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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es entender y caracterizar el
comportamiento del canal i6nico biolégico OmpF. Este canal se encuentra formando
un poro en la membrana externa de la bacteria Escherichia coli, presente
generalmente en el sistema digestivo de los mamiferos. Durante afios, esta proteina
ha sido ampliamente estudiada por diversas razones. Por una parte, el conocimiento
de su estructura cristalografica [Cowan 1995] hace posible establecer una relacion
estructura-funcién, importante para caracterizar lo mas fielmente posible los rasgos
mas destacables de su comportamiento. En este contexto, se conoce que la
regulacion del transporte de iones monovalentes a través de él se debe
principalmente a las interacciones electrostaticas entre sus cargas y los iones de la
disolucion [Schirmer 1998, Phale 2001, Nestorovich 2002b, Danelon 2003, Alcaraz
2004].

Por otra parte, el canal OmpF es un canal mesoscépico, con un tamafio de
poro del orden de los nanémetros, y eso lo hace especialmente adecuado para
estudiar sus propiedades macroscopicas desde un punto de vista electrostatico
continuo [Fulinski 2004].

Para introducir los fundamentos basicos de los canales i6nicos se incluye en
este trabajo una breve introduccion teérica como capitulo 1. Conceptos tales como el
de membrana bioldgica, lipido, proteina de membrana, etc, son introducidos muy
ligeramente para situar el escenario en el que los canales i6nicos realizan sus
funciones en su medio natural. Mas detalladamente se describen las porinas,
poniendo especial atencién en el poro bacterial OmpF, objeto de estudio de la

presente memoria.

En el capitulo 1 se presenta también el procedimiento experimental
empleado para realizar medidas de corriente y potencial a través de canales. Este esta
basado en la conocida técnica de patch-clamp [Neher 1976]. En este apartado se
describe tanto la reconstitucién de canales i6nicos en bicapas de lipido artificiales
como los pormenores del montaje experimental (la elaboracién de electrodos,

adquisicion de datos, etc.).

En el capitulo 1 se incluye también una breve descripcion de algunas
herramientas de modelizaciéon del transporte i6nico en canales (especialmente
mesoscopicos). El objetivo final de estas herramientas es reproducir las propiedades

macroscopicas del canal, obtenidas experimentalmente. Su uso proporciona
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informacién del funcionamiento del canal y permite identificar los aspectos basicos

por los que tiene lugar el transporte de iones.

Los capitulos 2 y 3 se incluyen en la memoria para mostrar el papel de las
interacciones electrostaticas en la regulaciéon del canal OmpF del transporte idénico.
Para ello se tiene en cuenta el efecto del PH sobre la carga del canal [Aguilella-Arzo

2007] y se analiza el comportamiento del canal bajo un gradiente de pH.

En el capitulo 2 se realizan medidas de corriente bajo un gradiente de pH.
El canal OmpF se comporta entonces como un sistema rectificador de la corriente.
El origen microscépico de la rectificacion se trata en este capitulo teniendo en cuenta
los resultados del calculo electrostatico de los PKas de los residuos de la proteina.
Estos resultados indican una distribucion asimétrica de la carga del canal en las

condiciones estudias [Alcaraz 2000].

Ante la posibilidad de regular la carga del canal mediante el pH de las
disoluciones adyacentes, en el capitulo 3, se realizan medidas de selectividad bajo
gradientes de PH para buscar una configuracién bipolar de la carga del canal. La
observacion de una selectividad direccional en el canal OmpF sera un indicio de una

distribucion de carga bipolar en el canal [Garcia-Giménez 2009a].

La bacteria Escherichia coli, presente en el sistema digestivo de los
mamiferos, se encuentra en un medio cuyo PH puede tener un valor entre 2 y 8. El
medio intracelular estd generalmente a 7,4 por lo que el canal OmpF puede
encontrarse sometido a un gradiente de PH importante. Por sus repercusiones
bioldgicas, esto hace especialmente importantes los resultados de los capitulos 2 y 3,

puesto que muestran el comportamiento del canal OmpF en condiciones fisiolégicas.

Los capitulos 4 y 5 se centran en examinar dos aspectos importantes del
canal. Por una parte, el papel de la difusion iénica en la selectividad del canal, una
contribucién insignificante en condiciones fisiologicas pero que puede ser decisiva en
otras situaciones. Por otra parte, la evidencia experimental de que en presencia de
cationes multivalentes el canal no regula el transporte idnico de acuerdo con la
existencia de una carga fija en la proteina. En estos capitulos, la existencia de
interacciones no culémbicas se convierte en una explicaciéon alternativa de los
resultados experimentales obtenidos [Alcaraz 2009]. Sin embargo, las teorfas al

respecto sobre este tipo de interacciones entre iones multivalentes y grupos
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superficiales cargados no resultan aplicables a los canales id6nicos y, por ello, es

necesario un analisis mas profundo del sistema [Garcia-Giménez 2009b].

La memoria incluye un apéndice que muestra la repercusiéon de los
potenciales de unién liquida de las interfases electrodos-disolucion en las medidas de
selectividad de canales i6nicos. Su lectura es recomendable, puesto que en algunos
trabajos pueden no tenerse en cuenta las correcciones oportunas de las medidas

dando lugar a una imagen errénea del sistema [Alcaraz 2009].

Por dltimo, un breve apartado de conclusiones resume las ideas mas
relevantes obtenidas de los experimentos de la memoria. La discusién sobre algunas

cuestiones sugeridas en los capitulos se recoge también en esta seccion.

Los resultados obtenidos de algunos de los experimentos incluidos en este
trabajo y las discusiones y conclusiones extraidas a partir de ellos, han dado lugar a lo
largo de estos afios de investigacion a una serie de publicaciones que se incluyen al
final de esta memoria [Alcaraz 2006, Alcaraz 2009, Garcia-Giménez 2009a]. Algunos

otros estan en proceso de ser publicados [Garcia-Giménez 2009b].






Capitulo 1

Introduccion al estudio de
canales ionicos






Capitulo 1.- Introduccién al estudio de canales i6nicos

1.1.-Generalidades

1.1.1.-La membrana bioldgica

Composicién

Las células de los organismos vivos estan rodeadas de una membrana
compuesta en una gran parte por una doble capa de lipidos que se conoce con el
nombre de membrana plasmatica. La formacioén espontanea de esta bicapa lipidica en
disoluciéon acuosa se produce como consecuencia del caracter anfipatico de las
moléculas de lipido que la constituyen (con un extremo hidrofilico o polar y otro
extremo hidrofébico o no polar): los extremos hidrofébicos se unen entre si dejando
los extremos hidrofilicos en contacto con la disolucién acuosa [Tanford 1991]. En la
figura 1.1 se representa un fragmento de membrana celular compuesta por lipidos y

unas estructuras proteicas que la cruzan [Alberts 1996].

bicapa
lipidica

molécula lipidica

Fig. 1.1. Fragmento de una membrana celular
compuesta por fosfolipidos y proteinas de
membrana. Fuente: [Alberts 1996].

La bicapa lipidica de la membrana celular puede estar formada por
diferentes tipos de lipidos. Los que mas abundan son los fosfolipidos, que contienen
dos colas hidrocarbonadas hidrofébicas que forman el extremo no polar y una
cabeza hidrofilica en el otro extremo. Tal y como se puede observar en la figura 1.1,

al formar la bicapa, las cabezas hidrofilicas se orientan al entorno acuoso y las colas
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de los lipidos se unen entre si generando una zona altamente hidrofébica en la

bicapa.

En una de sus colas, el fosfolipido contiene uno o mas enlaces dobles cis
que provocan una ligera curvatura de la cadena, dotaindole de una cierta flexibilidad.
En la figura 1.2 se muestra claramente esta peculiaridad del fosfolipido, gracias a la
cual la bicapa adquiere cierta fluidez bidimensional que posibilita que el agua y
algunas particulas neutras pequefias sean capaces de atravesarla [Finkelstein 1984,
Walter 1986, Quinn 1992].

EHOLINE
|
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rou |
GLYCEROL.
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22
g
FATTY ACID

Fig. 1.2. Composicién de un fosfolipido. Fuente: [Alberts
199¢].

Los iones y moléculas cargadas, en cambio, no pueden atravesar la bicapa
lipidica con facilidad. La carga y el elevado grado de hidratacién de tales particulas
impiden que penetren en la zona hidrofébica de la bicapa [Tanford 1991, Coalson
2002]. Estas moléculas unicamente pueden atravesar la membrana a través de unas
proteinas inmersas en ella como las que se representan en la figura 1.1 que se

conocen como proteinas de membrana.

Proteinas de membrana

La mayorfa de las funciones especificas de la membrana celular esta
desempefiada por las proteinas de membrana. En general, en la mayoria de las
células, las proteinas constituyen el 50 % aproximadamente de la masa total de su
membrana [Gennis 1989]. Sin embargo, esta cantidad puede variar dependiendo de la

funcién concreta de la célula. Por ejemplo, la vaina de mielina, cuya funcion es aislar
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los axones nerviosos, contiene menos del 25 % en masa de contenido proteico
mientras que las membranas de células dedicadas a la transduccién energética
(membranas internas de mitocondrias y cloroplastos) contienen aproximadamente un
75 % en masa de proteinas [Alberts 1990].

Las proteinas de membrana se adhieren a la bicapa lipidica de diferentes
formas: atravesandola completamente (proteinas integrales o transmembrana),
uniéndose covalentemente a ella mediante un acido graso o un grupo prenil o
uniéndose mediante interacciones no covalentes con otras proteinas de membrana
(proteinas periféricas). De todas ellas, tnicamente las proteinas integrales pueden
transportar iones o moléculas de uno a otro lado de la membrana. Estas proteinas
tienen un caracter anfipatico que determina la forma en que la proteina queda
plegada dentro de la bicapa de lipidos: las regiones hidrofébicas se situan en el
interior de la membrana junto a las colas hidrocarbonadas de la bicapa y las regiones

hidrofilicas estan expuestas al medio acuoso [Braden 1999].

Como los enlaces peptidicos tienen una naturaleza polar, dentro del medio
hidrofébico (en el interior de la bicapa lipidica) las uniones peptidicas forman
puentes de hidrégeno entre si que dan lugar a dos tipos de estructuras. Un tipo de
estas estructuras es la hélice 0. Las hélices O pueden cruzar la membrana una o mas
veces [Alberts 1996]. En la figura 1.3 se muestra la organizacion basica de los

componentes aminoacidos de una hélice O.
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Fig. 1.3. Estructura de una hélice 0. Fuente: [Alberts
199¢].

El otro tipo de estructuras de plegamiento de proteinas al cruzar la

membrana se conoce por lamina 3. Las liminas [3 pasan multiples veces a través de la
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membrana formando poros cilindricos conocidos como barriles B [Alberts 1996]. En

la figura 1.4 se muestra el ordenamiento de los residuos en la formacién de laminas

B.
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Fig. 1.4. Estructura de una limina . Fuente: [Alberts
1996).

Tipos de transporte ionico a través de membranas

El transporte de iones a través de membranas se produce a través de las
proteinas transmembrana y puede ser activo o pasivo. El transporte pasivo no
requiere gasto de energfa metabdlica y, como consecuencia, se produce siempre a
favor de su gradiente de potencial electroquimico. El transporte activo, en cambio,
precisa de una fuente de energfa adicional para bombear iones en contra de su

potencial electroquimico.

Existen principalmente dos tipos de proteinas transmembrana: las
conocidas como transportadores y las proteinas de canal o canales i6nicos. El
transporte de iones u otras sustancias mediante transportadores se produce como
consecuencia de la asociaciéon del soluto a la proteina. Esta asociacién provoca
cambios conformacionales en la estructura proteica que permiten la transferencia del
soluto a través de la membrana, a veces incluso en contra de su gradiente de
potencial electroquimico. El transporte de iones a través de este tipo de proteinas

puede ser, por lo tanto, pasivo o activo. Para realizar transporte activo, los

12



Capitulo 1.- Introduccién al estudio de canales i6nicos

transportadores precisan de energia metabdlica para bombear los iones en contra de

su potencial electroquimico [Stein 1990].

Los canales i6nicos, por otra parte, se pliegan dentro de las membranas
celulares formando poros llenos de agua. El transporte de solutos a través de los
canales i6nicos es un transporte dnicamente pasivo y éstos permiten el flujo de iones
con una rapidez mucho mayor que los transportadores (de méas de 10° iones por
segundo en los canales frente a unos cientos de iones por segundo en los
transportadores) [Hille 2001].

1.1.2.-Canales i6nicos

Breve historia de los canales idnicos

El concepto de canal iénico aparecié en 1952 cuando Alan Hodgkin y
Andrew Huxley midieron la corriente que pasaba a través de una seccion de la
membrana del ax6n de una neurona gigante de calamar [Hodgkin 1952b]. La
corriente eléctrica detectada era mucho mayor que la que una membrana lipidica
biologica, dada su baja permitividad eléctrica, podia dejar pasar [Parsegian 1969], un
indicio de que debfa haber un mecanismo de transporte i6nico a través de ella.
Hodgkin y Huxley introdujeron por primera vez el concepto de canal idénico cuando
declararon que la corriente medida era una consecuencia de la accion combinada de

dos mecanismos diferentes para el paso de los iones potasio y sodio.

El trabajo de estos investigadores supuso el inicio de un amplio estudio
sobre la repercusion de los canales i6nicos regulados por voltaje de sodio y potasio
en la excitabilidad eléctrica de las membranas [Hille 2001]. Por esa razén, en 1963, su
trabajo fue merecidamente reconocido y ambos investigadores recibieron el premio

Nobel de Fisiologia y Medicina.

En la década de los afios 60 y 70 el estudio de los canales i6nicos de sodio y
potasio se comenzo a explorar desde diversas perspectivas. El descubrimiento de la
tetrodotoxina, una toxina encontrada en el pez globo takifugu que bloquea los
canales de sodio, propici6 el estudio de los canales de potasio de la membrana del
ax6n gigante del calamar [Narahashi 1964]. El hallazgo de otros agentes

bloqueadores de canales como el uso de iones amonio cuaternario para bloquear los
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canales de potasio [Hille 1967, Armstrong 1971] posibilité el estudio independiente
de cada tipo de canal. Bertil Hille midi6 la permeabilidad de los canales de sodio a
iones organicos y metalicos [Hille 1971, Hille 1972]. El estudio de la permeabilidad
de los canales a iones de diferentes tamafios [Hille 1973] le permitié6 ademas estimar
las dimensiones minimas del poro proteico. No obstante, hasta entonces no habia
sido posible aislar los canales i6nicos para estudiar su actividad individualmente. Una
primera referencia al estudio individual de los canales se encuentra ubicada en 1972,
cuando Stephen Hladky y Denis Haydon observaron fluctuaciones en la corriente
eléctrica al introducir pequefas cantidades de gramicidina en bicapas lipidicas
artificiales [Hladky 1972] pero no fue hasta 1976 cuando Erwin Neher y Bert
Sakmann desarrollaron la técnica de patch-clamp [Neher 1976], que permitiria el

estudio de canales aislados.

Originalmente, la técnica de patch-clamp consistia en succionar una pequena
porcién de la membrana con una micropipeta y, mediante un electrodo introducido
en ésta, registrar las propiedades eléctricas de los canales i6nicos insertados en la

membrana. En la figura 1.5 se ilustra esta técnica de medida mas detalladamente.

H —
open — W — 41074

0002 5=

Fig. 1.5. Técnica de patch-clamp de Neher y Sackmann. (A) Una
micropipeta de cristal en contacto con la membrana celular. (B)
Caracterizacién de la corriente de un canal idnico mediante un
amplificador eléctrico conectado al interior de la pipeta. (C) Ampliacién
de un canal i6nico insertado en una membrana. (D) Registro de la
cotriente que pasa a través de un canal iénico. Fuente: [Neher 1976].

El desarrollo de la técnica de patch-clamp tuvo una gran repercusion cientifica
ya que mediante esta técnica fue posible registrar por primera vez la corriente a través
de un unico canal proteico (del orden del picoAmperio) [Neher 1992b]. No es de
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extrafiar por lo tanto que, por esta importante contribuciéon a la ciencia, Neher y

Sakmann recibieran en 1991 el premio Nobel de Fisiologia y Medicina.

Otro gran avance en el campo de los canales i6nicos es la determinacién de
sus estructuras. El conocimiento de la estructura del canal es esencial para entender
los mecanismos fisicos y quimicos responsables de su funcién en la célula [Braden
1999]. En 1982 se determiné por primera vez la estructura primaria (secuencia de
aminodacidos) de un canal proteico, el canal receptor acetilcolina nicotinico [Noda
1982], tras la cual, s6lo dos afios mas tarde, sigui6 la del canal de sodio regulado por
voltaje [Noda 1984] y, a partir de entonces, la de muchos otros, mediante técnicas de
clonado y secuenciacion del ADN. Aunque a partir de la estructura primaria de la
proteina nada se puede decir sobre la estructura tridimensional, el conocimiento de la
secuencia de aminoacidos permite realizar una clasificacién de estas proteinas en base
a sus similitudes no sélo respecto a sus propiedades funcionales, sino también a su
composicion. Ademas, a partir de un analisis de la estructura primaria es posible
predecir qué secciones de la cadena polipeptidica atraviesan la bicapa lipidica en
forma de hélices 0f o formando liminas 3, mediante un test de hidropatia [Eisenberg
1984).

La primera vez que se obtuvo una imagen tridimensional de un canal i6nico
fue mediante el microscopio electronico. Para ello, los canales se congelaban en sus
bicapas de lipido y se generaban imagenes electronicas a diferentes angulos y planos
focales. Asi se determiné la primera estructura tridimensional a baja resolucién para
los canales de uniones comunicantes (gap junctions) y para el receptor de acetilcolina

[Hille 2001]. El inconveniente del uso de esta técnica es su baja resolucion.

Actualmente, los métodos convencionales para obtener la estructura
tridimensional de protefnas son la cristalografia de rayos X [Drenth 1999] y la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) [Wagner 1990]. Para aplicar
estas técnicas es necesario cristalizar una cierta cantidad de proteina. En el caso
concreto de las proteinas transmembrana, el procedimiento de cristalizacién no
resulta facil porque estas proteinas requieren el entorno lipidico de una membrana
para estabilizarse. Quizas por ello, la primera estructura de un canal i6nico obtenida a
alta resolucion fue la de una proteina muy pequefia, el canal antibiético gramicidina
A, empleando espectroscopia RMN [Arseniev 1985]. Después de ella, se

determinaron las primeras estructuras tridimensionales de otros canales i6nicos
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biolégicos mediante difraccién de rayos X a alta resolucion. Entre ellos, los canales
biolégicos bacteriales fosfoporina y OmpF [Cowan 1992] y el canal de potasio KcsA
[Doyle 1998].

Desde entonces, los avances en cristalografia han permitido obtener la
estructura de una gran variedad de canales bioldgicos, disponibles todos ellos en la
base de datos Protein Data Bank (PDB) [Protein Data Bank 2007].

Propiedades de transporte de los canales i6nicos

La forma en que se regula el transporte a través de los canales idnicos de la
membrana le proporciona a cada tipo de célula una funcién concreta. Un ejemplo
son las células nerviosas que a través de los canales i6nicos son capaces de recibir,

conducir y transmitir sefiales [Hille 2001].

A nivel individual, la regulacion del transporte a través de un canal se refleja
en una serie de propiedades generales de transporte que, gracias a la técnica de patch-
clamp, es posible cuantificar. Estas propiedades son la selectividad, la conductancia y

el gating.

Selectividad

El transporte de iones a través de un canal i6nico esta determinado por la
difusion de los iones dado un gradiente de concentracién y por la interaccion de
éstos con la proteina. Ambos factores contribuyen a que un tipo de iones sea
favorecido frente a otro para cruzar el canal, propiedad que se conoce con el nombre

de selectividad.

La selectividad es una medida del grado de discriminacién i6nica del canal.
Este depende sobre todo del tamafio del poro proteico. Un canal i6nico estrecho
(con un tamafio de diametro del poro del orden de los amgstroms) manifiesta
generalmente una selectividad alta a una especie i6nica en particular. Este es el caso,
por ejemplo, de los canales de K, Na* y Ca®", donde el transporte se lleva a cabo
practicamente de i6n en i6n. Estos canales se encuentran en membranas de células
donde la proporcion de nutrientes entre los lados extracelular y citoplasmico ha de

estar controlada. Un canal i6nico ancho (con tamafios del diametro del orden de los
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nanémetros) permite el paso de diversos iones y pequefos solutos sin una
especificidad tan clara como la de los canales estrechos. Estos canales se encuentran
en las membranas externas de bacterias, mitocondrias y cloroplastos y se conocen
por el nombre de porinas [Alberts 1996].

Dado un gradiente de concentracién, la selectividad de un canal iénico
puede medirse experimentalmente. La técnica de patch-clamp permite aplicar el
potencial eléctrico necesario entre los lados del canal para anular el flujo de corriente
i6nica que se genera. Este valor del potencial eléctrico se conoce como potencial de

corriente cero o reversal potential (RP).

El RP proporciona una interpretaciéon cuantitativa de la selectividad i6nica
de un canal en unas condiciones de gradiente de concentraciéon dadas. Ademas,
también proporciona una informacién cualitativa del sistema. El signo de esta
magnitud indica si es favorecido el paso de cationes o de aniones a través del canal. Si
el paso de cationes es preferente se dice que la selectividad es catidnica y si se

observa justo lo contrario, se dice que la selectividad del canal es aniénica.

Conductancia

La conductancia es un concepto eléctrico que proporciona informacion
cuantitativa de la facilidad con la que un objeto conduce corriente. Es el concepto
inverso de la resistencia eléctrica y suele calcularse mediante la expresion G = I/V. En
el ambito de los canales i6nicos, esta magnitud es del orden del picoSiemens [Hille
2001].

A partir de las medidas de conductancia de un canal i6nico se puede extraer
informacioén significativa sobre el canal. Por un lado, la comparacién entre medidas
de conductancia obtenidas en presencia de diferentes iones proporciona informacion
sobre el grado de discriminacién del canal a una especie i6nica frente a otra [Gillespie
2002], lo que representa, en cierto modo, una medida de selectividad. Por otro lado,
la diferencia entre la conductancia del canal medida a una u otra polaridad es un
indicio de la asimetria estructural o eléctrica del poro proteico. Finalmente, la
dependencia de la conductancia con la concentracion puede proporcionar
informacién de la existencia de procesos dependientes o cooperativos que pueden
tener lugar en el interior del canal [Hille 2001].
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Gating

Como respuesta a un estimulo externo, los canales i6nicos manifiestan
cambios aleatorios en la corriente a intervalos cuantificados. Estos cambios se

asoclan generalmente con distintos estados del canal.

En algunos canales se observan tres estados de conduccién idnica
diferentes: un estado abierto o activo, un estado cerrado o en reposo y un estado
inactivo. En el estado abierto se produce un flujo de corriente idnica a través de la
proteina. En el estado cerrado, en cambio, no tiene lugar un transporte significativo
de corriente, aunque el canal, en cualquier momento, puede ser activado. Finalmente,
en el estado inactivo el canal no permite la activacioén y la corriente es practicamente

nula. La habilidad del canal para pasar de uno a otro estado se conoce como gating.

El gating de un canal i6nico ejerce una influencia reguladora de la
permeabilidad i6nica bajo el efecto de un estimulo externo que puede ser eléctrico,
mecanico, luminoso y quimico [Alberts 1996, Hille 2001]. En ese contexto, los
canales i6nicos se pueden clasificar en canales regulados por voltaje, mecanicamente,
por luz o por ligando (que puede ser un neurotransmisor, un i6n o un nucleétido).
Los canales regulados por voltaje presentan gatzing bajo la aplicacién de un potencial
eléctrico alto entre los lados del canal. En algunos de ellos el estado de inactivacion
puede ser provocado por una serie de cambios conformacionales de una region del
canal orientada a la parte citoplasmica de la célula. Si se modifica esa region, la
cinética del gating cambia y si se elimina, el gating no se produce. Es por ello que esta
seccion del canal se conoce con el nombre de sensor de voltaje [Armstrong 1992].
En los canales regulados por ligando el estado de inactivacién del canal se produce

por la exposicion prolongada del receptor al ligando en el lado extracelular del poro
[Hille 2001].

Practicamente todo lo que se conoce sobre el gating proviene de las
observaciones experimentales. Por ejemplo, muchos experimentos indican que
canales i6nicos homologos pueden presentar distinta actividad gazing. En la figura 1.6
se puede observar la manifestacién de esta propiedad en un canal idnico selectivo al
cloruro, el CFTR (siglas de su nombre en inglés Cystic Fibrosis Transmenbrane

conductance Regulator), extraido de dos especies diferentes.
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Human CFTR

Murine CFTR
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Fig. 1.6. Gating a -50 mV del canal CFTR extraido de dos
especies diferentes cuando hay 147 mM de CI- con 0,3 mM de
ATP y 75 nM de PKA en el lado intracelular y 10 mM de CI
en el lado extracelular. Temperatura: 37 °C. La linea de puntos
indica el cierre del canal. Fuente: [Scott-ward 2004].

Clasificacion de los canales i6nicos

La diversidad de los canales i6nicos hace dificil una nomenclatura y una
clasificacion claras, puesto que todavia queda mucho por conocer sobre el transporte

de iones a través de muchos de ellos.

Historicamente, la identificacién de los canales iénicos mediante un nombre
se imponia en funcién de su permeabilidad selectiva al i6n. Los canales de sodio y
potasio descubiertos por Hodgkin y Huxley son una prueba de ello [Hodgkin 1952a,
Hodgkin 1955]. Pero algunos de los canales que se han ido descubriendo desde
entonces no presentan una selectividad iénica marcada, por lo que su nomenclatura
responde a otros criterios. Algunas porinas, por ejemplo, se nombran en funcién de
su localizaciéon en la célula seguida por una letra del abecedario segin se iban
descubriendo, como los canales bacteriales OmpA, OmpB, OmpC, etc... de
Escherichia coli [Koebnik 2000], acronimos de Outer membrane protein y una letra del
abecedario. Otros investigadores optan por nombrar los canales i6nicos que van
descubriendo en términos descriptivos como el canal de Na" sensible a la amilorida,
los neurotransmisores (por ejemplo el receptor de glicina), o el regulador
transmembrana de la fibrosis quistica (CFIR) [Hille 2001]. Lo ideal serfa, por

supuesto, nombrarlos de una manera sistematica, en funcién de su lugar
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correspondiente dentro de una clasificacion clara. Pero organizar los canales i6nicos
descubiertos hasta ahora de manera que los que vayan apareciendo se ajusten a un
perfil determinado no es una tarea facil. Una alternativa es diferenciarlos en funciéon
del estimulo que provoca la actividad ga#ing del canal [Aidley 1996], como ya se ha
apuntado en el apartado anterior. El conocimiento de la estructura molecular de
algunos de ellos ademas permite hacer distinciones mas finas. Por ejemplo, los
canales de Na*, K y Ca®’ regulados por voltaje presentan similitudes apreciables en
sus secuencias de aminoacidos. Sin embargo, cada uno de estos tipos de canales
presenta una gran diversidad estructural y funcional por haber sido codificados por
diferentes genes, por haber sido expresados en diferentes tipos de células o en ciertos
periodos de desarrollo y crecimiento de un organismo, lo que indica que todos ellos
pertenecen a una gran superfamilia de proteinas relacionadas estructural y
evolutivamente [Hille 2001]. En este contexto surge una nomenclatura que hace uso
de un sistema de numeracion para clasificar los canales de una misma familia, un
criterio escogido por la IUPHAR (International Union of Pharmacology) [International
Union of Pharmacology 2009]. Por ejemplo, los canales de K* de mamiferos
regulados por voltaje (K,1.1, 1.2, ..., 8.1) o los canales de Na' cuya diversidad
molecular se basa en la expresion de 9 subunidades O diferentes en su estructura
(Nay1.1, 1.2, ..., 1.9). Evolutivamente, los canales de K' se consideran los canales
originarios de esta superfamilia puesto que son los mas sencillos y se encuentran en
organismos simples como levaduras y otros procariotas. A partir de ellos surgen los
canales de Ca®’, que aparecen en protozoos mas evolucionados, y los de Na', que se

encuentran en organismos multicelulares [Armijo 1992].

1.1.3.-Porinas

Las porinas son canales i6nicos que se encuentran en la membrana externa
de las bacterias Gram-negativas, de algunas bacterias Gram-positivas del grupo de
Mycolata, de las mitocondrias y de los cloroplastos [Schirmer 1998]. A modo de
ejemplo, en la figura 1.7 se representa una seccion de la membrana de una bacteria

Gram-negativa.
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Fig. 1.7. Fragmento de una membrana de bacteria Gram-negativa. Fuente:
[Alberts 1996].

Las porinas tienen un peso molecular entre 30.000 y 50.000 Da y sus
cadenas polipeptidicas, de 300 a 420 aminodcidos, atraviesan la membrana maltiples
veces formando bartiles B de 16 o 18 laminas [ antiparalelas. Los poros formados
son anchos, con diametros del orden del nanémetro, y permiten el paso de iones y
metabolitos como azucares y aminoacidos de gran peso molecular [Benz 1988,
Cowan 1992, Cowan 1993, Nikaido 1993]. La pared de los poros acuosos de las
porinas tiene un espesor de unicamente un aminodcido. Las liminas B estin
conectadas por pequefios bucles que giran en el lado citoplasmico y por bucles mas
grandes en el lado extracelular. En la figura 1.8 se muestra, a modo de ejemplo, la

estructura de la maltoporina.

Fig. 1.8. Maltoporina. El lado de la
proteina por encima de la linea roja
corresponde al lado extracelular y por
debajo de la linea azul al lado
citoplasmico. Fuente: [Lomize 2005].

Generalmente, en todas las porinas existe un bucle particularmente

importante que sobresale de la pared interna del poro bloqueando de forma parcial

21



Regulacion electrostatica del transporte iénico en el poro bacterial OmpF

cada monémero de la porina [Braden 1999]. El estrechamiento generado en el
interior del canal por este bucle limita el tamafio del soluto que puede atravesatlo.
Ademas, contiene residuos aminoacidos que le confieren un importante papel en la
regulacion del transporte a través del poro [Schirmer 1998]. Por todo ello, a esta
region se la conoce en algunos trabajos como filtro de selectividad del canal [Benz
1985].

Las porinas pueden ser fuertemente selectivas a una especie iénica o a una
molécula en particular. Estas porinas contienen generalmente un binding site para una
o mas sustancias (un lugar dentro de la proteina donde el soluto tiende a
estabilizarse) que da lugar a esa alta especificidad. En cambio las porinas no
especificas forman canales llenos de agua por donde se pueden llegar a transportar

indistintamente diversas especies [Alberts 1996].

1.2.-El poro bacterial OmpF
1.2.1.-Estructura del canal ibnico OmpF

El canal i6nico objeto de este estudio es una porina que se llama OmpF
(acrénimo de su nombre en inglés Outer membrane protein ). Esta porina atraviesa la
membrana externa de la bacteria Escherichia coli [Delcour 2003, Nikaido 2003]
formando un trimero, constituido por tres subunidades que son estructural y
funcionalmente idénticas [Nestorovich 2002a, Rostovtseva 2002]. Su estructura
cristalografica, disponible en la base de datos PDB [Protein Data Bank 2007], se
determiné en 1992 mediante difracciéon de rayos X con una resoluciéon de 0,24 nm
[Cowan 1995].

Cada monémero se pliega dentro de la membrana formando 16 laminas 3
antiparalelas y 3 hélices a. En la figura 1.9 se muestran dos vistas diferentes del canal
obtenidas con el programa Visual Molecular Dynamics (NMD) [VMD] a partir de su

estructura cristalografica.
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Fig. 1.9. Diferentes vistas del canal iénico OmpF en las que se distinguen
por colores cada uno de los tres monémeros que lo constituyen. Las
representaciones se han obtenido con el programa VMD.

La estructura cristalografica de OmpF revela una geometria asimétrica con
entradas relativamente anchas, de una secciéon transversal de unos 2,7 x 3,8 nm y
unos 5 nm de longitud. Seis bucles que sobresalen de la pared interna del canal estan
expuestos hacia la zona interna del poro por donde pueden pasar solutos y moléculas
de agua. El mas largo es el bucle L3 y esta situado aproximadamente a la mitad de la
longitud del monémero. Este bucle sobresale de la pared del canal creando un
estrechamiento de unos 0,7 x 1,1 nm de diametro, lo que hace que la parte interna del
poro tenga la forma de un reloj de arena, tal y como podemos apreciar en la

representacion de un monémero de OmpF lleno de agua en la figura 1.10.

Fig. 1.10. Visualizacién de un
mondémero del canal OmpF con
moléculas de agua en su interior.

Cada monoémero del canal se compone de 340 residuos aminoacidos
distribuidos heterogéneamente por toda su longitud, de los cuales 102 son ionizables
[Karshikoff 1994, Alcaraz 2004, Varma 2004]. En la tabla 1.1 se muestran aquellos

residuos del canal OmpF que por su localizacién concreta en la proteina son
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accesibles a la disolucién y tienen por ello un efecto importante sobre los iones
[Alcaraz 2004].

Lado citoplasmico D12 | D221 E2 EA48 E181 | Y210 | K10 | K46 | K89 | K219 | K305

Estrechamiento D113 | E117 | Y40 | Y102 | Y106 K16 R42 R82 | R132
Lado extracelular E29 Y22 Y32 K80 | K243 | R167 | R168
Otros E296

Tabla 1.1. Residuos ionizables de un monémero del canal Ompl accesibles al medio acuoso.

