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preliminary model (1993)

repressor?

AXR1 similar to ubiquitin-activating
enzyme E1

auxin response




Hintergrinde

bis dahin bekannt (1993):

— schnelle Induktion der Zellelongation durch Auxin (~15-25 min)

— transkriptionelle Induktion verschiedener Gene geht der phys.
Reaktion voraus.

» Hypothese: Auxin reguliert Zellelongation liber Veranderung
von Genexpressionsmustern

— Auxin-responsive Gene wurden in Erbse, Sojabohne und
Arabidopsis identifiziert, die untereinander eine sehr hohe
Homologie aufweisen und Kriterien als primare Auxin-
responsegene erfullen:

* Induktion der Expression schnell und spezifisch durch Auxin
* Induktion erfordert keine de novo Proteinbiosynthese
» erforderliche Signalelemente liegen bereits vor



1. paper

J. Mol Ricl. (1003} 233, 580-50G

Identification of the Auxin-responsive Element, AuxRE, in the
Primary indoleacetic Acid-inducible Gene, PS-I444/5, of Pea
(Pisum sativum)

Nurit Ballast, Lu-Min Wongt and Athanasios Theologis]

Ziel: Identifizierung der Promotorsequengz, die flr die Auxin
response in Auxin-induzierbaren Genen verantwortlich ist =
Auxin Response Element (AuxRE)

= Versuchen den Signalweg vom Ende her zu entschlisseln
(erst die Promotorsequenz, dann Transkriptionsfaktoren, Interaktionsproteine der
Transkriptionsfaktoren......)



Voraussetzung:

e Etablierung eines Auxin-induzierbaren
Protoplastensystems / Reportersystems

 Lokalisation des AuxRE erfordert das Testen vieler
verschiedener (chimarer) Konstrukte

» stabile Trafo (sehr aufwandig + zeitintensiv + funktioniert nicht
mit jeder Pflanzenart gleich gut)

» transiente Transfektion mit Protoplasten (leichter zuganglich fir
die Aufnahme von DNA-Konstrukten und Chemikalien als
komplexe Gewebe)

 Notwendiger Test:

Uberpriifen ob sich die Protoplasten genauso
verhalten wie intakte Keimlinge (Auxin response)



test protoplasts vs. epicotyls
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test protoplasts vs. epicotyls
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* Inhibierung der Proteinbiosynthese aktiviert Expression auch in
Abwesenheit von Auxin!

1. Signalelemente missen nicht erst gebildet werden
2. fehlende Aktivierung im Grundzustand vermutlich durch Repressorproteine
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Transkriptionelle Fusion (chimare Konstrukte)
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Nachweis der mRNA

Nachweis der Proteinaktivitat
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CAT reporter system

CAT = Chloramphenicol acetyltransferase

Enzym kann das Antibiotikum Chloramphenicol neutralisieren,

indem Acetylgruppen ubertragen werden

TLC
sheet \

migration

@ «—

| di-acetylated
chloramphenicol

mono-acetylated

:) chloramphenicol

unacetylated
. < — chloramphenicol
-4— origin
-CAT  +CAT

www.bio.davidson.edu
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CAT activity (cpm x 167

CAT reporter system
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Aufklarung der Promotorstruktur

TATA? ATG

I I I I .
primer extension: —

 i.d.R. erster Schritt zur

. o — P32 Primer
Charakterisierung von reverse Transkription *
Promotorbereichen/Erhalt l
vollstandiger Transkripte e W

N,

» ldentifizierung des
Transkriptionsstarts o

(TATA box, 5°UTR)

ERERENERREEEN
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Primer extension

— Pi Primer

3 Transkriptionsstarts
identifiziert:

93, 95 und 99 bp vor dem
Start ATG

Experiment wurde auch mit Primer
Extension aus dem chimaren Konstrukt
(IAA4/5:CAT) wiederholt = gleiches
Ergebnis
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promoter deletion analysis

+1

basale CAT Aktivitat
vermindert - aber Auxin
<&— response funktioniert noch

<€— keine/kaum CAT Aktivitat

CAT Aktivitat

Vom 5'Ende her markiert Position -318 die Grenze zur Position des AuxRE
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promoter deletion analysis
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-2309 bp
1AA4/5-CAT

-2309 bp
PS-IAAY/S \mmmm—
Gene

promoter deletion analysis
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AuxRE

Das AuxRE liegt im Bereich
von -154 bis -318
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Testen der “core” sequence

Helative

IAA CAT activity
o (% max.)

