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Bevezetés

Az emberi idegrendszer tobb milliardnyi idegsejtbdl és gliasejtbdl all, melyek szama és
formaja jelent6sen megvaltozhat 6regedés, vagy idegrendszeri betegségek kialakulasa esetén.
A patologias folyamatok feltérképezésének (€s végso soron a betegek meggyogyitasanak) egyik
legfontosabb Iépése e valtozasok megfeleld kovetése, azaz szdmszerisitése.

Az, hogy milyen idegsejt-tipusok érintettek, a betegség jellegét6l fligg — az altalunk
legtobbet vizsgélt amiotréfias laterdlszklerdzis (ALS) esetében példaul a motoros kéreg és a
gerincveld mozgatd idegsejtjeinek koros elvaltozasa figyelhetd meg. Ennek megfelelden a
megfeleld szovettipus, anatomiai régid ¢s szubrégid kivalasztisa a szamszerlsités ¢&s
karakterizacid elsé 1épése (1. abra). E mintavételezési paradigma kidolgozdsa utan
valaszthatjuk ki (vagy dolgozhatjuk ki) a valodi sejtszamot €s alaktani elvaltozasokat megfeleld
mértékben kozelité méréstechnikai rendszert.

Cell number and area coverage Individual cell morphometry  |ntracellular morphometry
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1. abra Hierarchikus mintavételezés idegsejtek és mikroglia sejtek morfoldgiai
karakterizaciojahoz, fény-, (sejtpopulacio, egyedi sejtprofil) és elektronmikroszkdpos
(sejtalkotok) vizsgalatokhoz.

A kisérleti neurologiai kutatasok {6 célja az idegrendszert tdmadd betegségek hatterében
h(zodo patomechanizmusok megértése a betegség megfékezése érdekében. Mivel az emberi
agybol szarmazo mintak gyiijtése — etikai okokbol — csak kivételes esetben megvaldsithato,



ezért a betegségeket (vagy azok egyes aspektusait) modellez6 rendszerek kialakitasa sziikséges.
A modellallatokbdl szarmazd kozponti idegrendszeri mintak karakterizalasa az emberi
mintakhoz kelléen hasonlé ahhoz, hogy az azokon kialakitott megfigyelési mddszereket az
emberi kozponti idegrendszeri vizsgalatok esetén is alkalmazni tudjuk. Az értekezés elsé
részében az ALS egy modelljében a degenerativ folyamatokban kdzponti jelentdségii kalcium
hoeosztazis valtozasanak és a gerincvel6i idegsejtek pusztuldsanak 6sszefiiggéseit vizsgaljuk.
Kiilonboz0 sejttipusok vagy sejtalkotok egyidejii megjelenitésének leghatékonyabb médja
az immunfluoreszcencia alapu jelolés (IF). Az IF mikroszkopia kivaléan alkalmas
lokalizacidra, viszont a fluoreszcens fakulas, azaz a fluoroférok megvilagitasi idt6l és tarolasi
hémérséklettdl fliggd emittald tulajdonsdgainak valtozdsa megneheziti a modszer hasznalatan
alapuld6 morfometriai munkat. E limitacié kiilondsen érinti a finom részletekkel rendelkezd,
komplex objektumokat (példaul mikroglia, asztrocita sejtek), mddositva a jel6lt objektumokbol
digitalis képfeldolgozas utjan kinyerhetd szamszerli adatokat. Bar a fluoreszcens fakulés
jelensége jol koriilirt, annak hatdsa a fluoreszcensen jelolt sejtek alaktani szdmszeriisitési
eljarasainak eredményeire kevésbé ismert. Az értekezés tovabbi részeében ezen a téren végzett

vizsgalataink eredményeit ismertetjuk.

