Molekulare Mechanismen der
Signaltransduktion

06 - Kartierung des AXR1 Gens
+ early auxin-induced genes
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Ziel: Kartierung /ldentifizierung des AXR1 Gens
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Notwendig: kurzere DNA Fragmente dieses Bereichs
= genomic DNA Libraries




DNA libraries

Cloning a DNA library in a plasmid vector

RNA
1. Digest both genomic DNA and Selopge B
plasmid vector with same
& Vector restriction enzyme
o Reverse
f o . cDNA Transkription
Selectable Polycloning site O
rovist ket g 2. Mix digested plasmid
0 and genomic DNA.

3. Transform into E.coli

\ @ 4. Plate on media containing

appropriate antibiotic.

T ;o Join fragments with
w DNA ligase.

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



Typen von Vektoren: plasmids, cosmids, YAC

Approximate maximum length of DNA
that can be cloned into vectors g,
Cloned DNA ARS CEN \\“\\\\m\ \g R
Vector type (kb) 1.? — §«~ \\\\\\w\ 3
Q N %,

) Znjuman BNA (>>100 kb) %
Plasmid 20 Pt & 5 g’
lambda phage 25 Y
Cosmid 45 E S sclcablegencs
Bﬁ\C (ba ctena)l artificial 300 2 A \:l-p
chromosome

P selectable gene B
YAC (ye ast artificial 1000 T ARS CEN ARS : origin of DNA replication
Chromosome * - l:l* CEN : yeast centromere
TEL TEL : telomere

selectable gene A CLONING VECTOR


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

AXR1 - Chromosome Walking

a
Chromosome 1

6.612.0cM 8127 cM
dis] €= axrl€—> cerl
Suche mit RFLP Markern
— Southern blot auf
extrahierter Plasmid DNA
)z ) N
? ‘::‘ \$ 4. Plate on media containing
%1& - appropriate antibiotic.
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Transformation in axrl Mutante = WT
Phanotyp?




AXR1 - Chromosome Walking
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AXR1 - Chromosome Walking
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Problem: YAC ist zu
grofs !
-> Cosmide



AXR1 - Chromosome Walking

a
Chromosome 1 6.6 = 2.0 cM §8+2.7cM

dis] €——————> axrl<————> cerl
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Transformation in axrl Mutante = WT
Phanotyp?




AXR1 - Chromosome Walking

WT
-

axrl-
3

axrl-3
[pPOCA18-H]

Cosmid H kann den Phanotyp
der axrl-3 Mutante aufheben

2 Cosmid pOCA18-H enthalt das
AXR1 Gen

16.5 kb grof3




AXR1 - |ldentifizierung

Cosmid pOCA18-H (16.5 kb) - AXRI1 Gen

i welche cDNA Klone
sind homolog zu
cDNA Bibliothek Screen mit pOCA18-H
pOCA18-H

i

2 cDNAs identifiziert potentielle AXR1
- 0.8 und 1.8 kb cDNAs

i

AXRI

"AXR]  axrl-23

axrl-f9
axrf-23

axrf-12

axrl -3
axrl -5

Northern Blot:
v g < 1.8Kkb . <— 18kb Wieviel Transkript (1,8
— .. kb) liegt in den axrl
Actin ,. } s [

Mutanten vor?

-— ().okb

1.8 kb cDNA abwesend in axrl-23!




Sequenzierung der potentiellen AXR1I cDNA

-

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

axrl-3 = G461A
Cystein -» Tyrosin

axrl-12 = C1246T
Glycin - STOP



Sequenzierung der potentiellen AXR1I cDNA

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

@ _- -' axrl-3 = G461A

Sequenzierung der cDNA von axrl-3 und axrl-12 zeigt Mutationen
In dem Kandidatengen!

+ Komplementation des Phanotyps von Klon H - AXR1 Gen




Sequenzierung der potentiellen AXR1I cDNA

AXR1 Protein: 540 AS, ca. 60 kD

|

Funktion?

