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Digitaalinen PCR (polymeraasiketjureaktio) edustaa huippumodernia molekyylidiagnostii-
kan menetelmaa, tarjoten ennendkemattéman tarkkuuden ja herkkyyden geneettisen mate-
riaalin kvantifioinnissa. Tama edistyksellinen menetelma perustuu yksittdisten DNA-mole-
kyylien eristdmiseen ja amplifikaatioon, mahdollistaen yksittdisen molekyylin tason detektion
ja ylittéden perinteisen PCR:n rajoitukset.

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa kuvaileva kirjallisuuskatsaus, jossa analysoi-
daan ja yhdistetdan olemassa olevaa tutkimustietoa digitaalisesta PCR:sta. Katsauksessa
ei keskityta hypoteesin testaamiseen tai metodologisiin yksityiskohtiin, vaan sen sijaan tar-
jotaan kattava yleiskatsaus aiheen nykytilasta. Tama sisdltda paateemat ja avainkasitteet,
kuten digitaalisen PCR:n perusperiaatteet, soveltamisen leukemioiden kliinisen vaiheen
diagnostiikassa, seka vertailun kvantitatiivisen PCR:n kanssa.

Opinnaytety6ssa hyddynnettiin tieteellisia tietokantoja, kuten PubMedia ja CINAHLia, var-
mistaen nain tutkimuksen laadun ja ajankohtaisuuden. Erityistd huomiota kiinnitettiin tarkoi-
tuksenmukaisiin hakusanoihin, kuten 'digital PCR', 'dPCR leukemia', 'digital PCR technolo-
gy', 'dPCR methodical principle', joiden avulla varmistettiin, ettd katsaukseen valikoitui rele-
vantteja ja ajankohtaisia tutkimuksia. Hakusanojen avulla kartoitettiin digitaalisen PCR:n
kayttéa leukemian eri alatyypeissa ja sen merkitystad nykyaikaisessa diagnostiikassa.
Lopputuloksena syntyi yhteenveto, joka kuvaa digitaalisen PCR:n periaatteita ja sen sovel-
tamista leukemioiden kliinisen vaiheen diagnostiikassa.

Avainsanat Digitaalinen PCR, leukemia
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Digital PCR (polymerase chain reaction) represents a state-of-the-art method in molecular
diagnostics, offering unprecedented precision and sensitivity in the quantification of genetic
material. This advanced method is based on the isolation and amplification of individual DNA
molecules, allowing for the detection of single-molecule level and surpassing the limitations
of traditional PCR.

The aim of this thesis was to produce a descriptive literature review, analyzing and synthe-
sizing existing research information on digital PCR. The review does not focus on hypothesis
testing or methodological details, but instead provides a comprehensive overview of the cur-
rent state of the topic. This includes main themes and key concepts such as the basic prin-
ciples of digital PCR, its application in the diagnosis of different types of leukemia in their
clinical phase, and comparison with quantitative PCR.

In this thesis, scientific databases such as PubMedia and CINAHL were utilized to ensure
the quality and timeliness of the research. Special attention was paid to appropriate key-
words, such as 'digital PCR', 'dPCR leukemia', 'digital PCR technology', 'dPCR methodical
principle’, to ensure that the review included relevant and up-to-date research. These key-
words were used to map the use of digital PCR in various subtypes of leukemia and its
significance in modern diagnostics. The result is a summary that describes the principles of
digital PCR and its application in the diagnosis of leukemia in the clinical phase.
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1 Johdanto

PCR eli polymeraasiketjureaktio on in vitro tutkimustekniikka, jonka padmaarana on
monistaa haluttua DNA-segmenttia erittdin pienesta naytemaarasta (Quan & Sauzade
& Brouzes 2018). In vitro tutkimustekniikalla tarkoitetaan koeputkimenetelmaa eli ta-
pahtuva reaktio suoritetaan koeputkessa tai esimerkiksi soluviljelmassa (Tieteen termi-
pankki 2022). PCR pohjautuu sekvenssien hybridisaatioon ja sen reaktioherkkyys on
riippuvainen reaktioentsyymeista (Quan ym 2018). Sekvensoinnilla maaritetdan DNA-
segmentin nukleotidien emasjarjestys (Khan Academy). Tasta vallankumouksellisesta
menetelmasta on kehitetty muita menetelmia, jotka voidaan jakaa reaalikaikaiseen ja
digitaaliseen PCR:4an (Zhu ym. 2020).

Hematologiset maligniteetit eli verisyovat ovat maarallisesti ja maailmanlaajuisesti
melko merkittava syoparyhma. Verisyovat voidaan luokitella sen mukaan mista syopa
alun perin 16ytyy: leukemiat (veresta), lymfoomat (imusolmukkeista) ja myeloomat (luu-
kudoksesta). (The Haematological Malignancy Research Network, HMRN.) Veri-
sydpien osalta tdma opinnaytetyd tulee keskittymaan leukemiaan. Tarkoituksena on
kartoittaa leukemian eri alalajit ja koota niistd teemakokonaisuuksia, joiden avulla val-
mistuu luettelomainen tiedosto leukemian alalajeista, joissa digitaalinen PCR on osana

diagnostista prosessia kliinisessa vaiheessa.

Opinnaytety6 tehtiin kuvailevana kirjallisuuskatsauksena digitaalisen PCR:n menetel-
maperiaatteesta ja kartoitettiin millaisten leukemioiden diagnostiikassa sita on kaytetty.
Tyo tehtiin Metropolia Ammattikorkeakoulun sosiaali- ja terveysalan bioanalytiikan kou-
lutusohjelman opinnaytetyona. Opinnaytetydn aihe tuli aihe-ehdotuksena Metropolia
Ammattikorkeakoulun molekyyligenetiikan lehtorilta, jonka toiveena oli saada hyva ja

tiivis tietopaketti digitaalisesta PCR:sta, jota pystyisi hydodyntamaan opetuksessa.

2 Polymeraasiketjureaktio (PCR)

PCR eli polymeraasiketjureaktio on laajasti kaytetty molekyylibiologian tekniikka DNA:n

monistamista varten. Se on tehokas valine kohde-DNA-sekvenssin monistamiseen.

