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Zielstellung des Papers:
Untersuchung der Interaktionen zwischen Aux/IAA Proteinen und dem
SCRTR1- Komplex auf
-> mogliche Membranabhangigkeit
-> Einfluss von De- und Phosphorylierungen
-> Bedeutung 2er hochkonservierter Proline in Domane |
der Aux/IAA Proteine, sowie den Folgen einer
Modifizierung dieser (durch Hydroxylasen und Isomerasen)



Fusionsproteine

DNA |

DNA-tag

— kann nach Translation

- durch spezifischen AK

effizient nachgewiesen
werden

- Isolation des
Fusionsproteins
besonders gut
ermoglichen

Fur das
untersuchende
Protein kodierender
DNA Abschnitt

Bsp: — TIR1-myc
— GST-IAA7



Protein-

aus E.coli Rohextrakt
isolier;[es aus transgener
GST-1AA7 Pflanze mit
i TIR1-myc-tag
Protein ONA
I
GST - IAAT I

TIR1 myc-tag

v

[ SNSRI~ — das Entstehen dieser

GST  IAA7  TIR1 myc-tag 'AA7-TIR1 Bindung ist
l Auxin abhangig
Auf Saule geben

l

Auf Saule verbleibt nur GST und Proteine die an GST
oder IAA7 gebunden sind

— Nachweis der TIR1 Menge durch myc AK moglich



Die Aux/IAA - SCRTRT |Interaktion wird durch
Auxin gefordert

Test verschiedener Auxine und Repressoren (bzw ihrer Mutanten) in

zellfreien Systemen.

Auxinzugabe erhoht die
Interaktion zwischen TIR1- |[AA7

A [AA [nM]
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TIR1-mye Ladekontrolle - zeigt,
dass GST immer mit
TAAT ungefahr gleicher

Menge auf der Saule
vorhanden war und
somit nicht die Ursache
far unterschiedliche

IAA — trotz geringerer TIR1 Konzentrationen
Konzentration gréBere Menge

TIR1 nachgewiesen
— aktiveres Auxin



Die Aux/IAA - SCRTRT |Interaktion wird durch
Auxin gefordert

Vergleich verschiedener Auxine

Aktives Auxin - TIRT inaktive Form — TIR1
Konze”traion hoch Konzentration gering
A 1-MNAA =NAA

0 0.05 0.5 50 50 0050550 50 [uM]

— _*_.—-- TIR1-myc

NAA = Naphthalene acetic acid



Die Aux/IAA - SCRTRT |Interaktion wird durch
Auxin gefordert

OH 1-NAA



Die Aux/IAA - SCRTRT |Interaktion wird durch
Auxin gefordert

Vergleich verschiedener Auxine

2,4—D Zugabe  Benzoesaurezugabe hat 5 - .
- hohe TIR1 keinen Einfluss auf TIR1 ugabe von Tryptophan

Biosynthese)
— keinen Einfluss auf
TIR1 Konzentration

B 24D benzoic acid  tryplophan
0 S0 08 5§ S0 058 5§ 5 [uM]

Anmerkung: in vivo
— T~ = ——— TIR1-mye weisen alle Auxine eine

—Eum dhnlich Aktivitat auf



Die Aux/IAA - SCRTR! Interaktion wird durch
Auxin gefordert ...

... setzt aber eine intakte Domane Il im Aux/IAA voraus!

BO 005 055050 o0 005 0.5 50 50 2.4-D|[uM]

TIR 1-myc |IAA7 = AXR2

-IAAT/AXRI-1 . a
/m(‘? AXR2-1 =in Domane Il

mutierte Form des Gens

Co 00505 50 50 0 0.05 05 50 50  2,4-D [uM]
S e - TIR1-mye IAA17 = AXR3
/‘W AXR3-1 = in Domane Il
mutierte Form des Gens

Anmerkung: AXR2 und AXRS3 sind 2 verschiedene Repressoren




Die Aux/IAA - SCRTR! Interaktion wird durch
Auxin gefordert ...

... setzt aber eine intakte Domane |l im Aux/IAA voraus!

BO 005 055050 0 005 05 50 50 2,4-D [uM]
Durch Domane |l Deffekt
- e = ""ﬂthmc// sind AXR2-1 u. AXR3-1
GST-IAA7T/AXR2-1 nicht in der Lage TIR1
zu binden
— wird im Pulldown

nicht mit festgehalten
— kein Nachweis via AK

TAA AXRZ-1

Co 0.050.5/50 50 0 005 0.5 50 50 2

[aM |

- - TIR1-myc
GST-IAAIT/AXR3-1

AALT AXR3-1

|IAA7 und |IAA17 besitzen eine ahnliche
Effizienz die die Aux/IAA-TIR1 Interaktion
zu fordern



Ist eine Intakte Membran/Zelle fur die Aux/IAA -
SCRTRT Interaktion notig?

