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1. BEVEZETES

Az alabbi tézisfiizet a teljes PhD értekezés leglényegesebb elemeit tartalmazza. A
Bevezetésben a tézisfiizet rovid attekintést nyajt a multidiszeiplindris kutatds elméleti
alapjair6l. Ennek soran tobb kulcsfontossagu teriilet keriil bemutatasra: az extracellularis
vezikulak, azok szerepe a tumoros folyamatokban, jelent0séglik a biomarker kutatasban, a
Raman spektroszkopia potencidlis felhasznalasi lehetdsége a tumordiagnosztikaban, valamint

a gépi tanulas eldnyei a rakkutatasban.

1.1. Az extracellularis vezikulak biologiai tulajdonsagai

Az extracellularis vezikuldk (EVk) minden ¢I6 sejt altal az extracellularis térbe
szekretalt lipid kettOsréteggel koriilhatarolt részecskék, amelyek két alapvetd tipusba
sorolhatok: exoszomak és ektoszomak. Az exoszémak endoszomalis eredetiiek, és az
endoszomalis membranok invaginacidjaval jonnek Iétre. Ez a folyamat intraluminalis
vezikulakat magaba zaré multivezikularis testek (MVB-k) kialakuldsdhoz vezet. A keletkezd
MVB-k 0sszeolvadnak a sejtek membranjaval, ezzel felszabaditva a benniik szallitott
intraluminalis vezikuldkat. Az igy az extracellularis térbe keriilé vezikulakra ettdl kezdve
exoszomakként hivatkozunk. Az ektoszomak ezzel szemben kozvetleniil plazmamembranbdl
szarmaz6 EV-k, melyek a membran lefizédésével keletkeznek.

A kiilonboz6 keletkezési utvonalakra vonatkozdéan azonban még nem 4llnak
rendelkezésiinkre kizarolagos molekularis markerek; ehelyett operativ kifejezések javasoltak
az EV-tipusok megkiilonboztetésére példaul biofizikai (pl. siiriség, méret), vagy biokémiai
tulajdonsagaik (jelenlévé marker) alapjan. Jelenleg a méretszerinti csoprotositds a
leggykarabban alkalmazott, mely szerint megkiilonbdztethetiink kisméretii EV-ket (sEV) (50-
200 nm), kézepes méretti EV-ket (200-1000 nm) és nagyméretli EV-ket (>1 um).

Ezen dolgozat, amennyiben mas kutatasokat idéz, az idézett munkaban hasznalt
nevezéktant, csoportositdst alkalmazza. Sajat kutatdsainkban a méretalapu osztalyozast
hasznéaltunk.

Bar az EV-k keletkezési utjuk szerint kiilonbozéek lehetnek, molekularis 6sszetételiik
hasonld: lipideket, fehérjéket, nukleinsavakat és kis molekulatomegli metabolitokat
tartalmaznak. A minden EV-ben megtaldlhatdé molekuldkon tal sejttipus-specifikus
komponenseket is hordoznak, amelyek a donorsejtek (EV-ket kibocsatd sejtek) jellemzoit
tikrozik.

Atfogo jelentdségiik abban rejlik, hogy az altaluk szallitott molekuldkon keresztiil

képesek informaciot kozvetiteni a donorsejtek a recipiens sejtek (az EV-kel kapcsolatba kertild



sejtek) kozott. Az EV-ken keresztiil lezajlo kommunikacié szabalyozza mind a normal ¢€lettani
(pl. terhesség, immunvalasz, neuronalis fejlddés, angiogenezis, véralvadas), mind a pathologiai

folyamatokat (pl. daganatos betegségek, neurodegenerativ korképek).

1.2 Az extracellularis vezikulak a biomarkerek kutatasaban

Eddig szdmos klinikai tanulmény ravilagitott az EV-k széleskord egészségiigyi
felhasznalasi lehetdségeire, beleértve az onkoterapiat, a vakcniacidt, az immunmodulalo vagy
regenerativ terapiakat, valamint a gyogyszerek céljbajuttatasat. Az EV-k kiilondsen a folyadék-
biopszian alapul6 biomarkerkutatas teriiletén valhatnak kulcsfontossagu szereplévé a jovoben.
Korabbi kutatasok kimutattdk, hogy a daganatos betegek vérében jelentdsen magasabb az EVk
atlagos koncentracioja a nem daganatos paciensekhez képest, amelyek a tumorszovetbdl és a
tumorral kapcsolatos immunfolyamatokbdl szarmaznak. Tekintettel arra, hogy — molekularis
tartalmuknal fogva — szamos daganatos folyamatban részt vesznek, a betegek szérum- vagy
plazmamintaibol izolalt EV-k a tumoros allapot egészét jellemzd biomarkerek gazdag forrasai

lehetnek.