El canal OmpF permite el paso de iones y solutos pequefios neutros de
hasta un peso molecular aproximado de 650 Da, como moléculas de agua, glucosa y
otros nutrientes [Cowan 1995, Delcour 2003, Nikaido 2003]. El estrechamiento
generado por el bucle L3 en cada mondémero bloquea solutos y moléculas mas
grandes. En este bucle se hallan dos residuos acidos (un aspartato (el D113) y un
glutamato (el E117)) enfrentados a tres residuos basicos (tres argininas (R42, R82 y
R132)) situadas en la pared opuesta al bucle. En la figura 1.11 se representa la
disposicion en el canal de esos residuos.

(A)

Fig. 1.11. (A) Canal OmpF insertado en una bicapa de lipido en el que aparecen los residuos
acidos (en amarillo) y basicos (en azul). (B) Ampliacién del estrechamiento de un monémero del
canal OmpF visto desde el exterior celular a lo largo del eje del poro.

Esta disposicion de los residuos en el estrechamiento del canal da lugar a un

campo eléctrico transversal lo bastante fuerte para orientar las moléculas de agua
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[Karshikoff 1994, Tieleman 1998] e incluso para producir trayectorias idnicas
diferentes para cationes y aniones, tal y como muestran resultados obtenidos a partir
de simulaciones de dinamica molecular [Im 2002b] y de dinamica browniana
[Schirmer 1998, Phale 2001].

1.2.2.-Propiedades de transporte a través del canal ibnicompF

Selectividad

El canal OmpF se caracteriza por tener una ligera selectividad a cationes y
casi ninguna especificidad i6nica en disoluciones de iones monovalentes a PH neutro
[Benz 1987, Nestorovich 2003, Nikaido 2003].

La selectividad del canal en KCI esta casi totalmente determinada por los
procesos de exclusion y acumulacion electrostatica generados por el canal (la difusion
de los iones de la sal en disolucién contribuye minimamente). Las observaciones
experimentales apuntan a que la carga es el origen principal de la selectividad [Alcaraz
2004]. Los experimentos variando el pH de la disolucién [Nestorovich 2003, Garcia-
Giménez 2009a] y el calculo electrostatico del pKa de los residuos del canal
[Aguilella-Arzo 2007] asi lo indican. No obstante, otros estudios sugieren la
posibilidad de que exista un bznding site de cationes en el canal [Benz 1978, Saint 1996,
Suenaga 1998, Lopez 2009], concretamente en las inmediaciones del residuo D113
[Danelon 2003].

Al contrario de lo que ocurre en disoluciones monovalentes a PH neutro, el
canal OmpF manifiesta una selectividad aniénica en presencia de cationes divalentes
[Miedema 2004, Miedema 20006, Vrouenraets 2000]. La difusiéon del electrolito
divalente contribuye a la medida del RP de manera que puede cambiar la selectividad
i6nica del canal. La posible existencia de un binding site de cationes divalentes en el
canal, avalada por la presencia de un cation Mg®* en la estructura resuelta en 1M
MgCl, [Yamashita 2008], podria también contribuir a la medida del RP. Para
determinar en qué medida ambos factores afectan a la selectividad del canal es
necesario hacer un analisis detallado de las medidas de RP en disoluciones
multivalentes [Alcaraz 2009]. Este es el objetivo de los capitulos 4 y 5 de esta

memoria.
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Conductancia

La conductancia del canal i6nico OmpF en 1M KCI a pH neutro es del
orden del nanoSiemens [Schindler 1978], pero su valor depende de las condiciones
concretas del experimento, influyendo factores como la concentracion de sal y el pH
[Nestorovich 2003, Alcaraz 20006]. Intuitivamente, tal y como apunta Bertil Hille, la
conductancia de un poro ha de aumentar linealmente con la concentraciéon [Hille
2001]. En el caso concreto del canal OmpF, la conductancia, efectivamente, aumenta
a medida que se incrementa la concentraciéon de la disoluciéon [Danelon 2003]. Sin
embargo, la divergencia de una dependencia lineal de la conductancia con la
concentracién es una cuestion que esta todavia pendiente de ser analizada
detalladamente y que puede dar indicios de una cierta cooperatividad entre diferentes

procesos producidos en el interior del canal [Hille 2001].

La comparacién entre medidas de conductancia en disoluciones de diversas
sales proporciona informacién sobre la permeabilidad del canal a distintos iones
[Gillespie 2002], de manera que pueden extraerse series de selectividad. Es de esta
manera cémo, a partir de las medidas de conductancia en disoluciones de diferentes
haluros alcalinos [Danelon 2003], se puede deducir una serie de selectividad en
funcién de los distintos cationes monovalentes Li", Na*, K', Rb" y Cs". Si la serie de
selectividad indica una permeabilidad preferente al catién con mayor coeficiente de
difusién, el canal distingue los iones en funcién de sus movilidades. Una serie de
selectividad diferente sugiere la presencia de binding sites en el canal [Eisenman 1962].
En particular, las medidas de la conductancia en disoluciones a distintas
concentraciones en el rango de 0,01 M y 1 M sugieren que, efectivamente, es posible
la presencia de interacciones especificas moderadas de la proteina con los distintos

cationes monovalentes.

Gating

El canal OmpF es un canal regulado por voltaje y, por lo tanto, presenta
gating bajo la aplicacion de un potencial elevado. La respuesta gating de este canal es el
cierre parcial de su estructura trimérica y se manifiesta experimentalmente mediante
una serie de saltos constantes en la corriente correspondientes al cierre de cada

monoémero del canal. En la figura 1.12 se puede observar este comportamiento al
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aplicar un potencial eléctrico de =120 mV a un canal OmpF aislado reconstituido en
una bicapa de lipido artificial.

2=
024
0.4 4
-0

i
£E 07
-100 4

Fig. 1.12. La traza de corriente registrada al aplicar un potencial
de -120 mV entre los lados del canal OmpF en 0,5 M KCI,
muestra el gating del canal.

En la practica, esta propiedad del canal permite determinar el numero de
canales que se introducen en cada insercién a partir del nimero de saltos en la
corriente producidos hasta que todos los canales insertados se encuentran en un

estado cerrado o inactivo.

Asimetria en la carga y la estructura del canal

La estructura cristalografica del canal OmpF muestra una cierta asimetria
estructural respecto a su longitud y una distribucién de carga heterogénea a lo largo
del poro. Esta asimetrfa se refleja en una rectificacion de la corriente [Danelon 2003,
Alcaraz 2004, Alcaraz 2006]. Las medidas de corriente rectifican en menos de un 1 %
a una concentracion 1 M de sal monovalente y hasta casi un 40 % a una
concentraciéon 0,01 M [Danelon 2003]. Estas medidas sugieren que el canal presenta
una carga neta ligeramente asimétrica entre sus lados pues cuanto mayor es la
concentracién de sal, el efecto electrostitico de dicha asimetria se anula. Asimismo,
las medidas indican también que la asimetria estructural del canal tiene un efecto

despreciable sobre la conduccion idnica [Alcaraz 2004].

27



Regulacion electrostatica del transporte iénico en el poro bacterial OmpF

Los experimentos realizados bajo un gradiente de pH (distinto valor de pH
en las disoluciones adyacentes al canal) muestran la gran sensibilidad de la carga del
canal al pH de la disolucién y cuan importantes son los efectos electrostaticos dentro
del canal en disoluciones con iones monovalentes [Alcaraz 2006]. Poner en evidencia
ambas circunstancias es el objetivo del capitulo 2 de esta memoria, donde se tratara
de identificar las condiciones para las cuales el canal OmpF tiene un comportamiento

similar al de un diodo bipolar.

En las medidas de selectividad, por otra parte, el efecto de la asimetria del
canal es mas notable. Los valores del RP difieren aproximadamente un 25 % de los
medidos al cambiar el sentido del gradiente de concentracién [Alcaraz 2004]. No
obstante, en estos experimentos podrian muy bien entrar en juego factores como el
apantallamiento electrostatico de la carga eléctrica del canal por los iones de la
disoluciéon (mas concentrada en un lado que en el otro). Experimentos realizados
bajo un gradiente de PH muestran cémo una asimetria inducida en la carga del canal
puede tener también un efecto crucial sobre su selectividad i6nica [Garcia-Giménez
2009a]. Este es el tema del capitulo 3 de esta memoria, en el cual se elabora un
detallado analisis de la selectividad del canal en las condiciones naturales del poro
bacterial OmpF, un entorno en el que el medio extracelular y citoplasmico de la

bacteria tienen distinto valor de pH.

Orientacion del canal OmpF

En el entorno celular, las porinas se orientan generalmente en un unico
sentido a través de la membrana. Esto sugiere que existe una cierta diferencia en la
estructura y en la funcién de los dominios citoplasmico y extracelular de la proteina
que determina la forma de insercién en la bicapa lipidica [Alberts 1996]. En el caso
concreto del canal OmpF, se ha sugerido en alguna ocasién que el lado citoplasmico
se introduce primero en la bicapa de lipido, dejando la parte extracelular en el lado de
adicién de la proteina [Im 2002b]. Sin embargo, hay muchos estudios que avalan la
orientaciéon contraria. Particularmente, experimentos realizados con colicina, una
proteina con una fuerte afinidad al lado extracelular del canal OmpF, demuestran que
la proteina se inserta en la bicapa a través de los bucles largos de la parte extracelular
de la porina [Zakharov 2004].
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1.3.-Procedimiento experimental para el estudio de eanéhicos en

bicapas de lipido
1.3.1.-Montaje experimental

El procedimiento experimental empleado para realizar medidas de corriente
y RP a través del canal iénico OmpF esta basado en la metodologia empleada por el
grupo del Dr. Bezrukov [Bezrukov 1993]. Este consiste en reconstituir el canal en
una bicapa de lipido artificial. Para ello, se utiliza una celda dividida en dos partes,
cada una de las cuales tiene una capacidad de aproximadamente 2 ml. Entre las dos
partes se coloca, sellada con silicona, una lamina de tefléon de 12 o 15 pPm de espesor
a la que previamente se le ha realizado un orificio de entre unos 60-150 Pm de
diametro. En este agujero se formara la bicapa de lipido en la que posteriormente se
reconstituira el canal i6nico. En la figura 1.13 se muestra una imagen esquematica del

montaje y una foto de la celda.

(A) (B)

=

Fig. 1.13. (A) Reconstitucion del canal iénico OmpF en una bicapa de lipido. (B)
Celda de medida montada en el laboratotio.

1.3.2.-Preparacion previa

Perforacion del agujero en la lamina de teflon

La forma y las dimensiones del orificio de la lamina de teflén son decisivas
en la formacioén de una bicapa lipidica estable. La formacién del agujero en la lamina

se realiza mediante una técnica que consiste en aproximar una punta de platino
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incandescente de 15 Um de didmetro a la lamina de teflén hasta que se forme un
agujero en su superficie. La formacién del agujero puede visualizarse a través de un
microscopio conectado a una camara CCD (Charge-Coupled Device), tal y como se
muestra en la figura 1.14.

(A) (B)

Fig. 1.14. (A) Dispositivo utilizado para perforar la lamina de teflén. (B)
Ampliaciéon de la imagen de un orificio de unos 60 Um de didmetro
realizado sobre una lamina de teflén.

Elaboracion de electrodos

La celda de medida se conecta a un amplificador de sefial mediante unos
electrodos que estan en contacto con las disoluciones. Estos electrodos tienen que
ser capaces de medir corrientes del orden de los picoAmperios con una precision

alta, y por lo tanto tienen que tener una baja capacidad eléctrica [Bockris 1970].

Algunos electrodos comerciales contienen materiales de vidrio o
membranas porosas de gran capacidad eléctrica, lo que los hace inadecuados para el
tipo de medidas que deseamos realizar. Por esta razon, los electrodos se elaboran en
el laboratorio. Para ello, dos filamentos de plata de alta pureza (99,95 %), de 1 mm de
diametro y 2 cm de longitud, se conectan entre si y se les somete a un proceso de
electrolisis. Sumergidos en una disolucién 0,1 M HCI y conectados al polo positivo
de un generador de corriente, se les hace pasar una corriente de 5 mA/cm” durante

unas 3 horas agitando suavemente para favorecer el depdsito homogéneo de iones
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cloruro sobre su superficie. El polo negativo del generador de corriente se coloca en

un filamento de platino en contacto con la disolucion.

El cloruro presente en la capa externa de los electrodos de Ag/AgCl es muy
reactivo y extraordinariamente sensible a la concentracion de cloruro de las
disoluciones con las que tienen que permanecer en contacto en cada medida. Para
evitar que se desgasten muy rapidamente se encapsulan en una disolucion 2 M KCI
en fase gel que actia como puente salino. Para conseguir la fase gel del puente, se
afiade a la disolucién un 1,5 % de agarosa y se calienta mientras se agita a una
temperatura de 120 °C. Los electrodos elaborados de esta manera presentan una alta
resolucién (asimetria tipica < 0,1 mV), son reversibles a las disoluciones de medida

empleadas y carecen de elementos de gran capacidad eléctrica.

1.3.3.-Formacion de la bicapa lipidica

Para formar una bicapa de lipido estable en el orificio de la lamina de teflon
se utiliza la técnica de Montal-Mueller [Mueller 1962, Montal 1972]. Tras depositar
unos 10 pl de lipido disuelto en pentano en una pequefia cantidad de disoluciéon en
cada compartimento, esta técnica consiste en ir subiendo el nivel de la disolucién de
cada lado de la celda de manera que, al pasar por el agujero de la ldimina de teflén,
dos monocapas de lipido (una en cada lado) se ponen en contacto formando la
bicapa. La naturaleza lipofébica del teflén dificulta la formacion de la bicapa de lipido
sobre su superficie. Por eso, para facilitar la adherencia del lipido al teflén, el agujero
se trata previamente con una disolucion de un 1 % de hexadecano en pentano, que le

confiere cierto caracter lipofilico.

El lipido utilizado en todos los experimentos resefiados en esta memoria es
difitanoilfosfatidilcolina (DPhPC), un lipido neutro que se presenta comercialmente
en cloroformo [Avanti lipids 2009]. Es necesario extraer este disolvente organico
mediante un proceso de evaporaciéon (con la ayuda de la accién de un gas inerte
como el argén) para posteriormente diluirlo en pentano (en una proporcién de 5
mg/ml), un disolvente lo suficientemente volatil para que no interfiera en la funcién

del lipido y menos téxico que el cloroformo.
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Después de introducir el lipido disuelto en pentano en las disoluciones y
antes de iniciar el proceso de formacion de la bicapa, se espera un tiempo prudencial

de unos 10 minutos para dar lugar a la completa evaporacioén del pentano.

1.3.4.-Insercion de la proteina

Una vez se ha formado la bicapa de lipido se afade en uno de los
compartimentos de la celda entre 0,1-0,3 Pl de una disolucién 1 M KCl en la que hay
1 Pg/ml de proteina OmpF y 1 % (v/v) de un detergente (Octy/ POE). La proteina
utilizada en este trabajo es Omp[F aislada y purificada de un cultivo de la bacteria
Escherichia coli y ha sido proporcionada por el Dr. Mathias Winterhalter. En los
experimentos realizados para este trabajo la proteina se afiade siempre en el lado de la
celda mas cerca del experimentador, denominado lado ¢s. Al otro lado de la celda se
le denomina lado #ans y se conecta eléctricamente a tierra en los experimentos de
esta memoria. La temperatura puede influir considerablemente sobre los elementos

del sistema [Chimerel 2008], por lo que ésta se mantiene siempre a (23 = 1) °C.

1.3.5.-Dispositivo de medida: adquisicion y tratamiento déos datos

experimentales

El equipo de medida consta de un amplificador Axopatch 200B (Axon
Instruments) de alta resoluciéon que, en modo de voltage-clamp, una vez el canal i6nico
esta reconstituido en una bicapa de lipido, permite aplicar un potencial y medir la
corriente que pasa a través de él. La figura 1.15A muestra una imagen del
amplificador usado en el laboratorio, con el cual se obtienen medidas de corriente,
conductancia y RP. El RP del canal se determina a partir de la medida del potencial
eléctrico que anula la corriente generada en condiciones en las que existe un gradiente
de concentracién idnica [Neher 1976]. Este potencial contiene dos contribuciones
diferenciadas: una es el RP y otra es el potencial de unién liquida total generado en
las interfases de las disoluciones y los puentes salinos de los electrodos [Barry 1970,
Bockris 1970, Barry 1991, Neher 1992a, Barry 1994]. Esta ultima contribucion se
introduce en la medida como consecuencia del protocolo experimental utilizado y no
aporta informacién alguna sobre el transporte i6nico a través del canal, por lo que ha

de sustraerse del potencial experimental medido. Para mostrar la repercusion del
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potencial de unién liquida en la realizacién de medidas de RP, se incluye como
apéndice 1 de esta memoria un detallado estudio de su influencia sobre las medidas
de selectividad del canal OmpF.

Los datos atraviesan un filtro pasa-baja a 15 kHz que elimina el ruido de alta
frecuencia caracteristico del cableado del propio sistema. Estos datos se graban
directamente en el disco duro del ordenador con una frecuencia de muestreo de 50
kHz. Para aislar la celda de medida de sefiales de ruido externas, ésta se introduce en
una jaula de Faraday de doble apantallamiento. En la figura 1.15B se muestra la foto
de la jaula de Faraday utilizada en el laboratorio. Dicha jaula se situa sobre un soporte
antivibratorio que minimiza las oscilaciones mecanicas de la celda, tal y como se

puede apreciar en la figura 1.15C.

(A)

©

Fig. 1.15. (A) Axopatch 200B (Axon Instruments). (B) Jaula de Faraday de doble

apantallamiento. (C) Mesa de aire antivibraciones.

El equipo cuenta con un Digidata Axon 1322A, que digitaliza la sefal
analogica recibida del amplificador y permite su almacenamiento para un analisis
posterior. El software especializado Clampex 10 [Molecular Devices Corporation
2009] permite el tratamiento digital de los datos experimentales y el anilisis

estadisticos de la sefial, desde la realizaciéon de histogramas para conocer cuales son
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las unidades elementales de la conductancia, hasta el tratamiento de series temporales

mediante transformadas de Fourier.

1.4.-Modelos de transporte i0nico a través de canales
1.4.1.-Introduccioén a la modelizacion de canales idnicos

Las técnicas de reconstituciéon de canales idnicos sobre bicapas de lipido
proporcionan informacién de las propiedades macroscépicas del canal (curvas I-V,
conductancia, RP) pero no aportan informacién directa sobre los mecanismos que
regulan el transporte iénico. Es necesario el uso de modelos para establecer una
relacién entre la funcién del canal y sus propiedades microscopicas. En ese sentido,
conocer la estructura atomica del canal supone una ventaja. A partir de ella, es
posible determinar las interacciones mas relevantes que actian sobre los iones,
identificar los residuos con una mayor influencia sobre el transporte idnico y
describir las interacciones especificas que puedan tener lugar entre los iones y los
residuos del canal. Para ello, existen diferentes modelos que utilizan la informacion
estructural de la proteina para tener en cuenta tales interacciones [Eisenberg 1996b,
Eisenberg 1999]. Dichos modelos se distinguen por tener un mayor o menor grado
de detalle microscopico, pero su objetivo es el mismo: reproducir datos
experimentales y predecir el comportamiento del canal en funcién de diferentes
variables fisicas. Las ventajas de unos se imponen a las de los otros dependiendo de
las magnitudes que se deseen estudiar o de si son tendencias o valores lo que se

pretende predecir.

Las simulaciones de dinamica molecular son los modelos de canales i6nicos
con un mayor nivel de detalle estructural. Permiten simular a escala microscépica los
procesos fisicos que tienen lugar en el interior de un canal proteico teniendo en
cuenta las interacciones entre los atomos del canal y los iones. Sin embargo, la
simulacion del elevado nimero de atomos e iones que constituye el sistema requiere
una gran potencia computacional y tiempos muy largos de calculo. Para reducir esas
limitaciones se pueden hacer determinadas simplificaciones del modelo. En ese
contexto, surgen las simulaciones de dinamica browniana en las que la proteina y el

agua se consideran medios con una permitividad eléctrica constante [Corry 2002].
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En un nivel de detalle microscopico mucho menor que las simulaciones, los
modelos electrostaticos continuos resultan ser apropiados para predecir 6rdenes de
magnitud y tendencias cualitativas en canales i6nicos anchos. Estos modelos

aparecen como una alternativa a la complejidad de calculo de las simulaciones.

A continuacion se describiran brevemente los fundamentos fisicos en los

que se basan las herramientas tedricas descritas a lo largo de esta introduccion.

1.4.2.-Simulaciones de dindmica molecular y de dinamica brniana

Simulaciones de dindmica molecular

Las simulaciones de dinamica molecular tratan explicitamente todos los
atomos del sistema. Para canales i6nicos, esto implica simular el movimiento de
todos los atomos del lipido y la proteina, las moléculas de agua y los iones. Para ello,
se calculan las trayectorias de cada particula del sistema mediante la segunda ley de
Newton del movimiento, que viene dada por la expresion 1.1.

dir _ -

— ' =F 1.1
Mz = h (1.1)

donde m y T son la masa y la posicion de la particula | y IfI es la fuerza

experimentada por la particula.

La posiciéon de las particulas a lo largo del tiempo se calcula mediante el
algoritmo de Verlet [Verlet 1967], conocidas las posiciones de las particulas en un
instante de tiempo, t y en un instante de tiempo anterior, t - At. El algoritmo de

Vetlet viene dado por la ecuacion 1.2.

ﬁ(t+At):2ﬁ(t)—ﬁ(t—At)+%(t)At2 (1.2)

Las ecuaciones 1.1 y 1.2 se iteran a intervalos de tiempo determinados hasta
obtener una serie de trayectorias. Las fuerzas en esos intervalos temporales se

consideran constantes y, por lo tanto, han de ser muy cortos. Como el movimiento
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rotacional del agua es muy rapido, suelen usarse pasos de tiempo del orden del

femtosegundo.

El analisis de las trayectorias obtenidas mediante las simulaciones de
dinamica molecular permite determinar magnitudes tales como la energfa libre de los
iones, el desplazamiento cuadratico medio, la distribuciéon idnica radial y otras
funciones de correlacion. Asimismo, también se pueden estimar algunos parametros
macroscopicos del sistema, como los coeficientes de difusion de los iones al cruzar el
canal y la permitividad eléctrica del agua dentro de la protefna. Algunos estudios
realizados en canales i6nicos estrechos sugieren que tanto la permitividad eléctrica
como los coeficientes de difusién de los iones [Smith 1999, Allen 2000, Roux 2004]

son considerablemente mas bajos dentro del poro que en disolucién libre.

La determinacion de la corriente y la selectividad del canal iénico es, sin
embargo, una tarea dificil de realizar mediante estas simulaciones, dado el enorme
potencial de calculo que se requiere para ello. Por ejemplo, un i6n puede tardar en
cruzar un canal i6nico estrecho como la gramicidina hasta unos 10 ns en condiciones
fisiologicas. Para obtener una medida fiable de corriente idnica en ese caso,
necesitarfamos simular el movimiento de las particulas durante 1 Ps [Crozier 2001].
Eso supone muchos meses de calculo computacional con los recursos informaticos
actuales. Aunque los iones tardan menos tiempo en cruzar otros canales i6nicos y
porinas, los tiempos de calculo necesarios son todavia demasiado elevados.
Afortunadamente, gracias a la rapida evolucién de la informatica, éstos se van
reduciendo considerablemente [Aksimentiev 2005] y la posibilidad de obtener mucha

mas informacién a partir de ellas en el futuro se va incrementando dia a dfa.

El RP de un canal tampoco es facil de obtener mediante estos métodos de
calculo. Sin embargo, es posible determinar en canales i6nicos estrechos series de
selectividad de iones mediante el calculo de perturbaciones de energia libre. Para ello
se estima la diferencia de energfa libre al transformar un tipo de i6n en una posicion
determinada dentro del canal en otro tipo de i6n. La especie i6nica con menor

energia libre es mas probable que cruce el canal [Allen 2000].

A pesar de su complejidad de calculo, las simulaciones de dinamica
molecular son una herramienta interesante para estudiar la dinamica implicada en el
transporte idnico en canales i6nicos. De hecho, se han aplicado con éxito a una

variedad de canales, entre los que se incluye la porina OmpF [Im 2002b, Pezeshki
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2009]. Las trayectorias de los iones calculadas mediante estos métodos pueden ser
incluso observadas de manera grafica mediante programas de visualizacion
especializados, como el VMD [VMD]. Ademis, la simulacién de dinamica molecular
es una herramienta accesible a los investigadores gracias a paquetes informaticos
desarrollados especialmente para aplicar este tipo de técnicas. Entre ellos, cabe
destacar los paquetes AMBER [Weiner 1984], CHARMM [Brooks 1983],
GROMACS [Lindahl 2001] y NAMD [Phillips 2005].

Simulaciones de dinamica browniana

Las simulaciones de dinamica browniana son un método de célculo en el
que se tratan discretamente los iones de la disoluciéon durante cortos periodos de
tiempo en un entorno continuo (en canales idnicos, la proteina y el agua se
representan como medios dieléctricos continuos). El modelo parte de una situacion
inicial en la que los iones tienen una posicion y una velocidad térmica. Las fuerzas
que actian sobre los iones se calculan entonces mediante la ecuacion 1.3, llamada
ecuacion de Langevin [Reif 1965].

—

av; S = L
md—t':‘m%\/i‘”:a(t)‘*qiEi‘*Fs (1.3)

donde My, G, Vi y ) son la masa, la carga, la velocidad y el coeficiente de friccion del

ion i, respectivamente.

El primer término de la ecuacion 1.3 representa la fuerza de friccion de los
iones en el disolvente. El segundo término, dado por ﬁR(t) , representa las fuerzas
producidas por colisiones aleatorias. Este término se introduce en la ecuacion para
simular el movimiento browniano de los iones y, asi, el efecto del agua de la
disolucién. Estas fuerzas estan relacionadas con las de friccion mediante el teorema
de disipacion-fluctuacion [Zwanzig 2001]. La fuerza eléctrica total que actia sobre el
16n 7 viene dada por el tercer término de la ecuacion, donde E es el campo eléctrico.

Finalmente, Fg tepresenta otras fuerzas de corto alcance que simulan las

interacciones entre iones y entre iones y proteina.

La simulacién de dinamica browniana consiste en iterar la ecuacion de

Langevin en pasos de tiempo determinados y calcular la posiciéon del i6n en cada

37



Regulacion electrostatica del transporte iénico en el poro bacterial OmpF

paso hasta obtener una trayectoria. A partir del analisis de las trayectorias de todos
los iones puede determinarse la concentraciéon promedio de los iones a lo largo del
poro. Esto proporciona informacion de los posibles binding sites en ciertas regiones de
la proteina y del nimero medio de iones que pasan a través del canal. La corriente

i6nica es, por lo tanto, una magnitud que puede predecirse mediante esta técnica.

Las simulaciones de dinamica browniana tienen una serie de limitaciones
como consecuencia de las aproximaciones del modelo. Por una parte, la permitividad
eléctrica considerada para la proteina y el agua son parametros libres que han de ser
determinados mediante otro tipo de teorias o a partir de las medidas experimentales.
Por otra parte, al suponer constante la permitividad eléctrica de la proteina, las
simulaciones no consideran una posible flexibilidad al paso de los iones. Finalmente,
al considerar el agua como un continuo, las restricciones en cuanto a la polarizacion
de las moléculas de agua en la interfase entre la proteina y la disolucién no se tienen
en cuenta. Esto puede ser un problema a la hora de intentar predecir magnitudes
relacionadas con la selectividad del canal, ya que, probablemente, éstas estan
relacionadas con este tipo de interacciones entre los iones, el agua y las paredes del

canal.

La primera aplicaciéon de las simulaciones de dinamica browniana a canales
i6nicos se hizo en una dimension para el canal de la gramicidina A [Chiu 1989]. A
partir de entonces se ha aplicado en tres dimensiones a otros canales [Chung 1998, Li
1998] entre los que se incluyen algunas porinas [Schirmer 1999, Im 2000, Phale
2001].

1.4.3.-Modelos continuos.

Formalismo Poisson-Nernst-Planck

El formalismo Poisson-Nernst-Planck o PNP es un modelo continuo
electrostatico que se utiliza para caracterizar el transporte de iones a través de
membranas. Este modelo considera la proteina como un medio continuo y consta de
un sistema de ecuaciones diferenciales acopladas. Por una parte, la ecuaciéon de

Nernst-Planck proporciona el valor de la densidad de flujo de corriente idnica debido
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a un gradiente de concentracion y a un gradiente de potencial eléctrico. Su expresion

viene dada por la ecuacion 1.4

J(F)=-D, [Dc. () +% 7 (F)DV(F)} (1.4)

donde F es la constante de Faraday, R es la constante de los gases ideales, T es la
temperatura absoluta en el sistema, D, es el coeficiente de difusion del i6n i, G es la

concentracion i6nica, Z es la valencia del i6n 1 y V es el potencial eléctrico ejercido

sobre los iones [Lakshminarayanaiah 1984].

Por otra parte, para calcular el valor del potencial eléctrico generado a lo

largo del canal se utiliza la ecuacion de Poisson, que viene dada por la expresion 1.5.

1
OV =7 Py +F226(r) (1.5)

donde £ es la permitividad eléctrica (con un valor distinto en la protefna y en la

disolucion).

El formalismo PNP describe los procesos fisicos del transporte de iones en
disoluciones con electrolitos [Bockris 1970] y ha sido aplicado con cierto éxito en
sistemas de membranas sintéticas y nanoporos sintéticos [Chen 1997, B. Eisenberg
2000, Ramirez 2003a]. Por una parte, la ecuaciéon de Nernst-Planck es una expresion
fenomenolégica que refleja la contribucion de dos efectos importantes de la
electrodifusion idnica: la difusién y la migracion idnica. Por otra parte, la ecuacion de
Poisson proporciona informacién del potencial eléctrico a lo largo del canal
considerando la influencia de la concentracién idnica. Su aplicacién a espacios
confinados, como es el caso de los poros o los canales i6nicos, ha sido un tema
ampliamente debatido en lo referente a si es valido usar concentraciones promedio
dentro del canal o si es necesario tener en cuenta el comportamiento discreto de los
iones dentro del canal [Corry 2000]. En ese sentido, cuanto menor es el tamafio del
poro, el caracter individual de los iones adquiere mayor significado y, por lo tanto, no
es adecuado asociar su comportamiento al promedio de las concentraciones ionicas.
En poros y canales anchos, sin embargo, su uso esta mas justificado. De hecho, el

modelo proporciona valiosa informaciéon sobre el papel de las interacciones
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electrostaticas en el transporte i6énico de algunos canales [Kato 1995, Eisenberg
1996a, Kurnikova 1999, Hille 2001].

Aproximaciones del modelo PNP

El uso del formalismo PNP para caracterizar un canal i6nico proporciona
informacioén interesante sobre el mecanismo mediante el cual el canal conduce iones
en funcién de un gradiente de potencial eléctrico y de un gradiente de concentracion.
Para ello, el modelo tiene en cuenta aspectos fisicos del canal tales como su forma y
la carga de los atomos que componen su estructura tridimensional aunque se puede
adaptar a una dimension usando la informacién del promedio axial del potencial que
ejerce cada seccion transversal de la proteina [Chen 1997]. De hecho, el modelo PNP
en una dimensiéon ha resultado muy util para interpretar algunos resultados
experimentales de la porina OmpF [Aguilella-Arzo 2007]. Sin embargo, el
formalismo PNP no proporciona una ecuacion analitica que permita calcular de
forma directa magnitudes macroscopicas del sistema sin antes realizar algunas
aproximaciones. A continuacion se describen las dos aproximaciones del modelo mas
relevantes en el campo de los canales i6nicos: la aproximacion de Goldman o de

campo constante y la aproximacion de electroneutralidad local.

Aproximacién de Goldman

La aproximacion de Goldman supone que el campo eléctrico dentro de un
canal es constante. Considerando la situacién de estado estacionario para el flujo
16nico e introduciendo esta aproximacion en la ecuacion 1.4 se obtiene la ecuacion de
Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) [Goldman 1944, Hodgkin 1949, Mafé¢ 1986, Pellicer
1986]. Para un electrolito cuyos componentes idnicos tienen la misma valencia, Z, la
ecuacion GHK en funcién de las permeabilidades del canal a los cationes y aniones
de la disolucién, P+ y P. respectivamente, tiene la forma de la ecuacién 1.6
[Lakshminarayanaiah 1984]:

RT I:)+C is + P—C'trans

Vcis _Vtrans =-—n :
zF P+C(rans +Pc

cis

(1.6)
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En el ambito de los canales i6nicos el uso de la ecuacion GHK para
cuantificar la selectividad i6nica del canal es habitual. Para ello, esta ecuacion se suele
expresar como muestra la ecuacién 1.7, que proporciona la relativa permeabilidad del

canal a los distintos iones en funcién del RP experimental (Veis-Virans).

P 1 (_ = RP)
-re F
— == 1.7)

donde I = C¢id/Cirans.

El valor de P4+/P. es una medida cualitativa de la selectividad del poro. Si
P+/P. > 1, el catién es mas permeable que el anién y se dice que el canal es selectivo
a cationes. Si P+/P. < 1, el anién es més permeable que el cation y se dice que el canal

es selectivo a aniones.

Aproximacion de electroneutralidad

La aproximacion de electroneutralidad supone que el interior del canal ha de
ser eléctricamente neutro, con lo que se cumple la condicién dada por la ecuacion
1.8.

