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Bevezetés

A kozponti idegrendszeri (KIR) daganatok diagnosztizalasi lehetdségei

A KIR tumoros betegek vizsgalatakor a komputertomografiat (CT) és a magneses
rezonancia képalkotast (MRI) hasznaljak a betegség allapotanak meghatarozasara és a
kezelések hatdsossaganak értékelésére. Azonban ezeknek a technikaknak ismert korlatai
vannak. A tumorprofil meghatarozasanak egy masik elfogadott mddszere a szoveti
biopszia, ami viszont invaziv sebészeti beavatkozast igényel a tumorminta
beszerzéséhez. A magas szovodménykockazat mellett hatranyai koz¢ tartozik, hogy a
heterogén vagy nehezen hozzaférhetd tumorokbdl nehéz mintat venni. Tovabba az
attétképzodeés esetén tobbszoros mintavételre lehet sziikség, valamint ezzel a modszerrel
nem lehetséges a tumorvalasz vagy a visszaesés nyomon kovetése. Ezek a kihivasok
tovabbi nehézségeket okozhatnak, kulondsen, ha a daganat a koponyan belil
helyezkedik el.

Ezen hianyossagok miatt a tudomanyos figyelem a testnedvek molekularis vizsgalata,
azaz a folyadék-biopszia felé fordult. Minden egyes sejt, beleértve a daganatos sejteket
is, molekularis informacidkat bocsat ki a keringésbe, amelyek felhalmozédnak a
vizeletben, az agy-gerincvel6i folyadékban, a nyalban és a vérben, igy ezek a testnedvek
a tumor-asszocialt molekuldk gazdag forrasaul szolgalhatnak. A folyadék-biopszia
magaban foglalja a tumorral Osszefiiggd anyagok, példaul a keringd tumor-DNS
(ctDNS), a kering6 tumorsejtek (CTC), a keringd tumorfehérjék €s a tumorbdl vagy mas
forrasbdl szarmazo extracellularis vezikulak (EV) azonositdsdnak és mérésének
folyamatat. Ezeknek az anyagoknak az azonositasa kulcsfontossagi lehet a
betegellatasban. (1. 4bra)
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1. abra. A folyadék-biopszia sematikus abrézolésa.

Roviditések: ctDNS: keringd tumor-DNS, CTC: keringé tumorsejtek, fehérjék:
tumorfehérjék, EV: extracellularis vezikulak, CSF: agy-gerincvel6i folyadék.



Vélemeénylnk szerint az extracellularis vezikuldk (EV-k) kiemelkednek a folyadék-
biopszids célpontok koziil, mivel eldnyds tulajdonsaguk, hogy képesek bejutni a
keringési rendszerbe, valamint valtozatos és diagnosztikailag jelentdés molekuléris
tartalmat hordoznak. Az EV-k nanométeres nagysagrendiek, a sejtek jelentds
mennyiségben bocsatjak ki dket, stabilak minden testfolyadékban, és képesek atjutni a
vér-agy gaton (BBB). Ezek az értékes jellemzok teszik ket az agydaganatok folyadék-
biopszias vizsgalatanak idealis célpontjaiva.

Az extracellularis vezikulak és szerepiik a tumordiagnosztikaban

Az extracellularis vezikulak kifejezest a Nemzetkozi Extracellularis Vezikula Tarsasag
(ISEV) ,,a sejtbdl természetes modon felszabadulo, lipid kettdsréteggel koriilhatarolt és
szaporodni nem képes, azaz funkcionalis sejtmagot nem tartalmazo részecskek”
gyijtéfogalmaként hagyta jova. Az EV-k reprodukaljak a donorsejtek citoszolikus
kornyezetét, tartalmazva bdséges DNS-t, RNS-t, fehérjéket és egyéb analitokat,
mikozben kiilsdre is erdsen hasonlitanak a donorsejtekre.

Az elmult évtizedek soran az EV-k intenziv kutatdsok fokuszaba kerlltek, amelyek a
bioldgiai jellemzdiket, fiziologiai funkcidikat és a sejtek Oregedésében, az
immunitasban, valamint a sejtek kozotti kommunikacioban betoltott szerepiiket
vizsgaljak. A tumorbioldgiadban az EV-ket alaposan tanulmanyoztak, és megallapitottak,
hogy fontos szerepet jatszanak a betegség kiilonb6zd aspektusaiban, beleértve a tumor
novekedését, fejlodését, invazidjat, a gyulladasos valaszokat, immunszuppressziot, az
epitelialis-mezenchimalis atmenetet, angiogenezist és a premetasztatikus niche
kialakuldsat, tovabbd az immunmoduléciot, a tumorprogresszidét €s a terapias

rezisztenciat.

Egyre tobb bizonyiték tdmasztja ala, hogy a kisméretii extracellularis vezikulak (SEV-K)
szdmos olyan informéaciét hordoznak, amelyek felhasznalhaték a daganatok
diagnosztizdlasaban és prognosztikai értékelésében. Bar szdmos tanulmény a
nukleinsavtartalomra koncentral, az EV-proteom is egyre nagyobb figyelmet kap a
rakdiagnosztikaban. Tekintettel a sejtek altal termelt fehérjék valtozatossagara, amely
az 1d6tol és a stressztdl fliggden valtozik, gy tlinik, hogy nem a genetikai anyag
vizsgélata, hanem a proteomikai vizsgalatok kinaljak azt a megkdzelitést, amely a
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megertéséhez.

MMP-k a tumorprogresszioban

Bizonyos  agressziv  agydaganatok, mint a glioblasztoma  kezelesének
eredménytelensége, a rosszindulatu sejtek invazidjaval magyarazhatd, amely soran a
tumorsejtek a kornyezd egészséges szovetekbe vandorolnak, igy a tumor teljes
eltavolitasa jelentds kihivast jelent a neuro-onkoldgusok szamara.



A tumorinvaziot elsésorban az extracellularis matrix (ECM) molekulai, mint a brevikan,
kadherin, fibronektin, neurokan, verzikan, tenaszcin-C és a matrix metalloproteindzok
(MMP-k) segitik el6, igy az ECM jelent6sen hozzajarul a tumor progresszidjahoz.

Az MMP-k, cinkfiiggd endopeptidazok, létfontossagli szerepet toltenek be az ECM
komponenseinek, példaul a kollagéneknek a lebontasaval, amely kulcsfontossagu
szamos fizioldgiai folyamatban, mint a sebgydgyulds, az embriondlis fejlodés €s a
szOveti struktira atalakitasa. Ezenkivil az MMP-k lehet6vé teszik a rakos sejtek
szamara, hogy attérjék a bazalis membrant, megkonnyitve az attétképzddést és
angiogenezisben is, amely elengedhetetlen a tumor ndvekedéséhez, mivel biztositja a
terjeszkedéshez sziikseges vérellatast. Az MMP-k igy a tumorigenezis kulcsszerepldivé
valnak, bar valdszinlileg tobb mas fehérje is részt vesz a tumor progressziojaban.
Ezeknek a tumor-asszocialt molekulaknak a folyadék-biopszids azonositasa értékes
lehet az agydaganatos betegek diagnosztikajaban és monitorozasaban.

