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1. A kutatasok el6zményei

A sejt membran (plazma membran) elvalasztja a sejt belsejét a sejten kiviili kornyezettol,
¢s kontrollalja a molekuldk ki- és bedramlésat. A sejt membranokat alkoto fehérje- és
lipid molekulédknak fontos szerepiik van a sejtekkel kapcsolatos folyamatokban, mint

példaul sejt adhézio, ion csatorna vezetoképesség €s sejtek kozti kommunikacio.

A sejtmembran szerkezetének alapja a bi-molekuléris lipid réteg, amelyet tobb szaz fajta
lipid molekula alkot. A bi-molekularis rétegben a lipid molekulék hidrofil fej csoportjai a
membran belso6 és kiilsé feliiletét alkotjak, mely feliiletek a sejten beliili illetve kiviili
vizes oldattal érintkeznek. Masrészrdl a lipid molekulédk hidroféb hidrokarbon léncai a
membran belsejét alkotjak. Ebben a lipid matrixban “tGsznak™ a feliileti- vagy integralis

membran fehérjék, amelyek részben vagy teljesen “belemeriilnek”™ a lipid rétegbe.

A sejt membranok funkcionalis jelentdsége miatt a 60-as évek végén megkezdddott a
membranok szerkezetének széleskorii kutatasa. Annak érdekében, hogy a fizika
struktirameghatarozé modszereit hatékonyan alkalmazni lehessen az egyszerti
Osszetételll, lipid membranokat kezdték tanulmanyozni. A lipid membranok egy- vagy

kétfajta lipid molekulabol épiilnek fel és altaldban fehérjét nem tartalmaznak.

A kémiai szempontbdl egyszerii lipid membranok fizikai szempontbol komplex
rendszerek, amelyek kiilsé koriilmények hatasara fazisatalakulason mehetnek at és
megvaltozhat a komponensek membranon beliili eloszlasa. Fizikaban hasonlé
rendszereket vizsgélnak kisérletileg és elméletileg (condensed matter physics) egyarant.
A membran biofizikaban kiterjedten alkalmazott kisérleti modszerek a kovetkezok:
kalorimetria (DSC), rontgen diffrakci6, mag magneses rezonancia (NMR), fluoreszcens
spektroszkopia, és FRAP (fluorescence recovery after photobleaching). Az alkalmazott
elméleti modszerek pedig felhasznaljak a statisztikus és determinisztikus fizika

eszkoztarat.
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2. Célkituzések

A sejt- vagy lipid membran szerkezete meghatarozza annak funkciojat. A kiilsé
koriilmények megvaltoztatdsa a membran szerkezet és kovetkezesképp a funkciok
megvaltozasdhoz vezethet. Kutatasunk célja, hogy e szerkezet-funkcio kapcsolatot
tanulméanyozzuk a kovetkez6 termodinamikai kolcsonhatasok esetén: elektromos,

termalis és kémiai.

1972-ben Neumann ¢és Rosenheck elséként irta le lipid vezikuldk elektromos tér hatdsara
bekovetkez6 permeabilizalodasat €s a jelenséget elektroporacionak nevezték el. Az
elektroporacié jelenségét Chizmadzhev és munkacsoportja értelmezte eldszor a
Bioelectrochemistry and Bioengineering-ben 1979-ben publikalt cikksorozatukban.
Professzor Neumann meghivasara 1983 elején négy honapot toltdttem a Max-Planck
Intézetben, Martinsried/Miinchen-ben, hogy kidolgozzuk az elektroporacio elméletét.
Egy a sztohasztikus folyamatok elméletén alapuld modell kifejlesztését tiiztiik ki célnak,
amely egységesen magyarazza az elektroporacio jelenségeit: kritikus fesziiltség, stabil
membranok reverzibilis elektroporacioja, metastabil membranok élettartama valamint
reverzibilis €s irreverzibilis elektroporacioja, a porusképzddés és porus bezarodas

kinetikaja.

