Vedelbiopsia kasutamine vahi
varajases diagnostikas: arengud,
voimalused ja valjakutsed
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Vedelbiopsia on Kiiresti arenev tehnoloogia, mis vdimaldab védhi avastamist verest tuvas-
tatavate biomarkeritega, nagu ringlev kasvaja-DNA (ctDNA), ringlevad kasvajarakud
(circulating tumor cells, CTC) ja eksosomaalsed RNA- ja valgumolekulid. Erinevalt
traditsioonilistest invasiivsetest biopsiatest on vedelbiopsia mitteinvasiivne, holpsalt
korratav ja sobib vihi diinaamiliseks jilgimiseks. Ulevaates on kisitletud vedelbiopsia
bioloogilist alust, tehnoloogilisi ladhenemisi ja kliinilisi rakendusi vihi varajases diagnoo-
simises. Viimaste aastate uuringud niitavad, et mitme vahi varajase avastamise (multi-
cancer early detection (MCED)) testid, mis kasutavad ctDNA metiilatsioonimustreid
voi CTC-klastreid, vdimaldavad avastada vihki enne simptomite ilmnemist, pakkudes
uut paradigmat tippisonkoloogias. Kuigi tundlikkus varajastes staadiumides on veel
piiratud, viitavad prospektiivsed uuringud, et vedelbiopsia saab tulevikus oluliseks
osaks vihi s6eluuringutes, ennetusmeditsiinis, aga ka siisteemravi juhtimises.

Véahk on endiselt iiks peamisi surmapdhju-
seid maailmas, moodustades ligikaudu 10
miljonit surmajuhtumit aastas (1). Edukas
ravi sOltub suuresti haiguse varajasest avas-
tamisest - kasvaja tuvastamisel varajases
staadiumis on viie aasta elulemus sageli {ile
90%, hilises staadiumis aga alla 20% (2).
Seetottu on viimastel aastatel vdhi diagnos-
tikas tdhelepanu keskendunud meetoditele,
mis voimaldaksid kasvaja tuvastada enne
kliiniliste simptomite ilmnemist.

Traditsiooniline diagnostika - biop-
siamaterjali histoloogiline uurimine ja
piltdiagnostika - on kiill tdpne, kuid sageli
invasiivne, kallis ja piiratud diinaamilise
informatsiooniga. Lisaks voivad simptomid
ilmneda alles haiguse hilises staadiumis,
mil tegemist on juba kaugelearenenud
protsessiga (3).

TAPPISONKQ_LOOGIA MUUDAB
VARAJASE VAHITUVASTUSE
PARADIGMAT KESKMISE RISKIGA
INIMESTEL

Tappisonkoloogia on viimase kiimnendi
jooksul oluliselt muutnud arusaama vahi
bioloogiast, tuues fookusesse kasvaja
geneetilise ja molekulaarse heterogeen-
suse. Traditsioonilised varajase vahituvas-
tuse strateegiad on valdavalt pédhinenud
demograafilistel riskiteguritel nagu vanus

ja sugu ning uksikutel elustiilinditajatel,
mis on osutunud ebapiisavaks just vihipat-
sientidest enamiku moodustavate keskmise
riskiga isikute puhul - patsientidel, kellel
pole tuvastatud tugevat perekondlikku voi
geneetilist eelsoodumust vihkkasvajate
tekkeks. Viimased edusammud jargmise
polvkonna sekveneerimistehnoloogiates
on andnud uusi teadmisi vdahi genoomi,
epigenoomi, transkriptoomi, metaboloomi
ja proteoomi kohta. Need avastused on
viinud uute biomarkerite tuvastamiseni ja
diagnostikameetodite arendamiseni ning
voivad pohjalikult muuta vihi varajase
avastamise valdkonda (4-10).

Uue polvkonna varajase vahituvastuse
testid - millest paljud on endiselt viljatoota-
misel ja uuringufaasis - on suunatud mitme-
sugustele biomarkeritele, nagu DNA metiilat-
sioonimustrid, DNA fragmentatsioon, RNA
jarjestused, valgud ja muud molekulid (6, 7,
10, 11). Samal ajal on andmeteaduse areng
voimaldanud luua keerukaid masindppe-
algoritme, mis parandavad biomarkerite
tundlikkust ja spetsiifilisust. V6ib 6elda, et
tappis-vahiséeluuringute ajastu on 16puks
kétte joudmas (3, 6, 7).

Alates esimesest vihi varajase avastamise
testist - George Papanicolaou viljatéotatud
Pap-testist 1928. aastal - on vahi sdéeluuring
hélmanud siimptomiteta populatsioonide
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rutiinset testimist, et tuvastada haigus
varakult, kui see on veel histi ravitav.

