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Akuutti myelooinen leukemia (AML) on aggressiivinen veri- ja luuydinsyopid. AML
jaetaan useisiin alaryhmiin syopdsolujen ilmiasun, erilaistumisasteen ja sytogenetiikan
mukaan. Todellinen tdméanhetkinen hoidollinen haaste AML:n taudinkuvassa on taudin
uusiutuminen eli relapsi standardihoitojen jélkeen. Proteiinifosfataasi 2A (PP2A) on
kasvunestdjdproteiini, jonka toiminnan estimisen on osoitettu olevan yksi sydpésolujen
syntymisen edellytyksistd. PP2A:n esto syOpdsoluissa tapahtuu useimmiten erityisten
PP2A:n aktiivisuutta estdvien inhibiittoriproteiinien toimesta. Yksi ndistdi on cAMP:n
sddteleméd fosfoproteiini 19 (ARPP19), ja sen on erityisesti osoitettu edistidvin
solujakautumista eli mitoosia. Aikaisemmissa tutkimuksissa on havaittu, etti
diagnoosivaiheen korkeampi ARPP19 ilmentymistaso ennustaa AML-potilaan taudin
uusiutumista. Téstd jatkona, erikoistyOssédni pyrin selvittimaian ARPP19 molekyylitason
toimintaa leukemiasoluissa.

Tutkimuksessa kdytettiin neljdd keskendin ilmiasun, erilaistumisasteen ja sytogenetiikan
mukaan mahdollisimman erilaista AML-solulinjaa. ARPP19 ilmentyminen solulinjoissa
estettiin lentivirus transduktoiduilla shRNA:lla sekd Nucleofector™ teknologian avulla
siirrostetuilla siRNA:1la. Western blottauksella todennettiin AML-solulinjojen ARPP19
hiljentyminen ja sen vaikutukset muiden proteiinien ilmentymistasoithin. ARPP19
hiljennetyn solulinjan aineenvaihdunnallista aktiivisuutta seurattiin luminesenssiin
perustuvalla CellTiter-Glo® -menetelmailld, jota kéytettiin myos tutkittaessa AML-
solulinjojen vastetta PP2A:n reaktivaattori molekyyleihin (SMAPs) ja Greatwall kinaasi
inhibiittori 1 (GKI-1), sekéd kahdeksaan, anagrelidini, tretinoiini, tacrolimus, abirateroni,
lenalidomidi, dasatinibi, selumetinibi ja XAV-939, muuhun l4ddkeaineeseen.

Tehdyissd  tutkimuksissa todettiin  ARPP19  vaikuttavan =~ AML-solulinjojen
elinkykyisyyteen. Kun ARPP19 toimintaa tarkasteltiin proteiinitasolla, havaittiin
ARPP19 vaikuttavan c-MYC:n, CIP2A:n ja Greatwall-kinaasin toimintaan, miki
pystyttiin ndkemain sekd ARPP19 akuutisti, ettd pitkdaikaisesti poistetuista solulinjoista.
Lisdksi joissakin tapauksissa ARPP19 havaittiin vaikuttavan Cdk1-kinaasin toimintaan.
ARPP19 proteiinin toiminnan merkitystdi AML-soluissa pystyttiin lopulta tarkentamaan,
kun  ARPP19  ilmentymistason  osoitettiin ~ vaikuttavan =~ AML:n  solujen
ladkeainevasteeseen dasatinibid kohtaan. Solulinjat, joiden ARPP19-proteiinitason
ilmentyminen oli korkea, olivat vastustuskykyisid annettavalle lddkeaineelle.

Asiasanat: ARPP19, AML, relapsi, PP2A ja mitoosi
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I KIRJALLISUUSKATSAUS

1 SYOVAN SYNTY
Syopd on heterogeenisten sairauksien joukko, joiden luonne ja ilmentyminen voivat

poiketa toisistaan merkittévisti. Se saa alkunsa, kun elimiston solut alkavat jakautumaan
hallitsemattomasti muodostaen kasvaimia, jotka voivat olla hyvénlaatuisia tai
pahanlaatuisia (maligneja). Pahanlaatuiset kasvaimet jatkavat kasvuaan, ja voivat leviti
paikallisen kasvaimen lisdksi etdpesidkkeind (metastaaseina) ympardivdan kudokseen ja

muihin elimiin veri- tai imusuonien kautta. (WHO 2019.)

Sy6pasolujen hallitsematon kasvu saa yleensi alkunsa, kun onkogeeneissé, jotka ohjaavat
solujen normaalia kasvua tai kasvunrajoitegeeneissd (tuumorisuppressorigeeneissd),
jotka hidastavat epdnormaalia solujen kasvua, tapahtuu DNA:n sekvenssiin tai DNA:n
epigeneettiseen sidtelyyn kohdistuvia muutoksia (Golemis ja muut 2018). Muutoksia vie
eteenpdin solunsisdisten tekijoiden, kuten DNA:n virheellisen replikoitumisen ja DNA:n
korjaussysteemien virheellisen toiminnan, lisiksi solun ulkoiset (karsinogeeniset) tekijat,
kuten siteily, tupakan sisdltimat haitalliset aineet, kuten nikotiinin johdokset, kemialliset
yhdisteet, kuten bentseeni, fenoli ja asbesti (Greinert ja muut 2015; Huang ja Chen 2011;
Andreotti 2017). Liséksi tiedetddn joidenkin mikrobien, kuten kohdunkaulan syovéssi
papilloomaviruksen ja mahalaukun sydvéssd helikobakteerin, lisddvdn syopddn

sairastumisen riskid (Li ja Xu 2017; Noto ja Peek 2017).

Onkogeeneissi tai kasvunrajoitegeeneissd tapahtuneiden muutosten liséksi syopéasoluissa
tapahtuu tdydentévid syopdd ajavia muutoksia, mink4 johdosta solut poistuvat normaalin
kasvun sddtelyn, ohjelmoidun solukuoleman ja immuunipuolustusjarjestelmén valvonnan
piiristd (Golemis ja muut 2018). Lisdksi pahanlaatuiset kasvaimet lisdavit kasvuaan
muokkaamalla uudelleen mikroympéristddin saamalla esimerkiksi elimiston lisddméén

kasvaimen ympéristoon uusia verisuonia (Zuazo-Gaztelu 2018).

1.1 Verisyopa
Verisyopa eli leukemia on verisolujen sydpésairaus, jossa ei muodostu kiintedé kasvainta.

Leukemiassa pahanlaatuiseksi ~muuntuneet verisolujen esiasteet jakautuvat

hallitsemattomasti luuytimessd, mistd ne voivat kulkeutua myds verenkiertoon ja sen

4



kautta muihin elimiin, kuten imusolmukkeisiin ja pernaan. Lopulta syodpésolut
syrjayttavit luuytimessd ja verenkierrossa normaalit verisolut, estien normaaleja
elintoimintoja, mikd lopulta johtaa verenvuotoon, anemiaan ja toistuviin

tartuntatauteihin. (Siegel ja muut 2016.)

1.1.1 Hematopoieesi
Leukemia saa alkunsa, kun normaali hematopoieesi hdiriintyy ja hematopoieettiset

esiastesolut eivét erilaistu kunnolla verisoluiksi (Siegel ja muut 2016). Hematopoieesissi
kaikki verisolut kehittyvdt pluripotenttisista hematopoieettisistd kantasoluista (engl.
hematopoietic stem cells, HSCs) epdsymmetrisessd solujakautumisessa, mitd tapahtuu
aikuisilla ainoastaan tietyilld luuytimen alueilla, paédkallossa, selkdnikamassa, lantiossa ja
rintalastassa. Hematopoieettiset esiastesolut erilaistuvat hormonien ja sytokiinien
ohjauksessa joko myelooisen linjan soluiksi, granulosyyteiksi, makrofaageiksi,
punasoluiksi tai verihiutaleiksi tai lymfoidisen linjan soluiksi, T- tai B-soluiksi (kuva 1).

(Hoftbrand & Moss 2015.)

1.2 Verisyovin luokittelu
Leukemia voidaan jakaa kahteen ryhméén, akuuttiin ja krooniseen, sen perusteella,

kuinka nopeasti sairaus kehittyy. Akuutit leukemiat etenevét nopeasti, miki on seurausta
siitd, ettd ne kehittyvit yleensd kypsymaéttomistd varhaisenvaiheen esiastesoluista, jotka
eiviat kykene suorittamaan normaaleja verisolujen toimintoja. Tdmén vuoksi akuutti
leukemia voi hoitamattomana johtaa kuolemaan muutamassa viikossa. Krooninen
leukemia sen sijaan etenee huomattavasti paljon hitaammin. Krooninen leukemia saa
alkunsa yleensd kehittyneemmistad verisoluista, jotka kykenevit edelleen suorittamaan

verisolujen normaaleja toimintoja. (Zhao ja muut 2018.)

Lisdksi leukemia voidaan erottaa kahteen ryhméddn, myelooiseen ja lymfaattiseen, sen
perusteella kummasta solunkehityksen linjasta syopdsolun kehitys on ldht6isin. Néin
leukemia voidaan jakaa karkeasti neljddn péédluokkaan, akuuttiin myelooiseen
leukemiaan (engl. acute myeloid leukemia, AML), krooniseen myelooiseen leukemiaan
(engl. chronic myeloid leukemia, CML), akuuttiin lymfaattiseen leukemiaan (engl. acute

lymphoblastic leukemia, ALL) ja krooniseen lymfaattiseen leukemiaan (engl. chronic



lymphoblastic leukemia, CLL) (kuva 1). Ndiden kahden jaottelutyypin lisdksi leukemiat

voidaan erottaa esimerkiksi lasten ja aikuisten leukemioiksi. (Zhao ja muut 2018.)

HSC (hematopoieettinen kantasolu)

myelooinen / \ Lymfoidinen
esiastesolu esiastesolu
AML; CML
Punasolun /
Verihiutaleen Myeloblasti

esiastesolu esiastesolu

@ . <|.> B-solut / \:uut
® .-.-l_ [ l | [ 1 ()/ /L\
Punasolut  yerihiutaleet G U @ . @ @

Monosyytit Eosinofiilit
Neutrofiilit Basofiilit
Kuva 1. Verisolujen kehittyminen hematopoieesissd. Hematopoieettiset esiastesolut
voivat erilaistua joko myelooisen tai lymfoidisen linjan soluiksi. Leukemian pdityypit
voidaan erottaa ndiden kehityslinjojen mukaisesti myelooiseen tai lymfaattiseen
leukemiaan. (Kuusanmaiki 2018.)

l'I'l"--

Sytotoksiset
T-solut (CD8+)

1.2.1 AML:n alaluokat
AML voidaan edelleen jakaa kahdeksaan alaluokkaan, M0-M7, sen perusteella, mista

esiastevaiheen solusta leukemia on saanut alkunsa (kuva 2). Ranskalais-amerikkalais-
englantilaisessa (engl. French-American-British, FAB) -luokitusjérjestelméssd MO- ja
M1-alaluokkaan kuuluvat syOpdsolut ovat kehittyneet hyvin varhaisen vaiheen
myelooisen linjan esiastesoluista. M4- ja M5-alaluokkaan kuuluvat ovat kehittyneet
myelomonosyyteistd tai monosyyteistd. M6-alaluokkaan kuuluvat leukemiasolut ovat
saaneet alkunsa kypsyméttomistd punasolujen esiastesoluista ja M?7-alaluokan
leukemiasolut  verihiutaleiden esiastesoluista, megakaryoblasteista. =~ Maailman
terveysjarjeston (engl. world health organization, WHO) luoma luokittelujirjestelméa
tdydentdd FAB-luokitusjarjestelmid ottamalla huomioon merkittdvimpid AML:ssé

esiintyvid sytogeneettisid poikkeavuuksia ja mutaatioita. (Arber ja muut 2016; Bennett ja



muut 1991.) Kumpaakin luokitusjirjestelmédd péivitetddn ja tarkennetaan uusien

tutkimustulosten pohjalta sdénnollisin viliajoin.

FAB-luokitusjirjestelma

WHO:n luokitusjirjestelma

Luckka |Alaluokan nimi |Inver5io ja/ftai translokaatio| Geeni
Erilaistumaton myeloblastinen
MO leukemia AML:ss3 toistuvasti esiintyvit geneettiset poikkeavuudet
myeloblastinen leukemia
M1 kypsymattdmilla verisoluilla AML t(8;21)(g22;922.1) RUNX1-RUNX1T1
M2 myt_alobl_astlnen leukemia kypsilla AML inv(16)(p13.1g22) tai CBEB-MYH11
verisoluilla t(16;16)(p13.1;22)
M3 promyelosyyttinen leukemia (APL|APL t(15;17) PML-RARA
M4 myelomonosyyttinen leukemia  |AML 1(9;11){p21.2;q23.3) MLLT3-KMT2A
myelosyyttinen leukemia
M4 eos |eosinophilian kanssa AML t(6;9)(p23;q34.1) DEK-NUP214
i i inv(3){g21.3;926.2) tai
M5 monosyytti leukemia ANL GATAZ, MECOM
t(3;3}(g21.3;926.2)
MB erytroidinen leukemia AMLFmegakarvo— t(1;22)(p13.3;g913.3) RBM15-MKL1
plastinen)
M7 megakaryoblastinen leukemia ANML mutatoitunut NPAM1
Bialleelliset mutaatiot
AML CEBPA

Myelodysplasiaan liittyvit muutokset

Terapiaan liittyvdt myeloidit neoplasmat

Myelooinen sarkooma

Myelooinen kehittyminen, joka liittyy Downin syndroomaan

Blastisten plasmasytoosi dendriittisten solujen neoplasma

Ambiguous linjan

akuutti leukemia

Akuutti erilaistumaton leukemia

Sekoittunut
fenotyyppi t(9;22){g34.1;q11.2) BCR-ABL1
{MPAL)
KMT2ZA
MPAL t(v;11g23.3) uudelleenjarjestaytyny

MPAL, B/ myelooinen, NOS

MPAL, T/myelooinen, NOS

Kuva 2. AML jaetaan alaluokkiin A) FAB-luokitusjdrjestelmdn ja B) WHO:n
luokitusjarjestelman avulla (Arber ja muut 2016).



