Valasz Dr. Pali Tibor opponensi véleményére, amelyet “Sejt- €s lipid membran
struktarak. Az elektromos-, termalis- €s kémiai kolcsonhatasok szerepe.” cimiit MTA
doktori értekezésemre adott.

New York, 2012. marcius 12.
Dr. Sugar Istvan

Kritikal észrevételek

A tézisfiizet 2. oldalanak aljan a szerzd felsorolja a membran biofizikaban kiterjedten
alkalmazott kisérleti modszereket. Ezek koziil hianyolom a Harden M. McConnell altal
bevezetett spinjelzd elektron paramagneses rezonancia (EPR) spektroszkopiat, amely
technika éppen a membran kutatasban teljesedett ki. A lipid-fehérje kolcsonhatas
tudjuk a legtobbet, tobbek kozott Derek Marsh kutatasainak kdszonhetden, de a lipidek
lateralis diffuziojardl (pl. Jack Freed munkéiban) és a membranfehérjék szerkezeti
vizsgalatairol (pl. Wayne Hubbel és James Hyde munkéiban) is nagy szamu fontos
kozlemény jelent meg.

Valasz
Ko6szonom az észrevételt, amelynek megfelelden modositottam a tézisfiizet 2. oldalat €s
ez a javitott példany megtekinthetd a palyazati anyagomban.

A magyar nyelven irott tézisfiizetben van jonéhdny bosszant6 nyelvtani és gépelési hiba
(pl. “kiszamolttam”, hianyz6 pont a mondat végérdl, sok helyen hidnyzé vesszo,

29 ¢e 29 <6

“fenomenologikus”, “tanilmanyoztam”, “mikrovillus” vs. “microvillus”,
“elekrofuzigjat”, “sejt membran™ vs. “sejtmembran”, “sikkal”, “mig”, “amig”,
“hamsejetek”, “‘kialakalhatnak™, “disszipaciojara”, diffuzigjat”, “alakal” - ez a
felsorolas nem teljes). Nem mentség erre az a koriilmény, hogy a szerzé mintegy
harminc éve kiilf6ldon €1, mert ezeket a hibdkat a nyomtatas el6tti alapos atolvasassal el

lehetett volna kerilni.

Vilasz
Kijavitottam a nyelvtani hibakat a tézisfiizetben, és ez a javitott példany megtekinthetd
a palyazati anyagomban.



Ertekezés, 12. oldal alja (aprésag): Ha Um definicioja szerint d<a>/dU maximumat
jelenti, akkor nem meglepd, hogy az atlagos porus méret, azaz <a>, ¢éppen Um-nél
valtozik legjobban. Az allitas a definicié kdvetkezménye.

Vilasz
Sajnalom, hogy a fogalmazas félreérthetd. Igen. Um-et az a fesziiltség definialja, ahol
d<a>/dU a legmeredekebb.

Sajnos az értekezés altalam olvasott nyomtatott valtozdban nagyon sok abran fontos
részletek hidnyoznak. Ez valosziniileg mésolasi vagy nyomtatasi hiba miatt van,
ugyanis az elektronikus (PDF) véltozatban rendben vannak az abrék. Ezzel szemben az
utobbiban gyakorlatilag hasznalhatatlanok a képletek (talan csak az én
szamitogépemen, esetleg valami hibas font behelyettesités miatt). Ezért egyszerre
kellett olvasnom a nyomtatott és az elektronikus dokumentumot. A nyomtatott
verzioban a 19. oldal rossz helyen van, és hianyoznak az 50., 53., 82. és 84. oldalak.
Remélem, hogy a levéltarban tarolando példanyon mindez korrigélva lesz, mert igy
most mind a nyomatott, mind az elektronikus valtozat nyomdatechnikai megjelenése
méltatlan az elvégzett munkéahoz.

Vilasz

Az MTA szabdlyai szerint sajnos mar nem lehet valtoztatni, még formai szempontbol
sem, az értekezésen. Igy a szdmos beadott példanybol a formai szempontbol legjobb
keriil a levéltarba. Az elektronikus véltozatban a képleteket rendben talaltam.

Kérdések

» Az értekezés elsO fejezetébdl (elso két 6 tézispont) egy olyan elméleti modell
rajzolodik ki, amely nagyon sokrétli kvantitativ predikcidkra képes. Ezzel szemben ugy
tlinik, hogy a modell predikcidihoz képest kevés a citalt kisérleti adat. Ha kevés volt a
kisérleti adat a szakirodalomban, akkor nem meriilt-e fel az elméleti munka soran (vagy
azota), hogy egy kisérletezd csoportban, az elméleti modellhez maximalisan igazodo
kisérleti modellmembran rendszeren kovetkezetesen végigmeérjék a modell altal josolt
minél tobb jelenséget, és szisztematikusan Osszevessék az elméleti modellel?

