Hypothetisches Modell der letzten Papers

Bis dahin bekannt (1997) :

- Induktion der Zellelongation durch Auxin

- Auxin-responsive Gene untereinander
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FiG. 5. Model for early auxin events.

repressor? - . 4“

auxin response

- Promotorsequenz fir Auxin response
in Auxin-induzierten Gene identifiziert =
AuxRE

- Friihe Auxin-induzierte Gene verschliisseln
kurzlebige Kernproteine



2.paper

Science (1997)

ARF1, a Transcription Factor That Binds to
Auxin Response Elements

Tim Ulmasov, Gretchen Hagen, Tom J. Guilfoyle*

Ziel:  weitere Charakterisierung des AuxRE
Identifizierung von Proteinen, die mit AuxRE interagieren

Hintergrund:

* AuxRE wurde anhand eines anderen Promotors (GH3 aus Sojabohne)
als konservierte Sequenz TGTCTC identifiziert

* Motif weist Homologie zu Glucocorticoid Motif (TGTTCT) auf, das i.d.R
als Palindromsequenz (AGAACANnNnTGTTCT) vorliegt

» liegen AuxRE auch in Palindromen vor?



guantitativer GUS assay
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A P3: AAGGGAGACAACTTGTCTCCCA
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Yeast-one-hybrid system

Identifizierung von Proteinen, die an das AuxRE binden kénnen

Target DNA
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cDNA expression library (jeweiliges Protein wird mit
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einer Aktivierungsdomane verbunden)
2. AuxRE wird mit einem LacZ reporter verbunden
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5 cDNA Klone wurden identifiziert — alle kodieren fir das gleiche Protein: ARF1

Yeast-one-hybrid screen
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Struktur der Gene

VP1/ABI3 homology P,S,T-rich

ARF1 1 mmmm *:hl:- 665aa

VP1/ABI3 homology M. Qorich 1l

IAA24 1‘ —:h:- 866aa

VP 1/ABI3 homology

ARF3 1 EE( N 608aa
-
ARF1-BP 1 N § [ 454aa
nmw
AudIAA 1 m_Jm{_mm[ W | 200-300aa
acidic acidic P.S Trich VP1/ABI3 homology

VPUABIZ 1 I |mm —— ) 691/720aa

Homologien in VP1-Region zu Proteinen in Mais = konservierte Proteine
—>NLS = Wird in Nucleus transportiert (vermutlich Geninduzierung/-reprimierung)
Homologien in Box III/IV zu Aux/IAA = mogliche Bindung .



gel mobility shift assay

Nachweis der Bindung eines Proteins an DNA
DNA Fragmente an die ein Protein gebunden vorliegt, bewegen sich
langsamer im Gel als freie DNA Stiicke (im Agarosegel abhangig von der
Grolle und Ladung des DNA-Protein-Komplexes).

www.2020gene.com



gel mobility shift assay

Nachweis der Bindung eines Proteins an DNA
DNA Fragmente an die ein Protein gebunden vorliegt, bewegen sich
langsamer im Gel als freie DNA Stiicke (im Agarosegel abhangig von der
Grolle und Ladung des DNA-Protein-Komplexes).

www.2020gene.com



gel mobility shift assay
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T T Deletionen die in die VP1 homologe Region
ARF1 wird von AuxRE gebunden reichen (C286 bzw. N63 und N154) kénnen
Mit 4fachen Palindromen > kein P3(2x) mehr binden = DNA Bindedomaéne
unterschiedliche Komplexe liegt am N-terminus




guantitativer GUS assay

Welche Basen im Motif sind essentiell fiir die Auxininduktion?
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Struktur der ARF1 Bindestelle

DNase | footprinting A | 1
P3(2x) ceegggeaggAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGESte
ARF1 gggecegtee TCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCCCTCTGTTGAALAGAGGGTTTCggag
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ARF1 bindet scheinbar bevorzugt an den everted repeat
Bereich der Palindromen AuxRE Sequenz
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Struktur der ARF1 Bindestelle(n)

gggeccgtec TCOCTCTGTTGAACAGAGEGTTTCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTT Cggag
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=1 inverted repeat =2 inverted repeats i @ “
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* 1 x IR ist nicht ausreichend fur
ARF1 Bindung

1 x ER kann ARF1 binden A . AdMSe Al

2 x ER =2 ARF1 Komplexe Probe o v Lo iy L Lo o]
(P3(4x))

P3: AAGGGAGACAACTTGTCTCCCA Inverted repeat

- Wegen der Abstinde zwischen den ER7: CTTGTCTCCCAAAGGGAGACAA  Everted repeat

Palindromen wahrscheinlich kein
Trimer-, sondern Dimerprotein

mER7: CTTGTCTCCCAAAGGGAGALAA
ER9-1AA4/)5: CTTGTCaCCCCTATAAGGAGACAA  Ps'AA4S Domain &
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Struktur der ARF1 Bindestelle
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ARF1 bindet im everted repeat Bereich der Palindromen
AuxRE Sequenz

|

bei GREs ist der Abstand zwischen den Palindromen
wichtig fur die Bindungsaffinitat
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Auch bei AuxREs?
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guantitativer GUS assay
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cecgggeaggAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGECte
gggecegtee TCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCggag
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ARF1-BP

Durch Yeast-2-Hybrid-System wurden 2 cDNAs isoliert, die fur das
gleiche Protein kodieren, welches tber Box Ill und IV verfligt
- ARF1-BP

ARF1

NHZ—* VP1 / ABI3 homol.

cecgggeaggAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGECte
gggecegtee TCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCCCTCTGTTGAACAGAGGGT TTCggag

" AUXRE
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Fazit

Science (1997)

ARF1, a Transcription Factor That Binds to
Auxin Response Elements

Tim Ulmasov, Gretchen Hagen, Tom J. Guilfoyle*

* Transkriptionsfaktor ARF1 wurde identifiziert
 AuxRE wurde naher charakterisiert

* Generelle Bindung von ARF1 an AuxRE wurde
charakterisiert

— everted Palindrom
— 7 Bp Abstand
— Dimerbildung wahrscheinlich
* Ein ARF1-BP wurde gefunden
- Mogliches Aux/IAA (gleiche Box Il und V)



Modelle (1997)

repressor?

auxin response

R : Reprassor AincRE + Auxin Responsive Element i Muin
A : Activaior FW : Plasma membrans
R : Receptor STP ; Signal transduction pathwey B ‘Modificazsion
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