2 AKUUTTI MYELOOINEN LEUKEMIA

On arvioitu, ettd vuonna 2019 Yhdysvalloissa ilmenee noin 21 000 uutta AML-tapausta,
mika on 1,2 % kaikista ilmentyneistd syovistd. Lisdksi arvellaan noin 11 000 henkilén
menehtyvin tautiin, mikd on 1,8 % kaikista syOpddn menehtyneistd. Yhdysvalloissa
aikuisten AML-diagnoosin saaneista viiden vuoden (engl. overall survival, OS) jilkeen
vain 28 % on elossa (SEER 18 2009-2015), kun lapsilla vastaava luku on 76 % (Rasche
ja muut 2018). Kehitystd OS:n suhteen on kuitenkin tapahtunut, silli vuodesta 1975
lahtien viiden vuoden OS on saatu nousemaan alle 10 %:sta yli 25 %:iin vuoteen 2011

mennessa (kuva 3) (SEER 9 1975-2011). (SEER Statistics 2019.)

A B
40
£ 40 -
= as et 35
g = 29.5%
g 30 = % 27.7%
. 25.1%
= 25 22.7% 8 2
& € 2
w 20 =
16.8% =
g .- . T 15 15.2% 14.2%
2 19 no% o
E 9.1% A ST
10 = .
g o 5I% 5.3y T 6.3%
= 5| 45% — 2 5| gy 25% 27% .
= S ol em NN N
P 0700 2034 3544 4554 5564 6574 7584 84 <20 20-34 3544 4554 5564 6574 7584 84
5 Ika
C Iki
35
30
X
"G_J 23
w
=
é 15
=10
=
R s
0
1975 1980 1985 1980 1995 2000 2005 2010 2016
Vuosi

viiden vuoden selviytymisaste

Kuva 3. AML:n statistisia tietoja. A) Eri ikdluokissa esiintyvien uusien AML-tapausten
méédrd prosentteina. B) Eri ikdluokissa menehtyneiden AML-tapausten maard

prosentteina. C) Viiden vuoden selviytymisasteen kehitys vuodesta 1975 vuoteen 2011.
(SEER Statistics 2019.)

AML on vanhempien ihmisten sairaus, mikd diagnosoidaan useimmin 65-74 -vuotiailla
(SEER 21 2012-2016). Kuolleisuus on myos suurinta yli 65 vuotta tiyttineilld potilailla
(kuva 3) (SEER 21 2012-2016), miké johtuu siit4, ettei vanhemmat potilaat usein sovellu
intensiiviseen kemoterapiaan. (SEER Statistics 2019.) Vanhempia potilaita hoidetaankin
hypometyloivilla aineilla, mitkd eivdt yleensd johda parantumiseen, ja vain 5-15 %

potilaista, jotka ovat yli 60-vuotiaita, parantuvat (Rowe ja Tallman 2010).



Potilaista, jotka ovat alle 60 vuotiaita, 85 % saavuttaa taudinelpymisvaiheen eli remission.
Kuitenkin néisti potilaista vain 35-40 % parantuu tiysin, ja muilla potilailla tauti uusiutuu
eli relapoituu 18 kuukauden sisélli (Petersdorf ja muut 2013). Allogeenisen
kantasolusiirron avulla tillaisten potilaiden pitkdaikaisempaa selviytymistd voidaan
lisatd. Kuitenkin potilaista, jotka hoidetaan allogeenisella kantasolusiirrolla, 50 %:1la tauti
uusiutuu. Jos potilaan tauti uusiutuu allogeenisen kantasolusiirron jilkeen, on potilaan
ennuste erittdin huono, ja kahden vuoden jilkeen elossa on 20 %. (Rautenberg ja muut
2019.) Todellinen timénhetkinen hoidollinen haaste AML:n taudinkuvassa onkin taudin

uusiutuminen standardihoitojen jalkeen.

2.1 AML tindin
Potilaan merkittdvin selviytymisennusteeseen vaikuttava tekijd on kasvanut ikd. Ikd

vaikuttaa potilaan yleiseen terveydentilaan ja sairauksien yhteisesiintymiseen, siten
heikentden potilaan kestokykyé hoitoa kohtaan. Ik ei kuitenkaan saa olla hoitoa pois
sulkeva tekijd, silld potilaan ennusteeseen vaikuttavat myos muut tekijdt. Potilaan
selviytymisennusteeseen vaikuttaa esimerkiksi merkittdvisti myods aikaisemmin
sairastettu myelodysplastinen oireyhtymé (engl. myelodysplastic syndrome, MDS) ja
krooninen myelomonosyyttinen leukemia sekd, myeloproliferoiva neoplasma (engl.
myeloproliferative neoplasm, MPN) ja de novo AML. Lisdksi aikaisemmin saatu
sytotoksinen hoito ja potilaan sairastama jadnndstauti (engl. minimal residual disease,
MRD) lisdédvit hoitoon liittyvdd resistenssid ja kuolleisuutta. (Déhner ja muut 2017;

Déhner ja muut 2010.)

Toinen merkittiva potilaan selviytymisennusteeseen vaikuttava tekiji on AML-kloonissa
esiintyvé geneettinen poikkeavuus, mika selittdd kaksikolmasosaa potilaalle annettavasta
ennusteesta (Dohner ja muut 2017). AML-sairauteen vaikuttavat ennustavat tekijét
voidaankin jakaa kahteen ryhmédn. Ensimmadiseen ryhmédin kuuluvat sellaiset
ominaisuudet, mitka liittyvit potilaan ominaisuuksiin, kuten potilaan yleiseen terveyden
tilaan ja aikaisemmin sairastettuihin tauteihin. Toiseen ryhmédn kuuluvat sellaiset
ominaisuudet, mitkd liittyvit AML-kloonin ominaisuuksiin ja molekulaariseen
genetitkkaan. Ensimmaéiseen ryhmédn kuuluvat tekijit ennustavat yleensd hoitoon

liittyvdd kuolleisuutta (engl. treatment-related mortality, TRM), kun taas toiseen
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ryhmédén kuuluvat tekijit, ennustavat yleensd AML-taudin resistanssia perinteistd hoitoa

kohtaan. (Déhner ja muut 2010.)

2.1.1 Riskiluokitusjirjestelméa
Potilaan selviytymisennusteeseen vaikuttavista AML-kloonissa esiintyvistd geneettisistd

poikkeavuuksista on luotu geneettinen riskiluokitusjirjestelmd, mikd on jaettu kolmeen
ryhmiin, pienen riskin, keskiriskin ja suuren riskin (kuva 4) (Déhner ja muut 2017).
Riskiluokitusjérjestelmédssd on pyritty ottamaan huomioon eri tekijoiden asiayhteys
riippuvaisuus, silld lopullinen ennuste muodostuu tietyn poikkeavuuden ja toisen
poikkeavuuden tai vaikuttavan tekijén ldsnd- tai poissaolosta (Papaemmanuil ja muut
2016). Yksinkertainen esimerkki téllaisesta ennusteeseen vaikuttavasta asiayhteydesti
liittyy geenien viliseen vuorovaikutukseen, jossa hyvédn ennusteen saavassa tilanteessa
potilaalla ilmenee NPM-mutaatio ilman FLT3-ITD -mutaatiota (ryhmé I) ja huonon
ennusteen saavassa tilanteessa, missd potilaalla ilmenee sekd ASXLI- etti RUNXI-

mutaatio (ryhmaé III) (Déhner ja muut 2017).

Pieni riski (ryhma 1)

Karyotyyppipoikkeavuudet limentyvit mutaatiot
1(8;21)(g22:22.1) [RUNX1-RUNX1T1] NPM1 ilman FLT3-IDT
invl6(pl3.1022)/t(16;16)(p13.1;q22) [CBFB-MYH11] Kaksoismutatoitunut CEBPA ilman FLT3-1DT

Keskiriski (ryhma 11)

Karyotyyppipoikkeavuudet limentyvit mutaatiot
1(9;11){p21.3;q23.3)[MLLT3-KTM2A] Korkean alleelikuorman FLT3-IDT ja NPMI
Muut ryhmaan | ja Il kuulumattomat poikkeavuudet Matalan alleelikuorman FLT3-IDT ilman NPMI

Mormaali karyotyyppi ilman FLT3-10T ja NPMI

Suuri riski (ryhma 111)

Karyotyyppipoikkeavuudet limentyvit mutaatiot

1(6;9)(p23;q34.1)[DEK-NUP214] Korkean alleelikuorman FLT3-1DT ilman NPMI
t(v;1123.3) [KMT2A lukuunottamatta muutosta t(9;11)] RUNX1 (ei pienen riskin muutoksiin yhdistettyna)

1(9;22){g34.1;q11.2)[BCR-ABL1] ASXL1 {ei pienen riskin muutoksiin yhdistettyna)

inv(3){g21.3;026.2)/t(3;3)(q21.3;q26.2)[GATAZ, EVI1] | TP53 (kompleksisen tai monosomaalisen karyotyypin kanssa)
i-5, 5q-, -7, -17/poikkeava 17p
Samaan aikaan kolme tai useampi poikkeavuus
monosomaalinen karyotyyppi
Kuva 4. AML:n geneettisessd riskiluokituksessa otetaan huomioon sekd ilmentyvit
karyotyyppipoikkeavuudet  ettd  esiintyvdt —mutaatiot (Kyt6ld ja  Suomen
Hematologiayhdistys 2018).
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2.1.2 Diagnostiikka
AML:n diagnostiikassa tehtdvien tutkimusten avulla pyritddn selvittiméén potilaan

AML-kloonin ilmiasu, karyotyyppipoikkeavuudet ja kloonissa ilmentyvdt mutaatiot.
Lisédksi pyritdén tunnistamaan jddnndstautia ennustavat markkerit. Ndiden tutkimusten
avulla potilaan sairaus luokitellaan ja asetetaan geneettisen riskiluokitusjirjestelmén

riskiryhméén. (Arber ja muut 2016.)

AML diagnosoidaan ensisijaisesti veri- ja luuydinaspiraationdytteistd. Ensimmadisena
diagnoosissa ldhdetddn tutkimaan verenkuvaa, minkd tarkoituksena on saada
ensimmdinen vihje leukemiasta. Leukemiaa aletaan epdilemdidn, kun verindytteesti
pystytddn laskemaan véhintddn 200 valkosolua ja luuydinaspiraationdytteestd 500
tumallista solua. Niiden lisdksi veressd ilmentyvien kypsyméttomien verisolujen maara
tulee olla yli 20 %. Jos verenkuva antaa viitettd leukemiasta, 1dhdetddn selvittdmién,
mistd verisolusta sairaus on saanut alkunsa. Solut tunnistetaan immunohistokemiallisessa
ja virtaussytometrisessd tutkimuksessa, missd markkereiden avulla leukemiasolujen

pinnalla tai sytoplasmassa olevat antigeenit tunnistetaan (kuva 5). (Dohner 2017.)

AML:n diagnosointi markkerit
Esiastesolut CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-DR
Granulosyytti CDB&S5, sytoplasminen MPO
Monosyytti CD14, CD36, CDB4
Megakaryosyytti [CD41, CD61
Punasolu CD235A, CD36

Kuva 5. AML:n immunohistokemiallisessa ja virtaussytometrisessd tutkimuksessa
kaytettdvid markkereita (Dohner 2017).

Kun AML-kloonin ilmiasu on saatu selville, ldhdetddn selvittiméddn verisolujen
kromosomeissa tapahtuneita muutoksia, muun muassa niiden lukumaéréé, kokoa, muotoa
ja uudelleenjirjestaytymisid. Sytogeneettisid muutoksia tarkastellaan mikroskoopin
avulla. Apuna voidaan kéyttdd myds fluoresenssi in situ —hybridisaatiota (engl.
Fluorescence in situ hybridization, FISH), milldi voidaan tunnistaa geenin
uudelleenjérjestaytymisid, kuten RUNXI-RUNXITI ja KMT2A tai kromosomipuutoksia,
kuten 5q ja 7q. (Dohner 2017.) Sytogeneettisten tutkimusten jilkeen selvitetidn AML-
kloonissa ilmentyvdt mutaatiot polymeraasiketjureaktion (engl. polymerase chain
reaction, PCR), Sanger sekvensoinnin ja/tai seuraavan sukupolven sekvensoinnin (engl.

next-generation sequencing, NGS) avulla (Shumilov ja muut 2018). Tutkimuksissa tulisi
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selvittdd ainakin NPM1-, CEBPA- ja RUNXI-mutaatiot, FLT3-mutaatiot ja mutaatiot
TP53- ja ASXLI-geeneissd (Dohner 2017).

