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Néazev prace: Analyza zotavovani membranového potencidlu kvasinek za stresovych
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Katedra: Fyzikalni ustav UK

Vedouci diplomové prace: prof. RNDr. Jaromir Plasek, CSc., Fyzikalni ustav UK
Abstrakt: Diplomova prdace se zabyva studiem odezvy vnitrobunécného pH
kvasinkovych bunék na riznd vnejsi prostiedi, predevsim ve vztahu k protonoforu
karbonylkyanidu m-chlorophenylhydrazonu, CCCP. K méreni vnitrobunécného pH
kvasinkovych bunék jsme vyuzivali geneticky kodovanou fluorescencni sondu
pomeérovy pHluorin. S vyuzitim metody synchronné skenovanych fluorescencnich
spekter jsme byli schopni mérit vnitrobunécné pH bunék s vysokou presnosti. Jako
soucdast techto experimentu jsme studovali také jak viiv iontové sily pufrit bunécnych
suspenzi na povrchovy potencial kvasinek, tak vliv anorganické soli KCI na
depolarizaci membran kvasinek a acidifikaci cytosolu vyvolanou protonoforem
CCCP. Zkoumali jsme jednak primo zmény cytosolického pH a jednak jsme toto
namerené pH pouzivali jako indikator procesii a stavu prostredi mimo burnku.
K nejvyznamnéjsim vysledkum této prdace patii vyvinuti nové metody monitorovani
velikosti povrchového potencialu kvasinek pomoci titracnich krivek acidifikace
cytosolu vyvolané protonoforem CCCP.
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Abstract: The master's thesis is focused on the study of response of the intracellular
pH of the yeast cells on various external environments, primarily in a relation to the
protonophore carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone, CCCP. To measure the
intracellular pH of the yeast cells we used a genetically coded fluorescent probe the
ratiometric pHluorin. Using the method of synchronously scanned fluorescent
spectra we were able to measure the intracellular pH of the cells with high precision.
As a part of these experiments we also studied the influence of ionic strength of the
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1 Uvod

1.1 Studované bunécné systémy

Tato diplomova prace se primarné zabyva iontovou rovnovahou v kvasinkach
Saccharomyces cerevisiae. Jelikoz jsou kvasinky jedny z nejjednodussich
eukaryotickych organismt, jsou vhodnymi modelovymi organismy pro experimenty
zamétujici se na bunécnou biologii a vysledky na nich ziskané se daji za urcitych
podminek zobecnit i pro slozitéjsi eukaryotické organismy vcetné Cloveéka [1-4].
Dalsi vyhodou téchto kvasinek je jejich snadné péstovani a pomérn€ bezpecna prace
S nimi.

Kvasinkové buniky museji byt pii svém rlstu schopny ptizplisobit se velkym
zménam podminek v prostredi, které zahrnuji ménici se osmoticky tlak, zmény pH
nebo koncentrace soli a mnohé dalsi veli¢iny. Aby si udrzely rovnovahu vnitiniho
prostiedi, tzv. homeostazu, musi dynamicky regulovat transport iont z buniky a do
bunky. Tato iontova vyména zasadné ovliviiuje a je ovliviiovana dvéma parametry
uzce svazanymi se stavem buiiky a to vnitrobunéénym pH a membranovym
elektrickym potencialem (AY), které maji vyznamny vliv na pribéh mnoha procest
v kvasinkovych bunkach.

V navaznosti na svoji bakalafskou praci jsem v této diplomové praci provadél
vyzkum na mutantnich kmenech kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Jelikoz genom
téchto kvasinek je v soucasnosti jiz dobi'e zmapovan a jejich buiiky se vyskytuji i v
haploidni formé€, je mozné relativné snadno manipulovat s jejich geny, potlacit
expresi nékterych ¢i naopak vlozit jiné. Pouzité mutantni kmeny byly BY4741 a
BY4741+pHluorin. Pro tyto mutanty mame jiz vypracovanou metodiku péstovani,
experimentalni postupy a optimalizace provadénych méteni, které ndm umoZznuji

spolehlivé a rychle métit velké objemy dat.



1.2 Jontové kanaly

Soucasny stav znalosti iontovych transportnich proteini z plazmatické
membrany Saccharomyces cerevisiae (jako jsou ATPazy, symportéry, antiportéry a
kanaly s riznymi specifitami substratii a uzivajici rozlicné mechanismy), je shrnut v
piehledech [5, 6].

Schopnost kvasinkovych bun¢k udrzovat iontovou rovnovahu je umoznéna
pumpou Pmalp (H'-ATPasa), kterd je zakotvena v membrané a generuje
elektrochemicky gradient protonti H® napfi¢ plasmatickou membranou. Piesun
protoni je hnan takzvanou protonmotivni silou. Tato sila se skladd z membranového
potencialu (jenz souvisi s negativnim nabojem existujicim uvniti bunky) a
koncentraéniho gradientu protoni H”, ktery lze také vyjadiit jako gradient pH.
Nerovnomérné rozlozeni koncentrace iontdi K' a Na' je zapficinéno existenci
systémtl, jejichz funkci je transmembranovy transport téchto iontt.

Existujici znalosti o iontovych transportérech a kanalech v membranach
kvasinek, v¢etné jejich exprese, transportni aktivity, regulace a funkce, byly ziskany
pomoci vyzkumt provadénych na isogennich mutantnich kmenech odvozenych z
rodiCovského kmene BY4741, kterym byly deletovany geny pro jednotlivé
transportni systémy nebo jejich kombinace [7]. I pfes rozsahly vyzkum provedeny v
této oblasti neni stale jasné, jak jednotlivé transportni systémy spolupracuji pii
udrzovani  homeostazy vCetn¢ stabilntho membranového potencidlu a
vnitrobunééného pH. Za udrzovani této rovnovahy jsou zodpovédné kanaly Toklp
vyluéujici K* z buniky. Tento kanal se otevie, kdyZ se membranovy potencial (AP)
stane kladn&j$im nez Nernstilv rovnovazny potencial K™ coZ zpisobuje odtok K* z

bunky a tento pak zpétné stabilizuje membranovy potencial [8-10]

1.3 Rizeni kanala

Vsechny iontové toky pfes bunéénou membrdnu jsou néjakym zplisobem
fizeny transmembranovym gradientem konkrétnich iontii. Bohuzel pfimd méfeni ndm
umoziuji urcit pouze celkovou koncentraci iontd v bunééném médiu, zatimco

okamzitd lokalni koncentrace iontd v blizkosti vnéjsiho povrchu membrany zlstava



nezndma. To muze zpusobit urCité komplikace pfi interpretaci experimentd
zabyvajicich se vnitrobuné¢nou iontovou rovnovahou.

Bunééné membrany mohou mit také zaporny naboj na povrchu (obvykle
opacny na protéjsich stranach) se kterym souvisi existence negativniho povrchového
potencialu [11]. Lokalni koncentrace kationt na membranovém povrchu pak diky
tomu mize byt vyznamné zvySena v porovnani s hodnotou jejich celkové
koncentrace v bunééném médiu.

V blizkosti membran bunék s bunéénou sténou, coz je i piipad kvasinek, je
pritomen dodate¢ny lokdlni ndboj vytvofeny negativné nabitymi skupinami
makromolekul bunécéné stény [12]. Diivejsi vyzkumy ukazaly, jak vyznamnou roli
miiZze negativni povrchovy potencial hrat v nejriznéjSich membranovych procesech.
Je proto piekvapujici, Ze tyto prace byly prakticky zapomenuty a v pozdéjsSich
studiich tykajicich se iontové homeostdzy kvasinek nebyla vénovana potiebna
pozornost moznému vlivu negativniho povrchového potencialu na transmembranovy
transport iontd. Urcity zajem o roli povrchového potencidlu se v nedavné dobé
projevil v nékterych specifickych oblastech bunécné biologie, naptiklad v souvislosti
s pfijmem iontd, toxicitou kovi [13], bunéénou adhezi [14] nebo vazbou peptidi k
modelovym membranam [15].

Prokazatelny nezdjem védcl zabyvajicich se kvasinkami o moznou ulohu
povrchového potencidlu se da vysvétlit tim, ze chybi metody, jez by umoznovaly
snadno a spolehlivé monitorovat jeho velikost. Nejobvyklej$im zptisobem ziskavani
informaci o povrchovém potencialu v okoli oblasti s transportnimi kanaly je
elektroforetickd metoda méteni (-potencialu bunék. Nicméné hodnoty {-potencidlu
nejsou spolehlivou mirou povrchového potencialu v ptipadé bunék se sténou, Vv niz se
nachazi zaporny naboj [12]. Jako indikatory zmén povrchového potencialu lze pouzit
také nekteré fluorescenéni sondy, jako napiiklad 7-hydroxycoumarin, [16] nebo
9-aminoacridine [17]. Nicméné¢ ob& zminéné metody maji pouze omezenou
spolehlivost a je tedy zfejmé, Ze vypracovani nové metody monitorovani
povrchového potencialu by mohlo byt onim impulzem potfebnym k obnoveni
vyzkumu tohoto ptehlizeného jevu a jeho moZného vlivu na udrZovani iontové

rovnovahy v kvasinkéch.



1.4 Mechanismus transmembranového pienosu protonti protonoforem

CCCP

Tato kapitola byla sepsana na zaklad¢ souhrnné prace [18]. Pro podrobngjsi
informace, experimentalni diikazy a $ir$i diskusi o protonoforech odkazuji ¢tenafe na
ni. V.mé diplomové praci jsme zkoumali vliv slabé kyseliny karbonylkyanidu
m-chlorophenylhydrazonu, CCCP, na membranovy potencial a vnitrobunééné pH
kvasinkovych bunék. V nasledujici casti se zabyvame dosud popsanym
mechanismem, kterym CCCP na buiiky ptisobi.

CCCP patii mezi slabé kyseliny, které mohou pfenaset protony pies umelé
lipidové dvojvrstvy a biologické membrany. Latky s touto vlastnosti se proto bézné
nazyvaji protonofory. Obecné se piredpoklada, ze protonofory umoznuji pasivni
transport protoni pies membranu ve sméru snizujiciho se elektrochemického
gradientu [19]. Za povSimnuti stoji, ze vSechny slabé kyseliny fungujici jako
protonofory maji m-elektrony, které delokalizuji naboj aniontl a zvySuji jejich
rozpustnost v médiich s nizkymi dielektrickymi konstantami, jako jsou naptiklad
plazmatické membrany.

CCCP pfienasi protony pies lipidovou dvojvrstvu mechanismem, ktery je
ilustrovan na Obr. 1. V praci [18], z niz jsme tento obrazek upravili, je uvedeno
ne¢kolik podminek, které zjednodusSuji uvazované procesy. Tyto tivahy nicméné nijak
nenarusSuji platnost popisovaného modelu pro nase experimenty. Konkrétné se jedna
o0 Uvahy, Ze na obou strandch membrany jsou identické roztoky, které jsou dostatecné
pufrované na to, aby tok protonii vyznamné neovlivnil pH a pfedpoklada se také, ze
elektricky odpor membrany je mnohem vétsi nez odpor roztoku, coz je velmi

rozumny predpoklad.



