
DERLEME/ REVIEWS

KLİNİK BİYOKİMYADA MOLEKÜLER TANI: SIVI BİYOPSİ

MOLECULAR DIAGNOSIS IN CLINICAL BIOCHEMISTRY: LIQUID BIOPSY

Hamit Yaşar ELLİDAĞ

Antalya Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Tıbbi Biyokimya Bölümü

Yazışma Adresi / Correspondence: Doç. Dr. Hamit Yaşar ELLİDAĞ
Antalya Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Tıbbi Biyokimya Bölümü
E-mail: hayael1980@hotmail.com
Orcid No: 0000-0002-7511-2547 

ÖZET

İster tek hücreli, ister çok hücreli olsun, canlılığın en temel dür-
tüsü varlığını sürdürmek ve hayatta kalmaktır. Bu durum kanser 
hücreleri içinde geçerlidir. İnsanoğlunun kanserle amansız sa-
vaşı devam etmektedir. Bu savaş sırasında düşmanın konumu-
nu ve gücünü tespit etmek temel stratejidir. Bu amaçla günü-
müzde doku biyopsisi tümör teşhisi için altın standart olmaya 
devam etmektedir. Bununla birlikte, sıvı biyopsi, tümör hücre-
lerinden salgılanan dolaşımdaki serbest DNA (cell-free tumor 
DNA : cftDNA), RNA (circulating cell-free RNA : cfRNA), mikro-
vezikül (ekzosomlar, ekstrasellüler veziküller :EVs), dolaşımdaki 
tümör hücreleri (circulating tumor cells (CTCs) ve tümör etki-
leşimli trombositlerin (tumor-educated platelets (TEPs) tespiti 
için başta kan, tükrük, idrar gibi vücut salgılarına odaklanan 
yöntemlerdir. Kanser tanısında sıvı biyopsi, hastalığın erken 
evrede belirlenmesi, tedavi yanıtının izlenmesi ve tümör gene-
tiğindeki değişikliklerin takip edilmesi açısından büyük önem 
taşır. Yeni nesil dizileme (NGS), kantitatif polimeraz zincir reak-
siyonu (qPCR) ve dijital damlacık PCR (ddPCR) gibi ileri tekno-
lojiler sayesinde sıvı biyopsiden elde edilen verilerin duyarlılığı 
ve özgüllüğü artırılmaktadır. Kanser dışında sıvı biyopsi, nöro-
dejeneratif hastalıklar, kardiyovasküler hastalıklar, enfeksiyonlar 
ve genetik bozuklukların teşhisinde de kullanılmaktadır. Kardi-
yovasküler hastalıklarda ise dolaşımdaki mikroRNA profilleri, 
hastalığın progresyonu hakkında önemli bilgiler sunmaktadır. 
Bununla birlikte, sıvı biyopsinin klinik uygulamalara tam anla-
mıyla entegre edilebilmesi için bazı zorluklar mevcuttur. Bu zor-
luklar arasında yöntemlerin standardizasyonunun sağlanması, 
biyobelirteçlerin duyarlılığının artırılması ve klinik doğrulama 
süreçlerinin tamamlanması bulunmaktadır. Sıvı biyopsiden 
elde edilen verilerin yorumlanması ve klinik pratiğe aktarılması 
için ileri biyoinformatik analiz yöntemlerinin geliştirilmesi ge-
rekmektedir. Gelecekte sıvı biyopsi, kanser başta olmak üzere 
birçok hastalığın yönetiminde standart bir tanı yöntemi haline 
gelebilir. Özellikle yapay zeka ve makine öğrenmesi tabanlı veri 
analiz yöntemleri ile sıvı biyopsiden elde edilen bilgilerin daha 
hassas şekilde değerlendirilmesi mümkün olacaktır. Bu der-
lemede, şu an oldukça güncel olan sıvı biyopsi yöntemlerinin 
temel prensipleri, avantajları, sınırlamaları ve klinik uygulama 
alanları ele alınacaktır.

ANAHTAR KELİMELER: Serbest DNA, Serbest RNA, Ekstraselü-
ler vezikül, Serbest tümör hücreleri.

ABSTRACT

Whether unicellular or multicellular, the fundamental drive of 
life is to survive and persist. This principle also applies to can-
cer cells. Humanity's relentless battle against cancer continues, 
and a crucial strategy in this fight is to determine the enem-
y’s position and strength. Currently, tissue biopsy remains the 
gold standard for tumor diagnosis. However, liquid biopsy has 
emerged as a promising alternative, focusing on detecting tu-
mor-derived circulating free DNA (cfDNA), circulating free RNA 
(cfRNA), microvesicles (exosomes, extracellular vesicles: EVs), 
circulating tumor cells (CTCs), and tumor-educated platelets 
(TEPs) in bodily fluids such as blood, saliva, and urine. In cancer 
diagnosis, liquid biopsy plays a crucial role in early detection, 
monitoring treatment response, and tracking genetic changes 
in tumors. Advances in next-generation sequencing (NGS), qu-
antitative polymerase chain reaction (qPCR), and digital drop-
let PCR (ddPCR) have significantly improved the sensitivity 
and specificity of data obtained through liquid biopsy. Beyond 
cancer, liquid biopsy is also being utilized in the diagnosis of 
neurodegenerative diseases, cardiovascular diseases, infecti-
ons, and genetic disorders. In cardiovascular diseases, circula-
ting microRNA profiles provide valuable insights into disease 
progression. However, several challenges must be addressed 
before liquid biopsy can be fully integrated into clinical prac-
tice. These challenges include standardizing methodologies, 
enhancing the sensitivity of biomarkers, and completing clini-
cal validation processes. Additionally, advanced bioinformatics 
analysis techniques are needed to interpret the data obtained 
from liquid biopsy and translate it into clinical applications. In 
the future, liquid biopsy has the potential to become a standard 
diagnostic tool for managing various diseases, particularly can-
cer. The incorporation of artificial intelligence and machine lear-
ning-based data analysis methods is expected to further refine 
the accuracy and reliability of liquid biopsy results. This review 
will discuss the fundamental principles, advantages, limitati-
ons, and clinical applications of liquid biopsy, a rapidly evolving 
and highly relevant diagnostic approach.

