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Silmanpohjan ik&rappeuma, makuladegeneraatio, on ikaantyessa yleistyvé sairaus. Se on lan-
simaissa merkittdvin ndkdvammaisuutta aiheuttava tarkan ndkemisen alueen sairaus. Arviolta
joka kymmenes yli 60-vuotias suomalainen karsii ikarappeumasta. Noin 80 % ik&rappeuma-
potilaista jad ilman tehokasta hoitoa, puutteellisen sairauden patogeneesin ymmarryksen
vuoksi. Verkkokalvon pigmenttiepiteelilla (RPE) on silmén toimintoja yllapitdva ja suojaava
vaikutus, mutta sen pigmentaatiossa tapahtuu suuria muutoksia ikaantyessa ja ikarappeuman
kehittyessé. Geeni- ja molekyylitason tietdmys pigmentaation séételystd ihmisen silméssa ja
ikaantyessa tapahtuviin muutoksiin johtavista tekijoista on vahaistd, silla aihetta on tutkittu
I&hinn& ihon melanosyyteissa ja hiirimalleissa.

Melanokortiini-1 reseptorilla (MC1R) on keskeinen rooli melanogeneesin saatelyssa samoin
kuin transkriptiotekijoilla MITF ja OTX2 seka tyrosinaasilla (TYR). MC1R-geeni saatelee
pigmentaatiota ihon melanosyyteissd, mutta saatelymekanismeja ei tunneta kovin hyvin
RPE:ssa. On kuitenkin oletettu, ettd samat geenit osallistuvat pigmentaation saatelyyn mo-
lemmissa solutyypeissé.

Epidemiologisissa tutkimuksissa on huomattu yhteys RPE:n siséltdman melaniinipigmentin
vahdisen maarén ja ikarappeuman vélilla. Tamén tiedon perusteella voidaan olettaa, ettd pig-
mentaatioon osallistuvilla geeneilld voisi olla yhteys silmanpohjan ikdrappeuman patogenee-
siin. Tarkeimpind pigmentaation saatelijoind pidetadn MCI1R-, TYR-, TRP-1-, MITF- ja
OTX2- geenejd, joista TYR:n kohdalla tiedetddn pigmentaation saatelyssa olevan eroja mela-
nosyytti- ja RPE-solulinjojen valilla.

Téassd tyossd kloonattiin ihmisen MC1R-geenin sdatelyalue ja tutkittiin geenin toimintaan
vaikuttavia tekijoitd verkkokalvon pigmenttiepiteelisoluissa. ARPE19-, LA1-5s-, SH-EP1-,
SH-SY5Y-, WERI-Rb1- ja Y79-soluista mitattiin MC1R-, OTX2-, MITF-A-, MITF-D-,
MITF-H- ja MITF-M-geenien mRNA-tasoja.

Tulokset osoittivat, ettd MC1R-mRNA:ta ilmentyy monissa solulinjoissa, erityisesti WERI-
Rb1- ja Y79-retinoblastoomasoluissa. MC1R-geenin sdatelyalueen kloonaus onnistui. Tulok-
set osoittivat, ettd OTX2:n lisdys ARPE19-soluihin lisdsi MC1R-saatelyalueen aktiivisuutta,
kun taas MITF-A:n lisdys laski sen aktiivisuutta. S&atelyalueelle tehtiin deleetioita, joista
kaksi onnistui.

Tallaisenaan koejérjestelméa ei ole kuitenkaan luotettavasti toistettavissa. Tulosten luotetta-
vuuden parantamiseksi koeolosuhteet tulisi optimoida kummallekin kaytetylle solulinjalle
erikseen ja kokeet tulisi toistaa.
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1 JOHDANTO

Silménpohjan ikarappeuma (AMD), degeneratio maculae senilis, on yleisin, yli 60-
vuotiaiden ndkévammaisuutta aiheuttava sairaus lansimaissa (Kocur & Resnikoff 2002;
Bunce & Wormald 2006; Gehrs ym. 2006; Bunce & Wormald 2010). Sairaus on merkit-
tava kansanterveydellinen ongelma ja sen tarkein riskitekija on ikd, minka vuoksi sen il-
maantuvuus tulee kasvamaan selvasti lahivuosina elinidn odotteen kasvaessa (Rein ym.
2009). Ikarappeuman syyna pidetédan verkkokalvon pigmenttiepiteelin (RPE) toiminnan
heikkenemistd ja yhtend sairauden etenemisen kannalta merkittdvana riskitekijana pide-

tddn RPE:n vahaistd melaniinin maaraa (Feeney-Burns ym. 1984; Hu ym. 2008).

RPE-solut ovat yksi tarkeimmista soluryhmistd nakokyvyn kannalta; ne suojaavat ja
huoltavat niitd ympardivia solukerroksia (Strunnikova ym. 2010). RPE-soluilla on kyky
fagosytoida ja hajottaa valoaistinsolujen ulkosegmenttia. Mikali RPE-solujen toiminta on
hairiintynyt, valoaistinsolujen lisaksi myds muut verkkokalvon osat voivat vahingoittua,
ja solukerrosten valiin voi muodostua proteiinikertymi& (Anderson ym. 2002; Gehrs ym.
2006), mistd seuraa AMD:lle ominaisia oireita, kuten nadn heikkenemistd ja sokeita tap-
lid ndkokentassa (Jager ym. 2008; Noble & Chaudhary 2010). Sairauden patogeneesi on
vaikeasti ymmarrettavissa, silld sen taustalla on geneettisten riskitekijoiden liséksi ai-

neenvaihdunnallisia ja fysiologisia muutoksia sekd ymparistotekijoita.

Epidemiologiset tutkimukset ovat osoittaneet, ettd RPE:n vahdisen melaniinipigmentin
méaéran ja silménpohjan ik&rappeuman Vvélilla on yhteys (Thompson ym. 2007). Tutki-
mustulosten valossa on voitu olettaa, ettd pigmentaatioon osallistuvilla geeneill&4 on po-

tentiaalinen yhteys ikdrappeuman kehittymiseen.

Tassé tutkimuksessa kloonattiin ja tutkittiin ithmisen MC1R-geenin saatelyaluetta AR-
PE19- ja Y79-soluissa. Tavoitteena oli selvittéda sadtelyalueen toiminnan kannalta merkit-
tavimmat saatelytekijat, transkriptiotekijét ja niiden aiheuttamat vaikutukset saatelyalu-
een toimintaan. Lisaksi tutkittiin, miten tarkeind pidetyt transkriptiotekijat vaikuttivat saa-

telyalueen toimintaan.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Melanokortiinijarjestelma

Melanokortiinit ovat ryhmé peptidihormoneja, joihin kuuluvat adrenokortikotrooppinen
hormoni (ACTH), sekéd a-, B- ja y-muodot pigmenttid tuottavia soluja, melanosyytteja,
stimuloivasta hormonista (a-, B-, y-MSH) (Rubinstein ym. 1978; Hadley & Haskell-
Luevano 1999). Liséksi melanokortiinijarjestelmaan kuuluu viisi melanokortiinireseptoria
(MC1R-MC5R) (Taulukko 1) ja endogeeninen melanokortiinivastavaikuttaja, agouti-
signaalipeptidi (ASP) ja ASP:n kaltainen proteiini (AGRP). Ihmisessé melanokortiineja
tuotetaan endogeenisesti pro-opiomelanokortiinista (POMC) aivolisdkkeessd (Hadley &
Haskell-Luevano 1999). POMC-geeni& ilmennetééan padasiassa keskushermostossa, mutta
myos ihon ja hiustupen keratinosyyteissa ja melanosyyteissa (Thody 1999). Melanokor-
tiinijarjestelmalla on keskeinen rooli ihmiselimiston energiatasapainon séatelyssa (Krude
ym. 1998).

Taulukko 1: Melanokortiinireseptorien kohteet ja toiminta.

Reseptori  Ensisijainen Kohdekudokset Toiminta Viitteet
ligandi
MC1R a-MSH, ACTH  Melanosyytit, Pigmentin tuotannon ja Abdel-Malek ym. 1995

immuunipuolustuksen tulehduksen saately
solut, tulehdussolut

MC2R ACTH Lisdmunuaisen Steroidituotanto Abdel-Malek 2001;
kuorikerros Catania ym. 2004
MC3R a-MSH , B-MSH Makrofagit, Tulehduksen ja Roselli-Rehfuss 1993;
vy-MSH, ACTH  keskushermosto ravinnonoton saately Abdel-Malek 2001;

Mencarelli ym. 2011

MC4R a-MSH, ACTH  Keskushermosto Ravinnonoton ja energia-  Van der Ploeg ym. 2002
tasapainon seké seksuaa-
lisen aktiivisuuden saately

MC5R a-MSH Avoeritysrauhaset Rauhasten toiminnan Chen ym. 1997,
séately Abdel-Malek 2001

Melanokortiinit vaikuttavat kohteeseensa sitoutumalla ja aktivoimalla melanokor-
tiinireseptoreita 1-5; kaikki melanokortiinit sisaltavat aminohapposekvenssin His-Phe-
Arg-Trp, joka on vélttamaton niiden biologiselle aktiivisuudelle ja erottaa ne muista sa-



man prohormonin tuotteista (Gantz ym. 1993). POMC:n translaation jalkeinen kasittely
on kudosspesifista, mikd mahdollistaa sen, ettd melanokortiineilla on lukuisia toisistaan
eroavia fysiologisia tehtdvia (Smith & Funder 1988). Niiden toiminta sadtelee muun mu-
assa pigmentaatiota, elimiston steroidituotantoa, energiatasapainoa, avoeritystd, seksuaa-
lista kdyttaytymistd, tulehdusreaktiota, elimiston lampdtilaa, immunologisia muutoksia,

verenpainetta ja hermostollista lihasuudistusta (Catania ym. 2004).

Melanokortiinireseptorit ovat G-proteiinikytkentdisia reseptoreita (GPCR), jotka ovat ni-
mensa mukaan solun sisapuolella kytkoksissa G-proteiiniin. Reseptorien toiminta perus-
tuu solunsisdisen Ca®*-pitoisuuden muutoksiin (Luttrell 2008). lhmisen melanokortiini-1
reseptori on 317 aminohapon pituinen GPCR, jossa on solunulkoinen N-terminaalipéa,
seitseman solukalvon lavistavaa fragmenttia ja solunsiséinen C-terminaalipda (Garcia-
Borron ym. 2005).

Mutaatiot MC1R-geenissd johtavat punahiuksisuuteen ja ihon huonoon UV-suojaan.
MC1-reseptorin ligandeina toimivat a-MSH ja ACTH (Abdel-Malek ym. 1995), jotka
ovat tehokkaimmat ihon pigmentaatiota aktivoivat melanokortiinit (Abdel-Malek ym.
2000). Melanokortiini-2 reseptorin (MC2R) spesifinen ligandi on ACTH, jonka vaikutuk-
sesta steroidituotanto ja vapautuminen lisamunuaiskuorelta verenkiertoon lisdantyvat
(Abdel-Malek 2001; Catania ym. 2004). Melanokortiini-3 reseptorin (MC3R) toiminta
séatelee autonomisia toimintoja, kuten ravinnonottoa ja tulehdusta (Abdel-Malek 2001;
Mencarelli ym. 2011). Reseptori eroaa muista melanokortiinireseptoreista silla, etta silla
ei ole spesifistd ligandia; melanokortiiniligandeista y-MSH:n sitoutumispotentiaali on
hieman suurempi kuin a-MSH:n, B-MSH:n ja ACTH:n (Roselli-Rehfuss 1993; Abdel-
Malek 2001). Melanokortiini-4 reseptorin (MC4R) ensisijaisia ligandeja ovat a-MSH ja
ACTH, kuten MC1R:llakin, mutta toiminta muistuttaa suurilta osin MC3R:n toimintaa
keskushermostossa. Mutaatiot MC4R:ssa johtavat usein perinndlliseen liikalihavuuteen
(Yeo ym. 1998). MC4R:n toiminnalla on havaittu olevan vaikutus mygds seksuaaliseen
toimintaan (Van der Ploeg ym. 2002). Melanokortiini-5 reseptorin (MC5R) toiminnan
kohteita ovat avoeritysrauhaset ja tietyt immuunipuolustuksen vasteet (Chen ym. 1997).
Sen ligandeina toimivat a-MSH ja ACTH, joista a-MSH:lla on suurempi sitoutumispo-
tentiaali (Abdel-Malek 2001).



Melanokortiinireseptoreilla on kaksi vastavaikuttajaa, ASP ja AGRP, jotka osallistuvat
melanokortiinien toiminnan saatelyyn; melanokortiinien kautta namé kaksi proteiinia
ovat yhteydessa kehon painon ja pigmentaation séatelyyn (Ollmann ym. 1998). Melano-
kortiinireseptorien vastavaikutteinen toiminta perustuu reseptorimolekyylien kysteiinirik-
kaaseen hantaan (Catania ym. 2004). ASP on kilpaileva vastavaikuttajaproteiini, jolla on
suuri sitoutumispotentiaali MC1R:iin ja MCA4R:iin, kun taas AGRP on kilpaileva vasta-
vaikuttaja MC3R:lle ja MC4R:lle keskushermostossa (Ollmann ym. 1998).

2.1.1 Melanogeneesin saately

Pigmenttipolymeeri melaniini suojaa ihoa ultravioletti (UV)-sateilyn vahingollisilta vai-
kutuksilta. Pigmenttia tuottavissa soluissa, ihon melanosyyteissa, silman suonikalvon me-
lanosyyteissd ja verkkokalvon pigmenttiepiteelin soluissa on pigmenttijyvasia, mela-
nosomeja, joissa tyrosiinista tuotetaan ja varastoidaan melaniinipigmentteja (Wasmeier
ym. 2008). Melaniinia on kahdenlaista: eumelaniinia ja feomelaniinia, joista eumelanii-
nin UV-sateilyltd suojaava potentiaali on suurempi (Menon ym. 1983). UV-suojan lisaksi
melanosyytit tuottavat kudoksille ja karvoille niiden véripigmentin; nisakkailla ihon, tur-
kin ja karvojen véri maaraytyy eumelaniinin ja feomelaniinin vélisella suhteella. Jos me-
lanosyytit tuottavat enemmén eumelaniinia, on pigmentti ruskean tai mustan sévyist;
feomelaniinin tuoton ollessa suurempaa, on pigmentti keltaisen tai punaisen sévyista, joh-

tuen lisd&ntyneesta kysteiinin mééarasté (Prota 1980).

Melanogeneesié eli pigmenttien tuotantoa sédételevit ihmiselimistdssd melanokortiinit a-
MSH ja ACTH, joita tuotetaan padasiassa aivolisakkeessa, mutta myos paikallisesti iholla
(Thody 1999). Eumelaniinin tuotantoa stimuloi melanosyyteisté ja keratinosyyteisté va-
pautuva POMC, josta tuotetaan o-MSH:ta ja ACTH:ta (Schauer ym. 1994; Chakraborty
ym. 1996). a-MSH:n lisddntyminen solussa johtaa muutoksiin solunsisdisen syklisen
adenosiinimonofosfaatin (CAMP) pitoisuuksissa (Garcia-Borrén ym. 2005). On osoitettu,
etta tyrosinaasiaktiivisuus ja tyrosinaasin (TYR) sek& tyrosinaasin kaltaisen proteiinin
(TRP-1) méérat soluissa pysyvat korkeina ainoastaan silloin, kun cAMP-pitoisuus on riit-
tavan korkea (Im ym. 1998). TYR on melaniinin tuotantoa saateleva entsyymi, joka akti-
voi dihydroksifenyylialaniinin (L-DOPA) muodostumista tyrosiinista. Muodostunut L-

DOPA muutetaan pigmenttisoluissa, kuten melanosyyteissa ja RPE-soluissa, melaniiniksi
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(Wang & Hebert 2006; Schraermeyer ym. 2006). Melaniinin tuotanto on mahdotonta il-
man TYR-entsyymiaktiivisuutta (Oetting & King 1999). a-MSH stimuloi TYR:n vélityk-
selld melanogeneesia aktivoimalla MC1-reseptoria melanosyyttien solukalvolla (Abdel-
Malek ym. 1995). MC1R:n aktivaatio johtaa lisddntyneeseen cAMP-riippuvaiseen vies-
tinvélitykseen, mika johtaa proteiinikinaasi-A:n (PKA) aktivaatioon. PKA fosforyloi
CAMP:n vaste-elementtiin sitoutuvan proteiinin (CREB), mik& aktivoi transkriptioteki-
joiden ilmentymistd tumassa (Price ym. 1998); tassé tapauksessa mikroftalmiaan eli pie-
nisilmaisyyteen liittyvan transkriptiotekijan (MITF) tuotantoa. MITF- ja TYR-geeneissé ei
ole omia CREB-sitoutumispaikkoja, minka vuoksi CREB sitoututuu tumakalvolle.
MITF:n fosforylaatio lisédé sen sitoutumista kohdegeeneihinsd, mika johtaa niiden lisaan-
tyneeseen transkriptioon. (Kuva 1). a-MSH kilpailee MC1R:n sitoutumispaikoista ASP:n
kanssa. ASP estdd cAMP-vdlitteisen aktivaation ja laskee solunsisdista TYR-pitoisuutta,
minka seurauksena TYR-aktiivisuus ei riitd eumelaniinin tuotannon aktivoimiseen (Su-
zuki ym. 1997).