HA =——HA

roztok vné bunky membrana vnitrobunécny roztok

Obr. 1: Mechanismus fungovani protonoforu CCCP na rozhrani dvou roztoku
oddélenych plazmatickou membranou

Cely mechanismus se z hlediska chemie da popsat jedinou rovnici a to
A=+ H* =2 HA (1)

Tato rovnice popisuje procesy, které nastavaji na levé a pravé strané membrany z
Obr. 1. Cely proces ptenosu protont se pak odehrava nasledujicim zpusobem.
Referujeme-li se k Obr. 1, pak na levé strané membrany (vné buriky) je ustavena
disociacni rovnovaha mezi nedisociovanou formou (HA) a disociovanou anionickou
formou (A") s protony H*. Tato rovnovéha zavisi na pH prostfedi (roztoku na levé
stran¢ membrany/vné buriky) a na disocia¢ni konstanté pKa Kyseliny, v naSem
piipadé se konkrétné jedna o CCCP, jehoz standardni hodnota pKa uvadéna pro
vodni roztoky je 6,09 [18]. Ze strany, na niz je vys$i koncentrace CCCP v
nedisociované HA formé, difunduji nedisociované molekuly CCCP skrz nepolarni
prostfedi membrany na druhou (pravou) stranu membrany. Na pravé strané
membrany, tedy na rozhrani s vnitinim prostfedim buiiky, dochédzi k disociaci HA
dle rovnice (1) na proton H* a anion A". Tato disociace probihd v zavislosti na
vnitrobunééném pH buiky. Vzniklé anionty CCCP jsou pak elektrostatickym
pisobenim difizniho membranového potencidlu vypuzovany z bunky. Celkovym
vysledkem tohoto procesu je pohyb protoni z prostfedi vné buiky do

vnitrobuné¢ného prostoru, coz ma za nasledek zménu vnitrobunééného pH [18].
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1.5 Povrchovy naboj a Gouy-Chapmanova teorie

Biologické membrany obvykle nesou na svém povrchu naboj, ktery pochazi
od polarnich hlavi¢ek fosfolipidii, nabitych aminokyselin, membranovych proteint a
nabitych cukrii na membranovych glykoproteinech. Tento ndboj vytvaii elektrické
pole, které plsobi na ionty v okolnim prostiedi pfitazlivymi ¢i odpudivymi silami.
Velikost a sila pusobeni tohoto pole se zvySuje se se zvySujici se hustotou
povrchového naboje a snizuje s rostouci iontovou silou okolniho roztoku [20]. Toto
je velmi dilezity poznatek pro nasi praci, jelikoZ jej vyuzivame v naSich
experimentech pro ovéfeni piitomnosti a pusobeni povrchového naboje. Vliv
povrchového naboje na prostorové rozdéleni rozpusténych iontd v okolnim roztoku
je mozné popsat teorii vytvorenou Gouyem a Chapmanem [21, 22].

Vliv vzniklého pole na rozlozeni iontd v blizkosti bufiky popisujeme skrze
elektricky potencial pole vytvofené¢ho povrchovymi naboji. Tento potencial, kterému
fikdme povrchovy potencidl, je samoziejmé ovliviiovan 1 ionty nachazejicimi se v
blizkosti povrchu. Za ptedpokladu, Ze naboj na povrchu buiiky je rovnomeérné
rozprostfeny s nabojovou hustotou o, mizeme povrchovy potencial ys urcit z

rovnice

Ac = C sinh2¥s (2)

v niz A je konstanta zavisla na teploté a dielektrické konstanté roztoku, C je
prumérna koncentrace symetrického elektrolytu (elektrolytu obsahujiciho stejné
mnozstvi aniontll jako kationtll) jehoz ionty nesou naboj z, T je termodynamicka
teplota, R je molarni plynova konstanta a F Faradayova konstanta. Konstanta A je
definovana jako A = 1/(8Ne,g,kT)Y/?, kde N je Avogadrova konstanta, &, je
relativni permitivita a &, je permitivita vakua [20].

Pomér mezi povrchovou cs a celkovou ¢, koncentraci kladné nabitych iontd v
roztoku je zavisly na povrchovém potencialu s tak, jak to popisuje Boltzmannova

rovnice [20]

_szS
Cs = Cope ET 3




1.6 Experimentalni metody

Na zdklad¢ dlouholetého vyzkumu provadéného vedoucim mé diplomové
prace, byly vytvofeny a zdokonaleny dvé nize popsané techniky vyuZzivajici
fluorescencni sondy k monitorovani potencidlu plazmatické membrany a
cytosolického pH kvasinkovych bun€k v suspenzi. Tyto metody a z nich predevsim
metoda méfeni cytosolického pH byly tthelnym kamenem pro vypracovani celé této

diplomové prace.

1.7 Mgéteni zmén membranového potencialu

Elektricky potencial plazmatické membrany kvasinkovych bunék miize byt
monitorovan s pomoci fluorescen¢énich sond naleZejicich do rodiny redistribu¢nich
(pomalych) barviv jako jsou napiiklad anionické oxonoly [23] a kationické
karbokyaniny [24] pficemZ je mozné pouzit nékolik ruznych experimentalnich
technik [25]. V odd¢leni biofyziky Fyzikalniho ustavu UK byla nedavno
vypracovana a otestovana nova metoda umoznujici kvantifikovat zmény potencialu
plazmatické membrany kvasinek v jednotkach milivolth za pouziti fluorescencni
sondy 3,3-dipropylthiadikarbokyaninu jodidu, diS-C3(3), ktera je odlisna od
piibuzné, nicméné vice znamé karbokynaninové barvy diS-Cs(5) [26]. Sonda
diS-C3(3) byla také pouzita zcela jinym zplusobem, nez byl popsan v pracich
publikovanych jinymi laboratofemi [27], kde pouzivali mnohem vys$i koncentrace
barviva.

Vyse zminéna novd metoda vyuziva spektralniho posuvu emise, ktery je
spojen s navazanim sondy diS-C3(3) akumulované v bunkach na makromolekuly
cytosolu. Diky tomuto spektralnimu posuvu o velikosti pouhych 13 nm je mozné
rozlozit fluorescenéni spektra métena v bunéénych kulturdch metodou synchronniho
skenovani na komponentu odpovidajici akumulované sond¢ a komponentu
odpovidajici sond€, kterd zlstdva vné bunck. Pomér intenzit téchto dvou slozek,
ktery je za vhodné zvolenych experimentalnich podminek pfimo umérny relativni
mife akumulace sondy v buiikach, lze pak skrze Nernstovu rovnici pievést na rozdily

hodnot membranovych potenciali mezi porovnavanymi stavy bunék [26].



1.8 Mc¢éfeni pH cytosolu kvasinek

Vysledky uvedené v této diplomové praci byly ziskany pomoci modifikace
standardniho protokolu pro méfeni vnitrobunééného pH v kvasinkach za vyuziti
pomérové sondy pHluorin, kterou byly tyto kvasinky obarveny jako geneticky
kodovanym fluorescenénim proteinem [28]. V nasi metodé je klasicky zaznam
excitacniho spektra nahrazen synchronnim skenovanim excitace i emise za podminky
konstantniho rozdilu AA (offsetu) mezi jejich vinovymi délkami. Hlavni vyhodou
zdznamu spekter synchronné skenované fluorescence (SSF) je moZnost oddélit
plochy autofluorescenc¢ni profil od ostrych pika fluorescence pHluorinu.

Timto zplsobem jsme nyni schopni redukovat zdlouhavé a ¢asové narocné
série métfeni autofluorescencniho pozadi v pracnych experimentech provadénych na
kvasinkovych buiikach udrzovanych v riznych fyziologickych podminkach. Diky
tomu jsme mohli provést studie zalozené na velkém mnozstvi variabilnich parametrt,
které nas zajimaly, a pfitom opakovat témét kazdé méfeni Vv triplikatu, coZ ndm dava
dostate¢nou schopnost statisticky vyhodnotit vyznamnost naméfenych dat. Typicky
to znamena, ze experimentalni hodnoty pH v bunécném cytosolu kvasinek mizeme
namétit se standardni odchylkou mensi nebo rovnou 0,02 jednotky pH v piipadech
technického triplikatu a mensi nebo rovnou 0,05 jednotky pH v piipadé tii
nezavislych bunécnych kultur.

Ve vysledcich mluvime jak o méfeném cytosolickém pH tak o okyseleni
neboli acidifikaci cytosolu. Tyto dvé veliiny spolu uzce souvisi. Acidifikaci
cytosolu se rozumi rozdil mezi hodnotami pH cytosolu po piidani CCCP a pted
piidanim CCCP. Jelikoz po ptridani CCCP hodnota pH cytosolu klesa, je hodnota
acidifikace zaporna veli¢ina. Titracni kiivky zavislosti zmén cytosolického pH na pH
pufrl, v nichz jsme pozorovali efekt pfidani CCCP, jsou analyzovany pomoci miry
acidifikace. Odpovidajici hodnoty pH cytosolu nebyly pro studium efektu CCCP
vhodné, nebot’ i samotnd hodnota pH cytosolu kvasinek pted ptidanim CCCP mirné

zéavisi na pH prostiedi.



Jelikoz ziskani interpretovatelnych vysledki z naméfenych surovych SSF
spekter  vyzaduje urcité Upravy naméfenych dat zahrnujici odecteni
autofluorescencnich SSF spekter a vyuziti kalibracni rovnice, uvadime v Ptiloze 1
nami pouzivany postup tohoto zpracovani, ktery je spolu s templatovym souborem
pro SigmaPlot11 k dispozici na ResearchGate pro vetejny ptistup.
https://www.researchgate.net/publication/303783575_SP1ltemplate



2 Material a metody

2.1 Chemikalie a material

nazev (zkratka) vyrobce

MES hydrate (MES) Sigma
triethanolamine (TEA) Sigma

Yeast Nitrogen Base (YNB) Sigma

Brent supplement mix - uracil (BSM - ura) Formedium
ammonium sulfate Sigma - Aldrich
D-(+)-Glucose Sigma

agar Dr. Kulich Pharma s.r.o.
choline chloride Sigma
potassium chloride (KCI) Sigma
carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) Fluka
3,3'-dipropylthiadicarbocyanine iodide (DiS-Cs3(3)) Fluka
dimethylformamide (DMF) Fluka

ethyl alcohol Lach-Ner

Tab. 1: Seznam chemikalii pouzitych pii experimentech

2.2 Pufry

Pro ma meétfeni bylo velmi dilezit¢ mit dobie definované a stabilni pH
prostiedi v némz se nachdzely zkoumané kvasinkové bunky. Za ucelem dosazeni
tohoto pozadavku jsem vyuzival 25 mM pufr MES-TEA, jehoz slozeni popisuji v
Tab. 2. Pii ptipraveé jsem MES hydrat rozpustil v destilované vodé na pozadovanou
koncentraci, coz mi dalo prostiedi o pfiblizné hodnoté pH 3,3. Poté bylo pH tohoto
roztoku za stalého méfeni nastaveno na pozadovanou hodnotu postupnym
pfiddvanim TEA. V pribéhu experimenti jsem pii hledani vhodného nastaveni

podminek pouzil pufry s Sirokym rozmezim hodnot pH 5,7 - 9,3.
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latka mnozstvi [g/l]

MES hydrate 4,881
TEA -

Tab. 2: Slozeni pufri

*alkalickda komponenta, TEA, byla pfiddvana v malém mnozstvi podle
pozadovaného pH

2.3 Ruastova média

Jako kultivaéni médium pro zkoumané kvasinkové buiiky jsem ve své praci
pouzival minimalni zivné médium zaloZzené na YNB. Celkové pouzité slozeni je
uvedeno v Tab. 3. Toto médium jsem pouzil, jelikoZz jeho kompozice je piesné
definovana a tudiz pii1 experimentech nedochazi k odchylkam zpisobenym

fluktuujicim sloZenim ristového média.