Felfedezésének pillanataban nyilvanvalo volt, hogy az elektroporacio segitségével idegen
gének vagy gyogyszer molekulak vihetok be a sejtekbe, amit génsebészetben és
biotechnologiaban jol lehet alkalmazni. Azonban az erds elektromos tér altal keltett Joule
hd, a konvencionalis elektroporatorokban, a sejtek 80%-at elpusztitja. 1992-ben fogadtak
el Robert Schmukler taldlmanyat, az alacsony fesziiltségii elektroporatort (LVEP),
amelyben a sejtek 100%-a talélte az elektroporaciot. Az LVEP mérési terét egy
mikroporusokkal atjart szlirOpapir két részre osztja. Hidrosztatikai nyomas segitségével a

sejteket részlegesen a mikropdrusokba nyomjék, és 30 milliszekundumos alacsony
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fesziiltségli teret kapcsolnak a rendszerre. Dr. Schmuklerrel 2000 elejétdl mitkdtem
egylitt, hogy az LVEP elméletét kidolgozzuk. C¢lul tiiztiik ki a Laplace egyenlet
numerikus megoldasat az LVEP komplikalt geometridja mellett. Meghatarozni kivantuk a
sejtmembran kiilsé és belso feliilete kozotti potencialkiilonbséget a sejtfeliilet minden
pontjan, valamint a kialakul6 pérusoknak a membranban val6 eloszlasat. Ezen elmélet
révén lehetdség nyilik az alkalmazand6 minimalis fesziiltség meghatarozasara, amely az

LVEP-ben elektroporaciora vezet.

Az egykomponensi lipid membranok homérséklet valtozas hatasara bekovetkezo gél-
fluid fazisatalakulasat Chapman és munkatarsai 1967-ben kalorimetrias mérésekkel
mutattak ki. Luzatti (1968) rontgen diffrakcios mérései szerint gél allapotban a
szénhidrogén lancok transz konfigurdcidban vannak, mig fluid allapotban a lancok
rotacios izoméreket is tartalmaznak. 1973-ban Nagle Ising racson modellezte a
szénhidrogén lancokat és a gél-fluid fazisatalakulast. Nagle egyszerii membran modellje
zart alakban megoldhat6 volt. Ugyanezt a jelenséget napjainkban realisztikusabb, minden
atomot figyelembevevd, modelleken tanulmanyozzak a molekularis dinamika vagy
Monte Carlo médszerek segitségével. Tobb komponensli membranok esetén e
realisztikus membran modellek nem hasznalhatok, mivel a molekulak membranon beliili
difftizigja tobb nagysagrenddel lassubb mint a lipid molekulédkon beliili mozgasok. A
kétkomponensii lipid membranokat el6szér Landau fenomenologikus elméletének
felhasznalasaval modelleztem (Sugar és Monticelli, 1985) A modell segitségével
kiszamolhatok voltak a fazisdiagrammok kiilonb6z6 lanchossziisagu és fejesoportu lipid
komponensek esetén, azonban a modell nem adott informaciot a komponensek
membranon beliili eloszlasara. 1983-t61 1987-ig Thompson és Biltonen professzorok
meghivasara a Virginiai Egyetem Biokémiai Tanszékén dolgoztam, ahol célul tiiztiik ki
kétkomponensii lipid membranok Ising racson valé modellezését. Monte Carlo
modszerek alkalmazasaval tanulmanyozni szerettiik volna a kiilonb6z6 komponensek
valamint a gél és fluid fazisu molekulak membranon beliili eloszlasat: a domének szamat,
méreteloszlasat és perkolacios tulajdonséagait, valamint a komponensek lateralis

diffaziojat és a membran permeabilitasat kiilonb6zo keverési aranyok esetén.
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2000 tajékan Brockman professzor, a Minnesotai Egyetemhez tartoz6 Hormel Intézet
kutatdja, egy feliileti fehérje, a kolipaz egyrétegii lipid membranokon valé adszorpcidjat
vizsgalta. Kimutatta, hogy az adszorpci6 fligg a két lipidkomponens: foszfolipid és
diacilglicerol, keverési aranyatol valamint a membranra gyakorolt oldalnyomastol. 2001-
ben kezdtem egyiittmiikodésemet Brockman professzorral. Célunk az volt, hogy a fenti
mérési eredményeket a membran komponensek eloszlasdban bekovetkezd valtozassal

hozzuk kapcsolatba.