Vialasz

Chizmadzhev Professzor csoportja végzte el a legszisztematikusabb méréseket foleg
BLM-en (Black Lipid Membrane), amelyek az elméleti munkara stimulalo hatassal
voltak. Ezen eredményeket hét cikkbdl allo sorozatban adtak kozre a
Bioelectrochemistry Bioenergetics folydiratban 1979-ben (6. kotet 37-104 oldal).
Ebben az iddszakban kozzétettek kevesbé szisztematikus méreseket. Példaul Benz és
Zimmermann (J. Membr. Biol. (1979) 48:181-204; Bioelectrochem. Bioenerg. (1980)
7:723-739; BBA (1981) 640:169-178) BLM-en végzett méréseket, és joval késobb



Needham és Hochmuth o6rias lipid vezikulan (Biophys. J. (1989) 55:1001-1009). A
szisztematikus kisérleti munka ebben az esetben megeldzte az elméleti munkat.

Fontos még megemliteni az ugynevezett “szdmitdogépes kisérleteket”. Ezek az
eredmények az elektroporacid molekularis dinamikai szimulacioibol adédnak. A
szimulacidk atomi szinten mutatjak az elektroporacié dinamikéjat. A szimulaciok
visszaadjéak a kisérleti eredmények jelentds részét, ami az atomi szintli szimulaciok
megbizhatosagat tdmasztja ala. A szimuldcidk legfontosabb eredményei (R.A.
Bockmann et al., Kinetics, statistics, and energetics of lipid membrane electroporation
studied by molecular dynamics simulations. Biophys. J. 2008, 95:1837-1850; M. Tarek,
Membrane electroporation. Biophys. J., 2005, 88:4045-4053):

a) Egy kritikus transzmembran térer6 (0.36-0.7V/nm) felett topologialag kor alaka
porusok keletkeznek a membranban. A porusok néhany nanoszekundum alatt
kialakulnak

b) A porus kialakulas 1épései: El0szor, a membran mindkét rétegében 1€vo, polaris
fejcsoportok kissé elfordulnak. Ezutan eloporusok formalodnak, amelyek 3-4
lipid fejcsoportot és szamos vizmolekulat tartalmaznak. Végiil kialakulnak a
porusok, amelyek falat polaris fejcsoportok boritjak.

c) A pérus kialakulés soran lipid molekulak szabadulnak ki a lipid matrixbol az
extra- és intra cellularis térbe.

d) A tér megsziintével a pérus bezarodas ugyanolyan gyors mint a kinyilas. A
mérések szerint azonban ez a folyamat sokkal lassubb (1-100s) mint a porus
kinyilas (Weaver J.C., Chizmadzhev Y.A. Theory of electroporation: a review.
Bioelectrochem. Bioenerg. 1996, 41:135-160).

» Kérem magyardzza meg, hogy az értekezeés 22. oldalan az 1. egyenletben honnan jon
az 1,5-0s szorzofaktor. Azt gondolom, hogy a sejtnek a z tengely (theta = 0) menti
méretének megfeleld potencidlkiilonbség gyakorlatilag a poélusokon esik: fele a felsd,
masik fele az also pélusnak megfelel6 membran darabon. Késébb a 31. oldal aljan és a
32. oldal tetején a szerzd is errdl ir. Csakhogy eszerint a fenti képletben 1-nek kellene
lennie az 1,5 helyén.

Vilasz

A 22. oldalon az 1. egyenlet egy gombalaku sejtre vonatkozik, amelyet egy E erdsségii
homogén térbe helyeziink. A sejt jelenléte, azonban a teret a sejt kornyezetében
inhomogénna teszi €s ezért a transzmembran potencial kiszamitasa nem trivialis.

