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o La energia para poner un ion dentro de este

medio es demasiado alta
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« Membrana finita
« Ofros iones en la vecindad
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/ Integrales \ / Periféricas \

o Dificiles de disociar de la o Se disocian con
memibrana tratamientos suaves
o Permanecen asociadas a o No permanecen asociadas
lipidos al aislarlas a moléculas de lipido
o Son alfamente insolubles o se o Son altamente solubles en
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Dos tipos de proteinas:

/ Integrales \

o Dificiles de disociar de la

membrand Voltage Dependent Anion Channel (VDAC)
o Permanecen asociadas a
ipidos al aislarias o Permite el transporte pasivo de iones y moléculas

o Son alfamente insolubles o se

: o Interacciona con otras proteinas
\ agregan en medios ocuosos/

o Interacciona con el lipido, que regula su funcidn
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Muchos otros canales habitan las membranas celulares

GLIC pentameric Hemolisina a de :;?(?:C: l;Ae""é gter c:?( Porina bacterial
. ligand-gated Staphylococcus (Bacillus anthracis) OmpF
Canal K ion channel aureus S (Escherichia coli)

\ /! )
.z ., Transporte de
Trqn§m[5|on Formacion de poros que an’rilsiéticos
ﬂ sinapfica alteran la homeostasis
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VDAC: un canal en la membrana externa de la mitocondria

Mitocondria

rana externa
de la mitocondria (MOM)
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o Canal barril B relativamente grande

o Permite la difusion pasiva de iones y pequenos
metabolitos (tamano < 2 kDa)

o Cardcter multiidnico, iones hidratados

Proteina de 33 kDa, barril B de 19 Idminas



VDAC: un canal en la membrana externa de la mitocondria

Mitocondria

rana externa
de la mitocondria (MOM)

Localizacion Unica en la interfase
entre la mitocondria y el citosol
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Electrofisiologia para el estudio del transporte idnico

o Método que nos permita estudiar
las profeinas integrales que forman
los “poros” de manera aislada

o Que tengamos control sobre los
componentes hidrofdbicos de la
membrana - Sobre las moléculas
de lipido

o Que tengamos suficiente
resolucion temporal para estudiar
la funcidn en tiempo real

Bunea, Ad. Coll. Int. Sci. 2020
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Electrofisiologia para el estudio del transporte idnico

o Método que nos permita estudiar . ‘ >
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las proteinas integrales que forman T |
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membrana - Sobre las moléculas Tom
de lipido % é

o Que tengamos suficiente
resolucion temporal para estudiar
la funcidn en tiempo real
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Electrofisiologia de
membranas planas

Formacion de una membrana in vitro a partir de
monocapas de lipido

Montal & Mueller, PNAS 1972
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Electrofisiologia para el estudio del transporte idnico

las profeinas integrales que forman

los “poros” de manera aislada

Voltage-clamp
Amplifier
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Electrofisiologia para el estudio del transporte idnico

o Método que nos permita estudiar
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los “poros” de manera aislada
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componentes hidrofobicos de la
membrana = Sobre las moléculas

de lipido
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resolucion temporal para estudiar
la funcidn en tiempo real
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Electrofisiologia de
membranas planas

Montal & Mueller, PNAS 1972
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Voltage-clamp
Amplifier

@
-V (mvV) I (pA)

Corrientes del
orden de pA,
cambios en ms

Formacion de una membrana in vitro a partir de
monocapas de lipido

Adicion de la proteina integral

Deteccion de la corriente generada por la insercion
de una unica molécula
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Electrofisiologia para el estudio del transporte idnico

Caracterizacion de la funcion
bdsica de VDAC:

Permite el paso de corrientes de decenas

Comportamiento 6hmico
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+60 mV

+60 mV

Regulacién por voltaje

O _
, < 5 081
de pA — 107-108 iones por segundo g o o o7l
. . -50 A o
o Voltgjes relativamente altos provocan el 06 1
cierre parcial del canal +100 1 zj I
: . c. i -150 [ . (] — : — :
o Ligera selectividad anionica (CI-/K* ~ 2) 40 20 0 20 40 60 40 20 0 20 40 60
V (mV) V (mv)
1 MKCIl+ 5 mM HEPES pH 7.4
Colombini Mol. Cell. Biochem. 2004 DOPC/DOPE/2DOPG
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Electrofisiologia para el estudio del transporte idnico

Caracterizacion de la funcion
bdsica de VDAC:

Permite el paso de corrientes de decenas
de pA — 107-108 iones por segundo

Voltgjes relativamente altos provocan el
cierre parcial del canal

Ligera selectividad aniénica (ClI-/K* ~ 2)
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The Fluid Mosaic Model of the
Structure of Cell Membranes

Cell membranes are viewed as two-dimensional solutions

of oriented globular proteins and lipids.
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Dos tipos de proteinas:

/ Integrales \

Dificiles de disociar de
la membrana

Permanecen
asociadas a lipidos al
aislarlas

Son altamente
insolubles o se agregan

\ en medios acuosos /

/ Periféricas

Se disocian con
tratamientos suaves

o No permanecen
asociadas a
moléculas de lipido

o Son altamente
solubles en medios

\ ACUOSOS

~
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Electrofisiologia para el estudio del transporte idnico
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Proteinas que se asocian a la
membrana de forma transitoria

