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INFOLEHT:
Vedelbiopsia ja selle perspektiivid vahi diagnostikas ning genoomikas

Viimastel aastatel on véhi diagnoosimiseks ja jalgimiseks kasutatud invasiivsed meetodid
jark-jargult asendatud minimaalselt invasiivsete meetoditega, sealhulgas vedelbiopsiaga.
Vedelbiopsia vOimaldab kasvajaga seotud komponentide eraldamisest vahihaigete
kehavedelikest, mida seejarel analliisitakse nende nukleiinhapete ja valkude andmete osas.
See muudab kahtlemata Kliinilist onkoloogiat, pakkudes klassikalise biopsia ees mitmeid
eeliseid, nagu néiteks turvalisem juurdepads kasvajaproovidele, pidev jélgimine korduvate
proovide votmisega, individuaalse ravi planeerimine ja raviresistentsuse skriinimine.
Véhihaigete vedelbiopsiad on avanud uusi vOimalusi raviresistentsuse markerite
avastamisel, pideval jalgimisel, tappisravil ja séeluuringul. Kuigi vedelbiopsia tehnoloogia
ei ole veel diagnostiline meetod, vaid seda kasutatakse ainult abitehnoloogiana, avab selle

mitteinvasiivne olemus suurepdrased valjavaated kliinilise onkoloogia arenguks.
Marksonad: vedelbiopsia, kasvaja, vahirakk, CTC, vahidiagnoos
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Liquid biopsy and its perspectives in cancer diagnostics and genomics

In recent years, invasive methods used to diagnose and monitor cancer have gradually been
replaced by minimally invasive methods, especially liquid biopsy. Liquid biopsy allows the
isolation of tumor-related components from the body fluids of cancer patients, which are
then analyzed for their nucleic acid and proteomic data. It will undoubtedly change clinical
oncology, offering several advantages over classic biopsies, such as safer access to tumor
samples, continuous monitoring with repeated sampling, individualized treatment planning,
and screening for treatment resistance. Liquid biopsies of cancer patients have opened up
new opportunities in the discovery of markers of treatment resistance, continuous
monitoring, precision treatment, and screening. Although liquid biopsy technology is not a
diagnostic method, it is used only as an auxiliary technology. Its non-invasive nature opens

up excellent prospects for the development of clinical oncology.
Keywords: liquid biopsy, tumor, cancer cell, CTC, cancer diagnosis
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KASUTATUD LUHENDID

ALK
CCC
CTC
cfDNA
cfRNA
CtDNA
ddPCR
EGFR

EGFRuvIII

EV
exDNA

FDA

IncRNA
MRD
MRNA
miRNA
NGS
NIPT
gPCR
SnoRNA
SNP
TEP

TTF-1

(anaplastic lymphoma kinase) Anaplastilise limfoomi kinaas
(circulating cancer cells) Tsirkuleerivad véhirakud

(circulating tumor cells) Tsirkuleerivad kasvajarakud

(cell-free DNA) Tsirkuleeriv rakuvaba DNA

(cell-free RNA) Tsirkuleeriv rakuvaba RNA

(circulating tumor DNA) Tsirkuleeriv véhi DNA

(droplet digital PCR) Digitaalne tilkade poliimeraasi ahelreaktsioon
(epidermal growth factor receptor) Epidermaalse kasvufaktori retseptor

(epidermal growth factor receptor variant I11) Epidermaalse kasvufaktori

retseptor variant 111
(extracellular vesicle) Ekstratsellulaarsed vesiikulid
(extracellular DNA) Ekstratsellulaarne DNA

(Food and Drug Administration) Ameerika Uhendriikide Toidu- ja

Ravimiamet

(long non-coding RNA) Pikk mittekodeeriv RNA

(minimal residual disease) Minimaalne jaakhaigus

(messenger RNA) Messenger RNA

(micro RNA) MikroRNA

(next generation sequencing) Jargmise pdlvkonna sekveneerimine
(non-invasive prenatal testing) Mitteinvasiivne prenataalne testimine
(quantitative PCR) Kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon
(small nucleolar RNA) Vaike nukleolaarne RNA
(single-nucleotide polymorphism) Uksiknukleotiidi poliimorfism
(tumor-educated platelets) Kasvajaga seotud trombotsudid

(thyroid transcription factor-1) Kilpnadrme transkriptsiooni-faktor-1



SISSEJUHATUS

Vedelbiopsia on kaasaegne meetod, mida praegu kasutatakse véhi diagnoosimisel ja
jalgimisel abivahendina, aga millest tulevikus v8ib kujuneda oluline td6riist. Tanu sellele
on vdimalik tuvastada verest voi muudest kehavedelikest erinevaid rakke, nende DNA-d ja
muid komponente. See meetod vOib olla vaga kasulik diagnostikutele ja onkoloogidele,
sest erinevalt klassikalisest biopsiast ei ndua vedelbiopsia patsiendiga seotud invasiivseid
protseduure ega pdhjusta talle kahju. Samas klassikaline biopsia eeldab proovi votmist
vajalikust organist vdi moodustisest. Kill aga ei ole siiani saavutatud tksmeelt
vedelbiopsia kui diagnostikameetodi tapsuse osas (Malapelle et al., 2022). Selle pdhjus on
see, et haigusega seotud DNA-d on vereplasmas &armiselt véahe. Siiski vdib selle kogus
olenevalt patsiendist vBi huvipakkuvast haigusest erineda. Uurimiseks sobivate rakkude
arv ja ctDNA kogus kasvab aga vordeliselt vahi arenguga, mis tstab selle meetodi tapsust.
Metastaatilise leviku vdi haiguskoormuse astme tdttu on sama haiguse tliibi ja staadiumiga
inimestel kogus erinev ning see muudab haiguse progresseerumise hindamiseks standardse
lave kehtestamise keeruliseks (Alexander & Mark, 2018).

Vedelbiopsia meetodi arendamine v6ib positiivselt méjutada diagnostilist meditsiini, sest
inimvere vOi muude bioloogiliste vedelike kaudu saab vajaliku teabe vahi olemasolu
detekteerimiseks ja edasiseks ravimiseks. See lihtsustab analutse ja voimaldab arstidel
neid 1&bi viia patsientide jaoks ohutult.

Minu t66 pdhieesmérk on anda kirjanduse pohjal Glevaade erinevatest vedelbiopsia
meetoditest ja vOimalustest ning juba saavutatud tulemustest. Samuti uurida selle
diagnostikameetodi edasisi kasutusvdimalusi ja hinnata kirjanduse pohjal nende praktikas

rakendamise perspektiive.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 ULDINE INFO VAHIST

Véahk kujutab tdsist probleemi, nimelt sureb Ameerika Vahiliidu andmetel aastas enam kui
10 miljonit inimest vahi tdttu (L. Chang et al., 2022). Samas langeb see arv iga aastaga,
mis on seletatav meditsiini arenguga véhi diagnoosimisel ja ravi vallas selle varases
staadiumis. Kuid hoolimata sellest on numbrid endiselt markimisvaarsed. Just selletdttu
teevad teadlased ja valitsusasutused suuri jéupingutusi ja investeerivad teadusuuringutesse,
pludes mdista voimalusi surma arahoidmiseks ja tulevaste véhihaigete elude paastmiseks.
Véhk vdib mdjutada inimese iga kehaosa pdhjustades keha jaoks ebatavaliste rakkude
kasvu, mis vOivad hiljem kontrollimatult paljuneda. Samuti vdivad vahkkasvajad levida
ldhedalasuvatesse kudedesse ning organitesse ja liikuda keha kaugematesse kohtadesse,
moodustades seal uusi kasvajaid. Seda protsessi nimetatakse metastaseerumiseks.
Ulaltoodud p&hjustel peetakse vahki viga raskesti ravitavaks haiguseks.(Pallari &
Lewison, 2022).

Lisaks sellele, et vahki on raske ravida, on véahi teket raske ennustada, kuna see ei soltu
soost, vanusest, rassist ega teistest sarnastest teguritest. Siiski on teadlaste poolt eraldi vélja
toodud mdned riskifaktorid (tabel 1). Need tegurid vbivad olla nii vélised kui ka sisemised,

kuid samas ei ole need garantiiks vahi tekkel voi puudumisel (Pallari & Lewison, 2022).

Tabel 1. Véhi riskifaktorid (Pallari & Lewison, 2022) jérgi

Sisemised tegurid Valimised tegurid

Vananemine Fudsilised kantserogeenid, nagu UV-kiirgus
ja moned kemikaalid

Parilikkus
Suitsetamine

1.2 MIS ON VEDELBIOPSIA

Vedelbiopsia on vahiuuringute kaasaegne meetod, mis on hdlbustanud véhi tuvastamise
protseduuri, kuid hetkel peetakse seda vaid abistavaks diagnostiliseks vahendiks. Kull aga
on diagnostiline meetod selle peamine alternatiiv — invasiivne koebiopsia. See on kdige

levinum diagnostiline tooriist, mille kaigus voetakse tavaliselt primaarsest kasvajast

6



koeproov selle bioloogilise profiili mé&ramiseks. VVordluseks on vedelbiopsia, mille kéigus

vOetakse kehavedelikku (verd) ja anallisitakse selle koostist (L. Chang et al., 2022). Kui

inimesel on véhk, peegeldab see ulatuslikke pahaloomulisi tunnuseid, mida on voimalik

leida inimese veres ringlevast bioloogilisest materjalist (tabel 2). Just tdnu nendele

tehnoloogiatele vahendab vedelbiopsia vajadust invasiivsete diagnostikameetodite jérele

ning suurendab vahi varajase avastamise t&psust ja ohutust kliinilistes tingimustes
(Malapelle et al., 2022).

