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Bisheriges Modell
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Kernaussagen dieses Papers

Bewels, dass TIR1 mit ASK1 & ASK?2 (=Skp-like)
Interagiert

Mutationen im ASK1-Gen =2 verminderte Auxin-
Antwort

UberméaRige Expression von TIR1 =
morphologische Unterschiede zum WT

neue Funde weisen darauf hin, dass SCF "'RL-
Modell realistisch ist

- Auxin-Antwort = SCF-vermittelt



Analyse der TIR1-Expression

Northern Blot




Nachweis der TIR1-Expression

Farbung durch GUS-Reporter
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Nachweis der TIR1-Expression

Farbung durch GUS-Reporter




In-situ-Hybridisierung

...TCAT... RNA
...AGTA... Antisense-RNA (markiert)

Durch kiunstlich hergestellte Sonde Komplementaritat der Strange
—> Blaufarbung

...TCAT... Sense-RNA

Sense-RNA bindet durch fehlende Komplementaritat nicht an RNA
- keine Farbung



Nachweis der TIR1-Expression

In-situ-Hybridisierung

Antisense Sense



Nachweis der TIR1-Expression

In-situ-Hybridisierung
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auf Lateralwurzeln
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|dentifikation der mit TIR1
Interagierenden Proteine

Homologien von ASK1
und ASK2 zu Proteinen in
Mensch und Hefe




yeast two-hybrid System

B RNA-Polymerase
N %

GAL4 binding site Reportergen

..................

GAL4 binding site Reportergen



Kontrolle in Hefe

Negativkontrolle

'S

10

TIRlivecior

Wildtyp TIRI/ASKI

TIR1, . /ASKI

TIR1,,  /ASKI
Wildtyp TIRI/ASK2
TIRI PI“J"&SH.Z

TIRL, FASKZ




Western Blot
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Co-Immunoprazipitation

“ Protein A/G bindet " &
‘ Antikdrper L
J . Antikirper bindet |
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Antigen bindet an Nachweis von
TS o e e Protein-Protein-

Wechselwirkungen



Pull-down

Co-Immunoprazipitation

Pull-down Pull-down




|dentifikation von AtCull
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Pull-down fur Cull

Pull-down
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ASK1 fur Auxin-response notwendig
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Wachstumshemmung durch Auxin
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Northern Blot fur Dex-Promotor

Dex - + = TE Bel Vorhandensein von Dex

TIR1 e # . und Promotor (Pcvc) =

Uberexpression von TIR1




Analyse der TIR1-Uberexpression

Reaktion auf Dex im Licht

Col




Analyse der TIR1-Uberexpression

Reaktion auf Dex im Dunkeln




Modell von 1999 (Gray et al.)

auxin response