latka mnozstvi [g/l]
YNB 6,7
ammonium sulfat 5
gluk6za 20
BSM - uracil 1,535
agar* 20

Tab. 3: Slozeni rastového média YNB pro kultivaci kvasinkovych bun¢k

Pii ptipravé YNB média jsem amonium sulfat a glukézu rozpustil v
piislusném mnozstvi destilované vody a tento roztok sterilizoval autoklavovanim. Z
YNB a destilované vody jsem vytvofil 10x koncentrovany zasobni roztok. Zasobni
roztok aminokyselin BSM-ura jsem piipravil v 50x koncentrované formé, ktera se
osvédcila jako daleko Iépe ptipravitelnd nez diive pouzivand 100x koncentrovana
forma. Oba zasobni roztoky byly sterilizovany mikrofiltraci, aby nebyly slouc¢eniny v
nich naruSeny vysokou teplotou autoklavovani. Nakonec byly vSechny tfi zasobni
roztoky smichdny v pfedepsanych pomérech. Mnozstvi destilované vody pfi pfipravée
kazdé casti vysledného média bylo upraveno tak, aby vysledné koncentrace
odpovidaly popisu z Tab. 3. Pfi pfipravé pevného média pro Kultivaci na Petriho

miskach, byl do autoklavovaného roztoku navic pfidan agar.
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2.4 Bunétné kmeny

Experimentalni ¢ast prace jsem provadél na dvou mutantnich kmenech
Saccharomyces cerevisiae, které jsem pouzil jiz ve své bakalaiské praci a které byly
zvoleny v navaznosti na predchozi studie [29, 30], které se zabyvaly piesnym
definovanim a optimalizaci experimentalnich metod, jez jsme v praci vyuzivali.
Pouzit¢é kmeny nesou ozna¢eni BY4741 a BY4741+pHluorin. Genotyp kmene
BY4741 je MATa, his3A0, leu2 A0, met15A0, ura3A0. Kmen BY4741+pHluorin je
variantou kmene BY4741, pti€emZ do jeho genomu byl pomoci plazmidu pfidan gen
pro fluorescen¢ni protein pHluorin. Kmen BY4741 slouzil v mych experimentech
predevS§im jako kontrola autofluorescencniho pozadi pro SSF méfeni
vnitrobunééného pH.

Jako selekéni marker pro zachovani exprimace fluorescen¢niho proteinu v
kmeni BY4741+pHluorin nesou pouZzit¢ kvasinkové kmeny na pHluorinovém
plazmidu také mutaci ura3A0, ktera zajistuje, ze jen kvasinky schopné pHluorin

produkovat, pieziji na pouzitém médiu bez uracilu.

2.5 Kultivace bunék

Péstovani bun€k probihalo podle protokolu pouzitého jiz v mé bakalaiské
praci [31]. Pro piehlednost jej zde uvadime.

Buiky byly ze zasobnich konzerv prezervovanych v -70°C ockovaci klickou
steriln¢ pfeneseny na pevné médium v Petriho misce a poté dva az tfi dny
inkubovany v inkubatoru Incucell (BMT Medical Technology s.r.0.) za 30°C. Takto
vypéstované bunky jsem pomoci ockovaci klicky sterilné ptenesl do tekutého média
v Erlenmeyerové bance a péstoval v ttepacce na vodni bazi za teploty 30°C po dobu
ptiblizn€ 24 hodin. Timto postupem jsem ziskal zasobni inokulum.

Pro méfeni jsem ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu z pfipraveného
zasobniho inokula pipetou ockoval vzorky do tekutého média v Erlenmeyeroveé
baiice a zaockované vzorky jsem pak nechal rlst v tfepacce za stejnych podminek
jako inokula. Oc¢kované mnozstvi inokula a doba riistu byly vzdy upraveny tak, aby
bunky dosahly v dobé méteni postexponencidlni faze rlstu. V Casové skale to tedy

znamenalo pfiblizné 18-24 hodin.
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2.6 Meéreni fluorescence

Pro méfeni svych experimentd jsem vyuzival pfistroj FluoroMax-3
(Horiba - Jobin Yvon). Jedna se o spektrofluorometr se dvéma miizkovymi
monochromatory a vysokotlakou xenonovou vybojkou jako zdrojem excitaéniho
zafeni. Fluorescence je detekovana v L-formatu pod pravym thlem viéi sméru
budiciho zafreni.

Schéma pfistroje je vyobrazeno na Obr. 2. Mg¢feni jsem provadél v

polymethylmetakrylatovych kyvetach 1x1 cm 0 objemu 3 ml (Kartell, Italie).

|
zdr?] déli¢ svazku =
W | excitacni :
AV monochromator > »| vzore
svétla //
v
///
.-"/ emisni —'
monochromator
referenéni
fotodioda
fotonasobié

Obr. 2: Schéma pfistroje FluoroMax-3 pouzitého pii fluorescenénich méfenich.
Upraveno z [32].

Experimentalni nastaveni pro snimani SSF spekter pii zkoumani pHi, bylo
optimalizovano pro zkraceni ¢asu a zvySeni pfesnosti oproti mé bakalarské praci.
SSF spektra pHluorinu jsem méfil pii offsetech AL =30 nm pro pas s excitaénim
maximem u 470 nm a AL =110 nm pro pas s excitatnim maximem u 390 nm. Tyto
offsety odpovidaji Stokesovym posuviim danych pasi vicéi excitaénimu zafeni.
Akvizici jsme provadéli v nastaveni tfi primérovanych méfeni. Tento postup
zmenSuje vliv nidhodnych fluktuaci intensity fluorescence (zejména fluktuaci
spojenych s tvorbou a uvoliovanim vzduchovych bublinek na sténdch kyvet) na

vysledny pomér signal/Sum v métenych spektrech. PouZity skenovaci krok byl 1 nm
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a integracni doba 0,2 s. Excita¢ni i emisni §té€rbiny monochromatora byly nastaveny
na $itku 3 nm.

Pro snimani SSF spekter pfi zkoumani zmén AY bylo pouzito stejné
experimentalni nastaveni jako v praci [26]. Offset byl nataven na 13 nm a skenovana
spektralni oblast excitacniho spektra byla 520 - 590 nm. Akvizici jsme provadéli v
nastaveni sedmi primérovanych méfeni a to ze stejného divodu jako u méteni pH.
Pouzity skenovaci krok byl 5 nm a integrac¢ni doba 0,5 s. Excita¢ni i emisni $térbiny

monochromatort byly nastaveny na §itku 2,3 nm.

2.7 Priprava vzorkid na méfeni

Po tspésné kultivaci bunék podle postupu popsaného v kapitole 2.5 jsem
buiikky pro métfeni obecné piipravoval nasledujicim zpiisobem. Nejprve jsem slil
rastové médium s buinkami do zkumavky a v ni jej pak odstfedil v centrifuze
(Megafuge 1.0, Heraeus instruments) pii 3000 rpm pusobicich po 2 minuty. Poté
jsem odlil ze zkumavky supernatant a k usazenym bunkam piidal 25 mM pufr
MES-TEA v pfiblizné tfetinovém objemu oproti vylitému supernatatu, ¢imz jsem
dosahl optimalniho zahusténi bunééné zasoby pro pridavani do vzorka.

Jednotlivda méfeni byla provadéna za rtiznych podminek, jelikoz jsme hledali
optimalni rozmezi pH, koncentrace jednotlivych chemikalii a celkové experimentalni
nastaveni pro ziskani piehlednych a vypovidajicich dat. VSechna méfeni jsme se
vSak snazili drzet v rozmezi nasledujiciho postupu: Do kyvet jsem pftipravil pufr
MES-TEA 25 mM s pozadovanym pH a piipadné roztok cholin chloridu s KCI ¢i
NaCl a glukozou. Do takto ptipravenych kyvet jsem poté dle ¢asového rozpisu, ktery
slouzil k zajisténi shody experimentalnich podminek u vSech vzorki, pfidaval bunky
na OD = 0,4, tak ze se v daném roztoku nachazely alespofi 3 minuty (standardné
7,5 minuty) pifed méfenim spekter.

Dalsi postup, Upravy a piipadné dodatecné piimichavani chemikalii jiz

zavisely individudIn€ na pouzitém experimentalnim postupu.
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3 Vysledky

3.1 Uvodni méteni a zkoumani chovani systému

Experimentalni ¢ast této diplomové prace zahrnovala intenzivni praci v
obdobi Sesti mésicli, béhem né&jz jsme provedli pies 1800 méteni SSF spekter zhruba
900 bunécnych suspenzi ptipravenych z ptiblizné 80 bunéénych kultur. Z velké ¢asti
se jednalo o hledani optimalnich koncentraci bunéénych suspenzi z hlediska poméru
signalu pHluorinu k pozadi pochdzejicimu od pufru a pak optimalizaci ¢asovych
harmonogramli pro realizaci rozsdhlych titra¢nich sérii. Zejména optimalizace
casovych harmonogramii pfedstavuje skrytou Céast prace, kterou v podstaté neni
mozné do prezentovanych vysledkli zahrnout. V této diplomové praci proto uvadime
pouze konecné vysledky tohoto rozsahlého usili, které povazujeme za publikovatelné
v solidnich védeckych casopisech, pfiemz cast z nich jiz Usp&€Sné prochazi
recenznim fizenim, viz Ptiloha 2.

V pocateCnich fazich méfeni jsme zjiStovali, jak bunéénd suspenze
kvasinkovych bun¢k reaguje za rozlicnych podminek na piidani CCCP. Jako
proménné faktory, na kterych mohou zaviset zmény vnitrobunééného pH po ptidani
CCCP, jsme zkoumali vliv riznych koncentraci CCCP, pH prostfedi, pfitomnosti
gluk6ézy a anorganickych soli. Na vysledcich téchto tvodnich méfeni jsme pak
zalozili dal$i méfeni, ktera uvadime v nasledujicich odstavcich a kapitolach.

Podle ptivodniho zadani diplomové prace jsme meéli zkoumat také rychlost
odezvy vnitrobunééného pH na ptidani CCCP. Po naméfeni prvnich sérii Casového
vyvoje se vSak ukazalo, Zze toto meéfeni v naSich laboratornich podminkach
nemlizeme provést, jelikoz méfitelna odezva nastdvala v casech kratSich nez
3 sekundy, coz je pfiblizn€ doba od pfidani CCCP, béhem niZ jsme schopni vlozit
vzorek do spektrometru a spustit mefeni. Jakékoliv dynamické efekty tedy prob&hly
rychleji, nez jsme byli schopni je za¢it métit.

Provétili jsme také vliv, ktery mad promyvani kvasinkovych bunck pfi
ptipravé vzorkl na reprodukovatelnost a vysledné hodnoty méteni. Ukazalo se, ze
neni rozdil mezi hodnotami intracelularniho pH naméfenymi po jednom a po dvou

promytich bunééné kultury. Jednim promytim v tomto piipadé myslime centrifugaci
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bun¢k nasledovanou slitim supernatantu a resuspendovani bunék v 25 mM pufru
MES-TEA. V dalsich métenich jsme proto pouzivali pouze jednou promyté bunécné
suspenze, coz nam umoznilo zkratit dobu ptipravy vzorkd, coz bylo dulezité, jelikoz
vzhledem k poctu vzorkd a méfeni, které jsme provadéli, bylo potieba zkratit ¢as
ptipravy i méfeni na minimum, jinak by nebylo mozné ziskat dostatecné mnozstvi

dat.