A haaas 1 + e p —> min.Promotor = keine CAT Aktivitat

318 -154-92 2 -« owtl) s 10 AuxRE = Auxin-induzierter Anstieg

e
B |AuxRE| |AA4/5 [ der CAT Aktivitat
3 + + el s ® 75

-154  -318-92 - .-* 0 —s inv.AuxRE = geringe Induktion der

G [ARxuhA| [AA4/ |: ivita
— 5| i & 4 CAT Aktivitat

D 358| & + ~owl) ¢ 7 —> min.Promotor = kaum CAT Aktivitat

: .a.iuxﬁ::EH '7255 r7 - cownll) * 16 AuxRE= Auxin-induzierter Anstieg
Lg + 0wl s @ 100 der CAT Aktivitat
154 -318 .73 Y 5 : — i i
F Bl 355 [ - InFR mv.AuxI?E. "germge Induktion der
10 + +o i) ® 35 CAT Aktivitat

(-318 AuxRE -154) reicht fiir die Auxin response aus — korrekte Orientierung ist essentiel!
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In vVivo reporter assay

“IAA +IAA -lAA +HAA

A.' ‘.A

Konstrukte in Tabak transformiert
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Be'kstétigung der Region -318 bis -154 als notwendig fiir die Auxin response
+ Faktoren die dafiir in Erbse nétig sind finden sich auch in Tabak 20



DNase | footprinting

Bereich wurde auf 164 bp T atone o efomosrand . DNA bingingp rotein pound
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Struktur des AuxRE

lI-VI: five sequence motifs identified by Oeller et al. (1993)

footprint C/E
> Domain B <1 DomainA -
-3?:.: -IED -H.I'.l GEED -—220 -21:0 '1=0 -l.ﬂ.'! —J.:I
erﬁmﬁ%ﬂimnﬂImnmmiﬂﬁwmﬂﬂﬂtmn@
VI L' Aabp v 1) I
CACATGCTCATGTTTC TGTCCCAT
palindrome sequence (1993)

found in: auxin-responsive genes of P. sativum, soybean and A. thaliana
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Modelle (1993)
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1. paper

J. Mol Ricl. (1003} 233, 580-50G

Identification of the Auxin-responsive Element, AuxRE, in the
Primary indoleacetic Acid-inducible Gene, PS-I444/5, of Pea
(Pisum sativum)

Nurit Ballast, Lu-Min Wongt and Athanasios Theologis]

Fazit: Es konnten zwei verschiedene Sequenzbereiche
identifiziert werden, die zusammen die Auxin response
vermitteln. Fir beide Bereiche konnte die Bindung von
Kernproteinen gezeigt werden + konservierte Sequenzen
gefunden werden die in Auxin-responsiven Genen verschiedener

Arten auftreten
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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?
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guantitativer GUS assay

—

A P3: AAGGGAGACAACTTGTCTCCCA
: mP3: AAGGGAGCCAACTTGYQCTCCCA

|
2000
" [] -Auxin
B +Auxin

l £ 1500 -
fluorimetrische [
Quantifizierung der 1000 R
Blaufarbung I
500 |-
1

grl—-lr—‘.| ] | iam | Testin

min-35S D0  GH3 P3(4x) mP3(4x) =3 MOohren
1‘ Protoplasten

Relative GUS activity

DO: eins der zwei
AuxRE des GH3
Promotors 29



Yeast-one-hybrid system

Identifizierung von Proteinen, die an das AuxRE binden kénnen

1. cDNA expression library (jeweiliges Protein wird mit
einer Aktivierungsdomane verbunden)
2. AuxRE wird mit einem LacZ reporter verbunden

DNA-BP

S —OO— E—ETTTT—-

bindet ein Protein (aus der cDNA expression library) and das AuxRE,
kommt es zur Aktivierung der LacZ Expression und die entsprechenden
Hefezellen werden je nach Reportergen blau oder konnen auf einem
Minimalmedium wachsen auf dem ohne Expression des Reporters kein
Wachstum moglich ist.
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Yeast-one-hybrid screen

5 cDNA Klone wurden identifiziert — alle kodieren fir das gleiche Protein: ARF1
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Sequenzhomologie zu VP1 (TF
—> aus Mais) und AB/1 (Homologes
Gen in Arabidopsis)

—> mogliche NLS

Sequenzhomologie zu AUX/IAAs
(putative TFs)
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Struktur der Gene

VP1/ABI3 homology P S Trich 1l
R

ARF1 1 s

MLS

665aa
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alignments

ARF1 114 RTINS G BBV SOOPPWOERVATIRIHNEE
AtEST 178 ve BVEPKHHAE 1Z—IP' F -Gl
ABI3 562 1/ ) L PRI A FARE : S G 3
VPl 507 SV SDVGESLGREVEPKEISAEMHT. P SpP G 3

ARF1 174 AGDEND GENERLRUGHRREMEEO
AtEST 237 EYeln || SISIESNGOBO IG*HH
ABI3 619 ] IYSDVKCGK CEKMROIES
VPl 564 IYSDVKSGK GEK

(o]

