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2.1 Mutanten des Zinkfingerproteins Gfi-1

Zu Beginn der Arbeit war über die Struktur und Funktion von Gfi-1 wenig bekannt (vergleiche 1.5). Eine Analyse der Proteinsequenz zeigte drei auffällige Abschnitte. Die Aminosäuren 1-20 sind unter mehreren transkriptionellen Repressoren konserviert und wurden daher als SNAG-Domäne bezeichnet (Grimes et al., 1996). Die Aminosäuren 257 bis 455 kodieren für insgesamt 6 Zinkfinger des Typs C2-H2. Daher wurden insgesamt 6 Mutanten des Gfi-1 Proteins über PCR und die Primer Gfi-A bis Gfi-F generiert und sequenziert (Gilks et al., 1993, Abb. 6 oben). Die Mutanten wurden mit den römischen Ziffern I bis VI bezeichnet und als Fusionsproteine mit der DNA-bindenden Domäne des bakteriellen LexA Proteins in Hefen exprimiert (Abb. 6, Rödel, 1995). Ihre Expression im Hefestamm L40 konnte erfolgreich mit einem LexA-Antikörper nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Ihr intrinsisches Transaktivierunspotential war niedrig, denn es konnte nur ein geringes Wachstum der Hefen unter Histidin-selektiven Bedingungen beobachtet werden. Eine Zugabe von 20 mM Aminotriazol zum Medium konnte ein Wachstum aller LexA Gfi-1 Mutanten innerhalb von vier Tagen vollständig unterdrücken. Daher sind alle LexA Gfi-1 Mutanten für einen Einsatz bei einer Interaktionpartnersuche nach dem „Two-Hybrid“ System geeignet.

2.2 Suche nach Gfi-Interaktionspartnern
Nachdem sich alle LexA-Gfi Proteine für eine Interaktionssuche als geeignet herausgestellt hatten, wurde entschieden, das Konstrukt LexA Gfi-I einzusetzen, welches das gesamte Gfi-1 als LexA Fusionsprotein exprimieren kann. Auf diese Weise sollten sowohl Interaktionspartner der Zinkfinger, die nicht alle für DNA-Bindung notwendig sind (vergleiche 1.5), als auch Interaktionspartner des n-terminalen Abschnitts gefunden werden. Die eingesetzte cDNA Bibliothek stammte aus Mausembryonen (Tag 10,5 p. c.). Die cDNA Inserts waren bei ihrer Herstellung auf eine Größe von ca. 350-700 Nukleotide selektioniert worden und liegen als c-terminale Fusionskonstrukte des Transaktivators VP16 vor. (Hollenberg, persönliche Mitteilung, siehe Material und Methoden). Die Bibliothek wurde insgesamt zweimal amplifiziert.

[image: image1..pict]Abb. 6: Die Gfi-1 Mutanten I - VI

Alle PCR Produkte sind c-terminal vom LexA Protein in die BamHI/EcoRI Schnittstellen inseriert und danach sequenziert worden. Die relative Position der verwendeten Primer (siehe Material und Methoden) ist durch Pfeile eingezeichnet.

Die Bibliothekskonstrukte verhalten sich in Hefen als Plasmide mit mehrfacher Kopienzahl (2( ORI), kodieren für den auxotrophen Marker Leu2 und die Transkription der VP16-Fusionsproteine wird in Hefe konstitutiv durch den Alkoholdehydrogenase (ADH) Promotor angetrieben (siehe auch Material und Methoden). Die Gesamtkomplexität der embryonalen Genbibliothek liegt bei ca. 1 Million unabhängiger Klone. Insgesamt sind bei der Suche 1,5 Millionen primäre Hefetransformanden in Gegenwart von 20 mM Amino-triazol (vergleiche 2.1) unter Histidin-selektiven Bedingungen ausplattiert worden (Abb. 7 a). Nach vier Tagen wurden die gewachsenen Hefeklone nach dem Schema in Abb. 7 a weiteranalysiert. Zunächst wurden alle Hefeklone unter nicht Histidin-selektiven Bedingungen auf die Aktivität der (-Galaktosidase getestet. Für die Weiterverwendung wurden nach drei bis fünf Tagen nur die (-Galaktosidase positiven Klone (blaue Kolonien) verwendet. Aus diesen Hefen wurde das Bibliotheksplasmid isoliert, in Bakterien vermehrt und das Insert durch Sequenzierung weiter analysiert. Die Sequenzanalyse ergab, daß insgesamt vier Inserts (Ubc9, „Barry“, „Robin“, „Andy“) mehrfach bei der Interaktions-suche gefunden worden waren. Das Insert Ubc9 enthielt fast den gesamten kodierenden Bereich eines bereits bekannten Proteins, alle anderen Inserts konnten bei einem Vergleich mit einer Sequenzdatenbank zunächst keinen bekannten Proteinen zugeordnet werden. Die Bibliotheksplasmide, die diese Inserts enthielten, wurden nun erneut mit den LexA Gfi-1 Mutanten im L40 Hefestamm auf Interaktion mit Gfi-1 und seinen Mutanten durch Messung der (-Galaktosidaseaktivität getestet (Abb. 7 b). Dieses Experiment zeigte, daß alle potentiellen Interaktionspartner hauptsächlich mit dem n-terminalen Anteil von Gfi-1 (= Gfi-II) interagieren. Durch die Interaktionssuche in Hefe konnten also zunächst 4 Genabschnitte von potentiellen Interaktionspartnern isoliert werden. Alle Klone aus der primären Suche, die nur einmal vorhanden waren, wurden nicht weiter analysiert.

[image: image2..pict]Abb. 7: Selektionsschema der Interaktionssuche und Bestimmung der (-Galaktosidaseaktivität der vier ausgewählten Interaktionspartner

a) Das Vorgehen bei der Interaktionssuche ist schematisch von oben nach unten dargestellt. Nach Ausplattieren der mit der Genbibliothek transformierten Hefen wurden folgende experimentellen Einzelschritte durchgeführt: Schritt 1: Isolierung der Klone, die die Histidinselektion überstehen. Schritt 2: Bestimmung der Klone, die zusätzlich (-Galaktosidaseaktivität zeigen. Schritt 3: Charakterisierung und Sequenzierung der Bibliotheksplasmide. Schritt 4: Erneuter Test der Interaktionskandidaten auf (-Galaktosidaseaktivität in Hefe

b) Ergebnis der (-Galaktosidaseaktivität der vier Interaktionskandidaten „Andy“, „Barry“, „Robin“, Ubc9. Y-Achse: relative (-Galaktosidaseaktivität, x-Achse: 1) LexA Gfi-I, 2) LexA Gfi-II, 3) LexA Gfi-III, 4) LexA. Die Balken repräsentieren den Mittelwert aus drei einzelnen Experimenten. Die Fehlerbalken entsprechen der jeweiligen Standardabweichung. Die LexA Gfi-1 Konstrukte haben ohne Bibliotheksplasmid in dieser Messung eine vernachlässigbar kleine (-Galaktosidaseaktivität.

Da Gfi-1 in der Maus sehr geweberestriktiv exprimiert wird (vergleiche 1.5), zur Interaktionssuche jedoch eine embryonale Genbibliothek verwendet worden ist, erschien es sinnvoll, zunächst die Expression der potentiellen Interaktionspartner zu überprüfen und dadurch ihren Kreis einzuengen. Bei einer Analyse der RNA-Expression stellte sich heraus, daß die Partner „Andy“ und „Robin“ ausschließlich im Hoden exprimiert werden (Daten nicht gezeigt). Da das Hauptinteresse der Arbeitsgruppe aber die Onkogenese im lymphatischen System ist, wurde von einer weiteren Analyse dieser potentiellen Interaktionspartner abgesehen. Die Ubc9 mRNA wird ubiquitär exprimiert (Daten nicht gezeigt), von einer Analyse der möglichen Gfi-1-Ubc9 Interaktion wurde aber abgesehen, weil Ubc9 in sehr vielen Interaktionsstudien in Hefe gefunden wurde und vermutlich ein häufig vorkommender falsch positiver Kandidat ist (siehe auch 3.1.2.2). Der Interaktionspartner „Barry“ ist ebenfalls ubiquitär exprimiert (vergleiche 2.4). Da es sich bei „Barry“ um ein unbekanntes Gen handelte, wurde dieser Interaktionspartner weiter analysiert.

2.3 Identifizierung von „Barry“ als Teil der vollängen cDNA von Pias3

Eine erneute Datenbankabfrage zu einem späteren Zeitpunkt ergab dann, daß die Sequenz von „Barry“ mit dem c-terminalen Bereich des Proteins Pias3 (Chung et al., 1997, siehe auch 1.4) identisch ist. Die Übereinstimmung erstreckt sich über den gesamten Bereich des Inserts aus der embryonalen Genbibliothek (Abb. 8 a) und der Leserahmen, der durch den VP16-Anteil n-terminal des Inserts vorgegeben war, ist mit dem des Pias3 Proteins identisch. Folglich entspricht der in der Interaktionssuche isolierte Hefeklon „Barry“ dem c-Terminus von Pias3.

Um die vollständige Pias3 cDNA zu erhalten, wurde eine embryonale murine cDNA Bank mit dem „Barry-Insert“ als Probe abgesucht. Es konnte nur ein weiteres Fragment der Pias3 cDNA isoliert werden, daß nicht den vollständigen publizierten 5´ Bereich enthielt. Die isolierte cDNA bestand darüberhinaus aus Bereichen, die offensichtlich nicht zum Pias3 Gen gehörten (Daten nicht gezeigt). Sie wurde daher in weiteren Experimenten nicht mehr verwendet. Als Alternative wurde versucht das 5´ Ende von Pias3 über RACE-PCR zu isolieren (Primer siehe Abb. 8 a, RACE-PCR vergleiche Material und Methoden). Es konnten mehrere 5´ Enden von Pias3 isoliert werden, die jedoch alle im 5´ Bereich eine von der publizierten Sequenz abweichende DNA-Sequenz aufwiesen. Vermutlich stellen sie eine Spleißvariante der zuerst publizierten Pias3 Sequenz dar (Abb. 8 a). Für das mit Pias3 verwandte Protein Pias1 sind solche Spleißvarianten im 3´ Bereich der kodierenden Sequenz schon beschrieben worden (Liu et al., 1998). Daher ist für alle folgenden Experimente die publizierte cDNA von Pias3 verwendet worden, die von K. Shuai, Los Angeles USA, zur Verfügung gestellt worden ist (Chung et al., 1997).

2.4 Strukturelle Analyse von Pias3 und von möglichen homologen Proteinen

Das Pias3 Protein hat eine Länge von 583 Aminosäuren und ein Molekulargewicht von 68 kDa. Eine Analyse der Proteinsequenz ergab die Anwesenheit eines Zinkfingermotivs vom Typ C2-C2 bzw. H2-C2 (Chung et al., 1997, Wu et al., 1997, Abb. 8 b). Weiterhin fand sich weiter c-terminal eine Abfolge saurer Aminosäuren (Liu et al., 1998). Ein Absuchen der PROSITE Datenbank nach potentiellen Phosphorylierungstellen lieferte eine mögliche PKA Phosphorylierungsstelle und mehrere Casein Kinase II und PKC Phosphorylierungsstellen. Ein Vergleich der Proteinsequenz zwischen Pias3 und Pias1 zeigte, daß in besonders hohem Maße der n-Terminus (As 1-68) zwischen den beiden Proteinen konserviert ist (in Abb. 8 b nicht gezeigt). Eine weitere hochkonservierte Region fand sich zwischen As 78-373 (Pias3) bzw. As 121-417 (Pias1). Diese Region umfaßt den potentiellen Zinkfinger (Abb. 8 b). Eine Datenbanksuche mit diesem Sequenzabschnitt führte zur Entdeckung einiger Proteine, die einen homologen Bereich enthalten (Abb. 8 b). Interessanterweise ist der potentielle Zinkfinger zwischen allen Vertretern konserviert. Das Gu BP (Gu-Binding Protein) ist vermutlich das humane Homolog zu Pias1 (Liu et al., 1998). Es wurde durch eine Interaktionspartnersuche in Hefe als Interaktionspartner des Gu-Proteins identifiziert (Valdez et al., 1997). Das Gu-Protein war als humanes nukleäres Autoantigen gefunden worden und ist identisch mit RNA-Helikase II (Valdez et al., 1997). Miz1 (mMsx interacting zinc finger) ist durch dasselbe Verfahren als Interaktionspartner des Homeoboxgenes Msx2 identifiziert worden (Wu et al., 1997). hDEAD/H binding protein ist wahrscheinlich eine Spleißvariante von Pias1 (Liu et al., 1998). rKChAP (K+ channel-associated protein) ist ebenfalls im „Two-Hybrid“ System als Interaktionspartner eines spannungsgesteuerten Kaliumionenkanals identifiziert worden, das die Expression des Ionenkanalproteins vermutlich durch direkte Interaktion steuert (Wible et al., 1998). rARIP3 (rat androgen receptor interacting protein 3) ist als Interaktionspartner des Androgenrezeptors gefunden worden, der die Funktion eines transkriptionellen Koregulators hat (Moilanen et al., 1998).

In Abb. 8 c sind die Ergebnisse der Sequenzanalyse in Form eines phylogenetischen Stammbaumes zusammengefaßt. Nach dieser Analyse lassen sich drei Gruppen unter-scheiden. Gruppe 1 sind das hDEAD/H binding protein, hGu BP (hPias1) und mPias1. Gruppe 2 bilden rARIP3 und Miz1 und Gruppe 3 bilden mPias3 und rKChAP.