Pigmentaation saételyn kannalta keskeisimpid geenejd MC1R:n (OMIM 155555) lisaksi
ovat TYR (OMIM 606933), TRP-1 (OMIM 115501), dopakromi tautomeraasi (DCT)
(OMIM  191275), melanosyyttispesifinen PMEL17 (OMIM  155550), G-
proteiinikytkentaista reseptoria 143 ilmentdva geeni (GPR143) (OMIM 300808), MITF
(OMIM 156845) ja ortodentikaalinen proteiini (OTX2) (OMIM 600037), sek& s-kateniini
(OMIM 116806), jonka tuotanto ja toiminta on vélttdméatonta kudoksia ympardivien epi-
teelikerrosten olemassaololle. Melanosomit siséltdvat kolmea tarkeda pigmentaatioent-
syymid: TYR:a, TRP1:ta ja DCT:a (Kobayashi ym. 1994; Benedito ym. 1997). Naiden
entsyymien tuotantoa séételee MITF (Bertolotto ym. 1998). MITF séatelee myds mela-
nosomispesifisen rakenneproteiini PMEL17:n tuotantoa (Yamaguchi & Hearing 2009).
Mutaatiot GPR143-geenissé johtavat usein okulaariseen albinismiin, jossa RPE:n pig-
mentin tuottokyky on vaurioitunut ja verkkokalvon pigmenttiepiteeli huonosti pigmentoi-
tunut (Preising ym. 2011). MITF:n ja OTX2:n roolia pigmentaation sdatelyn ja silman ke-

hityksen kannalta kasitelldan lisdé& mydéhemmin kappaleissa 2.1.4 ja 2.2.
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Solunulkoinen tila

ASP

Melanosomi

TYR l
TRP-1

Feomelaniini’r

MITF

Sytoplasma

Kuva 1. Melanogeneesia saatelevét tekijat ihmisen melanosyyttisolussa. a-MSH aktivoi
MC1R:n, mik& aktivoi CAMP-viestinvélitysketjua. Kun cAMP-pitoisuus solun sisélla py-
syy riittavan korkeana, myos TYR:n luenta tumassa jatkuu. TYR katalysoi eumelaniinin
tuotantoa melanosomeissa ja lisaksi se aktivoi MC1-reseptoria melanosomien solukalvol-
la, miké entisestdan stimuloi melanogeneesid. MC1R:n aktivaatio johtaa lisdantyneeseen
cAMP-aktiivisuuteen, mink& seurauksena PKA fosforyloi CREB:n, jolloin MITF:n tuo-
tanto tumassa lisdantyy. Tastd seurauksena MITF:n kohdegeenien MC1R:n ja TYR:n
transkriptio lisdantyy entisestadn. ASP kilpailee sitoutumispaikoista melanosyyttien solu-
kalvolla a-MSH:n kanssa. Sitoutuessaan solukalvolle ASP estdd cAMP-valitteisen vies-
tinvélityksen, minka seurauksena solunsisainen TYR-pitoisuus laskee, jolloin pitoisuus ei
riitd eumelaniinin tuotannon aktivoimiseen. (Mukailtu lahteestd Thody 1999).

Melanogeneesin mekanismi eroaa riippuen kohdekudoksesta (Wasmeier ym. 2008). Ihon
melanosyytit tuottavat jatkuvasti uusia melanosomeja, joissa ne siirtdvat tuottamaansa
melaniinia naapurisoluilleen, keratinosyyteille, kun taas verkkokalvon pigmenttiepitee-
lisolujen sikiokaudella tuottama pigmentti sdilyy lapi eldman; se varastoidaan mela-
nosomeissa RPE-soluihin ja suonikalvon melanosyytteihin (Lopes ym. 2007). Gargiulon
tyoryhmé on osoittanut, ettd TYR-geeninsiirron avulla RPE-solut ja suonikalvon mela-
nosyytit pystyvét sailyttdmadn pigmentaatio-ominaisuutensa myo6s syntyman jalkeen
(Gargiulo ym. 2009). Ihmisen TYR-geenin siséltava sytomegaloviruspromoottori on liitet-

ty AAV2/1-virusvektoriin, mink& jalkeen virusvektori on siirretty albiinohiiriin. AAV-
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valitteinen TYR-geenin ilmentyminen sai aikaan melanosomien muodostumisen ja mela-

niinin tuoton aktivoitumisen kaikenikéisisissa hiirissa (Gargiulo ym. 2009).

2.1.2 MC1R-mekanismi, saately ja ilmeneminen

Yli 120 geenin tiedetddn séatelevan nisakkéiden pigmentaatiota (Bennett & Lamoreux
2003; Rouzaud & Hearing 2005). MC1R on ainoa melanosyyteissé ilmentyva melanokor-
tiinireseptori. lhon ja karvatupen melanosyyttisolut ilmentavat MC1-reseptoria, minka
vuoksi juuri MC1R:11& on ratkaiseva rooli ihon ja hiusten pigmentin suhteen. Sen en-
sisijianen ligandi a-MSH ja vastavaikuttaja ASP kilpailevat sitoutumispaikoista resepto-
rin pinnalla. Jos a-MSH sitoutuu reseptoriin, tuottaa solu eumelaniinia eli tumman ruske-
aa pigmenttid, mutta jos ASP estdd a-MSH:n sitoutumisen, myos MC1R:n ilmentyminen
estyy, mika johtaa feomelaniinin tuotantoon (kuva 1). a-MSH myaos stimuloi melanosyyt-
tien kiinnittymista solunulkoisiin kalvoproteiineihin, suojaa soluja hapettumisen aiheut-
tamalta stressilté ja saatelee typpioksidin tuotantoa (Thody 1999). MC1R:n toiminta ei ra-
joitu pelkastdan melanogeneesin saatelyyn; myods muun muassa sidekudossolut (B6hm
ym. 1999), endoteelisolut (Hartmeyer ym. 1997; Bohm ym. 1999), leukosyytit ja anti-
geenejé esittelevat solut (Neumann Andersen ym. 2001) ilmentavat MC1-reseptoria.

MC1R:n ilmentyminen lisdantyy UV-sateilyn vaikutuksesta, miké on todettu soluviljel-
missé seké ihon orvaskesikerroksen soluissa in vivo (Corre ym. 2004; Schiller ym. 2004).
[Imentymista sdételevdat muun muassa a-MSH ja ASP, joiden aktivaation seurauksena va-
lolta suojaavan eumelaniin tai feomelaniinin tuotanto tehostuu. a-MSH:n aktivaatio nos-
taa MC1R:n ilmentymistasoja, mik& johtaa eumelaniinin tuotannon lisdantymiseen, kun
taas ASP:n aktivaation seurauksena MC1R-tasot laskevat ja eumelaniinin tuotanto vahe-
nee, jolloin eumelaniinin ja feomelaniinin valinen suhde muuttuu feomelaniinin hyvaksi
(Scott ym. 2002a). Yksi tarkeimmistd MC1R:n ilmentymisen saatelijoistd on MITF
(Adachi ym. 2000; Aoki & Moro 2002), jonka on osoitettu olevan myos tarke& pigmen-
taation séatelija (Levy ym. 2006).
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2.1.3 Ihmisen MC1R-geenin saatelyalue

Ihmisen MC1R-geenin séatelyalueesta on sekvensoitu 3201 emdsparia (ep) transkription
aloituskohdasta ylavirtaan (Moro ym. 1999). Sekvensointi osoitti, ettd MC1R:n saately-
alue on GC-rikas. Saéatelyalueelta, transkription aloituskohdasta noin 600 emésparia yla-
virtaan kattavalta alueelta 16ytyi useita transkriptiotekijoiden sitoutumiskohtia, mutta ei
yhtdan transkription aloituksen kannalta tarkedd TATA-box- tai CAAT-box-elementtia.
Alueelta 10ytyi kuitenkin MITF-transkriptiotekijan sitoutumispaikka, E-box-elementti
(CATGTG) heti 3 -péésta katsottuna ensimmadisesta transkription aloituskohdasta ylavir-
taan (Moro ym. 1999). MC1R:n ja sen saatelyalueen ilmentymistd ja saatelya koskeva
tutkimustieto on padosin peraisin melanosyyteilla tehdyista tutkimuksista. RPE-soluista ei

ole viela saatu merkittavasti luotettavaa tutkimustietoa.

MC1R:n ilmentymisen kannalta tarkeimpina transkriptiotekijoind voidaan pitdd MITF:a,
OTX2:a ja Spl:a. Spl:llda on GGCGGG:n kaltaisia sitoutumiselementtejd, mika on yksi
GC-rikkaan promoottorialueen tuntomerkeista (Moro ym. 1999). Aokin ja Moron ryhmén
tutkimuksissa MC1R-séatelyalueen aktivaatio viisinkertaistui MITF:n lasndollessa (Aoki
& Moro 2002), mika kertoo MITF:n tarkeydesta saatelyalueen toiminnan kannalta. Kaik-
Ki aihetta kasittelevat tutkimukset eivat kuitenkaan tue nakemystd E-box-rakenteen
MC1R-saatelyaluetta aktivoivasta vaikutuksesta (Smith ym. 2001). Saatelyalueelta, trans-
kription aloituskohdasta ylavirtaan, on Kkarakterisoitu ainakin kolme Spl-
sitoutumispaikkaa, jotka ovat tarkeiden transkriptiotekijoiden laheisyydessa (Moro ym.
1999).

2.1.4 MC1R:n mutaatiot ja sairaudet

Mutaatiot MC1R-geenisséd ovat hyvin yleisig; kaikilla punahiuksisilla on ainakin toisessa
MC1R-geenin alleeleista mutaatio. Tutkimuksissa on l0ydetty useita muunnelmia
MC1R:n alleeleista; muun muassa Argl51Cys, Argl60Trp ja Asp294His variantit ovat
hyvin yleisia punahiuksisilla henkil6illd (Box ym. 1997; Scott ym. 2002b). Ndiden mu-
taatioiden seurauksena MC1R:n vaste a-MSH:lle huononee (Scott ym. 2002b) ja resepto-
rin ilmentyminen solukalvolla véhenee (Garcid-Borron ym. 2005), jolloin eumelaniinin

tuotanto vahenee huomattavasti.
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Ihosyovén riski suurenee, kun MC1R-geenin toiminta on heikentynyt mutaation seurauk-
sena, silla punahiuksisuuden lisaksi monilla MC1R-alleelivariantin kantajilla on vaalea ja
huonosti ruskettuva iho (Valverde ym. 1995). Eumelaniinilla on merkittdva rooli UV-
sateilyltd suojautumisessa; melanosyyteilld, joiden MC1R ei toimi normaalilla tavalla, on

huonompi kyky suojautua UV-séteilyn aiheuttamilta vaurioilta (Scott ym. 2002b).

POMC-geenissé on havaittu mutaatioita, jotka johtavat ulkoisten tunnusmerkkien lisaksi
my0s vakavampiin oireisiin. Mutaatiot POMC-geenissi johtavat usein mataliin a-MSH-
ja ACTH-tasoihin, mitd ilmentdvat punahiuksisuuden liséksi aineenvaihdunnan poik-

keavuudet kuten munuaisten vajaatoiminta ja liikalihavuus. (Krude ym. 1998).

2.2 Verkkokalvon pigmenttiepiteeli ja sen yhteys silmén sairauksiin

Verkkokalvon pigmenttiepiteeli (RPE) on yksinkertainen pigmenttisolukerros, joka muo-
dostaa verenkierron ja verkkokalvon sisempien kerrosten valisen veri-retinaesteen (kuva
2). RPE:II4 on silmén kehityksen ja toiminnan kannalta merkittavé rooli. RPE vastaa io-
nien, veden ja aineenvaihduntatuotteiden kuljetuksesta verenkiertoon ja ravintoaineiden
kuljetuksesta valoaistinsoluille (Strauss 2005). Tarkeimpiin RPE-solujen tehtaviin kuuluu
valoreaktiossa syntyneen retinaalin trans-isomeerin Kierratys valoaistinsoluilta RPE-
soluille, joissa se muutetaan takaisin aktiiviseen cis-muotoon (Strunnikova ym. 2010).
Taman jalkeen retinaalin cis-muoto kierratetadn takaisin valoaistinsoluille. Toinen tarke&
RPE-solujen tehtavd on valoaistinsolujen eli fotoreseptorien valosensitiivisen ulkoseg-
mentin hajotus fagosytoosilla (Strunnikova ym. 2010). Vanhentuneen ja rappeutuneen ul-
kosegmentin fagosytoosi mahdollistaa fotoreseptorien uudistumisen ja toimintakunnon
séilyttamisen. Solumallilla, jolla RPE:n fagosytoosi on estetty, voidaan havaita fotoresep-
torien rappeutumista johtuen ulkosegmentin fagosytoosin heikentymisesta (Strick ym.
2009). RPE-soluilla on my6s verisuonten uudismuodostusta saatelevd ominaisuus (Fan
ym. 2002). Ikaantymisen aiheuttamien tekijoiden, kuten lipofuskiinien kertymisen seura-
uksena RPE-solujen toiminta heikkenee ja solut ohjautuvat lopulta apoptoosiin (Wang
ym. 2009). Vaurio RPE-soluissa johtaa epésuorasti valoaistinsolujen tuhoon ja n&6n me-
netykseen. Osaksi néistd syistd RPE on monien verkkokalvon rappeutumiseen johtavien
sairauksien alkuperd ja kohde, silla RPE:n toiminta vaikuttaa ympardivien solujen elin-

kykyyn ja hyvinvointiin (Cai ym. 2009; Strunnikova ym. 2010).
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Melaniini suojaa RPE:t& ja sen alla olevia verkkokalvon solukerroksia valon aiheuttamil-
ta vaurioilta suodattamalla silmaan saapuvaa valoa tarpeen mukaan (Algvere & Seregard
2002). Lisaksi melaniini toimii antioksidanttina RPE-soluissa (Sundelin ym. 2001). RPE-
solujen melaniinipitoisuus kuitenkin pienenee ikd&antymisen myotg, jolloin melaniinin ha-

pettumisen aiheuttamaa stressia vastaan suojaava vaikutus véhenee (Strauss 2005).

Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd MITF:lla ja OTX2:1la on merkittava rooli verkkokalvon
oikeanlaisessa kehityksessé ja pigmentaation séatelyssé geenitasolla (Martinez-Morales
ym. 2003; Gelineau-van Waes ym. 2008). Mutaatiot MITF:ssa johtavat hairidihin pig-
mentaatiossa ja kuulossa, mikd johtuu MITF-transkriptiotekijan ilmentymisesta al-
kiokautisella verkkokalvolla, iholla ja hiustupessa (Tassabehji ym. 1994). MITF myds
séatelee TYR-geenin ilmentymistd melanosyyteissa (Yasumoto ym. 1994; Yasumoto ym.
1997). OTX2:lla on tarkea rooli verkkokalvon valoa aistivien valoreseptorien kehittymi-
sessd (Henderson ym. 2009). Mutaatiot OTX2:ssa johtavat silman ja pdan kehitykseen

vaikuttaviin muutoksiin aivoissa.

Suonikalvo

Kovakalvo Valon suunta
\ Verkkokalvo Lasiainen

Sarveiskalvo Hermosaiekerros

N

Pupilli =

Varikalvo

Gangliosolut
Bipolaarisolut

Valoaistinsolut

Q. 'a 0
( A 0,
.6 0 O © Ulkosegmentti
Fagosytoosi IIIDE RPE

Tyvikalvo
Bruchin kalvo

Sadekeha e — Suonikalvo
Kuva 2. Silmén eri kerrokset. Kuva 3. Silménpohjan solu ja valiainekerrokset.
(Mukailtu l&hteesta Schubert 2006) (Kaarniranta ym. 2003)
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2.2.1 Pigmentaatioon kytkeytyvat verkkokalvon sairaudet

Mutaatiot MITF-geenissa johtavat pigmentaation hairidihin silmdssé ja iholla ja voivat li-
séksi aiheuttaa hairioita silman kehityksessé ja kuulon menetysta. MITF:n on tutkittu ole-
van yksi Waardenburgin oireyhtyma tyyppi 2:ta (WS2) aiheuttavista geeneista. WS2:n oi-
reisiin kuuluvat eritasoiset kuulohairiot ja silmien, hiusten ja ihon pigmentaatiohdiriot.
(Tassabehji ym. 1994).