FZ zC;(F) + Py () =0 (1.8)

donde Py, (F) es la densidad de carga fija del entorno proteico, y la expresion

FZ ZC () es la densidad de carga debida a los iones en movimiento.

Si se introduce la condicion dada por la ecuaciéon 1.8 en la ecuaciéon 1.4 se
obtiene la ecuacién de la difusién de Planck, que, para un electrolito z,:Z, tiene la

expresion de la ecuacion 1.9.

Vcis _Vtrans = _E D+ - D_ In CCiS (19>
F Z+ D+ -7z D— Ctrans

donde VgisVirans es el RP.
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La ecuaciéon de Planck proporciona la diferencia de potencial eléctrico que
aparece como consecuencia de la separacion de carga generada al moverse los iones
del electrolito con movilidades distintas. Este potencial trata de frenar el i6n mas
rapido y acelerar el mas lento para alcanzar el equilibrio [Helfferich 1962b, Bockris
1970, Hille 2001].
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Capitulo 2.- Regulacién electrostatica de la cortiente del canal iénico OmpF mediante el pH

2.1.-Introduccién

El papel predominante de las interacciones electrostaticas en el transporte
de iones monovalentes a través del canal iénico OmpF se manifiesta en una amplia
variedad de experimentos [Schirmer 1998, Phale 2001, Nestorovich 2002b, Danelon
2003, Alcaraz 2004]. Entre ellos, los que muestran la influencia del pH sobre el RP y
la conductancia son quizas los mas reveladores [Nestorovich 2002b, Alcaraz 2004,
Alcaraz 2000, Aguilella-Arzo 2007]. Las medidas del RP en KCI indican que la
selectividad del canal a pH neutro y basico es catiénica y a PH acido es aniénica
[Alcaraz 2004]. Tal dependencia con el PH muestra una cierta correspondencia con la
carga total de la protefna calculada mediante teorfas continuas electroestaticas en
funcién del pH [Aguilella-Arzo 2007]. Esta resulta ser negativa a pH neutro y bésico,
y positiva a PH acido. Esta correlacion demuestra que la carga del canal y, por lo
tanto, las interacciones electrostaticas entre ésta y los iones, son la principal causa del

transporte i6nico en el canal OmpF [Alcaraz 2009].

Respecto a las medidas de conductancia, se distinguen tres regimenes
caracteristicos en funcién del pH: en un rango de pH de 4 a 10, la conductancia del
canal se mantiene constante, a valores altos de pH (de pH 10 a 12) la conductancia
aumenta ligeramente con el pH y a valores bajos de pH (de pH 4 a 1) la conductancia
se reduce drasticamente al disminuir el PH [Nestorovich 2003]. Una primera
hipétesis para explicar esa dependencia es un posible cambio de tamano del poro tras
producirse la protonaciéon o deprotonacion de algunos residuos ionizables del canal
[Todt 1992a, Todt 1992b]. Sin embargo, experimentos en los que se estudia el
transporte de polimeros neutros polyethyleneglycol (PEG) de distinto peso molecular
a través del canal OmpF [Rostovtseva 2002] indican que la variacion del pH no afecta
drasticamente el tamafio del poro [Nestorovich 2003]. Descartada esa posibilidad, el
origen de la variacién de la conductancia con el PH puede deberse a un cambio del
perfil de potencial eléctrico a lo largo del canal como consecuencia de la

modificacion del estado de carga de sus residuos ionizables por efecto del pH.

De estos experimentos se pueden extraer dos conclusiones. En primer
lugar, a gradientes moderados de concentracion, las interacciones electrostaticas entre
los residuos ionizables y los iones de la disolucion regulan el transporte a través del
canal OmpF y, en segundo lugar, el efecto del pH parece ser tinicamente cambiar el

estado de carga de los residuos ionizables del canal. Suponiendo que el transporte
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i6nico a través del canal OmpF responde a estas premisas, se analizan los
experimentos expuestos en este capitulo. El objetivo de este capitulo es explorar las
propiedades del canal OmpF mediante la manipulacién del PH de las disoluciones
adyacentes para confirmar las hipotesis de partida y estudiar el comportamiento del
canal en su medio natural, donde el pH es diferente en los lados extracelular e
intracelular de la bacteria [Alcaraz 2000].

2.2.-Regulacién de la carga del canal medianfa-el

Las curvas I-V de un canal proporcionan informaciéon cualitativa de su
asimetria, bien sea estructural o bien sea respecto a la distribucion de la carga fija, en
funcion del grado de rectificacion de las curvas. Una curva I-V lineal significa que el
valor absoluto de la corriente no depende de la polaridad aplicada sino unicamente
de la magnitud del potencial aplicado. Esto es propio de un sistema simétrico. Al
contrario, una curva I-V rectificante indica que la corriente depende de la polaridad
del canal y, por lo tanto, una parte del canal influye sobre los iones de una forma

diferente a la otra parte. Tal comportamiento es propio de un sistema asimétrico.

La ligera asimetria estructural del canal OmpF tiene un efecto insignificante
sobre la corriente a PH neutro [Alcaraz 2004]. Para comprobar si esta caractetistica
depende del estado de ionizacién de los residuos del canal, se realizan medidas de
curvas I-V en 0,1 M KClI a tres valores diferentes de pH (pH 3, 7 y 12). Para ello, se
preparan las disoluciones 0,1 M KCI con aproximadamente 5 mM de buffer para

mantener constante el pH.

Una vez preparadas, las disoluciones tienen un wvalor del pH de
aproximadamente 5,5, por lo que es necesatio ajustarlo. La disolucién a pH 3 se
consigue afladiendo una pequefia cantidad de 0,1 M HCl y las disoluciones a pH 7 y
12 afiadiendo pequefias cantidades de 0,1 M KOH. En todos los casos, el valor del
PH se controla mediante un pH-metro. El buffer usado en cada caso es CAPS para
mantener el PH basico, HEPES para mantener el pH neutro y MES para mantener el
PH acido. La figura 2.1 contiene las tres curvas I-V obtenidas.
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Fig. 2.1. Cutvas I-V del canal OmpF en 0,1 M KCla pH 3,7 y
12.

Independientemente del pH de la disolucién, el efecto de la leve asimettia
estructural del canal sobre la corriente es insignificante ya que, como vemos en la
tigura 2.1, las curvas I-V obtenidas son practicamente lineales. Esto indica que hay
un cierto balance entre residuos acidos y basicos a ambos lados del canal, de manera
que tras los procesos de protonaciéon o deprotonacioén a los que son sometidos en
medios acidos o basicos, la carga fija esta homogéneamente distribuida a lo largo del

canal con independencia de la acidez o alcalinidad del medio.

Comparando las curvas I-V de la figura 2.1 se deduce también que la
conductancia del canal crece con el valor del pH del medio. Estos resultados
coinciden con los previamente obtenidos en otros trabajos, donde la dependencia de
la conductancia con el PH se explica como consecuencia de la alteracion de la carga
fija de la proteina por el efecto del PH (como consecuencia de los procesos de
protonacién o deprotonaciéon de algunos residuos ionizables de la proteina)
[Nestorovich 2003]. Para comprobar esta hipotesis, se realizan medidas de curvas I-V
bajo un gradiente de pH (un pH distinto a cada lado del canal). El objetivo es
exponer los residuos ionizables de cada uno de los lados del canal a un pH distinto
para alterar sus estados de carga de una forma diferente. La figura 2.2 muestra las

curvas [-V medidas en 0,1 M KClI en distintas condiciones asimétricas de pH.
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Fig. 2.2. Curvas I-V del canal OmpF en 0,1 M KCI en
condiciones asimétricas de PH. El convenio empleado para
sefialar el pH en cada disolucién es pHgd/PHirans:

La rectificacion de las curvas I-V de la figura 2.2 sugiere, en primer lugar,
que existe una cierta asimetria a lo largo del canal cuando el pH de las disoluciones
adyacentes es diferente. Descartado el hecho de que se produzcan cambios
estructurales en el poro proteico por efecto del PH [Nestorovich 2003], la asimetria
insinuada por las curvas es probablemente debida a una distribuciéon asimétrica de la
carga fija a lo largo del canal, como consecuencia de la alteracién del estado de carga
de sus residuos ionizables. Las causas por las cuales la corriente del canal OmpF

rectifica en las tres condiciones asimétricas de PH expuestas pueden ser las siguientes:

* En condiciones de pH 3/7, la cutva I-V propotciona a potenciales
positivos un valor de la conductancia muy similar a la de la curva I-V a
pH 3 de la figura 2.1 (valores de las pendientes de 0,42 nS frente a 0,33
nS respectivamente). A potenciales negativos, en cambio, la linealidad
de la curva se pierde. Esto sugiere que existe una cierta asimetria en la
distribucién de la carga fija del canal, originada probablemente por la
neutralizaciéon de algunos residuos acidos del lado del canal que esta

orientado al medio acido (en este caso al lado ¢s del canal).

* De la misma forma que en el caso antetior, en condiciones de pH 7/12,

la causa de la rectificaciéon de la corriente observada podria ser la
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asimetria en la distribucién de la carga fija del canal originada a partir de
la neutralizacién de algunos residuos basicos del lado del canal que esta

orientado al medio basico (en este caso lado #rans del canal).

* En condiciones de pH 3/12, ambos lados del canal estan expuestos a un
valor de PH extremo. La curva I-V presenta un rapido incremento de la
corriente a potenciales negativos y una gran resistencia a potenciales
positivos donde la corriente casi alcanza un valor limite. En este caso se
produce la neutralizacién de algunos residuos acidos del lado «is del
canal por efecto del pH acido al que estan expuestos y la de algunos
residuos basicos del lado #ans por efecto del pH bésico. Esta
circunstancia sugiere una mayor asimetria de la distribuciéon de carga fija

entre los lados del canal que en los casos anteriores.

El grado de asimetrfa en la distribucién de la carga fija se refleja en el grado
de rectificacion de las curvas I-V. La figura 2.3 refleja ese aspecto de las curvas I-V

representadas en la figura 2.2
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Fig. 2.3. Rectificacién de la cortiente, |1.|/|1+], frente al valor
absoluto del potencial aplicado, | V|, siendo L y I+ los valores de
la corriente a un potencial aplicado de =V y +V respectivamente
(datos experimentales de la figura 2.2).
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Para apreciar la rectificacién de las curvas de la figura 2.2, se representa en la
figura 2.3 el cociente entre el valor absoluto de la corriente medida bajo las
polaridades negativa y positiva en funciéon del valor absoluto del potencial aplicado.
La informacién grafica que esta nueva representaciéon de los datos experimentales

proporciona permite extraer las siguientes conclusiones:

* En condiciones de pH 3/7 y 7/12, el canal manifiesta una rectificacién
moderada de la corriente. El hecho de que sélo una de las disoluciones
tenga un PH distinto del neutro proporciona una ligera asimetria en la
carga del canal, probablemente ocasionada por la protonacién o
deprotonacion de los residuos expuestos al medio acido o basico segun
el caso. Ademas, el grado de rectificacion de ambas curvas es muy
similar entre si. Esto puede estar indicando que el numero de residuos
acidos del lado ¢is y el numero de residuos basicos del lado #ans no es

muy diferente.

* En condiciones de pH 3/12 la rectificacién de la corriente es muy
pronunciada (hay una corriente unas 8 veces mayor a -140 mV que a
140 mV). En este caso, los dos lados del canal estin expuestos a
condiciones extremas de PH. La asimetria de la carga fija del canal es
mayor que en los casos anteriores puesto que hay mas residuos
ionizables que cambian su estado de carga por efecto del pH de las

disoluciones adyacentes.

2.3.-Efecto de la concentraciéon en la rectificacionadedrriente

De los experimentos realizados bajo gradiente de PH se deduce que la carga
fija del canal se encuentra distribuida de una manera irregular por toda su longitud.
Esa distribuciéon se manifiesta mediante la rectificacién de las curvas I-V obtenidas
del canal. Una manera de probar si el origen del comportamiento del canal en esas
condiciones es electrostatico es analizando el efecto de la concentraciéon de la sal.
Para ello, se realizan medidas de curvas I-V en condiciones de pH 3/12 en varias
concentraciones de KCl y se analizan los resultados. En la figura 2.4 se exponen

dichas medidas.
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Fig. 2.4. Cutvas I-V del canal OmpF en condiciones de pH 3/12
con concentraciones 0,1 M, 0,2 M, 0,3 M, 0,5 My 1 M KCL

Como se puede observar en la figura 2.4, el canal conduce mas en
disoluciones mas concentradas (puesto que la cantidad de iones en disolucién es
mayor) vy, cualitativamente, la rectificaciéon de las curvas en todos los casos se
mantiene. La rectificacion observada en todas ellas puede estar causada por la
distribuciéon asimétrica de la carga fija, originada por las condiciones de pH
impuestas, pero ¢cual es el efecto de la concentracion sobre esa rectificacion y, por lo
tanto, sobre la distribucion de la carga fija a lo largo del canal? Para responder a esta
pregunta se analiza el grado de rectificacién de las curvas de la figura 2.4 mediante los

datos representados en la figura 2.5.
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Fig. 2.5. Rectificacién de la cottiente, |L|/|1+]|, frente al valor
absoluto del potencial aplicado, | V| (datos experimentales de la
figura 2.4).

Como se observa en la figura 2.5, cuanto mayor es la concentraciéon de la
disolucion, la rectificacién de la curva I-V es menor. Esto indica que, al aumentar la
concentracion, el efecto de la carga fija del canal sobre los iones se atenta, un
comportamiento caracteristico de un fenémeno de apantallamiento electrostatico.
Dicho fenémeno es predicho por la teorfa de Gouy-Chapman-Stern de la doble capa
eléctrica [Helfferich 1962a, Lakshminarayanaiah 1969, Lakshminarayanaiah 1984]. Su
interpretacion en el caso que nos ocupa (el transporte de iones a través de un poro
con una distribuciéon de carga) se basa en que las cargas fijas del poro inducen
acumulacién de portadores de sigho opuesto (contraiones) y excluyen a su vez a los
iones de su mismo signo (coiones). El apantallamiento electrostatico se produce
como consecuencia de la acumulacién de los contraiones sobre la superficie del
canal, compensando de esta forma el potencial generado por la carga fija de la
interfase. Por eso, la influencia de la carga fija del canal sobre los iones es menos
efectiva al aumentar la concentracion de sal y la corriente, por lo tanto, es mas
parecida bajo las polaridades positiva y negativa (rectificaciéon menor). Estos
experimentos confirman el papel dominante de las interacciones electrostaticas en la

conduccién idnica a través del canal OmpF.
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2.4.-Origen microscopico de la rectificacion de la cante

Los expetimentos realizados a diferente PH demuestran que el estado de
carga de los residuos ionizables del canal tiene una influencia decisiva sobre la
corriente de los iones a través del canal. Para analizar detalladamente el papel de cada
uno de los residuos ionizables del canal a un pH dado, es necesario conocer su estado
de carga a ese pH. El valor del estado de carga a cada pH puede calcularse mediante
un modelo de electrostatica continua, tal y como proponen Bashford [Bashford
1990], Ian Antosiewicz [Antosiewicz 1994, Antosiewicz 1996], y Ullmann [Ullmann
1999] y colaboradores, que consiste en calcular el PKa de cada uno de los residuos
ionizables de la proteina. En base a estos trabajos, Aguilella-Arzo obtuvo los pKas de
los residuos ionizables del canal OmpF [Aguilella-Arzo 2007]. Para ello se parte del

ciclo termodinamico que se muestra en la figura 2.6.

Residuo en disolucién AG, Residuo en la proteina
(no ionizado) (no ionizado)

AG, l l AG;

Residuo en disolucién Residuo en la proteina
(ionizado) (ionizado)
AG,

v

v

Fig. 2.6. Ciclo termodinamico del equilibrio de disociacién de un residuo
ionizable en disolucién libre y en el entorno de la proteina. AG; es el
cambio de energfa generado en pasar un residuo de un estado a otro del
ciclo.

Mediante el ciclo termodinamico de la figura 2.6 los cambios de energia
generados en el proceso de ionizaciéon de un residuo ionizable se relacionan con la
variaciéon de energia necesaria para llevarlo desde su situacién en disolucion libre
hasta una posiciéon determinada dentro de la proteina. El ciclo termodinamico
propone que el cambio de energfa total experimentado por el residuo ionizable al

llevarlo al entorno proteico e ionizatlo viene dado por la expresion 2.1.

AAG = AG; - AG, = AG, - AG, @.1)
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Las variaciones de energfa libre por ionizacién en funcién del pKa vienen
dadas por las expresiones termodinamicas 2.2 y 2.3, en las que pKa™ es el pKaq
modelo del residuo, que es el valor del pKa en disolucion libre (habitualmente
tabulado para cada residuo aminoécido ionizable) y pKa™ es el pKa aparente del
residuo, que es el valor del pKj en el entorno proteico, distinto del pKamOd por el

hecho de encontrarse en un entorno distinto que el de disolucioén libre.
AG, = -2,30RTpK ™ 2.2)

AG, = -2, 30FRTpK *® 2.3)

Las ecuaciones 2.1, 2.2 y 2.3 dan lugar a la ecuaciéon 2.4 [C. Tanford 1957],
mediante la cual se puede calcular el valor del PK2P a partir del pKamOd y del cambio

de energia libre experimentado por el residuo ionizable.

mod __ AAG

K2 = pKMd - ==
PR = PR o

2.4)

La variacion de energfa libre AAG puede desglosarse en tres contribuciones:

1.- La energia de Born, que es la energfa necesaria para llevar el residuo
ionizable desde unas condiciones en disoluciéon libre, un entorno cuya permitividad
eléctrica es alta, hasta una posicion determinada en el entorno proteico cuya

permitividad eléctrica es baja.

2.- Un término de fondo o background, que comprende la interaccion del
grupo ionizable con las cargas parciales que existen en la proteina cuando ésta esta

neutralizada.

3.- Un término de interaccion del residuo con los demas grupos cargados de

la proteina.

El calculo de las dos primeras contribuciones se realiza mediante la ecuacion
de Poisson-Boltzmann linealizada, dada por la ecuaciéon 2.5, usando el programa
UHBD (University of Houston Brownian Dynamzics) [Davis 1991, Madura 1995].

AV (F) =

—pf”%(r) + k() (2.5)
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donde ¢ es la permitividad eléctrica del medio, Qija es la densidad de carga fija de la
proteina y K es la inversa de la longitud de Debye.

Para calcular la tercera contribucién a la energia se utiliza el método de
Monte Carlo. Mediante este método, partiendo de una configuracion inicial en la que
los residuos de la proteina tienen un estado de ionizacién determinado, se busca una
distribucién de la carga de los residuos ionizables en la proteina de maxima
probabilidad termodinamica.

Una vez realizados todos esos calculos a cada PH se calcula el potencial resultante y
se promedia sobre cada seccién transversal del canal. Un nuevo promedio del
potencial eléctrico en la direccién axial, V , proporciona una densidad de carga fija

efectiva, 0, que viene dada mediante la expresion 2.6.
0=k (2.6)
Haciendo todos estos célculos para un amplio rango de pH se obtienen los resultados

de la figura 2.7, en la que ademas se realiza una comparacioén entre la densidad de
carga calculada y el RP del canal en un gradiente de concentracion 0,1/1 M KCL

40
L4

-2

RP (mV)

T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

o
Densidad de carga efectiva (x 10’ C/m3)

Fig. 2.7. Correlacién cualitativa entre la densidad de carga efectiva
calculada en el canal OmpF (circulos huecos unidos por una linea
discontinua) y el RP medido en un 0,1/1 M KCl (citculos rojos)
en un amplio rango de pH.
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A la vista de los resultados de la figura 2.7, la selectividad del canal parece
estar determinada por la carga efectiva de la proteina, de manera que cuando el canal
manifiesta una selectividad a cationes (RP > 0), su carga efectiva es negativa y cuando
el canal manifiesta una selectividad a aniones (RP < 0), su carga efectiva es positiva.
Estos resultados demuestran el importante papel de la electrostatica en el transporte
i6nico a través del canal OmpF en KCI y permite especular sobre el origen del
comportamiento del canal en condiciones de PH asimétricas. Asi que, considerando
el estado de carga calculado a PH 3 para los residuos ionizables del lado izquierdo del
canal (lado intracelular) y el estado de carga calculado a pH 12 para los residuos
situados en el lado derecho (lado extracelular), se construye la imagen de un
monémero del canal OmpF en condiciones de pH 3/12. Esta se muestra en la figura
2.8.

Fig. 2.8. Representacion del estado de carga de
los residuos ionizables de un mondémero del
canal OmpF en condiciones de pH 3/12
(positivo para las bolas amatillas y negativo
para las azules). El estado de carga se ha
obtenido del célculo electrostitico del pKy de
los residuos correspondientes.

Como se puede observar en la figura 2.8, la asignacién de la carga de los
residuos ionizables del canal OmpF, basada en el calculo de PKas, proporciona una
imagen bipolar del poro proteico, con una carga efectiva positiva en el lado ¢s y una
carga efectiva negativa en el lado #ans. De hecho, la rectificacion de la corriente del
canal OmpF, observada en condiciones asimétricas de PH 3/12 es una curva tipica

de las uniones p-n de estado sélido, de membranas poliméricas bipolares de
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intercambio i6nico [Alcaraz 2000] y de numerosos rectificadores moleculares [Mafé
1997].

El funcionamiento de un monémero de OmpF bajo dos polaridades

distintas, suponiendo una distribucién bipolar de carga, se ilustra en la figura 2.9.
eC——9
Q——"@® -1

trans
e o L+ = °
o 0o 20 ©Po o
e® °

QY B)

Fig. 2.9. Ilustracion del comportamiento de la corriente a través de un monémero
de OmpF con una distribuciéon de la carga bipolar en dos casos: (A) bajo una
polaridad positiva y (B) bajo una polaridad negativa.

La figura 2.9 explica la rectificacién de la corriente del canal en términos de
una distribucién de carga bipolar. Bajo la aplicacion de un potencial Vgs-Virans
positivo (figura 2.9A), los cationes presentes en el lado ¢s tienden a migrar hacia el
lado #rans, donde se encuentra el catodo, pero la carga neta positiva de la parte del
canal orientada al lado ¢s introduce una barrera de potencial que dificulta la entrada
de los cationes al canal y, por lo tanto, reduce la corriente. Los aniones del lado #awns,
por otra parte, bajo el potencial aplicado tienden a migrar hacia el lado «s, donde se
encuentra el anodo. En su recorrido, los aniones sufren la accién de una barrera de
potencial generada por la carga neta negativa de la parte del canal orientada al lado
trans que obstaculiza su entrada al canal. En esas condiciones, la zona central del

canal tiene pocos iones y se genera una gran resistencia eléctrica.

Bajo un potencial negativo (figura 2.9B), la entrada al canal de un flujo de
cationes que, en principio, va del lado #ans al lado s, esta favorecido por el pozo de
potencial creado por la carga neta negativa de la parte del canal orientada al lado #ans.
Asimismo, la entrada del flujo de los aniones al canal, que se mueve del lado ¢s al
lado #rans, también esta facilitada por la carga positiva de la parte del canal orientada
al lado ¢is. El resultado es que se produce una acumulacién de iones de ambos signos

en la zona central que se manifiesta en una conductancia mayor [Daiguji 2005].
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2.5.-Discusion y conclusiones

Los experimentos realizados en este capitulo ponen de manifiesto las
propiedades eléctricas de un sistema biolégico, el canal i6nico OmpF, cuyo
comportamiento se puede entender por su analogia con algunos dispositivos
empleados en el campo de la electrénica. Mas concretamente, los resultados de este
estudio sugieren que, cuando se manipula el PH de las disoluciones adyacentes del
canal OmpkF, éste adquiere una configuraciéon asimétrica de su carga que causa una
rectificacion en la corriente. En estas condiciones, el canal OmpF funciona como un
diodo liquido biolégico rectificador de la corriente y se especula sobre la posibilidad
de que, en condiciones de pPH 3/12, este canal adquiera una estructura de tipo
bipolar. El funcionamiento de OmpF en estos casos es similar al observado en
uniones moleculares que contienen moléculas bipolares, electrodos modificados
quimicamente, monocapas redox [Gasyna 2006, Hwang 2006] y nanoporos sintéticos
[Schiedt 2005, Siwy 2005].

Existen numerosos canales i6nicos rectificantes de corriente. Los canales de
potasio rectificantes que se encuentran en células cardiacas y neuronales [Oliver
2000] son un ejemplo de ello. Como en el poro OmpF, la rectificaciéon de la corriente
observada en estas proteinas tiene también un origen electrostatico. Otro ejemplo es
el canal i6nico @-hemolysin. Este poro rectifica la corriente independientemente del
valor del pH. A diferencia con el canal OmpF, el origen de la rectificacion de la

corriente en @-hemolysin es la asimetria estructural del poro [Krasilnikov 1997].

Independientemente de las aplicaciones quimicas, farmacéuticas y biologicas
de las membranas y los canales i6nicos [Shenoy 2005, Miedema 2007, Malek 2008], la
analogfa entre el comportamiento de un sistema biolégico y un dispositivo
electrénico puede tratarse desde dos perspectivas diferentes. Por una parte, imitando
las propiedades de las membranas bioldgicas y los canales idnicos, surgen nuevos
dispositivos electrénicos. Es el caso de los nanoporos sintéticos en los que se ha
logrado reproducir algunas funciones bioldgicas, como el transporte selectivo de
determinados iones inorganicos o de metabolitos u otros solutos pequefos
[Nishizawa 1995, Siwy 2002, Cervera 2005, Cervera 2006, Siwy 2006, Dekker 2007,
Healy 2007, Sexton 2007, Striemer 2007, Van den Berg 2007, Vlassiouk 2007,
Griffiths 2008, Kalman 2008, Ramirez 2008, Schoch 2008, Aguilella 2009]. En este

contexto, una aplicacién del estudio en concreto realizado en este capitulo, en el que
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se manipula mediante el PH el estado de carga de los lados del canal OmpF, es el
desarrollo de dispositivos moleculares bipolares basados en nanoporos sintéticos que,
después de una modificaciéon quimica, pueden cambiar su carga fija local en respuesta
a la variacion del pH [Fulinski 2004]. De hecho, estos experimentos podtian
representar la parte experimental que complementa los analisis tedricos existentes de
diodos nanofluidicos [Daiguji 2005].

Por otra parte, surgen las aplicaciones tecnologicas de las membranas
bioldgicas y los canales idnicos a la industria. Las membranas variables con el pH,
por ejemplo, han permitido el desarrollo de sistemas de filtraciones, separaciones y
bioseparaciones y de sistemas sensores [Ramirez 2003b, Park 2004]. A un nivel mas
pequeno, las aplicaciones de los sistemas que rectifican la corriente son el desarrollo
de sistemas que mejoran la velocidad de la electronica, de dispositivos de
almacenamiento de datos de alta densidad y de métodos de disefio de drogas y de
analisis molecular [Daiguji 2005, Schiedt 2005]. Respecto a los canales ionicos, el
desarrollo de estructuras sintéticas robustas utilizadas como membranas sélidas para
reconstituirlos [Shenoy 2005] posibilitan las aplicaciones tecnolégicas de estos
elementos biolégicos, condicionadas antafio por su reconstitucion artificial en

membranas de fosfolipidos altamente inestables.
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Capitulo 3.- Selectividad direccional del canal iénico OmpF

3.1.-Introduccién

Como se concluia en el capitulo anterior la carga fija del canal OmpF puede
regularse mediante el PH de las disoluciones adyacentes. La rectificacién de la
corriente del canal bajo un gradiente de PH externo es un indicio de una distribucién
asimétrica de carga, tal y como sugiere el calculo de pKas de los residuos de la
proteina [Alcaraz 2006]. Sin embargo, las curvas I-V del canal no son concluyentes
en cuanto al balance de carga entre ambos lados, puesto que se pueden encontrar
comportamientos similares en sistemas de transporte i6nico con distribuciones de
carga muy diversas. Asi, la rectificaciéon de la corriente por causas electrostaticas se
observa en membranas sintéticas con cargas fijas [Jimbo 2000, Ramirez 2002],
nanoporos sintéticos con grupos ionizables [Ramirez 2003b, Ramirez 2003a, Chun
2006, Ku 2007, Ramirez 2007], membranas anféteras [Ramirez 1997a, Ramirez
1997¢] y membranas bipolares [Mafé 1997].

La teorfa de Teorell-Meyer-Sievers (TMS) predice que los sistemas
bipolares, con un balance de carga equilibrado entre la carga positiva y negativa del
sistema, tienen una selectividad que se caracteriza por ser catidnica en un sentido del
gradiente de concentraciéon y por ser anidnica en el sentido opuesto (selectividad
direccional). Esto lo confirman diversos estudios sobre la selectividad de membranas
bipolares [Simons 1993, Ramirez 1996, Li 2008, Mier 2008]. Estos resultados son la
motivaciéon de los experimentos recogidos en este capitulo, cuyo objetivo es
identificar mediante medidas de RP las condiciones de pH en las que el canal OmpF
presenta una distribucién bipolar inequivoca de su carga fija [Garcia-Giménez
2009a].

3.2.-Estudio de la distribucién de carga del canal idenpF en

condiciones deH 3/12

En el capitulo anterior se sugerfa la posibilidad de que el canal en
condiciones de pPH 3/12 tuviera una distribuciéon de carga bipolar. El célculo
electrostatico de PKas avalaba esa posibilidad pero sin ser concluyente al respecto ya
que no se realizaba sobre un sistema sometido a un gradiente de pH. La distribucion

bipolar de la carga del canal se obtenfa combinando los calculos hechos en
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condiciones simétricas de PH [Alcaraz 2006]. Las medidas experimentales de
corriente, por otra parte, tampoco proporcionan una informacién evidente sobre el

balance de la carga del canal en ambos lados en condiciones de pH 3/12.

La observacién directa de una selectividad direccional en el canal OmpF, en
cambio, podria confirmar o descartar una distribucion bipolar, con un equilibrio
entre la carga positiva y negativa del canal. Para evaluar si esa circunstancia es posible
se realizan medidas del RP del canal en un amplio rango de gradientes de
concentraciéon de KCI bajo gradiente de pH. Estas medidas estan expuestas en la
figura 3.1A y, a partir de ellas, es posible analizar la selectividad i6nica del canal en
ambos sentidos del gradiente de concentracion. Para ello, se representa en la figura
3.1B el numero de transporte de cationes, t+, que proporciona la fraccién de cationes
que lleva la corriente i6nica del canal. Su valor se deduce a partir del RP mediante la
ecuacion 3.1 [Lakshminarayanaiah 1984].

g =2 F__RP 3.1)
2 RT In(ccis/ctrans)

La interpretacion de la selectividad ionica a partir del numero de transporte
de cationes en KCI es inmediata, pues este valor muestra de una manera facil y
directa la naturaleza catiénica o aniénica de la selectividad segin los siguientes
criterios: si t+ > 0,5, la selectividad del canal es catiénica, y si t+ < 0,5, 1a selectividad

es anidnica [Cervera 2007].
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Fig. 3.1. (A) Medidas de RP en funcién del gradiente de
concentracion manteniendo una concentracion en el lado #ans 0,1
My 0,2 M KCl y en condiciones de pH 3/12. (B) Numero de
transporte de cationes.
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Las medidas de RP de la figura 3.1A experimentan un cambio de signo al
invertir el gradiente de concentraciéon. En términos del nimero de transporte de
cationes, expresado en la figura 3.1B, esto se traduce a una selectividad a cationes (t+
> 0,5), independientemente del sentido del gradiente de concentracién. Estos
resultados descartan que el canal tenga una distribucion de carga bipolar compensada
(con un balance equilibrado entre la carga positiva y negativa del poro) ya que la
selectividad del canal no es direccional. De hecho, los datos no permiten afirmar de
manera concluyente si la distribucion de la carga en esas condiciones es monopolar o
bipolar. No obstante, se puede intuir dicha distribucién examinando las medidas de
RP en funcién del pH y su comparacion con la densidad de carga neta del canal
calculada a cada pH. Esos datos, originalmente expuestos en el capitulo antetior, han
sido reproducidos en la figura 3.2 para facilitar la exposiciéon de los argumentos de
este apartado.
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Fig. 3.2. Correlacion cualitativa entre la densidad de carga efectiva
calculada en el canal OmpF (circulos huecos unidos por una linea
discontinua) y el RP medido en 0,1/1 M KCl (citculos rojos), en
funcién del pH.

Para analizar las condiciones de pH 3/12, se examinan los casos concretos
de pH 3 y 12 en la figura 3.2. Como se puede apreciar en ella, el calculo de la
densidad de catga del canal indica que a pH 3 el canal posee, en conjunto, una carga
efectiva positiva y a PH 12 una carga efectiva negativa de aproximadamente la misma

magnitud. Los calculos indican, por lo tanto, la posibilidad de que el canal adquiera a
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pH 3/12 una distribucién de carga bipolat, incluso con un equilibrio de carga positiva
y negativa entre sus lados. Sin embargo, aunque cualitativamente la correlacion entre
los calculos y el RP medido en el canal es bastante buena, no lo es tanto
cuantitativamente, como vemos sobre todo para valores de pH < 4. En ese rango de
PH el calculo electrostatico sobreestima el valor de la carga fija del canal. Las medidas
experimentales sugieren que el canal a pH 3/12 puede tener una carga de menor
magnitud en el lado s que en el lado #rans (las medidas del RP son de apenas -1 mV a
pH 3 y de unos 40 mV a pH 12). Aunque este razonamiento no descarta una
distribucién de catga tipo bipolar a PH 3/12, el exceso de carga fija del lado #rans del
canal, que es negativa, se impone frente a la carga fija concentrada en el lado ¢ del
canal, lo que explicaria que, en conjunto, el poro manifieste una selectividad a

cationes, como realmente ocurre a la vista de los resultados de la figura 3.1.