Viahi sdeluuringutel on olnud aga ka
omad probleemikohad. Esiteks on need
suures osas piirdunud rinna-, jdmesoole-,
emakakaela-, kopsu- ja eesnddrmevihiga,
mis moodustavad ligikaudu poole kogu
vdahihaigestumusest ja vaid 43% koigist
vdhisurmadest (3). Seega on umbes 600 000
iga-aastasest vihisurma juhust Ameerika
Uhendriikides 57% pohjustatud vihkidest,
mille jaoks praegu sdeluuringuid ei ole (3).

Teine probleem seisneb selles, et isegi
nende vihkide puhul, mille séeluuringud on
olemas, diagnoositakse Ameerika Uhendrii-
kides vaid umbes 14% juhtudest soovitatud
soeluuringutest tulenevalt (3). Enamik
vahke avastatakse alles parast siimptomite
ilmnemist véi juhuslikult muude medit-
siiniliste protseduuride kdigus. Vdhi soel-
uuringute madal tdhusus tuleneb peamiselt
ebapiisavast ja ebaiihtlasest séeluuringusoo-
vituste jirgimisest ning vaiksemal méaaral
ka olemasolevate testide ebatdiuslikkusest
ja intervallvahi tekkest (4).

Selle tagajdrjel avastatakse enamik vahke
USAs hilises staadiumis, mil neid on palju
raskem ravida. Isegi nende védhitiiipide
puhul, mille jaoks sdeluuring on saadaval, on
hilises staadiumis diagnoositud juhtumite
osakaal vahemikus 21,9% (eesnddrmevahk)
kuni 65,5% (kopsuvahk) (3).

Viimase viiekiimne aasta jooksul on vahk-
tdve esinemissagedus ka Eestis enam kui
kahekordistunud, sest rahvastik vananeb,
diagnostikameetodid on paranenud ja kditu-
muslikud riskitegurid levivad laialt (12).
Levinumate vdhivormide esinemissagedus
on kasvanud, vilja arvatud meeste kopsu-
viahk, mille esinemissagedus on alates 1996.
aastast vihenenud tdnu tohusale tubakapo-
liitikale. Prognooside kohaselt ulatub koéigi
véahijuhtumite aastane arv 2030. aastaks
11 000 uue juhuni (13).

Véahktove tildine esinemissagedus Eestis
on suurem kui Euroopa Liidu (EL) keskmine,
kuigi eraldivoetult on naiste seas esinemis-
sagedus veidi madalam. Vahktovest pohjus-
tatud suremus on Eestis samuti suurem kui
ELi keskmine, viimase kiimnendi jooksul on
see siiski aeglaselt vihenenud, eriti meeste
seas (12).

Vajadus tdiustatud varajase avastamise
meetodite jdrele on toonud kaasa uue
teadusmeetodi - tdppis-vihisdeluuringu
(ingl precision cancer screening). Selle

eesmark on tuvastada vihk enne simpto-
mite ilmnemist, kasutades verepdhiseid
biomarkereid, mis peegeldavad kasvaja
geneetilisi ja epigeneetilisi muutusi (3, 6, 7,
10, 11). Selliseid teste tuntakse mitme vahi
varajase avastamise testidena (multi-cancer
early detection (MCED)). Need véimaldavad
tihe vereproovi abil hinnata kiimnete vahi-
titpide riski samaaegselt (3).

Traditsiooniliste sdeluuringute, nagu
mammograafia, koloskoopia ja Pap-testi
korval pakuvad MCED-testid uut paradigmat:
need ei otsi spetsiifilist vahitiitipi, vaid
kasvaja olemasolu biomolekulaarseid jalgi
vereringes (3, 10).

UUED BIOMARKERITE KLASSID JA

TEHNOLOOGIAD

Uued tehnoloogiad keskenduvad erinevatele

biomarkeritele, sealhulgas

o ringlev kasvaja-DNA (circulating tumor
DNA, ctDNA) ja selle metiilatsiooni-
mustrid, mis véivad ndidata kasvaja
paritolukude (6, 7, 10);

o DNA fragmentatsiooni profiilid, mis
erinevad tervetel ja kasvajarakulistel
kudedel (6, 7, 10);

« RNA ja mikro-RNA sekvents, mis peegel-
davad aktiivseid geeniekspressiooni-
mustreid (6, 7, 13, 14);

e valgupodhised ja metaboolsed biomar-
kerid, mis niitavad ainevahetuse tiimber-
korraldusi védhi korral (6, 7);

o ringlevad kasvajarakud (circulating
tumor cells, CTC) ja nende klastrid, mida
uuritakse mikrofluidika ja immuunmag-
netiliste platvormide abil (11, 16-27).
Vedelbiopsia voimaldab lisaks ravivastuse

jalgimisele ja minimaalse jadkhaiguse (MRD)

tuvastamisele ka vdhki varakult diagnoo-
sida - see tdhendab vdhktdve signaalide
avastamist enne ndahtava kasvaja kujune-
mist. Ulevaates kisitletakse vedelbiopsia
peamisi tehnoloogilisi lahenemisi ja nende
rakendamist vdhi varajases diagnoosi-
mises, kasutades allikmaterjalidena viimase
kiimnendi olulisemaid uuringuid (4-11).