Koroideremia on toinen verkkokalvon rappeutumista aiheuttava REP1-proteiinin toimin-
nan hairiintymisesta johtuva sairaus. REP1 on Rab-kuljetusproteiini, jolla on merkittava
rooli muun muassa melanosomien kuljetuksessa. Koroideremia vaikuttaa RPE:n lisaksi
valoreseptoreihin ja suonikalvoon ainakin melanosomien kuljetuksen hairiintymisen kaut-
ta. (Futter 2006)

Albinismi johtuu melaniinin vahéisesta tuotannosta iholla, hiuksissa ja silmissa. Melanii-
nin tuotannon puutteen vuoksi albinismista karsivilla yksil6illa on hyvin hauras iho, jon-
ka luontainen UV-suoja on hyvin huono, sekd hyvin vaaleat tai valkoiset hiukset. Myo6s
nakod on heikentynyt véhdisen melaniinin tuotannon vuoksi, mika jattda verkkokalvon

naon kannalta tarkedt kerrokset suojatta auringon UV-sateilylta. (Oetting & King 1999).

Silménpohjan ikdrappeuma (AMD) on pigmentaatioon kytkeytyva verkkokalvon ikaanty-
esséd ilmeneva rappeumasairaus. AMD:ssa verkkokalvon pigmenttiepiteelin (RPE) solu-
kerroksia huoltava potentiaali on selvasti heikentynyt, minka seurauksena silmanpohjaan
muodostuu proteiinikertymia ja verkkokalvolla voi esiintyd uudisverisuonimuodostusta ja
siitd johtuvaa verenvuotoa, joka voi pahimmillaan johtaa nddn menetykseen. (deJong
2006).

2.2.2 Silmanpohjan ikarappeuma

AMD on tarkan ndkemisen alueen eli makulan sairaus. Makula on silméan tarkan nakemi-
sen alue, joka vastaa my0s varinadstd. Solutason muutokset ilmenevat verkkokalvon ul-
kokerroksessa olevissa valoreseptoreissa, tappi- ja sauvasoluissa, RPE-soluissa, Bruch:n

kalvolla ja suonikalvolla (kuva 3) (de Jong 2006). Silmdnpohjan muutokset tarkan nake-
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misen alueen (fovean) laheisyydessa ovat yleisesti ottaen yleisempié valkoihoisessa vées-
tossd (Bressler ym. 2008; Chang ym. 2008). Vaestotutkimusten tulokset ovat liséksi
osoittaneet, ettd valkoihoisen ja aasialaisen vaeston kohdalla sairauden esiintyvyys on
suurin piirtein samaa luokkaa, kun taas mustaihoisessa ja monissa vahemmistovéestoissa
sairaus on harvinaisempi (Kawasaki ym. 2010; Vanderbeek ym. 2011). Suomessa ikarap-
peumaa sairastaa arviolta 100 000 ja maailmassa noin 50 miljoonaa henkil6a (Resnikoff
ym. 2004; Gehrs ym. 2006; Kaarniranta ym. 2009).

Verkkokalvon pigmenttiepiteelisolujen toiminnalla on keskeinen rooli silmanpohjan ika-
rappeuman kehittymisessa. RPE-solut tuottavat valoaistinsoluille kasvutekijoité, seka véa-
littdvat happea ja ravintoaineita suonikalvolta (kuva 3). Terve silménpohja erittdd meta-
boliatuotteet hajotettaviksi RPE-soluihin; ikdintymisen seurauksena RPE-solujen kyky
hajottaa  metaboliatuotteita  heikkenee, mik&d johtaa solunsisdisten lipidi-
proteiinikertymien, lipofuskiinien, muodostumiseen. Muodostuneet lipofuskiinit erittavat
fluoroforeja, kuten AZ2E-molekyylid, joka lisdd valon vaikutuksesta happiradikaalien
maarédd RPE-soluissa vahentéen niiden lysosomaalista ja antioksidatiivista aktiivisuutta
(Shamsi & Boulton 2001).

Solunsiséisten proteiinikertymien lisaksi taudin kuvaan liittyy solunulkoisten prote-
iinikertymien (drusenien) muodostuminen RPE-solujen ja Bruchin kalvon valiin (kuva 3)
(de Jong 2006; Kaarniranta ym. 2003). Drusenien maara ja koko korreloivat kostean ika-
rappeuman kehittymisen todennakdisyyteen. AMD-potilailla on havaittu myds selkeésti
enemman vapaata rautaa silmédn verkkokalvolla terveen henkilon verkkokalvoon verrat-
tuna (Hahn ym. 2006). Rauta on tarked kofaktori, mutta suurina pitoisuuksina se johtaa

vapaiden radikaalien syntyyn ja hapettumisen aiheuttamaan stressiin.

Sairaudesta on kaksi muotoa: kuiva (osuus 80 %) ja kostea (20 %) (Kaarniranta ym.
2003). Kostealle muodolle luonteenomaista on verisuonten uudismuodostus verkkokal-
volle sen takaa suonikalvosta, mik& johtaa verkkokalvon turpoamiseen (Kaarniranta ym.
2009). Uusien verisuonten muodostuminen voi aiheuttaa myds verenvuotoa verkkokal-
volla. Kostea muoto etenee verisuonten nopean uudismuodostuksen johdosta nopeasti ja
hoitamattomana vaurioittaa silménpohjaa niin, ettd nakokyky heikkenee pysyvasti. Hoi-
tomuotoja kosteaan muotoon ovat polttolaserhoito, jolla pyritd&n vahentdmaan verisuon-

ten uudismuodostusta polttamalla muodostuneet verisuonet laserilla, ja valoaktivaatiohoi-
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to, jolla voidaan lieventéa oireita, mutta ei parantaa sairautta (Algvere & Seregard 2002).
Kuivassa muodossa ei ilmene verisuonten uudismuodostusta, eiké siihen ole talla hetkella
tehokasta hoitoa. Kuiva muoto ei yleensé oireile, mutta se voi kehittyd kosteaksi muo-
doksi ajan kuluessa (Noble & Chaudhary 2010). Uusia hoitomuotoja yritetdan I0ytaa jat-

kuvasti, mutta sairauden moninainen patogeneesi tekee siité vaikeaa.

Tarkeimpi& silmanpohjan ik&rappeuman patogeenisia tekijoitd ovat geneettinen alttius,
hapettumisen aiheuttama kuormitus (Frank ym. 1999; Beatty ym. 2000), tulehdus seka
solunsiséiset ja solunulkoiset proteiinikertymaét ja niiden kertymisen aiheuttama tulehdus
(Anderson ym. 2002; Gehrs ym. 2006). Geneettisia riskitekijoita on alettu kartoittamaan
ja ainakin yksi sellainen on I6ydetty: tulehdusreaktioon osallistuvaa komplementtitekija
H:ta (CFH) ilmentévan geenin polymorfia on 16ydetty AMD-potilailta (Patel 2008). Sai-
rauden oireita ovat muun muassa keskeisen nakdalueen sumentuminen ja tarkan naén
heikentyminen, kuvan vaaristyminen ja sokeiden kohtien ilmaantuminen nakodkenttaan
(Jager ym. 2008; Noble & Chaudhary 2010).

19



3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tutkimuksen tavoitteena oli kloonata osa ihmisen MC1R (hMC1R)-saatelyalueesta ja liit-
tdd se lusiferaasireportterialueen sisédltavadan plasmidiin seka tutkia sen ilmentymiseen
vaikuttavia tekijoitd RPE-soluissa. Tarkeimpind ilmentymisen sé&telijoiné pidettiin tran-
skriptiotekijoitda MITF ja OTX2, jotka sdatelevat padn ja silmén kehitysta seké pigmen-
taatiota. MC1R-geenilld on oleellinen rooli melaniinin tuotannossa; silménpohjan ikarap-

peumapotilailla RPE:n tuottaman melaniinin maara on vahentynyt.

Positiivisia hMC1R-Luc-klooneja oli tarkoitus tutkia reportterigeenianalyysien avulla.
Tutkimuksissa kaytettiin ARPE19-solulinjaa, joka on lahin mahdollinen solulinja RPE-
soluihin, seka retinoblastooma Y79-solulinjaa, joka voi erilaistua fotoreseptorien suun-
taan (Chader 1987).

Kokeiden tavoitteena oli 1) kloonata osa ihmisen MC1R-geenin saatelyalueesta, seka sel-
vittda 2) milla saatelytekijoilla on merkittdva vaikutus saatelyalueen toiminnan kannalta,
3) tutkittavien séatelytekijoiden optimaalista maaraa saatelyalueen aktiivisuuden kannalta
ja 4) miten yksittaisten saatelytekijoiden sitoutumispaikkojen puuttuminen saatelyalueelta
vaikuttaa MC1R-sdatelyalueen toimintaan.

4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 Sekvenssien haku tietokannoista ja homologiavertailut

Ihmisen melanokortiinireseptorin (hMC1R) nukleotidisekvenssi (NM_002386) haettiin
NCBI:n  (engl. The National Center for Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/guide/) tietokannasta ja geenihaku tehtiin Entrez-ohjelman
avulla. Thmisen MC1R-sdatelyalueen (AF263461) sekvenssille tehtiin homologia vertai-
lut hiiren (AF176016), simpanssin (AF387969), naudan (AF445641) ja Kkoiran
(AF064455) vastaavien sekvenssien kanssa NCBI:n Blastn-
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) ja ClustalW- (http://wwwz2.ebi.ac.uk/clustalw/)

tyokalujen avulla.
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4.2 MC1R-sekvenssin analysointi SNP-tietokannoissa

Ihmisen MC1R-geenin sééatelyalueelta paikannettiin - NCBI:n  SNP-tietokannan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) avulla SNP:t ja joitakin silman toiminnan ja pigmen-
taation sekd neuraalisen kehityksen kannalta tarkeiksi luokiteltuja transkriptiotekijoiden
sitoutumispaikkoja TESS-tietokannan (http://www.chil.upenn.edu/tess/) avulla. Térkeita
sitoutumispaikkoja olivat mikroftalmiaan eli pienisilmaisyyteen liittyvan transkriptioteki-
jan toimintaa tehostava sitoutumispaikka (MITF E-box) (NM_198159), spesifisyysprote-
iini-1 (Spl) (NM _138473), ortodentikaalinen proteiini-2 (OTX2) (NM_021728) ja valo-
reseptorispesifinen homeobox-perheeseen kuuluva tappi- ja sauvasolujen séatelema geeni
(CRX) (NM_000554) (taulukko 2). MITF saatelee pigmentaatioon osallistuvia geeneja ja
melanosyyttien tuotantoa iholla ja liséksi se s&atelee pdan ja silmén kehitystd. Spl on
monen geenin ilmentymista alkionkehityksen varhaisessa vaiheessa saateleva transkrip-
tiotekijd. OTX2 saatelee pigmentaatioon osallistuvia geeneja silmassa ja liséksi paan ja

silmén kehitystad. CRX on 86 % homologinen OTX2:n kanssa (Furukawa ym. 1997).

Taulukko 2. Silméan toiminnan, pigmentaation ja neuraalisen kehityksen kannalta tarkeita
MC1R-geenin saatelyalueelta 10ytyvid ihmisen transkriptiotekijoita. Transkriptiotekijoi-
den sitoutumissekvenssit on haettu NCBI:n tietokantojen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/) avulla.

Transkriptiotekijé Lyhenne  Tunnusnumero Sitoutumissekvenssi

Mikroftalmiaan liittyva MITF NM_198159 CANNTG (E-box)

transkriptiotekija

Spesifisyysproteiini-1 Spl NM_138473 GGGCGG

Ortodentikaalinen proteiini oTX2 NM_021728 TAATCC/ TAATCT

Tappi- ja sauvasolujen saateleméa CRX NM_000554 GGATTAC/ GTAATTC/

homeobox-perheeseen kuuluva geeni CAATTAA/ CTAAGCT/
CTAATCT
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4.3 hMC1R-saatelyalueen kloonaus

Noin 6000 ep kattava alue MC1R-geenin séatelyalueesta translaation aloituskohdasta yla-
virtaan on geneetikkojen mielestd merkittavaa aluetta geenin toiminnan saatelyn kannalta
(Reinisalon kautta valittynyttd julkaisematonta tietoa). Myos promoottorisekvenssisté
tehty transkriptiotekijé- ja SNP-analyysi seka homologiavertailut osoittivat, ettd 6000 ep
on riittavasti kattamaan tarkeimmaét saatelyelementit, silla 6000 ep:n jalkeen ei 16ytynyt
paljon muita kuin Sp1-séatelyelementteja (liite 1).

Ihmisen genomisesta DNA:sta yritettiin eristdd noin 6000 ep:n kokoinen alue MC1R:n
séatelyalueesta polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla. S&&telyalueen monistamiseksi
suunniteltiin PCR-alukkeet kolmelle monistettavalle DNA-alueelle, jotka yhdessa kattoi-
vat 5374 ep:a ensimmaisesté saatelyalueen transkription aloituskohdasta (+1) (Moro ym.
1999) ylavirtaan (kuva 4).

@ s

B v

D Crx Hpal Vspl Hindlll

B o 5300 7406 7o
+1

5 ¥

Sacl Nhel Xhol  gnp /AT SNP C/T

3632 4803 6803

Alukepari3 Alukepari 1
1689 ep 2233 ep

Alukepari 2
2685 ep

Kuva 4. IThmisen MC1R-séételyalueen monistamiseen suunnitellut PCR-alukkeet, seka
séatelyalueelta 10ytyneet transkriptiotekijoiden sitoutumiskohdat ja restriktioentsyymien
katkaisukohdat. Saatelyalue jaettiin kolmeen monistettavaan alueeseen TESS-haussa I6y-
tyneiden transkriptiotekijoiden sitoutumiselementtien sijainnin perusteella. Alukkeet
suunniteltiin niin, ettd niista 10ytyi restriktioentsyymien paikat pGL3-plasmidiin siirtoa
varten. Kuvaan merkitty transkription aloituskohta (+1).
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Ihmisen MC1R-saatelyalue eristettiin pKM2L-hMC1R-plasmidista (RDB5515, RIKEN)
(https://database.riken.jp/sw/attribution/cria304u24ria304u944i) ja liitettiin  pGL3-
BasicMCS+-plasmidiin ~ (U47295, Promega), joka sisélsi lusiferaasi (Luc)-
reportterialueen, ja jolla oli ampisilliiniresistenssi. pGL3-BasicMCS+ -plasmidissa saéte-
lyalueesta leikattujen palasten liittamiseen tarkoitettu alue (MCS) on tavallista suurempi
ja siséltdd enemman restriktioentsyymien sitoutumispaikkoja. pKM2L-phMC1R- plasmi-
dissa ihmisen istukan soluista eristetystd genomisesta DNA:sta oli PCR-monistettu 1743
ep:n  sekvenssi MCI1R-séételyalueesta ja liitetty pKM2L Renilla lusiferaasi-

reportterivektoriin (RDB4026), jolla oli kanamysiiniresistenssi.

4.3.1 Polymeraasiketjureaktio

Ihmisen MC1R-sééatelyalueen kloonaamiseksi suunniteltiin kuusi PCR-alukeparia (ap)
(Taulukko 3) OLIGO-ohjelman (Molecular Biology Insights) avulla, ja alukkeet tilattiin
Sigmalta. Alukeparien vélisen sulamislampétilaeron oli oltava alle 2 °C, eiké alukese-
kvenssi saanut muodostaa voimakkaita sidoksia itsensa tai alukeparinsa kanssa tai epéa-
spesifista sitoutumista muihin sekvensseihin. Alukkeisiin lisattiin myds suunniteltujen re-
striktioentsyymien katkaisukohdat siihen paahan aluketta, jossa ei ollut endogeenista kat-

kaisukohtaa.