En un escenario asi, se puede intentar apantallar la parte del canal orientada
al lado #rans (a pH 12) con un aumento de la concentraciéon de sal en ese lado (de 0,1
M a 0,2 M KCI). De esta forma se pretende disminuir la magnitud de la carga
negativa efectiva del canal y equilibrarla con la carga fija positiva del otro lado. El
resultado, sin embargo, no satisface el objetivo buscado. El comportamiento
cualitativo de la selectividad de la proteina es en ambos casos practicamente el mismo
y el canal sigue manifestando una selectividad a cationes independientemente del
sentido del gradiente de concentracién. No obstante, de la comparaciéon de ambas
series de medidas se desprende que el apantallamiento de la carga del canal al
aumentar la concentracion tiene lugar, en base a la disminucién del RP, y por lo tanto

de la selectividad a cationes.

3.3.-Selectividad direccional del canal OmpF bajo urdgnate dgoH

La forma mas efectiva de conseguir equilibrar la carga positiva y negativa del
canal es modificando directamente la carga de uno de sus lados cambiando el pH
[Alcaraz 2000]. Partiendo de la configuracién del canal en condiciones de pH 3/12,
se puede bajar el pH del lado ¢s del canal (haciendo su carga mas positiva) o el pH
del lado #rans (haciéndolo menos negativo) para equilibrar la magnitud de la carga de
ambos lados y conseguir una distribucién de carga bipolar equilibrada. Puesto que, a
la vista de las medidas de la figura 3.2, la parte s del canal (a pH 3) podria tener una
carga efectiva muy pequefia (la medida del RP es de apenas -1 mV), se opta por
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disminuir el pPH de ese lado, aumentando de este modo la carga positiva en esa parte
del canal. Las medidas del RP realizadas en condiciones de pH 2/12 para un amplio
rango de gradientes de concentracién y la representacion del nimero de transporte

de cationes correspondiente a esas medidas se exponen en la figura 3.3.
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Fig. 3.3. (A) Medidas de RP en funcién del gradiente de
concentracion con Cyans = 0,1 M KCl y condiciones de pH 2/12.
(B) Nimero de transporte de cationes.
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Como se observa en la figura 3.3A, el signo del RP permanece invariable al
invertir el gradiente de concentraciéon. En términos del nimero de transporte de
cationes, como se aprecia en la figura 3.3B, esto significa que el canal manifiesta una
selectividad a aniones en las medidas en las que Cgs < Cyans (t+ < 0,5) y una
selectividad a cationes en las que Cgs > Cirans (I+ > 0,5). La selectividad del canal en

esas condiciones de pH es direccional.

La selectividad direccional de un sistema de transporte i6nico pasivo implica
un hecho que puede parecer singular: que en uno de los sentidos del gradiente de
concentracion, el sistema parece conducir corriente en contra del gradiente de
concentracién ionico. La teorfa TMS es capaz de explicar ese fendmeno mediante el
efecto del apantallamiento electrostatico de la carga del canal. Ante una magnitud
idéntica de la carga positiva y negativa de un sistema bipolar, aumentar la
concentracién de un lado del sistema respecto del otro provoca el apantallamiento de
la carga de ese lado y, como consecuencia, la selectividad del sistema queda dominada
por la carga del otro lado. En el caso concreto del canal OmpF en condiciones de pH
2/12, cuando Cgs < Cyans, la carga fija negativa del lado #rans del canal estd mas
apantallada que la carga fija positiva del lado es. El exceso de carga fija positiva
(respecto a la negativa) es el origen de la selectividad a aniones. Cuando Cgis > Cirans,
la carga fija positiva del lado ¢is del canal estd mas apantallada que la carga fija
negativa del lado #ans. El exceso de la carga fija negativa del sistema provoca la
selectividad a cationes.

3.4.-Selectividad direccional del canal OmpF en condieso

fisiolégicas

La bacteria Escherichia Coli se suele encontrar en el tracto gastrointestinal
de mamiferos, donde el pH del medio puede tomar un valor 4cido [Jordan 1999]. El
medio intracelular de la bacteria, sin embargo, permanece a un PH neutro. El canal
OmpPF, situado en la membrana externa de la bacteria, puede estar entonces
sometido a un gradiente de PH entre sus lados. Para explorar el comportamiento del
canal en su medio natural, se realizan medidas del RP en dos condiciones
biolégicamente relevantes: a PH 3/7 y a pH 2/7. La figura 3.4 contiene tales medidas

y la representacion del nimero de transporte de cationes.
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Fig. 3.4. (A) Medidas de RP en funcién del gradiente de
concentracion con Cyans = 0,1 M KCl y condiciones de pH 2/7 y
3/7. (B) Numero de transporte de cationes.
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En la figura 3.4 se pueden apreciar dos comportamientos diferentes de la
selectividad del canal, dependiendo del gradiente de pH impuesto. Las medidas de
RP realizadas a pH 2/7 no permiten discriminar entre ninguna distribucién de carga
en particular. El signo del RP cambia al invertir el gradiente de concentracion y el
numero de transporte de cationes toma valores menores que 0,5 en todo el rango de
gradientes de concentracion, indicando una selectividad a aniones. Se puede entender
este comportamiento a partir de los resultados obtenidos en la configuracién de pH
2/12, en la que el canal tiene una distribucién de carga bipolar compensada. Al bajar
el pH de la disolucién del lado #ans del canal para obtener la configuracién de pH
2/7, algunas catgas negativas de la parte del canal orientada al lado #ans se
neutralizan. De este modo, el balance entre la concentracién de carga positiva y
negativa del canal se desequilibra y hay un exceso de carga positiva que se manifiesta
en una selectividad a aniones. Este exceso de carga se podria compensar aumentando
el pH de la disolucién del lado dis y, por lo tanto, también la carga negativa de ese
lado del canal. El resultado es la curva del RP que se muestra en la figura 3.4 en
condiciones de pH 3/7. En esta curva se puede apreciar que el signo del RP no
cambia al invertir el gradiente de concentraciéon. Como se refleja en el numero de
transporte, esto indica una selectividad direccional. Cuando Cgs < Cyans €l canal
manifiesta una selectividad a aniones (t+ < 0,5) y cuando Cgs > Cirans, la selectividad
del canal es cationica (t+ > 0,5), apuntando a una distribucién bipolar en la que hay
un equilibrio entre la carga positiva y negativa. La transicién entre el comportamiento
del canal a pH 2/7 y a pH 3/7 se muestra con detalle en la tabla 3.1.

pHis RP (mV) t+ Selectividad
2,50 -22,0 0,31 Aniones
2,75 938 0,42 Aniones
3,00 5,3 0,55 Cationes

Tabla 3.1. Valor del RP medido y del t+ calculado en
condiciones asimétricas de pH, manteniendo pH,,,
=7,en1/0,1 M KCI.

Como se deduce de los datos de la tabla 3.1, al disminuir el pH de la
disolucion del lado s, la selectividad del canal pasa de ser anidnica a ser catidnica.

Ademas, el cambio en el RP es muy brusco: se produce un aumento de unos 30 mV
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al incrementar PHgs en sélo 0,5 unidades (de PHgs 2,5 a 3,0). La transicion de la

selectividad del canal se produce a un valor de PHcis = 2,9, cuando no hay cortiente

16nica neta a través del canal OmpF.

La situacién del canal OmpF en condiciones de pH 3/7 podtia ser
especialmente importante para la regulacién de la concentracién idnica y del
potencial de membrana de la bacteria, ya que su comportamiento implica que pasen
cationes a un gradiente de concentraciéon dado y aniones si el gradiente de
concentraciéon tiene el sentido opuesto. En uno de los dos casos, el canal estarfa
conduciendo iones en contra de su gradiente de concentraciéon y esto, en un canal
16nico bioldgico, donde en principio el transporte de iones es pasivo, es una situacion
especial que viene determinada por una distribuciéon de carga bipolar concreta en el

canal.

3.5.-Discusion y conclusiones

La naturaleza electrostatica del transporte de iones a través del canal OmpF
y la manipulacién de su carga mediante la variaciéon del pH de las disoluciones
adyacentes ha permitido obtener las condiciones de PH éptimas en las que el canal
manifiesta una selectividad direccional y, por lo tanto, una distribucién de carga
bipolar caracterizada por tener la misma magnitud de carga positiva y negativa. Las
configuraciones en las que esto sucede se han encontrado en las condiciones de pH
3/7 y 2/12. La unica diferencia de ambas configuraciones es la magnitud del RP
medido. Mientras que en el caso mas extremo de gradiente de concentracion
estudiado (3/0,1 M KCI), el valor del RP del canal es de unos 12 mV en la
configuracion de pH 3/7, en la configuracion de pH 2/12 el RP es de unos 36 mV,

sugiriendo una magnitud y una asimetria de la carga mayor en este dltimo caso.

La selectividad direccional implica la conduccién de iones monovalentes a
través del canal i6nico OmpF en contra del gradiente de concentracién. Esta
situacion es propia de membranas biolégicas donde el transporte de iones es activo
[Higuchi 1987, Ramirez 1996, Alcaraz 2000] pero, en el caso que nos ocupa, se puede
explicar mediante la teorfa electrostatica TMS para sistemas bipolares de intercambio
16nico con igual concentracién de carga fija positiva y negativa, y es ampliamente

estudiada en aplicaciones tecnolégicas de las membranas sintéticas [Ramirez 1997b].
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Este comportamiento pone de manifiesto la gran influencia del pH sobre la
selectividad del canal [Alcaraz 2004, Garcia-Giménez 2009a].

El analisis de la corriente y la selectividad del canal en condiciones
asimétricas de PH abre un amplio abanico de posibles aplicaciones fisicas, quimicas y
tecnoldgicas [Alcaraz 2000, Garcia-Giménez 2009a], sobre todo, como es el caso, si
el comportamiento del canal es analogo a la de otros dispositivos electronicos. Pero
quizas lo mas relevante es haber adquirido un conocimiento mas profundo de la
selectividad del canal en su medio natural donde un gradiente de pH a través de la
membrana es habitual. No se pueden sacar conclusiones precipitadas sobre la
funcién de la célula sin conocer el comportamiento de otros canales de la bacteria en
condiciones de pPH asimétricas pero a partir de este estudio se puede concluir que,
teniendo en cuenta el medio acido en el que esta bacteria suele sobrevivir, una
pequefia variacién del PH extracelular determina el tipo de iones (cationes o aniones)

que pueden entrar y salir de la célula a través del canal idnico OmpF.
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Capitulo 4.- Origen de la selectividad del canal OmpF: difusion, exclusion y binding

4.1 .-Introduccion

Al poner en contacto dos disoluciones con distinta concentracion idnica
mediante una membrana permeable se produce un movimiento neto de los iones
desde la disolucion mas concentrada a la disolucién menos concentrada. Ese
fenémeno se conoce con el nombre de difusion. Como consecuencia de la distinta
movilidad de aniones y cationes, la difusiéon de iones a través de una membrana da
lugar a un potencial eléctrico conocido como potencial de difusién, que evita la
separacion macroscopica de carga. Hste potencial puede calcularse mediante la
ecuacion de Planck (ecuacion 1.9) si se conocen los coeficientes de difusion de los

iones.

Si ademas los iones estuvieran sometidos a un campo eléctrico, éstos
adquirirfan un movimiento adicional que se sumarfa al movimiento difusivo. En
cualquier caso, el sentido del movimiento de los iones esta determinado por el
gradiente del potencial electroquimico. La proporcién de iones que atraviesa un canal
en la membrana depende, pues, de la naturaleza de los iones y las caracteristicas del
poro. El movimiento de los iones debido a un gradiente de concentracién y de

potencial eléctrico se conoce como electrodifusion [Helfferich 1962b, Bockris 1970].

La selectividad de un canal i6nico se suele asociar a su capacidad de excluir
o acumular iones de un signo como consecuencia de las interacciones de éstos con
las cargas fijas del canal [Barry 2006]. La selectividad asi definida es relativamente
facil de interpretar en canales i6nicos estrechos. Sin embargo, la medida del RP de un
canal i6nico ancho, como es el canal OmpF, incluye tanto las caracteristicas
intrinsecas del poro (forma, cargas, dimensiones) como las de los iones de la
disolucién (movilidad, carga, tamafio) [Hille 2001]. Separar las contribuciones de la
difusion y la exclusion de la medida del RP no es una tarea sencilla desde un punto
de vista tedrico, pues ambas contribuciones son mutuamente dependientes. Por eso,
a lo largo de esta memoria el concepto de la selectividad de un canal idnico se asocia
a una propiedad del sistema conjunto (incluyendo al canal y al electrolito), que es
directamente medible a través del RP. En estudios previos se pone de manifiesto esta
percepcién de la selectividad al comprobar como influyen en ella factores como el
pH [Aguilella-Arzo 2007, Garcia-Giménez 2009a], la concentracion de electrolito
[Alcaraz 2004] y el tipo de electrolito [Danelon 2003, Miedema 2004, Miedema 20006,
Vrouenraets 2000].
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Los coeficientes de difusion del K y del CI' son muy parecidos (ver tabla
Al.1 del apéndice 1). Como consecuencia, la contribucién del potencial de difusion a
la selectividad del canal OmpF en KCl se puede despreciar (~1 mV). Por eso, en KCl
los efectos de la exclusion electrostatica se consideran la principal causa de la
selectividad del canal OmpF [Schirmer 1998, Phale 2001, Nestorovich 2002b,
Danelon 2003, Alcaraz 2004, Alcaraz 2006, Aguilella-Arzo 2007, Garcfa-Giménez
2009a]. En ese contexto, puesto que la carga de la proteina depende del pH del
medio, la selectividad del canal en KCI varfa también, siendo catiénica a pH bajo y
neutro, y aniénica a PH alto [Aguilella-Arzo 2007]. En concreto, a PH neutro la
selectividad del canal procede de una carga fija neta negativa [Aguilella-Arzo 2007].

En electrolitos distintos del KCl la movilidad de los dos iones puede ser
muy diferente, con lo cual la conexion entre el RP y la carga fija del canal no es tan
directa. Es objeto de este capitulo analizar el papel de la difusiéon idnica sobre la
selectividad del canal en presencia de diferentes cationes (NaCl, CaCl,, MgCl,,...)
[Alcaraz 2009].

4.2 .-Influencia de la difusion sobre la selectividad ckahal

4.2.1.-Contribucion del potencial de unién liquida de lamterfase electrodos-

disolucion

El protocolo experimental utilizado para la realizacién de las medidas del
RP incluye el uso de electrodos reversibles de Ag/AgCl inmersos en un puente salino
2 M KCI. Al poner estos electrodos en contacto con la disolucién se forma una
union liquida en la interfase puente-disolucion. En esa interfase aparece un potencial
de unién liquida como consecuencia de la diferente movilidad de los cationes y
aniones. La medida experimental del potencial de corriente cero incluye ese potencial
de unién liquida [Barry 1970, Bockris 1970, Barry 1991, Neher 1992a, Barry 1994].
En disoluciones de KCI, el potencial de unién liquida que incluye la medida
experimental es muy pequefo, de apenas del orden del milivoltio, despreciable frente
a las medidas de RP [Alcaraz 2004]. Sin embargo, usando el citado puente salino en
disoluciones con otros electrolitos (NaCl, CaCl,, MgCl,,...) la contribucién puede ser

considerablemente mayor. Por eso, para obtener un valor correcto del RP del canal
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es necesario sustraer el potencial de unién liquida de la medida, tal y como se
apuntaba en el capitulo introductorio de esta memoria. En el apéndice 1 se incluye un
detallado estudio de la importancia y repercusion del potencial de unién liquida en las

medidas de selectividad de los canales i6nicos.

4.2.2.-Contribucion del potencial de difusion al RP en sals monovalentes

En la figura 4.1 se presentan medidas del RP del canal OmpF en funcién
del gradiente de concentracién dado por Cgigf/Cirans €n dos cloruros alcalinos: KCl y
NaCl. Como se trata de analizar la contribucion del potencial de difusion a la medida,
en dicha figura se incluye también el potencial de difusién libre en funcién del
gradiente de concentracion, calculado mediante la ecuacién de Planck (ecuacion 1.9)

empleando los coeficientes de difusion en disolucién libre tabulados (tabla A1.1).
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Fig. 4.1. Medidas del RP del canal OmpF en KCl y NaCl a pH 6
en funcién del gradiente de concentracion manteniendo Crans =
0,1 M en todas las medidas. En la figura aparece también el
potencial de difusién calculado para ambos electrolitos mediante
la ecuacion de Planck.

El fenémeno de la exclusiéon electrostitica de iones en una superficie
cargada no distingue entre dos iones de la misma valencia [Lakshminarayanaiah

1984]. Por lo tanto, en ausencia de cualquier otro tipo de fuerzas no culémbicas, a la

79



Regulacion electrostatica del transporte iénico en el poro bacterial OmpF

vista de las medidas expuestas en la figura 4.1, la discriminaciéon de los diferentes
cationes ha de proceder de las distintas movilidades con las que éstos difunden. En
ese caso, la disminucién de la selectividad del canal en NaCl respecto al KCI podria
ser debida al exceso del potencial de difusién del primer electrolito respecto al
segundo (notese la diferente movilidad del Na* y del K' en la tabla Al.1). Para
probar esta hipétesis se calcula la diferencia entre los potenciales de difusion libre de
ambos electrolitos a partir de la ecuacion de Planck (Ia ecuacién 4.1 proporciona los

valores de esa diferencia) y se compara con los resultados experimentales.

D.-D,. D.-D_ .
Avdli\:a(ﬂ _AVdFi(fd - — kB-I- Na Cl~ _ K Cl |n CCIS (4.1)
€ DNa+ + Dcr DK+ + Dcr

rans
La ecuacién 4.1 tiene una dependencia lineal caracteristica con el logaritmo

neperiano del gradiente de concentracion. Para examinar si los datos experimentales

siguen una dependencia asi se representan en escala semilogaritmica en la figura 4.2.
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RPNaC\-RPKCI
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Fig. 4.2. Escala semilogaritmica de los datos de la figura 4.1 y
diferencia entre el RP en KCI y NaCl. Los cuadrados rojos
representan la diferencia entre los valores del RP en NaCl y KCI
de los cuales se obtiene un ajuste lineal con un coeficiente de
correlacién R = 0,9918.
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La tendencia lineal observada en la figura 4.2 de RP,-RP con el
logaritmo neperiano del gradiente de concentracién es un indicio de que la
discriminacién del canal a los cationes K' y Na' proviene principalmente de la
distinta movilidad de éstos en disolucién, tal y como predice la ecuaciéon 4.1. Hay sin
embargo una diferencia en los valores de las pendientes tedrica y experimental.
Mientras que la pendiente resultante del ajuste lineal de los datos experimentales tiene
un valor de 3,0, el valor de la que predice la ecuacion 4.1 para disolucion libre es 4,8.
No obstante, esta diferencia puede provenir del hecho de que los coeficientes de
difusién de los iones dentro del canal pueden ser distintos de los tabulados para
disolucion libre [Hille 2001]. En el canal OmpF, en concreto, estudios previos
indican que el cociente de movilidades cation-aniéon podria estar ligeramente
reducido respecto a su valor en disolucién libre [Lépez 2009], lo que explicaria la

reduccion de la pendiente experimental frente a la tedrica.

4.2.3.-Contribucion del potencial de difusion al RP en sals divalentes

En la figura 4.3 se exponen medidas del RP del canal OmpF en funcién del
gradiente de concentraciéon en CaCl, y MgCL,.
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Fig. 4.3. Medidas del RP del canal OmpF en funcién del
gradiente de concentraciéon en CaCl, y MgCh a pH o6,
manteniendo Cyans = 0,1 M en todas las medidas.
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En general, los cloruros de cationes divalentes tienen un potencial de
difusion mayor que los cloruros de cationes monovalentes en disolucién libre. Por lo
tanto, el uso de estos electrolitos es especialmente interesante para estudiar la
contribucién del potencial de difusién a la medida del RP. Con ese fin se analizan a

continuacién los datos del RP del canal expuestos en la figura 4.3.

El signo de las medidas de RP de la figura 4.3 indica que el canal en esas
condiciones favorece el paso de los aniones frente al de los cationes divalentes. La
selectividad catiénica del canal en NaCl y KCl se invierte y pasa a ser anionica en
presencia de cationes divalentes. La cuestion es si el origen de esta inversion de la
selectividad puede ser asociado al efecto de la difusién de los iones de las sales
divalentes al cruzar el canal. Para contestar a esta cuestién, se comparan los valores

del potencial de difusion libre con los valores experimentales del RP en la figura 4.4.
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Fig. 4.4. Medidas del RP del canal OmpF en CaCl, y MgCl, a pH
6 frente al potencial de difusiéon libre de los respectivos
electrolitos, correspondientes a cada par de concentraciones ¢s y
trans. La linea discontinua es una referencia visual para sefialar
cuando el RP es mayor o menor que el potencial de difusion
para ese par de concentraciones.

En la figura 4.4 ambos potenciales casi coinciden, sugiriendo que los efectos

de exclusién electrostatica no son apenas relevantes. Esto contrasta con lo que
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indican los estudios en disoluciones de cationes monovalentes, donde la selectividad
medida se asociaba tnicamente a la accion de las cargas del canal. La carga negativa
se deberfa oponer a la difusién de los aniones de manera que el valor del RP
esperado serfa inferior al potencial de difusion de la sal. E1 RP medido, sin embargo,
no solo no refleja esa tendencia si no que ademas es algo mayor que el potencial de
difusién libre calculado. Una representacion alternativa de los datos de la figura 4.4 se
realiza en la figura 4.5 en escala semilogaritmica, de manera que permite obtener mas

informacién de los mecanismos de transporte implicados.

30 r

1 1 1 1 1 1 1

1 2 3 5 75 10 15 20
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Fig. 4.5. Medidas del RP del canal OmpF en sales divalentes a pH
6 en funcién del gradiente de concentracion en escala
semilogaritmica. En la figura se incluye el ajuste lineal de las
medidas de RP. El indice de correlacién de los ajustes supera en
ambos casos el valor de 0,99.

En la figura 4.5, la linealidad de los datos experimentales con el logaritmo
del gradiente de concentracion indica que el transporte de iones a través del canal en
disoluciones con cationes divalentes es compatible con un proceso difusivo. No se
observan efectos apreciables de exclusion electrostatica, lo que sugiere que la carga
del canal en este tipo de disoluciones ha dejado de ser negativa para ser

practicamente neutra.

Los ajustes lineales de los datos experimentales proporcionan un valor del
RP que viene dado por 0,54 + 12,8 In(Ceis/ Cirans) para el caso del MgCl, y por -1,54 +
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10,4 1n(Ceis/ Cirans) para el caso del CaCl,. Estos valores contrastan con los predichos
por la ecuacién de Planck para el potencial de difusion libre que viene dado por 9,8
In(Ceis/ Cirang) en el caso del MgCl, y 8,8 In(Ceis/ Cirans) en el caso del CaCl,.

En ambos casos se obtienen pendientes experimentales mayores que las del
potencial de difusién libre. Esto tiene dos interpretaciones distintas. Una de ellas es
considerar que el potencial de difusion real de la sal puede ser diferente del potencial
de difusion libre [Hille 2001, Lopez 2009]. La otra interpretacion es considerar que el
potencial de difusién real generado por los iones de la sal al cruzar el canal es
exactamente el calculado para disolucién libre. En ese caso, un valor del RP mayor
que el potencial de difusién indica que existe una exclusion electrostatica de cationes
cuyo origen serfa una carga neta positiva en el canal. Esta dltima interpretacion
conduce a especular sobre si puede tener lugar un fenémeno de inversiéon de carga en
el canal OmpF [Grosberg 2002, Van der Heyden 2006, Faraudo 2007].

No obstante, en cualquier caso debe existir un mecanismo mediante el cual,
en presencia de cationes divalentes, la carga neta del canal cambia, neutralizandose o

invirtiendo su signo.

4.3.-Efecto de los cationes divalentesaMg® sobre la carga del

canal

Para obtener informacién sobre la contribucién electrostatica de la carga
presente en el canal a las medidas de RP, en la figura 4.6 se representan las medidas
del RP del canal OmpF en funcién del pH en 0,1/1 M de KCl, CaCl, y MgCl,. En
ella se incluyen los correspondientes potenciales de difusion libre calculados

mediante la ecuacién de Planck para las sales consideradas.
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Fig. 4.6. Medidas del RP de OmpF en funcién del pH en 0,1/1
M de KCI, CaCl; y MgCl. Se incluye mediante lineas
horizontales el potencial de difusién libre de cada electrolito,
calculado mediante la ecuacion de Planck.

En general el canal es mucho menos sensible a la variaciéon de pH en sales
divalentes que en KCI. A bajo pH, el canal manifiesta una exclusion electrostatica de
cationes que se traduce en una carga neta positiva en ambos tipos de electrolitos. En
el rango de pH de 5 a 10 el canal manifiesta en KCI una alta exclusion electrostatica
de aniones (una carga neta negativa) que en sales de cationes divalentes no se aprecia,
ya que el valor del RP esta muy préximo al del potencial de difusion libre (incluso lo
supera ligeramente sugiriendo la posibilidad de que el canal tenga una carga neta

positiva).

En este punto, surge la siguiente cuestion: ¢cual es el efecto de los cationes
divalentes sobre la carga del canal para anular a PH neutro la exclusion electrostatica
de aniones? Para responder a esta cuestiéon se representa en la figura 4.7 el RP en
funcién de la concentracion de sal manteniendo un gradiente de concentracion
constante Ceig/Cirans = 10. En estas condiciones el potencial de difusién es constante y
se puede estudiar la influencia electrostatica de la carga en funcién de la

concentracion absoluta.
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Fig. 4.7. Medidas del RP del canal OmpF en CaCl; en funcién de
la concentracién absoluta en el lado s, manteniendo un gradiente
de concentracién CggfCrans = 10. El potencial de difusion libre se
incluye mediante una linea horizontal.

En la figura 4.7 se observa un incremento del RP con la concentracion
absoluta. Si la medida del RP estuviera unicamente asociada a una hipotética carga
fija, ésta tendria que ser positiva. El efecto de aumentar la concentraciéon seria un
apantallamiento de la citada carga y una disminucién del RP, lo cual no se observa.
Del mismo modo, esta figura descarta que la selectividad se deba a efectos estéricos
o entropicos ya que estos efectos se atentan con el aumento de la concentracion
[Lanteri 2008].

Una vez que se considera el potencial de difusion libre, la figura 4.7 sugiere
una cierta exclusion electrostatica de aniones a baja concentracion absoluta de sal,
pues el RP esta por debajo del potencial de difusiéon. El canal mantiene, por lo tanto,
el signo negativo de su carga original. A medida que aumenta la concentracion
absoluta de sal, el RP tiende al potencial de difusion, lo que se traduce en una
neutralizaciéon progresiva de la exclusiéon de aniones. A partir del gradiente de
concentracién dado por 0,5/0,05 M surge la duda de si el RP supera el potencial de

difusion real del electrolito o de si lo iguala, como se apuntaba anteriormente.

La tendencia de los datos experimentales de la figura 4.7 revela que, al

reducir lo suficiente la concentracion absoluta de sal en ambos lados del canal, los
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cationes divalentes podrian no ser capaces de anular lo suficiente la exclusion
electrostatica generada por la carga negativa del canal para invertir su selectividad.
Con el objetivo de recuperar la selectividad a cationes del canal en disoluciones
divalentes se realizan medidas de RP a bajas concentraciones de sal manteniendo un
gradiente de concentracion pequefio, Ccis/Cirans = 1,5. En la tigura 4.8 se exponen los

resultados experimentales obtenidos.
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Fig. 4.8. Medidas del RP del canal OmpF en CaCl; en funcién de
la concentracién absoluta en el lado ¢is, manteniendo un gradiente
de concentracién Cgo/Cyrans = 1,5. La linea horizontal indica el
potencial de difusion libre del electrolito.

La tendencia de las medidas del RP de la figura 4.8 es la misma que la que se
observaba a altas concentraciones de sal: un incremento del RP a medida que
aumenta la concentraciéon absoluta de sal. Ademas, se aprecia que, a muy bajas

concentraciones, el canal recupera la selectividad a cationes.

A la vista de los resultados, se puede afirmar que los cationes divalentes
modifican la carga original negativa del canal, neutralizindola o incluso invirtiéndola,
sugiriendo la existencia de interacciones especificas (de origen no culémbico) entre
los cationes divalentes y el canal, un fenémeno conocido como binding de cationes

divalentes en la proteina.
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4.4.- Ampliacion del estudio a otros cationes divalentes

Con el objetivo de ampliar el estudio a otros cationes divalentes, se realizan
medidas de RP en 1/0,1 M de CaCl,, MgCl,, BaCl, y NiCL, Estas se comparan con

sus respectivos potenciales de difusion libre en la figura 4.9.
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Fig. 4.9. Correlacion entre las medidas del RP del canal OmpF
en sales de cationes divalentes y el potencial de difusiéon en
disolucién libre a un gradiente de concentracién 1/0,1 M.

La figura 4.9 muestra lo que se observaba para los cationes Ca*" y Mg en
los experimentos anteriores: existe una cierta correlaciéon entre el potencial de
difusién libre y el RP medido en las diversas sales divalentes. El efecto producido por
dichos cationes se reproduce también para otros cationes divalentes, tales como Ba®*
y Ni*". En el limite de bajas concentraciones de sal, en cambio, se espera que dicha
correlacién se rompa. Para comprobarlo, en la figura 4.10, se representan medidas del
RP frente al potencial de difusion libre en 15/10 mM.
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Fig. 4.10. Medidas del RP del canal OmpF en sales de cationes
divalentes en funcién del potencial de difusién libre en 15/10
mM.

La selectividad del canal a concentraciones de sal divalente muy reducidas es
catiénica, indicando que en esas condiciones los procesos de exclusion idnica
dominan la selectividad del canal. Sin embargo, el criterio que manifiesta el canal para
discriminar entre los distintos cationes divalentes no es evidente. Como se aprecia, el
canal no distingue el transporte de cationes divalentes en funcién de sus movilidades.
De hecho, en este caso, el canal manifiesta una selectividad menor por el Ba™", el i6n
con mayor movilidad (ver tabla Al.1), lo que confirma la posible existencia de un

fenémeno de binding de cationes divalentes en la proteina [Eisenman 1962].

4.5.-Discusién y conclusiones

En disoluciones de KCl la selectividad del canal OmpF esta controlada casi
exclusivamente por su carga fija. El potencial de difusion del KCl es muy pequefio y
por eso su contribucién a la medida es irrelevante. En otras disoluciones donde el
potencial de difusién del electrolito es considerable (NaCl, CaCl,, MgClL,...), la
selectividad estd determinada no sélo por los efectos debidos a la exclusion de iones
en su interacciéon con la proteina sino también por la diferente movilidad de los

aniones y los cationes del electrolito en disolucion.
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En este capitulo se ha analizado la influencia de la difusiéon sobre la
selectividad del canal. El potencial de difusién libre, calculado mediante la ecuacion
de Planck, proporciona un limite inferior del potencial de difusion real generado por
los iones de la disolucién. Esto ha permitido interpretar las medidas del RP del canal
en términos de una carga neta efectiva actuando sobre los iones. Los resultados
sugieren que en disoluciones de cationes monovalentes el canal tiene una carga fija
negativa que genera una exclusion electrostatica de los aniones de la disoluciéon. En
disoluciones de cationes divalentes, en cambio, no se aprecian apenas procesos de

exclusion electrostatica de aniones, si no es a muy bajas concentraciones de sal.

El efecto de los cationes divalentes es disminuir la influencia electrostatica
de la carga fija del canal de manera que, a concentraciones moderadas de sal, el
transporte de iones a través del canal esta dominado principalmente por un proceso
difusivo. La cuestiéon que surge entonces es la siguiente: squé ha pasado con la carga
fija negativa del canal en presencia de cationes divalentes? Todo parece indicar que
los cationes divalentes tienen la capacidad de neutralizarla o, incluso, de
sobrecompensatrla, con la consiguiente apariciéon de un fenémeno de inversiéon de
carga, pero su origen no tiene una explicacion trivial. En principio, podria tratarse de
interacciones especificas entre los cationes divalentes y la proteina o correlaciones de
contraiones en la superficie del poro. Todo apunta a un fenémeno de binding de
cationes divalentes en la proteina, posibilidad factible a la luz de la resoluciéon de la
estructura cristalografica del canal OmpF en una disoluciéon de MgCl,, que muestra la
presencia de un i6n de Mg*" localizado entre los residuos 4cidos de la zona del
estrechamiento del canal [Yamashita 2008].
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Capitulo 5.- Inversion de la carga de un canal iénico por iones multivalentes

5.1.-Introduccion

El canal OmpF, a pH neutro, pasa de ser selectivo a cationes en sales de
cationes monovalentes a ser selectivo a aniones en disoluciones con cationes
divalentes. Los resultados del capitulo anterior indican que la causa de esa inversion
en la selectividad no es unicamente el efecto de la difusiéon de las sales divalentes
(cuyo potencial de difusion libre es del orden de decenas de milivoltios y favorece el
transporte de aniones frente a cationes). Los experimentos apuntan mas bien a que el
efecto de los cationes divalentes es neutralizar o sobrecompensar la carga del canal
[Alcaraz 2009]. La cuestiébn que surge entonces es si, en presencia de cationes

divalentes, se produce un fenémeno de inversion de carga en el canal.

