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DERLEME/ REVIEWS
KLiNIK BIYOKIMYADA MOLEKULER TANI: SIVI BiYOPSI

MOLECULAR DIAGNOSIS IN CLINICAL BIOCHEMISTRY: LIQUID BIOPSY

Hamit Yasar ELLIDAG

Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Biyokimya Bolimd

OZET

ister tek hiicreli, ister cok hiicreli olsun, canlihigin en temel diir-
tdsa varligini stirdrmek ve hayatta kalmaktir. Bu durum kanser
hiicreleri icinde gecerlidir. insanoglunun kanserle amansiz sa-
vasl devam etmektedir. Bu savas sirasinda diismanin konumu-
nu ve gliclini tespit etmek temel stratejidir. Bu amacgla gini-
mizde doku biyopsisi tiimdr teshisi icin altin standart olmaya
devam etmektedir. Bununla birlikte, sivi biyopsi, timor hicre-
lerinden salgilanan dolasimdaki serbest DNA (cell-free tumor
DNA : cftDNA), RNA (circulating cell-free RNA : cfRNA), mikro-
vezikiil (ekzosomlar, ekstraselltler vezikiller :EVs), dolasimdaki
timor hicreleri (circulating tumor cells (CTCs) ve timor etki-
lesimli trombositlerin (tumor-educated platelets (TEPs) tespiti
icin basta kan, tiikriik, idrar gibi viicut salgilarina odaklanan
yontemlerdir. Kanser tanisinda sivi biyopsi, hastaligin erken
evrede belirlenmesi, tedavi yanitinin izlenmesi ve timor gene-
tigindeki degisikliklerin takip edilmesi agisindan biylik 6nem
tasir. Yeni nesil dizileme (NGS), kantitatif polimeraz zincir reak-
siyonu (qPCR) ve dijital damlacik PCR (ddPCR) gibi ileri tekno-
lojiler sayesinde sivi biyopsiden elde edilen verilerin duyarlihd:
ve 6zgullugi artinlmaktadir. Kanser disinda sivi biyopsi, néro-
dejeneratif hastaliklar, kardiyovaskdiler hastaliklar, enfeksiyonlar
ve genetik bozukluklarin teshisinde de kullaniimaktadir. Kardi-
yovaskiiler hastaliklarda ise dolasimdaki mikroRNA profilleri,
hastaligin progresyonu hakkinda énemli bilgiler sunmaktadir.
Bununla birlikte, sivi biyopsinin klinik uygulamalara tam anla-
miyla entegre edilebilmesi icin bazi zorluklar mevcuttur. Bu zor-
luklar arasinda yontemlerin standardizasyonunun saglanmasi,
biyobelirteclerin duyarliliginin artiriimasi ve klinik dogrulama
streclerinin tamamlanmasi bulunmaktadir. Sivi biyopsiden
elde edilen verilerin yorumlanmasi ve klinik pratige aktarilmasi
icin ileri biyoinformatik analiz yontemlerinin gelistirilmesi ge-
rekmektedir. Gelecekte sivi biyopsi, kanser basta olmak lizere
bircok hastaligin yonetiminde standart bir tani ydontemi haline
gelebilir. Ozellikle yapay zeka ve makine 6grenmesi tabanli veri
analiz yontemleri ile sivi biyopsiden elde edilen bilgilerin daha
hassas sekilde degerlendirilmesi mimkiin olacaktir. Bu der-
lemede, su an oldukga giincel olan sivi biyopsi yontemlerinin
temel prensipleri, avantajlari, sinirlamalari ve klinik uygulama
alanlari ele alinacaktir.
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ler vezikiil, Serbest timor hiicreleri.
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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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GiRiS

Saghk alaninda gerek tedavi ve gerekse tani
bakimindan bircok teknolojik gelismeler ya-
sanmasina ragmen, kanser kiresel saglk so-
runu olmaya devam ediyor. Maalasef kan-
ser en yaygin 6lim nedenlerinden biridir ve
yeni vakalar diinya capinda artmaktadir. Er-
ken tani ve uygun tedavi, kanser hastalari-

nin prognozlarini iyilestirmek ve hayatta kal-
ma sanslarini artirmak icin ¢cok 6nemlidir (1).

GUnumduzde, kanser tanisi icin altin standart
hala doku biyopsisidir. Doku biyopsisi kanser-
leri ve alt tiplerini kesin olarak teshis edebil-
mesine ragmen, doku biyopsisi almak zordur.
Girisimsel bir islem oldugu icin komplikasyon
riski yUksektir ve hastaligin progresyonunu ta-
kip etmek icin strekli yapilmasi uygun degili-
dir. Kanserleri erken evrede tespit etmek bazi
durumlarda zor oldugundan, her ne kadar al-
tin standart olsa da klasik doku biyopsileri er-
ken evre kanser tanisini goézden kacirabilir (2).

Sivi biyopsi veya molekiiler tani, timor hiicre-
lerinden salgilanan dolasimdaki serbest DNA
(cell-free tumor DNA (cftDNA)), dolasimdaki
serbest RNA (circulating cell-free RNA (cfRNA)),
ekstrasellller vezikiller (extracellular vesicles
(EVs)) ve metabolitlerin yaninda dolasimdaki
timor hicreleri (circulating tumor cells (CTCs)),
timor ile etkilesimli trombositlerin (tumor-e-
ducated platelets (TEPs)) tespiti icin basta kan,
tikrik, idrar gibi vicut salgilarina odaklanan
yontemlerdir (3,4). Doku biyopsileriyle kar-
silastirildiginda, sivi biyopsiler erken tarama
veya hastaligin takibinde rol oynar (Tablo 1).