Tabel 2. Vedelbiopsia erinevad vdimalused vahi tuvastamiseks verest (Chen et al., 2022)

jargi
Isoleeritud Biomarkerid Tuvastamistehnoloogiad Kliiniline rakendus
materjal
CTC-d e SUUIUS e CellSearch™ Diagnoos
. Arv e Mikroskoopia MRD
Trombotsiiiidid | « DNA e Jargmise pdlvkonna sek- tuvastamine
e RNA veneerimine Prognoos
Eksosoomid e Valgud e Geenikiibid Teraapia
ehk (EV) « Digital Droplet PCR juhendamine
DNA s i e Western blot Teraapia
e Geneetiline o
— e Valgu ekspressioon jalgimine
Epigenestiline e Massispektromeetria
o
muutus
cfRNA RNA taseme muutus

RNA valgu kompleks

Praegu on lisaks véhianaltlsile aktiivses kasutuses veel Uks vedelbiopsia meetod. Selle

nimetus on mitteinvasiivne sunnieelne testimine (Non-Invasive Prenatal Testing -NIPT).

Mitteinvasiivne sunnieelne testimine on Kkiiresti arenev looteuuringute valdkond. See

7




progressiivne meetod vdimaldab varakult avastada loote kromosomaalseid kdrvalekaldeid
ja suuremaid aberratsioone, analulsides loote rakuvaba DNA-d (cfDNA) ema vereringes
(Abedalthagafi et al.,, 2023). NIPT kasutuselevott on muutnud sinnieelset hooldust,
pakkudes ohutumat ja véhem invasiivset alternatiivi traditsioonilistele invasiivsetele

meetoditele, nagu amniotsentees ja koorioni biopsia.

Kdige levinumad analtdtilised meetodid NIPT puhul hdlmavad jargmise pdlvkonna
sekveneerimist (next generation sequencing — NGS), suunatud sekveneerimist ja
uksiknukleotiidsete polimorfismide (Single Nucleotide Polymorphism — SNP)
genotipiseerimist (Bedei et al., 2021). Need meetodid on korge tundlikkuse ja
spetsiifilisusega voimaldades edukalt tuvastada enamlevinud aneuploidiaid, nagu trisoomia
21 (Downi stindroom), trisoomia 18 (Edwardsi siindroom) ja trisoomia 13 (Patau stindroom)
ning suuremaid aberratsioone. Nii on NIPT meetodit hiljuti kasutatud subkromosomaalsete
kdrvalekallete, nditeks mikrodeletsioonide ja duplikatsioonide tuvastamiseks (Xue et al.,
2022).

Lisaks véartuslikule teabele loote kromosomaalse maastiku, sealhulgas aneuploidiate ja
subkromosomaalsete korvalekallete kohta annab NIPT infot ka loote soo, RhD staatuse ja
isalt paritud autosomaalsete dominantsete héirete kohta (Chitty & Lo, 2015). Siiski on
oluline mérkida, et praegu ei ole NIPT veel diagnostiline vahend vaid seda kasutatakse
skriinimiseks ning vastava leiu korral tuleks selle kinnituseks teha ka invasiivne test. Lisaks
ei pruugi NIPT tuvastada kd&iki kromosomaalseid kdrvalekaldeid, mis toob kaasa
valenegatiivseid v@i -positiivseid tulemusi, mistbttu on tdpsuse parandamiseks vaja

taiendavaid uuringuid ja arendustegevust (Xue et al., 2022).

NIPT t66pdhimote pdhineb platsentast vabaneva ja ema vereringes leiduva loote cfDNA
analliusil(Abedalthagafi et al., 2023), mis isoleeritakse, amplifitseeritakse ja analiilisitakse
kromosomaalsete aberratsioonide tuvastamiseks taiustatud sekveneerimistehnoloogiate abil.
Tavaliselt on loote cfDNA osakaal ema plasmas umbes 10-15%, mis vdib varieeruda
sOltuvalt sellistest teguritest nagu rasedusaeg, ema kaal ja platsenta mosaiiksus (Barrett et
al., 2017).

Kokkuvotteks voib oelda, et NIPT on revolutsiooniliselt muutnud sunnieelset hooldust,
pakkudes mitteinvasiivset ja tdpset meetodit loote kromosomaalsete korvalekallete
tuvastamiseks.  Taiustatud sekveneerimistehnoloogiad ja analliutilised meetodid
vOimaldavad teha kdikehGlmavat analliusi, andes véartuslikku teavet loote

kromosoomimaastiku kohta.



1.3 KASVAJA DNA VABANEMINE

Kasvaja DNA vabanemine on vedelbiopsia kriitiline stadium, mis sillutab teed vahi varaja-
seks avastamiseks, ravivastuse jalgimiseks ja vOimalike terapeutiliste sihtmarkide tu-
vastamiseks. Kasvaja DNA vabaneb vereringesse erinevate mehhanismide kaudu, mis
hdlmavad apoptoosi, nekroosi ja aktiivset sekretsiooni kasvajarakkude poolt (Wan et al.,
2017).

Apoptoos: Apoptoos ehk programmeeritud rakusurm on tervetes ja vahirakkudes loomulik
protsess. Apoptoosi kdigus genoomne DNA fragmenteerub ja vabaneb vereringesse. ctDNA

fragmendid on Gldiselt lihikesed, pikkusega 120-220 aluspaari (Dao et al., 2023).

Nekroos: Nekroos on rakusurma vorm, mis on pdhjustatud hlipoksiast, toitainete puudusest
vOi podletikust. Erinevalt apoptoosist iseloomustab nekroosi rakumembraani purunemine ja
sellele jargnev raku sisu, sealhulgas DNA vabanemine rakuvélisesse ruumi (Lee et al.,
2018).

Aktiivne sekretsioon: Teatud kasvajarakud vabastavad DNA otse vereringesse. See bio-
loogiline mehhanism toimib mikrovesiikulite ja eksosoomide kaudu. Need kapslid on mem-
braaniga suletud osakesed, mis sisaldavad suurt hulka bioloogilisi molekule, nagu DNA

fragmente, valke ja mitut RNA vormi (Dilsiz, 2022).

Kasvaja DNA vabanemist vereringesse mojutavad mitmed tegurid, sealhulgas kasvaja
suurus, staadium, histoloogia ja patsiendiga seotud tegurid. Need tegurid mdjutavad kasvaja
DNA (ldist kontsentratsiooni veres ning tGstavad vedelbiopsiatestide tundlikkust ja spetsi-

ifilisust (Sanchez-Herrero et al., 2022).

Kasvaja DNA vabanemine vereringesse mangib vedelbiopsia puhul olulist rolli, kuna see
vBimaldab varakult avastada véhki, isegi enne simptomite ilmnemist vdi kuvamismeetodite
abil avastatud kdrvalekalded (Mouliere et al., 2018). Uldiselt on kasvaja DNA vabanemine

vedelbiopsiarakenduste alus, pakkudes mitteinvasiivset ja reaalajas l&henemist vahiravile.

Vaatamata vedelbiopsia vdimalikele eelistele on kasvaja DNA vabanemise tuvastamine mit-
mete tegurite tottu endiselt keeruline. Esiteks, madal kontsentratsioon vereringes, eriti vara-

jases staadiumis véhi korral, nduab tundlike ja spetsiifiliste tehnikate kasutamist (Newman



et al., 2014). Jarelikult on vaja jatkata uurimis- ja arendustegevust, et lletada need

valjakutsed ja parandada kasvaja DNA vabanemise tuvastamist vedelbiopsias.

1.3.1 TSIRKULEERIV RAKUVABA DNA

Tsirkuleeriv rakuvaba DNA (cell-free -cfDNA) on vereringes leiduv vaba DNA, mis périneb
normaalsetest ja kasvajarakkudest. Hiljuti on see pélvinud Uha suuremat téhelepanu kui
vOBimalik mitteinvasiivne biomarker véhi tuvastamiseks ja jalgimiseks vedelbiopsia abil
(Dao et al., 2023).