A kutatas indoklasa

A nem invaziv diagnosztikai mddszerek kiemelkedd jelentdséggel birnak, kiilondsen a
KIR daganatoknal, mivel minimalis terhet és kockazatot rénak a betegekre, kénnyedén
ismételhetok, koltséghatékonyak, magas informaciotartalmuak €s konnyen elérhetok.
Szamos tanulmény targyalja az agydaganatok, féleg a gliomak szoveteinek gén- vagy
fehérjeexpresszios elemzését, amelyek lehetdvé teszik a vérbe kivalasztott biomarkerek
azonositasat. Ennek ellenére a klinikai gyakorlatban nincs jelenleg megbizhato kering6
fehérje biomarker a KIR daganatok szamara.

Az agydaganatok megbizhatd szérum biomarkereinek keresése eddig nem jart sikerrel,
ha az csak egy vagy nehany fehérjén alapult. Egy lehetséges megoldas 10-20 biomarker-
jelolt azonositasa és egy fehérjepanel létrehozasa lehet, amely a KIR betegségekre
jellemz6 ujjlenyomatként hasznalhato fel.

Egy tovabbi kihivas, hogy a potencialis biomarker-jelélteket nehéz észlelni alacsony
vérbeli koncentraciojuk és az abundans szérumfehérjék zavard jelenléte miatt. Emiatt a
mintakat meg kell tisztitani, hogy a potencialis biomarker-jeldltek koncentréacioja elérje
a kimutatasi hatart. Ezt a biomarker-dusitast SEV-k izolalasaval is el lehet érni, azonban
0ssze kell hasonlitani a két mintatipust (teljes szérum és szérum sEV) annak
meghatarozasara, hogy melyik a legalkalmasabb a betegcsoportok differenciélasara.

Mivel az EV tartalma valtozik a betegség eldrehaladtaval, az sEV-k prognosztikai
felhasznalasanak lehet6sége is fontos kérdés. Ezért meg kell vizsgalni, hogy a
betegcsoportok kozotti legjelentdsebb kiillonbségeket mutatd fehérjék koziil valamelyik
alkalmas-e prognosztikai markernek.



Célok

Célunk a kozponti idegrendszeri daganatok folyadék-biopszian alapulé diagnézisanak,
prognozisanak ¢és monitorozasanak elOsegitése volt, keringd fehérje markerek
azonositasaval, felhaszndlva a betegekbdl szdrmaz6 szérumot (késObbiekben teljes
szérum) és a szérumbol szarmazo extracellularis vezikulakat (kés6bb szérum sEV-ként
emlitve).

Ennek érdekében elvégeztiik a teljes szérum és a szérum sEV fehérjetartalmanak atfogo
mennyiségi és mindségi elemzését LC-MS, ELISA és 0sszehasonlito statisztikai
analizisek segitségével. A KIR betegsegekben szenvedd betegek négy csoportjat
vizsgaltuk (glioblasztoma, nem kissejtes tiidérak agyi metasztazisa, meningedoma és
kontroll csoportként agyéki porckorongsérves betegek), @sszesen 222 beteg
szérummintajat elemezve ebben a proteomikai vizsgalatban.

A kovetkez6 célokat tuztik ki:

1. A négy betegcsoport teljes szérumanak és szérum seV-jének fehérjetartalmanak
dsszehasonlitasa, és nem-invaziv fehérje biomarkerek azonositasa olyan célzott
fehérjepanelek létrehozasaval, amelyek alkalmasak a KIR daganatok
osztalyozasara;

2. A két mintatipus proteomjanak és a létrehozott fehérjepanelek dsszehasonlitasa
abban a tekintetben, hogy milyen mértekben alkalmasak a tumorok
osztalyozasara és a betegseg bioldgiai jellemzésére;

3. A két mintatipus osztalyozasi képességeben fennalld kilonbségek mogottes
okainak feltarasa;

4. A betegcsoportok megkilénbodzteteséhez legalkalmasabb sEV-fehérje, azaz egy
biomarker-jel6lt kivalasztasa;

a beteg Klinikai kortorténet, vizsgalata;

6. A Kivélasztott fehérje Klinikai relevancidjanak meghatarozdsa, mint
prognosztikus biomarker.



Anyagok és modszerek

Betegcsoportok

A Debreceni Egyetem Idegsebészeti Klinikajan kezelt 222 beteg vérmintait elemeztik.
A mintékat primer glioblastoma multiforme (GBM), meningedma (M) és nem kissejtes
tiidorak agyi attétjei (BM) esetében gytijtottiik. A kontrollcsoportban (CTRL) azok a
betegek szerepeltek, akik agyéki porckorongsérvvel rendelkeztek, de naluk nem
diagnosztizaltak daganatot.

A vérmintakat a Debreceni Idegsebészeti Klinika Agydaganat- és Szovetbankja tarolta,
a Nemzeti Kutatasi Etikai Bizottsag eldirdsainak megfelelden. Minden résztvevo beteg
beleegyezését adta a vizsgalathoz. A kutatast a Helsinki Nyilatkozat eldirdsai szerint,
valamint két etikai bizottsag jovahagyasaval vegeztik, amelyet a 51450-2/2015/EKU
(0411/15) és 121/2019-SZTE szdmu dokumentumok régzitenek.

A szerummintak elokeészitése

A vérmintakat BD Vacutainer SST Il Advance csdvekbe (Becton, Dickinson and
Company) gyjtottiik, legalabb 1 o6ran at szobahdmérsékleten hagytuk alvadni, majd
20 percen keresztiil 3000 x g-n, 10 °C-on centrifugaltuk.

SEV izolalas és jellemzés
Az sEV-ket differencial centrifugalassal izolaltuk (30 perc, 10 000 x g, 4 °C; majd 70

MFP-3D) és transzmisszids elektronmikroszkopiaval (Tecnai G2 20 X-Twin tipusu
készulék) tanulmanyoztuk. A részecskék méreteloszlasat nanorészecske-kovetd
technikaval (NanoSight NS300) elemeztik. Az SEV-k jelenlétét Western blot analizissel
(XCell SureLock Mini-Cell System, Alix, CD81, CD5L és calnexin markerekkel)
igazoltuk. A szérumbdl szarmazd sEV-k felszinén expresszalédd fehérjéket
gyongyalapt multiplex EV-analizissel aramlasi citometridval (MACSPlex Exosome
Kit, human, Miltenyi Biotec) jellemeztik.

Proteomikai elemzés folyadékkromatografias témegspektrometria (LC-MS) segitségével

96 teljes szérummintat és 96 szérum SEV mintat elemeztiink LC-MS segitségével
(nanoAcquity UPLC, Waters ACQUITY UPLC M-Class Peptide C18 oszlop;
Q Exactive Plus quadrupol-orbitrap hibrid MS). Minden csoportbol 24 mintat
vizsgaltunk, és ezeket hatos csoportokba (poolokba) rendeztilk. A kvantitativ méréseket
DIA uzemmoddban végeztiik, és az analizist az Encyclopedia 0.81 programban hajtottuk
végre.



