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Bevezetés 

 

Az emberi idegrendszer több milliárdnyi idegsejtből és gliasejtből áll, melyek száma és 

formája jelentősen megváltozhat öregedés, vagy idegrendszeri betegségek kialakulása esetén. 

A patológiás folyamatok feltérképezésének (és végső soron a betegek meggyógyításának) egyik 

legfontosabb lépése e változások megfelelő követése, azaz számszerűsítése. 

Az, hogy milyen idegsejt-típusok érintettek, a betegség jellegétől függ – az általunk 

legtöbbet vizsgált amiotrófiás laterálszklerózis (ALS) esetében például a motoros kéreg és a 

gerincvelő mozgató idegsejtjeinek kóros elváltozása figyelhető meg. Ennek megfelelően a 

megfelelő szövettípus, anatómiai régió és szubrégió kiválasztása a számszerűsítés és 

karakterizáció első lépése (1. ábra). E mintavételezési paradigma kidolgozása után 

választhatjuk ki (vagy dolgozhatjuk ki) a valódi sejtszámot és alaktani elváltozásokat megfelelő 

mértékben közelítő méréstechnikai rendszert. 

 

1. ábra Hierarchikus mintavételezés idegsejtek és mikroglia sejtek morfológiai 

karakterizációjához, fény-, (sejtpopuláció, egyedi sejtprofil) és elektronmikroszkópos 

(sejtalkotók) vizsgálatokhoz.  

A kísérleti neurológiai kutatások fő célja az idegrendszert támadó betegségek hátterében 

húzódó patomechanizmusok megértése a betegség megfékezése érdekében. Mivel az emberi 

agyból származó minták gyűjtése – etikai okokból – csak kivételes esetben megvalósítható, 
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ezért a betegségeket (vagy azok egyes aspektusait) modellező rendszerek kialakítása szükséges. 

A modellállatokból származó központi idegrendszeri minták karakterizálása az emberi 

mintákhoz kellően hasonló ahhoz, hogy az azokon kialakított megfigyelési módszereket az 

emberi központi idegrendszeri vizsgálatok esetén is alkalmazni tudjuk. Az értekezés első 

részében az ALS egy modelljében a degeneratív folyamatokban központi jelentőségű kalcium 

hoeosztázis változásának és a gerincvelői idegsejtek pusztulásának összefüggéseit vizsgáljuk. 

Különböző sejttípusok vagy sejtalkotók egyidejű megjelenítésének leghatékonyabb módja 

az immunfluoreszcencia alapú jelölés (IF). Az IF mikroszkópia kiválóan alkalmas 

lokalizációra, viszont a fluoreszcens fakulás, azaz a fluorofórok megvilágítási időtől és tárolási 

hőmérséklettől függő emittáló tulajdonságainak változása megnehezíti a módszer használatán 

alapuló morfometriai munkát. E limitáció különösen érinti a finom részletekkel rendelkező, 

komplex objektumokat (például mikroglia, asztrocita sejtek), módosítva a jelölt objektumokból 

digitális képfeldolgozás útján kinyerhető számszerű adatokat. Bár a fluoreszcens fakulás 

jelensége jól körülírt, annak hatása a fluoreszcensen jelölt sejtek alaktani számszerűsítési 

eljárásainak eredményeire kevésbé ismert. Az értekezés további részében ezen a téren végzett 

vizsgálataink eredményeit ismertetjük. 

