das Proteasom sein, wie 

es schon von der Prolin-Hydroxylierung des HIF-1α bekannt ist. Hier verstärkt die Hydroxylierung 

Abb. 56 | Struktur der RNA-Bindedomänen 
(RRM1 & RRM2) des humanen U2AF65: 
U2AF65 bindet über basische und aromatische 
Aminosäuren in seinen RNA-Bindedomänen 
RRM1 und RRM2 an den “polypyrimidin tract” 
der pre-mRNA. Struktur der RRM1 und RRM2 mit 
RNA (Sickmier EA et al, 2006). Das hydroxylierte 
Lys276 liegt in der α-Helix α1 der RRM2, und tritt 
damit nicht in direkten Kontakt mir der RNA.

Abb. 57 | Sequenzalignment von U2AF65-Proteinen aus verschiedenen Spezies: Der Bereich um Lys15 (K15) im 
U2AF65 ist im Vergleich zum Lys276 (K276) weniger gut konserviert. K15 ist in Drosophila und C. elegans nicht vorhanden, 
wohingegen K276 von Mensch bis Hefe konserviert ist. § = ähnliche Aminosäuren; * = identische Aminosäuren
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bestimmter Prolinreste die Interaktion des HIF-1α zum von-Hippel-Lindau Tumorsuppressor (pVHL). 

pVHL ist Teil eines Ubiquitin-E3-Ligase Komplexes, der hydroxyliertes HIF-1α zum Abbau im Protea-

som markiert (Jaakkola P et al, 2001). Alternativ könnte die Hydroxylierung auch eine Markierung 

für spezifi sche, nur unter bestimmten Bedingungen auftretende, Interaktionen mit anderen Pro-

teinen sein, die dann eine veränderte Funktionalität oder Lokalisation des hydroxylierten U2AF65 zur 

Folge haben. Eine Überexpression von Jmjd6 in HeLa-Zellen hatte aber keinen sichtbaren Einfl uss 

auf die Verteilung des endogenen U2AF65 (siehe Abb. 44). 

3.1.3 Auto-Hydroxylierung des Jmjd6

Die Lysin-Hydroxylase-Aktivität des Jmjd6 bestätigte sich auch an rekombinantem Jmjd6-Protein. 

Nach Inkubation mit Fe(II), Sauerstoff und 2-OG wurden hydroxylierte Lysine an Position K111 und 

K167 in der Jmjd6-Sequenz festgestellt. Die K167-Hydroxylierung konnte auch an endogenem Jmjd6 

nachgewiesen werden. Für andere Mitglieder der Fe(II)-2-OG-Dioxygenasen konnte die Auto-Hy-

droxylierung in Abwesenheit des eigentlichen Substrats schon gezeigt werden. In allen Fällen traf 

es aromatische Aminosäuren in unmittelbarer Nähe (< 10 Angström) zum aktiven Zentrum, so dass 

man vermutete, es könnte ein negativer “Feedback”-Mechanismus sein (Chen YH et al, 2008). FIH, 

z.B. hydroxyliert sich an einem Tryptophan im aktiven Zentrum bei Abwesenheit des Substrats HIF 

(Chen YH et al, 2008). Die Dioxygenasen TauD und TfdA hydroxylieren ein internes Tyrosin (Ryle MJ 

et al, 2003), bzw. Tryptophan (Liu A et al, 2001).

Bei Jmjd6 ist es anders. Erstens tritt die Auto-Hydroxylierung auch bei Anwesenheit des eigentlichen 

Substrats auf (persönliche Kommunikation, Christopher Schofi eld, Oxford). Zweitens trifft es keine 

aromatischen Aminosäuren. Drittens liegen die Lysinreste K111 und K167 nach Strukturvorhersagen 

nicht in der Nähe des aktiven Zentrums. Die betroffenen Lysine sind allerdings in verschiedenen 

Species sehr gut konserviert (siehe Abb. 58). Um Vorhersagen über den genauen Vorgang der Auto-

Hydroxylierung zu treffen, sind Kristallstrukturanalysen essentiell. Bisher ist es daher noch nicht 

möglich, etwas über die Funktion dieser neuartigen Auto-Hydroxylierung bei Fe(II)-2-OG-Dioxyge-

nasen zu sagen.
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3.1.4 Jmjd6 hat Histone-Arginin-Demethylase Aktivität?

Chang et al haben 2007 für Jmjd6 eine Arginin-Demethylase-Aktivität für die Histone H3 und H4 

nachgewiesen (Chang B et al, 2007). Dafür inkubierten sie methylierte Histonpeptide mit Fe(II), 

2-OG, Sauerstoff, Ascorbat und mit rekombinantem Jmjd6 bzw. (als Kontrolle) ohne rekombinates 

Jmjd6. Veränderungen wiesen sie im Western Blot mit Antikörpern gegen spezifi sche Histonmodifi -

kationen nach. Das Signal mit anti-H3R2me2 (dimethyliertes Arg2 in Histon H3) und anti-H4R3me2-

Antikörper wurde mit Jmjd6 schwächer im Vergleich zum Kontrollansatz. Andere Modifi kationen, wie 

etwa H3K4me3 oder H3K9me2 blieben unverändert. Eine Jmjd6-Mutante mit verändertem Fe(II) 

Bindemotiv (H187A, D189A, H273A) hatte keinen Einfl uss mehr auf H3R2me2 und H4R3me2.

Mit Hilfe von MALDI-TOF MS-Analysen an dimethylierten Histonpeptiden (p2meR3H4 & p2meR2H3) 

zeigten Chang et al die Entstehung des monomethylierten Peptides nach Inkubation mit Jmjd6, aber 

nicht mit der Mutante bzw. ohne Jmjd6. Interessanterweise trat dabei auch eine Lysin-Hydroxylie-

rung am Histonpeptid auf, die aber von den Autoren nicht näher kommentiert wurde. 

Um die Demethylierung in-vivo nachzuweisen, wurden die anti-H3R2me2- und anti-H4R3me2-An-

tikörper auch in der Immunfl uoreszenz eingesetzt. Nach Überexpression von Wildtyp-Jmjd6 mit 

“V5-tag” reduzierte sich das H3R2me2 und H4R3me2 Signal in HeLa-Zellen. Eine Jmjd6-Mutante mit 

verändertem Fe(II) Bindemotiv (H187A) hatte keinen Einfl uss.

Die von Chang et al prognostizierte Histon-Arginin Demethylaseaktivität steht im Widerspruch 

zu der in dieser Arbeit identifi zierten U2AF65-Lysin-Hydroxylaseaktivität des Jmjd6-Proteins. Die 

beobachtete Jmjd6-Kernverteilung im Interchromatinraum (siehe 2.1.1) spricht ebensowenig für 

Abb. 58 |Jmjd6-Sequenzalignment: Lys111 (K111) liegt ausserhalb der JmjC-Domäne in keinem bekannten Sequen-
zmotiv. Laut Sekundärstrukturvorhersagen (www.predictprotein.org) für Jmjd6 liegt K111 in einem “Loop” vor einer α-He-
lix (Aminosäure 114-122). Lys167 befi ndet sich am Beginn der JmjC-Domäne in einem Kernlokalisationssignal (NLS). Beide 
Lysine sind von Hydra bis Mensch sehr gut konserviert. Bei C. elegans gab es einen Austausch K111R, und bei Drosophila 
einen Austausch K167N.
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eine enzymatische Aktivität an Histonen, wie die identifi zierten Interaktionspartner des Jmjd6 (sie-

he 2.2.1). Im Laufe dieser Promotion war es auch nicht möglich, die Demethylaseaktivität des 

Jmjd6 zu bestätigen. Der Versuch, die Demethylierung von Histonpeptiden, wie bei Chang et al 

beschrieben, zu wiederholen, gelang nicht. Es konnte keine Demethylierung beobachtet werden, 

eine Lysin-Hydroxylierung an den Histonpeptiden dagegen schon (Persönliche Kommunikation mit 

Christopher Schofi eld, Oxford). Diese in-vitro-Hydroxylierung an Histonpeptiden konnte aber nicht 

in-vivo bestätigt werden. Eine aktuell im Labor von Matthias Mann (MPI für Biochemie, Martinsried) 

durchgeführte grundlegende MS-Analyse von posttranslationalen Modifi kationen an Histonen, zeigte 

keine Lysin-Hydroxylierung an endogenen Histonen (unveröffentlicht; persönliche Kommunikation 

mit Matthias Mann, Martinsried). Dagegen konnte die Lysin-Hydroxylierung an U2AF65 auch am 

endogenen Protein gezeigt werden (siehe  2.4.2).