TEOREETILINE TAUST:
VEDELBIOPSIA BIOLOOGILINE ALUS

Ringlev kasvajaga seotud DNA
(ctDNA)

ctDNA on vdhi genoomset materjali sisaldav
vaba DNA fragment, mis vabaneb kasvaja-
rakkudest apoptoosi, nekroosi voi aktiivse
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sekretsiooni teel. Selle kogus veres korre-
leerub kasvaja suuruse ja proliferatsiooni
aktiivsusega. Erinevalt tervete rakkude
vabast DNAst sisaldab ctDNA spetsiifilisi
somaatilisi mutatsioone, epigeneetilisi
muutusi ja metiilatsioonimustreid, mis
vdimaldavad tuvastada kasvaja olemasolu
ja tutpi (6, 7, 10).

Mitmed uuringud on ndidanud, et ctDNA
on tuvastatav isegi enne, kui kasvaja muutub
radioloogiliselt ndhtavaks. Ameerika kliini-
lise onkoloogia seltsi (American Society of
Clinical Oncology, ASCO) 2020. aasta raportis
ndidati, et rinnavdhi ja kolorektaalvdhi
patsientidel ilmnes ctDNA taseme tdus
keskmiselt 6-12 kuud enne pildidiagnostilist
retsidiivi (8, 9).

Ringlevad kasvajarakud (CTC) ja
kasvajaga seotud rakud (C-TAC)

CTCd ehk ringlevad kasvajarakud on kasvaja-
rakkude fragmendid véi terved rakud,
mis on eraldunud primaarsest kasvajast
vOi metastaasist ja pddsenud vereringesse.
Nende tuvastamine annab reaalajas infot
kasvaja bioloogilise kditumise ja invasiooni-
potentsiaali kohta. Kui varem peeti CTCsid
primaarse kasvaja n-6 kdrvalproduktideks,
siis niitidseks on moistetud nende olulisust
ka metastaatilises protsessis (11). Need
rakud voivad rannata teistesse elunditesse
ja moodustada uusi kasvajaid (metastaase)
voi jddda lihiajaliselt vereringesse ja havi-
neda immuunsiisteemi abil. CTCd on seega
vaheaste metastaasi tekkes ning nende
olemasolu veres on margiks kasvaja stisteem-
sest levikust.

C-TAC-d (circulating tumor-associated
cells, ringlevad kasvajaga seotud rakud) ei
ole ainult klassikalised CTCd, vaid on osa
laiemast kontseptsioonist, mis hélmab
erinevaid rakutiitipe, mis voivad olla seotud
kasvajaga voi selle mikrokeskkonnaga.
C-TAC-d holmavad ka kasvaja mikrokesk-
konna rakke (nt fibroblastid, makrofaagid,
immuunrakud), mis aitavad kasvajal ptlisida
ja levida (5).

Ringlevate kasvajarakkude klastrid

CTC-klastrid on rakkude kogumid, mis
liiguvad koos 1dbi vereringe ning millel
on suurem metastaatiline potentsiaal kui
tiksikutel CTCdel (10). CTC-klastrid eral-
duvad tavaliselt epiteel-mesenhiimaalse
tilemineku ajal, kui kasvajarakud kaotavad
adhesioonivoime ja tungivad veresoontesse.

Erinevalt tiksikutest CTCdest sdilitavad
klastrid rakk-raku-tihendused (nt E-cadherin,
plakoglobiin), mis voéimaldavad neil ellu
jdada vereringe mehaanilises ja immu-
noloogilises keskkonnas. See annab neile
markimisvadrse eelise: klastrid on 50-100
korda suurema metastaseerumisvéimega kui
iiksikud CTCd (14). Nad taluvad paremini
apoptoosi ja oksiidatiivset stressi. Neil on
tugevam geeniekspressiooni profiil, mis
soodustab invasiivsust ja uute veresoonte
teket ehk angiogeneesi (14, 26).

Ringlev kasvaja RNA, eksosoomid ja
muud biomarkerid
Peale DNA ja rakkude on olulised ka ekstra-
tsellulaarsed vesiikulid (nt eksosoomid),
mis sisaldavad RNAd ja valke. Need annavad
informatsiooni kasvajarakkude aktiivsuse
kohta ning voivad tdiendada ctDNA-analiiiise.
Mitmekomponentne vedelbiopsia, mis
tthendab ctDNA, CTCd ja eksosomaalsete
markerite anallilisi, on tulevikus lubav
strateegia vdhi varajase avastamise tdpsuse
suurendamiseks (7).