[image: image3..pict]Abb. 8: Sequenzvergleich zwischen „Barry“ und der Pias Proteinfamilie

a) Schema der Position des „Barry-Inserts“, der verwendeten Primer und des 5´ RACE-PCR Klons innerhalb der Pias3 cDNA. Der nicht mit der publizierten Pias3 Sequenz identische Teil des 5´ RACE-PCR Klons ist durch einen Kasten gekennzeichnet.

b) (nächste Seite) Sequenzvergleich der Proteine hDEAD, hGu BP, mPias1, rARIP3, Miz1, mPias3, rKChAP nach Jotun Hein. Homologe Bereiche sind grau unterlegt. Die zwei schwarzen Kästen kennzeichnen den potentiellen Zinkfinger. Die Position der Aminosäuren ist von den jeweiligen Proteinen abgeleitet.

c) Phylogenetischer Stammbaum der PIAS Proteinfamilie. Die Länge der Äste ist ein Maßstab für den Verwandtschaftsgrad.
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 2.5 RNA-Expressionsanalyse von Pias3 

Eine Analyse der RNA-Expression sollte einerseits klären in welchem Gewebe Pias3 exprimiert wird (vergleiche 2.2), andererseits sollte untersucht werden, ob die Expression von Pias3 einer Regulation unterliegt, wie sie für Gfi-1 bereits gezeigt wurde (Gilks, et al., 1993, Holger Karsunky, persönliche Mitteilung). Für alle Expressionsanalysen wurde das „Barry-Insert“ (vergleiche 2.3) als Probe verwendet. Die Analyse der gewebespezifischen Expression von Pias3 zeigte, daß die cDNA von Pias3 ca. 3,6 kB groß ist und in allen untersuchten Mausgeweben exprimiert wird (Abb. 9 a oberes Bild, vergleiche auch Chung et al, 1997). Zur Kontrolle wurde eine Membran verwendet, die bereits mit einer Gfi-1 Sonde (Zörnig, 1995) und mit GAPDH (Abb. 9 b, unteres Bild) hybridisiert worden war.

Da Gfi-1 in ruhenden T-Zellen kaum exprimiert ist, jedoch durch Aktivierung mit TPA stark induziert werden kann, war von Interesse, ob auch die Pias3 Expression während der T-Zellaktivierung reguliert wird. Abb. 9 b zeigt eine Expressionsanalyse von stimulierten peripheren murinen T-Zellen. Pias3 war ebenso wie Gfi-1 in ruhenden T-Zellen nur schwach exprimiert (Abb. 9 b linkes und rechtes Bild, 0 h). Nach Stimulation mit TPA stieg die Expression von Pias3 während der ersten 30 Minuten bis zu einem Maximum an (Abb. 9 b rechtes Bild, 0,5 h), fiel innerhalb der nächsten zwei Stunden kurz ab (Abb. 9 b rechtes Bild, 3. und, 3 h), um danach noch einmal anzusteigen (Abb. 9 b rechtes Bild, 6 h und 12 h). Die Expression von Gfi-1 stieg in diesem Experiment ab den ersten 30 Minuten an, erreichte nach einer Stunde den Höhepunkt und fiel dann wieder ab (Abb. 9 b rechtes Bild, 0 h – 4 h). Nach 12 Stunden hatte das Gfi-1 Expressionsniveau fast wieder den Ausgangswert erreicht (Abb. 9 b rechtes Bild, 12 h). In einem zweiten Experiment wurde zur Stimulation der murinen peripheren T-Zellen die Kalziumionophore Ionomycin verwendet (Abb. 9 b linkes Bild). Die Expression von Pias3 war lediglich nach 12 Stunden im Vergleich zu den anderen Meßpunkten etwas erhöht (Abb. 9 b linkes Bild, 12 h). Die Expression von Gfi-1 stieg innerhalb einer halben Stunde leicht an veränderte sich danach jedoch nicht mehr (Abb. 9 b linkes Bild, 0,5 h). Im Gegensatz zu einer Stimulation durch TPA war nach Zugabe von Ionomycin sowohl bei der Expression von Pias3 als auch bei der Expression von Gfi-1 kein sprunghafter Anstieg mit einem deutlichem Gipfel zu sehen (Abb. 9 b linkes Bild, 0,5 h – 12 h). Zur Kontrolle der beiden Stimulationsexperimente wurde jeweils die Expression des „immediate-early“ Gens c-fos analysiert, die erwartungsgemäß innerhalb der ersten halben Stunde stark anstieg und danach wieder abfiel (Abb. 9 b linkes und rechtes Bild, zur Funktion von c-fos siehe Müller et al., 1993). Die Expressionsanalysen nach T-Zellstimulation zeigten, daß sowohl Gfi-1 als auch Pias3 in ruhenden T-Zellen nur schwach exprimiert waren, ihre Expression aber nach Aktivierung durch TPA reguliert wurde. Die Pias3 Expression zeigte dabei zunächst einen ähnlichen Verlauf wie die Expression des „immediate-early“ Gens c-fos und ging der Expression von Gfi-1 zeitlich voraus. Nach 12 Stunden war ein zweiter Anstieg der Pias3 Expression zu sehen. Dieser zweite Anstieg war auch in abgemilderter Form bei der Stimulation durch Ionomycin zu sehen Diese Experimente wiesen daraufhin, das Pias3 womöglich ähnlich wie Gfi-1 eine Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen spielt (Zörnig et al., 1996).

[image: image5..pict]Abb. 9: Expressionsanalyse von Pias3 und Gfi-1

a) Expression von Pias3 in verschiedenen Mausgeweben. Oberes Bild: Expression von Pias3. Unteres Bild: Normalisierung mit GAPDH. Gewebe: 1: Herz, 2: Gehirn, 3: Milz, 4: Lunge, 5: Leber, 6 Skelettmuskel, 7: Niere, 8: Hoden. Aufgetragen sind 2,5 µg Poly A RNA (Clonetech).

b) (nächste Seite) Expression von Pias3, Gfi-1 und c-Fos zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stimulation von peripheren murinen T-Zellen mit Ionomycin (links) oder TPA (rechts). Der gleichmäßige Transfer der RNA wurde durch Ethidiumbromidfärbung kontrolliert (siehe Material und Methoden). Aufgetragen sind 10 µg Gesamtzell-RNA
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/tc1 [0 0 0 1] def 
/tc2 [0 0 0 1] def 
/storerect{/top xdf /right xdf /bottom xdf /left xdf 
/width right left sub def /height top bottom sub def}bdf
/concatprocs{
 systemdict /packedarray known 
 {dup type /packedarraytype eq 2 index type /packedarraytype eq or}{false}ifelse
 { 
/proc2 exch cvlit def /proc1 exch cvlit def
proc1 aload pop proc2 aload pop
proc1 length proc2 length add packedarray cvx
 }
 { 
/proc2 exch cvlit def /proc1 exch cvlit def
/newproc proc1 length proc2 length add array def
newproc 0 proc1 putinterval newproc proc1 length proc2 putinterval
newproc cvx
 }ifelse
}bdf
/i{dup 0 eq
 {pop df dup} 
 {dup} ifelse 
 /clipflatness xdf setflat
}bdf
version cvr 38.0 le
{/setrgbcolor{
currenttransfer exec 3 1 roll
currenttransfer exec 3 1 roll
currenttransfer exec 3 1 roll
setrgbcolor}bdf}if
/vms {/vmsv save def} bdf
/vmr {vmsv restore} bdf
/vmrs{vmsv restore /vmsv save def}bdf
/eomode{ 
 {/filler /eofill load def /clipper /eoclip load def}
 {/filler /fill load def /clipper /clip load def}
 ifelse
}bdf
/normtaper{}bdf
/logtaper{9 mul 1 add log}bdf
/CD{
 /NF exch def 
 {    
exch dup 
/FID ne 1 index/UniqueID ne and
{exch NF 3 1 roll put}
{pop pop}
ifelse
 }forall 
 NF
}bdf
/MN{
 1 index length   
 /Len exch def 
 dup length Len add  
 string dup    
 Len     
 4 -1 roll    
 putinterval   
 dup     
 0      
 4 -1 roll   
 putinterval   
}bdf
/RC{4 -1 roll /ourvec xdf 256 string cvs(|______)anchorsearch
 {1 index MN cvn/NewN exch def cvn
 findfont dup maxlength dict CD dup/FontName NewN put dup
 /Encoding ourvec put NewN exch definefont pop}{pop}ifelse}bdf
/RF{ 
 dup      
 FontDirectory exch   
 known     
 {pop 3 -1 roll pop}  
 {RC}
 ifelse
}bdf
/FF{dup 256 string cvs(|______)exch MN cvn dup FontDirectory exch known
 {exch pop findfont 3 -1 roll pop}
 {pop dup findfont dup maxlength dict CD dup dup
 /Encoding exch /Encoding get 256 array copy 7 -1 roll 
 {3 -1 roll dup 4 -2 roll put}forall put definefont}
 ifelse}bdf
/RCJ{4 -1 roll 
 /ourvec xdf    
 256 string cvs   
 (|______) anchorsearch
 {pop    
cvn 
dup FDFJ 
exch 
1 index 
eq 
{
_bfh findfont _efh 
dup 
maxlength dict 
CD 
dup 
/FontName 
3 index 
put 
dup 
/Encoding ourvec put 
1 index 
exch 
definefont 
pop 
}
{exch pop} 
ifelse
 }
 {pop}    
 ifelse
}bdf
/RFJ{ 
 dup      
 FontDirectory exch   
 known     
 {pop 3 -1 roll pop}  
 {RCJ} 
 ifelse
}bdf
/hasfont
{
 /resourcestatus where 
 {
pop 
/Font resourcestatus
{ 
pop pop true
}
{ 
false
}
ifelse
 }
 {
dup FontDirectory exch known
{pop true}
{
256 string
cvs
(fonts/) exch MN
status
{pop pop pop pop true}
{false}
ifelse
}
ifelse
 }
 ifelse
}bdf
/FDFJ
{
 dup   
 hasfont  
 not   
 {   
pop
/Ryumin-Light-83pv-RKSJ-H
hasfont 
{
/Ryumin-Light-83pv-RKSJ-H
}
{
/Courier
}
ifelse 
 }
 if
}bdf
/FFJ{
 _bfh
 dup     
 256 string cvs  
 (|______)exch MN 
 cvn     
 dup     
 FontDirectory
 exch known   
 {     
exch 
pop 
findfont 
3 -1 roll 
pop 
 }
 {     
pop 
FDFJ 
dup findfont 
dup maxlength dict 
CD 
dup dup 
/Encoding exch 
/Encoding get 
256 array copy 
7 -1 roll 
{ 
3 -1 roll 
dup 
4 -2 roll 
put 
}forall
put 
definefont 
 }
 ifelse
 _efh
}bdf
/fps{
 currentflat   
 exch     
 dup 0 le{pop 1}if 
 {
dup setflat 3 index stopped
{1.3 mul dup 3 index gt{pop setflat pop pop stop}if} 
{exit} 
ifelse
 }loop 
 pop setflat pop pop
}bdf
/fp{100 currentflat fps}bdf
/clipper{clip}bdf 
/W{/clipper load 100 clipflatness dup setflat fps}bdf
userdict begin /BDFontDict 29 dict def end
BDFontDict begin
/bu{}def
/bn{}def
/setTxMode{av 70 ge{pop}if pop}def
/gm{m}def
/show{pop}def
/gr{pop}def
/fnt{pop pop pop}def
/fs{pop}def
/fz{pop}def
/lin{pop pop}def
/:M {pop pop} def
/sf {pop} def
/S {pop} def
/@b {pop pop pop pop pop pop pop pop} def
/_bdsave /save load def
/_bdrestore /restore load def
/save { dup /fontsave eq {null} {_bdsave} ifelse } def
/restore { dup null eq { pop } { _bdrestore } ifelse } def
/fontsave null def
end
/MacVec 256 array def 
MacVec 0 /Helvetica findfont
/Encoding get 0 128 getinterval putinterval
MacVec 127 /DEL put MacVec 16#27 /quotesingle put MacVec 16#60 /grave put
/NUL/SOH/STX/ETX/EOT/ENQ/ACK/BEL/BS/HT/LF/VT/FF/CR/SO/SI
/DLE/DC1/DC2/DC3/DC4/NAK/SYN/ETB/CAN/EM/SUB/ESC/FS/GS/RS/US
MacVec 0 32 getinterval astore pop
/Adieresis/Aring/Ccedilla/Eacute/Ntilde/Odieresis/Udieresis/aacute
/agrave/acircumflex/adieresis/atilde/aring/ccedilla/eacute/egrave
/ecircumflex/edieresis/iacute/igrave/icircumflex/idieresis/ntilde/oacute
/ograve/ocircumflex/odieresis/otilde/uacute/ugrave/ucircumflex/udieresis
/dagger/degree/cent/sterling/section/bullet/paragraph/germandbls
/registered/copyright/trademark/acute/dieresis/notequal/AE/Oslash
/infinity/plusminus/lessequal/greaterequal/yen/mu/partialdiff/summation
/product/pi/integral/ordfeminine/ordmasculine/Omega/ae/oslash 
/questiondown/exclamdown/logicalnot/radical/florin/approxequal/Delta/guillemotleft
/guillemotright/ellipsis/nbspace/Agrave/Atilde/Otilde/OE/oe
/endash/emdash/quotedblleft/quotedblright/quoteleft/quoteright/divide/lozenge
/ydieresis/Ydieresis/fraction/currency/guilsinglleft/guilsinglright/fi/fl
/daggerdbl/periodcentered/quotesinglbase/quotedblbase
/perthousand/Acircumflex/Ecircumflex/Aacute
/Edieresis/Egrave/Iacute/Icircumflex/Idieresis/Igrave/Oacute/Ocircumflex
/apple/Ograve/Uacute/Ucircumflex/Ugrave/dotlessi/circumflex/tilde
/macron/breve/dotaccent/ring/cedilla/hungarumlaut/ogonek/caron
MacVec 128 128 getinterval astore pop
/findheaderfont {
 /Helvetica findfont 
} def
end %. AltsysDict
%%EndResource
%%EndProlog
%%BeginSetup
AltsysDict begin
_bfh 
%%IncludeResource: font Times-Roman
MacVec 256 array copy
/f0 /|______Times-Roman dup RF findfont def
_efh 
end %. AltsysDict
%%EndSetup
AltsysDict begin 
/onlyk4{false}ndf
/ccmyk{dup 5 -1 roll sub 0 max exch}ndf
/cmyk2gray{
 4 -1 roll 0.3 mul 4 -1 roll 0.59 mul 4 -1 roll 0.11 mul
 add add add 1 min neg 1 add
}bdf
/setcmykcolor{1 exch sub ccmyk ccmyk ccmyk pop setrgbcolor}ndf
/maxcolor { 
 max max max  
} ndf
/maxspot {
 pop
} ndf
/setcmykcoloroverprint{4{dup -1 eq{pop 0}if 4 1 roll}repeat setcmykcolor}ndf
/findcmykcustomcolor{5 packedarray}ndf
/setcustomcolor{exch aload pop pop 4{4 index mul 4 1 roll}repeat setcmykcolor pop}ndf
/setseparationgray{setgray}ndf
/setoverprint{pop}ndf 
/currentoverprint false ndf
/cmykbufs2gray{
 0 1 2 index length 1 sub
 { 
4 index 1 index get 0.3 mul 
4 index 2 index get 0.59 mul 
4 index 3 index get 0.11 mul 
4 index 4 index get 
add add add cvi 255 min
255 exch sub
2 index 3 1 roll put
 }for
 4 1 roll pop pop pop
}bdf
/colorimage{
 pop pop
 [
5 -1 roll/exec cvx 
6 -1 roll/exec cvx 
7 -1 roll/exec cvx 
8 -1 roll/exec cvx
/cmykbufs2gray cvx
 ]cvx 
 image
}
%. version 47.1 on Linotronic of Postscript defines colorimage incorrectly (rgb model only)
version cvr 47.1 le 
statusdict /product get (Lino) anchorsearch{pop pop true}{pop false}ifelse
and{userdict begin bdf end}{ndf}ifelse
fhnumcolors 1 ne {/yt save def} if
/customcolorimage{
 aload pop
 (_vc_Registration) eq 
 {
pop pop pop pop separationimage
 }
 {
/ik xdf /iy xdf /im xdf /ic xdf
ic im iy ik cmyk2gray /xt xdf
currenttransfer
{dup 1.0 exch sub xt mul add}concatprocs
st 
image
 }
 ifelse
}ndf
fhnumcolors 1 ne {yt restore} if
fhnumcolors 3 ne {/yt save def} if
/customcolorimage{
 aload pop 
 (_vc_Registration) eq 
 {
pop pop pop pop separationimage
 }
 {
/ik xdf /iy xdf /im xdf /ic xdf
1.0 dup ic ik add min sub 
1.0 dup im ik add min sub 
1.0 dup iy ik add min sub 
/ic xdf /iy xdf /im xdf
currentcolortransfer
4 1 roll 
{dup 1.0 exch sub ic mul add}concatprocs 4 1 roll 
{dup 1.0 exch sub iy mul add}concatprocs 4 1 roll 
{dup 1.0 exch sub im mul add}concatprocs 4 1 roll 
setcolortransfer
{/dummy xdf dummy}concatprocs{dummy}{dummy}true 3 colorimage
 }
 ifelse
}ndf
fhnumcolors 3 ne {yt restore} if
fhnumcolors 4 ne {/yt save def} if
/customcolorimage{
 aload pop
 (_vc_Registration) eq 
 {
pop pop pop pop separationimage
 }
 {
/ik xdf /iy xdf /im xdf /ic xdf
currentcolortransfer
{1.0 exch sub ik mul ik sub 1 add}concatprocs 4 1 roll
{1.0 exch sub iy mul iy sub 1 add}concatprocs 4 1 roll
{1.0 exch sub im mul im sub 1 add}concatprocs 4 1 roll
{1.0 exch sub ic mul ic sub 1 add}concatprocs 4 1 roll
setcolortransfer
{/dummy xdf dummy}concatprocs{dummy}{dummy}{dummy}
true 4 colorimage
 }
 ifelse
}ndf
fhnumcolors 4 ne {yt restore} if
/separationimage{image}ndf
/spotascmyk false ndf
/newcmykcustomcolor{6 packedarray}ndf
/inkoverprint false ndf
/setinkoverprint{pop}ndf 
/setspotcolor { 
 spots exch get
 dup 4 get (_vc_Registration) eq
 {pop 1 exch sub setseparationgray}
 {0 5 getinterval exch setcustomcolor}
 ifelse
}ndf
/currentcolortransfer{currenttransfer dup dup dup}ndf
/setcolortransfer{st pop pop pop}ndf
/fas{}ndf
/sas{}ndf
/fhsetspreadsize{pop}ndf
/filler{fill}bdf 
/F{gsave {filler}fp grestore}bdf
/f{closepath F}bdf
/S{gsave {stroke}fp grestore}bdf
/s{closepath S}bdf
 