Az 1,5 szorz6faktor megjelenése egy levezetés eredmeénye, amely a kdvetkezo harom
feltételezésen alapszik: 1) a membran vastagsag, d joval kisebb mint a sejt radiusz, R,
2) a membran vezetoképesség, K,, joval kisebb mint az extra- illetve intra-cellularis tér
vezetOkeépesseége (K, €s K,), 3) a tér frekvencidja alacsony. Valaszaim veégén (az 6.
oldal utan) szeretném mellékelni H.P. Schwan részletes levezetését, amely a kovetkezd

konyvben talalhato: Electroporation and Electrofusion in Cell Biology (1989)
Eds.Eberhard Neumann, Arthur E. Sowers and Carol A. Jordan, Plenum Press pp.17-



19. A transzmembran potencialt az (A15)-0s egyenletbdl lehet kiszamitani. A fent
emlitett els6 feltételbdl kovetkezik, hogy d =d'(=d —d*/R+d*/3R*). A masodik és

harmadik feltétel kovetkezménye, hogy K, = 0. Mindezek figyelembevételével kapjuk,
hogy az (A14)-es egyenletben definidlt D'z 2K ,K,d/R. Ha ezt a kifejezést

behelyettesitjiik az (A15)-0s egyenletbe, akkor a transzmembran potencialra ezt a
kifejezést kapjuk: V,, = 1.5ER, ahol E a sejttdl tavoli térerd abszolut értéke.

Az értekezésben a 31. oldal aljan és a 32. oldal tetején talalhatd leirds probalja
kvalitative értelmezni a gomb alaku sejt €s a mikropdrusba beszoritott sejt esetén
kialakul6 elektromos terek kozti kiilonbséget. Ezt az értelmezést azonban nehéz
biztonsaggal megadni mivel a mikropdrusba beszoritott sejt esetén a probléma nem
oldhat6 meg analitikusan.

« 25. oldal: Mi az oka annak, hogy a modellben 100 nm-es membran vastagsaggal
szamolt? Ez még akkor is érdekes, ha kimutatta, hogy a realisnal legalabb tizszer
nagyobb vastagsagnak elhanyagolhato6 a hatasa az eredményekben. Talan a numerikus
modszer nem miikodott jOl redlis vastagsagih membranra?

Vilasz

Igen. A valdsagban a membran vastagsaga tobb mint két nagysagrenddel kisebb mint a
sejt radiusz. Modeliink az egész, mikroporusba szoritott, sejtet tekinti, de ugyanakkor a
membranbeli potencialvaltozast is szeretnénk kiszamolni. Annak érdekében, hogy a
numerikus modszer pontos eredményt adjon a membranon beliili teret is finoman kell
felosztani. Ezt csak gy tudtuk megtenni, ha a redlisnal vastagabb membrannal €s
arokvastagsaggal (a mikroporus fala és a beszoritott sejt feliilete kozti tavolsag)
szamoltunk. A masodik mellékletben (1.2.7 tézispont) kimutatjuk, hogy a
membranvastagsag ¢€s az arokvastagsag egylittes csokkentése nem valtoztatja a
transzmembran fesziiltség értekét, de noveli a sejten beliili térerot.

» Az Ising modellben (a 3. 6 tézisponthoz kapcsolodé munka) a lancok kolcsonhatasa
biztositja a kooperativitast. Ugy tiinik, hogy bizonyos kisérleti adatok reprodukalasahoz
elegendd abbdl kiindulni, hogy egy lipid lanc csak kétféle, gél vagy fluid allapotban
lehet. Ugyanakkor NMR és EPR mérésekbdl is ismert a rendparaméternek a lancmenti
valtozasa (a membran kozepe felé novekszik a rendezetlenség). FTIR és mas
méreésekbdl pedig tudjuk, hogy a 0 fazisatmenet koriil széles hdmérsekleti
tartomanyban nincs tiszta gauche vagy all-trans lipid lanc, egy lancon beliil vannak
gauche és trans lancszegmensek. Marpedig ha a lancoknak nagy a konformacios
heterogenitasa, akkor a fenti modell nagyon erds leegyszeriisités. Valojaban milyen
fizikai kolcsonhatasok vannak a kooperativitdas mogott? Elképzelhetd-e, hogy ha a
lancok realisabb konformaciods leirasabol indulnank ki, és a szomszédos lancok
konformacios csatolodasi kényszerét irnank le (pl. a gauche konformerek szama kozotti
kiilonbség fliggvényében), akkor azt szintén lehetne ugy paraméterezni, hogy a modell
visszaadja a kalorimetrids adatokat?