Vahihaigetel on cfDNA ja sealhulgas ctDNA tase tavaliselt kdrgem kui tervetel inimestel
(Mouliere et al., 2018). Rakuvaba DNA (cfDNA) koosneb peamiselt luhikestest DNA
fragmentidest, mille pikkus on alla 200 aluspaari (bp) ja mida leidub tavaliselt madalates
kontsentratsioonides. Rakuvaba DNA suhteliselt luhike eluiga vereringes viitab pidevale
vabanemisele surevatest rakkudest, millele jargneb kiire lagunemine voi filtreerimine.
CfDNA fragmentide suuruste jaotus uhtib selle péritoluga, néidates selgeid piike, mis on
seotud nukleosoomidega (~147 aluspaari) ja kromosoomidega (nukleosoom + linkerhistoon;
~167 aluspaari). Lisaks vaarib méarkimist, et méned cfDNA-d vdivad tsirkuleerida pigem
nukleosoomide v@i kromatosoomidena, mitte eksisteerida vaba DNA-na (Snyder et al.,
2016). CfDNA kontsentratsioon tervetel inimestel on vahemikus 0 kuni 100 ng/ml, samas
kui vahihaigetel v@ib see olla kérgem kuni 1000 ng/ml (Kustanovich et al., 2019).

Vaatamata cfDNA tohutule potentsiaalile vedelbiopsias, tuleb selle kliinilise kasulikkuse

taielikuks drakasutamiseks lahendada mitmeid valjakutseid:

Ekstratsellulaarse DNA (cfDNA) vabanemist vOivad soodustada mitmesugused tegurid,
sealhulgas kaasuvad haigused, pdletikud, koekahjustused ja fudsiline koormus. Tervetel
inimestel aitab vereloome kipsemine oluliselt kaasa standardsele cfDNA tasemele

(Ferndndez-Dominguez et al., 2021).

Bioloogiline varieeruvus: mitmed tegurid, nagu vanus ja sugu vBivad mdjutada cfDNA taset
veres, raskendades cfDNA andmete tdlgendamist (Mouliere et al., 2018). Selle probleemi
lahendamiseks tOotavad teadlased vordlusvahemike loomise ja cfDNA analtdsi

standardiseeritud metoodikate véljatootamise kallal.
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Praegu on vaja CcfDNA eraldamiseks, kvantifitseerimiseks ja anallusimiseks
standardiseeritud protokolle. Standardiseeritud meetodite véljatootamine ja nende
valideerimine erinevates laborites on cfDNA usaldusvédérseks ja reprodutseeritavaks

kasutamiseks Kliinilises praktikas lioluline (Merker et al., 2018).

1.3.2 TSIRKULEERIV VAHI DNA

Véhihaigetel parineb cfDNA osa, mida nimetatakse kasvaja ringlevaks DNA-ks (circulating
tumor-ctDNA), kasvajarakkudest ja kannab kasvajaspetsiifilisi mutatsioone. ctDNA
kontsentratsioon voib Uletada 10% cfDNA kogusest, kuid selle kontsentratsioon vdib
varieeruda soltuvalt kasvaja suurusest, vaskulaarsusest ja asukohast (Arisi et al., 2022).
CtDNA tuvastamine ja analuls pakub vahktGve diagnostikas mitteinvasiivset meetodit
kasvaja kohta olulise geneetilise teabe saamiseks. Kuid praegu on sellel meetodil ka
negatiivseid kulgi, nditeks: vdib ctDNA fragmenteerumine pdhjustada mittetéieliku voi
ebatépse genoomse teabe, mis raskendab vedelbiopsia tulemuste tlgendamist (Mouliere et
al., 2018). Samuti voib ctDNA analulsi tadpsust mdjutada ka bioloogiline ja tehniline
varieeruvus, sealhulgas kasvaja DNA vabanemiskiiruste ja eelanallitiliste tegurite

erinevused (Sanchez-Herrero et al., 2022).

Esmakordselt taheldasid ctDNA esinemist véhihaigete veres 1948. aastal Mandel ja Metais
(Mandel & Métais, 1948). Kuid alles taiustatud molekulaarsete tehnikate tulekuga 21. sa-
jandil pélvis ctDNA kui véimalik vahi biomarker markimisvaarset tdhelepanu (Wan et al.,
2017). Tundlike tehnikate, nagu ddPCR (Droplet Digital Polymerase Chain Reaction -
ddPCR) ja jargmise pdlvkonna sekveneerimine, valjatdotamine on véimaldanud teadlastel
tuvastada ja kvantifitseerida ctDNA-d madalatel kontsentratsioonidel isegi varajases staadi-
umis véhkkasvajate korral (Wan et al., 2017). Kasvaja kvantifitseerimine on ndidanud, et 1.
staadiumi haigusega inimestel on vdhem kui 10 ctDNA koopiat 5 ml plasma kohta
(Alexander & Mark, 2018). Jargmise pdlvkonna sekveneerimise ja ddPCR-tehnoloogia
areng on parandanud ctDNA tuvastamise tundlikkust, kuid vaja on téiendavaid tehnoloogi-

lisi taiustusi.

Vereringes esineva ctDNA taset vbGivad mdjutada mitmed tegurid. Nende hulka kuuluvad
kasvaja suurus, staadium, histoloogiline tulp ning patsiendi vanus, sugu ja uldine tervislik
seisund (Bettegowda et al., 2014).
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Kasvaja suurus ja staadium: suuremad ja hilisema staadiumi kasvajad kipuvad vabastama
vereringesse suuremas koguses ctDNA-d (Mouliere et al., 2018). See on téen&oliselt tingitud

rakkude suurenenud ringlusest ja nekroosist kasvaja massis.

Histoloogiline tudp: on néidatud, et teatud kasvajatliiibid, nagu kopsu-, maksa- ja ja-

mesoolevéhk, vabastavad rohkem ctDNA-d kui teised véhid (Schwarzenbach et al., 2011).

Patsiendi tegurid: vanus, sugu ja Uldine tervislik seisund vGivad samuti mdjutada ctDNA
taset. Naiteks vOib vanematel patsientidel v0i kaasuvate haigustega patsientidel olla kdrgem
taustrakuvaba DNA tase, mist6ttu on ctDNA tuvastamine keerulisem (Mouliere et al., 2018).
SeetOttu on tépsete ja usaldusvaarsete vedelbiopsiameetodite véljatdGtamiseks oluline

mdista kasvaja DNA vabanemist reguleerivaid tegureid.

Varajane avastamine: ctDNA olemasolu veres vdib olla potentsiaalne biomarker véhi vara-
jaseks avastamiseks. Mitmed uuringud on ndidanud ctDNA analliusi vdimet tuvastada erine-
vat tlidpi vahki, sealhulgas kopsu-, rinna- ja kolorektaalvahki (Bettegowda et al., 2014).
Méadrates kindlaks spetsiifilised geneetilised muutused ctDNA-s, vdib vedelbiopsia anda

vaéartuslikku teavet véahi diagnoosimiseks ja klassifitseerimiseks.

Prognoos: ctDNA esinemist véhihaigete veres on seostatud halva prognoosiga erinevate

vahitlupide, nagu kolorektaalne, rinnavahk ja kopsuvéahk (Bettegowda et al., 2014).

Ravi jélgimine: cfDNA abil saab jélgida véhipatsientide ravivastust. Muutused ctDNA tase-
metes aja jooksul vBivad anda reaalajas tagasisidet konkreetse ravi efektiivsuse kohta (Daw-
son et al., 2013). Lisaks vdib ctDNA anallils aidata tuvastada ravimiresistentsuse tekkimist,

vBimaldades arstidel ravistrateegiaid vastavalt kohandada (Murtaza et al., 2013).

Minimaalse ja&khaiguse tuvastamine: ctDNA-d saab kasutada biomarkerina véhiravi jérel
minimaalse jdadkhaiguse (minimal residul disease - MRD) tuvastamiseks. CtDNA esinemine
veres parast ravi vOib viidata jadkkasvajarakkude olemasolule, mis vdib viia vahi kor-
dumiseni (Tie et al., 2016). MRD tuvastamisega v3ib vedelbiopsia aidata suunata ravijargset
jalgimist ja teavitada voimalikest sekkumistest véhi retsidiivi ennetamiseks voi edasiliikka-

miseks.

Vaatamata mérkimisvaarsetele edusammudele ctDNA-uuringutes, tuleb lahendada mitmeid
valjakutseid. Uks peamisi valjakutseid on vajadus standardiseeritud meetodite jarele ctDNA

eraldamiseks, kvantifitseerimiseks ja analliisimiseks. Lisaks vajab téiendavat uurimist
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ctDNA bioloogiline ja kliiniline tahtsus erinevates véhitulpides ja staadiumides (Wan et al.,
2017).

1.4 EKSTRATSELLULAARSED VESIIKULID

Ekstratsellulaarsed vesiikulid (EV) on rakkude poolt rakuvalisesse keskkonda eraldatavad
véikesed membraaniga imbritsetud osakesed. Nad mangivad olulist rolli rakkudevahelises
suhtluses ja on hiljuti palvinud markimisvaarset téhelepanu tédnu nende vdimalikule
kasutamisele vedelbiopsias. Selles kontekstis on EV-d kujunenud paljulubavaks
biomarkerite allikaks, mida saab kasutada haiguste varajaseks avastamiseks,
prognoosimiseks ja ravivastuse jalgimiseks (joonis 1). EV-de arv kehavedelikes varieerub
olenevalt haigusseisundist ja voib olla vahemikus 107 kuni 10% osakest mL? kohta (Min et
al., 2021).

