
Hypothetisches Modell der letzten Papers

Bis dahin bekannt (1997) :

- Induktion der Zellelongation durch Auxin

- Auxin-responsive Gene untereinander  

hohe Homologie

- Promotorsequenz für Auxin response

in Auxin-induzierten Gene identifiziert =   

AuxRE 

- Frühe Auxin-induzierte Gene verschlüsseln  

kurzlebige Kernproteine



2.paper

Ziel: weitere Charakterisierung des AuxRE

Identifizierung von Proteinen, die mit AuxRE interagieren

Science (1997)
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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 (AGAACAnnnTGTTCT) vorliegt

� liegen AuxRE auch in Palindromen vor?



quantitativer GUS assay

fluorimetrische
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Quantifizierung der 

Blaufärbung

D0: eins der zwei 

AuxRE des GH3 

Promotors

Test in 

Möhren 

Protoplasten

Palindrome sind 

bessere responsive

Elemente

min-35S:minimal Promotor 

von cauliflower mosaic virus



Yeast-one-hybrid system

Identifizierung von Proteinen, die an das AuxRE binden können

1. cDNA expression library (jeweiliges Protein wird mit 

einer Aktivierungsdomäne verbunden)

2. AuxRE wird mit einem LacZ reporter verbunden
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Yeast-one-hybrid screen

5 cDNA Klone wurden identifiziert – alle kodieren für das gleiche Protein: ARF1
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Struktur der Gene
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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 � mögliche 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 Stücke (im Agarosegel abhängig von der 

Größe und Ladung des DNA-Protein-Komplexes).
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gel mobility shift assay

ARF1 DeletionenC N
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Deletionen die in die VP1 homologe Region 

reichen (C286 bzw. N63 und N154) können 

kein P3(2x) mehr binden = DNA Bindedomäne 

liegt am N-terminus

ARF1 wird von AuxRE gebunden

Mit 4fachen Palindromen �

unterschiedliche Komplexe



quantitativer GUS assay

+ GUS Protoplasten

Welche Basen im Motif sind essentiell für die Auxininduktion?
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Bp 1-4 essentiell für die Bindung 5 und 6 jeweils fakultativ, jedoch nicht 

beide gleichzeitig



Struktur der ARF1 Bindestelle

DNase I footprinting

P3(2x)
ARF1

- -

Test mit mobility shift assay

ARF1 bindet scheinbar bevorzugt an den everted repeat
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+1

TGTCTC     GAGACA

RNA Pol IIARF1 ARF1

DNA

ARF1 bindet scheinbar bevorzugt an den everted repeat

Bereich der Palindromen AuxRE Sequenz

ER7

ER7



Struktur der ARF1 Bindestelle(n)

P3 (1x)

= 1 inverted repeat

P3 (2x)

= 2 inverted repeats

1 everted repeat
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• 1 x IR ist nicht ausreichend für     

ARF1 Bindung

• 1 x ER kann ARF1 binden

• 2 x ER = 2 ARF1 Komplexe 

(P3(4x))

� Wegen der Abstände zwischen den 

Palindromen wahrscheinlich kein 

Trimer-, sondern Dimerprotein



Struktur der ARF1 Bindestelle

ARF1 bindet im everted repeat Bereich der Palindromen 

AuxRE Sequenz
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bei GREs ist der Abstand zwischen den Palindromen 

wichtig für die Bindungsaffinität

Auch bei AuxREs?



quantitativer GUS assay

+ GUS ProtoplastenER Konstrukte

Abstand

0 (ER0) – 9 (ER9)

Basen
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Auxin response ist am 

stärksten, wenn der 

Abstand der ERs 7 bis 

8 Basen beträgt



ARF1-BP

Durch Yeast-2-Hybrid-System wurden 2 cDNAs isoliert, die für das 

gleiche Protein kodieren, welches über Box III und IV verfügt

� ARF1-BP

COOH
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AuxRE

ARF1
NH2

III

IV

VP1 / ABI3 homol.  

ARF1

Bindingprotein



Fazit

• Transkriptionsfaktor ARF1 wurde identifiziert

• AuxRE wurde näher charakterisiert

Science (1997)

• AuxRE wurde näher charakterisiert

• Generelle Bindung von ARF1 an AuxRE wurde 
charakterisiert 
– everted Palindrom

– 7 Bp Abstand

– Dimerbildung wahrscheinlich

• Ein ARF1-BP wurde gefunden 
� Mögliches Aux/IAA (gleiche Box III und IV)



Modelle (1997)

ARF1
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ARF1 ARF1

BP BP

ARF1
BP

ARF1
BP

Aux/IAA?



überübernächste Woche:

Peter und Micha: 
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