C 9000 x g 160,000 x g

- 4 -+ 24.D (50 uM)
— TiRt=mye

e GST-1AA7

Zentrifugieren und zerstoren der

intakten Zellen hat keinen Einfluss!
Auxinwirkung durch erhohten TIR1
Nachweis noch immer zu erkennen

Verstarkte Zerstorung
der Zellbestandteile +
zusatzliches entfernen
aller Lipide

-> Auxin induzierte
Steigerung der TIR1-
|IAA7 Bindungsaffinitat
unbeintrachtigt

— Rezeptor muss I6slich sein
— membrangebundene
Rezeptoren (zB. ABP1) kdnnen
fr die untersuchte Interaktion
nicht verantwortlich sein



Untersuchung des auxin binding proteins ABP1

Durch Zugabe von Antikérpern in den Protein-Extrak.

A g Antikdrper gegen ABP1

~ blockieren diesen Rezeptor,
— aber: verringerte ABP1
Verfugbarkeit beeinflusst nicht
die nachgewiesene TIR1
Menge

24D (50 uM) -

Kontrolle:

Test, ob schon vor der
Immunisierung AK gegen
ABP1 vorhanden sind

Kontrolle - Zellextrakt
ohne und mit Auxin
(Wirkung wie bisher
beschrieben: erhdhte
Menge TIR1 nach
Pulldown nachweisbar)



Untersuchung des auxin binding proteins ABP1

Zugabe von ZM-ABP1

Zugabe von ABP1 hat
/ ebenfalls keine Wirkung
C ARPI auf TIR1-Menge
I-NAA [uM] 0 0.5 50 0 0.5
- e TIRI-myc
GST-1AAT

— ABP1 an dieser Interaktion wahrscheinlich nicht beteiligt

— neuer Ansatz notig

— Untersuchung von De- und Phosphorylierungen aufgrund ihrer groRen Bedeutung
in vielen anderen Signalwegen



Benotigt die Aux/IAA — SCR'R Interaktion
Phosphorylierung bzw. Dephsophorylierung?

Test durch Zugabe von Apyrase (hydrolysiert ATP).

Kontrolle ohne Gleiches Ergebnis wie bei der
Apyrase Kontrolle — Apyrase hat keinen

A Einfluss auf die Bindung

Apyrase (10 units)

2410 (30 puM) + -

TIR1-myc
GST-TAAT

— ATP ist nicht essentiell fur die TIR1-IAA Bindungsaffinitat



Benotigt die Aux/IAA — SCR™R Interaktion
Phosphorylierung bzw. Dephsophorylierung?

Test durch Zugabe von Staurosporin und NaF.

hemmt
Kinasen / hemmt Phosphatasen
B staur NaF
s 28 § 28
pM M mM mM
24D{S0uM) - + + + + +
TIR1-myc
-— AAT

Ebenfalls keinen Einfluss
auf die Bindung

Staurosporin hat keinen

Einfluss auf die Bindung
— De- und Phosphorylierungen sind wahrscheinlich nicht an
der TIR1-IAA Bindungsregulation beteiligt!



Rolle der Domane |l Proline beil der Aux/IAA
Erkennung durch SCFT'R!

hochkonservierte Proline vorhanden

Prolin-Hydroxylierung in Tieren wichtig zur Erkennung — Deswegen Fragestellung
ob auch in unserem System wichtig

Test verschiedener Prolinhydroxylaseninhibitoren
. CO?%,DMOG, DLP

Keine Effekte erkennbar — Daten nicht gezeigt

Nicht auszuschlieBen das andere Prolinhydroxylasen beteiligt sind



Rolle der Domane |l Proline beil der Aux/IAA
Erkennung durch SCFT'R!

« 3 Peptide synthetisiert — AS-Sequenz 73-88 des Aux/IAA (=groBer Teil der
Bindedomane Il mit konservierten Prolinen)

. AKAQVVGWPPVRNYRK (an 81. und 82. Stelle Proline)

. Peptide mit Biotin getagged zur Erkennung mit Streptavidin



Rolle der Domane |l Proline bei der Aux/IAA
Erkennung durch SCFTR!

Untersuchung der Peptide mit hydroxyliertem Prolin.

Prolin 1 hydroxyliert
Wildtypsequenz ! yaroxyl

l Prolin 2 hydroxyliert
{: \ -~ i, - / y y

3 % &
£ &8 &
i Y Wt
24D(S0OUM) - + -« + - 4 AUXi L : :
uxinregulation ist nicht direkt
. - TIR1-myc 9

abhangig von Hydroxylierung, aber
Bindungsaffinitat des Repressors zum
SCF-Komplex nimmt ab.



Einfluss von Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase
auf die Bindung von Aux/IAA und SCFTR

Isomerase = Umwandlung einer Verbindung in eine isomere Struktur
3 Familien von PPlasen

« Cyclosporin — Inhibitor = Cyclophilin

« FK506 binding proteins — Inhinbitor = Rapamycin

« Parvuline — Inhibitor = Juglone

Nur Zugabe von Juglonen hat Einfluss auf die TIR1-Stabilitat

Wahrscheinlich Parvuline am pathway beteiligt



Einfluss von Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase
auf die Bindung von Aux/IAA und SCFTR

Einfluss von Juglonen auf die Aux/IAA-SCFT'R1-Interaktion.

