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Roviditések és mozaikszavak jegyzéke

DM: diabetes mellitus

RD: retinopathia diabetica

MA: microaneurysma

BH: blot hemorrhage (foltszerii bevérzés)

EX: exudate (exudatum)

IDDM: insulin-dependent diabetes mellitus (insulindependens diabetes mellitus)

NIDDM: non-insulin-dependent diabetes mellitus (hem insulindependens diabetes mellitus)
AMD: age-related macular degeneration (id6skori macula degeneratio)

BRB: blood-retinal barrier (vér-retina gat)

LC-MS: liquid chromatography—mass spectrometry (folyadék kromatografia-tomegspektrometria)
HPLC: high pressurelLiquid chromatography (nagy teljesitményt folyadék kromatografia)
D: dimenzid

KNN: k-Nearest Neighbors (K-legkdzelebbi szomszéd (algoritmus — gépi tanulas))

SVM: support vector machine (tartovektor-gép (algoritmus — gépi tanulas))

rpart: recursive partitioning (rekurziv particional6 (algoritmus — gépi tanulas))
randomForest: Random Forest ("véletlen erd6k™ (algoritmus — gépi tanulas))

naiveBayes: naive Bayes (naive Bayes (algoritmus — gépi tanulas))

logReg: logistic regression (algoritmus — gépi tanulds)

CLAHE: contrast limited adaptive histogram equalization (kontraszt limitalt adaptiv hisztogram

kiegyenlités)
GBM: gradient boosting machine (gradiens fokozé gép (gépi tanulds))

RGB: red, green, and blue (voros, zold és kék (additiv szinkeverés modellje))



PCA: principal components analysis (fékomponens analizis)
SENS: sensitivity (szenzitivitas)

SPC: specificity (specificitas)

ACC: accuracy (pontossag)

PREC: positive predictive value (pozitiv prediktiv érték)
NPV: negative predictive value (negativ prediktiv érték)

F1: F-measure (F-érték)

LRP: likehood ratio positive (pozitiv valosziniiségi hanyados)

LRN: likehood ratio negative (negativ valdszintiségi hanyados)



1. Bevezetés

A témavalasztas indoklasa

Az értekezés targya a diabetes mellitus (DM) szovédményeként fellépd retinopathia diabetica
(RD) sziirésére alkalmazhaté modszertanok vizsgalata. A téma fontossagat az alapbetegség, illetve
szovodményeinek magas prevalencidja adja, valamint az a tény, hogy a RD-t, az aktiv életkorban
bekovetkezd latasvesztés leggyakoribb kivaltd okaként tartjak nyilvan [1].

A RD kezdetben tiinetmentes, igy a betegek sokszor csak igen késon a betegség elérehaladott
stddiumaban fordulnak orvoshoz. A RD progresszidja korai diagnozissal és kezeléssel jelentésen
lassithato, ezért fontos a veszélyeztetett betegcsoport — a DM-ban szenvedd betegek — rendszeres

szemészeti sziirdvizsgalata.

A RD sziirést napjainkban - ahogy azt alabb részletesen bemutatjuk - egészségugyi képesitéssel
bird szakemberek végzik, akik a legtobb esetben személyesen talalkoznak a betegekkel a vizsgalat soran.
A kozpontositott sziirdvizsgalatok esetén a vizsgalo csak a beteg fundusardl készitett digitalis fotot kapja
meg és hasznalja az értékeléshez. Mindkét protokoll hatranya, hogy alkalmazédséhoz jelentés szamd,

specialisan képzett szakemberre van szilkség, aminek koltségvonzata igen magas.

Az utébbi években szdmos kezdeményezés indult Gtjara azzal a céllal, hogy a RD sziirése soran
hagyomanyosan alkalmazott protokollokba olyan moddszertani lépéseket illesszenek, melyek —
tdmaszkodva a modern informatikai és laboratériumi technoldgidkra — csokkentik a szlirévizsgalatok
humaneréforras igényét. A humaneréforras igény csokkentése a sziréprogramok koltségének
csokkenésével jarhat, ami a vizsgalatokat a DM-ban szenvedé betegek szélesebb kore szamara teheti
elérhetévé. Munkacsoportunk ezen Uj mddszertanok kozil az alabbiakat valasztotta vizsgélatai

célpontjaul:

e a digitalizalt szemfenéki képeken azonosithatd, RD-ra jellemz6 elvaltozasok automatizalt
felismerése a képfeldolgozas eszkdzeivel

e a konnyben talalhatd fehérjék RD hatasara bekovetkezd, jellemzo koncentracid valtozasanak
vizsgalata proteomikai eljarassal

e akét fenti modszertan kombinalasara épiil6 eljarasok.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A retinopathia diabetica kialakulasa

2.1.1. A diabetes mellitus

A DM meghatérozads az anyagcsere betegségek egy csoportjat jelenti, melyek huzamosabban
fennallo magas vércukorszinttel jellemezhetéek. Globalis prevalencidjat a 20-79 éves korcsoportban
6,4%-osra becsulték 2010-ben, ami 285 millidé beteget jelentett. Egyes prognozisok szerint 2030-ra a
betegek arénya 7,7%-ra, szamuk 439 milliora n6het. A varhaté névekedés 69%-os a fejlé6do és 20%-0s a
fejlett orszdgokban, ahogy azt az 1. &bra is szemlélteti [2,3].

Boston Scientific

http://www.bostonscientific-international.com/templatedata/imports/HTML/intl/WorldDiabetesDay/worlddiabetesday_prevalence_intl.html

1. abra. A cukorbetegség globalis prevalencidja 2000-ben, valamint annak varhat6 névekedése 2030-ig.

A cukorbetegségnek két fo tipusa kiilonithetd el, melyek koziil az 1. tipus esetén abszolut
inzulinhiany alakul ki ismeretlen okbdl, vagy valamely immunologiai mechanizmus kovetkeztében, mig a
Il. tipus esetén a relativ inzulinhiany all a betegség kialakulasanak hatterében. A cukorbetegek nagy
hanyada II. tipusi cukorbetegségben szenved (kb. 90%), kisebb résziiket érinti csak az |. tipusu
cukorbetegség [4].

A DM kronikus betegség, melynek menedzsmentje szamos az életmodhoz kapcsolodo eldirasok

mellett tobbnyire gydgyszeres terapiat is tartalmaz. A kezelések célja a betegek vércukor értékeinek

8



normal tartomanyban tartasa. A sikeres betegségmenedzsmentnek alapvetd szerepe van a DM krénikus
mellékhatasainak megel6zésében, sulyossaganak csokkentésében. A tapasztalatok szerint a jo terapias
egyittmikodést mutatd betegek esélye az egyes szovédmények kialakuldséara jelentdsen elmarad a nem

kell6en egylittmiik6dé betegekétdl [5,6].

2.1.2. A diabetes mellitus kronikus szovodményei

A DM l.-es és ll.-es tipusara egyarant jellemzO, hogy a betegség huzamosabb fennallasat
kovetden kronikus szovédmények alakulhatnak ki. Kulondsen igaz ez azokra az esetekre, amelyeknél a
kés6i diagnozis miatt a betegség sokaig kezeletlen marad. A hosszi tava szovodmények elsésorban a kis

és nagyerek érintettségének kdvetkezményei.

A nagyerek karosodasa (macroangiopathia) leggyakrabban az agyi erek érintettségének kovetkeztében
kialakuld stroke, a coronaria erek karosodasa okozta angina, szivinfarktus, valamint a periférias artériak
sziikiilete okozta alsé végtagi fajdalom (claudicatio intermittens) és szdvetelhalas képében jelentkezik. A
kiserek karosodasa (microangiopathia), a szervezet egészét érinté megbetegedésrdl 1évén szd, szamos
szovédmény képében jelentkezhet. Ilyenek példaul a nephropathia, neuropathia, encephalopathia
diabetica, valamint jelen értekezés targyahoz kapcsoldddan a RD (2. abra).

Eredeti &bra: St Michael’s Hospital, Toronto http://healthtips.stmichaelshospital.com/tag/diabetes-complications/

A diabétesz szovodményei

Szemek
Fogak, iny

Nemi szervek

Artériak

Idegek

Lab

2. abra. A DM szovédményeinek leggyakoribb szervi lokalizacioja.




2.1.3. Retinopathia diabetica - a diabetes mellitus egyik leggyakoribb sz6v6dménye

A RD a DM leggyakoribb szovédményei kozé tartozik [7]. Kialakulasanak hatterében a retina
kisereinek karosodasa all. Szovettanilag a membrana basalis megvastagodasa a megbetegedés korjelzoje.
A megvastagodas mellett a membran szerkezete is megvaltozik, aminek kovetkeztében atjarhatébba valik
bizonyos plazma fehérjék és egyéb szerves makromolekuldk szdmara. A kialakuld eltérések
nagymértékben rontjak a retina microcirculatiojat, emellett a DM okozta anyagcsere eltérések direkt
modon is hatva nagymértékii pericyta vesztést okoznak. Ennek kdvetkeztében a retina erek keringésének

autoregulatioja is nagymértékben karosodik.

A RD stadiumai

A RD progressioja sordn, a kiilonb6z6 szemfenéki elvaltozasok megjelenése alapjan négy
stadiumot kilénboztetnek meg: i.) Praeretinopathia; ii.) Nonproliferativ (hattér) retinopathia; iii.)
Preaproliferativ retinopathia; iv.) Proliferativ retinopathia. llyen elvaltozasok példaul a - képfeldolgozasi
eszkozokkel torténd detektalas szempontjabol legfontosabb - az 1. stadiumban megjelend, de
szemtukorrel (apré voros pontként) csak a 2. stddiumban lathatdva valé microaneurysmak (MA-k). A 2.
stddiumban emellett intraretinalis bevérzések, kemény exudatumok és a macula oedemaja is megjelenhet
(3. abra). A pont/folt alak( bevérzések a capillarisok rupturdja kdvetkeztében alakulnak ki és tébbnyire a
MA-nal mélyebb rétegben helyezkednek el. A kemény exudatumokat a megndvekedett membran
permeabilitas kovetkeztében kiszivargo lipidek lerakddasa hozza létre. A MA-k id6vel thrombotizalnak és
egylttesen a vér-retina gat (BRB) karosodasa okozta ddémaval hozzajarulnak a maculopathia diabetica
kialakulasahoz. A RD kés6bbi stadiumaiban a lathato eltérések sulyosbodnak. Jelentds bevérzések, puha
exudatumok (gyapottépésszerii gocok) képében jelentkezd infarctusos teriiletek, a proliferativ staddiumban

pedig neovascularisatio jelei lathatoak [8].

A szemfenéki tlnetek felsorolasara a teljesség igénye nélkil kerllt sor, azonban fontos
hangsalyozni, hogy jelen munka szempontjabdl kiemelt szerepe van a MA-nak, mivel ez a laesio a RD
legkorabbi jelei kozé tartozik. Ha a fundus vizsgalata soran MA-t nem tudunk azonositani a RD
diagnozisa megkérddjelezheté [9,10,11]. Mivel célunk egy szlirés céljara alkalmazhatd eljaras
kidolgozasa, a RD-t a lehet6 legkoraibb stadiumban szeretnénk felismerni és nem toreksziink a betegseg
egyes fazisainak elkulonitésére. A vizsgalataink soran alkalmazott képfeldolgozas alapi eljaras
kidolgozasakor ezért helyeztilk a hangsulyt a MA detektdlasara. Mas képfeldolgozd eljardsok egyéb

laesiok felismerésere, sok esetben tobb laesio parhuzamos felismerésére is képesek.
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3. dbra. Egészséges szemfenék képe balra, RD képe maculopathiaval jobbra.

Mivel mas megbetegedések is karosithatjak a retinat, el kell killonitentink a RD illetve mas retinat
érintd megbetegedések okozta laesiokat egymastol. Eléfordulhat, hogy egyazon beteg retingjan a RD
tinetei mellett egyéb megbetegedésekre jellemz6 laesiok is megtalalhatoak (4. a&bra). (Mivel a
cukorbetegség diagndzisa nem zarja ki egyéb betegségek el6fordulasat ugyananndl a betegnél.) A
képfeldolgozas alapU rendszer kidolgozasa soran az alabbi megbetegedések jellemzd retinaeltéréseinek

megjelenésével kell szamolnunk leggyakrabban:

. DM

. id6skori macula degeneratio (AMD)
. glaucoma

. gyulladasos rendellenességek

. retinalis arteria occlusio

. naevus/melanoma
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National Eye Institute, National Institutes of Health (NIH), USA 9000 Rockville Pike, Bethesda, Maryland 20892

N T L degeneratio. ~ Atrophia  iddskori  macula

degeneratioban.

Diabetes mellitus D R o A RD kezeleseének eredmeénye
szovédményeként kialakult (Scatter lézer sebészeti
proliferativ  retinopathia  (0j alkalmazéasa).

abnormalis erek és hegszOvet

képzddése a retina felszinén).

4. &bra. Az egészséges retina képe mellett lathatd néhany jellemzé elviltozas szemfenéki képe. A
sziirovizsgalatok soran egyeb elvaltozasok felismerése nem elvart a hagyomdanyos sziirdévizsgalatok esetén
sem, igy erre az automatizalt eljarasokat sem kell felkészitenink.

2.1.4. A retinopathia diabetica okozta latasromlas

Egy az ezredfordulé idején készlt felmérés szerint, a vilagon tobb mint 180 milli¢ latasserult
ember élt a vizsgalat idején, akik kozll 40-45 milli6 volt vak. A latasvesztésben szenveddék szazalékos
aranya Eurdpaban 0,3%. A vakok 90%-a a fejlodé orszagokban élt: 70%-uk Azsiaban és tovabbi 20%
Afrikdban. A vakok 82%-a volt 50 év alatti. A latasvesztés az esetek 80%-aban megel6zhetd, vagy
kezelhet6 lett volna [12]. Az elkovetkez6 husz évben az elbrejelzések szerint a vakok szama
megduplazodhat. A magyarorszagi népességben a vaksag okai kdzott az AMD (22,7%), a RD (15,6%), a
rovidlatas (13,9%), a glaucoma (12,6%), a cataracta (7,0%) és a latéideg atrophia (6,4%) fordul el6
leggyakrabban. Huszéves életkor alatt a leggyakoribb vaksagi ok a korasziiléttek retinopatija, mig 40 és

60 éves kor kozott a rovidlatas (myopia) és a RD, 60 év felett a macula degeneratio és a RD, 80 év folott
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pedig a szemfenéki meszesedés (macula degeneratio) szerepel vezeté okként. A cukorbetegeknél a vakséag

gyakorisaga 25-sz6r nagyobb, mint az egészséges populacidban [1].

Egy 1980 és 2008 kozott késziilt, 35 tanulmany adatait feldolgoz6 munka alapjan a vizsgalt
22.896 diabeteses betegre vonatkozdan a RD teljes prevalencigja 34,6%-volt (95% CI 34,5-34,8). A
betegek 6,96%-a (6,87—7,04) volt a betegség proliferativ stddiumban, 6,81%-nak volt macula oedemaja
(6,74-6,89). A tanulmany szerint a szovodmények el6fordulasa erds Osszefliggést mutatott a DM

fennallasanak id6tartamaval, valamint a hemoglobin Alc atlagos értékével [13].