KEYWORDS: Cell fee DNA, Cell fee RNA, Extracellular vesicles, 
Circulating tumor cells.
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GİRİŞ

Sağlık alanında gerek tedavi ve gerekse tanı 
bakımından birçok teknolojik gelişmeler ya-
şanmasına rağmen, kanser küresel sağlık so-
runu olmaya devam ediyor. Maalasef kan-
ser en yaygın ölüm nedenlerinden biridir ve 
yeni vakalar dünya çapında artmaktadır. Er-
ken tanı ve uygun tedavi, kanser hastaları-
nın prognozlarını iyileştirmek ve hayatta kal-
ma şanslarını artırmak için çok önemlidir (1).

Günümüzde, kanser tanısı için altın standart 
hala doku biyopsisidir. Doku biyopsisi kanser-
leri ve alt tiplerini kesin olarak teşhis edebil-
mesine rağmen, doku biyopsisi almak zordur. 
Girişimsel bir işlem olduğu için komplikasyon 
riski yüksektir ve hastalığın progresyonunu ta-
kip etmek için sürekli yapılması uygun değili-
dir. Kanserleri erken evrede tespit etmek bazı 
durumlarda zor olduğundan, her ne kadar al-
tın standart olsa da klasik doku biyopsileri er-
ken evre kanser tanısını gözden kaçırabilir (2). 

Sıvı biyopsi veya moleküler tanı, tümör hücre-
lerinden salgılanan dolaşımdaki serbest DNA 
(cell-free tumor DNA (cftDNA)), dolaşımdaki 
serbest RNA (circulating cell-free RNA (cfRNA)), 
ekstrasellüler veziküller (extracellular vesicles 
(EVs)) ve metabolitlerin yanında dolaşımdaki 
tümör hücreleri (circulating tumor cells (CTCs)), 
tümör ile etkileşimli trombositlerin (tumor-e-
ducated platelets (TEPs)) tespiti için başta kan, 
tükrük, idrar gibi vücut salgılarına odaklanan 
yöntemlerdir (3,4). Doku biyopsileriyle kar-
şılaştırıldığında, sıvı biyopsiler erken tarama 
veya hastalığın takibinde rol oynar (Tablo 1).   

Tablo 1: Sıvı Biyopsi ve Doku Biyopsisi Karşılaştırması

Sıvı biyopsi için yaygın örnekler minimal inva-
ziv gerektiren kan numunleridir (5–7) (Şekil 1).

Şekil 1: Sıvı Biyopsi Bileşenleri: Dolaşımdaki serbest DNA, do-
laşımdaki serbest RNA, ekstraselüler veziküller, dolaşımdaki tü-
mör hücreleri, tümör ile etkileşimli trombositler.

Bu derlemede sıvı biyopsinin moleküler belirteç-
leri ve analiz yöntemlerinden bahsedilecektir. 

SIVI BİYOPSİ TARİHİ

1869 yılında Thomas Ashworth, bir kanser 
hastasının kanında dolaşan tümör hücrelerini 
(CTC) tanımlayarak bu hücrelerin metastaz sü-
reciyle ilişkili olabileceği yönünde bir hipotezin 
temelini atmıştır (8). DNA’nın keşfiyle birlikte 
kanserin genetik ve moleküler temellerinin an-
laşılmasına yönelik araştırmalar hız kazanmış, 
kanser hücrelerinde belirli mutasyonların sap-
tanmasıyla biyobelirteç geliştirme çalışmaları 
ivme kazanmıştır (9,10). 1970'ler ve 1980'lerde, 
tümör kaynaklı DNA ve hücreleri kandan izole 
etmeye yönelik çalışmalar, teknolojik kısıtla-
malar nedeniyle immünositokimya ve polime-
raz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemleriyle sınırlı 
kalmıştır (11). 1990’lı yıllarda, araştırmalar dola-
şımdaki tümör DNA'sı (dtDNA)'nı potansiyel bir 
biyobelirteç olarak tanımlamaya yönelmiştir. 
Aynı dönemde, tümöre özgü nükleik asitler ve 
protein taşıyan hücre dışı veziküller (eksozom-
lar) üzerine çalışmalar derinleşmiş, izolasyon ve 
analiz yöntemlerindeki gelişmelerle tümöre ait 
biyobelirteçlerin kapsamı genişletilmiştir (12). 
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Özellik Sıvı Biyopsi Doku Biyopsisi 
Girişimsel işlem Hayır Evet 
Örnekleme sıklığı Yüksek (tekrarlanabilir) Düşük (riskli olabilir) 
Tümör heterojenliği Daha kapsamlı yansıtabilir Tek bölgeye bağlı 
Histolojik bilgi Sağlamaz Sağlar 
Analiz süresi Hızlı Daha uzun 
Klinik kullanımı Takip ve taramada Tanı koymada 

 



278

2000’li yıllarda, yeni nesil dizileme (NGS) ve PCR 
teknolojilerindeki ilerlemeler, dtDNA izolasyo-
nunu ve tümöre özgü mutasyonların tespit edil-
mesini yüksek duyarlılık ve kesinlikle mümkün 
hale getirmiştir (13). Sonraki yıllarda, sıvı biyop-
si yalnızca ctDNA ve CTC'lerle sınırlı kalmamış; 
RNA (mikroRNA’lar), dolaşımdaki serbest mito-
kondriyal DNA, protein bazlı biyobelirteçler gibi 
diğer biyolojik bileşenler, tümör biyolojisini an-
lamada değerli araçlar haline gelmiştir. Bugün, 
sıvı biyopsi, kanser tanı ve tedavi süreçlerinde ol-
dukça günceldir. Tek hücre dizileme, çoklu omik 
entegrasyonu ve yapay zeka (AI) destekli analiz-
ler gibi yeni teknolojiler, sıvı biyopsinin duyar-
lılığını ve özgüllüğünü daha da artırmıştır (11).