Vilasz



Modelliink létrehozéasakor arra torekedtiink, hogy a kalorimetrias gorbeket leird
minimalis modellt megalkossuk. Ehhez elegendd volt kétallapotu, gél €s fluid,
lipidmolekulakat tekinteni. A modellben a fluid allapoti molekuldban 1évd rotacios
izomérek szama megegyezik a kisérletileg talalt atlagos szammal. Modelliink
megalkotasa el6tt Caille és munkatarsai (Caille A. et al. A simple model for phase
transitions in monolayers and bilayers of lipid molecules. Can. J. Phys. 1978, 56:348-
357) kidolgoztak egy modellt, amely a lipid molekulék tiz allapotat tekinti. E modell
eredményei megegyezésben voltak a mért fazisdiagrammal, de a kalorimetrias
gorbékkel, amely szigorubb ellendrzése lett volna a modellnek, nem tortént
Osszehasonlitds. Fidorra és munkatéarsai 2009-ben 6sszehasonlitottdk FTIR méréseik
eredményét modelliink eredményeivel €s jo egyezést talaltak (Lasd 3. dbra - Fidorra M.,
Heimburg T., Seeger H.M. Melting of individual lipid components in binary lipid
mixtures studied by FTIR spectroscopy, DSC and Monte Carlo simulations. Biochim.
Biophys. Acta 2009, 1788: 600-607).

* A 3.9-es tézisponthoz kapcsoloddan (64-65. oldal), az eredmények megjelentetése Ota
végeztek-e a szakirodalomban kisérleteket ekvimolaris DMPC/DSPC keverékben abbol
a célbol, hogy eldontsek, hogy a membranoknak a kicsi vizoldékony molekulakkal
szembeni permeabilitiasat értelmezd két elképzelés koziil melyik a helyes?

Vilasz

Atnéztem azokat a cikkeket, amelyek megjelenése ota idézték a Methods in
Enzymology-ban 2000-ben megjelent cikkiinket. Ezek egyikében sem mérték
ekvimolaris DMPC/DSPC vezikuldk membranjanak kicsi, vizoldékony molekulédkkal
szembeni permeabilitasat. Konzultdltam Thomas Heimburg Professzorral, aki a
probléma szakértdje, €s 0 szerinte sincs meég kisérleti eredmény, amely meggydzéen
eldontené a lipid permeabilitas kérdéset.

« Altalanos kérdés a 4. 6 tézisponthoz (ill. az értekezés 3. fejezetéhez) kapcsolodoan:
Ugy gondolom, hogy a fehérjének a membranfelszini adszorpcidja nem csak attol fiigg,
hogy amikor a feliilethez érkezik, akkor van-e a alatta a kritikusnal nagyobb hidrofob
feliilet, hanem att6l is, hogy mennyi ideig 1étezik egy-egy ilyen feliilet. Ha mondjuk
barmely id6pillanatban a membranfelszin felét ilyen foltok teszik ki, de helyiik nagyon
akkor kisebb lesz az adszorpcio gyakorisaga. Mind a megfelelé méretii szabad hidrofob
feliiletek kialakuldsanak és eltiinésének kinetikaja, mind a fehérje transzlacios
diffuzioja és kotési kinetikdja fiigg a hdmérseklettdl, de a hdmérseklet a kérdéses
kiserletekben nem valtozott (tehat ezzel nem kellett foglalkozni). Ellenben a hidrofob
feliiletek kialakulasanak ¢€s eltlinésének kinetikdja fligghet a membran kémiai
osszetételetdl €s a feliileti nyomastol 1s (amelyek viszont valtoztak). Okozhat-e ez az
elhanyagolas eltérést az 76. oldal 4. dbrajan bemutatott adatokban?

Vilasz
A modell szerint a hidroféb feliiletek fluktuacié eredményei, tehat ezek nem stabil
képzédmények.



Eltlinésiik sebessége azonban fizikai tényezdk (pl. a komponensek lateralis diffuzioja)
altal korlatozottak. Erdekes 6sszehasonlitani a kis fehérjék vizben mért transzlacios
diffuzios allandgjat a lipid molekuldk fluid fazisban mért transzlacios diffuzios
allandojaval. Eszerint a lysozyme diffuzids allandoja (D, =1.11-10°cm’ /s) (Kuntz I.D.,

Kauzmann W. Hydration of proteins and polypeptides. Adv. Protein Chem. 1974, 28,
239-345) egy nagysagrenddel nagyobb mint a NBD-PE (N-(4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-
diazolyl)phosphatidylethanolamine) fluid DMPC membranbel: diffuzios allandoja
(D, =0.93-107cm’ /s)(Derzko Z., Jacobson K. Comparative lateral diffusion of

fluorescent lipid analogues in phospholipid multibilayers. Biochemistry. 1980,
19:6050-6057). Eszerint a fehérje mozgésa legaldbb egy nagysagrenddel gyorsabb mint
a membranbeli hidrofob feliiletek eltiinési sebessége.

