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1. BEVEZETES

1.1. Tumordiagnosztika

A kozponti idegrendszeri (KIR) tumorok korai diagnosztizalasa és terapidja jelentds nehézséget
jelent az onkoldgiai kutatasok terén. A tumorok késéi diagnosztizalasa 1ényegesen csokkenti a

betegség kezelésének hatékonysagat, igy a betegek talélési esélyeit is.

A KIR daganatok nagy része az agyban fejlodik ki. A tumor eltdvolitasa és biopszia vétele nagy
szaktudast igényel, valamint a vér-agy gat szelektiv ateresztOképessége miatt a gyogyszeres
kezelés is nehézségekbe iitkozik. Tovabba az egyedi fejlodési, genetikai, epigenetikai és
mikrokdrnyezeti sajatsagai miatt, az agyi tumorok gyakran rezisztensek a konvencionalis, de

még az uj fejlesztésii gyogyszerekre is (Aldape és mtsai., 2019).

A tumor korai diagnosztizalasa javithatja a terapidk hatékonysagat, ezaltal a betegek tulélési
esélyeit. A kisebb tumorokat méretilk miatt konnyebb és biztonsadgosabb sebészeti ton
eltavolitani. Valamint a genetikai heterogenitasuk is kisebb, ezaltal érzékenyebbek a
sugarkezelésre €s a kemoterdpidra. A nagyobb méretli tumorok esetén megnd az esély a

kitjulasra €s a terapiaval szembeni rezisztenciara is (Figueroa & Carter, 2018).

Jelenleg a KIR tumorok diagnosztikdjara képalkotd eljardsokat (magnesesrezonancia-
képalkotas (MRI), komputertomografia (CT)) és agyszovet biopsziat alkalmaznak. Az MRI
technoldgia csak a nagyobb méretii tumorok diagnosztizaldsara hasznalhaté és kevés
prognosztikus értékkel szolgal az wjra kiujulé daganatokrol (Garden & Campbell, 2016;
Herholz ¢és mtsai.,, 2012). Az agyszovet biopszia egy invaziv moddszer, mely jelentOs
kockazatokkal jar a betegre nézve (bevérzés, neuroldgiai funkciok karosodasa). Tovabba az
agyi tumorok egy része nehezen hozzaférhetd, létfontossagu agyi teriileteket érint, igy a

sebészeti mintavétel nagy szakmai felkésziiltséget igényel (Peca és mtsai., 2009).

A diagnosztikai nehézségek miatt a rosszindulati KIR tumorokat gyakran mar csak a
komolyabb tiinetek (paralizis, rohamok) megjelenése utan detektaljadk (Figueroa & Carter,
2018). Ezen tumorok esetében a késdi diagnosztizalas s a terdpids nehézségek miatt az 1 éves
relativ talélés 56,6%-ra, mig az 5 éves relativ tulélés 32,1%-ra tehetdé (Barnholtz-Sloan és

mtsai., 2018).



1.2. Folyadékbiopszia

A folyadékbiopszia jelentés elényokkel rendelkezik a hagyoméanyos diagnosztikai
modszerekkel szemben, mivel egy minimalisan invaziv, biztonsagosabb, gyorsabb és olcsobb
modot kinal a rosszindulatii daganatos betegségek diagnosztizalasara és nyomon kovetésére
(Marrugo-Ramirez és mtsai., 2018). Folyadékbiopszia soran legtobbszor a vérbol vesznek
mintat, amelyben a tumoros szovetbdl szarmazo kiillonbozé fehérjék, nukleinsavak,
tumorsejtek, tumor DNS (circulating tumor DNS, ctDNS) és extracellularis vezikulak (EV-k)
keringenek (1. abra), (Merdalimova ¢és mtsai., 2019). A vérbdl kimutathatdé tumor eredeti
fehérjéket mar a klinikumban is hasznaljak a diagnézis kiegészitéseként. Ilyen fehérje
biomarker példaul a prosztata specifikus antigén (PSA), melyet prosztatardk sziirésre
hasznalnak vagy a cancer antigén 125 (CA-125), melyet a petefészekrak diagnosztizalasaban
alkalmaznak (Duffy, 2001). A vérbdl izolalhato fehérje biomarkerek azonban 6nmagukban nem

rendelkeznek elég szenzitivitassal a tumorok korai diagnosztizalasahoz (Dufty, 2001).
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1. abra: Folyadékbiopszia. A periférids vér kiilonbozd tumoros eredetli komponenseket
tartalmaz, melyek izolalhatdak €s analizalhatdéak (CTC: keringé tumorsejt, EV: extracellularis

vezikula, cfDNS: sejtmentes DNS, miRNS: mikroRNS) (Palacin-Aliana és mtsai., 2021).

A kozelmultban a keringd tumorsejtek, a keringd tumor DNS és az extracelluléris vezikulak

azonositdsa és szamszerlsitése kiilonds figyelmet kapott a tumordiagnosztikai kutatdsokban. A



keringd tumorsejtek izoldlast kdvetden sejttenyészetben fenntarthatéak, igy konnyen
vizsgalhatoak, fenotipusos és genotipusos elemzésre is hasznalhatoak. Azonban ezen sejteknek
nagy a heterogenitasa ¢és kicsi a koncentracidja a periférias vérben (1-10 sejt/10mL). Ebbol
kifolyolag a keringd tumorsejtek analizise egyelére nem egy egységes, univerzalis és
megbizhatdé moddszer a tumorok korai diagnosztizalasara. A tumoros betegek vérében jelen 1évo
keringd tumor DNS analizise nagyobb szenzitivitassal jellemezheté modszer, mint a keringd
tumorsejtek vizsgalata. A keringd tumor DNS izoldldsaval konnyen hozzaférhetd a beteg
genomja, mely segithet a megfeleld terdpia kivalasztasaban és a terapia hatékonysaganak
monitorozasaban. Azonban a keringd tumor DNS-nek rovid féléletideje van a vérben, illetve
interferalhat a sejtmentes DNS-sel, ami nem tumor eredetli. Tovabba a keringé tumor DNS is
kis koncentraciéban fordul elé a periférias vérben (25 koépia/mL), mely megneheziti a

kimutatasat a tumor korai szakaszaban (Merdalimova és mtsai., 2019).