3.2 Vliv koncentrace protonoforu CCCP na vnitrobunééné pH kvasinek

Saccharomyces cerevisiae

Podle planu prace jsme zkoumali zavislost acidifikace cytosolu na
koncentraci protonoforu CCCP ptidaného do bunécné suspenze. Tyto pokusy jsme
provadéli v prostiedi 25 mM pufru MES-TEA o tfech riznych pH a to jak za
pritomnosti 2% glukdzy tak bez ni.

Meéieni jsme nejprve provedli pro koncentrace CCCP do 25 uM, pfiCemz
vysledky téchto méfeni jsou zobrazeny v Grafu 2. Nasledné jsme provedli jesté
podrobngjsi zkoumani pro koncentrace CCCP nizsi nez 10 uM, jehoz vysledky jsou
znazornény v Grafu 1. Timto méfenim jsme eliminovali vliv bodii naméfenych pro
vysSi koncentrace CCCP na smérnici pro niz§i koncentrace a ziskali tak pro né
piesnéjsi reprezentaci.

Jak je vidét z obou sad méfeni, v souladu s predpoklady pozorujeme, ze
cytosolické pH se snizuje spolu se zvySujici se koncentraci CCCP v roztoku.
Pozorované smérnice zavislosti acidifikace na koncentraci CCCP jsou v témét celém
rozsahu meéfeni linearni, pficemz pro sadu méfeni s nizSimi koncentracemi
pozorujeme, ze smernice namefené v pritomnosti glukozy 1 bez ni jsou pro jednotliva
pH pufrd téméf shodné. To naznacuje, ze okyseleni neni ovliviiovdno dal§imi
pochody. Toto je dulezity poznatek, ktery nam ukazuje, Ze na polohu sigmoid v
nasledujicich titraénich experimentech a polohu jejich inflexnich bodi ma hlavni vliv
koncentrace CCCP vné bunck, nikoli dalsi procesy podilejici se na ustaveni
koncentrace protontll v cytosolu v ustaleném stavu.

Linearita zavislosti vnitrobuné¢ného pH na koncentraci CCCP v bunécné
suspenzi je pro nas také velmi dilezitd, jelikoZ nam v dalSich métenich umoZziluje
spojit naméfené zmény vnitrobunééného pH s koncentraci neutrdlni formy CCCP
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vstupujici do bunééného prostoru a bez nelinearniho zkresleni timto zplsobem
odecitat zménu pH na povrchu bunék oproti pH pufru.

Z méfeni béhem nékolika riznych dni na vice vzorcich jsme zjistili, ze uréené
smérnice zavislosti vnitrobunééného pH na koncentraci CCCP se mohou mirné lisit,
coz muze souviset s rozdilnymi hodnotami koncentrace zbytkového ATP v bunikach
a s tim souvisejici aktivitou pump Pmal nebo V-ATPazy. Tyto odchylky mezi
jednotlivymi vzorky mohou byt zpisobeny odliSnou dobou kultivace, ktera mohla
byt £+ 1,5 hodiny, coz se pti sériich méfeni trvajicich déle jak 12 hodin mize snadno
stat.

Jedinou odchylkou od linearni zavislosti pozorujeme pro buiky bez
ptitomnosti glukoézy pii pH 6,5 a 7,3 pii koncentracich CCCP niZSich neZ 4 uM, jak
je ndzorn€ vidét v Grafu 1. Toto zvlastni chovani jsme piedpokladali jiz pii méfenich
ve vysSich koncentracich, kdy vypoctena linearni regrese pro pH 6,5 a 7,3
neprochazela v dostate¢né blizkosti bodu [0,0]. V Grafu 2 proto naznacujeme
prubéh, ktery by zavislost mohla za rozumnych ptredpokladi mit. Toto odlisné
chovani systému jsme podrobnéji nezkoumali, jak rozebirame v diskusi.

Vysledky méteni ve vysSich koncentracich CCCP nam ukazuji, ze rozdily ve
vnitrobunéénych pH naméfenych pro rizna pH pufr nejsou tak velké jako pro nizsi
koncentrace CCCP. To znamend, ze zavislost acidifikace na pH prostiedi ma pii
vysSich koncentracich CCCP méné strmou smérnici a tedy rozdil acidifikaci mezi
dvéma raznymi pH pufri je méné vyrazny. Kdybychom tedy v méfeni titracnich
kiivek, jez nasledovalo po téchto méfenich, pouzili vysoké koncentrace CCCP, méli
bychom problém s jejich fitovanim, jelikoz by se zkratily ve sméru osy acidifikace a
roztahly ve sméru osy pH pufii, ¢imz by zacaly pfipominat linearni zavislost misto
sigmoidalni.

Na zéklad¢ téchto zaveri jsme tedy jako optimalni koncentraci CCCP pro
dalsi pokusy zvolili rozmezi 5 az 10 uM CCCP, pii téchto koncentracich je
acidifikace jiz dostateéné velka a mame tedy dobry pomér signal Sum, zatimco stale
pozorujeme dostatecny rozdil mezi vysledky ziskanymi pfi stejnych koncentracich
CCCP za raznych pH pufri. Navic v tomto rozmezi koncentraci mame potvrzenou
linedrni zavislost mezi acidifikaci kvasinkového cytosolu a koncentraci CCCP

pfidaného do bunécné suspenze, vyznam ¢ehoz jsme zminili vyse.
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pH cytosolu

koncentrace CCCP [uM]

Graf 1: Graf zavislosti pH kvasinkového cytosolu na koncentraci CCCP. Pti méteni
byly pouzity sady bunéénych suspenzi s riznymi pH: 6,5 (trojuhelniky obracené
nahoru), 7,3 (trojuhelniky obracené doli) a 8,5 (kruhy). VSechna data byla ziskana
jako technické duplikaty, pficemz chybové usecky zobrazené v grafu predstavuji
standartni odchylku od primérné hodnoty. Méfeni prob&hlo za pfitomnosti glukozy
(Cervené zobrazena data) 1 bez ni (modie zobrazena data). Pro hladovéjici bunky v
pufru o pH 6,5 vyhovuje linedrni regrese zobrazena pierusovanou ¢arou pouze datim
namétenym pro koncentrace CCCP vétsi nebo rovné 4 uM.
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Graf 2: Zavislost acidifikace cytosolu kvasinkovych bunék na koncentraci CCCP v
bunééné suspenzi. Pfi méfeni byly pouzity sady bunécnych suspenzi s raznymi pH:
6,5 (kruhy), 7,3 (trojuhelniky) a 8,5 (Ctverce). Zobrazena jsou pouze méfeni
provedend bez pritomnosti glukozy. Linedrni regrese urcené pro sady méfeni s pH
6,3 a 7,5 protinaji svislou osu v blizkosti hodnoty -0,2 oproti ptedpokladanému bodu
0, proto je Cervenou linkou vyznacen piedpokladany tvar zéavislosti v oblasti bez

naméfenych bodid a smérnice linearni zavislosti pro chovéani v blizkosti nulové
koncentrace CCCP

3.3 Zavislost protonoforem CCCP zpiisobené acidifikace cytosolu

kvasinek na pH pufru

Jak jsme diskutovali v teoretickém tvodu, vliv CCCP na acidifikaci cytosolu
bunék je ovlivnén disocia¢ni rovnovahou CCCP, ktera je zavisla na pH prostiedi, v
némz se molekuly CCCP nachazi. Zavislost acidifikace cytosolu vyvolané
pusobenim CCCP na pH pufru v bunééné suspenzi jsme zkoumali méfenim za
pouziti 25 mM pufru MES-TEA bez pfitomnosti glukézy za pouZiti konstantni
koncentrace CCCP 6 uM. V prvnich métenich, jsme tuto zavislost zkoumali za

pouZiti pufri s rozsahem pH 6,1 az 9,3. Vysledky tohoto méfeni jsou zobrazeny v
Grafu 3.
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Diky tomu, Ze pouzivame koncentraci CCCP, kterd lezi v oblasti, pro niz
jsme potvrdili linedrni zavislost zmén pH bunécného cytosolu na koncentraci CCCP,
miZzeme v tomto mefeni pfedpokladdat linedrni zavislost mezi naméfenym pH a
koncentraci neutrdlni formy CCCP vstupujici do bunééného prostoru. Zmétené pH
nam tedy slouzi jako signal vypovidajici o disocia¢ni rovnovaze CCCP na povrchu
bunééné membrany, kterd je zavisla na pH v tomto prostoru.

Namétenou zavislost predstavujici titraéni kiivku CCCP jsme byli schopni
fitovat sigmoidalni zavislosti odpovidajici rovnici

B

len = A + 1+10pHstfed—pHpufr (4)

v némz A a B jsou konstanty a pHggeq je pH pufru v inflexnim bod¢ kiivky. Stejnou
sigmoidalni funkci, 1 kdyz bez posunu po svislé ose o konstantu A, 1ze reprezentovat
kiivku popisujici disociacni rovnovahu CCCP. Toto odpovida mechanismu ptlisobeni
CCCP, jak jsme jej zminili v teoretickém tvodu (do burniky pronika pouze neutralni
forma CCCP a jeji pomér k celkovému mnoZstvi CCCP pfidanému do bunécné
suspenze odpovida disocia¢ni rovnovaze tizené pH prostiedi, v némz se molekuly
nachazeji).

Inflexni bod kiivky odpovidajici stavu, kdy je koncentrace disociované formy
CCCP rovna koncentraci nedisociované¢ formy, odpovidd pHgwes = 8,26 = 0,12.
Hodnota pH naleZejici tomuto stavu je bézné pro kyseliny (jako je CCCP)
oznacovano jako pKa. Hodnota pKa pro CCCP ve vodnim prostfedi je vSak
standardné uvadéna jako 6,09 [18]. Pozorujeme tedy rozdil piiblizné 2,2 jednotek
pH. To naznacuje, ze pH v oblasti, kde dochézi k ustaveni rovnovahy disociované a
nedisociované formy CCCP, ktera nasledné¢ ovliviiuje métené pH cytosolu, je znacné
odli$né od pH pufru, v némz se buniky nachdzeji.

Toto pozorovani by se dalo vysvétlit pfitomnosti negativniho povrchového
naboje a jemu odpovidajiciho negativniho povrchového potencidlu, ktery vede ke
zvySeni lokalni koncentrace protonti na povrchu bunééné membrany a tim ke zvySeni
kyselosti prostfedi v této oblasti. Abychom ovéfili pritomnost tohoto povrchového
naboje a potencialu, provedli jsme dal§i métfeni zavislosti acidifikace cytosolu za
konstantni koncentrace 6 uM CCCP v 25 mM pufrech MES-TEA s rozpétim pH
6,1 az 8,9. Pii téchto méfenich jsme oproti plivodnim zvysili iontovou silu roztoku
pfidanim 5 mM KCl a 145 mM cholin chloridu, coZ by mélo mit za nasledek
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zeslabeni efektu povrchového potencidlu, jak diskutujeme v teoretickém uvodu.
Vysledky téchto méfeni jsou také zobrazeny v Grafu 3. Pozorujeme zjevny pokles
PHsiea 0 0,7 jednotky pH na hodnotu pHggeq = 7,56 & 0,10. Timto métenim jsme tedy
potvrdili ptitomnost povrchového potencidlu a jeho vliv na zménu pH u povrchu

bunéné membrany zkoumanych kvasinek.
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Graf 3: Zavislost protonoforem CCCP zptsobené acidifikace cytosolu kvasinek na
pH pufru. Mg¢feni byla provedena v prostiedich o rtzné iontové sile: body
znazornéné kruhy byly namétfeny v prostiedi o nizké iontové sile 25 mM pufiu
MES-TEA, body zndzornéné trojuhelniky byly naméfeny v prostiedi o vysoké
iontové sile 25 mM pufru MES-TEA, 5 mM KCI a 145 mM cholin chloridu.
Zobrazena data a chybové usecky jsou vysledkem meéteni triplikatt.