Bar e modellekben a modellezett betegség legtdbb esetben gyorsabban alakul ki, igy a
lehetséges kezelések szélesebb skalaja tesztelhetd, emberek esetén az idegrendszeri betegségek
kezelése a diagndzis lasstsaga miatt is késleltetett. ALS esetében — a betegség heterogén
klinikai megjelenésébdl és lefolyasabol adoddan — a tiinetek megjelenésétdl a (kizarasos alaptr)
diagnozisig eltelt id6 altalaban fél-masfél év kozott van. Igy, az értekezés Kitér a mesterséges
intelligencia diagnosztikai ¢s mikroszkopos képfeldolgozasi éfelhasznéalasanak lehetdségeit
vizsgalva Mitchell és munkatarsai 2010-es kozleményének cimében feltett ,,Can we do better?”

kérdésétol motivalva.



Célkitiizés

Mozgaté idegsejtek szamanak és kalcium tartalmanak feltérképezése optimalizalt diszektor

maodszerrel egy ALS modellben

A fluoreszcens fakulds kinyerhetd szamszerisitett informacio-modositd hatasainak

feltérképezése a kozponti idegrendszer kiilonbozo sejttipusain

Az A&ltalanos mesterséges intelligencia mikroszkopos képfeldolgozasi és diagnosztikus

lehetdségeinek feltérképezése idegrendszeri betegségek esetén



Eredmények

ALS szérum passziv transzfer hatasa a mozgatoidegsejtek szamara és
intracellularis kalciumszintjére

Lumbalis mozgatdidegsejtek szamanak valtozasa ALS szérummal kezelt egerekben

A kezeletlen és az egészséges donorok szérumaval kezelt allatok lumbélis mozgatd
idegsejtjeinek szama kozott nem figyelhetd meg eltérés (2. dbra A, B), mig az ALS

szérumkezelés esetében jelentds sejtszamcsokkenés volt megfigyelhetd (2. abra C).
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2. abra A 30 pm-es profilméretnél nagyobb, mozgatd idegsejtként azonosithatd sejtek a
kezeletlen (n = 3, A) és az egeszséges donorokbol szarmazo szérummal kezelt (n = 3, B) esetben
nagy szamban fordulnak elé. E szdam jelentds csokkenést mutat ALS-szérumkezelés esetében (n
=14, C, D). Skala: 100 pum.



A mozgatdidegsejtek intracellularis kalciumszintjének valtozasa ALS-szérumkezelést
kovetoen

Az ALS-es betegek vérszérumaval torténd kezelést kovetden jelentds mértékii mozgatd idegsejt
pusztulas volt megfigyelhet6 a kontroll csoportokhoz képest, de finomabb elvaltozasok a még
azonosithatd  sejtek  sejtalkotdiban is megfigyelhetéek. A  kontrollcsoportokban
elektronmikroszkoppal sem figyelhetd meg elvaltozas, mig az ALS-es szérummal kezelt allatok
idegsejtjeiben  degenerdciora  utal6  szerkezeti  elvéltozdsok  azonosithatok a
mitokondriumokban, endoplazmés retikulumban és a Golgi-készilékekben. Elektrondenz
lerakodasok forméajaban megemelkedett citoplazmikus és mitokondrialis kalciumszint

figyelhet6 meg ALS-es szérum kezelést kovetden (3. abra C, 4. abra).

3. abra Ultrastrukturdlis elvaltozdasok figyelhetok meg ALS-es szérummal kezelt egerek
mozgatdidegsejtjeiben (C) a kezeletlen (A) és az egészséges donorokbdl szarmazé szérummal
kezelt (B) &llatokéhoz viszonyitva. Mit: mitokondrium; rer: durva felszinii endoplazmds

retikulum; gol: Golgi komplex; Skala: 500 nm.
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4. abra Citoplazmikus és mitokondrialis kalciumszint-emelkedés figyelhetd meg ALS-€S szérum
kezelés (n=30) esetén az allatok mozgatd idegsejtjeiben a kezeletlen (n=3) és egészséges

donorokbdl szarmazd (n=3) szérumkezeléshez képest.

