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neues Modell
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was bisher geschah

v Auxin induziert die Expression verschiedener Gene / Genfamilien

* schnell (in Minuten) + stark (30 - 100 x)

* keine de novo Proteinbiosynthese erforderlich

v Auxin-relevanter Promotorbereich wurde auf 164bp eingegerenzt (Promotordeletionen)

II-VI: five sequence motifs identified by Oeller et

al. (1993)
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ARF1, a Transcription Factor That Binds to
Auxin Response Elements

Tim Ulmasov, Gretchen Hagen, Tom J. Guilfoyle*

Auxin —> Rezeptor

N

C TF )

\._____.__ __,.-/I
promoter cis element

Expression

Ziel:
* genauere Charakterisierung des AuxREs
* |ldentifizierung von Transkriptionsfaktor(en) die an das AuxRE binden



Hintergriinde

GH3 Gen (Soja):
* antwortet schnell und spezifisch auf Auxin

* Promotor enthalt zwei AuxREs D1 und D4 mit der
konservierten Sequenz TGTCTC

Auxin responsive elements (AuxREs) zeigen Ahnlichkeit zu

glucocorticoid responsive elements ,GREs"

* GREs beinhalten palindromische Sequenzen
(AGAACANNNTGTTCT) — TF-Bindestelle

« D

Frage: Sind AuxREs palindromisch angeordnet?
— Konstruktion eines synthetischen Promotors




full vs. synthetic reporters

— Promotoranalysen = transcriptional fusion

Stimuli

A B C
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Promotor XY

Reportergen

Stimuli
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full vs. synthetic reporters

— Promotoranalysen = transcriptional fusion

Stimuli
, A B C
P3: AAGGGAGACAACTTGTCTCCCA
mP3: AAGGGAGCCAACTTGYCTCCCA \
CiS- minimal
WEIBMEREN rromotor | Reportergen

P3 (4x): 4 Tandemkopien /

inverser Wiederholungen von
TGTCTC

Photometrische Quantifizierung
der GUS Aktivitat



AuxRe - Palindrom?
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AuxRe — Palindrom?
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Fehlt: Angaben zu Balkendiagramm (Mittelwert +/- ?) + statistische Auswertung



AuxRe — Palindrom?

2000
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i 1000
P3 (4x): 4 Tandemkopien
inverser Wiederholungen von 500 |-
TGTCTC [

0 rl___-l V_“.I

min-358 D0  GHS3 P3(4x mP3(4x)

/ | \0\\}‘3{\1

Fazit:
1. DO AuxRE reicht nicht aus um maximale Auxinantwort zu gewahrleisten

2. P3 (4x) zeigt die selbe Auxinantwort wie natutliches, vollstandiges AuxRE

Relative GUS activity

—» AuxRE braucht Palindrom




AUXRE - Interacting proteins

Ziel: Identification of proteins that interact with the AuxRE
(— Transcriptionfaktor)

Auxin —» Rezeptor

Expression

\J
Yeast-one-hybrid



AUXRE - Interacting proteins

Ziel: Identification of proteins that interact with the AuxRE
(— Transcriptionfaktor)

Tissue or Cells

! S T n 1. cDNA expression library (jede cDNA -

I solated RNA Protein+Aktivierungsdomane)

1 CONA SYNTHESIS 2. AuxRE wird mit einem (LacZ) reporter
ITI ;;:b;:f:;rg ;DNA {Directional Cloning) ve rb un d en

. LIGATION : _::,

Cloned cDNA _ .. . A
O?O e :_2 ;Llhrdw Proteins _— _"J
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Hefe H_D «— GAL4AD \“/

| oy

RMNA Pol Il

Target DNA Element ..
"Bait™ Sequence

bindet ein Protein (aus der cDNA expression library) and das AuxRE, kommt es
zur Aktivierung des Reportergens



Y1H: 5 Klone —» 1 Gen

5 cDNA Klone wurden identifiziert - alle kodieren fur das gleiche Protein: ARF1
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was bisher geschah.....