LSuche nach homologen Sequenzen in Datenbank

Fur AXR1: Homologe in Mensch, Hefe Weizen
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ubiquitin -proteasom system
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VAVCEININENIESSIGM  Arabidopsis auxin-resistance
gene AXR1 encodes a protein

related to ubiquitin-activating
enzyme E1

H. M. Ottoline Leyser, Cynthia A. Lincoln*,
Candace Timpte, Douglas Lammer,
Jocelyn Turner & Mark Estellet

Department of Biology, Indiana University, Bloomington,
Indiana 47405, USA

* Feinkartierung und chromosomal walk — Kandidatengen

* Transformation der Mutante mit Cosmid (+Kandidatengen) -
WT Phanotyp

* Expression und/oder cDNA des Kandidatengens ist in axrl
Mutanten verandert

» Sequenzierung der cDNA - AXR1 Gen

- tellweise Homologie zu E1 Ubiquitin-aktivierendem Enzym



neues Modell

repressor? ‘ AA

auxin response




Proc. Natl. Acad. Sci. USA
Vol. 91, pp. 326-330, January 1994
Biochemistry

Early auxin-induced genes encode short-lived nuclear proteins
(plant hormone action/plant cell growth/protein stability / Baa DNA binding motif/nuclear localization)

STEFFEN ABEL, PAUL W. OELLER*, AND ATHANASIOS THEOLOGIST
Plant Gene Expression Center, 800 Buchanan Street, Albany, CA 94710

o Ziel: Identifizierung und Charakterisierung von Elementen der
Auxinsignaltransduktion



Hintergrund:

=
Mutagenese Kandidatengen
Ansatz Ansatz
auxin
-
> Gene die stark induziert werden kodieren

potentiell fir Signalkomponenten

~auxin response «

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



Hintergrund:

Approaches to Dissect Auxin Signaling

Auxin-related Mutants

Auxin

m— lon Flux
Cell Elongation
Cell Division
Cell Differentiation

10 102 103 104
Day Week




Hintergrund:

auXxin
RNA Extraktion
cDNA Synthese _ . .
cDNA B?/bliothek - Gene die stark induziert werden kodieren
~ Sequenzierung potentiell flr Signalkomponenten

auxin response




AUX/IAA Gene - Auxin-induktion

‘ - - - eeooett "
Fﬂl' 0 0 2 4 6 B 10 15 20 25 30 80t 30 0
151 -1AA + 1AA IAA + IAA
40
10
20 F
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— 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 Uber Funktion geben?

\
Vergleich der Sequenz homologer Gene aus

Erbse, Arabidopsis, Soja, etc.



Alignment

[ _basic | | acidic/G,S.P A-rich | basic ]
{bipartite/SV40-lika NLS) - (bipanite NLS) +#

MEV-TN---GLNLKDTELRLGLPG-A---—- QEEQQLELSCVRSNNERENNDST--EE--—---——====—======= SAPPPTKTQIVGWPPVRSNR-KNNNNKN--V---=§-—===-———~ 75
MAYEKVNE--LNLKDTELCLGLPG--RTERIFEEQ--EVSCVESNNERLFEE-TRDEEE—-~~=~===—-cc-caaax ST-PPTKTQIVGWPPVRSSR-KNNN----SV-=-==§=—=-=—uz= 78
MEKVDVYDELVNLKATELRLGLPG---TEE------- TVSCGKS-NKRVLPEATEKE-IESTGK-TE----------~- TASPP-KAQIVGWPPVRSYR-KNN------ VQTKKSESE-G-QGN 89
ME----==----- FKATELRLGLPG-I-TEEEEKRI IHGSSVVENNNEROLP Q- TSEESV-SISKVTN-DEHIVESS -~ SAAPPARRKI VGWPP IR YR-BN--- -~~~ SLH----EADVG--GI 93
MESRVVFESDLNLKATELRLGLPG---TEEKEDNNLRTHAVLR-NNKRQVRE-TSQDSV-S ISKASHHQQH-VETV--SAPPP-Khirvewer iRs YR-F------ §VQ-=-=--EGE-G-DGI 100

3 —RRsVDERNQVVGWPPVCS YRERN----—-- MNEG-S-KM-=-==-= 76
MAKE----- GLGLEITELRLGLP-DAEH--VAVA----NKNGEKEKNKRVF--SEIDD-VGDENSSSGGGGD-~---— —RRME - NKNQVVGWPPVCS YRERN - -—--- SVNE-AS-KM------ 87
MAKE----- GLGLEITELRLGLP-DAEHQ-VSVV----NKKNE--KKRAF--SEIDDGVGDENSSSGGG-D---—-- —~FHME TNKSQVVGWP P VCS YRIGN - ----- SMNEGAS-KM------ B7
MANESNN---LGLEITELRLGLPGDIVVS-GESISG-~~==----—KKRASPEVEID--LKCE============ ====PA---FRSQVVGWPPVCS YRRIN------ SL-ER-T-K-55---- 75
M----——-—-- GFEETELRLGLPGNGGTEEVLI----====-—= ~RERGF--SETETGHEDESATTVDLMLNLSSKE ~ P AFP PARTOVVGWP PVRES FR-NMLAVQKSVGEE-SEKNSSPNAS 124
Y P B TELRLGLP . « oo v vneeennennnnnnnns KR . e esesenssnnnasnnasnnsnnnses @ea) .. K.Q#VGWPPH.S#R.KN....... B