Korrelacio a mozgatoidegsejtek szamanak és az intracellularis kalciumszint valtozasa kozott
Korrelacidanalizis segitségével kimutathatd, hogy a szérum kezelés altal kivaltott intracellularis
kalciumszint megemelkedése a gerincvel6i motoneuronok szamanak csokkenése osszefligg. (5.
abra). Klaszteranalizis hasznalatdval kimutathatd, hogy a kezeletlen és az egészséges
donorokbol szarmazé szérummal kezel allatok esetén a sejtszd&m — intracellularis kalciumszint
térben egy csoportot alkotnak, az ALS-es szérummal kezelt allatok ett6l elkiiloniilnek, valamint
egy szubpopuldcid, a chromosome 9 open reading frame 72 génmutéciot hordozo betegekbdl

szarmazd szérumkezelés is megjelenik.
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5. dbra Minden jeldlt pont (a kezeletlen allatok kivételével) egy szérum donort képvisel. A

megemelkedett intracellularis kalciumszint 0Osszefiggésben all a mozgatdidegsejtek
pusztuldsaval. A bal oldali klaszterben a kontroll csoportok, a jobb oldaliban a chromosome 9
open reading frame 72 génmutaciot hordozo betegek, a kozépsoben az egyéb ALS csoportok

talalhatoak.

A fluoreszcens fakulas kinyerheto szamszeriisitett informacio-modosito
hatasainak feltérképezése a kozponti idegrendszer kiilonb6zo sejttipusain
Megvialtozott mérheto jelintenzitas

A fluoreszcens fakulas altal indukalt informéacidvesztés (sejtszam, populéacids és egyedi
sejtparaméterek) méréséhez sziikséges idOskala kialakitasa érdekében atlag-jelintenzitds
mérések zajlottak kis nagyitdsu, nagy latomezds felvételeken, Alexa Fluor 488 és 546

fluoroférokkal jel6lt idegsejteken és mikrogliakon (6. abra).
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6. abra. Atlag-jelintenzitas csokkenés dinamikaja Alexa Fluor 488 Plus és Alexa Fluor 546
fluoroforokkal jeldlt mikrogliakon (A) és idegsejteken (B). 30-60 masodperc megvilagitas mar

szignifikans informaciovesztéshez vezetett a kezdeti felveteleken mért értékekhez képest.

Megvaltozott detektalhat6 idegsejtszam
A lathatod sejtmaggal rendelkezd idegsejtek szdma manudlisan lett meghatirozva, egy-egy

kivalasztott tertileten kiilonb6z6 megvilagitasi idétartamot kdvetden (7. dbra).
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7. bra Fluoreszcens fakulas hatasara a detektalhatd, Alexa Fluor 488 Plus (n = 15) és Alexa
Fluor 546 (n = 15) jelolt, lathato sejtmaggal rendelkezo idegsejtek szama mar 60 masodperc

megvilagitasi ido utan szignifikansan csékkent a kezdeti felvételeken meért értékekhez képest.
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Megvaltozott mérheté mikroglia teriileti denzitds

A mikroglia terlleti denzitas automatikus meghatarozasa egy digitalis képfeldolgozas alapd
modszerrel torténik, ahol a mikroszkopos felvételen a jelet elvalasztjuk a hattértdl, majd ezek
aranyat hatarozzuk meg. Egy-egy teriilet mikroglia denzitasanak mérése tortént meg kiillonb6z6

megvilagitasi idétartamot kdvetden (8. abra).
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8. abra. Fluoreszcens fakulas hatisara mdar 60 mdsodperc megvilagitist kovetden
szignifikansan valtozik a detektalhatd terdleti denzitas Alexa Fluor 488 Plus (n = 15) és Alexa

Fluor 546 (n = 15) jel6lt mikroglidk esetén, a kezdeti felvételeken mért értékekhez képest.

A szoftverfejlesztésben nem jaratos mikroszképos szakemberek felhasznaloi igényeit
szimulalva egy ChatGPT-generalt, ImageJ alapu makro mikodését is teszteltiik ugyanezen az
adatbazison.
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9. &bra Fluoreszcens fakulds hatasara mar 30 mdsodperc megvilagitast kovetden
szignifikansan valtozik a detektalhaté terileti denzitas Alexa Fluor 488 Plus (n = 15) jelolt
mikrogliak esetén, a kezdeti felvételeken mért értékekhez képest, ChatGPT-generalt kiértékels

makro hasznalataval.