1.3. Megkozelitések a biomarkerek kutatasaban

Az EV-k éltal hordozott molekularis tartalom vizsgalatara jelenleg két megkozelitést
alkalmaznak: (I) az egyes molekulatipusok kiilon-kiilon torténd elemzése omikai modszerekkel
(pl. proteomika, lipidomika, genomika), ¢s (II) az EV-k teljes molekularis komplexitdsanak
jellemzése rezgési spektroszkopiai modszerekkel (pl. Raman-spektroszkopiaval).

Az elsé modszer jol standardizalt, és szdmos tanulmanyban bizonyitotta sikerességét,
amikor specifikus molekuldk meghatarozasarol van szo, de bizonyos esetekben korlatokba
iitkozik. Példaul a kiilonb6zé omikai megkozelitésekbdl szarmazod eredmények sok esetben
szolgalnak erre azok a tumoros betegségek, melyek kifejezetten nagy variabilitast mutatnak a
paciensek kozott (példaul a glioblasztoma multiforme, GBM). Ennél fogva egy adott protein
vagy nukleinsav biomarker, mely a vizsgalt betegmintankon klinikai jelentdséggel bir,
elveszitheti relevanciajat () betegmintak vizsgalatakor.

A masodik megkozelités, a rezgési spektroszkopia, példaul a Raman-spektroszkopia
hasznalata 0j és igéretes modot kinal az EV-k teljes molekularis dsszetételének elemzésére. A
Raman-spektroszkopia képes karakterizalni egy minta teljes molekularis tartalmat a

fényszorodas jelenségére tdmaszkodva. A teljes molekularis Osszetétel egyidejii vizsgalata



lehetové teszi, hogy ne korlatozodjunk csak egyféle molakulatipusra; igy egy sokkal
altalanosithatobb diagnosztikai modell hozhato létre.
Bar a két megkozelités 1énygesen kiilonbozd, az altaluk generalt jelentés mennyiségd

adat fejlett elemzési stratégiakat igényel.

1.5 A gépi tanulasi modszerek elterjedése a rakkutatasban

A gépi tanulas —mely a mesterséges intelligencia egyik 4ga — egyre inkabb elterjedt a
rakkutatasban, mivel képes a komplex és nagy adahalmazokban megbuva Osszefiiggések
elemzésére. A hagyomanyos statisztikai modszereknek nehézséget okoz a rakkutatasban jelen
szemben Onalldan, eldzetes feltételezések nélkiil tarjak fel a valtozok kozotti bonyolult
kapcsolatokat. Elonyds tulajdonsagaiknak koszonhetden jol alkalmazhatéak a nem linedris,
bonyolult kapcsolatok leirdsara, melyek kifejezetten gyakoriak a modern rakkutatasbol
szarmazo0, biologiai ,,big data-ban”. Az egyre fejlodé gépi tanulasi algoritmusok alkalmazasa a
rakkutatasban, kiilonosen a biomarkerek kutatdsaban, jelentdségek javithatjak a daganatos

betegek kilatésait.

1.6 Kutatasi igény, a doktori értekezés témaja

Napjainkig szdmos kutatas ravilagitott, hogy az EVk molekularis tartalmanak vizsgalata
lehetdvé teszi nemcsak a tumoros és egészséges paciensek megkiilonboztetését, de az egyes
daganattipusok tovabbi alcsoportokra vald bontasat (példaul a kemoszenzitivitas/rezisztencia
szerint).

Az EV-k potencidlis klinikai felhasznalhatosagat illetden azonban még mindig akadnak
kevésbé ismert, feltérképezett teriiletek.

Példdul nem ismert, hogy az EV-k molekuldris 0sszetételének vizsgalataval
megjosolhatd-e a donorsejtek invaziosképessége és osztodasi sebessége, mely tulajdonsagok
kozponti szerepet jatszanak a daganatok terjedésében.

Tovabba, mivel a legtobb tanulmany korlatozott szamt betegcsoportot vizsgal, nem
teljesen tisztazott, milyen mértékben lehet specifikus a kiilonb6z6 tumortipusok altal kiocsatott
EV-k molekuléris tartalma.

Végiil, bar szamos kutatés ravilagitott, hogy az EV-k Raman-spektroszkopiai vizsgéalata
kimagasld potenciallal bir a tumordiagnosztikdban, a moddszer hatékonysaga a rendkiviil
heterogén vagy jelentOs diagnosztikai kihivasokat jelenté tumortipusok, példaul a kdzponti

idegrendszeri (CNS) tumorok elemzésében tovabbra sem egyértelmi.