 

Bár e modellekben a modellezett betegség legtöbb esetben gyorsabban alakul ki, így a 

lehetséges kezelések szélesebb skálája tesztelhető, emberek esetén az idegrendszeri betegségek 

kezelése a diagnózis lassúsága miatt is késleltetett. ALS esetében – a betegség heterogén 

klinikai megjelenéséből és lefolyásából adódóan – a tünetek megjelenésétől a (kizárásos alapú) 

diagnózisig eltelt idő általában fél-másfél év között van. Így, az értekezés kitér a mesterséges 

intelligencia diagnosztikai és mikroszkópos képfeldolgozási éfelhasználásának lehetőségeit 

vizsgálva Mitchell és munkatársai 2010-es közleményének címében feltett „Can we do better?” 

kérdésétől motiválva. 
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Célkitűzés 

 

Mozgató idegsejtek számának és kalcium tartalmának feltérképezése optimalizált diszektor 

módszerrel egy ALS modellben 

 

A fluoreszcens fakulás kinyerhető számszerűsített információ-módosító hatásainak 

feltérképezése a központi idegrendszer különböző sejttípusain 

 

Az általános mesterséges intelligencia mikroszkópos képfeldolgozási és diagnosztikus 

lehetőségeinek feltérképezése idegrendszeri betegségek esetén 
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Eredmények 

ALS szérum passzív transzfer hatása a mozgatóidegsejtek számára és 

intracelluláris kalciumszintjére 

Lumbális mozgatóidegsejtek számának változása ALS szérummal kezelt egerekben 

A kezeletlen és az egészséges donorok szérumával kezelt állatok lumbális mozgató 

idegsejtjeinek száma között nem figyelhető meg eltérés (2. ábra A, B), míg az ALS 

szérumkezelés esetében jelentős sejtszámcsökkenés volt megfigyelhető (2. ábra C). 

 

2. ábra A 30 µm-es profilméretnél nagyobb, mozgató idegsejtként azonosítható sejtek a 

kezeletlen (n = 3, A) és az egészséges donorokból származó szérummal kezelt (n = 3, B) esetben 

nagy számban fordulnak elő. E szám jelentős csökkenést mutat ALS-szérumkezelés esetében (n 

= 14, C, D). Skála: 100 µm. 
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A mozgatóidegsejtek intracelluláris kalciumszintjének változása ALS-szérumkezelést 

követően 

Az ALS-es betegek vérszérumával történő kezelést követően jelentős mértékű mozgató idegsejt 

pusztulás volt megfigyelhető a kontroll csoportokhoz képest, de finomabb elváltozások a még 

azonosítható sejtek sejtalkotóiban is megfigyelhetőek. A kontrollcsoportokban 

elektronmikroszkóppal sem figyelhető meg elváltozás, míg az ALS-es szérummal kezelt állatok 

idegsejtjeiben degenerációra utaló szerkezeti elváltozások azonosíthatók a 

mitokondriumokban, endoplazmás retikulumban és a Golgi-készülékekben. Elektrondenz 

lerakódások formájában megemelkedett citoplazmikus és mitokondriális kalciumszint 

figyelhető meg ALS-es szérum kezelést követően (3. ábra C, 4. ábra). 

 

 

3. ábra Ultrastrukturális elváltozások figyelhetők meg ALS-es szérummal kezelt egerek 

mozgatóidegsejtjeiben (C) a kezeletlen (A) és az egészséges donorokból származó szérummal 

kezelt (B) állatokéhoz viszonyítva. Mit: mitokondrium; rer: durva felszínű endoplazmás 

retikulum; gol: Golgi komplex; Skála: 500 nm. 
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4. ábra Citoplazmikus és mitokondriális kalciumszint-emelkedés figyelhető meg ALS-es szérum 

kezelés (n=30) esetén az állatok mozgató idegsejtjeiben a kezeletlen (n=3) és egészséges 

donorokból származó (n=3) szérumkezeléshez képest. 

 

Korreláció a mozgatóidegsejtek számának és az intracelluláris kalciumszint változása között  

Korrelációanalízis segítségével kimutatható, hogy a szérum kezelés által kiváltott intracelluláris 

kalciumszint megemelkedése a gerincvelői motoneuronok számának csökkenése összefügg. (5. 