I II
CBE 1 al 1 | o2 ] | acidic J |_basic |
se e e o0 & @ o M & B = * (SVA0-MATa2ike NLS)

YVKVSMDGAP YLRKIDLKMYKNYPELLKALENMFKF T-VGEYSEREGYK- -GSGFVP TYEDKDGDWMLVGDVPWDOMF SSSCORLEIMAGSEAP TAL - —- - - -~ == ======~ 168 1AA1(8)
YVKVSMDGAP YLRKIDLKTYKNYPELLKALENMFKVM- IGEYCEREGYK~--GSGFVP TYEDKDGDWMLVGDVEWDMF SSSCERLENMEGSDAP-ALDSSL -~ ~========= 174 1AA2(®)
YVKVSMDGAP YLRKIDLTMYKQYPELMKSLENMFKF S-VGEYFEREGYK~~GSDF VP TYEDXDGDWMLVGDVPWEMFVS SCERLEIMBGS EVKGLGCGGL -~~~ ~======~ 186 AtAux2-11(®)
FVKVSMDGAP YLRKIDLRVYGGYSELLKALETMFKLT- IGEYSEREGYK--GSEYAPTYEDKDGDWMLVGDVPWOMFVTSCERLUEIMAG TEAKGLGCGY - ———————-——-~ 189 PS-lAA4(c)
FVEVSMDGAP YLRKVDLKVYGGYPELLKALETMFKLA-IGEYSEREGYK~--GSEYAPTYEDKDGDWMLVGD VP WDMFVTS! SEARGLGCVV============m 196 ARG4(d)
mmmurm:n:.c:.umz.gmmnccc:E!:-Ju.lmn---sncmwuvmmmnwmzzsmﬁsnusrnx.qpmsmn ----- 179 PS-1AA6(C)

YVKVSMDGAP F LREMDLGMHKGYSDLAF ALEKLF GCYGMVE - ALKNV - - - ENGEHVP I YEDKDGDWMLVGDVPWEMFME SCRRLETMERADAKGFGLQPKGSLKGF IESVGK 194 ARG3(9)
YVKVSMDGAPFLRKIDLGLHKGYSDLALALDKLFGCYGMVE-ALKNA-~-DNSEHVP I YEDKDGDWMLVGDVPWEMFME SCEKRURIMERSDAKGFGLOPKGSLKGF IESAAK 195 GmAux22(®)

YVEVSVDGAAFLRKIDLEMYKCYODLASALOILFGCY INFDDTLEKE-~~~~~ SECVPIYEDKDGDWMLAGDVPWEMFLGSCERBLEIMERS YVPGFGRTKPRIKLG-—----~ 174 AtAux2-27(b)

FVKVSMDGAP YLRKVDLKMYKS YRELSDSLGKMFSSFTFGN-CESQGMK~N5SSDYVP TYEDKDGDWMLVGDVPWEMFVE SCERLENMAGREA IGLGLA-PRAMAKCKNRS -- 243 GmAux28ie)

#VKVSMDGAP #LRK#DL . # .K.Y.OL# .ALO. #F. 4. . #.E...®..."" 50, #P . YEDKDGDWMLVGDVPWOMF # . SCKRLRIMK . .O# Gl e v v v v vvvvnnsnnnns Consensus
III v

Keine Sequenzhomologie zu bekannten Proteinen
— aber strukturelle Homologien!