Megvaltozott mérhetdé mikroglia fraktilparaméterek

Binarizalt és szegmentéalt mikroglia sejtprofilokbdél kinyert morfometriai adatokat
hasonlitottunk 6ssze fluoreszcens fakitas eldtti és megvilagitassal terhelt, de még azonosithato
profilparjuk kozott (ez az A488 fluorofor esetén 120 masodperc, az A546 esetén 900 masodperc

volt). A kiilonb6z6 paraméterek kiilonbozo fakuléstiir tulajdonsagokat mutattak.
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Fractal Dimension: 1.4038
Lacunarity: 0.8259
Density: 0.1473
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Circularity: 0.8508

Fractal Dimension: 1.2092
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9. a&bra. Fluoreszcens fakulas hatisa egyedi sejtprofilokrol kinyerheté morfometriai
paraméterekre. (A: kezdeti felvétel, B: fakult felvétel) Alexa Fluor 546 (A546; piros oszlopok,
C) (n = 30) és Alexa Fluor 488 Plus (A488; z6ld oszlopok, C) (n = 30) fluoroférokat hasznalva.
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DAB-fluoreszcens kombinalt immunhisztokémia
Az immunfluoreszcencia alapu és a fotostabil DAB-jel6lés kombinalasaval a lokalizacio és az

alaktani mérések egy mikroszkopos metszeten elvégezhetdk (10. dbra).

10. abra ChAT-pozitiv, fluoreszcensen jel6lt mozgatdidegsejtekkel meghatarozhaté a
hypoglossal nucleus anatomiai tertlet (A). E sejtek altal meghatérozott teriilet hatarait a
fotostabil, DAB-alapi modszerrel Ibal-pozitiv felvételre (B) vetitve meghatarozhaté az
anatomiai teriilet mikroglia teriileti denzitdsa, illetve a kiilonbozo sejttipusok egymdshoz képest

valo lokalizacidja abrdzolhato (C). Skdla: 50 um.

A mesterséges intelligencia diagnosztikus lehetdségeinek feltérképezése
idegrendszeri betegségek esetén

A ChatGPT diagnosztikai pontossaga idegrendszeri betegségek esetén

Egy altalanos prediktiv nagy nyelvi modell, a ChatGPT példajan keresztil vizsgaltuk meg a
szamitastechnika-tamogatott ~ mddszerek  hatékonysagat  idegrendszeri  betegségek
diagndzisainak felallitasaval kapcsolatban, dsszehasonlitva azt altalanos orvosok (n = 6) és
neurologiai szakorvosok (n = 6) diagnosztikus pontossagaval, szakértok altal generalt eseteken

(n =200) (11. &bra).
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11. abra Neurologus szakorvosok és a ChatGPT legvalosziniibb 1-3-5 véalasztasanak

diagnosztikus pontossaga neuroldgiai tlinetek esetén, altalanos orvosokhoz viszonyitva.

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

tendencia figyelheté meg (12. abra).
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12. &bra. Neurologus szakorvosok és a ChatGPT legvaldsziniibb 1-3-5 valasztasanak
diagnosztikus pontossaga neuroldgiai tlinetek esetén, akut (A) és nem akut (B) korképek esetén,

altalanos orvosokhoz viszonyitva.
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Osszefoglalas

l.
Kimutattuk, hogy az azonositott génmutacioval rendelkezé ALS-es betegek vérszérumaval

torténd kezelés megemelkedett kalciumszintet, valamint sejtpusztulast okoz egerek gerincveldi

ey

.
Feltérképeztik a fluoreszcens fakulas kinyerheté informacio-mddositd hatasait mikroglia és
idegsejt-specifikus jelolések esetén, két fluorofor hasznalataval. E hatasok elkeriilésére egy

kombinalt jel6léses modszer hasznalatara tettiink javaslatot.
Il.

Megmutattuk, hogy az altalanos mesterséges intelligencia hasznos, és kellden pontos,
diagnosztikat timogatd eszkoz lehet az idegrendszeri betegsegek kivizsgalasa soran, valamint
elézetes szoftverfejlesztési tapasztalatok nélkiil is alkalmas mikroszkopos képfeldolgozasi

Iépések automatizalasara.
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