Valaszok Dr. Dér Andras opponens kérdéseire

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni az opponens munkajat, a dolgozat alapos atnézését €s a részletes biralatot.
A feltett kérdésekre azok eredeti sorrendjében az alabbiakban igyekszem valaszolni.

1.A dSTORM technikai alkalmazasok 2-D felbontasi hatarara tobb helyen is a <20 nm-es értéket tiinteti
fel, illetve sajat kisérleti eredményei szerint a szarkomer struktirak esetén 5-10 nm-es pontossagot is
sikeriilt elérni. Mit lehet mondani a praktikusan megvalésithaté felbontasi hatarrél a harmadik (,,z”)
dimenziéban a 3D asztigmias, illetve a 3D biplane mddszerek esetén?

Valasz: A lokalizacids szuperrezolucids mikroszkopiaban 3D leképezés alatt a mélységélességen beliili axialis
feloldast értjiik, azaz (nagy numerikus aperturaju objektivet a lathatd tartomanyban hasznalva) tipikusan 1 mikron
axialis tartomanyt tudunk leképezni. A feloldds fiigg a fotonszamtol, a zajtol és a valasztott mddszertdl.
Altalanossagban elmondhat6, hogy az axiélis felbontis 2-3-szor rosszabb, mint a lateralis. Pl. Huang és
munkatarsai az asztigmias modszernél 20-30 nm lateralis felbontas mellett 50-60 nm axialis felbontast értek el
[1]. A biplane modszernél [2] hasonld eredményrdl, 30 nm lateralis feloldas mellett 75 nm axialis feloldasrol
szamoltak be. Meg kell azonban emliteni, hogy ezen 3D modszerek hatassal vannak a lateralis felbontasra, hiszen
az asztigmias esetben anizotroppa valik a PSF, azaz x és y iranyban eltér6 lokalizacioés pontossagot kapunk. A
biplane mddszernél 50-50%-0s bontasban hozzuk 1étre a két képet, ezért a fotonszam csékkenése rontja a lateralis
feloldast. Kisérleteink soran mi is hasonlo axialis feloldast értiink el. Erdemes azonban megemliteni, hogy az
axialis feloldas és a tartomany, amelyen beliil a fluoreszcens molekula pozicioja meghatarozhato, fiigg a rendszer
paramétereit6l. Asztigmias modszernél pl. a hengerlencse fokusztavolsagatol és a pontos helyzetét6l. Er6sebb
asztigmia bevezetésével novelhetd az axialis feloldas, hiszen kisebb defokuszalas esetén mar mérhetd az
aszimmetria, ugyanakkor az axialis dinamikus tartomany lecsokken.

A szegedi rendszerben a detektor elé épitett 4f rendszernél az asztigmia nagysaga konnyen allithato volt. Ha a
lencsét a detektorkar azon szakaszaba helyezziik, ahol a nyalab mérete valtozik az optikai tengelyen (els6 lencse
¢s a mikroszkop, illetve a masodik lencse és a detektor kozotti tartomany), akkor a lencse axidlis mozgatasaval a
bevezetett asztigmiat konnyen és nagy tartomanyban valtoztathattuk. A hengerlencsét a két lencse kozé helyezve
az asztigmia mértéke kevésbé fiiggott a poziciotol, ekkor a hengerlencse fokusztavolsagaval lehetett az asztigmia
mértékét allitani. Gyakorlati szempontbodl ezt a mésodik beallitast preferaltam, mert a 2D és 3D mérések kozotti
valtaskor a rendszer kalibralasa igy volt egyszeriibb.

2. Emliti a dolgozatban, hogy a dSTORM mddszer bioldgiai alkalmazasai altalaban fixalt mintakra
vonatkoznak. Milyen feltételek teljesiilése esetén lehetséges a modszer €16 sejteken torténé alkalmazasa?