A keringd tumorsejtek ¢és a keringd tumor DNS analizise tovabbi kutatdsok soran hatékony
modszerekké valhatnak, azonban az elébb emlitett nehézségek miatt nehezen alkalmazhatdak
a tumor kezdeti stadiuménak detektaldsara, igy a korai diagnosztikara. Ebbdl a szempontbol
viszont a szintén veérbol izolalhatdo EV-k analizise egy innovativ és igéretes modszer lehet. Az
EV-k analizise megoldhatnd a legfontosabb problémékat a szenzitivitds, specificitds és

megbizhatdsag kérdésében (Merdalimova és mtsai., 2019).
1.3. Extracellularis vezikulak

Az EV-k sejtek altal szekretalt partikulumok, melyek kettds lipid réteggel rendelkeznek és
0nallo replikaciora képtelenek (Théry és mtsai., 2018). Az EV-ket sokaig a keletkezésiik
alapjan osztottdk 3 csoportba: sejthaldl sordn keletkez6 apoptotikus testeket, a
plazmamembranrdl lefiiz6dé mikrovezikulumokat €s az endoszomalis utvonalon keletkezd
exoszoémakat kiilonitették el. Az exoszomak a plazmamembran €és a multivezikularis testek
Extracellularis Vezikula Tarsasag utmutatdja, a MISEV2018 konszenzus alapjan azonban a
vezikulakat pontosabb a méretiik és denzitasuk alapjan csoportositani. Igy megkiilonboztetiink
a) ,,small EV”-ket (SEV) amiknek a mérete, az izolalas modszerétdl fiiggden lehet példaul 100
nm vagy 200 nm alatti, illetve b) ,,large” (IEV) / ,,medium” (mEV) EV-ket, melyek 200 nm-n¢l
nagyobbak (Théry és mtsai., 2018). Az el6bb emlitett exoszomak az 0 kategorizalés alapjan az

sEV csoporthoz tartoznak, igy a dolgozatban ezt az elnevezést hasznalom.



Minden sejtiink bocsat ki sEV-ket, fiziologias €s patoldgias koriilmények kozott egyarant. Az
sEV-k a kiilonb6z0 testnedvekbe szekretalodnak (pl. nyalba, vérbe, cerebrospinalis folyadékba,
anyatejbe) és ott stabilan fenn is maradnak (Yafiez-Mo6 és mtsai., 2015). Régen azt gondoltak,
hogy a vezikuldknak a sejttormelék eltavolitdsaban van szereplik, mara azonban mar
bebizonyitottdk, hogy legfontosabb funkcidjuk a sejt-sejt kozotti kommunikacid
megvalositdsdban van. A vezikuldk kiilonbozd fehérjéket (tetraspaninok, szigndlmolekulak),
nukleinsavakat (hosszu nem kodolé RNS, miRNS, mRNS, DNS), kis metabolitokat (cukor,
aminosav, vitamin) ¢és lipideket (koleszterin, ceramid, foszfatidil-szerin) szallitanak (2. 4bra)
(Harmati és mtsai., 2021). Az EV-k molekularis ujjlenyomata informéciot szolgaltat a donorse;jt
tipusar6l és allapotarol. Az EV-medidlt sejt-sejt kozotti kommunikacido a fiziologids
homeosztazis fenntartasaban elengedhetetlen, azonban patolégias koriilmények kozott negativ

hatésai is lehetnek (Harmati és mtsai., 2019).
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2. abra: Kisméretl extracellularis vezikula (sEV) 6sszetétele (Forras: Jan €s mtsai., 2021).

Az onkoldgiai kutatdsokban az sEV-k egyre nagyobb teret kapnak. A vezikuldk szerepet

jatszanak a tumor proliferacioban, a metasztazis képzésben, megvaltoztatjdk a tumor



mikrokdrnyezetét, illetve az immunrendszer tumorellenes miikddését is befolyasolhatjak
(Gyukity-Sebestyén ¢és mtsai., 2019; Rincon-Riveros és mtsai., 2021). Tobb tanulmany is
kimutatta, hogy a tumoros betegek vérében az sEV-k szdma szignifikdnsan magasabb szintet
mutatott az egészséges donorokhoz képest (Whiteside, 2008). A biomarker kutatas terén az
sEV-k analizisének szamos eldnye lehet a teljes vérszérum vizsgalatdhoz képest. A tumor
eredetli fehérjék és egyéb molekulak a vezikuldkban feldisulnak, igy a kisebb mennyiségben
jelen 1évé molekuldkat nem takarjak ki a vérben nagyobb koncentracidban jelen 1évo, nagyobb
méretli fehérjék (pl: albumin, immunglobulinok) (Dobra ¢és mtsai., 2020). Az sEV-k stabilak,
hosszu ideig tarolhatéak. A kettds lipid réteg altal a vezikuldk tartalma védett az enzimatikus
hasitasoktol (Abels & Breakefield, 2016). Az sEV-k képesek atjutni a vér-agy-gaton, ami fontos
szempont a kdzponti idegrendszeri tumorok diagnosztikajaban (Saint-Pol €s mtsai., 2020).
Mivel a vezikuldk molekularis mintazata (lipid, fehérje, RNS, DNS, metabolit tartalma) tiikrozi
az azt kibocsato sejtet ¢s annak fiziologias allapotat (Harmati és mtsai., 2021), lehetdség van

betegségre specifikus SEV mintazatok azonositdsara (Bukva és mtsai., 2021).
1.4. Komplex molekularis mintazatok vizsgalata Raman spektrometriaval

A korabbi biomarker kutatisok nagyrészben arra torekedtek, hogy egy adott betegségre
jellemz0 egy-két nukleinsav vagy fehérje tipusu biomarkert azonositsanak. Ezek azonban nem
bizonyultak elég specifikusnak vagy szenzitivnek ahhoz, hogy onmagukban diagnosztikai

markerként szolgaljanak (Figueroa & Carter, 2018; Linhares ¢és mtsai., 2020).

Mivel az sEV-k koncentraljak a betegség-specifikus molekuldkat, jol tiikrozik az emberi test
patofiziologiai sajatsagait, igy a vérmintakbol izolalt SEV-k teljes molekuléris dsszetételének
elemzése megoldast jelenthet a biomarker kutatasban felmeriildé nehézségek lekiizdésére
(Bukva ¢€s mtsai., 2021). Az sEV-k komplex molekularis mintazatanak analizisére a Raman-
spektroszkopia egy 1j, igéretes modszer. A Raman-spektroszkopia elényos tulajdonsagai kozé
tartozik, hogy kis térfogati minta is elegendd, mely a mérés soran nem roncsolodik, igy egy
mérés tobbszor is megismételhetd. A mintat elézetesen nem sziikséges jeldlni, igy minimalis

elékésziiletet igényel (Gualerzi és mtsai., 2017; Merdalimova és mtsai., 2019).