MMP-9 analizis enzimhez kotott immunszorbens teszttel (ELISA)

A 222 szérum sEV-minta MMP-9 tartalmat a LEGEND MAX Human MMP-9 ELISA
Kit segitsegével mértik meg, a gyarto utasitasait kovetve. Egyedi sEV izolatumokat
elemeztlink, és az abszorbanciat egy Multiskan RC mikrolemez olvaséval mértik.

Az LC-MS és ELISA adatok statisztikai elemzése

A Kkiugré mintdk vizsgalatdhoz Pearson-féle korrelacios elemzést alkalmaztunk. A
szennyezO fehérjéket és a hianyzo értékeket kizartuk az elemzésbe vett MS adatokbol.
Az adatokat logaritmikus transzformacidval kezeltik, és a fehérjeintenzitasok atlagos
kiilonbségének mérésére a Cohen d hatdsnagysagot hasznaltuk (Cohen d > 2). Paros
ROC-analizist végeztiink azon fehérjék azonositasara, amelyek képesek egy csoportot
egy masiktol elvalasztani (AUC = 1). A valtozok szamanak csokkentésere
fokomponens-elemzést (PCA) végeztink k-kdzép Kklaszterizalassal. Welch-probat
hasznaltunk az sEV-mintakban szignifikansan felddsult vagy lecsdkkent fehérjék
azonositasara. A statisztikai elemzéseket R (3.6 verzid), Python (3.8 verzid) és
MaxQuant Perseus programokkal veégeztik. A p < 0,05 értékeket tekintettiik
szignifikansnak. A vizualizaciokhoz a GraphPad Prism 8 programot hasznaltuk.

Az MMP-9 szintjét a szérum sEV fehérjetartalmara normalizaltuk, ami azt jelenti, hogy
az MMP-9 koncentracidjat (ng/ml) minden minta esetében elosztottuk az adott SEV-vel
dusitott izolatum fehérjekoncentraciojaval (ng/ml). Az eredményeket milliomod
részben (ppm) rogzitettik, igy adva meg a betegek egyedi MMP-9 értékeit. Az elemzett
csoportokbdl a kiugro értékeket a ROUT modszerrel zartuk ki, és ellendriztiik a normalis
eloszlast és a variancidk homogenitasat (Shapiro-Wilk, F és Brown-Forsythe
tesztekkel). Az MMP-9 ppm koncentracioit Welch-prébaval, paros t-prébaval és
egyutas ANOVA-val hasonlitottuk 6ssze. A lineéris regressziés elemzéseket
logaritmizalt adatsorokon végeztik. Az MMP-9 ppm diagnosztikai potencialjat ROC-
elemzéssel értékeltik. Kaplan-Meier elemzéseket alkalmaztunk a kiilonb6z6 csoportok
teljes tulélési aranyainak dsszehasonlitasara. Az elemzésekhez a GraphPad Prism 8.3.4
programot hasznaltuk.

LC-MS adatok in silico elemzése

Az LC-MS-bdl szarmazo fehérjeadatokat az Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen
Bioinformatics) segitségével elemeztik.

Az adatok elérhetosége

Kisérleteink ©sszes relevans adatat benyujtottuk az EV-TRACK tudasbazisba.
EV-TRACK ID: EV200080 és EV230005.



Uj eredmények

A kozponti idegrendszert érintd betegségben szenvedd négy betegcsoport
(glioblasztoma, nem Kkissejtes tiidorak agyi metasztazisa, meningedma €s agyeki
porckorongsérv) atfogd mennyiségi €s mindségi elemzésébdl a teljes szérum és a szérum
sEV fehérjetartalméanak Osszehasonlitasaval a kovetkezd kovetkeztetéseket vonhatjuk
le:

1. Egy 10-20 fehérjébdl allo panel képes pontosan megkulonboztetni a KIR
daganatokat

A feladatunk az volt, hogy azonositsuk a négy betegcsoport kozotti killonbségeket azzal
a céllal, hogy feltarjuk a KIR daganatokhoz kapcsolddé jellegzetes fehérjeprofilokat.
A >2 vagy <0,5 intenzitasaranyt és a Cohen-féle d hatasnagysaganak > 2-es hatarértékeét
alkalmazva  megvizsgaltuk, = hogy mely  fehérjék  mutatnak  jelentds
intenzitaskiilonbséget, és melyek képesek legaldbb egy csoportot elkiiloniteni a tobbitdl
a ROC elemzés alapjan. Tovabba, a k-k6zép klaszterizalas és a PCA segitségével
Osszehasonlitottuk, hogy a két kiilonb6z6 mintatipus alkalmas-e a vizsgalt KIR
daganatok elkilonitésére.

Els6 1épésként a GBM, BM, M és CTRL csoportokbdl szarmazoé teljes szérum- és SEV-
mintakon végeztiink proteomikai elemzéseket LC-MS segitségevel. Az egyes csoportok
egyedi mintait hatos csoportokba rendeztik, hogy csokkentsik az egyedi eltéréseket,
minimalizéljuk a mintdk szdmat, lerdviditsiik az LC-MS mérések idejét és csdkkentsik
az anyagszlkségletet. A DIA mddban létrehozott spektrumkdnyvtar segitségével 311
fehérjét azonositottunk. A Pearson-féle korrelacios elemzések alapjan egy SEV
kontrollmintat ki kellett zarni a tovabbi elemzésekbdl. A nem megbizhato és hianyzo
értékekkel rendelkez6 fehérjéket kizarva 6sszesen 262 fehérje maradt az elemzésben.

Az alapadatok feldolgozasat kovetOen a teljes szérum mintadkban 41 fehérjét és az SEV-
mintakban 45 fehérjét azonositottunk. A daganat- és CTRL csoportok ésszehasonlitasan
tal értékeltlk az egyes daganatcsoportok kozotti kulonbségeket is. A Klinikailag
relevans el6fordulasi gyakorisag figyelembevételével, a Cohen-féle d hatdsnagysag-
elemzést alkalmazva, 10 teljes szérum és 21 sEV fehérjét azonositottunk, amelyek
meghaladtak a d > 2 hatarértéket.



A ROC-elemzésekben az AUC = 1 mérdszamot adtuk meg kivalasztasi kritériumként.
A ROC analizis végeredményeként 10 teljes szérum feherjét (MMP-9, HSPB1,
CASP14, HBGL1, IGHG4, DEFAL, VWF, HNRNPA1, S100A8, TLN1) és 17 sV
fehérjét (MMP-9 , HSPB1, CASP14, HBG1, FGB, GGCT, PF4, S100A7, FN1, ANPEP,
FLG2, HSPAS, IGLL1, MMRN1, S100A14, SBSN, SPRR2E) kaptunk. Ezekkel a
fehérjékkel volt legeredményesebb a daganatcsoportokba tartozé mintak beazonositasa.
A teljes szérum és a szérum SEV panelben négy szignifikdnsan megvaltozott fehérje,
nevezetesen az MMP-9, a CASP14, a HBGL1 és a HSPB1 volt kdzos.