Vaikka AML:n molekulaarista toimintaa on opittu ymmairtiméin viimeisten
vuosikymmenten aikana paljon, vield ei tidysin pystytd ennustamaan, koska potilaan
AML-sairaus uusiutuu. Tdmédn vuoksi tulisi 10ytdd ja kehittdd uusia AML:n
jaannostautimarkkereita, minkd avulla  voitaisiin  jo  potilaan  sairauden
diagnosointivaiheessa arvioida paremmin taudin uusiutumisen todennékoisyyttd. Uusien
jaénnostautia ennustavien markkereiden lisdksi tulisi kehittdd jidnnostautidiagnostiikassa
kaytettdvid teknologioita, joiden avulla voitaisiin havaita aikaisemmin taudin
eteneminen. Grimwade ja muut (2016) ehdottavatkin, ettd potilaan tdydellisen remission
diagnosoimiseksi kiytettdisiin nykyisten menetelmien lisdksi herkempid menetelmii,
kuten digitaalista polymeraasiketjureaktiota (engl. digital polymerase chain reaction,

dPCR), minkd avulla taudin uusiutumisen todenndkdisyys voitaisiin saada selville.

2.1.3 Hoitokeinot
Kun potilaan AML-sairaus on diagnoosin perusteella tunnistettu ja asetettu

riskiluokitusjirjestelmén riskiryhméin (katso sivu 10, 2.1.1 Riskiluokitusjérjestelma),
valitaan potilaalle AML:n standardihoidon mukainen hoitopolku (kuva 6), mitd
tarkennetaan sddnnollisin véliajoin tehtdvien tutkimusten avulla. AML:n standardihoito
jakautuu kahteen hoitomuotoon, intensiiviseen kemoterapiaan ja allogeeniseen
kantasolusiirtoon (engl. allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, HSCT)

(Dohner ja muut 2017).

RISKIRYHMA HOITOMUOTO

Pieni riski 'vhmi I) ———— Kemoterapia

Keski riski (rvhma II)
> Kemoterapia ————— HSCT
Suuri riski (rvhma I1I)

Relapoitunut/resistenttinen AML HSCT

Kuva 6. Potilaalle valitaan hoitopolku riskiluokitusjirjestelmén suositusten mukaisesti.

12



Kemoterapia voidaan jakaa induktio- ja konsolidaatiohoitoihin, mitkd valitaan potilaalle
ELN-riskiluokituksessa osoitettujen suositusten mukaisesti. Induktiohoidolla potilas
pyritddn saamaan tdydelliseen remissioon (engl. complete remission, CR) (luuytimessa
olevien kypsymittomien verisolujen médrd <5 %), mikd koostuu kolmen péivin
antrasykliini-hoidosta (idarubisiini tai daunorubisiini) ja seitsemén pdivdn sytarabiini-
hoidosta. (Déhner ja muut 2010; Déhner ja muut 2017.) Remissio saavutetaan noin 80
%:1la AML-potilaista, joista noin 25 %:a tarvitsee toisen induktiohoidon remissioon
padsemiseksi (Dombret ja Gardin 2016). Kun potilaat saavuttavat tdydellisen remission,
etenevit he konsolidaatiohoitoihin eli taudin elpymisvaiheen ylldpitohoitoihin (Déhner ja

muut 2015).

Allogeeninen kantasolusiirto on toinen AML:n hoidossa kéytettivd intensiivinen
hoitomuoto, mihin potilas siirtyy vasta, kun sairaus on saatu remissioon (Rautenberg ja
muut 2019). Jos potilaalle suunnitellaan allogeenista kantasolujen siirtoa, pyritddn
hoitoon  siirtymddn  mahdollisimman nopeasti jo  yhden tai  kahden
konsolidaatiohoitojakson jilkeen (D6hner ja muut 2017). Allogeenista kantasolusiirtoa
kaytetddn keskiriskin ja suuren riskin ryhméédn kuuluvien potilaiden standardihoitona
sekd pelastushoitona niille potilaille, joiden AML-sairaus on uusiutunut tai, joiden sairaus

on vastustuskykyinen annettavalle hoidolle (Rautenberg ja muut 2019).

Allogeeninen kantasolujen siirtohoito voidaan jakaa esihoitoon ja kantasolujen
siirtohoitoon. Esihoitona kiytetdin solunsalpaajia ja mahdollisesti sddehoitoa. Esihoidon
avulla pyritddn vdhentimdin potilaan tautimassaa ja lamaannuttamaan potilaan
immuunipuolustusjdrjestelmd. Tédmén jdlkeen voidaan verensiirron tapaan infusoida
luovuttajalta keritty kantasolusiirre potilaalle. Allogeeniseen kantasolujen siirtoon liittyy
kuitenkin riskejda. Koska potilaan immuunipuolustusjirjestelmd on lamaannutettu, on
potilaan infektioalttius suuri ennen kuin veriarvot korjaantuvat. Infektioalttiuden liséksi
hoidon aikana voi esiintyd vaikeita komplikaatioita, kuten kantasolusiirteestd aiheutuvat
kdanteishyljintdreaktiot ja siirron jdlkeen esiintyvédt virusinfektiot. Veritaudin

uusiutuminen on myds mahdollista. (Turun yliopistollinen keskussairaala 2019.)
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2.2 AML:n patogeneesi
AML on hyvin heterogeeninen sairaus, mikd on seurausta perimdssd tapahtuvista

sytogeneettisisti ja geneettisisti muutoksista. Nykyisin tunnetaan monia AML:ssd
vaikuttavia sytogeneettisid poikkeavuuksia, mitkd liittyvdt esimerkiksi kromosomin
alueiden kadntymiddn tai siirtymifn ja geenien mutaatioita, mitkd johtavat taudin
etenemiseen. Ndméd yleisimmit karyotyyppipoikkeavuudet ja geeneissd ilmentyvét
mutaatiot on jaettu eri luokkiin, mihin myés WHO:n AML:n luokittelujirjestelméa
perustuu (katso sivu 6, 1.2.1 AML:n alaluokat) (kuva 7). (Grimwade ja muut 2016.)
Lisdksi biologiset luokat voidaan jakaa ennustettavuudellisesti erilaisiin ryhmiin (katso

sivu 10, 2.1.1 Riskiluokitusjarjestelma).

ILMENTYVAT MUTAATIOT KARYOTYYPPIPOIKKEAVUUDET

Ei ajavia muutoksia 3 %
Fi lnokiteltu 5 %

IDH2 1%

1(15:17)(q22:q21) [PML-R4ARA] (APL)
13%

1(8:21)(q22:q22. DRUNXI-RUNXITT]
7%

mmmttunut kromatiinin
spliseosomi 13 % Pieni
W inv(16)(p13.1:q22) tai t(16;16)(p13.1;q22) riski

\ [CBFB-MTYHII] 5%

t(v;11g23.3) [Undelleen jarjestaytynyt AMT2A4]

Suuri | yaroitunt 7P53 4%
— [ 10% ) €(9:22)(q34.1:q11.2) [BCR-ABLI] 1% (MPAL) Sauti
1(6:9)(p23:q34.1) [DEK-NTUP214] 1 % riski
o O 5:11)(q35.2:p15.4) [NUP95-NSDI] 1 %
Pieni| kaksoisnmtatoimmat '\ (511035 2p15 4 [ 1] 1 %
riski CEBPA 4 % EV(3)(q21.3:26.2) tai 1(3:3)(q21.3:q26.2) [GATA2, MECOM] 1 %

\/ =

Kuva 7. AML:n taudinljli?::n;;mﬁii;immin esiintyvat karyotyyppipoikkeavuudet ja
mutaatiot (ikdvuoteen ~65 asti). Esiintyvdt muutokset voidaan jakaa erilaisiin taudin
ennusteluokkiin. (Shiba ja muut 2016; Grimwade ja muut 2016, muokattu.)

Tautia ilmentdvét yleensd sellaiset sytogeneettiset muutokset, mitkéd johtavat sellaisten
geenien mutaatioithin, mitkd koodaavat hematopoieesin transkriptiofaktoreita, kuten
RARA (APL), RUNXI ja CBFB, epigeneettisid sditelijoitd, kuten KTM2A4 ja NSDI tai
tuman huokosen komponentteja, kuten NUP214 ja NUP98. Nykyisin tunnetaan myos
sellaisia tautia ilmentdvid mutaatioita, kuten NPMI ja kaksoismutatoitunut CEBPA (engl.
biallelically mutated CEBPA, biCEBPA), mitké esiintyvit normaalin karyotyypin kanssa.
Naéiden lisdksi on tunnistettu monia muita geeneissd tapahtuneita muutoksia, mitkd on
yhdistetty sekd normaaliin ettd muuttuneeseen karyotyyppiin. Karkeasti jaoteltuna seka
karyotyyppipoikkeavuudet, ettd NPMI- ja biCEBPA-geeneissd tapahtuneet mutaatiot
selittivit molemmat yhden kolmasosan esiintyvistd sairauksista. Loppuosa selittyy

mutatoituneella 7P53:1la, mikd liittyy kompleksiseen karyotyyppiin, ja kromatiinin
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spliseosomin muodostumiseen osallistuvissa geeneissd tapahtuneilla mutaatioilla sekd

muilla tunnistamattomilla mutaatioilla. (Grimwade ja muut 2016.)

2.2.1 Klonaalinen evoluutio
AML:n heterogeenisyys ilmentyy myos yksilotasolla, mikd on seurausta potilaan AML-

kloonissa tapahtuvasta asteittaisesta evoluutiosta. Asteittaisessa evoluutiossa AML-
kloonin alulle saaneen muutoksen rinnalle ilmestyvit uudet muutokset kehittavét lopulta
esileukeemisesta solusta syopasolun. Syopésoluista muodostunut primaarisydpa koostuu
aina siten useammasta erilaisesta kloonista, esileukeemisesta hallitsevaan klooniin. Taméa
primédrisyovissé tapahtunut asteittainen evoluutio on mahdollista jiljittdd selvittdmalld
primaarisyoville alleeli muutoksen esiintyvyys —arvot (engl. variant allele frequency,
VAF), missd selvitetidn kunkin tarkasteltavan geenin alleelien ilmentyminen

primédrisyovin genomissa (kuva 8). (Grimwade ja muut 2016.)

PRE-LEUKEMIA KEHITTYVA LEUKEMIA LEUKEMIA DIGNOOSISSA Alleell muutoksen
esiintyvyys (VAF)
onmrsa™* NPMTc FLT3-ITD FLT3-ITD 0.3 (60%)
% a » * E * 8 NPM1c 0.45 (90%)
: ! pamrza™ 0.5 (100%)
mu
mut mut DNMT3A
. DNMTIA P . NPM1c
s FLT3-ITD
Pre-leukeeminen klooni Alullepanija klooni Hallitseva klooni

Kuva 8. AML-kloonin asteittainen kehittyminen esileukeemisesta solusta syopésoluksi.
Hypoteettisen AML-potilaan sairaus on saanut alkunsa DNMT3A4:n mutatoitumisesta,
minkd jdlkeen kloonissa on tapahtunut sekd NPMlIc- ettd FLT3-IDT —geenin
mutatoituminen. Lopulta ndissd geeneissd tapahtuneet mutaatiot ovat johtaneet taudin
kehittymiseen. (Grimwade ja muut 2016.)

2.2.2 Taudin uusiutuminen
AML-taudin uusiutuminen saa alkunsa primddrisyovdssd olevista kemoterapialle

resistenttisistd syOpdsoluista, mitkd alkavat jakautumaan ja muodostamaan uutta
kloonikantaa kemoterapian jidlkeen. Yhden nidkemyksen mukaan AML-solujen kyky
vastustaa kemoterapiaa on seurausta kemoterapian aikana AML-kloonissa tapahtuvasta
asteittaisesta evoluutiosta (kuva 9). Kuitenkin vallitsevan ajatuksen mukaan

primédrisyovissd esiintyy valmiiksi sellainen alaklooni, mikd siséltdd valtaosan niistéd
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mutaatioista, mitkd mahdollistavat kloonikannan selviytymisen kemoterapiasta. (Ding ja

muut 2012.) Tatd ajatusta tukee my0ds 10ydokset kantasolujen kaltaisista syOpésoluista.

Yhi enemmin on todisteita siitd, ettd kemoterapialle resistenttiset syopédsolut olisivat
kantasolujen kaltaisia. Téllaisten kantasolujen kaltaisten syOpdsolujen on havaittu
kantavan sellaisia yksittdisid geenimutaatioita, kuten DNMT3A4 ja ASXLI, mitka
mahdollistavat niiden selviytymisen kemoterapiasta. Kemoterapian jéilkeen néitd
mutaatioita ilmentédvilld syopésoluilla on kyky jakautua ja muodostaa uusi
syopédsolupopulaatio, miké johtaa AML:n taudin uusiutumiseen (kuva 9). (Grimwade ja

muut 2016.)