Die Hydroxylierung der Histonpeptide lässt sich mit der Beobachtung erklären, dass Jmjd6 im “in-

vitro-Assay” eine Vorliebe für besonders basische Peptide mit einer Ladung von mindestens +4 

aufwies (Webby C et al, 2009). Dies war auch bei den Histonpeptiden der Fall und muss nicht die 

in-vivo Begebenheiten widerspiegeln.

Prinzipiell ist es möglich, dass ein Protein mehrere enzymatische Aktivitäten hat. Die Kollagen-Ly-

syl-Hydroxylase 1 (LH-1) hat neben der Hydroxylase-Aktivität, eine Galactosyltransferase- und eine 

Glucosyltransferase-Aktivität, die sie sequentiell einsetzt. Dadurch werden spezifi sche Lysinreste 

im Kollagen nach der Hydroxylierung vom gleichen Protein auch noch glykosyliert (Myllylä R et al, 

2007). Dass Jmjd6 eine Lysyl-Hydroxylaseaktivität und eine Arginin-Demethylaseaktivität besitzt, 

konnte in dieser Arbeit aber nicht bestätigt werden. Vielmehr zeigen die Ergebnisse, dass die Lysin-

Hydroxylierung die primäre Funktion des Jmjd6-Proteins ist.

3.2 Jmjd6 beeinfl usst den Spleißprozess

Jmjd6 hydroxyliert bestimmte Lysine des Spleißfaktors U2AF65, der ein essentieller Teil des kon-

stitutiven und alternativen Spleißprozesses ist. Inwieweit diese spezifi schen Hydroxylierungen die 

Aufgaben des U2AF65 beim Spleißen beeinfl ussen, ist noch nicht geklärt. Aber in einem “double-re-
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porter-splicing-assay” konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von Jmjd6 den konstitutiven 

Spleißprozess hemmt (siehe 2.5.1). Versuche mit einem α-Tropomyosin Minigen-Konstrukt konnten  

einen Einfl uss von Jmjd6 auch auf das alternative Spleißen aufzeigen. Der “knockdown” von Jmjd6 

führte zum deutlichen Anstieg im “Exon-skipping” dieses Reportergens (Webby C et al, 2009).

3.2.1 “Double-reporter-splicing-assay”

Jmjd6 Überexpression

Nach Überexpression von Jmjd6 in HeLa-Zellen sank die Spleißaktivität im “double-reporter-splicing-

assay” auf knapp 50%, wohingegen in der Kontrolle (“mock”-Transfektion) kein Effekt zu beobachten 

war. Die ASM2-Jmjd6-Mutante mit verändertem Fe(II)-Bindemotiv (H187A und D189A) zeigte einen 

ähnlichen Effekt wie Wildtyp-Jmjd6, obwohl diese Mutante in den in-vitro-Assays keine Oxygenase-

aktivität mehr hatte (Webby C et al, 2009). Dies könnte man als Indiz dafür werten, dass die Oxy-

genaseaktivität nicht ausschlaggebend für die Spleißhemmung ist. Was wiederum bedeuten würde, 

es gäbe noch eine zweite, bisher unbekannte Aktivität des Jmjd6. Eine weitere mögliche Erklärung, 

wäre die Multimerisierung des Jmjd6 Proteins. Der “fl uorescent-two-hybrid-assay” und MS-Analysen  

haben gezeigt, dass Jmjd6 stabile Homodimere bzw. -oligomere bildet. Die Dioxygenase FIH bildet 

ebenfalls Homodimere, die essentiell für die enzymatische Aktivität sind (Lancaster DE et al, 2004). 

Wäre also eine Di- oder Multimerisierung ausschlaggebend für die Aktivität des Jmjd6, so inter-

agiert im in-vitro-Assay ausschließlich mutiertes rekombinantes Jmjd6. Bei der Überexpression in 

Zellen dagegen vermischt sich der “Pool” aus endogenem Wildtyp- und überexprimiertem mutiertem 

Jmjd6. Und eventuell hebt ein Wildtyp-Molekül die Hemmung des mutierten Jmjd6 im Dimer/Oligo-

mer auf. Dadurch wäre in-vivo nur ein schwacher bis kein Effekt der verhinderten Enzymaktivität in 

der ASM2-Jmjd6 Mutante zu erkennen.  

Jmjd6 “knock-down”

Mithilfe von siRNAs wurde Jmjd6 auf 5-10% des endogenen Niveaus herunterreguliert. Dieser 

“knock-down” hatte einen Anstieg von 20-30% der Spleißaktivität im “double-reporter-splicing-

assay” zur Folge. Die Kontroll-siRNA hatte keinen Einfl uss. Somit zeigte die Herunterregulation der 

Jmjd6-Aktivität einen gegenläufi gen Effekt zur Überexpression.
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3.2.2 Weitere Jmjd6 Interaktionspartner

In einem “TAP-tag-Screen” konnten 78 Proteine identifi ziert werden, die potentielle Interaktions-

partner des Jmjd6-Proteins sind. Nach Ausschluss der potentiellen Falsch-positiven Proteine 

blieben 34 Proteine übrig. Die Hälfte der verbliebenen Proteine (17 aus 34) gehören zur pre-

mRNA-Prozessierungsmaschinerie. Darunter befi nden sich essentielle Spleißfaktoren/SR-Proteine 

(12), RNA-Helikasen der “Dead-box”-Proteinfamilie (4) und ein 3´-Prozessierungsfaktor. Drei der 

vier nukleolären Proteine sind Teil der rRNA-Prozessierungsmaschinerie. Desweiteren wurden fünf 

Transkriptions-assoziierte Proteine und zwei DNA-bindende Proteine gefunden. Die Casein Kinase 

2A1 ist eine Serin/Threonin Kinase, die, abhängig vom Zelltyp, sowohl im Cytoplasma als auch 

im Kern vorkommen kann (Faust & Montenarh, 2000). Die Phosphatidylinositol-5-phosphate 4-

kinase type II beta (PIPkin IIbeta) ist der bisher einzige nukleäre Vertreter der Phosphatidylino-

sitol-5-phosphate 4-kinase Familie, die durch Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-5-Phos-

phat Phosphatidylinositol-5,4-Bisphosphat bildet (Richardson JP et al, 2007). Vier der potentiellen 

Jmjd6-Interaktionspartner wurde bisher noch keine Funktion zugeordnet (siehe Abb. 17).

Das Repertoire an potentiellen Jmjd6 Interaktionspartnern legt eine mögliche Rolle in der RNA-

Prozessierung nahe, was gut mit den Ergebnissen aus dem “double-reporter-splicing-assay” und 

den Kernlokalisationsstudien korreliert. Die Interaktion mit den Spleißfaktoren U2AF65, hLuc7A 

und hLuc7B1 konnte auch in weiteren Co-Immunopräzipitationen bestätigt werden (siehe 2.2.3).

Es handelt sich wahrscheinlich um recht transiente Wechselwirkungen, da trotz Präzipitation großer 

Mengen Jmjd6 im “TAP-tag-Assay” keine Interaktionspartner in der Menge kopräzipitiert wurden, 

dass sie nach Coomassiefärbung im Polyacrylamidgel eine sichtbare Bande ergaben. Einen wei-

teren Hinweis lieferten FRAP-Versuche (“fl uorescence-recovery-after-photobleaching”) mit Jmjd6-

GFP (Diplomarbeit Corinna Schmitz, unveröffentlicht). Hier war zu beobachten, dass bereits eine 

Sekunde nach Bleichung die Ausgangsfl uoreszenz bei Jmjd6-GFP wieder hergestellt war. Dies führ-

te zu der Annahme, dass der Großteil des Jmjd6-Fusionsproteins sehr mobil im Kern vorliegt und 

nicht an immobile Strukturen bindet (Diplomarbeit Corinna Schmitz). Dies unterstützt die These, 

dass Jmjd6 unter den beobachteten Bedingungen nur sehr transiente Interaktionen eingeht. 
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3.2.3 Jmjd6 und SC35

Die partielle Kolokalisation von Jmjd6 mit SC35-Domänen (“Interchromatin Granule Cluster”) im 

Interchromatinraum des Zellkerns (siehe 2.1.2) unterstützt die bisherigen Ergebnisse. Ähnlich den 

Resultaten aus den Ko-Immunpräzipitationen und dem “double-reporter-splicing-assay” weist auch 

die Verteilung von Jmjd6 im Interchromatinraum des Kerns auf eine Aufgabe bei der pre-mRNA-

Prozessierung hin. Die massenspektrometrische Analyse des “Interchromatin Granule Cluster” 

(IGC)-Proteoms aus Mauszellen hat gezeigt, dass 81% der identifi zierten Proteine eine Rolle in der 

pre-mRNA-Prozessierung spielen, dabei sind 54% am pre-mRNA-Spleißprozess beteiligt (Saitoh N 

et al, 2004). Die Proteine sind in steter Bewegung und wechseln häufi g zwischen SC35-Domänen 

und dem Nukleoplasma hin und her (Misteli T, 2000). Poly(A)-RNA fi ndet man im gesamten Nukleo-

plasma, sie ist aber ebenfalls in den SC35-Domänen stark angereichert (Hall LL et al, 2006).