Kasvajarakud vabastavad plasmamembraanist ja endosoomidest parinevaid EV-sid, mis
vabanevad multivesikulaarsetest kehadest kehavedelikesse, nditeks verre (vasak paneel).
Neid kasvaja-EV-sid saab hinnata vedelbiopsiate abil (parem paneel) ja kasvajaspetsiifiliste
EV-valkude, nukleiinhapete v6i metaboliitide ekspressiooni pdhjal saab neid kasutada véhi

biomarkeritena.

EV biogenees ja sekretsioon EV-d véhi biomarkerina

D Tslitosoolsed valgud
(-

@ Membraani valgud
Nukleiinhapped

@ Metaboliidid

Joonis 1. Ekstratsellulaarsed vesiikulid vahi biomarkerina. (Irmer et al., 2023) jérgi.
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Ekstratsellulaarsed vesiikulid voib nende biogeneesi ja suuruse alusel liigitada kolme
pohitudpi: eksosoomid (30-150 nm), mikrovesiikulid (100-1000 nm) ja apoptootilised kehad
(500-2000 nm) (Yafiez-M0O et al.,, 2015). Eksosoomid moodustuvad endosomaalse
membraani  sisemise pungumise kaudu, samas kui mikrovesiikulid tekivad
plasmamembraani véaljapoole pungumise kaudu. Teisest kiiljest vabanevad apoptootilised
kehad apoptoosi voi programmeeritud rakusurma kaigus.

EV-d kannavad laias valikus bioaktiivseid molekule, sealhulgas valke, lipiide ja
nukleiinhappeid (nii kodeerivaid kui ka mittekodeerivaid RNA-sid), mis peegeldavad nende
vanemrakkude molekulaarset signatuuri (Tkach & Théry, 2016). Nende ainulaadne koostis
vOimaldab EV-del vahendada erinevaid bioloogilisi protsesse, nagu rakkudevaheline
signalisatsioon, immuunregulatsioon, kudede parandamine ja patoloogilised seisundid, nagu

vahi progresseerumine, pdletik ja neurodegeneratsioon.

Haigusspetsiifiliste molekulide olemasolu EV-des on muutnud need atraktiivseteks
kandidaatideks vedelbiopsia rakenduste jaoks. Naiteks vahi korral on kasvajast parinevatel
EV-del ndidatud geneetilisi muutusi, nagu mutatsioonid ja koopiate arvu variatsioonid, mis
esindavad kasvaja molekulaarset profiili (Kalluri & LeBleu, 2020). Lisaks on uuringud
naidanud, et veres ringlevaid EV-sid saab isoleerida ja analtilisida, et tuvastada vahiga seotud

biomarkereid, nagu onkoproteiinid ja kasvajast parinevad RNA-d (Becker et al., 2016).

Vedelbiopsia EV-d pakuvad traditsioonilise koebiopsia ees mitmeid eeliseid, néiteks
minimaalne invasiivsus, mis v@imaldab korduvat proovide vodtmist ning haiguse
progresseerumise ja ravivastuse reaalajas jalgimist. EV eraldamine erinevatest
biovedelikest, mis suurendab biomarkerite ligipaasetavust erinevates Kkliinilistes
kontekstides ja EV analuls v6ib anda terviklikuma pildi kasvaja heterogeensusest, kuna

need vOivad koguda geneetilist ja molekulaarset teavet mitmest kasvaja asukohast.

Véljakutsed ja tulevikuperspektiivid:

Hoolimata mikrofluidikaseadmete paljutdotavast potentsiaalist vedelbiopsia puhul, tuleb
enne nende laialdast kasutamist kliinilises praktikas lahendada méned véljakutseid. Esiteks
luua standardiseeritud meetodid EV isoleerimiseks ja iseloomustamiseks (Mateescu et al.,

2017). EV-de isoleerimiseks biovedelikest on kasutatud erinevaid tehnikaid, nagu
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ultratsentrifuugimine, suuruseralduskromatograafia ja immunoafiinsus kromatograafia.
Need meetodid erinevad aga saagise, puhtuse ja tdhususe poolest, mis vOib mdjutada

jargnevat analliusi ja tulemuste tdlgendamist.

Teine valjakutse on EV sisalduse suur varieeruvus Uksikisikute vahel ja haigusega
mitteseotud molekulide olemasolu, mis vdivad segada haigusspetsiifiliste biomarkerite
tuvastamist (Van Niel et al., 2018). Sellega seoses voib tdiustatud anallutiliste tehnikate,
naiteks jargmise pdlvkonna sekveneerimise, proteoomika ja the EV analiiiisi integreerimine

parandada EV-pGhise vedelbiopsia spetsiifilisust ja tundlikkust.

1.5 TSIRKULEERIVAD VAHIRAKUD

Tsirkuleerivad véhirakud (circulating cancer cells - CCC), tuntud ka kui tsirkuleerivad
kasvajarakud (circulating tumor cells - CTC), on vahirakud, mis on primaarsest kasvajast
eraldunud ja sisenenud vereringesse. Need rakud méangivad olulist rolli metastaaside tekkes,
protsessis, mille kdigus véhk levib teistesse kehaosadesse (Alix-Panabiéres & Pantel, 2021).
CTC tuvastamiseks veres kasutatakse samuti vedelbiopsiat. See on hiljuti palvinud
markimisvéarset tdhelepanu, kuna sellel on potentsiaal parandada vahi diagnoosimist,

prognoosi ja ravi jalgimist.

CTC-de tuvastamine ja eraldamine on nende harulduse ja heterogeensuse tdttu keeruline.
CTC-de arv varieerub sdltuvalt vahi tliubist ja staadiumist, kusjuures kontsentratsioonid on
tavaliselt umbes 10 rakku milliliitri vere kohta (L. Chen et al., 2017). Nende rakkude
pludmiseks on vélja todtatud erinevaid meetodeid, sealhulgas suurusep6hine filtreerimine,
immunomagnetiline eraldamine ja mikrofluidikatehnikad (Mohamadi et al., 2015). Nende
hulgas on CellSearch® siisteem praegu ainus (Food and Drug Administration) FDA poolt
heaks kiidetud platvorm CTC tuvastamiseks metastaatilise rinna-, kolorektaal- ja
eesnaarmevahi korral (Cristofanilli et al., 2004). Kdimasolevate uuringute eesmark on aga
parandada CTC avastamismeetodite tundlikkust ja spetsiifilisust, et aidata varakult dia-

gnoosida vahki ja mdista paremini kasvajabioloogiat.
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CCC kliiniline tahtsus:
1. Prognostiline vaartus

Mitmed uuringud on nédidanud, et CTC-de esinemine veres on seotud erinevate vahitudpide
halva prognoosiga. Naiteks Cristofanilli ja kolleegide uuringud néitasid, et metastaatilise
rinnavéhiga patsientide kdrgemad CTC kogused korreleerusid progresseerumisvaba elule-
muse ja tldise elulemusega (Cristofanilli et al., 2004). Sarnastest leidudest on teatatud kolo-
rektaal-, eesnddrme- ja kopsuvahi puhul (Salu & Reindl, 2024).

2. Teraapia jalgimine

CTC-sid tunnustatakse tiha enam kui véartuslikku vahendit ravivastuse reaalajas jalgimi-
seks. CTC arvu muutused ravi ajal vdivad anda olulist teavet ravi efektiivsuse kohta ja aidata
suunata Kliinilisi otsuseid. Naiteks Salu ja Reindl, nditasid, et CTC arvu muutused voivad
ennustada keemiaravi saavate eesndarmevéhiga patsientide kliinilist tulemust (Salu &
Reindl, 2024).

3. Molekulaarne iseloomustus

CTC-de molekulaarne iseloomustus vOib anda Ulevaate kasvaja progresseerumise ja meta-
staaside aluseks olevatest molekulaarsetest mehhanismidest ning v8imaldada potentsiaalsete
terapeutiliste sihtméarkide tuvastamist. Lisaks v6ib CTC-de geneetilise ja fenotiilibilise hete-
rogeensuse uurimine aidata maista raviresistentsust ja tuvastada isikupdrastatud ravi jaoks

kasutatavaid mutatsioone (Bettegowda et al., 2014).
Vaéljakutsed ja tulevikuvaljavaated

Hoolimata CTC-de paljutdotavast potentsiaalist vahiravis, tuleb nende taieliku kliinilise ka-
sulikkuse realiseerimiseks lahendada mdned valjakutseid. Esiteks standardiseeritud proto-
kollide valjato6tamine CTC tuvastamiseks ja isoleerimiseks, tuvastamismeetodite tundlik-
kuse ja spetsiifilisuse parandamine ning CTC heterogeensuse bioloogilise tdhtsuse maist-
mine. Lisaks vdib CTC analliisi integreerimine teiste vedelbiopsia komponentidega, nagu
ctDNA ja EV-d, anda terviklikuma Ulevaate kasvaja bioloogiast ning parandada vahi diag-
noosimist ja ravi (Alix-Panabieres & Pantel, 2021).