Phusion Human Specimen direct PCR-kitin (Finnzymes) alukkeiden ja ohjeen mukaan
testattiin PCR-laitteiston (iCycler, Bio-Rad) ja DNA-néytteen toimivuus. DNA-naytteend
kaytettiin ihmisen maksasta fenoliuuttomenetelmalld eristettyd genomista DNA:ta. PCR-
olosuhteista reaktion denaturaatio-, anniilaus- ja pidennyslampdtilat ja ajat optimoitiin
kullekin alukeparille erikseen. PCR-reaktio tehtiin spesifisida 25 uM alukkeita (taulukko
3) kéyttaen ja Phusion PCR-kitin ohjeen mukaista reaktioseosta soveltaen.
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Taulukko 3. OLIGO-ohjelmalla suunnitellut spesifiset PCR-alukeparit (ap) hMC1R-

saatelyalueen monistamiseen ihmisen genomisesta DNA:sta.

Alukepari Tuotteen Tunnusnumero Tunnusnumero
koko (ep) (alukesekvenssin aloituskohta) (alukesekvenssin aloituskohta)

5 -pad 3 -pad

la 1724 MR0258 (9006) MR0256 (7308)
5- GGAACAAGCTTGGAGTCG  5- GGGCTCTCGAGGTGCTGG
TTGGAGGC -3’ GATTACAG -3’

1b 1726 MR0258 (9006) MR0257 (7306)
5- GGAACAAGCTTGGAGTCG  5- TTGGGCTCGAGAAGTGCT
TTGGAGGC -3’ GGGATTAC -3’

1c 2233 MR0264 (8876) MR0263 (6672)
5- CACCCAAGCTTCTGCCCTC 5- CAGCGACTCGAGAATCAC
ACACCCTCTC -3’ CACTACACTCCA -3’

1d 2894 MR0264 (8876) MR0265 (6011)
5- CACCCAAGCTTCTGCCCT 5- GTCCGCTCGGAACGCTGT
CACACCCTCTC -3’ GTCTGTTGGTC -3

2 2685 MR0260 (7466) MR0259 (4803)
5- CACCACTCACAAGCCACC  5- CCAGAGCTAGCATAAACG
TCCA -3 CAGGAAGA -3’

3 1689 MR0262 (5300) MR0261 (3632)

5- ATGAGGCCTTTGAGACGG

ACG -3’

5- ACTCCGAGCTCCACAGAT

GTTTTA-3

4.3.2 hMC1R-saatelyalueen liittAminen lusiferaasireportteri-plasmidiin

Monistetut PCR-tuotteet eroteltiin 1 % agaroosigeelilld 100 V geelielektroforeesilla ja oi-
kean kokoiset DNA-vythykkeet eristettiin geeliltd fenoliuuton avulla, ja tuotteet leikattiin
entsyymeilld, jotka oli suunniteltu kyseessa olevan DNA-alueen (kuva 4) leikkaamiseen.
DNA:n pilkkomisen jéalkeen tuotteita monistettiin PCR:lla ja ajettiin 1 % agaroosigeelille,

jolta néhtiin, oliko PCR-monistus onnistunut toivotunlaisesti.
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Rikenin pKM2L-phMC1R- plasmidista leikattiin Xhol- ja EcoRI-restriktioentsyymeilla
1789 ep:n kokoinen alue ihmisen MC1R-séatelyalueen 3"-paasta ja liitettiin Xhol-EcoRI-
leikattuun pGL3-BasicMCS+-vektoriin (Kuva 5). pKM2L-hMC1R-plasmidia kasvatettiin
ohjeen mukaan, ja DNA eristettiin Plasmid Mega-kitin ohjeen mukaan (12183, Qiagen).

pKM2L-hMC1R-plasmidi-DNA:ta ja pGL3-Basic-plasmidi-DNA:ta pilkottiin Xhol- ja
EcoRlI-restriktioentsyymejd (Fermentas) kayttden. pGL3-basicMCS+-plasmidista irtosi
4838 ep:n kokoinen fragmentti, kun 49 ep:a leikkaantui Xhol- ja EcoRI-entsyymien va-
lista (kuva 5). pKM2L-phMC1R-plasmidi leikkaantui 1789 ep:n hMC1R-fragmenttiin ja
4154 ep:n KM2L-fragmenttiin.

122 3 gk e g =78 9101112 213 44 15/ 16 17 18

pKM2L

— o A B R

et Gnrt) st )l ) ) )

i S — — — —) — —) i

pGL3-Basic

Kuva 5. Xhol-EcoRlI-pilkotut pGL3-BasicMCS+- ja pKM2L-phMC1R-plasmidit on ero-
teltu 1 % agaroosigeelielektroforeesilla (100 V). Néaytepaikka 1: 1 kb DNA ladder (Gene
ruler); 2-8: pGL3-BasicMCS+-plasmidista leikkaantunut 4838 ep:n kokoinen fragmentti;
9-17: pKM2L-phMC1R-plasmidista leikkaantuneet 1789 ep:n kokoinen hMCI1R-
fragmentti ja 4154 ep:n kokoinen KM2L-fragmentti.

Xhol-EcoRI-pilkottu 1789 emésparin (ep) kokoinen fragmentti hMC1R-séatelyalueesta ja
pGL3-BasicMCS+-plasmidista Xhol-EcoRI-leikattu 4838 ep:n kokoinen fragmentti, joka
sisélsi lusiferaasireportterialueen, eristettiin geeliltd E.Z.N.A gel extraction-Kkitin
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(D2500-01, Omega) avulla ohjeen mukaan. Geeliltd eristettyd hMC1R-séatelyalueen
DNA:ta liitettiin leikattuun pGL3-BasicMCS+-plasmidiin T4 DNA ligaasin (Fermentas)
avulla. Ligoitu hMC1R-Luc-konstrukti transformoitiin DH5a-soluihin, joista eristettiin
DNA. Eristetylle DNA:lle tehtiin restriktioentsyymianalyysi kayttaen Ehel- ja HindllI-
restriktioentsyymeja (Fermentas). Kolme analyysin mukaan positiivista kloonia valittiin

jatkotutkimuksiin: sekvensointiin ja k&anteistransfektioihin.

4.4 Kvantitatiivinen RT-PCR

Kvantitatiivisen tosiaikaisen polymeraasiketjureaktio (QRT-PCR)-menetelman avulla tut-
kittiin, miten MC1R-mRNA ilmeni eri solulinjoissa. Lisaksi tutkittiin endogeenisten tran-
skriptiotekijoiden, OTX2:n ja neljan MITF-variantin (A, D, H ja M) ilmentymist& eri so-
lulinjoissa. MITF-M on spesifinen melanosyyteissa, kun taas muut MITF-variantit vai-

kuttavat spesifisesti silmassa (Fuse ym. 1996; Bharti ym. 2008).

lImentymistd mitattiin gRT-PCR-laitteistolla (ABI Prism 7500, Applied Biosystems)
valmistajan ohjeen mukaan. MC1R:n, OTX2:n, MITF-A:n ja MITF-M:n mittauksissa
kaytetyt yksinkertaiset reaktioseokset sisalsivat 1x TagMan Universal PCR Master Mixia
(Roche Molecular Systems Inc) ja 1x FAM Kkoetinseosta (MC1R: Hs00267168 s1,
OTX2: Hs00222238_m1, MITF-A: Hs01115553 m1, MITF-M: Hs00165156_m1, Ap-
plied Biosystems) (taulukko 4). MITF-D:n ja MITF-H:n reaktioseokset sisélsivéat 1x Po-
wer SYBR Green Master Mixid (Applied Biosystems) ja 100 nM 5°- ja 3"-pdiden aluk-
keita (MITF-D: MR0252-MR0253, MITF-H: MR0254-MR0255, Applied Biosystems)
(taulukko 4). Liséksi gqRT-PCR:lla mitattiin B-aktiinin Cy-arvot, joita kéytettiin tutkittujen
geenien ilmentymisen normalisoimiseen. B-aktiinin mittauksessa kéytetyssa reaktioseok-
sessa oli 1x TagMan Universal PCR Master Mixi& (Roche Molecular Systems Inc) ja 1x
VIC Kkoetinseosta (B-actin: P/N 4326315, Applied Biosystems).
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Taulukko 4. Kvantitatiivisella RT-PCR:lla testatut MC1R-geeni ja transkriptiotekijat
OTX2 ja MITF-variantit. Kokeissa kaytettiin Applied Biosystems:n alukkeita.

Testattu geeni Lyhenne Alukkeet Merkkiaine
Melanokortiini-1 reseptori MCI1R Hs00267168 s1 FAM
Orthodenticle homeobox 2 0oTX2 Hs00222238_m1 FAM
Mikroftalmiaan liittyvé transkriptiotekija A MITF-A Hs01115553 m1l FAM
Mikroftalmiaan liittyvé transkriptiotekija D MITF-D MR0252-MR0253 SYBR
Mikroftalmiaan liittyvé transkriptiotekiji H MITF-H MR0254-MR0255 SYBR
Mikroftalmiaan liittyvé transkriptiotekija M MITF-M Hs00165156_m1 FAM

MC1R:n ja transkriptiotekijoiden ilmentymista mitattiin ihmisen verkkokalvon pigment-
tiepiteelisolulinja ARPE19- (CRL-2302, ATCC), neuroblastoomasolulinjojen LA1-5s-,
SH-EP1- ja SH-SY5Y- (CRL-2266), sekd retinoblastoomasolulinjojen WERI-Rb1-
(HTB-169) ja Y79 (HTB-18) komplementaarisista DNA (cDNA)-naytteistad. Mittaukset
tehtiin kolmena rinnakkaisena 96-kuoppalevyilla, ja testit toistettiin 1-2 kertaa. Solulinjo-
jen cDNA-synteesi tehtiin totaali-RNA:sta ohjeen (Reinisalo ym. 2003) mukaan. RNA oli
valmiiksi eristettynd kaikista solulinjoista. Monistusohjelma sisélsi nelja vaihetta FAM-
alukkeita (MC1R, OTX2, MITF-A ja MITF-M), sekd VIC-aluketta (B-aktiini) ké&ytettées-
sé (taulukko 5). PCR-reaktioita inkuboitiin 2 minuuttia 50 °C:ssa ennen alkudenaturaatio-
ta urasiili-DNA glykosylaasin (UNG) kanssa PCR-tuotteiden ja templaatti-DNA:n ristiin-

sekoittumisen estamiseksi (Tetzner 2009).

Taulukko 5: Kaytetty qRT-PCR-ohjelma.

Monistusvaihe Lampétila Aika
UNG-kaésittely 50 °C 2 min
Alkudenaturaatio 95°C 10 min
DNA-denaturaatio 95°C 40x15s
Alukkeiden anniilaus ja pidennys 60 °C 40 x 1 min
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Mitattujen geenien Cr-arvot normalisoitiin B-aktiinin Cr-arvolla; tdmé oli tutkittavien
geenien normalisointitekniikka. Kuoppalevylta saatujen kolmen rinnakkaisen néytteen tu-
loksista laskettiin keskiarvo. Koska mittaukset oli tehty 1-2 levylla, lopulliset tulokset
saatiin, kun laskettiin normalisoiduista ilmentymisista keskiarvo; keskiarvoilla laskettiin
viela keskihajonta (SD).

4.5 MC1R-deleetiokonstruktien valmistus

Kloonattuun hMC1R-Luc-konstruktiin suunniteltiin viisi deleetiota (Kuva 6). Deleetioi-
den tarkoituksena oli tutkia séatelyaluetta 3"-péésta alkaen noin 1500 emésparin laajuu-
delta, poistaen transkriptiotekijoiden sitoutumiskohtia restriktioentsyymien avulla. Mit-
taamalla kloonien lusiferaasiaktiivisuuksia kadnteistransfektiomenetelmalla, voitiin tutkia
yksittéisen transkriptiotekijan tai kahden tekijan yhteisvaikutusta promoottorin toiminnan

kannalta.
Smal Nzpl
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hMCIR-luc Xhol Smal Neol Ptl Pzl Neol Neol
. 1 (28 (377 (951 1 895
plasmid @ 28 Al ‘ _ggf 1 144 !
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+ bluntting
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Kuva 6. hMC1R-Luc-konstruktiin suunnitellut deleetiot ja suunniteltujen restriktioent-
syymien leikkauskohdat. Yl&laidassa on esitetty ihmisen MC1R-séételyalueen
(AF263461) 3 -paé kokonaisena ja siitd I0ytyvat transkriptiotekijoiden sitoutumispaikat
sekd restriktioentsyymien sitoutumiskohdat. Alla on kuvattu hMC1R-sdételyalueeseen
suunnitellut deleetiot.
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Deleetioista kolme tehtiin yksinkertaisella pilkkomisreaktiolla, ja lisaksi suunniteltiin
kaksi osittaista pilkkomisreaktiota. Kaikki pilkkomisreaktiot tehtiin Fermentaksen restrik-
tioentsyymeja  (http://www.fermentas.com) kayttden. Osittaisten Pstl- ja Ncol-
pilkkomisreaktioiden kohdalla DNA:ta pilkottiin ensin Xhol-entsyymilla, ja sen jélkeen
Pstl- tai Ncol-entsyymilla. Tuotteet eroteltiin 1 % agaroosigeelilld (100 V), jolta pilkotut
DNA-fragmentit leikattiin ja DNA eristettiin kdyttden Tris-kyllastettya fenolia.

Plasmidit liitettiin rengasmaisiksi kéyttaen itseligaatiota (Pstl, Smal), kohessiivisten péi-
den ligaatiota (Ncol) ja tayttoligaatiota (osittainen Pstl ja -Ncol), jossa digestoidut 3"- ja
5”-péaat taytettiin Klenowin fragmenttia kéyttden. Ligaation jalkeen plasmidit transformoi-
tiin  kompetentteihin DHS5a-soluihin.  Plasmidikloonit tarkistettiin  Kpnl- ja Sacl-
restriktioentsyymejé kayttaen. Kolme positiivista kloonia valittiin sekvensointiin ja mas-

sakasvatukseen, josta eristettiin DNA jatkotutkimuksia varten.

4.6 Soluviljely

Tutkimuksessa kaytettiin solulinjoja ARPE19 ja Y79. ARPE19-solulinja on ihmisen
verkkokalvon pigmenttiepiteelisolulinja, joka kasvaa pohjaan Kiinnittyvand ja Y79 on
suspensiona kasvava retinoblastoomasolulinja, jolla on kyky erilaistua fotoreseptorisolu-
ja, neuroneja, gliasoluja ja pigmenttiepiteelisoluja muistuttaviksi soluiksi (Chader 1987).
Kasvatusmediumina kéytettiin Dulbecco’s Modified Eagle’s-elatusainetta (DMEM)
(31330-038, Invitrogen), johon oli lisatty 100 U/ml penisilliinia ja 100 pg/ml streptomy-
siini4 (EC B3001D, Euroclone) ja 2mM L-glutamiinia (EC B3000D, Euroclone), sek& 10
% sikiokautisen naudan seerumia (FBS) (10270-106, Invitrogen). Kasvatusolosuhteet oli
pidetty optimaalisina solujen kasvun kannalta: Iampdtila 37 °C ja hiilidioksidipitoisuus
viisi prosenttia. ARPE19-solut jaettiin kerran ja Y79-solut kaksi kertaa viikossa. Solujen

jakamisen liséksi ARPE19-soluille vaihdettiin elatusaine kerran viikossa.
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4.7 hMC1R-Luc-plasmidien testaus ARPE19- ja Y79-solulinjoissa

MC1R-saatelyalueen siséltavat kloonit testattiin kaanteistransfektiomenetelmalla AR-
PE19-soluissa ja Y79-retinoblastoomasoluissa (Reinisalo ym. 2006). Transfektio-
olosuhteet optimoitiin 96-kuoppalevylla ARPE19-soluille sopivaksi Huuskon 2011 pro-
jektityotd mukaillen (Huusko 2011). DNA-kantaja polyetyleeni-imiinin (PEI), maara op-
timoitiin erikseen juuri naille kokeille sopivaksi: optimointi tehtiin ARPE19-soluille, silla
kvantitatiivisen RT-PCR:n tulosten mukaan MC1R:n ilmentyminen oli vahaisempad AR-
PE19-soluissa (kuva 10).