ábra). Klaszteranalízis használatával kimutatható, hogy a kezeletlen és az egészséges 

donorokból származó szérummal kezel állatok esetén a sejtszám – intracelluláris kalciumszint 

térben egy csoportot alkotnak, az ALS-es szérummal kezelt állatok ettől elkülönülnek, valamint 

egy szubpopuláció, a chromosome 9 open reading frame 72 génmutációt hordozó betegekből 

származó szérumkezelés is megjelenik. 
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5. ábra Minden jelölt pont (a kezeletlen állatok kivételével) egy szérum donort képvisel. A 

megemelkedett intracelluláris kalciumszint összefüggésben áll a mozgatóidegsejtek 

pusztulásával. A bal oldali klaszterben a kontroll csoportok, a jobb oldaliban a chromosome 9 

open reading frame 72 génmutációt hordozó betegek, a középsőben az egyéb ALS csoportok 

találhatóak. 

 

A fluoreszcens fakulás kinyerhető számszerűsített információ-módosító 

hatásainak feltérképezése a központi idegrendszer különböző sejttípusain 

Megváltozott mérhető jelintenzitás 

A fluoreszcens fakulás által indukált információvesztés (sejtszám, populációs és egyedi 

sejtparaméterek) méréséhez szükséges időskála kialakítása érdekében átlag-jelintenzitás 

mérések zajlottak kis nagyítású, nagy látómezős felvételeken, Alexa Fluor 488 és 546 

fluorofórokkal jelölt idegsejteken és mikrogliákon (6. ábra). 
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6. ábra. Átlag-jelintenzitás csökkenés dinamikája Alexa Fluor 488 Plus és Alexa Fluor 546 

fluorofórokkal jelölt mikrogliákon (A) és idegsejteken (B). 30-60 másodperc megvilágítás már 

szignifikáns információvesztéshez vezetett a kezdeti felvételeken mért értékekhez képest. 

 

Megváltozott detektálható idegsejtszám 

A látható sejtmaggal rendelkező idegsejtek száma manuálisan lett meghatározva, egy-egy 

kiválasztott területen különböző megvilágítási időtartamot követően (7. ábra). 

 

7. ábra Fluoreszcens fakulás hatására a detektálható, Alexa Fluor 488 Plus (n = 15) és Alexa 

Fluor 546 (n = 15) jelölt, látható sejtmaggal rendelkező idegsejtek száma már 60 másodperc 

megvilágítási idő után szignifikánsan csökkent a kezdeti felvételeken mért értékekhez képest. 
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Megváltozott mérhető mikroglia területi denzitás 

A mikroglia területi denzitás automatikus meghatározása egy digitális képfeldolgozás alapú 

módszerrel történik, ahol a mikroszkópos felvételen a jelet elválasztjuk a háttértől, majd ezek 

arányát határozzuk meg. Egy-egy terület mikroglia denzitásának mérése történt meg különböző 

megvilágítási időtartamot követően (8. ábra). 

 

8. ábra. Fluoreszcens fakulás hatására már 60 másodperc megvilágítást követően 

szignifikánsan változik a detektálható területi denzitás Alexa Fluor 488 Plus (n = 15) és Alexa 

Fluor 546 (n = 15) jelölt mikrogliák esetén, a kezdeti felvételeken mért értékekhez képest. 

 

A szoftverfejlesztésben nem járatos mikroszkópos szakemberek felhasználói igényeit 

szimulálva egy ChatGPT-generált, ImageJ alapú makró működését is teszteltük ugyanezen az 

adatbázison. 
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9. ábra Fluoreszcens fakulás hatására már 30 másodperc megvilágítást követően 

szignifikánsan változik a detektálható területi denzitás Alexa Fluor 488 Plus (n = 15) jelölt 

mikrogliák esetén, a kezdeti felvételeken mért értékekhez képest, ChatGPT-generált kiértékelő 

makró használatával. 

