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ZielZiel

Wie genau binden Auxin und die AUX/IAA‘s anWie genau binden Auxin und die AUX/IAA s an 
TIR 1 bzw. ARF ?

Warum bewirken chemisch differente 
Substanzen wie 2,4‐D auxinabhängige
responses?responses?



MethodenMethoden

• I) Proteinpräparation und GST pull‐down‐
assayy

– TIR1 und ASK1 wurden in Hi5 insect cells exprimiert

– IAA7 Proteins wurden in E.coli exprimiert

• II) native‐Gelelektrophorese 

• III) Kristallisation:• III) Kristallisation:
• Kristallisation ist ein Vorgang bei dem Moleküle aus 
einer übersättigten Lösung in einen festen Zustandeiner übersättigten  Lösung in einen festen Zustand 
übergehen.



colorless native polyacrylamide gel
electrophoresis

• trennt native also gefaltete Proteine auf

• Wahl des Puffersystems hängt vom PI und 
d Ei h f d P i banderen Eigenschaften des Proteins ab

• Wird genutzt um relevante Konformationen zu zeigen

• Komplexbildungen zwischen ProteinenKomplexbildungen zwischen Proteinen



KristallisationKristallisation

Ü• ‐ Überexpression und Reinigung der Proteine

• ‐ Kristallisationsbedingungen sind schwer 
h T i l d E “vorher zu sagen – „Trial and Error“

‐ ph‐Wert

‐ Temperatur

‐ Puffer etc‐ Puffer etc.



KristallisationKristallisation

• ‐Prinzip der Dampfdiffusion 



KristallisationKristallisation

• Kristalle bestehen aus einer Vielzahl von 
Einheitszellen

• Nach erfolgreicher Kristallisation werden sie 
mittels Röntgenbeugung charakterisiertmittels Röntgenbeugung charakterisiert.



RöntgenstrukturanalyseRöntgenstrukturanalyse



ErgebnisErgebnis

• Man erhält Röntgenbeugungsaufnahme

• Aus den Informationen lässt sich die Elektronendichte 
ermitteln

• Aus der Elektronendicht können nun Aussagen über 
Struktur gemacht werden



SCF KomplexSCF‐Komplex



Basale Affinität zwischen IAA / TIR1Basale Affinität zwischen IAA / TIR1



Kristallstruktur – Auxin + IAA 
gebunden



Auxin binding pocketAuxin binding pocket



Auxin binding pocket IIAuxin binding pocket II



Fazit IFazit I

• Hydrophobe Wechselwirkung zwischen IAA 
und TIR I führt zu basaler Bindungg

• Auxin und IAA Bindung erfolgt proximal und 
auxininduziertauxininduziert

• Cofaktor = Myo‐Inositol‐Hexakisphosphat

• Nicht planare Struktur durch LRR 8

Bi d t h d h l 2 12 14 d• Bindetasche durch loops 2, 12, 14 und             
C‐terminal cap



Cofaktor stabilisiert durch SalzbrückenCofaktor stabilisiert durch Salzbrücken



Auxin binding pocket IIIAuxin binding pocket III



Vergleich Auxin und DerivateVergleich Auxin und Derivate



Fazit IIFazit II

• Cofaktorbindung sehr stark, evtl. Beitrag zur 
Proteinstabilität

• Essentiell für Bindung: Carboxylgruppe + 
hydrophobes planares Ringsystemhydrophobes, planares Ringsystem

• Austausch zu polaren, großen Aminosäuren 
führt zu verminderter Bindung 

• Unterschiedliche Affinität der Derivate• Unterschiedliche Affinität der Derivate 



TIR I + Auxin + IAA7 Domäne 2TIR I + Auxin + IAA7 Domäne 2



Fazit IIIFazit III
• Auxin fungiert als 

„molecular glue“

• Hydrophobe Oberfläche für 
k hInteraktion zwischen TIR I 

und IAA

Ni ht ll t i h (k i• Nicht allosterisch (keine 
Konformationsänderung), 
sondern nicht kovalentesondern nicht kovalente 
Wechselwirkung 





Neues ModellNeues Modell
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Offene FragenOffene Fragen

I W l h V bi d h d I P6 S ff h l• In Welcher Verbindung steht der  InsP6 Stoffwechsel 
mit der Auxinantwort ?
Gibt it C f kt ?• Gibt es weitere Cofaktoren?

• Gibt es andere Moleküle die als „molecular glue“ 
fungieren ?fungieren ?

• Welchen Einfluss haben die anderen AUX/IAA 
Domänen auf den Abbau ?Domänen auf den Abbau ?

• Hat die räumliche Ausrichtung dieser einen Einfluss?
• Nach welcher Kinetik verlaufen Assoziation und• Nach welcher Kinetik verlaufen Assoziation und 
Dissoziation der Auxin bzw. Aux/IAA Bindung ab ?