Kutatdsaim soran az Osszes dSTORM mérést fixalt sejteken végeztem, ¢éldsejtes kisérletek nem torténtek.
Azonban ismert, hogy dSTORM mérések specialis esetekben élésejtes kornyezetben is végezhetok. Az €éldsejtes
dSTORM mérések nehézségét illetve azok kikiiszobolésére javasolt eljarasokat 6t pontban foglalom 6ssze:

= Jelzomolekula bevitele a sejtbe, szelektiv jelilés és a fluoreszcens hattér csokkentése

A jelold festékmolekuldk illetve az immunhisztokémiai jelolésnél hasznalt antitestek permeabilitasa tipikusan
alacsony. Elésejtes kisérleteknél a membran permeabilizildsa nem lehetséges, ezért specialis jelolésre és
vivémolekulakra van sziikség. Jo példa erre a ,,TMP tag” modszer, amikor a célfehérjét standard genetikus
kodolassal eDHFR-rel (Escherichia coli dihydrofolate reductase) jeldlik, amit fluoreszcens molekulaval
konjugalt, a sejtmembranon nagy permeabilitassal rendelkez6 trimethoprimmal (TMP) festenek. Hasonléan
miikodik a ,,SNAP-tag” mddszer. Sauer és munkatarsai TMP [3] illetve SNAP tag [4] segitségével jeloltek hiszton
H2B fehérjéket és készitettek nagy feloldasu képeket (1. abra, felsd tabla). A DNS kettéstorések soran kialakuld
fokuszok dSTORM mérését a dolgozatban én is targyalom, és a vizudlis Osszehasonlitdshoz betettem a fixalt
sejteken, GLOX puffer segitségével felvett képeket (1. abra, also tabla). Ezek alapjan megallapithato, hogy az é16
sejteken késziilt képek mindsége kozel azonos a fixalt sejtek esetén késziilt képekkel.



dSTORM mérés €16 sejtekben

Eredeti abrafelirat a cikkbél: ,,dSTORM of core histones using the TMP tag. (a)
Schematic representation of the TMP-eDHFR labeling system used for dSTORM.
Trimethoprim (TMP), covalently attached to ATTO655, binds H2B-eDHFR. Upon
irradiation at 647 nm, ATTO655 is efficiently transferred to a reduced nonfluorescent
state (‘oft”) in the presence of millimolar concentrations of glutathione (RS—). The
fluorescent state (‘on’) is recovered upon reaction with molecular oxygen®. This
reversible photoswitching enables super-resolution imaging in living cells. (b—f)
Live-cell imaging in DMEM medium at room temperature (20 °C). Widefield
fluorescence image of TMP-ATTO655-bound core histone H2B proteins in the
nucleus of living HeLa cells (b) and corresponding dSTORM image reconstructed
from 10,000 images recorded upon excitation at 647 nm with 5 kw cm™ at a frame
rate of 50 Hz (~3 min acquisition time) and using an inclined illumination schemel4
(c). The image in d is an expanded view of the boxed area in c. Expanded views of
the marked regions in d (left) and cross-sectional profiles along the dashed lines are
shown in e and f. Scale bars,
5 um (b,c), I um (d), 200 nm (e,f).”

forras: [3]
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dSTORM mérés fixalt sejteken GLOX puffer hasznalataval

Eredeti abrafelirat a cikkbdl: ,, Traditional EPI fluorescence (A) and dSTORM super-
resolved (B) images of nuclei of nontreated (NT) and treated (via NCS and 4-OHT)
U20S and DIVA cells, respectively. Magnified dSTORM images (C) of the selected
individual repair foci. Scale bar represents 200 nm.”

forras:[5]

1. dbra: DNS torési fokusz0k dSTORM leképezése éld (felsd tabla) és fixdlt (also tdabla) sejteken.

A fed6lapra kitapadt fluoreszcens jelolés magas hatteret ad, ami pl. gy cs6kkenthet6, ha a jel6lés utan a sejteket

egy tiszta fed6lemezre helyezik at [3]. A
megvalasztasaval (TIRF, HILO) is csdkkenthetd.

fluoreszcens hattér a gerjesztés geometriajanak alkalmas

v A jelolés befolydsolhatja a sejt miikidését

Ez egy altalanos probléma a jeloléseket alkalmazd modszereknél. Referenciamérésekkel kell igazolni, hogy a
megjelolt sejtalkotohoz kapcsoldodo molekula nem befolyéasolja a vizsgalni kivant mechanizmust.