A latasromlas sulyossaga, egyenes aranyban all a betegség diagnosztizalasatol eltelt iddvel.
. tipust cukorbetegség esetén, a betegség 15-20 éves fennallasat kovetben, az esetek 80-95%-aban
fordul el6 bizonyos foku latasromlas (RD), melynek kb. fele elérehaladott (proliferativ) forma, mig 30 év
elteltével a betegek 100%-ban diagnosztizalhat6 valamilyen fok( latdideghartya érintettség. Egy az USA-
ban tortént felmérés szerint az amerikai cukorbetegek 40%-ban diagnosztizalhaté a RD valamelyik
stadiuma [14]. A II. tipusu cukorbetegség esetén, a betegség 15 éves fennallasat kovetéen kb. 70-80%-
ban alakul ki retinalis elvaltozas, melybdl a diagnézis feldllitasanak id6pontjaban kb. 20% esetén mar

megéllapithatd a latasromléas [14,15].

A cukorbetegség kovetkeztében kialakulé latasromlasban szenved6k szama és a betegség
stilyossaga fliigg az alapbetegség tipusatol, a cukorbetegség fennallasanak az id6tartamatol és az atlagos
vércukorszinttél. Mindezek mellett egyéb rizikofaktorok negativ hatasaval is szamolnunk kell, mint a

szisztolés és diasztolés hipertonia, diszlipidémia, nephropathia és infectiok jelenléte [15].

A betegség kezdetben tiineteket nem okoz. Akar a sokaig teljesen tiinetmentes megbetegedés is
megjelenthet hirtelen latasromldas, vagy latasvesztés képében (5. abra). Mivel a betegség korai felismerés
esetén a sulyos szovédmények kialakulasa megeldzhetd, illetve a szovodmények kezelhetoek a
cukorbetegség sziirése rendkiviili jelentdségii. A DM szemészeti szovodményeinek idében torténd

felismerésere ezeért vilagszerte szamos sziirGprogramot inditottak.
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NIH, National Eye Institute; http://www.nei.nih.gov/photo/keyword.asp?narrow=Eye+Disease+Simulation&match=all

Normal Vision

5. abra. A bal oldali kép az egészséges latast, a jobb oldali a RD-ben szenvedd betegek dltal tapasztalt
latasromlast érzékelteti a ,, beteg szemén at .

A diabeteses betegek tobb mint kétharmada fejlodé orszagokban talalhato (India 32 millio, Kina
21 milli6), ahol az egészségugyi rendszerhez valé hozzaférés nem altalanos [16]. A humaner6forras
magas koltségigényét finanszirozni nem képes, vagy egyszerlien szakemberhiannyal kiizd6 orszagok
intenziven keresik a jelenleginél kéltséghatékonyabb RD sziiré eljarasokat.

A RD kezelése dnmagaban is koltséges, aminél még koltségesebb a latdképesség elvesztésével
kapcsolatos tarsadalombiztositasi kiadasok. Ez utdbbi koltségtétel is eltrpil a munkéabdl valo kiesés és az
¢letmindség romlasa miatt elszenvedett tarsadalmi szintli veszteségek mellett. Becslések szerint az
altalanosan hozzaférhetd, fejlett modszertanon alapuld RD sziirés bevezetésével csak az Egyesult

Allamokban mintegy 167 milli6 dollart és 71.000 - 85.000 visus/év-et lehetne megtakaritani [17].
2.2. A retinopathia diabetica sziirése

A RD korai felismerésének alapja a kockazatnak kitett populacié — a DM-ban szenvedd betegek —
rendszeres szlirése. Az erre a célra szervezett sziiréprogramok koziil az egyik legeredményesebb az
,English National Screening Programme for Diabetic Retinopathy”. A jelenleg is futd
sziirbprogramokban — standardok szerint képzett — szakemberek kilonitik el az egészséges és a RD
tlneteit mutatd retinaképeket, majd kildik tovabbi vizsgalatokra és kezelésre azon pacienseket, akiknél
retinalis elvaltozast diagnosztizalnak, vagy ahol a képek értékelhetetlenek a nem megfelel6 minéség
miatt. A digitalis képek értékelését végzd szakemberek gyakran klinikai leolvasd centrumokba
tomorilnek (Reading Center), ahol a szamos szemészeti vizsgalohelyrol érkez6 digitalis képeket elemzik.

A vizsgalati eredményeket néhany nap elteltével kiildik vissza a vizsgalat kérdinek, hogy eldsegitsék az
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idébeni betegellatast. A képolvasd centrumok tobb, akar mas kontinensen elhelyezkedd vizsgéalohely

Osszegyljtott anyagat vizsgaljak.

Hazankban hasonl6 sziirdprogram beinditasara voltak kisérletek, de a sziirés magas koltségvonzatai
miatt ezek nem valtak széles kor szamara elérhetévé. Jelenleg a DM-0s betegek éves szemészeti
ellendrzése ajanlott annak érdekében, hogy a betegség szemészeti szovodményeit idoben felismerjék.
Amennyiben a szemfenéken RD-ra utald jel lathat6, a szemész szakorvos a latott kép stadiuma alapjan
dont az orvos-beteg talalkozds kovetkez6 id6pontjarol és az esetleges kezelés siirg6sségér6l. A
kozpontositott szlirdprogramot annak jelentds koltségvonzatai miatt még nem vezették be a
magyarorszagi szemészeti centrumokban, azonban a szakemberek nagy erdfeszitéseket tesznek a standard

fotddokumentalt sziirés elterjesztésére.

A RD sziirdvizsgalatoknak alapvetden kétféle modszertani megkdzelitése 1étezik:

e fundus- (szemfenék) vizsgalat: direkt vagy indirekt szemtiikrozéssel,

o retinafényképezés a hozza kapcsolodod osztalyozéssal [18,19].

Mint fentebb emlitettiik a RD korai felismerésének alapja a veszélyeztetett betegpopulécid rendszeres
sziirése. A sziirés céljara szolgalo a gyakorlatban is alkalmazott illetve a kisérleti mddszerek
teljesitményét az elmualt években intenziven vizsgaltak, aminek koszonhet6en viszonylag nagy
mennyiségli adat &ll rendelkezéslinkre az egyes modszertanok értékeléséhez és egymassal valo

0sszevetéséhez.

A Health Technology Board for Scotland megallapitasa szerint a réslampak hasznalataval végzett
indirekt szemtiikr6zés érzékenysége és specificitasa alapjan megfeleld eszkdz a retinaszlirés elvégzésére.
Héatranya azonban, hogy mivel a folyamat soran nem készil fotodokumentacio a retinarél, megoldatlan a
szakemberek munkajanak mindségellendrzése és a betegség progressiojanak, illetve esetenként a terapia
hatasossaganak nyomon kovetése. A direkt tiikrozéses modszer szenzitivitasa olyan alacsony, hogy

szlirdprogramok céljara nem alkalmas [20,21].

2.2.1. Aretinafényképezés

Mint lattuk, a képfeldolgozas alapu eljarasok alkalmazasanak eléfeltétele, hogy a betegekrdl
standard koriilmények kozott, jO mindségli digitalizalt fundus fotok késziiljenek. A kétmezOs
retinafényképezés alkalmazdsa megfelelé érzékenységet és specificitast biztosit ahhoz, hogy

szlirGvizsgalatok céljara alkalmazhato legyen. A digitalis fényképek készitésének elénye a képek konnyt
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tarolhatosaga és visszakereshetdsége. Ez alapjan barmikor elvégezhetd a vizsgalat utolagos ellendrzése.
Nem mellékes, hogy mivel a képek elektronikus uton tovabbithatdak, segitségiikkel térben elvalhat
egymastol a kép készitésének és vizsgalatdnak helye. Mindezek eredményeképpen a digitalis

retinafényképezés valt a szlirévizsgalatok “gold standardjava” [20]. A RD sziirésére alkalmazott standard

kétmez0s retinaképek példajat mutatja a 6. abra.

6. bra. A RD sziirésére alkalmazott standard fotédokumentdcio egészséges szemfenéki képen. A kép felsd
soraban a jobb szemrdl, az alsé soraban a bal szemrdl késziilt képek lathatoak. Az elsé kép a maculara,
mig a masodik a latoidegfire centralt.

A tele-health gyakorlat

A jelenleg alkalmazott sziirOprogramokban tavgyogyaszati ellatasi modellt (els6sorban az USA-ban) is

sikerrel alkalmaznak. A modell alkalmazasanak célja:

o Az ellatdshoz vald jobb hozzaférés biztositasa /a RD stddiumainak meghatarozasahoz és az
adekvat kezeléshez/.

e A RD kovetkezményeként kialakulo latasélesség-vesztés eléfordulasi  gyakorisaganak
csokkentése.

e A RD diagnosztikai kdltségeinek csokkentése.

e A tavgyogyaszat népszeriisitése a RD diagnosztikai-, és kezelési hatékonysadganak ndvelése

érdekében.

Azokban az orszagokban, ahol koézpontositott szlréprogramok léteznek, a programok

bevezetésének indokat a megeldzhetd betegség magas kezelési koltségei adjak.
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2.2.2. A jelenlegi klinikai gyakorlatban alkalmazott sziiréeljarasok bemutatasa

Nagy-Britannidban készilt felmérések szerint — ahol a vizsgaldk betanitasa és szdmonkeérése is
standardokon nyugszik — a RD detektaldsanak szenzitivitdsa 41-67% a héziorvosok, 48-82% az
optometristak, 65% a szemész szakorvosok és 27-67% a diabetoldégusok, valamint egyéb kdrhazi orvosok
altal direkt ophthalmoscoppal végzett vizsgalatok esetén. A referdlandd RD detektaldsaban az
optometristak 77-100% kozotti szenzitivitast értek el 94—-100 specificitas mellett [22,23].

A fényképfelvételek elemzésén alapulé moddszerek alkalmazasakor digitalizalt fényképeket
készitenek a betegek retinajardl, majd azokat egy késébbi idépontban az erre kiképzett szakemberek
elemzik. Egy szlirOvizsgalatok végzésére kiképzett szakember pupillatagitds mellett készitett 45°-0s

retinaképek vizsgélata soran 83-96%-0s szenzitivitast és 83-96% specificitast tud elérni [24].

A ,,The British Diabetic Association” (Diabetes UK) altal felallitott standard szerint a
sziirbvizsgalatok szenzitivitdsanak el kell érnie a 80%-ot, 95%-0s specificitdas mellett [25,26]. A
rendszeres szlirGvizsgalatokat szdmos orszagban centralizaltak, elsésorban koltséghatékonysagi ¢€s
mindségbiztositasi szempontok okdn [27]. A rendszerek jol iizemelnek, bar magas emberi eréforras

igényiik miatt csak a fejlett gazdasaggal rendelkez6 orszagok tudjak finanszirozni 6ket [28].

A kozpontositott RD sziirésben szamos iizleti vallalkozas is lehetGséget latott, igy Kisebb-
nagyobb aranyban magan és allami tulajdont sziir6haldzatokat is 1étrehoztak. Erre az egyik példa az
iScan az Inoveontdl (Inoveon Corp.; OKLAHOMA CITY, OKLA.). Az 1997-ben alapitott Inoveon vallalat
tobb mint 29 ezer klinikai iScan retinakép tanulmanyozasat végezte el sikeresen (7-mez6s). A kénnyen
hasznalhat6 iScan-el egy technikus digitalis fényképeket készit a betegek retindjarol, az elkészitett
képeket azutan elektronikus titon kiildik az Inoveon orszagos szlir6centrumaba, ahol képzett képelemzok
értékelik a képet és alkotnak véleményt a retina allapotardl. A képek egy kivalasztott mintacsoportja
ismételten vizsgalatra keriil annak ellenérzéséhez, hogy a kiilonbozé képelemzok ugyanigy értékelnek-e
egy adott fényképet. Azok a képek, amelyek alapjan nem egyértelmiiek a sz6védményekre utald jelek, az
Inoveon szemészeti igazgatdjahoz kerlilnek tovabbitasra egy masodik szakvélemény kialakitasara. Ha a
képek mindsége nem megfeleld az értékeléshez, az Inoveon javaslatot tesz a kezelGorvosnak a beteg
beutalasara egy szemészeti szakrendelésre. Az Inoveon szerint a rendszer mindségbiztositasi protokollja
teljesiti, s6t tulteljesiti, a HEDIS (Healthcare Effectiveness Data and Information Set, USA) altal

meghatarozott kdvetelményeket a RD sziirésének vonatkozasaban.
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Egy masik példa a Digiscope (Eli Lilly and Company; NYSE: LLY) A Johns Hopkins University-hez
tartozd6 Wilmer Ophthalmological Institute-nal az EyeTel altal kifejlesztett DigiScope® technoldgia a
DM-os betegeket ellatd orvosoknak segit a RD kockazatbecslésben a normal diabetoldgiai vizit soran. A
DigiScope félautomata optikai feje segitségével fényképeket készit a betegek fundusarol, ellenérzi a
képek elességét, majd az interneten keresztil elkildi a felvételeket marylandi Wilmer-EyeTel
sziirbkozpontjaba, ahol a képek elemzése zajlik. A leleteket az orvosok 48 6ran belll kapjak vissza, ami
alapjan a betegeket sziikseg esetén szemész szakorvoshoz iranyithatjdk. A DigiScope ugy kerilt
megtervezeésre és kialakitasra, hogy azt barmely orvosi rendel6ben, szakképzett fényképész

kozremiikodése nélkiil is lehessen hasznalni.

Az NHS Scotland orszagos szinten bevezette a RD sziirését. Az internet alapi e-health
technoldgia szallitéja a Siemens Medical Solutions Soarian® Integrated Care (Siemens AG; Munich;
Federal Republic of Germany). A rendszer dsszekottetést teremt a betegek kezelését végzd orvosok
kozott, és lehetdséget biztosit szamukra a kiilonb6z6 forrasokbol szarmazo képek és adatok lehivasara,
megtekintésére és tarolasara. Az emlitett forrasok a kovetkezok lehetnek: korhazi informacios rendszerek
(HIS), Képarchivalo és kommunikacios rendszerek (PACS) és digitalis fényképezdgépek. Az alkalmazas

lehetdséget ad jelentések elkészitésére vagy a munkafolyamatok optimalizalasara is.

A RISA (Retrinopathy Image Search and Analysis) program célja egy RD képkeresé és elemzd
technol6gia ”Retinopathy Image Search and Analysis” (RISA) valamint a tartalom alapu kép-
visszakeresés (content-based image retrieval — CBIR) metodusanak alkalmazéasa digitalis
retinadbrazolashoz kapcsol6dd gyors elemzés elvégzésére és a diagnozis kialakitasara tavgyogyaszati

modell alkalmazasaval.

A kdzpontositott RD telesziirési rendszerek altalaban a kovetkez6képpen mitkodnek:

e Az orvosi rendelében digitalis fényképet készitenek a cukorbetegek retinajarél, majd
o A felvételeket elektronikus ton tovabbitjak a sziirdcentrumba, ahol
e Az erre kiképzett személyzet (nem orvosok) megvizsgalja a képeket a RD és a macula oedema

szovédményeire utald jeleket keresve.

A szlir6vizsgalatok skalazhatosaganak és koltséghatékonysaganak javitasa érdekében szdmos
kutatocsoport dolgozik olyan automatizalt eljarasokon, melyek digitalizalt szemfenéki fotok értékelését
képesek elvégezni [29]. Az U] technoldgidk célja, hogy bevezetésével a RD sziirése soran az elsé
vizsgalatot végz0 szakember, vagy szakemberek egy része kivalthatd legyen. Az automatizalt

“eloszlirést” kovetden csak azok a képek keriilnének a szakemberekhez, amelyek az automata szerint
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kérdésesek, vagy pozitivak [30]. A kezdeti eredmények biztatdak. A szenzitivitas és specificitas értékek

megkozelitik a szakemberek altal elért értékeket [31,32].