Durch die Überexpression von Jmjd6 zeigte sich eine starke Umstrukturierung der SC35-Domänen.  

Die Domänen lösten sich auf und es ergab sich ein schwächeres, punktuelles Muster im Nukleoplas-

ma (siehe 2.5.2). Ein ähnlicher Effekt wurde bisher bei Behandlung von Zellen mit dem Phosphatase 

Inhibitor Tautomycin (inhibiert PP1) beobachtet (Hall LL et al, 2006). Die Überexpression von Clk/

Sty-Kinase, bzw. der Kinasen SRPK1 und SRPK2 hatte ähnliche Folgen. Die Kinasen phosphorylieren 

RS-Domänen in SR-Proteinen (Gui JF et al, 1994; Colwill K et al, 1996; Kuroyanagi N et al, 1998). Für 

SRPK1 wurde neben der Umverteilung des SC35 auch eine hemmende Wirkung auf den Spleißpro-

zess in-vitro festgestellt. Eine β-Globin pre-mRNA wurde im in-vitro “spliceassay” mit rekombinanter 

SRPK1 weniger gut gespleißt als ohne (Gui JF et al, 1994).

In der Umverteilung von SC35 in Gegenwart von Jmjd6 könnte eventuell der Grund für die Hemmung 

des konstitutiven Spleißprozesses gesucht werden. Phosphorylierung und Dephosphorylierung von 

RS-Domänen haben Einfl uss auf Protein-Protein- bzw. Protein-RNA-Interaktionen von Spleißfakto-

ren. Inwieweit ähnliche Effekte auch durch die Lysin-Hydroxylierung durch Jmjd6 an Spleißfaktoren 

gegeben sind, ist noch unklar. Auch muss noch geklärt werden, ob diese dann verantwortlich sind 

für das Aufl ösen der SC35-Domänen und die beobachteten Effekte auf den Spleißprozess.

Wie auch beim “double-reporter-splicing-assay” war beim Effekt auf SC35 die ASM2-Mutante genau-

so aktiv wie das Wildtyp-Jmjd6. Der “knockdown” des endogenen Jmjd6 hatte keinen erkennbaren 

Einfl uss auf die Verteilung des SC35-Proteins in HeLa-Zellen.
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3.3 Jmjd6 Interaktionsstudien

3.3.1 Jmjd6 bildet Homo-Dimere und -Oligomere

Der Western Blot mit anti-Jmjd6 Antikörper nach Immunpräzipitation des endogenen Jmjd6 aus 

HeLa-Zellen zeigte, dass Jmjd6 stabile Homodimere und Oligomere bildet (siehe Abb. 23). Die Daten 

aus dem “fl uorescence-two-hybrid-assay” bestätigten dies, und der essentielle Jmjd6-Sequenzab-

schnitt konnte auf die Aminosäuren 25-48 reduziert werden (siehe 2.3.3). Bei der verwandten Di-

oxygenase FIH ist die Homodimerisierung Voraussetzung für die katalytische Aktivität. Eine einzelne 

Punktmutation (L340R) verhindert die Homodimerisierung nahezu komplett. Anders als bei Jmjd6 

liegt die Homodimerisierungsdomäne des FIH in einer α-Helix am C-terminalen Ende (Lancaster DE 

et al, 2004). Weitere Mutationsanalysen sind notwendig, um einzelne essentielle Aminosäuren für 

die Homodimerisierung des Jmjd6 zu identifi zieren.

Eine Multimerisierung des Jmjd6-Proteins wurde bereits von Tibrewal N et al publiziert. Nach Über-

expression und Immunopräzipitation eines “HA-getaggten” Jmjd6 mit einem anti-HA Antikörper 

wurden stabile Jmjd6 Banden bei ca. 50 kD, 100 kD und 150 kD identifi ziert. Diese Multimere 

konnten mit rekombinantem Jmjd6 aus E.coli nicht gezeigt werden (Tibrewal N et al, 2007).  In wie 

weit eine Jmjd6-Homomultimerisierung Einfl uss auf die enzymatische Aktivität hat ist noch unklar. 

Die beobachteten Lysin-Hydroxylierungen in “in-vitro-Assays” mit rekombinantem Jmjd6 (Webby C 

et al, 2009; Chang B et al, 2007) sprechen dafür, dass rekombinantes Jmjd6 enzymatisch aktiv ist.  

Entweder die Oligomerisierung spielt dabei keine Rolle (Tibrewal N et al, 2007) oder rekombinantes 

Jmjd6 ist doch in der Lage zu oligomerisieren (Diplomarbeit Astrid Heim, unveröffentlicht).

3.3.2 Interaktion mit U2AF65

Mit Hilfe des “GFP-Pulldown-Assays” konnte gezeigt werden, dass sowohl der N-Terminus als auch 

der C-Terminus für eine Interaktion von Jmjd6 mit U2AF65 notwendig sind (siehe 2.3.4). Es ist 

möglich, dass der N-Terminus für die U2AF65-Bindung deshalb gebraucht wird, weil die Interaktion 

nur mit dem Jmjd6-Oligomer erfolgt. Dann wäre die eigentliche Interaktionsstelle zwischen Jmjd6 

und U2AF65 am C-Terminus zwischen Aminosäure 363 und 380. In diesem Bereich der Jmjd6-Se-

quenz liegt neben dem Kernlokalisationssignal (NLS) kein bekanntes Sequenzmotiv (siehe Abb. 02). 
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Für detailliertere Aussagen über diese Interaktion bedarf es weiterer Mutationsanalysen und im 

besten Fall Strukturanalysen der beiden Proteine in Verbindung.

3.4 Jmjd6 im Nukleolus

Die Überexpression von Jmjd6-GFP hat gezeigt, dass es neben dem Jmjd6 im Interchromatinraum 

des Zellkerns auch eine Fraktion nukleoläres Jmjd6 gibt. Die Menge an nukleolärem Jmjd6 stieg 

dramatisch an, bei Deletion des Serin-reichen Sequenzabschnitts zwischen Aminosäure 338 und 363 

(siehe 2.3.2). Über die Funktion Serin-reicher Abschnitte in Proteinen ist wenig bekannt. Eines der 

seltenen Proteine mit einem ähnlichen Sequenzmotiv, ist RNPS1 (Mayeda A et al, 1999). RNPS1 ist 

Teil des “Exon-Exon-Junction Complex”, wirkt als Spleißaktivator in-vitro und reguliert alternatives 

Spleißen in-vivo (Mayeda A et al, 1999; Le Hir H et al, 2000). Ergebnisse zur Funktion der Poly-Serine 

in RNPS1 gibt es bisher nicht.

Die primäre Funktion des Nukleolus ist die Ribosomenbiogenese. Mittlerweile konnte ihm aber auch 

eine Rolle in der Regulation von Zellproliferation, Zellzyklus und Stressantwort der Zelle nachgewi-

esen werden (Boisvert FM et al, 2007; Stark & Taliansky, 2009). Nukleolärer Protein-Import und 

-Export, bzw. die dafür notwendigen Signalsequenzen (NoLS) sind bisher nur wenig charakterisiert. 

Bekannte Importsignalsequenzen sind zwischen 7 und 30 Aminosäuren lang und setzen sich aus Arg 

und Lys zusammen (Emmott & Hiscox, 2009). In manchen Fällen, wie etwa bei FGF2 wirken Kern-

lokalisationssignale (NLS) auch als NoLS (Sheng Z et al, 2004). Oftmals wirken Proteine mit NoLS 

auch als Bindestelle für Proteine ohne NoLS und lotsen sie so in den Nukleolus. Alternativ können 

Proteine auch über die RNA-Bindedomäne für spezifi sche rDNA in den Nukleolus gelangen (Emmott 

& Hiscox, 2009).