Na puisobeni CCCP, tak jak je popisujeme v teoretickém tivodu, musi mit vliv
také membranovy potencidl, jelikoZ pti kazdém transportnim cyklu protonii do buiiky
probiha vypuzeni aniontu CCCP ven z buiiky. Toto vypuzeni by mélo byt zavislé na
velikosti negativniho difuzniho potencidlu plasmatické membrany. Proto by jeji
depolarizace méla ovlivnit také miru acidifikace bunééného cytosolu.

Provedli jsme tedy méteni acidifikace vyvolané ptidanim CCCP v né€kolika
25 mM pufrech MES-TEA o riznych pH, pfiemz jsme se snazili vyvolat

depolarizaci bunééné membrany kvasinek pfidanim KCIl o koncentraci 150 mM.
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Napted jsme vSak ovéftili, ze po pridani 150 mM KCl1 do bunééné suspenze skutecné
dochazi k vyraznému poklesu membranového potencialu. Nami pouzitd metoda
méfeni pomoci redistribu¢ni fluorescenéni sondy diS-Cs3(3) vSak umoziuje stanovit
pouze rozdily membranovych potenciali oproti vhodné vybranému referen¢nimu
bodu, nikoliv jejich hodnoty absolutni. V pfipadé miry depolarizace plasmatické
membrany presentované na Grafu 4 je timto referen¢nim bodem akumulace sondy v
buiikdch naméfend ve vzorcich s nizkou koncentraci KC1 (SmM) a pH = 7,7. lontova
sila byla pfiddnim 145 mM cholin chloridu v téchto suspenzich dorovnana na
hodnotu stejnou jako v suspenzich se 150 mM KCI. Depolarizaci jsme méfili jak s
10 uM CCCP, tak bez néj, a to v triplikatech (ve dvou vzorcich bun¢k s pHluorinem
a jedné kontrole bez néj). JelikoZz membranovy potencidl je zdporny a pii
depolarizaci se pfiblizuje kladnym hodnotam, uvadime zde hodnotu depolarizace
jako kladnou veli¢inu.

Pozorujeme, ze pouzité koncentrace KCIl zpisobuji depolarizaci bunétné
membrany kvasinek. Ukazalo se také, Ze mirnou depolarizaci membranového
potencialu zptsobuje 1 samotné¢ CCCP. Jeho efekt je nicméné¢ mnohem slab$i nez

efekt 150 mM KCI.
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Graf 4: Zavislost depolarizace membranového potencialu kvasinkovych bunék na pH
pufru. Data s ¢ernymi linkami znazoriiuji méteni bez CCCP, data s Sedymi linkami
pak méteni s 10 uM CCCP. Data s prazdnymi koleCky piedstavuji méteni s 5 mM
KCI v roztoku a data s plnymi kolecky piedstavuji méfeni se 150 mM KCl1 v roztoku.

Potvrdili jsme tedy, ze pifidanim 150 mM KCI do buné¢né suspenze jsme
schopni vyvolat vyraznou depolarizaci difuzniho membranového potencidlu, o
velikosti kolem 30 mV, pti¢emz tato hodnota prakticky nezavisi na pH suspenze. To
znamena, ze depolariza¢ni efekt vznikly pfidanim 150 mM KCl mizeme vyuzit ke
zkoumani vlivu snizeni membranového potencidlu na titracni kiivky zavislosti
acidifikace cytosolu vyvolané ptisobenim CCCP na pH pufru. Provedli jsme tedy
méfeni zavislosti acidifikace cytosolu za konstantni koncentrace 6 uM CCCP v
25 mM pufrech MES-TEA s rozpétim pH 6,1 az 8,9. Pii téchto méfenich jsme
zachovali stejnou iontovou silu jako pfi zkoumani vlivu povrchového potencialu,
avSak pouZili jsme plnych 150 mM KCl. Vysledky tohoto méteni jsou zobrazeny v
Grafu 5, kde pro srovnani uvadime také vysledky z Grafu 3.

Dle namétenych dat dochazi v depolarizovanych buiikdch k mnohem slabsi
acidifikaci nez v nedepolarizovanych. To odpovida ptedpokladu, Ze depolarizovana

buiika nevylucuje anionty CCCP tak rychle a nedochazi k tak intenzivnimu okyseleni
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cytosolu jeho ptisobenim. V souladu s modelem jsme tedy potvrdili, Ze acidifikace

kvasinek protonoforem CCCP zavisi také na velikosti membranového potencialu.
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Graf 5: Zavislost protonoforem CCCP zptisobené acidifikace cytosolu kvasinek na
pH pufru za depolarizace membranového potencialu 150 mM KCIl. Méfeni byla
provedena v prosttedich o riizné iontové sile: body zndzornéné kruhy byly naméteny
v prostiedi o nizké iontové sile 25 mM pufru MES-TEA, body znazornéné
trojihelniky sméfujicimi nahoru byly naméfeny v prostiedi o vysoké iontové sile
25 mM pufru MES-TEA, 5 mM KCl a 145 mM cholin chloridu a body znazornéné
trojihelniky sméiujicimi dolti byly také naméteny v prostiedi o vysoké iontové sile
25 mM MES-TEA a 150 mM KCIl. Zobrazend data a chybové usecky jsou
vysledkem métenti triplikatu.

3.4 Vlivu iontové sily roztoktli na povrchovy potencidl a potvrzeni

zavért pomoci Gouy-Chapmanovy teorie

Z nasich dosavadnich méteni vyplyva, Ze pfitomnost povrchového potencidlu
u kvasinkovych bun€k vyznamné ovliviiuje pH na povrchu téchto bunck, které se

vyrazné lisi od celkového pH roztoku. Pomoci Gouy-Chapmanovy teorie, jejiz

vvvvvv
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méfeni provést srovnani ziskanych vysledkll na kvantitativni urovni, ¢imz bychom
chtéli demonstrovat robustnost pouzitych metod a naméfenych udaju.
Jelikoz z méteni zname pH pufru a jemu odpovidajici pH na povrchu bunécné

membrany (6,09), mizeme snadnou aplikaci definice pH
pH = —log[H;0"] ()

(pfi¢emz spliujeme piedpoklad ziedéného vodného roztoku a tedy rovnosti aktivity a
koncentrace latky) urcit koncentrace protoni ve volném prostoru roztoku C, a na
povrchu bunék Cs. Konkrétni hodnoty pH pufiri pti dosazeni pH 6,09 na povrchu
bunék a k nim nalezejici koncentrace Cs a C, uvadime v Tab. 4. Vypoctené
koncentrace pak muzeme spolu s rovnici (3) vyuzit k ur¢eni hodnoty povrchového
potencialu.

Konkrétné pro nase méfeni jsme urcili, Ze buiiky v roztoku o nizké iontové
sile (tedy v roztoku 25 mM MES-TEA) maji povrchovy potencial -130 mV a bunky
v roztoku o vysoké iontové sile (tedy v roztoku 25 mM MES- TEA, 5 mM KCI a
145 mM cholin chloridu) maji povrchovy potencial -88 mV.

Takto ziskané hodnoty povrchového potencialu mizeme pouzit spolu s

rovnici

_ 1 ZFvg
Ac = /C sinh e

(2)

k urceni hodnoty hustoty povrchového naboje pienasobené konstantou A, kterou
nevyjadifujeme. Pomoci vypoctu jsme tedy urcili hodnoty Ao, které také uvadime v
Tab. 4. Porovnanim zjistujeme, ze urc¢ené nabojové hustoty se 1isi jen asi o 14%, coz
odpovida ptirozenému predpokladu, Ze nébojova hustota na povrchu bun¢k je

stabilni za podminek, s nimiz jsme pracovali, a neméni se vlivem zmény iontové sily

roztoku.
PHstrea ¢ [PM] ¢, [nM] Ac
nizka iontova sila 8,26 + 0,12 813 5,50 30,5
vysoka iontova sila 7,56 + 0,10 813 27,5 34,9

Tab. 4: Naméfené hodnoty pHigeq @ jejich smérodatné odchylky, jim odpovidajici
koncentrace protontll u povrchu buiiky Cs a ve volném pufru C, a vypoctené hodnoty
Ac
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3.5 Vliv extracelularniho pH na pH intracelularni pii absenci CCCP

Zkoumali jsme také vliv glukézy na schopnost kvasinek udrzovat stabilni
vnitini prostiedi. Provedli jsme méfeni v 25 mM pufrech MES-TEA o pH v rozmezi
6,1 az 8,9 za ptitomnosti 2% glukdzy i bez ni, bez ptitomnosti CCCP a méfili jsme
série jak bez KCl tak s nim. Z méfeni jsme ziskali vysledky, které jsou zobrazeny v
Grafu 6.

Bunky, které maji k dispozici zdroj energie, 2% glukézu, dokazi udrzovat
témet konstantni pH svého cytosolu v blizkosti hodnoty 7,2 v celém zkoumaném
rozsahu vnéjsiho pH pufri. Bez glukézy jiz kvasinky podléhaly zménam vnéjsiho pH
vice kdy pro zkoumany rozsah vné¢jsiho pH pufit se vnitrobunééné pH kvasinkovych
bunék zvySovalo v rozsahu ptiblizné€ od 6,2 do 6,6.

Méieni provadéna na buikach bez glukézy jsou hiife reprodukovatelna
pravdépodobné kvilli riznym zasobam ATP v jednotlivych vzorcich, jak jiz bylo
diskutovano dfive. I tak nicméné pozorujeme, ze pro pH vySsi hodnoty nez 7,5 je
pozorovatelna zjevna tendence protonii vytékat ven z bunck, nebot za téchto
podminek se s rostoucim pH pufri mirné zvySuje cytosolické pH. Toto zvySeni
cytosolického pH svéd¢i o tom, ze gradient elektrochemického potencialu protona
pii téchto méfenich byl takovy, ze pohanél jejich pasivni difuzi ven z buiky.
Acidifikace cytosolu vyvolana CCCP je spojena s opacnym tokem protont zpét do
bunky. To znamena, ze CCCP mozna pienaSi protony proti gradientu jejich
elektrochemického potencidlu diky energii spojené s transportem aniontt CCCP

Vv elektrickém poli spojeném s membranovym potencidlem.
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Graf 6: Zavislost pH cytosolu na pH pufru. Méfeni probihalo v 25mM pufrech
MES-TEA bez ptitomnosti CCCP v n¢kolika sériich s odliSnymi podminkami: plné
Sedé trojuhelniky jsou data ziskand z bunck energizovanych 2% glukozy v roztoku,
kruhy ptedstavuji data z bunék bez glukézy v roztoku a prazdné trojuhelniky
znazornuji data z bunék bez glukdézy a s KCI v roztoku - prazdné trojuhelniky
smétujici nahoru byly v prostfedi s 5 mM KCl a 145 mM cholin chloridu a prazdné
trojihelniky sméfujici dolti byly v prostiedi se 150 mM KCIL. M¢teni s KCl byla
provadéna formou duplikati, coZ nam umoznilo urcit také chybové tusecky jako
sttedni odchylky priméru.
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4 Diskuse vysledki

V nasi praci jsme zkoumali, jak pusobi protonofor CCCP na kvasinkové
bunky studovanych kmend. Toto plisobeni jsme studovali pfedev§sim ve vztahu k
cytosolickému pH buné¢k, jez jsme méfili synchronné skenovanou fluorescencni
spektroskopii na bunkach obsahujici geneticky kodovanou fluorescencni sondu
pomerovy pHluorin.