2.3. Az automatizalt sziirést célzo eljarasok bemutatasa

Az automatizalt eljarasok fejlesztésének korai szakaszaban a fejlesztések az ember altal végzett
szlirést probaltdk utdnozni automatizdlhatdé moddszerek segitségével és egyértelmiien a humaner6forras
kivaltasat ttiztek ki célul. A korai tapasztalatok ezt kdvetden nyilvanvaldva tették, hogy a kiilonb6zd
projektek soran kifejlesztett rendszerek erre nem lesznek alkalmasak, viszont a betegek elGsziirése
automatikus rendszerek segitségével realis célkitiizés lehet. Utobbi esetben a szakembereknek csak a
pozitivnak, kétesnek, vagy értékelhetetlennek mindsitett felvételeket kell megvizsgalniuk. Ennek
eredményeként jelentdsen csokkenhet a sziirGvizsgalatok emberi eréforras igénye, ezaltal koltsége is. A
koltségek csokkenésével olyan helyeken is szervezhetdek szlir6programok, ahol eddig azokat nem tudtak
finanszirozni. A fejlesztések tllnyomd tdbbsége a digitalis retinaképek képfeldolgozasi mddszerek

segitségével torténd automatizalt elemzésén €s osztalyozasan alapszik.

2.3.1. A képfeldolgozas alapu mddszerek altalaban

A képfeldolgozas alapti modszerek a szemfenékrél készitett digitalis foton szamitogépes
algoritmusok segitségevel ismerik fel azokat az elvaltozasokat, amelyek a RD-ra jellemzéek. Az egyik
ilyen szemfenéki elvaltozas, amelynek detektalasara a napjainkban elterjedt algoritmusok tébbsége épul a
MA. A detektalas soran az algoritmusokat alkalmazo szoftver azonositja azokat a szemfenéki laesiokat,
amelyek feltételezhetoen MA-k. Ezt kovetoen a képeket osztalyozza annak megfelelden, hogy melyeknél
nagyobb ¢és melyeknél kisebb a valdszintisége, hogy a képen egy vagy tébb valodi MA taldlhatd. Az
el6bbi eseteket a ”beteg - RD” utdbbiakat a nem beteg — non-RD” kategoriaba sorolja.

Ha az automatizalt rendszereket a jovoben a klinikai rutinban szeretnénk viszontlatni, akkor
azoknak alkalmazkodniuk kell a betegellatés soran jelenleg alkalmazott protokollokhoz. A fejlesztés alatt
allo rendszerek célja a RD sziirése, azonban figyelembe kell venniink, hogy a szemfenéken mas
megbetegedések is jellemz0 eltéréseket okozhatnak. Az automatizalt képfeldolgozas alapt eljarasoknak
mitkodésiik soran a RD-ra jellemzd elvaltozasokat mas megbetegedésre jellemzd eltérések jelenléte
mellett is fel kell ismernilik, hiszen a cukorbetegseg nem zérja ki mas retinat érinté korképek parhuzamos
eléfordulasat. Az automatizalt rendszereknek ezeket az egyéb betegségekre jellemz6 elvaltozasokat el kell

tudniuk kiiloniteni az egészséges retina képétdl, azonban nem sziikséges az egyes laesiok azonositasa.
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2.3.1.1. A bemeneti, digitalis kép létrehozasa

A rendszerek inputjat digitalis képek jelentik. A klinikai gyakorlatban egy-, két-, harom-, és
hétmezos digitdlis képek késziilnek. A mezdk szdma megegyezik az egy retinarol készitett képek

szdmaval. Az egyes képek a retina kiilonb6z0 részeit abrazoljak egymassal atfedésben.

Az Airlie House hétmez6s osztalyozorendszerben (7. abra) minden szemfenékr6l hét fénykép

crer

(A retina képletei és az elvaltozasok gyakran jelentdsen eldemelkednek a retina sikjabol, s bizonyos

elvaltozasok felismerését (pl. macularis oedema) a 3D képek analizise jelentésen megkonnyitheti.

(http://www.abdn.ac.uk/~opt065/Web%20pages%200only/drh-16.htm)

7. &bra. Az Airlie House osztalyozorendszer.

Az inputot jelentd képek szabvanyositasa soran a kezdeti években a rendszerek fejlesztoknek
gondot okozott, hogy az akkoriban széles korben készitett fekete-fehér, vagy papir alapi hagyomanyos
fényképek digitalizalt valtozatait is feldolgozzak-e. Késébb a rendszercket az egy illetve kétmezds
digitalis retinafotékra optimalizaltak, ami aztan megkonnyitette a tobb klinikai centrumra kiterjesztett
validalast, valamint a fejleszt6i csoportok altal elért eredmények nemzetkdzi Osszevetését, a

munkacsoportok kozotti versenyek szervezését.

2.3.1.2. A képek szintartomdanydanak és normalizalasi médjanak kivalasztasa

A képfeldolgozas alapt sziirérendszer kidolgozasa soran figyelembe kell vennink azt a tényt,
hogy egyes laesiok jobban lathatbak a vords szin kisziirésével késziilt képeken. A szincsatornak
megvalasztasa mellett fontos el6feldolgozo Iépés a szemfenéki képek normalizalasa (standardizalasa)

azok méretére, intenzitas eloszlasara, zajcsokkentd elmosasara vonatkozoan.
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2.3.1.3. Szamitdgéppel tamogatott képanalizis

Az értekezéshen bemutatott munka el6kisérletei soran a normal szemfenéki struktarak (pl.: erek,
latoidegfd, sargafolt) azonositasat lehetdvé tevé algoritmusokat fejlesztettiink ki. Ezt kdvetéen a koros
retindra jellemzé morfologiai elvaltozasokat megbetegedések szerinti csoportokba soroltuk. Az egyes
diabetesre jellemz6 laesiok felismeréséhez specifikus algoritmusokat hoztunk létre, majd kilon
algoritmusokat dolgoztunk ki a szemfenék durva (nem DM specifikus) elvaltozasainak elsziirésére. Az
értekezésben bemutatott képfeldolgozas alapli eljarasban ezek kozil kizardlag az eléfeldolgozasi

Iépéseket és a MA detektaldsara szolgalé algoritmusokat alkalmazzuk.

2.3.1.4. A normal szemfenéki struktirak és a laesiok felismerése

A munkank eldkisérletei soran kifejlesztett dontéstdmogatd rendszerek az egészséges retina
jellemz6it, valamint az emlitett koros laesiokat is objektumokként, vagy objektumok csoportjaként
azonositottak. Az objektumok azonositasa utan azokat egészséges és beteg (RD) csoportba soroltak. Jelen
munka keretében megfelelé eredménynek tekintettiik pusztan a szlirés elvégzését €s a retina elvaltozasai
kozul kizardlag a MA-k azonositasara fokuszaltunk. Ennek oka az, hogy a hasonld, csak MA-kat
detektal6 megoldasokrdl all rendelkezéslinkre a legtdbb adat és ezek a megoldasok allnak legkozelebb a
rutin klinikai alkalmazashoz. Emellett szerettiik volna, ha a sajat megoldasunk a késdbbiekben kdnnyen

osszevetheté a mas munkacsoportok altal fejlesztett rendszerek teljesitményével.

A retina laesiok koziil néhany tobb betegségre is jellemzé lehet. Mas laesiok kizarolag egy
meghatarozott rendellenességhez kapcsolodnak, vagy jellemz6 kombinaciok részeként jelennek meg.
Példaul a Drusen és a kemény exudatum egyforman sargasfehér foltként jelenik meg a kétdimenzios
képeken. A spektréal-analizis segitségével a két elvaltozas elkiilonitheté egymastol. Ezek az elvaltozasok
meéret-, szin- és alaktani sajatossagaikon alapuld, valamint a koriilottiik elhelyezked6 addicionalis

képletek (pl. exudatum esetén kapcsol6dd MA) tanuldalgoritmusokkal megkiilonboztetheték egymastol.

2.3.1.5. Tanuléalgoritmusok alkalmazasa

A retina egyes elvaltozésainak azonositasara kidolgozott legmodernebb eljarasok
tanitéalgoritmusokra épitkeznek. A leggyakoribbak az apré, vords elvaltozasok vagy a vilagos
(fehéres/sargas) elvaltozasok detektalasara és osztalyozasara kidolgozott eljarasok [33,34]. A betanitashoz
a képelemekhez (példaul képpontokhoz vagy nagyobb képi egységekhez) sajatsagvektorokat rendelnek,
ahol az egyes sajatsagokat (skalar értékeket) tobbnyire szélesebb korben is hasznalt sajatsagkinyerékkel

hatarozzak meg.
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Tobbvaltozos statisztikai modszerekkel (példaul faktor/regresszid analizissel) ellenérizhetjik az
egyes sajatsagok redundanciajat, relevanciajat, illetve olyan tanulé- és osztalyozé algoritmusokat
fejleszthetiink, amelyek figyelmen kivil tudjak hagyni a kevésbé relevans sajatsdgokat. Az egyik ilyen
korszeri osztalyoz6 algoritmus példaul a support vector machine (SVM). A SVM-et az értekezésben

bemutatott munka soran is hasznaltuk.

2.3.1.6. A retinopathia diabetica sziirésére alkalmas képfeldolgozé rendszer miikodése
A kép hatterének eltavolitadsa - Maszkgeneralas

A retinarol készitett felvételeken a retina képleteinek adatait el kell valasztanunk a kép hatterétél.

Ekkor a minket érdekld teriileteket kiilon vizsgalhatjuk, kikiiszobolve a hattér zavaro hatasat.

A retina képére félkor alaki maszk helyezhetd, amelyet a zold szincsatorna intenzitdsanak
valtoztatasaval hozunk létre. Kissé precizebb mddszert kapunk, ha mindharom szincsatorna (RGB)
intenzitasat valtoztatjuk. A képen talalhato nem kivanatos artefactumok megfelel6 matematikai

morfolOgiai operatorok (erézid, dilatacio, nyitas, zaras) alkalmazasaval konnyen eltavolithatdak.
A digitalis kép mindségének javitdsa

Retinafényképezés kozben szamos olyan zavard tényezé I1éphet fel, mely rontja a képmindséget
(pl.: cataracta, pislogas, nem megfeleld fényviszonyok, homalyos eliilsé szegmentum, cornealis
elvaltozasok), ezért a bevitt adatok minéségének ellendrzése és javitasa fontos eleme az automatizélt

dontéstamogatd rendszer fejlesztésének. (Példaul a fentebb emlitett Eye Check program esetében a

készitett felvételek 12%-a szemészetileg nem volt értékelheto.

Tovabbi problémat okoz a képek értékelése soran a nem megfeleld kontraszt, ez kiilondsen a
fovea pontos helyének meghatarozasakor jelent problémat. A képélesség javitasa mellett szilkség van a

szinek normalizélasara is.

A szemfenéki kép normal képleteinek azonositasa

Miutan a fent leirtaknak megfeleléen megtortént a kép mindségének javitasa, a normal
szemfenéki képletek azonositasa kovetkezik. Az azonositott képletek normal és koéros voltanak

elkilonitésére laesio specifikus algoritmusokat fejlesztiink.

Az érhaldzat a szemfenék egyik legmegbizhatébban detektalhatd anatémiai képlete. Az alaposan
feltérképezett érhalozat segitségével mas képletek (latoidegfo, sargafolt) helyzete is konnyebben
meghatarozhatd. A szakirodalomban szamos technikat leirtak az érhaldzat szegmentalasara vonatkozéan.

A laesiok tobb tipusa is csak megfeleléen feltérképezett érhaldzat segitségével azonosithato.
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A kép orientacidja pontosan meghatarozhat6 a helyi tajékozodasi szisztéma szerint, amelynek a
kiindulasi pontja a sargafolt centrélis része (fovea), horizontalis tengelye pedig a latéidegfé iranyaba
mutat. Egészséges retina esetében a latoidegfé konnyedén azonosithatd vildgos foltként jelentkezik a

retina ereinek talalkozasi pontjanal.

A fovea azonositasa a retina feltérképezésének kovetkezd 1épése. A 1atoidegfd és a fovea kozotti
tavolsag kozel allandonak tekinthet6. Ezen geometriai sajatossag figyelembe vételén kiviil a fovea

helyének meghatarozasakor segitséget jelenthet a teriilet alacsonyabb fényintenzitasa is.

A leggyakoribb retina laesiok detektalasa

A retina kiilonb6zé rendellenességei kiilonbozo vizudlis sajatsagokként jelennek meg a
szemfenékrol készitett képeken (8. abra). Jellemezhetdek példaul a sziniik, alakjuk és méretiik alapjan. A
kemény exudatumok, gyapottépésszerii gocok és Drusenek viladgos foltokként jelennek meg a szemfenéki

képeken.

8. &bra. A képen az iddskori népességben viszonylag gyakran eldforduld elvaltozasok lathatdak: kemény
és puha Drusenek az éleslatas helyén, mely nem RD-ra jellemz4 elvaltozas.

A kemény exudatumok fehér vagy sarga foltjainak kimutatasa lehetséges példaul a RGB

crer

jelentkeznek a retindn. A Drusen ugyan az AMD-re jellemzé elsdsorban, de idésebb életkorban
egészséges személyeknél is eléfordul, kis-méretii fehér, vagy sarga elvaltozas képét mutatva. Nagyobb

méretli vagy szamu Drusen jelenléte a maculaban azonban koros allapotot jelez (AMD). Az osztalyozas
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sordn az algoritmusok Kifejlesztését neheziti, hogy alkalmasaknak kell lenniik a RD-ra jellemz6
elvaltozasoknak a Drusenektél valo elkiilonitésére, viszont az egyes elvaltozdsok egyértelmi

azonositasara a sziirés soran nincs sziikség, igy 2D képeken a gépi tanulas jol alkalmazhat6 eszkoz erre a
celra.

A vérzések és MA-k voros laesioként jelentkeznek a szemfenéki képeken. A MA-k apro, kerek, voros
elvaltozasok, mig a vérzések lehetnek pont, folt és lang alakdak. A szinik hasonlé a véredényekéhez,

valamint a szemfenék hatteréhez, ezért az azonositasuk érdekében fontos a laesiok kontdrjainak élesitése.

9. dbra. Microaneurysmat abrézol6 kép, mely a RD kialakulasanak korai jele.

10. &bra. A RD eldrehaladtival gyapottépéses gocok és egyre kifejezettebb vérzések jelennek meg a
szemfenéken.
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11. &bra. Proliferativ RD képe, latdideghartya és tvegtesti verzéssel.

A vénas hurkok detektalasanak feltétele a szemfenék érhaldzatanak pontos feltérképezése.
Matematikai jellemzésiik példaul egy absztrakt graf keringési rendszerhez val6 kapcsolasaval lehetséges,
ahol a véredények vastagsaga pixelben kifejezhetd. Detektalasukban fejlett matematikai morfologiai

eszkdzok (peldaul vazkijeldlés) hasznalhato.