A legjobb osztalyozasi eredményeket a 10-tagl szérumpanel és a 17-tagl sEV panel
adta. A paneleket alkotd fehérjék szamat nem lehet tovabb csdkkenteni anélkil, hogy ez
az osztalyozasi hatékonysag csokkenéséhez vezetne.

2. A szérum sEV fehérjetartalma alkalmasabb a KIR daganatok osztalyozasara
mint a teljes szérum fehérjetartalma.

A fehérjék kivalasztasa utan PCA-t és k-kdzép klaszterizalast alkalmaztunk. A teljes
szérum esetében a PCA biplot harom inhomogén vagy hianyos klasztert eredményezett,
amelyek szamitott homogenitasi és teljességi pontszamai 0,56, illetve 0,73 voltak. Ezzel
szemben az SEV mintak klaszterizalasa homogén és teljes klasztereket hozott létre, ahol
a homogenitasi és teljességi pontszamok 1,0 értékre adddtak. A PCA elemzések és a
k-kozép klaszterizalas eredményei jelentds mértékben eltértek a teljes szérum és az SEV
mintdk esetében, a csoportok szétvalasztasaban az utdbbiak bizonyultak
hatékonyabbnak.

Kovetkezésképpen, a KIR daganatok megkilonboztetésének pontossaga javithatd a
szérum SEV fehérjepanelek hasznalataval a teljes szérummintak elemzésével szemben.

3. A teljes szérum és a szérum sEV-k fehérjetartalma kodzotti mennyiségi és
minéségi  Kiilonbségek befolyasolhatjak azt, hogy milyen mértékben
alkalmazhatok biomarkerek forrasaikéent.

Paros 0sszehasonlitast alkalmaztunk az sEV-mintak és a teljes szérummintak kozott
annak érdekében, hogy azonositsuk azokat a fehérjéket, amelyek jelentdsen feldusultak
vagy lecsokkentek az sEV-mintakban. Az sSEV-mintdkban 65 fehérjét taldltunk
szignifikansan feldusultnak, mig 129 fehérje intenzitasa szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyult.

Az sEV marker panel tizenhét fehérjéje kozul hat mutatott szignifikansan magasabb
szintet az SEV-mintakban, mig a specifikus szérum panel tiz fehérjéjébdl 6t nagyobb
mennyiségben fordult eld a teljes szérummintakban.



A modszerek fejezetben részletezett karakterizadlas soran megerdsitést nyertliink az
SEV-k jelenlétére. Azonban az sEV és a teljes szérum proteomjai kdzotti mennyisegi
kilénbségek a lipoprotein- és szérumfehérje-szennyez6dések lehetséges jelenlétére is
utalnak. Az apolipoproteinek szintje csokkent az sEV-vel dusitott mintakban, viszont
nem sikeriilt teljesen Kkikiszobolni ezt a frakciét. Ugyanakkor a jol ismert, nagy
mennyiségben eloéforduld szérumfehérjék, mint példaul az albumin, dominaltak az
SEV-vel dusitott mintdk fehérjetartalmaban is. A nem szovetspecifikus (ITGA2B,
ITGB3, LGALS3BP), hdmsejt-eredetii (CD5L) és vérlemezkékkel kapcsolatos (STOM,
TSPANO) EV marker fehérjék feldisulasa megerdsitette az sEV feldusulést, amit az
SEV/szérum atlagos aranya 26,58 is tikroz.

Az sEV-mintak és a teljes szérummintadk 0sszehasonlitdsa ramutatott, hogy a két
mintatipus proteomjaban 1év6 mennyiségi kiilonbségek befolydsolhatjak a mintatipusok
alkalmassagat arra, hogy biomarkereket szolgaltassanak a KIR daganatok
monitorozasahoz. Eredményeink azt sugalljak, hogy az SEV-vel dusitott mintak
fokozott hatékonysdga mogott nem a specifikus fehérjek gyakorisaganak abszollt
ndvekedése all, hanem azok aranybeli valtozasai.

A kapott proteomikai adatok bioldgiai hatterének megértéséhez IPA analizist
alkalmaztunk. A teljes szérum és az sEV adatokra kuldn-kilon elvégzett ,,Core
Analyses” elemzések minden egyes betegcsoport szaméra a szignifikansan befolyasolt
,Diseases and Fuctions” listajat eredményezte. A '‘Comparison Analysis' segitségevel
létrehozott heatmap-ek bemutattak a relevans szisztémas és tumorral kapcsolatos
funkciodkat, valamint az aktivalt és gatolt immunfunkciokat. A teljes szérummintak
esetében a szignifikansan befolyasolt funkciok nagy része a KIR betegségekhez és az
aktiv immunregulacios folyamatokhoz kapcsolddik, de a betegcsoportok kdzott nem
mutatkozott egyértelmi elkiiloniilés. Ezzel szemben az sSEV alapu proteomikai heatmap-
eken az M csoport elkilonalt a rosszindulatd daganatos csoportoktdl, ahol a
tumorprogresszioval kapcsolatos funkcidk jelentdésen erdsodtek, illetve az aktivalt
immunfunkcidék domindltak a gatoltak felett.

Mivel a panel tagjai egyenként nem voltak alkalmasak a szétvalasztasra és nem tudtunk
hozzajuk relevans bioldgiai funkciot egyenként rendelni, ezért megprobaltuk
meghatarozni az azonositott fehérje panelek kdzos biologiai szerepét. A program
segitségével ket olyan network-6t dolgoztunk ki, amelyek a teljes szérum és a szérum
SEV adatok alapjan azonositott 10 és 17 Kkivalasztott fehérjét tartalmazzak.
A ,,Grow tool” segitsegével a tiz leginkabb befolyasolt ,,Diseases and Fuctions™ kerultek
integrélasra a haldzat-elemzésekbe. A teljes szérum network-je esetében kilenc
kiiléonboz6 ,,Diseases and Fuctions” Kerlilt azonositasra, amelyek kozo6tt szerepelt
példaul a virusfertézés, az apoptozis, a nekrozis, a fagocitdk ¢és a myeloid sejtek
mozgasa, és csak egy volt kdzvetlenil a tumorokhoz kapcsolddo.



Ezzel szemben az sEV héldzaton azonositott elsé tiz befolyasolt betegség mindegyike
tumorral kapcsolatos volt, ami arra utal, hogy ezek a fehérjék potencialisan részt

Ve

Ezen eredmények alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy a bioldgiai hattér is szerepet
jatszhat abban, hogy az sEV-mintak hatékonyabban képesek megkulonbdztetni a KIR
daganatokat.

4. A szérum EV-k proteomja kozil a vezikularis MMP-9 mutatta a legnagyobb
potencialt a betegcsoportok megkilonbdztetésere.

LC-MS méréseink (96 betegre vonatkozoan) statisztikai elemzésenek eredményeképpen
létrehoztunk egy 17-tagl sEV fehérjepanelt, amely 100%-o0s hatékonyséaggal volt képes
elkuléniteni a négy csoportot.