Minimalis modelliink nem veszi figyelembe a hidrofob feliiletek képzddési €s eltiinési
kinetik4jat és e kinetikak fliggését a membran kémiai 6sszetételétdl €s a feliileti
nyomastol. Ennek ellenére kielégitd egyezes van a szdmitott €s mért normalizalt kezdeti
fehérje adszorpcio kozott kiilonbozo kémiai Osszetételii és feliileti nyomasu
monolayerek esetén (Lasd az értekeze€s 4a. abrajat a 3. fejezetben). Valdszintileg az
egyezeés meg jobb lenne egy a mienknél részletesebb modell esetén, amely figyelembe
veszi a hidrofob feliiletek képzddési €s eltlinési kinetikajat is.

» Az 5. 16 tézisponthoz kapcsoldddan, ha 2%-os csokkenés a mikrovillusok atmérdjében
2,5-szeresére noveli paracrine jeladas valoszinliségét, akkor nem elképzelhetd-e, hogy a
modellben hasznalt mikrovillus geometria helyett egy még realisabb geometriaval
egészen mas eredmények jonnének ki?

Vilasz

A mikrovillusok atméréjének 2%-os csokkenése azt jelenti, hogy a teljesen szorosan
pakolt mikrovillusok pakolasa kiss¢ meglazul. Ezaltal egy viszonylag nagy
membranfeliilet szdmara nyilik meg a paracrine jeladas lehetdsége. Legyen H a
mikrovillus hossza és d a mikrovillus atmerdje.

Hamsejt modelliink esetében a megnyilo feliilet a centralis mikrovillusnal H/d(= ?;?_' )-
VA

szerese a szorosan pakolt esetben rendelkezésre allo feliiletnek, mig a centralis

mikrovillustol R>>d tavolsagra 1évo gyliriijére a mikrovillusoknak ez az arany
2H /d(= 2RAH + 2R+ )M

(R+d)’7-Rz
hexagonalis rendben helyezkednek el a hamsejt feliiletén és mindeniitt a megnyilo
feliilet (H /d )-szerese a szorosan pakolt esetben rendelkezésre all6 feliiletnek. Igy akar
modelliink esetében akar pedig a redlis geometria esetén a paracrine jeladas er6sodése
(yH /d)a microvillus hossz/szélesség (H/d) aranyatdl fiigg, mig az aranyossagi tényezo
értéke (1< y <2) a geometria tovabbi részleteitdl fligg. Tehat a paracrine jeladas
erdsodése a részletes geometriatol fliggetleniil jelentds ha a microvillus hossziisdga a
szélesség tobbszorose.

)-re novekszik. Redlis esetben a mikrovillusok nagyjabol
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slightly displaced from the axes. Hence, the inverse amplitude is almost a straight line. Its intercept
with the ordinate and slope can also be used to extract particle parameters.

Another technique to study cells combines measurement of the B-peak frequency, Eq. (8), with
the Maxwell-Wagner high-frequency-peak equation (22). This technique, however, assumes that
the high-frequency peak is solely due to the interaction of the cytoplasm with the medium. How-
ever, protein-bound water adds another dispersion in this frequency range (Schwan, 1957, 1965;
Grant, 1965). This limits the applicability of the approach.

5. CONCLUSIONS

We have discussed pearl chain formation as a prerequisite tool to achieve cell fusion. The
cellular coupling considerations, presented here in somewhat greater detail than before, provide
cellular potentials and field strength values in the membrane, cytoplasm, and nucleus. They are of
use in electroporation applications: They furthermore provide insight into the detailed cellular
responses to rotating fields. For example, the rotation of a cellular organelle can be readily predicted
by inserting the cellular internal ficld into the equations for rotation. We finally concentrated on the
electrorotation technique which complements dielectric spectroscopy.

We did not discuss other manifestations of field effects on particles and cells. For example,
from the equations in the Appendix we derive equations which pertain to membrane compression
and cell elongation which can be caused by alternating fields. But relevant experimental work is not
discussed. Nor did we survey other ample experimental data, since such data are provided by other
contributions to this volume.