2007-ben figyelmemet Berezhkovskii €s munkatarsai cikke keltette fel, amely 2004-ben a
Biophysical Chemistry-ben jelent meg. Hamsejtek (epithelial cells) rétegét modellezték
egy sikkal, amely egy ponton molekulat bocsajt ki. A molekula diffundél a setek feliiletét
borité vékony folyadék rétegben, addig amig valahol a sejtek feliiletén a molekula
adszorbcidja be nem kovetkezik. Berezhkovskii-¢k az idéfiiggd homogén difftizios
egyenlet analitikus megoldasaval meghataroztak a kibocséjtott molekula elnyelddési
helyének az eloszlasfiiggvényét. Célom a Berezhkovskii féle modell tovabb fejlesztése
volt. E modellben figyelembe kivantam venni a hamsejetek feliiletén talalhato
mikrovillusokat. A mikrovillusok a plazma membran kitliremkedései. Hosszuk 0.5-

1.5 um mig atmérdjiik 0.1-0.2 gm . Szamuk a hamsejtek rétegének tipusatol fliigg. Az
alveolaris sejteken példaul kb. 120-140 mikrovillus talalhat6. Eredetileg ugy gondoltam,
hogy az adszorpcid helyének eloszlasa erdsen fligg attdl, hogy a molekula egy
microvillus cstiicsan vagy oldalan kertil-e kibocsajtasra. Elképzelésem szerint a
microvillus oldalan kibocsajtott molekulat nagy valdsziniiséggel a kdzvetleniil mellette
1év6é mikrovillusok egyike fogja adszorbedlni, s igy a paracrine signaling valdszinliségét a

mikrovillusok jelenléte erésen befolyasolja.

3. Uj tudomanyos eredmények

1. A sejtek elektroporacidjanak sztohasztikus modellje

1.1
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A tarsszerzovel (Neumann) egylittmiikddésben kifejlesztettem a membranban kialakuld
porusok n. periddikus blokk modelljét [1]. A modellben a pdrus fal molekularis
szerkezete minimalizalja a lipid molekulak hidrofob lancainak vizzel valo direkt
kolesonhatéasat. E modell az elektroporacié értelmezésének alapjaul szolgalt. A
késobbiekben a periodikus blokk modellt tovabbfejlesztettem (Forsterrel és Neumannal

crer

értelmezzem.

1.2

A porus periddikus blokk modelljét feltételezve meghataroztam a membran szabad
energidjat és felirtam az elektroporacid Master egyenletét [1]. Késobb megmutattam,
hogy hasonl6 Master egyenletre juthatunk a nélkiil, hogy ismernénk a porus fal
molekuldris szintli szerkezetét [3]. A Master egyenletet vizsgalva értelmeztem az
elektroporacio kritikus fesziiltségét, a reverzibilis €s irreverzibilis elektroporaciod

jelenségét metastabilis membranok esetén.

1.3
Feltételezve, hogy az elekroporacid egy Poisson folyamat, numerikusan megoldottam a
Master egyenletet [1], azaz kiszdmolttam a porus kinyilas és bezarodas idofiliggését

kiilonbozo erdsségii elektromos terek jelenlétében.