4.7.1 Kaanteistransfektiomenetelméan periaate

Ké&anteistransfektiomenetelméssa tydvaiheiden jérjestys on kaanteinen verrattuna perin-
teiseen transfektiomenetelmdan (Boussif ym. 1995). Toisin sanoen DNA-
kantajakompleksi, jolla on positiivinen varaus, kiinnitetadn transfektioalustalle ensimmai-
send ja jaadytetddn nopeasti, minka jalkeen alusta kylmakuivataan jaahdytyslevyjen va-
lissa veden poistamiseksi (Reinisalo ym. 2006). Kantajakompleksi siirretd4n alustalle ve-
siliuoksena, mutta pitkdan vesiliuoksena ollessaan kompleksissa voi tapahtua hajoamista
tai aggregaatiota; kylmékuivaus pidentdd kompleksin séilyvyytta huomattavasti. Vuoro-
kauden kestavan kylmakuivauksen jalkeen transfektioalustat séilytetadn folioon kaarittyi-
na eksikaattorissa, jossa ne sailyvat kuivina ja kayttokelpoisina useita kuukausia (Reinisa-
lo ym. 2006). Levyjen hyvan sdilyvyyden ansiosta solut voidaan lisata levyille ajankoh-

dasta riippumatta.

Ké&anteistransfektiomenetelmé on osoittautunut perinteistd transfektiomenetelmaa tehok-
kaammaksi monilla solulinjoilla, etenkin primé&érisoluilla. Suspensiosolujen, kuten WE-
RI-Rb1:n ja Y79:n transfektioissa menetelma toimii hyvin, koska levyn pohjaan kiinnite-
tyn ja kuivatun kompleksin positiivinen varaus edesauttaa pinnaltaan negatiivisesti varau-
tuneiden solujen kiinnittymistd kuopan pohjaan. Menetelmd toimii myos elatusaineessa,
johon on lisatty seerumia, minka ansiosta saastytdan ylimaaraisilté elatusaineenvaihdoilta
lisattédessd seerumia siséltdvassa elatusaineessa kasvaneita soluja levyille. (Reinisalo ym.
2006).

30



4.7.2 Transfektiokompleksien valmistus ja PEI125-optimointi

Yksinkertainen, 50 pl:n DNA-kantajakompleksi sisélsi 0,5 pg tai 1,0 ug DNA:ta 12,5
pl:ssa, 12,5 pl PEI25-kantajaliuosta, seka 25 pl sakkaroosia. DNA-kantaja, polyetyleeni-
imiini (PEI25, 25 kDa, 40872-7, Sigma-Aldrich) laimennettiin sopivaksi kéyttéliuokseksi
0,9 mg/ml kantaliuoksesta: varaussuhde +7: 0,16 mg/ml PEI25; +6: 0,14 mg/ml PEI25;
+5: 0,11 mg/ml PEI25; +4: 0,09 mg/ml PEI25; +3: 0,07 mg/ml PEI25; +2: 0,05 mg/ml
PEI25. Komplekseja valmistettiin kunkin ndytesarjan vaatima méaéra; testi tehtiin kolme-
na rinnakkaisena ndytteena ja toistettiin kolmella levylla. Kun kompleksit oli saatu levyil-

le, levyt jaahdytettiin heti kuivajaan avulla.

Optimointi tehtiin DNA-kantajana toimineelle, kationiselle polymeerille PEI25:lle.
PEI25:n varaussuhde optimoitiin levyilla, joille liséttiin kantajaa varaussuhteilla +2 - +7.
Komplekseihin lisatty DNA oli pCluc4 plasmidi- DNA:ta, jota liséttiin 0,5 pg tai 1,0 pug
12,5 ul: aan. DNA-kantajakomplekseihin lisattiin 2 % sakkaroosia, ja komplekseja pipe-
toitiin 96-kuoppalevyille kolmena rinnakkaisena néytteena kolmelle levylle.

Kéaanteistransfektiot ARPE19-soluihin tehtiin lisaédmalla jokaiseen 96-kuoppalevyn
kuoppaan, jossa oli kantajakompleksia, noin 200 000 solua, minka jalkeen levyjen annet-
tiin inkuboitua 48 tuntia 37 °C:ssa 5 % CO,:ssa. Inkubaation jalkeen solut hajotettiin li-
saamalla lyysipuskuria [25 mM Gly-Gly (Sigma G-7278), 15 mM vedetontd MgSO,
(Fluka 63135), 4 mM EGTA (Sigma E-8145), 1 % triton X-100, pH 7.8], johon oli lisétty
1 mM ditiotreitolia (DTT) ja 1 mM fenyylimetyylisulfonyyli fluoridia (PMSF), jotka ha-
jottavat DNA:n muodostamia rikkisiltoja ja estévat proteaasien proteiinia hajottavaa toi-
mintaa. Hajotetut solut séilytettiin -80 °C:ssa.

Transfektiotehokkuus maééritettiin mittaamalla levyiltd lusiferaasiaktiivisuudet ja prote-
iinipitoisuudet aallonpituudella 595 nm. Méérityksissa kaytettiin Victor’-1420 moni-
leimalukijaa (Wallac). Lusiferaasimittauksessa 20 pl:aan solulysaattia lisattiin 50 pl lusi-
feraasireagenssia, ja proteiinimittauksessa 2 pl:aan solulysaattia liséttiin 200 pl prote-
linivarjaysliuosta (BioRad Protein Assay Dye Reagent, 500-0006). Lusiferaasiaktiivisuut-
ta verrattiin proteiinipitoisuuteen ja kolme kertaa toistetun kokeen kolmen rinnakkaisen
naytteen tuloksista laskettiin keskiarvo. Lopulliset tulokset saatiin, kun ndytteiden kes-

kiarvoista laskettiin vield keskihajonta (SD).
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4.7.3 Reportterigeenianalyysi

Ké&anteistransfektioilla testattiin kolme kloonatuista hMC1R-Luc-konstrukteista. Lisaksi
menetelmalla testattiin hMC1R-Luc-kloonit, joihin oli tehty deleetioita. Transfektiole-
vyilla DNA-kantaja PEI25:n varaussuhde oli +4 ja sokeriliuoksena kaytettiin 1 % sakka-
roosia. Kokonais-DNA:n maara yksinkertaisessa kompleksissa oli 1,0 pg. Beta-
galaktosidaasiaktiivisuuden (B-gal) mittausta varten DNA-kompleksiin lisattiin 0,2 pg
pCMV-B-plasmidi-DNA:ta. Kaanteistransfektiot Y79-soluihin tehtiin kuten ARPE19-
soluille solumaaran ollessa 100 000 solua kuoppaa kohden. Kustakin néytteesté oli kolme
rinnakkaista kuoppaa yhta levya kohden ja kokeet toistettiin vahintaan kahdella levylla

levylld (n > 6).

Hajotetuista soluista mitattiin lusiferaasi- ja beta-galaktosidaasiaktiivisuudet. Lusife-
raasiaktiivisuus madritettiin - mittaamalla lusiferiinin  maarad solulysaatista. [B-gal-
aktiivisuus madritettiin mittaamalla orto-nitrofenyyli-p-galaktosidin (ONPG) hajoamis-
nopeus solulysaatista, johon liséttiin 1x B-gal liuosta (0,1 M NasPO4 pH 7.3, 1 mM
MgCl,, 50 mM B-merkaproetanoli, 0,67 mg/ml ONPG). ONPG- levyja inkuboitiin huo-
neenldmmassd, kunnes liuos oli muuttunut vaaleankeltaiseksi, minkéa jalkeen kuoppiin li-
sattiin pysaytysliuosta (1 M Na,COg3). Absorbanssit mitattiin monileimalukijalla, aallon-
pituudella 405 nm. Lusiferaasiaktiivisuus laskettiin normalisoimalla arvot f-gal-arvoihin
ja annettiin plasmidin, jossa ei ollut saatelyaluetta, aktiivisuuden arvoksi 1. Lisaksi rin-

nakkaisten naytteiden keskiarvoista laskettiin keskihajonta (SD).

4.8 hMC1R-Luc-kloonien sekvensointi

Restriktioentsyymianalyysissa kolme hMC1R-Luc-plasmidikloonia osoittautuivat positii-
visiksi, joten ne l&hetettiin sekvensoitaviksi Yalen yliopiston DNA-analyysipalveluun
(http://dna-analysis.research.yale.edu/). Sekvensoitaviksi lahetettiin lisdksi 11 positiivi-
siksi restriktioentyymianalyysissé osoittautunutta deleetiokloonia (Smal 2 kpl, Pstl 3 kpl,
Ncol 3 kpl ja osittainen Pstl 3 kpl.). Sekvenssihomologiavertailu tehtiin kayttden Europe-
an Bioinformatics institute:n ClustalW- ty6kalua (http://wwwz2.ebi.ac.uk/clustalw/). Sek-
vensointialukkeina kaytettiin kaupallisia pGL3-Basic-alukkeita (Sigma) (taulukko 6).
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Sekvensointia varten DNA:ta tarvittiin 500-550 ng/ 11 pl. Jokaiseen naytteeseen liséttiin

joko 5°- tai 3"-paasta sekvensoivaa 4 mM aluketta.

Taulukko 6. pGL3-Basic sekvensointialukkeet.

Aluke sekvensointisuunta sekvenssi

tluc-rescueF 5>3 5- GATAGGTACCGAGCTCTTAC -3
tluc-rescueR 3I>5 5- GCAGATCTCGAGCCCGGCAC -3
RVprimer3 5>3% 5 CTAGCAAAATAGGCTCTCCC -3
GLprimer2 3I>5 5 CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA -3

4.9 Tilastolliset menetelméat

Reportterigeenianalyysilla mitatuista konstrukteista laskettiin keskiarvot ja keskiarvojen
keskihajonnat (SD). Tilastolliset testit tehtiin yksisuuntaisella varianssianalyysilla
(ANOVA) Excel-taulukossa, silla testeissa muuttujia oli vain yksi. Tilastollinen merkit-
sevyys tulkittiin seuraavasti:

a<0,05 (5 %) *

a<0,01 (1 %) **

a < 0,001 (0,1 %) ***

a kuvaa sattuman todennikdisyytta.
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5 TULOKSET

5.1 hMC1R-sekvenssin homologiavertailut ja analysointi

Ihmisen MC1R-séételyalueen sekvenssid (9045 ep) tutkittiin proteiinin translaation aloi-
tuskohdasta ylavirtaan (liite 1). Tarkoituksena oli selvittdd homologiaa ihmisen ja muiden
lajien (simpanssi, nauta, hiiri ja koira) valilla&. Homologia oli selvaa ihmisen (AF263461)
ja simpanssin (AF387969) vililla s&atelyalueen 3 -pddssa 1200 — 3650 ep:n alueella ja
ennen 5"-pédésta katsoen ensimmaista saatelyalueen transkription aloituskohtaa (+1) 4800
— 9045 ep:n alueella. Thmisen ja naudan vélilla homologia oli suurinta saatelyalueen 3’-
padssa 8300 — 9045 ep:n alueella, ihmisen ja hiiren valilla 6600 — 9045 ep:n alueella (ku-
va 7) ja ihmisen ja koiran vélill4 8400 — 9045 ep:n alueella. MC1R-saételyalueen sek-

venssin 5”-paa siséltdd myds jonkin verran toistojaksoja.

TESS-tietokannan avulla selvitettiin ihmisen promoottorialueella olevat OTX2-, MITF-
A-, Spl- ja Crx-transkriptiotekijoiden sitoutumispaikat. Liséksi NCBI:n tietokantojen
avulla haettiin SNP:t promoottorialueelta. Sekvenssi sisdlsi noin 6000 ep séatelyalueen
ensimmadisesta transkription aloituskohdasta (+1) ylavirtaan lukuisia transkriptiotekijoi-

den sitoutumispaikkoja.

HMC1R TGGTCAACATGGTGAAACCTCATCTCTACAAAAAATACAAAAAATAGCCAGGTGTGGTAG 6600
MMCIR e GGGAGGTAG 9

* ke kk Kk kK

HMC1R TGGGTGCCGTAGTCCCAGCTAGTTGGGAGGCTGAGGCATAAGTATTGCTTGAATCCAGAA 6660
mMC1R -GGGTGCCTCATTCACACCCAG-TGGCTGCCTGAGGCAGCG——-==—————————————— 48

* ok ok kkkk * kk kk ok kk kkk ek kkkkkkkk

HMC1R GGTGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGAATGCACCACTACACTCCAGCCTGCGCGACAGAGTGA 6720
MMCIR s CAGCCTGAGAGAGAGAG--- 65

*kkkkkkk Kk Kkk Kkkkk

HMC1R AACTGTCTCAAAATAAATAAATACATAAAAATTATATGTATATATATATATATATATATT 6780
MMCIR m e
HMC1R TTTTTTTTTTTTGAGACTGTATCTCTGTTTCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGTGTGATCTCG 6840
MMCIR s AAAGGAG-——=--——~ 72

HMC1R GCTCACTGCAACCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCAATTCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCT 6900
mMCIR  mmmmmmmmmmmmme GTTTCAG---========——~ ACAACCCAGG----~ 89
* ****' .*.:****.*

HMC1R GGGATTATAGGCGTGCGCCACCACGCCTGGCTGATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGAG 6960
mMCIR  —————- AAAG-———————————————————- TGATTTTTGAAG-----———————————- 105
*:** *********:*

HMC1R TTTCACCATATTACCCAAGCTGGTCTTGAACTCCTGACCTCATGATCCGCCTGCCTCAGC 7020
mMCIR  mmmmmmmmmmm—————o TGGGCTTG- == === === === === ——————————— - 113

* kK KKk K
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HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

CTCCCAAAGTGCTGAGATTATAGGGGTGAGCCACTGTGCCCGGCAATAATAATTTTTTTT
———————— GAGCT-------TTAGGTAGGGCCACT -~ ~===========———————————

ke kKK ke Kk ok KkkkkkK

TTTTGAGACAGAGTTTTGCTCTTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAATGGTGCAATCTCGGCT
---CGGGGCAGG----TTCTATTG----~~ AGGTTG-——--- AATG-—————————=—=—=

* kK kKK * kK kKK Kk kK KKk Kk kK

CACGGCAACCTCCGCCTCTCATGTTCAAGCTATTATCCTGACTCAGCTGGGATTACAGGC

* k% % ekk ek kk kKK K

GGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCGCCTTGGGCTCCCARAGT
—————————————————————————— CACAGGG--------=GCTTTG-----------~-

* o kk Kk Kk *k Kk kk

GCTGGGATTACAGCCCTGAGCCACCATGGCTGACAATAATAAAAAATTTTAAAGCAAAAC

GGAGAGGCAAG-—========————————————

kKKK ke kK ke kkKk o ok

AAAAATATTAATGTCCTCACMGAGGTGGCTTGTGAGTGGTGTGAGCATTTCATG

GTCAGAGTTTGGCAGTTGGGCGAGAGACAGGATGGATTTTAACTCGAACATCGCAGACAC

AAAACTGAARACCCTGATGCGGTGCCTGCACCGTTGCCTCCTTTCCTGCAGCTGTARATG
—————————— ACCCTGTGTTGGAG—----TCCAAAGCTAGTTTTCCGGTT-——-——-———

*hkkkkk . * ko Kk e kK . e kk . *kkkk Kk

AGGAAGTGCTGGGAACGCCCTGGAGTGAACCCAGGARGATGCCTGCAGTGGGTGCCAGGG
————— GTGCTG-------CCT---CTGCCCCCTAGAGGCAGCCTG------------GGG

Kk Kk kKK * kK * K Kkhkk o Kk Kk ek kKkkK * kK

CCCCTCTCCACCGTCCCTGCTGGGCTTCGGGGCCACGCCCGACTGCTGTGAACGGCCTGC
CACTACACATCC-————-- CTGG—— === === == mmmmm e

Kk ek ek kK * Kk kK

GGAGCACCACGTGCGACGGCTGGAGGCGAGAGGTCTGCCTTTGATGTGGCTGTTGGTGCA
——————————————————————————————— BcceaT e

GGGCCTGTGGTGCCTTCCGCAGCGGAAATGGCGCGCCGCCCGGGGAGGGCGGGAGCAGCG
——————————— TCAGG------------------AGGAGGGGC---------~

KkkKk o Kk Kk Kk * * * kK k

TCCCGGGTGCCCCTGTGAGGATGAGCGACGAGATGACTGGAGGGTCCCTGAAGACCTCAC
TCCAGG-———————————— GGATGAGTTAAAAGATTAAG-—-—-——-———— AGAAAAGCTCCC

* kK kk * Kk Kk ok Kk kK * Kk kK K e kKK Kk kKK K

TAGGGTGCCCCCAGCCGGTCCGCTCCCAGGAAGCGACACCCCCACAGCCCCAGGGCTGCA
I CTTTCT----------—-- CCAGAGTCCCG--------

* . * * * . * Kk kK kKK

GCTGAGGGGGTCGCCACTCTGGCTGGGCGAGGCTGGGCCCTTGGGGGCAGGCGCCAGAGT
———————————— TCTACCCTGGCTTGGCGAG--—-—-—-—-—--—--GGAAAGGAACCAGA--

* kK kkkkkk Kk kKKK * * * * * * Kk kK

GGCCTCAGGCTCTACAAGATGCCTGAAAACACCAACCTCTCCAGGGCTCACTAGCATTGG

7080
133

7140
160

7200

7260

180

7320
193

7380

7440

7500
214

7560

7620
249

7680
254

7740
287

7800
303

7860
320

7920
341

7980
379

8040
398

8100
431

8160
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HMC1R
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mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

HMC1R
mMC1R

ACGCTTTCACGCTCTGCCCTGGCCGGAAGCCCCCTCACCCCGCGCGATGTGCAAACTCCT

CARATCTGCCGTGAACGTTGACAGCTGAGTTGCTGCTCCATGCGTGCTTTGGCTGAGAGC
CA T AT A T m = = = m m — o c

*k e kk Kk *

AGAGGGGACCCCTGTCCTCCCTGAGCTGCTGACGAGGGGAGGGGTGAAGGGTGGGGCCTC

TGGAGAGGGCAGGTCCCGGGGAAGCCCGGACTCCTAGAGGGGCGGCCAGGTGGGGGCCCT
————————— CAAGTAACCAAGAAGTCTG-—=-=-===GAGG--——===—===——=—————~

*k kK * *kkk Kk Kk * k% %

GGTGACCAGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGTAAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGGACC

Kkkk ke kkkKk

CCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGGTGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGTGCTCACGCCCCCG

G GECGCCCTCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAACGACTTTTTAAAACGCAGAGAAAA
GEATGEE - - -——————————————————— CTCT--—==————— === ————————————
* kKK Kk Kk * %k Kk .

