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Das Heutige Paper

The Arabidopsis F-box protein TIR1 is an
auxin receptor

Stefan Kepinski'” & Ottoline Leyser’

Inhalt: SCF bindet Auxin direkt

* TIR1 ist ein Auxin Rezeptor
* Auxin bindet direkt an TIR1, es sind keine zusatzlichen Komponenten notig



Methode

Normales Pull down Assay wie sonst auch, aber es gibt einen feinen Unterschied

Extrakt (tir1-1 [TIR1-Myc])

Auxin — =
Siule / %

gereinigtes TIR1-Myc

<—— [I]-GST

Western Blot



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Wie beeinflusst Auxin SCFTR1?

= Immunprazipitation von SCF aus tir1-1 Pflanzen
- Pull down Assay

a 10 kM b lAA 1-AA 2-NAA
0 05 &5 50 05 5 &0 05 5 50 pM
«:r g o SSY ‘g
8 = TIR1ye D e e e o TIRIMy
\/ - Aktivitat ist konzentrationsabhangig

Signal = Interaktion von TIR1-Myc
mit Aux/IAA Domane Il Peptid



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Wie beeinflusst Auxin SCFTR1?

[ 2 4-0 |AA

0 05 5 5 5 uM - 2,4-D induziert die Bindung von TIR-1 an die

Aux/IAA Domane erst bei hoher Konzentration
- TIRI-Myc

N e Auxin verstarkt die Interaktion von SCFTR1 und Aux/IAA

e Immunoprazipitat muss den Auxin-Rezeptor flir die Antwort enthalten



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Wie beeinflusst Auxin SCFTR1?

a bin 20min 120 mn
- = = 4 10uM1-NAA

- e W R

Schon nach 5 Minuten ein eindeutiges Signal

- Signaltransduktionsweg ist schnell



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Wie beeinflusst Auxin SCFTR1?

Beruhte die gezeigte Interaktion auf einer kontinuierlichen Prasens von Auxin?

—~>Normale Immunprézipitation
- Aber! Waschen mit dem Puffer erfolgte einmal mit und ohne Auxin

Fopi, R > 1-NAA = aktives Auxi
- = aktives Auxin
Q'JT f :;'F {J-Wu-ma
A VA, —> 2-NAA = inaktives Auxin
- el TRV

\/

Besseres Signal als bei 1-NAA  —>JA, Auxin ist kontinuierlich anwesend



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Wie beeinflusst Auxin SCFTR1?

Beruhte die gezeigte Interaktion auf einer kontinuierlichen Prasens von Auxin?

. 2uM 5”""‘; —JA, Auxin ist kontinuierlich anwesend
,é‘? e‘F ei? < - Washes = unterstitzt keine kovalente Modifikation
S S
-l TIRi-Myc

= Auxin bindet wahrscheinlich direkt an SCF
oder an eng assoziiertes Protein



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Bindet SCFTR1 Auxin direkt?

= Pull down Assay von TIR1-Myc Pflanzenextrakten mit radioaktivmarkiertem Auxin

—>Verfolgung der Radioaktivitat bei verschiedenen Konzentration von nicht markiertem
Auxin

- tritt in Konkurrenz mit dem radioaktivmarkiertem Auxin



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Bindet SCFTR1 Auxin direkt?

— Radioaktivitat sinkt bei steigender I1AA

T Konzentration
o = nicht markiertes IAA verdrangt das markierte Auxin
£
Eﬂ"— = Auxin wird direkt an den SCF-Komplex gebunden
= 800+
:
E .
U ] ] I I
0.0 0.1 1 10

Unlabelled |84 concentration (uhd)



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Bindet SCFTR1 Auxin direkt?

B 5 000-

- 2-NAA hat keinen Einfluss auf die Radioaktivitat
iy 2-MAA . .
£ 8000 = 1AA, 1-NAA und 2,4-D verstarken die Interaktion
E::-l' von SCF™R1 an Aux/IAA
:'E A
ﬁ 4,000 - a 10 M
o

1-hang, # § "I..- lﬁss- §T
0 T i T T T s . - -”H'l—M'_I.I'C
0 0.1 1 10

LUnlaba|led concentration (ubd)



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Bindet SCFTR1 Auxin direkt?

—keine spezifische Bindung von [*H]IAA wurde bei Kontroll-Assays gefunden

—->wurde ohne Samenextrakt durchfihrt

— keine Daten dazu im Paper

—> zeigt, dass Auxin eher an den SCF-Komplex bindet als an Aux/IAA



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Bindet SCFTR1 Auxin direkt?

16,000 -

—> zusatzliches TIR1-Myc wurde zu den tirl-1

12,000+ Extrakten dazugegeben

- Pull down Assay mit [3H]IAA

8,000 -

Radisactivity (d-p.m.)

- erhdhtes Level an TIR1-Myc bewirkt

i erhohte Auxin-Bindekapazitat

-

/ 0 33 100 — SCF bindet Auxin

TIR1-Mye level (94)

Aktivitat auf Grund von funktionalen TIR1-Homologen in Arabidopsis



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Was wissen wir bis jetzt?