A mérés soran a mintat egy monokromatikus lézerrel megvilagitjuk és a szort fotonokat
detektaljuk. Az esetek tulnyomd tobbségében a szort foton hullamhossza megegyezik a
gerjesztd lézersugar hullamhosszéaval, ezt a folyamatot Rayleigh-szorasnak nevezziik. A beesd

fotonok kis része azonban a kozeg molekuldinak rezgési vagy forgdsi energidjat



megvaltoztatjadk, aminek eredményeképpen a szort fotonok hulldmhossza megvaltozik. Ezt a
folyamatot Raman-szordsnak nevezziik. A fotonok hullamhossz valtozdsa aranyos a kémiai
Osszetétellel, igy kifejezetten a minta kémiai Gsszetételére utal (Bumbrah & Sharma, 2016;

Pence & Mahadevan-Jansen, 2016).

Az izolatumok Raman spektruma tiikrozi az SEV-k komplex molekulédris mintazatat, igy nem
sziikséges egy-egy specifikus fehérje, nukleinsav vagy lipid biomarker azonositasa. A legtijabb
vizsgalatok szerint a kiilonb6z0 mintatipusok teljes molekularis Osszetételének Raman-
spektroszkopiai elemzése alkalmas lehet klinikai diagnosztikai modszerek kifejlesztésére

(Bukva €s mtsai., 2021; Harris és mtsai., 2009).
1.5. Raman spektroszkopiai adatok analizise

A biologiai mintdk Raman spektroszkdpiai adatai a kiilonb6zé omikai mdodszerekhez képest
kiemelkedd komplexitassal ¢és kiterjedéssel rendelkeznek, mely miatt a konvencionalis

statisztikai modszerekkel torténd elemzésiik a legtobb esetben nem megoldhato.

A spektroszkopiai adatok elemzésében egyre nagyobb teret nyernek az olyan gépi tanulési
modszerek, melyek a rendelkezésre allo adatok alapjan klasszifikdlé modelleket készitenek
annak érdekében, hogy a kiilonbozd csoportokba tartozd mintdkat megkiilonboztessék

egymastol a rendelkezésre allo spektrumok alapjan (Tang és mtsai., 2021).

A tanulmanyunkban alkalmazott tartovektor mechanizmusként (support vector machine, SVM)
ismert algoritmus az egyik legrobosztusabb mddszer, melyet napjainkban alkalmaznak, és
szamos esetben bizonyitotta hatékonysagat a spektroszkdpiai adatok feldolgozasa soran (Li és

mtsai., 2022).

Az SVM modszer a felligyelt gépi tanulasi modszerek kozé tartozik, tehat a klasszifikalé modell
létrehozasa soran az algoritmus eldzetes informacidkkal rendelkezik arr6l, hogy a
megkiilonboztetni kivant megfigyeléseink melyik csoportba tartoznak. Emiatt a modell
felépitése mindig egy tanitd halmazon torténik, majd a felallitott modell pontossagat egy teszt

halmazon ellenérzik (Uddin és mtsai., 2019).



2. CELKITUZES

A tumordiagnosztikai kutatdsok egyik fo irdnya a nem-invaziv, folyadékbiopszia alapi
diagnosztikai moddszerek fejlesztése. A kiilonbozoé testfolyadékokban, igy a vérben is
megtalalhatd kis extracellularis vezikuldk (sEV) egyre nagyobb teret kapnak a
tumordiagnosztikai kutatdsokban. Az sEV-k molekularis mintazatainak 0Osszehasonlitd
analizisére a Raman spektrumok gépi tanuldsi moédszerrel vald elemzése egy 1j, igéretes

modszer lehet.

Kutatdsunk célja megvizsgalni, hogy a kiilonb6z6é tumoros betegek vérplazmajabol izolalt
sEV-k Raman spektruma alapjan elkiilonithetok-e a vizsgalt betegcsoportok. A munkank soran
nem kissejtes tiidédaganat agyi metasztazisa, glioblastoma multiforme, meningeoma, végbél

daganat és melanoma betegcsoportokkal dolgoztunk.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Mintak

Kutatdsunk sordan Osszesen 85 plazma mintdt vizsgaltunk. A vérmintdkat a Szegedi
Tudomanyegyetem (SZTE) Onkoterapids Klinikarél, az SZTE Sebészeti Klinikardl, az SZTE
Idegsebészeti Klinikarol és a Debreceni Egyetem Idegsebészeti Klinikardl kaptuk. A vizsgalt
betegcsoportok a nem kissejtes tiidédaganat agyi metasztazisa (BM), glioblastoma multiforme
(GBM), meningeoma (M), végbél daganat (R) és melanéma (Me) voltak (1. tablazat). A
mintavétel minden esetben az operacio eldtt tortént. Kontrollként olyan lumbalis
porckorongsérvben szenvedd betegek vérmintdit hasznaltuk fel, akiknek nem volt igazolt
daganatos betegsége a vérvétel idOpontjdban. A betegek Tajékoztatét ¢és Beleegyezo
nyilatkozatot irtak ald, a kutatdst a Regiondlis Human Orvosbiologiai Tudoményos ¢és

Kutatésetikai Bizottsag hagyta jova. A vizsgélatokat a 35/2021-SZTE IKEB szamu etikai
engedélyek birtokaban végeztiik el.

1. tablazat: Betegcsoportok adatai. (BM: nem kissejtes tlidodaganat agyi metasztazisa, GBM:

glioblastoma multiforme, M: meningeoma, R: végbél daganat, Me: melanéma, CTRL:

kontroll).
beteacsapor Be t,egek Eletkor Nem
szama Atlag | Median | Férfi (%) | N (%)

BM 19 67,32 65 11(57,89) | 8(42,11)
GBM 24 57,33 59,5 12 (50,00) | 12 (50,00)
M 6 51,83 51,5 3(50,00) | 3(50,00)
R 17 72,73 74 11 (64,71) | 6(35,29)

Me* 4
CTRL 15 49,80 48 9(60,00) | 6(40,00)

* Kutatasunk jelen fazisaban a jeldlt betegcsoportrol nem all rendelkezésiinkre elég adat.




3.2. Vérmintak elokészitése, SEV izolalas

A BD Vacutainer K3-EDTA csdvekbe gy(ijtott vérmintakat a levételtdl szdmitva 2 ordn at
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Majd 2500 g-vel kétszer 15 percig centrifugaltuk az alakos
elemektdl valé mentesités céljabol. Az igy kapott vérlemezke-mentes plazmat (platelet-free

plasma, PFP) aliquotokra osztottuk és a vezikula izolalasig -80 °C-on téroltuk.