V uvodnich experimentech jsme zjistili, ze s pouzitim ndm dostupnych metod
meéfeni ¢asového vyvoje vnitrobunééného pH ihned po ptidani CCCP do bunécné
suspenze nedostaneme vypovidajici data tykajici se kinetiky zmén cytosolického pH
po aplikaci CCCP, jelikoz proces ustaveni rovnovahy probiha rychleji, nez jsme
schopni manipulovat se vzorkem a spustit méfeni. K provedeni méteni by tedy bylo
za potfebi velmi specifického experimentdlniho zafizeni umoZiujiciho plynulé
sledovani fluorescence pHluorinu ve vzorku a soucasné piimichani pozadované
koncentrace CCCP pifimo do méfené¢ho vzorku, to vSe za podminky zachovani
stabilni hustoty bunék, rovnomérného rozdéleni CCCP v prostiedi a zabranéni
vzniku rusivych vlivii, jako naptiklad vzduchovych bublinek.

Nase dal$i zkoumani se tedy omezilo na bunécné suspenze s CCCP v
ustaleném stavu. Z méfeni zavislosti acidifikace cytosolického pH na koncentraci
CCCP jsme urcili, Ze tato zavislost je na vétsine€ studovaného rozsahu linearni. Pouze
pro koncentrace CCCP nizsi nez 4 uM a pro pH pufrti 6,5 a 7,3 jsme pozorovali
odchylku od této linearni zavislosti. V této oblasti by podle naméfenych dat méla
smérnice studované zavislosti znacné zvySovat svou strmost, aby splnila pfirozeny
piedpoklad nulové acidifikace pii nulové koncentraci CCCP. Podrobnéji jsme se
vSak timto chovanim zavislosti nezabyvali, jelikoz k popisu by bylo tfeba vytvofit
detailni model dynamické rovnovdhy mezi vSemi procesy vymény protonl mezi
cytosolem a pufrem. O to jsme se zatim nepokouseli, protoZe jsme nepfi§li na
spolehlivy zplisob, jak platnost takového modelu kvantitativné ovétovat.

Linearity zavislosti v koncentracich vysSich nez 4 puM jsme vyuzili pfi
interpretaci pozd¢jSich méfteni, jelikoz jestlize je linedrné zavislé naméfené pH
cytosolu na koncentraci CCCP v roztoku a stejné tak je na celkové koncentraci
CCCP linearn¢ zavisla i koncentrace neutralni formy CCCP vstupujici do bunky,
jejiz pomér je vuci celkové koncentraci dan disociacni rovnovahou a pH na povrchu

buniky kde k disociaci dochazi, pak je mozné dat do vztahu linedrni zéavislosti 1
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namétené vnitrobunééné pH a koncentraci neutrélni formy CCCP - coz nam dava
nepfimou informaci o pH urcujicim disocia¢ni rovnovahu, tedy pH na povrchu
burky.

Na mefeni koncentracni zéavislosti acidifikace jsme pak piimo navazali pti
méteni zavislosti acidifikace vyvolané protonoforem CCCP na pH pufru v bunééné
suspenzi. Z tohoto méfeni jsme dostali titraéni ktivky, jejichz inflexni body
odpovidajici pH, pfi némz je v prostiedi stejnd koncentrace disociovanych a
nedisociovanych molekul CCCP, byly posunuty oproti ptredpokladanému pKa
protonoforu CCCP ve vodnich roztocich o vice jak dvé jednotky nize. Toto odpovida
situaci, kdy pH na povrchu buné¢k, kde dochazi k disociaci, je oproti celkovému pH
pufru v suspenzi o tyto 2,2 jednotky kyselej$i. Jako pti¢inu takového rozdilu mezi pH
na povrchu a pH pufru jsme identifikovali negativni povrchovy naboj, jehoZ
pusobenim byly k povrchu ptitahovany protony, jejichz koncentrace definitoricky
urcuji pH prostiedi. Zminénou roli negativniho naboje jsme potvrdili méfenim se
zménénou iontovou silou roztoku, coz je obvykly zpusob dokazovani vlivu
povrchového potencialu.

V souladu s Gouy-Chapmanovou teorii jsme na zakladé naméfenych dat
provedli vypocty a dostali kvantitativni souhlas ziskanych vysledki. Z méfeni
titracnich kiivek pfi rtiznych iontovych silach roztokli jsme ziskali dvé odliSna
PHstred. Z téchto pHgied, Z€ zndmych iontovych sil a skute¢ného pH u povrchu bunék,
které se muselo pro pHgyreq rovnat pKa protonoforu CCCP 6,09 jsme urcili nejprve
koncentraci protonii ve volném roztoku a u povrchu bunky, z nich pak hodnotu
povrchovych potencidlti a z nich pak relativni pomér hodnot hustoty povrchového
naboje pro dva odlisné piipady iontové sily roztokl. Jelikoz takto urcené hustoty
povrchového naboje se liSily jen o 14%, doséhli jsme velice dobré shody mezi nimi a
usuzujeme tedy, ze nase postupy byly korektni.

Neptedpokladanym, ale o to vyznamnéj$Sim vysledkem nasi prace je navrh
metody, ktera umoznuje méfit lokalni povrchovy potencidl bunék, coz doposud
nebylo mozné. Pfedpokladdme, Ze princip této metody, demonstrovany s pouZzitim
protonoforu CCCP, bude moZné aplikovat i na studium acidifikace cytosolu kvasinek
vyvolané plsobenim dalSich slabych kyselin. Z praktického hlediska bude mit

nejveétsi vyznam studium vlivu slabych kyselin pouZivanych jako konzervanty.
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Pii naSich zkoumanich jsme narazili také na zvlastnost, jez odporuje
predpokladiim, které ucinili nékteti vyzkumnici v minulosti. V pracich [33-35] bylo
vyuzito predpokladu, ze po aplikaci CCCP k rtiznym buitkdm se pH cytosolu bude
rovnat pH pufiru, v némz jsou bunky suspendovany. Na zaklad¢ tohoto predpokladu
pak vyuzili CCCP pfti generovani kalibra¢ni kiivky pro méfeni intracelularniho pH.
Toto bylo zalozeno na skutecnosti, ze CCCP dokaze redukovat gradient
protonmotivni sily v mitochondriich a tim odptahnout respiraci od fosforylace
[36, 37] a na tom, Ze tento lipofilni odptahova¢ zvySuje elektrickou vodivost
modelovych lipidovych membran [38].

My jsme vSak pozorovali néco jiného. Nejprve je tfeba si povSimnout
vysledkti zobrazenych na Grafu 6. Podle nich dochazi u bun¢k bez glukozy pti
vyssich vnéjsich pH pufiti k vytékani protoni z bunék. Pro ta sama pH pufirt vSak
CCCP stale zpusobuje acidifikaci bunécného cytosolu. To znamend, Ze za
pritomnosti CCCP smétuje celkovy tok protont i pro vysoka pH do buiiky a nikoliv
ven z ni. CCCP je tedy, jak se zda, schopné transportovat protony proti jejich

elektrochemickému gradientu.
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5 Zavér

V této diplomové préci jsme detailné zkoumali ptisobeni protonoforu CCCP
na kvasinkové bunky a predevsim pH jejich cytosolu, za riiznych podminek.

Z nasich méteni vyplyva, ze k ustaveni rovnovazného stavu po pridani CCCP
dochazi ve velmi kratkém casovém tseku do 5ti sekund. Pfidani CCCP do zkoumané
bunécéné suspenze zpusobuje okyseleni cytosolu pritomnych kvasinkovych bunék,
pricemz velikost tohoto okyseleni je pfimo umérnd dodané koncentraci CCCP. V
rozsahu koncentraci 4 - 24 uM CCCP jsme potvrdili, Ze tato zavislost ma linedrni
charakter, pfiCemZ smérnice této zavislosti neni ovlivnéna tim, zda je nebo neni
aktivni Pmal ATPaza, jak ukazalo srovnani méfeni s glukdzou a bez ni.

Dale jsme pifi pozorovani zavislosti protonoforem CCCP zplisobené
acidifikace cytosolu kvasinek na pH pufru zjistili, Ze naméfené titracni k¥ivky
neodpovidaji svou polohou inflexniho bodu standardné uvadéné hodnoté pKa CCCP
6,09, ale Ze jsou posunuty o 2,2 jednotky pH do kyselejSich hodnot. To nas vedlo k
podrobnéjSimu zkoumani a zjiSténi, Ze zménu pH u povrchu kvasinkovych bunék,
kde dochazi k ustaveni disociatni rovnovahy CCCP relevantni pro okyseleni
cytosolu, ma na svédomi zaporny povrchovy naboj. Pfitomnost tohoto naboje a jim
podminéného povrchového potencialu jsme potvrdili pokusy v roztocich s rtiznou
iontovou silou. Nami ziskané tidaje jsou v dobré shod¢ s Gouy-Chapmanovou teorii
povrchového potencidlu a naboje, jak jsme také kvantitativné predvedli.

Méienim titracnich kiivek CCCP za ptitomnosti 150 mM KCI, které
zpusobuje prokazatelnou depolarizaci kvasinkové membrany, jsme dokazali také
zéavislost funkce CCCP na velikosti difuzniho membranového potencialu.

Srovnanim chovani cytosolického pH kvasinkovych bunék v pufrech o
riznych pH bez glukézy a v ptitomnosti CCCP 1 bez ni, jsme dosli k zavéru, Ze
CCCP je schopno ptesouvat protony 1 proti jejich elektrochemickému gradientu, coz
je zavér, ktery by mél byt bran v potaz pti dalSim vyuziti tohoto protonoforu.

Chteli bychom zde také zminit skutecnost, Ze na§ vyzkum a tato diplomova
prace poslouzily jako zaklad pro dva védecké ¢lanky, z nichz jeden, ktery uvadime v
Ptiloze 2, je v dobé odevzdani této diplomové prace v recenznim fizeni v Casopise

Scientic Reports ve formé revidované verze reagujici na pripominky recenzentu.
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7 Prilohy

Ptiloha 1 - Postup zpracovani surovych SSF spekter v programu

SigmaPlot 11

Conversion of raw SSF spectra measured in the suspensions of
pHIuorin stained cells to pHcy: values. Notes on the use of SigmaPlot
11 template pH_Supplement.jnb

Step 1: Insertion of background spectra measured with control cells to the
pH_Supplement.jnb teplate

Replace the data in columns 5 — auto30 Imbd, 6 - auto30_mean,
7 — autol110 Imbd and 8 - auto30_mean with the autofluorescence background
spectra of a control sample without pHIuorin, as measured under conditions identical
with those of the experiment to be carried out with pHluorine stained cells. In
particular, this concerns buffer composition cell concentration of the cell suspension.
Note that some added reagents, like e.g. protonophore CCCP, may also influence the

background spectra.