A) Primaari syovissi Esijntyvﬁt kloonit Panla 170 Ensimmdinen relapsi

-

W

AML1 / UPN933124

Solutyyppi Mutaatiot ] Relapsi rikastunut (kdooni 3) -, . = s
. Notmazhi . KR .mwe‘ﬁgﬂm i) _ ® Relapsi rikastumt (Klooni 4) JSatmmaﬂ?'arazset mmt HSC:ssa
® Primaari spesifinen (klooni 2) g Relapsi spesifinen (klooni 5) + Patogeeniset mutaatiot
B)
mut 2) mut 3) mut

1
)DNM T3A DNMT3A DNMT3A

o] (o

Relapsi

Pre-leukeeminen Leukemia Mm'.fo!nginen

evoluutio diagnoosissa remissio
Kuva 9. Kemoterapian aikana AML-kloonissa tapahtuva asteittainen evoluutio johtaa
taudin uusiutumiseen. A) Esimerkkitapauksen (UPN933124) AML-kloonissa tapahtunut
asteittainen evoluutio johti taudin alulle saaneen kloonin mutaatioiden, DNMT34, NPM1
ja FLT3, tdydentymiseen kemoterapian jilkeen uusilla mutaatioilla, E7V6 ja MYOI1S8B,
mikd johti uuden syOpdpopulaation muodostumiseen (Ding ja muut 2012). B)
Kantasolujen kaltaisissa syopdsoluissa esiintyvit tietyt mutaatiot, DNMT3A4 ja ASXLI,
mahdollistavat syopésolujen jakautumisen ja laajentumisen, minka aikana syopésoluissa
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alkaa esiintyd tdydentdvid mutaatioita NPMIc- ja FLT3-ITD-geeneissd. Kemoterapialla
kyetddn tuhoamaan tdydentdvid mutaatioita ilmentdvit syOpdsolut, muttei sellaisia
syOpésoluja, mitkd sisdltdvét syovian alkuun saaneita mutaatioita. Téllaiset syopésolut
jatkavat jakautumistaan ja laajentumistaan kemoterapian jdlkeen muodostaen uusia
AML-klooneja. (Grimwade ja muut 2016.)

2.2.3 ARPP19 ja leukemian kantasolut
Yha enemmaén on todisteita siitd, etti cAMP:n sdédtelemé fosfoproteiini 19 (engl. cAMP

regulated phosphoprotein 19, ARPP19) osallistuu kantasolujen kaltaisten solujen
toiminnan sdételyyn. Jo 1990-luvulla tehdysséd tutkimuksessa (Girault ja muut 1990)
todettiin ARPP19 osallistuvan sellaisten solujen toiminnan siitelyyn, mitkd eivit olleet
tdysin erilaistuneita tai olivat kasvun kehitys- ja jakautumisvaiheessa. Lisdksi
tutkimuksessa havaittiin ARPP19 ilmentyvén hyvin korkealla tasolla embryonaalisissa
kudoksissa, ja erilaistumisen edetessi ARPP19 tason laskevan progressiivisesti hyvin
matalalle  tasolle.  Tutkimuksessa  havaitut  tulokset  viittaavat =~ ARPP19

kantasoluluonteeseen.

Myohemmin ajatus sai vahvistusta, kun ARPP19 yhteys erilaistumattomien kantasolujen
kaltaisten solujen toimintaan pystyttiin todistamaan. Tutkimuksessa (Bruchova-Votavova
ja muut 2010) ARPP19 toiminnan alentuminen miR-451:n toimintaa lisddméilld johti
punasolujen kehittymiseen ja erilaistumiseen. Sittemmin on julkaistu kaksi artikkelia
(Eppert ja muut 2011; Vitali ja muut 2015), joissa todennettiin ARPP19 ilmentyminen
hematopoieettisissd ja leukeemisissa kantasoluissa. Lisdksi 110-yksilon AML-kohortissa
tehdyssa tutkimuksessa todettiin ARPP19 olevan yksi niistd kolmesta geenistd, mikéa

ennustaa potilaan huonoa ennustetta (Eppert ja muut 2011).

Kuitenkaan ennen Mikeldn ja muiden (2019) tekeméd tutkimusta ei ollut todennettu
ARPP19 itsendistd, muista geeneistd riippumatonta, roolia AML:ssd. Tutkimuksessa
tunnistettiin -~ ARPP19  korkeasti  ilmentdvien = AML-solujen olevan FAB-
luokitusjarjestelmdn M1-alatyypin soluja, jotka ovat kehittyneet hyvin varhaisen vaiheen
myelooisen linjan esiastesoluista. Tdmén lisdksi tutkimuksessa havaittiin  ARPP19
mRNA:n ilmentymisen tason ennustavan, tuleeko potilaan tauti uusiutumaan perinteisen

ladkehoidon jdlkeen. Heiddn tutkimuksessaan esitettiin ajatus, ettd korkea APRR19
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ilmentyminen  diagnoosivaitheen = AML-soluissa  viittaa  terapialle  resistentin

kantasolupopulaation olemassa oloon. (Mékeld ja muut 2019.)

2.3 Lasten ja aikuisten AML
Viimeisten neljan vuosikymmenen aikana on opittu ymmairtimain enemmin AML:n

geneettisid  syitd, mikd on johtanut siihen, ettd lasten ja aikuisten
selviytymismahdollisuudet taudista ovat paremmat (Grimwade ja Mrozek 2011). Lasten
ja aikuisten AML tulisi kuitenkin hoitaa kohdennetusti, koska eri-ikdisten potilaiden
AML-sairaudet eroavat toisistaan merkittavisti, esimerkiksi mutatoituneiden geenien ja

rakenteellisten muutosten osalta (Bolouri ja muut 2018).

Aikaisemmin on ajateltu sytogeneettisten poikkeavuuksien olevan yksi merkittavimmisti
ennustetekijoistd sekd lasten ettd aikuisten AML:ssd (Grimwade ja muut 2010). Ne ovat
kuitenkin paljon yleisempid lasten kuin aikuisten AML:ssd (Bolouri ja muut 2018).
Lasten ja nuorten AML:ssd sytogeneettiset poikkeavuudet johtuvat useimmiten
kromosomien fuusiogeenien siirtymistd tai kdéntymistd, mika ei ole asianlaita aikuisten
sairauksissa (Ostronoff ja muut 2014). Kuvassa 10 on havainnollistettu lasten ja aikuisten

AML:n eroavaisuuksia.
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Kuva 10. Lasten ja aikuisten AML:n eroavaisuudet. A) Idstd riippuvaisten mutaatioiden
vaihtelut AML:ssd. FLT3-mutaatiot on jaoteltu kolmeen kategoriaan: ITD (FL73.ITD),
aktivointi silmukka (FLT3.C) ja lapsuusspesifiset muutokset (/L 73.N). Lisdksi kohdassa
on osoitettu geenien, KRAS ja NPMI, mutaatioiden merkittivyys eri ikdryhmissd. B)
Vallitsevien mutaatioiden riippuvaisuus potilaan idstd. Ylemmaissd osiossa osoitetaan
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lasten ja aikuisten AML:n aiheutuvan vihéisestd midrdstd mutaatiota. Alemmasta osiosta
havaitaan, ettd lasten AML siséltdd enemmédn sytogeneettisid poikkeavuuksia kuin
aikuisten AML (véritunnukset 16ytyvit kohdan B alaosasta). (Bolouri ja muut 2018.)

AML:ssd tapahtuu verrattain vdhdan mutaatioita muihin syopiin ndhden (Bolouri ja muut
2018). On arvioitu, ettd AML-potilaat kantavat keskivertoisesti 13 mutaatiota, mikd on
vihemmén kuin useimmissa muissa aikuisten sydvissd (Vogelstein ja muut 2013).
Kuitenkin on tunnistettu sellaisia geeneissd tapahtuneita muutoksia, jotka ovat
merkittivissd asemassa AML:n kehityksessd, kuten lasten ja nuorten aikuisten taudeissa
MBNLI-, ZEB2- ja ELF1-geeneissi ja aikuisten taudeissa DNMT3A4- ja TP53-geeneissd
tapahtuneet mutaatiot (Bolouri ja muut 2018). Lisdksi genomilaajuisten tutkimusten
ansiosta tunnetaan nykyisin sellaisia mutaatioita, jotka seki aikuisilla, DNMT3A4 (Ley ja
muut 2010), ettd lapsilla, NUP98/NSD1 ja FLT3/ITD oleva yhteisilmeneminen (Ostronoff
ja muut 2014), vaikuttavat merkittdvisti potilaan ennusteeseen. Aikuisten sairauteen on
16ydetty uusia mahdollisia terapian kohteeksi sopivia mutaatioita genomin laajuisissa
tutkimuksissa (Cancer Genome Atlas Research Network 2013; Papaemmanuil ja muut
2016), mutta niiden merkittdvyys lasten taudissa on epidselvi, koska monet yleisimmaét
mutaatiot aikuisilla ovat merkityksettomampid lasten taudissa (Ho ja muut 2011). Téssd
Pro Gradu —tutkielmassa on keskitytty aikuisten AML:n sairauksien tutkimiseen ja

saatujen tulosten merkittavyyttd ei olla lasten taudeissa tarkastettu.
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3 PP2A ja ARPP19
Proteiinifosfataasi 2A (engl. protein phosphatase 2A, PP2A) on soluissa toimiva seriini-

/treoniinifosfataasi, mika osallistuu reversiibelin fosforylaation sdételyyn. Reversiibelissa
fosforylaatiossa kinaasit lisddvét adenosiinitrifosfaatilta saamansa fosfaattiryhmén
kohdeproteiinin seriini-, treoniini- tai tyrosiini-aminohappoon (Sharma 2014) ja
vastaavasti fosfataasit poistavat fosfaattiryhmidn kohdeproteiiniltaan (Hunter 2012).
PP2A suorittaa yhdessd proteiinifosfataasi 1:n kanssa yli 90 % soluissa tapahtuvasta
seriinin ja treoniinin defosforylaatiosta (Eichhorn ja muut 2009). PP2A osallistuukin
toiminnoillaan ~~ monien  reversiibelin fosforylaation  kautta sddadeltyjen
signaalinvilitysketjujen ilmentdmiseen osallistuen siten muun muassa jokaisen

solusyklin vaiheen sditelyyn (Wlodarchak ja Xing 2016).

ARPP19 on tunnistettu estdvin mitoosissa PP2A:n toimintaa (Gharbi-Ayachi ja muut
2010). ARPP19 on syklisen adenosiinimonofosfaatin (engl. cyclic adenosine
monophosphate, cAMP) séddtelema fosfoproteiini. Syklinen AMP toimii toisioldhettind
signaalinvélitysketjussa, missd solun ulkopuolinen signaalimolekyyli (esimerkiksi
adrenaliini) johtaa muun muassa proteiinikinaasi A:n aktivoitumiseen ja kohdeproteiinin
fosforyloitumiseen (Nelson ja Cox 2013). ARPP19 on tunnistettu proteiinikinaasi A:n
substraatiksi, ja sitd ilmenee eniten ihmisen aivoissa (NCBI 2019; Mochida ja muut 2010;
Dulubova ja muut 2001; Girault ja muut 1990). Hiirilla ja rotilla tehdyissd tutkimuksissa
on todettu ARPP19 toiminnan olevan aktiivisinta embryogeneesin alkuvaiheessa, ja
laskevan solujen erilaistumisen edetessd (Hached ja muut 2019; Girault ja muut 1990).
PP2A:n ja ARPP19 toiminnan hiiriintymisen on todettu olevan osallisena sairauksien,
kuten syOvédn ja Alzheimerin taudin, muodostumisessa (Meeusen ja Janssens 2018;

Nicholls ja muut 2016; Jiang ja muut 2016; Song ja muut 2015; Kim ja muut 2001).

3.1 PP2A:n rakenne
PP2A:n rakenne koostuu kolmesta alayksikostd, mitkd muodostavat heterotrimeerisen

holoentsyymin (kuva 11). Holoentsyymin ydin rakentuu kahdesta alayksikosti,
rakenteellisesta 65 kDa:n kokoisesta A-alayksikostd (PP2Aa/PR65) ja katalyyttisestd 36
kDa:n kokoisesta C-alayksikostd (PP2Ac). Molemmat alayksikot ilmentdvat kahta
erilaista isoformimuotoa (PPP2R10/B ja PPP2Ca/p), mitka ovat
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aminohapposekvensseiltddn hyvin samankaltaisia A-alayksikoiden ollessa 87 %:sesti ja

C-alayksikoiden ollessa 97 %:sesti samankaltaisia. (Kiely & Kiely 2015.)

Toiminnallinen holoentsyymi muodostuu, kun entsyymin ytimeen sitoutuu PP2A:n
toimintaa sddtelevd B-alayksikko. B-alayksikoistd ilmentyy useita rakenteeltaan erilaisia
alayksikoitd, miké on seurausta alayksikditd ilmentévistd viidestétoista geenisti ja niiden
ilmentymisen yhteydessd tapahtuvasta vaihtoehtoisesta silmukoinnista. B-alayksikot
jaetaan neljddn erilaiseen perheeseen, B (B55/PR55/PPP2R2), B’ (B56/PR61/PPP2RS),
B"” (B72/PR72/PPP2R3) ja B (Striatiinit) (kuva 11). (Kiely & Kiely 2015.)

PP2A:n alayksikot
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Kuva 11. Heterotrimeerinen PP2A-holoentsyymi rakentuu kolmesta, A, C ja B,
alayksikostd. PP2A:n toimintaa voidaan sdddelld post-translationaalisten muutosten ja
endogeenisten inhibiittorien avulla (katso sivu 22, 3.2 PP2 A:n toiminnan séddtely). (Kauko
2017.)
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3.1.1 PP2A-BSS ilmentyminen
PP2A:n B-alayksikdiden ilmentyminen on soluelin ja kudostyyppi riippuvaista, mika

osaltaan vaikuttaa PP2A:n substraatin spesifisyyteen ja sen toimintaan kudoksissa. Jopa
B-alayksikoiden perheen sisdlle kuuluvien alayksikdiden ilmentyminen erilaisissa
kudoksissa ja elimissd on yleistd. B-perheeseen kuuluvia B55a- ja B556-alayksikoitd
ilmennetiin solujen sytoplasmassa ja useissa erilaisissa kudoksissa, kun taas B55f3- ja
B55y-alayksikditd ilmennetiddn voimakkaasti vain aivoissa. (Kiely & Kiely 2015.) B55p-
alayksikoistd P1:std ilmennetdén péddasiassa solujen solulimassa, kun taas [2:sta

ilmennetidin mitokondrioissa (Kiely & Kiely 2015; Dagda ja muut 2003).