Az izol4l4s sordn a mintakat partikula mentesitett, Ca**, Mg?** mentes DPBS pufferben (Lonza)
higitottuk 1:1 aranyban (2x1 ml plazma mintdhoz 2x1 ml DPBS), majd centrifugaltuk 10000 g,
4 °C, 30 perc beallitasok mellett, hogy a nagyobb vezikulak leiilepedjenek. A feliiliszot tovabb
higitottuk DPBS-ben 1:1 ardanyban. Az sEV izolalashoz 100000 g, 4 °C, 1 orat centrifugéltuk a
mintakat (T-1270 szdgrotor, polikarbonat csovek, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). A pelletet 100 ul DPBS-ben szuszpendaltuk fel, a késébbi felhasznalasig -80 °C-on

taroltuk.
3.3. sEV karakterizalas
3.3.1. Aramldsi citometria

A 100 pl DPBS-ben (Lonza) felszuszpendalt izolatumokat 60 percig szobahdémérsékleten,
sotétben inkubdltuk az aldbbi ellenanyagokkal: FITC konjugélt anti-human CD63 10x

higitasban (ImmunoTools) és APC konjugalt anti-human CD9 10x higitasban (ImmunoTools).

A mérésekhez Cytoflex S négy lézeres miiszert hasznaltunk, kdzepes (30 ul /perc)
mintadramlasi sebesség beallitassal. A gerjesztéshez 488 nm hullamhosszusagu kék és 638 nm
hullamhossz piros 1ézert alkalmaztunk. A miiszer FSC detektora altal mért fényszorasi
adatokat a vezikulaméret becslésére, mig az SCC detektor altal kapott adatokat a partikulak
Osszetettségének/granulaltsdganak becslésére hasznaltuk. A CD63-FITC fluoreszcens jelét
525/40 BP filteren keresztiil a CD9-APC fluoreszcens jelét 660/10 BP filteren keresztiil
detektaltuk. Az igy nyert adatokat CytExpert 2.4.0.28 szoftverrel értékeltiik ki.

3.3.2. Western blot

A Western blot analizis eldtt a betegcsoportok mintait pooloztuk. Pozitiv kontrollként HCT116
sejtlizatumot hasznaltunk. Az izolatumok fehérjetartalmat eldzetesen megmeértiik Pierce BCA
Protein assay kit (Thermo Scientific) segitségével, majd a gélre egységesen 30 ug fehérjét

vittiink fel minden mintdb6l. A mintakat 4x mintapufferben (NuPAGE®, ThermoFisher)
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szuszpendaltuk fel, majd 96 °C-on inkubaltuk 10 percig. A fehérjéket 4-12%-os Bis-Tris, illetve
3-8%-o0s Tris-Acetate akrilamid gélen (ThermoFisher) méret szerint elvalasztottuk, majd PVDF
membranra (Merck) blottoltuk. A membrant 5%-os tejporral blokkoltuk 1 o6rdn 4at
szobahOmérsékleten. Az anti-calnexin antitestet (nyul poliklonalis antitest, Millipore) 1:10000
aranyban, az anti-ApoB antitestet (egér monoklonalis, Santa Cruz) 1:500 ardnyban higitottuk
1%-os tejport tartalmazé TBST-ben. A membrant az elsddleges ellenanyaggal egy éjszakan at
inkubaltuk 4 °C-on. A masodlagos, anti-nyul IgG-HRP (kecske poliklonalis antitest, R&D)
antitestet 1:1000 aranyban, az anti-egér IgG-HRP (kecske poliklonalis antitest, Advansta)
antitestet 1:40000 ardnyban higitottuk 1%-os tejport tartalmazé TBST pufferben. A membrant
a masodlagos antitesttel 1 o6ran at inkubaltuk szobahdmérsékleten. A mosasok 3x10 perces
ciklusban zajlottak TBST-vel. A HRP enzimaktivitds lathatova tételéhez ECL reagenst
(Advansta) hasznaltuk. A kemilumineszcens jeleket a LI-COR ODYSSEY® Fc miiszerrel
detektaltuk, majd Odyssey 1.2 szoftverrel elemeztiik 30 mésodperces és 5 perces eléhivasokat

alkalmazva.
3.3.3. Nanorészecske koveto analizis

A NanoSight méréshez a mintakat partikula mentes DPBS-ben higitottuk. A mérést 532 nm
tartomanyban végeztiik el a NanoSight NS300 (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, UK)
segitségével. Minden mintat ugyanazon bedallitdisok mellett harom 60 masodperces videdval

rogzitettiink (Camera level: 16, Threshold: 4, 25 °C, 30-80 particle per frame).
3.4. Raman spektroszkdpia

Az sEV-k Raman spektrumanak felvételéhez Senterra Il mikroszkopot (Bruker) hasznéltunk
visszaszorasos elrendezésben. A mintakat kalcium-fluorid szubsztratra cseppentettiik, majd
szobahOmérsékleten, levegdén 1 orat széritottuk a mérések elétt. Minden minta ugyanazon
beallitasok mellett lett lemérve, melyeket eldzetes kisérletek alapjan hataroztunk meg (a
gerjeszt0 1ézer hullamhossza 532 nm, a 1ézer teljesitmény 12,5 mW, az integraciés id6 30
masodperc, a spektrum felbontasa 1,5 cm™). A spektrumot 50x optikai objektiv gyiijtdtte

(Olympus).

A leirt elrendezés hozzéavetdlegesen egy 15 um lézerfoltot képez a besugérzas soran a mintakon,
mely a Raman-spektrumok mintavételi teriilete. A levegdn szaritott minta atlagosan 4 mm

atmérdjli, igy a Raman mikroszkop kezeldje finoman beéllithatja a mintavételi folt helyzetét,
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elkeriilve a duplikaciot. Minden mintardl 5 spektrum felvétel késziilt. Az analizisekhez a 801

cm! és 3100,5 cm™! kozotti spektrum tartomanyt hasznaltuk fel.

3.5. Adatok elemzése

Az adatok elemzéséhez az Orange data mining 3.32 szoftvert hasznaltuk.
3.5.1. Spektrumok alapvonal korrekcioja

Az analizis tovabbi l1épéseit megeldzden a teljes adatsort logaritmizaltuk (log>) a linearités és a

szoras csokkentésének érdekében.

A logaritmizalt adatsort ezt kdvetden alapvonal korrekcionak vetettiik ald aszimmetrikus
legkisebb négyzetes simitast alkalmazva (asymmetric least square smoothing), melynek célja a
valodi jel elkiilonitése a hattérzajtol ugy, hogy a korrekcid a jelet a lehetd legnagyobb

mértékben érintetleniil hagyja.
3.5.2. Kiugro értekek azonositasa

A transzformalt spektrumok koziil a lokalis kiugrd értékek (local outlier factor) modszerét
hasznalva tavolitottuk el az atipikus spektrumokat. A modszer elénye, hogy a feliigyelet nélkiili
gépi tanulasi modszerek kozé tartozik, melynek koszonhetden az algoritmus nem vette

figyelembe a tumorok tipusat a kiugré értékek azonositasakor.
3.5.3. Klasszifikacio

A klasszifikacios folyamatok soran a kiilonb6z6 csoportokat paronként hasonlitottuk dssze. A
el. Az algoritmus a valtozok altal kifeszitett térben megkisérel egy hipersikot kialakitani, mely
elvalasztja a kiilonb6zé betegesoportba tartozd mintdkat egymastol. Egy ilyen moddon

megalkotott hipersik tekinthetd egy klasszifikacios modellnek.