A macularis oedemara a 2 dimenzids (D) képen az alabbiak utalhatnak: i.) a foveolatdl 1 latoidegfo
atmér6n beliil fellelheté kemény exudatumok; ii.) csoportban el6forduld exudatumok a makul&ban; iii.) a
foveolatol 1 latoidegfé atmérdn beliil fellelheté MA vagy vérzés, melyet 3D megjelenités esetén a

foveolatol 1 1atoidegf6 atmérdn beliil fellelhetd retinalis megvastagodas egészit ki.

A RD diagnosztizalasa soran a 3D alapl képanalizis kivalthaté 2D alapi képanalizissel. A 3D
alapu megjelenités pontositja ugyan a 2D alapl képmegjelenitést, de az oedema egyértelmii diagnozisa,
valamint az elvégzendé terapias 1ézerkezelés megtervezése tovabbi fluorescein angiographias vizsgalatot
tesz szlikségessé. Sajat munkank soran ezt az eljarast nem alkalmaztuk, mivel a RD automatizalt sziirése

soran jelent6sége elhanyagolhato.

Dontéshozatal

A laesiok azonositasa utdn a képeket koros és egészséges csoportokba szilkséges sorolni. Az
osztalyozas torténhet példaul neurdlis halézatok, SVM, vagy Bayes-halok segitségével. Két utobbit

munkank soran alkalmaztuk is, igy alkalmazésukat a modszertani fejezetben részletesen bemutatjuk.
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A sziirorendszer miikodésének Iépései

A fentieket 6sszegezve tehat altalanossagban egy automatizalt sziir6 rendszer miikodése a kovetkezd

1épésekbal all:

o Maszkgeneralas (az érdeklédési teriilet elvalasztisa a hattértél)

o Képmindség javitasa (szin/fénymindség normalizalasaval)

o Digitalis kép jellemzdinek kinyerése (beleértve az egészséges képleteket és szamos laesiot, a mi
esetlinkben MA-kat)

e Dontéshozatal.

2.3.2. Microaneurysma detektor - a leggyakrabban alkalmazott képfeldolgozas alapu
szilroeljaras

A retinat érint6 laesiok nagy szdma és variabilis megjelenése miatt az automata rendszerek
fejlesztése soran kifejlesztett algoritmusok olyan elvaltozés detektalasara fékuszalnak, mely kénnyen
leirhatd, viszonylag konzekvens megjelenésii és érzékeny, korai indikatora a RD kialakulasanak. Ez az
elvaltozds a MA, mely a RD legkorabbi tineteinek egyike, és jelenléte nélkil a RD diagndzis nem

allithato fel [9, 10, 11]. Ennek tiikrében nem meglepd, hogy az automatizalt sziirGeljarasok tobbsége

kizarélag ezen elvaltozasok kimutatasara koncentral, figyelmen kivil hagyva az 6sszes tébbi elvaltozast.

A fejlesztések eredményeként a MA detektorok specificitasi és szenzitivitasi értékei kozelitik a
human vizsgalok eredményeit. Az automata vizsgalatok nagy elényének tartjak, hogy a szoftverek egy
adott vizsgalohelyen és betegpopulécién stabilan hozzak a beallitaskor mért értékeket, mig a human

vizsgalok eredményei egymastol illetve napszaktol és egyéb tényezoktol fiiggben eltérnek [35,36,37].

Az egyes fejlesztdi csoportok eredményeinek  Osszehasonlithatova — tételének  és
osszehasonlitasanak céljaval a University of lowa MA detektor fejlesztéi versenyt szervezett
(International Retinopathy Online Challenge), melyen munkacsoportunk tagjai 2010-ben a legjobban

teljesitd algoritmus dijat szerezték meg [38].

Ha egy képfeldolgozas alapu dontéshozd rendszernek egyféle elvaltozas felismerésére kell

fékuszalnia, akkor az eredmények lényegesen jobbak és reprodukalhatébbak.
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12. &bra. A szabad szemmel alig észrevehetd MA-K, hajszdlvékony erek kis buborékszerii kioblosodései. A
szines szemfenéki képen a MA-k piros pontok képében jelennek meg.

Az automata eldsziirés mikodési elve az igen/nem (RD/non-RD) déntéshozé mechanizmuson
alapszik. Durva kozelitéssel azt mondhatjuk, hogy ha a képfeldolgozé eljards alkalmazédsa soran a
szemfenéki képen az algoritmus nagy biztonsdggal MA-t detektal, a vizsgalt képet a RD csoportba
sorolja. Ezen csoportba kertilnek azok a képek is, melyeket az algoritmus valamilyen ok miatt nem tud

besorolni az egészséges csoportba, azaz ,.kétes”-nek itél meg.

Ennél a modszernél gyakrabban alkalmazzdk azt a technikat, amikor a képeket gépi tanuld
algoritmusokat alkalmazva a képfeldolgoz6 algoritmusok &ltal azonositott MA-k szama alapjan soroljak
be a képet RD, vagy non-RD csoportba. A RD csoportba sorolt képeket a szlirérendszer szakember altali

vizsgalatéra tovabbitja.

Az ellatérendszer szempontjabdl a nyereség az, hogy a “biztosan” egészséges kategériaba sorolt
képeket szakembereknek nem kell latnia. Ezzel nagy populdciok sziirése esetén jelentds koltség és ido

takarithatd meg.

2.3.3. Konnyproteomikai alapu eljarasok

A konnyfolyadék 0Osszetétele igen komplex nagy mennyiségii fehérje mellett jelentds

mennyiségben tartalmaz lipideket, sokat, mucint és egyéb szerves molekulakat. Elsddleges szerepe a
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cornea nedvesen tartdsa €s sikositdsa, valamint els6 védelmi vonalként szolgil a kérokozok elleni
védelemben [39,40]. A konny Osszetevdi koziil a fehérjék fordulnak elé a legnagyobb mennyiségben,
hozzavetblegesen 95%-at adva a konnymintak szaraz tomegének [41]. A fehérjék els6dleges forrasai a
konnymirigyek. Emellett a szem felszinét boritd epithelbdl és a vérbol szarmazo fehérjék szintén
jelentésebb mennyiségben fordulnak elé. Tobb mint 500 azoknak a fehérjéknek a szdma, amelyek
igazoltan kimutathatoak a konnyfolyadékban. [42,43].

A konny fehérjedsszetétel valtozasok elemzésével tobb kutatdcsoport is foglalkozott az elmalt
években, akik részletesen leirtdk a fehérjedsszetétel megvaltozasat példaul a sebgydgyulés illetve
gyulladasos megbetegedések kapcsan. Elektroforézises és tomegspektrometrids technikékkal végzett
vizsgalatok tamasztjak ala azt a tényt, hogy az egészséges és DM-ban szenvedé személyek konny fehérje
Osszetétele jellemz6 eltéréseket mutat [39, 40].

A konnyfolyadék fehérjedsszetételének vizsgalatara olyan kvantitativ és kvalitativ technikékat is
alkalmaznak mint az egy és kétdimenzios elektroforézis, az ELISA és Western blot [44,45,46]. Az utobbi
id6kben nagy szenzitivitasi és nagy ateresztéképességli modszereket kezdtek alkalmazni a
megbetegedések és traumak fehérjedsszetételre gyakorolt hatdsanak vizsgalatara. A MALDI-TOF,
SELDI-TOF és a folyadék kromatografiaval kapcsolt LC/MS tomegspektrometrids analizisek
segitségével a konnymintadk mikroliteres mennyiségeibdl is elérhetévé valt a fehérje profil meghatarozasa
[47,48,49,50]. Ismert tény, hogy RD fennalldsa esetén a szemben 1évé erek falanak permeabilitasa
megvaltozik, ezért azt feltételeztlik, hogy ez hatassal van a kénny fehérjedsszetételére is [51, 42].

Egyes kutatocsoportok hasonld jelenséget figyeltek meg a szem belsejét kitoltd iivegtestnél.
Azonositottak olyan fehérjéket, melyeknek az livegtestben mért koncentracidja RD esetén megemelkedik
[52].

A retina kéros allapotai az lvegtest fehérjedsszetételére is hatnak kilondsen akkor, ha a BRB
sérult [53]. A BRB sériilése gyakran eléfordul RD, AMD, retina véna okkluzio, uveitis és egyéb kronikus
retinat érinté megbetegedések esetén [54]. A RD komplex rendszerbetegség, amely érinti a kis és
nagyerek falait, gyulladasos folyamatokat az idegsejtek elhalasat idézheti elé ho-sokk proteinek (pl.
crystallin) fehérjék termelddését valtva ki ezzel. A sérult BRB funkcio kdzponti mechanizmusa a retina
endothel sejtek megvéaltozott permeabilitdsa, melyet a ndvekedési faktorok, cytokinek és advanced
glycation end products (AGEs) megemelkedett szintje, a gyulladisos folyamatok és a pericyték
elvesztése. Ezzel parhuzamosan az endothelidlis sejtek kozotti kapcsolatok megnyilasaval, valamint a
caveolaris transzport mechanizmusok sériilésének mennyiségi és minéségi valtozasaval fokozotta valnak

a sejteken keresztuli, illetve sejtek kozotti transzport folyamatok.

28



A pericyték és astrocytak funkcionalis valtozasai, az endothelidlis glycocalyx és az endothelialis
lamina basalis strukturélis valtozasa szintén hozzajarulnak a BRB ateresztoképességének novekedéséhez.
A Starling-mechanizmusnak megfeleléen a plazma proteinek BRB endothel sejtek okozta fokozott
transzcellularis transzportja megnoveli az interstitialis tér ozmdzis nyomésat, amely az egyik

legmeghatarozobb faktor a macularis oedema kialakulasa soran [54].

Az Ujabb teljes fehérje analizist lehetévé tevd vizsgalatok azt mutatjak, hogy az altalanos stressz-
valasz a h6é-sokk fehérjék szintjének emelkedéséhez vezet. A retindban expresszalt alpha-crystallin DM-
ban overexpresszaltta valik, mely a retina sejtek adaptiv valaszanak tekinthet6 [55]. Ezek a valtozasok
Iényegesen specifikusabbak RD-re, mint a konny proteom valtozasai, azonban az {ivegtestbdl torténd
mintavétel invaziv modja jelentdsen korlatozza a modszer alkalmazhatosagat. Mivel a crystallin szamos

korfolyamatban is emelkedett lehet, biomarkerként vald hasznalhatdsagat alacsony specificitasa is gatolja.

RD biomarkerek

Az utébbi néhany évben szamos potencialis biomarkert azonositottak immunhisztokémiai, gPCR
alapl mRNS-expresszios vizsgalatok vagy individualis fehérje koncentracido mérés segitségével. llyenek
voltak példaul a szérumban 1évé retinol k6td protein 4, a plazma apelin, az tvegtestben 1évé PDGF és
VEGF, a koénny lipopolszacharid (LPS)-k6t6é protein és szolubilis CD14, melyeknek emelkedett szintjét
mérték proliferativ RD-ban szenvedd betegeknél [56,57,58,59,60]. A projektek az egyes fehérjék célzott
analizisén alapultak, igy nem adtak ralatast a fehérjedsszetétel globalis mintazatanak valtozasaira. Egyes
kutatocsoportok vizsgaltak a neovascularizalt membran és a nem vaszkularis epiretindlis membran
Osszetételét proliferativ. RD-ban szenvedd betegeknél poolozott mintdkon LC-MS/MS metddust
hasznédlva. A vizsgalatok a periostin és a pigment epithelium derived factor (PEDF) szintjét talaltak
szignifikansan magasabbnak a RD-4s betegeknél [61].

Masok RD vérplazma protein biomarker panelt hoztak létre kvantitativ tdmegspektrometria
alkalmazasaval [62]. Az eredmények hasznosithatosdgaban erds korlatot jelent az a koriilmény, hogy a
vérben 1évé fehérjék koncentraciovaltozasai sokkal inkabb a DM korjelz6i és kevéssé korrelalnak a
szemben bekovetkezo elvaltozasokkal.

Munkacsoportunk volt az els6, aki a RD hatasara bekovetkezé konny proteomikai mintazat
valtozasat vizsgalta gépi tanulas alapl modszertannal. Kénnymintak noninvaziv médon gytjthetdek,
emellett a konny fehérjedsszetételének valtozasa varhatéan jobban korreldl a szemben bekdvetkezo
véltozasokkal, mint a periférids vér fehérjedsszetételének valtozdsa. Varakozasaink szerint ez a keét
tényez6 teheti a konny proteomikai megkozelitést alkalmassa jovébeni klinikai diagnosztikai

felhasznalasra.
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Az altalunk is alkalmazott iTRAQ technoldgiat korabban sikerrel alkalmaztdk széraz szem
szindréma biomarkerek azonositasara [63]. Az iTRAQ kvantitativ proteomikai eljaras egy robosztus
technika, mely lehet6vé teszi a fehérjék kémiai jel6lését kiilonboz6 stabil izotopot tartalmazo kodolt
markerekkel, igy tobb minta egyidejii vizsgalatat a kisérletek soran [64,65].

Munkacsoportunk jelen munkat megel6z6 elokisérletei soran a RD betegektdl és a kontrolloktol
szarmaz6 iTRAQ jeldlt konnymintakat nanoHPLC vel kapcsolt nano-ESI MS/MS 4000 QTRAP témeg
spektrométer segitségével vizsgalta és megkisérelte RD-ra jellemz6 fehérje biomarkerek azonositasat.
Ezen kisérletek elsddleges célja a quantitativ proteomikai technikdk alkalmazdsa volt a RD
progresszidjanak monitorozasara. A vizsgalat soran ennek megfeleléen olyan biomarkereket kiséreltiink
meg azonositani, melyek a RD proliferativ staddiumanak kialakulasat képesek elérejelezni olyan koran,
amilyen koran csak lehetséges. 6 potencidlis fehérje biomarkert azonositottunk a vizsgalatok soran:
lipophilin A, lipocalin 1, lactotransferrin, lacritin, lysozyme C és immunoglobulin lambda lanc [51].

A legujabb gépi tanulds alapi modszerek képesek arra, hogy a betegek konnymintaiban

cy ey

elemzéseket és a vizsgalt személy besorolasat (RD/non-RD) csoportokba [66].

A diagnosztikai panel altal alkalmazott markerek szamat a klinikai rutinban valé kdnnyebb
alkalmazhatosag érdekében a jovében csokkenteniink kell, ami lehet6vé tenné, a kisérletek soran
alkalmazott és még relative koltséges tomegsprektometriai technikak kivaltasat olcsd, gyors és kénnyen

hasznélhat6 technolégiaval.

2.3.4. Kombinalt eljaras - a konnyproteomika és a képfeldolgozas kombinalasa

Hasonl6 eljards leirdsat a tudomanyos szakirodalomban nem talaltunk. Munkacsoportunk
legUjabb kutatdsai a kdnnyproteomikai vizsgalatok és a képfeldolgozas alap vizsgalatok kombinalt
alkalmazasara iranyulnak. A koncepcid hatterét az a feltételezés adja, hogy eltérd technologian és
modszertanon alapuld fuggetlen, eltéré adatforrasbol szarmazo bemeneti adatok egyiittes vizsgalata
javithatja a sziirGeljaras pontossagat. Elképzelésiink szerint a modszertan a klinikai rutinban ugy
miikodne, hogy a szemfenék vizsgalat (fotzas) idépontjaban egy konnyfehérje marker gyorstesztet is
elvégeznének. A képfeldolgozas és a konnyfehérje teszt eredményét egy orvosi dontéstdmogatd szoftver
egylttesen értékelné. A kombinalt vizsgalat eredménye vélhetGen megbizhatobb eredményt biztositana,
mint az 6nalléan alkalmazott képfeldolgozo, vagy kdnnyproteomikai eljaras. Munkank méasodik fazisaban

ezt a kérdést tanulmanyoztuk.
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2.4. Célkitiizések

Munkacsoportunk 2008-6ta foglalkozik képfeldolgozés alapi mddszertanok kidolgozésaval. A
képfeldolgozas alapu eljarasok szakirodalma rendkivil szertedgazo. Sajat korai kisérleteink ezen
eljarasok eredményeinek reprodukalasara, késébb fejlettebb eljarasok kidolgozasara iranyultak.

