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Supplementary Figure S1 

 

Supplementary Figure S1. Sample donor demographics and lipid species annotation 

for the EV logistic regression discovery dataset (n=598). (A) Number of donor subjects 

in each cohort, disease status and age at time of sample collection. (B) Number of donor 

subjects by breast cancer subtype in each cohort. (C) Age, BMI and smoking history of 

donor subjects in each cohort. Age and BMI were compared using a student’s t‐test and 



smoking history using a chi‐squared test. (D) List of 23‐lipid species identified in EVs 

that discriminated between healthy controls and individuals with breast cancer. The 

lipids that were significantly increased, or decreased, in breast cancer samples in cohort 

1 and cohort 2 are indicated. LID, lipid identifier; Annotation, sum composition; m/z, 

mass to charge ratio; SD, standard deviation.  

   



Supplementary Figure S2 

 

Supplementary  Figure  S2.  Lipid  acquisition  reproducibility  and  sample  donor 

demographics  for  the plasma  logistic  regression discovery dataset  (n=256).  (A) The 

coefficients of variation (CV%) distributions for the 23‐lipids in QC samples. Different QC 



sample batches were used for the indicated groups. (B) Number of donor subjects in each 

cohort, disease status and age at time of sample collection. (C) Number of donor subjects 

by breast  cancer  subtype  in each  cohort.  (D) Age, BMI and  smoking history of donor 

subjects in each cohort. Age and BMI were compared using a student’s t‐test and smoking 

history using a chi‐squared test. (E) Volcano plot of lipid profile identified in plasma from 

breast  cancer  subjects  compared  to  control  donors.  The  fold‐change  in  relative  lipid 

expression is shown. Lipid species that were significantly decreased (blue) or increased 

(red) in breast cancer samples are indicated and lipids in the 23‐lipid panel are annotated. 

SD, standard deviation.  

 

 

   



Supplementary Figure S3 

 

Supplementary Figure S3. Breast cancer prediction models using EV‐derived lipids as 

features. (A) Table indicating the lipid species in the EV20 panel, with corresponding 

LID, annotation (sum composition), adduct, retention time (Rt, in minutes), 

mass/charge (m/z) and molecular weight (MW). (B) Average performance measures of 

19 classifiers, including the ensemble model across 2000 LGOCV (20% test, 80% train) 

where each model uses the EV20 panel as its predictive variables. Acc, accuracy; F1, F1‐



score, TPR, true positive rate (sensitivity); TNR, true negative rate (specificity); PPV, 

positive predictive value.    
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Supplementary  Figure  S4.  Breast  cancer  prediction  models  using  plasma‐derived 

lipids  as  features.  (A)  Table  indicating  the  lipid  species  in  the  P20  panel,  with 

corresponding  LID,  annotation  (sum  composition),  adduct,  retention  time  (Rt,  in 

minutes), mass/charge  (m/z)  and molecular  weight  (MW).  (B) Average  performance 

measures of 19 classifiers, including the ensemble model across 2000 LGOCV (20% test, 

80% train) where each model uses the P20 panel as its predictive variables. Acc, accuracy; 

F1, F1‐score, TPR,  true positive  rate  (sensitivity); TNR,  true negative  rate  (specificity); 

PPV, positive predictive value.  
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Supplementary Figure S5. Comparison of the lipids that were consistently selected as 

being  important  in  both  plasma  and  EVs  using  the  machine  learning  discovery 

pipeline.  (A) Top  30  lipids  that were  consistently  selected  as being  important by  the 

Boruta algorithm across all EV runs are shown. Blue bars indicate lipids that were unique 

to the EV analysis. Red, yellow and green bars indicate lipids that were also identified in 

the top 30 lipids in the plasma analysis. Lipids identified in the EV23 panel are indicated 

with an asterisk (*) next to the LID. The cutoff between the top 20 and the remaining 10 

lipids is indicated with a dotted line. (B) Table indicating the lipid species that were only 

identified in their respective panels and not in others. Number of lipid species correspond 

to the numbers in the non‐overlapping sections of the Venn diagram in figure 5D. 

 