PCR jaetaan kolmeen paavaiheeseen: denaturaatiovaiheeseen, alukkeiden liittymisvai-
heeseen ja elongaatiovaiheeseen. Denaturaatiovaiheessa lampdtila nostetaan 94-98

‘C-asteeseen, jolloin DNA:n vastinjuosteet irtoavat toisistaan korkean lampétilan



vuoksi. Denaturaatiovaiheen kestoon ja [ampoétilaan vaikuttaa DNA-templaatin laatu ja
puskuriliuoksen suolakonsentraatio. Alukkeiden liittymisvaiheessa lampdtila lasketaan
40-70 ‘C-asteeseen, mika mahdollistaa vetysidosten uudelleenmuodostumisen. Tassa
vaiheessa spesifiset alukkeet kiinnittyvat yksijuosteiseen kohde-DNA:han noudattaen
emasparisaantéa. Elongaatiovaiheessa lampatila sdadetaan 72 C-asteeseen, jolloin
polymeraasientsyymi pystyy sitoutumaan alukkeeseen ja aloittamaan replikaation.
(Kadri 2019; Thermofisher a; Thermofisher b.)

Tavanomaisessa PCR:ssa tarvitaan DNA-templaatti, alukkeita, deoksinukleotideja,
DNA-polymeraasientsyymia ja puskuriliuosta. Alukkeet ovat oligonukleotideja, joilla on
spesifinen emasjarjestys. Alukkeiden tehtavana on rajata replikoitava alue kiinnitty-
malla replikoitavan alueen aloituspaikkaan. Deoksinukleotidit ovat eméaksia (A, T, G,
G), jotka toimivat DNA:n rakennuspalikkoina. DNA-polymeraasi on entsyymi, joka kata-
lysoi DNA-synteesia sitoutumalla alukkeeseen ja rakentaa yksisaikeiselle DNA-juos-
teelle komplementaarisen vastinjuosteen. Puskurin tehtdvana on luoda oikeanlaiset

olosuhteet reaktiolle. (Lorenz 2012; YourGenome. 2021.)

3 Kirjallisuuskatsaus tutkimusmenetelmana

Tyo toteutettiin kirjallisuuskatsauksena. Kirjallisuuskatsauksia on eri tyyppeja: kuvai-
leva, systemaattinen ja meta-analyysi, joka jaetaan edelleen kvalitatiiviseen ja kvanita-
tiiviseen. Kirjallisuuskatsauksen keskeisimpia tavoitteita on olemassa olevan teorian
kehittdminen ja uuden teorian rakentaminen, toimia teorian arvioinnin tukena, laatia ko-
konaiskuvaa valitusta asiakokonaisuudesta seka tunnistaa tutkimuskohteen ongelmia.
Kirjallisuuskatsauksella voidaan my0s selostaa valitun tutkimuskohteen historiallista ke-
hitysta. (Salminen 2011.)

Yleisesti kirjallisuuskatsauksen kokonaisuus voidaan jakaa pienempiin vaiheisiin. Naita
vaiheita selventaa hyvin Arlene Finkin (2014: 3-5) malli. Kirjallisuuskatsauksen ensim-
maiseksi vaiheeksi voidaan katsoa tutkimuskysymyksen asettamisen, jonka jalkeen toi-
sessa vaiheessa valitaan tietokannat ja kolmannessa hakutermit. Neljannen vaiheen
tehtadvana on asettaa kdytanndn seula, joka koostuu esim. sisalléstd, ajanjaksosta ja
kielesta. Kaytannon seulan asettamisen jalkeen viidentena vaiheena asetetaan meto-
dologinen seula. Metodologinen seula sisaltaa esim. tutkimussuunnitelman, otannan ja
tiedonkeruun. Itse katsauksen teko alkaa kuudennessa vaiheessa ja viimeisena vai-

heena tulokset syntesoidaan.



Aiheen maarittely
Katsauksen Tutr:dr;uskysym)iksen ja
kirjoittaminen El usuunr]lte man
tekeminen

Tutkimusten analysointi

Tiedonhaku

Tutkimusten
laadunarviointi

Kuvio 1. Kirjallisuuskatsauksen prosessi. Prosessi alkaa aiheen maaritelylla, jonka jalkeen maa-
ritetdan tutkimuskysymykset ja tehdaan tutkimussuunnitelma. Prosessi jatkuu tiedon-
haulla ja tutkimusten laadunarvioinnilla, jonka jalkeen keréatty tieto analysoidaan. Sen
jalkeen voi kirjoittaa lopullisen katsauksen. (Mukaillen Vilkka 2023.)

Kirjallisuuskatsauksista yleisimmin kaytetty on kuvaileva kirjallisuuskatsaus. Se toimii
hyvana yleiskatsauksena, koska metodiset saannot eivat ole rajaamassa aineistojen
valintaa. Kuvaileva kirjallisuuskatsaus voidaan jakaa narratiiviseen ja integroivaan kat-
saukseen. Naiden kahden ratkaisevana erona toimii integroivan kirjallisuuskatsauksen
kriittinen tarkastelu. (Salminen 2011.)

Systemaattinen kirjallisuuskatsaus tehdaan tiivistelmana valitun aihepiirin olennaisista
tutkimuksista. Systemaattisen kirjallisuuskatsauksen tekijan pitéda kayda lapi runsaasti
tutkimuksia tiiviissd muodossa. Kyseisella metodilla pystyy testaamaan tehokkaasti hy-
poteeseja, esittamaan tutkimusten tuloksia tiivistetysti seka arvioimaan tutkimusten loo-
gisuutta. Se voi nostattaa myds uusia tutkimustarpeita. (Salminen 2011.)

Meta-analyysi voidaan jakaa kvalitatiiviseen ja kvantitatiiviseen perussuuntaukseen.
Meta-analyysi yhdistda samasta aiheesta tehtyjen tutkimusten tulokset matemaatti-
sesti. (UEF 2020)



4 Opinnaytetyon tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyoni tarkoituksena oli kuvailevan kirjallisuuskatsauksen keinoin koota tietoa
digitaalisesta PCR:sta ja kartoittaa tuoreimman tiedon avulla ne leukemian alalajit,

joissa digitaalinen PCR on kaytdssa. Opinnaytetydn tutkimuskysymykset:
- Mika on digitaalinen PCR ja mika on sen menetelmaperiaate?

- Millaisten leukemioiden diagnostiikassa digitaalista PCR:4a on sovellettu kliini-

sessa vaiheessa?

5 Kirjallisuushaun toteutus

Opinnaytetyo toteutetaan kuvailevana kirjallisuuskatsauksena. Lopputuloksen tavoit-

teena on helppolukuinen yleiskatsaus aiemmin tehdyista tutkimuksista. Ensin maaritet-
tiin tutkimuskysymys, jonka jalkeen muodostettiin hakustrategia, jonka avulla 16ydettiin
sopivat tutkimusartikkelit. Sopivat tutkimusartikkelit seulottiin ensin lukemalla otsikot ja
abstraktit, jonka jalkeen valittiin kirjallisuuskatsaukseen relevantit artikkelit. Lopuksi tu-

lokset raportoidaan ja esitetéan. (Salminen 2011.)