A modellek felépitése eldtt az adatsort 6t egyenld részre osztottuk (6tszords keresztvalidacio,
5-fold cross validation). Az adathalmaz ¥s-e tanitohalmazként szolgalt, melyet haszndlva az
algoritmus felallitotta a klasszifikcidés hipersikot/modellt. Ezt kdvetéen az algoritmus a
fennmaradd s részbe tartoz6 mintakat klasszifikalta attol fiiggden, hogy a tanitéhalmazon
felallitott hipersiktol milyen irdnyban helyezkedtek el. A folyamat addig ismétlédott, amig

minden % rész nem szerepelt teszthalmazként.

12



A modell szenzitivitdsat (valos pozitiv ardny) és specificitasat (valos negativ arany) ezt

kovetden atlagolva adtuk meg, és konfuzids matrixként abrazoltuk.

A gépi tanuldsi algoritmusok egyes esetekben hajlamosak taltanulni (overfitting) a
klasszifikaciés modell feléllitdsa soran. A taltanulds eredményeként az algoritmus olyan

csoportok kozott is jelentds kiillonbségeket talalhat, ahol valgjaban nincs.

Ennek tesztelése érdekében a CTRL csoportot véletlenszerii mintavalogatasi modszerrel kétfelé
osztottuk, és ellendriztiik a szenzitivitds, specificitas értékeket. Abban az esetben, ha az
algoritmus nem hajlamos a vizsgalt adatsorunkon a tultanulésra, a szenzitivitas és specificités

értékek 50% koril alakulnak.
3.5.4. Vizualizacio

Az 6sszehasonlitott csoportok kozotti kiillonbséget vizudlisan fokomponens analizist (PCA) és

FreeViz algoritmust alkalmazva jelenitettiik meg.

A PCA a dimenzi6 redukcidos modszerek kozé tartozik, mely egy tobb valtozoval rendelkezd
adathalmazt alakit at linearis transzformacié segitségével az eredetinél kevesebb valtozot
tartalmazo adatsorrd. Vagyis az eredetileg megfigyelt valtozokat korrelaciojuk alapjan
kevesebb szaml fokomponens valtozova (PC) vonja 6ssze; mindezt Ggy, hogy a dimenzidk
redukcidja utdn a lehetd legtobb informécid6 megdérzddjon. Ennek koszonhetden a tobb

dimenzids adathalmazok 2 dimenzioban is megjelenithetévé valhatnak.

A FreeViz algoritmus szintén egy dimenzidredukciés moddszer, mely képes a tobbvaltozos
adathalmazokat 2 dimenzids térben megjeleniteni. A FreeViz egy optimalizalt algoritmusnak
tekinthetd mas dimenzioredukciés modszerekhez képest, ugyanis torekszik a kiillonbozo

csoportokat térben elvalasztva abrazolni a rendelkezésre allo adatokat felhasznalva.

A megjelenités soran a kiilonb6zé valtozokat sulyozva veszi figyelembe, melynek

kdszonhetden azonosithatok a betegecsoportokra jellemzdé hullamszamok.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Kutatasunk soran dsszesen 85 plazmabdl preparalt, SEV mintét vizsgaltunk meg, melyek hat
betegcsoporttdl szarmaztak: nem kissejtes tiidédaganat agyi metasztazisa (BM), glioblastoma
multiforme (GBM), meningeoma (M), végbél daganat (R), melanoma (Me) és lumbalis
porckorongsérv, mint tumormentes kontroll (CTRL). A plazma mintakbol az sEV-ket
differencidl centrifugalassal izolaltuk, majd Western blot, fluoreszcens dramlasi citometria és
nanorészecskék mozgasat kovetd analizdlo (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA)
modszerekkel karakterizaltuk. A vezikuldk komplex molekularis mintazatdt Raman
spektroszkopiaval mértiink le. A mért Raman spektrumok analiziséhez Support Vector Machine
(SVM) algoritmust hasznéltunk. Az analizisek soran a mintdk parhuzamos méréseit hasznaltuk
fel, nem a spektrumok 4tlagat. Erre azért volt sziikség, hogy az SVM algoritmushoz kell¢ adat
alljon rendelkezésre. A klasszifikacio hatékonysaganak jellemzésére specificitas, szenzitivitas
¢s klasszifikacios hatékonysag (CA) értékeket hasznaltunk. A specificitds megmutatja, hogy a
kontroll csoport hany szazalékat diagnosztizaljuk helyesen, a szenzitivitas pedig megadja, hogy
a tumoros csoport hany szazalékat diagnosztizaljuk helyesen. Az dbrdkon a klasszifikacios

eredményeket szérdsdiagramon ¢€s konfiziés matrixban tiintettiik fel.
4.1. Az izolatumok mutatjak az sEV-kre jellemzo karakterjegyeket.

Az izolatumok jellemzése a Nemzetkozi Extracelluldris Vezikula Tarsasag (International
Society for Extracellular Vesicles - ISEV) 2018-as ajanldsa (MISEV) szerint tortént (Théry és
mtsai., 2018). Az sEV-k karakterizalasahoz nanorészecske kovetd analizist, Western blotot és

aramlasi citometria modszereket alkalmaztunk.