Ezt kdvetéen megvizsgaltuk, hogy a 17 sEV-fehérje kozil melyik a legalkalmasabb a
betegcsoportok megkilénbodztetésére. Az MS adatok ROC-elemzése alapjan a matrix
metalloproteinaz-9 (MMP-9) fehérjét azonositottuk mint a leginkdbb hatékonyat,
p = 0,0065 és multi ROC AUC=0,86 értékekkel.

5. A vezikularis MMP-9-szint fiiggetlen a nemtél és az életkortol, de szignifikans
kilonbség van az eredeti és a kidjult daganat esetében, valamint abban az
esetben is, ha a beteg a mintavétel idején mar kapott terapiat.

ELISA-méréseket végeztiink 222 beteg szérum sEV mintajan. A nagy mintaszam
lehetdvé tette az MMP-9 szintjét befolyasolo tényezdk analizisét, és alkalmas volt arra,
hogy vizsgaljuk, van-e mérhet6, szignifikans kiilonbség az SEV MMP-9 szintjeben a
kiilonbozd betegségekkel és a betegek talélési kimenetelével 0Osszefliggésben.
Az MMP-9 intenzitas (LC-MS) helyett a szérum seV MMP-9 koncentracidjanak
(ELISA) mérése lehetové tette a klinikumban sziikséges hatarértékek, valamint a teszt
specifitasanak és szenzitivitdsanak meghatarozasat.

Az MMP-9 szintet az SEV minték teljes fehérjetartalmara normalizaltuk, ami azt jelenti,
hogy az MMP-9 koncentraciot (ng/ml) minden egyes minta esetében elosztottuk az adott
sEV-vel dusitott izolatum fehérjekoncentraciéjaval (ng/ml). Az elemzések eredményeit
milliomodrészben (ppm) jegyeztiik fel, meghatarozva a betegek MMP-9 egyedi értékeit.

Az életkor és nem szerinti elemzéseket a CTRL csoportban végeztik el. A korrelaciés
elemzés kimutatta, hogy nincs egyértelmii kapcsolat az életkor és az MMP-9 szintek
kozott, s nincs szignifikans kilonbség a férfi és ndi betegek kozott.

A sebészi reszekcio hatésat a szérum sEV MMP-9 szintjére a GBM és a BM
csoportokban vizsgaltuk. Az MMP-9 szintek a primer GBM betegek esetében hasonloak
voltak a sebészi reszekcid elétt és utan (p = 0,1843, fold change = 15%), mig a BM
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mintak a reszekciot kovetden jelentés emelkedést mutattak (p = 0,0065, fold
change = 209%).

A preoperativ GBM mintéak tovabbi vizsgalata a szérum seV MMP-9 szintje alapjan
egyértelmi kiilonbséget talalt az eredeti tumor €s a recidiva k6zott, olyan modon, hogy
a recidiva atlagosan alacsonyabb MMP-9 szintet mutatott.

Az alkalmazott terapia hatdsdnak meghatarozasa érdekében az MMP-9 szinteket
aszerint is 6sszehasonlitottuk, hogy a GBM betegek a mintavétel idépontjaban kaptak-e

kezelést, vagy sem. Eredménylink arra utal, hogy a terapia csokkentheti a kering6 SEV-k
MMP-9 szintjét.

Osszefoglalva, a betegség tipusan kivil a sebészi reszekcio, a kitjulas és a kezelés is
befolyasolhatja a szérum sEV MMP-9 szintjét. Ezen eredmények miatt minden tovabbi
elemzést kizardlag a sebészi reszekcido €s a terapia beaddsa eldtt nyert mintdkon
veégeztiink el.

6. A malignus és a benignus KIR daganatok, valamint a malignus tumorok és a
kontrollcsoportok vezikularis MMP-9-tartalma kodzott szignifikans kilénbségek
vannak, és az MMP-9-szint prognosztikai értékkel bir a glioblasztomas betegek
talélésére vonatkozoan.

Tovébbi statisztikai elemzéseket végeztink annak megéllapitdsara, hogy van-e
kilénbség az egyes betegcsoportok vezikularis MMP-9 szintjei kdzott.

Els6é 1épésként Welch-tesztet alkalmaztunk a kontrollcsoport és az 0sszes daganatos
beteg 6sszehasonlitasara. A ROC-elemzés alapjan a két csoport szignifikansan
megkiilonboztethetd volt egy 16 MMP-9 ppm hatarértéket hasznélva, 74%-0s
szenzitivitassal, 61%-os specificitassal és 0,70-es AUC-értekkel.

A daganatos betegeket ezutan M, GBM és BM csoportba osztottuk, és azt lattuk, hogy
a kilonbségek tovabbra is szignifikansak a kontroll és a rosszindulatu daganatok,
valamint a jo- és rosszindulatd daganatok kozétt. igy a kontroll-malignus tumor
dsszehasonlitasok esetében (a kontroll-benignus 6&sszehasonlitasok rovasara)
megndvekedett specificitasi és szenzitivitasi értékeket, illetve megnovekedett AUC
értekeket eredményezett.

Az utolsé lepésben a betegeket a szdvettani eltérések alapjan tovabbi alcsoportokba
osztottuk. Az alcsoport-elemzés soran megkiilonboztettiink elsddleges és masodlagos
GBM-et, I. és Il. gradusi meningeOmas betegeket, valamint adenokarcinomas és
carcinoma planocellulare-s betegek agyi attéteit. Az MMP-9 koncentraciokban
szignifikans kilonbségeket mutatd betegcsoportok Osszehasonlitdsa soran az AUC
értékek egészen 0,77-ig emelkedtek.

11



Adataink azt mutattdk, hogy a malignus, de nem a benignus agydaganatos betegek a
szérum SEV MMP-9-szintje alapjan megkiilonboztetheték a kontrollcsoportbeli
betegektdl, és a szérum SsEV MMP-9-szintje pozitiv korrelaciét mutat a tumor
agresszivitasaval.

A betegcsoportok 0sszehasonlitdsa utan célunk annak meghatarozasa volt, hogy a
vezikularis MMP-9-szint korrelal-e a betegség progresszidjaval/betegek tulélésével.
A szérum sEV MMP-9-szint prognosztikai értékének felmérése érdekében 27 GBM-
beteg preoperativ széerum SEV elemeztik. A vizsgalatban résztvevd betegek a
mintavétel idején semmilyen kezelést nem kaptak.

A vezikularis MMP-9-szint prognosztikai értékenek feltarasa érdekében az alanyokat
harom csoportba osztottuk a talélési id6 alapjan (rovid, kozép- és hosszutavu tulélés)
0-2, 3-8 és 10-23 honapos hatarertékeket hasznalva. A hosszutavu talélés szignifikansan
alacsonyabb MMP-9-szinthez tarsult a masik két csoport MMP-9-szintjéhez képest.
Ezek a kiilonbségek 28 MMP-9 ppm kiiszdbértéknél magas specificitast €s szenzitivitast
mutattak (80-89%-0s), illetve a ROC-elemzések 0,83-0,87-es AUC-értékei lehetové
tették e talélési csoportok hatékony megkulonboztetését.

