ldentification of an SCF ubiquitin-
ligase complex required for auxin
response in Arabidopsis thaliana



Vorbetrachtung

TIR1 ist notig fur Auxinresponse, ist Komponente des Ubiquitin-
Ligasekomplexes der Proteine ubiquitiniert—Proteolyse

TIR1 und AXR1 regulieren uber Proteolyse: -Metabolische Reaktionen
-Zellzyklen
-Differentation

axr1, axr4 und tir1 rezessiv —verminderter Auxinresponse u.
Wachstumsdefekte — uberschneidender Pathway

RUB (Related to Ubiquitin) bindet an AXR1 + ECR1 (E1)
— ist fUr ubiquitinierung notig, bindet aber nicht an SCF-Targetprotein



[3-Glucoronidase Reporter System

g’ 9 [k-glucoronidase TIRT — 3

. Aus E.coli
. Analyse der Reporteraktivitat
. transformiert farblose Substanz—Dblaue Farbung



A: zeigt Existenz von TIR1 in allen
Geweben(Northern Hybridisation)

GUS-reporter-system

B: TIR1 in Wurzelspitze, Hypokotyl und
Kotyledonen

C: Wurzelspitze

D: in Nebenblattern und Apikalmeristem

E: vaskulares Gewebe

F: sich entwickelnde Lateralwurzel (Perizykel)
G:entwickelte Lateralwurzel

H: Blite

in-situ RNA-Hybridisierung mit TIR1 mRNA

|: Setzling (3 Tage alt)

K: Wurzelspitze

M & B ; . L:Stengel
-y
¢ “3}4, i \"'\ . M: Spitzenapikalmeristem
.‘*‘ 5 “ b
o0 &, p o i . O: Embryo (mit Keimblattern)

J,N,P: Sense Strand Control Hybridisation



TIR1-Rolle bei Seitenwurzelentwicklung

" "

Fromotor

A 4 B-glucoronidase Cyc
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cyc1AT steuert Zellzyklen, ist
gus-markiert

CGF: cyc1At-GUS Foci
LR: Lateral Roots

cyc1At vor TIR1— gleich viele
Spots in Mutante wie im WT

Auxininduzierte Zunahme der
Lateralwuzeln/ CGFs im WT, in
tir1-1 Mutante geringer

TIR1 wird wahrscheinlich zur
Uberwindung des G2-Stadiums
gebraucht — Ubergang in

Mitose " 0

/’_\\\J




Yeast-Two-Hybrid-Screen

GAL4 ist dimerer Promotor aus Hefen (Beuteprotein)

Besteht aus Bindedomane und GAL4-AD
Aktivierungsdomane an die jeweils ein
Protein als ,Beute” oder ,Koder® gehangt

werden kann, Vorraussetzung:
-Domanen jeweils auf Ko derprotet
. . . . protein)
unterschiedlichen Plasmiden kodiert
GALLBD \ Polymerase
Aus den mRNAs von TIR1/ ASKs wurde s | His-Gen — 3
cDNA gewonnen die in Hefeplasmid Hefeplasmid-DNA

insertiert wurde

Kommt es zur Konjugation der beiden B

angehangten Proteine— Exprimierung
TIR1/vector

TIR1/ASK1

TIR1,,,,/ASKI1

TIR1, /ASK1

FTPEEEEEVR TIR1/ASK2
Di{F TPEEEEE VR
DiF T_EEEVR
FTPEEE YNIR

TIR1, , /ASK2

TIR1g, /ASK2




Immunprazipitation

. ASK1 und ASK2 wurden in E.coli eingebracht, damit
E.coli Antikorper bildet— Extraktion von a-ASK Seren

. Western-Blot mit Pfalnzenextrakten:

Proteingemisch mittels Gelelektrophorese aufgetrennt

senkrecht einwirkendes elektrisches Feld zieht Proteine auf Membran
durch hydrophobe Wechselwirkungen bleiben sie haften
nach Waschvorgang nehmen sie wieder sek. und tert. Struktur ein

mit Antikorpern (+angehangte Sonde) kdnnen sie sichtbar gemacht werden

C

ASK1 a-ASK1 ASK2 a-ASK2
preimmune preimmune



Co- Immunopra2|p|tat|on

Gebundene
Proteinuntereinheiten konnen
mit ausfallen

. Untersuchung der ASK1/2 —
TIR1Konjugation

. tir1-1 Mutante wir mit
TIR1myc Epitop getagged

. Antiserum fur TIR1myc wird
nach/vor Western Blot
zugesetzt

E F 4 . Nachweis von ASK mit den
- ki . Rimye spezifischen Antikorpern

. —ASK bindet auch an tir1-1
Mutante
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AtCUL1
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Sequenzanalyse anderer Culline in
Mammalia und Hefen(SCF bekannt)
fUhrten zu AtCul1

