Valaszok Dr. Palfalvi Liszlé opponens kérdéseire

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni az opponens munkajat, a dolgozat alapos atnézeését és a részletes
biralatot. A feltett kérdésekre azok eredeti sorrendjében az aldbbiakban igyekszem valaszolni.

Az abrakkal kapcsolatban viszont vannak kifogédsaim. Jeldlt kényelmi megtontolasbol idegen
nyelvii abrakat hasznal. Ezzel semmi gond nem lenne, ha nem menne a mindség rovasara.
Szamos abra feliratinak, skdldjanak mérete olyan kicsi, felbontasa olyan gyatra, hogy
komolyabb erdfeszités ardn is csak nehezen, vagy egyaltalan nem fejtheté meg. Fordul elé ez
egy olyan miiben, amely a képalkotds mindségének javitasa terén elért eredményeket mutatja
be. A 43.2 a, b és c (41, old.) abrarészek esetén hianyzik a rajuk valé hivatkozas, a 4.3.5
dbréirdl hidnyoznak az a, b, ¢ és d jeldlések (47. old). Nagyra értékelendd, hogy a Jeldlt és
szerzOtarsai altal készitett lokalizaciés mikroszkdpiai felvétel kiérdemelte a Biophysical
Journal cimlapjan valé megjelenést, ahogy azt a 4.4.3 dbra (59. old.) mutatja. Viszont a
dolgozatban nincs ezen abrara mutatd hivatkozas, Egy-két sematikus, illusztrativ abra hasznos
lett volna foként a 14-18. oldalakon foglaltak mellé (EPI, TIRF, stb... ).

Valasz: A dolgozatban igyekeztem a képeket/abrakat egységes formatumban beilleszteni, azaz harom
(fél, haromnegyed vagy egész) tiikorméretet hasznaltam €s az abrak donto részét az eredeti cikkekbol
valtoztatas nélkiil vettem at. Ez magyarazza, hogy a legtobb abra angol felirattal szerepel és par abra
mindsége gyengébb.

1. A szimulaciok végzéséhez az OSLO optikai tervezprogramot hasznalta. Miért pont erre a
szoftverre esett a vélasztas? Haszndlt-e — ha csak néhany ponton is — esetleg mas programot
az. OSLO eredmények hitelességének ellenorzése céljabol?

Valasz: Az OSLO optikai rendszertervezd programot kozel 20 éve hasznadlom. A program
kivalasztasanal dont6é szempont volt, hogy oktatasi/kutatasi célra ingyenes licenszet kapott az egyetem.
Az évek soran szamos projektben volt segitségemre és tobb tudomanyos folyoiratban jelentek meg a
vele végzett szimulaciés eredmények. Mas programmal nem végeztem ellenérzé szamitasokat.
Megjegyzem, hogy volt hallgatoim koziil tobben a Zemax programot hasznaljak az ipari szféraban, és a
visszajelzések alapjan lényegi eltérést nem taladltak a két program kozott. Azonban a birdld
kérdésfelvetése jogos, mert az OSLO (mint altaldban minden kiilsé fejlesztésii program) hasznalata
validalast igényel, és a leprogramozott modellek alkalmazhatosaga is kérdéses. Ezért az egyes
projekteknél az ,.egyszer(itdl a komplikalt” felé haladva elvet szoktam kovetni, azaz az elsé 1€pésnél
olyan paramétereket allitok be, aminél az eredmény viszonylag egyszeriien megkaphat6. Tovabba a
legnagyobb problémat az optikai rendszer OSLO-ban torténd definidlasa jelenti, mert pl. a mikroszkop
objektivek paraméretei (optikai feliiletek helye, gorbiilete, anyagi minésége stb.) nem publikus, azokat
tipikusan szabadalmakbol tudjuk kinézni. A szabadalmak azonban nem egyértelmiien rendelhetok hozza
a tényleges objektivekhez, és szamos fontos paramétert nem adnak meg (pl. AR bevonat). Megitélésem
szerint az OSLO hitelességének ellendrzéséhez nem egy masik program lenne alkalmas, hanem a
kisérleti eredményekkel valo 0sszevetés. Ezért kutatdsaim sordn az OSLO-s szimulacios eredményeket
a kisérleti eredményekkel igyekeztem Gsszevetni.