6. APPENDIX: POTENTIAL INSIDE AND OUTSIDE A SPHERICAL CELL

We solve the Laplace potential differential equation for a shell-surrounded sphere. A spherical
particle of radius R is assumed, surrounded by a membrane of thickness d = R — R, as indicated in
Fig. 10. Specific admittivities K = o — jwe specify the electrical properties of the three phases. The
subscripts 1, 2, and 3 indicate external medium, membrane properties, and core, respectively.

We write the potential ¢ in the three regions:

b, = E(r — a/r?) cos § (A1)
b, = (Ar — B/r?) cos d (A2)
b3 = Cz = Crcos d (A3)

E is the external unperturbed field, r the radius vector, and & the angle between E and r. Coefficients
A, B, C, and a are to be determined from boundary conditions.

Each equation states a sum of a homogeneous and a dipole field. The dipole term in Eq. (A3)
vanishes in order to maintain the field finite at the center. The homogeneous field term in Eq. (A1)
is chosen to provide a field strength identical to E for large values of r. The four constants «, A, B,
and C are determined from two pairs of boundary conditions, each pair existing at each of the two
interfaces 1-2 and 2-3, respectively. The boundary conditions are that the current density compo-
nent normal to.the surfaces is continuous and that the potentials cannot jump. A unique solution is
thus obtained, obviating the need to introduce higher-order terms into the series expressions (A1)
through (A4).
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Figure 10. Geometry of the shell-surrounded sphere.

The boundary conditions to be applied to the two surfaces are:

: K, (0/3r), = K, (3b/3r)g (A4)
| K(3b/dr)g = K5(04/dr), (AS)
; ' E(R — a/R?) = AR — B/R? (A6)
|
- AR, — B/R.2 = CR, (A7)

Solving the resulting set of four linear equations yields the following coefficients:

i

i AR = 3K,E(K, + 2K,)/D (A8)

I

' | B = 3K,E(K5 — K,)/D (A9)
C = 9K,K,EID (A10)

a = [R32K, + KJ))(K, — Kg) + R3(2K, + KK, — K)I/D (A11)
with the common denominator D

D = (K, + 2K)(2K, + K5) + 2(R,/R*(K, — K)(K; — K5) (A12)
The more complex Egs. (-Al 1) and (A12) can be simplified by writing

R,/R)* = (1 — dIR® = 1 — 3d'IR (A13)
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where d'/d = 1 — d/R + (d/R)2/3 and d’
need only the simplified expression for D:

is identical to the membrane thickness ford << R. We

DI3 = Ky(K; + 2K,) — 2K, — K\)(K5 — K,)d'/R = D' (A14)

Now we can write the membrane potential by taking the difference of the two potentials ¢, at the
inner and outer membrane surface. For small values of d/R, we obtain for cos § = 1

Vo = 3K,K4dE/D' (A15)

The internal field strength is obtained from Egs. (A3), (A10) and (Al4)

E; = 3K,K,E/D’ (A16)

with D’ = D/3 given by Eq. (A14).

We finally discuss the optimal membrane field strength E_ which is obtained if cosd = 1.
From Eq. (A2)

E, = —ablor=A + 2B/r (A17)

Introducing the coefficients A and B [Egs. (A8) and (A9)] we calculate the difference in field
strength values £, at the inner and outer membrane surface:

E, — E, = AE = 6K,E(K, — K,)d'IRD' (A18)

This reduces for small K, (small membrane conductance and low frequencies) and small membrane
thickness values to

AE = 3E (A19)

which is R/2d times smaller than the average membrane field strength £, = 1.5ER/d derived from
the low-frequency membrane potential quoted above. The cell membrane therefore experiences
several forces. First, there is a compressional force given by the product of a membrane dielectric
constant and membrane field strength squared, €nE?/2. Second, each membrane surface experi-
eénces a slightly different force, €.,£2/2, yielding a net outwards-directed force, €_(E2 —
EX)I2 = €,3EE, . This force note will tend to elongate the cell in the field direction. It is R/4d
times smaller than the compressional force.,

Note: The above derivation was based on the Laplace equation. That equation is valid for all
three phases provided that the condition of electroneutrality is fulfilled—that charges accumulate
only at the phase boundaries, i.e., at the outer and inner membrane surfaces. This is not correct
since excess charges are distributed near the phase boundaries over distances comparable to the
Debye screening length. Thus, the appropriate treatment of the potential in the neighborhood of the
membrane necessitates use of the Poisson instead of the Laplace equation. The corresponding
dielectric problem has been solved by Garcia er al. (1985). Preliminary estimates indicate that the

correction is small under physiological circumstances, but can be substantial if the medium is very
diluted.
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