Ringlevatel véhirakkudel on markimisvaarne perspektiiv parandada vahi diagnoosimist,
prognoosi ja terapeutilist jalgimist vedelbiopsia abil. Olemasolevate valjakutsete letami-
seks ja CTC-de taieliku potentsiaali vabastamiseks kliinilises onkoloogias on vaja teha jat-

kuvaid joupingutusi teadus- ja arendustegevuseks.
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1.6 HEALOOMULINE KASVAJA

Erinevalt pahaloomulistest kasvajatest on healoomulised kasvajad mittevahkkasvajad, mis

ei tungi kilgnevatesse kudedesse ega levi kaugematesse kehaosadesse (tabel 3). Nende ole-

masolu vdib siiski mdjutada tervist ja nduda jalgimist. Healoomulised kasvajad tekivad rak-

kude ebanormaalsest proliferatsioonist ja on ldiselt kapseldatud, mis takistab neil tungimast

ldhedalasuvatesse kudedesse (Jang et al., 2011). Moned levinumad healoomulised kasvajad

on fibroadenoomid, lipoomid ja meningioomid. Kuigi healoomulised kasvajad ei ole

vahkkasvajad, v0ib nende kasv pdhjustada simptomeid ja tisistusi, nagu valu, elundite

talitlushéired ja harvadel juhtudel isegi pahaloomuline transformatsioon (Bray et al., 2018).

Tabel 3. Healoomulise ja pahaloomulise kasvaja erinevused. (Jang et al., 2011) jargi

Iseloomustus

Healoomuline kasvaja

Pahaloomuline kasvaja

Kasvutempo

Aeglane

Kiire

Pind

Tasane, sile

Konarlik

Uldine mdju organismile

Mérkimisvéarse suurusega

kasvajaga, mis pigistavad

lahedal asuvaid elundeid,
veresooni, narve voi
moodustised ajus ja

seljaajus

Uldise seisu halvenemine,

kasvaja mirgistus

Metastaaside tekke

Ei anna metastaase

Annab metastaase

Kasvumuster

Ekspansiivne, kasvaja
kasvab kapslis, likates

Umbritsevaid kudesid lahku

Invasiivne, kasvab
Umbritsevatesse kudedesse,
laheduses asuvatesse

veresoontesse ja narvidesse

Vaatamata sellele, et enamik uuringuid on keskendunud vedelbiopsia rollile vahi korral, on

kasvav huvi selle kasutamise vastu ka healoomuliste kasvajate puhul.
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Tsirkuleerivad kasvajarakud (CTC) healoomuliste kasvajate puhul:

Vereringesse sisenenud kasvajarakud, vOivad potentsiaalselt pdhjustada metastaase. Kuigi
healoomulised kasvajad ei anna metastaase, vdivad CTC-d viidata suuremale pahaloomulise
transformatsiooni riskile. Healoomuliste kasvajatega patsientidel saab tuvastada CTC-sid,
mis viitab sellele, et kasvaja progresseerumise jalgimiseks ja pahaloomuliste kasvajate riski

hindamiseks voib kasutada vedelbiopsiat (Cabel et al., 2017).
Rakuvaba DNA (cfDNA) healoomuliste kasvajate puhul:

Nii normaalsed kui ka kasvajarakud vabastavad cfDNA-d ning seda saab analiiisida
kasvajaspetsiifiliste genoomsete muutuste suhtes. Antud analiiiis healoomuliste kasvajatega
patsientidel vBib anda ulevaate nende kasvajate genoomsest maastikust ja aidata tuvastada
ravi potentsiaalseid molekulaarseid sihtmdarke. Uuringutes tuvastati healoomuliste
kasvajatega patsientidel cfDNA, mis tdstab esile vedelbiopsia potentsiaali healoomuliste

kasvajate molekulaarseks iseloomustamiseks (Bettegowda et al., 2014).
Ekstratsellulaarsed vesiikulid (EV) healoomuliste kasvajate puhul:

Membraaniga seotud vesiikulid on seotud rakkudevahelise suhtlusega ja vdivad mojutada
kasvaja progresseerumist (Lener et al., 2015). EV-de analliis healoomuliste kasvajate
kontekstis vOib heita valgust kasvaja kasvu aluseks olevatele molekulaarsetele
mehhanismidele ja aidata tuvastada potentsiaalseid biomarkereid kasvaja progresseerumise
jalgimiseks.

Vaéljakutsed ja tulevikusuunad:

Hoolimata vedelbiopsia potentsiaalist healoomuliste kasvajate puhul, tuleb enne selle
laialdast Kliinilises praktikas kasutuselevottu lahendada mitmeid véaljakutseid. Esiteks CTC-
de, cfDNA ja EV-de eraldamiseks ja analliisimiseks on vaja standardseid protokolle, mis
vBivad mdjutada vedelbiopsiate tulemuste reprodutseeritavust ja usaldusvaarsust (Heitzer et
al., 2019). Lisaks sellele, healoomuliste kasvajatega patsientide CTC-d, cfDNA ja EV-d ei
pruugi tingimata viidata pahaloomulisele kasvajale. Nende biomarkerite spetsiifilisuse
kindlakstegemiseks  healoomulise  kasvaja  progresseerumise ja pahaloomulise

transformatsiooni suhtes on vaja taiendavaid uuringuid.

Vedelbiopsia ei pruugi olla piisavalt tundlik, et tuvastada healoomuliste kasvajatega
patsientidel CTC-de, cfDNA v0i EV-de madalat taset. Uued tehnoloogilised edusammud,
nagu ddPCR ja jargmise pdlvkonna sekveneerimine, vdivad aidata parandada vedelbiopsia

tundlikkust healoomuliste kasvajate suhtes (Siravegna et al., 2017).
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1.7 RNA

RNA-I on vedelbiopsia puhul dlioluline roll, mitmed RNA liigid on paljulubavad diagnos-
tiliste, prognostiliste ja terapeutiliste biomarkeritena. RNA andmete integreerimine teiste
vedelbiopsia analliitidega v6ib anda pohjalikuma Ulevaate kasvaja bioloogiast ja sillutada

teed isikupdrastatud véhiraviks.
RNA liigid vedelbiopsias

Veres ringlevad RNA molekulid esindavad vedelbiopsias paljulubavat biomarkerite klassi.
Erinevaid RNA liike, sealhulgas mMRNA (messenger RNA - mRNA), pikk mittekodeeriv
RNA (Long non-coding RNA - IncRNA), mikroRNA (Micro RNA - miRNA) ja véike nukle-
olaarne RNA (small nucleolar RNA - snoRNA), on uuritud nende kasulikkuse osas véhi tu-
vastamisel, prognoosimisel ja ravil (Pantel & Alix-Panabiéres, 2016). Need RNA liigid
vOivad périneda kasvajarakkudest vdi muudest allikatest, naiteks immuun- v3i stroomarak-
kudest.

MRNA

MRNA on kdige tuntum RNA liik, mis vastutab geneetilise teabe t6lkimise eest DNA-st
valkudesse. Véhi korral vdivad normist halbivad mRNA ekspressioonimustrid kajastada
selle aluseks olevaid geneetilisi muutusi, nagu mutatsioonid, koopiate arvu variatsioonid voi
geenifusioonid (Wan et al., 2017). Nende aberratsioonide tuvastamine tsirkuleerivas mRNA-
s vOib anda tilevaate kasvaja bioloogiast ja suunata terapeutilisi sekkumisi.

IncRNA

LncRNA-d on mittekodeerivate RNA molekulide klass, mis vdivad reguleerida geeniek-
spressiooni erinevate mehhanismide kaudu, nagu kromatiini remodelleerimine, tran-
skriptsiooniregulatsioon ja transkriptsioonijargne regulatsioon. Ebanormaalne IncRNA ek-
spressioon on seotud erinevate viahkkasvajate tekke ja progresseerumisega (Pantel & Alix-
Panabiéres, 2016). Sellisena ilmnevad tsirkuleerivad INcRNA-d vedelbiopsias potentsiaal-

sete diagnostiliste ja prognostiliste biomarkeritena.
mMiRNA

miRNA-d on véikesed mittekodeerivad RNA molekulid, mis moduleerivad geeniekspressi-

ooni post-transkriptsiooniliselt, seondudes mRNA transkriptidega ja inhibeerides nende

translatsiooni vOi soodustades nende lagunemist. Dusreguleeritud miRNA ekspressioonist
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on laialdaselt teatatud mitmesuguste vahivormide puhul ning see on seotud kasvaja arengu,
progresseerumise ja metastaasidega (Wan et al., 2017). Ringlevad miRNA-d kujutavad en-
dast paljulubavat minimaalselt invasiivsete biomarkerite klassi vahi tuvastamiseks ja prog-

noosimiseks.
SnoRNA

snoRNA-d on véikesed mittekodeerivad RNA molekulid, mis osalevad teiste RNA liikide
muutmises ja tootlemises. Uued tdendid viitavad sellele, et teatud snoRNA-del vdivad olla
onkogeensed vdi kasvajat parssivad funktsioonid ning nende diisregulatsiooni on taheldatud
erinevate véhivormide puhul (Pantel & Alix-Panabiéres, 2016). Ehkki vahem uuritud kui

teisi RNA liike, omavad snoRNA-d potentsiaali uudsete biomarkeritena vedelbiopsias.
RNA Kliinilised rakendused vedelbiopsias

Ringlevad RNA liigid on nédidanud potentsiaali véhi varajases tuvastamises, haiguse pro-
gresseerumise jalgimises, ravivastuse ennustamises ja vBimalike terapeutiliste sihtméarkide
tuvastamises. Naiteks on ndidatud, et kasvajaspetsiifiliste mMRNA v&i IncCRNA signatuuride
tuvastamine vereproovides eristab vahihaigeid tervetest inimestest, toetades nende kasuta-

mist diagnostiliste biomarkeritena (Wan et al., 2017).