2. A kisérletek, illetve szimuldcidk soran tobbnyire kalcit, MgF;, illetve LiNb (vélelmezem
littum-niobat, LiNbO;) anyagokat haszndl egytengelyil, kettostérd kristdly gyanant (4.1,
illetve 4.2 fejezetek). Miért pont ezekre az anyagokra esett a valasztas? Mi alapjan dontétte el,
hogy mikor melyiket hasznalja? Az 500 illetve 1000 um-es tipikus minta vastagsagok mi
alapjan lettek kivalasztva? A 4.1.4 fejezetben kalcit és LINbO; anyagokon keresztil tortént az
atfokuszalas, az intenzitasprofilokat abrdkkal is illusztralja. Hidnyolom a két kiilénbozd
anyaggal kapott eredmények bemutatisa utdn az Osszehasonlitist, konkliziot, Kérem, ezt
tegye meg.

crer

lemez vastagsiaga és az ordinarius/extraordinarius torésmutatok (no, Nne) értéke hatarozza meg. A
hivatkozott cikkben [dolgozat 80-as hivatkozasa] Osszeallitottam egy tablazatot (1. tabla) a potencialis
kettdsen tord kristalyokrol, azok torésmutatojardl (532 nm hullamhosszon) és az OSLO-val szamolt
fokuszszeparaciordl (0,5 €s 1 mm vastag lemezek esetén).

Table 1. Birefringent materials and their properties.

n, n, on e(mm)@05mm e (mm)@ 1 mm
Material @ 532 nm @ 532 nm @ 532 nm thick plate thick plate
Calcite [OSLO]  1.6629 1.4885 —0.1049 0.0737 0.1474
LiNb [23] 2.323 2.234 —0.0383 0.0169 0.0338
KDP [24] 1.5129 1.4709 —0.0268 0.0190 0.0380
Quartz [25] 1.547 1.556 +0.0058 0.0037 0.0074
MgF, [25] 1.379 1.391 +0.0087 0.0062 0.0125

1. tabla: Szdamolt fokuszszepardcio értékek kiilonbozd kettosen tord anyagok esetén

A lemez vastagsaganak és a térésmutatok kiilonbségének |no-ne| névelésével az ordinarius és
extraordinarius fokuszok szeparacioja novelhetd, ami eldnyos a fokuszok szétvalasztasanal, de noveli a
szférikus aberraciot. Ezért a szamolasok és a mérések soran fedélemezre korrigalt objektivet hasznaltam.
E korrekcio kovetkezménye, hogy az abran (dolgozat 80-as hivatkozasaban 3. és 4. abra) vizualisan
nincs eltérés a kiilonb6z6 lemezekkel generdlt fokuszok kozott. A listabol a kalcit és a LiNbOs
anyagokat valasztottam, mert meg kivantam vizsgalni, hogy a vastagsaggal vagy a térésmutatoval
érdemes-e a szeparaciot beallitani (a kalcit er6sen, mig a LiNbO3 gyengén kettsen tord). A valasztas
(anyag és vastagsag) masik oka az volt, hogy a kisérletek elvégzésének idején ezeket a lemezeket
sikertilt beszerezni. A kalcitlemezeket pl. az Almaz Optics-tol rendeltiik és 6k 500 mikronnal vékonyabb
lemezt nem tudtak gyartani. A kisérletek jo egyezést mutattak a szimulacidkkal (lasd 2. tabla), ami
szintén az OSLO-s szdmolasok megbizhatosagat tdmasztja ala.

Kalcit (0,5 mm) Kalcit (1 mm) LiNbO; (1 mm)
szamolt szeparacio (mm) 0,0737 0,1474 0,0338
(forras: 80-as hivatkozas
a dolgozatban)
mért szeparacid (mm) 0,079 0,158 0,040
(forras: 80-as hivatkozas
a dolgozatban)

2. tabla: Szamolt és mért fokuszszepardcio

A fokuszok optimalis tavolsaga megitélésem szerint alkalmazasfiiggd. Ha gyors valtas sziikséges (pl.
térsziiréssel), akkor a kisebb szeparaciot, ha a szétvalasztas hatasfoka a kritikus paraméter, akkor a
nagyobb szeparaciot latom eldnyosebb valasztasnak.



A fokuszok tavolsaganak beallitasa az alkalmazott lemez vastagsaganak €s az ordinarius/extraordinarius
torésmutatok kiilonbségének megvalasztasaval szintén alkalmazasfiiggd. A bevezetett szférikus hibat
kompenzalni tudtuk, de pl. kis munkatavolsagu lencse esetén a vékony lemez alkalmazasa elénydsebb
lehet.

~

3. A 4.1 fejezetben bemutatott mellett milyen egyéb maddszerek létez(hetnek) radidlisan,
illetve azimutalisan polarizdlt nyalabok generdlasiara? A dolgozatban bemutatott modszer

milyen elonydkkel bir ezekhez képest?