 userdict /islevel2
 systemdict /languagelevel known dup
 {
pop systemdict /languagelevel get 2 ge
 } if
 put
 
 islevel2 not
 {
/currentcmykcolor
{
0 0 0 1 currentgray sub
} ndf
 } if
 
 /tc
 {
gsave
setcmykcolor currentcmykcolor
grestore
 } bind def
 /testCMYKColorThrough
 {
tc add add add 0 ne
 } bind def
 /fhiscomposite where not {
userdict /fhiscomposite
islevel2
{
gsave 1 1 1 1 setcmykcolor currentcmykcolor grestore
add add add 4 eq
}
{
1 0 0 0 testCMYKColorThrough
0 1 0 0 testCMYKColorThrough
0 0 1 0 testCMYKColorThrough
0 0 0 1 testCMYKColorThrough
and and and
} ifelse
put
 }
 { pop }
 ifelse
/bc4 [0 0 0 0] def 
/_lfp4 {
 /yt xdf       
 /xt xdf       
 /ang xdf      
 storerect
 /taperfcn xdf
 /k2 xdf /y2 xdf /m2 xdf /c2 xdf
 /k1 xdf /y1 xdf /m1 xdf /c1 xdf
 c1 c2 sub abs
 m1 m2 sub abs
 y1 y2 sub abs
 k1 k2 sub abs
 maxcolor      
 calcgraysteps mul abs round  
 height abs adjnumsteps   
 dup 1 lt {pop 1} if    
 1 sub /numsteps1 xdf
 currentflat mark    
 currentflat clipflatness  
 /delta top bottom sub numsteps1 1 add div def 
 /right right left sub def  
 /botsv top delta sub def  
 {
{
W
xt yt translate 
ang rotate
xt neg yt neg translate 
dup setflat 
/bottom botsv def
0 1 numsteps1 
{
numsteps1 dup 0 eq {pop pop 0.5} {div} ifelse 
taperfcn /frac xdf
bc4 0 c2 c1 sub frac mul c1 add put
bc4 1 m2 m1 sub frac mul m1 add put
bc4 2 y2 y1 sub frac mul y1 add put
bc4 3 k2 k1 sub frac mul k1 add put
bc4 vc
1 index setflat 
{ 
mark {newpath left bottom right delta rectfill}stopped
{cleartomark exch 1.3 mul dup setflat exch 2 copy gt{stop}if}
{cleartomark exit}ifelse
}loop
/bottom bottom delta sub def
}for
}
gsave stopped grestore
{exch pop 2 index exch 1.3 mul dup 100 gt{cleartomark setflat stop}if}
{exit}ifelse
 }loop
 cleartomark setflat
}bdf
/bcs [0 0] def 
/_lfs4 {
 /yt xdf       
 /xt xdf       
 /ang xdf      
 storerect
 /taperfcn xdf
 /tint2 xdf      
 /tint1 xdf      
 bcs exch 1 exch put    
 tint1 tint2 sub abs    
 bcs 1 get maxspot    
 calcgraysteps mul abs round  
 height abs adjnumsteps   
 dup 2 lt {pop 2} if    
 1 sub /numsteps1 xdf
 currentflat mark    
 currentflat clipflatness  
 /delta top bottom sub numsteps1 1 add div def 
 /right right left sub def  
 /botsv top delta sub def  
 {
{
W
xt yt translate 
ang rotate
xt neg yt neg translate 
dup setflat 
/bottom botsv def
0 1 numsteps1 
{
numsteps1 div taperfcn /frac xdf
bcs 0
1.0 tint2 tint1 sub frac mul tint1 add sub
put bcs vc
1 index setflat 
{ 
mark {newpath left bottom right delta rectfill}stopped
{cleartomark exch 1.3 mul dup setflat exch 2 copy gt{stop}if}
{cleartomark exit}ifelse
}loop
/bottom bottom delta sub def
}for
}
gsave stopped grestore
{exch pop 2 index exch 1.3 mul dup 100 gt{cleartomark setflat stop}if}
{exit}ifelse
 }loop
 cleartomark setflat
}bdf
/_rfs6 {
 /tint2 xdf      
 /tint1 xdf      
 bcs exch 1 exch put    
 /inrad xdf      
 /radius xdf      
 /yt xdf       
 /xt xdf       
 tint1 tint2 sub abs    
 bcs 1 get maxspot    
 calcgraysteps mul abs round  
 radius inrad sub abs   
 adjnumsteps      
 dup 1 lt {pop 1} if    
 1 sub /numsteps1 xdf
 radius inrad sub numsteps1 dup 0 eq {pop} {div} ifelse 
 2 div /halfstep xdf    
 currentflat mark    
 currentflat clipflatness  
 {
{
dup setflat 
W 
0 1 numsteps1 
{
dup /radindex xdf
numsteps1 dup 0 eq {pop pop 0.5} {div} ifelse 
/frac xdf
bcs 0
tint2 tint1 sub frac mul tint1 add
put bcs vc
1 index setflat 
{ 
newpath mark 
xt yt radius inrad sub 1 frac sub mul halfstep add inrad add 0 360
{ arc
radindex numsteps1 ne 
inrad 0 gt or 
{
xt yt 
numsteps1 0 eq
{ inrad } 
{ 
radindex 1 add numsteps1 div 1 exch sub
radius inrad sub mul halfstep add inrad add
}ifelse
dup xt add yt moveto
360 0 arcn 
} if
fill
}stopped
{cleartomark exch 1.3 mul dup setflat exch 2 copy gt{stop}if}
{cleartomark exit}ifelse
}loop
}for
}
gsave stopped grestore
{exch pop 2 index exch 1.3 mul dup 100 gt{cleartomark setflat stop}if}
{exit}ifelse
 }loop
 cleartomark setflat
}bdf
/_rfp6 {
 /k2 xdf /y2 xdf /m2 xdf /c2 xdf
 /k1 xdf /y1 xdf /m1 xdf /c1 xdf
 /inrad xdf      
 /radius xdf      
 /yt xdf       
 /xt xdf       
 c1 c2 sub abs
 m1 m2 sub abs
 y1 y2 sub abs
 k1 k2 sub abs
 maxcolor     
 calcgraysteps mul abs round 
 radius inrad sub abs  
 adjnumsteps     
 dup 1 lt {pop 1} if   
 1 sub /numsteps1 xdf
 radius inrad sub numsteps1 dup 0 eq {pop} {div} ifelse 
 2 div /halfstep xdf   
 currentflat mark   
 currentflat clipflatness 
 {
{
dup setflat 
W 
0 1 numsteps1 
{
dup /radindex xdf
numsteps1 dup 0 eq {pop pop 0.5} {div} ifelse 
/frac xdf
bc4 0 c2 c1 sub frac mul c1 add put
bc4 1 m2 m1 sub frac mul m1 add put
bc4 2 y2 y1 sub frac mul y1 add put
bc4 3 k2 k1 sub frac mul k1 add put
bc4 vc
1 index setflat 
{ 
newpath mark 
xt yt radius inrad sub 1 frac sub mul halfstep add inrad add 0 360
{ arc
radindex numsteps1 ne 
inrad 0 gt or 
{
xt yt 
numsteps1 0 eq
{ inrad } 
{ 
radindex 1 add numsteps1 div 1 exch sub
radius inrad sub mul halfstep add inrad add
}ifelse
dup xt add yt moveto
360 0 arcn 
} if
fill
}stopped
{cleartomark exch 1.3 mul dup setflat exch 2 copy gt{stop}if}
{cleartomark exit}ifelse
}loop
}for
}
gsave stopped grestore
{exch pop 2 index exch 1.3 mul dup 100 gt{cleartomark setflat stop}if}
{exit}ifelse
 }loop
 cleartomark setflat
}bdf
/lfp4{_lfp4}ndf
/lfs4{_lfs4}ndf
/rfs6{_rfs6}ndf
/rfp6{_rfp6}ndf
/cvc [0 0 0 1] def 
/vc{
 AltsysDict /cvc 2 index put 
 aload length dup 4 eq
 {pop setcmykcolor}
 {6 eq {sethexcolor} {setspotcolor} ifelse }
 ifelse
}bdf 
0 setseparationgray
/imgr {1883 2101 2033 2308 } def 
/bleed 0 def 
/clpr {1883 2101 2033 2308 } def 
/xs 1 def 
/ys 1 def 
/botx 0 def 
/overlap 0 def 
/wdist 18 def 
0 2 mul fhsetspreadsize 
0 0 ne {/df 0 def /clipflatness 0 def} if 
/maxsteps 256 def 
/forcemaxsteps false def 
/minsteps 0 def 
 userdict begin /AGDOrigMtx matrix currentmatrix def end 
vms
-1883 -2101 translate
/currentpacking defed{false setpacking}if 
/spots[
1 0 0 0 (Process Cyan) false newcmykcustomcolor
0 1 0 0 (Process Magenta) false newcmykcustomcolor
0 0 1 0 (Process Yellow) false newcmykcustomcolor
0 0 0 1 (Process Black) false newcmykcustomcolor
]def
/makepattern defed /xt xdf
xt not {/yt save def} if
 