DOLAŞIMDAKİ TÜMÖR HÜCRELERİ (CTC'LER)

Daha önce de belirttiğimiz gibi, dolaşımdaki 
tümör hücreleri (CTC) üzerine yapılan araş-
tırmaların temeli, 1869 yılında Thomas As-
hworth ve çalışma arkadaşlarının bir kanser 
hastasının kanında bu hücreleri tanımlama-
sıyla atılmıştır. CTC'ler, birincil veya metastatik 
tümörlerden koparak kan ya da lenf sistemi 
aracılığıyla dolaşıma katılan hücrelerdir (5,13).

Son yıllarda yapılan çok sayıda çalışma, CTC dü-
zeyinin kanser gelişimi ile güçlü bir ilişki göster-
diğini ve özellikle metastatik süreçte kritik bir 
rol oynadığını ortaya koymuştur (5,14). Bu bul-
gular, CTC'lerin önemli bir biyobelirteç olduğu-
nu doğrulamakta ve bu hücrelerin kanser teş-
hisi, prognoz takibi ve klinik karar süreçlerinde 
etkili bir araç olma potansiyelini vurgulamıştır.
Araştırmalar, yüksek CTC düzeylerinin genel sağ-
kalım süresinde azalma ile doğrudan ilişkili oldu-
ğunu göstermektedir (15–17). Özellikle meme 
kanseri hastalarının kan örneklerinde, artan 
CTC sayısının sağkalım oranlarını önemli ölçüde 
düşürdüğü saptanmıştır. Bu nedenle CTC'lerin 
tespiti, sıvı biyopsi çalışmalarında giderek daha 
fazla önem kazanmakta ve kanserin biyolojik 
seyrine dair değerli bilgiler sağlamaktadır (18).

CTC'ler, kanda son derece düşük oranlarda bu-
lunur; yaklaşık 1 milyon lökosit içinde 1 adet 
veya 10 mL kanda 1-10 hücre arasında değişen 
sayılarda tespit edilir. Ayrıca çoğu CTC, dolaşı-
ma katıldıktan sonra 1-2,5 saat içerisinde ölür. 
Bu nedenle, CTC'leri verimli bir şekilde yaka-
lamak ve tespit etmek için son derece hassas 

teknikler gereklidir. Şu anda, CTC izolasyonu ve 
tespiti için kullanılan yöntemler sürekli olarak 
geliştirilmekte, özellikle hassasiyet açısından 
önemli ilerlemeler kaydedilmektedir (19,20). 
Boyut, şekil değiştirilebilirlik vb. gibi biyofizik-
sel özelliklere dayalı yoğunluk gradyan santri-
füjleme, ataletsel odaklama (Inertial Focusing) 
ve filtrasyon gibi geleneksel yöntemler mev-
cuttur (21). Ayrıca, hücrelerin belirli belirteç-
lerin ekspresyonu yoluyla tespit edilmesine 
yönelik yöntemler de bulunmaktadır. Bu belir-
teçler arasında epitelyal hücre adezyon mole-
külü (EpCAM), vimentin ve N-kaderin yer alır. 
Bu yöntemler arasında EpCAM zenginleştirme, 
immünomanyetik ayrıştırma ve mikroakışkan 
cihazlar kullanılmaktadır (22).  CellSearch® yön-
temi şu anda FDA (U.S. Food and Drug Admi-
nistration) tarafından kan örneklerindeki CTC 
sayısını izlemek için yetkilendirilmiş tek yön-
temdir (23). Bu yöntemlerin çeşitli eksiklikleri 
olmasına rağmen, CTC'lerin tespiti ve klinik de-
ğeri üzerine araştırmaların teşvik edilmesinde 
önemli bir rol oynamışlardır. Neredeyse invaziv 
olmayan bir test olan CTC'ler, gelecekte tümör-
lerin teşhisi, tespiti ve prognozunda giderek 
daha önemli bir değere sahip olacaktır (8,11). 

DOLAŞIMDAKİ HÜCRESİZ TÜMÖR DNA'SI (CTDNA)

Dolaşımdaki hücresiz tümör DNA'sı (ctDNA), 
aktif olarak salgılanan veya apoptotik ya da 
nekrotik kanser hücrelerinden köken alarak 
doğrudan kan dolaşımına (veya diğer biyolojik 
sıvılara) salınan DNA'dır. Bu DNA, toplam dola-
şımdaki serbest DNA (cfDNA)'nın yalnızca sınırlı 
bir kısmını oluşturur ve normal hücrelerden fiz-
yolojik koşullarda ortaya çıkan cfDNA'nın bas-
kın kaynağıdır (20,24,25). cfDNA parçalarının 
büyük çoğunluğu genellikle 143 ila 180 baz 
çifti uzunluğundadır ve bu uzunluk, nükleozom 
içindeki DNA boyutuna karşılık gelir. Bu par-
çaların kan dolaşımındaki yarı ömrü 16 dakika 
ile 2,5 saat arasında değişmektedir (26). cfD-
NA; kan, idrar, beyin omurilik sıvısı, plevral sıvı 
ve dışkı gibi vücut sıvılarında tespit edilebilir 
(24,27,28). Kan bazlı analizlerde, plazma genel-
likle ctDNA analizi için daha uygun bir kaynak 
olarak kabul edilir çünkü tümör dışı hücreler-
den gelen cfDNA arka planı daha düşüktür. 
ctDNA, ayrıca dolaşımdaki tümör hücrelerinin 
parçalanmasından da kaynaklanabilir, ancak 
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bunun toplam ctDNA'ya olan kantitatif katkı-
sı net değildir ve muhtemelen kanserin evresi 
ve tedaviye yanıt gibi faktörlere bağlıdır (29).