Der Sequenzabschnitt 338-363 des Jmjd6 enthält kein bisher bekanntes nukleoläres Import- oder 

Exportsignal. Inwieweit also die Poly-Serin Sequenz eine Rolle bei der nukleolären Lokalisation von 

Jmjd6 spielt, gilt es noch zu klären. Auch über die Funktion des Jmjd6 im Nukleolus kann man keine 

Aussage treffen. Der einzige Hinweis ist das Verschwinden eines UBF-Signals im Nukleolus, wenn 

Jmjd6 überexprimiert wird. Mögliche Ansätze könnten die vier nukleolären potentiellen Jmjd6-Inter-
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aktionspartner aus dem “TAP-tag-Screen” liefern (siehe Abb. 17), oder die Lokalisation der Δ338-

403 Jmjd6-Mutante ausschließlich im Fibrillar Centre des Nucleolus (siehe 2.6.1).
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4. Ausblick 

Die Fe(II)-2-OG-Dioxygenase Jmjd6 ist eine Lysin-Hydroxylase, die Lysine in Spleiß-assoziierten Pro-

teinen am C5-Atom hydroxyliert. Das konstitutive und auch das alternative Spleißen wird von Jmjd6 

beeinfl usst. Der molekulare Zusammenhang zwischen der Hydroxylierungsaktivität von Jmjd6 und 

seinem Effekt auf den Spleißprozess ist noch unklar.

Um verstehen zu können, wie detailliert auf molekularer Ebene die Hydroxylierung von U2AF65 

eventuell den Spleißprozess beeinfl usst, bedarf es weiterer Experimente. Hilfreich könnten hier in 

Zukunft Strukturanalysen von Jmjd6, bzw. der Interaktion von Jmjd6 und U2AF65 sein. Untersu-

chungen der Aktivität von U2AF65-Mutanten, die am K15 und K276 mutiert sind, in Spleiß-”Assay”-

Experimenten wären eine weitere Möglichkeit, die biologische Signifi kanz dieser Modifi kation zu 

verstehen.

Es ist möglich, dass Jmjd6 ähnlich dem FIH als Sauerstoffsensor der Zelle fungiert. Mit Hilfe der 

SILAC-(“stable-isotopic labelling by amino acids in cell culture”) Methode (Mann M, 2006) wäre es 

möglich die Quantität der U2AF65-Lysin-Hydroxylierungen unter verschiedensten Bedingungen zu 

vergleichen (z.B. Hypoxie).

Es stellt sich ausserdem die Frage, ob U2AF65 der einzige Spleißfaktor ist, der von Jmjd6 in vivo 

an Lysinen hydroxyliert wird. Eine Antwort könnte man mit detaillierten massenspektrometrischen 

Analysen isolierter Spleißosomen bekommen. Nach Isolierung ganzer Spleißosomkomplexe wurde 

die proteosomale Zusammensetzung bereits per MS-Analyse untersucht (Rappsilber J et al, 2002). 

Basierend auf diesem Ansatz könnte man spezifi sch nach Hydroxy-Lysinen in Proteinen des Spleißo-

soms suchen.

Bei etwa 70% der menschlichen Gene können durch alternatives Spleißen mehrere verschiedene 

Genprodukte entstehen (Wang & Cooper, 2007). Mit Hilfe von “whole genome scale exon arrays” lässt 

sich das Transkriptom einer Zellpopulation abbilden. Dabei können sowohl die Transkriptionsniveaus 

einzelner mRNAs, als auch die alternativen Spleißprodukte detektiert werden. Somit wäre es möglich 

sämtliche Transkripte von Zellpopulationen mit Jmjd6-Überexpression bzw. Jmjd6-”knock-down” mit 

Kontrollpopulationen zu vergleichen. Eventuelle Einfl üsse von Jmjd6 auf alternatives Spleißen ließen 
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sich dadurch erkennen. Jmjd6 “Knock-out” Mäuse haben schwerste Entwicklungsdefekte in verschie-

densten Organen und sind nicht lebensfähig (siehe 1.2.1). Vielleicht lassen sich diese Defekte mit 

Fehlern im alternativen Spleißen erklären.

Diese Promotion konnte die enzymatische Aktivität des Jmjd6 Proteins aufklären und einen Einfl uss 

auf den Spleißprozess feststellen. Sie ebnete damit den Weg für weiterführende Versuche, die die 

Funktionalität einer neuartigen posttranslationalen Modifi kation genauer charakterisieren. Fehler-

haftes Spleißen ist in vielen Fällen Ursache von schwerwiegenden Krankheiten (Wang & Cooper, 

2007). Die Entdeckung eines möglicherweise neuartigen Regulationsmechanismus durch posttrans-

lationale Modifi kationen an Spleißfaktoren, ermöglicht in Zukunft vielleicht das bessere Verständnis 

des komplexen Spleißprozesses.
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Chemikalien Hersteller

Aceton Carl Roth

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) Bio-Rad Laboratories

Ammoniumacetat Carl Roth

Ammoniumpersulfat Sigma

Ampicillin Sigma

Antipain Sigma

Aprotinin Sigma

BACTO Agar DIFCO / Becton Dickinson Microbiology Systems

BACTO Peptone DIFCO / Becton Dickinson Microbiology Systems

BACTO Yeast Extract DIFCO / Becton Dickinson Microbiology Systems

Bovines Serumalbumine (BSA) Sigma

Bromphenolblau Merck

Cellulose (Fibrous Cellulose Powder) Whatman BioSystems Ltd

Certistain Ponceau S Merck

4´,6´-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma

Dithiothreitol (DTT) Roche

Dulbecco´s MEM (1x) Biochrom AG

Eisen(II)sulfat-Heptahydrat Fluka Chemika

Essigsäure Carl Roth

Ethanol Carl Roth

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma

Ethylenglykoltetraessigsäure (EGTA) Sigma

Filmentwickluungslösung Roentoroll 25 TETENAL AG & Co KG

Filmfi xierlösung Superfi x 25 TETENAL AG & Co KG

Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom AG

Formaldehyd Carl Roth

α-D(+)-Glucose-Monohydrat Carl Roth

Glycerin Carl Roth

Glycin Carl Roth

HEPES Sigma

IgG Sepharose 6 fast fl ow Amersham Biosciences

Isopropanol Carl Roth

Kaliumacetat Carl Roth

Kaliumchlorid Carl Roth

Kaliumhydrogenphosphat Carl Roth

Kanamycin Serva Feinbiochemika

Leupeptin Sigma

5. Material

5.1 Chemikalien
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Chemikalien Hersteller

Luminol (3-Aminophthalhydrazid) Carl Roth

Magermilchpulver Naturafl or Töpfer GmbH

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Carl Roth

2-Mercaptoethanol Fluka Biochemika

Methanol Carl Roth

Natriumchlorid Carl Roth

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth

Natriumfl uorid Carl Roth

Natriumhydrogenphosphatdihydrat Carl Roth

Natriumhydroxid Carl Roth

Nonidet P40 Fluka Biochemika

N-Oxalylglycin (NOG) ALEXIS Biochemicals

Okadaische Säure, Natriumsalz Calbiochem

Oktadecyl (C18)-Silika 3M

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 Sigma

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 Sigma

Para-Hydroxycumarinsäure Sigma

Pefabloc SC Boehringer

Penicillin/Streptomycin (10000 μg/ml) Biochrom AG

PeqGOLD Universal Agarose PeqLab

Pepstatin A Sigma

Protein A Sepharose CL-4B Amersham Biosciences

Protein G Sepharose 4 fast fl ow Amersham Biosciences

D(+)-Saccharose Carl Roth

SCX 3M

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck

TO-PRO-3-Iodid Molecular Probes

Trichloressigsäure (TCA) Carl Roth

Tris Merck

Triton X-100 Carl Roth

Vectashield Mounting Medium Vector Laboratories

Wasserstoffperoxid Fluka Chemika

5.2 Marker

Marker Hersteller

GeneRuler DNA ladder mix MBI Fermentas

PeqGold Protein Marker IV PeqLab
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5.3 Enzyme
Enzyme Hersteller

Restriktionsenzyme New England Biolabs

RNAse A Qiagen

shrimp alkaline phosphatase (SAP) usb

AcTEV Protease Invitrogen

T4 DNA-Ligase New England Biolabs

Taq-DNA-Polymerase Peqlab

5.4 Transfektionsreagenzien
Transfeketionsreagenz Hersteller

Lipofectamin 2000 Invitrogen

Nanofectin I PAA Laboratories

PEI (pH 7.0 oder pH 10.0) Labor Heinrich Leonhardt (LMU München)