Ezen hianyossagok tiikrében a jelen dolgozat két tanulméany eredményeit foglalja 6ssze.
Az elsd rész egy tobb adatbazist felolelé meta-analizis keretén beliil kilenc tumortipusboél
szarmazd EV-k proteomjdnak specificitasat, valamint prognosztikai potencialjat tarja fel
leginkébb in vitro, részben pedig in vivo adatokat felhasznalva.

A masodik részt egy klinikai tanulméany eredményei alkotjak, melyben CNS tumorban
szenvedd betegek szérummintdibdl izoldlt SEV mintdk Raman spektroszkopiai elemzését
végeztiik el tumordiagnosztikai célbol.

A két tanulmany kozos jellemzdje, hogy a hagyomanyos statisztikai modszerek mellett
nagymértékben tamaszkodnak gépi tanuldsi modszerekre az EV-kbdOl szarmazo adatok

feldolgozasahoz, ezzel aknazva ki az éltaluk hordozott lehetdségeket.



2. CELKITUZES

A dolgozat elsddleges célja, hogy ravilagitson az EV-k altal hordozott tumorasszocialt
molekularis tartalomban rejld lehetdségekre. Ez magaban foglalja az EV-k potencidlis szerepét
a tumordiagnosztikdban, a  differencidldiagnosztikdban, a progndzisban ¢és a
gyogyszercélpontok meghatarozasaban a rak jellemzdinek megértése révén.

E célbol a dolgozat két tanulmany, egy in vitro adatokon végzett meta-analizis ¢s egy

klinikai szérummintakon végzett vizsgalat eredményeit foglalja dssze.

A kilenc tumortipusbol szarmazo 60 kiilonb6z6 sejtvonal (NCI-60 panel) feliiluszdjabol

izolalt EV-k proteomjanak meta-analizise soran a kovetkezo célokat tliztiik ki:

1. A teljes EV proteom, valamint mind a 60 EV-mintdban kozos fehérjek
tumorspecifikussaganak felmérése, illetve a kilenc tumortipust a leghatékonyabban
megkiilonboztetd diszkriminativ fehérjepanel 6sszeallitasa.

2. A diszkriminativ fehérjepanel bioldgiai funkcidinak feltdsara tumorspecifikus
mintazatokat keresve.

3. A donorsejtek invazids képességét és osztddasi idejét eldrejelezd fehérjepanel

Osszeallitasa.

A klinikai vizsgalat soran glioblastoma multiforme-ban, agyi metasztazisban, meningeomaban
¢s lumbalis porckorongsérvben szenvedd betegek szérummintaibol szarmazé sEV-dusitott

izoldtumok Raman-spektroszkopiai elemzését végeztiik el az alabbi célt tlizve ki:

4. Egy olyan osztalyzasi modell 1étrehozasa, mely képes kiilonbséget tenni a kiilonb6zo

betegcsoportok kozott a sSEV-dusitott izolatumok Raman spektrumai alapjan.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Az in vitro adatok metaanalizise

A meta-analizis alapjaul szolgéal6 proteomikai adatdllomanyt Hurwitz és munkatdrsai
szolgaltattadk. Kutatdsukban a sejtvonalak feliiliszojabol izolalt vezikuldkra ,,EV-ként”
hivatkoztak. Kovetkezésképpen ez a dolgozat az ,,EV” kifejezést hasznalja az ezen

adathalmazhoz kapcsolodod eredmények targyalasakor. Az 1. tablazat 9sszefoglalja a meta-

analizis sordn felhasznalt anyagokat és modszereket.

1. Tablazat. A meta-analizis soran felhasznalt anyagok és modszerek.

Anyag/maodszer

Részletes ismertetés/cél

Proteomikai adatkészlet

Invazios kapacitasra
vonatkozo adatok

Osztodasi sebességre
vonatkozo adatok

RNS-expresszios adatok

In vivo szoveti
expresszios adatok

Az EV mintak
klasszifikacioja

Az invazios és
proliferacios kapacitas
predikcidja

Utvonal elemzés

Hierarchikus
klaszterizalas

t-elosztott sztochasztikus
szomszédbeagyazas
(t-SNE)

Az EV-K proteomja és a
sejtek RNS-mintazata
kozotti hasonlésag
vizsgalata

Az NCI-60 sejtvonalak feliilisz6jabol izolalt EV-k proteomjat
tartalmazza (6 701 fehérje). Az intenzitasokat logaritmizaltuk.
Az NCI-60 sejtvonal panel kilenc tumortipust képvisel: emlo,
CNS, vastagbél, vese, leukémia, tiido, melanoma, petefészek,
prosztata.