Lisaks on tsirkuleeriva miRNA taseme muutusi seostatud ravivastuse ja haiguse progresse-
erumisega. Spetsiifilised miRNA signatuurid voivad moénikord ennustada tundlikkust voi
resistentsust teatud teraapiate suhtes, voimaldades isikupérastatud ravistrateegiaid (Pantel &
Alix-Panabiéres, 2016).

Lisaks diagnostilisele ja prognostilisele potentsiaalile voivad tsirkuleerivad RNA-d anda
Ulevaate kasvaja arengut ja progresseerumist juhtivatest molekulaarsetest mehhanismidest.
Vedelbiopsia proovide RNA muutuste iseloomustamine v8ib suunata sihipéraste ravimeeto-

dite valikut ja anda teavet uute ravistrateegiate valjatootamiseks.

Vedelbiopsia RNA liikidel on vahktdve ravis diagnostiliste, prognostiliste ja terapeutiliste
biomarkeritena tohutu potentsiaal. Tdiustatud RNA tuvastamise ja analiitsi tehnoloogiate
jatkuv arendamine suurendab veelgi ringlevate RNA molekulide Kliinilist kasulikkust, sil-

lutades teed personaalsele vahiravile.
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1.8 KASVAJAGA SEOTUD TROMBOTSUUDID

Kasvajaga seotud trombotstiudid (tumor-educated platelets - TEP) on muutunud paljutdota-
vateks biomarkeriteks vahi tuvastamiseks ja jalgimiseks vedelbiopsias. Trombotsudid on
vaikesed nukleaarsed rakufragmendid, mis on hemostaasi ja tromboosi jaoks kriitilised. Nad
vOivad suhelda ka vahirakkudega, moodustades TEP-sid (Ding et al., 2023).

Arvatakse, et TEP-de moodustumine toimub siis, kui trombotsiiudid puutuvad kokku kasva-
jarakkude voi nende sekreteeritud teguritega, nagu tsitokiinid ja kasvufaktorid (Best et al.,
2015). See interaktsioon viib kasvajast parinevate molekulide, sealhulgas RNA ja valkude
sisestamiseni trombotsudtide poolt. Jarelikult on TEP-idel muutunud molekulaarsed signa-
tuurid, mida saab tuvastada ja analtitisida vahi diagnoosimiseks ja jalgimiseks (Best et al.,
2015).

TEP-sid saab vereproovidest eraldada erinevate meetoditega, nagu tihedusgradienttsen-
trifuugimine ja immunomagnetiline eraldamine (Ding et al., 2023). Jargmise p&lvkonna
sekveneerimine (NGS) ja kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (Quantitative Polymer-
ase Chain Reaction - gPCR) on tavaliselt kasutatavad meetodid TEP-de molekulaarsete sig-
natuuride anallitisimiseks, sealhulgas kasvajaspetsiifilise RNA ja valkude olemasolu (Best
etal., 2015).

TEP-de potentsiaalsed kliinilised rakendused vedelbiopsias on tohutud. Esiteks vdivad TEP-
id olla minimaalselt invasiivsed diagnostikavahendid véhi varajaseks avastamiseks. Mitmed
uuringud on ndidanud TEP-de kasutamise teostatavust erinevate véhitiilpide, sealhulgas
kopsu-, rinna- ja kBhunaarmevahi tuvastamiseks (Best et al., 2015). TEP-e saab kasutada ka
vahi prognoosimiseks, kuna nende molekulaarseid signatuure on seostatud kasvaja progress-

eerumise ja metastaasidega (Ding et al., 2023).

Teiseks vdivad TEP-d mangida vahiravi jalgimisel olulist rolli. Muutused TEP-de moleku-
laarsetes signatuurides voivad viidata konkreetse teraapia efektiivsusele, vdimaldades
isikupdrastatud ravistrateegiaid (Ding et al., 2023). Lisaks voivad TEP-d tuvastada resist-
entsuse kujunemist sihiparaste ravimeetodite suhtes, aidates kaasa raviplaanide digeaegsele

muutmisele (Tjon-Kon-Fat et al., 2018).

LOpuks saab TEP-e kasutada haiguste jalgimiseks ja retsidiivide ennustamiseks. TEP-de
anallius vBib anda kasvajakoormuse reaalajas hinnangu ja voib aidata ennustada parast ravi
retsidiivi riski (Tjon-Kon-Fat et al., 2018).
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Kuigi TEP-id omavad vedelbiopsia biomarkerina suurt perspektiivi, tuleb siiski lahendada
rida valjakutseid. Nende hulka kuuluvad TEP-i eraldamise ja analliisimeetodite standard-
iseerimine, TEP-pOhiste analtitiside tundlikkuse ja spetsiifilisuse parandamine ning TEP-i
moodustumise aluseks olevate mehhanismide selgitamine (Joosse S & Pantel K, 2015). Li-
saks on vaja suuremahulisi Kliinilisi uuringuid, et kinnitada TEP-de Kliinilist kasulikkust

erinevates vahittdpides ja -olukordades.

1.9 ANALUUTILINE TOO VEDELBIOPSIA PUHUL

Vedelbiopsia kadigus saadud materjal s6ltub patsiendi seisundist ja konkreetsest
analliusitavast biomarkerist. Vedelbiopsia proovide analiilis v3ib olla keeruline materjali
heterogeensuse, kasvajast mittetulenevate molekulide olemasolu ja sihtmark-biomarkerite

madalate kontsentratsioonide tottu (tabel 4).

22



Tabel 4. Vedelbiopsia analttiliste materjalide vordlustabel (Antunes-Ferreira et al., 2021;
Arisi etal., 2022; J. W. C. Chang et al., 2020; L. Chen et al., 2017; Kustanovich et al., 2019;

Min et al., 2021) jargi

Analidtiline Eelised Puudused Esinemine
materjal
CTC Voib anda teavet | Madal tundlikkus, | Umbes 10 rakku ml vere
kasvajarakkude madal arvukus kohta
fenotulbi kohta
CtDNA Kdrge tundlikkus ja | Piiratud teave | vOib Uletada 10% cfDNA
spetsiifilisus kasvajarakkude kogusest
mutatsioonide fenotulbi kohta,
suhtes lagunemistundlik
cfDNA Voib anda teavet | Madal arvukus, | CFDNA kontsentratsioon
geeniekspressiooni | lagunemistundlik tervetel inimestel on
profiilide kohta vahemikus 0 kuni 100
ng/ml, samas kui
vahihaigetel vdib see olla
kdrgem kuni 1000 ng/ml
EV Voib anda teavet | Vastuvotlik 10" kuni 10 osakest
kasvaja lagunemisele mL* kohta
mikrokeskkonna
kohta
MRNA Vaheinvasiivne, Vastuvotlik Harv
funktsionaalne teave | lagunemisele, madal
spetsiifilisus
TEP VOib anda teavet | Raske eristada | Tavaliselt ringleb veres
kasvajast parinevate | tavalistest vahemikus 150-450 x
valkude kohta trombotsiiitidest 10%/L
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Nendest véljakutsetest Glesaamiseks kasutatakse sageli taiustatud tehnikaid, nagu NGS ja
ddPCR (Wan et al., 2017). Anallisi keerukus vdib aga kaasa tuua ka valenegatiivsete voi -
positiivsete tulemuste suurema tbendosuse, mistéttu on vaja tdiendavat valideerimist

lisatestide kaudu.
Vedelbiopsia proovide analtiisimiseks kasutatakse mitmeid meetodeid, sealhulgas:

CellSearch System®: laialdaselt kasutatav FDA poolt heaks kiidetud platvorm CTC
loendamiseks, mis pdhineb immunomagnetilisel rikastamisel ja fluorestsentsipGhisel

tuvastamisel (Millner et al., 2013).

Mikrofluidika: need seadmed v6imaldavad CTC-de ja muude biomarkerite eraldamist ja
analutsimist suure l&bilaskevbimega minimaalse prooviga manipuleerimisega (Millner et
al., 2013).