1948 yılında, Mandel ve Metais kanda nükleik 
asitleri tanımlayan öncüler olmuşlardır (10). ctD-
NA ise ilk olarak Stroun ve arkadaşları tarafından 
1989 yılında tanımlanmıştır. ctDNA'nın dizilen-
mesi, tümör mutasyonlarının tespit edilmesine 
olanak tanır ve böylece cfDNA'dan ayırt edil-
mesini sağlar (30). Araştırmalar, tümör seviye-
lerindeki değişimlerin sadece miktarla sınırlı ol-
madığını göstermektedir. Tümörden etkilenen 
hastaların plazmalarından elde edilen ctDNA 
örneklerinin dizileri, KRAS gibi onkogenlerdeki 
mutasyonları (V-Ki-ras2 Kirsten sıçan sarkoma 
viral onkogen homoloğu) işaret etmektedir 
(31). Ayrıca, plazmadaki ctDNA seviyeleri; tümör 
yükü, tümör evresi ve tedaviye yanıt gibi faktör-
lere bağlı olarak dalgalanmalar gösterir. ctD-
NA'nın klinik uygulamaları sadece kantifikasyon-
la sınırlı değildir; plazmada mevcut olan genetik 
varyantların analizini de kapsamaktadır (32).

cfDNA izolasyonu için birkaç yöntem mev-
cuttur. Bu yöntemler arasında: yüksek devirli 
santrifüj, immünomanyetik boncuklar, silika 
kolon temelli zenginleştirme, polimer aracılı 
zenginleştirme ve klasik fenol-kloroform bazlı 
ekstraksiyon yöntemleri bulunmaktadır (33).

Ancak bu yöntemlerin standartlaştırılması ge-
rekmektedir. Yöntem seçimi, istenen DNA saflı-
ğı ve gerekli otomasyon düzeyine bağlı olarak 
değişebilir (34). Mevcut DNA ekstraksiyon yön-
temlerinin ctDNA ve cfDNA arasında ayrım yap-
madığı düşünüldüğünde, ctDNA'daki genomik 
varyasyonların tespiti için uygun DNA ekstraksi-
yon protokollerinin uygulanması önemlidir  (35).
ctDNA Analizinde iki temel yaklaşım vardır. 
Hedefe yönelik yöntemler; belirli tümör tip-
leriyle ilişkili olan gen veya genlerin yeniden 
düzenlemeleri veya mutasyonlar gibi spesi-
fik bölgeler üzerine odaklanır. Hedefsiz yön-
temler; tüm tümör genomunu kapsamlı bir 
şekilde analiz ederek nükleotid değişimleri, 
kopya sayısı değişiklikleri, kromozomal ano-
maliler gibi verileri ortaya çıkarır. Bu analiz 
yönteminde tüm genom taranır (8,11,20). 

Teknolojideki ilerlemeler, damlacık tabanlı di-
jital PCR (ddPCR), yeni nesil dizileme (NGS), 

gerçek zamanlı PCR (rt-qPCR) ve hipermeti-
lasyon analizi ile biyolojik örneklerde, özellik-
le vücut sıvılarında, kanserle ilişkili genetik ve 
epigenetik değişimler yüksek hassasiyet ve 
doğrulukla tespit edilebilinmektedir(36–38).

DOLAŞIMDAKİ HÜCRESİZ RNA (CFRNA)

Dolaşımdaki hücresiz RNA (cfRNA), kan gibi vü-
cut sıvılarında bulunan ve hücresel kompleksler 
içinde kapalı olmayan RNA moleküllerini ifade 
eder. cfRNA'lar hem kanserli hem de kanserli ol-
mayan hücrelerden salınır. cfRNA analizi, yalnız-
ca belirli genlerin bolluğunu değerlendirmekle 
kalmaz; aynı zamanda patolojik alternatif birleş-
tirme (splicing) veya RNA düzenleme (editing) 
gibi faktörleri de inceler. Bu tür değişiklikler 
yalnızca transkriptom düzeyinde tespit edile-
bilir, genom düzeyinde tespit edilemez (39,40). 
Bu nedenle, son yıllarda cfRNA'lara olan ilgi 
ctDNA'ya kıyasla artmıştır. cfRNA'lar, dış hücre 
zarı vezikülleri içinde kapsüllenir veya ribonük-
leoprotein kompleksleri oluşturarak nükleaz 
aktivitesinden korunurlar (41). cfRNA parçala-
rı; serum, plazma,idrar, safra ve beyin omurilik 
sıvısı (BOS) gibi çeşitli vücut sıvılarından elde 
edilebilir (42). cfRNA'ların RNaz aktivitesine 
karşı dayanıklılık göstermesi, onları vücut sıvı-
larında stabil hale getirir (43). Bu stabilite, cfR-
NA'yı sıvı biyopsi tabanlı tanı yaklaşımları için 
umut verici bir aday haline getirmektedir (44).