Steigende .
Kontrolle ohne Konzentration der Kontrolle ohne Steigende Konzentration
Juglone Jug|one Verringert Juglone der Juglone Verringert
die TIR1-Stabilitat die TIR1-Stabilitat

A Juglone |uM |
2,4-D (50 uM)

B juglone [uM] 0 \0 50 1
NAA (50 puM) - + [+ H

w == IR 1-myc —- TIR1-mye

GST-1AAT GST-IAA7



Einfluss von Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase
auf die Bindung von Aux/IAA und SCFTR

Test ob diese Reaktion auch in vivo ablauft.

Pflanzen mit BA3::GUS und HS::AXRNT3-GUS

BA3 Promotor durch Auxin induziert (Abbau Repressor)

HS Promotor durch Hitzeschock (31°C bei 2 Stunden) induziert
Besonders in Elongationszone der Wurzel aktiv

Versuch mir Juglonen, Rapamycin, Cyclosporin

These: Juglone hemmen die PPlase (der Parvulinfamilie) — keine
Konformationsanderung — SCFT'R! kann den Repressor Aux/IAA nicht binden —
Repressor wird nicht ubiquitiniert und nicht abgebaut



Einfluss von Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase
auf die Bindung von Aux/IAA und SCFTR

Test mit AXR3NT-GUS Protein (aus vorherigen Studien
bewiesen, dass es auxininduziert abgebaut wird)

/ S Andere PPlasen -
.'T Hemmer zeigen
‘ ? keine Auxin-
oy unterdriickende
E Wirkung

24D 24D

cye + rap

control 24D 24-D
A +.i“g

Kontrolle ohne Auxin
— AXR3NT-GUS Protein
wird nicht abgebaut Auxinzugabe

— induziert Proteinabbau

Auxin und Juglonezugabe
— Proteinabbau findet nicht statt



Einfluss von Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase
auf die Bindung von Aux/IAA und SCFTR

Untersuchung der PPlase-Aktivitat in vivo.

C
Q'i\'c”d* AR

Kontrolle 24D 24D 24D 24D
+Jug +Cyc +Rap

Wie schon in vitro, zeigen auch in
vivo nur Juglone einen Einfluss
auf den Auxin-Response

— Parvuline vermutlich beteiligt



Einfluss von Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase
auf die Bindung von Aux/IAA und SCFTR

Test mit HS::AXR3NT-GUS Pflanze und Zugabe von Juglonen.
Aktivitat mit einem Fluorometer gemessen.

D
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= 5
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Zeit0 — | l - .
Zugabe von N E;\széélN? GUS
2,4-D 0 min 20 min 60 min -
Deswegen hier — fast komplett
noch keine I ;C\l/lb'?ﬁbalml o
Unterschiede ItJuglonen 1S
erkennbar 2,4-D Abbau des AUX3NT- noch mehr
GUS-Proteins vorhanden.
Mit Juglonen -> kein Abbau (Kontrolle

nimmt auch ab)



Einfluss von Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase
auf die Bindung von Aux/IAA und SCFTR

Gleicher Test — andere Darstellung mit Cyclosporin und Rapamycin.
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20 min 60 min

‘W control E20pum 2,4-D
!D 20 um 2,4-D+20 um juglone E20 um 2,4-D +20 um cyclosporin
E20 pm 2,4-D+20 pm rapamycin




Zusammenfassung

- keine Membranabhangigkeit nachgewiesen
—> Auxinrezeptor welcher die Aux/IAA — SCRTR! — Interaktion
stimuliert ist |0slich
- ABP1 (membrangebundener Rezeptor) fur diese Bindung nicht
von entscheidender Bedeutung
- das Vorhandensein von ATP hat scheinbar keinen Einfluss auf die
Aux/IAA — SCR'R1" — Bindung
- De- und Phosphorylierungen (durch Phosphatasen/Kinasen) sind fr die
untersuchte Interaktion nicht von Bedeutung
- die beiden, in der Domane |l der Aux/IAA Proteine vorliegenden,
hochkonservierten Proline sind entscheidend flr den Bindungsaufbau
des Aux/IAA — SCR™R — Komplexes
- die Regulation der Affinitat erfolgt hochstwahrscheinlich tber eine
Konformationsanderung der Proline, ausgeldst durch
peptidyl prolyl cis/trans Isomerasen (PPlase)




Neues Modell
\?

Auxin
\? aktiviert UII-:;Q dimerisi
RUB imerisiert
an DNA ? RUB1 EZ und pos. bzw. neg.
gebunden T reguliert so weitere Gene
g PPlase . TIR1 ARF
bl modifiziert SCF —- ARF
Proline in DII .
der AUNTAA modifiziert
AUX/TAA
mit UBQ
AUX/TAA und UBQ =
andere frithe Gene ; AUX/IAA und tickkopplungs-
e andere frilhe Gene hemmung
AXR2 /AXR3  /
v Auxin beemflusstes

Wachstum/Entwicklung

Proteasome

Abbau Repressor (AUX/TAA)




Nachstes Paper

The Arabidopsis F-box protein TIR1 is an auxin
receptor
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