Tablo 1: Sivi Biyopsi ve Doku Biyopsisi Karsilastirmasi

(zellik Sivi Biyopsi Doku Biyopsisi
Girisimsel iglem Hayir Evet

Ornekleme siklig Yilksek (tekrarlanabilir) Diisiik (riskl olabilir)
Tiimor heterojenligi Daha kapsamli yansitabilir | Tek bélgeye bagh
Histolojik bilgi Saglamaz Salar

Analiz siiresi Hizh Daha uzun

Sivi biyopsi icin yaygin ornekler minimal inva-
ziv gerektiren kan numunleridir (5-7) (Sekil 1).

Tumor Etkilegimli
Trombositler

---------- »Serbest DNA

. | Ektraselller
Serbest RNA Vezikiler

’Dolaslmdalq
Tumor Hicreleri
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Sekil 1: Sivi Biyopsi Bilesenleri: Dolasimdaki serbest DNA, do-
lasimdaki serbest RNA, ekstraseliler vezikiller, dolasimdaki ti-
mor hiicreleri, timor ile etkilesimli trombositler.

Buderlemede sivibiyopsinin molekiler belirteg-
leri ve analiz yontemlerinden bahsedilecektir.

SIVI BiYOPSI TARIHI

1869 yilinda Thomas Ashworth, bir kanser
hastasinin kaninda dolasan timor hicrelerini
(CTC) tanimlayarak bu hticrelerin metastaz su-
reciyle iliskili olabileceg@i yonunde bir hipotezin
temelini atmistir (8). DNA'nin kesfiyle birlikte
kanserin genetik ve molektler temellerinin an-
lasilmasina yonelik arastirmalar hiz kazanmis,
kanser hiicrelerinde belirli mutasyonlarin sap-
tanmasiyla biyobelirte¢ gelistirme calismalari
ivme kazanmistir (9,10). 1970'ler ve 1980'lerde,
timor kaynaklh DNA ve hcreleri kandan izole
etmeye yonelik calismalar, teknolojik kisitla-
malar nedeniyle immunositokimya ve polime-
raz zincir reaksiyonu (PCR) yontemleriyle sinirli
kalmigtir (11). 1990’ yillarda, arastirmalar dola-
simdaki timor DNA'sI (dtDNA)'n1 potansiyel bir
biyobelirte¢ olarak tanimlamaya yonelmistir.
Ayni donemde, tiimore 6zgl nukleik asitler ve
protein tasiyan hucre disi vezikuller (eksozom-
lar) Gzerine calismalar derinlesmis, izolasyon ve
analiz yontemlerindeki gelismelerle timore ait
biyobelirteclerin kapsami genisletilmistir (12).



2000'li yillarda, yeni nesil dizileme (NGS) ve PCR
teknolojilerindeki ilerlemeler, dtDNA izolasyo-
nunu ve timore 6zgl mutasyonlarin tespit edil-
mesini ylksek duyarllik ve kesinlikle mimkiin
hale getirmistir (13). Sonraki yillarda, sivi biyop-
si yalnizca ctDNA ve CTC'lerle sinirli kalmamis;
RNA (mikroRNA'lar), dolasimdaki serbest mito-
kondriyal DNA, protein bazl biyobelirtegler gibi
diger biyolojik bilesenler, timor biyolojisini an-
lamada degerli araglar haline gelmistir. Bugtin,
sivi biyopsi, kanser tani ve tedavi streglerinde ol-
dukca glinceldir. Tek hiicre dizileme, coklu omik
entegrasyonu ve yapay zeka (Al) destekli analiz-
ler gibi yeni teknolojiler, sivi biyopsinin duyar-
hhigini ve 6zgllligund daha da artirmistir (11).

DOLASIMDAKi TUMOR HUCRELERI (CTC'LER)

Daha Once de belirttigimiz gibi, dolasimdaki
timor hicreleri (CTC) Uzerine yapilan aras-
tirmalarin temeli, 1869 yilinda Thomas As-
hworth ve calisma arkadaslarinin bir kanser
hastasinin kaninda bu hicreleri tanimlama-
styla atilmistir. CTC'ler, birincil veya metastatik
timorlerden koparak kan ya da lenf sistemi
aracihgiyla dolasima katilan hticrelerdir (5,13).

Son yillarda yapilan ¢ok sayida ¢alisma, CTC du-
zeyinin kanser gelisimiile guclu bir iliski goster-
digini ve ozellikle metastatik surecte kritik bir
rol oynadigini ortaya koymustur (5,14). Bu bul-
gular, CTC'lerin 6nemli bir biyobelirte¢ oldugu-
nu dogrulamakta ve bu htcrelerin kanser tes-
hisi, prognoz takibi ve klinik karar sureclerinde
etkili bir ara¢ olma potansiyelini vurgulamistir.
Arastirmalar, yuksek CTCduzeylerinin genel sag-
kalim suresinde azalmaile dogrudaniiliskili oldu-
Junu gdéstermektedir (15-17). Ozellikle meme
kanseri hastalarinin kan orneklerinde, artan
CTC sayisinin sagkalim oranlarini dnemli 6l¢lide
dusirdigi saptanmistir. Bu nedenle CTC'lerin
tespiti, sivi biyopsi calismalarinda giderek daha
fazla 6nem kazanmakta ve kanserin biyolojik
seyrine dair degerli bilgiler saglamaktadir (18).