Voolutsiitomeetria on vdimas meetod CTC tuvastamiseks ja kvantifitseerimiseks vedelates
biopsiates(Lopresti et al., 2019). See meetod voimaldab kiirelt ja t6husalt anallisida
rakupopulatsioone proovis, pakkudes véartuslikku teavet CTC-de olemasolu ja omaduste
kohta.

Vedelbiopsiate CTC-de  visualiseerimiseks ja  anallisimiseks on  kasutatud
mikroskoopiapdhiseid tehnikaid, nagu konfokaalne ja elektronmikroskoopia. Need
ldhenemisviisid voimaldavad CTC-de kdrge eraldusvdimega pildistamist ja morfoloogilist
analliusi, pakkudes Ulevaadet nende fenotlubilistest ja genotllpsetest omadustest
(Vidlarova et al., 2023).

Jargmise pdlvkonna sekveneerimine (NGS) on muutunud parimaks tehnoloogiaks cfDNA
analliusimiseks vedelbiopsiates. NGS pakub suure ldbilaskevbimega erapooletuid
genoomiandmeid, mida saab kasutada kasvajaspetsiifiliste mutatsioonide, koopiate arvu
variatsioonide ja muude genoomiliste muutuste tuvastamiseks ja iseloomustamiseks (Ma et
al., 2023).

Geenikiibid, tuntud ka kui DNA mikrokiibid, on kasutatud vedelbiopsiate jaoks. See suure
labilaskevb6imega tehnoloogia voimaldab samaaegselt hinnata tuhandeid geene, pakkudes

terviklikku tlevaadet vahirakkude molekulaarsest maastikust (Galbiati et al., 2019).
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Digital Droplet PCR (ddPCR) on meetod cfDNA ja CTC tuvastamiseks ja
kvantifitseerimiseks vedelbiopsia proovides (Wan et al., 2017). See tehnoloogia voimaldab
sihtmolekulide absoluutset kvantifitseerimist, véimaldades madala arvukusega biomarkerite

tdpset mdotmist, mis on vahktdve varajaseks avastamiseks Kriitilise tdhtsusega.

Valgu ekspressiooni ja translatsioonijargsete modifikatsioonide analliisimiseks vedelates

biopsiaproovides on kasutatud Western blot ja valgu analtitise (Lone et al., 2022)

Massispektromeetriat, mis on voimas valguanaliiusi tooriist, on kasutatud CTC-de ja teiste
vahiga seotud molekulide proteocomiliste profiilide uurimiseks vedelates biopsiates. See
tehnoloogia vBimaldab tuvastada ja kvantifitseerida valke ja, pakkudes Ulevaadet véhi

progresseerumise olevatest molekulaarsetest mehhanismidest (Donato et al., 2021).

1.10 VAHI TUUBI JA ASUKOHA TUVASTAMINE VEDELBIOPSIA ABIL

Veres ringleva kasvaja DNA (ctDNA) ja teiste biomarkerite analilis on naidanud
markimisvéaarset potentsiaali konkreetse vahitudbi ja selle asukoha mééramisel, pakkudes

vaartuslikku teavet isikupérastatud ravistrateegiate jaoks.

Genoomne analtitis voimaldab vedelbiopsia abil hinnata ctDNA-d, andes (levaate erinevate
vahitlupide geneetilistest mutatsioonidest ja muutustest. See vdimaldab tuvastada vahitupi
selle molekulaarse profiili alusel, nagu mutatsioonid spetsiifilistes onkogeenides vdi kasvaja
supressorgeenides (Siravegna et al., 2017). Metllatsioonimustrid ctDNA-s voivad samuti
aidata kindlaks teha vahi tulpi, kuna erinevatel vahittipidel on erinevad DNA mettulimise
mustrid, mis vdimaldavad eristada erinevaid pahaloomulisi kasvajaid (Yi Shen et al., 2018).
Vedelbiopsia vBib anda vihjeid vahi paritolukoe kohta, andes levaate konkreetsest organist
vOi koest, kust pahaloomuline kasvaja tekkis (Phallen et al., 2017). Teatud ctDNA-s
esinevad vahispetsiifilised biomarkerid vdivad néidata véhi esmast asukohta, aidates kaasa

kasvaja lokaliseerimisele kehas.

Kasutades konkreetsete vahitulpide jaoks suunatud paneele, saab vedelbiopsia abil tdhusalt
méérata asukoha metastaatiliste kahjustuste kohta ja tuvastada primaarse kasvaja asukoht,

aidates kaasa tapsemale diagnoosimisele ja ravi planeerimisele (Cohen et al., 2018).

Spetsiifilised geneetilised markerid on kopsu- ja ajuvéhi eristamisel kriitilised. Kopsuvahi

puhul viitab EGFR-i mutatsioonide voi ALK Umberkorralduste esinemine ctDNA-s hai-
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gusele véga ja aitab selle diagnoosimisel (Arbour & Riely, 2019). Seda tdiendab kopsus-
petsiifiliste biomarkerite, nagu TTF-1, tuvastamine, mida sageli kasutatakse kopsu adeno-
kartsinoomi immunohistokeemilise markerina (Gurda et al., 2015). Ajuvéhi korral on IDH1
geeni mutatsioonid voi EGFRVIII esinemine ctDNA-s iseloomulikud teatud tulpi ajukasva-
jatele, naiteks glioomidele. Need markerid hdlbustavad ajukasvajate tdpset diagnoosimist ja
Klassifitseerimist ning on kriitilise tdhtsusega raviotsuste ja prognostiliste hinnangute teg-
emisel (Escudero et al., 2021).

Taiustatud tehnikad, nagu NGS ja ddPCR, on suurendanud nende molekulaarsete markerite
tuvastamist ctDNA-s. See on viinud isikupérastatud ravistrateegiate valjatootamiseni ja
parandanud haiguste jalgimist (Diaz & Bardelli, 2014; Murtaza et al., 2013). Naiteks TTF-1
olemasolu ctDNA-s aitab kinnitada kopsuvéhi paritolu. Samamoodi annab astrotsiltidega
seotud markeri GFAP tuvastamine ctDNA-s olulist teavet ajuvéhi esinemise ja loka-
liseerimise kohta (Gurda et al., 2015; Jelski & Mroczko, 2021).

See terviklik lahenemisviis véhianalttsile, mis hindab ctDNA-d ja vere biomarkereid vedela
biopsia abil, muudab véhi diagnoosimise ja ravi printsiipe. See vdimaldab tksikasjalikult
iseloomustada vahi geneetilist Glesehitust, pakkudes praktilisi teadmisi isikuparastatud ravi-
reziimide kohta ja hdlbustades pidevat haiguse jélgimist. CtDNA analiiiisist kogutud teabe
stigavus on hindamatu, kuna see kajastab vahi diinaamilist olemust, voimaldades ravis ko-

handada haiguse arenedes.
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2 UURIMUS

2.1 TOO EESMARGID

Selle t60 kaigus on labi viidud uuringuid olemasolevate vedelbiopsia meetodite kohta,
pludes anda dldist ettekujutust selle kasutamisest ja arengust praegusel ajal. Kéesoleva
uurimist6é pdhieesmérk on pdhjalikult uurida praegu kasutatavaid meetodeid ning hinnata
nende valjavaateid genoomikas ja vahidiagnostikas. Lisaks anda llevaade vedelbiopsias
kasutatavatest kaasaegsetest tehnoloogiatest ja nende rakendamisest Kliinilises praktikas
ning vorreldakse vedelbiopsia efektiivsust traditsiooniliste diagnostikameetoditega. Seega
teine t60 eesmark oli hinnata vedelbiopsiamarkerite potentsiaali vahi varaseks
diagnoosimiseks ja jalgimiseks ning kaaluda selle edasiarendamise vGimalust genoomika

valdkonnas.

2.2 MATERJAL JA METOODIKA

Referatiivse t60 kirjutamiseks kasutati PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/)

andmebaasi. Sobiliku artikli valimiseks arvestati publikatsiooniaastaga, mis oli vahemikus
2016-2023, aga hiljem monede aspektide suvenemiseks ja originaalinformatsiooni otsi-
miseks kasutati ka neid artikleid mis olid publitseeritud aastates 1948-2016. Samuti lisaks
publikatsiooniaastale oli kasutatud vdtmesdnade olemasolu artiklites, naiteks: “CTC”,
“cfDNA”, “cfRNA”, “ctDNA”, “EV”, “exDNA”, “NIPT”, “TEP”, “Liquid biopsy*, “Cancer
cell”, “Tumor®, “RNA*, “mRNA*, “Benign tumor* ja moned teised. Lisaks sobiliku artikli
valimiseks kasutati vétmesdnade kombinatsioone. T66 kirjutamiseks kasutati avaldatud vdi
inglise keelde tblgitud artikleid, vélja arvatud artikkel (Mandel & Métais, 1948).