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



Pulse chase Experimente

—®»  Nachweis von Proteinstabilitat / Proteinkinetik

 startet mit Equilibrierung

» “Pulse” period: Protein-Labeling durch [35S]-Methionin — alle Proteine in dieser
Zeit werden markiert

 “Chase” period: Uberschuss von “kaltem” Methionin — alle neuen Proteine
unmarkiert



Pulse chase Experimente

~ Nachweis von Proteinstabilitat (Halbwertszeit)
[35S]-Me

PULSE L
gt

Gewebe-
extrakt

Probennahme

Quantifizierung < Lménelfnpl’aZIpltatlon A

oder Western blot



Immunoprecipitation

Cell Lysate or Incubation with
Protein Mixture Antibody-coupled Resin
i
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J_’:: Coupled Antibody g - Spin and wash g_ - , Elute

A Antigen \ 4 v

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



Hintergrund:

PS-IAA4IS [35S]-Me 1000 x

+/- IAA cold Me

PULSE # CHASE #
|

100

101

2h pre- 2h 60 min
incubation pulse chase

051015 _30 60 min
Chase time

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

Ps-I1AA4/5 wird schnell abgebaut
- 1, ca. 8 min

- weitg. IAA-unabhéangig



Hintergrund:

PS-1AA4/5

100 100

10 10

0 5 10 15 30 60 min

Ps-IAAs werden schnell abgebaut
- t,, ca. 6-8 min

weitg. IAA-unabhangig

aber: Ausgangsmengen!
ungenaue Quantifizierung

- |AA Gene werden schnell induziert L?dr(]elkontrollen (Rohextrakt)

- AUX/IAA Proteine werden schnell abgebaut enien

+lAA

100\-'_/{\,_‘. tUbUIin
ty2>> 60 min

(control)

T T I

0 51015 _30 60 min
Chase time

Ll



Funktion der AUX/IAAS?

S idi -rich I basl
(bipartite/SV40-like NLS) * (bipartite NLS) .b
MEV-TN---GLNLKDTELRLGLPG-A----—QEEQQLELSCVRSN NDST--EE-——========———m————u SAPPPTKTQIVGWPPVRSNR-KNNNNKN--{-===S=voeuuuux 75
uu::xvuz--LNLmrEmPG——RTWW@IEQ—-Evsc N FEE-TRDEEE-~===——==-——c—eeea- ST-PPTKTQIVGWPPVRSSR-KNNN-—-—-SV-===§=m===m=m==m 78
MEKVDVYDELVNLKATELRLGLPG-—-TEE——————— TVSCGKS-NKRVLPEATEKE-IESTGK-TE-—————————— TASPP-KAQIVGWPPVRSYR-KNN--———- VOTKKSESE-G-QGN 89
ME-========= FKATELRLGLPG-I-TEEEHKKI IHGSSVVENNNKRQLPQ-TSEESV-SISKVTN-DEHIVESS-~SAAPPAKRKI VGWPP IRS YR-RN------ SLH----EADVG--GI 93
MESRVVFESDLNLKATELRLGLPG---TEEKEDNNLRTHAVLR-NNKRQVRE-TSQDSV-SISKASHHQQH-VETV--SAPPP-KRKIVGWPP IRS YR-KN----—- SVQ----EGE-G-DGI 100