A képfeldolgozasi modszertan alkalmazésa a DM-ban szenvedd betegek fundusardl készitett
digitalis képeken torténik. Az elemzés soran azonositani kivanjuk azokat a szemfenéki elvaltozasokat,
amelyek megjelenése a RD-ra jellemz6. Az altalunk kidolgozott eljarasok egy része tobb RD-ara tipusos
elvaltozasféleség egyidejli felismerésére volt képes. Mas eljarasokat kizarolag egy elvaltozas, a MA
felismerésére hoztunk létre. Az értekezés alapjaul szolgdlé munka 2. fazisa soran egy masok altal
kifejlesztett MA detektort implementaltunk és hasznaltunk célkitlizéseink megvalositasahoz (ahogy azt a
3.2.2. fejezetben részletesen bemutatjuk).

Az értekezés alapjaul szolgdlé munka 1. fazisaban egy a terlleten eddig nem alkalmazott
modszertanban, a kdny-proteomikai vizsgalatokon alapuld RD sziirésben rejlo lehetéségeket vizsgaltuk.
Munkank hatterét az a felismerés adta, hogy a kiilonb6z6 szemészeti korképekben megvaltozik a
konnyfolyadék fehérje osszetétele [39, 40]. A betegségek hatasara kialakuld konnyfehérje Osszetétel
valtozas mintazata jellegzetes lehet bizonyos megbetegedésekre, ami alkalmassa teszi 6ket szlirGs €s
diagnosztikai eljarasokban valo alkalmazésra. Feltételeztik, hogy a RD esetében is talalhatunk ilyen

jellemzo fehérje koncentracio mintazatbeli eltéréseket.

Jelen munka soran a fehérje koncentraciok globalis mintazat alkalmazasaval megkiséreltiik
értékelni a modszertan potencidlis teljesitményét, valamint a markerszam csokkentésének hatasat a
vizsgalat szenzitivitds és specificitas értékeire. Ezt kovetden (munka 2. fézisa) kombinaltuk a
kénnyproteomikai és a képfeldolgozas alapi mddszertanokat. Ertekezésemben a koénnyproteomikai
illetve a kombinalt médszertan vizsgalataval kapott eredményeket mutatom be.

Az 1. munkafazisaban a kénnyben talalhat6 fehérjék RD-markerként val6 alkalmazhatdsaganak
vizsgalatara fokuszaltunk. Elokisérleteink soran sikerrel azonositottunk olyan fehérjéket, melyek a RD-
ban bekovetkez6 jellemzd koncentraciovaltozasuknak koszonhetéen markerként hasznalhatéak. Munkank

célkitlizései a kovetkezdk voltak:

koncentracitjanak egyidejii meghatarozasaval olyan globalis mintazatokat kivantunk azonositani, melyek
a RD-ra jellemzdek. Feltételezésiink az volt, hogy ha egyidejiileg tobb fehérje RD okozta valtozasat is

figyelembe vehetjiik, a szlirt populacio precizebb osztalyozasara leszink képesek.
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Célkitiizés 11.: A konnyfehérje koncentraciok globalis mintazatanak vizsgalatat kdvetden szerettiik volna
a vizsgalt fehérjék szamat csokkenteni Ggy, hogy azzal a mddszer diagnosztikai pontossagat ne
csokkentsiik jelentésen. Az alacsony prediktiv értékkel bird markerek kizardsa, vagyis a vizsgalt
markerek szamanak csOkkentése, az eljaras koltséghatékonysagat novelni, kivitelezhet6ségét pedig
egyszeriibbé, gyorsabba tenni volt hivatott. Elképzelésiink szerint ezzel az eljaras klinikai rutinban valo
alkalmazésanak esélyét ndvelhetjuk. Tavlati célunk olyan a jarébetegellatasban is hasznalhaté gyorsteszt

kidolgozasa, mely a konnybol képes rovid id6 alatt a RD jelenlétét megallapitani.

A 2. munkafazisban a konnyproteomikai és a képfeldolgozadsi modszertanok kombinalasan
alapuld RD sziir6 eljarast dolgoztunk ki és vizsgaltunk. Ennek kapcsan az alabbi célkitiizést fogalmaztuk

meg:

Célkitiizés IIL.: Vizsgalataink soran a szakirodalomban leirt eredményekkel vald 6sszehasonlithatdsag
érdekében egy a masok altal kidolgozott és publikalt képfeldolgozas alapu eljarast implementaltunk. Az
eljaras a RD korai jeleként szamon tartott MA-k detektalasan alapult. Miutdn az eljardssal kapott
eredményeket reprodukaltuk, bizonyitani akartuk, hogy a fentiekben leirt kdnnyproteomikai eljarassal
kombinalva a kombinalt modszertan teljesitménye meghaladja i.) a fent leirt tisztan kénnyproteomikai
markerek hasznalatara épuld eljaras teljesitményét ii.) és a tisztan képfeldolgozas alapd mddszertan
eredményét is. A kombinalt eljards hasznalata soran a képeken azonositott MA-k szaméat és a

konnyfehérje koncentracio értékeket, mint a betegség jellemzoit egyiittesen vettiik figyelembe.
3. Metodikak

A metodikdk bemutatasanal kiloén mutatjuk be a kénnyproteomikai markerek RD sziirésére valo
felhasznalhat6saganak vizsgalatara iranyuld kisérleteink soran hasznalt médszertant illetve a kombinalt,
képfeldolgozasi és konnyproteomikai markereket egylttesen hasznal6 kutatasainkhoz kapcsol6do

eszkdzoket és mbdszertant.

3.1. A konnyproteomikai alapu sziirés modszertananak vizsgalata soran

alkalmazott moédszerek

3.1.1. Betegvizsgalat és mintavétel

A munka els6 szakaszaban 119 diabeteses beteg keriilt bevonasra a Debreceni Egyetem
Szemklinikajanak jarobeteg szakrendelésérol. 73 betegnél csak az egyik szembdl vettiink kdnnymintat, a

kizarasi kritériumok teljestilése miatt, melyek az aladbbiak voltak: szemfelszini betegség (pl.:
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keratoconjunctivitis sicca), operalt szem, nem diabeteses eredetii szemfené¢ki elvaltozas, illetve a beteg
egylittmiikodési hajlandésaganak hianya. A vizsgalatbol azon szemeket is kizartuk, ahol a retinafotozas
nem volt kivitelezhetd, mivel a RD diagndzisdnak megalkotdsdhoz digitalis szemfenéki képeket
hasznaltunk. A retinafotok elkészitésének akadalyat jelentették a cataracta, vérzés, zart zugi glaukoma,
vagy technikai nehézségek. A RD diagnozisat 7-mez6s fundus fotografiak két fliggetlen szemész altali
vizsgalataval kaptuk. A fotok készitéséhez Megaplus kamerat hasznéltunk: Model 1,6i/10 BIT Zeiss (Carl
Zeiss Ophthalmic System A6, Jena, Germany). A 165 vizsgalt szem kozil 55 volt egészséges és 110
mutatta a RD jeleit. Egy beteg esetén csak a beteg egyik szeme mutatta a RD jeleit.

A konny mintak gytjtését arra kiképzett asszisztens végezte standardizalt protokollt kdvetve [67].
A mintavétel (vegkapillaris segitségével tortént kodzvetlenil a fundus vizsgalat sordn végzett
pupillatagitast megel6z6en, a laterdlis canthusnal az als6 kénny-meniscusbol (a pre-korneélis konny film
alsé szemhéj okozta horizontalis megvastagodasa). A mintavétel soran figyelmet kellett forditani arra,
hogy a kapillaris a conjunctivat ne érintse. A mintavétel id6tartamat mértiik és a kalkulalt konny
szekrécios rata (ul/min) alapjan a mintdkat két csoportba soroltuk. A vizsgalatokhoz csak azokat a
mintakat hasznaltuk fel, ahol a szekrécios rata 5-15 pl/min értékek kozott volt. A mintakat a levételt
kovetéen azonnal (1800 rpm) 8-10 percig centrifugaltuk. A feliiluszot gyorsfagyasztast kovetéen —80 °C-
on taroltuk és kizardlag a kisérletek elvégzéséhez olvasztottuk fel.

3.1.2. Kénnyproteomikai analizis

A koénnyproteomikai vizsgalatok a Debreceni Egyetem, AOK, Biokémiai és Molekularis
Bioldgiai Intézetében torténtek. A mddszertan részletes leirdsa a munkacsoportunk altal végzett
elokisérletek soran sziletett kozleményben bemutatdsra kerilt [51]. A konny mintdk vizsgéalatahoz
modern nano-HPLC-vel kiegészitett ESI-MS/MS témegspektrométert hasznaltunk. (A vizsgalat részletes
bemutatasat lasd a hivatkozott kdzleményben [68].) Munkdm soran az elOkisérletektél eltéréen a
praeproliferativ és proliferativ retinopathia csoportokat egységes csoportként kezeltem, mivel ebben a
kisérletben a cél egy a RD sziirésére szolgald eljaras vizsgalata volt. A mintak globalis fehérje
koncentracié mintazatat vizsgaltam, ami a konnyben 1évé 34 fehérje koncentracidjat és azok egymashoz

képesti aranyat jelentette.
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3.1.3. A gépi tanuld eljarasok alkalmazasa az automatizalt konnyproteomikai alapu

szlirorendszerben

A gépi tanulas a mesterséeges intelligencia kutatas egyik teriilete. A gépi tanul6 eljarast alkalmaz6
informatikai rendszerek tanul6 adathalmaz hasznélataval képesek tanulni, majd az j esetek inkomplett
adatainak értékelésével megjosolni jovobeni események bekdvetkezését. Jelen esetben az eljards inputjat
a konnyfolyadékban mért fehérje koncentréaciok értékei jelentik. A tanuld fazisban a rendszer szdmara
megadtuk az esetek kimenetét is, ami jelen esetben a betegek RD statusa (RD/non-RD). A rendszer
megtanulta, hogy mely proteomikai koncentracié mintazat jellemzi a RD illetve a non-RD eseteket. Az (j
eseteknél csak a kdnnyproteomikai adatok alltak a szoftver rendelkezésére, amely a tanult mintazatok
alapjan sorolja be az eseteket RD illetve non-RD kategériaba. Mivel az eljarast sziirGvizsgalat
tdmogatasara fejlesztjik az osztalyozé eljards megvalositadsa soran elsérendt kritérium volt a magas
szenzitivitasi értékek elérése. Ezzel kivanjuk minimalizalni a fals negativ esetek szdmat csokkentve az
esélyét annak, hogy kezelést igényld esetek ellatas nélkiil maradjanak. A projekt soran célunk volt
kiillonb6z6 osztalyozo eljarasok teljesitményének értékelése, igy ugyanazon az adathalmazon tobb
vizsgalatot is végeztiink kiilonboz6é osztalyozd modszertanokat hasznalva. A modell szelekcid soran hat
kiillonb6z6 modell/algoritmus teljesitményét hasonlitottunk 6ssze Support Vector Machine (SVM),
Recursive Partitioning (rpart), Random Forest (randomForest), Naive Bayes (naiveBayes), Logistic
Regression (logReg), K-Nearest Neighbor (k-NN).

Tovabbi célkitlizés volt az egyes markerek (fehérjék) értékelése annak érdekében, hogy
kivalaszthassuk azokat, amelyek a leginkdbb hozzajarultak az osztalyozd rendszeriink teljesitményének
kialakitasdéhoz. Az egyes modellek Osszehasonlithatésaganak erdekeében a vizsgalatok soran minden
osztalyozonal azt a paraméterezést hasznaltuk, amelynél a modell teljesitménye a legjobb volt. Az
osztalyozok a vizsgalt adathalmazon elért teljesitményének monitorozasahoz k-szoros keresztvalidacios
eljarast alkalmaztunk [69]. A keresztvalidacios eljaras soran az adathalmazt k-szamu egyenld részre
osztottuk. Az els6 k-1 halmazt (tréning adathalmaz) hasznaltuk fel a modellalkotashoz, melyet aztan a k-
adik halmazon tesztelunk (teszt halmaz). Az iteraciok soran ezt kovetéen Gjabb k-1 darab részhalmazt
alkalmaztunk a rendszert tanitdsara, majd a maradék k-adik részhalmazon validaltuk a modellt. Az
eljarast k-szor hajtottuk végre. A keresztvalidacios ciklusok végén az egyes validéaciés ciklusok
atlagértéket vettik eredményként. A tisztan konnyproteomikai adatokat alkalmaz6 modell validalasa
soran 5-szords keresztvalidalast alkalmaztunk. A teljesitmény leirdsara a standard mérészamokat
hasznaltuk: szenzitivités, specificitas, pontossdg (accuracy), F-érték (a pozitiv prediktiv érték és a

szenzitivitas sulyozott atlaga, mely a teljesitmény mérészamaként alkalmazhato).
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Ahogy emlitettiik a gépi tanuld eljaras hasznalatakor a pozitiv és “feltehetéen pozitiv”’ esetek
alkottdk a RD kategoriat, mig a negativ esetek a non-RD kategoriat. Az eljaras egyfajta “eldsziirésként”
lenne alkalmazhat6 a Klinikai rutinban. Az elésziirés eredményeként negativnak itélt esetek kikeriilnek a
rendszerb6l. Ezek az esetek az adott helyen érvényes sziirési protokollnak megfeleléen a kovetkezd
idépontban (t6bbnyire 1 év) ismételt vizsgalatra keriilnek. A pozitiv ill. alpozitiv esetek digitalizalt
szemfenéki képei ezzel szemben human képelemz6 altali vizsgalatra keriilnek, aki tovabbi vizsgélatokra

kildi az ellatasra szoruld eseteket, vagyis kiértesiti, és szemészeti vizsgalatra hivja a betegeket.
3.1.4. Az adatelemzés soran alkalmazott szoftver eszk6zo6k

A vizsgélat sordn a feldolgozott konnyproteomikai adatokat és a klinikai adatokat Microsoft
Excel szoftverben gyiijtottiik. Ezeket az adatok alkalmaztuk késébb az elemzések input adataként. Az
elemzés soran az “R” statisztikai keretrendszer kovetkezé programcsomagjait alkalmaztuk: Support
Vector Machine: “el071”; Recursive Partitioning: “rpart”; Random Forest: “randomForest”; Naive
Bayes: “naiveBayes”; Logistic Regression: “glmnet” and for visualization purpose: “ggplot2” [70]. A K-
Nearest Neighbor modell alkalmazasahoz munkacsoportunk sajat megoldast dolgozott ki. A modellek
inputjaként a konnyben mért fehérjék koncentracié értékeit hasznaltuk. Mivel a rendszer felépitésénél
els6dleges célnak tekintettiik a klinikai rutinban t6rténé alkalmazhatdsagot, ezért szerettiik volna az input
fehérje koncentracid értékek szamat csokkenteni. Ennek megfeleléen harom kiilonb6z6 vizsgalati
elrendezést dolgoztunk ki. Ezt kovetben arra torekedtlink, hogy kivalasszuk az input adatok és a

kiilonb6z6 modellek legjobb kombinaciojat.

srer

kovetden a masodik vizsgalati elrendezésben kiprobaltuk, hogy mi torténik abban az esetben, amikor a 34
fehérje koncentracié értéke kozil csak azon fehérjék koncentracid értékeit hasznaljuk, amelyek az
elkisérletek soran Klasszikus statisztikai modszerek alkalmazédsdval biomarkerként alkalmazhatonak

crcr

bemeneteként. Ezt kdvetden a korabbihoz hasonloan végeztiik el a vizsgalatot.