5.5 Kits
Kits Hersteller

Novex Colloidal Blue Stain Kit Invitrogen

Nucleobond AX 500 Kit Macherey-Nagel

Nucleospin Extract II Kit Macherey-Nagel

QuikChange Site-directed Mutagenesis Kit Stratagene

QIAGEN Plasmid Mega Kit Qiagen

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

Quickprep mRNA Purifi cation Kit GE Healthcare

First-Strand cDNA Synthesis Kit GE Healthcare

5.6 Mikroskope
Mikroskope Hersteller

Leica TCS SP1 mit 100x/1,4 NA-PlanApochromat-Ölimmersionsobjektiv Leica Microsystems

Nikon ECLIPSE TE2000-S mit Nikon PlanFluor 60x Ölimmersionsobjektiv Leica Microsystems

5.7 Zellen
Zelllinie

HEK 293T humane embryonale Nierenzellen, transformiert durch großes T-
Antigen von SV40

HeLa humane Cervixkarzinomzellen

NIH3T3 embryonale Mausfi broblasten

BHK Hamster Nierenzellen
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5.8 Antikörper
Erstantikörper Quelle Western Blot Immunfl uoreszenz Hersteller

anti-Jmjd6 (ab10526) Kaninchen (polyklonal) 1:500 1:500 abcam

anti-Jmjd6 (mAB328) Maus (monoklonal) kein Signal 1:200 Labor Andreas Lengeling
(University of Edinburgh)

anti-Jmjd6 (H-7, sc-28348) Maus (monoklonal) 1:200 1:200 santa cruz

anti-Jmjd6 (D-4, sc-28349) Maus (monoklonal) kein Signal kein Signal santa cruz

anti-Jmjd6 (N-20, sc-11632) Ziege (polyklonal) 1:200 kein Signal santa cruz

anti-Jmjd6 APSR-14.4, sc-32740) Hamster (monoklonal) kein Signal kein Signal santa cruz

anti-Y12 (ab3138) Maus (monoklonal) 1:5000 1:350 abcam

anti-SC35 (ab11826) Maus (monoklonal) kein Signal 1:500 abcam

anti-CROP Kaninchen (polyklonal) 1:5000 ?? Labor Kazumitsu Ueda
(Kyoto University)

anti-U2AF65 (U 4758) Maus (monoklonal) 1:1000 1:1000 Sigma

anti-Luc7 like 1 (ab19127) Huhn (polyklonal) 1:200 nicht getestet abcam

anti-UBF (sc13125) Maus (monoklonal) 1:500 1:500 santa cruz

anti-pescadillo Ratte nicht getestet 1:500 Labor Dirk Eick
(GSF, München)

anti-fi brillarin (ab5821) Kaninchen (polyklonal) nicht getestet 1:500 abcam

anti-HistonH3-triMethylK4 
(ab8580)

Kaninchen (polyklonal) nicht getestet 1:250 abcam

anti-RNA-Pol II (MMS-129R) Maus (monoklonal) nicht getestet 1:50 Covance

anti-GFP (1181460001) Maus (monoklonal) 1:1000 nicht getestet Roche

anti-Tubulin YL Maus (monoklonal) unverdünnt nicht getestet Labor Manfred Schliwa
(LMU München)

anti-TAP-tag (A00683) Kanninchen (polyklonal) nicht getestet 1:200 Genscript

Zweitantikörper Quelle Western Blot Immunfl uoreszenz Hersteller

HRP anti-Ziege Pferd 1:2000 - VECTOR

HRP anti-Kaninchen Ziege 1:2000 - VECTOR

HRP anti-Maus Schaf 1:2000 - Amersham

HRP anti-Hamster Ziege 1:2000 - santa cruz

IRDye680 anti-Maus Ziege 1:5000 - Rockland

IRDye800 anti-Maus Ziege 1:5000 - Rockland

IRDye680 anti-Kaninchen Ziege 1:5000 - Rockland

IRDye800 anti-Kaninchen Ziege 1:5000 - Rockland

IRDye800 anti-Huhn Ziege 1:5000 - Rockland

FITC anti-Kaninchen Ziege - 1:160 Sigma

FITC anti-Maus Schaf - 1:500 Roche

FITC anti-Hamster Ziege - 1:400 santa cruz

Cy3 anti-Maus Schaf - 1:2000 Jackson ImmunoResearch

Cy3 anti-Kaninchen Ziege - 1:1000 GE Healthcare
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5.9 Primer
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MATERIAL & METHODEN

5.10 Plasmide
Name Hersteller

pEGFP-N1 Clontech

pEGFP-C1 Clontech

pEYFP-C1 Clontech

pcDNA3 Invitrogen

pF2H-bait Labor Heinrich Leonhardt (LMU, München)

pECFP-N1-TAPc Labor Heiko Hermeking (MPI für Biochemie, Martinsried)

pCMV-Sport6 Invitrogen

pmCherry-N1 Clontech

pTN24 Labor Nasim Talat (King´s College, London)

5.11 Klone

Insert Plasmid Schnittstellen (5´/3´) Information Herkunft

Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 diese Arbeit

Jmjd6 (human) pEGFP-C1 Kpn1 / BamH1 diese Arbeit

Jmjd6 (human) pcDNA3 Kpn1 / BamH1 diese Arbeit

Jmjd6 (human) pECFP-TAPc Kpn1 / BamH1 TAP-tag Experiment diese Arbeit

Jmjd6 (human) pF2H-bait AsiS1 / Not1 F2H-Experiment diese Arbeit

Jmjd6 (human) pCMV-Sport6 Sal1 / Not1 RZPD, Berlin

Jmjd6-ATHM (human) pcDNA3 Kpn1 / BamH1 G304A + R305A + P306A
(AT-hook-Mutante)

Corinna Schmitz, Diplo-
marbeit, LMU München

Jmjd6-ATHM (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 G304A + R305A + P306A
(AT-hook-Mutante)

diese Arbeit

Jmjd6-ATHM (human) pmCherry-N1 Kpn1 / BamH1 G304A + R305A + P306A
(AT-hook-Mutante)

diese Arbeit

Jmjd6-ASM1 (human) pcDNA3 Kpn1 / BamH1 H187A (potentielle Fe(II)-Bindestelle 
HxD...H mutiert)

diese Arbeit

Jmjd6-ASM1 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 H187A (potentielle Fe(II)-Bindestelle 
HxD...H mutiert)

diese Arbeit

Jmjd6-ASM1 (human) pmCherry-N1 Kpn1 / BamH1 H187A (potentielle Fe(II)-Bindestelle 
HxD...H mutiert)

diese Arbeit

Jmjd6-ASM2 (human) pcDNA3 Kpn1 / BamH1 H187A + D189A (potentielle Fe(II)-
Bindestelle HxD...H mutiert)

diese Arbeit

Jmjd6-ASM2 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 H187A + D189A (potentielle Fe(II)-
Bindestelle HxD...H mutiert)

diese Arbeit

Δ222-403Jmjd6 (human) pEGFP-C1 Kpn1 / - Aminosäuren 222-403 fehlen. Ent-
standen durch eine Mutation zum 
STOP-Codon im ORF.

diese Arbeit

Δ315-403Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 315-403 fehlen. diese Arbeit

Δ338-403Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 338-403 fehlen. diese Arbeit

Δ363-403Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 363-403 fehlen. diese Arbeit

Δ1-4Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-4 fehlen. diese Arbeit

Δ1-4Jmjd6 (human) pEGFP-C1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-4 fehlen. diese Arbeit

Δ1-7Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-7 fehlen. diese Arbeit
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Insert Plasmid Schnittstellen (5´/3´) Information Herkunft

Δ1-7Jmjd6 (human) pEGFP-C1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-7 fehlen. diese Arbeit

Δ1-10Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-10 fehlen. diese Arbeit

Δ1-10Jmjd6 (human) pEGFP-C1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-10 fehlen. diese Arbeit

Δ1-13Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-13 fehlen. diese Arbeit

Δ1-13Jmjd6 (human) pEGFP-C1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-13 fehlen. diese Arbeit

Δ1-25Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-25 fehlen. diese Arbeit

Δ1-25Jmjd6 (human) pEGFP-C1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-25 fehlen. diese Arbeit

Δ1-48Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-48 fehlen. diese Arbeit

Δ1-48Jmjd6 (human) pEGFP-C1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-48 fehlen. diese Arbeit

Δ1-87Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-87 fehlen. diese Arbeit

Δ1-87Jmjd6 (human) pEGFP-C1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-87 fehlen. diese Arbeit

Δ1-131Jmjd6 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-131 fehlen. diese Arbeit

Δ1-131Jmjd6 (human) pEGFP-C1 Kpn1 / BamH1 Aminosäuren 1-131 fehlen. diese Arbeit

U2AF35 (human) pEYFP-C1 BamH1 / EcoR1 Labor Angus Lamond
(University of Dundee)

U2AF65 (human) pEYFP-C1 BamH1 / EcoR1 Labor Angus Lamond
(University of Dundee)

U2AF65 (human) pEGFP-N1 Kpn1 / BamH1 diese Arbeit

DNMT1 (human) pEGFP-N1 Labor Heinrich Leon-
hardt (LMU, München)

PCNA (Maus) pERFP-N1 Labor Heinrich Leon-
hardt (LMU, München)
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6. Methoden

6.1 Western Blot

Nach dem Auftrennen der Proteinproben über ein Polyacrylamid-Gel wurden sie in 1x Blotpuffer bei 

200 mA für 2 h auf eine Nitrocellulose-Membran geblottet.