cfRNA'lar, farklı hücre ve dokulardan köken 
alan çeşitli RNA türlerini içerir. Bunlar: mikroR-
NA'lar (miRNA'lar), transfer RNA (tRNA), piwi ile 
etkileşen RNA'lar (piRNA'lar), uzun kodlamayan 
RNA'lar (lncRNA'lar), küçük nükleer RNA'lar (sn-
RNA'lar), küçük nükleolar RNA'lar (snoRNA'lar) 
ve Y RNA'dır (45). cfRNA araştırmalarının büyük 
bir kısmı, dolaşımda potansiyel hastalık biyo-
belirteçleri olarak miRNA'lara odaklanmıştır. 
Bu durum, miRNA'ların kandaki stabilitesinin 
yüksek olmasıyla ilişkilidir (46). Ancak, son za-
manlarda mRNA ve lncRNA gibi uzun RNA'lar 
(>200 nükleotid) üzerine artan bir ilgi bulun-
maktadır (47). Uzun RNA'lar, sinyal molekülle-
ri olarak işlev görerek hücresel iletişimde yer 
alabilir ve tümör mikroçevresini etkileyerek 
tümör progresyonu ve invazyonunu düzenle-
yebilir. Bu özellikleri sayesinde cfRNA'lar, sıvı 
biyopsi temelli tıp uygulamaları için güçlü 
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adaylardır. Çeşitli RNA türlerinin incelenmesi, 
kanser teşhisi, prognozu ve tedaviye yanıtın 
izlenmesinde önemli bir rol oynayabilir (48).

Biyosıvılardan RNA ekstraksiyonu için en yay-
gın kullanılan yöntem, özellikle plazma ve/veya 
serum için özelleştirilmiş RNA ekstraksiyon kit-
lerinin kullanılmasıdır. Ancak plazmadan RNA 
izolasyonu sırasında önemli bir endişe, DNA 
kontaminasyonu riskidir. Bunun nedeni, çoğu 
cfRNA izolasyon kitinin biyosıvıdaki hücresiz 
DNA'nın bir kısmını da geri kazanmasıdır (49, 
50). Bu tür interferansları hafifletmek için çe-
şitli teknikler uygulanabilir. Ekstrasyon sırasın-
da DNAaz kullanılması, ekstraksiyon kitlerinin 
seçiminde standardizasyon sağlanması, RNA 
ekstraksiyon verimliliğinin kontrollerinin sağ-
lanması önlemlerin uygulanması gereklidir (50).
Elde edilen veya serumdan ekstrekte edilen 
RNA miktar ve kalite ölçümünde Qubit (51), 
Agilent Bioanalyzer (52) vb spektrofotomet-
ri temelli sistemler kullanılır. Ekstrekte edilen 
RNA nın hem 260 nm hem de absorbansı ölçü-
lür. 260/280 oranın yaklaşık 2 veya 2’ye yakın 
olması RNA için kabul edilebilir saflık oranı-
dır (Bu oranın DNA için 1,8 olması istenir) (53). 

cfRNA analizi için ana yöntemler; gerçek za-
manlı ters transkripsiyon (qRT-PCR): Spesifik 
genlerin ekspresyon seviyelerinin ölçümünde 
kullanılır. Mikrodizin (Microarray) Platformları: 
Transkriptom çapında RNA profillemesi sağ-
lar. Yeni Nesil Dizileme (NGS): Genom çapın-
da RNA dizilemesi yaparak transkriptomun 
kapsamlı analizini mümkün kılar (11,13,44). 

EKSTRASELLÜLER VEZİKÜLLER (EXTRACELLULAR VE-
SİCLES (EVS)) VE EKSOZOMLAR

1987 yılında Johnstone, koyun retikülositleri 
tarafından salgılanan veziküllere ilk kez "ekso-
zom" adını vermiştir. Eksozomlar, çok veziküllü 
cisimlerin zarlarından tomurcuklanarak oluşan 
ve çok veziküllü endozomların hücre zarıyla 
kaynaşmasının ardından hücre dışına salınan bir 
hücre dışı vezikül alt türüdür. Hücre dışı vezikül-
lerin diğer iki ana alt türü ise, genellikle boyutla-
rına ve hücresel kökenlerine göre sınıflandırılan 
mikro veziküller ve apoptotik veziküllerdir (54). 
Son yıllarda, bu üç ana hücre dışı vezikül alt 
türü, özellikle eksozomlar, büyük bir ilgi oda-
ğı haline gelmiştir. Eksozomlar, kan, tükürük, 

idrar ve diğer biyolojik sıvılarda tespit edilebi-
lir ve molekül taşıma, hücreler arası iletişim ve 
bağışıklık tepkileri gibi çeşitli biyolojik süreç-
lerde önemli roller üstlenir. Ayrıca, eksozom-
ların tümör mikroçevresinin temel bileşen-
lerinden biri olduğu ve kanser ilerlemesinde 
kritik bir rol oynadığı bulunmuştur (54,55). 

Eksozomlar, sıvı biyopsi alanında bazı avan-
tajlar sunmaktadır. Stabil yapıları sayesinde 
dayanıklıdırlar ve tümör hücrelerine dair bil-
gilerin temsilinde daha güvenilirdirler (56).

Son yıllarda eksozomlardan elde edilen nük-
leik asitler, proteinler, lipitler ve metabolitler 
gibi ürünler, kanser araştırmalarında giderek 
artan bir ilgi görmektedir. Örneğin, eksozo-
mal kodlamayan RNA'ların (ncRNA'lar) kanser 
hastalarının tanı ve tedavisinde önemli bir re-
ferans değeri sunduğu gösterilmiştir. Prostat 
kanseri hastalarında miR-1246, miR-4644, miR-
3976 ve miR-4306 eksozomlarının yukarı re-
güle edilmesi, bu molekülleri oldukça hassas 
biyobelirteçler haline getirmiştir (57). Bunun 
yanı sıra, eksozomal lncRNA H19'un mesane 
kanseri hastalarının serumunda yukarı regü-
le edildiği ve bu nedenle tanı amaçlı önemli 
bir biyobelirteç olabileceği belirlenmiştir (58). 