Az i1zolatumok vezikula tartalmanak méret €s koncentraci6 szerinti eloszlasat nanorészecske
kovetd analizissel, NanoSight NS300 késziilékkel vizsgaltuk. A vezikuldk atlagos mérete 70-
90 nm volt, a koncentraci6 nagysagrendileg 10'! és 10'? partikulum / ml volt, a minta tipusatél
fliggden (3.A éabra). Az sEV-re jellemzé CD63 és CD9 tetraspaninok jelenlétét fluoreszcens
aramlési citometria modszerrel vizsgaltuk, amely kimutatta, hogy az izolalt partikulak 58,16%-
a pozitiv a CD63, mig 67,55%-a pozitiv a CD9 markerekre (3.B abra). Az sEV izolatumok
lipoprotein szennyezettségét és a calnexint, mint negativ vezikula markert Western blot
analizissel vizsgaltuk. Az abran jol latszik, hogy a calnexin a pozitiv kontrollal (HCT116 sejt
izolatum) ellentétben nem mutathato ki a vezikula izolatumokban (3.C 4bra). A lipoproteinek

jelolésére hasznalt apoB azonban minden vezikula izolatumban erds jelet adott (3.D abra).
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3. abra: Az sEV karakterizalas eredményei. A) Reprezentativ NanoSight analizis a vezikulak
tiintettiik fel. B) CD63 és CD9 tetraspaninok kimutatdsa aramlasi citometriai modszerrel.
C) Western blot analizis a Calnexin negativ vezikula markerre. D) Western blot analizis az
izolatumokban 1év6 apoB szennyezddésekre (P: Protein marker, Plazma, HCT116 sejt lizatum,
K: kontroll, Me: melanoma, R: végbél daganat, M: meningeoma, BM: nem Kkissejtes

tiidédaganat agyi metasztazisa, GBM: glioblastoma multiforme). E'°

A vérmintabol izolalt SEV-k esetén gyakori és jol ismert kihivas, hogy a vezikulakkal egyiitt
fehérjeaggregatumok és lipoproteinek is izoladlodnak. Jelenleg vérpalzméabol/szérumbol teljesen
tiszta SEV izolatumok preparaldsa az altalunk hasznalt eljarassal nem eldallithato (Wernerné
Sédar, 2018). A mintdink jellemzése alapjan az izolatumok tisztasaga megfeleld. Kutatasunk
célja, hogy a standard sEV izolalasi protokollt alkalmazva az izoldtumok Raman spektrumai

kozott kiilonbséget tudjunk tenni.

Egy tanulmanyban olyan Raman spektralis jeleket irtak le, amelyek 95%-o0s biztonsaggal meg
tudtak kiilonboztetni az EV-ket a lipoproteinektdl (Enciso-Martinez és mtsai., 2020). Az 1004
cm’! hulldmszam nagy intenzitdst mutatott az EV-kben, de a lipoproteinekben nem volt jelen.
Tovabba a 2811-3023 cm™! spektrumtartomanyban az EV-k nagyobb intenzitast mutattak 2900
cm’! hullimszam utan ("a CH régi6 fehérje komponense") a lipoproteinek spektruméhoz képest,
ahol a 2900 cm' hullAmszdm elétti régid ("a CH régi6 lipidkomponense") bizonyult a
legjelentdsebbnek. Az altalunk vizsgalt izolatumok Raman spektrumaiban az EV-kre jellemz6

hullamszdmok mutattak nagyobb intenzitést.
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A karakterizalasi eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az plazmabol izolalt partikulumok
minimum 67,55%-ban sEV-k. A dolgozat tovabbi részében a vezikuldkat és kisebb mértékben

lipoproteineket is tartalmaz6 izolatumokra az sEV izoladtum elnevezést hasznalom.

4.2. A plazmabél izolalt sEV-k Raman spektruma altal a betegcsoportok jobban

elkiilonithetok, mint a teljes plazma Raman spektrumanak vizsgalataval.

Kutatocsoportunk egy kordbbi munkdjdban kimutatta, hogy a vizsgalt betegcsoportok
pontosabban elkiilonithetok egymastol az sEV-k proteomikai mintazata alapjan, mint a teljes

szérum proteomikai vizsgalataval (Dobra ¢s mtsai., 2020).

Jelen kutatasunk kezdetén kis elemszamot felhasznalva megvizsgaltuk, hogy a betegcsoportok
elkiilonitésére a teljes plazma vagy a plazmabol izolalt sEV-k Raman spektruma az
alkalmasabb. Eredményeink alapjan a betegcsoportok pontosabban elkiilonithetok egymastol

az sEV-k spektrumanak vizsgéalatadval, mint a teljes plazma spektruménak analizisével (4. abra).
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4. abra: Két betegcsoport elkiilonitése PCA éabran a teljes plazma, illetve a plazmabdl izolalt
sEV-k Raman spektrumanak vizsgalataval (GBM: glioblastoma multiforme, R: végbél

daganat).

Ennek hatterében az allhat, hogy a teljes vérplazma jelentds szazalékat gyakori eléfordulasu,
nagyméretli fehérjék alkotjak (albumin, immunglobulinok) (Dobra ¢és mtsai., 2020). Ezaltal a
nagy mennyiségben jelen 1évd fehérjék ronthatjdk az analizisek szenzitivitast, ugyanis a

mérések soran elnyomhatjak az alacsonyabb koncentracioban jelen 1évé molekuldk jeleit.
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A vezikuldkban azonban ezek a specifikus molekulak feldusulnak, védettek az enzimatikus

hasitasokkal szemben, ezaltal jobban vizsgalhatoak (Abels & Breakefield, 2016).
4.3. A tumoros betegek mintai jol elkiilonithetok a kontroll mintaktol.

Az eldkisérleteink eredményei alapjan a tovabbiakban a plazmabol preparalt sEV mintak
Raman spektrumait vizsgaltuk (1. Fiiggelék). Analiziseink sordan az atipikus spektrumok

kizarasa utan 382 spektrumot hasznaltunk fel.

Az elsO analizis sordn az Gsszes tumoros csoportot egylitt vizsgaltuk. Arra kerestiik a valaszt,
hogy létezik-e egy univerzalis sEV mintdzat, amiben a tumoros betegek alapvetden
kiilonboznek a kontroll csoporttdl. Eredményiil azt kaptuk, hogy a két csoport 85,9%-o0s
szenzitivitassal és 87,3%-os specificitassal kiilonithetd el egymastol (5. abra). A klasszifikacios
hatékonysag 86,6%-nak adddott. A tumoros mintdk Raman spektrumuk alapjan egy halmazba

térképezddtek, a kontroll mintaktol jol elkiilonithetének bizonyultak.
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5. abra: Tumoros és kontroll mintak Gsszehasonlitasa. A csoportok kozotti kiilonbségeket
FreeViz abra (balra) és konfuzids matrix (jobbra) mutatja be. A konfuzios matrix a klasszifikalo
modell eredményeit foglalja 0ssze; bal felsd celldjaban a specificitas, jobb alsé cellajaban a
szenzitivitas olvashatdé (CTRL: kontroll, Tumor: nem kissejtes tiidédaganat agyi metasztazisa,

glioblastoma multiforme, meningeoma, végbél daganat, melanoma).

Egy univerzalis tumor marker hatalmas jelentdségli lenne a klinikumban, ugyanis altala
lehetdség nyilna a tumoros betegségek egyszeriibb sziirésére, ezéltal a haldlos kimenetelii
daganatos megbetegedések szdmanak csokkentésére (Duffy, 2015). Jelen adataink alapjan az

sEV izolatumok Raman spektrumanak vizsgalatdval kdzelebb kertilhetiink e cél eléréséhez.
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4.4. Az algoritmus kiilonbséget tesz a primer agyi daganat és az agyi metasztazis kozott.