2e+5 - offset 30 nm - col(5) vs col(6)
offset 110 nm - col(7) vs col(8)

2e+5 A

le+5 -

5e+4 -

Fluorescence Intensity (rel. u.)

o

340 360 380 400 420 440 460 480
Wavelength (nm)
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Step 2: Insertion of raw SSF spectra measured in the suspensions of pHIuorin
stained cells.

offset 30 nm

columns 1 — pHIuo30_Imbd and 2 - pHIuo30
offset 110 nm

columns 3 — pHIuo110 Imbd and 4 — pHIuo110

8e+5 A
7e+5 A
6e+5
5e+5 A
4e+5 -
3e+5 A

2e+5 \\

le+5 A

Fluorescence Intensity (rel. u.)

o

340 360 380 400 420 440 460 480
Wavelength (nm)

Step 3: Fitting of the intensity of background spectra to the values displayed in
the SSF spectra of pHIluorin stained cells

Choose the Transforms menu, then User-Defined Transform command. When
the User-Defined Transform dialog box appears, open the file BackgroundCorr.xfm.
Note that the file included into this Supporting information must be modified first to

match the particular setting of your spectrofluorimeter. See Appendix A.

8e+5 A
7e+5 A
6e+5 -
5e+5 A
4e+5 -
3e+5 A
2e+5 1.

le+5 A

Fluorescence Intensity (rel. u.)

0

340 360 380 400 420 440 460 480
Wavelength (nm)
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Step 4: Subtraction of backgroud from the raw SSF spectra, calculation of the
ratio of peak intensities, and determination of cytosolic pH

In the User-Defined Transform dialog box, open the file pH_Assess.xfm. Note
that the file included into this Supporting information must be modified first to match
the particular setting of your spectrofluorimeter and your calibration curve. See
Appendix B.

If the result of correction for background autofluorescence, displayed to the
left of a main pHluorin peak, differs considerably from the zero line, you obviously
failed to collect right background spectra.

8e+5
7e+5 A
6e+5 -
5e+5 4
4e+5 -
3e+5 -
2e+5 1.

le+5 A

Fluorescence Intensity (rel. u.)

340 360 380 400 420 440 460 480
Wavelength (nm)

Then you should repeat the control experiment, otherwise the assessed pHcyt
values may suffer from a systematic error. If the background correction is
satisfactorily completed, read the assessed pHc,: value shown in column 14, row
10.
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Comments on required modifications of the BackgroundCorr.xfm

transform

This BackgroundCorr.xfm transform file (as well as the file pH_Assess.xfm
file described below) was created for the processing of SSF spectra taken with a
Fluoromax 3 spectrofluorimeter operated with following settings: excitation and
emission slit widths of 3 nm; scanning range 390 — 490 and 340 — 410 nm for the
offset of 30 and 110 nm, respectively; scan step 1 nm. For other details see Plasek et
al. Anal. Chem. 2015, 87, 9600-9604

List of BackgroundCorr.xfm commands

‘ratio of raw SSF spectra to the spectra of background fluorescence from a
control sample’

col(9)=col(2)/col(6)

col(10)=col(4)/col(8)

Note: Data for the offset of 30 and 110 nm are displayed in col(10) and col(9),

respectively.

‘assessment of multiplicative correction coefficients'
cell(11,2)=0

fori=1to 46 do
cell(11,2)=cell(11,2)+cell(9,i)
end for
cell(11,2)=cell(11,2)/46
cell(11,4)=0

for k =1to 23 do
cell(11,4)=cell(11,4)+cell(10,k)
end for
cell(11,4)=cell(11,4)/23

Note: For the offset of 30 nm, the mean value of the ratio of background intensities is
calculated for the spectral range 390 — 435 nm; cells (9,1) to (9,46). For the offset of
110 nm, the mean is calculated for the spectral range 340 — 462 nm; cells (10,1) to

(10,23). The mean values calculated in this way are stored in col(11) - CorrCoeff. If
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you need for some reason do use slightly different spectral ranges, do not forget to
change accordingly the above red-marked parameters in your new
BackgroundCorr.xfm transform file.

'fitting of the background fluorescence from a control sample to'

'the background displayed in the raw SSF spectra of cells with pHIluorin®
col(6)=1*col(6)*cell(11,2)

col(8)=1*col(8)*cell(11,4)

Note: The background fluorescence from a control sample are multiplied by
correction coefficients stored in in col(11).

Comments on the required modifications of the pH_Assess.xfm

transform
List of pH_Assess.xfm commands

‘subtraction of the background fluorescence from the raw SSF spectrum of cells
with pHIuorin®

col(12) = col(2)-col(6)

col(13) = col(4)-col(8)

"assessment of peak intensities in the background-corrected SSF spectra’
cell(14,2) = (cell(12,81)+cell(12,82)+cell(12,83)+cell(12,84)+cell(12,85)+
+cell(12,86))/6

cell(14,4) = (cell(13,54)+cell(13,54)+cell(13,55)+cell(13,56)+cell(13,58))/5

Note: For the 110 nm offset, the peak intensities in the background-corrected SSF
spectra are determined as mean fluorescence intensities over the excitation
wavelength interval of 392—-396 nm. For the 30 nm offset, the width of averaging
interval is increased to 6 nm (470 - 475 nm), because with this offset the position of

SSF peak is slightly pH dependent.

The actual position of the maxima of SSF peaks of pHluorine fluorescence
may slightly vary if different slit widths are used, and/or as a result of different
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spectral sensitivity of a particular spectrofluorimeter. If this happens, the above the

above red-marked parameters in your pH_Assess.xfm transform file must me also

modified.

‘calculation of the ratio of SSF peak intensities measured with different offsets,

R(110/30)"
cell(14,6) = cell(14,4)/cell(14,2)

‘conversion of R(110/30) to pHcyt'
cell(14,10) =  4.3791+ 2.9025*cell(14,6)
0.1413*cell(14,6)"3

Note: Insert your own calibration equation.
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Piiloha 2 - Clanek zaloZeny na diplomové praci

A novel method for assessment of local pH at the

periplasmic side of yeast plasma membrane

Jaromir Plasek’, David Babuka', Dana Gaskova', lva Janéikova', Jakub

Zahumensky', and Milan Hoefer?

! Charles University, Faculty of Mathematics and Physics, Ke Karlovu 3, 12116
Prague, Czech Republic
2 University of Bonn, Institute of Cellular and Molecular Botany, Kirschallee 1, 53115
Bonn, Germany

* plasek@karlov.mff.cuni.cz

Yeast cells exhibit a negative surface potential due to negative charges at the
cell membrane surface. Consequently, local concentrations of cations at the
periplasmic membrane surface may be significantly increased compared to their bulk
environment. However, in cell suspensions only bulk concentrations of cations can be
measured directly. Here we present a method enabling the assessment of local pH at
the periplasmic membrane surface, which can be directly related to the underlying cell
surface potential. In this proof of concept study using Saccharomyces cerevisiae cells
with episomally expressed pH reporter, pHluorin, intracellular acidification induced by
the addition of the protonophore carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP)
was measured using synchronously scanned fluorescence spectroscopy (SSF). The
analysis of titration curves revealed that the pH at the periplasmic surface of S.
cerevisiae cells was about two units lower than the pH of bulk medium. This pH
difference was significantly decreased by increasing the ionic strength of the bulk

medium. The cell surface potential was estimated to amount to -130 mV.

lonic fluxes across cell membranes are controlled by the electrochemical
transmembrane gradients of the particular ions. Unfortunately, only their bulk
concentrations in aqueous medium can be directly determined while local ion
concentrations close to the periplasmic surface of the plasma membrane remain
unknown® 2. Particularly, the local concentrations of cations may be significantly
increased compared to the bulk medium due to the negative electrical potential
difference between the periplasmic cell membrane surface and the bulk aqueous
phase, the so-called cell surface potential®>. This issue was addressed more than

1,6-9

three decades ago by McLaughlin, Borst-Pauwels and others™ ™, who demonstrated
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the important role of the negative cell surface potential in many membrane processes,
including the control of ion fluxes across the plasma membrane.

Although the theory of cell surface potential phenomena found
consideration in several textbooks, they received little attention in practice,
especially in yeast physiology. The two comprehensive reviews by Kramer and
Borst-Pauwels® *° have never even been cited. However, during the past decade,
there has been an increasing interest in the role of the cell surface potential in several
areas of cell biology. A few examples of such studies concern the uptake of toxic

1112 cell adhesion®, binding of peptides to model membranes™,

metal ions in plants
effect of antibacterial agents'®, biological energy conversion’® and lateral
heterogeneity of pH along the p-side of mitochondrial cristae'’.

The long-lasting apparent lack of interest in the phenomena related to
the cell surface potential might be just a simple consequence of the absence of an
easy and reliable method to monitor this important membrane parameter. Information
about the surface potential is normally obtained via measuring the zeta-potential of
the cells. However, its experimental value could be misleading for cells with a cell
wall bearing a negative charge®® '°. With chromatophores of purple phototrophic
bacteria, the carotenoid spectral shift was employed to indicate changes of electrical
field across the plasma membrane®. Fluorescent probes, like 7-hydroxycoumarin®*
or 9-aminoacridine®®, were also used as indicators of the cell surface potential.
However, the use of these chromatophores requires a calibration based on zeta-
potential data. Thus, introduction of a new indicator of the cell surface potential, both
its existence and magnitude, may be a strong impulse to revive intensive research in
this field.

Recently, we have decided to analyze the cytosolic acidification in the
yeast S. cerevisiae induced by the addition of the protonophore CCCP
(carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) under the conditions of varying pH in
the aqueous phase of cell suspensions. Surprisingly, we have found a pronounced
difference between the pKa value of 6.09 published for aqueous CCCP solutions®
and its apparent value revealed by sigmoidal acidification curves. This unexpected
finding turned into a new method for the assessment of periplasmic pH and

consequently of the cell surface potential that is presented in this paper.
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RESULTS
CCCP-induced acidification of yeast cytosol increases linearly with the total

concentration of the protonophore in Saccharomyces cerevisiae cell suspensions

In the view of the proposed mechanism by which CCCP transports protons
across cell membranes®, the dependence of CCCP-induced acidification of yeast cell
cytosol (i.e., the difference between pHcy: values measured after and before adding
CCCP, respectively) on the total concentration of CCCP in cell suspensions was
analyzed. Particular attention was given to the relative fraction of neutral CCCP
molecules which changes with pH of their aqueous environment. As expected, pHey
decreased with the protonophore concentration (Fig. 1). For CCCP concentrations
= 2 uM there was a linear relation between pHe,: and the CCCP concentration, with
nearly equal slopes for all three pHyus values tested, i.e., 6.5, 7.3 and 8.5. The pHcy:
difference between any two straight lines in Figure 1 is fairly constant. Obviously,
the ratio of this difference to the measured acidification decreases naturally with
increasing CCCP concentration. Therefore, the CCCP concentration of 5 uM was
used in the following acidification experiments. At this concentration the degree of
CCCP-induced cytosolic acidification was already high enough while the difference

between pHey: values observed at varying pHpus was still sufficiently extensive”.

CCCP-induced acidification of Saccharomyces cerevisiae cell cytosol

indicates the local pHper at the periplasmic side of plasma membrane

The degree of CCCP-induced cytosolic acidification, ApHy: (defined
as the difference between pHc: values in cells without and with CCCP), was
determined at varying pH values in bulk yeast suspensions, pHpus. Reference pHeyt
values measured in the absence of CCCP were practically independent of pHp,s up to
8.5 (pHeyt = 6.66-6.71 + 0.04), then they increased linearly to pHcy = 6.91 + 0.03 at
pHpuir = 9.3.

