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Outline

1. Introduzione: EDEM:PDI invia le proteine mal-
piegate alla degradazione associata al reticolo.

2. Verso saggi di resistenza al calore di pianta
che esprime una EDEM termoresistente

3. Verso la determinazione della prima struttura
di una EDEM:PDI



UGGT/EDEM:PDI rilevano i difetti di piegamento delle
glicoproteine nel reticolo: ERQC/ERAD
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Saggi d’attivita di UGGT e EDEM con mutanti nani
del recettore 1 del brassinosteroide (BR1)
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UGGT e importante nella risposta allo stress della pianta
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Blanco-Herrera, et al. The UDP-glucose: glycoprotein glucosyltransferase (UGGT), a key
enzyme in ER quality control, plays a significant role in plant growth as well as biotic and
abiotic stress in Arabidopsis thaliana . BMC Plant Biol 15, 127 (2015).



Domande a cui rispondere / ipotesi da testare:

1. Come fa EDEM a riconoscere e demannosilare
le glicoproteine mal-piegate?

2. Qual e la struttura 3D del checkpoint di ERAD?

3. Possiamo scoprire/sintetizzare inibitori
specifici di EDEM?

4. At EDEM KO - ricomplementata
con EDEM termofila - acquisisce resistenza allo
stress di reticolo?



Esperimenti pianificati:

1. Determinazione di strutture del checkpoint di ERAD
(cristallografia a raggi X e criomicroscopia elettronica):
CtEDEM e AtEDEM

2. Studio struttura/funzione di EDEM via saggi biochimici e
cellulari di attivita di mutanti di EDEM

3. Saggi fenotipici di At in condizioni normali e sotto stress
(At WT, At EDEM KO e At EDEM KO ricomplementata

con EDEM termofila ).

4. Frazionamento cellulare di At in condizioni normali e
sotto stress (piante di cui sopra):
MS glicosecretomica
(ER, Golgi, membrane, ...)



CtEDEM:eGFP localizza
Andrea Lia al reticolo di At

Maria de Benedicts
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At EDEM KO
ricomplementata con
CtEDEM:eGFP:
fluorescenza nel reticolo




CtEDEM manda AtBRI1-5 a ERAD

Andrea Lia,
Maria de Benedicts

WT mnsd-1 mns5-1 bril-5 mnsd-1 mns5-1 bril-5 mnsd-1 mns5-1 bril-5
CHHTM1P-GFP #1 CIHTM1P-GFP &2

At EDEM KO BRI1-5 ricomplementata con
CtEDEM:eGFP:
provoca fenotipo nano.



Ortologhi putativi di EDEM:PDI Andrea Lia
del fungo termofilo Chaetomium thermophilum

In lievito e nell’'uomo, EDEM forma un eterodimero con una disolfuro isomerasi (PDI).

CtEDEM: 140 kDa mannosidase Uniprot CTHT 0058730

CtPDI: 70 kDa PDI Uniprot CTHT 0067360
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ﬂ m + DTT
CEMTBMILP CIHTMIP ! y
without N-term without K-term I 101112 13 1
‘bransmembrane franamambrans
damain domalin, GFP fused
5 - = - o =
"'3:_' Fd CEHTALP GFP fused CHHTRALR GFF fused '* ._::;_
- 'ad . 3_ =
. j, =
,__=l=_ . C-tpam GEP e
—— ; g s s
;_E;' &, f ¥, h . e _h;;
'::’jli il ﬁa:'g + ; - }_\__\l
-"f::ﬁ:’ . i %14
L -";é_}r'l_.:' il . LA 5% s 10 1 ::; -:' I '.wl:l:‘:'-.h%% ".-
. AL I Esh 1l LARS I ASS
Y il i e A
e g gy AR A (0
Constnact & — 114&80& Conairuct B — 151D Constrect © — 152kDa Construct 0 — 142kDw
TOE g A014bp A0 140 R T

Prove d’espressione con vettore pHLsec (coda 6xHis) in cellule HEK293F

A.R. Aricescu et al., Acta Cryst. D 62(10):1243-1250 (2006)



Purificazione di CtEDEM:CtPDI

Profilo SEC dopo IMAC
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Cryo-EM di CtEDEM,:CtPDI

Charlie Hitchman, TJ Ragan, Christos Savva

939 microgrammi—912 “buoni”
raccolte da Dr. Christos Savva sul Titan Krios alla struttura Midlands Cryo-EM a Leicester (UK).
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379,817 molecole isolate nei 912 microgrammi con TOPAZ in Relion. In media 416 molecole/microgramma.
Classificazione 2D iterativa. Numero finale di molecole: 208,310



Classi 2D CtEDEM,:CtPDI
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7.1 A Cryo-EM mappa attuale

379,817 molecole scelte da 912 microgrammi
~35,000 danno questa mappaa 7.1 A B-factor applied = -164.9

CtPDI_TRXL1 6i7s

Charlie Hitchman, TJ Ragan, Christos Savva



7.1 A Cryo-EM mappa attuale (un’altra vista)

C’e volume per la parte
mancante di CtEDEM (500
Aas)
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Fourer Shell Comelation
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Latest Fourier Shell Correlation plot: 5.6 A

Final resolution = 5.6 Angstroms
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