CTC'ler, kanda son derece distik oranlarda bu-
lunur; yaklasik 1 milyon I6kosit icinde 1 adet
veya 10 mL kanda 1-10 hiicre arasinda degisen
sayilarda tespit edilir. Ayrica cogu CTC, dolasi-
ma katildiktan sonra 1-2,5 saat icerisinde 6lir.
Bu nedenle, CTC'leri verimli bir sekilde yaka-
lamak ve tespit etmek icin son derece hassas
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teknikler gereklidir. Su anda, CTC izolasyonu ve
tespiti icin kullanilan yontemler surekli olarak
gelistirilmekte, 6zellikle hassasiyet acisindan
onemli ilerlemeler kaydedilmektedir (19,20).
Boyut, sekil degistirilebilirlik vb. gibi biyofizik-
sel ozelliklere dayali yogunluk gradyan santri-
fUjleme, ataletsel odaklama (Inertial Focusing)
ve filtrasyon gibi geleneksel yontemler mev-
cuttur (21). Ayrica, hicrelerin belirli belirteg-
lerin ekspresyonu yoluyla tespit edilmesine
yonelik yontemler de bulunmaktadir. Bu belir-
tecler arasinda epitelyal hiicre adezyon mole-
kali (EpCAM), vimentin ve N-kaderin yer alr.
Bu yontemler arasinda EpCAM zenginlestirme,
immunomanyetik ayristirma ve mikroakiskan
cihazlar kullanilmaktadir (22). CellSearch® yon-
temi su anda FDA (U.S. Food and Drug Admi-
nistration) tarafindan kan orneklerindeki CTC
sayisini izlemek icin yetkilendirilmis tek yon-
temdir (23). Bu yontemlerin cesitli eksiklikleri
olmasina ragmen, CTC'lerin tespiti ve klinik de-
geri Uzerine arastirmalarin tesvik edilmesinde
onemli bir rol oynamislardir. Neredeyse invaziv
olmayan bir test olan CTC'ler, gelecekte timor-
lerin teshisi, tespiti ve prognozunda giderek
daha 6nemli bir degere sahip olacaktir (8,11).

DOLASIMDAKi HUCRESIZ TUMOR DNA'SI (CTDNA)

Dolasimdaki hiicresiz timoér DNA'si (ctDNA),
aktif olarak salgilanan veya apoptotik ya da
nekrotik kanser hicrelerinden koken alarak
dogrudan kan dolasimina (veya diger biyolojik
sivilara) salinan DNA'dir. Bu DNA, toplam dola-
simdaki serbest DNA (cfDNA)'nin yalnizca sinirh
bir kismini olusturur ve normal hiicrelerden fiz-
yolojik kosullarda ortaya ¢ikan cfDNA'nin bas-
kin kaynagidir (20,24,25). cfDNA parcalarinin
blylk ¢ogunlugu genellikle 143 ila 180 baz
cifti uzunlugundadir ve bu uzunluk, nikleozom
icindeki DNA boyutuna karsilik gelir. Bu par-
calarin kan dolasimindaki yari 6mri 16 dakika
ile 2,5 saat arasinda degismektedir (26). cfD-
NA; kan, idrar, beyin omurilik sivisi, plevral sivi
ve diski gibi viicut sivilarinda tespit edilebilir
(24,27,28). Kan bazli analizlerde, plazma genel-
likle ctDNA analizi i¢in daha uygun bir kaynak
olarak kabul edilir ¢linki timor disi hiicreler-
den gelen cfDNA arka plani daha dusuktir.
ctDNA, ayrica dolasimdaki timor hiicrelerinin
parcalanmasindan da kaynaklanabilir, ancak
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bunun toplam ctDNA'ya olan kantitatif katki-
si net degildir ve muhtemelen kanserin evresi
ve tedaviye yanit gibi faktorlere baghdir (29).

1948 yilinda, Mandel ve Metais kanda nukleik
asitleri tanimlayan 6nculer olmuslardir (10). ctD-
NAiseilk olarak Stroun ve arkadaslari tarafindan
1989 yilinda tanimlanmistir. ctDNA'nin dizilen-
mesi, timor mutasyonlarinin tespit edilmesine
olanak tanir ve bdylece cfDNA'dan ayirt edil-
mesini saglar (30). Arastirmalar, timor seviye-
lerindeki degisimlerin sadece miktarla sinirh ol-
madigini gostermektedir. Timorden etkilenen
hastalarin plazmalarindan elde edilen ctDNA
orneklerinin dizileri, KRAS gibi onkogenlerdeki
mutasyonlari (V-Ki-ras2 Kirsten sican sarkoma
viral onkogen homologu) isaret etmektedir
(31). Ayrica, plazmadaki ctDNA seviyeleri; timor
yuku, timor evresi ve tedaviye yanit gibi faktor-
lere bagli olarak dalgalanmalar gosterir. ctD-
NA'nin klinik uygulamalari sadece kantifikasyon-
la sinirli degildir; plazmada mevcut olan genetik
varyantlarin analizini de kapsamaktadir (32).

cfDNA izolasyonu icin birka¢ yontem mev-
cuttur. Bu yontemler arasinda: yuksek devirli
santriflj, imminomanyetik boncuklar, silika
kolon temelli zenginlestirme, polimer aracili
zenginlestirme ve klasik fenol-kloroform bazl
ekstraksiyon yontemleri bulunmaktadir (33).