Eksozomlar, geniş çeşitlilikleri ve büyük sayı-
ları nedeniyle protein düzeyinde de yoğun bir 
araştırma konusu olmuştur. Eksozomal protein-
lerin, kanser mikroçevresinin oluşumu, tümör 
ilerlemesi ve metastaz gibi süreçlerde düzenle-
yici bir role sahip olduğu gösterilmiştir (59–61).

Ekstraselüler veziküllerin (EVs) izolasyonu ve 
karakterizasyonu, biyolojik ve klinik araştırma-
larda önemli bir alan olarak öne çıkmaktadır. 
EVs izolasyonu için kullanılan yöntemlerden 
biri yoğunluk gradyanlı ultrasantrifüjasyondur. 
Bu yöntem, yüksek saflıkta EVs elde edilmesini 
sağlasa da laboratuvar tıbbında uygulanması 
zor olması, zaman alıcı bir süreç gerektirme-
si ve düşük verim sunması gibi dezavantajlara 
sahiptir (62–64). Boyuta dayalı yöntemler de 
EVs izolasyonunda sıkça tercih edilmektedir. 
Ultrafiltrasyon, tanımlı moleküler ağırlık eşik-
lerine sahip membran filtreler kullanılarak 
yapılır. Ancak, uygulanan kuvvetin veziküller-
de kırılma veya deformasyona yol açma ris-
ki, bu yöntemin sonraki analizlerde yanılgıla-
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ra neden olabileceğini göstermektedir (65). 
Benzer şekilde, boyut ayrım kromatografi-
si (Size-Exclusion Chromatography), protein 
kontaminasyonunu azaltmada etkili bir yön-
tem olarak öne çıkar. Polimer bazlı porlu bir 
sabit faz kullanılarak, parçacıklar boyutlarına 
göre yerçekimi akışı veya sıvı kromatografi 
sistemleri yardımıyla ayrılır (66). Bir diğer yön-
tem olan akış alanı-akış fraksiyonlaması (Flow 
Field-Flow Fractionation), numunenin para-
bolik akışla sisteme taşınması sırasında çap-
raz akış kullanılarak parçacıkların boyutlarına 
göre ayrılmasını sağlar. Bu teknikte, büyük 
parçacıklar yavaş akışlı duvar bölgelerine doğ-
ru hareket ederken küçük parçacıklar merkez-
de kalarak daha erken elüte edilmektedir (67). 

İmmünoafinite yakalama tabanlı teknikler, EVs 
izolasyonunda spesifik antijenlere bağlanabilen 
antikorların kullanımına dayanır. Bu antikorlar, 
plakalara, manyetik boncuklara veya mikroa-
kışkan cihazlara bağlanarak EVs’lerin seçici bir 
şekilde yakalanmasını sağlar. Yüksek verimli 
damlacık dijital ELISA yöntemi, yüksek hassa-
siyetli analizler sunan bir başka yaklaşımdır. 
Damlacık üretimi, işlenmesi ve analizi paralel 
bir şekilde gerçekleştirilmekte olup dakikada 
yaklaşık 20 milyon damlacığın analizi yapılabil-
mektedir. Bu teknik, geleneksel mikroakışkan 
yöntemlere kıyasla 100 kat daha hızlıdır (68,69). 

EVs’lerin karakterizasyonu ve miktar tespi-
ti, çeşitli yöntemlerle gerçekleştirilmektedir. 
Elektron mikroskobu, nanoparçacık izleme 
analizi (NTA), Western blotting, proteomik 
analizler ve moleküler yöntemler (RT-PCR ve 
NGS), EV’lerin yapısal ve fonksiyonel özellik-
lerinin detaylı olarak incelenmesini sağlar. Bu 
yöntemler, EVs’lerin biyolojik işlevlerini anla-
mada ve potansiyel biyobelirteç olarak kulla-
nılmasında önemli katkılar sunmaktadır (61).

TÜMÖR ETKİLEŞİMLİ TROMBOSİTLER

Trombositler, başlıca kemik iliğinde bulunan 
megakaryositlerin sitoplazmik parçalanması 
sonucu oluşur ve dolaşıma verilir. Çekirdek-
siz yapıda olmalarına rağmen, megakaryo-
sitlerden miras aldıkları transkriptomları pro-
teinlere çevirebilme yeteneğine sahiptirler. 
Bu proteinler, trombositlerin içinde bulunan 
granüller içerisinde depolanır. Normal koşul-

larda bu granüller hücre içinde tutulur; ancak 
aktivasyon sırasında ekzostoz mekanizma-
sıyla granül içerikleri serbest bırakılır (70–72).

Son yıllarda geliştirilen dizileme teknolojileri sa-
yesinde trombositlerde farklı RNA türlerinin var-
lığı tespit edilmiştir. Bu RNA türleri arasında splis-
lenmemiş pre-RNA, mRNA, miRNA, ribozomal 
RNA ve pre-RNA işleme süreçlerinde işlev gören 
spliceosome yer alır. Bu bulgular, trombositle-
rin transkriptom yapısı ve fonksiyonel özellik-
lerine dair önemli bilgiler sunmaktadır (73–75). 