Un fenémeno de inversiéon de carga ocurre cuando una superficie cargada
atrae contraiones en exceso de su propia carga nominal [Greberg 1998, Levin 2002,
Lyklema 2006, Faraudo 2007]. Estudiado por Troelstra [Lyklema 2006] y Bungenberg
de Jong [Grosberg 2002] hace mas de 50 afios, este fendmeno se ha observado en
vesiculas lipidicas, coloides, monocapas de Langmuir, membranas de nanofiltracion,
polielectrolitos flexibles y otros nanodispositivos sintéticos que estin en contacto con
una disoluciéon acuosa que contiene iones multivalentes [Grosberg 2002, Garcia-
Aleman 2004, Lyklema 2006, Gracheva 2007, Labbez 2007]. No tiene un origen
universalmente aceptado pero existen varias teorfas al respecto que tratan de dar una
explicacion basada en la existencia de una cierta afinidad entre los iones multivalentes
y las superficies cargadas mediante diferentes mecanismos. Tradicionalmente el
fenémeno de inversiéon de carga se ha explicado en términos de interacciones
quimicas especificas (no culéombicas) entre los iones y las superficies cargadas
mediante enlaces de puentes de hidrégeno, enlaces hidrofébicos, formacion de
complejos u otras interacciones relacionadas con la estructura del disolvente
[Lyklema 2006, Faraudo 2007, Lyklema 2009a, Lyklema 2009b]. Estas interacciones
especificas se asocian a caracteristicas del i6n, por lo que iones de la misma valencia
podrian interaccionar de manera diferente [Lyklema 2009b]. Un enfoque alternativo
sostiene que el fenémeno de la inversion de carga se produce mediante un
mecanismo genérico universal basado en correlaciones espaciales entre los
contraiones proximos a la superficie cargada [Shklovskii 1999, Grosberg 2002,
Quesada-Pérez 2003, Faraudo 2007].
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En el caso del canal OmpF, a la luz de los resultados obtenidos en el
capitulo anterior y en base a la presencia de un ién Mg*" en su estructura, una vez se
resuelve ésta en una disolucion 1 M MgCl, [Yamashita 2008], es factible que exista
cierta afinidad entre los iones divalentes y la proteina. La localizacién del i6n Mg®" en
el bucle L3 que forma el estrechamiento del canal puede ser clave para determinar el
origen de esa afinidad. En concreto, determinados residuos de dicho bucle aparecen
en la estructura rodeando al i6n y aparentemente manteniendo su posicion. El
objetivo de este capitulo es estudiar la participacion de esos residuos en el fenémeno
de binding sugerido por los experimentos y aclarar si, como consecuencia de este
fenémeno, es viable que se produzca una inversiéon de la carga neta de la proteina
[Garcia-Giménez 2009Db].

5.2.-Influencia de los residuos D113 y E117 sobre laceiidad del

canal OmpF

En la tabla 5.1 se exponen medidas del RP del canal OmpF en 1/0,1 M de
disoluciones de cationes con diferente valencia. Dichas medidas se comparan con el

potencial de difusién libre de la sal, calculado mediante la ecuacién de Planck

(ecuacioén 1.9).

KCl 254 +0,8 1,0
NaCl 187+ 1,1 122
CaCl, 22,1 0,7 20,1
MgCl, 28,5+ 0,8 22,4
LaCl; 428 +12 21,3

Tabla 5.1. Medidas del RP del canal OmpF a
PH 6 en 1/0,1 M y valor del potencial de
difusion libre.

De la comparacion del RP con el potencial de difusion libre en la tabla 5.1,

se puede suponer que existe una moderada contribucion del potencial de difusién del
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electrolito a la medida del RP en sales de cationes monovalentes. En sales de cationes
divalentes, en cambio, la contribuciéon del potencial de difusion se intuye que debe
ser crucial, determinando casi totalmente la selectividad del canal. En LaCl;, por otra
parte, el RP medido sobrepasa el doble del potencial de difusién libre, lo que indica

una posible inversion de la carga del canal en este caso.

Que la medida del RP del canal OmpF coincida practicamente con el
potencial de difusién libre del electrolito divalente es una evidencia experimental de
la neutralizacion de la carga por los iones divalentes [Alcaraz 2009]. Estos resultados
y la presencia de un i6n Mg®* en la estructura cristalografica del canal [Yamashita
2008] sugieren la existencia de un fenémeno de binding de cationes divalentes en la
proteina. En este sentido, la localizacién concreta en la estructura del i6n Mg®" podria
ser crucial. En la figura 5.1 se muestra la imagen de una seccién del canal extraida del
trabajo original en el que la estructura se resolvia en una disolucion de MgCl,
[Yamashita 2008].

Fig. 5.1. (A) Estructura del canal OmpF resuelta en 1 M MgCla,
mostrando un ién Mg?* entre los residuos D113 y E117 del bucle
L3 (en magenta). (B) Coordinaciéon de los oxigenos de los
residuos D113, E117 y L115 respecto al iébn Mg?*.

Como se aprecia en la figura 5.1, el i6n Mg”" esta ubicado entre los residuos
acidos D113 y E117 del bucle L3, en la zona del estrechamiento del canal. Por su
localizacion, estos residuos acidos en concreto tienen un papel crucial en las
propiedades funcionales del canal OmpF. Asi lo sugieren los resultados de algunas
simulaciones computacionales [Danelon 2003] y numerosos estudios experimentales
al respecto [Nestorovich 2003, Vrouenraets 2006, Yamashita 2008, Lopez 2009]. Para

conocer el papel de estos residuos en el binding de cationes divalentes, se estudian dos
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mutantes del canal OmpF en los que dichos residuos se sustituyen por otros
mediante mutagénesis directa [Vrouenraets 2006]. La sustitucién de cada uno de los
residuos acidos D113 y E117 por una cisteina (C) origina el mutante D113C/E117C
(CC) y el resultado de sustituitlos por una arginina (R) es el mutante D113R/E117R
(RR). En la figura 5.2 se muestra la distribuciéon de las cargas residuales en el
estrechamiento del canal OmpF en su forma nativa (también llamado wild #pe (W'T))

y en cada uno de los mutantes considerados.

1nm

OmpF-WT OmpF-CC OmpF-RR

Fig. 5.2. Seccién lateral del canal OmpF en una membrana
lipidica. La seccién transversal del estrechamiento del canal con
sus residuos correspondientes en el canal nativo y en los mutantes
CC y RR aparecen en la parte inferior. En ella un circulo dibujado
con una linea discontinua sefiala la localizacién aproximada del
i6n Mg?* en la estructura segin la imagen de la figura 5.1.

A pH neutro, la cisteina no tiene carga eléctrica neta. Al haber sustituido
dos residuos acidos (de carga negativa) por dos residuos neutros, el mutante CC tiene
un exceso de dos cargas positivas respecto al canal WT. Por otra parte, las argininas,
que son residuos cargados positivamente, introducen en el mutante RR un exceso de
cuatro cargas positivas respecto al canal WT. Para estudiar la influencia de los
residuos D113 y E117 sobre la selectividad del canal, se realizan medidas del RP de
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los canales WT, CC y RR en 1/0,1 M KCL En la tabla 5.2 se exponen los resultados

obtenidos.

Canal ACarga RP (mV) en KC1
WT 0 254408
cc +2 238+0,8
RR +4 31,9+£ 1,0

Tabla 5.2. Medidas del RP del canal OmpF y diversos

mutantes en 1/0,1 M KCl a pH 6. ACarga es la catga
neta del mutante relativa a la del canal nativo WT.

A la vista de los resultados de la tabla 5.2, el aumento relativo de dos cargas
positivas en la zona estrecha del canal (mutante CC) no supone un cambio
significativo para su selectividad en KCL De hecho, desde un punto de vista
electrostatico, la pequena variaciéon de la selectividad observada puede estar asociada
a una ligera variacién de la carga neta del canal. Para probar esta hipotesis se realizan
medidas del RP del canal nativo WT y del mutante CC en funcién del pH en KCL
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Fig. 5.3. Medidas del RP de los canales WT y CC en funcién del
pH en 1/0,1 M KCL
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La figura 5.3 muestra evidencias de una ligera diferencia de carga en ambos
canales. De acuerdo con el hecho de que el mutante CC tiene una magnitud de carga
negativa menor que la del canal WT, el mutante manifiesta una selectividad a aniones
mas intensa que la del canal nativo en el rango de PH 4cido. Por las mismas razones,
a pH neutro y basico, la selectividad a cationes del mutante CC es menos intensa que
la del canal WT.

El hecho de haber eliminado dos cargas negativas en el estrechamiento del
canal parece ser irrelevante respecto a la naturaleza de su selectividad. Las medidas
del RP del mutante son compatibles, en términos electrostaticos, con una reduccion
de la magnitud de la carga fija neta negativa del poro. En contrapartida, cuando el
estrechamiento del canal tiene cuatro cargas positivas en exceso (mutante RR), la
selectividad experimenta un cambio brusco. El canal pasa de ser selectivo a cationes
(canal WT) a ser selectivo a aniones (mutante RR). Suponiendo que en KCI la
selectividad del mutante RR estd controlada principalmente por interacciones
electrostaticas (del mismo modo que ocurre con WT), la selectividad anidnica

observada proviene de una carga neta positiva del canal.

5.3.-Influencia de los residuos D113 y E117 sobreimding de

cationes divalentes

Para estudiar el papel de los residuos D113 y E117 en el binding de cationes

divalentes, se realizan las medidas que se muestran en la tabla 5.3.

Canal ACarga RP (mV) en CaCl;
wWT 0 22,1407
cC +2 30,1 + 1,1
RR +4 354417

Tabla 5.3. Medidas del RP del canal OmpF vy

diversos mutantes en 1/0,1 M CaCly a pH 6. ACatga
es la carga neta del mutante relativa a la del canal
nativo WT.

Los datos de la tabla 5.3 revelan que el mutante CC invierte su selectividad

en presencia de cationes Ca’". De hecho, en CaCl, dicho mutante manifiesta una
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selectividad a aniones considerablemente mayor que la del canal WT, superando con
creces el potencial de difusion libre del electrolito (de aproximadamente 20 mV),
haciendo evidente también la presencia de un fenémeno de binding de cationes
divalentes. La carga de los residuos D113 y E117, por lo tanto, no es tampoco
relevante para que el binding de cationes divalentes tenga lugar. Esto descarta la
posibilidad de atribuir una naturaleza puramente culémbica a este fenémeno y da

lugar a especular sobre si su origen es estructural.

En la figura 5.4 se amplia el estudio de la selectividad de los dos canales a

un rango mayor de gradientes de concentracion.

50
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Fig. 5.4. Medidas del RP de los canales WT'y CC en CaCl, a pH 6
en funcién del gradiente de concentracion.

La estimacion tedrica del potencial de difusion libre, de acuerdo con la
expresion de Planck, se incluye en la figura 5.4 para evaluar la contribucién del
potencial de difusién a las medidas del RP. En el caso del canal nativo, aunque las
medidas superan ligeramente la estimacion tedrica no es posible asegurar que tenga
lugar una inversiéon de la carga del canal, pues no se conoce en qué medida el valor
real de los coeficientes de difusién de los iones de la sal al atravesar el canal difieren
de los tabulados para disolucién libre [Alcaraz 2009, Lopez 2009]. En cambio, el
incremento de la selectividad aniénica del mutante CC respecto a la del canal WT y

su alejado valor del potencial de difusiéon libre es un indicio de que existe una
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exclusion electrostatica de cationes que contribuye a la selectividad del canal. La
selectividad anidnica del canal en este caso puede asociarse a la influencia
electrostatica de una carga neta positiva sobre los iones de la disolucién. En este

mutante es factible considerar, por lo tanto, un fenémeno de inversién de carga.

A diferencia de WT y CC, el mutante RR es selectivo a aniones tanto en

KCI como en CaCl,. Se resumen los resultados para este mutante en la tabla 5.4.

Canal RP (mV) en KC1 = RP (mV) en CaCl;

RR 31,9+ 1,0 354+ 17

Tabla 5.4. Medidas del RP del mutante RR en 1/0,1 M
KCly CaCly a pH 6.

La ligera diferencia entre el valor del RP del mutante RR medido en KCl y
en CaCl, hace suponer que en divalentes no unicamente los efectos difusionales de
los iones contribuyen a la selectividad del canal (uno esperarfa una selectividad
ani6énica mayor que la que manifiesta el canal en CaCl,, del orden de los 20 mV
correspondientes al potencial de difusion de la sal divalente). Sin embargo, hay que
percatarse que la concentracién de cloruro en la disolucién divalente es el doble que
la que hay en la disolucién monovalente. Este exceso de concentracién idnica podria
apantallar la carga del canal, reduciendo la selectividad respecto de la que se esperaria

a la mitad de concentracion.

5.4.-Efecto debinding de cationes divalentes sobre la selectividad

La figura 5.5 muestra medidas del RP en funcién de la concentracion
manteniendo un gradiente de concentraciéon constante de CaCl,. De esta forma, se
mantiene constante también la contribucién difusional a la medida del RP, lo que
permite analizar Gnicamente el efecto de la concentraciéon de sal sobre los procesos

de exclusidn idnica del canal.
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Fig. 5.5. Medidas del RP de los canales WT, CC y RR en CaCl, en
funcion de la concentracion absoluta en el lado cis, manteniendo
un gradiente de concentracién Cgo/Crans = 10. El potencial de
difusiéon libre calculado con la ecuaciéon de Planck se incluye
mediante la linea horizontal.

En el caso del canal WT, tal y como se comentaba en el capitulo anterior, la
tendencia del RP con la concentraciéon absoluta es un indicio de que existe un
proceso de neutralizacion de la carga del canal. A bajas concentraciones el RP es
menor que el potencial de difusion, lo cual significa que en esas condiciones el canal
retiene parte de su carga fija negativa. Aumentar la concentracién de sal produce un
aumento en el RP, lo que sugiere que la interaccién de cationes divalentes con la
proteina tiene el efecto de compensar gradualmente la carga del canal. Se observa
también un ligero incremento del RP sobre el potencial de difusién libre, pero no se
puede asegurar si este incremento representa una sobrecompensacion de la carga del
canal o es que la difusion real difiere de la calculada en disolucién libre. En definitiva,
los datos disponibles para el canal WT son consistentes con un canal casi neutro
donde la exclusion electrostatica es una fuente secundaria de selectividad y los efectos
difusionales predominan cuantitativa y cualitativamente. En el mutante RR la
dependencia de la selectividad con la concentracién del canal es compatible con un
fenémeno de apantallamiento de la carga del canal, considerando que éste tiene una
carga neta positiva. A medida que aumenta la concentraciéon de sal, el canal va

perdiendo selectividad (en este caso anidnica), como si su carga fuera apantallandose
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gradualmente. En este caso, no se puede decir nada respecto a un posible binding de

cationes en el canal.

En el caso del mutante CC se aprecia un comportamiento diferente a los
otros dos casos. A baja concentracion la tendencia del RP con la concentraciéon es
cualitativamente la misma que en el canal WT pero con una diferencia cuantitativa
crucial: a bajas concentraciones las medidas del RP coinciden practicamente con las
del potencial de difusion libre calculadas para el CaCl,. Las medidas del RP alcanzan
un maximo (hasta un factor 2 por encima del potencial de difusién libre) a un
gradiente de concentracién 0,5/0,05 M vy, a partit de entonces disminuyen al
aumentar la concentraciéon. Esta dependencia sigue un patrén que recuerda a la
tendencia cualitativa de las medidas del RP del mutante RR. Este comportamiento
bimodal sugiere que puede haber dos efectos principales contribuyendo a la
selectividad total del mutante CC en direcciones opuestas. Por una parte, a bajas
concentraciones de sal el mutante es practicamente neutro. Los cationes divalentes en
ese caso no experimentan exclusion electrostatica alguna y pueden entrar facilmente
en el canal e interactuar con las cargas superficiales. El incremento de la selectividad
con la concentracién sugiere que el binding de cationes se impone como fuente
principal de la exclusion i6nica. Como consecuencia, se produce una acumulacion de
los cationes sobre la superficie interna del canal proporcionandole a este una carga
neta positiva. Debido a la acumulaciéon de carga positiva, a medida que aumenta la
concentraciéon de iones en disolucidn, el mutante excluye electrostiticamente a los
cationes divalentes cada vez con mas intensidad, favoreciendo el paso de los aniones
y reflejando una selectividad mayor. Cuando los efectos de exclusién producidos por
el exceso de carga positiva impiden la entrada de nuevos cationes divalentes al canal,
deja de tener lugar el binding de cationes divalentes y al aumentar la concentracién de
sal el mutante va disminuyendo su selectividad, de acuerdo con un proceso de

apantallamiento electrostatico de la nueva carga del canal.

5.5.-Ampliacion del estudio a otras sales multivalentes

Los resultados anteriores realizados para CaCl, evidencian la presencia de
un fenémeno de binding de cationes Ca®" en el canal OmpF y en el mutante CC. La
estructura cristalografica que muestra un i6n divalente en el interior del canal, en

cambio, esta resuelta para la sal divalente MgCl,. Con el objetivo de generalizar el
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fenémeno de binding a los iones multivalentes, se realizan medidas de RP para WT y
CC en diversas sales divalentes (BaCl,, CaCl,, NiCl,, MgCl,) y en una sal trivalente
(LaCly). En la tabla 5.5 se resumen los resultados obtenidos.

Sal1/0,lM  AVdif(mV) RP (mV)de WI'  RP (mV)de CC

BaCl, 19,0 22,003 297419
CaCl, 20,1 245407 32,9 £ 1,1
NiCl, 237 284405 429410
MgCl, 224 28,5+ 0,8 440 £29
LaCls 213 428+1.2 487 %05

Tabla 5.5. Medidas del RP de los canales WT y CC a pH 6 en 1/0,1 M de
diversas sales multivalentes.

Los datos de la tabla 5.5 muestran que el potencial de difusién libre de todas
las sales divalentes estudiadas es aproximadamente un 80 % de la medida del RP del
canal WT y entre un 50 y un 60 % de la medida del RP del mutante CC. Por otra
parte, la inversion de la carga en ambos canales parece evidente en el caso en que
éstos se rodean de una disolucién de LaCly, puesto que el RP medido en ambos casos
supera en dos veces el valor del potencial de difusién libre de la sal. El fenémeno de
binding de cationes se manifiesta en presencia de las diferentes sales multivalentes
estudiadas. La valencia del catién de la sal, ademas, parece que intensifica el efecto
del fenémeno.

En funcién de la concentracion, el binding determina la cantidad de carga
efectiva del canal. Al aumentar la concentracion, la acumulacién de cationes sobre la
superficie es mayor y la exclusion electrostatica del canal se hace mas intensa. Por esa
razoén, la dependencia de la selectividad con la concentraciéon absoluta de la sal es
opuesta a la que sigue un proceso de apantallamiento electrostatico (figura 5.5).
Puesto que el binding se produce en todas las sales multivalentes estudiadas, es de
esperar una dependencia similar del RP de los canales WT y CC con la concentracion
absoluta a la de la figura 5.5. Para probar esto, se realizan medidas del RP de ambos
caneles en funcién de la concentracién absoluta de MgCl,. Los datos se representan

en la figura 5.1.
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Fig. 5.6. Medidas del RP de los canales WT y CC en MgClz en

funcion de la concentracion absoluta en el lado s, manteniendo
un gradiente de concentracion Cge/Cirans = 10.

A la vista de los datos de la tabla 5.5 y de la figura 5.6 es evidente que el
binding de cationes divalentes en el canal es un fenémeno general de los cationes
multivalentes. La valencia del catién, ademas, parece ser crucial en la intensidad del
fenéomeno. Mientras que el efecto de los cationes monovalentes en el canal responde
a un proceso de apantallamiento electrostatico [Alcaraz 2004], los cationes trivalentes

parece que son capaces incluso de invertir la carga del sistema.

5.6.-Aplicacion de las teorias de inversion de carga

En una superficie cargada descrita por un modelo de doble capa eléctrica, la
inversion de carga puede introducirse desde una perspectiva quimica y una
perspectiva fisica [Lyklema 2006]. Ambos enfoques explican el fenémeno en funciéon
de la naturaleza discreta de las cargas de la superficie y las correlaciones

electrostaticas entre particulas cargadas [Grosberg 2002].

El enfoque quimico del fenémeno considera la posibilidad de que ciertas
regiones de la superficie presenten una cierta afinidad quimica distinta para cada
especie i6nica, apareciendo correlaciones transversales entre los iones y las cargas de
la superficie [Lyklema 2006, Lyklema 2009a, Lyklema 2009b]. Cada tipo de i6n que se
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enlaza a los grupos de la superficie posee una constante de afinidad que depende de
propiedades de los iones tales como el tamafio, la estructura, la lipofilidad y la
valencia. Asumiendo una constante de afinidad K con la supetficie para un i6n de
valencia 7, la densidad de carga superficial en la capa de Stern (incluyendo los

contraiones enlazados en ella), g, viene dada por la ecuacion 5.1.

o _1-zKc
—_— = (5.1

g, 1+Kc

donde C es la concentraciéon de la especie i6nica y O, es la densidad de carga

superficial original.

La ecuacién 5.1 se puede introducir en el modelo de doble capa eléctrica
como una condicién de contorno de la ecuacion de Poisson-Boltzmann. La solucion
de esta ecuacién en ese caso incluye la constante de afinidad K como parametro libre.
Para que el fendmeno de la inversion de carga tenga lugar es necesatio que 0/ g, < 0,
es decir que, segun la ecuacion 5.1, la concentraciéon ha de ser mayor que la inversa
de la constante de afinidad (C > 1/K) [Travesset 2006, Faraudo 2007]. Ademas, si
unicamente intervienen interacciones culémbicas, la afinidad quimica de los iones
con la superficie se puede también interpretar en términos electrostaticos a partir de
la teoria de pares Bjerrum generalizada para electrolitos [Ebeling 1968, Travesset
2006]. En ese contexto, la constante de afinidad depende esencialmente de la
densidad de carga superficial y de algunas caracteristicas estructurales, de acuerdo con
la ecuacion 5.2.

1z.z |l

K =4n(|zz|l,) G (5.2)

fo

donde G(X) = LX z*e’dz, r, es la suma de los radios de los iones enlazados y las

cargas supetficiales, lg es la longitud de Bjerrum, cuyo valor en agua es 0,71 nm
[Safran 1994], y los subindices + y — hacen referencia a los cationes y aniones

respectivamente.

Para que el binding ocurra, este modelo requiere que las cargas opuestas
estén lo suficientemente cerca para ser atraidas mas fuertemente que las fluctuaciones

de desorden térmico. Es decir, la distancia entre los iones y las cargas de la interfase
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no debe superar una cierta cantidad dada por |Z+Z|lg/2 = lg. Segin esta teotia, en el
caso concreto del canal OmpF, teniendo en cuenta que el diametro del
estrechamiento del canal es del orden de la longitud de Bjerrum, la distancia entre los
contraiones y la superficie es lo suficientemente pequefa para que tenga lugar el

binding de cationes divalentes y la correspondiente inversion de carga.

La perspectiva fisica del fenémeno de inversiéon de carga sostiene que hay
un mecanismo electrostatico universal detras del fenémeno [Besteman 2004]. Los
fundamentos tedricos de este mecanismo se basan en la existencia de correlaciones
espaciales laterales entre los contraiones multivalentes proximos a la superficie. En la
figura 5.7 se representan éstas y las anteriormente consideradas indicando el sentido

de las interacciones en cada caso.

Transverse Correlations
(Bjerrum)

Lateral Correlations (Madelung)

Fig. 5.7. Correlaciones  transversales y laterales
consideradas en distintas teotfas de inversién de
carga [Travesset 2000].

Las correlaciones laterales se incluyen en la teorfa de la doble capa eléctrica
eliminando la hipétesis de campo medio introducida por la ecuaciéon de Poisson-
Boltzmann y considerando el tamafo finito de los iones [Nguyen 2000, Grosberg
2002, Quesada-Pérez 2003, Faraudo 2007]. Estas correlaciones aparecen en la capa
de Stern del modelo y su existencia se predice en funcién de la constante de

acoplamiento de Coulomb, I', que se define por la ecuacion 5.4.

202 2
-_Z2¢ :Z_IB (5.4)
eRK,T R

donde R es la separacion lateral tipica de la capa de Stern y viene dada por la

ecuacion 5.5.

R= [— (5.5)
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La constante de acoplamiento depende basicamente de la densidad de carga
de la supetficie y de la valencia de los contraiones. Si ' ~ 1, el acoplamiento de los

iones con la superficie es débil. Valores de [ >> 1 indican un acoplamiento fuerte.

En el caso del canal OmpF, el modelo de las correlaciones laterales no
precisa mas informaciéon que la densidad de carga de la superficie y la permitividad
eléctrica del agua. Considerando un promedio de la densidad de carga superficial en
el canal OmpF de 1 ¢/nm’ y una permitividad eléctrica del agua en disolucién libre
de 78 [Im 2002a, Alcaraz 2004, Aguilella-Arzo 2007], la constante de acoplamiento
[" que se obtiene para los cationes divalentes es de aproximadamente 4. Si ademas se
tiene en cuenta que las propiedades dieléctricas del agua dentro del canal OmpF
pueden diferir mucho de las de disolucion libre y que, por lo tanto, la permitividad
eléctrica efectiva & dentro podria tener un valor de 30 [Aguilella-Arzo 2009], la
constante de acoplamiento [ que se obtiene es de aproximadamente 10. En cualquier
caso estos valores indican que los cationes divalentes podrian formar un liquido
fuertemente correlacionado proporcionando la energfa libre favorable para provocar

inversioén de carga.

Las teorias descritas aqui tratan de explicar cualitativamente el fenémeno de
la inversién de la carga en cualquier sistema a partit de modelos relativamente
simples como planos infinitos uniformemente cargados para las interfases, esferas
representando a los iones o un medio dieléctrico continuo para el solvente [Greberg
1998]. En este marco, la densidad de carga superficial del sistema es el parametro
fundamental para predecir si en éste el fendomeno de la inversion de carga puede
tener lugar. En ese sentido, las predicciones realizadas con estos modelos para el
canal nativo OmpF, pueden extenderse a los mutantes CC y RR, puesto que la
diferencia en la densidad de carga superficial en todos ellos es minima. Por lo tanto,
segun los modelos considerados de la inversién de carga, los tres canales deberfan
manifestar este fenémeno. Sin embargo, los experimentos indican que la pequefia
variacion de la carga del canal influye considerablemente en la intensidad del
fenémeno del binding. Ademas, la evidencia experimental va mas alld, pues la
eliminacién de dos cargas negativas en el canal OmpF (mutante CC) no manifiesta
una atenuacion del fenémeno del binding sino todo lo contrario. En el mutante CC el
binding parece ser mas intenso, pues se aprecia con mayor claridad que tiene lugar la

inversion de la carga neta efectiva del canal.
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5.7.-Discusion y conclusiones

Existen evidencias experimentales de que se produce una compensacion
gradual de la carga fija del canal OmpF en una concentracion moderada de
disolucion divalente, sugiriendo la existencia de un fenémeno de binding de cationes
divalentes [Alcaraz 2009]. El paralelismo encontrado entre las medidas del RP y los
valores calculados del potencial de difusiéon libre induce dos interpretaciones
distintas. Una de ellas es que el canal OmpF, en presencia de cationes divalentes, se
neutraliza y el transporte de iones a través de ¢l es compatible con un proceso
puramente difusivo. La otra interpretacién es que los cationes divalentes
sobrecompensan la carga del canal llegando a invertir su signo. Puesto que no se
conoce en qué medida pueden variar los coeficientes de difusiéon de los iones dentro
del canal y, por lo tanto también el potencial de difusiéon del electrolito al cruzarlo
[Lopez 2009], no es posible saber si las diferencias encontradas entre el RP y el
potencial de difusion libre es un efecto de la difusién de la sal o es un efecto del
binding. Para ser capaces de observar inversion de carga sin ninguna ambigiiedad ha

sido necesario realizar experimentos con mutantes.

Los mutantes fueron escogidos en funcién de la localizaciéon concreta de un
ion Mg® en la estructura cristalografica del canal, resuelta en MgCl, [Yamashita
2008]. El ibn Mg®" aparece situado entre los residuos 4cidos D113 y E117 del bucle
L3, en la zona del estrechamiento del canal. Se eligieron, por lo tanto, mutantes en
los que dichos residuos se sustituyen por otros mediante mutagénesis directa: el
mutante CC, que implica la sustituciéon de los residuos acidos considerados por
cisteinas, y el mutante RR, en el que los residuos acidos se sustituyen por argininas.
Los mutantes WT y CC no manifiestan una selectividad muy distinta uno del otro ni
en disoluciones monovalentes ni en disoluciones divalentes. Eso pone de manifiesto
que la neutralizaciéon de las cargas negativas presentes en el estrechamiento del canal
no tiene un efecto critico en cuanto a su selectividad ni al efecto del binding de
cationes divalentes (lo que descarta un origen electrostatico del fenémeno). Todo
apunta, mas bien, a una reduccién de la intensidad de los procesos de exclusion
electrostatica provocada por la reduccion de la magnitud de la carga neta negativa del
canal. Unicamente cuando todos los residuos del estrechamiento son positivos el

canal manifiesta una fuerte exclusion a los cationes y una consecuente selectividad
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por los aniones, que puede estar provocada por una carga neta efectiva positiva del

canal.

Los experimentos con mutantes indican que para observar sin ambigtiedad
inversién de carga, ha sido necesario disminuir la carga negativa del canal. El efecto
de los cationes divalentes sobre la exclusiéon idnica del mutante CC cuando la
inversion de carga ha tenido lugar (de negativa a positiva) es aumentar su intensidad
hasta que, por si misma, ésta impide la entrada de nuevos cationes divalentes al canal
y el binding deja de tener efecto. A partir de entonces el mutante manifiesta un

apantallamiento electrostatico de la carga efectiva del canal [Garcia-Giménez 2009b].

Para los actuales modelos de inversion de carga, las correlaciones entre
iones son la base fundamental del binding de iones multivalentes en una superficie
cargada. El parametro esencial para interpretar estas correlaciones en términos
electrostaticos es la densidad de carga superficial del sistema [Grosberg 2002,
Lyklema 2006]. La estructura de la superficie cargada es secundaria, por lo que las
caracterfsticas cualitativas basicas de muchos sistemas de interfase pueden ser
interpretadas a partir de modelos idealizados como planos cargados uniformemente,
esferas y cilindros, iones como esferas rigidas cargadas o considerando que el
solvente es un continuo dieléctrico [Greberg 1998, Grosberg 2002]. Asimismo, la
simplicidad del modelo no permite realizar una comparacidon cuantitativa con
experimentos particulares [Besteman 2004]. Ademas, la imagen simplificada de una
superficie negativa cargada homogéneamente facilmente accesible para cationes
divalentes es de dudosa aplicaciéon en una estructura compleja como la de un canal
i6nico. En el caso concreto del canal OmpF, las cargas positivas y negativas estan
dispuestas de manera heterogénea a lo largo de la superficie interna del poro
proporcionando en total una carga neta positiva, opuesta a la que se requiere para
que tenga lugar un fenémeno de binding de cationes divalentes. Unicamente si se
tienen en cuenta también los residuos enterrados en el entorno proteico se puede
explicar la selectividad del canal por los cationes monovalentes [Aguilella-Arzo 2007].
Pero estas cargas enterradas en el entorno proteico, de baja permitividad eléctrica,
son inaccesibles a los cationes multivalentes. En un escenario asi, no es facil definir la
densidad de carga superficial exigida en los modelos de inversiéon de carga para
determinar si existe la posibilidad de que el fenémeno tenga lugar. Ademas, el nivel
de detalle necesario para racionalizar las observaciones experimentales del canal

OmpF y sus mutantes dificulta una interpretaciéon basada dnicamente en la densidad
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de carga superficial. Es por ello quizas que los modelos actuales no son capaces de
predecir correctamente si, a priori, un canal i6nico puede experimentar inversion de
carga o no. De hecho, los experimentos sugieren que el origen del binding en el canal
OmpF debe incluir factores estructurales, como, por ejemplo, la coordinacion

especifica de los cationes divalentes con algunos grupos funcionales de la proteina.
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Conclusiones

Las conclusiones de esta memoria son el producto de dos tipos de
experimentos que muestran dos aspectos diferentes del transporte i6nico a través del
canal OmpF. Los experimentos en KClI variando el pH sugieren que el canal regula el
transporte de iones principalmente mediante las interacciones electrostaticas de éstos
con sus cargas fijas. En ese escenario, modificar la carga de ambos lados del canal de
manera independiente es posible cambiando el pH de las disoluciones adyacentes. La
aplicacién de un modelo continuo electrostatico es factible en este caso y resulta util
para interpretar los datos experimentales obtenidos. Bajo un gradiente de pH, el canal
adquiere una distribucién asimétrica de su carga eléctrica que origina una rectificacion

de la corriente y, en casos concretos de bipolaridad, una selectividad direccional.

Los experimentos en disoluciones multivalentes revelan una imagen distinta
del canal. Por una parte, estos experimentos destacan el hecho de que la difusion
i6nica puede tener un papel muy importante sobre la selectividad del canal en
condiciones diferentes de las fisiolégicas. Por otra parte, las interacciones
electrostaticas que eran dominantes en condiciones fisiolégicas no son significativas.
Esto sugiere que, en este caso, deben existir interacciones no culémbicas entre los
cationes multivalentes y los grupos funcionales de la proteina. En esta memoria se ha
hecho alusién a estas interacciones empleando el término binding site, pero éste es
todavia un concepto abstracto, puesto que no se conoce con precision cual es la

causa que lo produce [Grosberg 2002].