Aineisto kerattiin kayttden systemaattisen tiedonhaun kriteereja. Tutkimustietoa kerat-
tiin kayttden Pubmedin ja CINAHL:in tietokantoja. Leukemioihin liittyvaa tutkimustietoa
kerattiin englanninkielisista vertaisarvioiduista alkuperaistutkimuksista ja artikkeleista,
jotka ovat julkaistu 1.1.2018-31-12-2022 aikavalilla ja joiden koko teksti on vapaasti
saatavilla. Leukemiaan liittyva aineisto kerattiin kayttden seuraavia hakusanoja: dPCR

leukemia, digital PCR leukemia.

Taulukko 1. Leukemioihin liittyvan tutkimustiedon sisdanotto- ja poissulkukriteerit artikkeleille.

Sisaanottokriteerit Poissulkukriteerit
Julkaistu 2018-2022 Ei julkaistu vuosina 2018-2022
Englanninkielinen Muu kuin englanninkielinen

Vertaisarvioitu Ei vertaisarvioitu




Koko teksti saatavilla

Koko teksti ei ole saatavilla

Vastaa tutkimuskysymykseen

¢ Digitaalinen PCR leukemian diag-

nostiikassa kliinisessa vaiheessa

Ei vastaa tutkimuskysymykseen

o Digitaalinen PCR leukemian diag-
nostiikassa muussa kuin kliini-

sessa vaiheessa

Alkuperaisartikkeli

Review-artikkeli

Kliinisen vaiheen tutkimus

Ei kliinisen vaiheen tutkimus

Digitaaliseen PCR:n menetelmaperiaatteeseen liittyva tieto koottiin kayttden review-ar-

tikkeleita. Tutkimuksia ja artikkeleita PCR:sta haettiin seuraavilla hakusanoilla: digital

PCR technology, dPCR, dPCR review.

Taulukko 2.
tikkeleille.

Digitaaliseen PCR:aan liittyvan tutkimustiedon sisaanotto- ja poissulkukriteerit ar-

Sisaanottokriteerit

Poissulkukriteerit

Julkaistu vuosina 2018-2022

Ei julkaistu vuosina 2018-2022

Englanninkielinen

Muu kuin englanninkielinen

Vertaisarvioitu

Ei vertaisarvioitu

Koko teksti saatavilla

Koko teksti ei ole saatavilla

Vastaa tutkimuskysymykseen

o Artikkeli kuvailee menetelmaa ja

sen menetelmaperiaatetta laajasti

Ei vastaa tutkimuskysymykseen

o Artikkeli ei kuvaile menetelmaa ja
sen periaatetta tarpeeksi yksityis-

kohtaisesti




Review-artikkeli Ei review-artikkeli

Tieteelliset artikkelit haettiin kayttden Pubmed ja CINAHL tietokantoja. Yhteensa suori-
tettiin viisi tiedonhakua. Ensimmainen tiedonhaku tehtiin Pubmed tietokannassa ja ha-
kusanoina kaytetiin: (((digital PCR[Title/Abstract]) OR (dPCR[Title/Abstract])) OR
(dPCR review[Title/Abstract])) OR (dPCR methodical principle[Title/Abstract]). Haku
tuotti 4059 tulosta. Toinen haku suoritettiin kayttden samoja hakusanoja, mutta sisaan-
ottokriteereind kaytettiin Taulukko 2. mukaisia rajoituksia. Haku tuotti 103 tulosta, josta
otettiin sisdan 19 ja jatettiin pois 84. Naista lopulliseen katsaukseen otettiin 4 artikkelia.
Pubmedissa suoritettavassa kolmannessa haussa kaytettiin hakusanoina: ((dpcr) OR
(digital PCR)) AND (leukemia). Sisaanottokriteereina kaytettiin Taulukko 1. mukaisia
rajoituksia. Haku tuotti 114 tulosta, joista otettiin sisdan 90 ja jatettiin pois 24. Naista lo-

pulliseen katsaukseen otettiin 6 artikkelia.

CINAHIL:in kautta ensimmainen haku suoritettiin hakusanoilla: AB digital PCR OR AB
dPCR AND AB leukemia. Sisaanottokriteereina kaytettiin Taulukko 1. mukaisia rajoituk-
sia. Haku tuotti 18 tulosta, joista otettiin sisdan 2 ja jatettiin pois 16. Naista lopulliseen
katsaukseen ei otettu yhtakaan artikkelia. Toinen CINAHL:in kautta suoritettava tiedon-
haku suoritettiin kdyttden hakusanoja: AB digital PCR OR AB dPCR review OR AB
dPCR methodical principle. Sisdanottokriteereina kaytettiin taulukko 1. mukaisia rajoi-
tuksia. Haku tuotti 57 tulosta, joista otettiin sisdan 1 ja jatettiin pois 56. Naista lopulli-
seen katsaukseen ei otettu yhtakaan artikkelia. Taulukko 3. havainnollistaa kyseista tie-

donhakua.

Taulukko 3.  Kirjallisuuskatsauksen tiedonhaku. Kaytetyt tietokannat, hakusanat, hakutulokset
seka sisaan otetut ja poisjatetyt tutkimukset.

Tieto- Hakusana Sisaanottokriteerit Tulok- Sisaan (n) Pois

kanta set (n) (n)




Pubmed
2. haku

(((digital
PCR[Title/Ab-
stract]) OR
(dPCRJTi-
tle/Abstract]))
OR (dPCR re-
view[Title/Ab-
stract])) OR
(dPCR me-
thodical princi-
ple[Title/Ab-
stract])

Hakusanat
otsikossa/ ab-
straktissa

Julkaisuvuosi
2018-2022

Englannink-

ielinen

Vertaisarvioitu

Koko teksti
saatavilla

Review-artik-
keli

103

19, joista
lopulliseen
katsaukseen
4

84

7




CINAHL
1. haku

AB digital
PCR OR AB
dPCR AND
AB leukemia

Hakusanat

otsikossa/ ab-
straktissa

Julkaisuvuosi
2018-2022

Englannink-

ielinen

Vertaisarvioitu

Alkuperaisar-
tikkeli

Koko teksti

saatavilla

18

2, joista
lopulliseen
katsaukseen
0

16




5.1 Toiminnan eteneminen ja tyoskentelyn kuvaus

Prosessi alkoi syksylla 2022 aiheen valinnalla. Aihe-ehdotus tuli Metropolia Ammatti-
korkeakoulun molekyyligenetiikan lehtorilta, jonka toiveena oli tiivis tietopaketti dPCR:n
menetelmaperiaatteesta. Prosessi alkoi syksylla2022, jolloin keskityin alustavan suun-
nitelman luomiseen. Tama vaihe oli ensiarvoisen tarkea, silld se maaritteli opinnayte-
tydni suunnan ja tavoitteet. Kaytin tata aikaa aiheen tutkimiseen, aiheeseen liittyvien
teorioiden kartoittamiseen ja alustavan tutkimuskysymyksen muotoilemiseen. Suunni-
telmaseminaarissa sain arvokasta palautetta ohjaajaltani, mik& auttoi minua hahmotta-

maan projektini laajuuden ja rajaamaan aiheeni tehokkaammin.