= Megfeleld fotokémiai kérnyezet biztositasa (pH, redox folyamatok)

A dSTORM modszerben biztositani kell az alkalmazott festtk ON és OFF allapotainak optimalis fotofizikai
feltételeit. Fixalt sejtek esetén ezt altalaban MEA (merkaptoetilamin) ~10 mM koncentracioju pufferoldataval
érik el. El16 sejtek esetén a festékek szabalyozott villogasahoz sziikséges oxidacids-redukcios kémiai kornyezetet
a sejtben eleve meglévo redox folyamatokra és a benniik részt vevé molekulakra kell épiteni. Eukaridta sejtekben
a Glutation (GSH) fordul elé a legnagyobb koncentracioban (1-11 mM) az antioxidans vegyiiletek (pl.
aszkorbinsav) koziil [6]. Sajnos a sejten beliili koncentracioja nem homogén: legnagyobb a mitokondriumban, de
a koncentracio fligg a sejt tipusatol is. Ezért a tervezett fotofizikai hatas sejt- és sejtalkoto fiiggé. 2018-ban Virant
[7] és munkatarsai HeLa sejtekben nanobody jeldléssel és ATTO655 festéket hasznalva készitettek €16 sejteken
dSTORM felvételeket (2. abra, fels6 tabla). Referenciaként ,,hagyomanyos” fixalt sejtekkel késziilt phalloidin



AF647-es sajat mérési eredményeket is bemutatok (2. abra, alsé tabla). Ebben az esetben az é16sejtes mérések
mindsége nem érte el a fixalt sejtes mérésekét.

El6 sejtben ATTO655 jelléssel készitett ASSTORM
képek, skala: 10 és 2 mikron
Forras: [7].

dSTORM képek fixalt sejtben phalloidin AF647
jelolés esetén
Forras: [8]

Wide-field dSTORM
microscopy »

2. dbra: AKtin sejtvaz dSTORM leképezése éld (felsd tabla) és fixdlt (also tibla) sejtekben.

»  Alacsony gerjesztési intenzitds a fototoxicitds elkeriilésére

Az alacsony fototoxicitas miatt célszeri a gerjesztési intenzitast csokkenteni, €s szelektiven csak a leképezett
terliletet gerjeszteni pl. HILO vagy TIRF kivilagitasi modszerrel.

= Minta mozgdasabdl eredd hibak

El§ sejtben a mozgas okozta miitermékek jelentésebb problémét okoznak, mint fixalt mintaban. Markerek
(fluoreszcens gyongyok, nanorészecskék stb.) hasznalata az €16 sejtben nem praktikus, ezért korrelacios
modszerek vagy fehérfényli képek szekvencialis rogzitésével lehet példaul a mozgasbol adodd miitermékeket
kikiisz6bolni.

Tovabbi megjegyzés: Elésejtes lokalizacios mikroszkopiara a fotoaktivalhato fluoreszcens molekuldk
hasznalatan alapuldo PALM modszer ad lehetdséget, hiszen ott pufferfolyadék hasznalata nem sziikséges,
fiziologias kornyezetben lehet a mintat vizsgalni. Megjegyzem, hogy a kutatocsoport mEOS fotokapcsolhatod
fehérjékkel mar megkezdte eziranyu kutatasait. Tovabba érdemes megemliteni, hogy napjainkban egyre



szélesebb korben alkalmazzak a PAINT modszert is, ahol a fluoreszcens molekulak rovid idejii (par szaz ms)
bekotddése értelmezhetd felvillandsként.

3. A fluoreszcenciaanizotropia eloszlasat feltérképezo kisérletei esetén mi volt a térbeli felbontasi hatar?
Lehet-e kombinalni a technikat szuperrezolicios modszerekkel?