Trombositler, yaşam döngüleri boyunca kan-
ser hücreleriyle hem doğrudan reseptörler 
aracılığıyla hem de dolaylı olarak sinyal mole-
külleri aracılığıyla etkileşim halindedir. Bu et-
kileşimler, trombositlerin aktivasyonuna yol 
açmakta ve pro-tümör metastatik mikroçev-
renin oluşumunu desteklemektedir. Ayrıca, 
epitel-mezenkimal geçiş (EMT) gibi süreçleri 
indükleyebilir. Özellikle trombositler ile kanser 
hücreleri arasındaki doğrudan temas ve trans-
forming growth factor beta (TGFβ) salınımı, 
NF-κB sinyal yolaklarını aktive ederek kanser 
hücrelerinde mezenkimal özelliklerin kazanıl-
masına ve metastatik potansiyelin artmasına 
neden olmaktadır (76–79). Trombositlerden tü-
reyen partiküller ile ilgili çalışmalar, bu partikül-
lerin izolasyonu ve analizi sırasında trombosit 
aktivasyonunun önlenmesinin kritik bir öneme 
sahip olduğunu göstermektedir. Trombositlerin 
işlenmesi sırasında güçlü mekanik veya biyo-
kimyasal kuvvetlerden kaçınılması gerekmek-
tedir. Ayrıca, hastanın trombosit fonksiyonunu 
etkileyebilecek tüm tedavi süreçleri titizlikle 
kaydedilmelidir (80). Trombositlerden türeyen 
partiküller, kan örneklemesinden sonra 48 saat 
içinde izole edilebilir ve bu süreçte yüksek ka-
liteli RNA üretimi gerçekleştirilebilir. Yeni nesil 
dizileme (NGS) teknolojileri, Trombositlerden 
türeyen partiküller genomik analizinde devrim 
niteliğinde bir ilerleme sağlamış, hem kodla-
yan hem de kodlamayan RNA transkriptlerinin 
profillenmesini mümkün kılmıştır. Bu yöntemler 
sayesinde, tümör kaynaklı moleküler imzaların 
tespiti yapılabilir ve tümörün moleküler yapı-
sına ilişkin detaylı bilgiler elde edilebilir (80).

Trombositlerin uyarılara verdikleri yanıtla-
rın incelenmesi, bu hücrelerin fonksiyonları-



nın anlaşılmasında büyük önem taşımakta-
dır. Bu bağlamda, agregasyon testleri ve akış 
sitometrisi gibi yöntemler, trombositlerin 
moleküler değişimlerinin fonksiyonel etki-
lerini analiz etmek için etkili araçlardır (80).

Sonuç olarak, trombositlerin kanser hücrele-
riyle doğrudan ve dolaylı etkileşimleri, tümör 
progresyonu ve metastaz süreçlerinde kritik 
bir role sahiptir. Trombositlerden türeyen par-
tiküller moleküler analizleri, sıvı biyopsi taban-
lı yaklaşımlar kapsamında tümör etkilerinin 
tespit edilmesi ve tümör süreçlerinin anlaşıl-
ması için güçlü bir araç olarak öne çıkmakta-
dır. Gelişmiş teknolojiler, bu süreçte yüksek 
hassasiyet ve etkinlik sağlamayabilmektedir.

SIVI BİYOPSİNİN SINIRLILIKLARI, KLİNİK ZORLUKLAR 
VE GELECEK PERSPEKTİFLER

Sıvı biyopsi, birçok avantajına rağmen bazı sı-
nırlamalara da sahiptir. Bunlar arasında yanlış 
pozitif veya negatif sonuçlar yer almaktadır. 
Örneğin, cfDNA düzeyleri inflamasyon, gebe-
lik, travma veya egzersiz gibi malign olmayan 
durumlarda da artabilir. Bu durum, yanlış pozi-
tif sonuçlara yol açabilir. Benzer şekilde, ctDNA 
düzeylerinin düşük olması durumunda, özellik-
le erken evre kanserlerde yanlış negatif sonuç-
lar görülebilmektedir (20,44). Minimal rezidüel 
hastalık (MRD) tespiti açısından da sıvı biyopsi 
değerli bir araç olmakla birlikte, tümör yükünün 
düşük olduğu durumlarda doğruluk oranı sınırlı 
olabilir (16,20). Bu bağlamda, doku biyopsisi hâ-
len birçok kanser türü için klinik karar süreçlerin-
de tercih edilen yöntemdir. Sıvı biyopsi, tümör 
yükü ve genetik mutasyonların takibi gibi konu-
larda avantajlı olsa da, doku biyopsisinin sağla-
dığı histopatolojik sınıflandırma ve tümör mik-
roçevresi gibi önemli bilgileri sunmamaktadır.

Sıvı biyopsi yöntemlerinin klinik uygulama-
ya tam anlamıyla entegre edilememesinin en 
önemli nedenlerinden biri, analiz süreçlerinin 
henüz tam olarak standardize edilememiş ol-
masıdır. Pre-analitik faktörler (örneğin örnek-
leme zamanı, örnek saklama koşulları, plazma 
mı serum mu tercih edileceği gibi) sonuçların 
doğruluğunu ciddi ölçüde etkileyebilir (35). 
Düzenleyici otoriteler sıvı biyopsi testleri ko-
nusunda dikkatli bir yaklaşım sergilemekte-
dir. FDA, bazı testlere (örneğin: Guardant360, 

FoundationOne Liquid CDx) onay vermiştir. 
EMA ise CE işaretli bazı testlerin kullanımına 
izin vermektedir. Ancak henüz tüm paramet-
releri kapsayan, yaygın olarak onaylanmış bir 
test paneli bulunmamaktadır (8). Bu eksik-
likler, klinik uygulamalarda sıvı biyopsi test-
lerinin rutin hale gelmesini geciktirmektedir.

Yapay zekâ ve makine öğrenimi algoritmaları, 
sıvı biyopsiden elde edilen büyük verilerin ana-
lizinde önemli avantajlar sunmaktadır. cfDNA 
analizinde yapay zekâ, EGFR, KRAS gibi mutas-
yonların belirlenmesinde duyarlılığı artırmak-
tadır (52). cfRNA profillemesinde ise lncRNA ve 
miRNA ifadelerinin sınıflandırılmasında Support 
Vector Machines (SVM), Random Forest gibi al-
goritmalar kullanılmaktadır (45). Eksozom ana-
lizlerinde ise yapay zekâ, görüntüleme verilerinin 
yorumlanmasında öne çıkmaktadır. Bu yöntem-
ler sayesinde erken evre tanı başarısı artmakta, 
ayrıca tedaviye yanıt öngörülebilmektedir (80). 