 /PATmp{
exch 
dup length 3 add dict copy 
begin
currentdict /Multi known not {/Multi 1 def} if
Multi 1 ne {
/UserProc /PaintProc load def
/PaintProc {
begin
0 1 Multi 1 sub {
PaintColors 1 index get PATsc
PaintData exch get
gsave currentdict UserProc grestore
}for 
end
} bdf
} if
currentdict
end
exch makepattern
 }bdf
 
 
 /PATsp{
dup /PaintType get 2 eq
{
exch aload length 4 eq
{5 -1 roll}
{spots exch get 0 4 getinterval aload pop
4 {4 index mul 4 1 roll} repeat 6 -2 roll pop}ifelse 
[/Pattern /DeviceCMYK] setcolorspace
}if
setpattern
 }bdf
 /PATfill{{{eofill}fp}{{fill}fp}ifelse}bdf
 /PATprestroke{}bdf
 /PATstroke{stroke}bdf
xt not {yt restore} if
xt {/yt save def} if
 
 /PATtcalc{
gsave
exch concat 
matrix currentmatrix exch 
2 ne {
dup 4 get exch dup 5 get exch
XStep 0 dtransform round exch round exch
XStep div exch XStep div exch
0 YStep dtransform round exch round exch
YStep div exch YStep div exch
7 -3 roll astore
} if
grestore
 }bdf
 
 /PATmp{
exch 
dup 
length 8 add 
dict copy 
begin 
TilingType PATtcalc 
/PATcurrentMtx xdf 
currentdict /Multi known not {/Multi 1 def} if
/FontType 3 def
/Encoding 256 array def
3 string 0 1 255 
{Encoding exch dup 3 index cvs cvn put} for pop
/FontMatrix matrix def
/FontBBox BBox def
/BuildChar {
mark 3 1 roll
exch begin
Multi 1 ne {PaintData exch get}{pop}ifelse
PaintType 2 eq Multi 1 ne or
{XStep 0 FontBBox aload pop setcachedevice}
{XStep 0 setcharwidth}ifelse
currentdict 
/PaintProc load 
end
gsave exec grestore
cleartomark
}bdf
currentdict 
end
/foo exch
definefont
 }bdf
 
 
 /PATsp{
/PATcurrent xdf
PATcurrent /PaintType get 2 eq
{/PATcolor xdf}if
 }bdf
 
 /PATpcalc{
PATcurrent begin
gsave
PATcurrentMtx setmatrix
BBox aload pop pop pop translate
pathbbox
grestore
YStep div ceiling 4 1 roll
XStep div ceiling 4 1 roll
YStep div floor 4 1 roll
XStep div floor 4 1 roll
2 index sub cvi abs
exch 3 index sub cvi abs exch
4 2 roll
YStep mul exch XStep mul exch
end
 }bdf
 
 
 /PATfill{
{{eoclip}fp}{{clip}fp}ifelse
PATpcalc 
newpath
PATcurrent dup begin
setfont
PATcurrentMtx setmatrix
PaintType 2 eq {PATcolor vc} if
3 index string 
0 1 Multi 1 sub { 
3 index 3 index moveto
Multi 1 ne {dup PaintColors exch get vc} if
0 1 7 index 1 sub { 
2 index 
exch 
2 index put
} for
pop 
3 index 
{
currentpoint 
2 index show
YStep add moveto
}repeat
}for
5 {pop} repeat 
end
 }bdf
 /PATprestroke{{strokepath}fp}bdf
 /PATstroke{false PATfill}bdf
xt {yt restore} if
/makepattern defed /xt xdf
xt not {/yt save def} if
userdict begin /fhpatdict 12 dict def end
fhpatdict begin
 /PatternType 1 def
 /PaintType 1 def 
 /TilingType 1 def
 /BBox [0 0 8 8] def
 /XStep 8 def
 /YStep 8 def
 /PatMtx [1 0 0 -1 0 8] def
 /PatIMtx [1 0 0 1 0 0] def
/PaintProc
{begin FHPatColor vc 8 8 true PatMtx PatData imagemask end} bdf
 /FHPatColor [0 0 0 0] def
 
 
end
/macpatorient{1 0 dtransform 0 eq exch 0 ne and}bdf
/veccalc { dtransform round exch round exch idtransform dup mul exch dup mul exch add sqrt } bdf
gsave 
0 0 transform 
2 copy 
round exch round exch
2 index sub exch 3 index sub exch
idtransform translate
pop pop
1 0 veccalc 0 1 veccalc 
scale
matrix currentmatrix
/PATmtx xdf
grestore
/pF{
 gsave 1 setgray filler grestore
 fhpatdict begin  
 /PatData xdf  
 /FHPatColor xdf  
 end
 save    
 PATmtx setmatrix 
 fhpatdict dup   
 /PatIMtx get   
 PATmp     
 PATsp     
 /clipper load /eoclip load eq PATfill
 restore
}bdf
/pS{
 fhpatdict begin  
 /PatData xdf  
 /FHPatColor xdf  
 end
 save
 PATprestroke    
 PATmtx setmatrix
 gsave 1 setgray stroke grestore
 fhpatdict dup 
 /PatIMtx get 
 PATmp 
 PATsp 
 PATstroke
 restore
}bdf
xt not {yt restore} if
xt {/yt save def} if
/macpatstring 8 string def
/macpattint 0 def
/macpatcol [] def
/macpatangle{1 0 matrix defaultmatrix dtransform exch atan}bdf
/macpatorient{1 0 dtransform 0 eq exch 0 ne and}bdf
/macpatcountbits 
{
 0 exch     
 {
cvi 
0 1 8 
{ 
pop
dup 1 and 
0 ne 
{
exch 
1 add 
exch 
} if
-1 bitshift 
} for
pop 
 }
 forall
}bdf
/macpatset
{
 macpatstring copy pop 
 9.375 
 macpatangle 
 macpatorient not{-90 add}if
 {
1 add 4 mul cvi macpatstring exch get exch
1 add 4 mul cvi 7 sub bitshift 1 and 
inverted? {1 exch sub} if
 }
 setscreen
 
 64 macpatstring macpatcountbits sub 64 div
 inverted? {.9921875 exch sub} if
 /macpattint xdf
 
 
 {} st
 fhnumcolors 1 ne
 {
cvc dup length array copy /macpatcol xdf 
/macpattint 1 macpattint sub def 
macpatcol length 4 eq
{
0 1 3
{
macpatcol exch 2 copy
get .25 lt{0}{macpattint}ifelse put
}for
}
{
macpatcol dup 0 get .25 lt{0}{macpattint}ifelse 0 exch put
}ifelse 
macpatcol vc
 }
 {
currentgray 1 ne {macpattint setseparationgray} if
 } 
 ifelse
}bdf
/pF{
 gsave 
 exch vc
 macpatset 
 {filler}fp 
 grestore
}bdf
/pS{
 gsave 
 exch vc
 macpatset 
 {stroke}fp 
 grestore
}bdf
xt {yt restore} if
/pf{closepath pF}bdf
/ps{closepath pS}bdf
/textopf false def
/curtextmtx{}def
/otw .25 def
/msf{dup/curtextmtx xdf makefont setfont}bdf
/makesetfont/msf load def
/curtextheight{.707104 .707104 curtextmtx dtransform
 dup mul exch dup mul add sqrt}bdf
/ta2{ 
tempstr 2 index gsave exec grestore 
cwidth cheight rmoveto 
4 index eq{5 index 5 index rmoveto}if 
2 index 2 index rmoveto 
}bdf
/ta{exch systemdict/cshow known
{{/cheight xdf/cwidth xdf tempstr 0 2 index put ta2}exch cshow} 
{{tempstr 0 2 index put tempstr stringwidth/cheight xdf/cwidth xdf ta2}forall} 
ifelse 6{pop}repeat}bdf
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2.6 Kopräzipitation von Gfi-1 und Pias3 in-vitro und in-vivo
Neben den Interaktionsstudien zwischen Gfi-1 und Pias3 in Hefe (vergleiche 2.2.) wurde die Interaktion der beiden Proteine auch biochemisch durch Kopräzipitationsexperimente untersucht. Zunächst wurde für die Experimente in-vitro die Mutante Gfi-II (vergleiche 2.1) als rekombinantes Protein mit „RGS His-Epitop“ in Bakterien exprimiert und nach Aufreinigung renaturiert (siehe Material und Methoden). Für Kontrollzwecke wurde der n-Terminus von Brn3a als zweites Protein mit „RGS His-Epitop“ verwendet (Rödel, 1995, B. Fraß, persönliche Mitteilung). Die Pias3 cDNA wurde in das Plasmid SP64 (Promega) eingefügt und durch in-vitro Translation wurde S35-Methionin markiertes Pias3 Protein hergestellt (siehe Material und Methoden). Für den Nachweis einer Assoziation von Gfi-1 und Pias3 in-vitro wurden die Proteine in verschiedenen Kombinationen in Puffer vier Stunden bei Raumtemperatur in Gegenwart einer magnetischen NTA-Matrix („NTA-Beads“) inkubiert, über die durch einen Histidin-Nickel-Komplex Proteine mit „RGS His-Epitop“ gebunden und über Magneten aufgereinigt werden können. Nach mehreren Waschschritten wurden die aufgereinigten Proteine durch SDS-PAGE und Auto-radiographie analysiert (siehe Material und Methoden). Als Ergebnis zeigte sich in der Autoradiographie, das Pias3 Protein nur dann aus dem Ansatz aufgereinigt werden konnte, wenn auch das His Gfi-II Protein anwesend war (vergleiche die Spuren 1, 2, 3, Abb. 10 a, oberes Bild). Pias3 Protein konnte weder durch die Anwesenheit des His Brn3a Proteins, noch durch „NTA-Beads“ alleine aufgereinigt werden (Spuren 2, 3, Abb. 10 a, oberes Bild). Insgesamt wurde ca. ein Drittel des eingesetzten Pias3 Proteins aus dem Ansatz aufgereinigt (vergleiche den Einsatz an Pias3 mit Spur 1, Abb. 10 a, oberes Bild). Eine Färbung des Gels zum Nachweis der eingesetzten rekombinanten Proteine zeigte (vergleiche Material und Methoden), daß gleiche Mengen eingesetzt worden sind (vergleiche die Spuren 1, 2, Abb. 10 a, unteres Bild). Diese Experiment zeigte, daß in-vitro unter physiologischen Bedingungen ein Komplex aus dem n-terminalen Proteinabschnitt von Gfi-1 (Mutante Gfi-II) und dem Pias3 Protein nachgewiesen werden kann. Dieser Komplex formte sich nicht mit einem anderen zu Kontrollzwecken eingesetzten rekombinanten Protein (Brn3a). 