Magaban foglalja az NCI-60 sejtvonalak CIM Plate-16
segitségével mért invazios képességét.

Tartalmazza az NCI-60 sejtvonalak osztodasi sebességét.

Az NCI-60 sejtvonalak génexpresszids mikroarray adatai.

Egyes fehérjék mRNS-ének tumorszdvetben mért expresszioja
¢s az ehhez kapcsolodo tulélési adatok.

Tobbvaltozos logisztikus regressziot alkalmaztunk az egyes
EV mintdk kilenc tumortipusba valdé besoroldsdhoz. A
diszkriminativ fehérjék kivalasztasa Least Absolute Shrinkage
and Selection Operator (LASSO) modszerrel tortént.

Tobbvaltozos lineéris regressziot alkalmaztunk az invazids és
proliferacids kapacitas predikcidjahoz. A relevans fehérjék
szelektalasa LASSO modszerrel tortént.

A tulreprezentalt biologiai folyamatok, molekularis funkciok
¢s sejtkomponensek azonositdsa a proteomikai adatokban a
Gene Ontology ¢és a Reactome segitségével tortént.

A Reactome analizis eredményeit hierachikus klaszterizaciot
végeztiink el, melynek eredményét heatmap-ként dbrazoltuk.

Az EV-mintak két-dimenzids térben valéo megjelenitéséhez t-
SNE algoritmust alkalmaztunk.

Az EV mintak proteomja és a sejtek RNS-profiljai kozotti
hasonlosagot Spearman-féle korrelacios elemzés és RV
egyiitthatok segitségével.




3.2. A klinikai szérummintakbol izolalt extraecllularis vezikulak Raman-spektroszkopiai
vizsgalata

A 2. tablazat 6sszefoglalja a klinikai vizsgalat soran hasznalt anyagokat és
modszereket.

2. Tablazat. 4 klinikai vizsgalat anyagai és modszerei.

Anyag/maodszer Részletes ismertetés/cél

Paciensek 138 szérummintat gytjtéttiink glioblasztomas (GBM), agyi
attétes (BM) ¢és gerincvel6i porckorongsérvben (CTRL)
szenvedo betegektdl, beleegyezéssel €s etikai jovahagyéassal.

sEV izolacio A kisméretli  extracellularis  vezikuldkat (sEV) a
szérummintdkbol differencialcentrifugalassal izolaltuk. A
karakterizalas NanoSight NS300 ¢s Western blot segitségével
tortént méreteloszlast, valamint klasszikus EV markereket
vizsgalva. A jellemzési eredmények alapjan sEV-vel dusitott
izolatumoknak  tekintettik O6ket, nem pedig tiszta
izolatumoknak.

Raman spektroszkopia A sEV-dusitott izolatumok Raman spektroszkopiai mérését
Senterra II Microscope miiszerrel végeztiik.

Adatok transzformaldsa A spektrumokat alapvonal korrekcionak vetettiik ald. Ezt
kovetéen normalizaltunk Standard Normal Variate (SNV)
modszerrel, majd leredukaltuk a spektralis adatsor dimenziot
fokomponens elemzéssel (PCA).

Betegek klasszifikacioja A betegek osztalyozasat elvégzd modellt Support Vector
Machine (SVM) algoritmus segitségével hoztuk 1étre. Ennek
hatékonysagat szenzitivitassal, specificitassal, klasszifikacios
sikerrel ¢és a Receiver Operating Characteristic (ROC)
elemzésbdl szarmazo gorbe alatti teriilet (AUC) értékével

értékeltik.
Relevans spektralis A csoportok megkiilonbdztetéséhez hozzajaruld spektralis
kiilonbségek kiilonbségek feltarasa a PCA és FreeViz modszerek
meghatarozasa kombinalaséaval.




4. UJ MEGALLAPITASOK
A kovetkez6 fejezet a doktori értekezésben részletesen ismertetett 1j megallapitasokat

(keretes iras) és a kapcsolodo eredményeket foglalja dssze.

1. Gépi tanulasi modszerek eredményei alapjan az extracellularis vezikulak

molekularis mintazata magas foku tumorspecificitast mutat.