Kevaalla 2023 tein merkittdvaa edistysta aiheeni rajauksessa ja tdsmennyksessa. Ta-
man vaiheen aikana tarkensin tutkimuskysymyksiani ja metodologista Iahestymista-
paani. Lopullisen suunnitelman laatiminen auttoi minua hahmottamaan tutkimuksen ko-
konaiskuvan ja varmistamaan, etta tyoni oli johdonmukaista ja tavoitteellista. Tiedon-
haku oli keskeinen osa tata vaihetta, ja kaytin laajasti hyvakseni erilaisia tietolahteita,
kuten tieteellisia julkaisuja, kirjoja ja sahkaoisia tietokantoja.
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Syksylla 2023 prosessi siirtyi tiedon analysointivaiheeseen. Tassa vaiheessa arvioin
keraamaani tietoa kriittisesti, analysoin sen merkitysta tutkimuskysymyksiini nahden ja
tydstin tulokset jdsennellyksi kokonaisuudeksi. Lopullisen katsauksen kirjoittaminen oli
prosessin kulminaatiopiste, jossa yhdistin kaikki aiemmat vaiheet ja esitin tutkimukseni
tulokset selkeasti ja ytimekkaasti. Tama vaihe vaati huolellista editointia ja tarkistusta,
jotta varmistin, etta tyoni taytti akateemisen kirjoittamisen vaatimukset ja valitti tutki-

mukseni keskeiset 10ydokset tehokkaasti. Kuvio 2. havainnollistaa tata prosessia.

Alustava suunnitelma
Suunnitelmaseminaari

Aiheen rajaus ja tasmennys
Lopullinen suunnitelma
Tiedonhaku

Kirjoittaminen
Plagiointitarkistus Turnitin-ohjelmalla
Palautus

Kuvio 2. Prosessin eteneminen. Prosessi alkoi 2022 syksylla alustavan suunnitelman hahmotta-
misella, jonka jalkeen lopullinen suunnitelma saatiin valmiiksi 2023 kevaalla. Kesalla
2023 suoritettiin tiedonhaku, jonka jalkeen koottu tieto analysoitiin ja kirjoitettiin lopulli-
nen kirjallisuuskatsaus.

6 Tulokset

6.1 Digitaalisen PCR:n perusteet

Katsauksen mukaan digitaalinen PCR eli digitaalinen polymeraasiketjureaktio (dPCR)
on melko uudenlainen tapa monistaa nukleiinihappoja. Se on kolmannen sukupolven
PCR- tekniikka, joka mahdollistaa sekvenssien absoluuttisen ja tarkkamaaraisen kvan-

tifioinnin. (Coccaro ym. 2020.)
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Kyseisessa menetelmassa nayte jaetaan moneen pienempaan naytteeseen, niin etta
jokaisessa naytteessa on maksimissaan muutama toivottu sekvenssi. Sekvenssien
suuripiirteista distribuutiota voidaan estimoida Poissonin jakauman avulla. Jokainen uu-
delleen jaettu nayte toimii itsendisend mikroreaktiona ja jokainen reaktio, joka sisaltada

monistunutta kohdesekvenssia havaitaan fluoresenssin avulla. (Quan ym. 2018.)

Digitaalisen PCR:n perusperiaatteena on jakaa monistettava nayte tuhansiin pienem-
piin mikroreaktioihin, joihin molekyylit jakautuvat satunnaisesti. Mikroreaktiot jakautuvat
kammioihin ja jokaisessa kammiossa voi olla nolla, yksi tai useampi kohdemolekyyli.
Amplifikaation jalkeen jokaisen kammion fluoresenssin absorbtio lasketaan. Jos kam-
miossa ei ole kohdemolekyylia lasketaan reaktio 0:ksi eli negatiiviseksi. Kammio, jossa
on kohdemolekyyli, lasketaan 1:ksi eli positiiviseksi. (Mao & Liu & Tong & Chen & Liu
2019.)

Naytteen Jaottelu Ambplifikaatio Havaitseminen
jaottelu

Kuva 1. Digitaalisen PCR:n menetelmaperiaate. Naytteen valmistelun jalkeen se jaotellaan use-
ampaan pienempaan mikroreaktioon. Jokaisessa mikroreaktiossa voi olla muutama tai
ei ollenkaan kohdesekvenssia. Jokainen mikroreaktio toimii itsendisend PCR:n mikro-
reaktiona ja jokaisessa mikroreaktiossa, jossa on kohdesekvenssia, havaitaan fluore-
senssilla. (Mukaillen lahteitd Mao ym. & Zhu ym. 2020.)

Digitaalinen PCR on joko sirupohjainen (cdPCR) tai pisarapohjainen (ddPCR). Pisa-
raan perustuva digitaalinen PCR eli droplet digital PCR (ddPCR) toimii siten, ettd nayte
kulkee mikrofluidikapiirin kautta, mika luo segmentoituneen virtauksen. Tama prosessi
jakaa naytteen kymmeniksi tuhansiksi pieniksi pisaroiksi, jotka eristetdan mineraaliol-
jylld muodostaen emulsion. Kun emulsio on muodostettu, se kay lapi PCR-prosessin.
Sen jalkeen pisaroita analysoidaan, yleensa virtaussytometrilla tai lamposyklilla muovi-
kiekolla. ddPCR on erityisen tarkka ja soveltuu hyvin monimutkaisiin sovelluksiin, kuten
yksittaisen solun RNA-sekvensointiin (Zhu ym. 2020.) Se on myds kustannustehokas,
mutta voi kohdata ongelmia, kuten pisaroiden tilavuuden epajohdonmukaisuutta (Mao
ym. 2019).
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Siruun perustuvassa digitaalisessa PCR:ssa eli chip-based PCR (cdPCR) naytteet la-
dataan sirulle, joissa on mikrokoneistettuja kaivoja. Kiekot kayvat lapi lamposyklin ja
sen jalkeen analysoidaan fluoresenssimikroskopialla (Zhu ym. 2020.) Erilaisia cdPCR-
menetelmia on kehitetty, kuten integroidut fluidikytkennat, lipidikaksikerroskammiojar-
jestelma ja nanolitran itseohjautuva mikrokammiojarjestelma (Mao ym. 2019). cdPCR:n
erottaa sen edistyksellinen piiritekniikka, joka integroi lammittimet ja anturit kuhunkin

kaivoon, tehostaen prosessia (Zhu ym. 2020).