MEETODID JA KASUTUS

Rakuvaba DNA (cell-free DNA, cfDNA)
Enamik rakuvabast DNAst veres (iile 90%)
parineb normaalsetest rakkudest - eeskatt
leukotstiititidest ja endoteelirakkudest.
Kasvajaspetsiifiline ctDNA moodustab sageli
vaid 0,01-1% kogu cfDNAst, eriti varajase
védhi korral. Seetdttu on signaali-mira
suhe vdga madal, mistdttu suureneb vale-
negatiivsete tulemuste risk. Vdga viikese
ringleva kasvaja-DNA (ctDNA) hulga tottu
vajab mddramine ddrmiselt tundlikke sekve-
neerimisplatvorme (nt ddPCR, ultra-deep
NGS), mis on kallid, keerukad ja vdivad
anda valepositiivseid tulemusi juhuslike
mutatsioonide tottu (nn clonal hematopoiesis
of indeterminate potential - CHIP). Lisaks
voib proovide kdsitlemine (nt sobimatute
verekatsutite kasutamine voi viivitus plasma
eraldamisel) viia kontaminatsioonini leuko-
tstititide genoomse DNAga. Kuna cfDNA on
segu paljude erinevate rakkude fragmenti-
dest, voib liksikute mutatsioonide info n-6
lahjeneda ja kasvaja alatiiipide eristamine
muutub raskeks. Lisaks ei ole voimalik teada,
millisest kasvajapaikmest konkreetne DNA
fragment pérines.

cfDNA ekstraktsiooniks kasutatakse
silikageelipdhiseid voi magnethelmestel
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pohinevaid kommertskitte, nditeks
Qiagen QIAamp Circating Nucleic Acid
Kit, MagMAX Cell-Free DNA Isolation Kit,
NucleoSnap cfDNA. cfDNA fragmendid on
lihikesed (umbes 160-180 bp), sest need
parinevad nukleosoomide vahelt. Frag-
mentatsiooni muster annab vihje cfDNA
paritolule: kas rakusurmast (@apoptoosist)
vOi kasvajast. Isolatsiooni tulemus on viga
puhas DNA, mis sobib analiiisimiseks
selliste meetoditega nagu poliimeraasi
ahelreaktsioon (PCR), sekveneerimine jt.
PCRi-pohised meetodid nagu qPCR (kvan-
titatiivne PCR) tuvastavad konkreetseid
mutatsioone (nt EGFR T790M kopsuvihis).
Teine tuntumatest PCRi-pdhistest meeto-
ditest on ddPCR (droplet digital PCR),
mis on viga tundlik, suudab avastada tiht
mutantset alleeli 10 000 normaalse hulgas.

NGSil (jargmise polvkonna sekveneeri-
misel) pohinevad meetodid hélmavad mitut
lahenemist, mis on ka kommertsiaalselt
kédttesaadavad: targeted gene panel’id (nt
Oncomine, Guardant360, FoundationOne
Liquid); whole-exome sequencing (WES)
ja whole-genome sequencing (WGS); ning
metiilatsioonipdhine sekveneerimine, mida
kasutatakse MCED-testides, niiteks Galleri,
TruCheck cfDNA-variant ja CancerSEEK (3,
6, 7, 10, 18).

cfDNA Kkliinilised rakendused tdnapéeval

1. Varajane vdhi avastamine (MCED-
testid) - tuvastatakse ctDNA metiilat-
sioonimustrid ja fragmentatsioonipro-
fiilid (3, 10).

2. Ravi jdlgimine - ctDNA taseme langus
nditab ravivastust, tdus aga retsidiivi
(6-9).

3. Resistentsuse tuvastamine - mole-
kulaarsed muutused (nt EGFR mutat-
sioonid) annavad infot sihtmarkravi
kohandamise kohta (6, 7).

4. Minimaalne jaidkviahk (MRD) - ctDNA
tuvastamine parast ravi voib viidata vahi
varajasele taastekele (8, 9).

ctDNA diagnostika probleemid

ctDNA tundlikkus varajase vdhi (I ja
Il staadiumi) tuvastamisel on madal
(~ 20-40%), sest ctDNA eluiga plasmas
on lihike - ctDNA laguneb juba kuni
2 tunni jooksul. Vahiskriining on seetdttu
viaga ajakriitiline. ctDNA lagunemise
kiirus soltub veres olevate tsirkuleerivate
ensiiimide olemasolust (nt DNAse I), kuid

oleneb ka vihistaadiumist, kuivord ctDNA
hulk ja tuvastatavus suureneb kasvaja
hilisemates staadiumites (28). ctDNA
hulk veres on korrelatsioonis tuumori
suurusega, vahistaadiumi ning kaudselt ka
kasvajapaikmega (15, 28). NGSil baseeruvad
vdhi sdeluuringud on lisaks ka ressursi- ja
kapitalimahukad ning on kiisitav, kas need
tildse kunagi populatsioonipdhiseks séel-
uuringuks sellisel kujul saavad.

ctDNA tdidab tdiendavat nissi kiill juba
diagnoositud vahi puhul (ajakohane info
mutatsioonide kohta ning ravi jilgimine)

®, 7).