Ancak bu yontemlerin standartlastirilmasi ge-
rekmektedir. Yontem sec¢imi, istenen DNA safli-
g1 ve gerekli otomasyon diizeyine bagh olarak
degisebilir (34). Mevcut DNA ekstraksiyon yon-
temlerinin ctDNA ve cfDNA arasinda ayrim yap-
madigi dusiintldiginde, ctDNA'daki genomik
varyasyonlarin tespiti icin uygun DNA ekstraksi-
yon protokollerinin uygulanmasi énemlidir (35).
ctDNA Analizinde iki temel yaklasim vardir.
Hedefe yonelik yontemler; belirli timor tip-
leriyle iliskili olan gen veya genlerin yeniden
dizenlemeleri veya mutasyonlar gibi spesi-
fik bolgeler lizerine odaklanir. Hedefsiz yon-
temler; tim timor genomunu kapsamli bir
sekilde analiz ederek niikleotid degisimleri,
kopya sayisi degisiklikleri, kromozomal ano-
maliler gibi verileri ortaya cikarir. Bu analiz
yonteminde tim genom taranir (8,11,20).

Teknolojideki ilerlemeler, damlacik tabanh di-
jital PCR (ddPCR), yeni nesil dizileme (NGS),

gercek zamanli PCR (rt-gPCR) ve hipermeti-
lasyon analizi ile biyolojik drneklerde, 6zellik-
le viicut sivilarinda, kanserle iliskili genetik ve
epigenetik degisimler ylksek hassasiyet ve
dogrulukla tespit edilebilinmektedir(36-38).

DOLASIMDAKi HUCRESIZ RNA (CFRNA)

Dolasimdaki hiicresiz RNA (cfRNA), kan gibi vi-
cut sivilarinda bulunan ve hiicresel kompleksler
icinde kapali olmayan RNA molekdillerini ifade
eder. cfRNA'lar hem kanserli hem de kanserli ol-
mayan hiicrelerden salinir. cfRNA analizi, yalniz-
ca belirli genlerin bollugunu degerlendirmekle
kalmaz; ayni zamanda patolojik alternatif birles-
tirme (splicing) veya RNA diizenleme (editing)
gibi faktorleri de inceler. Bu tir degisiklikler
yalnizca transkriptom dizeyinde tespit edile-
bilir, genom diizeyinde tespit edilemez (39,40).
Bu nedenle, son yillarda cfRNA'lara olan ilgi
ctDNA'ya kiyasla artmistir. cfRNA'lar, dis hiicre
zan vezikilleri icinde kapsullenir veya riboniik-
leoprotein kompleksleri olusturarak nikleaz
aktivitesinden korunurlar (41). cfRNA parcala-
r; serum, plazma,idrar, safra ve beyin omurilik
sivisi (BOS) gibi cesitli vicut sivilarindan elde
edilebilir (42). cfRNA'larin RNaz aktivitesine
karsi dayanikliik gostermesi, onlar viicut sivi-
larinda stabil hale getirir (43). Bu stabilite, cfR-
NA'y1 sivi biyopsi tabanh tani yaklagimlari igin
umut verici bir aday haline getirmektedir (44).

cfRNA'lar, farkli hicre ve dokulardan koken
alan cesitli RNA tdrlerini icerir. Bunlar: mikroR-
NA'lar (miRNA'lar), transfer RNA (tRNA), piwi ile
etkilesen RNA'lar (piRNA'lar), uzun kodlamayan
RNA'lar (IncRNA'lar), kliclik nikleer RNA'lar (sn-
RNA'lar), kiiclik niikleolar RNA'lar (snoRNA'lar)
ve Y RNA'dir (45). cfRNA arastirmalarinin buyutk
bir kismi, dolasimda potansiyel hastalik biyo-
belirtecleri olarak miRNA'lara odaklanmistir.
Bu durum, miRNA'larin kandaki stabilitesinin
yuksek olmasiyla iliskilidir (46). Ancak, son za-
manlarda mRNA ve IncRNA gibi uzun RNA'lar
(>200 nukleotid) Uzerine artan bir ilgi bulun-
maktadir (47). Uzun RNA'lar, sinyal molekiille-
ri olarak islev gorerek hucresel iletisimde yer
alabilir ve timor mikrogevresini etkileyerek
timor progresyonu ve invazyonunu diizenle-
yebilir. Bu 6zellikleri sayesinde cfRNA'ar, sivi
biyopsi temelli tip uygulamalar icin gugli



adaylardir. Cesitli RNA tirlerinin incelenmesi,
kanser teshisi, prognozu ve tedaviye yanitin
izlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilir (48).