Az analizis alapjan a tumoros betegekbdl izolalt sSEV-k karakterisztikus molekularis mintézattal
rendelkeztek, mely alapjan elkiiloniiltek a tumoros megbetegedésben nem szenvedo betegektdl.
A betegcsoportok koziil rendelkezésiinkre alltak primer agyi (GBM, M) és agyi metasztatikus
(BM) mintak is. Megvizsgaltuk, hogy az SVM algoritmus segitségével elkiilonitheté-e a két

csoport egymastol.

Az eredmények alapjan a primer agyi €s agyi metasztatikus tumorok 73,1%-o0s szenzitivitassal
és 73,7%-o0s specificitassal kiillonboztethetok meg, ha a primer agyi tumorokat tekintjiik

célcsoportnak (6. abra). A klasszifikacios hatékonysag 73,4 %-nak adddott.
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6. abra: Primer agyi és agyi metasztatikus tumorok Osszehasonlitdsa. A csoportok kozotti
kiilonbségeket FreeViz 4bra (balra) és konfiziés matrix (jobbra) mutatja be. A konfuzios matrix
a klasszifikalo modell eredményeit foglalja 6ssze. Az egyes cellakban lathatd szamértékek a

sikeres klasszifikacié szazalékos aranyat jelzik az adott csoportban.

Egyes tanulmanyok kiemelték, hogy a kiilonb6z6 rosszindulata daganatok (pl: BM és GBM)
differencialdiagnosztikdja hagyomanyos képalkotd diagnosztikai modszerekkel nagy technikai
kihivast jelent (Neska-Matuszewska és mtsai., 2018). Eredményeink alapjan az sEV-k Raman
spektrumdnak analizise egy hatékony moddszerré vélhatna a primer agyi tumorok és a
metasztatikus agyi tumorok megkiilonboztetésére. Azonban eredményeink megerdsitéséhez

egyértelmiien sziikséges tovabbi primer és metasztatikus agydaganat tipusok dsszehasonlitdsa.
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4.5. Az SVM modellel torténo klasszifikacio alapjan a vizsgalt betegcsoportok magas

szenzitivitassal és specificitassal kiilonboztethet6k meg a kontrolltol.

A modszer szenzitivnek bizonyult nem csak a tumoros és nem-tumoros betegek kozotti
kiilonbségek detektalasara, de a primer agyi daganatok ¢és az agyi metasztazis
megkiilonboztetésére is. Felmertilt a kérdés, hogy a betegcsoportok dnalldan is rendelkeznek-e
a kontrolltdl kiilonbozd, specifikus molekularis mintazattal. A kérdés megvalaszolasara a
kiilonb6z6 tumortipusokat egyesével hasonlitottuk dssze a kontroll mintakkal. Eredményiil azt
kaptuk, hogy a BM csoport 91,5% specificitassal és 85,9%-0s szenzitivitassal kiillonboztethetd
meg a kontrolltdl (7.A &bra). A klasszifikacios hatékonysag 88,7%-nak adodott. A GBM-CTRL
Osszehasonlitasnal 81,7%-o0s specificitas és 93,4%-0s szenzitivitds értéket kaptunk (7.B abra).
A klasszifikéacios hatékonysag ebben az esetben 87,55%-nak mutatkozott. Az SVM modell a
meningeomaval rendelkezd betegesoportot 100%-os specificitassal és 100%-o0s szenzitivitassal
el tudta kiiloniteni a kontroll csoporttol, igy a klasszifikacios hatékonysag elérte a 100%-ot (7.C
abra).

A nem agyi tumorok koziil a végbél daganatos betegeket 93%-os specificitassal és 94,6%-o0s
szenzitivitassal tudtuk megkiilonbdztetni a kontroll csoporttol (7.D dbra). A klasszifikacios
hatékonysag 93,8% volt. A melanoma ¢és kontroll dsszehasonlitasnal 100%-o0s specificitas és
89,5%-o0s szenzitivitas értékeket kaptunk (7.E dbra). A klasszifikacids hatékonysag értéke itt is
magas, 95,75% lett.
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7. abra: A kiilonb6z6 tumortipusok 0sszehasonlitasa a kontroll mintdkkal. A csoportok kozotti
kiilonbségeket FreeViz abrak segitségével (balra) és konfuzids matrixokkal (jobbra) mutatjuk
be mind az 5 0Osszehasonlitds esetében. A konfuziés matrixok a klasszifikdldé modell
eredményeit foglalja 0Ossze; bal felsé cellajaban a specificitds, jobb als6 celldjdban a
szenzitivitas olvashat6. A) BM és CTRL 6sszehasonlitasa. B) GBM ¢és CTRL 6sszehasonlitdsa.
C) M ¢és CTRL oOsszehasonlitdsa. D) R és CTRL 0Osszehasonlitasa. E) Me és CTRL
Osszehasonlitdsa. (BM: nem kissejtes tiidddaganat agyi metasztazisa, GBM: glioblastoma
multiforme, M: meningeoma, R: végbél daganat, Me: melanoma, CTRL: kontroll).
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Ezen eredmények alapjan az izolatumok Raman spektrumanak vizsgalataval az egyedi tumoros

betegcsoportok is jol elkiilonithetdnek mutatkoztak a kontroll mintaktol.

A folyadékbiopszia alapt tumordiagnosztikai kutatdsok egyik f6 célja olyan biomarkerek
azonositasa, melyek nagy szenzitivitassal és specificitassal képesek elkiiloniteni a kiilonb6zd
tumor tipusokat a kontroll csoporttol. A National Cancer Insitute honlapjan megtalalhatéak a
klinikumban hasznalt tumormarkerek (National Cancer Insitute, 2021). Jelenleg a GBM-nak,
BM-nak ¢és M-nak nincs a klinikumban hasznalt betegségre specifikus biomarkere. A
melanoma (pl.: laktat dehidrogenaz, C-kit/CD117) és a végbél daganat biomarkereit (pl.: CEA,
keringd epitél tumorsejtek, DPD ¢és KRAS gének mutéacioja, UGTIA1*28 homozigota
variansa) nagyrészt a tumor terapia megvalasztasara és a terapidra adott valasz monitorozasara

hasznaljak.

A klinikumban hasznalt tumor markerek kozott nagyobb szammal vannak jelen prognosztikai
markerek. Ezen okbol nagy sziikség van 11j, magas szenzitivitassal és specificitassal
jellemezhetd diagnosztikai markerekre. Eredményeink alapjan a plazmabol izolalt sEV-k
komplex molekularis mintdzatdnak Raman spektroszkdpiai vizsgalata alkalmas lehetne erre a

célra.