Ringlevad kasvajarakud (CTC) ja
klastrid

CTCd ja nende klastrid on ddrmiselt harul-
dased - sageli leidub vaid 1-10 CTCd 10
miljoni valgevereraku kohta. Seetdttu on
nende mddramine keeruline ja nduab véiga
tundlikke ning spetsiifilisi meetodeid, mis
suudavad eristada neid vdheseid rakke
suurest vererakkude hulgast (11, 16, 25-27).
Metastaseerunud vahkide puhul voib CTCde
hulk olla kordades korgem (29).

CTCde ja CTC-klastrite mddramine
toimub tavaliselt kolmes etapis: eraldamine
(isolation/enrichment) - kasvajarakkude
eraldamine vereproovist; tuvastamine ja
margistamine (identification) - kasvajarak-
kude tuvastamine markerite pohjal ja 16puks
kvantifitseerimine ja analiiis (enumeration
& characterization) - rakkude loendamine
ja nende molekulaarse profiili hindamine
(11, 16, 25-27).

Peamised praegu kasutatavad meetodid
CTCde ja nende klastrite madramiseks on
markeripohised eraldamised ehk immu-
noloogiline ldhenemine, kus kasutatakse
antikehi, mis tunnevad dra spetsiifilisi
kasvajarakkude pinnamarkereid (nt EpCAM,
tsiitokeratiinid), ning fiitisikaline eralda-
mine, mis on markerist séltumatu ning
pohineb CTCde suurusel, tihedusel, jaikusel
voi dielektrilistel omadustel (16, 25-27).

Immuunmagnetilisest eraldamisest on
saanud iiks peamisi meetodeid ringlevate
kasvajarakkude eraldamiseks, kasutades
antigeeni-antikeha spetsiifilisust, et suuren-
dada CTCde puiidmisprotsessi tapsust (25,
27). See meetod kasutab antikehadega
kaetud magnetosakesi, mis seonduvad
spetsiifiliste markeritega CTCde pinnal,
voimaldades nende eraldamist teistest
vererakkudest.
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Kui véimalikud CTCd on eraldatud,
tehakse nende immuuntsiitokeemiline ja
morfoloogiline analiiiis, et kinnitada, et
need toepoolest parinevad kasvajarakku-
dest. Rakud maidratakse mikroskoobi voi
automaatse pildianaliitisististeemi abil
(fluorestsents- voi konfokaalmikroskoopia)
(11, 16).

CTC-klastrite puhul kasutatakse peami-
selt mikrofluidika seadmeid ja mikroskoo-
piat, sest klastrid on suuremad ja vajavad
ornemat kasitlust, et mitte laguneda (16, 26).

CTCde ja klastrite tuvastust saab tdien-
dada pdordtranskriptsiooni PCRiga (RT-PCR)
ja kvantitatiivse PCRiga (QPCR), mis otsib
kasvajaspetsiifiliste geenide transkripte (nt
MUC1, HER2, KRAS, TP53); jargmise pdlv-
konna sekveneerimisega (NGS), mis tuvastab
mutatsioonid ja metiilatsioonimustrid; ning
RNA sekveneerimise ja proteoomikaga,
mis annavad teavet geeniekspressiooni ja
valguprofiilide kohta (6, 7, 11).

Ringleva vaba DNA ja ringlevate kasvaja-
rakkude vordlus on toodud tabelis 1.

Mikrofluidikal pohineva CTCde isolee-
rimise potentsiaalsed kliinilised raken-
dused on viga laiaulatuslikud. Need plat-
vormid véivad parandada vahidiagnostikat,
anda teavet kasvaja evolutsiooni kohta
ning aidata jilgida ravivastust (16, 25-27).
Kuna tehnoloogia areneb pidevalt, eelda-
takse, et mikrofluidikaseadmed saavad
ttha enam osaks kliinilisest praktikast,
pakkudes reaalajas mitteinvasiivset ,akent”
patsiendi kasvaja bioloogia md&istmiseks (15).
Descampsi jt (2022) ja Aghaamoo jt (2023)

t60d on head nédited mikrofluidikatehnoloo-
giate kiirest arengust CTCde isoleerimisel,
naidates, kuidas need platvormid pakuvad
paremat tundlikkust ja spetsiifilisust, et
tuvastada need raskesti tabatavad rakud,
mis on olulised varajase vihidiagnostika ja

jalgimise seisukohalt (16, 17).