A dolgozatban ismertetett anizotropias mérések EPI/TIRF kivilagitassal torténtek. Jo kozelitéssel, a leképezési
hibak elhanyagolasaval a diffrakcios limittel jellemezhetjiik a térbeli feloldast (tipikusan <500 nm). Az axialis
feloldast EPI kivilagitas esetén az objektiv mélységélessége (=600 nm), TIRF kivilagitis esetén az evaneszcens
tér behatolasi mélysége (=100 nm) hatarozza meg.

Anizotropia mérés egyedi molekula szinten lehetséges, erre a dolgozatban két megoldast is javasoltam. Az egyik
a bipolSTORM-nak nevezett modszer, amelyben egy kettdsen toré lemezzel bontjuk ketté az emittalt fotonokat
és mérjiik a gerjeszté fény polarizacios sikjaval parhuzamos és a ra mer6leges komponenst (4.5.1 fejezet). A
masik lehetéség az mmSTORM modszernél a masodlagos karba helyezett polarizator segitségével lehetséges,
ahol az elsddleges kép a teljes intenzitast, a masodlagos pedig a polarizatorral kivalasztott polarizacios
komponenst adja meg (4.5.2 fejezet).

4. A monomer illetve dimer allapotok anizotropidjanak kiilonbségébdl lehet kovetkeztetni a fehérje
érték) eltérését a teoretikus maximumtél (0,4)? (Ha a mikroszképobjektiv depolarizaciés hatisa ezt
egyediill nem magyarazza, akkor a minta geometriai paraméterei, vagy a benne lejatszodé folyamatok
allhatnak a hattérben. Ha az emisszios tranziens dipdl gyors rotacios diffizioja idézi el6 az anizotrépia
fokanak csokkenését, akkor ennek kinetikajat ki lehetne-e mérni idéfelbontasos méréssel? Ha pedig nem
a rotacios diffizié az ok, akkor az abszorpcids és emisszios tranziens dipélmomentum-vektorok szogére
lehetne-e kovetkeztetni?)

Valasz: A mTFP1 monomer allapotban mért 0,24-es érték valdoban eltér az elméleti 0,4-es maximalis értéktol.
Az eltérés pontos okat egyértelmiien nem sikeriilt beazonositani, annak (ahogy a biralo is felsorolja) tobb forrasa
lehet: a fluoreszcencia élettartam (mTFP esetén =~3,2 ns) alatt bekovetkez6 forgas, az emisszios és abszorpcios
dipdlusok iranyanak eltérése, és a minta (vagy a mikroszkop) altal bevezetett depolarizacid. Specifikusan e kérdés
megvalaszolasdhoz méréseket nem végeztiink, €s az irodalomban sem talaltam az mTFPl-re vonatkozo
anizotropias eredményeket. Megjegyzem, hogy mas fluoreszcens fehérjék esetén sem rendhagyo az idealis
értéktdl valo eltérés: EYFP-re megmutattak, hogy €16 sejtben az anizotropia jelentdsen kisebb (0,22) mint fixalt
mintaban (0,36). Az eltérés lehetséges okait (fixalas kovetkeztében a forgas csokkenése és a keresztkotések miatt
lecsokkent HOMO-FRET hatasfok [9]) felsoroltdk, de mérésekkel nem tamasztottak ala. ElSsejtes kisérleteknél
figyelembe kell venni, hogy a minta 37 fokos inkubatorbol keriilt a mikroszkopba, a magasabb homérséklet
szintén az anizotropia csokkenéséhez vezet [10]. Mivel a kisérleteknél az anizotropia értékét tobb tényezd is
befolyasolja, ezért a két szélsd esetben (100% monomer ¢€s 100% dimer) mért anizotropia értékekhez
viszonyitottunk €s egy egyszerli modellt hasznaltunk a monomer/dimer arany meghatarozasara.

Természetesen megprobaltuk megfejteni az elméleti 0,4-es értéktdl vald eltérést, erre vonatkozo
meggondolasaimat réviden 0sszefoglalom:

Ha a 0,24-es értéket csak az abszorpcids és emisszios dipolok eltérd iranya okoznd, akkor ez 31°-os eltérést
jelentene a dipélmomentum-vektorok kozott. Ugyan 1étezik olyan festék (NBD-PE), ahol ez a szog 25° [11], de
fluoreszcens fehérjék esetén tipikusan parhuzamos dipolusokat feltételeznek (pl. GFP [12]).

