
  

Molekulare Mechanismen der 
Signaltransduktion

06 - Kartierung des AXR1 Gens
+ early auxin-induced genes

Folien:
http://tinyurl.com/Modul-MMS



AXR1

auxin response

auxin

auxin

bisheriges Modell

AXR1
→ potentieller 
Auxinrezeptor



Ziel:  Kartierung /Identifizierung des AXR1 Gens



map-based 
cloning

DNA libraries

1.  Intervall wurde weiter verkleinert



map-based 
cloning

Notwendig:  kürzere DNA Fragmente dieses Bereichs
= genomic DNA Libraries

DNA libraries



http://iweb.langara.bc.ca/biology/mario/Assets/CloningLib.jpg

Reverse
TranskriptioncDNA

RNA

DNA libraries



Approximate maximum length of DNA 
that can be cloned into vectors

Vector type
Cloned DNA 
(kb) 

Plasmid 20 

lambda phage 25 

Cosmid 45 

BAC (bacterial artificial 
chromosome)

300 

YAC (yeast artificial 
chromosome

1000

Typen von Vektoren: plasmids, cosmids, YAC

http://homepages.strath.ac.uk/~dfs99109/BB211/Plasmidnotes.html
http://homepages.strath.ac.uk/~dfs99109/BB211/GenomicLibrary.html
http://homepages.strath.ac.uk/~dfs99109/BB211/GenomicLibrary.html
http://homepages.strath.ac.uk/~dfs99109/BB211/GenomicLibrary.html
http://homepages.strath.ac.uk/~dfs99109/BB211/GenomicLibrary.html


YAC

Transformation in axr1 Mutante = WT 
Phänotyp?

AXR1 - Chromosome Walking

Suche mit RFLP Markern
→ Southern blot auf 
extrahierter Plasmid DNA



YAC

Cosmid
s

Problem: YAC ist zu 
groß !
-> Cosmide

Transformation in axr1 Mutante = WT 
Phänotyp?

AXR1 - Chromosome Walking



YAC

Cosmid
s

Problem: YAC ist zu 
groß !
-> Cosmide

Transformation in axr1 Mutante = WT 
Phänotyp?

AXR1 - Chromosome Walking

Problem: YAC ist zu 
groß !
-> Cosmide



YAC

cosmids

Problem: YAC ist zu 
groß !
-> Cosmide Transformation in axr1 Mutante = WT 

Phänotyp?

AXR1 - Chromosome Walking



 Cosmid pOCA18-H enthält das 
AXR1 Gen

Cosmid H kann den Phänotyp 
der axr1-3 Mutante aufheben

WT axr1-
3

axr1-3 
[pOCA18-H]

AXR1 - Chromosome Walking

16.5 kb groß



Cosmid pOCA18-H (16.5 kb) →  AXR1 Gen

1.8 kb cDNA abwesend in axr1-23!

cDNA Bibliothek Screen mit 
pOCA18-H

welche cDNA Klone 
sind homolog zu 
pOCA18-H

2 cDNAs identifiziert
→ 0.8 und 1.8 kb

potentielle AXR1 
cDNAs

Northern Blot:
Wieviel Transkript (1,8 
kb) liegt in den axr1 
Mutanten vor?

AXR1 - Identifizierung 



axr1-12 = C1246T

Glycin → STOP

axr1-3 = G461A

Cystein →  Tyrosin

Sequenzierung der potentiellen AXR1 cDNA

wenn 1,8 kb cDNA AXR1 ist → Mutationen in der Sequenz der Mutanten 



axr1-12 = C1246T

Glycin → STOP

axr1-3 = G461A

Cystein →  Tyrosin

Sequenzierung der potentiellen AXR1 cDNA

wenn 1,8 kb cDNA AXR1 ist → Mutationen in der Sequenz der Mutanten 

Sequenzierung der cDNA von axr1-3 und axr1-12 zeigt Mutationen 
in dem Kandidatengen!

+ Komplementation des Phänotyps von Klon H →AXR1 Gen 



AXR1 Protein: 540 AS, ca. 60 kD

Sequenzierung der potentiellen AXR1 cDNA

Funktion?

Suche nach homologen Sequenzen in Datenbank

Für AXR1: Homologe in Mensch, Hefe Weizen



- similarity to ubiquitin-activating 
enzyme E1 

- ubiquitin-proteasome pathway

axr1-3
C →  Y

- axr1-3 mutation alters conserved C- 
residue into tyrosine

Sequenzierung der potentiellen AXR1 cDNA



ubiquitin -proteasom system



Zusammenfassung

● Feinkartierung und chromosomal walk → Kandidatengen
● Transformation der Mutante mit Cosmid (+Kandidatengen) → 

WT Phänotyp
● Expression und/oder cDNA des Kandidatengens ist in axr1 

Mutanten verändert
● Sequenzierung der cDNA → AXR1 Gen

→ teilweise Homologie zu E1 Ubiquitin-aktivierendem Enzym



E3

E2

AXR1?