GCTCCATTCTTCCCAGGACCTCAGCGCAGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACAGABGCC
————————————————— ACCTGAGC----CACT---------TGGGAAGAGACAGGH---

Kk kKK KKKk * kK skk Kk Kkkkkkkk K

AGGACGGTCCAGAGGTGTCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGCAGCCACCAGGGAAGAG
AGAACAG--CAGAAGG-———=——————=———————— CTAAGCTACTTCACACTGG---—--—

* Kk kk ok Kk kKK K Kk kKK ke K * e kK

GCAGGGAGGGAGCTGAGGACCAGGCTTGGTTGTGAGAATCCCTGAGCCCAGGCGGTAGAT
-CAGTGAG-—-—————— AGTCCA-————————— TGAG--—-—- CAGAGCTCAG--GGTCCTC

* Kk Kk kkk * o Kk kk * k k% * e kkkk  kkk * k%

GCCAGGAGGTGTCTGGACTGGCTGGGCCATGCCTGGGCTGACCTGTCCAGCCAGGGAGAG
AGCAGGAAGTGTCT--—-—————— ATGCCATGCCGAGGCTGGCCTGTCCAGCCAGAAAGAA

Kkhkkkk Kk k kKK Kk kK kKKK Kkhkhkkk KAk khkAkAk Ak Khk A Ak kKK * kK

-——-GGTGTGAGGGCAGATCTGGGGGTGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGGGGGACALC
CACAAGTGTAAAGGAAAATCGGAGCGTGCCTGTATGGAAAGAGGCCGGTCTGAGGGATGT

K*kkk Kk kK Kk kkk Kk Kk Kkkkk*k Kkhkkkkk Kkhkkkk K%k Kk Kk kK

CCAAGGCCCCCTGGCAGCACCATGAACTAAGCAGGACACCTGGAGGGGAAGAACTGTGGG
CAGAGACCCCCG-ACAACAACATGAAGTGAATCAGAAGCTGG--GGGCTGATACCACCTG

* *k ok k ok ok ok *k kK Kkkkkkk K* K * * * * Kk Kk . . kK *

GACCTGGAGGCCTCCAACGACTCCTTCCTGCTTCCTGGACAGGACTATG CDS -
GAGCTGCAG-CCTCCACAGACCGCTTCCTACTTCCTG-ACAAGACTATG 9045

K,k kkk kK KkhkkkkKk * kK Kkhkhkhkhkk KAk hkkkk Kkkk Kk kk kKK

8220

8280

8340
439

8400
444

8460
467

8520
4717

8580
479

8640
489

8700
516

8760
549

8820
583

8880
634

8936
694

8996
751

Kuva 7. Ihmisen ja hiiren MC1R-sé&éatelyalueen sekvenssien homologiavertailu. Proteii-
nin translaation aloituskohta (ATG) on merkitty keltaisella. Punaisella on merkitty sé&te-
lyalueen ensimmadinen transkription aloituskohta (+1) ja muilla vareilla on havainnollis-
tettu tdméan tutkimuksen kannalta merkittdvind pidetyt sitoutumiskohdat Spl (vihred),
MITF (violetti), Crx (punainen) ja OTX2 (sininen).
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Tarkeimpéna alueena tutkimuksen kannalta pidettiin noin 1400 ep kattavaa aluetta en-
simmadisestd transkription aloituskohdasta ylavirtaan. Alueelta 10ytyi useita Spl-
sitoutumispaikkoja, joista tarkeimpana pidettiin aivan MITF-sitoutumiskohdan (-116/-
111) viereen sijoittuvaa Spl-sitoutumispaikkaa (-109/-104), sek& kaksi MITF-
sitoutumispaikkaa (-116/-111, -1236/-1231), yksi OTX2-sitoutumispaikka (-1373/-1368),
sekd yksi Crx-sitoutumispaikka (-1071/-1065) (Kuva 8). Nama merkittdvimmiksi oletetut
sitoutumispaikat 16ytyivat myés muiden lajien, muun muassa hiiren (kuva 7) saatelyalu-
eelta. Liséksi alueelta 16ytyi kaksi merkittavaa yksittdisen nukleotidin polymorfiaa, joista
toinen (CCGCCC > CCGCTC) sijaitsee proksimaalisen MITF:n vieressa olevan Spl-
sitoutumispaikan (-109/-104) keskelld ja toinen (CACATG -> CAC—G) distaalisen
MITF:n (-1236/-1231) keskella (kuva 8).

SNP -/AT SNP C/T

! !«
4[ oTX2 ]_[IVIITF]_ CRX [ MITF ISP-I ]L'

-1373/-1368 -1236/-1231 -1071/-1065 -116/-111 -109/-104

Kuva 8. hMC1R-sekvenssin alkupédastd 1400 ep:n alueelta I0ytyneet merkittavéat trans-
kriptiotekijat ja niiden ryhmittyminen.

5.2 hMC1R-saéatelyalueen kloonaus

Yksi ensimmaéiselle s&dtelyalueesta monistettavalle jaksolle suunnitelluista PCR-
alukepareista toimi toivotusti. 2233 ep:n kokoinen alue hMC1R-sdételyalueen 3"-péasta
monistettiin PCR-reaktiolla ihmisen maksasta eristetystd genomisesta DNA:sta sekvens-
sispesifiselld alukeparilla 1c (taulukko 3). Kun PCR-tuote pilkottiin ja tuotetta yritettiin

monistaa uudestaan PCR:lla, ei saatu oikeaa PCR-tuotetta.

Ihmisen MC1R-sééatelyalueen kloonaus onnistui eristamélla hMC1R-saatelyalue kaupalli-
sesta pKM2L-phMC1R-plasmidista ja liittamalla se pGL3-BasicMCS+-plasmidiin (kuva
9). Kolme hMC1R-Luc kloonia todettiin positiivisiksi restriktioentsyymianalyysin avulla,
ja niista lahetettiin DNA-nédyte sekvensointiin. Liséksi klooneja testattiin k&anteistrans-

fektiomenetelmalla.
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Kuva 9. Kloonattu hMCI1R-Luc-konstrukti. Tutkimuksessa kéytettyjen restriktio-
entsyymien leikkauskohdat on merkitty viivoilla ja plasmidista 16ytyvié, tarkoitukseltaan
toisistaan eroavia alueita on havainnollistettu eri vareilla.

5.3 MC1R-mRNA:n ilmentyminen solulinjoissa

MCI1R:n ja OTX2:n sekd MITF-varianttien mRNA:n ilmentymista mitattiin ARPE19-,
LA1-5s-, SH-EP1-, SH-SY5Y-, WERI-Rb1- ja Y79-solulinjoissa kymmenen péivén kas-
vatuksen jalkeen kvantitatiivisella RT-PCR-menetelmélld. Tuloksissa nakyi selvid eroja
eri solulinjojen vélisissa MC1R-mRNA:n madrissé (kuva 10). Ilmeneminen oli selkedsti
vahvinta Y79-soluissa. ARPE19-soluissa MC1R:n ilmeneminen oli havaittavalla tasolla,

mista paateltiin sen soveltuvan hyvin kaanteistransfektiomittauksiin.

Endogeenisilla OTX2:n ja MITF-A:n aktiivisuuksilla oli olennainen rooli myéhemmissa
kokeissa. Molempien transkriptiotekijoiden ilmentyminen eri solulinjoissa oli samantyy-
lista MC1R-mRNA:n kanssa (kuva 10). ARPE19-soluissa oli mitattava maard MITF:n ja
OTX2:n mRNA:ta ja Y79-solut ilmensivét transkriptiotekijoita voimakkaasti, kuten myds

WERI-Rb1-solut, joissa tasot olivat kuitenkin hieman alhaisempia.
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MITF-varianteista MITF-H:n ilmentyminen ARPE19-solulinjassa oli selvasti voimak-
kaampaa kuin muiden MITF-varianttien (kuva 10). MITF-D-variantin lahetti-RNA:ta ei

ilmentynyt juuri ollenkaan misséan solulinjassa kymmenen péivén kasvatuksen jéalkeen.
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Kuva 10. MC1R-, OTX2-, MITF-A, MITF-H- ja MITF-M-mRNA:n ilmeneminen solu-
linjoissa kymmenen péivan kasvatuksen jalkeen. mRNA:n ilmentymisen keskiarvo las-
kettiin B-aktiinin Cy-arvon avulla normalisoiduista Ct-arvoista ja keskiarvon avulla las-
kettiin keskihajonta (SD). Tilastollinen merkitsevyys on ilmoitettu verrattaessa vastaaviin
tuloksiin ARPE19-solulinjassa: * o <5 %; ** a <1 %; *** . <0,1 %. n= 3-6.
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5.4 Transfektio-olosuhteiden optimointi

PEI25:n sopiva varaussuhde optimoitiin ARPE19-soluille k&&nteistransfektiomenetelmél-
l&. Varaussuhde +4 oli optimaalisin kyseiselle solulinjalle (kuva 11). Optimoinnissa oli
testattu kahta eri DNA-maaréé: 0,5 ug ja 1,0 pg, joista 0,5 pg:n DNA-maaré johti suu-
rempaan lusiferaasiaktiivisuuteen 1 mg DNA:ta kohden. Kaénteistransfektioissa paadyt-
tiin kayttdmaan suurempaa DNA-m&éraa, silla tulokset olivat johdonmukaisempia ja luo-
tettavampia, kun DNA-maaré oli 1,0 pg. Lisaksi jatkossa oli tarkoitus tehda transfektioita
useammalla plasmidilla samanaikaisesti, jolloin yksittdisten plasmidien maarat jaisivat
pieniksi.

PEI25 0,5 pg

450000

400000

350000

* 1
* kK
1 T 1
300000
250000 4 *
200000 4
150000 -
100000
50000
0 ——a . . . ; ;
* %k %

1,0 ug - ¥ .
KKk '

Luc keskiarvo

12000000 ¢

1
%k *
r
1000000,0 -
¥k K
200000,0
600000,0
400000,0 -
200000,0
0,0 —j : T . T T
+2 +3 +4 +5 +6 +7

varaussuhde

Luc keksiarvo

Kuva 11: PEI25-kantajan optimointi ARPE19-solulinjalle. Lusiferaasiaktiivisuuden kes-
kiarvo on ilmoitettu 1 mg proteiinia kohden PEI125-varaussuhteilla +2, +3, +4, +5, +6 ja
+7. DNA:n maaré naytteissa oli 0,5 pg - 1,0 pg. Kolme kertaa toistetun kokeen kolmen
rinnakkaisen néytteen tuloksista laskettiin keskiarvot, joista laskettiin vield keskihajonta
(SD). Tilastollinen merkitsevyys edelliseen varaussuhteeseen verrattuna on merkitty tah-
dilld ja hakasuluilla merkittynd niiden osoittamien kahden varaussuhteen vélilld: * a <5
%; ** o<1 %; ***a<0,1 %.n=9.
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5.5 OTX2:n ja MITF-A:n vaikutus hMC1R-Luc-konstruktiin

Kaanteistransfektiomenetelmalla tutkittiin transkriptiotekijéiden MITF-A ja OTX2 vaiku-
tusta hMC1R-Luc:n ilmentymiseen ARPE19- ja Y79-soluissa, kun transkriptiotekijoita
lisattiin 0,1 - 0,3 pg/ 1,0 pg DNA:ta ja kun molempia testattiin yhdessa pitoisuudella 0,1
+ 0,1 pg/ 1,0 ug DNA:ta. Lisaksi haluttiin selvittdd OTX2:n ja MITF-A:n optimaaliset

maarat hMC1R-saatelyalueen aktiivisuuden kannalta.

Tulokset osoittivat, ettd lisattdessa OTX2:n tai MITF-A:n mé&ardd hMC1R-Luc-DNA-
seoksessa, Vvoitiin havaita annosvaste lusiferaasiaktiivisuudessa ARPE19-soluissa (kuva
12). Y79-soluissa transkriptiotekijoiden liséys jopa laski hieman aktiivisuutta. OTX2:n li-
says aiheutti pienen aktiivisuuden nousun suuremmalla pitoisuudella, MITF:n liséys ei.
MITF-A:n ja OTX2:n samanaikainen lisdys ARPE19-soluissa ei nostanut lusiferaasiak-
tiivisuuden annosvastetta yhta paljon kuin suurin yksittdisen transkriptiotekijan lisays
ARPE19-soluissa.
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Kuva 12. Thmisen MC1R-Luc:n ilmentyminen lisdttdessa transkriptiotekijoitda OTX2:ta ja
MITF-A:ta. Transkriptiotekijat kykenevét aktivoimaan hMC1R-promoottorin ARPE19-
soluissa. Lusiferaasiaktiivisuus on laskettu normalisoimalla arvot f-gal-arvoihin ja annet-
tu plasmidin, jossa ei ole sadtelyaluetta, aktiivisuuden arvoksi 1. Hajonta (SD) on laskettu
normalisoitujen arvojen keskiarvoista. Tilastollinen merkitsevyys on laskettu vertaamalla
séatelyalueen sisaltdvaa konstruktia tyhjaén plasmidiin. Lisattya transkriptiotekijaa sisél-
tavia konstrukteja on verrattu saatelyalueen sisédltdvaan konstruktiin, johon ei ole lisatty
transkriptiotekijdd: * a <5 %; ** a <1 %; *** 0. <0,1 %. n = 6-9.
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OTX2:n ja MITF-A:n optimaaliset maarat hMC1R-saatelyalueen aktivoimiseksi maaritet-
tiin ké&anteistransfektiomenetelman avulla. Mittaustulokset eivat olleet aivan yhtépitavia
aiemmin saatujen tulosten kanssa (kuva 12). hMC1R-Luc:n, johon ei oltu lisdtty tran-
skriptiotekijoitd, lusiferaasitasot jaivéat tyhjan pGL3-Basic-plasmidin tasoja alhaisemmik-

si (kuva 13), kun ne aiemmin olivat olleet noin kuusinkertaisia (kuva 12).

Taman kokeen tuloksista voitiin paatelld, ettd hMC1R-s&ételyalueen aktiivisuuden kan-
nalta optimaalisin lisatyn OTX2:n pitoisuus testatuista méaaristé oli 0,3 pg 1,0 pg:n DNA-
seoksessa (kuva 13). OTX2:n kohdalla tulokset olivat samansuuntaisia molempien solu-
linjojen kohdalla, kun taas MITF-A:n kohdalla tulokset olivat painvastaiset, miké johtuu

todenndkaisesti Y79-solulinjan suuresta endogeenisen MITF-A:n maarésté.
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Kuva 13. OTX2- ja MITF-A-transkriptiotekijoiden optimaalisen pitoisuuden maéaritys
hMC1R-Luc-konstruktissa. Lusiferaasiaktiivisuus on laskettu normalisoimalla arvot [3-
gal-arvoihin ja plasmidin, jossa ei ole séatelyaluetta, aktiivisuuden arvoksi on annettu 1.
Liséksi rinnakkaisten néytteiden keskiarvoista on laskettu keskihajonta (SD). Tilastolli-
nen merkitsevyys on laskettu verrattuna konstruktiin, johon ei ole lisatty transkriptioteki-
jaar * o <5%; ** a<1%; ***a<0,1 %.n=3-9.