Digitaalisen ja kvantitatiivisen PCR:n keskeisimpana erona toimii monistuneen koh-
desekvenssin mittaustekniikka. Kvantitatiivisen PCR:n tulos saadaan amplifikaation
eksponenttivaiheen fluoresenssisignaalista, joka mitataan jokaisen syklin aikana. Digi-
taalisessa PCR:ssa sen sijaan fluoresenssisignaali mitataan vasta PCR-ajon lopussa
eli tehdaan ns. end-point mittaus. Digitaalinen PCR ei myoskaan vaadi kalibrointi-
kayraa. Digitaalista PCR:aa pidetaan myds tarkempana eika niin herkkana esimerkiksi
PCR-inhibiittoreille. (Zhu ym. 2020; Quan ym. 2018.)

Taulukko 4. dPCR ja gPCR keskeisimmat erot.

Digitaalinen PCR Kvantitatiivinen PCR

e Fluoresenssisignaalin mittaus ta- e Fluoresenssisignaali mita-
pahtuu PCR-ajon lopussa (end- taan jokaisen syklin ekspo-
point mittaus) nenttivaiheen aikana

o Ei kalibraatiokayraa o Vaatii kalibraatiokayran

o Tarkka

e Alhainen herkkyys esim. PCR-in-
hibiittoreille

6.2 dPCR ja akuutti myelooinen leukemia

Menneisyydessa erilaisia menetelmia on otettu kayttoon AML:n geneettisten tekijoiden

tutkimiseen. Mukautettu AML-siru (aml-array) on yksi naista tyokaluista, ja tutkijat ovat
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kaantyneet sen puoleen sen kustannustehokkuuden ja sopeutuvuuden ansiosta. Kui-
tenkin AML-matriisin rajoitukset, kuten kyvyttomyys tarkkaan erotteluun tietyissa AML-
alatyypeissa, ovat asettaneet haasteita tarkan diagnoosin tekemiselle. (Handschuh ym.
2018.)

Tassa astuu mukaan ddPCR. Sen ylivoima perustuu erityisesti nukleiinihappojen tar-
kempaan kvantifiointiin. Toisin kuin monet perinteiset PCR-tekniikat, ddPCR jakaa
naytteen useisiin pisaroihin, joista jokainen lapikdy oman PCR-reaktion. Tama mahdol-
listaa nukleiinihappojen tarkan absoluuttisen kvantifiointiin, mika johtaa poikkeukselli-
seen herkkyyteen verrattuna muihin kaytéssa oleviin menetelmiin. (Handschuh ym.
2018.)

Kun tata verrataan AML-siruun, ddPCR:n edut korostuvat. Esimerkiksi tietyt AML-ala-
tyypit, kuten M1 ja M2, ovat olleet haastavia erottaa toisistaan perinteisilla geeninilmai-
suprofiileilla. ddPCR kuitenkin tarjoaa tarkan erottelukyvyn tallaisissa tapauksissa. Ta-
man menetelman tarkkuus voi auttaa tunnistamaan uusia diagnostisia merkkiaineita.
Geenien, kuten S100A9, ANXA3 ja WT1, differentiaali-ilmaisu korostui tutkimuksessa
ddPCR:n avulla, mika viittaa sen merkittdvaan potentiaaliin uudistaa AML-diagnos-
tiikkka. (Handschuh ym. 2018.)

6.3 dPCR ja krooninen myelooinen leukemia

Kroonninen myelooinen leukemia (KML) on luuytimen kantasolujen sybpéasairaus, joka
vaikuttaa verisolujen tuotantoon. Tama sairaus ilmenee useimmiten keski-ikaisilla ja
vanhemmilla ihmisilla ja usein se |0ydetaan sattumalta, kun tutkitaan poikkeavia veriar-

voja. (Koskenvesa 2022.)

KML:n aiheuttaja on geneettinen muutos, joka johtaa kromosomien 9 ja 22 vaaranlai-
seen yhdistymiseen. Tama aiheuttaa Philadelphia-kromosomin muodostumisen, joka
puolestaan aiheuttaa liiallista valkosolujen tuotantoa ja pidentaa niiden elinikda. Tama

sairaus ei ole perinndllinen eika sita voida ennaltaehkaista. (Koskenvesa 2022)

Ennen tyrosiinikinaasin estajien (TKI) kayttddnottoa, KML oli usein kohtalokas sairaus.
Nykyisin TKIt ovat mullistaneet hoitoa, muuttaen KML:n monille potilaille krooniseksi ti-
laksi. Pitkdaikainen TKI-hoito tuo kuitenkin mukanaan seka mahdollisia sivuvaikutuksia
etta taloudellisia haasteita. Tama on johtanut tutkimukseen TKI-laakityksen mahdolli-
sesta turvallisesta lopettamisesta niilla potilailla, jotka ovat saavuttaneet syvan mole-

kyylivasteen. (Bernardi ym. 2019.) Tassa yhteydessa digitaalisen pisara-PCR:n
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(ddPCR) rooli on noussut keskitéon. Vaikka BCR-ABL1-tasojen seuranta on perintei-
sesti suoritettu reaaliaikaisella kvantitatiivisella polymeraasiketjureaktiolla (RQ-PCR),
ddPCR on tarkempi ja herkempi menetelma, erityisesti kun kyse on minimaalisen jaan-
nossairaudesta. ddPCR:n korkea herkkyys mahdollistaa DMR:n tarkemman tunnistami-
sen ja potilaiden tarkemman seurannan TKI-ladkityksen lopettamisen jalkeen. (Atallah
ym. 2020.)