ARF1 1
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Homology to maize an Arabidopsis
transcription factors

P,S,T-rich v

ARF1 544
ARF1-BP 330
IAR24 759
IAAL3 130
Aux28 125
PsIAA4/5 94
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Homology to Aux/IAA domain Il + [V

— Baa structure of bacterial TFs



was bisher geschah

VP1/ABI3 homology P S.Trich 1l \Vi

ARF1 1w *:D 665aa
VP1/ABI3 homology M.Q-rich 1l \Y;

IAA24 1 ssssss————— 8 mm 366aa
VP1/ABI3 homology

ARF3 1 s ) —— 608aa

I [l 1 %)
Aux/IAA 1m | wm w mm 200-300aa

acidic acidic P.S.T-rich VP1/ABI3 homology
VP1/ABI3 11 - —— Jmm 691/720aa




Bestatigung der ARF1 - AuxRE Interaktion

Fragen: Kann die Y1H Interaktion in unabhangigem System bestatigt werden?
Ist die Bindung abhangig von der Struktur der AuxRE repeats?

| |

EMSA synthetic reporter DNase |
(electrophoretic GUS assay footprinting
mobility shift assay)

Alternative Methode: ChIP
(chromatin immunoprecipitation)



EMSA

Prinzip: DNA Laufverhalten im Gel andert sich wenn Protein gebunden ist

e el b
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Gel separz



EMSA

Prinzip: DNA Laufverhalten im Gel andert sich wenn Protein gebunden ist
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Gel separation of complexes



EMSA

Prinzip: DNA Laufverhalten im Gel andert sich wenn Protein gebunden ist
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Gel separation of complexes @  =------- | Detection of labeled probe



EMSA: ARF1-AuxRe

+ ARF1
+ ARF1

Welcher Teil des ARF1 ist fur die Interaktion
mit AuxRE verantwortlich?

— Proteindeletionen

Probe: Probe:
P3(4x) DO
A A

I I

ARF1 wird von AuxRE
gebunden

Mit 4fachen Palindromen -
unterschiedliche Komplexe




EMSA: ARF1-AuxRe
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ARF1 DeletlonegN

Probe: Probe: Probe:
P3(4x) DO P3(2x)
A A

I I
ARF1 wird von AuxRE
gebunden
Mit 4fachen Palindromen -
unterschiedliche Komplexe




EMSA: ARF1-AuxRe

VP1/ABI3 homology

P,S,T-rich m-w
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Probe: Probe: Probe: A
P3(4x) DO P3(2x) |
A A : —
| | Deletionen die in die VP1 homologe
ARF1 wird von AuxRE Region reichen (C286 bzw. N63 und
gebunden N154) konnen kein P3(2x) mehr

Mit 4fachen Palindromen _, | A binden = DNA Bindedomane liegt am
unterschiedliche Komplexe N-terminus




EMSA: ARF1-AuxRe
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Probe: Probe: Probe: A
P3(4x) DO P3(2x) |
A A : —
| | Deletionen die in die VP1 homologe
ARF1 wird von AuxRE Region reichen (C286 bzw. N63 und
gebunden N154) konnen kein P3(2x) mehr

Mit 4fachen Palindromen _, | binden = DNA Bindedomane liegt
unterschiedliche Komplexe am N-terminus




EMSA: ARF1-AuxRe

Welche Basen im P3(4x) Konstrukt sind essentiell fur die
Auxinantwort?

Competition assay und quantitativer GUS assay



EMSA - competition assay

Prinzip: DNA Laufverhalten im Gel andert sich wenn Protein gebunden ist
competition: wenn “kaltes” DNA target auch gebunden wird — weniger “heifl3es” Signal

, + + + + Protein ‘%%trg:;
' Specific competitor -« mut. P3(4X) “kalt”
. - - - + - Mutant/non competitol
v + + + + + Probe {-;"—"\ - P3(4X) “heiB”
- - - - + Antibody a—.(

>  weniger Signal
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Gel separation of complexes



EMSA: ARF1-AuxRe competition assay

B T #4142 43 +#4 4546 +7 48 49 45 546
Competitor - TTGTCTCCCA TTC
a aagagaaadg c ct
Mutationen +1 bis +4 Mutationen +5 bis +9
— keine Competition mit Sonde — Competition mit Sonde