 

 

Megváltozott mérhető mikroglia fraktálparaméterek 

Binarizált és szegmentált mikroglia sejtprofilokból kinyert morfometriai adatokat 

hasonlítottunk össze fluoreszcens fakítás előtti és megvilágítással terhelt, de még azonosítható 

profilpárjuk között (ez az A488 fluorofór esetén 120 másodperc, az A546 esetén 900 másodperc 

volt). A különböző paraméterek különböző fakulástűrő tulajdonságokat mutattak. 
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9. ábra. Fluoreszcens fakulás hatása egyedi sejtprofilokról kinyerhető morfometriai 

paraméterekre. (A: kezdeti felvétel, B: fakult felvétel) Alexa Fluor 546 (A546; piros oszlopok, 

C) (n = 30) és Alexa Fluor 488 Plus (A488; zöld oszlopok, C) (n = 30) fluorofórokat használva. 
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DAB-fluoreszcens kombinált immunhisztokémia 

Az immunfluoreszcencia alapú és a fotostabil DAB-jelölés kombinálásával a lokalizáció és az 

alaktani mérések egy mikroszkópos metszeten elvégezhetők (10. ábra). 

 

 

10. ábra ChAT-pozitív, fluoreszcensen jelölt mozgatóidegsejtekkel meghatározható a 

hypoglossal nucleus anatómiai terület (A). E sejtek által meghatározott terület határait a 

fotostabil, DAB-alapú módszerrel Iba1-pozitív felvételre (B) vetítve meghatározható az 

anatómiai terület mikroglia területi denzitása, illetve a különböző sejttípusok egymáshoz képest 

való lokalizációja ábrázolható (C). Skála: 50 μm. 

 

A mesterséges intelligencia diagnosztikus lehetőségeinek feltérképezése 

idegrendszeri betegségek esetén 

A ChatGPT diagnosztikai pontossága idegrendszeri betegségek esetén 

Egy általános prediktív nagy nyelvi modell, a ChatGPT példáján keresztül vizsgáltuk meg a 

számítástechnika-támogatott módszerek hatékonyságát idegrendszeri betegségek 

diagnózisainak felállításával kapcsolatban, összehasonlítva azt általános orvosok (n = 6) és 

neurológiai szakorvosok (n = 6) diagnosztikus pontosságával, szakértők által generált eseteken 

(n = 200) (11. ábra). 
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11. ábra Neurológus szakorvosok és a ChatGPT legvalószínűbb 1-3-5 választásának 

diagnosztikus pontossága neurológiai tünetek esetén, általános orvosokhoz viszonyítva. 

 

Az eseteket akut (n = 85) és nem akut (n = 115) csoportokra osztva a fentiekhez hasonló 

tendencia figyelhető meg (12. ábra). 

 

 

12. ábra. Neurológus szakorvosok és a ChatGPT legvalószínűbb 1-3-5 választásának 

diagnosztikus pontossága neurológiai tünetek esetén, akut (A) és nem akut (B) kórképek esetén, 

általános orvosokhoz viszonyítva. 
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Összefoglalás 

 

I. 

Kimutattuk, hogy az azonosított génmutációval rendelkező ALS-es betegek vérszérumával 

történő kezelés megemelkedett kalciumszintet, valamint sejtpusztulást okoz egerek gerincvelői 

mozgatóidegsejtek populációjában. 

 

II. 

Feltérképeztük a fluoreszcens fakulás kinyerhető információ-módosító hatásait mikroglia és 

idegsejt-specifikus jelölések esetén, két fluorofór használatával. E hatások elkerülésére egy 

kombinált jelöléses módszer használatára tettünk javaslatot. 

 

III. 

 

Megmutattuk, hogy az általános mesterséges intelligencia hasznos, és kellően pontos, 

diagnosztikát támogató eszköz lehet az idegrendszeri betegségek kivizsgálása során, valamint 

előzetes szoftverfejlesztési tapasztalatok nélkül is alkalmas mikroszkópos képfeldolgozási 

lépések automatizálására. 
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