A harmadik vizsgalati elrendezésben PCA-val a 34 fehérjébdl kiindulva probaltuk csokkenteni az input
valtozok szamat. Ebben az esetben a dimenzié redukcids eljarast alkalmazva az eredeti adathalmazban
meglévd informaciot tomoritettiik. Ezzel a modszerrel képesek voltunk az input valtozok szamat
csokkenteni ugy, hogy az adatokban meglévé széras jelentés részben megmaradjon. Igy kisebb szamu,
egymassal korrelélatlan bemeneti valtozdval végeztiik el a vizsgélatot, amelyek igy az eredeti valtozok

linearis kombin&cidjaként szerepeltek az elemzésben.
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3.2. A kombinalt eljarast alkalmazé sziirés modszertananak vizsgalata soran

alkalmazott modszerek

3.2.1. Betegvizsgalat és mintavétel

Osszesen 52 DM-ban szenvedd beteget vontunk be a vizsgalatok mésodik fazisaba (21 férfi;
atlagéletkor: 65,2 év; a DM diagnoézisatol eltelt id6: 16,4 év; 14 NIDDM) a Debreceni Egyetem
Szemklinikajanak jarobeteg szakrendelésérél. A vizsgéalat id6pontjaban minden egyes beteg
antidiabetikus kezelés alatt allt. A betegek kozil 39 mutatta a RD jeleit. 16 beteg a 39-bdl pedig mar
egyszer, vagy tobbszor atesett 1ézeres photocoagulatios eljarason.

A vizsgalatba bevont betegektdl gyiijtott adatokat csak abban az esetben vontuk be a kisérletbe,
ahol a vizsgalt szemr6él komplett konnyproteomikai panel és képfeldolgozasi modszerekkel elemezhetd
mindségl digitalis szemfenéki fotd is rendelkezésre allt. A potenciélisan vizsgalhatd 104 szem kozul 74
esetében allt rendelkezéstinkre minden szilkséges konnyproteomikai mérési eredmény és osztalyozasra
alkalmas fundus fotd. A fennmarad6 30 szem esetén is elvégeztik a klinikai vizsgalatokat, azonban az
esetek egy részében a kdnnyminta vételezés nehézsége tette lehetetlenné a tovabbi vizsgalatokat, mas
részében pedig a retina fotdzas volt kivitelezhetetlen. Az el6bbi okai leggyakrabban a fentiekben
ismertetett Kizarasi kritériumok voltak, illetve az egyiittmiikodés hianya, 6sszesen 9 esetben. A maradék
21 esetben a fot6zas akadalyat az Uvegtesti vérzés, zart zugl glaukéma és a cataracta jelentette, ahogyan

azt az 1. tablazat is mutatja.

A bevont betegszama Vizsgalt szemek szdma
52 104
RD Vizsgélatbdl kizart szem
Vizsgélatba
Non-RD Konnyminta Retinafot6zas

Proliferativ.  |Nonproliferativbevont szem ) ) o o
vetelezés nehézsége nehézsége

13 15 24 74 9 21

1. tablazat. A betegek vizsgalatbdl val6 kizarasanak okai.

A RD daignézisanak megalkotasdhoz standard 7-mezés fundus felvételeket hasznaltunk. A
képeket Zeiss készilékkel készitettiik: Megaplus Camera Model 1,6i/10 BIT Zeiss (Carl Zeiss
Ophthalmic System A6, Jena, Germany). A fundus fotokat ezt kovetGen két fliggetlen szemész szakorvos

vizsgalta. A konnymintak gyljtése iliveg kapillarissal standardizalt koriilmények kozott, szakképzett
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asszisztens kozremiikodésével tortént a fentebb leirt médon (3.1.1. fejezet). A mintavétel idOtartamat

rogzitettlik. Az elemzéshez csak olyan mintékat hasznaltunk, ahol a szekrécios rata 515 pl/perc volt.

3.2.2. Az alkalmazott képfeldolgozasi médszertan bemutatasa

A vizsgélatok masodik fazisdban a képfeldolgozéason és kénnyproteomikai vizsgalatokon alapul6
kombinalt eljarast alkalmaztuk. Ennek megfelelden az input adathalmaz a konnyproteomikai kisérletekbol
szarmazd fehérje koncentracio értékeket, illetve a fundus fotok képfeldolgozasi modszertannal torténd
vizsgalatanak eredményeit, a MA-k szdmat tartalmazta.

A képfeldolgozasi médszertan 6nalld alkalmazésa soran els6 1épésben egy MA detektort hoztuk
létre, mely szintén gépi tanulds alapl moédszertant alkalmazott a fundusfotokon meglévé MA-k
felismerésére. Az ezt kovetd lépésben — a kombindlt eljardsban - az azonositott MA-k szama és a
kénnyfehérje koncentracidk egylttesen jelentették a kombinalt modszertan inputjat. A kimenetet ez
esetben is a RD illetve a non-RD kategoériak jelentették.

MA detektalas

A digitalis fundus fotdk (13. &bra) képi adata MA detektor segitségével keriilt feldolgozésra.
[71,72]. Az aldbbi abrak a képfeldolgozas egyes lépéseit és azok eredményét illusztraljak (14. abra:

median filterezés; 15. abra a CLAHE kontraszterdsités).

13. abra. Az eredeti fundusfotdt mutatja feldolgozas eldtt.
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14. dbra. A median filterezés eredménye.
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15. dbra. CLAHE (kontraszt limitdlt adaptiv hisztogram kiegyenlités) kontraszterdsités.
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Mivel a fundus képeken a z6ld szincsatorna hordozza a legtébb informaciot az érhaldzattal
kapcsolatban, ezért a hattérkorrekcio soran ebbdl keriilt kivonasra a median filterezett kép (35x35-0s
négyzetet hasznalva). 3x3-as median sziir6t hasznaltunk a képen 1év6 zajok eltavolitasara. A hattér
korrigalt képen kontraszt-limitalt adaptiv hisztogram kiegyenlitést (CLAHE) hajtottunk végre, melynek
célja a képen 1évo képletek és elvaltozasok kontrasztjainak felerdsitése volt.

A képfeldolgozas kovetkezd 1épése a top hat transzformacio (16. &bra) elvégzése volt morfoldgiai
rekonstrukcidval [73]. A top hat transzformacio egy képfeldolgozasi metddus, melyet kisméretii
objektumok kivonasara hasznélnak. A rekonstruélt kép 10x10-es korong-forméat hasznél a kisméretii
korkoros elvaltozasok, vagyis a MA jeldltek azonositasara. A MA jeloltek kdzéppontjat kalkulaljuk, majd
minden egyes MA jeloltre vonatkozéan megadjuk a kovetkezd paramétereket: teriilet, rotacios inercia,

atlagintenzitds a morfoldgiailag nyitott képen, atlagintenzitds a z0ld szincsatornan, szords a zold

szincsatornan.

16. dbra Top hat transzformacid.
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17. &bra. A képfeldolgozast kovetden lathatoak a MA detektor dltal azonositott nyers MA jeloltek.

Gradient Boosting Machine (GBM) eljarast hasznaltunk a MA jeloltek osztalyozéaséara a fenti
jellemzok figyelembevételével [74,75]. A betanitashoz olyan fundus fotokat hasznaltunk, ahol a képen
lathatd MA-k manualisan be voltak jellve. A kovetkez6 1épésben ugyanilyen fotokat hasznaltunk a MA
detektor teljesitményének méréséhez.

3.2.3. Kénnyproteomikai vizsgalatok

A kdnnymintakat rogton a mintavételt kovetéen 8—10 percig centrifugéltak (1800 rpm), majd a
fellilisz6 gyorsfagyasztasra keruilt (—80°C). A vizsgalatok a 3.1.2. fejezetben leirtakhoz hasonléan nano-
HPLC-vel kiegészitett ESI-MS/MS tdmegspektrométerrel torténtek [76].

3.2.4. A gépi tanul6 eljaras alkalmazasa

A projekt masodik fazisanak célja a kombinalt, kénnyproteomikai és képi adatokat is alkalmazo

madszertan vizsgalata volt. A vizsgalat soran harom modellt épitettiink fel.

e Az elsé modellben a képfeldolgozason alapulé mddszertan egyéni teljesitményét
vizsgaltuk.
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e A masodik modellben a kizarolag kdnnyproteomikai adatok hasznalatara épiilé modellt
értékeltuk.

o A feltételezésiink az volt, hogy a két mddszertan kombinalasaval létrehozott harmadik

modell teljesitménye meghaladja az els6 két modellét.

A projekt soran minden esetben a legjobban teljesité osztalyozd eljarast alkalmaztuk. A
képfeldolgozason alapulé modell esetén naive Bayes osztalyozot, a kénnyprotoeomikai adatokat hasznal6
illetve a kombinalt modell esetén pedig GBM-tipusu osztalyozé eljarast. A teljesitmény méréséhez ez
esetben 10-szeres keresztvalidacios eljarast (10-szer ismételve) hasznéltuk a fentiekben (3.1.3. fejezet)

leirt modon.

A fundus képeket a bemutatott MA detektorral dolgoztuk fel, melynek soran egy kiiszébértéket
allitottunk be, amit a potencialis MA-k osztalyozasanak céljara hasznaltunk. Az els6 modell esetén a MA
detektor altal azonositott MA-k szama volt az egyetlen jellemz6, mely alapjan a gépi tanuld eljaras RD,
vagy non-RD csoportba sorolta az adott képet (18. abra). Az osztalyozashoz naive Bayes osztalyozét
alkalmaztunk. Az elemzéseket és az osztalyozast nem a beteg, hanem a vizsgalt fénykép szintjén
végeztiik. A masodik modellben 34 konnyfehérje koncentracidjanak globalis mintazatat és annak
valtozasat vizsgaltuk. A kombinalt modellben a fundus képeken a MA detektor altal azonositott MA-k
szama és az ugyanazon szemhez tartozd konnymintdban mért fehérjék koncentracidja volt a rendszer

bemenete.

A tanulés fazisaban emellett megadtuk az adott szem RD statuszat is. A tanulasi fazist kdvetéen a
tesztelési fazisban az azonositott MA-k szdmat és a fehérje koncentracios értékeket adtuk meg a szem RD
statusza nélkil. Az osztalyozo feladata pedig az volt, hogy a rendelkezésére all6 inkomplett informaciok
alapjan probalja besorolni az eseteket a megfeleld kategoriaba. Célunk annak igazolasa volt, hogy a
kombinalt eljaras teljesitménye meghaladja a masik két modell egyéni teljesitményét.A 18. abran a gépi

tanuld eljaras alkalmazasanak tanulo és értékelési lépései lathatok a kombinalt modszertan példajan.
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18. abra. A gépi tanulé eljaras alkalmazasa a kombinalt modszertan példajan bemutatva. Tanulé fazis
(fent): Az esetek (szem) halmazabol véletlenszeriien valasztottunk ki egy szubpopulaciot, amit tanulo
halmaznak neveztiink, majd az ismert diagndzisok alapjan a szubpopulacid eseteit két csoportra osztottuk
RD-re ill. non-RD-re. A klinikai diagnozis (RD/non-RD), a retina képeken azonositott MA-k szama, ill. a
fehérje koncentracié értékek jelentették a gépi tanuld algoritmus inputjat. Az algoritmus képes
megtanulni, hogy mely mintazatok a leginkdbb jellemzéek a RD ill. a non-RD csoportra. Tesztelési fazis
(lent): A kovetkezd lépésben a masik szubpopuldcié (maradék esetek), a teszt halmaz adatait hasznaltuk.
Ebben a lépésben csak a fehérje koncentracidk értékeit illetve a MA-k szamat tekintettik az algoritmus
inputjaként. A szem RD statuszat ebben a Iépésben nem adtuk meg bemenetként. A tanulé algoritmus
Osszevetette az Uj input jellemzé mintdzatait azokkal a RD ill. non-RD esetekre jellemzé mintazatokkal,
amelyeket a tanul6 fazisban megtanult. Ez alapjan az algoritmus dontést hoz a teszt halmaz eseteire
vonatkozoan. A modell teljesitményének értékeléséhez ezt az output-ot dsszevetjik az ismert Klinikai
diagnozissal.

A mddszer értékeléséhez k-szoros keresztvalidacios eljarast alkalmaztunk a fentebb leirtaknak
megfelelden, azonban a k ebben az esetben 10 volt. Az értékelési ciklusokat egymas utan 10-szer
ismételtlik. Teljesitmény indikatorként ez esetben is a specificités, szenzitivitas, pontossag és az F-érték
szolgélt. A 10-szeres keresztvalidacio soran a tanulé és a teszt halmaz eseteit random maédon soroltuk be

egyik, vagy mésik csoportba.
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Bizonyos esetekben egy beteg egyik szeme az egyik a masik szeme a masik halmazba
(tanulo/teszt) kerllt besorolasra. Figyelembe véve a vizsgélatba bevont személyek relative alacsony
szamat, ez a besorolasi metédus szignifikansan javithatta volna a modellek teljesitményét. A probléma
elkerulésének érdekében ezért ilyen esetekben a szempar tanulé halmazba esé elemét kizartuk a

vizsgéalatbol.

3.2.5. Az adatelemzés céljara szolgalo szoftver eszkozok

A klinikai és kisérleti (proteomikai) adatok gytijtéséhez a SmartBiobank adatmenedzsment
rendszert hasznaltuk (AstridBio Technologies Kft.) [77]. Az adatelemzés céljara az R statisztikai
programcsomag kovetkezé csomagjait hasznaltuk: ,,gbm”, ,caret”, ,stat”, ,el071” [78]. A

képfeldolgozasi feladatokat az Octave szoftverben végeztik el [79].

A jelen munkaban bemutatasra keriild6 proteomikai, illetve kombinalt proteomikai és
képfeldolgozasi modszertanon alapul6 eljarasokhoz hasonld metddus kidolgozasaval ez idaig mas

kutatdcsoport nem prébéalkozott.
3.3. Etikai engedély, betegbeleegyezés

A jelen munkéban leirasra kerllt vizsgalatok soran figyelembe vettik a rank vonatkozo, érvényes
nemzetkdzi és hazai jogi és etikai szabalyozast. A betegvizsgalatok a bevont személyek tajékozott
beleegyezésével kerliltek elvégzésre. A vizsgalatok etikai engedélyének szadma: 1X-R-052/00016-26/2012.