Luc aktiivisuus
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Sekvensointiin oli lhetetty kolme hMC1R-Luc kloonia, jotka oli restriktioentsyymiana-
lyysilla todettu positiivisiksi. Sekvensointitulos varmisti, ettd kaikki kolme kloonia olivat

sekvenssiltaan oikeita (liite 2).

5.5.1 MC1R-saatelyalueen toiminta

Deleetiokloonit testattiin kaanteistransfektiomenetelmalla ARPE19- ja Y79-soluissa.
Kaikista deleetioista oli ndytesarja, jossa ensimmaéinen nadyte oli deleetion siséltava
hMC1R-Luc-konstrukti ilman liséttyja transkriptiotekijoitd, toiseen naytteeseen oli lisatty
0,3 pg OTX2 transkriptiotekijad ja kolmanteen naytteeseen 0,3 pg MITF-A-
transkriptiotekijad. Kaanteistransfektiomenetelmalla haluttiin tutkia, mit4 vaikutusta on
tietyn transkriptiotekijan sitoutumispaikan puuttumisella hMC1R-saatelyalueen ilmenty-

miseen.

Sekvensointiin oli lahetetty 11 hMC1R-Luc kloonia, joille oli tehty Smal-, Pstl-, Ncol-
tai osittainen Pstl-deleetio. Kaikki Smal- ja Pstl-deleetioklooneista olivat sekvensointitu-
losten mukaan oikeita (liite 3). Ncol- ja osittainen Pstl-deleetio eivét onnistuneet toivo-

tunlaisesti.

Kadnteistransfektiotulokset deleetioklooneilla eivat olleet lusiferaasiaktiivisuuksiltaan yh-
t& onnistuneita Y79-soluilla, kuin ARPE19-soluilla, joissa lusiferaasi- ja p-gal-arvot oli-
vat huomattavasti suurempia (kuva 14). Y79-soluissa lusiferaasi- ja B-gal-aktiivisuudet

olivat hyvin matalia, misté seurasi, ettd tulosten luotettavuus karsi huomattavasti.

Sekvensointitulosten mukaan Smal-deleetio (-1436/-280) oli onnistunut. Lusiferaasiaktii-
visuuksien mukaan deleetio ei ole ainakaan vahentanyt séatelyalueen aktiivisuutta (kuva
14), mika viittaa siihen, ettei distaalisen MITF-, OTX2- ja Crx-sitoutumispaikkojen me-
netykselld ole suurta vaikutusta sdatelyalueen toimintaan. Osittaisen Pstl-deleetion (-
1432/-474) seurauksena myds Crx-sitoutumispaikka on havinnyt, minka vuoksi rakenne
muistuttaa Smal-deleetiota ja samankaltaiset tulokset viittaavat edelld mainittuun pééatel-

maan.
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Myos Pstl-deleetio (-1087/-474) oli sekvensointituloksen mukaan onnistunut. Pstl-
digestion seurauksena saatelyalueelta oli leikkautunut Crx-sitoutumispaikka, mika ei vai-

kuttanut merkittavasti saatelyalueen aktiivisuuteen (kuva 14).

Tarkasteltaessa ARPE19-solulinjalla saatuja reportterigeenianalyysin seké sekvensoinnin
tuloksia, voitiin huomata, ettd Ncol-deleetion (-1353/+431) seurauksena saatelyalueen
transkription aloituskohta (+1) oli havinnyt, minka seurauksena séatelyalueen aktiivisuut-

ta ei ollut ollenkaan verrattaessa perustasoon (kuva 14)
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Kuva 14. hMC1R-saatelyalueen deleetioiden testaus ARPE19- ja Y79-soluissa. Delee-
tiokonstrukteihin on lisatty 0,3 pg transkriptiotekijdd OTX2 tai MITF. Lusiferaasiaktiivi-
suus on laskettu normalisoimalla arvot -gal-arvoihin ja plasmidin, jossa ole saatelyaluet-
ta, aktiivisuuden arvoksi on annettu 1. Liséksi rinnakkaisten néytteiden keskiarvoista on
laskettu keskihajonta (SD). Tilastollinen merkitsevyys on laskettu saételyalueen sisélta-
valle konstruktille, johon on tehty deleetio, verrattuna konstruktiin, johon ei ole tehty de-
leetiota ja vastaavaasti konstrukteille, joihin on lisdtty transkriptiotekijga OTX2 tai
MITF-A: * o <5 %; ** a <1 %; *** o < 0,1 %. Konstruktia, jossa ei ole deleetiota, on
verrattu pGL3-Basic-plasmidiin, johon ei ole liitetty hMC1R-s&4telyaluetta. ARPE19: n
=12-27.Y79: n = 6-9.
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6 POHDINTA

Taman tyon tarkoituksena oli tutkia ihmisen MC1R-geenin saatelyaluetta. Séatelyalueen
sekvenssi analysoitiin saatavilla olevien transkriptiotekija- ja SNP-tietokantojen avulla.
Tavoitteena oli kloonata MC1R-geenin sdatelyalue, ja tutkia geenin toimintaan vaikutta-
via tekijoitd verkkokalvon pigmenttiepiteelisoluissa. Liséksi saatuja tuloksia vertailtiin
vastaaviin retinoblastoomasolulinjalla saatuihin tuloksiin. Kvantitatiivisella RT-PCR:lla
tutkittiin MC1R:n, seka transkriptiotekijoiden OTX2, MITF-A, -D, -H ja —-M ilmentymis-
t& mRNA-tasolla kuudessa eri solulinjassa. Naiden tulosten perusteella valittiin kaksi so-
pivinta solulinjaa jatkotutkimuksiin, joissa tutkittiin reportterigeenianalyysilla OTX2- ja
MITF-A-transkriptiotekijoiden eri maarien vaikutusta hMC1R-séatelyalueen ilmentymi-
seen. Lisaksi madritettiin hMC1R-saatelyalueen ilmentymisen kannalta optimaaliset
OTX2- ja MITF-A-pitoisuudet reportterigeenianalyysin avulla. Saatelyalueelle tehtiin de-
leetioita tarkeind pidettyjen transkriptiotekijoiden sitoutumispaikkojen kohdalle ja tutkit-
tiin transkriptiotekijoiden sitoutumispaikkojen puuttumisen vaikutusta saatelyalueen ak-

tiivisuuteen.

Ihmisen MC1R-séatelyalueelta paikannettiin transkriptiotekijéiden MITF-, OTX2-, Sp1-
ja Crx-sitoutumispaikat NCBI:n SNP-tietokannan ja TESS-tietokannan avulla. Liséksi
ihmisen sekvenssille tehtiin homologiavertailu simpanssin, naudan, hiiren ja koiran sek-
venssien kanssa NCBI:n BLASTN- ja ClustalW-tyokalujen avulla. Homologiavertailujen
tuloksista voitiin paatelld, ettd saatelyalueen 3 -péan sekvenssi ennen 5 -padsta katsottuna
ensimmaista transkription aloituskohtaa on térkeint4 aluetta geenin toiminnan saételyn
kannalta. Homologiavertailu osoitti myds, ettd kaikkien vertailussa olleiden lajien kesken
saatelyalueen sekvenssin 5 -paa on hyvin vaihtelevaa kauttaaltaan, eikd homologiaa 10y-
dy juuri ollenkaan télta alueelta. 5"-paan sekvenssi sisélsi myds jonkin verran toistojakso-
ja. 5°-péan sekvenssia ei tasta syystd pidetty tarkednd alueena geenin séételyn kannalta.
Tehty analyysi puolsi Moron ryhman aiemmin, sekvensoimalla tekemaa karakterisointia
hMC1R-sekvenssistd (Moro ym. 1999). Myds homologiavertailun tulos ihmisen ja hiiren

sekvenssien vélilla oli aiemmin saatua tulosta vastaava (Aoki & Moro 2002).

Homologiavertailu yleisimmén koe-eldinmallin, hiiren sekvenssin kanssa osoitti, ettd

sekvenssien Vvélilla ei ollut juurikaan homologiaa alueella, jolta 16ytyi paljon geenin sda-
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telyn kannalta tarkeiné pidettyjen transkriptiotekijoiden sitoutumiskohtia. Tdmé osoittaa,
ettd ihmisen geeni, jota tutkitaan hiirimallilla, ei valttamatta kayttaydy eldinmallissa sa-
malla tavalla, kuin ihmisessa. Tasta syysta tutkimuksessa tulisi kayttaa ihmiselta peraisin
olevaa RPE-solumallia ja ihmisen MC1R-s&atelyaluetta.

Ihmisen MC1R-séételyalueen kloonauksen ongelmakohtia olivat oikeiden restriktioent-
syymien I0ytaminen ja mahdollisesti juuri edell& mainitusta syysta johtunut ligaation on-
nistuminen. hMC1R-sd4telyalueen sisaltavaa plasmidia ja pGL3-Basic:a ehdittiin leikata
kolmella eri entsyymiyhdistelmélla, ennen kuin oikea 16ytyi. Xhol-EcoRI-digestiolla saa-
tiin plasmideista leikattua oikean kokoiset palat ja leikkauskohdat onnistuttiin liittaméaan

takaisin yhteen.

Kvantitatiivisella RT-PCR-menetelmalld mitattiin MC1R:n ja eri saatelytekijoiden
mRNA:n ilmentymista kuudessa eri solulinjassa, joista Y79-soluissa mRNA:n ilmenty-
minen oli selkedsti voimakkainta MC1R:n ja kaikkien muiden saatelytekijoiden, paitsi
MITF-H:n, kohdalla. MITF-D:n mRNA:ta ei ilmentynyt milldan solulinjalla 10 paivan
kasvatuksen jalkeen. Tulos on verrattavissa aikaisemmin RPE-soluista saatuihin tuloksiin
(Reinisalo ym. 2012), joiden mukaan MITF-D:n mRNA:ta alkaa ilmentya vasta 14 péi-

van kasvatuksen jalkeen.

Kéaanteistransfektioiden kannalta optimaalinen PEI25-DNA-kantajan maara ja varaussuh-
de selvitettiin reportterigeenianalyysilla ARPE19-soluille, joilla testattiin DNA-maaréat
0,5 ug ja 1,0 pg, seka varaussuhteet +2 - +7. Optimoinnin perusteella kaanteistransfek-
tiolevyilla padtettiin kayttdd DNA-madrad 1,0 pg ja varaussuhdetta +4. Kun tulosten
merkitsevyyksié analysoitiin, kavi ilmi, ettd varaussuhde +5 olisi ehk ollut parempi, silla
varaussuhteiden +4 ja +5 vélilla ei ollut merkitsevaa eroa ja varaussuhde +5 on yleisesti

kaytetty varaussuhde kyseisell& solulinjalla.

Kloonatun hMC1R-Luc-konstruktin aktiivisuutta testattiin reportterigeenianalyysein
kaanteistransfektiomenetelmélla lisddmalla DNA-seokseen 0,1 — 0,3 pg saatelytekijoita
OTX2 tai MITF-A. Kaanteistransfektiot tehtiin ARPE19- ja Y79-soluihin, joista mitattiin
lusiferaasi- ja B-gal-aktiivisuudet. Lusiferaasi- ja f-gal-aktiivisuusmittausten tulokset viit-
tasivat siihen, etteivat solut olleet transfektoituneet kunnolla, silld arvot olivat ainakin yh-
dessa kolmesta toistetusta mittauksesta hyvin alhaiset. Tdmé& voi myos olla seurausta
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transkriptiotekijoiden esteellisesta soluun péésysta toiminnallisina. Tulosten perusteella
arveltiin, ettei kaytetty PEI25-varaussuhde ollut sittenkaéan oikea. Lisdksi Y79-solut trans-
fektoituivat huonosti kaikilla kolmella levylla, joilla koe toistettiin, mika johtui todenné-
koisesti siité, ettei PEI25-varaussuhdetta oltu optimoitu solulinjalle sopivaksi, vaan kai-
killa transfektiolevyilla oli kaytetty samaa, ARPE19-solulinjalla optimoitua, PEI25-

varaussuhdetta.

Verrattaessa hMC1R-séatelyalueen sisaltdvaa konstruktia pGL3-Basic-plasmidiin, johon
ei oltu liitetty séatelyaluetta, voitiin havaita selkeé aktiivisuutta parantava vaikutus mo-
lemmissa solulinjoissa. Tulos oli yhtapitava kvantitatiivisen RT-PCR:n tulosten kanssa,
joiden mukaan MC1R-mRNA:n ilmentyminen oli huomattavaa molemmissa kéytetyissa

solulinjoissa.

Lisattdessd OTX2- ja MITF-A-saatelytekijoita ei huomattu merkitsevaa eroa lisattavan
madran ollessa 0,1 pg. Lisattdvan OTX2:n méaréan ollessa 0,3 pg, ero muuttui merkitse-
viksi (o < 5 %). MITF-A:ta lisdttdessa vaikutus oli samanlainen ARPE19-solulinjassa.
Y79-soluilla ei saatu merkitsevda eroa minkaan naytteen kohdalla. Tulokset olivat risti-
rildassa myohemmin tehdysta titrauksesta saatujen tulosten kanssa. Tama voi olla seura-
usta virheellisestd kantajan varaussuhteesta, mika johtaa solujen huonompaan kasvuun ja

epavarmoihin tuloksiin.

Titrauslevyilla DNA-kompleksiin oli lisatty 0,075 — 0,3 pg OTX2- ja MITF-A-
séatelytekijoitd. Tarkoituksena oli optimoida lisattdvan saatelytekijan méaara MCI1R-
séatelyalueen kannalta. Tulokset olivat ristiriidassa aiemmin tehtyjen kokeiden kanssa,
joissa DNA-kompleksiin oli lisatty 0,1 ug tai 0,3 g sééatelytekijoitd. Titraustulosten mu-
kaan 0,3 g oli optimaalisin OTX2:n maard ARPE19-soluilla, mutta MITF-A:ta lisattées-
sé séatelyalueen aktiivisuus laski, toisin kuin edellisissa kokeissa. Titrauksen tulokset oli-
vat uskottavampia, kun huomioidaan, ettd endogeenisen MITF-A:n mééra soluissa voi ai-
heuttaa painvastaisen reaktion lisattdessd MITF-A:n maaréé entisestaan. Titraustuloksissa
el havaittu merkitsevaa eroa saatelyalueen sisaltdvan konstruktin ja pelkdn pGL3-Basic:n
valilla. Tuloksia epéiltiin, silla aiemmin oli havaittu merkitseva ero nédiden konstruktien

vélilla.
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Reportterigeenianalyysin tuloksista arveltiin ja sekvensointitulosten perusteella varmis-
tuttiin siitd, ettd kaksi hMC1R-Luc-konstruktiin tehdyisté deleetioista olivat onnistuneet.
Smal-deleetio (-1436/-280), joka poisti s&atelyalueelta OTX2-, MITF-A- ja Crx-
transkriptiotekijoiden sitoutumispaikat, osoittautui onnistuneeksi, samoin kuin Pstl-
deleetio (-1087/-474), joka poisti Crx-sitoutumispaikan. Lisaksi oli tehty kaksi muuta de-
leetiota, joista osittainen Pstl-deleetio (-1432/-474) oli leikannut saatelyalueelta samat
transkriptiotekijoiden sitoutumispaikat, kuin Smal-deleetio. Ncol-deleetio (-1353/+431),
oli MITF- ja CRX-sitoutumispaikkojen lisdksi leikannut myds saatelyalueen alkupédén
MITF- ja Spl-sitoutumispaikat, joita pidettiin tdrkedna osana sdatelyalueen toiminnan

kannalta.

Reportterigeenianalyysin tulosten perusteella voitiin paatella, ettd yhdesséd OTX2-, MITF-
A ja Crx-transkriptiotekijoilld, joiden sitoutumispaikat hMC1R-saételyalueelta oli pois-
tettu Smal-deleetion avulla, ei ollut suurta merkitystd saatelyalueen toiminnan kannalta.
Pstl-deleetion tulokset osoittivat, ettd pelkan Crx-sitoutumispaikan puuttuminen séately-
alueelta laski sen aktiivisuutta melkein merkitsevasti (a < 5 %). Tdma tulos on ristiriidas-
sa Smal-deleetion tuloksen kanssa, paitsi jos Crx-sitoutumispaikka on jotenkin sitoutunut
OTX2- tai MITF-A-sitoutumispaikan kanssa, jolloin sen puuttuminen heikentéisi tran-
skriptiotekijoiden toimintaa. Toisena mahdollisuutena voidaan pitdd sitd, ettd jossain
kohden sekvenssid on “silencer’-alue, joka hiljentdd saatelyalueen aktiivisuutta ehjassé

promoottorissa.