Gelecekte sıvı biyopsi teknolojilerinden beklen-
tiler oldukça yüksektir. Artan teknik gelişmeler, 
analitik hassasiyetin artırılması, biyobelirteç 
çeşitliliğinin genişletilmesi ve veri analizinde 
yapay zekâ entegrasyonunun yaygınlaşması sa-
yesinde sıvı biyopsinin tanı, prognoz belirleme 
ve tedavi takibinde daha yaygın ve güvenilir bir 
araç haline gelmesi beklenmektedir. Özellikle 
çoklu biyobelirteç paneline dayalı, standardi-
ze edilmiş ve regülasyonlarla uyumlu testlerin 
geliştirilmesi, klinik uygulamada sıvı biyop-
sinin daha etkin kullanılmasını sağlayacaktır. 
Ayrıca, sıvı biyopsi sayesinde kişiselleştirilmiş 
tıp uygulamaları daha erişilebilir hale gelecek; 
kanser tanı ve tedavisinde daha hızlı, non-in-
vaziv ve hassas bir yaklaşım mümkün olacaktır.

SIVI BİYOPSİNİN KLİNİK BİYOKİMYA YERİ VE ÖNEMİ

Günümüzde sıvı biyopsi, yalnızca kanser has-
talıklarında değil, birçok kronik ve hatta enfek-
siyöz hastalıkta giderek önem kazanmaktadır. 
Ancak "sıvı biyopsi" terimi bilimsel açıdan tar-
tışmaya açık bir ifade olarak görüyorum. Çünkü 
biyopsi terimi, genellikle bir organdan küçük bir 
doku örneği alınarak bu dokunun histolojik ola-
rak incelenmesini ifade eder. Oysa sıvı biyopsi 
uygulamalarında herhangi bir dokuya doğrudan 
girişim yapılmaz ve incelenen materyal, doku 
değil; plazma, idrar veya diğer vücut sıvılarıdır.
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Bu terim, onkologlar tarafından önerilmiş ola-
bilir. İlk sıvı biyopsi çalışmalarında dolaşımdaki 
serbest tümör hücrelerinin analiz edilmesi ne-
deniyle sitolojinin bu alana ilgi göstermiş ol-
ması muhtemeldir. Ancak genel olarak bu yön-
temin "moleküler tanı" olarak isimlendirilmesi 
daha uygun görmekteyim. Ayrıca sıvı biyopsi-
lerle yapılan analizler, genellikle nükleer DNA'yı 
veya kalıtımsal DNA’yı incelemekten ziyade, 
doku hasarı ve inflamasyonu sonucunda dolaşı-
ma salınan nükleik asitlere odaklanmaktadır. Bu 
yönüyle, sıvı biyopsiler klasik biyokimyasal ana-
lizlere benzer bir çerçevede değerlendirilebilir.
Sıvı biyopsi analizlerinin maliyetleri günümüz-
de oldukça yüksek olabilir. Ancak bu durum 
geçmişte hormon analizlerinde (örneğin immü-
noassay teknikleri) de benzer şekildeydi. Fakat 
günümüzde bu testler kolaylıkla ulaşılabilir hale 
gelmiş durumdadır. Teknolojik gelişmelerin hız-
la ilerlemesi ve sektördeki rekabetin artması 
sayesinde, sıvı biyopsi testlerinin maliyetlerinin 
de gelecekte daha makul seviyelere düşeceği 
öngörülebilir. Eğitimli personel ihtiyacı elbette 
önemlidir, ancak modern moleküler analiz ci-
hazlarının artık büyük ölçüde otomatik hale gel-
mesi bu zorluğu önemli ölçüde azaltmaktadır.

Sıvı biyopsi yöntemleri, henüz tam anlamıyla 
standardize edilmemiş olsa da klinik biyokimya 
uzmanları testlerin validasyonu ve standardi-
zasyonu konusunda deneyim sahibidir. Bu uz-
manlar, tümör biyobelirteçleri, hücresiz DNA/
RNA ve proteomik analizlerin yanı sıra klasik 
biyokimyasal parametreleri de değerlendirerek 
hastanın genel durumunu bütüncül bir yakla-
şımla ele alabilir. Kan, plazma, idrar gibi biyosı-
vıların uygun koşullarda alınması, taşınması ve 
muhafaza edilmesi, klinik biyokimya laboratu-
varlarının temel sorumluluk alanına girmektedir.

Bununla birlikte, örneklerin yanlış işlenmesi, 
trombosit aktivasyonu veya cfDNA/RNA konta-
minasyonu gibi pre-analitik hatalar, sıvı biyopsi 
sonuçlarını doğrudan etkileyebilmektedir. Kli-
nik biyokimya uzmanları, pre-analitik süreçlerin 
kontrolü konusunda deneyimli olup, bu hata-
ların önlenmesinde kritik bir role sahiptir. Tüm 
bu süreçlerde klinik biyokimya uzmanlarının 
kendilerini geliştirmesi, özellikle moleküler ana-
lizlere daha fazla yoğunlaşması gerekmektedir. 

Günümüzde hastalıkların tanı ve takibinde gi-
derek daha derin moleküler düzeyde inceleme-
ler yapılmaktadır. Bu bağlamda, klinik biyokim-
ya uzmanlarının moleküler testlere yönelmesi, 
multidisipliner ekiplerin etkinliğini artıracak ve 
hasta yönetiminde önemli katkılar sağlayacaktır.
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