A megallapitashoz kotodo eredmények:

A meta-analizis soran vizsgalt proteomikai adathalmaz 6 071 fehérjét tartalmazott (Az
NCI-60 sejtvonal panelbe tartozo 60 sejtvonal feliiluszdjabdl izolalt EV mintak proteomja).
Ezek koziil 5 908 fehérjét szamszerisitettiink intenzitas szerint, amelyek egylittesen alkotjak
azt, amelyre a tanulmanyunkban teljes proteomként hivatkoztunk. Az 5 908 fehérje koziil 213
fehérjét az Osszes EV mintdban azonositottunk, melyre attol kezdve magproteomként
hivatkoztunk. Kezdetben csupan a magproteom alapjan osztalyozasi modelleket épitettiink
tobbvaltozos logisztikus regresszio segitségével, mely atlagosan 49,14%-os hatékonysagot
eredményezett. Ez a hatékonysag 69,10%-ra javult, a teljes proteom bevonasaval. Ezt kvetden
a LASSO szelekcios modszer alkalmazasaval a teljes proteombdl Osszeallitottunk egy
diszkriminativ fehérjepanelt (172 fehérje), melyet felhasznalva 91,67%-o0s osztalyozasi
hatékonysagot értlink el. A kapott osztalyozéasi hatékonysdg kilenc tumortipus esetében

jelentdsen meghaladta a 11,11%-o0s véletlenszerti osztalyozasi hatékonysagot.

2. Az extracellularis vezikulak proteomikai mintiazata tumorspecifikus jelutakrol

arulkodhat.

A megallapitashoz kotodo eredmények:

A 172 protein kivalasztasa utan feltételeztiik, hogy — tekintettel a nagyfoku csoportok
kozotti  kiilonbségekre — az altaluk befolyasolt bioldgiai jelatviteli tutvonalak 1is
megkiilonboztetd mintazatot mutatnak. Annak érdekében, hogy a 172 kivalasztott fehérjét
biologiai kontextusba helyezziik, Reactome utvonal elemzést végeztiink el. A Reactome
eredményeit hiearachgikus klaszterizaci6 ala vetettiik, €s heatmep-ként abrazoltuk. Csak azokat
az utvonalakat vettiik szadmitasba, melyek esetéban a p < 0,05-nek adodott.

A kivalasztott 172 fehérje az extracellularis matrixhoz, a nukledris folyamatokhoz és a

sejtosztddassal kapcsolatos jelatviteli itvonalakhoz kapcsolodik.
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Bar eredményeink szerint az emld- és prosztatarak nem rendelkeztek jellegzetes
jelatviteli utvonalakkal, az EV-mintdk tobbsége a tumortipusuk szerint klaszterez6dott, ami
karakterisztikus jelatviteli itvonal-mintdzatot mutatott.

Példaul a kollagénmatrixhpz, a TGF-p receptorhoz és az ERB4 enzimhez kothetd
jelatviteli utvonalakat kozos jellemzoként azonositottdk mind a vese-, mind a kdzponti
idegrendszeri tumorok esetében. Mas daganatokhoz képest a leukémias mintdkban a hiszton-
¢és kromatinmoddositassal kapcsolatos nuklearis folyamatok dominalnak. A tiidédaganatokat
mas tumortipusoktél a vérlemezkékkel kapcsolatos biologiai folyamatok ¢€s az integrin

jelatviteli ttvonalak kiilonboztették meg.

3. Az extracellularis vezikulak proteomjabol osszeallitott panelek képesek prediktalni

a sejtek invazios képességét és proliferacios idejét.

A megallapitashoz kotodo eredmények:

Az NCI-60 sejtvonal panel valtozatos, kiilonb6zd szoveti eredetii tumorokat tartalmaz,
amelyek mindegyike eltérd invazids képességgel és osztodasi sebességgel rendelkezik. Ez arra
0sztonzott, hogy megvizsgaljuk, vajon lehet-e olyan fehérjepaneleket létrehozni, melyek
képesek az invazids képesség és az osztodasi sebesség prediktalasara.

Az ilyen panelek Osszeallitasa a LASSO szelekcios modszerrel kombinalt tobbvaltozos
linearis regressziot alkalmazasaval tortént. Az adathalmazt egyenlden két félre osztottuk Tanito
¢és Teszt halmazra, és a Tanito halmazt hasznaltuk a kezdeti elemzéshez. Ebben a halmazban a
LASSO algoritmus azonositotta azokat a fehérjéket, amelyek potencidlisan elérejelezhetik az
invazids kapacitast €és a proliferacios sebességet. Az igy kivalogatott fehérjék prediktiv erejét
ezt kdvetden a Teszt halmazon igazoltuk.

A folyamat eredményeként a Tanitd halmazban 20, az invazids kapacitast prediktalo és
15, a proliferacios kapacitast elérehelzd fehérjét azonositottunk. A tovabbiakban ezekre
invazidés ¢és proliferacios panelekként hivatkoztunk. Ezen panelek a prediktiv értékét
tobbvaltozos linearis regresszio segitségével értékeltiik a Teszt halmazon.