Valasz: Szamos modszert javasoltak az irodalomban radialisan és/vagy azimutalisan polarizalt
nyaldbok eldallitasara. A teljesség igénye nélkiil: Az interferometrikus modszerekben TEMo: €s TEM1o
modusokat kombinalnak rezonatoron beliil vagy azon kiviil [1-3]. Specialisan kiképzett polarizacios
racs és axikon [4,5], hullimhossz alatti racsalland6val rendelkezé racs és fazislemez [6], Wollaston-
prizma és SLM [7] kombinalt hasznalatat és tobbmodust optikai szal [8] alkalmazasat javasoltak
radialisan polarizalt nyalabok eléallitasara. A szuperrezolicios technikak koziil a STED-hez sziikséges
»~fank alaku” nyaldbot eldallitani, ami pl. radialisan polarizalt nyalabokkal érhet6 el. Eziranyu
kutatdsaim azonban nem folytatddtak, mert a lokalizaciés moddszerekkel kezdtem foglalkozni.

Megitélésem szerint a kettésen tor6 elemek hasznalatanak egyik legnagyobb elénye az eltolasi
invariancijuk, azaz az optikai tengelyre merélegesen szabadon eltolhatok, ami megkdnnyiti a beallitast,
illetve noveli a rendszer id6beli stabilitasat. Meg kell emlitenem, hogy annak ellenére, hogy a
dolgozatban is felsorolt négy publikaciomra kapott hivatkozasok szama meghaladja a negyvenet
(Google Scholar), a médszert tudomasom szerint mas kutatocsoport ezidaig nem hasznalta.

4. A tomografikus vonalpasztazé modszer kisérleti demonstraldsa soran (35. old. 4.2.4. dbra)
mekkora volt a pasztazas soran a radidlis és az azimutalis 1épéskoz?

Valasz: 360 fokos korbefordulas mellett 2 fokonként 58 nm-es 1épéskozzel torténtek a mérések.

5. Tipikusan mennyi a 4.3.4. pontban ismertetett RainSTORM fedonevii kiértékelés
id6tartama?

Vilasz: A rainSTORM futési ideje fligg a kivalasztott opcioktol és a mintan a felvillanasok szamatol,
de az alapbeallitas esetén tipikusan 6sszemérhetd a felvétel elkészitésének idejével, azaz 5-10 perc. Drift
korrekcid, tobbszoros Gauss-eloszlas illesztés és trajektoria szamolas esetén a teljes kiértékelés orakat
vehet igénybe egyetlen kép esetén. Megjegyzem, hogy a rainSTORM futtathat6 batch file-lal, azaz a
napi mérések kiértékelését éjszaka tudjuk (szoktuk) elvégezni. Terveztem, hogy a kodot atirjuk és
futtatjuk GPU-n, ami meggyorsitana a kiértékelést. A program futasi idejének csokkentése akkor valna
igazan jelentdssé, ha valos idoben lehetne a képrekonstrukciot kdvetni és visszacsatolassal dinamikusan
valtoztatni a kisérleti paramétereket. A csoportban a szoftveres fejlesztés jelenlegi f6 iranyat a felvett
képek automatizalt kvantitativ kiértékelése jelenti. A kiértékeld rutinok gyorsitisa fontos, de nem
elsddleges feladat a csoportban.

6. A 4.3.5 fejezetben intracellularis fibrillumok statisztikus kiértékelésérol (is) szo esik
Tudhatunk-¢ valamit a hossz-szerinti eloszlasukrél a megadott mérettartomanyban?

Valasz: Igen, megtortént a fibrillumok hosszanak statisztikus kiértékelése, de a dolgozatban ezt valdban
nem szerepeltettem. Valaszképpen most bemasolom a 112. referencia kiegészitd anyaganak
(Supplementary) 8. abrajat, ami mutatja a kérdéses méreteloszlast.
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Supplementary Figure 8: Left. Analysis of the distribution of intracellular AB; .4, fibril lengths in
Hel.a cells shows that typical filament lengths range from 0.3 up to nearly 2 pm, which closely
resembles fibril lengths obtained in virro. Right. Analysis of a subset of intracellular AB, 4, fibrils that
display a well defined morphology with bending angles ranging from 135 -165°,

7. A 4.4.4 dbra also része piros gorbéje a szimulaciok alapjan kapott lokalizacios pontossagot.
mint a monokromatikus hibak egyik mérdjét mutatja az optikai tengelytdél mért tavolsig
fuggvényében (61. old.). Mi hatarozza meg a gérbe karakterisztikdjat, a maximumhelyet, és a

maximumot?