Eredményeink arra utalnak, hogy a szérum sEV MMP-9-szintje és a betegek tulélése
kozott Osszefiiggés van, ezért elvégeztiink egy masodik elemzést, amelyben a masik
irdnybol kozelitettik meg a kérdést, az MMP-9-szintekhez tarsitottuk a tulélési idot.
Az MMP-9-szintek tulélést befolyasolo mértékenek meghatarozasahoz a betegeket - a
koradbban megallapitott 28 ppm kiszobértéket hasznalva - két csoportra osztottuk. A
Kaplan-Meier-diagram alapjan az alacsony MMP-9-szintli (<28 ppm) betegeknél
szignifikans talélési elony mutatkozott (HR 2,401, 95%CI 1,095-5,261, p = 0,0063),
ami a median talélés nyolc honapos ndvekedését jelentette.

Korabban megallapitottuk, hogy a talélés valosziniisége az életkorral is csokken, ezért
a vizsgalatot 65 éves hatarértékkel megismételtiik. A Kaplan-Meier diagramm szerint a
65 év alatti betegeknél a median talélés 6t honappal nétt (HR 2,037, 95%CI 0,8524-
4,869, p = 0,0340). Fontos megjegyezni, hogy mivel az életkor és az MMP-9-szint
flggetlenek egymastol, a szérum SEV MMP-9-szintje életkortdl fliggetlendl
befolyasolhatja a talélést.

Osszefoglalva a fébb eredményeket, a sebészi reszekcio és a terapia beadasa eldtt vett
mintak elemzése negativ korrelaciét mutatott a magasabb MMP-9-szint és a tulélés
kozott, a hosszu tavu (10-23 honapos) tulélés pedig alacsony MMP-9-szintekkel
(<28 ppm) tarsult.

Kivonatolva, a szérum sV magas MMP-9-szintje negativ prognosztikai marker lehet a
glioblasztomas betegek teljes tulélésére vonatkozoan.
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Megbeszélés

A szérumbdl izolalt kKisméretii extracellularis vezikuldk jelerdsitéként szolgdlhatnak a
KIR daganatok monitorozasaban.

A kutatas célja az volt, hogy azonositsuk azokat a fehérjemarkereket, amelyek
szilkségesek a KIR daganatok folyadék-biopszian alapuld diagnosztizalasahoz,
prognozisahoz és kovetésehez, teljes szérumot és szérum sEV-ket. A leggyakoribb KIR
daganatokat lefedve 6sszesen 222 szérummintat elemeztink GBM, BM, M és CTRL
betegekbdl. A szérummintakbdl differencidl centrifugélassal izoldltuk a részecskéket,
az izolalt  sEV-ket  atomerd-mikroszkdpiaval (AFM), transzmisszids
elektronmikroszkopiaval (TEM) és nanorészecske-kovetd analizissel (NTA)
jellemeztiik, valamint az SEV markereket Western blot analizissel vizsgaltuk (CD81,
Alix, CD5L és calnexin). Mivel az analitikai eredmények megfeleld értelmezéséhez
szlikséges az izolalas hatékonysaganak kvantitativ meghatarozasa, részletesen leirtuk az
SEV-marker fehérjék atlagos aranyat az sEV/szérum mintdkban, bemutattuk a
megmaradt szennyezOdéseket (nagy abundancidju szérumfehérjék és lipoproteinek),
valamint a kisérleteink 6sszes relevans adatat bekuldtik az EV-TRACK tudésbazisba.

A négy betegcsoport kozotti kiillonbségek azonositasaval célunk az volt, hogy feltarjuk
a KIR daganatokhoz kapcsolodo jellegzetes fehérjeprofilokat. A >2 vagy <0,5
intenzitasaranyt, a Cohen d hatasnagysagot ( > 2 ) és a ROC-analizisb6l szarmazé
AUC =1 eértéket kivalasztasi kritériumként hasznalva megvizsgaltuk, hogy mely
fehérjek képesek legalabb egy csoportot elkiiloniteni a tobbitdl. Vizsgalatunk igazolta,
hogy hatékonyabb egy fehérjepanel alkalmazésa, mint az egyedi biomarker fehérjéke.
A 17-tagu sV fehérjepanelt haszndlva nemcsak a daganatos és a kontroll betegek
kozott, hanem a négy kiilonbozd betegesoport kozott is képesek voltunk kiilonbséget
tenni, ezzel utat mutatva egy altalanos KIR biomarker panel Iétrehozésa felé.

A fehérjék kivalasztasat kovetéen PCA-t és k-kdzép klaszterizalast alkalmaztunk a
Iétrehozott fehérjepanelek daganatosztalyozasi potencialjanak 6sszehasonlitasara.
Vizsgélatunk kimutatta, hogy a szérum sgV fehérjepanel alkalmasabb a kiilonb6z6 KIR
daganattipusok megkulénboztetésére, mint a teljes szérum fehérjepanelje.

Egyre tobb bizonyiték tdmasztja ald, hogy a szérum SEV fehérjéi megbizhatd
biomarkerek lehetnek a rakdiagnosztikdban és a daganattipusok pontos
meghatarozasaban. A teljes szérum és a szérum sV fehérjek biomarkerként valo
hatékonysaganak 0sszehasonlitasa még ujdonsagot jelent. Tudomasunk szerint a mi
csoportunk az elsd, amely kvantitativ moédon hasonlitotta Gssze a teljes szérum és
szérum SEV fehérjéinek proteomjat, eredményeink pedig megerdsitik az sEV-k
fontossagat a KIR daganatok azonositasaban és kiemelik, hogy ezek hatékonyabbak a
daganatok csoportositasaban, mint a teljes szérum.

A proteomikai adatok statisztikai és IPA-elemzése alapjan ramutattunk, hogy a
mennyiségi valtozasok és a bioldgiai hattér is fontos szerepet jatszanak abban, hogy az
sEV-mintak hatékonyabban tudjak megkulénbdztetni a KIR daganatokat.
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Egyfelél az sEV-dusitds novelte az sEV mintakban eredendéen magasabb
koncentracioban jelenlevé fehérjék relativ abundanciajat, és csokkentette a nem a
celbetegsegre specifikus forrasokbol felszabaduld, nem informativ fehérjefrakcio
ledrnyékold hatasat. Ez a ndvekedett jel-zaj arany eldnyds volt az értékes fehérjék
LC-MS-sel torténé mennyiségi meghatarozasanak szempontjabol.

Mésfelol az IPA-elemzés ravilagitott, hogy az SEV proteom-alapl heatmap-eken
szamos olyan tumorprogresszioval kapcsolatos funkcio jelentésen aktivalodott, mint
példaul az angiogenezis, a tumorsejtek proliferacioja és migracioja. Az IPA heatmap-ek
és halozat-elemzések azt mutattak, hogy az sEV-mintak proteomja a teljes szérummal
dsszehasonlitva specifikusabb informaciét nyljthat a tumor sajatossagairol és a
betegségre adott immunvalaszrél az egyes betegcsoportokban.