Tutkimuksessa, joka keskittyi TKI-hoidon lopettamisen jalkeisiin tuloksiin KML-potilailla,
ddPCR:n kaytén merkitys korostui. Kun sekd RQ-PCR- ettd ddPCR-menetelmia kaytet-
tiin, havaittiin, ettd ne potilaat, joiden BCR-ABL1-tasot olivat havaitsemattomissa
ddPCR-menetelmalla TKI-laakityksen lopettamishetkelld, olivat selvasti pienemmassa
riskissa sairauden uusiutumiselle. Tama tieto voi auttaa ehdottamaan vahemman inten-

siivista seurantaa heille ja tarjoaa tarkemman riskiprofiilin. (Bernardi ym. 2019.)

Tama ei ainoastaan edista tieteellista ja 1aaketieteellista ymmarrysta vaan vaikuttaa
myds potilaiden elamanlaatuun. On todettu, etta potilaiden elamanlaatu paranee usein
TKI-hoidon lopettamisen myéta, mutta heikkenee, jos hoito aloitetaan uudelleen. (Ber-
nardi ym. 2019)

Yhteenvetona, ddPCR on osoittautunut merkittavaksi tydkaluksi CML:n diagnostiikassa
ja hoidossa. Sen erinomainen herkkyys ja tarkkuus voivat auttaa tekemaan parempia
hoitopaatoksia, jotka perustuvat kunkin potilaan yksilélliseen tarpeeseen. ddPCR:n
avulla pyritdan parantamaan potilastuloksia ja tasapainottamaan tehokas hoito potilaan

eldmanlaadun kanssa. (Atallah ym. 2020; Bernardi ym. 2019.)

6.4 dPCR ja akuutti lymfaattinen leukemia

Akuutti lymfaattinen leukemia (ALL) on veren pahanlaatuinen sy6pa, jossa lymfoblastit,
T- tai B-solujen esiasteet alkavat lisdantya hallitsemattomasti luuytimessa. Tama hallit-
sematon lisdantyminen hairitsee normaalien verisolujen muodostumista luuytimessa.

(Terveydentukena.fi.)

Historiallisesti minimaalisen residuaalisen taudin (MRD) arviointi on ollut keskeista pe-
diatristen ALL-potilaiden hoidon suunnittelussa. MRD-tasojen maarittdminen induktio-

hoidon jalkeen antaa tarkeita tietoja hoidon tehokkuudesta, mahdollisista relapseista ja
tulevista hoitolinjauksista. Pitkdan reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR (RQ-PCR) on ol-

lut tata tarkoitusta varten kaytetty kultainen standardi. (Straza ym. 2021.)
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Kuitenkin pisaradigitaalisen PCR:n (ddPCR) tuoma innovaatio on muuttamassa tapaa,
jolla ALL:ta diagnosoidaan. Toisin kuin RQ-PCR, joka vaatii kvantifioinnille standardi-
kayran, ddPCR analysoi naytteen jakamalla sen tuhansiin pisaroihin ja lukemalla ne
erikseen. Tama menetelma tarjoaa erinomaista tarkkuutta, erityisesti kun kyse on raja-
arvoisista MRD-tasoista, jotka ovat usein haasteellisia perinteiselle RQ-PCR:lle.
(Straza ym. 2021.)

ALL:n hoidossa kiinnostuksen kohteena on viime aikoina ollut kimeerinen antigeenire-
septori T-solu (CAR-T) -terapia, joka on lupaava hoitomuoto refraktaarisille tai uusiutu-
neille CD19+ B-solun maligniteeteille. Taman hoitomuodon lupausta varjostavat kuiten-
kin merkittavat sivuvaikutukset, kuten sytokiinin vapautumisoireyhtyma (CRS) ja CAR-
T:hen liittyva enkefalopatia-oireyhtyma (CRES). Tassa yhteydessa digitaalisen PCR:n
tarkkuus on osoittautunut korvaamattomaksi. Eraassa tutkimuksessa korostettiin
dPCR:n kykya seurata CAR-T-solujen kayttaytymista infuusion jalkeen, ja se on tarjon-
nut syvallisia oivalluksia, jotka voivat vaikuttaa merkittavasti hoitosuunnitelmiin. Tarkko-
jen dPCR-mittausten ansiosta on my@s saatu uusia tietoja sytokiinien kayttaytymisesta,
kuten IL-6:n seerumipitoisuuksien noususta CRS:n kliinisen ilmenemisen aikana.
(Pabst ym. 2020.)

Yhdistdmalla dPCR:n kyky havaita MRD ja sen rooli CAR-T-solujen toiminnan ymmar-
tamisessa, saamme kokonaisvaltaisen kasityksen ALL:n diagnostiikasta ja hoidosta.
ddPCR ei ainoastaan vastaa RQ-PCR:n herkkyyteen MRD:n havaitsemisessa, mutta
tietyissa tilanteissa se myos ylittaa sen, erityisesti raja-arvoisten MRD-tasojen osalta.
Kun laaketieteellinen yhteiso pyrkii kehittdmaan tarkempia ja yksilollisempia hoitoja,
dPCR on nousemassa ratkaisevaan asemaan. Sen kyky tarjota syvallista tietoa solujen
ja sytokiinien toiminnasta voi auttaa terapeuttisten strategioiden hienosaatamisessa,
komplikaatioiden ennakoinnissa ja potilastulosten parantamisessa. (Pabst ym. 2020;
Straza ym. 2021)

6.5 Paatelmat

PCR eli polymeraasiketjureaktio on tekniikka DNA:n monistamiseksi. Prosessi kasittaa
kolme vaihetta: denaturaation, alukkeiden liittymisen ja elongaation. Tarkeat osat
PCR:ssa ovat DNA-templaatti, alukkeet, deoksinukleotidit, DNA-polymeraasi ja pusku-

rilivos.

Digitaalinen PCR on uudempi tekniikka, joka mahdollistaa sekvenssien tarkan kvantifi-

oinnin. Menetelmassa nayte jaetaan useampaan pieneen osaan, joita analysoidaan
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fluoresenssin avulla. Digitaalista PCR:8a on kahta tyyppia: sirupohjainen (cdPCR) ja
pisarapohjainen (ddPCR). ddPCR jakaa naytteen pieniksi pisaroiksi ja se on erityisen
tarkka, mutta saattaa kohdata ongelmia kuten pisaroiden tilavuuden epajohdonmukai-
suutta. cdPCR:ssa naytteet ladataan sirulle, joka sisaltda mikrokoneistettuja kaivoja, ja

se erottuu edistyksellisella piiritekniikallaan. (Zhu ym. 2020; Mao ym. 2019.)

Digitaalisen ja kvantitatiivisen PCR:n suurin ero on, miten monistunutta kohdesekvens-
sia mitataan. Kvantitatiivinen PCR mittaa fluoresenssisignaalia jokaisen syklin aikana,

kun taas digitaalinen PCR mittaa signaalin vain syklin lopussa. Digitaalista PCR:aa pi-

detddn myos tarkempana ja vdhemman herkkana inhibiittoreille. (Zhu ym. 2020; Quan
ym. 2018.)