1.4

Megmutattam, hogy az atlagos ido, amely alatt a pérus radiusz zérorol egy adott R
értékre novekszik (first passage time - fpt) analitikusan megadhato [3]. Ezt az analitikus
megoldast vizsgaltuk mind stabilis mind pedig metastabilis membranok esetén kiillonb6zo

erdsségli elektromos terek jelenlétében.
2. Az alacsony fesziiltségii elektroporator fenomenologikus modellje

2.1
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Megmutattam, hogy az alacsony fesziiltségli elektroporator hasonlo egységek
egyiittesének tekinthetd [4]. Az egységek szdma megegyezik a szlirGpapir
mikroporusainak szdmaval. Feltételeztem, hogy minden egyes mikropdérusban egy sejt
van beszoritva, mig a szlirOpapir alatti és feletti folyadéktérben nincs sejt. Megadtam a
mikropdrusba szoritott sejt geometriajat és felirtam egyetlen egységre vonatkozoéan a

Laplace egyenletet, az sszes hatarfeltételekkel egyiitt.

22

Mivel az egységek tengelyszimmetrikusak a két dimenzids Laplace egyenlet megoldhato
volt a Matlab program csomag segitségével (Partial Differential Equations Toolbox). Az
elektrosztatikus probléma megoldasabdl meghataroztam a sejtmembran minden
pontjdban a transzmembran fesziiltséget. Mivel a porusképzdodés valosziniisége ardnyos
ezzel a fesziiltséggel, igy kovetkeztetni tudtam a membranbeli poruseloszlasra.
Kiszamoltam tovabba az elektroporatorra adhatdo minimalis fesziiltséget, amely mar
elektroporaciét okoz. Definidltam az elektroporacio hatékonysagat, mint a sejtfeliilet
azon hanyadat, ahol porusok kialakulhatnak. Osszehasonlitottam a magas- és alacsony

fesziiltségli elektroporatorok hatékonysagat.

23

A mikroporusokban az aramsiiriiség tobb ezerszerese a sztirOpapir alatti és feletti
térrészben mérhetd aramsiirtiségnek. Kiszamolttam az alacsony fesziiltségii
elektroporator mikropérusaiban a fesziiltségimpulzus hatdsara bekovetkez6 hoképzodést
¢s a ho disszipacigjat a szlirOpapir alatti és feletti térrészbe. Kimutattam, hogy a
disszipacid idoallandoja szédzad része a 30 milliszekundumos pulzusszélességnek. A
gyors disszipacid miatt a mikroporusba szoritott sejt belseje nem képes felmelegedni és
igy a sejtek tulélik az elektroporaciot. Ezzel szemben magasfesziiltségili
elektroporatorokban az aramstiriség az extracellularis térben mindeniitt magas. Nincs
mod a Joule ho gyors disszipacidjara, €s a sejtek felmelegednek. Ezért a sejteknek csak

10-20%-a é€li tul a kezelést.
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3. Kétkomponensii lipid membranok modellezése

3.1

A tarsszerzokkel egylittmiiodésben Monte Carlo mddszereket hasznélva, egy- €s két-
komponensii membranokat szimuladltam [5,6]. A membrant két dimenzids Ising racson
modelleztem, amelyben minden egyes racspont egy lipid molekula hidrokarbon lancat
reprezentalja, mig két szomszédos racspont az egész lipid molekulanak felel meg (dimér
modell). Egy racspont négy allapotban lehet: 1) gél allapott lanca az 1-es komponensnek,
2) gél allapota lanca a 2-es komponensnek, 3) fluid allapotu lanca az 1-es komponensnek,
¢s 4) fluid allapotu lanca a 2-es komponensnek. A dimér modell csak els6 szomszéd
kolesonhatést vesz figyelembe a racspontok kozott, amelynek erdssége a kolcsonhato
racspontok allapotatol fiigg. A kolcsonhatasi energiakat sikeriilt ugy meghataroznom,
hogy a DMPC/DSPC foszfolipid keverékekre szamolt kalorimetrias gorbék (fajho a
homérséklet fliggvényében) megegyeztek a kiilonbozo keverési aranyoknal mért

gorbékkel.