Detektion mit ECL:

Unspezifi sche Antikörper-Bindungsstellen wurden mit 5% Milchpulver/TBST geblockt (1 h), bevor 

der Blot 1 h bei Raumtemperatur mit dem 1. Antikörper inkubiert wurde. Der 1. Antikörper wurde 

in 5% Milchpulver/TBST verdünnt. Anschließend wurde dreimal für 10 min in TBST gewaschen 

und danach mit dem passenden 2. Antikörper (Peroxidase-gekoppelt, ebenfalls in 5% Milchpulver/

TBST verdünnt) inkubiert. Es wurde anschließend wieder dreimal mit TBST und einmal mit TBS ge-

waschen, um danach die gebundenen Antikörper mit ECL nachzuweisen.

Detektion mit dem Odyssey (LI-COR):

Unspezifi sche Antikörper-Bindungsstellen wurden mit 5% Milchpulver/TBS geblockt (1 h), bevor der 

Blot 1 h bei Raumtemperatur mit dem 1. Antikörper inkubiert wurde. Der 1. Antikörper wurde in 5% 

Milchpulver/TBST verdünnt. Anschließend wurde dreimal für 10 min in TBST gewaschen und da-

nach mit dem passenden 2. Antikörper (IRDye700 bzw. IRDye800, ebenfalls in 5% Milchpulver/

TBST verdünnt) im Dunkeln inkubiert. Alle folgenden Waschschritte wurden ebenfalls im Dunkeln 

absolviert. Es wurde anschließend wieder dreimal mit TBST und einmal mit TBS gewaschen, um 

danach die gebundenen Antikörper am Odyssey nachzuweisen.

6.2 Coomassie-Färbung

Für Coomassie-Färbungen von Proteingelen wurden die Färbelösungen des NuPage-Systems von 

Invitrogen nach den Angaben des Herstellers benutzt. Gele wurden für 3 h in Färbelösung inkubiert 

und anschließend in Wasser über Nacht entfärbt.
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6.4 Immunfl uoreszenz

Zellen wurden im 6-well auf einem Deckglas (18 mm) bis zu einer Dichte von etwa 70-80% kultiviert. 

Fixiert wurden die Zellen für 10 min in 4% PFA (in PBS), anschließend dreimal mit PBS gewaschen, 

um dann 2 min in 100% MeOH (-20°C) inkubiert zu werden. Nach dreimal Waschen mit PBS wurde 

mit 1% Triton (in PBS) für 10 min permeabilisiert (Alternative Fixierungsmethoden wurden getestet: 

2% PFA; 3,7% FA; jeweils +/- MeOH).

Nach 1 h in Blocklösung (10% FCS, 0,2% Tween-20 in PBS) kam der erste Antikörper in Blocklösung 

verdünnt für 1 h (Raumtemperatur) auf die Zellen. Anschließend wurde dreimal mit Waschlösung 

(1% BSA, 0,2% Tween-20 in PBS) für jeweils 10 min gewaschen, bevor mit dem zweiten Antikörper 

für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Der zweite Antikörper wurde in Blocklösung verdünnt 

und war entweder FITC- oder Cy3-markiert. Zur Kernfärbung wurde DAPI und To-Pro3 in einer End-

konzentration von 10 ng/ml in PBS (5 min Inkubation) verwendet. Abschließend wurden die Zellen 

noch kurz in PBS gewaschen und mit Vektashield auf den Objektträger gebracht. Für jeden Versuch 

wurden 1%-Triton-Lösung, Blocklösung und Waschlösung neu gemischt.

RNase A Behandlung:

Sollte RNA in den Zellen abgebaut werden, so wurden die Zellen vor der endgültigen Fixierung 2 

min mit 100% MeOH behandelt, anschließend zweimal mit PBS gewaschen und dann 2 h mit RNase 

A (100 μg/ml) in PBS bei 25 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde mit 4% PFA 

fi xiert und dann wieder dem normalen Immunfl uoreszenz-Protokoll (s.o.) gefolgt. Kontrollen wurden 

identisch behandelt, nur ohne RNase A.

6.3 Zellkultur

Sämtliche Zelllinien (HEK 293T, HeLa, BHK, NIH 3T3) wurden in DMEM-Medium mit 10 % fötalem 

Kälberserum, Penizillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 μg/ml) bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert.
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6.5 Transfektion

Für die Transfektion wurden die Transfektionsreagenzien Lipofectamin2000, Nanofectin oder PEI 

(pH 7,0 oder pH 10,0) nach den Vorgaben des Herstellers verwendet. 3 h nach Transfektion wurde 

Medium gewechselt, 24 h nach Transfektion wurden die Zellen je nach Anwendung weiterbehan-

delt.

6.6 Zellaufschluss

Anfangs wurde mit drei verschiedenen Lysepuffern getestet, wie gut sich Jmjd6 unter den jeweiligen 

Bedingungen aus dem Pellet löst: NET-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8, 0,5% NP-40, C10, 

PB), NET500-Puffer (500 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8, 0,5% NP-40, C10, PB) und RIPA-Puffer (150 

mM NaCl, 10 mM Natriumphosphat, pH 7, 1% NP-40, 1% Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS, C10, PB). 

Es hatte sich gezeigt, dass schon mit dem mildesten Puffer (NET) mehr als 50% des Proteins im 

löslichen Überstand zu fi nden sind. Für alle weiteren Versuche wurde dann NET-Puffer als Lysepuffer 

verwendet. Bei der gesamten Prozedur wurde immer auf Eis oder bei 4°C gearbeitet und alle Gefäße 

und Lösungen vorgekühlt.

Die Zellen wurden zuerst vorsichtig mit PBS gewaschen, anschließend mit einem Zellschaber gelöst 

und in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Nach Zentrifugation bei 1000 g für 5 min bei 4°C, wurde 

das Zellpellet dann in einem adäquaten Volumen Lysepuffer aufgenommen und für 15 min auf Eis 

inkubiert. Das Lysat wurde bei 14000 g für 10 min (4°C) zentrifugiert und mit dem Überstand weiter-

gearbeitet.

RNase A Behandlung:

Um die RNA im Lysat abzubauen wurde dem Lysepuffer RNase A mit Endkonzentrationen von 50 

μg/ml, 250 μg/ml oder 500 μg/ml zugesetzt.
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6.7 mRNA Isolierung aus HeLa-Zellen und cDNA-Synthese

Aus HeLa-Zellen (6-well, ca. 9,5x 105 Zellen) wurde mithilfe des Quickprep mRNA Purifi cation Kits 

(GE Healthcare) nach dem Protokoll im Handbuch die mRNA isoliert. Diese wurde anschließend bei 

-20 °C über Nacht gefällt. Am darauffolgenden Tag wurde die gefällte mRNA für 5 min bei 16000 g 

und 4 °C abzentrifugiert, das Pellet getrocknet und dann in 20 μl DEPC-Wasser aufgenommen. Zur 

cDNA Synthese wurde der First-Strand cDNA Synthesis Kit (GE Healthcare) verwendet. Hierfür wur-

den 100 ng mRNA eingesetzt. Anschließend wurde nach dem Protokoll im Handbuch vorgegangen.