Biyosivilardan RNA ekstraksiyonu icin en yay-
gin kullanilan yontem, 6zellikle plazma ve/veya
serum icin Ozellestirilmis RNA ekstraksiyon kit-
lerinin kullanilmasidir. Ancak plazmadan RNA
izolasyonu sirasinda 6nemli bir endise, DNA
kontaminasyonu riskidir. Bunun nedeni, ¢cogu
cfRNA izolasyon kitinin biyosividaki hiicresiz
DNA'nin bir kismini da geri kazanmasidir (49,
50). Bu tir interferanslari hafifletmek icin ce-
sitli teknikler uygulanabilir. Ekstrasyon sirasin-
da DNAaz kullanilmasi, ekstraksiyon kitlerinin
seciminde standardizasyon saglanmasi, RNA
ekstraksiyon verimliliginin kontrollerinin sag-
lanmasi dnlemlerin uygulanmasi gereklidir (50).
Elde edilen veya serumdan ekstrekte edilen
RNA miktar ve kalite dlciimiinde Qubit (51),
Agilent Bioanalyzer (52) vb spektrofotomet-
ri temelli sistemler kullanilir. Ekstrekte edilen
RNA nin hem 260 nm hem de absorbansi ol¢i-
lGr. 260/280 oranin yaklasik 2 veya 2'ye yakin
olmasi RNA icin kabul edilebilir saflik orani-
dir (Bu oranin DNA icin 1,8 olmasi istenir) (53).

cfRNA analizi icin ana yontemler; gercek za-
manli ters transkripsiyon (qRT-PCR): Spesifik
genlerin ekspresyon seviyelerinin dlgimuinde
kullanilir. Mikrodizin (Microarray) Platformlar:
Transkriptom capinda RNA profillemesi sag-
lar. Yeni Nesil Dizileme (NGS): Genom capin-
da RNA dizilemesi yaparak transkriptomun
kapsamli analizini mdmkdn kilar (11,13,44).

EKSTRASELLULER VEZIKULLER (EXTRACELLULAR VE-
SICLES (EVS)) VE EKSOZOMLAR

1987 yilinda Johnstone, koyun retikulositleri
tarafindan salgilanan vezikillere ilk kez "ekso-
zom" adini vermistir. Eksozomlar, ¢ok vezikulli
cisimlerin zarlarindan tomurcuklanarak olusan
ve ¢ok vezikilli endozomlarin hiicre zariyla
kaynasmasinin ardindan hiicre disina salinan bir
hicre digi vezikil alt ttrlidur. Hicre disi vezikil-
lerin diger iki ana alt tiirl ise, genellikle boyutla-
rina ve hiicresel kokenlerine gore siniflandirilan
mikro vezikiller ve apoptotik vezikillerdir (54).
Son yillarda, bu U¢ ana hiicre disi vezikil alt
tard, ozellikle eksozomlar, buyulk bir ilgi oda-
g1 haline gelmistir. Eksozomlar, kan, tikurik,
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idrar ve diger biyolojik sivilarda tespit edilebi-
lir ve molekil tasima, hicreler arasi iletisim ve
bagisiklik tepkileri gibi cesitli biyolojik siirec-
lerde 6nemli roller Ustlenir. Ayrica, eksozom-
larin  timor mikrogevresinin  temel bilesen-
lerinden biri oldugu ve kanser ilerlemesinde
kritik bir rol oynadigi bulunmustur (54,55).

Eksozomlar, sivi biyopsi alaninda bazi avan-
tajlar sunmaktadir. Stabil yapilari sayesinde
dayanikhdirlar ve timor hicrelerine dair bil-
gilerin temsilinde daha guvenilirdirler (56).

Son yillarda eksozomlardan elde edilen nuk-
leik asitler, proteinler, lipitler ve metabolitler
gibi Urunler, kanser arastirmalarinda giderek
artan bir ilgi gérmektedir. Ornegin, eksozo-
mal kodlamayan RNA'larin (ncRNA'lar) kanser
hastalarinin tani ve tedavisinde 6nemli bir re-
ferans degeri sundugu gosterilmistir. Prostat
kanseri hastalarinda miR-1246, miR-4644, miR-
3976 ve miR-4306 eksozomlarinin yukari re-
gule edilmesi, bu molekdilleri olduk¢a hassas
biyobelirtecler haline getirmistir (57). Bunun
yani sira, eksozomal IncRNA H19'un mesane
kanseri hastalarinin serumunda yukari regu-
le edildigi ve bu nedenle tani amach 6nemli
bir biyobelirte¢ olabilecegi belirlenmistir (58).

Eksozomlar, genis cesitlilikleri ve buyuk sayi-
lari nedeniyle protein diizeyinde de yogun bir
arastirma konusu olmustur. Eksozomal protein-
lerin, kanser mikrogevresinin olusumu, timor
ilerlemesi ve metastaz gibi slireclerde dlizenle-
yici bir role sahip oldugu gosterilmistir (59-61).