A Teszt halmazon val6 igazolas mindkét panel esetében szignifikans eredményeket
hozott (p < 0,0001), magas determinacios egyiitthatokkal: R* = 0,68 az invaziora és R? = 0,62

a proliferaciora.
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4. A kisméretil vezikulakkal dusitott izolatumok Raman spektrumai alapjan felépitett
gépi tanulasi modellek nagy hatékonysaggal képesek megkiilonboztetni a tumoros

betegeket a kontrollcsoporttol.

A megallapitashoz kotodo eredmények:

A klinikai szérummintdkbol izolalt 138 sEV-dusitott minta Raman-spektroszkopiai
elemzése soran mintanként 5 spektrumot kaptunk. A 799,5 cm! és 3100,5 cm™' kozotti
spektralis tartomanyt vizsgaltuk. Az SNV-normalizalast és a PCA-transzforméciot kovetden a
mintak osztalyozasat SVM-algoritmus segitségével végeztiik el. Az osztalyozas hatékonysagat
az klasszifikéacios pontossag (CA), szenzitivitds, specificitds és a ROC-analizisbdl szarmazo
gorbe alatti teriilet (AUC) értékével mértiik fel. A relevans spektralis kiilonbségeket a PCA-
FreeViz modszerekkel tartuk el.

A spektrumok atlagolasa utan a sorok normalizalasat az SNV modszerrel végeztiik el.
Az SNV-normalizalast kovetden a négy betegcsoport mintdinak spektrumait paronként
Osszehasonlitottuk (minden betegcsoportot a kontrollhoz hasonlitottunk, és a BM vs. GBM-et
hasonlitottuk 6ssze) két célbol: egyrészt egy osztalyozasi algoritmus kifejlesztése és tesztelése
celjabol, masrészt a relevans spektralis kiilonbségek azonositasa céljabol. A paros
Osszehasonlitdsokra alkalmazott PCA csokkentette a tobbvaltozos adatok dimenzidit az eredeti
valtozok (hulldmszamok) kisebb szamu uj valtozova, azaz fékomponensekké (PC-k) torténd
atalakitasaval.

A paros Osszehasonlitdsokat a linearis SVM algoritmus segitségével végeztik el, és
minden egyes paros csoportra osztalyozasi modelleket kaptunk. A tesztmintdkra vonatkozo
elérejelzések elkészitéséhez meghataroztuk a csoporthoz tartozas pontszamanak minimalis
kiiszobértékét. Az e kiiszobértéket meghaladd pontszammal rendelkezd vizsgalati mintakat a
kivant célcsoportba soroltuk. Az optimalis pontszadmkiiszoboket automatikusan gy allitottuk
be, hogy azok megfeleljenek a legmagasabb osztalyozasi pontossagnak (CA, a helyesen
osztalyozott mintdk aranya az dsszes mintahoz viszonyitva).

A CA 85,6% volt a CTRL vs. GBM, 91,4% a CTRL vs. BM, 82,9% a CTRL vs. M és
92,5% a BM vs. GBM esetében. A legjobb osztalyozasi teljesitményt akkor értiik el, ha
bizonyos szdmu PC-t bevontunk a modellekbe: CTRL vs. GBM esetében 30 PC, CTRL vs. BM
esetében 38 PC, CTRL vs. M esetében 27 PC, BM vs. GBM esetében 26 PC.

Az osztalyozasi teljesitmény tovabbi mérdszamaiként az érzékenységet €s a specificitast

értékelték. A paros osztalyozéasi modellek ROC-elemzései négy grafikont eredményeztek,
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amelyek az automatikusan beallitott optimalis kiiszobértékeket (amelyek a legmagasabb CA-
értékkel rendelkeznek) mutatjak, a kapcsolodo érzékenységi, specificitasi és AUC-értékekkel,
valamint a p értékkel.

Az optimalis kiiszobértékek hasznalataval az osztalyozasi modellek 90%-o0s és 80%-0s
érzékenységgel és specificitassal, 93,75%-o0s és 90%-os, 80%-0s és 85%-0s érzé¢kenységgel €s
specificitassal tudtdk megkiilonbdztetni a GBM, BM és M betegeket a CTRL betegektdl. A két
rosszindulati daganatot, a BM-et és a GBM-et 98%-0s érzékenységgel ¢s 83,3%-o0s
specificitassal lehetett megkiilonbdztetni egymastol. A paronkénti 6sszehasonlitadsok azonos
sorrendjében (GBM, BM ¢és M betegek vs. CTRL, illetve BM vs. GBM) az AUC értékek 0,87,
0,95, 0,82 és 0,9 voltak(p < 0,0001 minden esetben).
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5. MEGBESZELES

A kovetkezdkben a vita Osszefoglalja az alapul szolgdlé meta-analizis ¢és klinikai
vizsgalatok eredményeit, és kovetkeztetéseket von le a gépi tanulds eldnyeir6l mindkét
kutatasban, az  EV-k  lehetséges  szerepér6l a  tumordiagnosztikaban, a
differencialdiagnosztikdban, a rdk jellemzdinek jobb megértésében. A tézisflizet a

Diszkusszionak csak f6bb gondolatmeneteit tartalmazza.

