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Ergebnisse der letzten Woche

Auxin Antwort ist abhangig vom Ubiquitin-Ligase Komplex SCFTRT
Komplex besteht aus ASK, AtCUL1 und dem F-box Protein TIR

Mutationen in ASK1 oder TIR1 resultieren in verminderter Auxin
Antwort

Uberexpression in TIR1 férdert Auxin Antwort

B Y

Grey et al. 1999
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Modell der letzten Woche

Regulation of Auxin-dependent

RUB CV o kinase?

, ubiquitin
Q RUB

Grey et al. 1999

Als Antwort auf Auxin
ubiquitiniert SCFTIRT
Repressoren
Ubiquitinierung
erfordert AXR1-ECR1
vermittelte RUB
Modifikation von
AtCULA1

dadurch dann
Expression von Auxin
abhangigen Genen



Hypothese

AUX/IAA Proteine werden vom SCFTR-Komplex
abgebaut



1. Analyse der AUX/IAA Stabilitat

AXR2-GUS axr2-1-GUS

Mutante weist hdhere Stabilitat von AUX/IAA auf
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1. Analyse der AUX/IAA Stabilitat

Konstrukt mit Hitzeschock Promotor

AXR3NT-GUS axr3-1NT-GUS
60 Minuten nach Hitzeschock erfolgte Untersuchung

Mutante ebenfalls hthere Protein Stabilitat
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1. Analyse der AUX/IAA Stabilitat
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1. Analyse der AUX/IAA Stabilitat
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Erkenntnisse

1. Auxin hat einen destabilisierenden Effekt aut AUX/IAA Proteine

—> Konzentration und Zeitabhangig

2. Doméane |l der AUX/IAA Proteine wichtig fur deren Abbau



Nachste Fragestellung:
st der Abbau von AUX/IAA vom SCF'RT Komplex abhangig?
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2. Ist der Abbau von AUX/IAA vom SCFTIRT Komplex abhangig?

35s::AXR2-GUS

HS::AXR3NT-GUS

W

Untreated + MG132 + auxin + MG132, auxin

Untreated

MG132 = Proteasom Inhibitor
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2. Ist der Abbau von AUX/IAA vom SCFTIRT Komplex abhangig?

35S::AXR2-GUS
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2. Ist der Abbau von AUX/IAA vom SCFTIRT Komplex abhangig?

Col[AXR2-GUS] tir1-1[AXR2-GUS]

Col[axr2-1-GUS] axr1-3[AXR2-GUS]

S -
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2. Ist der Abbau von AUX/IAA vom SCFTIRT Komplex abhangig?
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Erinnerung: Immunoprazipitation
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http://www.nature.com/nprot/journal/v8/n10/images/nprot.2013.116-F1.jpg

2. Ist der Abbau von AUX/IAA vom SCFTRT Komplex abh&ngig?

gelabelt mit [35S]-Methionin
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2. Ist der Abbau von AUX/IAA vom SCFTRT Komplex abh&ngig?

Pulse Chase

nach 3,5 Std.
Hinzugabe von nicht
radioaktivem Methionin

Hinzugabe von
radioaktivem Methionin

Lysat

|

Entnahme von Probe zum Zeitpunkt O

|

Entnahme von Probe 30 Minuten spater
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2. Ist der Abbau von AUX/IAA vom SCFTRT Komplex abh&ngig?

Immunoprazipiert mit AXR2 Antikorper
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Erkenntnisse

SCFTR1 st in den Abbau von AUX/IAA Proteinen involviert
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Nachste Fragestellung:
Interagiert SCFTRT Komplex mit AUX/IAA Proteinen??
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Erinnerung: Aufbau des SCFTR1-Komplex
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Grey et al. 1999
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3. Interagiert SCFTIRT Komplex mit AUX/IAA Proteinen?
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3. Interagiert SCFTIRT Komplex mit AUX/IAA Proteinen?

Herstellung GST getaggter AXR Proteine

E.coli ( GST-AXR )\/\ QO
tir1-1
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3. Interagiert SCFTIRT Komplex mit AUX/IAA Proteinen?

tir1-1[TIR1-Myc]

GST-axr2-1

TIR1-Myc — ==

AICUL1= ' |
ASK2 _
ASK1™
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3. Interagiert SCFTIRT Komplex mit AUX/IAA Proteinen?

tir1-1[TIR1-Myc]
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3. Interagiert SCFTIRT Komplex mit AUX/IAA Proteinen?

a b .
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Erkenntnisse

 AUX/IAA Proteine interagieren direkt mit SCFTR1-Komplex
* Auxin hat einen positiven Effekt auf die Interaktion
o dieser Effekt ist Konzentrations- und Zeitabhangig
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Aktualisiertes Modell

AUX/IAA and AUX/IAA and
other early genes other early genes
AUX/I

- Auxin-mediated
growth/development

Proteasome
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