Ekstraseliler vezikillerin (EVs) izolasyonu ve
karakterizasyonu, biyolojik ve klinik arastirma-
larda 6nemli bir alan olarak 6ne ¢ikmaktadir.
EVs izolasyonu icin kullanilan ydntemlerden
biri yogunluk gradyanli ultrasantrifiijasyondur.
Bu yontem, yuksek saflikta EVs elde edilmesini
saglasa da laboratuvar tibbinda uygulanmasi
zor olmasi, zaman alici bir siire¢ gerektirme-
si ve duslk verim sunmasi gibi dezavantajlara
sahiptir (62-64). Boyuta dayali yontemler de
EVs izolasyonunda sik¢a tercih edilmektedir.
Ultrafiltrasyon, tanimli molekuler agirlik esik-
lerine sahip membran filtreler kullanilarak
yapilir. Ancak, uygulanan kuvvetin vezikuller-
de kinlma veya deformasyona yol acma ris-
ki, bu yontemin sonraki analizlerde yanilgila-
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ra neden olabilecegini gostermektedir (65).
Benzer sekilde, boyut ayrim kromatografi-
si (Size-Exclusion Chromatography), protein
kontaminasyonunu azaltmada etkili bir yon-
tem olarak one cikar. Polimer bazli porlu bir
sabit faz kullanilarak, parcaciklar boyutlarina
gore yercekimi akisi veya sivi kromatografi
sistemleri yardimiyla ayrilir (66). Bir diger yon-
tem olan akis alani-akis fraksiyonlamasi (Flow
Field-Flow Fractionation), numunenin para-
bolik akisla sisteme tasinmasi sirasinda ¢ap-
raz akis kullanilarak parcaciklarin boyutlarina
gore ayrilmasini saglar. Bu teknikte, buyuk
parcaciklar yavas akisli duvar bélgelerine dog-
ru hareket ederken kiicuk parcaciklar merkez-
de kalarak daha erken eliite edilmektedir (67).

immiinoafinite yakalama tabanli teknikler, EVs
izolasyonunda spesifik antijenlere baglanabilen
antikorlarin kullanimina dayanir. Bu antikorlar,
plakalara, manyetik boncuklara veya mikroa-
kiskan cihazlara baglanarak EVs'lerin secici bir
sekilde yakalanmasini saglar. Yuksek verimli
damlacik dijital ELISA yontemi, yiiksek hassa-
siyetli analizler sunan bir baska yaklasimdir.
Damlacik Uretimi, islenmesi ve analizi paralel
bir sekilde gerceklestiriimekte olup dakikada
yaklasik 20 milyon damlacigin analizi yapilabil-
mektedir. Bu teknik, geleneksel mikroakiskan
yontemlere kiyasla 100 kat daha hizlidir (68,69).

EVs'lerin karakterizasyonu ve miktar tespi-
ti, cesitli yontemlerle gerceklestiriimektedir.
Elektron mikroskobu, nanoparcacik izleme
analizi (NTA), Western blotting, proteomik
analizler ve molekuler yontemler (RT-PCR ve
NGS), EV'lerin yapisal ve fonksiyonel 6zellik-
lerinin detayl olarak incelenmesini saglar. Bu
yontemler, EVs'lerin biyolojik islevlerini anla-
mada ve potansiyel biyobelirte¢ olarak kulla-
nilmasinda onemli katkilar sunmaktadir (61).

TUMOR ETKILESIMLI TROMBOSITLER

Trombositler, baslica kemik iliginde bulunan
megakaryositlerin  sitoplazmik parcalanmasi
sonucu olusur ve dolasima verilir. Cekirdek-
siz yapida olmalarina ragmen, megakaryo-
sitlerden miras aldiklan transkriptomlari pro-
teinlere c¢evirebilme yetenegine sahiptirler.
Bu proteinler, trombositlerin icinde bulunan
grandlller icerisinde depolanir. Normal kosul-

larda bu graniiller hiicre icinde tutulur; ancak
aktivasyon sirasinda ekzostoz mekanizma-
siyla granul icerikleri serbest birakilir (70-72).

Son yillarda gelistirilen dizileme teknolojileri sa-
yesinde trombositlerde farkli RNA tiirlerinin var-
hgitespit edilmistir. BuRNA tiirleriarasinda splis-
lenmemis pre-RNA, mRNA, miRNA, ribozomal
RNA ve pre-RNA isleme siireclerinde islev goren
spliceosome yer alir. Bu bulgular, trombositle-
rin transkriptom yapisi ve fonksiyonel 6zellik-
lerine dair 6nemli bilgiler sunmaktadir (73-75).

Trombositler, yasam dongileri boyunca kan-
ser hlcreleriyle hem dogrudan reseptorler
aracihgiyla hem de dolayl olarak sinyal mole-
kalleri aracihgiyla etkilesim halindedir. Bu et-
kilesimler, trombositlerin aktivasyonuna yol
acmakta ve pro-timor metastatik mikrogev-
renin olusumunu desteklemektedir. Ayrica,
epitel-mezenkimal gecis (EMT) gibi slrecleri
indiikleyebilir. Ozellikle trombositler ile kanser
hicreleri arasindaki dogrudan temas ve trans-
forming growth factor beta (TGFP) salinimi,
NF-kB sinyal yolaklarini aktive ederek kanser
hicrelerinde mezenkimal 6zelliklerin kazanil-
masina ve metastatik potansiyelin artmasina
neden olmaktadir (76-79). Trombositlerden ti-
reyen partikiller ile ilgili calismalar, bu partikil-
lerin izolasyonu ve analizi sirasinda trombosit
aktivasyonunun énlenmesinin kritik bir Sneme
sahip oldugunu gostermektedir. Trombositlerin
islenmesi sirasinda glicli mekanik veya biyo-
kimyasal kuvvetlerden kacinilmasi gerekmek-
tedir. Ayrica, hastanin trombosit fonksiyonunu
etkileyebilecek tim tedavi surecleri titizlikle
kaydedilmelidir (80). Trombositlerden tiireyen
partikuller, kan 6rneklemesinden sonra 48 saat
icinde izole edilebilir ve bu siirecte yiksek ka-
liteli RNA Uretimi gerceklestirilebilir. Yeni nesil
dizileme (NGS) teknolojileri, Trombositlerden
tireyen partikiller genomik analizinde devrim
niteliginde bir ilerleme saglamis, hem kodla-
yan hem de kodlamayan RNA transkriptlerinin
profillenmesini miimkiin kilmistir. Bu yontemler
sayesinde, timor kaynakli molekiler imzalarin
tespiti yapilabilir ve timoriin molekiler yapi-
sina iliskin detayh bilgiler elde edilebilir (80).