Für die Untersuchung der Interaktion von Gfi-1 und Pias3 in-vivo wurden zwei eukaryontische Expressionsvektoren verwendet, durch die Gfi-I und Gfi-II als „RGS His-Epitop“ Proteine in Zellen mit Hilfe des LTR Promotors (Lovec et al., 1994) exprimiert wurden. His Gfi-I und His Gfi-II wurden über PCR mit den Primern His(K) und Gfi-CII bzw. Gfi-B konstruiert. Pias3 wurde mit einem n-terminal anfusionierten „Flag Epitop“ exprimiert (Chung et al., 1997). Für das Experiment wurden NIH 3T3 Fibroblasten mit einer Kombination aus den oben genannten Plasmiden transfiziert, am nächsten Tag in IP-Lysis Puffer lysiert und dann in IP-Puffer mit „NTA-Beads“ inkubiert (siehe Material und Methoden). Nach Waschen der „NTA-Beads“ wurden die aufgereinigten Komplexe eluiert und zusammen mit den ursprünglichen Zellextrakten durch SDS-PAGE und Immunoblot analysiert (Abb. 10 b). Eine Analyse der Zellextrakte auf Expression eines „Flag Epitop“ Proteins zeigte eine starke Bande bei ca. 70 kDa in den Zellen, die mit „Flag Epitop“ Pias3 transfiziert worden sind (Abb. 10 b, oberes Bild, Spuren 2, 4, 5). Die Analyse der präzipitierten Komplexe mit einem Anti-RGS His Antikörper zeigte zwei starke Signale bei ca. 55 kDa (Abb. 10b, mittleres Bild, Spuren 1, 2) und zwei starke Signale bei ca. 45 kDa (Abb. 10 b, mittleres Bild, Spuren 3, 4). Die Signale entprechen erwartungsgemäß His Gfi-I (Spuren 1, 2) und His Gfi-II (Spuren 3, 4). Beide „RGS His-Epitop“ Proteine sind durch die Bindung an die „NTA-Beads“ präzipitiert worden. Wenn die gleiche Membran mit einem Anti-Flag Antikörper inkubiert wurde, so erkannte man in Spur 2 das Flag Pias3 Signal sehr deutlich, in Spur 4 gar nicht. Ohne ein „RGS His-Epitop“ Protein war bei dieser Expositionsdauer in Spur 5 kein Flag Pias3 zu sehen (Abb. 10 b, mittleres Bild, vergleiche Spuren 2, 4 mit Spur 5). Bei einer Exposition bis zum Ende der Nachweisreaktion (siehe Material und Methoden) wurde auch in den Spuren 4 und 5 ein Signal detektiert (nicht gezeigt). Möglicherweise handelte es sich dabei um geringe Mengen an Flag Pias3 Protein. Allerdings fanden sich dann auch in Spur 1und Spur 3 Signale auf dieser Höhe, obwohl in den Zellextrakten kein Flag Pias3 exprimiert wurde. Vielleich wurden die Signale nach sehr langer Exposition durch eine unspezifische Bindung von zellulären Proteinen an die „NTA-Beads“ bzw. eine unspezifische Reaktion des Anti-Flag Antikörpers verursacht. Die Spezifität der jeweiligen Antigen-Antikörper Reaktion wurde durch eine entsprechende positive Kontrolle auf der Membran überprüft (nicht gezeigt). Das Flag Pias3 Protein konnte also in einem Komplex mit dem His Gfi-I und nicht in einem Komplex mit His Gfi-II durch die „NTA-Beads“ über die Bindung der „RGS His-Epitop“ Proteine aus den Zellen aufgereinigt werden (vergleiche Abb. 10 b, mittleres Bild, Spuren 2, 4 und 5).
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/fs{pop}def
/fz{pop}def
/lin{pop pop}def
/:M {pop pop} def
/sf {pop} def
/S {pop} def
/@b {pop pop pop pop pop pop pop pop} def
/_bdsave /save load def
/_bdrestore /restore load def
/save { dup /fontsave eq {null} {_bdsave} ifelse } def
/restore { dup null eq { pop } { _bdrestore } ifelse } def
/fontsave null def
end
/MacVec 256 array def 
MacVec 0 /Helvetica findfont
/Encoding get 0 128 getinterval putinterval
MacVec 127 /DEL put MacVec 16#27 /quotesingle put MacVec 16#60 /grave put
/NUL/SOH/STX/ETX/EOT/ENQ/ACK/BEL/BS/HT/LF/VT/FF/CR/SO/SI
/DLE/DC1/DC2/DC3/DC4/NAK/SYN/ETB/CAN/EM/SUB/ESC/FS/GS/RS/US
MacVec 0 32 getinterval astore pop
/Adieresis/Aring/Ccedilla/Eacute/Ntilde/Odieresis/Udieresis/aacute
/agrave/acircumflex/adieresis/atilde/aring/ccedilla/eacute/egrave
/ecircumflex/edieresis/iacute/igrave/icircumflex/idieresis/ntilde/oacute
/ograve/ocircumflex/odieresis/otilde/uacute/ugrave/ucircumflex/udieresis
/dagger/degree/cent/sterling/section/bullet/paragraph/germandbls
/registered/copyright/trademark/acute/dieresis/notequal/AE/Oslash
/infinity/plusminus/lessequal/greaterequal/yen/mu/partialdiff/summation
/product/pi/integral/ordfeminine/ordmasculine/Omega/ae/oslash 
/questiondown/exclamdown/logicalnot/radical/florin/approxequal/Delta/guillemotleft
/guillemotright/ellipsis/nbspace/Agrave/Atilde/Otilde/OE/oe
/endash/emdash/quotedblleft/quotedblright/quoteleft/quoteright/divide/lozenge
/ydieresis/Ydieresis/fraction/currency/guilsinglleft/guilsinglright/fi/fl
/daggerdbl/periodcentered/quotesinglbase/quotedblbase
/perthousand/Acircumflex/Ecircumflex/Aacute
/Edieresis/Egrave/Iacute/Icircumflex/Idieresis/Igrave/Oacute/Ocircumflex
/apple/Ograve/Uacute/Ucircumflex/Ugrave/dotlessi/circumflex/tilde
/macron/breve/dotaccent/ring/cedilla/hungarumlaut/ogonek/caron
MacVec 128 128 getinterval astore pop
/findheaderfont {
 /Helvetica findfont 
} def
end %. AltsysDict
%%EndResource
%%EndProlog
%%BeginSetup
AltsysDict begin
_bfh 
%%IncludeResource: font Times-Bold
MacVec 256 array copy
dup 128 /Adieresis put
dup 129 /Aring put
dup 130 /Ccedilla put
dup 131 /Eacute put
dup 132 /Ntilde put
dup 133 /Odieresis put
dup 134 /Udieresis put
dup 135 /aacute put
dup 136 /agrave put
dup 137 /acircumflex put
dup 138 /adieresis put
dup 139 /atilde put
dup 140 /aring put
dup 141 /ccedilla put
dup 142 /eacute put
dup 143 /egrave put
dup 144 /ecircumflex put
dup 145 /edieresis put
dup 146 /iacute put
dup 147 /igrave put
dup 148 /icircumflex put
dup 149 /idieresis put
dup 150 /ntilde put
dup 151 /oacute put
dup 152 /ograve put
dup 153 /ocircumflex put
dup 154 /odieresis put
dup 155 /otilde put
dup 156 /uacute put
dup 157 /ugrave put
dup 158 /ucircumflex put
dup 159 /udieresis put
dup 160 /dagger put
dup 161 /degree put
dup 162 /cent put
dup 163 /sterling put
dup 164 /section put
dup 165 /bullet put
dup 166 /paragraph put
dup 167 /germandbls put
dup 168 /registered put
dup 169 /copyright put
dup 170 /trademark put
dup 171 /acute put
dup 172 /dieresis put
dup 173 /notequal put
dup 174 /AE put
dup 175 /Oslash put
dup 176 /infinity put
dup 177 /plusminus put
dup 178 /lessequal put
dup 179 /greaterequal put
dup 180 /yen put
dup 181 /mu put
dup 182 /partialdiff put
dup 183 /summation put
dup 184 /product put
dup 185 /pi put
dup 186 /integral put
dup 187 /ordfeminine put
dup 188 /ordmasculine put
dup 189 /Omega put
dup 190 /ae put
dup 191 /oslash put
dup 192 /questiondown put
dup 193 /exclamdown put
dup 194 /logicalnot put
dup 195 /radical put
dup 196 /florin put
dup 197 /approxequal put
dup 198 /Delta put
dup 199 /guillemotleft put
dup 200 /guillemotright put
dup 201 /ellipsis put
dup 202 /nobreakspace put
dup 203 /Agrave put
dup 204 /Atilde put
dup 205 /Otilde put
dup 206 /OE put
dup 207 /oe put
dup 208 /endash put
dup 209 /emdash put
dup 210 /quotedblleft put
dup 211 /quotedblright put
dup 212 /quoteleft put
dup 213 /quoteright put
dup 214 /divide put
dup 215 /lozenge put
dup 216 /ydieresis put
dup 217 /Ydieresis put
dup 218 /fraction put
dup 219 /Euro put
dup 220 /guilsinglleft put
dup 221 /guilsinglright put
dup 222 /fi put
dup 223 /fl put
dup 224 /daggerdbl put
dup 225 /periodcentered put
dup 226 /quotesinglbase put
dup 227 /quotedblbase put
dup 228 /perthousand put
dup 229 /Acircumflex put
dup 230 /Ecircumflex put
dup 231 /Aacute put
dup 232 /Edieresis put
dup 233 /Egrave put
dup 234 /Iacute put
dup 235 /Icircumflex put
dup 236 /Idieresis put
dup 237 /Igrave put
dup 238 /Oacute put
dup 239 /Ocircumflex put
dup 240 /apple put
dup 241 /Ograve put
dup 242 /Uacute put
dup 243 /Ucircumflex put
dup 244 /Ugrave put
dup 245 /dotlessi put
dup 246 /circumflex put
dup 247 /tilde put
dup 248 /macron put
dup 249 /breve put
dup 250 /dotaccent put
dup 251 /ring put
dup 252 /cedilla put
dup 253 /hungarumlaut put
dup 254 /ogonek put
dup 255 /caron put
/f0 /|______Times-Bold dup RF findfont def
%%IncludeResource: font TimesNewRomanPSMT
MacVec 256 array copy
/f1 /|______TimesNewRomanPSMT dup RF findfont def
%%IncludeResource: font TimesNewRomanPS-BoldMT
MacVec 256 array copy
/f2 /|______TimesNewRomanPS-BoldMT dup RF findfont def
%%IncludeResource: font Times-Roman
MacVec 256 array copy
/f3 /|______Times-Roman dup RF findfont def
%%IncludeResource: font Courier
MacVec 256 array copy
/f4 /|______Courier dup RF findfont def
_efh 
end %. AltsysDict
%%EndSetup
AltsysDict begin 
/onlyk4{false}ndf
/ccmyk{dup 5 -1 roll sub 0 max exch}ndf
/cmyk2gray{
 4 -1 roll 0.3 mul 4 -1 roll 0.59 mul 4 -1 roll 0.11 mul
 add add add 1 min neg 1 add
}bdf
/setcmykcolor{1 exch sub ccmyk ccmyk ccmyk pop setrgbcolor}ndf
/maxcolor { 
 max max max  
} ndf
/maxspot {
 pop
} ndf
/setcmykcoloroverprint{4{dup -1 eq{pop 0}if 4 1 roll}repeat setcmykcolor}ndf
/findcmykcustomcolor{5 packedarray}ndf
/setcustomcolor{exch aload pop pop 4{4 index mul 4 1 roll}repeat setcmykcolor pop}ndf
/setseparationgray{setgray}ndf
/setoverprint{pop}ndf 
/currentoverprint false ndf
/cmykbufs2gray{
 0 1 2 index length 1 sub
 { 
4 index 1 index get 0.3 mul 
4 index 2 index get 0.59 mul 
4 index 3 index get 0.11 mul 
4 index 4 index get 
add add add cvi 255 min
255 exch sub
2 index 3 1 roll put
 }for
 4 1 roll pop pop pop
}bdf
/colorimage{
 pop pop
 [
5 -1 roll/exec cvx 
6 -1 roll/exec cvx 
7 -1 roll/exec cvx 
8 -1 roll/exec cvx
/cmykbufs2gray cvx
 ]cvx 
 image
}
%. version 47.1 on Linotronic of Postscript defines colorimage incorrectly (rgb model only)
version cvr 47.1 le 
statusdict /product get (Lino) anchorsearch{pop pop true}{pop false}ifelse
and{userdict begin bdf end}{ndf}ifelse
fhnumcolors 1 ne {/yt save def} if
/customcolorimage{
 aload pop
 (_vc_Registration) eq 
 {
pop pop pop pop separationimage
 }
 {
/ik xdf /iy xdf /im xdf /ic xdf
ic im iy ik cmyk2gray /xt xdf
currenttransfer
{dup 1.0 exch sub xt mul add}concatprocs
st 
image
 }
 ifelse
}ndf
fhnumcolors 1 ne {yt restore} if
fhnumcolors 3 ne {/yt save def} if
/customcolorimage{
 aload pop 
 (_vc_Registration) eq 
 {
pop pop pop pop separationimage
 }
 {
/ik xdf /iy xdf /im xdf /ic xdf
1.0 dup ic ik add min sub 
1.0 dup im ik add min sub 
1.0 dup iy ik add min sub 
/ic xdf /iy xdf /im xdf
currentcolortransfer
4 1 roll 
{dup 1.0 exch sub ic mul add}concatprocs 4 1 roll 
{dup 1.0 exch sub iy mul add}concatprocs 4 1 roll 
{dup 1.0 exch sub im mul add}concatprocs 4 1 roll 
setcolortransfer
{/dummy xdf dummy}concatprocs{dummy}{dummy}true 3 colorimage
 }
 ifelse
}ndf
fhnumcolors 3 ne {yt restore} if
fhnumcolors 4 ne {/yt save def} if
/customcolorimage{
 aload pop
 (_vc_Registration) eq 
 {
pop pop pop pop separationimage
 }
 {
/ik xdf /iy xdf /im xdf /ic xdf
currentcolortransfer
{1.0 exch sub ik mul ik sub 1 add}concatprocs 4 1 roll
{1.0 exch sub iy mul iy sub 1 add}concatprocs 4 1 roll
{1.0 exch sub im mul im sub 1 add}concatprocs 4 1 roll
{1.0 exch sub ic mul ic sub 1 add}concatprocs 4 1 roll
setcolortransfer
{/dummy xdf dummy}concatprocs{dummy}{dummy}{dummy}
true 4 colorimage
 }
 ifelse
}ndf
fhnumcolors 4 ne {yt restore} if
/separationimage{image}ndf
/spotascmyk false ndf
/newcmykcustomcolor{6 packedarray}ndf
/inkoverprint false ndf
/setinkoverprint{pop}ndf 
/setspotcolor { 
 spots exch get
 dup 4 get (_vc_Registration) eq
 {pop 1 exch sub setseparationgray}
 {0 5 getinterval exch setcustomcolor}
 ifelse
}ndf
/currentcolortransfer{currenttransfer dup dup dup}ndf
/setcolortransfer{st pop pop pop}ndf
/fas{}ndf
/sas{}ndf
/fhsetspreadsize{pop}ndf
/filler{fill}bdf 
/F{gsave {filler}fp grestore}bdf
/f{closepath F}bdf
/S{gsave {stroke}fp grestore}bdf
/s{closepath S}bdf
 
 userdict /islevel2
 systemdict /languagelevel known dup
 {
pop systemdict /languagelevel get 2 ge
 } if
 put
 