MARE-—--- GLGLEITELRLGL--——-- SCGEP-—-—--- —KKNE-—KKMF--SEIDGGV-EEN-—--GGSGD--———- —RHES VDERNQVVGWPPVCSYRKRN-————~- MNEG-S-KM-———-— 76
MAKE----- GLGLEITELRLGLP-DAEH--VAVA----NKNGEKKNKRVF - -SEIDD-VGDENSSSGGGGD-—-——— —REME-NKNQVVGWPPVCS YRKKN -~ ~——~ SVNE-AS-KM--—--- 87
MAKE=--=--~= GLGLEITELRLGLP-DAEHQ-VSVV----NKKNE--KKRAF --SEIDDGVGDENSSSGGG-D~—=~--= —RRMETNKSQVVGWPPVCS YRERN-—--—- SMNEGAS-KM--———- 87
MANESNN---LGLEITELRLGLPGDIVVS-GESISG---——==~ —KKRASPEVEID--LKCE-——====—===——=== PA--—KRSQVVGWPPVCS YRRIN--———- SL-ER-T-K-SS---- 75
M= GFEETELRLGLPGNGGTEEVLI~~====m==m= ~REKRGF-~-SETETGHEDESATTVDLMLNLSSKE ~P AP PARTOVVGWP PVRSFR-KNMLAVOKSVGEE-SEKNSSPNAS 124
¥ #..TELRLGLP . s s eveveennennennnnnnn KR.voovneaneennennaaneenannnns @ ... K.Q#VGHWPP#.S¥R.KN....... B
I A
B 11 al | o2 ] [ acidic ]
® 000 00 © © © o0 © o0 o #* (SV40-MATa2-like NLS)
YVKVSMDGAPYLRKIDLKMYKNYPELLKALENMFKF T-VGEYSEREGYK--GSGFVP TYEDKDGDWMLVGD VR WD! ssscqﬂlﬂ:rﬂssmp'rn ———————————————— 168 IAAT1(®)
YVKVSMDGAP YLRKIDLKTYKNYPELLKALENMFKVM-IGEYCEREGYK--GSGF VP TYBDKDGDWMLVGDVEWDMESSSCORBI B MBGSDAP - ATLDSST,—— - ———————— 174 1AA2(®)
mvsmmwmmmqypgmsmnmxrs-vczrpsm:srx-—ssorwmnmmmnwmmsmszvmmcccz ———————————— 186 AtAux2-11(®)
FVKVSMDGAPYLRKIDLRVYGGYSELLKALE TMFKLT- IGEYSEREGYK--GSEYAP TYEDKDGDWMLVGDVPWDMFVTSCEKRLUEIMEG TEAKGLGCGV - ———————————~ 189 PS-1AA4(©)
FVKVSMDGAPYLRKVDLKVYGGYPELLKALETMFKLA-IGEYSEREGYK~-GSEYAPTYEDKDGDWMLVGDVPWDME VTS SEARGLGCVV=~======e==== 196 A.HG‘“"
YMKVSMDGARYLRKIDLCLHKGYLELALALEKLFDCCGIEE- ALKDA-—-ENCEHVPIYEbeGDtIMI.VGDVPIE!E’IEB%% DAKGFDLOPKGSLKRFI--——— 179 PS-1AA6(€)
YVKVSMDGAPFLREMDLGMHKGYSDLAFALEKLFGCYGMVE-ALKNV-—-ENGEHVP I YEDKDGDWMLVGDVPWEMFME SCRRURIMRRADAKGFGLOQPKGSLKGFIESVGK 194 ARG3(d)
YVKVSMDGAPFLRKIDLGLHKGYSDLALALDKLFGCYGMVE-ALKNA---DNSEHVP I YEDKDGDWMLVGDVPWEMFME SCRKRLEI MERSDAKGFGLQPKGSLKGF IESAAK 195 GmAux22(®)
YVEKVSVDGAAFLRKIDLEMYKCYQDLASALQILFGCYINFDDTLKE-————— SECVP I YEDKDGDWMLAGDVPWEMF LGSCKRIRIMKRS YVPGFGRTKPRIKLG——————— 174 AtAux2-27(b)
FVKVSMDGAP YLRKVDLKMYKS YRELSDSLGKMFSSFTFGN-CESQGMK *NSSDYVP TYEDKDGDWMLVGDVPWEMF VE SCKRLEIIMRGHREA IGLGLA-PRAMAKCKNRS -~ 243 GmAux28(®)
¥VKVSMDGAP #LRK#DL . # .K.Y.OL#.ALO. #F. #..4.E...®...">) So. #P . YEDKDGDWMLVGDVPWEMF # . SCKRLRIMK . .O# .G# .+ v e e v vvvvnnnnnnn. Consensus
TTT TV