CTCde kliinilised rakendused on jéarg-
mised:

1. Prognoos - haiguse agressiivsuse ja
elulemuse hindamine (19-24).

2. Ravivastuse jdlgimine, ravi efektiivsuse
ja resistentsuse hindamine - CTCde arvu
muutus ravi kdigus peegeldab ravivastust
kiiremini kui radioloogilised uuringud
(19-24).

3. Minimaalse jadkvdhi (MRD) tuvastamine
varajase retsidiveerumise hindamiseks
(19-24).

4. Molekulaarne profileerimine, mis
voimaldab suunata marklaudravi (EGFR,
HER2 jneé) (6, 7, 11, 19-24).

5. Varajane vihi avastamine, mis voimaldab
tuvastada vahki enne kliiniliste stimp-
tomite ilmnemist (11, 18).

6. Metastaseerumise hindamine uute ravi-
meetodite arendamiseks (11, 14, 26).

VAHI VARAJANE AVASTAMINE
VEDELBIOPSIAST

Varajase vahi avastamiseks on vedelbiopsia
suurim potentsiaal just aslimptomaatiliste
patsientide soeluuringutes. Paljud tdnapdeva
platvormid kasutavad tehisintellekti ja
masindppe algoritme, et analiilisida suurtes
kogustes genoomseid ja epigenoomseid

Tabel 1. Ringleva vaba DNA ja ringlevate kasvajarakkude diagnostiline vordlus

Omadus cfDNA/ctDNA

cTcd/cTC-klastrid

Allikas

Bioloogiline info

Tundlikkus véhi varases Madal
staadiumis
Spetsiifilisus Moddukas (voib seguneda

mittevahi cfDNA-ga)

Proovi stabiilsus

Voimalus kultiveerida ja Ei
testida ravitundlikkust

Peamised piirangud

DNA fragmendid vereringes

Piiratud (ainult geneetiline)

Véga tundlik lagunemise suhtes

Madal signaal, kdrge tehniline
tundlikkus, kallis sekveneerimine

Terved kasvajarakud voi klastrid

Taielik (DNA, RNA, valgud,
morfoloogia)

Kérgem (eriti C-TAC-de/C-ETAC-de
kontseptsioonis)

Véga korge (raku markerite
kombinatsioon)

Rakud piisivad, voimalik vérskelt
uurida

Jah

Madal CTCde arv, keerukas eraldus
vajab eriseadmeid

cfDNA -ringlev vaba DNA; ctDNA - ringlev kasvaja-DNA; CTCd - ringlevad kasvajarakud; CTC-klastrid —
ringlevad kasvajarakkude klastrid; C-TAC-d - ringlevad kasvajaga seotud rakud; C-ETAC-d - ringlevad

kasvajarakkude klastrid.
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andmeid ning tuvastada vahispetsiifilisi
mustreid (3, 6, 7, 10, 11). Niiteks Grail Galleri
test kasutab cfDNA metiilatsioonimustreid
ja on suutnud tuvastada iile 50 vahitiitibi
spetsiifilisusega tile 99%. Teadusuuringutes
on Galleri ndidanud kasvavat tundlikkust
koos vdhi staadiumiga - 16% I staadiumis
kuni 90% IV staadiumis (2, 9). Samas on
endiselt keeruline tuvastada moéningaid
vahitiiiipe, nditeks eesnddrme- ja kilpnaar-
mevahki (3).

Teised testid, nagu CancerSEEK ja
Guardant LUNAR-2, kombineerivad ctDNA
analiilisi valgu- ja mutatsioonimarkeritega, et
parandada tuvastamise tapsust. CancerSEEK
on ndidanud 70-98% tundlikkust vihkide
puhul, mille jaoks puuduvad séeluuringud (nt
maksa-, pankrease- ja so6gitoruvahk), samas
kui Guardant LUNAR-2 on saavutanud 83%
tundlikkuse ja 90% spetsiifilisuse jamesoo-
levdhi puhul (3). Hiinas valja tootatud test
PanSeer suutis tuvastada vahi kuni neli aastat
enne Kkliiniliste siimptomite ilmnemist -
see nditab selle tehnoloogia potentsiaali
prekliinilises faasis (3).

Lisaks DNA- ja valgupohistele ldhene-
mistele on arenemas ka CTC-pohised testid,
nagu TruCheck, mis analiiiisivad ringlevaid

Tabel 2. Vahi varajase avastamise testid

kasvajarakkude klastreid (C-ETAC). Need
testid suudavad avastada kuni 70 erinevat
kasvajat, ndidates 92% tundlikkust ja 99,9%
spetsiifilisust (11, 18). CTCde analiiiisil on
oluline eelis: see pdhineb tervetel kasvaja-
rakkudel, mitte nende fragmenteerunud
DNA-], mistdttu vdib see avastada haiguse
veelgi varem - enne kui rakud lagunevad
ja DNA verre lekib (11, 18).