Trombositlerin  uyarilara verdikleri yanitla-
rn incelenmesi, bu hicrelerin fonksiyonlari-



nin anlasilmasinda buyik 6nem tasimakta-
dir. Bu baglamda, agregasyon testleri ve akis
sitometrisi gibi yontemler, trombositlerin
molekiler degisimlerinin fonksiyonel etki-
lerini analiz etmek icin etkili araglardir (80).

Sonug olarak, trombositlerin kanser hiicrele-
riyle dogrudan ve dolayl etkilesimleri, timor
progresyonu ve metastaz sureclerinde kritik
bir role sahiptir. Trombositlerden tiireyen par-
tikuller molekiler analizleri, sivi biyopsi taban-
I yaklasimlar kapsaminda timor etkilerinin
tespit edilmesi ve timor siireglerinin anlasil-
masi icin gucli bir arac¢ olarak 6ne c¢ikmakta-
dir. Gelismis teknolojiler, bu sirecte yiksek
hassasiyet ve etkinlik saglamayabilmektedir.

SIVI BiYOPSININ SINIRLILIKLARI, KLINiK ZORLUKLAR
VE GELECEK PERSPEKTIFLER

Sivi biyopsi, bircok avantajina ragmen bazi si-
nirlamalara da sahiptir. Bunlar arasinda yanlis
pozitif veya negatif sonuclar yer almaktadir.
Ornegin, cfDNA diizeyleri inflamasyon, gebe-
lik, travma veya egzersiz gibi malign olmayan
durumlarda da artabilir. Bu durum, yanhs pozi-
tif sonuclara yol acabilir. Benzer sekilde, ctDNA
dizeylerinin disuk olmasi durumunda, 6zellik-
le erken evre kanserlerde yanlis negatif sonug-
lar gorilebilmektedir (20,44). Minimal rezidiel
hastalik (MRD) tespiti agisindan da sivi biyopsi
degerli bir arag olmakla birlikte, tmor yikindn
distik oldugu durumlarda dogruluk orani sinirh
olabilir (16,20). Bu baglamda, doku biyopsisi ha-
len bir¢cok kanser tiirt igin klinik karar stireclerin-
de tercih edilen yontemdir. Sivi biyopsi, timor
yuku ve genetik mutasyonlarin takibi gibi konu-
larda avantajli olsa da, doku biyopsisinin sagla-
digi histopatolojik siniflandirma ve timor mik-
rogevresi gibi 6nemli bilgileri sunmamaktadir.

Sivi biyopsi yontemlerinin klinik uygulama-
ya tam anlamiyla entegre edilememesinin en
onemli nedenlerinden biri, analiz siireclerinin
heniiz tam olarak standardize edilememis ol-
masidir. Pre-analitik faktorler (6rnedin 6rnek-
leme zamani, 6rnek saklama kosullari, plazma
mi serum mu tercih edilecedi gibi) sonuglarin
dogrulugunu ciddi olcliide etkileyebilir (35).
Duiizenleyici otoriteler sivi biyopsi testleri ko-
nusunda dikkatli bir yaklasim sergilemekte-
dir. FDA, bazi testlere (6rnegin: Guardant360,
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FoundationOne Liquid CDx) onay vermistir.
EMA ise CE isaretli bazi testlerin kullanimina
izin vermektedir. Ancak heniliz tim paramet-
releri kapsayan, yaygin olarak onaylanmis bir
test paneli bulunmamaktadir (8). Bu eksik-
likler, klinik uygulamalarda sivi biyopsi test-
lerinin rutin hale gelmesini geciktirmektedir.

Yapay zeka ve makine 6grenimi algoritmalari,
sivi biyopsiden elde edilen buiytik verilerin ana-
lizinde 6nemli avantajlar sunmaktadir. cfDNA
analizinde yapay zeka, EGFR, KRAS gibi mutas-
yonlarin belirlenmesinde duyarliligi artirmak-
tadir (52). cfRNA profillemesinde ise IncRNA ve
miRNA ifadelerinin siniflandirilmasinda Support
Vector Machines (SVM), Random Forest gibi al-
goritmalar kullanilmaktadir (45). Eksozom ana-
lizlerindeiseyapayzeka,goriintilemeverilerinin
yorumlanmasinda 6ne ¢ikmaktadir. Bu yontem-
ler sayesinde erken evre tani basarisi artmakta,
ayrica tedaviye yanit dngorulebilmektedir (80).

