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| reticolo endoplasmatico
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Il reticolo endoplasmatico liscio

*Produce acidi grassi e fosfolipidi

 Contiene enzimi detossificanti e coniugativi
* Metabolismo del Glicogeno

Il reticolo endoplasmatico ruvido

* Produce proteine di secrezione, lisosomiche,
di membrana e multimeriche (30% del totale)
* Garantisce l'orientemento e la produzione
corretta delle proteine transmembrana
(canali, recettori, proteine associate a lipidi)

» Garantisce il folding corretto delle proteine

* Produce la prima glicosilazione

* Crea i ponti disolfuro essenziali per molte
proteine™
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Il Traslocone

Il Traslocone e un complesso macromolecolare essenziale per la corretta sintesi proteica
compartimentata, & conservato in tutti e tre i regni
Eterotrimero
SecYEG (batteri) Sec6labc (eucarioti)

A SecA/ribosome B
associating loops

SecE
Cytosol m 7\
- SecY & Hinge
- (TMS6-10) SRR :
. % <~
s >
o
® Pore ring
5 |
3y
Periplasm SecY Plug
(TMS1-5)
Plug SecG (Sec))

The Sec translocase; David J.F. du Plessis 1 , Nico Nouwen 2 , Arnold J.M. Driessen



Hsp/70s

Dominio Dominio Dominio

ATPasico Substrate - Binding Lid

————

ATP dependent




Chaperone

* ER: BiP - translocon gate, folding assistence,

H 70 UPR transducer.
Sp S . Cyt: Hsp70s (stress inducible) Hsc70s (constitutive)

Transmembrane protein ERAD

Hsp40s

* ATPase activity requires

HSngS dimerization,



Chaperone

PDI

AAA
ATPase

Lectine -
Like

; Enhance ADP from Hsp70s,

NEFs

* NEFs : Hsp70s Ratio varies folding efficiency
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Uniol cd]ed Protein Response
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ERAD
Chaperones

Chaperones
Apoptosis

elF2a = elF2a-P

ATF4 - Anti-ox stress
AA Metabolism
Chaperones
Apoptosis




Unfeolded Preotein Respense
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Cdc48 (yeast) / p97 AAA-ATPase (human)

* 1% della massa proteica deIIa ceIIuIa

* Omoesamero

» Zn*2 coordinato all’interno del «barile»

e ATP Dipendente ed ad altissimo consumo [30-80 ATP per 100

residui]
Puo arrivare a consumare piu di quanto e speso per la sintesi
della proteina che degrada

* Link fra L-ERAD ed il C-ERAD

 Motore del disassemblaggio

e Attivita denaturante

e Essenziale per I'attivita del proteosoma




Cdca8 (yeast) / p97 AAA-ATPase (human)
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Studio del pathway
UBXDY7 - p97 - HIFl1a



Separazione per gel filtrazione
Proteina — FLAG
Immunoprecipitazione

Western Blotting



Chi lega in condizioni normali p977??

» Gel filtrazione di lisati cellulari (nativa)
» WB vs le singole proteine

B 670 443 158 kDa

! v oo

Fraction ' 2 3 4 5 6 7 B8 8 10 11 12 13 14

- e .-...-
—mmey -~ -

e

UBXxXD7

p97

NPL4

UFD1




Cosa lega UBXD77?

HIF1a Ossigenazione normale - ubiquitinata e degradata
» Necessario bloccare la degradazione: MG132 (inibitore proteosoma)

Mal » Immunoprecipitati per FLAG-UBA-UBX
P » WB vs HIF1a
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In che forma viene legata HIFla ?

» Immunoprecipitazione per p97-Myc
» WB vs HIF1 a, UBXD7, p97

A Anti-Myc IPs
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» HIF1 a e normalmente degradata, degradazione che puo essere

inibita inibendo il proteosoma quindi la degradazione € mediata dal

proteosoma,

» UBXD7 lega spontaneamente HIF1 a, e la lega ad alta affinita nella

sua forma ubiquitinata,

» P97 e normalmente associata con gli adattatori NPL4/UFD1, e lega
UBXDY7 solo all’'esigenza come risposte a stimoli o interazione con |l

substrato,

» P97 non lega spontaneamente HIF1 a, questo legame deve essere

mediato da UBXDY.