Surprisingly, the cytosolic pHq: was also found to be fairly
independent of pHyus between the values of 5 and 7, i.e., £ 1 pH unit around the pK,
value of CCCP in aqueous solutions (pK, = 6.09). However, a marked dependence of
ApHey: on pHuuse was found when the range of pHpusr Was shifted towards alkaline
values (up to pHour= 9.25). The titration curve of ApHcy: versus pHpufr, measured for

starving yeast cells suspended in a series of 25mM MES-TEA buffers is shown in
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Figure 2. This curve can be successfully fitted by nonlinear regression (R* = 0.98) to

a sigmoidal function

B
pHcyt = A + 1+10pHmid_pruff (1)

where A and B are constants and pHmig iS the pHuuse value of the inflection
midpoint of the sigmoid. If a similar fitting procedure is applied to the absolute
values of ApHgy, |ApHcyt |, the sign in the exponent must be changed, since the

absolute values are always positive, leading to

B

|pHcyt| =A+ 1+10PHbuff PHmia" (2)

Note that, apart from the constant term A, this sigmoidal function matches a
titration curve describing the fraction of undissociated weak acid molecules in
aqueous solutions (see for example ref. %). This is consistent with the CCCP
mechanism of action (the transport of H* into the cells involves the transmembrane
diffusion of undissociated CCCP molecules), as well as with our finding that
|ApHcyt| increases linearly with the total CCCP concentration in the cell suspension.

The observed inflexion midpoint value was pHmig = 8.26 + 0.12,
i.e., about 2.2 pH units higher than the pK, of CCCP in aqueous buffers.
Consequently, the ambient pHye that controls the degree of CCCP dissociation at the
periplasmic side of S. cerevisiae plasma membrane must be considerably more acidic
than the pHyuse in the bulk cell suspension. Such a difference between the ambient
pHyer at the cell surface and the bulk pHyus is expected when there is a negative cell
surface potential, s, responsible for an enhanced concentration of H™ in the vicinity
of the cell membrane. To test this conclusion another set of titration curves, ApHcyt
versus pHpusr, Was collected under the condition when the cell surface potential was
reduced by increased ionic strength of the bulk cell suspensions (for basic
information about the expected effect of buffer ionic strength on the surface
potential, see e.g., ref.1). Indeed, addition of 145 mM choline chloride and 5 mM
KCI to another 25mM MES-TEA buffer series caused a drop of pHmig by 0.7 pH

units to 7.56 + 0.10. This confirms the key role of the cell surface potential in

44



generation of the observed difference between the bulk pHpufr and the effective pHyer

values in the vicinity of the cell membrane surface.

Estimation of the size of the cell surface potential in Saccharomyces

cerevisiae

Our conclusion concerning the S. cerevisiae cell surface potential, ys, and the
local pHper at the cell surface can be further supported by examination of the
quantitative correlation between the observed effect of ionic strength and the
predictions of the Gouy-Chapman theory'. In particular, the observed difference
between the bulk pHuw and cell surface pHper values can be converted to
corresponding H* concentrations in buffer and at the cell surface, respectively. These
are mutually related through the Boltzmann factor that involves ws. The s values
calculated in this way were -130 and -88 mV in the plain 25mM MES-TEA buffer
and after increasing its ionic strength to 175 mM, respectively (for details see
Supplementary Information). Moreover, relative values of the effective surface
charge density, o, estimated for the above two conditions differ by only 14 %. This
result is in reasonable agreement with the expected constancy of the surface charge
density which cannot vary in response to a mere change in the ionic strength of the

washed cells suspensions.

DISCUSSION

In this study using Saccharomyces cerevisiae cells with episomally expressed
pH reporter, pHIuorin, intracellular acidification induced by the addition of the
protonophore carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) was measured
using synchronously scanned fluorescence spectroscopy (SSF). The original idea of
the described work came from the known mechanism by which CCCP, like other

weak acids, transports protons into the cell cytosol?* %

. Briefly, the neutral
undissociated form of CCCP enters the cell cytosol by simple diffusion according to
its transmembrane concentration gradient. Once inside, CCCP dissociates into a
proton and its anion resulting in cytosolic acidification. CCCP~ anions are then
extruded to the periplasmic space driven by the electric field of the membrane

potential (negative inside). There CCCP™ anions associate with protons to an extent
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controlled by the periplasmic pHper and neutral CCCP molecules enter another proton
transfer cycle.

In the course of the attempts to assess the ambient pHpe at the
periplasmic cell surface it was crucial to prove that there is a linear dependence of
the level of cell acidification on the used CCCP concentration (Fig. 1). Following
this verification it was justified to assume that the steady-state cytosolic acidification
responded linearly to the concentration of undissociated CCCP at the periplasmic cell
surface that is controlled by the local pHye. The observed difference between
experimental pHmig values of the titration curves and the pKa of CCCP in aqueous
solutions was then plausibly interpreted as evidence for the periplasmic pHper being
considerably lower than the pHy in the bulk cell suspension. The exchange of
protons between vacuole and cell cytosol may obviously also partake in the
steady-state pHcy: value. However, it is unlikely to affect the pHmig value that is
controlled by the dissociation equilibrium of CCCP in the periplasmic space.

The conclusion concerning the evidence for pHye considerably
different from pHyus was further supported by observing the expected effect of
increased ionic strength on CCCP induced cytosolic acidification (Fig. 2) and thus on
the cell surface potential. In particular, when treated in terms of the Gouy-Chapman
theory of cell surface potentials, the difference between respective i values assessed
for cell suspensions of different ionic strengths led to consistent estimates of surface
charge density. As no alternative direct method for the quantitative determination of
pPHperand s in yeast is available, the above compatibility of measured pHpe data and
Gouy-Chapman theory is the main argument to justify the solidity of obtained
numerical values.

Further advantage of the presented procedure for assessment of
ambient periplasmic pHper in cell suspensions against existing indirect methods of
monitoring ws consists in that it directly reflects several physiologically relevant
consequences of this important, yet up to this point experimentally elusive, physical
characteristic of cell membranes. In addition to the measured enhancement of H*
concentration at the plasma membrane surface, s exhibits similar attracting power
also on other cations such as K*. Consequently, the real concentration gradient of K*
across the plasma membrane in S. cerevisiae may be significantly lower than has

been considered so far.
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The necessary prerequisite for employment of the described method in
general is a reliable monitoring of cytosolic pH. Where possible the use of
genetically encoded pHluorin is advantageous. In some cases, however, other
extrinsic pH-sensitive fluorochromes might be suitable. As the presented method
does not involve any feature exclusive to yeast cells, we expect it to attract attention
of researchers dealing with other microorganisms or cell types as well. Note that not
only CCCP, but also other weak acids may cause cytosolic acidification with a
qualitatively similar dependence on the pH (and ionic strength) of the extracellular
medium, of course, with different pHmig Values according to the actual pK, value of
the particular weak acid. This issue clearly goes beyond the scope of the current
proof-of-concept study. However, it deserves attention in future research to examine

biological effects of weak acids on yeast and other cells.

METHODS

Yeast strains. Used Saccharomyces cerevisiae strains used were derived
from BY4741 (MATa his3Al leu2A0 metl5A0 ura3A0; EUROSCARF): a strain
transformed with episomally expressed ratiometric pHIuorin in cell cytosol and a
control strain with empty plasmid®. The strains were kindly provided by Dr. Hana
Sychrova (Institute of Physiology, Czech Academy of Sciences, Prague).

Yeast growth and sample preparation. Cells were grown in synthetic yeast
nitrogen base medium (0.67% YNB without amino acids, 2% glucose and
auxotrophic supplements). Brent supplement mixture of amino acids (BSM-ura) was
added to the final concentration of 1.5 mg/ml. The cells were harvested in the post-
diauxic phase of growth (~ 18 — 22 hours), washed twice with MES-TEA buffer (25
mM MES hydrate, pH adjusted by TEA to 6.8) and finally suspended in MES-TEA
buffers of defined pH to the concentration ~ 2.7 x 10° cells/ml (OD = 0.4 at 578 nm),
as measured with Cellometer Vision CBA image cytometer (Nexcelom Biosciences)
and Novaspec |1l spectrophotometer (Amersham Biosciences), respectively. Only
data measured with starving post-diauxic yeast cells are presented in this proof of
concept paper.

Fluorescence spectroscopy and the processing of pHIluorin emission.
Fluorescence spectra of cell suspensions were measured in disposable 1x1 ¢m UV-

grade fluorometric cuvettes (Kartell, Italy) using a Fluoromax-3 spectrofluorometer
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(Jobin-Yvon Horiba). The response of pHIuorin emission to the changes in pHcy: was
analyzed using the synchronous scanning of fluorescence, SSF?°. For each sample
two SSF spectra were recorded using offsets of 30 and 110 nm (with both slit widths
set to 2 nm) which are related to the two distinct bands found in the standard
excitation spectra of pHIuorin fluorescence. The key feature of these SSF spectra is a
clear and reproducible distinction between the pHIluorin fluorescence and cell
autofluorescence, as shown in ref. 26. On this basis, the number of control
measurements with the pHIuorin-free strain could be reduced considerably. Hence,
large series of titration experiments could be carried out under equal physiological
conditions.

The correction of raw SSF spectra for the autofluorescence
background and the assessment of peak intensities (followed by the calculation of
their ratio and its conversion to pHc value) were performed with SigmaPlot 11
graphing software (Systat Software, Germany). For the convenience of researchers
who are using this software, time-saving SigmaPlot 11 templates for processing SSF
spectra of pHIuorin stained cells are available at ResearchGate, as Supplementary
resources to our paper?®
(https://www.researchgate.net/publication/303783575_SP11template).

Analysis of the CCCP-induced acidification of yeast cytosol. 10mM CCCP
stock solution in DMSO (from Sigma-Aldrich and Fluka, respectively) was added to
the suspensions of starving yeast cells (washed cells were resuspended in 25mM
MES-TEA buffers without glucose) to the desired final CCCP concentration. In the
assays of CCCP-induced acidification of yeast cytosol, a reference pHgy value in
untreated cell suspensions was measured first. CCCP was then added and the change
of pHIuorin fluorescence recorded after 12 min of incubation. This choice of delay
time is just the result of technical limitations imposed by running large titration
series. The steady-state intensity of pHIuorin fluorescence was achieved in less than
five seconds after adding CCCP to a cell suspension for any of the two SSF offsets
and any CCCP concentration.

All data given in the figures are results of biological triplicates

(arithmetic means + standard errors).
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Figure 1

Dependence of CCCP-induced acidification of cytosol in starving
S. cerevisiae cells on the protonophore concentration. This experiment was carried
out in media of pHyys = 6.5 (triangles up), 7.3 (triangles down), and 8.5 (circles). For
cells in media of pH = 6.5 and 7.3 the linear regression fits only for CCCP

concentrations > 2 uM..
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Figure 2

Dependence of CCCP-induced acidification of cytosol in starving
S. cerevisiae cells on the bulk pHyu Of cell suspension. Cell suspensions were
incubated in plain 25mM MES-TEA buffer (circles) and in 25mM MES-TEA buffer
with 145 mM choline chloride and 5 mM KCI (triangles). CCCP concentration was

6 uM.
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