6.8 RNAi

Um Jmjd6 in Humanzellen (293T, HeLa) herunter zu regulieren wurden die stealth siRNAs 132, 275 

und control-275 von Invitrogen benutzt. Stealth-132 korrespondiert zu den Nuk. 132-156, stealth-

275 zu den Nuk. 275-299 des ORF von Jmjd6. Als Negativkontrolle fungierte stealth-control-275 die 

keine korrespondierende Sequenz im Jmjd6 hat. Die Transfektion der siRNAs wurde mit Lipofecta-

min2000 (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die besten “knock-down” Ergeb-

nisse wurden mit folgendem Prozedere erreicht:

Die Zellen (ca. 50-60 % konfl uent im 12-well) wurden am Tag 1 mit 200 nM stealth-132, stealth-

275 bzw. stealth-control-275 transfi ziert. Als weitere Kontrolle diente eine mock-Transfektion ohne 

siRNA. Am Tag 2 (20h nach Transfektion) wurden die Zellen aus dem 12-well in ein 6-well passagiert 

und 4 h später mit je 200 nM passender siRNA retransfi ziert. Den effektivsten “knock-down” konnte 

man dann am Tag 5 registrieren. Kontrolliert wurde der Effekt sowohl in der Immunfl uoreszenz mit 

anti-Jmjd6 Antikörper, als auch im Western Blot.

“in-vivo-splicing-assay”:

Hierfür wurden die Zellen am Tag 4 mit pTN24 transfi ziert und anschließend wie unter 6.17 be-

schrieben behandelt.

siRNA Sequenz

132 UAA CGU GGA AAG GGC AGA UGC UUU A

275 GGA AAU AUC GGA ACC AGA AGU UCA A

275-control GGA UAU GGC CAA GAC GAA UUA ACA A
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6.9 Tandem-Affi nity-Purifi cation (TAP-tag)

Transfektion:

Pro Ansatz wurden ca. 4x 108 HEK 293T Zellen transient mit pECFP-N1-TAPc-Jmjd6 transfi ziert (PEI 

7.0). 24 h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert.

Lyse:

Die Zellen wurden mit PBS (kalt) gewaschen und abgekratzt. Im Eppendorfgefäß bei 1000g, 4°C, 5 

min zentrifugiert und das Zellpellet anschließend mit Lysepuffer für 15 min auf Eis inkubiert. Nach 

zwei Zyklen Stickstoff und 25°C Wasserbad im Wechsel wurde 1 min, 13000g, 4°C zentrifugiert. 

Lysepuffer

150 mM NaCl

20 mM Tris-HCl, pH = 8,0

0,5% NP40

C10

Pefabloc

100 μl Phosphatase Inhibitor Coktail 1

100 μl Phosphatase Inhibitor Coktail 2

100 nM Okadaische Säure

5 mM DTT

2 mM N-Oxalylglycin (optional, nur in Ansatz 2 eingesetzt!)

Reinigungsschritt 1 - IgG Sepharose:

Die äquilibrierte Sepharose (IgG Sepharose 6 Fast Flow, Amersham) wurde mit dem Lysatüberstand 

bei 4°C über Nacht am Drehrad inkubiert. Anschließend auf eine Säule geladen und 2x mit 30 ml 

IPP150-Puffer gewaschen. Für die proteolytische Spaltung des TAP-tags mit TEV Protease (AcTEV 

Protease, Invitrogen) wurden 30U TEV Protease (15U/ml Lysat) eingesetzt, inkubiert in 3 ml IPP150-

Puffer und 3 h bei 4°C rotiert.

IPP150 Puffer

150 mM NaCl

10 mM Tris-HCl, pH = 8,0

0,1% NP40
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Reinigungsschritt 2 - Calmodulin-Affi nitätssäule:

Das TEV-Protease Eluat wurde mit 9 ml IPP150-CBB Puffer und 9 μl CaCl2 auf die Calmodulin-Af-

fi nitätssäule  (Calmodulin Affi nity Resin, Stratagene) gegeben und 3 h bei 4°C rotiert. Nach einem 

Waschschritt mit 30 ml IPP150-CBB Puffer konnten die gebundenen Proteine mit 3 ml IPP-CEB-Puff-

er von der Calmodulin-Affi nitätssäule eluiert werden. Dazu wurde 30 min bei 4°C auf dem Drehrad 

inkubiert.

IPP150-CBB Puffer

150 mM NaCl

10 mM Tris-HCl, pH = 8,0

0,1% NP40

1 mM Mg-Acetat

1 mM Imidazol

2 mM CaCl2

10 mM β-Mercaptoethanol

IPP150-CEB Puffer

150 mM NaCl

10 mM Tris-HCl, pH = 8,0

0,1% NP40

1 mM Mg-Acetat

1 mM Imidazol

2 mM EGTA

10 mM β-Mercaptoethanol

Proteinfällung mit Trichloressigsäure (TCA):

Um die Proteinkonzentration im fi nalen Eluat zu erhöhen wurden die Proteine mit TCA gefällt. Die 

TCA Endkonzentration soll 12% betragen. Nach einem Zentrifugationsschritt (16000g, 4°C, 40 min) 

wurde das Pellet 2x mit Aceton gewaschen und danach 15 min bei 16000g, 4°C zentrifugiert. Das 

Pellet bei 56°C 2 min getrocknet und anschließend in 60 μl Wasser aufgenommen. Diese Proben 

wurden dann für die massenspektrometrische Analyse verwendet.
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6.10 “Multidimensional Protein Identifi cation Technology” (MudPIT)

Das halbe fi nale Eluat (ca. 120 μg Protein) eines Jmjd6-TAP-tag-Experiments aus 4x 108 HEK 293T 

Zellen wurde für eine mudPIT Analyse eingesetzt. Die Analyse wurde im Labor von John Yates am 

Scripps Research Institute in La Jolla, CA, USA durchgeführt.

Vor der massenspektrometrischen Analyse erfolgte der proteolytische Verdau mit Trypsin und die 

Auftrennung des Peptidgemisches über eine 2-Säulen-Chromatographie. Säule 1 ist ein starker Ka-

tionenaustauscher (SCX; Partisphere strong cation exchange resin; Whatman, Clifton, NJ, USA), von 

dem einzelne Fraktionen mit steigenden Salzkonzentrationen eluiert wurden und direkt auf Säule 2 

(Aqua C18 reversed phase 5 μm resin; Phenomenex, Torrance, CA, USA) geladen wurden. Mit stei-

gendem Acetonitril-Gradient wurde von Säule 2 direkt in die Ionisierungsquelle eines LCQ-Tandem-

massenspektrometers eluiert. Die Vorgehensweise folgt dem Protokoll aus Delahunty & Yates, Meth-

ods, 2005. Die Identifi kation der Peptide/Proteine wurde mit der SEQUEST und DTASelect Software 

durchgeführt (Sadygov RG et al, 2004).

6.11 GFP “Pulldown”

Humane embryonale Nierenzellen (HEK 293T; ca. 9x 105) wurden wie unter 6.5 beschrieben mit 

einem GFP- oder YFP-Konstrukt transient transfi ziert. Als Kontrolle diente entweder der leere pEGFP-

C1- oder pEYFP-C1-Vektor. 24 h nach Transfektion wurden Zelllysate mit 30 μl Lysepuffer (NET; 

siehe 6.6) hergestellt. Die Lysat-Überstände wurden anschließend mit Lysepuffer ohne NP-40 auf 

60 μl verdünnt. 10% dieser Verdünnung wurden für die spätere Analyse abgenommen (Input). Der 

restliche Überstand wurde mit 20 μl GFP-nanotrap (Rothbauer U et al., 2008) inkubiert und 1 h bei 

4°C gedreht. Nach der Zentrifugation bei 5000 g für 2 min (10% abnehmen = Durchfl uss) wurde 

zweimal mit Waschpuffer (300 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 8) gewaschen und anschließend das Pellet 

(GFP nanotrap Sepharose beads) direkt mit 100 μl 2x SDS-Gel-Laufpuffer versetzt und für 5 min bei 

95°C inkubiert. Abschließend wurde noch einmal zentrifugiert (5000 g, 2 min) und dann die inter-

agierenden Proteine im Western Blot nachgewiesen.
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6.13 Immunpräzipitation mit anti-U2AF65 Antikörper (U4758)

Um an endogenem U2AF65 Hydroxy-Lysin nachweisen zu können, wurden ca. 3x108 HeLa-Zellen 

lysiert (NET-Puffer, siehe 6.6) und 10 min bei 14000g zentrifugiert. Der lösliche Überstand wurde mit 

30 μl monoklonalem anti-U2AF65 Antikörper (U4758, Sigma) für eine Stunde bei 4°C inkubiert (Als 

Kontrollansatz fungierte eine identische Probe, die nicht mit Antikörper inkubiert wurde). Mit 60 μl 

Protein G Sepharose 4 fast fl ow (Amersham Biosciences) konnte der Antikörper präzipitiert werden 

(1 h, 4°C). Nach drei Waschschritten (Waschpuffer: 300 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 8) wurden die 

Sepharose in Ladepuffer 5 min bei 95°C inkubiert und anschließend auf ein 4-12% Gradientengel 

(NuPage, Invitrogen) aufgetragen und die Bande der richtigen Größe ausgeschnitten und massen-

spektrometrisch untersucht.