3.2 PP2A:n toiminnan siitely
PP2A:n toimintaan vaikuttavien B-alayksikdiden ilmentyminen erilaisissa kudoksissa ja

soluelimissd jo itsessddn sdidtelee PP2A:n toimintaa. Kuitenkin PP2A:n toimintaa
ohjataan myos toisten proteiinien toimesta, mitkd vaikuttavat PP2A:n toimintaan
aiheuttamalla sen alayksikdihin post-translationaalisia muutoksia tai vuorovaikuttamalla

holoentsyymin rakenteen kanssa.

3.2.1 Post-translationaaliset muutokset
Post-translationaaliset muutokset ovat proteiinin rakenteeseen translaation jilkeen

tuotettavia muutoksia, mitkd johtavat proteiinin kolmiulotteisen rakenteen muuttumiseen.
Post-translationaalisilla muutoksilla vaikutetaan PP2A:n toiminnan aktiivisuuteen
kohdistamalla muutokset useimmin entsyymin C-alayksikkoon, mikd vaikuttaa B-
alayksikon ja entsyymin ytimen viliseen vuorovaikutukseen (kuva 11, sivu 21).
Yleisimmin muutokset kohdistuvat C-alayksikon C-terminaaliseen hédntddn (304-309),
mika koostuu treoniinistd, proliinista, asparagiinihaposta, tyrosiinisti, fenyylialaniinista

ja leusiinista. (Sents 2013.)

C-terminaalisessa hédnndssd ilmentyvid post-translationaalisia kohtia on tunnistettu
kolme, mitkd ovat treoniini (304), tyrosiini (307) ja leusiini (309). Néistd kolmesta
aminohaposta treoniiniin kohdistuvalla fosforylaatiolla sdaddellddn mahdollisesti B55-
perheeseen kuuluvien alayksikdiden ja tyrosiiniin kohdistuvalla fosforylaatiolla

saddelldan mahdollisesti B56-perheeseen kuuluvien alayksikodiden sitoutumista PP2A-
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entsyymin ytimeen. Ndiden aminohappojen fosforyloituminen johtaa PP2A:n toiminnan
estymiseen, kun taas leusiinin metyloituminen johtaa PP2A:n toiminnan aktivoitumiseen.

(Sents 2013.)

Leusiinin reversiibelilld metylaatiolla vaikutetaan erityisesti PP2A-B55 -holoentsyymien
aktiivisuuteen. Reversiibeliin metylaatioon osallistuu kaksi entsyymid, leusiini-
karboksyyli-metyylitransferaasi (engl. leucine carboxyl methyltransferase, LCMT), mika
lisdd metyyliryhmaén leusiiniin, ja PP2A metyyliesteraasi 1 (engl. PP2A methyl esterase
1, PME-1), mikd vuorostaan poistaa metyyliryhmén leusiinista. Reversiibeli metylaatio
ei kuitenkaan ole mahdollista ennen kuin PP2A:n fosfataasi aktivaattori on lisdnnyt C-

alayksikon aktiivisuutta, mika osaltaan sddtelee PP2A:n aktiivisuutta. (Sents 2013.)

3.2.2 Endogeeniset inhibiittorit
PP2A:n toimintaa voidaan sdddelld my0s estimélld PP2A:n toimintaa erillisissd geeneissd

ilmennettyjen inhibiittoriproteiinien toimesta (kuva 11, sivu 21). Mukaan lukien ARPP-
19, tdhdn pdivddn mennessd on tunnistettu yhteensd neljitoista inhibiittoria, joista
tunnetuimpia ovat PP2A:n syOpddn johtavan inhibiittoriproteiinin (engl. cancerous
inhibitor of PP2A, CIP2A), SET ja PME-1 (taulukko 1). (Kauko ja muut 2018; Kauko
2017.) Inhibiittoriproteiinit estivdt PP2A:n toimintaa hyvin erilaisilla tavoilla, SET-
proteiini kiinnittymélld katalyyttiseen C-alayksikkoon ja CIP2A kiinnittymélld PP2A-
holoentsyymin B56-alayksikkdon (Kauko ja muut 2018) ja PME-1 demetyloimalla C-

alayksikkdod (katso sivu 22, 3.2.1 Post-translationaaliset muutokset).
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Taulukko 1. PP2A:n endogeeniset inhibiittorit (Kauko ja Westermarck 2018, muokattu)

Inhibiittori Inhibition tyyppi

SET/12PP2A Vuorovaikuttaa C-alayksikdn kanssa
ANP32A/11PP2A

ANP32E

PME-1 Demetyloi C-alayksikkad

Vuorovaikuttaa PP2A-B56 -
holoentsyymin kanssa

TIP/TIPREL Sitoutuu C-alayksikkdon
Vuorovaikuttaa PP2A-B55a/6 -
ARPP19 ja ARPP16 holoentsyymin kanssa, ARPPL6
vuorovaikuttaa myos B5658 kanssa
Vuorovaikuttaa PP2A-B55a/6 -
holoentsyymin kanssa
Vuorovaikuttaa PP2A-B56 -
holoentsyymin kanssa

TLX1 Vuorovaikuttaa C-alayksikdn kanssa
PPP1R17/G-substrate

CIP2A

EMSA

BOD1

Vuorovaikuttaa PP2A-B56 -

IER3

holoentsyymin kanssa

Vuorovaikuttaa SET:n kanssa johtaen
SETBPI I

PP2A:n inhibitioon

Vuorovaikuttaa SET:n kanssa johtaen
HNRNPAZEL

PP2A:n inhibitioon

3.2.3 ARPP19 toiminta mitoosissa
ARPP19 on erityisesti mitoosissa havaittu estivin PP2A:n toimintaa (Gharbi-Ayachi ja

muut 2010). Vaikka ARPP19 on tunnistettu proteiinikinaasi A:n substraatiksi, mitoosissa
ARPP19 toimintaa sditelee Greatwall-kinaasi. Mitoosissa greatwall-kinaasin toimintaa
lisad sykliini B riippuvainen kinaasi 1:n (engl. cyclin-dependent kinase 1 -cyclin B, Cdk1-
sykliini B). Aktivoituneena Greatwall-kinaasi kykenee fosforyloimaan ARPP19 seriini
62 —aminohapon, jolloin ARPP19 toiminta lisddntyy. Fosforyloituneena ARPP19
kykenee sitoutumaan PP2A-B550/06 -holoentsyymiin, mikd johtaa PP2A-B550/6:n

toiminnan estymiseen, ja mitoosin etenemiseen (kuva 12). (Gharbi-Ayachi ja muut 2010.)
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Kuva 12. PP2A:n toiminta mitoottisen tilan séételyssd. Solun eteneminen G2-vaiheesta
M-vaiheeseen edellyttdd Cdkl-sykliini B:n aktivoitumista ja PP2A:n toiminnan
estymistd. Cdkl-sykliini B:n fosforyloimien proteiinien, kuten Cdc25-fosfataasin ja
Greatwall-kinaasin, aktivoituminen ja toisaalta toisten proteiinien, kuten Weel/Myt-

kinaasien, toiminnan estyminen edistdd solun siirtymistd mitoosiin. Greatwall-kinaasin
fosforyloima ARPP19 estdd PP2A-B55a/0 toimintaa mitoosissa. (Song ja muut 2015.)

3.3 PP2A syovin synnyssi
PP2A:n toiminnan estyminen saa aikaan ihmisen solujen muuntumisen tumorigeenisiksi.

Tama voi olla seurausta joko PP2A:n geeneisséd tapahtuneista muutoksista, tai PP2A:n
toimintaa sddtelevien proteiinien toiminnan hiiridistd. (Kauko ja Westermarck 2018;
Meeusen ja Janssens 2018.) Yleisimmin PP2A:n toimintaa estdvit geenien mutaatiot
ilmentyvit Ao-alayksikkod koodaavassa geenissd, mikd estdd erityisesti PP2A-B5S -
holoentsyymien muodostumista. Geeneisséd ilmentyvien mutaatioiden lisdksi esimerkiksi
kromosomeissa tapahtuneet homo- tai heterotsygoottiset poistumat voivat johtaa PP2A:n
ilmentymisen vihenemiseen. Esimerkiksi AML:ssé heterotsygoottinen poistuma B55a-
alayksikkod koodaavassa geenissd estdd PP2A-B55a -holoentsyymin muodostumista, ja

siten PP2A-B55a:n toimintaa. (Meeusen ja Janssens 2018.)

Kuitenkin on havaittu, ettd monissa syovissd PP2A:n toiminnan estyminen on useimmin
seurausta PP2A:n toimintaa séddtelevien proteiinien toiminnan héiridistd (Kauko ja
Westermarck 2018). MyOds AML:ssd on havaittu PP2A:n endogeenisten inhibiittori
proteiinien, kuten CIP2A:n ja SET:n, toiminnan lisddntymisen johtavan PP2A:n
toiminnan vdhenemiseen (Lucas ja muut 2018; Pippa ja muut 2016). Lisdksi SET-
proteiiniin sitoutuvan SETBPI-proteiinin lisdéntyneen toiminnan on havaittu edistdvin

solujen lisdéntymisté ja kasvua (Lucas ja muut 2018). Ndiden endogeenisten inhibiittori
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proteiinien kasvaneen ilmentymisen on todettu vaikuttavan AML-taudin patogeneesiin ja

potilaan ennusteeseen (Lucas ja muut 2018; Pippa ja muut 2016).

3.3.1 ARPP19 ja syopa
ARPP19 on havaittu jo 1990-luvulla tehdysséd tutkimuksessa (Girault ja muut 1990)

ilmentyvén korkealla malignanttisissa solulinjoissa. Tutkimuksessa tarkasteltiin ARPP19
ja ARPP16 ilmentymisen eroja erilaisissa kudoksissa ja syopésolulinjoissa, mitk olivat
histiosyyttinen lymfooma (U937), hepatooma (Hep 3B), kohdunkaulan syopa (HeLa),
melanooma (Bowes) ja rintasyépd (MCF7). ARPP19 ilmentymisen ollessa kaikissa
syopésolulinjoissa samankaltainen kuin normaalissa kudoksessa tai suurempi, ARPP16
ilmentymistd syoOpdsoluissa ei kyetty havaitsemaan ollenkaan, mikd antaa viitteitad

ARPP19 osallisuudesta sydpasolujen toiminnassa. (Girault ja muut 1990.)

Myohemmin havaittiinkin korkean ARPP19 ilmentymistason lisddvin kiinteissd
syOvissd, kuten maksasyovissd ja glioomassa, syOpdsolujen elinkykyisyyttd, ja
glioomassa my6s metastoitumista (Jiang ja muut 2016; Song ja muut 2015). Glioomassa
sen korkea ilmentymistaso kyettiin liittdimddn lyhyempédin relapsi vapaaseen
selviytymiseen (engl. relapse-free survival, RFS) ja yleiseen selviytymiseen (Song ja

muut 2015).

ARPP19 on tunnistettu ilmentyvin my0s verisyOvissd esiintyvissd leukeemissa
kantasoluissa, miki on liitetty AML:ssé potilaan huonoon ennusteeseen (Eppert ja muut
2011). Kuitenkaan tdhdn pdivddn mennessd ei olla tutkittu, miten ARPP19 toimii
proteiinitasolla AML:ssd. Midkeldn ja muiden (2019) tekemissa tutkimuksessa havaittiin
ARPP19 mRNA:n ilmentymistason ennustavan AML-potilaan taudin uusiutumista, mika
toimi tdimén Pro Gradu —tutkielman innoittavana ldhteeni. Tédssd Pro Gradu —tutkielmassa

tarkastellaan ARPP19 proteiinitason toimintaa AML-solulinjoissa.

3.4 PP2A kohdennettu hoito
PP2A:n toiminnan estymisen on todistettu johtavan ihmisen solun muuntumiseen

tumorigeeniseksi. Taémén vuoksi yritetddn kehittdd sellaisia syovan hoitoon tarkoitettuja

ladkkeitd, mitkd johtavat PP2A:n toiminnan aktivoitumiseen. Talld hetkelld PP2A:n
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toimintaa voidaan lisdtd sellaisten lddkkeiden avulla, mitkd estavit PP2A:n endogeenisten
inhibiittori proteiinien toimintaa, ja sellaisten ladkkeiden avulla, mitkd aktivoivat suoraan
PP2A:n toimintaa tuottamalla PP2A:n rakenteeseen post-translationaalisia muutoksia

(Arriazu ja muut 2016; Kastrinsky ja muut 2015).