2.3 TULEMUSED JA ARUTELU

Vedelbiopsia on hiljuti 1&bi teinud markimisvaarseid arenguid mitteinvasiivse alternatiivina
traditsioonilistele koebiopsiatele vahi tuvastamiseks ja jalgimiseks. Kiiresti areneva uurimis-
valdkonnana on sellel tohutu potentsiaal patsientide ravi ja tulemuste parandamiseks. Kuid
lisaks véhiuuringutele on vedelbiopsial ka juba tiks edukas ndide, NIPT, mida praegu kasu-
tatakse peaaegu universaalselt tdiendava skriinimismeetodina (Schobers et al., 2021). Selle
peamine eesmark on varakult avastada loote kromosoomide korvalekaldeid ning see on vii-

mastel aastatel leidnud kasutuse kliinilises praktikas. Just selle meetodi naitel véime kindlalt
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vdita, et vedelbiopsia uuringutes on vaja jatkata vahiga seotud suuna arendamist, sest
meetodite arenedes vdimaldab tehnoloogia seda kasutada sama aktiivselt kui praegu kasu-
tatakse NIPT-i. Vedelabiopsia uuringute (ks kriitilisi vaatenurki on selle potentsiaal tdhus-
tada véhi varajast avastamist. VVahi varajane avastamine vdib oluliselt parandada patsiendi
prognoosi ja mdnikord viia ravini (Heitzer et al., 2019). ctDNA analliusi kasutamine vedelbi-
opsia proovides vdivad hdlbustada véhi kiiret ja mitteinvasiivset tuvastamist enne stimpto-
mite ilmnemist. See l&henemisviis vdib pakkuda tdpsemaid ja isikuparasemaid ravivoima-
lusi, mis I6ppkokkuvdttes aitaks kaasa patsientide ellujgd@misméaradele. Lisaks annab
vedelbiopsia vdimaluse jalgida ravivastust ja resistentsust reaalajas. Traditsioonilised koebi-
opsiad nduavad sageli invasiivseid protseduure ja ei pruugi anda terviklikku tlevaadet
kasvaja molekulaarsest maastikust (Alix-Panabiéres & Pantel, 2016). Vedelbiopsia vdib
anda Ulevaate kasvajas toimuvatest diinaamilistest muutustest, véimaldades arstidel kohan-
dada raviplaane, mis pohinevad vahi areneval genoomsel profiilil. See isikuparastatud l&h-
enemine vOib viia tbhusamate ravimeetoditeni ja raviga seotud kdrvaltoimete parema ohja-

miseni.

Vedelbiopsial on ka potentsiaal tuvastada minimaalset jadkhaigust (MRD) ja ennustada véhi
kordumist parast ravi (Tie et al., 2016). Avastades ja kvantifitseerides ctDNA tasemeid
vereringes, saavad teadlased jalgida MRD-d ja hinnata haiguse kordumise ohtu. Need
andmed vOivad anda teavet ravijargsete jalgimisstrateegiate kohta, vdimaldades varasemaid
sekkumisi ja parandades pikaajalist ellujaamist. Vedelbiopsia uuringute edenedes voib see
avastada uusi biomarkereid ja terapeutilisi sihtmarke. Analtlsides ctDNA-d ja teisi ringle-
vaid biomolekule, saavad teadlased siigavama lilevaate kasvajabioloogiast ja tuvastada po-
tentsiaalsed sihtméargid ravimite véljatootamiseks (Wan et al., 2017). Need leiud vdivad viia
uudsete ja tBhusamate ravimeetodite valjatootamiseni, parandades veelgi patsientide
tulemusi. Vedelbiopsia meetodite kasutuselevdtt kliinilises praktikas vBib vahendada ter-
vishoiukulusid ja parandada patsientide ravi kvaliteeti. Vedelbiopsia on traditsioonilise bi-
opsiaga vorreldes Uldiselt vahem invasiivne ja paremini ligipadsetav, mis voib vahendada

kulukate ja aegandudvate kirurgiliste protseduuride vajadust (Siravegna et al., 2017).

Lisaks vOib vedelbiopsiate mitteinvasiivne olemus parandada patsientide rahulolu ning vahi
sOeluuringute ja jalgimisprotokollide jargimist. Vedelbiopsia uuringute perspektiividel on
tohutu potentsiaal parandada véhihaigete elu. VVahi varase avastamise, ravi jalgimise, MRD
ja biomarkerite avastamise edusammud vdivad muuta patsiendi ravi ja tulemusi. Kuigi

vedelbiopsia tehnikate valideerimise ja standardiseerimisega seotud véljakutsed on endiselt
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olemas, on selle valdkonna tulevik kahtlemata paljulubav. Vedelbiopsia tulemuste tu-
vastamise tehnoloogiate edusammud on muutnud vahi diagnostikat, pakkudes mitteinvasi-
Ivseid, tundlikke ja kdikehGlmavaid meetodeid vahi ringlevate biomarkerite analiisimiseks.

Need arenevad tehnoloogiad vdivad potentsiaalselt parandada vahi varajast avastamist, ja-
Igimist ja ravi.

29



KOKKUVOTE

Vedelbiopsia kui traditsioonilise biopsia mitteinvasiivse alternatiivi kasutuselevott on
tdppis-onkoloogia edendamisel paljutdotav. See késitleb kasvajate olemuse ja asukohaga
seotud probleeme, pakkudes vdimalust kirjeldada kasvajaspetsiifilist heterogeensust ja oma-
dusi. Vedelbiopsia annab teavet véhi varajase avastamise kohta ja vdimaldab korduvat tes-
timist kogu haiguse valtel, véimaldades jalgida ravivastust ja laiendada meie arusaama véhi

arengust, analutsides spetsiifilisi biomarkereid.

Tsirkuleerivate kasvajarakkude (CTC) analliisimine vedelbiopsiates annab véartuslikku tea-
vet kasvaja metastaaside, ravimiresistentsuse mehhanismide ja haiguse Gldise prognoosi
kohta. Kuid mikrofluidika, mis méngib olulist rolli CTC-de eraldamisel ja analliisimisel,
seisab silmitsi véljakutsetega paljude elujbuliste rakkude tGhusal identifitseerimisel ja iso-
leerimisel. Nende véljakutsete letamiseks on vaja kasutada tuvastamistehnoloogiate kom-

binatsiooni.

Vedelbiopsia on ndidanud oma Kliinilist kasulikkust erinevate véhitiitpide, sealhulgas
kopsu-, rinna-, kolorektaalse ja eesndarmevéhi puhul. ctDNA tuvastamine ja anallitisimine
vOib tuvastada kasvaja kasvuga seotud spetsiifilisi geneetilisi muutusi ja mutatsioone, pak-
kudes vaartuslikku teavet kasvaja iseloomustamiseks, raviotsuste tegemiseks ja ravi efek-
tilvsuse jalgimiseks. Lisaks omab vedelbiopsia perspektiivi vahi varajasel avastamisel,

muutes potentsiaalselt vahi séeluuringuid ja parandades patsiendi ravi tulemusi.

Tulemuste reprodutseeritavuse ja usaldusvaarsuse tagamiseks on otsustava tahtsusega lahen-
dada kiisimused proovide kogumise, to6tlemise ja analilisimeetodite standardiseerimise val-
las. Lisaks lihtsustab bioinformaatika tooriistade ja algoritmide véljato6tamine ja vérsken-

damine vedelbiopsiatest saadud keerukate molekulaarsete andmete todtlemist.

Kuna kédimasolevad edusammud ja uuringud suurendavad selle Kkliinilist kasulikkust, lubab
vedelbiopsia isikupdrastatud patsiendihooldust, optimeeritud ravi ja paremaid Kkliinilisi

tulemusi.
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Liquid biopsy and its perspectives in cancer diagnostics and genomics

Vjacheslav Morozov

Resiimee

Liquid biopsy is an additional method for diagnosing and monitoring cancer. It identifies
various cancer markers in the blood or other body fluids. At the same time, a classic biopsy
requires taking a sample from the target organ or mass, which can be inconvenient and

risky for the patient.

The accuracy of liquid biopsy is still controversial because disease-related DNA is ex-
tremely rare in blood plasma. Its amount may vary depending on the patient's characteris-
tics, type of disease, and stage. However, as the tumor progresses and metastases form, the
number of cells and DNA available for testing increases the likelihood of a successful
study. The development of liquid biopsy will undoubtedly positively impact oncology, al-
lowing the description of tumor heterogeneity and characteristics. The method has demon-
strated its clinical application in a wide variety of cancer types, including lung, breast, col-
orectal, and brain cancer. Detection and analysis of certain markers can help identify spe-
cific genetic changes and mutations associated with tumor growth and spread, informing

treatment decisions and monitoring.

Further development of this diagnostic method could make significant changes in the diag-
nosis and treatment of cancer, allowing cancer to be diagnosed and monitored more safely
compared to classical biopsy. The closest example is NIPT, which, despite its initial com-
plexity, is now widely used as a screening method for identifying chromosomal abnormali-
ties and bigger aberrations. However, in the case of cancer detection, it is still important to
overcome the challenges of sample collection, processing, and standardization of analysis
to ensure the most reliable results. In addition, developing and updating analytical engines
will facilitate the translation of complex biological profiles from liquid biopsies. The de-
velopment and growth of liquid biopsy in tumor detection and monitoring promises per-

sonalized patient care, treatment optimization, and improved clinical outcomes.
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