3.2
A dimér modellbdl szamolt energiaeloszlas gorbe analizisébdl arra kovetkeztettem, hogy
a két-komponensii membran gél-fluid atalakulasa nem elsé-rendii fazisatalakulas, hanem

ugynevezett folyamatos atalakulés.

3.3

Osszehasonlitottam a DMPC/DSPC keverékek termodinamikai tulajdonsagait a
konfiguracios tulajdonsagokkal. A konfguracids valtozasokra jellemz6 hémérsékletek jol
korrelaltak a hokapacitas gorbék lokalis maximumaival, €s nem e gorbék kezdeti és

véghdmérsékletével

3.4
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A FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) mérésekbdl, kiilonbozo keverési
aranyoknal, meghatarozott kritikus homérsékleteket kapcsolatba lehetett hozni a gél
allapoti domének perkolacidos hémérsékleteivel. Erdekes modon a gél (fluid) domének

perkolacids frekvencidja fiiggetlen a gél (fluid) doméneken beliili keverési aranytol.

3.5
Sikeriilt kimutatnom, hogy a komponensek nem egyenletesen oszlanak el a gél (fluid)

doméneken belul.

3.6

Az egyszerli dimér modell segitségével tanulmanyozhattam a komponensek 6n-
diffuzigjat kiilonbozo homérsékletek és keverési aranyok esetén [7]. Kimutattam, hogy
gél-gél és gél-fluid keverék fazisok esetén a komponensek diffuzidja anomalis (sub-
diffusion), mig tiszta gél és tiszta fluid fazisokban normalis. A szimulaciok az NMR
mérésekkel egyezden azt mutattik, hogy a diffuzids allandé a gél-fluid fazisban

folytonosan csokken a hdmérséklet csokkenésével.

3.7

Doktoranduszommal, Ekaterina Michonova-Alexova-val, egyiittmiikodésben
meghataroztam a gél és fluid domének méret szerinti eloszlasat kiilonbozé hémérsékleten
¢s keverési ardnyoknal [8]. Tanulmédnyoztam a domének atlagos geometriai
tulajdonsagait [9], amikor gél és fluid domének egyiittesen vannak jelen a membranban: a
gél/fluid domének fraktal dimenzidjat, a DSPC kompozicios domének egymastol valod
atlagos tavolsagat, a doménekben talalhato belso szigetek szamat és méretét. Vizsgaltam
a kompozicidés domének méret szerinti eloszlasat [10]. Adott hdmérsékleten, alacsony
keverési aranyoknal sok kis domén van jelen (a nanométer mérettartomanyban), amelyek
méreteloszlasa unimodalis. Egy kritikus keverési arany f616tt azonban a méreteloszlas
bimodalissé valik: a kis domének mellett megjelenik egy nagy domén. E kritikus keverési

aranyokat a homérséklet fliggvényében abrazolva egy Uj tipust diagramjat alkottam meg



dc_11 10

a két-komponensii lipid membranoknak, amely a kompoziciés domének tulajdonsagait

jellemzi.

3.8

A membran modellek egy masik csoportjat alkotjak a Mouritsen-féle monomer modellek,
ahol ugyancsak minden egyes racspont egy lipid molekula hidrokarbon lancat
reprezentalja, de az egy lipid molekulahoz tartoz6 lancoknak megfelel6 racspontok
akarmilyen tavol lehetnek egymastol. Osszehasonlitottam a dimér és monomér membran
modelleket [11]. Kimutattam, hogy tisztan gél vagy tisztan fluid fazisok esetén mindkét
modell a kompozicids doménekre a kdvetkezd négy topologiat eredményezi: i) agas-
bogas, i1) kor alaku, iii) sav alaku, és iv) sik szerti. Azonban azonos domén méret és
kolesonhatési energidk esetén a dimér modell adta domének kompaktabbak (azaz a kiilso
keriilet/domén méret ardny kisebb) mint a monomér modell adta domének. A
kiilonbségek abbol adodnak, hogy a dimér modell esetében a keverési entrdpia
alacsonyabb ¢s a legkisebb méretli bels¢ sziget kialakitadsahoz nagyobb energia

sziikséges.