Monet niistd lddkkeistd, mitkd estdvat PP2A:n endogeenisten inhibiittori proteiinien
toimintaa, vaikuttavat SET:n toimintaan (Arriazu ja muut 2016). Yksi tutkituimmista
tallaisista ladkkeistdi on FTY720. AML:ssd FTY720:n on todettu lisddvin PP2A:n
aktiivisuutta estdmdlld SET-proteiinin toimintaa, mikd johtaa syOpésolujen kasvun
estymiseen ja apoptoosin ilmentymiseen. Kuitenkin FTY720 toimii ainoastaan soluissa,
missd SET-proteiinin ilmentyminen on korkea. (Vicente ja muut 2019.) Liséksi joidenkin
ladkeaineiden, kuten bortezomidin ja erlotinibin, on havaittu johtavan CIP2A:n toiminnan
alenemiseen ja PP2A:n toiminnan lisdéntymiseen. Kuitenkaan ei olla kyetty todentamaan,
ettd ndiden ladkeaineiden péddasiallinen toimintamekanismi perustuisi CIP2A:n toiminnan

muuttumiseen. (O'Connor ja muut 2018.)

Endogeenisten proteiinien toimintaa estdvien lddkkeiden rinnalle on kehitetty tdysin
uudella tavalla toimivia ladkeainemolekyylejd. Nditd molekyylejd kutsutaan PP2A:n
toimintaa lisddviksi pieniksi molekyyleiksi eli SMAPs:ksi (engl. small molecule
activators of PP24, SMAPs). Muista ldékeaineista poiketen SMAPs sitoutuu suoraan
PP2A:n A-alayksikkdon johtaen A-alayksikon kolmiulotteisen rakenteen muuttumiseen
ja PP2A-holoentsyymin toiminnan lisdéntymiseen. (Kastrinsky ja muut 2015.) SMAPs:n
on todettu muun muassa johtavan PP2A:n toiminnan lisddntymiseen tyrosiini kinaasien
inhibiittoreille resistentisissd keuhkosyovén soluissa, mikd johti sydpésolujen

apoptoosiin ja kasvaimen kasvun estymiseen (Tohmé ja muut 2019).
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IT KOKEELLINEN OSA

4 TYON TAVOITE JA TARKOITUS
Westermarckin ryhmén aikaisemmissa tutkimuksissa havaittiin, ettd diagnoosivaiheen

korkea ARPP19 ldhetti-RNA:n (engl. messenger ribonucleic acid, mRNA)
ilmentymistaso ennusti AML-potilaan taudin uusiutumista (Mékeld ja muut 2019).
Tutkimuksessa kéytettiin 80:std AML-potilaasta eristettyd diagnoosivaiheen RNA-
ndytettd. Téstd jatkona, Pro gradu -tutkielmassani pyrin selvittimidin ARPP19

molekyylitason toimintaa leukemiasoluissa proteiinitasolla.

Tutkielmani tarkoituksena oli tarkastella ARPP19 toimintaa AML-solulinjoissa
molekyylibiologisia soluviljelymenetelmid hyodyntamailld. Tutkimuksessa kéaytettiin
neljad keskenddn ilmiasun, erilaistumisasteen ja sytogenetiikan mukaan mahdollisimman
erilaista AML-solulinjaa, jotka olivat KG-1 (ACC-14), HL-60 (ACC-3), MOLM-14
(ACC-777) ja Kasumi-1 (ACC-220).

Tutkimuksessa ARPP19 ilmentyminen =AML-solulinjoissa estettiin  lentivirus
transduktoiduilla shRNA:lla sekd Nucleofector™ teknologian avulla siirrostetuilla
siRNA:lla. Western blottauksella todennettiin AML-solulinjojen ARPP19 hiljentyminen
ja sen vaikutukset muiden proteiinien ilmentymistasoihin. Tutkimuksessa hyddynnettiin
kaupallista ARPP19 tunnistavaa vasta-ainetta. Solulinjojen aineenvaihdunnallista
aktiivisuutta sekd AML-solulinjojen vastetta PP2A:n reaktivaattori molekyyleihin (engl.
small molecule activators of PP24, SMAP), Greatwall kinaasi inhibiittoriin (engl.
Greatwall kinase inhibitor 1, GKI-1) ja kahdeksaan muuhun ld4keaineeseen, anagrelidi,
tretinoiini, tacrolimus, abirateroni, lenalidomidi, dasatinibi, selumetinibi ja XAV-939,
seurattiin  luminesenssiin  perustuvalla CellTiter-Glo® -menetelmélld. Tulokset
analysoitiin Pro gradu -tutkielmassa kvalitatiivisesti ja kvantitatiivisesti yleisesti

hyvéksytyin kiytannoin.
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5.1 AML-solulinjojen soluviljely
Tutkimuksessa kdytettiin Leibniz-instituutin DSMZ mikro-organismi ja soluviljelmét —

kokoelman (Braunschweig, Saksa) neljda erilaista AML-solulinjaa, jotka olivat KG-1
(ACC-14), HL-60 (ACC-3), MOLM-14 (ACC-777) ja Kasumi-1 (ACC-220). KG-1 ja
HL-60 -solulinjoja kasvatettiin RPMI-1640 -mediumissa (R5886, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), johon lisdttiin 10 % kuumentamalla inaktivoitua naudan sikion
seerumia (FBS, Fetal Bovine Serum) (Gibco, Thermo Fisher Scientific), 50 yksikk6d/ml
penisiliinid (Sigma-Aldrich), 50 mg/ml streptomysiinid (Sigma-Aldrich) ja 2 mM L-
glutamiinia (Sigma-Aldrich). MOLM-14 ja Kasumi-1 -solulinjojen kasvatuksessa
kaytettiin edellisestd poiketen 20 % inaktivoitua FBS:4. Soluja viljeltiin + 37°C 5 % CO..

Solulinjat todettiin soluviljelyn alettua mykoplasmasta tartuntavapaiksi.

5.2 Proteiininaytteiden valmistus, SDS-PAGE ja western blot
AML-solunéytteet hajotettiin RIPA-puskurilla (50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,5 % (w/v)

superoksididismutaasi (SOD), 150 mM natriumkloridi (NaCl), 0,1 % (w/v)
natriumdodekyylisulfaatti (SDS) ja 1 % (v/v) NP-40 (20 mM Tris (pH 8,0),137 mM NacCl,
10 % (v/v) glyseroli, 1 % (v/v) nonyylifenoksipolyetoksietanoli (NP-40) ja 2 mM
etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA))), johon lisdttiin EDTA vapaata proteaasin
(Pierce™, Thermo Fisher Scientific) ja fosfataasin (Pierce™, Thermo Fisher Scientific)
toiminnan estdjid. Lisdksi ndytteitd sonikoitiin viisi minuuttia Bioruptor™ UCD200 -
laitteella (320 wattia, intervalli 0,25). Proteiinien absorpanssit mitattiin Protein DC Assay
(Bio-Rad) -menetelmidn avulla ja ne eroteltiin  natriumdodekyylisulfaatti-
polyakryyliamidigeelielektroforeesilla ~ (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis) denaturoivissa olosuhteissa (4-20 % Mini-

PROTEAN® TGX™ geeli, Bio-Rad Laboratories).

Proteiinit siirrettiin 0,2 pm polyvinyylidifluoridi (PVDF) -kalvolle (Trans-Blot®
Turbo™ Transfer Pack, Bio-Rad Laboratories) Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad
Laboratories) -siirrostusmenetelmélld. Kalvoja haudutettiin 10 minuuttia 5 % maito-
TBST-liuoksessa (20 mM Tris-HCI (pH 7,6), 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) TWEEN®20 ja

5 % (w/v) rasvaton maito), jotta maidon proteiinit sitoutuisivat kalvon vapaisiin alueisiin.
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Kalvon proteiinit leimattiin primaarivasta-aineilla yon yli + 4 °C, minkd jilkeen
primaarivasta-aineet leimattiin huoneenldammaossd yhden tunnin pyorityksen aikana ECL
HRP -sekundaarivasta-aineella. Vasta-ainelaimennokset tehtiin 5 9% maito-TBST-

liuokseen. Kdytettyjen vasta-aineiden tiedot 16ytyvit liitteesta 1.

Filmien kehitystd varten kalvoille laitettiin ECL Plus Western blotting —liuosta (GE
Healtcare) ja kalvot valotettiin Super RX-N (Fujifilm) -filmeille CURIX 60 (AGFA
Healthcare) -laitteella. Proteiiniraitojen voimakkuus mitattiin ImageJ-ohjelmalla

(National Institutes of Health).

5.3 RNA:n eristys, cDNA:n synteesi ja RQ-PCR
AML-solulinjoista kerdtyt ribonukleiinihappo (engl. ribonucleic acid, RNA) néytteet

eristettiin ja puhdistettiin NucleoSpin® RNA Midi (Macherey-Nagel) -pakkauksen
ohjeiden mukaan. Puhdistetun RNA:n konsentraatio mitattiin  NanoDrop-
spektrofotometrilld (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), minka jélkeen 1 pg
totaali-RNA:ta kédnnettiin komplementaariseksi deoksiribonukleiinihapoksi (engl.
complementary deoxyribonucleic acid, cDNA) SuperScript III (18080093, Invitrogen,
Carlsbad, USA) kddnteistranskriptaasin, sattumanvaraisten alukkeiden (Random Primers,
C1181, Promega), RiboLock(tm) (#EO0381, Thermo Scientific) ribonukleaasin
toiminnan estdjin ja dNTP-sekoituksen (BIO-39028, Bioline, London, UK) avulla.

Kaéinteistranskriptioreaktiot toteutettiin entsyymien valmistajien ohjeiden mukaan.

Kohde cDNA monistettiin kvantitatiivisella reaaliaikaisella polymeraasiketjureaktiolla
(engl. quantitative real-time polymerase chain reaction, RQ-PCR) KAPA PROBE FAST
RQ-PCR — pakkauksen (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA) ja 7900 HT Fast
Real-Time PCR (Thermo Fisher) ohjeiden mukaan. Monistuksessa kaytettyjen
alukkeiden ja koettimien sekvenssitiedot 10ytyvat liitteestd 2. RQ-PCR-reaktio
kdynnistettiin nostamalla 1dmpdtila 95 °C:een 10 minuutiksi, minkd jélkeen cDNA:ta
monistettiin 45 syklin ajan. Syklissd lampétila pysyi ensin 15 sekuntia 95 °C:ssa ja sitten

minuutin 60 °C:ssa.

Geenien suhteellinen ilmentyminen normalisoitiin endogeenisiin taloudenpitogeeneihin,

glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasiin ~ (GAPDH, Glyceraldehyde-3-phosphate
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dehydrogenase) ja beeta-aktiiniin (ACTB, beta-actin), vertaamalla. Tulokset analysoitiin
27-AAC(t)-metodilla ja SDS -kayttdohjelmalla (versio 2.4.1, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

5.4 Solujen elinkelpoisuuden méairittiminen
Elinkelpoisuustesteisséd  tarkasteltavia soluja  kasvatettiin ~ valkoreunaisilla  96-

kuoppalevyilld (ViewPlate-96 TC, PerkinElmer). Tutkimuksessa kéytettiin CellTiter-
Glo®-reagenssia (Promega), jonka avulla muodostuva luminesenssi mitattiin Synergy

H1, Hybrid Reader (BioTek) -laitteella. Mittausohjelmana kaytettiin Gen5 2.09 (BioTek).

5.5 siARPP19 transfektiot
Akuutti ARPP19 ja CIP2A proteiinien hiljentdminen soluissa toteutettiin RNA-

interferenssiin (engl. RNA interference, RNA1) perustuvan menetelmédn avulla, missi
geenin hiljentdminen saatiin aikaan sekvenssi spesifisilld pienilld interferoivilla RNA-
molekyyleilld (engl. small interfering RNA, siRNA). ARPP19 toiminta hiljennettiin
siGENOME Ihmisen ARPP19 (10776) siRNA:lla (D-015338-03, Dharmacon, Lafayette,
CO, USA). Mukana kiytettiin negatiivista siRNA-kontrollia (scramble siRNA, SCR),
jonka sekvenssi oli 5'CGUACGCGGAAUACUUCGA (Eurofins Genomics) ja
positiivisena  kontrollina kéytettiin CIP2A  90.2 siRNA, jonka sekvenssi oli
5'"CUGUGGUUGUGUUUGCACU (Eurofins Genomics).

Tutkimuksessa siRNA  kuljetettiin =~ AML-soluithin  elektroporaatiolla  (Amaxa
Nucleofector®II, Lonza), missé sdhkoiset pulssit mahdollistavat siRNA:n kulkeutumisen
soluihin solukalvon muuttuessa hetkellisesti molekyylejd lapdisevimmaksi. Transfektio
suoritettiin Amaxa Nucleofector®II — laitteella (Lonza, Basel, Sveitsi), T-019-ohjelmalla.

Transfektio suoritettiin Lonzan Amaxa™ Nucleofector®II -ohjeiden mukaisesti.

5.6 Lentivirus-shARPP19 transduktiot
Pitkdaikainen ARPP19-proteiinin hiljentdminen soluissa toteutettiin toisen RNA-

interferenssiin perustuvan menetelmin avulla, missd geenin hiljentiminen saatiin aikaan

lyhyilld hiussilmukoivilla RNA-molekyyleilld (engl. short hairpin RNA, shRNA).

31



Tutkimuksessa  kdytetyt =~ shARPP19-lentiviruspartikkelit  tilattiin ~ Helsingin
funktionaalisen genomiikka -yksikon TRCI-kirjastosta (FuGu, Helsingin yliopisto,
Suomi). Tilatut ARPP19 shRNA olivat TRCN0000160408 (shARPPI19 1) ja
TRCNO0000158847 (shARPP19 2). Kontrollina kéytettiin sekoitetun sekvenssin
omaavaa shRNA:ta (SHC002, Sigma).