= essentiell fur die Interaktion = weniger relevant fur Interaktion



EMSA: ARF1-AuxRe competition assay

B T +#1 42 43 +4 4546 +7 48 49 45 +546
Competitor — r1TetTelet o TTC
a aagagaaadg c ct

ARF1 " " i g

- mimi mm3mimb mE mm8 m9 mba mb5,6

-

Fazit: Bindespezifitat von |IAA24 ist identisch mit der von ARF1

Fehlt: Angaben zu Konzentrationen! Ladekontrollen?



EMSA: ARF1-AuxRe

Welche Basen im P3(4x) Konstrukt sind essentiell fur die
Auxinantwort?

Competition assay und quantitativer GUS assay



AUuxXxRE - weltere Charakterisierung

Frage: Welche Basen im Motif sind essentiell fur die Auxininduktion?

-1 +142 43 +4 4546 +7 +8 49 454546 min
TTGTCTCCCA TTC + ell55] —> Protoplasten

rrrrrrrrrr

T %
a aagagaaag c ct




AUuxXxRE - weltere Charakterisierung

Frage: Welche Basen im Motif sind essentiell fur die Auxininduktion?

-1 +142 43 +4 4546 +7 +8 49 454546 min
TTGTCTCCCA TTC + - €l —> Protoplasten
$i pro

1400 0 -Auxin
[ W +Auxin

WRT TN
g,%EEEEE
£ o

£z |

Bp 1-4 essentiell fur die
Bindung



AuxXxRE — weitere Charakterisierung

Frage: Welche Basen im Motif sind essentiell fur die Auxininduktion?

-1 +142 43 +4 4546 +7 +8 49 454546
TTGTCTCCCA TTC + ‘ \ €lV55] —> Protoplasten
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Bp 1-4 essentiell fur die 5 und 6 jeweils fakultativ, jedoch
Bindung nicht beide gleichzeitig



AUuxXxRE - weltere Charakterisierung

Frage: Welche Basen im Motif sind essentiell fur die Auxininduktion?

-1 +142 43 +4 4546 +7 +8 49 454546
TTGTCTCCCA TTC + ‘ \ €l —> Protoplasten

1400 f 00 -Auxin
[ +Auxin
%‘ 1200 F i " i

2 verschiedene Nachweismethoden mit gleichem
Ergebnis! — vermutlich wahr!

T T 0 W0~ 0 ;m

¢t EEEEEEEEE
\"4 \" Vv

5 und 6 jeweils fakultativ, jedoch

nicht beide gleichzeitig

min-355
wt P3(4x)
mba
m5,6

Bp 1-4 essentiell fur die
Bindung



Struktur des AuxRES

AuxRE:
P3: AAGGGAGACAACTTGTCTCCCA Palindrom
mP3: AAGGGAGCCAACTTGGCTCCCA 4x besser als 1x

Basen tragen untersch. zur
St Stringenz der Interaktion mit ARF bei

Ist die Struktur des Palindroms (e.g. Abstand zwischen Elementen) relevant?

|

DNasel footprinting



Struktur des AuxREs - DNAsel footprinting

radioaktiv-markiertes template

DNA ony DNA plus protein

t

cut with DNase | l

t'l' OL.:.:
ot S S=—
s —§
. . '=M=! DNAse | baut dsDNA ab
L ¥ — - — . .
= ¢ -———— — kann nicht schneiden wenn
& t -— -g . . '
- - ! Proteine gebunden sind!
= :-m"mfgm"m‘ ot — Werden als “blanks” in
- ot Sequenziergelen sichtbar
-t N
- R —0dI>
—3 .
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DMNA 4 DNA plus protein

separate labeled
products on gel

L g
L1




Struktur des AuxREs - DNAsel footprinting

A | |
cccgggcaggAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGGGAGACAACTTGTCTCECAAAGecte
9g9gcccgtcc TCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTRCC GTTTCggag
! I
* *
G1234586
everted inverted
repeat repeat