 islevel2 not
 {
/currentcmykcolor
{
0 0 0 1 currentgray sub
} ndf
 } if
 
 /tc
 {
gsave
setcmykcolor currentcmykcolor
grestore
 } bind def
 /testCMYKColorThrough
 {
tc add add add 0 ne
 } bind def
 /fhiscomposite where not {
userdict /fhiscomposite
islevel2
{
gsave 1 1 1 1 setcmykcolor currentcmykcolor grestore
add add add 4 eq
}
{
1 0 0 0 testCMYKColorThrough
0 1 0 0 testCMYKColorThrough
0 0 1 0 testCMYKColorThrough
0 0 0 1 testCMYKColorThrough
and and and
} ifelse
put
 }
 { pop }
 ifelse
/bc4 [0 0 0 0] def 
/_lfp4 {
 /yt xdf       
 /xt xdf       
 /ang xdf      
 storerect
 /taperfcn xdf
 /k2 xdf /y2 xdf /m2 xdf /c2 xdf
 /k1 xdf /y1 xdf /m1 xdf /c1 xdf
 c1 c2 sub abs
 m1 m2 sub abs
 y1 y2 sub abs
 k1 k2 sub abs
 maxcolor      
 calcgraysteps mul abs round  
 height abs adjnumsteps   
 dup 1 lt {pop 1} if    
 1 sub /numsteps1 xdf
 currentflat mark    
 currentflat clipflatness  
 /delta top bottom sub numsteps1 1 add div def 
 /right right left sub def  
 /botsv top delta sub def  
 {
{
W
xt yt translate 
ang rotate
xt neg yt neg translate 
dup setflat 
/bottom botsv def
0 1 numsteps1 
{
numsteps1 dup 0 eq {pop pop 0.5} {div} ifelse 
taperfcn /frac xdf
bc4 0 c2 c1 sub frac mul c1 add put
bc4 1 m2 m1 sub frac mul m1 add put
bc4 2 y2 y1 sub frac mul y1 add put
bc4 3 k2 k1 sub frac mul k1 add put
bc4 vc
1 index setflat 
{ 
mark {newpath left bottom right delta rectfill}stopped
{cleartomark exch 1.3 mul dup setflat exch 2 copy gt{stop}if}
{cleartomark exit}ifelse
}loop
/bottom bottom delta sub def
}for
}
gsave stopped grestore
{exch pop 2 index exch 1.3 mul dup 100 gt{cleartomark setflat stop}if}
{exit}ifelse
 }loop
 cleartomark setflat
}bdf
/bcs [0 0] def 
/_lfs4 {
 /yt xdf       
 /xt xdf       
 /ang xdf      
 storerect
 /taperfcn xdf
 /tint2 xdf      
 /tint1 xdf      
 bcs exch 1 exch put    
 tint1 tint2 sub abs    
 bcs 1 get maxspot    
 calcgraysteps mul abs round  
 height abs adjnumsteps   
 dup 2 lt {pop 2} if    
 1 sub /numsteps1 xdf
 currentflat mark    
 currentflat clipflatness  
 /delta top bottom sub numsteps1 1 add div def 
 /right right left sub def  
 /botsv top delta sub def  
 {
{
W
xt yt translate 
ang rotate
xt neg yt neg translate 
dup setflat 
/bottom botsv def
0 1 numsteps1 
{
numsteps1 div taperfcn /frac xdf
bcs 0
1.0 tint2 tint1 sub frac mul tint1 add sub
put bcs vc
1 index setflat 
{ 
mark {newpath left bottom right delta rectfill}stopped
{cleartomark exch 1.3 mul dup setflat exch 2 copy gt{stop}if}
{cleartomark exit}ifelse
}loop
/bottom bottom delta sub def
}for
}
gsave stopped grestore
{exch pop 2 index exch 1.3 mul dup 100 gt{cleartomark setflat stop}if}
{exit}ifelse
 }loop
 cleartomark setflat
}bdf
/_rfs6 {
 /tint2 xdf      
 /tint1 xdf      
 bcs exch 1 exch put    
 /inrad xdf      
 /radius xdf      
 /yt xdf       
 /xt xdf       
 tint1 tint2 sub abs    
 bcs 1 get maxspot    
 calcgraysteps mul abs round  
 radius inrad sub abs   
 adjnumsteps      
 dup 1 lt {pop 1} if    
 1 sub /numsteps1 xdf
 radius inrad sub numsteps1 dup 0 eq {pop} {div} ifelse 
 2 div /halfstep xdf    
 currentflat mark    
 currentflat clipflatness  
 {
{
dup setflat 
W 
0 1 numsteps1 
{
dup /radindex xdf
numsteps1 dup 0 eq {pop pop 0.5} {div} ifelse 
/frac xdf
bcs 0
tint2 tint1 sub frac mul tint1 add
put bcs vc
1 index setflat 
{ 
newpath mark 
xt yt radius inrad sub 1 frac sub mul halfstep add inrad add 0 360
{ arc
radindex numsteps1 ne 
inrad 0 gt or 
{
xt yt 
numsteps1 0 eq
{ inrad } 
{ 
radindex 1 add numsteps1 div 1 exch sub
radius inrad sub mul halfstep add inrad add
}ifelse
dup xt add yt moveto
360 0 arcn 
} if
fill
}stopped
{cleartomark exch 1.3 mul dup setflat exch 2 copy gt{stop}if}
{cleartomark exit}ifelse
}loop
}for
}
gsave stopped grestore
{exch pop 2 index exch 1.3 mul dup 100 gt{cleartomark setflat stop}if}
{exit}ifelse
 }loop
 cleartomark setflat
}bdf
/_rfp6 {
 /k2 xdf /y2 xdf /m2 xdf /c2 xdf
 /k1 xdf /y1 xdf /m1 xdf /c1 xdf
 /inrad xdf      
 /radius xdf      
 /yt xdf       
 /xt xdf       
 c1 c2 sub abs
 m1 m2 sub abs
 y1 y2 sub abs
 k1 k2 sub abs
 maxcolor     
 calcgraysteps mul abs round 
 radius inrad sub abs  
 adjnumsteps     
 dup 1 lt {pop 1} if   
 1 sub /numsteps1 xdf
 radius inrad sub numsteps1 dup 0 eq {pop} {div} ifelse 
 2 div /halfstep xdf   
 currentflat mark   
 currentflat clipflatness 
 {
{
dup setflat 
W 
0 1 numsteps1 
{
dup /radindex xdf
numsteps1 dup 0 eq {pop pop 0.5} {div} ifelse 
/frac xdf
bc4 0 c2 c1 sub frac mul c1 add put
bc4 1 m2 m1 sub frac mul m1 add put
bc4 2 y2 y1 sub frac mul y1 add put
bc4 3 k2 k1 sub frac mul k1 add put
bc4 vc
1 index setflat 
{ 
newpath mark 
xt yt radius inrad sub 1 frac sub mul halfstep add inrad add 0 360
{ arc
radindex numsteps1 ne 
inrad 0 gt or 
{
xt yt 
numsteps1 0 eq
{ inrad } 
{ 
radindex 1 add numsteps1 div 1 exch sub
radius inrad sub mul halfstep add inrad add
}ifelse
dup xt add yt moveto
360 0 arcn 
} if
fill
}stopped
{cleartomark exch 1.3 mul dup setflat exch 2 copy gt{stop}if}
{cleartomark exit}ifelse
}loop
}for
}
gsave stopped grestore
{exch pop 2 index exch 1.3 mul dup 100 gt{cleartomark setflat stop}if}
{exit}ifelse
 }loop
 cleartomark setflat
}bdf
/lfp4{_lfp4}ndf
/lfs4{_lfs4}ndf
/rfs6{_rfs6}ndf
/rfp6{_rfp6}ndf
/cvc [0 0 0 1] def 
/vc{
 AltsysDict /cvc 2 index put 
 aload length dup 4 eq
 {pop setcmykcolor}
 {6 eq {sethexcolor} {setspotcolor} ifelse }
 ifelse
}bdf 
0 setseparationgray
/imgr {1723 2232 2206 2360 } def 
/bleed 0 def 
/clpr {1723 2232 2206 2360 } def 
/xs 1 def 
/ys 1 def 
/botx 0 def 
/overlap 0 def 
/wdist 18 def 
0 2 mul fhsetspreadsize 
0 0 ne {/df 0 def /clipflatness 0 def} if 
/maxsteps 256 def 
/forcemaxsteps false def 
/minsteps 0 def 
 userdict begin /AGDOrigMtx matrix currentmatrix def end 
vms
-1723 -2232 translate
/currentpacking defed{false setpacking}if 
/spots[
1 0 0 0 (Process Cyan) false newcmykcustomcolor
0 1 0 0 (Process Magenta) false newcmykcustomcolor
0 0 1 0 (Process Yellow) false newcmykcustomcolor
0 0 0 1 (Process Black) false newcmykcustomcolor
0.6914 0.5742 0.5742 0.9453 (_vc_Registration) false newcmykcustomcolor
]def
/textopf false def
/curtextmtx{}def
/otw .25 def
/msf{dup/curtextmtx xdf makefont setfont}bdf
/makesetfont/msf load def
/curtextheight{.707104 .707104 curtextmtx dtransform
 dup mul exch dup mul add sqrt}bdf
/ta2{ 
tempstr 2 index gsave exec grestore 
cwidth cheight rmoveto 
4 index eq{5 index 5 index rmoveto}if 
2 index 2 index rmoveto 
}bdf
/ta{exch systemdict/cshow known
{{/cheight xdf/cwidth xdf tempstr 0 2 index put ta2}exch cshow} 
{{tempstr 0 2 index put tempstr stringwidth/cheight xdf/cwidth xdf ta2}forall} 
ifelse 6{pop}repeat}bdf
/sts{/textopf currentoverprint def vc setoverprint
/ts{awidthshow}def exec textopf setoverprint}bdf
/stol{/xt currentlinewidth def 
 setlinewidth vc newpath 
 /ts{{false charpath stroke}ta}def exec 
 xt setlinewidth}bdf 
 
/strk{/textopf currentoverprint def vc setoverprint
 /ts{{false charpath stroke}ta}def exec 
 textopf setoverprint
 }bdf 
/makepattern defed /xt xdf
xt not {/yt save def} if
 
 /PATmp{
exch 
dup length 3 add dict copy 
begin
currentdict /Multi known not {/Multi 1 def} if
Multi 1 ne {
/UserProc /PaintProc load def
/PaintProc {
begin
0 1 Multi 1 sub {
PaintColors 1 index get PATsc
PaintData exch get
gsave currentdict UserProc grestore
}for 
end
} bdf
} if
currentdict
end
exch makepattern
 }bdf
 
 
 /PATsp{
dup /PaintType get 2 eq
{
exch aload length 4 eq
{5 -1 roll}
{spots exch get 0 4 getinterval aload pop
4 {4 index mul 4 1 roll} repeat 6 -2 roll pop}ifelse 
[/Pattern /DeviceCMYK] setcolorspace
}if
setpattern
 }bdf
 /PATfill{{{eofill}fp}{{fill}fp}ifelse}bdf
 /PATprestroke{}bdf
 /PATstroke{stroke}bdf
xt not {yt restore} if
xt {/yt save def} if
 
 /PATtcalc{
gsave
exch concat 
matrix currentmatrix exch 
2 ne {
dup 4 get exch dup 5 get exch
XStep 0 dtransform round exch round exch
XStep div exch XStep div exch
0 YStep dtransform round exch round exch
YStep div exch YStep div exch
7 -3 roll astore
} if
grestore
 }bdf
 
 /PATmp{
exch 
dup 
length 8 add 
dict copy 
begin 
TilingType PATtcalc 
/PATcurrentMtx xdf 
currentdict /Multi known not {/Multi 1 def} if
/FontType 3 def
/Encoding 256 array def
3 string 0 1 255 
{Encoding exch dup 3 index cvs cvn put} for pop
/FontMatrix matrix def
/FontBBox BBox def
/BuildChar {
mark 3 1 roll
exch begin
Multi 1 ne {PaintData exch get}{pop}ifelse
PaintType 2 eq Multi 1 ne or
{XStep 0 FontBBox aload pop setcachedevice}
{XStep 0 setcharwidth}ifelse
currentdict 
/PaintProc load 
end
gsave exec grestore
cleartomark
}bdf
currentdict 
end
/foo exch
definefont
 }bdf
 
 
 /PATsp{
/PATcurrent xdf
PATcurrent /PaintType get 2 eq
{/PATcolor xdf}if
 }bdf
 
 /PATpcalc{
PATcurrent begin
gsave
PATcurrentMtx setmatrix
BBox aload pop pop pop translate
pathbbox
grestore
YStep div ceiling 4 1 roll
XStep div ceiling 4 1 roll
YStep div floor 4 1 roll
XStep div floor 4 1 roll
2 index sub cvi abs
exch 3 index sub cvi abs exch
4 2 roll
YStep mul exch XStep mul exch
end
 }bdf
 
 
 /PATfill{
{{eoclip}fp}{{clip}fp}ifelse
PATpcalc 
newpath
PATcurrent dup begin
setfont
PATcurrentMtx setmatrix
PaintType 2 eq {PATcolor vc} if
3 index string 
0 1 Multi 1 sub { 
3 index 3 index moveto
Multi 1 ne {dup PaintColors exch get vc} if
0 1 7 index 1 sub { 
2 index 
exch 
2 index put
} for
pop 
3 index 
{
currentpoint 
2 index show
YStep add moveto
}repeat
}for
5 {pop} repeat 
end
 }bdf
 /PATprestroke{{strokepath}fp}bdf
 /PATstroke{false PATfill}bdf
xt {yt restore} if
/makepattern defed /xt xdf
xt not {/yt save def} if
userdict begin /fhpatdict 12 dict def end
fhpatdict begin
 /PatternType 1 def
 /PaintType 1 def 
 /TilingType 1 def
 /BBox [0 0 8 8] def
 /XStep 8 def
 /YStep 8 def
 /PatMtx [1 0 0 -1 0 8] def
 /PatIMtx [1 0 0 1 0 0] def
/PaintProc
{begin FHPatColor vc 8 8 true PatMtx PatData imagemask end} bdf
 /FHPatColor [0 0 0 0] def
 
 
end
/macpatorient{1 0 dtransform 0 eq exch 0 ne and}bdf
/veccalc { dtransform round exch round exch idtransform dup mul exch dup mul exch add sqrt } bdf
gsave 
0 0 transform 
2 copy 
round exch round exch
2 index sub exch 3 index sub exch
idtransform translate
pop pop
1 0 veccalc 0 1 veccalc 
scale
matrix currentmatrix
/PATmtx xdf
grestore
/pF{
 gsave 1 setgray filler grestore
 fhpatdict begin  
 /PatData xdf  
 /FHPatColor xdf  
 end
 save    
 PATmtx setmatrix 
 fhpatdict dup   
 /PatIMtx get   
 PATmp     
 PATsp     
 /clipper load /eoclip load eq PATfill
 restore
}bdf
/pS{
 fhpatdict begin  
 /PatData xdf  
 /FHPatColor xdf  
 end
 save
 PATprestroke    
 PATmtx setmatrix
 gsave 1 setgray stroke grestore
 fhpatdict dup 
 /PatIMtx get 
 PATmp 
 PATsp 
 PATstroke
 restore
}bdf
xt not {yt restore} if
xt {/yt save def} if
/macpatstring 8 string def
/macpattint 0 def
/macpatcol [] def
/macpatangle{1 0 matrix defaultmatrix dtransform exch atan}bdf
/macpatorient{1 0 dtransform 0 eq exch 0 ne and}bdf
/macpatcountbits 
{
 0 exch     
 {
cvi 
0 1 8 
{ 
pop
dup 1 and 
0 ne 
{
exch 
1 add 
exch 
} if
-1 bitshift 
} for
pop 
 }
 forall
}bdf
/macpatset
{
 macpatstring copy pop 
 9.375 
 macpatangle 
 macpatorient not{-90 add}if
 {
1 add 4 mul cvi macpatstring exch get exch
1 add 4 mul cvi 7 sub bitshift 1 and 
inverted? {1 exch sub} if
 }
 setscreen
 