Valasz: A lokalizacios pontatlansag helyfiiggésének oka a PSF helyfliggo torzulasa. A 4.4.4 abra a PSF
helyfiiggésére végzett szimulacios eredményeket mutatja. Kellen nagy latotér esetén (>100 mikron) a
PSF torzulasa mar vizualisan is kivehet6 a szimulaciok alapjan (lasd 4.4.4 H abra). Meg kell jegyezni,
hogy a STORM-os mérések soran a teljes latotér ennél kisebb (80 mikron) a tényleges dSTORM
képfelvételek pedig a latotér kdzepén torténnek, tipikusan 40 mikron alatti ROI hasznalataval. Ezért
vizualisan nem érzékelheték az optikai leképezési hibak. A lokalizacid soran azonban az illesztett
Gauss-gorbék paramétereit a leképezési hibak befolyasoljak, a szimulaciok alapjan 80 mikronos latdtér
esetén 100 nm-es eltérés is lehet a molekula tényleges pozicidja és a szamolt lokalizacios koordinatak
kozott. A szimulaciok soran nem valasztottuk szét a kiilonbozo tipusu optikai aberracidhoz kotott
hibakat, mert (i) a szimulaciok soran a trendek és a hiba nagysaganak megbecslése volt a f6 cél, (ii) a
tényleges méréseknél a mikroszkop objektiv csak az egyik forrdsa a leképezési hibaknak, valos
torési fokuszok, szarkomer) 1-3 mikron, amely tartomanyon beliil a hiba kisebb (<5 nm) mint a
lokalizacios pontossag (=20 nm). Megitélésem szerint a karakterisztikat az egyes aberraciok egyiittes
hatasa hatarozza meg, annak megallapitasa, hogy pontosan mely komponens felelés a nagy latotér szélén
a lokalizacids pontossag javulasaért, tovabbi vizsgalatokat igényel.

8. A bipolSTORM madszer soran a lathaté tartoméanyban az ordindrius és extraordindrius
foltok tavolsidginak hullamhosszfiiggésére ,kismértékben masodfoka fliggveényt” kapnak a
szimuldciok sordan (71. old.). Mit ért a kismértékii kifejezés alatt? A megadott képletben a ¢
egytitthato értéke 13,74, a és b pedig pozitiv. Ezek fényében nem értem, hogy jonnek ki a
tartomény két széléhez tartozo 10,7, illetve 9.9 pixeles tavolsag értékek.

Valasz: Az illesztett polinomban a masodfoku tag egyiitthatoja harom nagysagrenddel kisebb, mint a
linearis tagé. Az illesztés 300 nm széles tartomanyban tortént (430 nm als6 és 740 nm fels6é hatarral),
azaz joval nagyobb tartomanyban, mint ahol a tényleges mérések torténnek. Erre utal a dolgozatban a
,kismértékii” kifejezés. Példaul kétszinli méréseknél (leggyakrabban 561 nm és 647 nm gerjesztésekkel
végzett kisérletek) a parok tavolsaga 0,2 pixel korili értékkel valtozik. A gyakorlatban ez azt jelenti,
hogy a parkeresésnél a parok tavolsagara megadott érték nem fiigg a hullamhossztol.



Az illesztett gorbe b paramétere elGjelhibasan szerepel a dolgozatban. Az abra az alacsony
hullamhosszakat (<450 nm) elhagyva mutatja az illesztést és a szamolt paramétereket.
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Vilasz: Az emisszios dipdl iranyat a két polarizacids csatornaban detektalt fluoreszcens jelek aranyabol
probaltuk meghatarozni. A vart eredménytdl vald eltérés megitélésem szerint tobb ok egyiittesére
vezethetd Vissza, tobb hipotézis is felmeriilt: (i) az inzulinszalak nem egyedi szalak, a kotegekbdl allo

0. Jelolt meglepddve tapasztalta, hogy a ThT molekulak dipélmomentuma a fibrillum
tengelyével kb. 45-fokos szoget zar be (73. old.). Mi allhat ennek hatterében., illetdleg milyen
vizsgélatokat lchet annak érdekében végezni, hogy erre feny dertiljon?

inzulinra a festék rendezetten, de eltéré orientacioval kot be. Itt megoldast jelenthet olyan protokoll
kifejlesztése, amely soran egyedi inzulinszalakat tudunk létrehozni és a dSTORM-os mérések elott
elektronmikroszkoppal ellendrizziik a szalakat. (ii): A parkeresés soran az alacsony intenzitasu
felvillanast a program nem talalja meg, esetiinkben egy magasabb fluoreszcens hattér elnyomja, ezért a
nagy polarizaciofokhoz tartozé molekulak nem keriilnek be a végsd kiértékelésbe. Itt megoldast
jelenthet a minta (vagy a gerjesztés/detektalas) forgatasa, és tobb kép egyiittes kiértékelése. A kérdés
megvalaszolasan jelenleg is dolgozunk.
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