Digitaalinen PCR (ddPCR) on herkka ja tarkka menetelma leukemioiden diagnostii-
kassa ja on nousemassa keskeiseen rooliin taudin tutkimuksessa ja hoidossa. Akuu-
tissa myelooisessa leukemiassa (AML) ddPCR on osoittanut ylivoimaisuutensa erityi-
sesti tiettyjen AML-alatyyppien erottelussa ja uusien diagnostisten merkkiaineiden tun-
nistamisessa. (Handschuh ym. 2018.) Kroonisessa myelooisessa leukemiassa (KML)
ddPCR:n kayttd on keskeistd BCR-ABL1-tasojen seurannassa, erityisesti tyrosiiniki-
naasin estajien hoidon lopettamisen jalkeen (Atallah ym. 2020; Bernardi ym. 2019).
Akuutissa lymfaattisessa leukemiassa (ALL) ddPCR tarjoaa parempaa tarkkuutta mini-
maalisen residuaalisen taudin (MRD) arvioinnissa verrattuna perinteiseen RQ-PCR-
menetelmaan. ddPCR:n kaytté on myds korvaamaton CAR-T-solujen toiminnan seu-

rannassa ja hoidon suunnittelussa. (Pabst ym. 2020; Straza ym. 2021)

Yhteenvetona, ddPCR on merkittdva menetelmaleukemian diagnostiikassa ja hoitopaa-

tosten teossa, pyrkien parantamaan potilastuloksia ja eldaméanlaatua.

Taulukko 5. Yhteenveto digitaalisen PCR:n kaytosta leukemioiden diagnostiikassa kliinisessa

vaiheessa
Leukemian alalaji Miten dPCR on ollut kdytossa kyseisen leu-
kemian kliinisen vaiheen diagnostiikassa
Akuutti myelooinen leukemia ddPCR:n avulla on voitu tarkasti erottaa tietyt

AML-alatyypit, kuten M1 ja M2, jotka ovat olleet
haastavia erottaa toisistaan perinteisin keinoin.
Lisaksi ddPCR on auttanut tunnistamaan uusia
diagnostisia merkkiaineita. Geenien, kuten
S100A9, ANXAS3 ja WT1, differentaali-ilmaisu on
korstunut tutkimuksessa ddPCR:n avulla.
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Krooninen myelooinen leukemia

BCR-ABL1-tasojen seuranta: Vaikka
BCR-ABL1-tasojen seuranta on perintei-
sesti tehty reaaliaikaisella kvantitatiivi-
sella polymeraasiketjureaktiolla (RQ-
PCR), ddPCR on osoittautunut tarkem-
maksi ja herkemmaksi menetelmaksi,
erityisesti kun on kyse minimaalisesta
jdédnnodssairaudesta (MRD).

TKI-laakityksen lopettamisen seu-
ranta: ddPCR:n korkea herkkyys mah-
dollistaa DMR:n tarkemman tunnistami-
sen ja potilaiden tarkemman seurannan
TKI-la8kityksen lopettamisen jalkeen.

Riskiprofiilin maarittely: Tutkimuk-
sessa, jossa tarkasteltiin TKI-hoidon lo-
pettamisen jalkeisia tuloksia KML-poti-
lailla, korostui ddPCR:n kayton merkitys.
Kun sekd RQ-PCR- ettd ddPCR-mene-
telmid kaytettiin, havaittiin, ettad ne poti-
laat, joiden BCR-ABL1-tasot olivat ha-
vaitsemattomissa ddPCR-menetelmalla
TKI-1aakityksen lopettamishetkella, olivat
pienemmassa riskissa sairauden uusiu-
tumiselle. Taman tiedon perusteella voi-
daan ehdottaa vdhemman intensiivista
seurantaa naille potilaille ja se tarjoaa
tarkemman riskiprofiilin.

Akuutti lymfaattinen leukemia

Minimaalisen residuaalisen taudin
(MRD) arviointi: MRD-tason maarittami-
nen on keskeista ALL-potilaiden hoidon
suunnittelussa, erityisesti hoidon tehok-
kuuden, relapsiriskin ja tulevien hoitolin-
jauksien nakdkulmasta. Vaikka reaaliai-
kainen kvantitatiivinen PCR (RQ-PCR)
on ollut pitkdan kaytetty standardi, dPCR
on tarjonnut erinomaista tarkkuutta, eri-
tyisesti haastavissa tapauksissa, kuten
raja-arvoisten MRD-tasojen kohdalla.

Kimeeristen antigeenireseptori T-so-
lujen (CAR-T) seuranta: CAR-T-terapia
on uusi ja lupaava hoitomuoto ALL-poti-
laille, erityisesti niille, jotka ovat refrak-
taarisia tai joiden tauti on uusiutunut.
dPCR:n tarkkuus on osoittautunut kor-
vaamattomaksi seurattaessa CAR-T-so-
lujen kayttaytymista infuusion jalkeen.
Tama on antanut syvallisid oivalluksia,
jotka voivat vaikuttaa hoitosuunnitelmiin.
Liséksi dPCR-mittausten avulla on saatu
tarkkaa tietoa sytokiinien, kuten IL-6:n,
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kayttaytymisesta, erityisesti CAR-T-hoi-
don sivuvaikutusten, kuten sytokiinin va-
pautumisoireyhtyman (CRS), yhtey-
dessa.

¢ Raja-arvoisten MRD-tasojen havaitse-
minen: dPCR ei ainoastaan vastaa RQ-
PCR:n herkkyyttd MRD:n havaitsemi-
sessa, vaan tietyissa tilanteissa se ylittda
sen, erityisesti kun kyse on raja-arvoi-
sista MRD-tasoista.

7 Eettisyys ja luotettavuus

Tutkimuseettisen neuvottelukunnan (TENK) ja suomalaisen tiedeyhteison yhteistoimin-
nan tuloksena syntyneen hyvan tieteellisen kaytannon ohjeen (HTK-ohje) tarkoituksena
on tukea hyvaa tieteellistd kaytantda ja ennaltaehkaista eparehellisyytta organisaa-

tioissa, jotka harjoittavat tutkimusta. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012.)