 64 macpatstring macpatcountbits sub 64 div
 inverted? {.9921875 exch sub} if
 /macpattint xdf
 
 
 {} st
 fhnumcolors 1 ne
 {
cvc dup length array copy /macpatcol xdf 
/macpattint 1 macpattint sub def 
macpatcol length 4 eq
{
0 1 3
{
macpatcol exch 2 copy
get .25 lt{0}{macpattint}ifelse put
}for
}
{
macpatcol dup 0 get .25 lt{0}{macpattint}ifelse 0 exch put
}ifelse 
macpatcol vc
 }
 {
currentgray 1 ne {macpattint setseparationgray} if
 } 
 ifelse
}bdf
/pF{
 gsave 
 exch vc
 macpatset 
 {filler}fp 
 grestore
}bdf
/pS{
 gsave 
 exch vc
 macpatset 
 {stroke}fp 
 grestore
}bdf
xt {yt restore} if
/pf{closepath pF}bdf
/ps{closepath pS}bdf
n
[] 0 d
3.863708 M
1 w
0 j
0 J
false setoverprint
0 i
false eomode
[0 0 0 1] vc
vms
2063.0556 2352.1673 m
2055.0264 2352.1673 L
2055.0264 2333.1675 L
2063.0556 2333.1675 L
2063.0556 2352.1673 L
n
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Abb. 10: Kopräzipitation von Pias3 und Gfi-1 in-vitro und in-vivo
a) Kopräzipitation von in-vitro translatierten S35 Methionin markierten Pias3 Protein durch rekombinantes His Gfi-II Protein in NP40-Puffer. Oberes Bild: Autoradiographie, Unteres Bild: Proteinfärbung im Gel. Linke Spur: eingesetztes Pias3 Protein. Spur 1: Pias3 und His Gfi-II, Spur 2: Pias3 und His-Brn3a, Spur 3: nur Pias3. 

b) Kopräzipitation von Flag Pias3 und His Gfi-I bzw. His Gfi-II aus Zellextrakten. Oberes Bild: Nachweis des Flag Pias3 Proteins in den Zellextrakten durch den Anti-Flag Antikörper (schwarzer Pfeil), Mittleres Bild: Nachweis des Flag Pias3 Proteins in dem Präzipitat durch den Anti-Flag Antikörper (schwarzer Pfeil), Unteres Bild Nachweis des His Gfi-I bzw. His Gfi-II in dem Präzipitat durch den Anti RGS His Antikörper (schwarzer Pfeil). Spuren: 1: His Gfi-I, 2: His Gfi-I und Flag Pias3, 3: His Gfi-II, 4: His Gfi-II und Flag Pias3, 5: Flag Pias3. Es wurden pro Spur 500 µg Zellextrakt zur Präzipitation eingesetzt. Der Marker (rechts) gibt das relative Molekulargewicht in Kilodalton (kDa) an. Beide Experimente wurden einmal mit gleichem Ergebnis wiederholt.

Beide Experimente zeigten, daß Gfi-1 und Pias3 in-vitro und in-vivo in einem Protein-komplex vorliegen können. In-vitro ist dafür der außerhalb des Zinkfingers liegende Anteil von Gfi-1 (Gfi-II) ausreichend. In-vivo ist für eine Interaktion das gesamte Gfi-1 Protein notwendig. Die Mutante Gfi-II zeigt in-vivo keine Interaktion mit Pias3 (siehe Diskussion).

2.7 Intrazelluläre Lokalisation von PIAS Proteinen, Gfi-1B, Gfi-1 und seinen Mutanten

2.7.1 Gfi-1 , Gfi-1B und Pias3 sind alle in nukleären Punkten im Zellkern lokalisiert

Für den Nachweis einer funktionellen Interaktion zwischen zwei Proteinen ist es notwendig, daß sich beide Proteine wenigstens vorübergehend im selben subzellulären Kompartiment aufhalten. Von Gfi-1 war bereits bekannt, daß es im Zellkern lokalisiert ist (Zweidler-McKay et al., 1996). Von Pias3 gab es hingegen Hinweise, daß es im Zytoplasma lokalisiert sei (Chung et al., 1998, Heinrich et al., 1998), wobei allerdings neuere Publikationen von einer Kernlokalisation ausgehen (Shuai, 1999). Um die intra-zelluläre Lokalisation beider Proteine nachzuweisen, wurden sie jeweils mit einen GFP-Anteil (green fluorescent protein) c-terminal fusioniert (zur Methode der GFP Proteine vergleiche Chalfie et al., 1994). Somit waren beide Proteine nach Transfektion in NIH 3T3 Zellen durch Immunfluoreszenz mit einem konfokalen LSM Mikroskop (Laser Scanning Mikroscope) nachweisbar (Abb. 11 a). Gfi-1 GFP konnte wie erwartet bei allen untersuchten Zellen im Zellkern detektiert werden (Abb. 11 a). Es lag dort in punktförmigen Strukturen vor, die auch als „nuclear dots“ bezeichnet werden (Lamond et al., 1998). Die Funktion dieser Kernstruktur ist noch nicht bestimmt worden, der Begriff ist rein deskriptiver Natur (vergleiche auch Misteli et al., 1998). Im Gegensatz zu den bisher publizierten Ergebnissen war auch Pias3 fast ausschließlich im Zellkern in ebenfalls punktförmigen Strukturen vorhanden (Abb. 11 b). Nur einige wenige untersuchte Zellen zeigten zusätzlich zu dem punktförmigen Muster im Kern ebenso eine schwache diffuse Färbung im Zytoplasma in der Nähe des Kerns (nicht gezeigt). Möglicherweise hing diese zytoplasmatische Färbung aber auch von einer Überexpression des Pias3 GFP Proteins in der jeweiligen Zelle ab. Da die Expression von Pias3 GFP nicht mit allen Literaturdaten übereinstimmte, wurden in einem zweiten Experiment NIH 3T3 Zellen mit Flag Pias3 transfiziert und das „Flag Epitop“ über indirekte Immunfluoreszenz mit eine Anti-Flag Antikörper nachgewiesen. (Abb. 11 c). Auch beim Nachweis durch indirekte Immun-fluoreszenz ist das Flag Pias3 Protein in punktförmigen Strukturen im Kern lokalisiert. Die Kontrolle ohne Erstantikörper zeigte keine Färbung (Abb. 11 d). Die verwendete Zellinie hat keinen Einfluß auf die Proteinlokalisation, denn in 293 Zellen ist eine ähnliche Lokalisation von Flag Pias3 zu sehen (Daten nicht gezeigt). Um diese Ergebnisse zu verifizieren wurde mit dem Pias3 Homologen Pias1 und dem Gfi-1 Homologen Gfi-1B ebenfalls jeweils ein GFP Konstrukt hergestellt und unter gleichen Bedingungen in NIH 3T3 Zellen transfiziert. Beide waren wie ihre Homologen in „nuclear dots“ im Zellkern lokalisiert (Abb. 13 d und Abb.13 e).

2.7.2 Die Gfi Mutanten Gfi-II und Gfi-III haben eine andere intrazelluläre Lokalisation als Gfi-1

Vom Gfi-1 Protein ist bekannt, daß es ausschließlich im Zellkern vorkommmt. Die Kernlokalisierungssequenz ist dabei einerseits der n-termininalen SNAG Domäne zuge-ordnet worden, andererseits enthalten die 6 Zinkfinger eine zweite Kernlokalisations-sequenz (Grimes et al., 1996). Für die nächsten Experimente wurden die Gfi-1 Mutanten Gfi-II GFP und Gfi-III GFP durch PCR konstruiert (vergleiche 2.1. zur Nomenklatur bzw. für die verwendeten Primer). Während Gfi-II GFP in NIH 3T3 Zellen in der ganzen Zelle vorhanden war und eine diffuse Verteilung zeigte (Abb. 11 e, vergleiche auch Grimes et al., 1996), wurde Gfi-III GFP in NIH 3T3 Zellen nur im Zellkern detektiert (Abb. 11 f). Die Verteilung von Gfi-III GFP zeigte aber ein deutlich anderes Muster im Kern als Gfi-I GFP (vergleiche Abb. 11 und Abb. 11 f). Die Verteilung der Gfi-1 Mutanten in der Zelle stimmt mit den publizierten Daten überein (Grimes et al., 1996), wonach für die korrekte Kernlokalisation sowohl die n-terminale SNAG Domäne als auch der gesamte Zinkfinger notwendig ist.

Abb. 11 (nächste Seite): Immunfluoreszenzstudien von Pias3, Gfi-1 und seinen Mutanten

NIH 3T3 Zellen wurden mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert, am nächsten Tag fixiert und gefärbt. Das „Flag Tag“ wurde über einen Anti-Flag Antikörper und einen TRITC markierten Sekundärantikörper nachgewiesen (rot). Das GFP Protein konnte direkt im FITC Kanal nachgewiesen werden (grün). Die Zellkerne sind durch Propidiumiodid angefärbt worden. Die Bilder sind repräsentative Ausschnitte und wurden zur Anschaulichkeit nachher teilweise eingefärbt.

a) Gfi-I GFP, b) Pias3 GFP, c) Flag Pias3, d) sekundäre Antikörperkontrolle

e) GFI-II GFP, f) GFI-III GFP
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2.8 Kolokalisation von Gfi-1 und Pias3

2.8.1 Gfi-1 GFP und Flag Pias3 sind in den „nuclear dots“ kolokalisiert

Nachdem feststand, daß sowohl Gfi-1 als auch Pias3 in ähnlichen Kernstrukturen lokalisiert sind, wurden nun NIH 3T3 Zellen mit Flag Pias3 und Gfi-I GFP gleichzeitig transfiziert. Das GFP Protein konnte über die Fluoreszenz im FITC Kanal und das „Flag Epitop“ des Pias3 über indirekte Immunfluoreszenz mit einem TRITC markierten Zweitantikörper nachgewiesen werden. Die Trennung der FITC- von den TRITC-Fluoreszenzen war in dem LSM problemlos möglich (Abb. 13 f) und der Antikörpernachweis des „Flag Epitop“ war spezifisch (vergleiche 2.7.1). Die Aufnahme der doppelttransfizierten Zellen im FITC Kanal zum Nachweis des Gfi‑I GFP Proteins zeigte das typische Verteilungsmuster von Gfi-1 (Abb. 12 a grün eingefärbt, vergleiche auch 2.7.1). Die Aufnahme derselben Zelle im TRITC Kanal zum Nachweis des Flag Pias3 zeigte das bekannte Verteilungsmuster des Pias3 Proteins (Abb. 12 b rot eingefärbt, vergleiche auch 2.7.1). Das Übereinanderlegen beider Aufnahmen zeigte, daß die Signale aus dem FITC Kanal fast überall deckungsgleich mit den Signalen aus dem TRITC Kanal waren (Abb. 12 c). Beide Signale waren also in den gleichen Kernstrukturen - oder „nuclear dots“ (Lamond et al., 1998) - vorhanden, was bedeutet, daß Gfi-I GFP und Flag Pias3 im Zellkern kolokalisieren. Eine genauere Betrachtung von Abb. 12 c verdeutlichte, daß in der überwiegenden Mehrheit der angefärbten „nuclear dots“ beide Proteine vorhanden waren (vergleiche auch Abb. 12 a mit Abb. 12 b). Nur in sehr wenigen war ausschließlich ein Signal vorhanden (siehe Abb. 12 c). Das zeigte jedoch auch noch einmal, daß die beiden Fluoreszenzfarben von dem LSM sauber getrennt werden konnten (siehe auch oben).