Fazit: anscheinend bindet ARF1 bevorzugt
an everted repeat Bereich




EMSA: ARF1-AuxRe competition assay

B —— ARF1 ] ] —]

conc

1 2 3 "4 5 6 7 8 9 101112

.]: ‘

1

mER?—I l—ERQ IAA4I’5-I

ER7
Probe 4y (2)() (4) (1x)— |
Fazit: -
1. Ein IR reicht nicht aus fur oy
Proteinbindung :
2. Bindung erfolgt am ER mER7:

3.2 ER konnen 2 ARF1 binden ER9-1AA4/5:

(1x)

AAGGGAGACAACTTGTCTCCCA  Inverted repeat
CTTGTCTCCCAAAGGGAGACAA  Everted repeat
CTTGTCTCCCAAAGGGAGALAA

CTTGTCaCCCCTATAAGGAGACAA  PsiAA4/5, Domain A



EMSA: ARF1-AuxRe competition assay

Frage:

Ist der Basenabstand von Bedeutung ?

— quantitativer GUS assay mit synthetischen
Promotorkonstrukten



EMSA: ARF1-AuxRe competition assay
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EMSA: ARF1-AuxRe competition assay
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Wenn der Abstand der ER s 7 bis 8 Basen betragt,
Ist die Auxin response am starksten

— mogliche Dimerbildung?
AN /




ARF1 - Multimerbildung?

Yeast-2-Hybrid

ARF1 + DBD (DNA binding domain)
y + AD (activation domain)

2 cDNAs -
1 Protein mit Box Il und IV - ARF1-BP




Zusammenfassung

* Identifizierung und nahere Charakterisierung des
Transkriptionsfaktors ARF1 — bindet AuxRE

* Nahere Strukturbestimmung der AuxREs
(palindromischer Aufbau, +1 - +4 Nukleotide essentiell)

* Bindungsvoraussetzung fur ARF1 sind ERs, 7-8bp
Abstand

* |dentifizierung des ARF1-BP (Sequenzhomologie
Box IlI+IV)



neues Modell

Auxin —= Rezeptor

Auxin —» Rezeptor

ARF1 \ ARF1

= IT— promote —T—

Expression Expression

var. 1: ARF-bp acts as \ var. 2: ARF-bp acts as
repressor activator

ARF-bp

auxin response




nachste Woche:

The TIR1 protein of Arabidopsis functions in auxin response and is
related to human SKP2 and yeast Grrip

Max Ruegger, Elizabeth Dewey, William M. Gray, Lawrence Hobbie, Jocelyn Turner and Mark Estelle

Genes & Dev. 1998 12: 198-207
Access the most recent version at doi:10.1101/gad.12.2.198

—®»  Christina Staudig|



Hinweise zum Aufbau der Vortrage:

Struktur:

1. Modell der letzten Woche
2. was bisher geschah.... (wenn ndétig, Infos in Besprechung/Vorbereitung)
3. aktuelles paper + wesentliche Ziele
4. Vorstellen der Ergebnisse
* 3 “c” Regeln beachten!
 clear, concise, correct
- context, content, conclusion!!!
* Verwendete Methoden erklaren
* Kritikpunkte?

5. Zusammenfassung
6. neues Modell



Hinwelse zu Vortragen allgemein:

Farbe:

* VORSICHT!

* Vermeiden: gelbe, rote, hellgrine Schrift (auf weil})
* rot/grun-Schwachen beachten!

Animation:

* VORSICHT!

* gut um Sachen nacheinander zu zeigen und den Focus beim aktuellen Objekt zu
behalten

* “fancy effects” und verschiedene Effekte vermeiden!

Inhalt:

* weniger ist mehr (— clear + concise)

* |.d.R. nicht mehr als 5 Objekte/Folie

* GrofRe - 1m Regel beachten (auf Bildschirm in 1m Abstand lesbar?)

Objekte aus pdf Dateien einflgen: — pdf so grold wie moglich anzeigen lassen
Sonstiges:

* frei sprechen (wenn maoglich), Notizzettel sind OK

* Fragen stellen / Publikum einbeziehen

* @ alle: feedback geben