5.1. Elorejelzési és osztalyozasi problémakra szabott gépi tanulasi modszerek

Munkank soran gépi tanulasi algoritmusok kombinéciojat hasznaltuk fel a bioldgiai "big
data" komplex 0sszefiiggéseiben valo eligazodashoz. A meta-analizis kulcselemeként linearis
¢és logisztikus regressziot alkalmaztunk LASSO algoritmussal parositva, a klinikai
tanulmanyban pedig PCA-SVM algoritmust. A LASSO azon képessége, hogy a kevésbé fontos
valtozokat elimindlja, felbecsiilhetetlen értékiinek bizonyult a proteomikai adathalmazokbdl
szdrmazd relevans informdaciok kiszlirésében, megkonnyitve ezzel az értelmezhetd és
altalanosithatd modellek 1étrehozasat.

A klinikai tanulményban alkalmazott SVM modszer stabil elméleti alapjai és
robosztussaga lehetové tette, hogy az egyébként kiugré értékekben gazdag spektralis adatokatat
is megfelel6 modon kezeljiik a modell felépitésekor; még abban az esetben is, ha a valtozok
szama jelentdsen meghaladta a megfigyelési egységek (nalunk a paciensek) szamat.

G¢épi tanuldsi modszerekkel vald megkozelitésiink nemcsak az EV-k altal hordozott
tumorspecifikus fehérjemintazatokat azonositotta, hanem prediktalhatova tette az invazios
képességet és a proliferacios idot, feltarta a tumor jellemzd Utvonalait, valamint lehetévé tette
a CNS-tumoros betegek hatékony osztalyozasat a szérummintdkbol szdrmazd sEV-dusitott

izolatumok Raman spektrumai alapjan.

5.2. Az EV-k Raman-spektroszkopiaja, mint igéretes diagnosztikai megkozelités

Klinikai kutatdsunk arra irdnyult, hogy a Raman-spektroszkopiat felhaszndlva feltarjuk
az EV-k diagnosztikai potencialjat, kiilonods tekintettel a CNS tumorokra. Szemben a korabbi
kutatasokkal, amelyek elsOsorban korlatozott szamu biomarkerekre (csak fehérjékre, lipidekre
vagy nukleinsavakra) 6sszpontositottak, modszeriink az sEV-vel gazdagitott izolatumok teljes
molekularis profilozasat tette lehetdvé, ezzel egy atfogdbb diagnosztikai stratégiat kinalva.
Gépi tanulason alapuld osztalyozasi modelljeink — melyeket az ROC elemzési szabvanyok
alapjan "kivalonak" és "kimagaslonak" értékelhetiink — kivételes pontossaggal kiilonboztették

meg a kontroll csoportot és a kiilonbozé CNS tumortipusokat. Kiilondsen figyelemre mélto a
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GBM klasszifikalasa soran elért eredmény, mely egy rendkiviili paciensek kozotti variabilitast
mutato, és emiatt diagnosztikai kihivast jelentd tumortipus.
Tovabbd, tanulmanyunk jelentés hidnyossagot potol a szakirodalomban, mivel

crer

dusititt izolatumok Raman-spektrumai alapjan.

5.3. Az EV-k altal hordozott molekularis komplexitas magas foku tumorspecificitasa

Mind a klinikai mintdk Raman-spektroszkopiai, mind az in vitro adatok meta-analizise
ravilagitott az EV-k altal hordozott molekularis tartalom magas foku tumorspeficititasara.
Korabbi tanulmanyok mar bizonyitottdk, hogy az EV-k kiilonb6z6 moddszerekkel valo
vizsgalata lehetové teszi a tumoros mintak megkiilonboztetését a kontroll mintaktol, vagy egy
adott tumortipust valamilyen tulajdonsaga alapjan (példaul kemoszenzitivitas) alcsoportokra
valo osztasat.