En realidad los dos aspectos del canal son las caras de una misma moneda.
A lo largo de la memoria se ha podido comprobar que el fenémeno binding es mas
intenso cuanto mayor es la valencia de los contraiones de la disolucién [Garcia-
Giménez 2009b]. Por lo tanto, incluso en disoluciones de KCI, el canal no estd
exento de presentar binding sites de cationes aunque su efecto no se aprecie de forma
significativa. De hecho, simulaciones de dinamica molecular usando la estructura del
canal OmpF [Im 2002b] y experimentos realizados a altas concentraciones de sales
de iones monovalentes [Lopez 2009] sugieren que un fendémeno de binding de

cationes monovalentes puede tener lugar en el canal.

A causa del fenémeno de binding, el efecto de los iones multivalentes va mas
alla del apantallamiento electrostatico de la carga fija del canal. Los iones de la
disolucién parecen compensarla progresivamente posibilitando incluso que ésta

llegue a invertir su signo [Alcaraz 2009]. Este fenémeno es ampliamente conocido en
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el ambito de las interfases de superficies planas, donde es posible interpretarlo en
funcién unicamente de la carga superficial, suponiendo la existencia de correlaciones
transversales o laterales entre contraiones [Lyklema 2006]. Sin embargo, la
interpretacion del fenémeno en un canal idnico no es trivial [Garcia-Giménez
2009b]. El poro se compone, no sélo de los residuos ionizables accesibles
directamente a la disolucién, sino también de una gran cantidad de residuos
enterrados que contribuyen de igual modo a sus propiedades de transporte [Aguilella-
Arzo 2007]. Ademas, los experimentos con mutantes sugieren que el fenémeno
puede también tener un origen estructural. En ese contexto, la interpretacion de la
inversion de la carga en un canal idnico no se reduce sélo al conocimiento de la
carga eléctrica superficial [Garcia-Giménez 2009b]. Es necesario estudiar la influencia

de otros factores para descubrir el origen del fenémeno.

El estudio de la regulacién electrostatica del canal OmpF abre un amplio
abanico de posibles aplicaciones. El funcionamiento de los canales i6nicos como
nanodispositivos electrénicos sugiere aplicaciones tecnoldgicas a nivel microscépico,
bien integrando sistemas bioldgicos en sistemas electronicos, bien optimizando los
sistemas artificiales imitando los biolégicos [Fulinski 2004, Schiedt 2005]. En
concreto, la rectificacién de la corriente del canal OmpF bajo un gradiente de pH lo
hace funcionar como un diodo, en el cual se puede modular el grado de rectificacion
y el balance de carga de ambos lados [Alcaraz 2006]. Un sistema biolégico con esas
caracteristicas es especialmente interesante en el campo de la biotecnologia y la
informatica donde se valoran cada vez mas los sistemas de almacenamiento de datos
de alta densidad y aquellos dispositivos nanométricos que son capaces de mejorar la

velocidad de la eléctrica.

Pero quizas lo mas importante de conocer el funcionamiento de los canales
i6nicos es la gran relevancia biolégica que ello supone. En este trabajo en particular,
reproducir las condiciones del entorno habitual de la bacteria en la naturaleza permite
conocer algo mas sobre la configuracion estructural del poro y su funcién dentro de
la célula. La selectividad direccional observada en el canal OmpF bajo un gradiente
de pH, por ejemplo, sugiere que existe una funcién reguladora de la concentracion
i6nica dependiente del pH extracelular. Una pequefia vatiacion de éste determina la
selectividad i6nica del canal OmpF (a cationes o a aniones) [Garcia-Giménez 2009b].
La presencia en la proteina de binding sites de cationes multivalentes, por otro lado,

también da lugar a especular sobre la funciéon del canal OmpF en la célula. En

114



Conclusiones

presencia de cationes divalentes el canal pasa de ser selectivo a cationes a ser
selectivo a aniones y va desapareciendo el efecto electrostatico de la carga fija del
canal. Sin embargo, las consecuencias del comportamiento del canal en las diferentes
condiciones aqui estudiadas no son evidentes, puesto que éste no es el unico medio
de transporte de materia en la célula. Harfa falta estudiar la funcién cooperativa de
todos los elementos de la membrana externa de la bacteria Escherichia coli para

poder sacar conclusiones al respecto.
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Apéndicel.- Contribucién del potencial de unioén liquida a las medidas de selectividad

En una interfase, las diferentes movilidades de los cationes y aniones que
forman una sal originan que ambos se difundan a diferente velocidad. Esto produce
una separacion de carga local y, como consecuencia, aparece en la interfase una
diferencia de potencial. Esta diferencia de potencial se conoce como potencial de
union liquida o LJP (por el acrénimo de su nombre en inglés Liquid Junction
Potencial) [Bockris 1970].

En la técnica de reconstituciéon de canales i6nicos es necesario el uso de
electrodos reversibles de Ag/AgCl cubiertos de un puente salino para realizar
medidas de conductancia y RP. Al poner los electrodos en contacto con las
disoluciones adyacentes al canal, surgen una serie de interfases en el sistema que es
necesario considerar [Barry 1970, Barry 1991, Neher 1992a, Barry 1994]. La figura

Al.1 muestra un esquema ilustrativo de tales interfases.

Ag/AgCl Puente Disoll_Jcién ® Disolucion Puente Ag/AgCl
cis salino cis trans salino trans

cis trans

Figura A1.1. Interfases liquidas presentes durante la realizacién de medidas de
cotriente y voltaje a través de un canal i6nico al usar electrodos de Ag/AgCl
con un puente salino.

Las primeras interfases que aparecen en el sistema se originan entre cada
uno de los electrodos de Ag/AgCl y los puentes salinos que los cubren. En estas
interfases se genera una diferencia de potencial causada por las distintas actividades
del cloruro en la superficie de los electrodos y el puente. La contribuciéon de esta
diferencia de potencial a una medida experimental es nula, puesto que, al ser los dos
puentes idénticos, el potencial generado en la interfase de uno de los electrodos se

compensa con el generado en la del otro.

Las otras interfases del sistema se originan entre cada uno de los puentes de
los electrodos y las disoluciones adyacentes al canal. En estas interfases aparecen
también unas diferencias de potencial que contribuyen a la medida experimental del

potencial de corriente cero, Ve, tal y como muestra la ecuaciéon Al.1.
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Ve = (VP _Vcis) + (Vcis _Vtrans) + (Vtrans _VR,ans) (Al 1)

exp cis

donde Vpgis-Veis ¥ Virans-Vptrans son los LJP generados en las interfases de los puentes
salinos con las disoluciones en cis y en trans, respectivamente, v Vcis-Virans es el

potencial que se genera entre los lados del canal (el RP del canal).

La medida experimental del potencial tiene, por lo tanto, dos
contribuciones: el RP y la suma de los LJP generados en ambos lados del canal, V.
El valor del RP del canal es entonces el resultado de sustraer el LJP a la medida

experimental, tal y como expresa la ecuacion Al.2.

RP=V,, -V, (A1.2)

En las medidas de conductancia, las disoluciones ¢s y #rans son iguales. En
ese caso, los LJP que aparecen en las interfases electrodo-disoluciéon de ambos lados
son idénticos y de sigho opuesto, de manera que los LJP en ambos lados se cancelan
entre si y la contribucion a la medida experimental es nula, Vi3 = 0. Las medidas de
RP, en cambio, implican condiciones asimétricas entre los lados del canal. En este

caso, el LJP total no es nulo y conviene tenerlo en cuenta.

Experimentalmente, el valor del LJP generado en el sistema es dificil de
determinar. Sin embargo, puede calcularse tedricamente mediante la ecuacion de
Henderson [Henderson 1907], que viene dada por la expresion Al.3.

rr 22D (6i-cs) (22D,

F 27D (s, o) | S 70ss

V, -V, = (A1.3)

donde los subindices | y D hacen referencia a los lados izquierdo y derecho de la

interfase, respectivamente, y Dj son los coeficientes de difusiéon de los iones.

La ecuacién de Henderson parte de la expresion del flujo iénico de Nernst-
Planck. Proporciona el potencial de difusién que aparece en una interfase cuando hay

un gradiente de concentracion.

Para calcular el valor del LJP mediante la ecuacion de Henderson es

necesario introducir los valores de los coeficientes de difusion de los iones. Estos
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valores estan determinados por la concentraciéon de sal en la disolucién. No obstante,
como su determinacion en funcidén de la concentracion no es una tarea facil, se
suelen usar los coeficientes de difusién en disoluciéon libre. En la tabla Al.1 se
presentan los valores de los coeficientes de difusion libre para algunos iones medidos

en experimentos de electrocinética [Robinson 1957].

D (x10-5 cm?/s)

Cationes monovalentes

Lit 1,03
Nat 1,33
K+ 1,96
Cs* 2,06
Rb* 2,07

Cationes divalentes

Cationes trivalentes
La3*
Aniones

Cl

Mg2+ 0,71
Ca2* 0,79
Niz+ 0,67
Ba2* 0,85

0,01

2,03

>

Tabla Al.1. Coeficientes de difusion en

disolucién  libre de iones

[Robinson 1957].

algunos

El LJP depende basicamente de la concentracion de las disoluciones y de la
movilidad y la valencia de los iones. Esto se puede apreciar claramente en la figura
Al.2, en la que se calculan las contribuciones del IJP a una medida de corriente cero
en funcién del gradiente de concentracion y del tipo de electrolito, considerando un

puente salino 2 M KCl en los electrodos.
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0 CsCl
27 KCl
/.
— ] NacCl
> '6
E
3 81 LiCl
>
-10 A
212 A CaCl,
-14 A
0 5 10 15 20 25 30 35
Cr:is/Ctrans

Figura A1.2 Valor del potencial de unién liquida total que se
genera entre un puente salino 2 M KCI de unos electrodos en
contacto con distintas disoluciones.

El LJP es un potencial de difusién que depende del logaritmo del cociente
de concentraciones y por lo tanto su valor es mayor cuanto mayor es el gradiente de
concentracion en la interfase. En disoluciones como el KCl, CsCl y RbCl, en las que
la diferencia entre la movilidad del catién y del anién es insignificante, la contribucion
maxima del LJP a la medida es muy pequefia (~ 1 mV) independientemente de los
gradientes de concentraciéon empleados (ver figura Al.2). Respecto de los valores
tipicos del RP en canales i6nicos (del orden de las decenas de miliVoltios), la
contribucién de los LJP en estas disoluciones puede considerarse despreciable. A
medida que la relativa movilidad de los cationes del electrolito respecto de los
aniones se hace mayor, el valor del LJP es también mayor (NaCl, LiCl, CaCl, y
MgCl,). La contribucién del LJP a la medida experimental en estos casos es
considerable. La figura A1.3 da una idea de la contribuciéon del LJP a una medida
experimental real del RP del canal OmpF en diversas sales en 0,1/2 M.
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40

25,3240

20 +

-20 1

23,519,1

-19,6-30,1 -26,8

- Medida experimenta

|:| Medida corregida

Fig. A1.3. Comparacién del valor de la medida experimental del
potencial y del valor corregido con el LJP que se genera entre el
puente salino 2 M KCl de unos electrodos en contacto con 0,1/2
M de KCI, NaCl, CaCl, y MgCl. El porcentaje que aparece sobre
la medida cotregida viene dado por 100(Ve-Ve)/Ve, donde Ve es el

potencial experimental medido y V¢ el potencial una vez

corregido.

La figura A1.3 muestra una contribucién del LJP de apenas un 5% del valor
de la medida en disoluciones de KCI, de un 19% en NaCl y de un 54% y el 43% en

CaCl, y MgCl,, respectivamente.

El LJP total generado en las interfases electrodos-disoluciéon depende, no

solo de las concentraciones de las disoluciones, sino también de la concentracién de

los puentes salinos. A modo de ejemplo, en la figura Al.4 se exponen los LJP

calculados en distintas sales considerando puentes salinos de los electrodos mas

diluidos, de 0,01 M KCl.

123



Regulacion electrostatica del transporte i6nico en el poro bacterial OmpEF

30 27,97

25,16

25 1 22,99

20 1

15 14,78

V; (mV)

10 1

1,35
0 .
KCl NaCl  Licl  CaCl, MgCl,

Figura Al.4. Valor del potencial de unién liquida total que se
genera entre un puente salino 0,01 M KCl de unos electrodos en
contacto con 2/0,1 M de distintas disoluciones de KCI, NaCl,
LiCl, CaCl; y MgCl,.

Las contribuciones del LJP de las interfases electrodos-disoluciéon son

mayores con puentes salinos mas diluidos.

El uso de la ecuacién de Henderson para determinar el valor de los LJP
introduce algunas limitaciones. Por ejemplo, su deduccién supone una distribucion
espacial lineal de la concentracion de los iones durante su difusion por la interfase, es

decir, una distribucion dada por la ecuacion Al.4.

o9 _ A

Al.4
dx AX ( )

Por otro lado, el uso de coeficientes de difusiéon en disolucion libre para la
determinacién de los LJP limita su aplicacién a unas condiciones ideales del sistema
sin considerar determinados efectos que pueden tener lugar dentro del canal [Lopez
2009].

Una forma de evaluar si la ecuacién de Henderson es adecuada para calcular
los LJP del sistema es realizando medidas del potencial de corriente cero empleando
diferentes concentraciones en los puentes salinos y el RP y comparar el valor
resultante de la correccién correspondiente. El RP asi determinado ha de ser

independientemente de la concentracion salina utilizada en el puente. La tabla A1.2
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contiene una serie de medidas experimentales del potencial de corriente cero, Vexp,
empleando diferentes puentes salinos de KCl y las correspondientes correcciones con
el LJP.

ckci en el puente Vexp (mV)  Viy (mV) L )

salino (M)
2 269+23 15 253+23
3/0,1 M
0,1 -26,5+ 2,1 -1,5 -25,0 + 2,1
KCl1
0,01 -26,0 £ 1,6 -1,5 -24,5 + 1,6
2 22,6+ 0,7 63 16,3+ 0,7
3/0,1M
0,1 287+ 0,5 134 15,3+ 0,5
NaCl
0,01 322409 16,8 15,4 + 0,9
2 221 +04 -5,1 -16,9 + 0,4
2/0,1 M
0,1 270+ 0,1 11,5 15,5+ 0,1
NaCl
0,01 -30,8 £ 0,3 -14,7 -16,1 £ 0,3
2 237402 35 20,1 + 0,2
1/0,1 M
0,1 -28,1 £ 04 -8,4 -19,7 £ 0,4
NaCl
0,01 31,1+0,8 1,1 -20,0 £ 0,8
2 21,4+ 0,8 10,4 31,8+ 0,8
2/0,1 M
0,1 8,0+ 04 -21,0 29,0 £ 0,4
CaCl,
0,01 4,6+t 1,5 -25,0 29,6 £ 1,5

Tabla Al.2. Medidas de selectividad en el canal OmpF usando electrodos con
puentes de diferentes concentraciones de KCl en diversas disoluciones.

Es interesante comprobar en la tabla Al.2 cémo la discrepancia en las
medidas del potencial realizadas con distintos puentes salinos desaparece una vez se
corrigen con los LJP correspondientes, calculados mediante la ecuacion de
Henderson, proporcionando un valor coherente del RP del canal. Esto se aprecia con
mayor asombro en disoluciones como el NaCl y el CaCl2, donde con un puente
salino de 0,01 M KCl, la contribucion del LJP representa el 91% y el 85% del RP,
respectivamente, y demuestra la validez de la ecuacion de Henderson para determinar
los LJP.

Los calculos realizados con la ecuacién de Henderson introducen la

posibilidad de conocer previamente los valores de las contribuciones de los LJP al
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potencial experimental. Con esta informacién uno puede elaborar puentes salinos
cuya composicién minimice la contribucién de los LJP en funcién de las disoluciones

empleadas durante la realizacion de la medida.

En la tabla Al.2 también se observa que, cuando el puente salino y la
disolucién contienen ambos KCl, los datos experimentales muestran una aparente
independencia de la concentracion del puente y los LJP también. Para comprobar esa
independencia se realizan calculos de LJP considerando diferentes disoluciones y

diferentes puentes salinos y se exponen en la tabla A1.3.

Electrolito en Cpuente Vi (1/0,1 M) (mV)

el puente M) KCl NaCl LiCl RbCl | CsCl
2 1,04 344 474 0,66 0,69

KCl1 1 -1,04 442 6,28 -0,51 0,56
0,1 1,04 8,40 1271 0,06 0,04

2 9,46 12,32 113,88 9,01 9,05

NaCl 1 -8,40 12,32 14,50 7,78 7,88
0,1 442 12,32 16,97 324 334
2 14,48 17,62 -19,33 13,98 14,03

LiCl 1 12,71 16,97 -19,33 12,05 12,11
0,1 6,28 14,50 -19,33 -5,06 5,17

2 0,21 2,13 339 0,58 0,54

RbCl 1 0,06 324 5,06 0,58 0,53
01 0,51 778 12,05 0,58 0,48

2 0,10 225 3,51 0,47 0,43

CsCl 1 20,04 334 517 0,48 0,43
0,1 0,56 7,84 12,11 0,53 0,43

Tabla A1.3. Cilculo del potencial de unién liquida total en 1/0,1 M de difetentes
disoluciones salinas y con electrodos de diferentes puentes salinos.

Efectivamente, tal y como se aprecia en la tabla A1.3, el LJP calculado en
una interfase electrodos-disolucion donde unicamente difunden los iones de un

electrolito, no depende de la concentracion.
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A pH-Tunable Nanofluidic Diode: Electrochemical Rectification in a

Reconstituted Single Ion Channel
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We report pH-dependent electrochemical rectification in a protein ion channel (the bacterial porin OmpF)
reconstituted on a planar phospholipid membrane. The measurements performed at single-channel level show
that the electric current is controlled by the protein fixed charge and it can be tuned by adjusting the local
pH. Under highly asymmetric pH conditions, the channel behaves like a liquid diode. Unlike other nanofluidic
devices that display also asymmetric conductance, here the microscopic charge distribution of the system can
be explored by using the available high-resolution (2.4 A) channel crystallographic structure. Continuum
electrostatics calculations confirm the hypothesized bipolar structure of the system. The selective titration of
the channel residues is identified as the underlying physicochemical mechanism responsible for current

rectification.

Introduction

The molecular systems that show rectification (asymmetric
conduction) have attracted the attention of researchers, because
they are vital components in the development of molecule-based
devices that provide faster electronics, higher density data
storage, improved methods for drug delivery, and single-
molecule analysis.!? The ability of a specific system to produce
an asymmetric current—voltage curve depends mainly on the
peculiarities of the electrostatic potential spatial profile.?
Examples include, among others, molecular junctions containing
bipolar molecules, chemically modified electrodes, redox-active
monolayers,* or synthetic track-etched nanopores.!® Trans-
membrane proteins that form ion channels can also play this
role as they are highly specialized tools designed to com-
municate chemically and electrically the living cells with the
extracellular environment. There are a number of ion channels
that display asymmetric conductance, although its origin may
vary greatly. Current rectification of electrostatic nature can
be caused by the blocking of the pore by other ions, often
divalent cations, asymmetry in permeant ion concentration,
and fixed electrical charges or dipoles at the membrane surface
or in the channel.>’ A remarkable example is the family of
inward-rectifying potassium channels in cardiac and neuronal
cells.®

Here, we report what could be the onset in the development
of a molecular diode based on asymmetry in electrostatic inter-
actions. Specifically, we show here that pH-dependent rectifica-
tion can be achieved by using a lipid membrane reconstituted
protein channel, the bacterial porin OmpF (outer membrane
protein F) found in the external membrane of Escherichia Coli.
The OmpF channel has a trimeric structure formed by three

* Corresponding author. Phone: +34-964-728045. Fax: +34-964-
728066. E-mail: aguilell@uji.es.

T University Jaume L.

# Politechnical University of Valencia.

identical and functionally independent subunits. Each monomer
opens a wide aqueous pore (see Figure 1), characterized by its
poor selectivity and almost no ion specificity. The crystallo-
graphic structure of the channel® reveals an asymmetric pore
geometry, with relatively large entrances and a narrow constric-
tion similar to that of general diffusion porins. Despite the
nonsymmetric structure, and the fact that fixed charge is also
unevenly distributed along the pore, the channel shows no
noticeable rectification unlike other asymmetric channels such
as a-hemolysin.!~!2 Nevertheless, it is shown here that when
the pH of both solutions is manipulated, the channel conductive
properties are modified and it may become a highly rectifying
device. The remarkable feature of the OmpF channel lies on
the particularities of the reversible protonation/deprotonation of
the channel titratable residues that enables the selection between
symmetric and rectifying currents by just adjusting pH. The
artificial reconstitution of protein nanopores in unsupported
phospholipid bilayers, as we do here, has provided much of
our understanding of ion permeation in biological systems but
involves a serious limitation for technological applications due
to the instability of these membranes. However, recent studies
have succeeded in producing robust synthetic scaffolds for
protein channels using solid supported membranes, tethered
bilayer lipid membranes, or polymerizable lipids. Thus, the idea
of protein ion channels acting as components of nanoscale
sensors is not an ideal chimera, but has already been achieved
in a variety of biotechnological and analytical applications.!?
Our approach could be considered then as the first step in the
experimental realization of a recently reported theoretical analy-
sis of nanofluidic diodes,” since it is shown here that the OmpF
channel may function as a pH-regulated, biological, nanofluidic
bipolar diode. On a higher spatial scale, pH-switchable mem-
brane systems have proved to be important for other techno-
logical applications such as filtration systems, membrane-based
separations, bio-separations, and sensors.!*!3

10.1021/jp063204w CCC: $33.50 © 2006 American Chemical Society
Published on Web 09/23/2006
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Figure 1. Axial section of the OmpF channel superimposed on a
cartoon representing the phospholipid planar membrane where the
channel is reconstituted. The periplasmic part of the channel is on the
left side, and the extracellular part is on the right side.
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Figure 2. Single-channel current recording of OmpF porin reconstituted
on a DPhPC planar bilayer. The trimeric nature of the channel is
revealed by the spontaneous monomer closures at high applied voltages.
Traces shown correspond to measurements performed at pH 7 in 0.1 M
KCIl and 1 mM CaCl,.

Methods

Channel Conductance Measurements. Wild-type OmpF (a
generous gift of Dr. Mathias Winterhalter) was isolated and
purified from an Escherichia coli culture. Bilayer membranes
were formed from two monolayers made from a 1% solution
of diphytanoylphosphatidylcholine (DPhPC) (Avanti Polar Lip-
ids, Inc., Alabaster, AL) in pentane (Baker) on 70—80 um
diameter orifices in the 15 um-thick Teflon partition that sepa-
rated two chambers.!®!7 The orifices were pretreated with a 1%
solution of hexadecane in pentane. The total capacitance
depended on the actual location of the orifice in the film (and
thus area of the film exposed to salt solution) but was always
around 80—120 pF. Aqueous solutions of KCl and 1 mM CaCl,
were buffered by 5 mM HEPES. Single-channel insertion was
achieved by adding 0.1—0.3 4L of a 1 ug/mL solution of OmpF
in the buffer that contained 1 M KCl and 1% (v/v) of Octyl
POE (Alexis, Switzerland) to 2 mL of aqueous phase at the cis
side of the membrane only while stirring. The membrane
potential was applied using Ag/AgCl electrodes in 2 M KCl,
1.5% agarose bridges assembled within standard 250 uL pipet
tips.'® Potential is defined as positive when it is greater at the
side of protein addition (the cis side of the membrane cell). As
shown in Figure 2, the formation of OmpF channels is indicated
by the characteristic step increases in the current for a given
value of the applied potential. An Axopatch 200B amplifier
(Axon Instruments, Inc., Foster City, CA) in the voltage-clamp
mode was used for measuring the current and applying potential.
Data were directly saved into the computer memory. The mem-
brane chamber and the headstage were isolated from external
noise sources with a double metal screen (Amuneal Manufactur-
ing Corp., Philadelphia, PA).

Calculation of Protein Charge Distribution. The protocol
followed to calculate the ionization state of each of the 306
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Figure 3. Current—voltage curves of OmpF channel in 0.1 M KCI
under symmetric pH conditions. No noticeable rectification is observed.
There is a 6-fold change in channel conductance from pH 3 to pH 12.
Labels indicate the pH on both solutions. Error bars are smaller than
the size of the symbols used.

titratable residues in the OmpF channel was described in detail
elsewhere.!®!1” To sum, the entire trimer was built using the
Protein Data Bank file? and was inserted in a membrane repre-
sented by a low dielectric medium. The UHBD (the University
of Houston Brownian Dynamics Program) code?*?! was used
for the calculation of the pK, of ionizable residues following
the procedure described by Antosiewicz et al.?>2? This approach
involves the calculation of the interaction energy between the
ionizable groups of the protein and the differences between the
ionization energies of each group in the neutral protein and in
free solution. All of these energies were assumed to be of purely
electrostatic nature so that they could be calculated by means
of the Poisson—Boltzmann equation. A Monte Carlo method
was later employed for the estimation of the interaction energy
between titratable groups.

Results and Discussion

The ion conduction of OmpF was investigated by reconstitut-
ing single channels in planar membranes (made of a neutral
lipid, DPhPC). Figure 3 shows the current—voltage (/—V) curves
of the OmpF channel at basic, neutral, and acidic pH, under
symmetrical conditions (the same pH and KCI concentration
on both sides of the channel). As seen in the slopes of the mea-
sured current—voltage curves, channel conductance is strongly
dependent on solution pH, but no rectification is observed.
Therefore, it seems that the slight structural asymmetry of the
protein channel has a negligible effect on the change of con-
ductance with voltage bias. A tentative explanation for OmpF
pH-dependent conductance could be a conformational change
inducing an increase in the pore size. However, polymer-
partitioning experiments with poly(ethylene glycol) in OmpF
channel indicate that the rise in conductance with pH should
be attributed to the titration of channel ionizable charges (and
the subsequent change in the electric potential distribution) rather
than to changes in the effective cross-section of the pore lumen.2*
The fact that the channel geometry is unaffected by pH suggests
that the measured /—V curves are mainly influenced by electro-
static interactions between the permeating ions and the titratable
residues within the porin. The pore fixed charges induce local
accumulation of charge carriers of opposite sign, so that the
ion current is crucially determined by the ionization state of
the charged residues in the pore.

To further test the working hypothesis that the channel fixed
charge determines its conductance, we manipulated the ioniza-
tion state of the channel residues in an asymmetric way. The



A pH-Tunable Nanofluidic Diode

J. Phys. Chem. B, Vol. 110, No. 42, 2006 21207

.. .l
A
50 _.“‘A“
. -::::.....oo-'
d:& g ol -
b= e
a
8 %0 ie ®m cis  trans
JJ2e m
Ml S | a4 pH3 pHT
-100 A @ g ®  pH3 pH12
‘e ® pH7  pH12
L]

-150 -100 -50 0 50 100 150

Voltage (mV)
Figure 4. Current—voltage curves of OmpF channel in 0.1 M KCI
under asymmetric pH conditions show rectification. Labels indicate
the pH on the cis side (the side of the protein addition) and the trans
side (the side taken as ground for the electric potential).

KCI solutions on either side of the membrane were kept at
different pH’s. We report here (Figure 4) the results for three
different asymmetric pH combinations: (a) acid||neutral (pH
3|IpH 7); (b) neutral||basic (pH 7||pH 12); and (c) acid||basic
(pH 3|pH 12).

The acid||neutral configuration is obtained with pH 3 in the
cis compartment (the side of the protein addition) and pH 7 in
the trans compartment. The /—V curve displays a slope similar
to that of the symmetric pH 3||pH 3 configuration (Figure 3)
for positive applied voltages, but a clear nonlinearity under
negative voltages. The selective titration of some acidic residues
in the region of the channel facing the cis side seems responsible
for this behavior. This interpretation is supported by detailed
electrostatic calculations'®!® of the pK, of ionizable residues
present in the channel. Note that when more than 100 ionizable
residues per monomer are involved as it is here, the effects of
pH on the measured /—V curves are far from easy to anticipate
and these calculations are mandatory. Specifically, the current
asymmetry can be ascribed to the neutralization of some
negative groups with pK, around 4, like aspartic and glutamic
acids,'® which could lead to a positive net charge in the cis
side of the channel. The electrostatic nature of this phenomenon
is confirmed by a similar rectification found at positive bias
for the neutral||acid configuration (not shown here).

The neutral||basic configuration (pH 7 in the cis side and
pH 12 in the trans side) shows another asymmetric system
obtained by titrating the basic residues in the trans side of the
channel. Unlike the acid||neutral configuration, here current
rectification seems to be connected to the neutralization of
positively charged groups such as lysines, tyrosines, and argi-
nines, yielding an increment in the negative net charge of the
channel on the side of high pH. The effect of pH 12 when
compared to pH 3 is consistent with the fact that most basic
residues facing the pore have pK,’s over 12,'8 and thus their
titration is only partial.

The most dramatic effect is found for the acid||basic con-
figuration (pH 3 in the cis side and pH 12 in the trans side).
Actually, measurements yield a typical diode /—V curve: a rapid
increase of current under negative voltages and a large resistance
for positive voltages where current almost attains a limiting
value. A similarly shaped /—V curve is typical of solid-state
p—n junctions, polymer ion-exchange bipolar membranes,>-20
and a number of molecular rectifiers.? The selective titration of
the channel achieved by partial titration of the acid groups in
the cis side, and of the basic residues in the trans side, leads to
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Figure 5. Ratio between channel current at negative and positive
applied voltages, |/(—V)/I(+V)|, defined as the rectification ratio in
the text. Measurements were performed in 0.1 M KCI under three
asymmetric pH conditions (the same as in Figure 4).

a bipolar-type charged system, with a positive net charge in
the cis side and a negative net charge in the trans side that are
arranged in series. The effect of opposite sign of fixed charge
on either side of the channel is best seen in the plot of current
rectification ratio at several applied voltages (Figure 5). This
ratio is defined as the absolute value of the quotient between
currents measured at a given applied potential under both
polarities. The pH 3||pH 7 and pH 7||pH 12 configurations yield
measurable but moderate rectification, while in the pH 3||pH
12 configuration, the channel current at —140 mV is 8-fold
greater than the current at 140 mV. Remarkably, the rectification
ratio is similar for the two configurations, which share neutral
pH on one side. The big difference arises when both sides are
titrated in a different way.

At this point, we may wonder whether salt concentration has
an effect similar to that of pH on the current rectification ratio.
To answer this question and provide further evidence about the
role of fixed charges, /—J measurements were performed under
the pH 3||pH 12 configuration using different KCI concentra-
tions. Results are displayed in Figure 6a (/—V curves) and b
(rectification ratio). Interestingly, the rectification ratio decreases
as salt concentration increases. This indicates that concentrated
solutions screen the channel fixed charges more effectively.
Therefore, at high salt concentrations, the different titration on
both sides of the channel is less effective and current becomes
more similar under both polarities.

As mentioned above, a change in pH modifies not only the
channel conductance, but also its selectivity. The OmpF porin
is slightly selective to cations at neutral and basic pH, but turns
into anion-selective at pH < 4. This is the key point to under-
standing how the channel can behave as a bipolar rectifier when
it is placed under asymmetric pH conditions. One part of the
channel may have an excess of negative net charge, while the
other part may have an excess of positive net charge. This
appears to be more than a working hypothesis when we focus
on the channel atomic structure and perform electrostatic
calculations. The ionization state of each channel residue is
computed taking into account both the protein dielectric envi-
ronment and the possible interaction between neighbor residues.
Note that the system differs dramatically from most synthetic
nanopores where the geometry is usually well defined and often
only one type of chemical group is attached to the pore walls.
The charge regulation exerted by the pH in a biological channel
is then a complicated issue that requires much more detailed
calculations than in synthetic systems and make inadequate any
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Figure 6. (A) I—V curves of the nanofluidic channel measured under
asymmetric pH conditions: pH 3||pH 12 (bipolar configuration). (B)
Ratio between channel current at negative and positive applied voltages.
Measurements were performed in KCI solutions with concentrations
as labeled.

simplistic interpretation. The effective net charge density in the
channel, calculated after evaluation of the ionization state of
all residues,'®!? follows the same trend as the measured reversal
potential (potential needed to achieve zero current under a salt
concentration gradient) when pH is changed (Figure 7a). This
correlation indicates that the measured anion selectivity at low
pH is consistent with an effective positive charge, whereas the
cation selectivity at neutral and basic pH corresponds well with
the net negative charge. We can use the information about the
charge state of every ionizable residue of the OmpF channel to
confirm the bipolar structure of the diode achieved under the
acid||basic configuration. Figure 7b shows a ribbon representa-
tion of one of the OmpF monomers, based on the atomic struc-
ture of the OmpF channel obtained from X-ray crystallography.’
White and dark gray spheres illustrate the location of the
remaining basic and acid residues, respectively, when solution
pH is 3 on the left side (periplasmic end) and solution pH is 12
on the right side (extracellular side). The bipolar nature of the
system is better visualized by this graphical representation of
charged residues. The position of the ionizable residues was
taken from the microscopic structure (Protein Data Bank code
20MF), and their charge state was obtained after the calculation
of their corresponding pK,.'® For the sake of clarity, we con-
sidered an idealization of the system where pH 3 is considered
in the left half of the channel and pH 12 in the right half (in the
actual system, the pH changes continuously between both
channel ends). As shown, excess positive charge prevails on
the channel side facing low pH solution, and there is an excess
negative charge on the other side.
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Figure 7. (A) OmpF reversal potential (0.1 M KCI trans||1 M KCI
cis) and calculated'® channel effective charge density as a function of
pH (the same on both solutions). Positive net charge is consistent with
the channel anion selectivity (low pH), and negative net charge is
consistent with the cationic selectivity (high pH). (B) Ribbon repre-
sentation of the OmpF monomer. White and dark gray spheres illustrate
the location of the remaining basic and acid residues, respectively, when
pH is 3 on the left side (periplasmic end) and pH is 12 on the right
side (extracellular side). The position of the ionizable residues was taken
from the channel crystallographic structure,’ and their charge state was
obtained after calculation of their respective pK,.'® Excess positive
charge prevails on the channel side facing low pH solution, and there
is an excess negative charge on the other side.