4.6. A Kklasszifikalo modell altal talalt kiilonbség nem az algoritmus tultanulasanak

eredménye.

Negativ kontrollként megvizsgaltuk, hogy az SVM algoritmus a kontroll csoport Raman
spektrumai kozott tesz-e kiilonbséget. Ennek érdekében a kontroll csoportba tartozo
spektrumokat véletlenszerli mintavételezéssel két kiilon csoportba osztottuk (C1 és C2 csoport),

majd SVM algoritmussal vizsgaltuk.

Ahogyan az dbran is lathato (8. abra), a modell nem kiilonitette el a kontroll mintak spektrumait.
Ennek alapjan elmondhato, hogy a kiillonb6z6 csoportok kozott azonositott kiilonbség valds és

nem az algoritmus tiltanuldsabol adodik.
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8. abra: A kontroll csoporton beliili kiilonbségeket FreeViz abra (balra) és konflizids matrix
(jobbra) mutatja be. A konflizidés matrix a klasszifikalé modell eredményeit foglalja 6ssze; bal
felsé cellajaban a specificitas, jobb also celldjdban a szenzitivitas olvashaté (C1: kontroll

csoport egyik fele, C2: kontroll csoport masik fele).
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5. OSSZEFOGLALAS

Az onkologiai kutatasok egyik fo irdnya olyan modszerek fejlesztése, melyek lehetdvé teszik a
tumorok korai diagnosztizalasit. A  hagyoményos tumordiagnosztikai modszerek
alternativdjaként el6térbe keriilt a nem-invaziv, folyadékbiopszia alapti diagnosztikai
modszerek kutatasa. Folyadékbiopszia soran legtobbszor a vérbol vesznek mintat, melyben a
tumorszovet eredetl kiilonb6zo fehérjék, nukleinsavak, tumorsejtek és extracellularis vezikuladk
keringenek. Az sEV-k legfontosabb feladata a sejt-sejt kozotti kommunikacié megvalositasa,
melyet horizontalis lipid, fehérje és RNS transzfer altal érnek el. A legtobb biomarker kutatés
fokuszaban az adott betegségre specifikus egy-két nukleinsav vagy fehérje molekula all.
Azonban egy-két molekula nem bizonyult elég specifikusnak és szenzitivnek ahhoz, hogy
Onmagaban diagnosztikai marker lehessen. Az sSEV-k komplex molekularis tartalma tiikr6zi az
azt kibocsatd sejt allapotat és mikrokornyezetét. Ezaltal a vezikuldk analizisével lehetdség
nyilhat tumor specifikus molekuldris mintadzatok vizsgalatara, mely megoldas lehet a biomarker
kutatasban felmeriild6 problémak megoldasara. A vezikuldk molekularis Osszetétele jol
vizsgalhatdo Raman spektroszkopiaval, mely a vezikula kutatasok teriiletén egy kevésbé ismert

spektroszkopiai modszer.

Kutatasunk soran megvizsgaltuk, hogy az sEV izolatumok Raman spektruma alapjan el tudjuk-
e kiiloniteni a vizsgalt betegcsoportokat egymastdl. Munkank soran 85 plazma mintat
vizsgaltunk meg, hat betegcsoportbol: nem kissejtes tiidodaganat agyi metasztazisa,
glioblastoma multiforme, meningeoma, végbél daganat, melandéma ¢és lumbalis
porckorongsérv, mint tumormentes kontroll. Az sEV-ket differencidl sziiréssel ¢és
ultracentrifugaldssal izolaltuk, majd Western blot, aramléasi citometria ¢és NanoSight
modszerekkel karakterizaltuk. Az izolatumok Raman spektruménak analiziséhez SVM

modszert hasznaltunk.

A karakterizalas soran megallapitottuk, hogy az izolatumok tisztasdga megfeleld, atlagosan
67,55%-0s, az sEV-k mellett mdas, azonos méretli partikulumokat (példaul
fehérjeaggregatumokat, lipoproteineket) is tartalmaztak. Az izolatumok Raman spektruméanak
analizisével a vizsgalt betegcsoportok jol elkiilonithetdnek bizonyultak. Az EV-kre jellemz6
Raman spektrum hulldmszamai (1004 cm™, 2900-3023 cm™') a mintdinkban nagyobb intenzitast

mutattak a lipoproteinek hullimszamaihoz képest (2811-2900 cm™).
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Az SVM modellel val6 klasszifikacié alapjan megallapitottuk, hogy a vizsgalt betegcsoportok
85-100%-o0s szenzitivitdssal és 81-100%-os specificitdssal kiilonboztethetéek meg. A
klasszifikaci6 atlagos hatékonysaga 92,96% volt. A kontroll csoport elvalaszthatonak bizonyult
az Osszes tumortipustol 6sszevonva, illetve a daganatos csoportokat kiilon-kiilon kezelve is. A
klasszifikacios modell segitségével a primer agyi és az agyi metasztatikus tumorok kozott is
kiilonbséget tudtunk tenni. Eredményeink alapjan, a vérplazmabol nyert sEV izolatumok
Raman spektroszkopiai elemzése igéretes modszer lehet a kiilonb6z6 daganatos betegségek

diagnosztizalasara.

Tovébbi terveink kozott szerepel az adatbazis bdvitése 01j mintakkal. Ezenkiviil szeretnénk
megvizsgalni, hogy az SEV-k Raman spektrumdnak analizise alkalmas mddszer-e a betegség
lefolyasanak nyomon kovetésére. A kutatasunk {6 célja, az itt leirt modszer tovabbfejlesztése
klinikai tumordiagnosztikai alkalmazasra. Tovabba szeretnénk azt is megvizsgalni, hogy a
betegségre specifikus molekularis mintazatokat szallito sEV-k hogyan hatnak a mind a sejtes
mind a humordlis immunvalaszban meghatiroz6 szerepet jatszo B sejtekre. Az itt leirt
kutatasunkban felhasznalt betegcsoportokbdl izolalt vezikulakkal szeretnénk kezelni B sejteket.
Kivancsiak vagyunk arra, hogy az eltéré tumortipusok vezikulait a B sejtek milyen modon

veszik fel és ezaltal hogyan befolyasolhatjak a B sejtek miikodését.
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1. fiiggelék: A betegcsoportok Raman spektrumainak atlaga. A) kontroll B) nem-kissejtes
tiidodaganat agyi metasztdzisa C) glioblastoma multiforme D) meningeoma E) végbél daganat
F) melanéma (A hibasav az atlag koriili szorast jeloli minden esetben.)
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