Ezzel szemben meta-analizisiinkben szdmos tumortipus egyidejii megkiilonboztetését
tlztik ki célul. Az analizis eredményei ravilagitottak, hogy az EV-k altal hordozott proteom
onmagaban is kimagasléan specifikus egyes tumortipusokra nézve, azonban megfeleld
modszerekkel nagy klasszifikaciés hatékonysag elérést lehetévé tevd diszkriminativ
proteinpanelek allithatok ossze.

A specificitas magas fokat nemcsak az in vitro eredmények, hanem a klinikai
vizsgalatok eredményei is bizonyitjak. A Raman-spektroszkopian alapuld modelliink sikeresen
megkiilonboztette — nem csupan a kontroll csoportot a tumoros csoportoktél —, hanem a
kiilonbozd tumortipusokat is egymastol. Ez a nagyfokt specificitas kiilondsen fontossa valik,
ha egy olyan EV-alapt diagnosztikai platform potencidlis fejlesztését vessziik figyelembe,
amelynek célja nem csak a tumor potencialis jelenlétének jelzése, hanem a specifikus eredetii

szovet azonositasa is.

5.4. Az EV-k, mint igéretes prognosztikai eszkozok

Bar az EV-k diagnosztikai hatékonysagat szamos kutatds igazolta, prognosztikai
hatékonysaguk kevésbé feltart.

Meta-analizisink sordan olyan proteinpaneleket allitottunk Ossze, melyek
Osszefliggésben allnak a tumorprogresszid6 ¢és a metasztazis képzodés kulcsfontossagu
elemeivel: az invazids kapacitassal és a proliferacids idével. Ezen fehérjék szoveti expresszioja
szignifikans Osszefliggésben 4ll a paciensek tulélési idejével, és a hatds irdnya megegyezonek

bizonyult a meta-analizis sordn elvégzett végzett predikciokkal.
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Ezen eredmények alapjan az EV-k molekularis tartalménak vizsgalata nem csupan a
daganatok diagnosztikdjdban, hanem a prognosztika teriiletén is hordozhat potencialis

lehetdségeket.

5.5. Az EV-k tiikrozhetik a daganat jellegzetes jelatviteli utvonalait

A tumorok molekuléris jellemzése alapvetd fontossadgl a hatékony kezelési stratégiak
kidolgozasahoz; példaul segit a gydgyszercélpontok azonositdsaban vagy a személyre szabott
kezelési stratégiak kifejlesztésében. Egy tumor molekularis karakterizalasa konvencionalisan
szoveti biopsziat igényel, mely korlatokban iitkozhet az invazivitasa miatt, vagy a tumorszovet
heterogenitdsa miatt. Ezen problémék athidaldsanak reményében egyre nagyobb érdeklodés
mutatkozik a folyadék-biopszia alapu modszerek irant.

Ujonnan megjelend kutatdsok bizonyitottak, hogy a tumorok altal kibocsatott EV-k
specifikus jelatviteli és metabolikus utvonal tagokat hordozhatnak, és az EV-k molekularis
tartalmanak elemzése betekintést nyqjt a tumor €és a mikrokdrnyezete kozotti kolcsonhatasba,
kommunikacidba.

Meta-analizisiink eredményei alapjan a kilenc tumortipus kozotti legnagyobb
kiilonbségeket mutatdé fehérjék jelentdsen  Osszefiiggnek  bizonyos molekularis
mechanizmusokkal és jelatviteli utvonalakkal. Sok esetben az irodalom Osszhangban volt
eredményeinkkel, mivel egyes tumortipusok ¢és a kérdéses jelatviteli utak kézotti kapesolatot
mar kisérletileg is igazoltak.

Eredményeink arra utalhatnak, hogy az EV-k tiikr6zhetik a tumorok egyedi stratégidit
¢és jellemzo jelutjait, ezzel segitve a gyogyszercélpontok azonositasat, a személyre szabott

orvoslas fejlesztését és a tumorbioldgia mélyebb megértését.

6. KONKLUZIO

Mint ahogyan el6ttiink szdmos tanulmany, a mi eredményeink is azt hangstulyozzak,
hogy az EV-k a biomarkerek kimagasldéan igéretes forrasai. Munkank egy olyan Raman-
spektroszkopiai megkozelitést mutat be, amely gyorsasdga, pontossdga miatt 0j, rutinszeriien
diagnosztikai eljaras létrehozasa azonban tovabbi standardizéalast, nemzetk6zi adatbazis
l1étrehozésat igényli. Az EV proteom tumorspecificitasa és prognosztikai értéke hangsulyozza
az EV-k potencialis szerepét az eddig feltaratlan klinikai alkalmazasokban. Az eredményeinket

Osszegezve: EV-k a jovo klinikai gyakorlatanak nélkiilozhetetlen szerepldinek igérkeznek.
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