A vizsgalat 6sszhangban allt a Helsinki deklaraciéban (1964) leirtakkal.
3.4. Archivalés

A nyers és koztes adatokat Excel tablazatokban, a szemfenéki képekkel egyiitt duplikalva, hordozhat6 és

beépitett merevlemezen taroltuk.
4. Eredmények

4.1 A konnyproteomikai alapu eljaras értékelésével kapott eredmények.

4.1.1. Hat kiilonb6z6 gépi tanulo eljaras 6sszehasonlitasa

A hat kiilonb6z6 gépi tanulo eljaras koziil az rpart bizonyult a leghatékonyabbnak, ha kizardlag a
klasszikus statisztikai eljardsokkal azonositott hat marker fehérje adatait hasznaltuk. Amint az a 2.

tablazatban lathatd, az értékelési mérészamok azt mutatjdk, hogy a recursive partitioning (rpart)
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osztalyozé hasznélatan alapulé modell teljesitménye felilmualja a méasik 6t modell teljesitményét (0,74

szenzitivitas, 0.48 specificitas és 0.65 pontossag; rpart/marker). Ugyan a Naiv Bayes osztalyoz6 érte el a

legmagasabb szenzitivitas értéket (0.80; naiveBayes/marker), de a specificitasa rendkivil alacsony (0.38).

A Random Forest osztalyozon alapuld modell kissé rosszabbul teljesitett, mint a rpart.

Modell Dataset SENS SPC ACC PREC NPV F1 LRP LRN
naiveBayes orig 0.6991 0.4186 0.6218 0.7596 0.3462 0.7281 1.2025 0.7188
marker 0.8000 0.3874 0.5064 0.3462 0.8269 0.4832 1.3059 0.5163
pca 0.6731 0.3365 0.4487 0.3365 0.6731 0.4487 1.0145 0.9714
kNN orig 0.6711 0.5000 0.6667 0.9808 0.0385 0.7969 1.3421 0.6579
marker 0.6688 0.5000 0.6667 0.9904 0.0192 0.7984 1.3377 0.6623
pca 0.6643 0.3077 0.6346 0.9135 0.0769 0.7692 0.9596 1.0909
logReg orig 0.6923 0.3846 0.5897 0.6923 0.3846 0.6923 1.1250 0.8000
marker 0.6615 0.3077 0.6026 0.8269 0.1538 0.7350 0.9556 1.1000
pca 0.6623 0.0000 0.6538 0.9808 0.0000 0.7907 0.6623 Inf
randomForest  orig 0.6929 0.4483 0.6474 0.8462 0.2500 0.7619 1.2559 0.6850
marker 0.6923 0.4103 0.6218 0.7788 0.3077 0.7330 1.1739 0.7500
pca 0.6748 0.3636 0.6090 0.7981 0.2308 0.7313 1.0604 0.8943
rpart orig 0.7083 0.4722 0.6538 0.8173 0.3269 0.7589 1.3421 0.6176
marker 0.7404 0.4808 0.6538 0.7404 0.4808 0.7404 1.4259 0.5400
pca 0.6935 0.4375 0.6410 0.8269 0.2692 0.7544 1.2330 0.7005
SVM orig 0.6645 0.0000 0.6603 0.9904 0.0000 0.7954 0.6645 Inf
marker 0.6623 0.0000 0.6538 0.9808 0.0000 0.7907 0.6623 Inf
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pca 0.6623 0.0000 0.6538 0.9808 0.0000 0.7907 0.6623 Inf

2. tablazat. A hat kiilonbozo osztdlyozo teljesitmény mutatdinak 0sszevetése. A hat osztalyozo értékelése
soran hasznalt teljesitményindikatorok a kiilonbézé inputok elemzése soran (globélis proteomikai
mintdzat), a 6 marker fehérje; és a fokomponens analizis (PCA) alkalmazésa esetén: orig - teljes
adathalmaz; marker - csak a marker fehérjék; pca — PCA altal transzformélt adatok. Az oszlopok
megnevezései: SENS — szenzitivitas; SPC — specificitds; ACC — pontossag; PREC - pozitiv prediktiv
érték; NPV - negativ prediktiv érték; F1 - F-érték; LRP — pozitiv valésziniiségi hanyados; LRN — negativ
valosziniiségi hanyados.

A projekt kezdetén a hat fehérjét fliggetlen biomarkerként azonositottuk a 34 vizsgalt fehérje
kozul statisztikai hipotézis vizsgalat segitségével.

A globalis mintdzat figyelembevételével torténd vizsgalodds motivaciojat az adta, hogy
feltételeztiik, a markerként nem azonositott fehérjék is hordoznak olyan informaciot, amelynek
felhasznalasa javithatja a csak a hat marker hasznalataval elérhet6 teljesitményt. A PCA alkalmazésanak,
vagyis a tanitashoz felhasznalt adatmennyiség (input) csokkentése mogott az a torekvés allt, hogy egy a
rutinban is alkalmazhat6, a teljes proteomikai panel tomegspektrométerrel valdo mérésénél egyszertibben
és olcsdbban megvaldsithato eljarast dolgozzunk ki. Emellett szerettiik volna meg6rizni az eredeti eljaras
teljesitmény értékeit. A vizsgalat eredményekeént azt allapitottuk meg, hogy sem a 6 marker fehérjén, sem
a PCA alkalmazasaval elvégzett vizsgalat esetén nem kaptunk 1ényegesen eltéré eredményeket, mint amit
a teljes proteomikai panel vizsgalataval kaptunk. A PCA soran kapott els6 két komponens hordozta a

teljes fehérje panel koncentracio értékei varianciajanak 22%-at.

A 2. tablazatban lathat6, hogy ha kizarélag az els6 két komponenst tartjuk meg a modell
teljesitménye nem valtozik jelentdsen. Az adatok vizualizalasahoz kigeneraltuk az elsé két komponens

scatter plot abrajat. A 19. abran lathat6, hogy a két osztaly nem kilondil el élesen egymastol.

Torok et al. BMC Ophthalmology 2013 13:40 doi:10.1186/1471-2415-13-40

45



. S A :
R ? »
A A A L4 A
A A oq A
: AA A
e A
A
i A
A A
A @ A
o
_ - -8 1 -4 -2

19. abra. A PCA transzformalt adathalmaz Scatter plot-ja. X1 és X2 a transforméacié utan megtartott két
komponens. A 0 a non-RD, az 1 a RD allapotra utal.

A leird elemzésiink részeként, hogy pontosabb képet kapjunk az adathalmazrol, értékeltik és
vizualizaltuk a prediktor valtozdk (fehérje koncentracids értékek), valamint a prediktor valtozok és a
kimeneti valtozok (RD/non-RD) kozotti dsszefuiggést. A korrelacios értékek siirtiségfliggvényén (20.

abra) lathato, hogy a prediktor és a prediktor/kimenet k6z6tt nagyon alacsony korrelacié mutatkozik.

Torok et al. BMC Ophthalmology 2013 13:40 doi:10.1186/1471-2415-13-40
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20. &bra. A valésziniiségi valtozo  siiriiségfiiggvénye. A prediktorok kozotti korrelacios értékek
suriségfiiggvénye lathato a kép bal oldalan. A jobb oldalon a prediktor és a kimeneti valtozok kozotti
korrel&cios értékek siiriiségfiiggvénye lathato.

4.1.2. Az adathalmaz méretének hatasa a modell teljesitményére

Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk a tanulé adathalmaz méretének hatasat az eredmények
megbizhatdsagara, dsszehasonlitottuk minden egyes eset tanulasi gorbéjét. Ezzel a mddszerrel réalatast
kaptunk az egyes modellekre jellemz6 torzitasra és szOréséra, valamint otleteket kaphattunk a modell
jovObeni javitasi lehetéségeire vonatkozOan. A teljesitmeny pontosabb értékeléséhez meg kellett
vizsgalnunk, hogy van-e hatdasa az adathalmaz novelésének a kiilonb6z6 gépi tanuld eljarasok

teljesitményére (21. abra).
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21. abra. Tanulasi gorbék. A Support Vector Machine (SVM), Recursive Partitioning (Rpart) Logistic
Regression (Logreg) és a Naive Bayes (naiveBayes) osztalyozok tanulasi gorbéje kiilonbozé méretii
adathalmazokra vonatkozoan.

Tanulasi gorbék abrazolasaval szemléltettiik a tanulasi és a tesztelési Iépés soran tapasztalhatd hibat,
kiilonb6z6 mérett tanulohalmazok mellett. A gorbék egymastol vald tavolsdga mutatja a kiilonbséget a
tanuld és a teszt halmaz esetén tapasztalt hibaszazalékok kdzott, amely a Support Vector Machine (SVM)
és a Recursive partitioning (Rpart) algoritmusok esetében nagy. Az eredmények azt mutatjak, hogy ezen
osztalyozdk esetén a szOrasa nagy, ezért a tanulé adathalmaz méretének novelése hozzajarulhat a
teljesitmény noveléséhez. A Logistic regression (Logreg) és a Naive Bayes (naiveBayes) osztalyozok
esetén viszont nem latunk szamottevd kiilonbséget a tanulasi gorbék kozott, azonban a tanuld és teszt

halmaz esetén is magas a hibaszazalék, ami azt jelentheti, hogy a modelliink tulsagosan egyszerti.
4.2. A kombindalt médszertan alkalmazasaval kapott eredmények

A kombinalt médszer alkalmazasaval azt kivantuk bizonyitani, hogy két kiilonb6zd tipusu
adatforrasbol érkezd adatféleség kombinalt hasznalataval az altalunk felépitett RD sziirésre szolgalod
maddszertan jobb teljesitményre képes, mint amire az egyes adatféleségek felhasznalasaval felépitett
modellek kilon-kilon képesek. A képfeldolgozasi médszertanon alapuld sziir6rendszereknek jelent6s

szakirodalma van, amelybdl tudhato, hogy az ezeken a modszertanokon alapuld rendszerek teljesitménye
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a human képelemzok teljesitményét kozeliti. Ezt a teljesitményt kivantuk tovabb javitani a proteomikai és

a képfeldolgozasi adatok kombinalasaval.

Ennek megfeleléen harom modell teljesitményét hasonlitottuk 6ssze. Az elsé modellben a MA-k
szama volt az egyetlen jellemz6, amelyet az osztalyozo algoritmus értékelt, miel6tt a RD illetve a non-RD
csoportba sorolta a vizsgalt fundus képeket. Az MA detektor 6nalldan 0,84-es szenzitivitas illetve 0,81-es
specificitas értéket ért el. A masodik modell, amely kizarélag proteomikai adatokra tdmaszkodott 0,87-es
szenzitivitas értéket ért el 0,68-as specificitds mellett. A kombinalt eljaras teljesitménye meghaladva
mindkét vizsgalt eljaras teljesitményét 0,93-as szenzitivitds eés 0,78-as specificitas értéket ért el. Ez
feltételezhetéen annak koszonhetd, hogy a két eltéré adatféleség egymastol fiiggetlen, de kiegészitd

informaciot biztositott a kimenetekrol az osztalyozashoz.

A 3. téblazatban bemutatott adatokon lathatd, hogy az MA detektor szignifikdnsan jobban
teljesitett, mint a proteomikai alap modszertan. A pontossag tekintetében a kombinalt modszertan az elsé
és a masodik modellnél is jobban teljesitett. A MA detektor specificitidsi mutat6i jobbak, mint a kombinalt
modszertané, azonban - mivel a munka célja egy olyan el6-sziir6 eljarés kifejlesztése volt, melyet egy
human képelemzok altali sziirés kovet a pozitivként (illetve alpozitivként) kisziirt betegek esetében - a
szenzitivitas novelése az elsédleges célunk még akkor is, ha ez kompromisszummal jar a specificitas
tekintetében. Az alacsonyabb specificitas a gyakorlatban azt jelenti, hogy nagyobb betegpopuléciét kell az

eld-sziirést kovetden a human képelemzéknek megvizsgalniuk.

Sziiré eljaras SENS SPC |ACC |PREC NPV F1 LRP LRN
Atlag |0.84 081 084 (094 063 0.89 [442 020
Képfeldolgozas
SD 0.11 004 (010 (013 (011 011 236 0.1
Atlag |0.87 068 082 [0.89 (063 0.88 (272 0.19
Proteomika
SD 0.17 012 (011 [021 /015 016 1.24 0.12
Kombinalt Atlag [0.93 078 1089 (093 (078 093 423 0.09
eljaras SD 0.18 019 0415 023 022 018 1.32 0.07

3. tablazat. A sziiréeljarasok teljesitmény mutatoinak bemutatdsa. A képfeldolgozés, a proteomikai illetve
a kombinalt sziirdeljards teljesitmény mutatoinak bemutatdsa Az oszlopok jelentése: SENS — szenzitivitas;
SPC - specificitas; ACC - pontossag; PREC - pozitiv prediktiv érték; NPV - negativ prediktiv érték; F1 -
F-érték; LRP — pozitiv valészintiségi hanyados; LRN — negativ valésziniiségi hanyados.
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4.3. Uj eredmények osszefoglalasa

4.3.1. 1.munkafazis:

- (1.) A kllénboz6 konny fehérjék koncentracidinak globalis mintazatat gépi tanulas alapu
maddszerekkel elemezve, sikerrel azonositottunk olyan mintazatokat, amelyek a RD-ban szenvedd
betegekre jellemz&ek voltak.

- (2.) Olyan eljarast alkottunk, amely a konnyfehérje koncentracidk értékeit figyelembe véve,
(kisérleti modellben) a DM-ban szenvedd betegeket DR és non-DR kategdriakba volt képes osztdlyozni.

- (3.) Sikerrel hoztunk létre olyan szlirGeljarast, amely az elGkisérletek soran a kutatocsoport altal
klasszikus statisztikai mddszerekkel azonositott 6 markerfehérje koncentracidinak egyideji hasznalataval
képes a sz(rt populacio DM-ban szenvedd betegeinek osztalyozdsara (RD, illetve non-RD csoportokba).

4.3.2. 2. munkafazis:

- (4.) A terlileten els6ként sikerrel kombinaltunk képfeldolgozas és konny fehérje proteomika
alapu eljarast a DR szlirésére (kisérleti modellen).

- (5.) A kombinalt eljaras teljesitménye meghaladta az egyedi (képfeldolgozas, ill.
kénnyproteomikai eljards) eljarasok teljesitmény mutatéit, vagyis a figgetlen, eltéré forrasbdl szarmazd
informdcidk egylttes haszndlata egy az egyedi eljardsokndl erésebb osztalyozét eredményezett.

5. Megbeszélés

A munka célkitizése egy olyan eljaras kidolgozésa volt, amely alkalmas a diabeteses betegek,
mint a RD kockazatanak kitett populacio, el6-sziirésének végrehajtasara. A negativ esetek kivalogatasaval
csokken az a betegszam, amelyet a szlir6centrumokban dolgozd képelemzoéknek kell megvizsgalnia.
Mivel a jelenlegi szlir6eljarasok igen munkaeré-igényesek és igy koltségesek, a sziirni kivant populacio
csokkentése jelentés koltségmegtakaritassal jarhat a jovében. Az elmult idészakban szamos olyan
vizsgalatot végeztek és publikaltak kiilonb6z6é munkacsoportok, amelyben képfeldolgozé eljarasokat
dolgoztak ki RD sziirésben val6 alkalmazas céljaval. Ezek a modszerek igéretes teljesitményiik ellenére
csak igen lassan terjednek a klinikai gyakorlatban. Ezekkel a kdzleményekkel parhuzamosan kozolte sajat

munkacsoportunk a kénny folyadék proteomikai analizisén alapulo sziir6 eljarasat.