Ub

Ub

Ub

Ub
Ub

Ub

Ub

repressor?

auxin response

neues Modell



● Ziel: Identifizierung und Charakterisierung von Elementen der 
Auxinsignaltransduktion



auxin response

Hintergrund:

auxin

Mutagenese
Ansatz

Identifikation von Signalkomponenten durch 
Isolierung von Mutanten mit “Verlust” der Reaktion in Mutanten

Kandidatengen
Ansatz

Gene die stark induziert werden kodieren
potentiell für Signalkomponenten



Hintergrund:



auxin response

Hintergrund:

auxin

Gene die stark induziert werden kodieren
potentiell für Signalkomponenten

RNA Extraktion
cDNA Synthese
cDNA Bibliothek
→ Sequenzierung



AUX/IAA Gene - Auxin-induktion

→ Eine Gruppe von Genen, die schnell von Auxin induziert werden AUX/IAA Gene

→ Funktion unbekannt → Ziel des papers



Strukturelle Eigenschaften d. Aux/IAA Proteine

Frage: Kann die Sequenz Aufschluss über Funktion geben?

Vergleich der Sequenz homologer Gene aus
Erbse, Arabidopsis, Soja, etc.



Alignment

Keine Sequenzhomologie zu bekannten Proteinen
→ aber strukturelle Homologien!

Kann die Lokalisation der Proteine Aufschluss geben? → WB und immunostaining erfolglos



Pulse chase Experimente

http://www.zum.de/Faecher/Materialien/hupfeld/methoden/autorad/auto1.jpg

Nachweis von Proteinstabilität / Proteinkinetik

● startet mit Equilibrierung
● “Pulse” period: Protein-Labeling durch [35S]-Methionin → alle Proteine in dieser 

Zeit werden markiert
● “Chase” period: Überschuss von “kaltem” Methionin → alle neuen Proteine 

unmarkiert



Pulse chase Experimente

http://www.zum.de/Faecher/Materialien/hupfeld/methoden/autorad/auto1.jpg

Nachweis von Proteinstabilität  (Halbwertszeit)

[35S]-Me

Gewebe-
extrakt

Me

Probennahme

Immunpräzipitation
+ Gel
oder Western blot

Quantifizierung



Immunoprecipitation

Vorteil: Eluat (= protein of interest) Kann aufkonzentriert werden!



Hintergrund:

PS-IAA4/5
[35S]-Me
+/- IAA

1000 x  
cold Me

2h pre-
incubation

2h
pulse

60 min
chase

0, 5, 10, 15, 30, 60
min samples

Ps-IAA4/5 wird schnell abgebaut
→ t

1/2
 ca. 8 min

→ weitg. IAA-unabhängig



Hintergrund:

PS-IAA6PS-IAA4/5

tubulin 
(control)

Ps-IAAs werden schnell abgebaut
→ t

1/2
 ca. 6-8 min

→ weitg. IAA-unabhängig
→ aber: Ausgangsmengen!
→ ungenaue Quantifizierung
→ Ladekontrollen (Rohextrakt)

fehlen
→ IAA Gene werden schnell induziert
→ AUX/IAA Proteine werden schnell abgebaut



Funktion der AUX/IAAs?

→ Teile der Sequenz weisen Homologie zu prokaryotischen TFs auf
→ 



transiente Transfektion von Protoplasten

Protoplastierung

Transfektion

Einbringen von Fremd-DNA in Pflanzentellen (vorübergehend = nicht-stabil)

Translationale Fusionen
● PsIAA4 cDNA
● PsIAA6 cDNA
● AtIAA1 cDNA
● AtIAA2 cDNA

Nachweis und 
Lokalisation der 
Proteine  in vivo

histochemischer
Nachweis von GUS



histochemischer GUS Nachweis

1. Kontrollen:  A: GUS (ohne Fusionsprotein)  - gleichmäßig verteilt im Cytoplasma
B: GUS-VirD2 (viral nuclear protein - pos. control)

GUS

nuclear
marker
(Hoechst
33342)



histochemischer GUS Nachweis

GUS

nuclear
marker
(Hoechst
33342)

GUS
GUS-
VirD1

GUS-
PsIAA4

GUS-
PsIAA6

GUS-
AtIAA1

GUS-
AtIAA2

Aux/IAA Proteine sind im Nukleus lokalisiert (funkt. NLS!)

Kritik: Kontrollen + keine Info über Promotoren im Text!

heute: eher GFP als GUS + WB/ Immunoprecipitation mit Zellfraktionen



weitere Indizien für IAA = Kernproteine/TFs

Teil der AS- Sequenz hat (strukturelle) Homologie zu prokaryotischen TFs

AS müssen nicht identisch sein aber ähnliche Eigenschaften haben



Zusammenfassung:

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/5/51/Molecular_structures_of_the_21_proteinogenic_amino_acids.svg/770px-Molecular_structures_of_the_21_proteinogenic_amino_acids.svg.png

Abwechslung von hydrophoben u.hydrophilien
AS → amphipathic nature
(in procaryoten TF und IAA)

????????



Zusammenfassung:

AUX/IAAs  sind “early auxin response” Gene, die 

● für kurzlebige + 

● nukleär-lokalisierte Proteine kodieren +

● Homologie zu prokaryotischen 
Transkriptionsfaktoren aufweisen



E3

E2

AXR1?

Ub

Ub

Ub

Ub
Ub

Ub

Ub

repressor?

auxin response

neues Modell



next:

Bitte an Termine zur Vorbereitung
Ihrer paper denken!

→ IPB
Weinberg 3
06120 Halle



  

Molekulare Mechanismen der 
Signaltransduktion

+ Hinweise bezüglich der Vorträge 