Gelecekte sivi biyopsi teknolojilerinden beklen-
tiler oldukca yuksektir. Artan teknik gelismeler,
analitik hassasiyetin artirilmasi, biyobelirteg
cesitliliginin genisletilmesi ve veri analizinde
yapay zeka entegrasyonunun yayginlagsmasi sa-
yesinde sivi biyopsinin tani, prognoz belirleme
ve tedavi takibinde daha yaygin ve guvenilir bir
arac haline gelmesi beklenmektedir. Ozellikle
coklu biyobelirte¢ paneline dayali, standardi-
ze edilmis ve regulasyonlarla uyumlu testlerin
gelistirilmesi, klinik uygulamada sivi biyop-
sinin daha etkin kullanilmasini saglayacaktir.
Ayrica, sivi biyopsi sayesinde kisisellestirilmis
tip uygulamalari daha erisilebilir hale gelecek;
kanser tani ve tedavisinde daha hizli, non-in-
vaziv ve hassas bir yaklasim mimkun olacaktir.

SIVI BiYOPSiNiN KLiNiK BiYOKiMYA YERi VE ONEMi

GUnumuzde sivi biyopsi, yalnizca kanser has-
taliklarinda degil, bircok kronik ve hatta enfek-
siy6z hastalikta giderek 6nem kazanmaktadir.
Ancak "sivi biyopsi" terimi bilimsel agidan tar-
tismaya acik bir ifade olarak goriyorum. Clinki
biyopsi terimi, genellikle bir organdan kiictk bir
doku 6rnegi alinarak bu dokunun histolojik ola-
rak incelenmesini ifade eder. Oysa sivi biyopsi
uygulamalarindaherhangibirdokuyadogrudan
girisim yapilmaz ve incelenen materyal, doku
degil; plazma, idrar veya diger viicut sivilaridir.
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Bu terim, onkologlar tarafindan 6nerilmis ola-
bilir. ilk sivi biyopsi calismalarinda dolagimdaki
serbest timor hucrelerinin analiz edilmesi ne-
deniyle sitolojinin bu alana ilgi gostermis ol-
masi muhtemeldir. Ancak genel olarak bu yon-
temin "molekiler tani" olarak isimlendirilmesi
daha uygun gormekteyim. Ayrica sivi biyopsi-
lerle yapilan analizler, genellikle niikleer DNA'yi
veya kalitimsal DNA'y1 incelemekten ziyade,
doku hasari ve inflamasyonu sonucunda dolasi-
ma salinan niikleik asitlere odaklanmaktadir. Bu
yonuyle, sivi biyopsiler klasik biyokimyasal ana-
lizlere benzer bir cercevede degerlendirilebilir.
Sivi biyopsi analizlerinin maliyetleri giinimuiz-
de oldukca yiksek olabilir. Ancak bu durum
gecmiste hormon analizlerinde (6rnegdin imm-
noassay teknikleri) de benzer sekildeydi. Fakat
glinimuzde bu testler kolaylikla ulasilabilir hale
gelmis durumdadir. Teknolojik gelismelerin hiz-
la ilerlemesi ve sektordeki rekabetin artmasi
sayesinde, sivi biyopsi testlerinin maliyetlerinin
de gelecekte daha makul seviyelere diisecegi
ongordulebilir. Egitimli personel ihtiyaci elbette
onemlidir, ancak modern molekuler analiz ci-
hazlarinin artik buyuk 6l¢tide otomatik hale gel-
mesi bu zorlugu 6nemli dlclide azaltmaktadir.

Sivi biyopsi yontemleri, heniiz tam anlamiyla
standardize edilmemis olsa da klinik biyokimya
uzmanlar testlerin validasyonu ve standardi-
zasyonu konusunda deneyim sahibidir. Bu uz-
manlar, timor biyobelirtecleri, hlicresiz DNA/
RNA ve proteomik analizlerin yani sira klasik
biyokimyasal parametreleri de degerlendirerek
hastanin genel durumunu butincul bir yakla-
simla ele alabilir. Kan, plazma, idrar gibi biyosi-
vilarin uygun kosullarda alinmasi, taginmasi ve
muhafaza edilmesi, klinik biyokimya laboratu-
varlarinintemel sorumluluk alanina girmektedir.

Bununla birlikte, orneklerin yanhs islenmesi,
trombosit aktivasyonu veya cfDNA/RNA konta-
minasyonu gibi pre-analitik hatalar, sivi biyopsi
sonuglarini dogrudan etkileyebilmektedir. Kli-
nik biyokimya uzmanlari, pre-analitik stireclerin
kontroli konusunda deneyimli olup, bu hata-
larin dnlenmesinde kritik bir role sahiptir. TUm
bu sireclerde klinik biyokimya uzmanlarinin
kendilerini gelistirmesi, 6zellikle molekduler ana-
lizlere daha fazla yogunlasmasi gerekmektedir.

GUnuUmduzde hastaliklarin tani ve takibinde gi-
derek daha derin molekuler duzeyde inceleme-
ler yapilmaktadir. Bu baglamda, klinik biyokim-
ya uzmanlarinin molekiiler testlere yonelmesi,
multidisipliner ekiplerin etkinligini artiracak ve
hastayonetiminde dnemlikatkilar saglayacaktir.
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