Figure 8 illustrates the proposed explanation of current
rectification in the OmpF channel under the acid||basic con-
figuration. The excess of positive net charge in the side of the
channel that faces the acidic solution is equilibrated by a corre-
sponding amount of anions. In the same way, the excess of
negative net charge in the other side of the channel, which faces
the basic solution, is compensated by a corresponding amount
of cations. Under positive applied voltages, the predominant
carriers of each zone migrate outward from the channel, heading
to the corresponding electrode, giving rise to a depleted zone
in the central part of the channel and consequently an increase
of electric resistance caused by the lack of ions (see Figure 8a).
When the polarity is switched to negative values, we obtain a
totally different picture. The excess cations coming from the
negative zone try to cross the positive zone and vice versa. The
final result is an accumulation of carriers in the central region
of the channel (see Figure 8b). The local concentrations become
much higher than those in bulk solution, and a rapid increase
in current is observed. Note that the asymmetric /—V curve
found in other ion channels such as a-hemolysin'!!? does not
correspond to the same phenomenon described here, since it
appears independently of pH because it is based on the structural
asymmetry. Indeed, this o-hemolysin channel is anion-selective



A pH-Tunable Nanofluidic Diode

Current

Figure 8. Schematic representation of the bipolar diode under positive
applied potential (A) and negative bias (B).

for almost the entire pH range (except for pH > 10), and thus
its slightly asymmetric /—V curve (rectification ratio is within
the range 1—2) at neutral pH is incompatible with the bipolar
picture invoked here.

Conclusions

We have shown that pH-dependent electrochemical rectifica-
tion is displayed by a protein ion channel reconstituted in a
planar phospholipid membrane. The nonohmic conduction is
not associated with channel blocking by ions as happens in other
biological channels but seems almost entirely controlled by
electrostatic interactions between channel ionizable residues and
permeating ions. This allows one to achieve a pH-tunable
rectification, and eventually create a bipolar liquid diode. The
asymmetric fixed charge distribution arising from the selective
titration of the channel residues seems to be the origin of the
diode-like ionic conduction. On the one hand, it is emphasized
here the crucial role of the electrostatic interactions between
the surface charges of the channel and the permeating ions. On
the other hand, the experiments reported here open the door to
new rectifying devices based on synthetic nanopores, which,
after chemical modification, may change their local fixed charge

J. Phys. Chem. B, Vol. 110, No. 42, 2006 21209

in response to variation of the pH.?” Protein channels are being
extensively tested as biological sensing elements because of their
potential benefits in chemical, pharmaceutical, and biological
applications.'?
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Ion transport features of a biological nanopore, the bacterial porin OmpF from Escherichia coli, have been
investigated by patch-clamp experiments performed at the single channel level. Membrane potential
measurements done under asymmetric conditions of pH and electrolyte concentration provide impor-
tant evidences about the charge regulation exerted by the channel that cannot be extracted from the
rectification displayed in current-voltage curves. The pH gradient imposed across the pore induces an
asymmetric fixed-charge distribution that resembles the structure of synthetic bipolar membranes. This
particular arrangement demonstrates that the ionic selectivity of a non-uniformly charged structure is not
an intrinsic quality of the system but depends crucially on several external factors. Amazingly, changing
the direction of the salt concentration gradient can turn a cation selective channel into an anion selective

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The promising connections between biological molecular struc-
tures and engineered nano-scale sensors have attracted the interest
and imagination of researchers. Over the last years, exhaustive
attention has been paid to synthetic pores that mimic several
relevant physiological mechanisms carried out by ion channels.
Selective permeation of inorganic ions, metabolites or other small
solutes that are crucial in electrical signaling and other biolog-
ical functions has been also found in abiotic nanopores [1-15].
Conversely, the manipulation of biological membranes and ion
channels to take advantage of their “sensing” properties has
already been achieved in a variety of biotechnological and ana-
lytical applications [16-18]. In a recent study, we showed that the
OmpF channel, a biological pore found in the outer membrane of
Escherichia coli, may function as a pH-regulated, biological, nanoflu-
idic diode [19]. Continuum electrostatic calculations suggested as
well that the origin of the current rectification found might be the
asymmetric distribution of fixed-charges, similar to that of a bipolar
ion exchange membrane.

Bipolar membranes (BMs), a composite of an anion-permeable
membrane and a cation-permeable membrane, have been known
for more than half a century [20]. Since the development of the
first commercial BMs for industrial purposes [21], a great progress
has been made, and intensive research is currently being done
both in fabrication [22] and in characterization of BM structure

* Corresponding author. Tel.: +34 967 387 70 07.
E-mail address: patraho@fis.upv.es (P. Ramirez).

0376-7388/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
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and physico-chemical properties [23]. Today, BM technology is well
established [24], regarded as a clean technology, and numerous sep-
aration processes involve the use of BM in the fields of chemical
engineering and biotechnology [25-30].

There are very few historical records of biological systems
analogue to BMs. To our knowledge, only Mauro [31] and Coster
[32] reported biological systems with properties similar to those of
BM. Under asymmetric pH conditions the OmpF channel has been
reported to display current rectification [19]. Despite the fact that
electrostatic calculations pointed to a bipolar-like charge structure,
that study was not totally conclusive about the origin of the diode-
like rectifying behavior since an asymmetric conduction has been
also reported in other ion exchange systems like conical nanopores
[4]. Here we attempt to clarify whether the rectification properties
arise from a merely asymmetric fixed-charge distribution or from a
bipolar distribution, i.e., with two regions of opposite fixed charge.
The exploration of OmpF channel selectivity is appealing as it tests
our understanding of physical principles underlying transport
through BMs. To this end, we present here a thorough characteri-
zation of the pore under an applied pH gradient: current-voltage
(I-V) curves and membrane potential. We show that under certain
conditions the fixed-charge distribution is unambiguously bipolar.
Furthermore, our results raise the question of the definition of
selectivity in non-homogenous systems, since in such membranes
or nanopores the selectivity is no longer an exclusive feature of
them but depends largely on the pH and ion concentrations of the
surrounding solutions. These results suggest that the pH-regulated
selectivity of ion channels and synthetic nanopores is somewhat
similar to the permselectivity of synthetic membranes with
grafted ionizable groups and amphoteric membranes [33-40].
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Fig. 1. Longitudinal cross-section of the OmpF porin where acidic residues (blue in web version) and basic residues (yellow in web version) have been highlighted. The channel
visualization (using Visual Molecular Dynamics (VMD) software) has been made from the atomic coordinates of OmpF crystal structure taken from the Protein Data Bank
repository. Only one of the three monomers is depicted and superimposed over a cartoon that represents the lipid bilayer membrane. (For interpretation of the references to

color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

All these systems have in common that electrostatic interactions
between titratable fixed charges and permeating ions are the main
determinants of ion selectivity.

2. Experimental

Experiments have been performed on single ion channels recon-
stituted on lipid bilayer membranes (see Fig. 1). Wild type OmpF
isolated and purified from an Escherichia coli culture was kindly
provided by Dr. Mathias Winterhalter (Jacobs University, Germany).
Bilayer lipidic membranes were formed from two monolayers pre-
pared from 1% solution of diphytanoylphosphatidylcholine (DPhPC)
(Avanti Polar Lipids, Inc.) in pentane (Baker) on 70-90 wm diam-
eter orifices in the 12 wm-thick Teflon partition that separated
two chambers [41,42]. The orifices were pretreated with 1% solu-
tion of hexadecane in pentane. The total capacitance depended
on the actual location of the orifice in the film but it was always
around 70-130 pF. In order to keep constant the pH value aqueous
solutions of KCI were buffered by 5mM MES (2-(N-morpholino)-
ethanesulphonic acid) at pH values below pH 6, by 5mM HEPES
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) at pH values
(6-8), by 5 mM CHES (2-(cyclohexylamino)-ethanesulfonic acid) at
pH 9, and by 10 mM CAPS (3-(cyclohexylamino)-propanesulfonic
acid) at pH values above 9. All measurements were performed on
single OmpF channels at room temperature (23.0 4+ 1.5)°C. Single-
channel insertion was achieved by adding 0.1-0.3 .l of a 1 ug/ml
solution of OmpF in the buffer that contained 1M KCl and 1% (v/v)
of Octyl POE (Alexis, Switzerland) to 2 ml aqueous phase at the cis
side of the membrane only while stirring.

The I-V curves of OmpF were recorded under a variety of pH
values and electrolyte concentration conditions of the surrounding
solutions (see Fig. 1). For the sake of simplicity the pH configura-
tions studied will be hereafter denoted as pHgs||pH¢rans. The voltage,
V, was applied via Ag/AgCl electrodes in 2M KCl, 1.5% agarose
bridges assembled within standard 200 pl pipette tips [41]. Elec-
tric potential V is defined as positive when it is greater at the trans
side of the membrane cell. An Axopatch 200B amplifier (Molecu-
lar Devices, Sunnyvale, CA) in the voltage-clamp mode was used
for measuring both V and the electric current, I, passing through
the channel. I is defined as positive when it flows from solution
trans to solution cis in Fig. 1. The membrane chamber and the
headstage were isolated from external noise sources with a dou-
ble w-metal screen (Amuneal Manufacturing Corp., Philadelphia,
PA).

The membrane potential, A¢y;, was obtained as follows. First,
a lipid membrane was formed at a given salt concentration gradi-
ent. Second, a single OmpF channel was inserted at zero potential
and the channel conductance was checked by applying +50 mV and
then switching potential polarity. Third, the ionic current through
the channel was manually set to zero by adjusting the applied
potential. When measuring electric potential differences between
two solutions of different concentration (as is the case of mem-
brane potential), one cannot ignore that each bridge is in contact
with a different solution. The potential difference generated across
each bridge/solution interface, known as liquid junction potential
(LJP), is different, so that the total contribution of both LJP to the
total measured potential is different from zero. The LJP is com-
monly estimated by means of Henderson’s equation, which is based
upon two basic assumptions. First, the electrolyte solutions are
treated as ideal (i.e., constant mobilities are assigned and activi-
ties are replaced by concentrations). Second, the junction may be
represented by a continuous series of mixtures of the two end solu-
tions (i.e., linear ion concentration profiles). The potential needed
to achieve zero current was then corrected by the LJP calculated
from Henderson's equation to obtain A¢y [43]. Each point was
measured for at least three different channels in three different
experiments to assure reproducibility and to estimate the standard
deviation.

3. Results and discussion

Fig. 2 shows the measurements of A¢y under symmet-
ric pH conditions (pHgjs = pHrans = pH), in the case cqs=1M and
Ctrans = 0.1 MKCl. We have represented in the right axis the transport
number for cations calculated from [44]
= 1 ( F Adm )

* 2 RT ln(ctrans/ccis) ’

where F, R and T have their usual meaning. The results in Fig. 2
reveal some interesting features of the OmpF porin transport prop-
erties. In agreement with previous studies of this channel, we see
that A¢y, and consequently t+, depend strongly on the pH of the
external solutions [45,46]. Note that this is not only a quantitative
change, but also a qualitative one: the cation selectivity found for
the channel in neutral and basic medium turns into anionic selectiv-
ity in acidic solutions. This remarkable dependence on pH suggests
that the mechanism responsible for the changes in selectivity is the
titration of the porin acid and basic charged residues. Note how-

(1)
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Fig. 2. Measurements of membrane potential, A¢y (left vertical axis) of the OmpF
porin for symmetric pH conditions (pHcis = PHrans = PH) for ¢gis = 1 M and ¢rgns =0.1 M
KCl. Values of the cation transport number, ¢ (right vertical axis) were calculated
using Eq. (1). Icons reflect the sign and the relative amount of the global concentra-
tion of fixed charges. The inset shows current-voltage curves at three representative
symmetric pH values of the surrounding solutions. All I-V curves have been mea-
sured in symmetric solutions: ccjs = Ctrans = 0.1 M KCL

ever, that there is a considerable amount of residues buried in the
protein matrix, and consequently non-accessible for the solvent.
Icons in Fig. 2 show the sign and the relative amount of the over-
all net fixed charge of the channel under acid, neutral and basic
environments. The [-V curves at three representative pH values of
the surrounding solutions (cgs = Ctrans =0.1 M KCl) are shown in the
inset of Fig. 2. Although the structure and transport properties of
OmpF have been reported to be slightly asymmetric [46], the mea-
sured [-V curves are almost linear and no noticeable rectification is
observed. The pore conductance (calculated from the slope of the
I-V curves) changes also strongly with pH. It increases from 0.32 nS
for the configuration 2|2, to 0.80nS in the case 7||7, and 1.90 nS for
12(|12.

The above experiments show clearly that the ion transport prop-
erties of the OmpF porin can be artificially tuned simply by changing
the pH of the external solutions. This makes this ion channel espe-
cially suitable to study the mechanisms of charge regulation and
their influence on the selectivity of permeating systems, and the
main results can be extended directly to the case of synthetic mem-
branes. For instance, qualitatively similar titration curves of A¢y vs
pH have been reported for synthetic membranes with amphoteric
fixed charges [33,34].

A further step in our analysis consists in measuring the ion chan-
nel properties under asymmetric pH conditions. Previous studies on
the OmpF porin [19] and synthetic nanopores with pH-dependent
fixed charges [47] have demonstrated that the [-V curves obtained
under these experimental conditions show rectification. In the case
of the OmpF porin, the detailed electrostatic calculations of the pK,
ofionizable residues present in the channel suggested the existence
of a bipolar fixed-charge distribution originated by the pH gradi-
ent. Under this conjecture and according to the scheme shown in
Fig. 2, the porin side closer to the solution at acidic pH (the cis solu-
tion in our case) becomes positively charged, and that facing the
solution at basic pH (the trans solution in our case) becomes nega-
tively charged. This distribution of fixed charges resembles clearly
those found in bipolar membranes [24,48] and synthetic nanopore
diodes [7,49]. However, it has been demonstrated that membranes
or nanopores with non-symmetric distribution of fixed charges of
the same sign (such systems will be referred as monopolar in the fol-
lowing) could also yield rectifying I-V curves, [47,50]. We propose
here the use of the membrane potential in order to clarify this ques-
tion. As we will show later, this technique gives new insights about
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Fig. 3. Measured membrane potential, A¢y (a) and calculated cation transport
number, t: (b) VS Cgs/Cirans Tatio for the pH configuration 3([12. cyqns is kept con-
stant (filled circles: 0.1 M and empty circles: 0.2 M) whereas cs is changed. The
inset shows the I-V curve for ccis = Cgrans = 0.1 M KCl. Icons reflect the sign and the
relative amount of the concentration of fixed charges at the channel regions facing
the external solutions.

the distribution of fixed charges in the porin and reveals interesting
properties concerning the selectivity of permeating systems with
non-homogeneous fixed charges.

Fig. 3a shows measurements of A¢y vs the ratio cgs/Ctrans in the
pH configuration 3||12. In each series of experiments Ctrans is kept
constant at 0.1 M (filled circles) or 0.2 M KCl (empty circles). The
[-V curve in this case (inset in Fig. 3) shows a pronounced rectifi-
cation [19]. A¢ym changes its sign when the concentration gradient
Ceis/Ctrans 1S Teversed. In terms of selectivity, this means that the
calculated t. (Fig. 3b) attains values systematically higher than 0.5
all over the ratio c.js/crrans Studied, and the channel, as a whole, is
selective to cations. Therefore, qualitatively speaking, we can say
that, under the conditions studied in Fig. 3, cation selectivity is an
attribute of the channel itself. Interestingly, when the two series of
experiments are compared (filled and empty circles in Fig. 3), we see
that A¢y decreases in magnitude when increasing cyqns and conse-
quently t. is slightly lower for c¢rgns =0.2 M than for cgrans = 0.1 M. As
expected, concentrated solutions screen the channel fixed charges
more effectively and the channel cationic preference is attenuated.

Fig. 3a and b are not conclusive about the charge distribution
of the pore. Although our experiments follow the same trend as
those reported for synthetic membranes [44] and nanopores [51]
with monopolar distributions of fixed charges, they are also com-
patible with the presence of a bipolar distribution of fixed charges
within the channel. Indeed, a change of sign in A¢y when the con-
centration gradient is inverted has been observed for instance in
synthetic commercial membranes with well-known bipolar struc-
ture [52,53]. In the case of the OmpF porin, we find in Fig. 2 some
clues for a possible explanation. Under symmetric pH conditions,
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Fig. 4. Measured membrane potential, A¢y (a) and calculated cation transport
number t: (b) VS ccis/Crans Tatio for the pH configuration 2||12. cyqns is kept constant
(0.1 MKCl) and c.;s is changed. The inset shows the I-V curve for this pH configuration
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we see that the absolute value of A¢y at pH 3 is substantially lower
than at pH 12. This indicates that, in the case of the configuration
3|12, the concentration of positive fixed charges in the channel side
close to the solution at acidic pH (cis) is lower than that of negative
fixed charges in the channel side facing the solution at basic pH
(trans). As in Fig. 2, icons represent qualitatively the sign and the
relative amount of the net fixed charge on each side of the chan-
nel. Therefore, although the distribution of fixed charges along the
system could be plausibly bipolar, the positive net fixed charge on
cis side is overcompensated by the negative one on trans side, and
the channel as a whole behaves as monopolar and exhibits cationic
selectivity. A possible way to check this assumption is also found in
Fig. 2 and constitutes the next step in our study: if the pH value of
the cis solution is decreased, we will obtain a bipolar distribution
with a better balance between positive and negative fixed charges
and the system must show then a behavior more similar to that
expected for a bipolar one.

Fig. 4a shows measurements of A¢y performed for several con-
centration ratios under highly asymmetric pH conditions: 2||12. The
rectification properties displayed by the I-V curve (inset) do not dif-
fer much from the configuration 3|/12 (inset in Fig. 3). However,
remarkable differences in the channel selectivity arise between
both situations. In the case 2||12, we find that the sign of A¢y does
not change when the concentration gradient cjs/Crans is inverted
and consequently the calculated t. (Fig. 4b) becomes lower than
0.5 for cjs < Crans and higher than 0.5 for cgjs > Ctrans. The conclusion
to be drawn here is that, amazingly, the same ion channel is selec-
tive to anions for cs < Ctrans and selective to cations for cgis > Ctrans.
Therefore, not only the values of A¢y; and t.+, but also the nature of
the selectivity of the ion channel depends on the pH and the ratio

Ccis/Ctrans. This can be rationalized in terms of the distribution of the
fixed charges along the channel and interestingly it is just what TMS
theory predicts for bipolar ion exchange membranes with equal
concentration of positive and negative fixed charges [52-54]. When
Ccis < Ctrans, the negative fixed charges of the ion channel close to
the trans solution are more screened than the positive ones facing
the cis solution, and the channel shows global anionic selectivity.
For cjs > cirans the positive fixed charges facing the cis solution are
screened more effectively than the negative ones facing the trans
solution and therefore, the channel as a whole is selective to cations.
This biological example reveals that in the case of inhomogeneous
systems the definition of selectivity is problematic because it is not
necessarily a quality of the system itself, but depends strongly on
external factors like pH, concentration of electrolyte, type of elec-
trolyte and even the direction of the salt gradient imposed to the
system.

Fig. 4 displays an additional interesting channel feature. The pos-
itive values found for A¢y when cgjs < Ctrans indicate that the current
due to the concentration gradient I is positive and flows from solu-
tion trans to solution cis. This means that, under such conditions,
the systemdisplaysion transport against its concentration gradient.
This phenomenon is crucial in the case of active transport across
biological membranes and additionally is a classical topic in the
membrane technology field [55]. The physical mechanism under-
lying this phenomenon is, commonly, the counter transport of other
charged species. In the present case the driving force responsible
for this uphill transport is the pH difference imposed across the
channel.

The asymmetric pH configurations 2|12 and 3|12 displayed up
to now should not be considered in terms of OmpF physiologi-
cal environment, since such extreme pH gradient is not realistic
from the biological point of view. On the contrary, 2|/12 and 3|12
should be understood as custom-made archetypes of inhomoge-
neous nanopores. However, for the sake of comprehensiveness, we
will end our study with other pH configurations that can be seen as
more realistic from the biological point of view. It has been reported
that Escherichia coli can survive inside the stomach, at very acidic
external pH values, while the cytoplasm pH is kept close to seven
by internal cellular mechanisms [56,57]. Therefore, we consider
now in Fig. 5 the pH configurations 2(|7 and 3||7. We see again that
small changes in the pH value of the cis solution lead to high differ-
ences in A¢y (Fig. 5a) and t. (Fig. 5b). Under configuration 2||7 the
channel behaves like monopolar charged membranes: the sign of
A¢n changes when the concentration gradient cgs/Ctrans is reversed
(Fig. 5a), and t. values are always below 0.5 (the channel is in this
case selective to anions in the cs/crans range studied). In terms
of fixed-charge distributions, these results can be understood tak-
ing into account that the configuration 2||12 performs like bipolar
charge distributions (see Fig. 4). When the pH of the trans solution
is reduced to obtain the configuration 2||7, many of the negative
fixed charges close to the trans solution are neutralized (see icons
in Fig. 5), and the channel as a whole is anion selective.

Interestingly, under configuration 3||7 the channel selectivity
performs like that of bipolar membranes: the sign of the measured
values of A¢y remains unchanged when the concentration gradi-
ent Cgs/Crrans is reversed (Fig. 5a). Consequently, for cjs < Cyrans the
channel is slightly selective to anions (t+ <0.5), and for cs > Crans
the channel is slightly cation selective (t. > 0.5) (Fig. 5b). Again, we
can rationalize these results making reference to the configuration
3|12 described as monopolar and selective to cations in Fig. 3. When
the pH of the trans solution is lowered to obtain the configuration
3|7, the negative charges facing the trans side are neutralized so that
the negative fixed-charge concentration becomes comparable to
that of the positive fixed charges close to the cis side. A bipolar-type
fixed charge structure with relatively low concentration of negative
and positive charges is then obtained (see icons in Fig. 5). The con-
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Table 1
Values of A¢y and t. obtained under variable pH gradient while maintaining fixed
PHerans =7 and the electrolyte concentration gradient (cqs =1 M, Crrans =0.1 M KCI).

PHeis A¢y (mV) t Selectivity
2.50 -22.0 031 Anionic
.7/5 -9.8 0.42 Anionic
3.00 53 0.55 Cationic

OmpF channel selectivity for pHyans =7 in 1M cis/0.1 M trans KCl solution.

clusion arising here is that, in order to find an unambigously bipolar
behavior in A¢y and t+, a good balance between the concentration
of positive and negative fixed charges is essential.

To illustrate in detail the transition between the monopolar-like
to the bipolar-like behavior for pH¢ns = 7, we have measured A¢y
at pHgis =2.5, 2.75 and 3 in the case cgs=1M and cggns =0.1 M KCIL
The results have been summarized in Table 1. We see again the crit-
ical effect of pH on the fixed-charge regulation and consequently on
the transport properties of the ion channel: the membrane poten-
tial decreases in almost 30 mV when the pH is increased in 0.5 units
only, and the channel selectivity changes from anionic to cationic.
The transition between the two regimes occurs at pH;s ~ 2.9 for the
concentration gradient used in the experiments.

4. Conclusions

Abiological nanopore, the bacterial porin OmpF, has been inves-
tigated by patch-clamp experiments performed under asymmetric
pH conditions. The applied pH gradient originates strong asym-
metries in the distribution of fixed charges along the ion channel,
which eventually lead to bipolar-type fixed-charge distributions

analogous to those observed in synthetic bipolar membranes. Mem-
brane potential measurements reveal also that the definition of
selectivity in inhomogeneous systems is delicate and depends on
a number of external parameters such as the pH gradient and the
direction of the concentration gradient used in the experiments.
In particular, we have demonstrated that the same ion channel
can be selective to anions at a given cs/crans ratio and selec-
tive to cations when the concentration gradient is inverted. This
directional selectivity constitutes a unique trait, characteristic of
bipolar-type fixed-charge distributions. Our study can be also of
interest in the characterization of synthetic membranes with fixed
charges dependent on the pH, amphoteric membranes and syn-
thetic nanopores.
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ABSTRACT We find that moderate cationic selectivity of the general bacterial porin OmpF in sodium and potassium chloride
solutions is inversed to anionic selectivity in concentrated solutions of barium, calcium, nickel, and magnesium chlorides. To un-
derstand the origin of this phenomenon, we consider several factors, which include the binding of divalent cations, electrostatic
and steric exclusion of differently charged and differently sized ions, size-dependent hydrodynamic hindrance, electrokinetic ef-
fects, and significant “anionic” diffusion potential for bulk solutions of chlorides of divalent cations. Though all these factors con-
tribute to the measured selectivity of this large channel, the observed selectivity inversion is mostly due to the following two. First,
binding divalent cations compensates, or even slightly overcompensates, for the negative charge of the OmpF protein, which is
known to be the main cause of cationic selectivity in sodium and potassium chloride solutions. Second, the higher anionic (versus
cationic) transport rate expected for bulk solutions of chloride salts of divalent cations is the leading cause of the measured an-
ionic selectivity of the channel. Interestingly, at high concentrations the binding of cations does not show any pronounced spec-
ificity within the divalent series because the reversal potentials measured in the series correlate well with the corresponding bulk
diffusion potentials. Thus our study shows that, in contrast to the highly selective channels of neurophysiology that employ mostly
the exclusion mechanism, quite different factors account for the selectivity of large channels. The elucidation of these factors is

essential for understanding large channel selectivity and its regulation in vivo.

INTRODUCTION

Ion selectivity is a critical property of the channels of excit-
able membranes (1,2). It is essential for the cell function that
each ionic species (typically *“‘small ions” such as Na™, K,
Ca**, or Cl7) permeates across membranes at different
regulated rates, and this regulatory mission is often accom-
plished by selective ion channels. In the case of large
channels represented by bacterial porins (3-5), toxins
(6-9), voltage-dependent anionic channels of outer mito-
chondrial membrane (10), and others, the conduction of small
ions has not been necessarily attributed to their major func-
tions. Most of these channels were designed by nature to facil-
itate the exchange of metabolites and other larger molecules
between cells and between organelles within cells. However,
the exploration of large channel selectivity to small ions is
appealing as it tests our understanding of physical principles
underlying transport through these nanoscale objects.

The functional aspects of small-ion conduction by large
channels are still debated (5,10). A recent study of a bacterial
porin, OmpF, demonstrated that this channel develops anearly
ideal cationic selectivity when salt concentration is reduced to
asubdecimolar range (11). A plausible functionally important
consequence of this finding is that under special but physio-
logically relevant conditions bacteria can develop a significant
transient potential across the outer membrane. This potential
may serve as an important physiological signal.
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The ability of channels to discriminate between ions depends
on their intrinsic properties (size, hydration, etc.) as well as
on the interaction of permeant ions with the channel and
among themselves. In other words, ion selectivity is a prop-
erty of the system that necessarily includes both the channel
and the electrolyte. In this sense, two factors have been cited
as the main contributors to the large channel selectivity: the
differences in ion mobilities and the electrostatic exclusion
due to the interaction between permeating ions and channel
ionizable residues. The latter is usually considered to be the
leading reason for the high selectivity. However, other
factors—such as entropic effects related to the preferential
rejection of ions because of their size, short range nonelectro-
static interactions, and osmotic effects—may play a role in
certain specific cases. As many of these factors are closely
interconnected, experiments designed to separate their roles
are necessary.

Several experimental protocols provide the means of dif-
ferent quantitative estimations for ion selectivity. To this
end, mole fraction, conductance ratio, and reversal potential
measurements define operational quantities accounting for
this property (12). As may be expected, these protocols pro-
vide similar but not identical results. Mole fraction experi-
ments give a quantification of ion partitioning between the
channel and the surrounding solution, i.e., the excess chem-
ical potential of ions inside the channel. Conductance ratio
measurements yield information about both partitioning
and relative diffusivities of the ions in the channel, but
require comparison of different sets of measurements and
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certain model assumptions to deduce selectivity. Reversal
potential measurement is the method of choice to quantify
selectivity because it provides a joint measure of partition
and diffusion, and the sign of the measured potential
provides a quick estimate of the channel selectivity via the
anion-cation permeability ratios given by the Goldman-
Hodgkin-Katz (GHK) equation (1). For a large channel,
cation selectivity is explained as a consequence of a negative
effective charge of the channel, whereas an anionic selectiv-
ity is immediately connected to a positive effective charge.
This method is so popular that in practice it is considered
almost a universal indicator of ion selectivity, irrespective
of the experimental conditions used (13).

We would like to note that this procedure was originally
proposed for experiments performed at moderate gradients
of KCI solutions buffered at neutral pH and with salts of di-
valent cations present in micromolar or millimolar concen-
trations. At such conditions, the specific binding of ions is
usually irrelevant, and diffusion potentials are also negligible
because K™ and Cl~ have almost equal bulk mobilities and,
therefore, hydrated sizes. This allows one to reduce the de-
scription to electrostatic exclusion only and to interpret se-
lectivity exclusively in terms of the effective channel charge.
However, in experiments with concentrated solutions used at
large gradient ratios (50 ~100) and electrolytes such as NaCl
or LiCl and, indeed, chloride salts of divalent cations such as
CaCl, or MgCl,, the description of selectivity in terms of ion
accumulation/depletion can only be an oversimplification of
the problem since the contributions of specific binding and
diffusion potentials can be quite significant. As often hap-
pens, popular approaches far from the conditions where they
have proved to be successful can lead to a poor description of
the system and, therefore, must be carefully inspected.

There is abundant but scattered information on the selec-
tivity of large channels. The main message of the existing lit-
erature can be summarized by saying that ion selectivity is
not just a number, a universal property of the channel itself
but, on the contrary, a strong function of several factors in-
cluding salt concentration, solution pH, channel orientation,
lipid membrane composition, and type of electrolyte (e.g.,
11,14-17).

In this work we study OmpF, a general diffusion bacterial
porin that forms large channels in the outer membrane of
Escherichia coli (5,18). Each monomer assembles into a
16-stranded B-barrel, leaving an hourglass-shaped aqueous
pore with a diameter in the range of 1-4 nm (19). In planar
lipid bilayers OmpF homotrimeric channels allow multiionic
transport and exhibit moderate cationic selectivity in solu-
tions of monovalent salts at neutral pH (11). This selectivity
has been reported to be highly sensitive to the charge state of
the ionizable residues of the channel (16), particularly of
those lying at the channel constriction (20). Here we show
that, depending on the experimental conditions, selectivity
of the channel may be dominated by different sources. In
particular, we report an unusual inversion of normally cat-
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ionic selectivity of OmpF in solutions of divalent cations
such as Ca*™ and Mg>".

MATERIALS AND METHODS

Wild-type (WT) OmpF, mutants D113A and E117A, were a generous gift of
Drs. Prashant Phale, Anne Delcour, and Mathias Winterhalter. Mutant
D113C/E117C was kindly provided by Dr. Henk Miedema. Bilayer mem-
branes were formed from two monolayers prepared from a 1% solution of
diphytanoylphosphatidylcholine (DPhPC) (Avanti Polar Lipids, Alabaster,
AL) in pentane (Burdick and Jackson, Muskegon, MI) on 70-80-um-diam-
eter orifices in the 15-um-thick Teflon partition that separated two chambers
(21,22). The orifices were pretreated with a 1% solution of hexadecane in
pentane. The total capacitance depended on the actual location of the orifice
in the film (and thus the area of the film exposed to salt solution), but mem-
brane capacitance was always ~100—150 pF. Aqueous solutions of KCI were
buffered by 5 mM MES (2-(N-morpholino)-ethanesulphonic acid) at pH
values below pH 6, by 5 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetha-
nesulfonic acid) at pH values (6-8), by 5 mM CHES (2-(cyclohexylamino)-
ethanesulfonic acid) at pH 9, and by 10 mM CAPS (3-(cyclohexylamino)-
propanesulfonic acid) at pH values above 9. All measurements were
performed on single OmpF channels at room temperature (23.0°C = 1.5°C).
Single-channel insertion was achieved by adding 0.1-0.3 ul of a 1 ug/ml
solution of OmpF in the buffer that contained 1 M KCI and 1% (v/v) octyl
polyoxyethylene (Alexis, Switzerland) to 1 ml aqueous phase at the cis side
of the membrane only while stirring.

If not stated otherwise, the membrane potential was applied using
Ag/AgCl electrodes in 2 M KCl, 1.5% agarose bridges assembled within
standard 200 ul pipette tips (21). Potential is defined as positive when it is
greater at the side of protein addition (the cis side of the membrane cell).
An Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) in the
voltage-clamp mode was used for measuring the current and applying poten-
tial. Data were filtered by a low-pass eight-pole Butterworth filter (Model
9002, Frequency Devices, Haverhill, MA) at 15 kHz and directly saved
into the computer memory with a sampling frequency of 50 kHz. The mem-
brane chamber and the head stage were isolated from external noise sources
with a double u-metal screen (Amuneal Manufacturing, Philadelphia, PA).

