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Ziele

— Interaktion von Aux/IAA Proteinen mit
SCF-Komplex ist unabhangig von
Phosphorylierung

- Unabhangigkeit von einem Zellsystem

( Ausschluss von membranstandigen Rezeptor)



Auxin stimuliert Interaktion zwischen SCF-Komplex und
Aux/IAA Proteinen im zellfreien System
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Spezifitat der zellfreien Auxin
response

A 1-NAA 2-NAA
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TIR1-myc 2NAA, da 2NAA biolog. nicht
if ' i aktiv

- Benzoesdure und Tryptophan
haben ebenfalls keinen Einfluss

B 24D  benzoic acid tryptophan auf die Interaktion von SCF-
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Unabhangigkeit von
Zellmembranen

* Membran wurde zerstort = keine
Anderung in Bezug auf die von Auxin
geforderte Interaktion

C 9,000 xg 160,000 x g

+ -+ 24D (50 uM)
—_—— - TIRllllyC =>=>» Theorie: es muss zur

Wechselwirkung von Hormon und
|6slichem Protein kommen




Unabhangigkeit von
Phosphorylierung

A B e Apyrase hydrolysiert ATP
e Stauroporin hemmt Kinase-Aktivitat

Apyrase (10 units) - - + + ~+ NaF hemmt Phosphatase-Aktivitat
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GST-IAA7 =>» Inhibitoren haben keinen Einfluss auf
Interaktion
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Alternative zur Phosphorylierung
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=>» Modifikation der konservierten
Proline (pro-81 + pro-82) in der
Domane Il vermindert die
Interaktion von SCF-Komplex und
Aux/IAA Proteinen



PPlase reguliert Auxin response
(in vitro)

A juglone [uM] 0 0 50100 200

24DS0OpUM) - + + + + e Zugabe von Juglon ( Inhibitor der
wlllDe e — TIR1-myc PPlase)
- Abnahme der Affinitat zur Interaktion
GST-1AA7 von SCF-Komplex mit Aux/IAA
Proteinen

B juglone [uM] 0 0 50 100 200
NAA (S0puM) - + + + +

=>» =>» PPlase reguliert die Interaktion
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Erkenntnisse

=>»Kein membranstandiger
Auxinrezeptor

=» Phosphorylierung spielt keine
Rolle bei der Interaktion

=>» PPlase reguliert wahrscheinlich die
Interaktion
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