6.14 Immunpräzipitation mit anti-Jmjd6 Antikörper (ab10526)

Um an endogenem Jmjd6 Hydroxy-Lysin nachweisen zu können, wurden ca. 4x108 HeLa-Zellen ly-

siert (NET-Puffer, siehe 6.6) und 10 min bei 14000g zentrifugiert. Der lösliche Überstand wurde mit 

30 μl polyklonalem anti-Jmjd6 Antikörper (ab10526, Abcam) für eine Stunde bei 4°C inkubiert (Als 

Kontrollansatz fungierte eine identische Probe, die nicht mit Antikörper inkubiert wurde). Mit 60 μl 

Protein G Sepharose 4 fast fl ow (Amersham Biosciences) konnte der Antikörper präzipitiert werden 

(1 h, 4°C). Nach drei Waschschritten (Waschpuffer: 300 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 8) wurden die 

Sepharose in Ladepuffer 5 min bei 95°C inkubiert und anschließend auf ein 4-12% Gradientengel 

(NuPage, Invitrogen) aufgetragen und die Bande der richtigen Größe (Monomerbande) ausgeschni-

tten und massenspektrometrisch untersucht.

6.12 “Fluorescent two-hybrid (F2H) assay”

(Zolghadr K et al., 2008)

Transgene baby hamster kidney (BHK) Zellen (Klon #2, Tsukamoto T et al., 2000) wurden wie unter 

6.5 beschrieben mit einem GFP-Konstrukt und einem pF2H-bait-Konstrukt (Zolghadr K et al., 2008) 

transient transfi ziert. 24 h nach Transfektion wurden sie fi xiert.
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6.15 In-Gel-Verdau von U2AF65

Entfärben:

Für die massenspektrometrische Analyse wurde U2AF65 nach der Immunpräzipitation mit anti-

U2AF65 Antikörper (siehe 6.13) auf ein 4-12%-SDS-Gel geladen und das Gel anschließend mit 

colloidalem Coomassie G250 gefärbt. Banden mit der richtigen Größe wurden ausgeschnitten und 

anschließend 10 min in 2 ml 50% Ammoniumhydrogencarbonat (AHC) in Ethanol bei 37 °C geschü-

ttelt. Danach wurde 10 min in 2 ml 100% Ethanol bei 37 °C geschüttelt. Diese Prozedur wurde so-

lange wiederholt, bis das Gelstück komplett entfärbt war.

Reduktion und Alkylierung:

Entfärbte Gelstücke inkubierten anschließend für 45 min bei 56 °C in AHC (25 mM) und DTT (10 

mM) um Disulfi dbrücken zu reduzieren, bevor sie dann 30 min in AHC (25 mM) und Iodacetamid (55 

mM) im Dunkeln schüttelten. Die Gelstücke wurden anschließend zweimal je 10 min gewaschen (2 

ml 50% AHC in Ethanol, 37 °C) und dehydriert (2 ml 100% Ethanol, 37 °C) im Wechsel. Nach dem 

letzten Schritt sollte das Ethanol komplett verdampfen. Für alle weiteren Schritte wurden Volumina 

eingesetzt, die immer in Abhängigkeit von der Größe der Gelstücke ausreichend waren, um die Gel-

stücke komplett zu bedecken.

Verdau:

Für den In-Gel-Verdau wurde die Peptidase Lys-C mit einer Konzentration von 12,5 ng/μl verwendet. 

Nach 10 min Inkubation auf Raumtemperatur wurde das doppelte Lys-C Volumen an AHC (25 mM) 

zugegeben. Der Verdau inkubierte anschließend über Nacht bei 37 °C.

Peptidelution aus Gel:

Zum Verdau wurde soviel Trifl uor-Essigsäure (TFA) zugegeben, dass diese eine Endkonzentration 

von 3% hatte. Dieser Überstand und auch alle folgenden Überstände wurden in einem Eppendorf-

Gefäß vereint und gesammelt. Zu den Gelstücken wurde anschließend 30% Acetonitril (ACN) / 3% 

TFA zugegeben und diese danach für 20 min bei Raumtemperatur geschüttelt. Der Überstand wurde 

gesammelt und die Gelstücke anschließend in 80% ACN aufgenommen und wieder für 20 min bei 

Raumtemperatur geschüttelt. Auch dieser Überstand wurde gesammelt und die Gelstücke danach 

in 100% ACN bei Raumtemperatur für 10 min geschüttelt. Der Überstand wurde wieder gesammelt. 

Das Volumen der gesammelten Überstände wurde mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge auf etwa 50 
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- 100 μl reduziert. Diese Proben wurden nun entweder eingefroren oder direkt für die massenspek-

trometrische Analyse verwendet.

6.16 LC-MS/MS

Zur besseren Aufreinigung und Fraktionierung vor der LC-MS-Analyse wurden die Peptid-Proben 

auf Säulen, sog. “StageTips” geladen. Als Säulenmaterial wurden hierbei C18-Silica und ein starker 

Kationenaustauscher (SCX) verwendet. Von den Säulen eluiert wurden die Proben in 96-well-Plat-

ten und anschließend in einer Vakuumzentrifuge erneut konzentriert. Die Vorgehensweise folgt dem 

Protokoll aus Rappsilber J. et al, Nature Protocols, 2007.

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte in der Gruppe von Matthias Mann (MPI für Biochemie, 

Martinsried) an einem LTQ Orbitrap Massenspektrometer. Dabei wurde zur Elution ein Gradient (90 

Minuten) von 2% - 45% Puffer B (80% ACN in Wasser) verwendet. Die Identifi kation der Pep-

tide/Proteine wurde mit der MaxQuant Software durchgeführt (Cox J & Mann M, 2008). Es wurden 

letztendlich nur Proteine betrachtet, die wenigstens durch zwei Peptide repräsentiert wurden, bei 

denen die Wahrscheinlichkeit für einen falsch-positiven Treffer weniger als 5% war und die Massen-

genauigkeit bei weniger als 3 ppm lag.

6.17 “Double-reporter-splicing-assay”

(Nasim MT et al, 2002; Nasim & Eperon, 2006)

Das Plasmid pTN24 trägt β-Galactosidase und Luciferase (β-Gal, Luc) unter Kontrolle eines SV40-

Promotors. Die beiden Reportergene sind durch ein Intron getrennt, das drei STOP-Codons im rich-

tigen Leserahmen trägt. HeLa-Zellen wurden mit pTN24 transient transfi ziert. Kotransfi ziert wurden 

verschiedene Konstrukte im pcDNA3-Plasmid: Wildtyp Jmjd6, ASM2-Jmjd6-Mutante, HyIns1 (ProIn-

sulin 1, Hydra vulgaris). Als weitere Kontrolle diente der leere pcDNA3-Vektor. 

Enzymaktivität:

24 h nach Transfektion wurden die Zellen 15 min mit “Passive Lysisbuffer” (Dual-Luciferase Reporter 

Assay System, Promega) inkubiert und anschließend 1 min bei 14000 g zentrifugiert. Jeweils 10 μl 
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Primer Sequenz

GalFor AAC ATC AGC CGC TAC AGT CAA

LucRev ACG TGA TGT TCT CCT CGA TAT

des löslichen Überstands wurden für eine Messung der Enzymaktivität eingesetzt. Gemessen wurde 

in beiden Fällen in einem Luminometer (Lumat 9501, Berthold).

Für die Detektion der Luciferase-Aktivität wurden je 100 μl Luciferase Assay Puffer II (Dual-Luci-

ferase Reporter Assay System, Promega) nach Angaben des Herstellers verwendet. Jeder Ansatz 

wurde dreimal unabhängig gemessen und anschließend der Mittelwert gebildet.

Für die Detektion der β-Galactosidase-Aktivität wurde Galacto-Light Reagenz (Applied Biosystems) 

nach Angaben des Herstellers verwendet. Nach Zugabe der 10 μl Lysat inkubierte der Ansatz genau 

(!) 30 min bei Raumtemperatur, bevor er gemessen wurde. Jeder Ansatz wurde dreimal unabhängig 

gemessen und anschließend der Mittelwert gebildet.

Semiquantitative PCR:

24 h nach Transfektion wurde die Gesamt-mRNA aus den Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben 

(siehe 6.7). Die cDNA wurde dann für die PCR mit zwei Primern (GalFor, LucRev) eingesetz, die das 

Intron zwischen β-Gal und Luc einschließen.
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