Vedelbiopsia tugevus seisneb selle mini-
maalses invasiivsuses, lihtsas korratavuses
ja reaalajas jalgimise voimaluses. Seda saab
kasutada védhi varajase avastamise korval ka
ravi efektiivsuse hindamiseks, resistentsuse
tuvastamiseks, jadkvahi (MRD) jdlgimiseks
ja haiguse taastekke ennustamiseks. CTC-
ja ctDNA-diinaamika véimaldab ravi moju
hinnata sageli varem, kui radioloogilised
uuringud (nt kompuuter- vdoi magnet-
resonantstomograafia), pakkudes arstile
vdimalust ravi reaalajas kohandada (6-9,
11, 19-24).

Samas ei ole tehnoloogia veel tdiuslik.
Peamised viljakutsed on seotud madalama
tundlikkusega varajastes staadiumites,
bioloogilise mitmekesisuse ja valepositiivsete
tulemuste riskiga, mis nduab tdiendavat
diagnostikat. Samuti on vajalikud suured

Proovi Peamine biomarker/  Tundlikkus Spetsiifilisus  FDA kliiniline
Test (tootja) tilip  tehnoloogia (%) (%) staatus Peamised allikad
Epi proColon® Veri Metiileeritud SEPT9 48-72 80-92 FDA heaks kiitnud Church TRjt, ] Clin
(Epigenomics AG) (mSEPT9) DNA (2016); CMS Oncol 2014; Potter
katvusest keeldus NT jt, Clin Colorectal
(2021) Cancer 2014

EpiproColon2.0  Veri Taiustatud mSEPT9 - - Uuringutes Epigenomics AG

metilatsioonitest pressiteated 2024
Guardant Veri cfDNA (genoomne 83 (CRCQ) 90 FDA PMA taotlus Weiss JM jt, Clin
LUNAR-2 + epigenoomne /13 esitatud (2023) Gastroenterol
(ECLIPSE) analiits) (adenoom) Hepatol 2024,

NCT04136002

Freenome Veri Multioomika (cfDNA+ - - Uuringus (35 000 Freenome’i
PREEMPT CRC valgud + metaboliidid osalejat, pressiteade 2023

+ ML) NCT04369053)
TriNetra™ Veri CTCd/C-ETAC-de ~92 99,9 FDA Breakthrough Akolkar D jt, Int
(Datar Cancer rakukooslused, Device (2023-2024)  Cancer 2020
Genetics) mikrofluidika +

immuuntsiitokeemia
Trucheckintelli™  Veri CTCd/C-ETAC-de ~88 96,3 FDA Breakthrough GayaAjt, Cancer
(Datar Cancer rakukooslused, Device (2023-2024) cytopathy 2021
Genetics) mikrofluidika + CE-maérgis

immuuntsiitokeemia
Galleri (Grail Inc,  Veri cfDNA, 32-93 99,6 CLIA-certified labtest Nabavizadeh N jt,

Illumina)

metileerimismuster

ESMO 2025 Trinectra

SEPT9 - SEPTI geen; cfDNA - ringlev vaba DNA; ML - masindpe; CTCd - ringlevad kasvajarakud; C-ETAC-d - ringlevad
kasvajarakkude klastrid; FDA - US Food and Drug Administration; CMS - Centers for Medicare & Medicaid Services; PMA -
premarket approval ehk turustamiseelne heakskiit.
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rahvastikupohised uuringud, et hinnata,
kas vedelbiopsiapdhine séeluuring reaal-
selt vahendab vahisuremust. Regulatiivne
raamistik, niditeks Centers for Medicare &
Medicaid Services’i (CMS) ja US Food and
Drug Administration’i (FDA) kriteeriumid
nouavad kindlaid tundlikkuse (> 74%) ja
spetsiifilisuse (> 90%) piirmaarasid enne, kui
testid saavad ametliku s6eluuringu staatuse
(3). Ning loomulikult on oluline ka testide
hind. Praegu kommertsiaalselt pakutavad
testid on suhteliselt kallid, kuivord testide
labiviimine on keerukas ja aegandudev (3,
6,7, 1.

Ulevaade vihi varajase avastamise testi-
dest on esitatud tabelis 2.