3.9

A dimér modell segitségével kimutattam [12], hogy a membranok permeabilitasat
értelmezo két elképzelés: a fazishatar modell és a feliileti fluktudcios modell, kvalitative
kiilonboz6 permeabilitasi gorbékre vezet. Példaul 50%-0s DMPC/DSPC keverési
aranynal a permeabilitasi gorbének egy maximuma van a fazishatar model szerint és két
lokalis maximuma a feliileti fluktuacids modell esetén. Hogy melyik permeabilitasi

modell a korrekt ezt csak a permeabilitdsi géorbe mérésével lehet majd eldonteni.

4. Fehérje — membran kolcsonhatas modellezése
4.1

Howard Brockman professzorral (University of Minnesota) egyiittmiikodésben

tanulmanyoztam a kolipaz adszorpcidjat diacilglicerol/foszfolipid keverékbol késziilt

10
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egyrétegli membranokon [13-16]. Kimutattam, hogy az adszorpci6 akkor torténhet meg,
amikor egy kritikusnal nagyobb hidrofob teriilet alakul ki a membran feliiletén. Egyrészt
szabad diacilglicerol molekulédk, amelyek nem alkotnak komplexet foszfolipid
molekulakkal, aggregacidja eredményezhet ilyen feliiletet, mivel ezen molekuldk
fejcsoportja hidrofob. Masrészt, ha a membran molekulai nem szorosan pakoltak, a
membran feliiletén megjelend hidrokarbon lancok alkothatjak a kell6 méretti hidrofob
feliiletet. A fent emlitett két lehetoséget leiro modellt 2001-ben illetve 2005-ben kozoltiik
a Biophysical Journal-ban [13,15]. Végiil 2007-ben a Journal of Physical Chemistry B-
ben publikalt cikkiinkben egy egységes modellt targyalunk [16], ahol a kritikus hidrofob
feliiletet diacilglicerol aggregatumok és a feliileten megjelend hidrokarbon lancok

egyliittesen hozhatjak létre.
5. Hamsejtek kozotti kémiai kolcsonhatas modellezése

5.1

Baktériumok ¢és virusok hatasara a sejtek molekuldkat bocsajtanak ki, amelyeket vagy a
kibocsajto sejt (autocrine signaling) vagy egy masik kdrnyezo sejt adszorbedl (paracrine
signaling). A kibocsajto sejtek ilymodon ellendrzik, hogy kornyezetiikben tortént-e
valtozas. Stuart Sealfon professzorral egyiittmiikodésben kidolgoztam a hamsejtek alkotta
feliilet egy realisztikus modelljét és tantilmanyoztam a mikrovillusok pakoltsaganak
hatasat az autocrine/paracrine signaling valoszintiségére [17]. El6zetesen uigy képzeltem,
hogy a microvillus oldalan kibocsajtott molekulat nagy valdszintiséggel a kdzvetleniil
mellette 1év6 mikrovillusok egyike fogja adszorbealni, s igy a paracrine signaling

leird parcidlis differencial egyenletet numerikusan oldottam meg. Kimutattam, hogy a
sejtek kozotti kémiai kommunikacié hatékonyan szabdlyozhato azaltal, hogy a
mikrovillusok milyen szorosan pakoltak. A modell eredménye szerint a kommunikacio
intenzitasa 30%-al ndvekszik ha a szorosan pakolt mikrovillusok atmerdje csak 2%-al
csOkken, azaz a pakolas kissé lazabb lesz. A sejtek képesek a mikrovillusok geometridjat

megvaltoztatni, mivel minden microvillusban egy-egy koteg aktin lanc huzodik.

11
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