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Abel et al. PNAS 1994 FIG. 5. Model for early auxin events
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ARF1, a Transcription Factor That Binds to
Auxin Response Elements

Tim Ulmasov, Gretchen Hagen, Tom J. Guilfoyle*

Julia, Lisa, Franziska G.

Auxin —= Rezeptor

CTF )

promoter cis element

Expression

Ziel dieses Papers:

- Nahere Charakterisierung der AuxREs
- Analyse eines zu den AuxREs gehorenden
Transkriptionsfaktors



WAS BEREITS BEKANNT WAR:

- Auxin moduliert die Interaktion von Transkriptionsfaktoren mittels
AuxREs der Zielgene
- Auxinrelevanter Promotorbereich wurde auf 164bp eingegerenzt

Struktur des AuxRE

[I-VI: five sequence motifs identified by Oeller et

al. (1993)
footprint C/E
-~ Domain B <7  DomainA -
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CACATGCTCATGTTTC TGTCCCAT
palindrome sequence (1993)

found in:  auxin-responsive genes of P. sativum, soybean and A. thaliana



WAS BEREITS BEKANNT WAR

- Sojabohnengen GH 3: antwortet schnell und spezifisch auf Auxin, der
Promotor enthalt zwei AuxREs D1 und D4 mit der konservierten Sequenz
TGTCTC

- Auxin responsiv elements zeigen Ahnlichkeit zu glucocorticoid responsive
elements ,,GREs“

- GREs beinhalten palindromische Sequenzen (AGAACAnnnTGTTCT), an die
ein Transkriptionsfaktor bindet

Fragestellung: Sind AuxREs palindromisch angeordnet?

- Konstruktion des kunstlichen P3-Konstruktes



GUS-REPORTERASSAY
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GUS-REPORTERASSAY IN PROTOPLASTEN

P3: AAGGGAGACAAGTTGTCTCCCA
mP3. AAGGGAGCCAACTTGGCTCCCA

P3 (4x): 4 Tandemkopien 2000
. . O[O -Auxin - _
inverser Wiederholungen von " B shuxn
TGTCTC £ 1500~

5 I

£

z

= 5nnm

g..lz—l—".

min-355 D0  GH3 P:i{dx} mFE[M.}

Fazit: 1. DO AuxRE reicht nicht aus um maximale Auxinantwort zu gewahrleisten
2. P3 (4x) zeigt die selbe Auxinantwort wie natutliches, vollstandiges AuxRE



YEAST-ONE-HYBRID SYSTEM

|ldentifizierung von Proteinen, die an das AuxRE binden konnen

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

/ \

DNA-BP

SO E—TTTT—-—

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



CDNA-LIBRARY

cDNA library

i

cDNA

reverse vectors

transcriptase

digestion with
cleaved cDNA l restriction enzymes

AT
s O,

vectors

insertion into E. coli

library amplification in rapidly collection of cDNA library of
reproducing bacteria actively transcribed genes
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YEAST-ONE-HYBRID SYSTEM

|ldentifizierung von Proteinen, die an das AuxRE binden konnen

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

/ \

DNA-BP

SO E—TTTT—-—

bindet ein Protein (aus der cDNA expression library) an 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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Homologien:

Unterstrichen - VP1 (Mais), ABI 3
(Arabidopsis)

doppelt unterstrichen - Box Il + IV
in Aux/IAA Proteinen

Gestrichelt - NLS



SEQUENZHOMOLOGIEN UND IHRE BEDEUTUNG

VP1ABI3 homology P S Trich moow
ARF1 1 mm ——— 665aa

L
NLS
YF1ABI3 homelogy M Clrich m

14A24 4w ——— W W (66an

YR UABIS homalogy

ARF3 1 ——————— B03aa

[ I Y

Aux/IAA i oo jmm( W e 200-300aa

ARF 1 und IAA 24 enthalten im Gegensatz zu anderen Aux/IAA Proteinen
nur Box Il + [V

Analysen zur Voraussage von Faltungen in Proteinen sagen voraus, dass
Box Il sich zum amphiphilen o3 3 -motif faltet

Vergleich zu letzter Woche: of3 3 -motif steht in Verdacht DNA Bindedomane
Zu sein



Frage:

Bindet das Protein an die DNA und welche
Region ist essentiell flr die Bindung ?

v

Gel mobility shift assay



GEL MOBILITY SHIFT ASSAY

* Nachweis der Bindung eines Proteins an DNA

* DNA-Fragmente, an die ein Protein gebunden ist, bewegen sich
langsamer im Gel als freie DNA Stucke (im Agarosegel abhangig von
GroRRe und Ladung des DNA-Protein-Komplex)

www.2020gene.com



GEL MOBILITY SHIFT ASSAY

* Nachweis der Bindung eines Proteins an DNA
* DNA-Fragmente, an die ein Protein gebunden ist, bewegen sich

www.2020gene.com

langsamer im Gel als freie DNA Stucke (im Agarosegel abhangig von
GroRRe und Ladung des DNA-Protein-Komplex)




GEL MOBILITY SHIFT ASSAY

— - Deletionen
TR s ey ryry? &
P qV > 5 O S IR
Zwei “« . '
Komplexe = "
i
s

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

Fazit: 1. Aminosauresequenz ab C359 ist essentiell
fur DNA Bindung
2. DNA Bindungsdomane liegt am N-terminus



Frage:
Welche Basen im P3(4x) Konstrukt sind essentiell
far die Auxinantwort?

v

Competition assay
und quantitativer GUS assay



COMPETITION ASSAY

O
‘ “ / Signal
—_— —>

,heifde Jkalte \

DNA- Probe“ Probe*
Extrakt

Kein Signal

Im EMSA wurden frisch isolierte nukleare Extrakte der behandelten Zellen
gewonnen und diese mit einer radioaktiv markierten spezifischen Sonde
(,heiRe Sonde*) inkubiert. In die Probe wurde zusatzlich zur heifen Sonde
eine sogenannte ,kalte Sonde“ zugegeben, bei der es sich ebenfalls um die
spezifische Sequenz, jedoch nicht radioaktiv markiert, handelte. Da sie im
Uberschuss zugegeben wurde, verdrangte sie beim Hybridisierungsvorgang
die ,heifle Sonde“, wodurch sich das Signal abschwachte.