Az ondlléan alkalmazott konnyproteomikai alapu sziirés, mivel a kdnnyminta vétel nem invaziv
¢s viszonylag konnyedén végrehajthatd, a haziorvos rendeldjében, vagy akar a beteg otthondban is
elvégezhets. A vizsgalt személy otthondban, a vizsgalt személy altal kivitelezett mintavételre lathatunk
példat napjainkban. Ilyen a direct to customer (DTC) genetikai tanacsadas keretében végrehajtott

nyalminta vétel [80]. Esetlinkben a beteg a sajat otthonaban, maga altal levett kdnnymintat postan
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elkiildheti a sziir6kozpont laboratoriumaba, igy kizardlag a kiszirt pozitiv, illetve &l-pozitiv eseteknek

kell a szlirécentrumba latogatniuk.

A vizsgélatok soran a modell altal elért teljesitmény értékek alapjan Ggy itéljuk meg, hogy a
modszer jelenlegi formajdban még nem alkalmas eldszlirésként vald alkalmazésra a klinikai rutinban.
Mivel ez a vizsgalat az els6 a maga nemében, még szamos lehetdség van a modszer javitasara. Tovabbi
vizsgalatokban, mint azt az eredmény” fejezetben lattuk, elengedhetetlen a tanuld adathalmaz méretének
novelése, melynek koszonhetéen a rendszer sokkal precizebben lesz képes megjosolni a vizsgalat
kimenetelét. Az altalunk végzett vizsgalatok soran az alkalmazott MS/MS modszertan koltségei egyel6re
akadalyoztak az olyan, nagyobb betegszamon torténd vizsgalatokat, mint amelyek a képfeldolgozas alapu

vizsgalatoknal megszokottak.

A nagy-ateresztoképességli technologidk koltségeinek rohamos csokkenése hamarosan elérhetové
teszi alkalmazasukat a napi klinikai rutin szdméra is [81]. Ezzel parhuzamosan a képzett munkaerd
koltsége fokozatosan ndvekszik, amellett, hogy szamos helyen a megfelelden képzett munkaerd nem is all
rendelkezésre. Ezen tényezOk egylittesen a nagy-ateresztOképességli technologiak gyors elterjedését

valosziniisitik a Klinikai gyakorlatban.

A RD sziirés tekintetében, habar szamtalan jol mikodé képfeldolgozas alapd modszert
publikaltak ezidaig, melyek teljesitménye a human vizsgalattal Osszemérhet6 teljesitményii, nagyon
alacsony azoknak a rendszereknek a szama, amelyeket fliggetlen kohorszon validaltak, nemzetkozileg
elfogadott standardokat kovetve. Az Abramoff és munkatarsai altal kidolgozott mddszertan tobbféle
képfeldolgozas alapl mddszertant kombinal. A rendszerik MA detektor mellett a bevérzések, a
gyapottépésszerii gocok, és az kemény exudatumok jelenlétét detektélja egy 874 DM-ban szenvedé
betegeket tartalmaz6 populacion. A mddszertant irregularis laesiok, mint a nagy bevérzések illetve a
neovascularisatio, felismerésere is felkészitették. A modszer szenzitivitasa 96,8%-osnak (95% ClI, 94,4%—
99,3%) adddott 59,4%-0s (95% CI, 55,7%-63,0%) specificitas mellett. A relative alacsony specificitas
értékek a rendszer hasznalhatosagat jelent6sen korlatozzak [82]. A Gotman és munkatarsai altal vegzett
vizsgalat célkitlizése a biztosan negativ, normal képek eltavolitasa a képadatbazisbol a human vizsgalok
altal végzett szlirést megel6zOen csokkentve ezaltal a vizsgalandd képadatbazis méretét, igy a sziirés
humaner6forras igényét. A kombinalt képfeldolgozas alapi modszer MA detektalas mellett blot
haemorrhagidk (BH) és exudatumok (EX) azonositasara lett kidolgozva. Céljuk a 100%-0s szenzitivitas
elérése volt, amely mint ahogy az elére lathat6 volt, alacsony specificitas értékkel parosul. A modszertan
el6-sziir eljarasként alkalmazva a képek 26,4% (MA/BH/EX, két mezds vizsgalat), 38,1%-at (MA,

macula centralt kép vizsgalata) volt képes eltavolitani a sziirésre keriilé képadatbazisbél (mint biztosan
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negativ esetet). Ez a munkaterhelés 1/3-os csokkenését jelenti [83]. A sajat eljarasunk 100%-0s

szenzitivitas-beallitds melletti vizsgalata szamunkra is érdekes eredményeket hozé (j irany lehet.

A munkacsoportunk altal Iétrehozott modellek alkalmasak arra, hogy a proteomikai adatokkal
parhuzamosan egyéb adatféleségeket is inputként hasznaljunk a vizsgélatok soran. llyenek lehetnek
példaul az anamnézisben szerepld klinikai adatok, vagy képi adatok, mint ahogy azt a sajat munkank
masodik fazisanak leirasanal lathattuk. Ha emeljuk az inputként felhasznalt adatféleségek szamat az

szignifikdnsan emelheti az eljaras teljesitményet.

Annak ellenére, hogy a modszer jelenlegi formajaban nem alkalmas a klinikai gyakorlatban vald
alkalmazéasra, a mddszer egyértelmiien alkalmas lehet a képfeldolgozas alapu eljarasok teljesitményének
javitasara [84]. A kiilonboz6 adatféleség egylittes hasznalatanak kedvez6 hatasat a predikcio pontossagara
sajat tapasztalatunk mellett a szakirodalom is megerésiti [85,86]. A megndvelt teljesitmény az egyik
faktor, ami hozzajarulhat a modszer elterjedéséhez. A masik tényezO a mintavétel konnyd
kivitelezhetdsége, ami lehetdvé teszi a tdmeges RD szlirés megszervezését vidéki, ritkan lakott, vagy
rossz infrastruktiraval rendelkez6, vagy nehezen elérhetd teriileteken. Kombindlt diagnosztikai
modszertanokat mas teriileteken mar alkalmaznak kiilonb6z6 sziir6 eljarasok teljesitményének javitasara.
llyen példaul az MR felvételek és a genetikai tesztek (BRCAL1 mutacid) kombindlt alkalmazésa az
emlétumor sziirése soran [87]. A képfeldolgozas ¢és a konny fehérje alapii markerek két jelentGsen eltérd
adatforrast reprezentadlnak igy a RD-es szemre nézve eltérd tipust informaciét hordoznak, aminek

kdszonhetéen egymas hibainak javitasara képesek.

A kombinalt eljarassal altalunk, vizsgalati bedllitasok kdzott elért 0,93-as szenzitivitas és 0,78-as
specificitas kozeliti a human vizsgald altal végzett sziirés megfeleld értékeit. Ahogy fentebb emlitettiik,
jelenleg a RD sziirés altal elérend6 célértékek a 0,80-as szenzitivitas és 0,95-as specificitas. Figyelembe
véve, hogy a vizsgalt szemek kozil 9-et a kénnyproteomikai mintavétel problémai, 21-et pedig a fot6zas
nehézségei miatt ki kellett zarnunk a tovabbi vizsgalathol, a klinikai vizsgalati protokoll javitasan

mindenképpen dolgoznunk kell a jovOben.

A jovore nézve tovabbi célunk a proteomikai kisérletben vizsgalt fehérjék szdmanak csokkentése.
Ha ezt a célt sikerrel valositjuk meg, a MS/MS modszertant egyszerii fehérje assay-re cserélve a
szlirovizsgalatot jelentOsen egyszeriibbé, gyorsabba és koltséghatékonyabba tehetjiik. A PCA mddszere
j6l hasznélhat6 az idedlis, legjobb predikcios értékkel bird marker fehérjék kivalasztasara. A kivélasztott
fehérjék vizsgalata soran szeretnénk a koncentracié meghatarozas helyett egy kiiszobértéket megadni,
amelynek koszonhet6en a fehérje assay-nek csak egy igen/nem vélaszt kell a rendelkezéstinkre bocsatania

a sziirés megvaldsitisa soran. A Kifejlesztett gyorsteszt a képfeldolgozasi modszerrel egy idében is
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alkalmazhato eljaras lehet. A két vizsgélat kombinalasa az egyedi vizsgalatoknal jobb eredményt adhat,

ami hozzajarulhat a mddszer gyakorlati adaptalasahoz.

Mivel a modszertanban rejlo lehetdségek vizsgalatanak még csak a kezdetén jarunk a modszer
teljesitménye minden bizonnyal tovabb javithato a jovoben. Az eredmények javitasara szamos
elképzelésiink van, melyek koziil az alabbi harom tlinik a legigéretesebbnek: i) mind a kénnyproteomikai,
mind a képfeldolgozas alapl modszer javithatdé a gépi tanulé eljaras paraméterezésének
finomhangolasaval. Allithaté példaul a MA detektéalasahoz beallitott kiiszobérték, vagy a vizsgalt fehérjék
szama stb.; ii) egy kovetkez6 vizsgalatban szelektalhatjuk a kombinalt modszertan szamara legidealisabb
osztalyozé algoritmust; iii) feltételezzlik, hogy a betegvizsgalati és a labordiagnosztikai protokollok is

tovabb javithatdak.

Figyelembe véve, hogy a tertilet szakembereinek célja jelenleg nem a human vizsgalo kivaltasa,
hanem csak munkaterhének csokkentése, a jovoben hangstlyt fektethetink a szenzitivitds 100-% os
bedllitasa mellett a specificitas novelésére. Ezzel szamithatova valik a munkateher csokkentésével
eléidézett koltségesokkenés, ami alapjan kalkulalhatd, hogy az altalunk végzett vizsgalat kéltsége hogyan
viszonyul a megtakaritasok nagysagahoz, vagyis a vizsgalat kéltséghatékonysaga meghaladja-e a jelenleg
alkalmazott eljarasét (human vizsgalat). Mivel varhatéan az ember altal végzett vizsgalat koltségei néni
fognak, a laboratériumi illetve az informatikai technologidk pedig egyre olcsobba valnak, az id6
egyértelmlien a miénkhez hasonlo eljarasok kifejlesztésének kedvez. A mi modszeriink tovabb fejlesztett
valtozata, vagy egy ezzel parhuzamosan kifejlesztett alternativ technoldgia minden bizonnyal hamarosan

megjelenik majd a RD sziirés napi gyakorlataban.
6. Osszefoglalas

6.1. Magyar nyelvii 6sszefoglal0

Konnyproteomikai és képfeldolgozasi technikdk alkalmazhat6saganak vizsgalata a retinopathia

diabetica sziirésében.

A RD a cukorbetegség egyik leggyakoribb szo6védménye, mely az Gsszes vaksagban szenvedd
személyek 5%-4nal tehetd feleldssé az allapot létrejottéért. Azoknal a 2-es tipusi DM-ban szenvedd
betegeknél, akiknél a betegség 10 éve fennall, 80% az esélye, hogy valamilyen foki RD mar kialakult.
Mivel a RD kezdetben tiinetmentes, a diagnozis idépontjaban a betegség sokszor mar igen elérehaladott
stadiumban van. Id6ében torténd diagnozissal és terapiaval a RD progresszioja jelentGsen lassithato, igy a

DM-ban szenvedd populacié szdmara a rendszeres szemészeti sziirGvizsgalaton (legalabb évente) valo
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részvétel ajanlott. A RD sziirés humaner6forras igénye, igy koltségei is igen magasak, ami a szirés
automatizalasaval csokkenthetd lenne. Jelen munka célja a RD sziirésére alkalmas automatizalt eljaras

létrehozasa.

Az els6 munkafézisban olyan modszertant dolgoztunk ki, amely a konny fehérjék RD okozta
koncentracio valtozasainak vizsgalatan alapszik. A DM-os betegek osztalyozasahoz (RD/non-RD) gépi
tanuld eljarast hasznaltunk, mely a fehérje koncentracidék globalis mintadzatdnak megvéaltozasa alapjan
sorolta a betegeket egyik, vagy masik csoportba. A vizsgalatok eredményeként kapott viszonylag
alacsony szenzitivitas (0,74) és specificitas (0,48) értékek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a
modszer jelenlegi allapotdban 6nalléan még nem érett a klinikai rutinban valé alkalmazésra. Azonban

mas tipusu eljarassal kombinaltan hasznalva alkalmas lehet a masik modszer teljesitményének javitasara.

A masodik munkafazisban a konny proteomika alapi mddszertant digitalizalt retina képek
automatizalt feldolgozasaval kombinaltuk. A vizsgalatok soran a képfeldolgozas alapl mddszer 6nallan
0,84-es szenzitivitas és 0,81-es specificitast ért el. A kdnnyproteomikai mddszertan ebben az esetben
0.87-es szenzitivitas és 0,68-as specificitast produkalt. A kombinalt eljaras inputjat a digitalis fundus
foton azonositott MA-k szama és a kdnnyfehérje koncentracios értékek jelentették. Az eljaras 0.93/0,78-
os szenzitivitas/specificitas értéket ért el. Mivel a két adatféleség fliggetlen, de egymast kiegészitd
informacidt hordozott a vizsgalat varhatd kimenetére vonatkozéan, a harom modszertanb6l ez bizonyult a
legeredményesebbnek kozelitve azt a minimum értéket, melyet a British Diabetic Association a

sziirbprogramok szamara meghatarozott (legalabb 0.80 szenzitivitas és 0.95 specificitas).
6.2. Angol nyelvii 6sszefoglalo

Image processing and tear fluid proteomics based methods in the screening of diabetic retinopathy

Diabetic retinopathy (DR) is one of the most common complications of diabetes mellitus (DM),
accounting for about 5 % of world blindness. Approximately 80 % of all patients with type 2 DM
duration of at least 10 years suffer from some degree of DR. During the development of DR, patients may
not notice changes of their vision and DR might be very advanced by the time patients have visual
complaints and experience visual loss eventually. Timely diagnosis and therapy however can significantly
decelerate its progress, necessitating regular DR screening or appropriate follow-up in all patients with
DM. Involvement of human graders is currently universal and the less automation is in the screening
system the greater the costs. Therefore our aim was to develop a novel automated method for DR

screening.
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In the first phase of the project our aim was to develop a novel method for DR screening based on
the examination of tear fluid proteomics biomarker changes. We applied machine learning algorithms to
predict whether the given patient with DM suffers from DR or not, based on the global proteomics pattern
changes of their tear fluid. In the study we concluded that, due to its low sensitivity (0.74) and specificity
(0.48) values, the proteomics based screening method alone is not appropriate for clinical application at
its present format. However, in combination with other methods, it is able to improve the performance of
the other methodology.

In the second phase of the study we used tear fluid proteomics based methodologies with retinal
image processing combined in one single system. The image processing based method alone resulted in
0.84 sensitivity, and 0.81 specificity. Using the proteomics data for analysis 0.87 sensitivity, and 0.68
specificity values were achieved. The combined data analysis integrated the features of the proteomics
data along with the number of detected MAs in the associated image, and achieved sensitivity/specificity
values of 0.93/0.78. As the two different types of data represent independent and complementary
information on the outcome, the combined model resulted in a reliable screening method that is
comparable to the requirements of DR screening programs applied in clinical routine as specified by the

British Diabetic Association (at least 0.80 sensitivity, and 0.95 specificity).
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kénny fehérje koncentracio.
8.2. Angol nyelvu targyszavak

Diabetic retinopathy screening, tear fluid proteomics, image processing, digitalized retina photography,

machine learning, biomarker, microaneurysm, tear fluid protein concentration.
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