Co-Immunoprazipitation mit weiterer
Mutante TIR1r10a (hochkonserviertes Prolin
an 10.Stelle zu Alaninrest) und neuem
Antiserum a-AtCul1

Folgerung: -TIR1 bindet Uber die F-
Box AtCul1

ASK wird an F-Box und an
anderer Stelle gebunden
(in Y2H-System war dies nicht
Zzu beobachten)



ASK ist fur Auxinantwort notig

Durch konjugation von ASK mit
TIR1 wird ASK im Auxinresponse B

vermutet ; ask1-1 Mutante 20

bestatigt dies

—
i

Auspragung von Seitenwurzeln in
ask1-1 deutlich vermindert(offener
Balken ASK1, schraffierter ask1

1

)
=

# lateral roots

Teil der ask1 Mutanten weildt
keine Auxinresistenz auf; weildt

auf unvollstandige Penetranz hin
askl-1 .




100

% inhibition

Phanotypen

0.2 0.3
[2,4-D] uM

04

0.5

[ WT Ler

¢ tir1-1

o ask1-1

A tir1-1/ask1-1

ask1-1 resistenter als
tir1-1

ask1-1/tir1-1 am
resistenter einzeln



Uberexpremierung von TIR1 férdert
Auxinresponse

A B C D

Pove-TIR1 Pgyg-P10A

Dex -

Y

E)

- dex i

+2.4-D o




Darstellung durch Glucocorticoid-induzierten Promotor

aus Nebennierenrinde wurde Promotorgen entnommen und damit transgene
Linie erzeugt

Transkriptionsfaktor ist Steroidhormon Dexametazon ( dex )das Pflanzen nicht
produzieren—von aulden induzierbare exprimierung von TIR1/TIR1e10a

A: Northern Hybridisation weil3t hohere exprimierung von TIR1/TIR1r10a nach

Licht +dex: -Wurzelspitzen agravitrop

-Lateralwurzelbildung und
Wurzelhaarwachstum gefordert -keinen Einfluss
auf TIR1pP10a

Dunkel+dex: -Hvnokotvistreckiinao nehemmt

Dunkelheit)
[,/
corticoid-
induzierbarer

Polymerase
Promotor _—

& TIR 104 ’— 3

rdert (grune Blatter trotz




A B , C D

Povr TIR]  PovieP10A

Dex - + - 4+
5

TIR1 = Mﬁ
E)

- dex —

+dex _f Ko

+2.4-D —



[y

An Glucocorticoid-induzierten Promotor gekoppeltes
plAA-gus Reporter System

/

corticoid-
induzierharer Polymerase

-dex — keine gus-Farbung

.+dex — Farbung

Promator =,
TIR 104y c)
.+2,4-D — Farbung
- .— TIR1-Exprimierung wirkt auf
@ win T, Auxinexprimierung
\/ .TIR1-Uberexprimierung

Alpdr-induzi verstarkt AUXinbiIdung

erbarer =

P gy = .

U R-Glucoronidase = plAAd p— 3 .TIR1 grelft n AUXI"I'esponse

ein



Diskussion

plAA-qus-reporter system — Auxin Antwort hangt von Ubiquitin-Ligase-
Komlex SCFTIR1 (E3) ab

GAL-reporter system und Co-Immunoprazipitation — E3 besteht aus
ASK (Arabidopsis like Skp1) und AtCUL1 und F-Box-Protein TIR1

Phanotypisch — Mutationen in ASK1 u TIR1 verursachen verminderte
Auxinantwort

Glucocorticoid induzierbarer Promotor — Erhohte TIR1-Expression
fordert Auxinanwort -> SCFTIR1 limitierend fur Antwort

Auxinantwort wahrscheinlich
abhangig von regulierter
Proteolyse von
Repressorproteinen

Repressor




Regulation of IAA

Auxin-dependent

RUB conjugation?

, ubiquitin
Q RUB

kinase?

v

< { Repressor

Early auxin
response genes

v

Auxin-mediated
growth/development