ARPP19-RNAi HL-60 ja KG-1 -solulinjojen luonnissa kiytettiin infektiokykysid
lentiviruksia, joita kdytettiin hyvin erilaisia médérid. AML-solujen transduktio suoritettiin
sentrifugaatioon perustuvan menetelmin avulla (engl. spinoculation). Transduktoituneet
solut valikoitiin puromysiinilld (1,5 pg/ml) 72 h ajan. ARPP19 ilmentyminen mééritettiin
western blot -analyysilld. Valikoiduille shARPP19 HL-60-soluille tehtiin solujen
elinkykyisyystesti 24 h, 48 h, 72 ja 120 h aikapisteissd. Tuloksissa on esitettynd kolmen

itsendisen toiston keskiarvoinen tulos.

5.7 GKI-1 -laikeainetestaus
GKI-1 (Ocasio ja muut 2016) vaikutusta solujen kasvuun tarkasteltiin neljassi AML-

solulinjassa, KG-1, HL-60, MOLM-14 ja Kasumi-1. Molekyylin konsentraatiot olivat 25,
50ja 75 uM. Kontrollina kédytettiin 0,75 % dimetyylisulfoksidia (engl. dimethyl sulfoxide,
DMSO) (Sigma Aldrich), johon GKI-1 oli liuotettu. Solujen elinkykyisyys mitattiin 48 h

jilkeen. Tuloksissa on esitettynd kolmen itsendisen toiston keskiarvoinen tulos.

5.8 SMAPs -lidkeainetestaus
SMAPs (Saatu Goutham Narla) vaikutusta solujen kasvuun tarkasteltiin neljissa AML-

solulinjassa, KG-1, HL-60, MOLM-14 ja Kasumi-1. Tutkimuksessa kiytettiin kahta
erilaista molekyylid, jotka olivat DT-061 ja TRC-766. Molekyylien konsentraatiot olivat
10, 12, 14, 16, 18 ja 20 uM. Negatiivisena kontrollina kiytettiin 0,2 % DMSO (Sigma
Aldrich), johon SMAPs oli liuotettu. Solujen elinkykyisyys mitattiin 48 h jélkeen.
Ladkeainetestauksessa soluja kasvatettiin 10 % 1FBS-RPMI -kasvatusliuoksessa.

Tuloksissa on esitettynd kolmen itsendisen toiston keskiarvoinen tulos.
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5.9 Kahdeksan laikeaineen seulonta
Ladkeainetestaus suoritettiin yhteistyossa Turun biotiedekeskuksen yhteydessé toimivien

Michael Courtneyn ja Jesse Mattssonin kanssa. Léédkeainetestaukseen valittiin
kahdeksan, anagrelidi (Sellechem.com), tretinoiini (Sellechem.com), tacrolimus
(Sellechem.com), abirateroni (CB-7598) (Sellechem.com), lenalidomidi (Abcam),
dasatinibi (Sellechem.com), selumetinibi (AZD6244) (Sellechem.com) ja XAV-939
(Sellechem.com), lddkeainetta. Ladkeaineet valikoituivat Suomen molekyylilddketieteen
instituutin (engl. Institute for Molecular Medicine Finland, FIMM) suorittamasta
ladkeainetestauksesta, missd monia lddkeaineita oli testattu potilaista eristetyissd

primaarisolulinjoissa.

Lidkeaineiden vastetta tarkasteltiin kaikissa neljdssé AML-solulinjassa. Molekyylien
pitoisuudet vaihtelivat 0,1-1 000 000 nM vililld (liite 3). Positiivisena kontrollina
kiytettiin staurusporiinia (1 pM). Negatiivisena kontrollina kéytettiin 0,5 % DMSO
(Sigma Aldrich), johon lddkeaineet oli liuotettu. Solujen elinkykyisyys mitattiin 72 h
jéilkeen. Léadkeainetestauksessa soluja kasvatettiin mononukleaarisessa solu mediumissa
(engl. Mononuclear Cell Medium, MCM) (Promocell). Tutkimuksesta suoritettiin kaksi

itsendista toistoa.

5.10 Tilastollinen analytiikka
Jokaisesta tutkimuksesta suoritettiin kolme itsendistd toistoa ja jokaisen itsendisen toiston

ndyte sisdlsi vdhintddn kaksi replikaattia. Elinkykyisyystestien tuloksien keskiarvoa
tarkasteltiin yhdessd keskiarvon keskivirheen (engl. standard error of mean, SEM)
kanssa. Western blot -analyysien kohdeproteiinien ja RQ-PCR:ssd saatujen geenien
ilmentyminen normalisoitiin endogeenisiin kontrolligeeneihin GAPDH ja B-aktiiniin
verraten. Tilastoanalyyseissé kdytettiin Excel- ja SAS-ohjelmaa (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Tilastollisissa analyyseissd kaytettiin Studentin t-testid ja tulosten

merkittdvyyden raja-arvona kdytettiin p-arvoa <0.05.
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6 TULOKSET

6.1 ARPP19 ilmentyminen AML-solulinjoissa
ARPP19 ja CIP2A:n ilmentymisté tarkasteltiin neljassd, KG-1, HL-60, MOLM-14 ja

Kasumi-1, AML-solulinjassa. Sisdisend kontrollina kdytettiin T98G-glioomasolulinjaa,
silld linjan tiedetddn ilmentdvan ARPP19-proteiinia (Chin ja muut 2000). Western blot -
analyysien perusteella ARPP19 ja CIP2A:n proteiinitasot olivat korkeat KG-1 ja HL-60
-solulinjoissa ja alhaiset MOLM-14 ja Kasumi-1 -solulinjoissa (kuva 13). Kyseisten

proteiinien ilmentyminen ei vaihdellut merkittavasti RNA-tasolla eri solulinjojen valilla.
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Kuva 13. ARPP19 ja CIP2A:n ilmentymistasot AML-solulinjoissa. A) Esitettynd on
western blot -analyysin avulla selvitettyjen ARPP19 ja CIP2A:n ilmentymistasot neljassi
AML-solulinjassa toisistaan riippumattomien toistojen kanssa. Sisdisend kontrollina
kéaytettiin T98G-solulinjaa. B) ARPP19 proteiini-ilmentyminen sekd C) ARPP19 ja D)
CIP2A:n RNA:n ilmentyminen neljassi AML-solulinjassa. Esitettynd ovat toisistaan
riippumattomien toistojen keskiarvo +SEM ja tilastollinen merkittdvyys on merkitty
tahtimerkein (*** p < 0,0001, HL-60 vs. MOLM-14). Tilastollisessa analyysissd
kéytettiin Studentin t-testid.

6.2 ARPP19 vaikutus solujen endogeenisiin proteiineihin

6.2.1 siARPP19 transfektoidut AML-solulinjan solut

Akuutti ARPP19 hiljentdminen KG-1 ja HL-60 -solulinjoissa johti c-MYC:n ja CIP2A:n
ilmentymisen alenemiseen (kuva 14). Lisdksi ARPP19 hiljentymisen seurauksena Cdk1-
ja  Greatwall-kinaasin ilmentymistasot laskivat. Cdkl- ja Greatwall-kinaasin

ilmentymisen alenemista ei havaittu yhtd voimakkaana soluissa, missd CIP2A oli
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hiljennetty. ARPP19 hiljentymisen seurauksena SET-proteiinin ilmentyminen lisdintyi

HL-60 —solulinjassa ja laski KG-1 -solulinjassa.
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Kuva 14. ARPP19 vaikutus endogeenisten proteiinien ilmentymiseen. Esitettynd on
western blot -analyysien avulla selvitettyjen ARPP19-, CIP2A-, c-MYC-, SET-, Cdkl1-ja
Greatwall (Gwl) -proteiinien ilmentyminen A) KG-1 ja B) HL-60 -solulinjoissa 72 h
sekoitetun sekvenssin omaavan (scramble) (siSCR), ARPP19 (siARPP19) tai CIP2A
(siCIP2A) siRNA transfektion jdlkeen. Western blot -analyysien kvantitaatiot C) KG-1
ja D) HL-60 -solulinjoilla tehdyissa tutkimuksissa.
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6.2.2 shARPP19 transduktoidut AML-solulinjan solut
Pitkdaikainen ARPP19 hiljentdiminen KG-1 ja HL-60 -solulinjoista johti c-MYC:n,

CIP2A:n ja Greatwall-kinaasin ilmentymisen alenemiseen (kuva 15). ARPPI19
hiljentyminen ei vaikuttanut KG-1 ja HL-60 -solulinjoissa sykliini D1 ilmentymisen
tasoihin. ARPP19 hiljentymisen seurauksena SET-proteiinin ilmentyminen lisdantyi HL-
60 -solulinjassa. Lisdaksi ARPP19 pitkdaikaisen hiljentdmisen havaittiin alentavan HL-60
-solujen elinkykyisyyttd. Ajan myotd shARPP19 luotu HL-60 -solulinja kuitenkin
menetti ARPP19 hiljennyksen.
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Kuva 15. ARPP19 vaikutus endogeenisten proteiinien ilmentymiseen. Esitettynd on
western blot -analyysin avulla selvitettyjen ARPP19-, c-MYC- ja sykliini D1 -proteiinien
ilmentyminen A) KG-1 ja HL-60 -solulinjoissa sekd CIP2A-, SET- ja Greatwall (Gwl) -
proteiinien ilmentyminen B) HL-60 -solulinjassa sekoitetun sekvenssin omaavan
(scramble) (shSCR) tai ARPP19 (shARPP19 1) shRNA transduktion jilkeen.
Transduktiossa kéytettiin matalaa ja korkeaa shRNA-pitoisuutta, sekd kahta erilaista
shARPP19, shARPP19 1ja 2. C) Western blot -analyysien kvantitaatiot kohdan B) HL-
60 -solulinjan western bloteista. D) ARPP19 hiljennettyjen HL-60 -solujen elinkykyisyys
CellTiterGlo®-analyysilld mitattuna. Esitettyni on keskiarvo £SEM kolmen toiston
vililld E) Western blot -analyysi ARPP19 hiljennetyissd soluista. Western blot -ndytteet
on kerétty juuri ennen alkavaa elinkykyisyystestii.
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6.3 Ladikeainevaste AML-solulinjoissa

6.3.1 GKI-1 vaste
Tutkimuksessa tarkasteltiin  AML-solujen vastetta ARPP19-signaalinvalitysketjuun

kohdistetussa lddkehoidossa. Lddkehoidollinen vaste saavutettiin Greatwall-kinaasin
toimintaa estdvélla GKI-1:11a. GKI-1 altistus johti solujen elinkykyisyyden alenemiseen
kaikissa neljdssd AML-solulinjassa ja ld&kehoidollisessa vasteessa ei havaittu
eroavaisuuksia solulinjojen vililld (kuva 16). Western blot -analyysissd havaittiin, ettei
GKI-1 vaikuttanut fosforyloituneen ENSA:n ja ARPP19:n eikd kokonais-ARPP19

ilmentymistasoihin. Western blot -analyysi onnistuttiin tuottamaan ainoastaan yhdesti

toistosta.
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Kuva 16. AML-solujen vaste GKI-1:n. A) HL-60 B) KG-1 C) MOLM-14 ja D) Kasumi-
1 -solulinjojen elinkykyisyyden vaste GKI-1 mitattiin CellTiterGlo®-analyysilld 48 h
kuluttua 0, 25 uM, 50 uM ja 75 uM GKI-1 kisittelyssd. Esitettynd on keskiarvo £SEM
kolmen toiston vélilld jokaisessa neljdssad solulinjassa. E) Esitettynd on western blot -
analyysin avulla selvitettyjen fosforyloidun ENSA:n ja ARPP19:n sekd endogeenisen
ARPP19 ilmentyminen HL-60 solulinjassa 48 h kuluttua 0, 25 uM, 50 uM ja 75 uM GKI-
1 késittelyn jélkeen.
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6.3.2 SMAPs vaste
Lisdksi tutkimuksissa tarkasteltiin SMAPsien avulla, vaikuttaako PP2A:n uudelleen

aktivointi AML-solujen erilaiseen vasteeseen. Léédkeainetestaukseen valittiin kaksi
erilaista SMAPsia, DT-061 ja TRC-766. TRC-766 on inaktiivinen molekyyli (Sangodkar
ja muut 2017), jota kidytettiin tutkimuksessa negatiivisena kontrollina. Tutkimuksissa
ladkehoidollinen vaste saavutettiin DT-061:1le altistetuissa soluissa. Ladkehoidollisessa
vasteessa ei havaittu eroavaisuuksia AML-solulinjojen vililld (kuva 17). Western blot —
analyysit eivdt osoita selkedd yhdenmukaisuutta lddkeainevasteessa tapahtuvasta
proteiinitason muutoksista tarkasteltavissa proteiineissa.
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Kuva 17. AML-solujen vaste SMAPs-molekyyleihin. A) KG-1 B) HL-60 C) MOLM-14
ja D) Kasumi-1 -solulinjojen vaste DT-061 ja TRC-766 SMAPs-molekyyleihin. Solujen
elinkykyisyys mitattiin CellTiterGlo®-analyysin avulla 72 h kuluttua 0, 10, 12, 14, 16 ja
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18 uM DT-061 tai TRC-766 késittelyn jdlkeen. Osoitettuna on keskiarvo £SEM kolmen
toiston vililld. E) Western blot -analyysin avulla selvitettyjen ARPP19-, CIP2A-, c-
MYC-, Cdk1- ja Gwl-proteiinien ilmentyminen KG-1 ja HL-60 -solulinjassa 24 hja 48 h
kuluttua 0 uM, 14 uM ja 16 uM DT-061 tai TRC-766 kisittelyn jélkeen.