The reversal potential was obtained as follows. First, a lipid membrane
was formed at a given salt concentration gradient. Second, a single OmpF
channel was inserted at zero potential and the channel conductance was
checked by applying +50 mV (—50 mV in divalent salts) and then switching
potential polarity (Fig. 1). Third, the ionic current through the channel was
manually set to zero by adjusting the applied potential. The potential needed
to achieve zero current, Vogyp,, Was then corrected by the liquid junction po-
tential (LJP) calculated from Henderson’s equation (see Appendix) to obtain
reversal potential. Each point was measured for at least three different chan-
nels in three different experiments to ensure reproducibility and to estimate
the standard deviation. In some experiments, negative potentials of ~100 mV
were applied to speed up channel insertion.

RESULTS AND DISCUSSION
Measuring OmpF selectivity inversion

One of the unexpected results of this study is OmpF selectiv-
ity inversion in concentrated solutions of salts of divalent
cations. Fig. 1 demonstrates typical current traces of sponta-
neous channel insertion at 20-fold gradients of a divalent salt
(2.0 M CaCl, from the cis side and 0.1 M CaCl, from the
trans side, Fig. 1 B) and a monovalent salt (2.0 M KCI
from the cis side and 0.1 M KCIl from the trans side,
Fig. 1 C). It is seen that channel insertion results in a finite
current jump even at zero applied potential and that the

Biophysical Journal 96(1) 56-66
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FIGURE 1 (A) Schematic illustration of the electric elements contributing

to the measured potential Ve, (after Finkelstein and Mauro (25)). The goal is
to measure zero-current potential between the cis and trans solutions of the
cell. At equal concentrations and same salt types in the bridges, the electro-
chemical potentials Eag/pridge and Eprigge/ae cOMpensate each other because
they are equal in modulus and opposite in sign. These are equilibrium silver/
silver chloride electrode potentials. Potentials between the agarose bridges
are nonequilibrium and stem from the differences in diffusion coefficients
of the involved ionic species and can be estimated from Henderson’s equa-
tion (50). Depending on experimental conditions, they can be either of the
same or opposite sign (see Appendix). The internal resistances of the ele-
ments representing contacts between silver/silver chloride electrodes and
solutions in bridges are not shown, as they are much smaller than all other
resistances in the system. Current traces of spontaneous channel insertion
at 20-fold gradients of CaCl, (B) and KCI (C). The potentials that should
be applied to zero currents in the two cases are of opposite signs.

directions of the currents for these two salts are opposite.
Correspondingly, potentials that are necessary to apply to
zero currents in the two cases are of opposite signs, namely
Voexp = —28.4mV for KCl and Vg, = +21.4mV for CaCl,.

These experimentally found potentials contain significant
corrections arising from liquid junctions between the aga-
rose-filled parts of the electrodes (see Materials and
Methods) and the electrolyte solutions they are in contact
with (Fig. 1 A). The origin of LJPs is related to the difference
in cation and anion concentrations and mobilities both in so-
lutions of the membrane cell and in solutions in the agarose-
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filled parts of the electrodes (23-25). Because concentrations
of the solutions in the opposite halves of the cell are not the
same, these potentials are not equal to each other. Indeed, as
Table 3 demonstrates, these potentials depend not only on
salt concentrations in the cell but also on salt concentration
in the agarose-filled parts of the electrodes. For this reason,
in the case of an asymmetric system LJPs do not compensate
for each other. To obtain a true reversal potential which re-
lates to the physical parameters of the system under study,
but not to the details of the measuring procedure (such as
type and concentration of salts in the bridges), LIPs should
be accounted for. Because the direct measurement of these
potentials is problematic (23,26), we use Henderson’s equa-
tion for their calculation (Appendix).

Reversal potentials are calculated from the experimentally
found potentials Vogyp, corresponding to zero current in the
circuit shown in Fig. 1 A. The results of the measurements,
examples of which are given in Fig. 1, B and C, and Table 3,
are presented in Fig. 2. The data for KCI are in good agree-
ment with all data reported earlier in the literature at the same
conditions (11,15,16,27-29). However, this is not the case
for the reversal potentials in NaCl or CaCl, solutions where
one can find a great dispersion in the reported values and cor-
responding interpretations (11,27-31). This dispersion is
sometimes attributed to the variability in the parameters of
the OmpF channels used in the reconstitution experiments,
but such a conjecture is barely convincing. Indeed, channels
do show persistent variability of their properties (32). How-
ever, it is not clear why the same reasons would not affect
KCl data to a similar extend as for the other electrolytes.
Thus, we can conclude that something not present in KCl ex-
periments is probably misleading in experiments with other
salts. This motivated us to closely inspect the measuring pro-
cedure of reversal potential (Appendix).
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FIGURE 2 OmpF channel reversal potential measured in monovalent
(KCl, NaCl) and divalent salts (CaCl,, MgCl,) at pH 6. Salt concentration
is 0.1 M on the trans side, and concentration on the cis side varies up to
a 20-fold concentration ratio. Error bars are smaller than the symbol size.
Each point was measured for at least three different channels in three differ-
ent experiments.



OmpF Selectivity Inversion

The reversal potentials in Fig. 2 are measured at pH 6. It is
seen that in 1-1 salts, the channel favors the passage of cat-
ions (negative reversal potentials), whereas in 2-1 salts it is
more permeable to anions (positive reversal potentials). In-
deed, standard calculations of permeability ratios according
to the GHK equation indicate that OmpF is moderately cat-
ion selective for KCl (Py+/Pci- =2.9 at C.;y = 2 M and
Crans = 0.1 M) but displays an anionic selectivity of divalent
cations (PMgZ‘ /Pci- =0.1 at C.;s = 2 M and C,,ys = 0.1
M). Therefore, if the electrostatic exclusion due to the
charges on the OmpF molecule is considered the only possi-
ble source of ion selectivity, this would lead to the conclu-
sion that the effective negative channel charge acting on
monovalent cations (11,16) is transformed into a positive
charge acting now on divalent cations. Clearly, additional ef-
fects contributing to the overall selectivity must be present.

Different sources of ion selectivity

To clarify the many sources of ion selectivity and the role of
diffusion, we can consider Planck’s expression for the poten-
tial difference across a constrained liquid junction foraz,:z_
binary electrolyte, so that diffusion potential scales with the
logarithm of the concentration ratio:

keT D_—-D Cis
A¢diff = ¢(‘is - ¢1rans = (L) —1

1n: y
e Zy D + - z_.D_ Cn‘an.v

€]

where kg and T have their usual meaning of the Boltzmann
constant and absolute temperature, respectively, and e is
the elementary charge. D; denote the ionic diffusion coeffi-
cients. By means of Eq. 1, we can calculate the bulk diffu-
sion potential for any electrolyte involved in our study at
every concentration ratio. This provides an alternative repre-
sentation of Fig. 2 by plotting reversal potential data against
their respective bulk diffusion potentials. The plots for 2-1
salts shown in Fig. 3 display a clear correlation between
measured reversal potential and calculated bulk diffusion po-
tential. This agreement, not found in the case of 1-1 salts,
suggests that the measured potential for salts of divalent cat-
ions is mostly due to the different mobilities of anions and
cations.

To understand why 1-1 salts and 2-1 salts behave differ-
ently, we will concentrate now on two alkaline chlorides
(KCI and NaCl), where electrostatic exclusion must be iden-
tical and only diffusional effects are expected to be different.
In cation-selective channels like OmpF, the contribution of
electrostatic exclusion to reversal potential is a potential
that is more negative on the high concentration side. How-
ever, for salts of anions with higher mobility than the cation,
the diffusion potential is more positive on the highly concen-
trated side. Thus, in KCI, NaCl, LiCl, and other chloride salts
of cations with larger hydrated radii, the two contributions
(electrostatic exclusion and diffusion) have opposite signs.
In KCl, the diffusion potential is very small, but in other salts
like NaCl it may be significant. Fig. 4 shows the reversal
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pected for different salts at their concentration gradients varied up to a
20-fold ratio (Fig. 2). Bulk diffusion potential is calculated for each pair of
concentrations of every salt according to Planck’s equation (see main text).

potential measured in OmpF at pH 6 for an increasing con-
centration ratio of KCI (solid circles) and NaCl (solid
squares). From the reversal potential in Fig. 4, one could
think that the channel prefers potassium ions over sodium
ions. However, the difference between the reversal potentials
in KCI and NaCl scales rather well with the logarithm of the
concentration ratio. This fact suggests that if it were not for
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FIGURE 4 Reversal potential as a function of the cis/trans concentration
ratio for KCl (circles) and NaCl (solid squares) at pH 6. Solution concentra-
tion on the trans side was fixed at 0.1 M, whereas the concentration on the
cis side was increased from 0.1 M to 3 M. Membranes were formed from
DPhPC. The difference between the values of reversal potential in NaCl
and KClI solutions (open squares) scales with the natural logarithm of the
concentration ratio (r = 0.99).
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the differences in the diffusivities of potassium and sodium,
the channel would be equally selective to both salts. In other
words, the difference in the reversal potentials would be just
the difference in the diffusion potential of NaCl and KCl,
which can be calculated as follows:

kgT\ | Doy — D
s - ol = (27) [ Do

¢ ) [Dni + Dai
Do —D C.

_ ra K:| n is ) (2)
DK + DCI Ct/'an:

The slope of the regression line in Fig. 4 is 3.0, the value
that indeed differs from 4.8, which is the slope predicted by
Eq. 2 using infinite dilution bulk diffusion coefficients. This
difference is expected because of the several factors (such as
hydrodynamic hindrance, ion-residue interactions, and ion-
ion correlations) that surely change diffusion coefficients in
the pore and also because in the general case diffusion poten-
tials are not additive components of reversal potentials (11).
Nevertheless, this result illustrates the importance of differ-
ent bulk diffusivities of ions in OmpF selectivity.

Specific binding of divalent cations

Previous studies demonstrated that the OmpF charge is
largely regulated by the solution pH (11,16). Continuum
electrostatic calculations show that lowering pH decreases
the overall negative charge of the channel and eventually
changes its sign (11,29). To check how reversal potential de-
pends on the magnitude of the channel negative charge, we
performed measurements over a broad range of pH in
10-fold concentration gradient (0.1 M cis | 1 M trans).
From Fig. 5 we see that the reversal potential in 2-1 salts
is less sensitive to channel residue ionization than it is in
KCl, implying that the overall charge felt by permeating
ions in the presence of high concentrations of CaCl, and
MgCl, is virtually the same within the pH 4-10 range.

Fig. 5 also compares the results for 1-1 and 2-1 salts with
their bulk diffusion potentials calculated using Eq. 1 and
shown by the horizontal dashed lines. This comparison
clearly demonstrates that in the case of KCl, diffusional ef-
fects are not relevant and the electrostatic exclusion domi-
nates the channel cation selectivity. Conversely, both 2-1
salts display anionic selectivities that are comparable but
larger than their respective bulk diffusion potentials. This
points to a binding of divalent cations to channel residues,
which screens and might even overcharge the ‘“‘initial”
negative charge of the channel. Binding divalent cations
also interfere with the proton titration of the channel acidic
residues, explaining why the reversal potential in 2-1 salts
is only weakly sensitive to pH. This conjecture has been sup-
ported by the crystallographic structure of OmpF in MgCl,
presented recently by Cramer and collaborators (33), who
found a binding site for magnesium cations located in the
narrow constriction of the channel.
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Over a broad range of pH, the reversal potential in 2-1 salts is only weakly
sensitive to channel residue ionization. This contrasts with the known titra-
tion behavior of OmpF in monovalent salts where increasing proton concen-
tration beyond pH 4 results in the inversion of both reversal potential and the
channel effective charge (11,16,29).

Similar selectivity inversion was also found for high con-
centrations of other divalent salts with the results shown on
the right-hand side of Fig. 6. Again, it is interesting to note
that the reversal potential measured in these solutions corre-
lates well with their bulk diffusion potentials calculated us-
ing Eq. 1. This indicates that under the conditions studied,
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FIGURE 6 (Right) Reversal potential measured in salts of divalent cations
at high concentrations (1.0 M cis | 0.1 M trans) displays correlation between
the reversal potential and the corresponding bulk diffusion potentials for the
1.0]0.1 gradient. Although binding properties of these four divalent cations
are very different in other systems (neutral lipid bilayers, for instance), here
the reversal potential seems to be sensitive only to cation diffusivity. (Left)
At small concentrations of divalent cations (15 mM cis | 10 mM trans), the
channel regains its cationic selectivity. Correlation between reversal poten-
tial and bulk diffusion potential is lost. Both sets of measurements are per-
formed at pH 6.
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all four divalent cations screen the channel negative charges
in a very similar way, so that the differences in the reversal
potentials are coming from the differences in their mobilities.

Remarkably, at small concentrations of divalent salts, the
channel regains its cationic selectivity and the correlation
with the diffusion potential is lost (left-hand side of
Fig. 6). This is exactly what one would expect for the
charge-screening mechanism. Concentrations of divalent
cations that are too small do not lead to efficient screening,
so that the overall charge of the channel stays at its net-neg-
ative value as in the presence of 1-1 salts. This leads to the
expected cationic selectivity and probably restores the spec-
ificity in the binding of divalent cations.

Fig. 7 A shows the reversal potential at a 10-fold cis/trans
concentration ratio but different absolute concentrations of
KCl (circles) and CaCl, (triangles). In both electrolytes, re-
versal potential depends not only on the concentration ratio
but also on absolute concentration following, apparently,
a similar trend. Note, however, that cationic selectivity found
for KCI increases as concentration decreases, whereas an-
ionic selectivity found in CaCl, follows the opposite behav-
ior. This is more clearly seen in Fig. 7 B, where reversal
potential data are presented in terms of permeability ratios.
The data for KCI can be easily understood in terms of elec-
trostatic exclusion. As the concentration increases, the
screening of channel fixed charges is more effective and
selectivity decreases. CaCl, data are clearly incompatible
with such a mechanism. Increasing concentration produces
a gain of anionic selectivity, pointing again to the proposed
binding of divalent cations that screen the negative charge
of the channel. In such a picture, when concentration de-
creases, the binding becomes less probable so that in the
low concentration limit we find values of reversal potential
below the calculated diffusion potential for a concentration
ratio r = 10.

This means that the concentration is not high enough to
ensure the binding of divalent cations and the consequent
screening of the channel negative charges. This is especially
true in the less concentrated compartment, where we can
speculate that the channel charge is not completely neutral-
ized and some negative groups are still active. If this is
true, a reversal potential below the diffusion potential is ex-
pected as exclusion effects appear. This point becomes
clearer when the concentration ratio is kept small, r = 1.5,
and both sides can be at a relatively low concentration
(Fig. 7, A and B, inset). Then, negative values of reversal
potential are found, showing that there is no binding, and
the channel restores its original cation selectivity. Note
that this situation is never realized in Figs. 2 and 5, as the
““diluted” side is always kept at 0.1 M. The inset in Fig. 7 B
also demonstrates that possible electrokinetic effects
(34) are not among the major causes of selectivity inversion.
It is seen that decreasing the salt gradient by a factor of
7 does not lead to any qualitative changes in channel
selectivity.
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FIGURE 7 (A) Reversal potential measured at a 10-fold cis/trans concen-
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(triangles) at pH 6. In KCI the channel shows cationic selectivity that is en-
hanced at low concentrations. In CaCl, the channel does not increase its an-
ionic selectivity at low concentrations but becomes less selective to anions.
At low enough CaCl, concentrations (see insets that show measurements at
1.5-fold cis/trans concentration ratio), OmpF seems to recover its “‘normal”
negative fixed charge since the reversal potential is lower in magnitude than
the free solution diffusion potential and, for the smallest concentrations, the
selectivity gets cationic again. (B) Selectivity of the channel, calculated from
data in (A).

The elucidation of the residues that are responsible for
the binding of divalent cations and consequent selectivity
inversion is not straightforward in light of electrophysio-
logical measurements. Mutagenesis involves conformational
changes that further modify the total net charge of the pro-
tein. Thus, the rationalization of selectivity experiments
with mutants is far from being trivial. Table 1 is a good ex-
ample of this. Reversal potential measurements in a 10-fold
concentration gradient of CaCl, (1 M cis | 0.1 M trans) are
presented for WT OmpF and three of its mutants: Two sin-
gle-site mutants, D113A and E117A, and a double-site mu-
tant, D113C/E117C. The substitution of negatively charged
acids of the channel constriction by neutral residues like
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TABLE 1 Measurements of reversal potential at pH 6 in

1M cis | 0.1 M trans CaCl, using WT and several OmpF mutants
WT DI113A E117A D113C/E117C

RP (mV) 245 = 0.6 332 £ 22 30.8 £ 1.5 30.1 = 0.7

alanine and cysteine (where divalent cations do not bind)
yields a gain of anionic selectivity. This could be roughly ex-
plained by invoking the change in the net charge of the pro-
tein produced by mutagenesis: Compared to WT OmpF, the
mutants D113A and E117A have an extra positive charge
and the DI13C/E117C mutant has two extra positive
charges. However, in such a scenario, the role of the divalent
binding is unclear. A much more detailed study involving up
to 34 OmpF mutants in salts of divalent cations reached sim-
ilar conclusions (31): Charge is not the sole determinant of
the ion selectivity of OmpF mutants: Other parameters also
contribute to this property. Thus, mutations in this system in-
volve simultaneous changes of too many physical quantities
(net charge, spatial distribution of residues, the possibility of
binding, the available volume for permeating ions, etc.) to
give a quantitative interpretation of measured data.

In this context, a recent publication of W. Cramer’s group
is highly relevant. A 1.6 A OmpF structure in 1 M MgCl,
showed that one Mg2+ is bound in the selectivity filter be-
tween Asp-113 and Glu-117 of loop 3 (33). In light of this
study, we decided to investigate, at least qualitatively, the
source of observed anionic selectivity of the D113C/
E117C mutant, where the specific binding of the divalent cat-
ions should be absent. To this end, reversal potential exper-
iments at a 10-fold cis/trans concentration ratio but different
absolute concentrations of CaCl, were performed for both
the WT OmpF and D113C/E117C mutant (data shown in
Table 2).

The anionic selectivity found for the D113C/E117C mu-
tant increases as concentration decreases, whereas the an-
ionic selectivity of WT OmpF follows the opposite behavior,
as shown in Fig. 7, A and B. As may be expected after the
analysis of the 1.6 A OmpF structure, this indicates that
Ca®"-specific binding is not present in the case of the
D113C/E117C mutant, since the increase of CaCl, concen-
tration leads to a loss of anionic selectivity. Then the source
of anionic selectivity in the D113C/E117C mutant may be
the excess of positive charge in the channel constriction after
the neutralization of both Asp-113 and Glu-117 acids. Con-

TABLE 2 Reversal potential (mV) measured at pH 6 and 10-fold
cis/trans concentration ratio but different absolute
concentrations of CaCl, using WT and the double

OmpF mutant D113C/E117C

cis/trans concentration (M) WT DI113C/E117C
0.2/0.02 13.1 £ 1.5 379 £ 22
0.5/0.05 20.7 = 0.9 30.7 £ 2.2
1.0/0.1 245 + 0.6 30.1 = 0.7
2.0/0.2 273 £ 1.2 251 £ 05
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sequently, the trend found for the D113C/E117C mutant
qualitatively resembles the trend found for WT OmpF in
KCl, which easily rationalizes invoking electrostatic screen-
ing. As concentration increases, the screening of channel
fixed charges is more effective and selectivity decreases.

Interestingly, Fig. 7 also demonstrates that steric (or entro-
pic) effects are not dominant in selectivity inversion. Indeed,
one of the possible alternative explanations of anionic selec-
tivity of OmpF in CaCl, may be preferential exclusion of cat-
ion simply because the size of the Ca*"-hydrated ion is larger
than that of Cl. For KClI, diluting the salt only increases
channel cationic selectivity. For CaCl,, the channel anionic
selectivity is decreased as the concentration is lowered.
Furthermore, at very low salt concentration, the channel
becomes cation selective. As noted before, it is natural to
expect this result within the proposed binding of divalent
cations: Less CaCl, means less Ca*t binding, smaller
screening, and, therefore, lower anionic selectivity.

With steric exclusion stemming from the larger ion size of
Ca”*, one would expect an opposite behavior. Indeed, if an-
ionic selectivity was due not to electrostatic—as we hypoth-
esized above—but to steric exclusion, then the selectivity
should be more pronounced at smaller salt concentrations.
This is clear from the following argument. Let us calculate
the electrical energy of a concentration fluctuation as a func-
tion of its size assuming that cations and anions confined by
a cube with sides / behave as independent particles with
switched-off Coulombic interactions. Then the expected
root mean-square fluctuation of the particle number is simply
(nlS)l/ %, where n is particle concentration. The resulting po-
tential can be roughly estimated as ¢ ~ e(nl3)'/2/el, where €
is the dielectric constant of the medium. Therefore, the en-
ergy of such fluctuation is E ~ (pe(n13)1/2 ~ e®nl*/e. The
characteristic energy E is proportional to the square of the
linear dimension and is commeasurable with kg7 at room
temperature for dimensions close to the Debye screening
length. This simple estimate demonstrates that on length
scales larger than the screening length, any deviations in cat-
ionic concentration and anionic concentrations should be
strongly correlated by obeying the electroneutrality princi-
ple. Therefore, because the Debye screening length increases
with the decreasing salt concentration, the compensation of
steric exclusion of Ca>" ions by the forces maintaining elec-
troneutrality should be smaller. This would lead to higher an-
ionic selectivity at smaller CaCl, concentration.

From Figs. 3 and 5, it follows that anionic selectivity of
the OmpF channel in the presence of high concentrations
of calcium and magnesium chlorides exceeds the selectivity
expected from the difference in bulk solution diffusion coef-
ficients for the cations and anion. One of the possible inter-
pretations of this observation would be that divalent ions
actually overscreen the negative charge of the channel intro-
ducing charge inversion. As evidenced by a recent stream of
publications in the leading physics journals (e.g., (35-44)),
inversion of the charge of charged surfaces by multivalent
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counterions is quite a general phenomenon attracting the at-
tention of many researchers from different fields. Among the
objects studied are nanochannels (37,43,45), amine-termi-
nated silicon dioxide surfaces (36), anionic monolayers
(42), DNA coils (46), actin filaments (47), protein complexes
(41), asymmetric lipid bilayers (48), and charged colloidal
particles (39). Charge inversion has been observed by study-
ing electrokinetic phenomena (electrophoresis or streaming
current), colloid stability, phase separation, or resonant
x-ray scattering, or by measuring the attraction force be-
tween like-charged surfaces.

Several origins are proposed for the charge inversion in
electrolyte solutions (40). Apart from the specific interaction
between divalent cations and particular surfaces, alternative
theories considering counterion correlations are available
(35,44). However, the applicability of such physical theories
of charge inversion near charged interfaces in electrolytic so-
lutions to the findings reported here is problematic for sev-
eral reasons. First, the interface in the case of the OmpF
channel is an amphoteric surface, with a discrete, highly in-
homogeneous distribution of positive and negative charges.
Second, and most important, the effective surface charge
density in the pore is only ~0.1 e/nm? (29). This low charge
density poses an immediate problem for the explanation
based on a two-dimensional strongly correlated liquid of
counterions (35,49) because the inverse dimensionless tem-
perature of such a liquid for the divalent counterions can
be estimated as 1.1.

CONCLUSIONS

Though most of the experimental conditions of this study
diverge significantly from typical physiological conditions,
investigations of ion channels in the wide range of salt con-
centrations and large gradients and in the presence of diverse
electrolytes advance our understanding of the physics of ion
transport. The obtained results show that several physico-
chemical phenomena are crucially involved in the mecha-
nism of ion selectivity of large channels. An immediate
consequence is that the interpretation of the measured rever-
sal potential—the most popular parameter used to evaluate
selectivity—in the framework of models that are too simplis-
tic can lead to a distorted picture. We can also conclude that
the selectivity mechanisms of the mesoscopic systems,
which in this study are represented by the OmpF channel,
are qualitatively different from those of the highly selective
channels of neurophysiology (1).
We summarize our main findings as follows:

1. Contrary to the cationic selectivity for the monovalent
salts at neutral pH, the OmpF channel at high concentra-
tions of salts of divalent cations exhibits an anionic
selectivity. Specifically, the sign of reversal potential
for chloride salts of Ca*", Mg?", Ba*", and Ni*" is
opposite to that found for monovalent salts.
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2. Two major factors contribute to the selectivity inversion
in this large channel in salts of divalent cations: 1), the
binding of permeant ions to the channel, which compen-
sates, or slightly overcompensates, for the negative
charge of the OmpF molecule and 2), the anionic selectiv-
ity coming from the differences in ion mobilities.

3. Other possible factors such as steric depletion of ions,
occurring when their size is comparable to the size of
the pore, channel-specific changes in hydrodynamic hin-
drance for cations and anions, and electrokinetic effects
induced by the salt gradient appear to play only a minor
role in the studied cases.

4. At sufficiently small concentrations of chloride salts of di-
valent cations, the channel regains its “‘original” cationic
selectivity.

5. Selectivity measurements in the D113/E117C OmpF mu-
tant are consistent with the existence of a binding site for
divalent cations at the channel constriction, as recently
evidenced by the high resolution OmpF crystal structure
in MgCl, solution.

APPENDIX: CORRECTION OF THE MEASURED
ZERO CURRENT POTENTIAL BY LIQUID
JUNCTION POTENTIALS

Though the LIP corrections are routinely used in modern electrophysiology,
they are ignored often enough to deserve a revision of the current situation in
this short Appendix. Electrophysiological measurements are mostly done
with reversible Ag/AgCl electrodes, which in many cases are immersed in
salt bridges of a certain concentration. When measuring electric potential
differences between two solutions of different concentration (as is the case
of reversal potential), one cannot ignore that each bridge is in contact with
a different solution. The potential difference generated across each bridge/
solution interface, known as LJP, is different, so that the total contribution
of both LIP to the total measured potential is different from zero. Seminal
studies by Barry and Neher (24,26) indicate that LJP is small (~1 mV) in
the reversal potential experiments done with KCI involving KCI bridges.
That is why these corrections are usually bypassed when measurements
are performed at physiological conditions (moderate gradients of KClI solu-
tions at decimolar concentrations buffered at neutral pH, occasionally also
containing salts of divalent cations in micromolar or millimolar concentra-
tions). However, in experiments with other salts (NaCl, LiCl, CaCl,,
MgCl,, etc.) LJP contribution becomes significant and may be comparable
to the actual reversal potential. The situation is aggravated when electrode
salt bridges are diluted, sometimes to prevent contamination of the measur-
ing solutions. LJP can then be several times larger than the actual RP. This
fact has long been noted (23) but repeatedly ignored, thus leading to some
inconsistencies in the selectivity data.

Direct measurements of LJP are difficult (23,26), so that, to determine the
actual reversal potential, it is necessary to rely on LIP theoretical estimates.
LJP between two solutions—Ileft (L) and right (R)—is defined as

L
kT 't
LIP=¢, — ¢ = —BTZ /;dlna,-, (A1)
i

where #;, z;, and a; denote the transport number (or fractional conductance),
valence, and activity of the ith ion, correspondingly. The above definition is
not very practical and has been replaced by an approximation due to Hender-
son (50,51), which makes LJP computation straightforward. Henderson
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TABLE 3 Measurements of reversal potential in OmpF channel using Ag/AgCl electrodes with different KCI concentrations

in salt bridges

KCl salt concentration

in bridges (M) Vorxp (mV) LIPS (mV) LIP" (mV) LIP (mV) RP (mV)
3.0/0.1 M KCI 20 —269 + 23 —0.18 —1.34 ~152 ~254 + 23
0.1 265 + 2.1 —152 0 ~152 250 = 2.1
0.01 260 * 1.6 —2.55 1.03 —152 245 + 1.6
3.0/0.1 M NaCl 2.0 226 + 0.7 -5.56 —0.74 ~6.30 163 + 0.7
0.1 287 = 0.5 ~17.82 4.39 —13.43 ~153 * 0.5
0.01 322 + 09 ~29.52 1273 ~16.79 —154 £ 09
2.0/0.1 M NaCl 2.0 221 + 04 —439 ~0.74 -5.13 —17.0 = 04
0.1 —27.0 = 0.1 —15.88 439 —11.50 —155 = 0.1
0.01 —30.8 = 0.3 —27.41 1273 —14.68 —16.1 = 0.3
1.0/0.1 M NaCl 2.0 237 + 02 —2.68 —0.74 342 203 + 0.2
0.1 —28.1 + 0.4 —12.73 4.39 —8.34 ~19.8 + 0.4
0.01 —31.1 =038 —23.83 1273 —11.10 —20.0 = 038
2.0/0.1 M CaCl, 2.0 214 + 0.8 ~11.29 0.91 ~10.38 318 + 0.8
0.1 8.0 + 0.4 —3231 11.29 —21.01 29.0 + 0.4
0.01 46 + 15 —51.78 26.79 —24.99 296 + 1.5
2.0/0.1 M MgCl, 2.0 218 + 1.0 —12.35 1.06 —11.28 331 + 1.0
0.1 123 + 0.7 -35.58 12.35 2324 355 + 0.7
0.01 70 + 02 —57.24 29.46 —27.78 348 + 0.2

Voxp i the potential V,,, corresponding to zero current through the circuit shown in Fig. 1 A. Liquid junction potential LJP“" is a potential between the agarose
bridge of the cis electrode and the solution in cis compartment. LJP”“" is defined as a potential between the solution in the frans compartment and the agarose
bridge of the trans electrode, so that it should be added to its cis counterpart to obtain the total correction. The total correction then should be subtracted from

Voexp to calculate the reversal potential.

simplified the problem in two ways. First, he treated the electrolyte solutions
as ideal (i.e., constant mobilities are assigned and activities are replaced by
concentrations). Second, he assumed that the junction may be represented
by a continuous series of mixtures of the two end solutions (i.e., linear ion
concentration profiles). Thus, Eq. Al reduces to

Z ZiDi[Ci,L - Ci,R] Z Z%Dici‘L

kBT i i
LIP = - — In . (A2
( e )EZ,ZDI'[CLL - Ci.R} PZ Z,‘zDiCi,R (42)

Most authors resort to the calculation of LJP using Henderson’s equation.
As for the assumption of linear concentration profiles, it has been shown
recently that calculation of LJP from numerical solutions of Nernst-Planck
and Poisson equations yields identical results as Henderson’s equation in the
vast majority of cases of interest (52). However, when solutions cannot be
regarded as ideal or the ionic strength of the two solutions in contact is very
different, Henderson’s equation becomes a poor approximation, and then
LJP calculations demand a proper estimation of ionic activity coefficients
and ion mobilities as a function of concentration (53,54).

An indirect way of checking the validity of the LJP calculation from
Henderson’s equation is to measure the reversal potential of a channel in
a given pair of solutions but using a different salt bridge concentration in
each series of experiments. If the LJP estimation is good, the channel re-
versal potential, once corrected, should be the same irrespective of the salt

concentration in the bridge. Table 3 shows the zero current potential mea-
sured in OmpF in different salt solutions. Cis and trans bridges contained
equal KCI concentrations varying from 2 M to 0.01 M. One can see that
LJP contribution may be significant, particularly when salts of divalent
cations are used, and it changes with the KCI bridge concentration. How-
ever, in all cases the actual reversal potential is the same within experi-
mental error no matter what salt bridge concentration is used.

Interestingly, when the same species of electrolyte is used in the solutions
and in the electrode salt bridge and the salt concentrations in the trans and cis
bridges are equal, according to Henderson’s equation, the total LJP should
be the same irrespective of the salt concentration in the bridge. A simple in-
spection of Eq. A2 applied to each interface shows that if the ratios of the
anion/cation diffusivities are the same in the solutions and in the bridges,
the salt concentrations in both bridges enter only as their ratio:

LJP = LJP.; + LIP s

T D_—D - bridge
kL - + lnct'a"“c('_” ' 43)
e Jz.D, —z.D_ C('iscbndge

trans

Data in Table 3 for 3.0/0.1 M KClI solutions and Table 4 for 3.0/0.1 M
NaCl solutions are compatible with this statement. This result is perhaps the
origin of most mistakes concerning LJP corrections to the measured reversal
potential. Following the pioneer studies (24,26) performed under physiolog-
ical conditions and with KCl bridges, the protocol is sometimes erroneously

TABLE 4 Measurements of reversal potential in the OmpF channel using Ag/AgCl electrodes with different NaCl concentrations

in salt bridges

NaCl salt
concentration in bridges (M) Voexp (mV) LIP“® (mV) LIP"™" (mV) LJP (mV) RP (mV)
3.0/0.1 M NaCl 2.0 —-325 £ 1.0 —2.16 —15.93 —18.08 —144 £ 1.0
0.1 —334 =15 —18.08 0 —18.08 -153 £ 15
0.01 —-328 = 14 —30.33 12.24 —18.08 —14.7 = 14
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extended to altogether different conditions. Data in Table 4 also show that in
different pairs of NaCl solutions and NaCl bridges, the LJP is not dependent
on the salt bridge concentration. In this case, the LJP correction is much big-
ger than for KCI. Finally, one can compare the corrected RP for 3.0/0.1 M
NaCl solutions when using KCI bridges (rows 4—6 in Table 3) and using
NaCl bridges (Table 4). The agreement shows that for the salt gradients ex-
plored here, Henderson’s equation is a good approximation for estimating
LJP contribution.
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