Ha az anizotropia értékének csokkenését csak az izotrop forgasnak tulajdonitjuk, akkor 3,2 ns fluoreszcencia
¢lettartammal szamolva (https://www.fpbase.org/protein/mtfpl/) a Perin egyenlet alapjan a forgasi korrelacios
idore 4,8 ns adodik, ami a 26,9 kDa molekulatomegli mTFP esetén viszonylag gyors forgasnak felel meg [13].

Mar a kisérletek sordn végeztiink molekuladinamikai vizsgalatokat az mTFP1 monomerbdl és két mTFP-bol
alkotott dimer formaciokra. A szamolasokat Paragi Gabor kollégam végezte. Az eredményeket nem publikaltuk,
de a szimulaciok azt mutattak, hogy a fluoreszcenciaért felelds, a hordos szerkezet belsejében iil6 kromofor (P1A)
rogzitett, a molekula tobbi részéhez képest jelentds elmozdulast nem szenved.


https://www.fpbase.org/protein/mtfp1/

A fentiek alapjan a mTFP monomer 0,24-es anizotropia értékét tobb forras egyiittes eredményeként tudom
elképzelni. Az egyes okok stlydnak meghatdrozdsdhoz az idébontott anizotropia mérést egy lehetséges kisérleti
modszernek tartom.

5. A polarizaciofok valtozasa alapjan idében nyomon kovethetéek voltak - pl. fehérje-ligand reakcioval
egyiitt jaro - lassu depolarizacios valtozasok. Mi ennek a technikdnak az elvi és gyakorlati idéfelbontasa?

Megitélésem szerint az anizotropia mérésére kialakitott mikrofluidikai rendszer (4.7.4 fejezet) nem alkalmas a
tényleges fehérje-ligand kolcsonhatas idobeli felbontasara, mert az egy jelentdsen gyorsabb, a kamera expozicios
idejéhez vagy a mikrocsatornaban a mérési ponthoz jutas idétartamahoz képest pillanatszerii folyamat. A

c ey

¢s mértiilk az anizotropia jelben bekodvetkezd valtozast. Ilyen értelemben a rendszer nem alkalmas idébontott
mérésekre. A valtozas mértéke a kotési affinitdsra utal, és nem maganak a kotésnek a kinetikajara. A dolgozatban
az erre vonatkozo kijelentés ,,id6ében lassan valtozd fluoreszcencia anizotropiamérés” ilyen értelemben
félrevezet6 lehet. A mérésben az ,,idéfelbontast” a mikrocsatornakban haladé egyes dropletek kozott eltelt id6
hatarozza meg. A kisérletek soran az egyedi dropletek alacsony fluoreszcenciajele korlatozta a mérést.
Megitélésem szerint a modszer sebessége a csatornak szamaval linedrisan novekszik. Az alkalmazhat6 csatornak
szamat a mikroszkop latotere korlatozza. Természetesen a latotér a nagyitas csokkentésével novelhetd, de kisebb
nagyitas tipikusan kisebb numerikus apertarat is jelent, azaz kevesebb az 6sszegyiijtétt foton.

6. A rainSTORM és testSTORM programok alkalmazasaval lehetové valik egyedi fluoreszcens
molekuldk mozgasanak kovetése is. Tervez-e kisérleteket a biologiai hatarfeliiletek (pl. érfalak) kozelében
létrejovo aramlas vizsgalatara?

Igen, terveziink egymolekula kévetésén alapuld vizsgalatokat végezni hatarfeliiletek kzelében. E vizsgalatainkat
azért kezdtik a hatarfeliiletek kozelében torténd mérésekkel, mert a jelold részecske nem mozog ki a
mélységélességbdl, azaz idében folytonos jelet detektalunk a kameran, ami kénnyebben kdvetheté. Jelenleg egy
olyan mikroszkoprendszeren dolgozunk, amely a sejtfal illetve strukturalt feliiletek kozelében képes az aramlas
feltérképezésére.
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