Vedelbiopsial pohineva diagnostika
kasutamine praegu

Vedelbiopsiat kasutatakse laialdaselt Kklii-
nilises praktikas eelkdige ravivalikute
suunamiseks patsientidel, kellel on juba
diagnoositud vihk, eriti kui traditsioo-
niline koeproovi votmine ei ole voimalik
vdi osutub ebaadekvaatseks. Sellisel juhul
vdib CRCde ja cfDNA testimine tuvastada
sihtmarkmutatsioone, mis juhivad tdpsemat
ravi valikut. Sellised testid on rutiinselt
kéttesaadavad ka Eestis.

NCCNi (National Comprehensive Cancer
Network) ja ESMO (European Society for
Medical Oncology) ravijuhendites ei ole veel
vedelbiopsial mddratavad CTCd voi cfDNA
nimetatud varajase sdeluuringu tooriista-
deks, kuid osaliselt pohineb see ka asjaolul,
et testid on endiselt suhteliselt kallid ning
mitte koigile kdttesaadavad, suurendades
sellega meditsiinilist ebavordsust (30).
Samas on vedelbiopsia kui ravi juhti-
mise tooriist ESMO soovitatud meetodite
nimistus (31). Mitmed Hiina ravijuhendid
kinnitavad vedelbiopsial CTCde kasutamise
voimalikkust ja vajalikkust ka vahi varajases

mitme védhi varajase avastamise testi (MCED-
testide) uuringut, milleks on National Health
Service’i (NHS) Galleri uuring.

Selle uuringu eesmérk on hinnata, kas
Graili Galleri test suudab vdahendada hilises
staadiumis vdhi diagnooside arvu. Tegu on
prospektiivse juhuslikustatud kontrolluurin-
guga, millesse kutsuti osalema 1,5 miljonit
inimest (3). Uuringusse kaasati Inglismaalt
lopuks 140 000 simptomiteta vabataht-
likku, kes olid uuringu alguses 50-77 aasta
vanused ning kellel ei olnud viimase kolme
aasta jooksul diagnoositud vahki. Uuringu
peamine eesmark on ndidata statistiliselt
olulist vihenemist III ja IV staadiumi védhi
diagnoosimise sageduses sekkumisriithmas
vorreldes kontrollrithmaga ajavahemikul
3-4 aastat pédrast juhuslikustamist (3).

KOKKUVOTE

Vedelbiopsia pakub revolutsioonilist vdima-
lust muuta vdhi avastamise paradigmat,
liikudes invasiivsetelt ja piiratud sdeluurin-
gutelt universaalse, kiire ja tdpse varajase
diagnostika suunas. Erinevalt traditsioo-
nilistest sdeluuringutest voimaldab vedel-
biopsia tihel ajal tuvastada mitut vahitiiipi
ning sobib sagedaseks kordustestimiseks.
Uued multioomika- ja tehisintellektipo-
hised testid, nagu Galleri, CancerSEEK ja
TruCheck, on ndidanud korget spetsiifilisust
ja voimet vahendada hilisdiagnooside arvu
(3, 10, 11, 18). Vedelbiopsia voib oluliselt
tdiendada olemasolevaid séeluuringuprog-
ramme, muutes vahi avastamise tdpsemaks,
varasemaks ja patsiendisobralikumaks (3,
6, 7, 11). Kuigi CTCde ja cfDna madramisel
pdhinevad vahitestid on Eestis juba kétte-
saadavad, ldheb meie meditsiinirahastuse
tingimustes vedelbiopsial pdhinevate skrii-
ninguprogrammidega liitumiseni tdenéoli-
selt veel veidi aega.
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2Confido Medical Centre,
*Tallinn University of
Technology,

“North Estonia Medical
Centre Foundation,

> Tartu University Clinic,
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diagnostikas (31). Mitmes arenenud riigis SUMMARY
on vedelbiopsial pohinev vdhidiagnostika
kindlustusseltside rahastusmudelitega siiski
kaetud ning seega patsientidele rutiinselt
kattesaadav (33).

Lihitulevikus on ilmselt oodata, et vedel-
biopsia saab oluliseks osaks meie igapédeva-
sest tdppis- ja ennetusmeditsiinist. Nagu

eespool mainitud, siis on ka juba praegu
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ULEVAADE

(CTCs), and exosomal RNA and proteins.
Unlike traditional invasive biopsies, liquid
biopsy offers a non-invasive and repeatable
method suitable for real-time monitoring of
tumor dynamics. This review outlines the
biological basis, technical methodologies,
and clinical applications of liquid biopsy in
early cancer detection. Recent advances in
multi-cancer early detection (MCED) assays,
which analyze cfDNA methylation or CTC
clusters, demonstrate potential for identi-
fying malignancy before clinical symptoms
appear, marking a paradigm shift in preci-
sion oncology. Although early-stage sensi-
tivity remains a limitation, ongoing trials
suggest that liquid biopsy will become an
integral part of cancer screening, preven-
tive medicine but also in the management
of systemic therapy.
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