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Supplemental	  Figure	  1.	  The	  non-‐essen;al	  PDIs	  do	  not	  contribute	  to	  the	  ERAD	  of	  pαf	  or	  α-‐ENaC.	  
Cycloheximide	  chase	  reac:ons	  were	  performed	  as	  described	  in	  the	  Materials	  and	  Methods	  in	  wild	  
type	  (),	  mpd1Δ	  (¡),	  mpd2Δ	  (o),	  eug1Δ	  (r),	  and	  eps1Δ	  (U)	  yeast	  strains	  expressing	  pαf	  (A)	  from	  
the	  pSM36-‐ppαfΔG-‐HA	  plasmid	  or	  α-‐ENaC	  (B)	  from	  the	  pRS426GPD	  ENaC-‐HA	  plasmid.	  Chase	  
reac:ons	  were	  performed	  at	  30°C,	  and	  lysates	  were	  immunobloRed	  with	  an:-‐HA	  an:body.	  	  An:-‐
G6PD	  an:serum	  was	  used	  as	  a	  loading	  control.	  	  Data	  represent	  the	  means	  of	  4-‐6	  experiments,	  ±	  
SEM.	  	  The	  lack	  of	  visible	  error	  bars	  indicates	  that	  the	  SEM	  is	  less	  than	  the	  size	  of	  the	  symbol.	  	  
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Supplemental	  Figure	  2.	  Pdi1	  is	  necessary	  for	  the	  degrada;on	  of	  pαf,	  but	  not	  α-‐ENaC.	  
Cycloheximide	  chase	  reac:ons	  were	  performed	  as	  described	  in	  the	  Materials	  and	  Methods	  in	  wild	  
type	  (),	  M4492	  (¡),	  or	  SRH01	  (o)	  yeast	  strains	  expressing	  pαf	  (A)	  from	  the	  pSM36-‐ppαfΔG-‐HA	  
plasmid	  or	  α-‐ENaC	  (B)	  from	  the	  pRS426MET25	  ENaC-‐HA	  plasmid.	  For	  expression	  of	  α-‐ENaC,	  strains	  
were	  grown	  overnight	  at	  26°C	  in	  selec:ve	  medium	  supplemented	  with	  2mM	  methionine	  to	  repress	  
the	  expression	  of	  α-‐ENaC.	  	  The	  cells	  were	  then	  harvested	  and	  resuspended	  in	  selec:ve	  medium	  
without	  methionine	  for	  90	  min	  to	  induce	  the	  expression	  of	  α-‐ENaC	  .	  	  Chase	  reac:ons	  were	  
subsequently	  performed	  at	  30°C,	  and	  lysates	  were	  immunobloRed	  with	  an:-‐HA	  an:body.	  	  An:-‐
G6PD	  an:serum	  was	  used	  as	  a	  loading	  control.	  	  Data	  represent	  the	  means	  of	  4-‐6	  experiments,	  ±	  
SEM.	  	  The	  lack	  of	  visible	  error	  bars	  indicates	  that	  the	  SEM	  is	  less	  than	  the	  size	  of	  the	  symbol.	  Where	  
indicated	  (**)	  p<0.01.	  	  	  
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Supplemental	  Figure	  3.	  The	  chaperone	  ac;vity	  of	  Pdi1	  is	  not	  necessary	  for	  the	  ERAD	  of	  CPY*.	  
Cycloheximide	  chase	  reac:ons	  were	  performed	  as	  described	  in	  the	  Materials	  and	  Methods	  in	  pdi1Δ	  
[PDI1CGHC-‐CGHC]	  ()	  and	  pdi1Δ	  [PDI1222-‐302Δ]	  (¡)	  yeast	  strains	  expressing	  CPY*	  (A).	  Chase	  reac:ons	  
were	  performed	  at	  30°C,	  and	  lysates	  were	  immunobloRed	  with	  an:-‐HA	  an:body.	  	  An:-‐G6PD	  
an:serum	  was	  used	  as	  a	  loading	  control.	  	  Data	  represent	  the	  means	  of	  4-‐6	  experiments,	  ±	  SEM.	  	  The	  
lack	  of	  visible	  error	  bars	  indicates	  that	  the	  SEM	  is	  less	  than	  the	  size	  of	  the	  symbol.	  	  Lysates	  were	  also	  
immunobloRed	  with	  an:-‐Pdi1	  an:serum	  and	  representa:ve	  images	  are	  shown	  (B).	  	  	  
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Supplemental	  Figure	  4.	  	  PDI	  promotes	  ApoB	  secre;on	  independent	  of	  ERAD	  ac;vity.	  
Following	  a	  metabolic	  labeling	  reac:on	  in	  the	  presence	  of	  either	  DMSO	  or	  the	  proteasome	  
inhibitor	  MG132,	  as	  indicated,	  a	  90	  min	  chase	  was	  performed	  as	  described	  in	  the	  Materials	  
and	  Methods	  in	  McArdle-‐RH7777	  cells	  transfected	  with	  a	  vector	  control	  (pcDNA3.1	  lacking	  an	  
insert),	  or	  containing	  the	  PDI	  gene	  in	  pcDNA3.1.	  The	  “Rela:ve	  Recovery	  of	  ApoB”	  indicates	  
the	  amount	  of	  ApoB-‐precipitable	  material	  recovered	  from	  cell	  lysates	  and	  secreted	  into	  the	  
medium	  at	  the	  comple:on	  of	  the	  chase	  divided	  by	  the	  amount	  of	  ApoB-‐precipitable	  material	  
recovered	  ager	  30	  min	  of	  chase.	  	  Data	  represent	  the	  means	  of	  3	  independent	  experiments,	  ±	  
SEM.	  Where	  indicated	  (*)	  p	  <	  0.05.	  



Supplemental	  Figure	  5	  

Supplemental	  Figure	  5.	  Mutant	  forms	  of	  Pdi1	  are	  able	  to	  co-‐precipitate	  with	  ApoB29	  and	  CPY*.	  
Na:ve	  immunoprecipita:on	  reac:ons	  were	  performed	  using	  an:-‐HA	  resin,	  or	  unconjugated	  
Sepharose	  (“Mock”),	  using	  lysates	  from	  pdi1Δ	  yeast	  strains	  expressing	  ac:ve	  site	  mutant	  (lanes	  1-‐6	  
and	  7-‐12)	  or	  chaperone	  mutant	  (lanes	  13-‐18)	  forms	  of	  PDI1	  on	  a	  plasmid.	  	  As	  indicated,	  each	  strain	  
also	  expressed	  (A)	  ApoB29	  (“ApoB”),	  (B)	  CPY*	  (“CPY*”),	  or	  harbored	  an	  empty	  vector	  control	  (“-‐”).	  	  
A	  total	  of	  1%	  of	  the	  input	  for	  the	  precipita:on	  was	  also	  examined	  (“Lysate”).	  Ager	  precipita:on	  
and	  SDS-‐PAGE,	  the	  indicated	  proteins	  were	  examined	  by	  immunoblot	  analysis.	  	  The	  doublet	  
observed	  for	  Pdi1	  in	  some	  panels	  is	  due	  to	  differen:al	  glycosyla:on.	  	  	  
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