Solubles en el citosol

Pueden sufrir o no cambios conformacionales
cuando se asocian a memlbranas celulares

Tubulina Sinucleina
&,

~
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Interaccion entre proteinas integrales y citosolicas

/ Proteinas que se asocian a la
membrana de forma transitoria

o Solubles en el citosol

o Pueden sufrir o no cambios conformacionales
cuando se asocian a memlbranas celulares

Tubulina Sinucleina

~

LA™

Pueden interaccionar con
proteinas integrales

VDAC-tubulina

VDAC-sinucleina
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Interaccion entre proteinas integrales y citosolicas

[ @ a-tubulina

Se asocia con
membranas,
en concreto
con la MOM

DOPE membrane’

B-Tubulin  a-Tubulin
Tubulin dimer

Interacciona EE-tobull mYBAC

con VDAC

Microtubule

Proteina globular que forma los microtubulos

PLA in human neuroblastoma cells
Bernier-Valentin JBC 1983, Hoogerheide PNAS 2017, Rostovtseva PNAS 2008, JBC 2018
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Interaccion entre proteinas integrales y citosolicas

a-Sinucleina t Relacionada con la patologia de la
enfermedad del Parkinson

Proteina intrinsicamente -
desordenada G

Cuerpos de Lewis

Interacciona PLA in hurman
con VDAC neuroblastoma cells
a-syn-VDAC
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El N-terminal adopta estructura helicoidal en
contacto con membranas

Fusco Nat. Comm. 2014, Rostovtseva JBC 2015, Rovini CMLS 2020
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Interaccion entre proteinas integrales y citosolicas

Evidencia de interaccion VDAC-sinucleina

mediante electrofisiologia

Alpha-sinucleina bloquea de
forma reversible los canales VDAC

o Eficiencia nanomolar
o Interrumpe el tfransporte de ATP

Rostovtseva JBC 2015, Hoogerheide Nanoscale 2017, Queralt-Martin JGP 2020
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Interaccion entre proteinas integrales y citosolicas

Interacciones
electrostaticas
dominan

force

ATP

electrostatic

800 1 5 ' ' '
] n-rate|= 1
Toff A\ 0} ‘ On-ra ! Ton :
The Fluid Mosaic Model of the £ oo | g \ -
%)
Structure of Cell Membranes 8 x € 1} :
Cell membranes are viewed as two-dimensional solutions ; 400 1 27 ; % (]
of oriented globular proteins and lipids. £ \ z & E [ ,.
S. J. Singer and Garth L. Nicolson 2 200 | iz, O ol [ ] ?
SCIENCE, VOL. 175 gﬁ \
0 i XL 0.01
10 -05 00 05 1.0 -60 -40 -20 0 20 40 60
log [t (Ms)] Voltage, mV
Gran dependencia con el voltaje
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Interaccion entre proteinas integrales y citosolicas

VDAC podria ser la via de acceso de
sinucleina a la mitocondria, donde
ejerceria una accion patéogena

cytosol

matrix

Rostovtseva JBC 2015, Hoogerheide Nanoscale 2017, Queralt-Martin JGP 2020
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Los lipidos modulan la funcion de canal

Los lipidos son en algunos casos un mero soporte,

The Fluid Mosaic Model of the ‘ una maltriz poblada por diferentes proteinas

Structure of Cell Membranes

Cell membranes are viewed as two-dimensional solutions
of oriented globular proteins and lipids.

S. J. Singer and Garth L. Nicolson

2 En ofros escenarios, los lipidos pueden
interaccionar fuertemente con las proteinas
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En el canal VDAC: o Fiodrot
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Los lipidos modulan la funcién de canal

Los lipidos son en algunos casos un mero soporte,

The Fluid Mosaic Model of the ‘ una maltriz poblada por diferentes proteinas
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En el canal VDAC:

PC/PE PC/PE/CL

o Funcidon de canal bdsica
esencialmente independiente
de la composicion lipidica

Rostovtseva JBC 2006, Jacobs Sci. Rep. 2018, Queralt-Martin BBA 2019
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Los lipidos modulan la funcion de canal

The Fluid Mosaic Model of the
Structure of Cell Membranes

Cell membranes are viewed as two-dimensional solutions

of oriented globular proteins and lipids.
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En el canal VDAC:

o Regulacion del cierre por voltaje

Rostovtseva JBC 2006, Jacobs Sci. Rep. 2018, Queralt-Martin BBA 2019
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o2 ‘ En ofros escenarios, los lipidos pueden

interaccionar fuertemente con las proteinas
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Los lipidos modulan la funcion de canal

The Fluid Mosaic Model of the
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Cell membranes are viewed as two-dimensional solutions
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En el canal VDAC:

o Regulacion de la inferaccion con
proteinas citosolicas

VDAC-sinucleina

Rostovtseva JBC 2006, Jacobs Sci. Rep. 2018, Queralt-Martin BBA 2019
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‘ En ofros escenarios, los lipidos pueden

interaccionar fuertemente con las proteinas
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The Fluid Mosaic Model of the
Structure of Cell Membranes

Cell membranes are viewed as two-dimensional solutions

... un modelo vigente
después de 50 anos.

of oriented globular proteins and lipids.
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