HTK-ohjeessa tutkimusetiikan kasitteella tarkoitetaan eettisesti oikeiden ja vastuullisten
kaytantdjen noudattamista ja edistamista tutkimustoiminnassa sekd myos eparehelli-
syyden ja loukkausten tunnistamista, jotka kohdistuvat tieteeseen. TENK pyrkii siten
torjumaan vilppia ja muunlaista eparehellista toimintaa HTK-ohjeen avulla. (Tutkimus-

eettinen neuvottelukunta 2012.)

Tyon tekija sitoutuu noudattamaan hyvaa tieteellistd kaytantéa seka pyrkii toimimaan
rehellisesti ja huolellisesti. Prosessin aikana opinnaytetyota tarkistetaan plagiaatintun-
nistusohjelmalla. Opinnaytetydssa tullaan kayttdmaan monipuolisesti alkuperaisia ja

vertaisarvioituja 1ahteita, joka lisdd opinnaytetydn luotettavuutta.

Tama katsaus rakentuu huolellisesti valikoidun ja kattavasti seulotun aineiston varaan,
jossa on pyritty tunnistamaan keskeiset ja ajankohtaiset tutkimukset tdman opinnayte-
tyon kannalta. Tyoni luotettavuutta lisaa systemaattinen Iahestymistapa tiedon keraa-
misessa ja analysoinnissa, missa jokainen artikkeli on arvioitu kriittisesti ja objektiivi-
sesti. Pyrin varmistamaan, etta opinnaytetydssani esitetty tieto on ajantasainen ja rele-
vantti, vaikka aineiston rajoitukset ja valintakriteerit voivat vaikuttaa tulosten yleistetta-
vyyteen. Jokainen tutkimus on valittu tarkoituksenmukaisesti, ja niiden analyysi on

tehty huolella.
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Opinnaytetyossani kasitelldan useita rajoituksia, jotka vaikuttavat tutkimustulosteni tul-
kintaan seka niiden yleistettavyyteen. Yksi merkittdvimmista rajoituksista on aineiston
rajallisuus vuosiin 2018-2022. Tama rajaus on jattanyt tarkastelun ulkopuolelle aiem-
min julkaistun, potentiaalisesti relevantin tiedon, ja se estda myds vuoden 2023 tuo-
reimpien tutkimusten huomioon ottamisen. Lisdksi aineiston rajoittaminen ainoastaan
englanninkielisiin julkaisuihin on voinut johtaa muiden merkittavien, eri kielilla julkaistu-
jen tutkimusten sivuuttamiseen. Olen keskittynyt alkuperaisartikkeleihin ja katsausartik-
keleihin, mik& on saattanut rajata pois muita potentiaalisesti tarkeita tietolahteita. Tutki-
muksessani olen huomioinut ainoastaan vapaasti saatavilla olevat tekstit, mika voi ra-
joittaa kirjallisuuskatsauksen kattavuutta. Lisaksi kdyttamieni hakusanojen laajuudesta
huolimatta on olemassa riski, etta jotkin relevanteiksi katsotut artikkelit ovat jaaneet 10y-
tymatta. Koska tama kirjallisuuskatsaus keskittyy kliinisen vaiheen tutkimuksiin, se ra-
jaa pois esim. retrospektiiviset tutkimukset, jotka tutkivat samaa aihetta. Nama rajoituk-

set on syyta pitdd mielessa arvioitaessa tutkimukseni tuloksia.

8 Pohdinta

Opinnaytetyoni tavoitteena oli tarjota yleiskatsaus aiemmin tehdyista tutkimuksista,
jotka koskevat digitaalista PCR:aa (dPCR) leukemian diagnosoinnissa. Kirjallisuuskat-
sauksen avulla pyrin saamaan selville, miten dPCR:8a on sovellettu leukemian diag-

noosissa ja kuinka luotettavasti ja tehokkaasti se pystyy tunnistamaan leukemiaa.

Digitaalisen PCR:n (dPCR) tulevaisuus nayttaa lupaavalta, erityisesti leukemian diag-
nosoinnissa. Tama tekniikka, joka mahdollistaa erittain tarkan geneettisen materiaalin
kvantifioinnin, on merkittavasti edistanyt syévan biomarkkereiden havaitsemista. Tule-
vaisuudessa dPCR:n odotetaan tuovan lisdarvoa monin tavoin. Ensinnakin, sen kyky
tunnistaa pienia mutaatioita ja geneettisid muutoksia voi johtaa tarkempiin ja nopeam-
piin diagnooseihin, mika on kriittista leukemian kaltaisten sairauksien hoidossa.
Toiseksi, dPCR:n kehittyessa ja sen kustannusten laskiessa, tdma tekniikka voi tulla
yha laajemmin kaytetyksi rutiinitestauksessa, mika parantaa potilaiden seurantaa ja

hoitovasteen arviointia.

Tulevaisuudessa dPCR voi myos edistaa yksilOllistettya ladketiedetta. Yksilolliset ge-
neettiset profiilit voivat ohjata hoitosuunnitelmien raataldintia, mika parantaa hoitojen

tehokkuutta ja vahentaa sivuvaikutuksia. Taman liséksi, dPCR:n jatkuva teknologinen
kehitys ja integrointi esimerkiksi tekoalyn ja koneoppimisen kaltaisiin alueisiin saattaa

avata uusia mahdollisuuksia sydvan varhaisdiagnostiikassa ja hoidon seurannassa.
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Naiden innovaatioiden myo6ta dPCR:n rooli leukemian ja muiden sydpien diagnosoin-
nissa voi vain kasvaa, mika korostaa sen merkitysta tulevaisuuden diagnostisissa me-

netelmissa.

Aineiston kerddmisen prosessissa huomasin, etta erilaiset tietokannat, kuten Pubmed
ja CINAHL, sisalsivat runsaasti tietoa aiheesta. Oli kuitenkin haasteellista seuloa ja va-
lita relevanteimmat tutkimukset mukaan. Tassa yhteydessa sain arvokasta kokemusta

systemaattisesta tiedonhausta ja kriteerien merkityksesta tutkimusprosessissa.

Kayttamani aineiston rajaukset, kuten julkaisuvuosi ja artikkelin saatavuus, varmistivat,
ettd saatu tieto oli ajankohtaista ja helposti saatavilla. Tama oli tarkeaa erityisesti, kun
otetaan huomioon, ettd dPCR on melko uusi tekniikka ja sen sovellukset ovat jatkuvasti

kehittyneet viime vuosina.

Eettisyyden ja luotettavuuden varmistaminen oli keskeista tdman opinnaytetydn aikana.
TENK:n ohjeiden noudattaminen ja hyvan tieteellisen kaytannon mukaisesti toimiminen

olivat olennaisia prosessin jokaisessa vaiheessa.
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