6.3.3 Laidkeaineseulonta
Ladkeainetestauksessa selvitettiin - kahdeksan lddkeaineen vaste neljassi AML-

solulinjassa. Tutkimuksessa havaittiin dasatinibin johtavan erilaiseen vasteeseen AML-
solulinjoissa (kuva 18). Liadkevaste saavutettiin Kasumi-1 ja MOLM-14 -solulinjoissa,
muttei KG-1 ja HL-60 -solulinjoissa. Selkein ero dasatinibin lddkevasteessa havaitaan
Kasumi-1 ja HL-60 -solulinjojen wvililli. Tutkimuksessa kaytettiin positiivisena

kontrollina staurosporiinia, minkd on osoitettu aiheuttavan apoptoosia (Akinaga ja muut
1994).
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Kuva 18. AML-solujen vaste kahdeksaan lddkeaineeseen. Esitettynd on toiston 1
ladkeainevaste A) KG-1 B) HL-60 C) MOLM-14 ja D) Kasumi-1 -solulinjoissa seki
toiston 2 ladkeainevaste E) KG-1 F) HL-60 G) MOLM-14 ja H) Kasumi-1 -solulinjoissa.
Toiston 2 lddkeainevastetuloksissa on osoitettuna replikaattien vélinen keskiarvo =SEM.
Positiivisena kontrollina tutkimuksissa kéytettiin staurosporiinia (STS). 1) Ladkeaineiden
véritunnukset. Tulokset on normalisoitu DMSO:n
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7 TULOSTEN TARKASTELU
Tehdyissd  tutkimuksissa  todettiin ~ ARPP19  vaikuttavan =~ AML-solulinjojen

elinkykyisyyteen. Solujen elinkykyisyytti tarkasteltiin CellTiterGlo®-analyysill, missi
elinkykyisyys ilmentyy ldsndolevan adenosiinitrifosfaatin maddrdn mukaan (Promega
2018). Menetelmé perustuu ajatukseen siitd, ettd aineenvaihdunnallisesti aktiiviset solut
tuottavat uudelleen ja uudelleen adenosiinitrifosfaattia. Kuitenkin muut 1dsnéolevat solut

saattavat sisdltdd myos adenosiinitrifosfaattia, miké aiheuttaa taustaa mittaustuloksiin.

Elinkykyisyyttd olisi voitu tutkia my0s toisella testilld, kuten WST-1:114. Kyseinen
menetelmd  perustuu  tetrasolium  suolan = muuntumiseen  formatsaaniksi
mitokondrionaalisten dehydrogenaasien toimesta. Mitokondrionaalisten
dehydrogenaasien on todettu olevan aktiivisia vain elinkykyisissd soluissa. (Abcam
2019.) Koska menetelmd perustuu aktiivisten entsyymien toimintaan, voisi ajatella
menetelmin tuottavan tarkemman tuloksen elinkykyisistd soluista. Lisdksi solujen
elinkykyisyyttd voidaan tarkastella virtaussytometriselld tutkimuksella, misséd solusyklid
ilmentdvilld markkereilla leimatut solut kyetddn tunnistamaan (Thermo Fisher Scientific
2019). Virtaussytometrisilld tutkimuksilla olisi voitu selvittdd, pysdhtyykoé ARPP19
hiljennetyt solut G2/M-vaiheeseen. Jos ARPP19 ilmentymistason aleneminen
syOpésoluissa estiisi solun siirtymistd mitoosiin, voitaisiin ARPP19 todeta vaikuttavan

syopésolujen patogeneesiin edistimallad solujen jakautumista.

Vaikka kdytossd on monia erilaisia menetelmié solujen elinkykyisyyden madrittdmiseen,
oli ARPP19 hiljennettyjen sydpésolujen elinkykyisyyden tutkiminen vaikeaa.
Kohtasimme ongelmia, kun yritimme luoda ARPP19 hiljennettyjd solulinjoja. ARPP19
hiljennetyt solut kuolivat helposti ja, jos niitd saatiin kasvamaan, ne eivit jakautuneet.
Tama saattaa olla seurausta siitd, etti ARPP19 toiminta on valttdmitontd jakautuvien
solujen elinkykyisyydelle. Onkin todettu, ettei hiiren kehittyminen ole mahdollista, jos
ARPP19 toiminta ei ole aktiivista embryogeneesissd (Hached ja muut 2019). Témé antaa
viitteitd siitd, ettei sellaisten solulinjojen luominen ole mahdollista, misti ARPP19
toiminta on poistettu kokonaan. Todennékodisesti tutkimuksessa kédytetyt ARPP19
hiljennetyt solulinjat olivat siten heterogeenisid, mitkd sisdltivét sekd hiljennettyja, ettd
hiljentdméttomid soluja. Tdmd on saattanut vaikuttaa tutkimuksissa toistojen valilld

havaittuihin eroavaisuuksiin.
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Kun ARPP19 toimintaa tarkasteltiin proteiinitasolla, havaittiin ARPP19 vaikuttavan c-
MYC:n, CIP2A:n, Cdkl- ja Greatwall-kinaasin toimintaan, mikd pystyttiin nikemééan
sekd ARPP19 akuutisti, ettd pitkdaikaisesti poistetuista solulinjoista. Aikaisemmin on
todettu CIP2A:n sditelevan c-MYC:n ilmentymistd vaikuttamalla PP2A:n toimintaan
(Junttila ja muut 2007), minkd vuoksi tehdyissd western blot -analyyseissd CIP2A:n
ilmentymisen aleneminen johti c-MYC:n ilmentymisen alenemiseen. Tehdyissd
tutkimuksissa ARPP19 ilmentymistason aleneminen johti CIP2A:n ja c-MYC:n
ilmentymisen alenemiseen. Mahdollisesti ARPP19 vaikuttaa toiminnoillaan suoraan c-
MYC:n ilmentymiseen soluissa. Kuitenkin on todenndkodisempdd, ettd c-MYC:n
ilmentymistason aleneminen oli seurausta CIP2A:n toiminnan muutoksesta. Voitaisiin

ajatella, ettd ARPP19 edistad syopasolujen elinkykyisyyttd lisddamalla CIP2A:n toimintaa.

Harmillisesti tehdyissd western blot -analyyseissd ei tarkasteltu PP2A-B55:n
ilmentymisen muutosta. Jos PP2A-B55:n ilmentymistason olisi havaittu nousevan,
ARPP19:n ja CIP2A:n ilmentymistason laskiessa, olisi voitu tarkemmin todistaa ARPP19
toiminnan vaikutus PP2A-B55:n ja CIP2A:n toimintaan AML:ssd. Tutkimuksissa
havaittiin kuitenkin ARPP19 johtavan lopulta my6s muiden mitoosin sddtelyyn
osallistuvien proteiinien, Cdkl ja Greatwall, toiminnan estymiseen. Ndiden kinaasien
toiminnan estyminen oli todenndkoisesti seurausta PP2A-B55:n  toiminnan

lisddntymisesté.

ARPP19-proteiinin toiminnan merkitystd AML-solujen elinkykyisyyden ylldpitdmisessa
pystyttiin tarkentamaan, kun ARPP19 ilmentymistason osoitettiin vaikuttavan AML-
solujen ladkeainevasteeseen dasatinibid kohtaan. ARPP19 korkea ilmentyminen johti
KG-1 ja HL-60 —solulinjojen lddkeaineen vastustamiseen. Harmillisesti samankaltaista
ladkeainevastetta ei kyetty havaitsemaan muiden l44keaineiden kohdalla. Erityisesti GKI-
1 -ladkeaineen tuottamat vasteet eivit olleet odotusten mukaisia. GKI-1 on osoitettu
estdvdn ihmisen Greatwall-kinaasin toimintaa /n vitro, miké johtaa ENSA:n ja ARPP19
toiminnan alenemiseen (Ocasio ja muut 2016). Tutkimuksissa odotettiin solulinjojen
vélilld ilmentyvin lddkeainevasteissa eroja, mutta niitd ei havaittu. Western blot -
analyyseissé kuitenkin selvisi, ettei lddkeainevaste ollut seurausta ARPP19 ilmentymisen

alenemisesta. Saatu tulos ei siten selvennd ARPP19 toimintaa AML-soluissa.
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Suoritettujen lddkeainetutkimuksien liséksi olisi hyva suorittaa testi, missd ARPP19 yli-
ilmennettdisiin Kasumi-1 ja MOLM-14 -solulinjoissa. Jos ARPP19 yli-ilmentdminen
soluissa johtaisi dasatinibin vastustamiseen, voitaisiin ARPP19 toiminnan vaikutus

AML-solujen vastustuskykyyn annettavaa ladkehoitoa kohtaan varmentaa.

Kaiken kaikkiaan saadut tulokset tukevat ndkemysta siité, ettd korkea ARPP19 mRNA:n
ilmentymisen taso ennustaa AML:ssd taudin uusiutumista (Méikeld ja muut 2019).
ARPP19-proteiinitason tutkimuksissa osoitettiin ARPP19 toiminnan merkitys AML:n
taudin ilmentymisessd. ARPP19 todettiin vaikuttavan AML-solujen elinkykyisyyteen
estimélld PP2A:n ja lisddmélld CIP2A:n toimintaa mitoosissa, mikd johtaa c-MYC
toiminnan alenemiseen. Lisdksi todettiin ARPP19 korkean proteiinitason ilmentymisen

ennustavan solujen resistenssid dasatinib-lddkehoitoa kohtaan.
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8 POHDINTA
AML-potilaan taudin uusiutuminen voitaisiin ennustaa selvittimalli ARPP19 mRNA:n

ilmentymistaso syOpésoluissa. Tatd varten tulisi kehittdd kvantitatiivinen PCR -
menetelmi, mitd voitaisiin kédyttdd AML-potilaiden diagnostiikassa. Lisdksi AML-
potilaan diagnostiikkaa voitaisiin tdydentdd herkemmaélld dPCR-menetelmélld, minka
avulla voitaisiin selvittdd kemoterapian jélkeinen sairauden tila. Kvantitatiivisella
PCR:114 ja dPCR:114 saatuja tuloksia voitaisiin hyddyntda potilaan hoidon suunnittelussa.
Jos potilaan AML-sairaudessa ARPP19 ilmentyy korkealla, voitaisiin potilas ohjata

nopeammin allogeeniseen kantasolusiirtoon.
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LIITTEET

Liite 1. Proteiini vasta-aineet

Vasta-aine Alkuperi Valmistaja
Anti-ARPP19 Kaniini, 11678-1-AP, Proteintech Group
polyklonaalinen
Anti-CIP2A Hiiri, monoklonaalinen | SC-80659, Santa Cruz Biotechnology
Anti-cMYC Hiiri, monoklonaalinen sc-40, Santa Cruz Biotechnology

Anti-Sykliini D1

Hiiri, monoklonaalinen

sc-450, Santa Cruz Biotechnology

Anti-12PP2A

Hiiri, monoklonaalinen

SC-133138, Santa Cruz Biotechnology

vasta-aineet

(SET)

Anti-CDK1 Hiiri, monoklonaalinen sc-51578, Santa Cruz Biotechnology
Anti-b-aktiini Hiiri, monoklonaalinen A1978, Sigma
Anti-GAPDH | Hiiri, monoklonaalinen 5G4-6CS5, HyTest

ECL HRP Anti-hiiri, anti-kaniini Agilent Dako, USA
sekundaari

Liite 2. RQ-PCR alukkeiden ja koettimien sekvenssit

Kohde- | Forward-aluke Koetin Reverse-aluke
geeni
ARPP19 | cagagggagcactatgtctgc aggagcag* gcttttaattttgcttcttctg
ct
CIP2A cagtctggactgagaatattattgg | tccactge™ ggcattgtttgetgetatac
a ttt
b-aktiini | tcacccacactgtgcccatctacg | atgccctcccccatgecatectg | cageggaaccgeteattg
c cgt ccaatgg
GAPDH | acccactcctccacctttga acgaccactttgtcaagctcattt | ttgctgtagccaaattcgtt
cctggt gt
*Rochen Universaali ProbeLibrary (UPL) -koetin
Liite 3. Lidkeainetestauksessa kéytetyt lddkeainepitoisuudet
Testi 1 Testi 2
Liikeaine Pitoisuus alue (nM) Pitoisuus alue (nM)
Anagrelide 1; 10; 100; 1000; 10 000 100; 1000; 10 000, 50 000, 100 000
Tretinoin 1; 10; 100; 1000; 10 000 10; 100; 1000; 10 000, 100 000
Tacrolimus 1; 10; 100; 1000; 10 000 100; 1000; 10 000, 50 000, 100 000

Abiraterone (CB-7598)

0.5; 5; 50; 500; 5000

5; 50; 500; 5000, 50 000

10; 100; 1000; 10 000; 100

1000; 10 000; 100 000, 500 000, 1 000

Lenalidomide 000 000

Dasatinib 0.1; 1; 10; 100; 1000 0.1; 1; 10; 100; 1000
Selumetinib (AZD6244) 1; 10; 100; 1000; 10 000 10; 100; 1000; 10 000, 100 000
XAV-939 1; 10; 100; 1000; 10 000 10; 100; 1000; 10 000, 100 000
Staurosporiini 1 uM 1uM
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