2.8.2 Gfi-II GFP aber nicht Gfi-III GFP beeinflußen die Kernlokalisation von Flag Pias3

Die biochemischen Daten der Gfi-1 Pias3 Interaktion und die Daten aus den Hefeexperimenten weisen daraufhin, daß für eine Interaktion der Anteil des Gfi-1 Proteins außerhalb der Zinkfinger (Gfi-II) hinreichend und notwendig ist (siehe 2.1, 2.2, 2.6). Daher wurden in einem Ansatz Gfi-II GFP und Flag Pias3 in NIH 3T3 Zellen transfiziert. Gfi-II GFP war in den doppelttransfizierten Zellen intrazellulär anders verteilt, als in einfach Gfi-II GFP transfizierten Zellen (vergleiche Abb. 12 d mit Abb. 11 e). In allen doppelt-transfizierten Zellen fand sich das Gfi-II GFP Signal (FITC Kanal) im Zytoplasma wieder, häufig in Form von Aggregationen, die direkt von außen an die Kernmembran grenzten (Abb. 12 d). Im Zellkern war kein FITC Signal und somit auch kein Gfi-II GFP detektierbar (Abb. 12 d). Auch der größte Teil des Flag Pias3 Proteins (TRITC Kanal) war in Aggregationen um den Nukleus lokalisiert (vergleiche Abb. 12 e mit Abb. 12 a, links unten). Nur einige wenige TRITC Signale waren im Zellkern sichtbar (Abb. 12 e, Mitte Links). Wenn beide Aufnahmen derselben Zelle übereinandergelegt wurden, wurde deutlich sichtbar, daß der überwiegende Teil des Gfi-II GFP Proteins und des Flag Pias3 Proteins in den Strukturen, die sich um den Zellkern geformt hatten, zusammen lokalisiert waren (Abb. 12 f). Nur wenig Flag Pias3 Protein war im Zellkern vorhanden und dort nicht mit Gfi-II GFP kolokalisiert (Abb. 12 f, Mitte). In einem weiteren Experiment wurden Gfi-III GFP und Flag Pias3 kotransfiziert. Die Signale im FITC Kanal zeigten eine Verteilung von Gfi-III GFP im Zellkern. Das Muster entsprach dabei der nach 2.7.2 zu erwartenden Verteilung (vergleiche Abb. 12 d mit Abb. 11 h). Auch die Signale im TRITC Kanal zeigten eine Verteilung von Flag Pias3 im Zellkern, die identisch mit dem Verteilungsmuster in „nuclear dots“ war (vergleiche Abb. 12 e mit Abb. 11 b). Ein Übereinanderlegen beider Bilder einer Zelle zeigte, daß die Signale von Gfi-III GFP und Flag Pias3 nicht notwendigerweise kolokalisiert waren (Abb. 12 i). Vielmehr waren beide Proteine offensichtlich unabhängig voneinander im Zellkern verteilt und überlappten in ihrer Verteilung höchstens zufällig (Abb. 12 i, Mitte unten).

Bei identischen Experimenten in 293 Zellen war zu beobachten, daß Gfi-I GFP und Flag Pias3 ebenfalls kolokalisieren. Jedoch war nach Kotransfektion die Gfi-1 Mutante Gfi–II GFP in 293 Zellen diffus über die gesamte Zelle verteilt (vergleichbar mit Abb. 11 e). Daher war es in diesem Fall nicht möglich eine Kolokalisation zwischen Gfi-II GFP und Flag Pias3 definitiv festzustellen (Daten nicht gezeigt, siehe auch Diskussion).

[image: image9..pict]Abb. 12: Kolokalisationstudien zwischen Pias3, Gfi-1 und seinen Mutanten

NIH 3T3 Zellen wurden mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert, am nächsten Tag fixiert und gefärbt. Das „Flag Epitop“ wurde über einen Anti-Flag Antikörper und einen TRITC markierten Sekundärantikörper nachgewiesen (rot). Das GFP Protein konnte direkt im FITC Kanal nachgewiesen werden (grün). Eine Zelle wurde zuerst im FITC Kanal und dann im TRITC Kanal photographiert. Die Bilder sind repräsentative Ausschnitte und wurden zur Anschaulichkeit nachher teilweise eingefärbt und überlagert.

a) Gfi-I GFP (FITC), b) Flag Pias3 (TRITC), c) Überlagerung von a) und b)

d) Gfi-II GFP (FITC), e) Flag Pias3 (TRITC), f) Überlagerung von d) und e)

g) Gfi-III GFP (FITC), h) Flag Pias3 (TRITC), i) Überlagerung von g) und h)

Um zusätzlich sicherzustellen, daß alleine durch Kotransfektion die Verteilung eines GFP Proteins und Flag Pias3 nicht beeinflußt worden war, wurden 293 Zellen mit Cdk4 GFP und Flag Pias3 kotransfiziert. Cdk4 GFP ist unter normalen Umständen im Zytoplasma lokalisiert (Christoph Geisen, persönliche Mitteilung). Abb. 13 c zeigte die Übereinander-lagerung der Signale im FITC Kanal (Cdk4 GFP) und TRITC Kanal (Flag Pias3). Durch die Kotransfektion war die intrazelluläre Verteilung der beiden Proteine im Vergleich zu den einzeltransfizierten Zellen (vergleiche Abb. 11 b, bzw. Christoph Geisen, persönliche Mitteilung) nicht verändert.

[image: image10..pict]Abb. 13: Kontrolle zur Lokalisation von GFP Proteinen

293 bzw. NIH 3T3 Zellen wurden mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert, am nächsten Tag fixiert und gefärbt. Das „Flag Epitop“ wurde über einen Anti-Flag Antikörper und einen TRITC markierten Sekundärantikörper nachgewiesen (rot). Das GFP Protein konnte direkt im FITC Kanal nachgewiesen werden (grün). Eine Zelle wurde zuerst im FITC Kanal und dann im TRITC Kanal photographiert. Die Bilder sind repräsentative Ausschnitte und wurden zur Anschaulichkeit eingefärbt und überlagert.

a) Cdk4 GFP (FITC), b) Flag Pias3 (TRITC), c) Überlagerung von a) und b) (293 Zellen)

d) Gfi-1B GFP, e) Pias1 GFP (NIH 3T3 Zellen, Kernfärbung durch Propidiumiodid)

f) Signaltrennung des LSM, Zellen die nur ein FITC Signal ausstrahlen im TRITC Kanal photographiert

Die Kolokalisationstudien von Gfi-1 GFP bzw. den Gfi GFP Mutanten und Flag Pias3 in NIH 3T3 Zellen zeigten, daß der n-terminale Anteil außerhalb der Zinkfinger ausreicht, damit Gfi-1 und Pias3 kolokalisiert sind. Darüberhinaus führte die Kotransfektion von Gfi-II GFP und Pias3 zu Aggregaten, die weitgehend verhinderten, das Pias3 in den Zellkern transportiert wurde, bzw. Gfi-II GFP sich über die ganze Zelle verteilte. Die Aggregate entstanden i. d. R. um den Zellkern herum, wobei unklar war, ob es sich um ein zelluläres Kompartiment handelte. Aufgrund ihrer Morphologie, konnte man schließen, daß es sich jedoch mit ziemlicher Sicherheit nicht um den Golgi-Apparat, das Endoplasmatische Retikulum oder um lysosomale Kompartimente handelt (H. P. Elssässer, persönliche Mitteilung). Die Experimente zur intrazellulären Lokalisation und Interaktion von Gfi-1 und Pias3 bestätigen somit die Resultate der biochemischen Interaktionstudien von Gfi-1 und Pias3 (siehe 2.2, 2.6).

2.9 Gfi-I GFP und Pias3 GFP wirken auf die intrazelluläre Verteilung von aktiviertem Stat3

Von Pias3 ist bekannt, daß es auf aktivierte Stat3 Proteine wirkt und deren DNA-Bindung und damit die Transaktivierung der Stat3 Zielgene verhindert (Chung et al., 1997). Es war daher von Interesse, ob eine Aktivierung von Stat3 in Gegenwart von Pias3, welches der physiologischen Situation entspricht, da beide Proteine weitgehend ubiquitär exprimiert werden (Heinrich et al., 1998, Chung et al., 1997, vergleiche 2.5), anders verlief als in Gegenwart von Gfi-1. Um gezielt in transfizierten Zellen Stat3 aktivieren zu können, wurde ein Konstrukt, das für einen chimären Rezeptor kodiert, in NIH 3T3 Zellen kotransfiziert (Schapers, persönliche Mitteilung). Dieser chimäre Rezeptor besteht aus dem extrazellulären Anteil des Erythropoetinrezeptors und aus dem intrazellulären Anteil von gp130 (zur Funktion von gp130 siehe 1.4). Auf diese Weise konnte über Erythropoetinzugabe intrazellulär ein Signal von gp130 und dadurch eine Stat3 Aktivierung ausgelöst werden (Abb. 14). Das aktivierte Stat3 Protein konnte mit einem Stat3 phosphotyrosinspezifischen Antikörper durch indirekte Immunfluoreszenz nachge-wiesen werden. Die Spezifität der Aktivierung und des Antikörpers konnte durch eine Stat3 Mutante (Stat3F, siehe Fukada et al., 1998), in der das phosphorylierbare Tyrosin gegen ein Phenylalanin ausgetauscht worden war, im voraus überprüft werden (Daten nicht gezeigt).
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2.9.1 Pias3 GFP und aktiviertes Stat3 sind unmittelbar nach der Aktivierung im Zellkern kolokalisiert

Um die Verteilung von aktiviertem Stat3 Protein in transfizierten Zellen zu verfolgen und mit der Pias3 Verteilung zu vergleichen, wurden in einem Ansatz der chimäre Rezeptor, Stat3, und Pias3 GFP kotransfiziert, durch Erythropoetinzugabe 5 Minuten lang aktiviert, in normalen Medium inkubiert und nach bestimmten Zeitpunkten fixiert und gefärbt.

In den mit Pias3 GFP und Stat3 transfizierten Zellen war ohne Erythropoetinzugabe kein aktiviertes Stat3 Protein detektierbar (TRITC Kanal, Abb. 15 b), während das Pias3 GFP (FITC Kanal) die schon beobachtete nukleäre Verteilung zeigte (vergleiche Abb. 15 a oder 15 c mit Abb. 11 a). Nach 5 minütiger Aktivierung war intrazellulär an der Zellmembran aktiviertes Stat3 nachweisbar (TRITC Kanal, Abb. 15 e). Hier fand die Phosphorylierung der Stat3 Proteine durch die Rezeptorkomplexe statt (vergleiche 1.2, 1.4). Die Position der Rezeptorkomplexe an der Innenseite der Zellmembran konnte durch eine Überlagerung der zwei Fluoreszenzen mit einem Phasenkontrastbild der gleichen Zelle bestätigt werden (Abb. 16). Weiterhin war aktiviertes Stat3 Protein im Kern detektierbar, welches hauptsächlich in Form einzelner Punkte vorlag. Die intrazelluläre Pias3 GFP Verteilung (FITC Kanal) wurde von dem aktivierten Stat3 nicht beeinflußt (vergleiche Abb. 15 d mit 15 a). Beim Überlagern der Bilder von 15 d und 15 e ergab sich, daß ein großer Teil der aktivierten Stat3 Proteine mit dem Pias3 GFP Protein in den gleichen intranukleären Strukturen lokalisiert war (Abb. 15 f). 30 Minuten nach Beginn der Stat3 Aktivierung zeigte sich, daß die Menge des aktivierten Stat3 Proteins zurückgegangen war (TRITC Kanal, Abb. 15 h). An der Zellmembran waren deutlich weniger Rezeptorkomplexe detektierbar und in einigen Zellen fand man jetzt eine Verteilung des aktivierten Stat3 Proteins in der Nähe der Kernmembran (Abb. 15 h und 15 i). Die intranukleäre Pias3 GFP Verteilung hatte sich hingegen nicht verändert (vergleiche Abb. 15 g mit 15 a). Ähnliche Verteilungen von aktivierten Stat3 Komplexen ließen sich auch 60 Minuten nach der Aktivierung beobachten (Daten nicht gezeigt). 2 Stunden nach Beginn der Aktivierung war in den meisten Zellen nur noch wenig aktiviertes Stat3 Protein zu detektieren (Abb. 15 k). Die Pias3 GFP Veteilung entsprach dem bereits mehrfach beobachteten Muster (vergleiche Abb. 15 j mit 15 a). Generell stimmt die Kinetik der Stat3 Aktivierung in diesem Ex-periment mit publizierten Beobachtungen überein (Heinrich et al., 1998). Auffällig war, daß ca. 30 Minuten nach Ende der Aktivierung Zellen zu beobachten waren, in denen das aktivierte Stat3 Protein nicht mehr in Punkten über den Zellkern verteilt war, sondern sich in der Nähe der Kernmembran außen um den Kern herum ansammelte. Dieses Muster war jedoch nicht bei allen Zellen einheitlich, was mehrere Ursachen haben kann (siehe Diskussion). Die Verteilung von Pias3 GFP Protein schien durch die Stat3 Aktivierung nicht beeinflußt zu werden. Unmittelbar nach der Stat3 Aktivierung fanden sich beide Proteine aber in den gleichen Strukturen im Zellkern (Abb. 15 f). Dies stimmte mit dem Modell einer Hemmung der Stat3 Aktivität durch Pias3 überein (Chung et al., 1997) und konnte hier zum ersten Mal auch visuell dargestellt werden.

Abb. 15 (nächste Seite): Immunfluoreszenz von Pias3 GFP und phosphoryliertem Stat3

NIH 3T3 Zellen wurden mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert, am nächsten Tag fixiert und gefärbt. Das tyrosinphosphorylierte Stat3 Protein wurde über einen Anti-Phospho Stat3 Antikörper und einen TRITC markierten Sekundärantikörper nachgewiesen (rot). Das GFP Protein konnte direkt im FITC Kanal nachgewiesen werden (grün). Eine Zelle wurde zuerst im FITC Kanal und dann im TRITC Kanal photographiert. Die Bilder sind repräsentative Ausschnitte und wurden zur Anschaulichkeit nachher teilweise eingefärbt und überlagert.

a) – c): keine Aktivierung von Stat3: a) Pias3 GFP, b) Anti-Phospho Stat3, c) Überlagerung von a) und b)

d) – f): 5 Minuten Aktivierung von Stat3: d) Pias3 GFP, e) Anti-Phospho Stat3, f) Überlagerung von d) und e)

g) – i): 25 Minuten nach Aktivierungsende von Stat3: g) Pias3 GFP, h) Anti-Phospho Stat3, i) Überlagerung von g) und h)

j) – l) 2 h nach Aktivierungsende von Stat3: j) Pias3 GFP, k) Anti-Phospho Stat3, l) Überlagerung von j) und k)

Abb. 14: Das Erythropoetin gp130 System zur Aktivierung von Stat3 in-vivo


Die Zeichnung zeigt schematisch die Aktivierung von Stat3 über den chimären Rezeptor.


EpoR: extrazellulärer Anteil des Erythro-poetinrezeptors, gp130 intrazellulärer An-teil von gp130, Epo: Erythropoetin
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