Anderson és munkatarsai szerint a szérum SEV a dagantra vonatkoz6 biomolekularis
informaciok kettds forrasa, mivel tartalmazza a rakos sejtekbdl szarmazo, valamint a
tumorspecifikus immunvélasz soran felszabadulé molekulakat. Ez azt sugallja, hogy a
kilonb6z6 betegesoportokbdl szarmazo szérumvezikulakban észlelt, szérumfehérjéktol
eltér6 feherje-mintazatok nem csak a tumorra jellemz6 folyamatokat tiikrozhetik, hanem
az ezekkel 0sszefliggd immunvalaszokat is.

A szérum sV MMP-9-szintje az agydaganatok prognosztikai markereként hasznalhato.

A meghatarozott sEV panelbél az MMP-9 bizonyult a legalkalmasabb fehérjének a
betegcsoportok elkiilonitésében. Tudomdsunk szerint mi voltunk az elsdk, akik
osszehasonlité elemzéseket végeztek a szérum seEV MMP-9-tartalmardl. ELISA
vizsgalatot végeztiink 222 egyedi szérum sEV-mintan, és az eredményeket a betegek
nemével, ¢letkordval és kortorténetével hasonlitottuk dssze. Mivel a keringd vezikuladk
MMP-9 tartalmat illetéen nincs korabbi kutatas az irodalomban, eredményeinket csak a
vérmintak analiziséb6l szarmazé adatokkal tudjuk Gsszevetni.

Tobb tanulmany is foglalkozik a szérum MMP-9-tartalmanak Kklinikai relevanciajaval
kapcsolatban a gyulladasos allapotokban és kiilonb6z6 rakos megbetegedésekben, mint
példaul az eml6-, petefészek-, vastagbél-, tiid6-, hdlyagrdk és melanoma. KIR
daganatok esetében viszont kevés szérum MMP-9 vizsgalatot publikaltak, ezek pedig
ellentmondasos eredményekkel zarultak. Hormingo és tarsai megéallapitottak, hogy az
YKL-40 és az MMP-9 szintjei kovethetoek a betegek szérumaban, ¢s segitenek az aktiv
betegség hidnyanak megerdsitésében glioblasztomaban. Ot évvel késébb azonban
ugyanaz a kutatocsoport (lwamoto és munkatarsai) egy hosszi tava prospektiv
tanulmanyban nem tudtik megerdsiteni ezeket az eredményeket. Ezzel ellentétben,
Ricci és tarsai megéllapitottak, hogy a szérum MMP-9 szintje jelentésen magasabb a
magas gradusu gliomas, az alacsony és magas gradusi meningeomas, valamint az
attétes mintaknal, osszehasonlitva az egészséges kontrollokkal. Az utdbbi kutatas
eredményei Gsszecsengenek az altalunk vegzett sEV-alapu vizsgalatokkal.
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A szakirodalom alapjan nincs egyetértés arra vonatkozdan, hogy mely tényezOk hatassal
lehetnek a szérum MMP-9 szintjere. Kutatasunk soran azt tapasztaltuk, hogy a szérum
sEV mintak esetében nem mutatkozott egyértelmii 6sszefliggés az életkor és az MMP-9
szintek kozott, tovabba nem talaltunk jelentOs kiilonbséget a férfi és ndi betegek
vezikularis MMP-9 szintjei kozott. Az is kiderilt, hogy a szérum seV-k MMP-9 szintje
nem valtozott jelentdsen a sebészeti reszekciot megeldzden €s azt kdvetden a primer
GBM betegek korében, mig a BM mintak esetében a reszekcid utan jelentds novekedést
figyeltiink meg az MMP-9 szintekben. Amikor a kezelés hatasat vizsgaltuk, a GBM
betegeknél a mintavétel idején alkalmazott terapiat vetettiik 6ssze azzal az id6szakkal,
amikor nem kaptak kezelést, és arra a koOvetkeztetésre jutottunk, hogy a terapia
csokkenteni tudja a keringé sEV-k MMP-9 szintjét. Ezek az eredmények azt sugalljék,
hogy a vezikularis MMP-9 szinteket nem csak a betegség maga, hanem mas tényez6k
is befolyasolhatjak, ezért az dsszehasonlitd elemzéseknél nem csupan a nemet és az
életkort, hanem mas valtozdkat is, mint példaul a sebészeti beavatkozasokat és az
alkalmazott terapiat, érdemes figyelembe venni.

Vizsgalataink sorén jelent6s eltéréseket figyelhetlink mega rosszindulatu és a joindulatu
KIR daganatok, valamint a rosszindulatd tumor és a kontrollcsoport vezikularis
MMP-9-tartalma kozott. Mas szoval, az agresszivabb tumorok sEV-jeiben magasabb
volt az SEV mintdk MMP-9 szintje. Bar eredményeink kozvetettek, mi voltunk az elsok,
akik ezt a jelenséget vezikularis szinten vizsgaltuk. Tébb olyan tanulmany is létezik,
amely a tumorszovetek elemzése soran kimutatta az MMP-9 szintek és a tumor
agresszivitasa kozotti dsszefliggést. Az agressziv tumorok magasabb MMP-9 szintje, a
jéindulatt daganatokhoz képest, az MMP-9 tumor novekedését és terjedését el6segitd
szerepét tukrozi. Az SEV-ken végzett kutatasaink ugyanerre a kdvetkeztetésre vezettek
benniinket. Azonban az sEV-kon végzett vizsgalatok elonye, hogy a szérumvezikulak
MMP-9 szintjének méréséhez csupan egy egyszerii vérvételre van sziikség, elkeriilve az
invaziv, a koponyan keresztuli szveti biopszia szilkségességét. Ez a modszer jelentés
elényt kinal a betegbarat diagnosztika €s a daganatok jellemzésének teriiletén, lehetove
téve a tumorok agresszivitasdnak megértését minimalisan invaziv modon.

A kutatdsunk soran kimutattuk, hogy a magasabb MMP-9 szint és a hosszabb talélés
kozott negativ korrelacio all fenn. A vizsgalt csoportban a hosszu tavi (10-23 honapos)
tulélés esetében alacsonyabb MMP-9 szinteket talaltunk. Emellett sikerllt egy
28 ppm-es kiiszobértéket meghatarozni, amely segitségével eldrejelezhetdé a betegek
tulélési esélye. Eredményeink azt sugalljak, hogy a szérum sEV-kbél szarmazé magas
MMP-9 szintek negativ prognosztikai markerek lehetnek a glioblasztomas betegek
tulélési valoszinlisége szempontjabol. A kozponti idegrendszeri daganatokban az MMP-
9 szintje és a tulelési id6 kozotti osszefiiggést vizsgald tanulmanyok szama korlatozott,
és az eredmények gyakran ellentmondasosak. Azonban Jiguet-Jiglaire és munkatarsai
megfigyelései, amelyek szerint a plazmaban mért csékkent MMP-9 szintek
Osszefliggésben allnak a jobb A&ltalanos tuléléssel, Gsszecsengenek a mi szérum
sEV-alapu megéllapitasainkkal.
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Kovetkeztetések

Az 0Osszehasonlitd proteomikai elemzéslink ravilagitott arra, hogy az sEV-mintak
potencidlisan alkalmasabbak a tumor-asszocialt molekularis mintazatok vizsgalatara,
mint a teljes szérummintak. Az sEV-mintdkban a relevans molekulak magasabb
koncentracioban talalhatok, €s kevesebb a nem kapcsolddo, zavaro jellegli "zaj", ami
tisztabb és pontosabb analitikai eredményeket eredményez.