= Auxin verstarkt die Interaktion von SCF™R1 und Aux/IAA

—> Es herrscht ein schneller Signaltransduktionsweg

— SCF bindet Auxin direkt



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

*Test, ob Ausbildung von TIR1 in heterologem, nicht-auxin- responsiven System
genlgt, fur die auxinregulierte Wechselwirkung mit AUX/IAA ->Xenopus laevis

a Xenopus b
Pull-down assays extracts IAA
é:_ 0 05 5 50 uM
* oy e
& & e — - -TIR1-Myc
FFIFLSF & &
o, iy o N = £ W3

TIR1-Myc interagiert mit AUX/IAA
Domane Il Peptid; auxinreguliert und konzentrationsabhangig



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

e Waschschritt mit 1-NAA und 2-NAA

€ s5uM 50 uM
q;,g? '-:g?‘ n;’g? H‘,e'@‘—washes

—

-TIR1-Myc

Inaktives Auxin: nur geringe Aktives Auxin: erhohte Anzahl an
Interaktion von TIR1 mit AUX/IAA Interaktionen zwischen TIR1 und
Domane Il Peptid AUX/IAA Domane Il Peptid

*In Kombination mit friherer Beobachtung, dass Auxin SCF TIR1 modifiziert, zeigt
dieses Ergebnis, dass TIR1 der Auxinrezeptor flir diese Antwort ist



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

* weiterer Test mit radioaktiv markiertem [*H]IAA mit Xenopus Extrakt

bz o000
8,000 -

B UL A

e
d 200-
£ —
g 600 - =
= o
iy =)
= 400 ;
T 200 &
(=]
T« S
&
(} &

1] 10
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» Test, ob Xenopus Extrakt eine
Auxin-bindende Aktivitat besitzt
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*Pull-down Assay mit Embryoextrakt,
injiziert mit TIR1-Myc mRNA (ahnlich

wie 3b)



TIR1 ist ein Auxin-Rezeptor

Ergebnisse:

* In Xenopus exprimiertes TIR1-Myc interagiert mit AUX/IAA Domane |l Peptid in
auxinreguliertem und konzentrationsabhangigem Weg

 TIR1 ist der Auxinrezeptor

 Heterolog exprimiertes und Arabidopsis exprimiertes TIR1 Protein moéglicherweise
ahnliche IAA Bindecharakteristiken besitzen



Auxin-induzierte TIR1-AUX/IAA
Bindung benotigt die TIR1 F-box

Fragen:
* Interagiert TIR1 mit endogenen SCF'"-Komponenten in Xenopus?

* Ist diese Assoziation verantwortlich fiir die Auxin-regulierte Interaktion mit
dem Domane lI-Peptid?



Auxin-induzierte TIR1-AUX/IAA
Bindung bendtigt die TIR1 F-box

Man erwartet, dass TIR1 F-box mit Xenopus Skp 1 interagiert

->ist die F- box fur die Auxin- stimulierte TIR 1 Domane |l Peptid Interaktion
erforderlich?

Expression von TIR1-Myc ohne F-box, ersten 47 Aminosauren werden weggelassen
(AF-TIR1-Myc) in Xenopus Embryonen

— Vergleich mit den Ergebnissen von TIR1-Myc in Domane Il Peptid Pull- down
Assay

Xenopus
Pull-down assays extracts
G <_| . .
dl l ;S Das Fehlen der F-box hebt die Auxin-
F T SIS Stimulierte Interaktion zwischen TIR1-Myc
w N > S & . )
Und Domane |l Peptid auf.
— - _~ TIR1-Myc
 — L TiRi-vye



Auxin-induzierte TIR1-AUX/IAA
Bindung bendtigt die TIR1 F-box

* Nachster Schritt: Test, ob Skp1 mit TIR 1-Myc in Xenopus Extrakt interagiert

Xenopus
Pull-down assays extracts
wT AF & Obwohl Skp1 im Uberfluss im Xenopus
& & Extrakt detektiert wurde, erfolgt keine
FFFsEE S
R G Interaktion mit TIR1
b
—— -SI1

* Einlagerung von TIR1 in SCF muss nicht von Auxinbindung oder AUX/IAA
Interaktion abhangen



Auxin-induziertes TIR1-AUX/IAA
Bindung bendtigt die TIR1 F-box

 Moglich, dass Mutation oder Deletion der TIR1 F-box die TIR1 Faltung in einem
nicht- spezifischem Weg beeintrachtigt

->Welchen Effekt haben Punktmutationen an drei konservierten Positionen auf die
Auxin-stimulierte Interaktion mit dem Domane |l Peptid in Weizenkeimextrakten?

(Pro10->Ala; Val33->Ala; Lys35->Ala)

c Pull-down assays
d Wheatgerm extracts
- - WT P10A W33A K35A - F-box mutation
& o
§ Qh‘ O \{—:? — + — + — + — + - T1-NAA
— e w— -T|R1-Myc — D - —— © TIR1-Myc

Reduzierte Auxinstimulierte
Interaktion von TIR1 mit Domane

Keine Auxinstimulierte
_ Interaktion von TIR1
Il Peptid mit Doméane Il Peptid

*Auxinabhangigkeit geht verloren!



Auxin-induziertes TIR1-AUX/IAA
Bindung bendtigt die TIR1 F-box

Ergebnisse:

 TIR1 F-box ist fur die Auxin- stimulierte TIR 1 Domane |l Peptid Interaktion
erforderlich

* Einlagerung von TIR1 in SCF muss nicht von Auxinbindung oder AUX/IAA
Interaktion abhangen

* TIR1 F-box muss noch eine weiter spezifische Funktion besitzen neben der Bindung
von SKP1, z.B. Auxin oder AUX/IAA Bindung
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