ARF1 544

ARF1-BP 330
IAR24 759
IARL3 130
Aux28 125
PsIAR4/5 94

ARF1 587
ARF1-BP 373
IARZ24 802
IAAL3 185
Aux2B 184
PsIAand/5 143

SPKNKLAVNARMQ-
KWNP—GTLSCRSEEEA
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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 (abhangig von der GroRe und
Anzahl der gebundenen Proteine).

www.2020gene.com
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gel mobility shift assay

(L (L
C oC
< <
+ +

Probe: Probe:
P3(4x) Do

t 7

ARF1 wird von
AuxRE gebunden

d@ S
{:\
,§> c:?‘ & o X
N c:.f’J NS cﬁgﬁd" P

C ARF1 DeIetioner}N

ST S A

Deletionen die in die VP1 homologe Region
reichen (C286 bzw. N63 und N154) kdnnen
kein P3(2x) mehr binden = DNA Bindedomaéne
liegt am N-terminus
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guantitativer GUS assay

Welche Basen im Motif sind essentiell fiir die Auxininduktion?

1 +1+2 +3 +4 +5+4+6 +7 48 +9 +5+5+6
TTGTCTCCCA TTC + '—> Protoplasten
aaagagaaag ¢ ct

G

1400 F 00 -Auxin
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2 1200} u
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200 F
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keine Auxininduktion der GUS Aktivitat



Struktur der ARF1 Bindestelle

DNase | footprinting

ARF1
—————] - A I 1

G12345 86 . - . .
cccgggcnggAGGGnGACJ!ACTTGTCTCCDAMGGGAGACAAE:}FTCTCCCMGccm

gggeccgtec TCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCCCTCTGTTG AGAGGGTTTCggag

I I
g g

ARF1 bindet scheinbar bevorzugt an den everted repeat
Bereich der Palindromen AuxRE Sequenz

|

Test mit mobility shift assay
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Struktur der ARF1 Bindestelle(n)

A
ceegggeaggAGAGAGACAACTTGTCTCECAAAGGGAGACAACTTGTCTCOCAAAGeCte
gggeccgtee TCQCTCTGTTGAACAGAGRGTTTCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCggag

I I

¥ ¥

i 2 3 4 5 6 7T B 9 101112
v
P3 (1x) P3 (2x)

= 2 inverted repeats
1 everted repeat

=1 inverted repeat

e 1 x IR ist nicht ausreichend fir
ARF1 Bindung
e 1 x ER kann ARF1 binden

Probe

* 2 x ER =2 ARF1 Komplexe .
(P3(4x)) ey

mERT:

ER9-1AA4/5:

o e At Al

—P3— :EH?: |—r|'|EFiT—| rEHQ-IPu"-.-i.-‘E'|

(1) (2x%) (4x) (1%) {1x) (1x)
CTTGTCTCCCAAAGGGAGACAA Everted repeat

CTTGTCTCCCAAAGGGAGALAA
CTTGTCaCCCCTATAAGGAGACAA  Ps'AA4T, Domain &
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Struktur der ARF1 Bindestelle

A I 1
e =& | e
ccegggeaggAGGGAGAC S ACTTGT-:TECCAMGGGAGA:AACSFTC TCCCAAAGecte

gggeccgtec TCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCCCTCTGTTG AGAGGGTTTCggag

I I
g g

ARF1 bindet im everted repeat Bereich der Palindromen
AuxRE Sequenz

|

bei GREs ist der Abstand zwischen den Palindromen
wichtig fur die Bindungsaffinitat

|

Auch bei AuxREs?
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guantitativer GUS assay

A [ 1

cecgggeaggAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGECte
gggecegtee TCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCggag

A

Abstand
0 (ERO) — 9 (ER9) ER Konstrukte + [l —> Protoplasten
Basen
300; 0 -Auxin

= 250F m +AuXin
g
© 200F
1 [
P r
£:5 150} Auxin response ist am starksten,
o 1005 wenn der Abstand der ERs 7 bis 8
T [ Basen betragt
& 50

0

ARF1»
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2.paper

Science (1997)

ARF1, a Transcription Factor That Binds to
Auxin Response Elements

Tim Ulmasov, Gretchen Hagen, Tom J. Guilfoyle*

Fazit: COOH

ARF1

NHZ—* VP1/ ABI3 homol.

cccgggeaggAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGECte
gggecegtee TCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTTCggag

" AuxRE

*
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Modelle (1997)

repressor?

auxin response

1

F‘r
R : Repressor AurRE + Auxin Responsive Element i Moin
A . Acthvriorn M : Plasma membrane
R : Recaptor STP ; Swynal transduction p&mwey B : ‘Modification™

42



nachste Woche:
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Alexandra und Ariane:

The Plant Journal (1999) 19(3), 309-319

Dimerization and DNA binding of auxin response factors

Tim Ulmasov' Gretchen Hagen and Tom J. Guilfoyle*
Department of Biochemistry, 117 Schweitzer Hall,
University of Missouri, Columbia, MO 65211, USA
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