COMPETITION ASSAY

B 1 +1 42 43 +4 4546 +7 48 49 45 4546
Competitor — TTGTCTCCCA TTC
aaagagaaag c ct

. ' “

oo (R

- mimi mm3 mdmS mb m”m8 m9 mba m5,6

.

Fazit: Bindespezifitat von IAA 24 ist identisch mit der von ARF1




QUANTITATIVER GUS ASSAY
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Fazit: 1. Die Basen 1-4 sind essentiell fur die Bindung
2.5 und 6 sind jeweils fakultativ



Frage:
Wie sieht die Struktur der ARF1 Bindestelle aus ?

v

DNase footprinting
und gel mobility shift assay
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products on gel

DNASE FOOTPRINTING ASSAY

* Methode zum Aufspuren von
DNA- Protein-Interaktionen

* DNA-Fragmente, an denen ein
Protein gebunden ist, sind zu
einem gewissen Grad vor
enzymatischer Spaltung
geschutzt



DNASE FOOTPRINTING ASSAY
A [ L% ]

cccgggcaggAGGGAGACAACLTGTCTCCCAAAGG 3AGACAACTTGTCTC CAAAGcctc
gggceecgtcc TCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTRCC GTTTCggag

I
*

G123456

everted inverted
repeat repeat

Fazit: anscheinend bindet ARF1 bevorzugt
an everted repeat Bereich




GEL MOBILITY SHIFT ASSAY

Fazit:

1. 1 IR reicht nicht aus fur
Proteinbindung

2. Bindung erfolgt am ER
3.2 ER kbnnen 2 ARF 1
binden

Probe

P3:

ER7:

mER7:
ER9-IAA4/5:

i ARPS T ] ]

23 %9456 7809 101112

‘ e e Ak

= ER’/j I—mEFW = rERQ-lAA4/5

(1x) (2x) (4x) (1x) 1x) (1x)

AAGGGAGACAACTTGTCTCCCA Inverted repeat
CTTGTCTCCCAAAGGGAGACAA Everted repeat

CTTGTCTCCCAAAGGGAGALAA
CTTGTCaCCCCTATAAGGAGACAA  PslAA4/5 Domain A



Frage:
Ist der Basenabstand von Bedeutung ?

v

quantitativer GUS assay



QUANTITATIVER GUS ASSAY
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Fazit: Wenn der Abstand der ER s 7 bis 8 Basen betragt,
ist die Auxin response am starksten—>
mogliche Dimerbildung?



YEAST-TWO-HYBRID SYSTEM

http://2010.igem.org

No transcription

- >

orter gene

Transcription

* In-vivo Methode zum

Nachweis von
Protein-Protein
Wechselwirkungen

* Das Bait-Fusions-

protein bindet an die
GAL4 -Bindestelle vor
einem Reportergen im
Genom einer
Hefezelle. Ein Prey-
bindet an das Bait-
Fusionsprotein.
Daraus resultiert eine
Rekonstitution des
GAL4-Transkriptions-
faktors und die
Expression des
Reportergens.



DAS ARF1 BINDEPROTEIN

VP1/ABI3 homology

P.S,T-rich v
ARF1 1 mmm *:hl:- 665aa
MNLS
VP 1/ABI3 homology M.Q-rich M v
IAA24 1 mmm e———— m[ _|mm S66aa
VP1/ABI3 homology
ARF3 1 Emm( ) — 608aa
m v
> ARF1-BP 1 I m[  mm 454aa
Lnom N
Aux/IAA 1w s wm[ W |mm 200-300aa
acidic acidic F',S:T—nch VP1/ABI3 humlog‘.f

VP1UABIZ 1 1 Jemi — )M 691/720aa




~ DAS ARF1 BINDEPROTEIN

COOH

ARF1 -

NH;* VP1 / ABI3 homol.

cecggocaggAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGGGAGACAACTTGTCTCCCAAAGECte
gggeceglee TCCCTCTGTTRAACAGAGGBTTTCCCTCTGTTGAACAGAGGGTTT Cogag

" AUXRE



’ auxin response
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A : Activalor PM : Plasma membrane

Re : Recaptor STP ; Signal vansduction pathwiy
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ZUSAMMENFASSUNG

- ldentifizierung und nahere Charakterisierung des
Transkriptionsfaktors ARF1 (Aminosauresequenz,
Homologien zu anderen Proteinen)

- Nahere Strukturbestimmung der AuxREs
(palindromischer Aufbau)

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

- ldentifizierung des ARF1-BP (Sequenzhomologie
Box I1+1V)



Philipp und Bruno

The TIR1 protein of Arabidopsis
functions in auxin response and is
related to human SKP2 and yeast Grr1p