A kutatdsunk soran az is kiderlt, hogy a daganatok megkilonbdztetésehez nem
elegendd egyetlen molekuldra tamaszkodni; egy jol megvalasztott fehérjepanel
szlikséges a pontos differencialashoz.

Az in silico elemzések, amelyek a teljes szérum és az SEV-mintak proteomjat
hasonlitottdk 0Ossze, azt mutattdk, hogy az sSEV-alapu jellegzetes fehérjeprofilok
bioldgiai hattere szorosabban kapcsolodik a daganattipusokhoz, mint a teljes szérum
fehérjeprofiljai. Az sEV-kben dusitott mintak igy egy olyan biomarker-forrast
jelenthetnek, amelyek a relevans informaciokat kiemelve teszik lehet6vé a daganatok
pontosabb karakterizalasat, beleértve azok immunvélaszaival kapcsolatos informéacidkat
is.

Ez a felfedezés aladtdmasztja az sEV-alapu analizisek potencialis el6nyeit a teljes
szérummintakkal szemben, kilondsen a KIR daganatok diagnosztikajaban és
prognosztikajaban. Az eredményeink szerint az SEV-ken alapul6 analizis bevezetése a
klinikai gyakorlatba 0j lehet6ségeket nyithat meg a daganatok korai felismerésére,
monitorozasara és a betegek tulélési esélyeinek javitasara.

Ez a megkozelités kilonosen fontos a glioblasztomas betegek esetében, ahol az MRI-
vizsgalatok korlatai és az alacsony tulélési ardnyok miatt siirgésen sziikség van 1j
biomarkerekre. Az SEV-kb6l szarmazo vezikularis MMP-9 mint potencialis
prognosztikai marker felvazolasa tovabb erdsiti az sEV-analizis klinikai relevanciajat a
GBM és més KIR daganatok progndzisaban.

16



Kdszonetnyilvanitas

El0szor 1s szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Buzas Krisztinanak, amiért
meghivott a csoportjaba és felismerte bennem a tudomanyos munkavégzés iranti
lelkesedést és képességeket. Mély halaval tartozom a sorsnak, amiért tiz év utan,
egyetemi éveinket kovetéen, egy jatszotéren ismét osszehozott minket. Igy jutottam el
odaig, hogy halljak Krisztina és kutatocsoportja izgalmas ¢és jelentds munkajarol. Halas
vagyok ezért a paratlan lehetéségért, Krisztina témavezeteséert és azért a kivalo
tudomanyos légkorért, amit kutatocsoportjadban megteremtett.

Kodszonetem Kkiterjed kollégdimra is, Harmati Maridra, Gyukity-Sebestyén Edinéra,
Bukva Matyasra, Pintér Lillara és Boroczky Timeara. Halas vagyok nekik a
segitségukért és hatartalan timogatasukeért, valamint azért, hogy olyan sokat tanulhattam
toliik. Szamos kozos kutatasi projekt €s tapasztalat fliz 6ssze minket, nélkiiliik a cikkek
és a PhD értekezés megirasa nem valosulhatott volna meg.

Halamat fejezem ki Dr. Széll Marta professzor asszonynak is, amiert felvett az
Interdiszciplinaris Orvostudomanyi Doktori Iskola Mikrobioldgia, Antimikrobidlis
immunitas Programjaba.

Kdszonetet mondok Horvéath Péternek, a Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont Biokémiai
Intézetének és a Lendulet Mikroszképos Keépfeldolgozd és Gépi Tanulasi Csoport
vezetdjének a projektemhez nyujtott infrastrukturalis tdimogatasért.

Haélas vagyok egyiittmiikodé partnereinknek, a tudomdnyteriiletiikon kiemelkedd
szakértoknek, szakmai segitségiikért. Koszonetet mondok Klekner Almosnak, hogy
bizalmat szavazott kutatocsoportunknak és értékes klinikai mintdkat biztositott
szamunkra, valamint tanacsokkal latott el minket. Halas vagyok Szabo Zoltannak is, aki
lelkesen vallalta azt a kihivast, hogy foglalkozzon egy szaméara eddig ismeretlen
mintatipussal, az extracellularis vezikuldkkal, valamint azért, mert a
tomegspektrometrids méréseket nagy gondossaggal és szakértelemmel végezte el.

Nagyra értékelem az anyagi tdmogatast is, melynek koOszonhetéen a Nemzeti
Agykutatési Program NAP 2.0, GINOP-2.3.2-15-2016-00015, GINOP-2.2.1-15-2017-
00052, OTKA-K143255 és TKP-2021-EGA-09 keretében végezhettem kutatasomat.

Kilon halaval tartozom szileimnek szeretetlikért és tdmogatasukért. Mindig tudtam,
hogy biznak bennem és a legjobbat akarjak nekem.

Végul, de nem utolsésorban, a legmélyebb halamat szeretném kifejezni férjemnek és
harom csodéalatos gyermekemnek. Tirelmesen és timogatdan alltak mellettem ezen az
uton, remélhetéleg az én kitartasom is inspiraciot jelent szamukra.

17



Az értekezes a kovetkez6 publikaciokon alapul:

Dobra, G.; Bukva, M.; Szabo, Z.; Bruszel, B.; Harmati, M.; Gyukity-Sebestyen,
E.; Jenei, A.; Szucs, M.; Horvath, P.; Biro, T.; et al. Small Extracellular Vesicles
Isolated from Serum May Serve as Signal-Enhancers for the Monitoring of CNS
Tumors. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 5359, doi:10.3390/ijms21155359.

IF:5,924; Q1

Dobra, G.; Gyukity-Sebestyén, E.; Bukva, M.; Harmati, M.; Nagy, V.; Szabd,
Z.; Pankotai, T.; Klekner, A.; Buzas, K. MMP-9 as Prognostic Marker for Brain
Tumors: A Comparative Study on Serum-Derived Small Extracellular Vesicles.
Cancers 2023, 15, 712, doi:10.3390/cancers15030712. IF: 5,064; Q1

Az értekezes temajahoz kapcsolodo egyéb publikaciok:

Bukva, M.; Dobra, G.; Gomez-Perez, J.; Koos, K.; Harmati, M.; Gyukity-
Sebestyen, E.; Biro, T.; Jenei, A.; Kormondi, S.; Horvath, P.; et al. Raman
Spectral Signatures of Serum-Derived Extracellular Vesicle-Enriched Isolates
May Support the Diagnosis of CNS Tumors. Cancers 2021, 13, 1407,
doi:10.3390/cancers13061407. IF: 6,575; Q1

18