— Teile der Sequenz weisen Homologie zu prokaryotischen TFs auf

-



transiente Transfektion von Protoplasten

——» Einbringen von Fremd-DNA in Pflanzentellen (vortibergehend = nicht-stabil)

Translationale Fusionen
PsIAA4 cDNA
PsIAAG6 cDNA
AtIAA1 cDNA
AtIAA2 cDNA

Transfektion /

y
Nachweis und ( h

Lokalisation der histochemischer
i i i Nachweis von GUS
Proteine in vivo




histochemischer GUS Nachweils

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

A B

GUS

nuclear
marker
(Hoechst
33342)




histochemischer GUS Nachwels

GUS- GUS- GUS- GUS- GUS-

GUS VirD1 PsIAA4 PsIAAG AtIAAL AtIAA2

A B C = D E F

GUS 1 | e

nuclear
marker
(Hoechst
33342)

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

Kritik: Kontrollen + keine Info tber Promotoren im Text!

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



welitere Indizien flr IAA = Kernproteine/TFs

LB 1 |
10 ISRT D EDTNNREIKAKDR]- -~~~
10 P[GNK -DI-DATNH ARER|- -~~~
10 TG P-VDVES[LIJIEASNRf--~-~-~
3 DDPH P~MEVREKLKF RAEA~~-~~~
6 KMP -P-REVLPLVRKVAEE - -~~~
20 QVKKI|I ~P~LKV DERTRRQVNNL
72 NVSY D}- - - YLRKI@%&#
76 SVSY D}~ - - YLRKID
87 QGN D}~ - - YLRKIDLTM
91 GGIF Df~ -~ YLRKIBEEE
98 DGIF D}~ - - YLRKVD
74 SKM D~~~ YLRKIDLCL
84 SKM Df-- - FLRKMDLGM
85 SKM Df- - = FLRKIDLGL
73 KSS Df-- - FLRKIDLEM
122 NAS - ), YLRK VD LKM
al
eeeegeett-t—--thhhhhhhhhhh ------ tt-hhhhhhhhhhhhhhhhhh
eeeeeeeee-e---hhhhhhhhheee------ et-chhhhhhhhhhhhhhhhe
llleeeeee-1---11ll1lllhhhhhhh-=-===-- hh-lhhhhhhhhhhhhhhlll

TraY (ColB4)(2)

TraY (F')(®)
Mnt(®
Arc(b)
MetJ(c)

IAA1

IAA2
AtAux2-11
PS-I1AA4
ARG4
PS-IAAG
ARG3
GmAux22
AtAux2-27
GmAux28

TraY gmoo}

1]
(2]
[3]

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

¢

AS miussen nicht identisch sein aber ahnliche Eigenschaften haben



Zusammenfassung:

Twenty-One Amino Acids
A Amina Acids with Electrically Charged Side Chains
Positive Negative
- A =~ i A ,
Arginine Histidine Lysine Aspartic Acid Glutamic Acid
Lﬂrg]e {Hi: f_L)'s:lo (Aspl @ [Glu) 9
Afo pha &Orka 21 A/O a5
O O (0]
NH, H,
Pa .16 pKa 956
O
o @ pHaiTl
NH
N 3
H @ NH,
NHz‘--" rrrrrrr
pral12.00
B.  Amino Acids with Polar Uncharged Side Chains C. Special Cases
Serine Threonine Asparagine Glutamine Cysteine Selenocysteine  Glycine Proline

isar]e [Thir} o {Asn) m [Gln) @ ICysle (Sec) 0 (Gly) @ (Pra} 0
1 ka1

pha 213 P 220 i 216 pha 218
PH2234 Ha
o) 0 “o “o “
Ka 1047
0 P2 905 0 nnnnn O F F\I H
NH, NH,
HO
OH
D.  Amino Acids with Hydrophabic Side Chain
Alanine Isoleucine Leucine Methionine Phenylalanine Tryptophan Tyrosine Valine
L»\la:-a (he) o (Leu) G (Met) @ {Phe) o (Trp) @ (Tyr) 0 [Val 0
pha .16 38 H‘“"”“’ Apnprartt
0¥ 206 0 o
m?
praE2

Abwechslung von hydrophoben u.hydrophilien

AS — amphipathic nature
(in procaryoten TF und IAA)

PVVVV?7?



Zusammenfassung:

AUX/IAAs sind “early auxin response” Gene, die
e fUr kurzlebige +
 nuklear-lokalisierte Proteine kodieren +

« Homologie zu prokaryotischen
Transkriptionsfaktoren aufweisen



neues Modell

Transcriptional Activation
of Early Genes (4-8 min)

Short-lived
Nuclear Proteins

Repression or Activation
of Late Genes
®

[
\/
Cell elongation

Cell division
Cell differentiation

repressor?

auxin response
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Molekulare Mechanismen der
Signaltransduktion

ARF1, a Transcription Factor That Binds to
Auxin Response Elements

Tim Ulmasov, Gretchen Hagen, Tom J. Guilfoyle*

The plant hormone auxin regulates plant physiology by modulating the interaction of
transcription factors with auxin response elements (AuxREs) of the affected genes. A
transcription factor, Auxin Response Factor 1 (ARF1), that binds to the sequence
TGTCTC in AuxREs was cloned from Arabidopsis by using a yeast one-hybrid system.
ARF1 has an amino-terminal DNA-binding domain related to the carboxyl terminus of the
maize transactivator Viviparous-1. Sequence requirements for ARF1 binding in vitro are
identical to those that confer auxin responsiveness in vivo. The carboxyl terminus of
ARF1 contains two motifs found in the Aux/IAA class of proteins and appears to mediate
protein-protein interactions.

www.sciencemag.org * SCIENCE « VOL. 276 « 20 JUNE 1997

+ Hinweise bezlglich der Vortrage