Ncol-deleetio epdonnistui, ja séatelyalueelta leikkautui MITF-A- ja Crx-
sitoutumispaikkojen lisaksi myos séatelyalueen toiminnan kannalta tarkeiné pidetyt prok-
simaalinen MITF-A ja siihen luultavasti kytkeytynyt Sp-1-sitoutumispaikka, seka tran-
skription aloituskohta. Transkription aloituskohdan puuttuminen laski saatelyalueen luc-

aktiivisuuden automaattisesti alle pGL3-Basic-perustason.

Osittainen Pstl-deleetio (-1432/-474) ei ollut onnistunut, vaan OTX2- ja MITF-
sitoutumispaikkojen lisaksi myds Crx-sitoutumispaikka oli leikkaantunut pois kaikista
kolmesta kloonista. Konstrukti oli siis Smal-deleetiokonstruktia vastaava, mutta toisin
kuin Smal-deleetiokonstruktissa, partiaalisen Pstl-deleetion jélkeen sé&atelyalueen luc-
aktiivisuus naytti nousevan. Tulos oli ristiriitainen Smal-deleetion (-1436/-280) tuloksen
kanssa. Smal- ja Pstl-restriktioentsyymien leikkauskohtiin j&& 194 ep:n véli, jossa on

50



mahdollisesti jokin saatelyalueen toiminnan kannalta tdrked sitoutumispaikka, jonka
puuttuminen Smal-deleetiokonstruktista selittdisi lusiferaasiaktiivisuuden laskuun verrat-
taessa osittaiseen Pstl-deleetiokonstruktiin. Tutkituista transkriptiotekijoistd, MC1R-
saatelyalueelta, paikkojen -474 ja -280 valilta 10ytyy vain Spl-sitoutumispaikkoja (liite
1), joiden ei oletettu ennen tutkimusta olevan térkeitd saatelyalueen toiminnan kannalta,
silla ne eivat ndytd olevan minkaanlaisessa ryhméssa muiden transkriptiotekijoiden sitou-

tumispaikkojen kanssa, eik& niiden kohdalla ole SNP: ita.

6.1 Yhteenveto

Kaiken kaikkiaan tutkimus onnistui tavoitteenaan kloonata osa ihmisen MCIR-
séatelyalueesta ja liittdd se luc-reportterialueen sisaltdvaan plasmidiin, jolloin konstruktia
voitiin testata reportterigeenianalyysien avulla. Kaikki kolme tutkimuksessa kaytettya

hMC1R-Luc-kloonia olivat positiivisia, miké varmistettiin sekvensoimalla.

ARPE19-soluissa OTX2:n lisays aiheutti lusiferaasiaktiivisuuden lisddntymisen, kun taas
MITF-A:n lisdys laski aktiivisuutta, todennékdisesti endogeenisen MITF:n puskuriomi-
naisuuden vaikutuksesta. Yhdessa nailla saatelytekijoilla ei ollut merkitsevaa vaikutusta

hMC1R-saatelyalueen aktiivisuuteen.

Saatelyalueelle tehdyisté deleetioista kaksi onnistui toivotunlaisesti. Poistettaessa OTX2-,
Crx- ja distaalinen MITF-sitoutumispaikka, saatelyalueen aktiivisuus ei muutu merkitse-
vasti, mik& osoittaa, ettd nailla sitoutumispaikoilla ei ole merkitsevéa vaikutusta geenin

saatelyn kannalta.

Koetta tehdessé varsinkin kaanteistransfektiomenetelman kohdalla eteen tuli monia odot-
tamattomia tekijoitd, jotka vahensivat tulosten luotettavuutta. Yksi tarkeimmistéd kokeiden
luotettavuutta laskeva tekijé oli kaytetty PEI25:n varaussuhde, joka on todennakdisesti ol-
lut vaard, minka seurauksena solut eivat transfektoituneet kunnolla ja lusiferaasi- ja -gal-
aktiivisuudet jaivat alhaisiksi. Tulosten merkitsevyyksien puuttuminen kertoo, ettei koe

ollut kunnolla toistettavissa, miké on toinen syy tulosten luotettavuuden puutteeseen.

o1



Jotta tutkimuksen tuloksia voitaisiin pitaa luotettavina, pitaisi koeolosuhteita optimoida ja
optimointi tehda kullekin kéytetylle solulinjalle erikseen. Kokeet tulisi toistaa opti-
moiduissa olosuhteissa, jotta saatuja tuloksia voitaisiin pitéa luotettavina. Lisatutkimuksi-
na séatelyalueelle voitaisiin tehdd pistemutaatioita merkittdvien SNP:iden kohdalle ja tut-

kia kyseisen SNP:n vaikutusta saatelyalueen toimintaan.
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LITTEET

Liite 1. Ihmisen MC1R-saatelyalue 9045 ep (AF263461) ja siihen merkittyina tut-
kimuksen kannalta merkittavina pidetyt transkriptiotekijoiden sitoutumispaikat. En-
simmaéinen saatelualueen transkription aloituskohta on merkitty +1:ksi ja korostettu
punaisella. TATA-box:t on alleviivattu ja merkittavia transkriptiotekijoiden sitoutu-

mispaikkoja on korostettu eri véreilla:

OTX2: TAATCC/TAATCT

1 aagcttctgc ctttgcgtaa ggagtgggtg ctgaaggaga

61 tgaaaagcaa ggcacctgtg cagtggccga ggatggctgt

121 -tgcc tcagctgagt tggtctccct catcctgttce

181 (CEMEEE.-

gaggaagcct cacgggfEaeMEEggggaatc

241 tgctFEECEGNEEE8E 9o cHiGEEEE: cogt

301 ccccgtgage
361 actttctttc
421 actgttgcca
481 tgggtgcggy
541 ccagccggca
601 tgccggggaa
661 EEEEEEEC-c
721 ctcacaggga
781 cacagtgcct
841 gacatgtccc
901 gcaaccaggg
961 tcaacgacct
1021 cgtccgcaga
1081 gtcggccagt

1141 ctataaatgt

cgggttgggt

aggctaagtc

aactatacca

catatccatt

cagggagcag

cccacgagtce

ctatcagcca

tggaggtagg

ccagtgcgaa

ggaaggacaa

act GGGGEcENGEEEagatgg

tctgtgcctg

gcttggtcta

cetofggageNg t tcagggte
cctget tofElee8gggcce
cttgctgeaGliGE0GaGaGEE

cctgaacagg

ggaggcgccg

ggtgaccgaa

tgcctgaagt

aaatgggtca

ctgatgctgg

cacgaggacg

aagccgtatg

agggaagctg

cgctctgccg

gtccctgega

tcagttcagt

tggaaacacc

cgttgaaact

gggagcctcg

gcagcttttc

ctcecggache

cegetgt EEENGAGECEEEEE

cagggcctgt

gggaggcagce

gtcgtttctg

attgctctet

ttgAGeEegENcEeagEsas

tgcctggage

ggctgcattg

tagcagatgc

gacacggcat

cggtgctggg

ctagtcccag

ccgaggaagg

ctgtgcgcga

ctccttgaac
tgccagtggg
agggccgtga
ttggttttga
gcaagggcca
cacagacagc
agtGGEEGEE

catgatggcc

gctcagctge

tggcaggcag

acttttcttg

tctteeggte

gcctccceccag

caggactgtg

gtgcccattc

gtcagccggce

gagcttcctc

cctecgggcetce

ccccttctceca

ggtctgaacc

aacttccacc

acgetga HGNGEaggggaaaNEaagactgag

atgatgttcc cgatttctct gttggtcgga

agtgtgtcgc tccctggtccec actgtttctce

tccgcacctt ctectttege aggcactgal



1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

EGEEGEEE8= tgccctegga
999t GEGGEGNGEGEE cagac
92 GGGeeeN8acygggtet

cgtcctcctt gaacttgctg

gtotcHgggeNagggetggag

cctecaagea agtGgGEGONEGEEGEEGEd

atctgacaaa ataattttct

ctGagEgea

gtggcgcagt
tctcctgect cagcctcecceccg

atgtttgtat ttttagtaga

ttcgaatcac actcagtcca

cccatgcttc ctgtgctccce
tcagtgcagg tccctgctga
tggagttcgt caacagagct

cagagaGGeelEgtatgtggc

gtcctttggce

- eyt gttt
aggatctggg cacHggEgga

atgccaaggc cctgggtgca

gcgtgccttg ttggtagagg
agccggcecctt cagtcttgtt

tggatgccac tatctgttga

tttttttttt

ctcggctcac

agtagctggg

gacggggtte

tgagacaaga gtctcactgt
tgcaa FEEEENGEEEECcg9y
gctacaggca BE8gE8acca

caccatgttg gccaggatgg

gtcgcgcagg

ttcacgccat

cgcctggcecta

tctcaatctc

ttgacctcat

ccgcegectygg

aaggcgaagc

tgtagcaaag

gatccgeeeg ccttggecce
ctctgccaaa ataattttat
cccagaagca tgttttgcag

atcaggggat agtcggtctg

ccacagtgct

tagagaactt

agaagtgccc

agggtgaatg

cagtet FggNggagggetta goctggageag

aacccgtgcea tcccac_acggtgct

agacagcatc agaagccagc
gcagcagggyg
agcagacacg
agccccagct aggtactggt
gtctaacctg gggctcgccg
cttactctgc tcagcatttc
cgagggccca gtggtccatg
tcagacgtgg gcctgagggt
ccctgaggtc ccagctgtga
gttggtgcct gcggcctegt
agcctgtggg gagcacaggc

gatcgeacENCHNNEES o

gtcctggcac

gtggttctgg aaggatcgag

tcctgtecce tggcaccect ca_tttacc
2999 EEGEENsaggct ct BlGEgEaECccay

ccgtgga_tcccaga
aggcctgtga gttcatcctt
ctgggcggga oEEEEGEE "o
acaagagttg gcccggaggg
gcafECEEEENEE. gtgcty
tagccccacg ctctgcagga

tcctetetge agtgagtgaa

tggtectect GHEGECCCAENEEEEEE -ttt

gaagatggtt gggagataac

BAEEEEEE c 2gccafggEaNg cogtagty agettcagee

tagagtcttc agggtctttt

GE8EEEECcca ttccagatge

ctctgaaaat gacaggctag

cttgagtEEElEE8aaatagy

ggggttacag ctgtgagcca

GAGEGEaGEGNEE cagaatty
agggaagctc tgagggccca
ggccactcgg accaagaccc

agttgactga tggtgcacag

geagetgea lGagEGgeggaNgas - gcagce

aacaccaagg tgttagggct
cttaggaggc
tgaggcagga aacatgttcc
aagcccatca

ctgtgtaatc

ttggcagttc ctggtgtcte

cagGECEEEENEEEE 5acga
ctgagccacg tgtgcccatc
gccatttcta ggagccggtg
agagatcat_
cgatgtttgt ggtcagcagg
ttccatgggg
cccagtctge tctaggtBed
atcgagatgc gggagtctgce
tgggtcc-

caaggagacc

ggatgtgatg tttggagctg



3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

cagcag_acggttg ggagtcagag

GEGGEEGEGE ccaggcctge tgtectgaga

gtgctggggt

aagactgttt _ctctgcca

ccttggccct
ggcagcgtgg
atgcaggcac
-agttcaa
cctggggagce
Btccatgtet
ctcgcagccce
cgcatttgtg
gtgggtaaac
tgtgggtaaa
tat o
tgtgcctgtg
tgtgtgtggg
tgggtgcaca
tgtgtgtgtg
gcctgtgtgt
gcacatttgt
gggtgcacat
catttgtgtg
tgtgcctgtg
tttgtgtgtg
tgtgggtgca
tgcctgtgtg
tgtgtgcctg
tgtgtgtggg
tgccagacac

tccagaaaca

ttatgtcatg

gctcagcecca

ctcaccagcc

cacggtgagc

aggaaatggt

tgtactggag

gtggccgeag

tcgggcacac

tgtgcctgtg

attgtgtgtg

cgtgtgtgceg

tgcctgtgtyg

tgtgtgtgtg

tgcacatttg

tttgtgtgtg

cctgtgtgtg

gggtgcacat

gtgtgcgcect

ttgtgtgtgt

tgtgtgtgtg

tgtgggggtg

tgtgtgcctg

catttgtgtg

tgtgggtgca

tgtgtgtgtg

tgcacatttg

tgaataaacg

cctggatgga

aagagccggt
ggtggctgga

acctgcagct gagcctactt

tgattgtggg
gcgagaggct gaggcgcacg
gggccctttt ccactgagcc

ccacgagaaa

ccctgaacca agggctgaga

-ac_actgtt
ctggacagfeNcacEeeetyy
attgagcaga tgtgtgtgtg
tgtgtgcoBRlEEBEe ety Y
cgcatacgtg tgtgggtaaa
cacgtatgta tgtgtgtaca
tgtgtgcctg tgtgtgtggg
cacgtatgta tgtgtgcaca
tgtgtgtgtg cctgtgtgtg
tgtgcgcctg tgtgggtgca
tgggtgcctg tgtgtgtggg
ttgtgtgtgt gcctctgtgt
gtgtgtgggg gtgcacattt
gtgcgcctgt gtgtgtgggt
cctgtgtgtg ggtgcacatt
cacatttgtg tgtgtgtgtg
tgtgtgtggg tgcacatttg
tgtgtgcctg tgtgtgtggg
catttgtgtg tgtgcctgtg
cctgtgtgtg tgggtgcaca
tgtgtgtgtg tgtgcctgtg
caggaagacg

tctgtcttca

aagtgctctg caggaacggt

gttccaggga caatgcagca

tcactgacac tttggcagtg
ccaatgaccg tgagatctga
gaatgctgtc ctgtttcctce
tggctccceg ggtgcccaca

agaacccccc aaagccttca

ccetget toflicaCEEeEcaENEcEEEEacEe

tcagctgtgg gtccagctgt

tgaccEEeae

ggtccggcegg

gccacagaga tgttttacct

tgtgegtgty Tgggtgggrty

gtgcacgtgt gtgcacgtgt
catttgtatg tgcacgcgtg
tttgtatgtg tgtacatttg

tgcacatttg tgtgtgtgtg

cttgtato RO tgccty
tgggtgcaca tttgtgtgtg
catttgtgtg tgtgtgtgcc
gcacatttgt gtgtgtgtgt
gtgtgcctgt gtgtgggggt
gtgtgtgcgc ctgtgtgtgt
gectgtgtoElGEGEGegEea
tgtgtgtgtg cctgtgtgtg
cctgtgtgtg ggggtgcaca
tgtgtgtgtg tgcctgtgtg
tgcacatttg tgtgtgtgtg
tgtgggtgca catttgtgtg
tttgtgtgtg tgtgtgcctg
tgtgtgttgce

aggccctgga

ttctcctecgt gggtcgctgg

9t §Ge55GG-

gcctetgect



4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

ccctggtgag cggatgggcc

caggggcact aagagaccaa
gatcatcccg aggctaattt
tgcagctcgg gctgtgcectc
ccacagtggg agtcctgtgg

gcacgaaaaa ggctgcccag

gga_ gttaaccgcc
cgtccttgaa atgtgagggg
agaggtgagc gggctctggg
g9ggcaggga cacagceacy
_t tctcacacct
cgtgaggggg caaaggtcat

-cggat accaggtcct

ctGiGGeEgeNgEst gt gaac

tcccaaagct gaagagaggEliccctgeceat

tgtgtccatc agacggtatc

acgecgtggaiiaeeaeqgtc

gccagagaga gtgaactggg

cgctggagcece gtcc_aacgctgtg

gE88aggtct gtcatcegte
tacct g aacatttt
gtgoBEGGEaNGEgEEEEG - o
ggtgaaaccc catctctact
ctgtagttcc agctactcag
ggctaccgtg agccaagatc
ctcaaaaaaa aaaaaaaaaa
tcagcatttt
tggtcaacat ggtgaaacct
tgggtgccgt agtcccagcet
ggtggaggtt gcagtgagcc

aactgtctca aaataaataa

agccccacgt gtcttccgge

aatcgagata _ctg
atctccccca tgaccataac
atcttcccac gaagccccga
cagggtcacc ccacttccga
ttctcatgcc ctttcaagtc

gtccgtctca aaggcctcat

acagtgctct GHGGEAGGEG
tctgggtctg tgaggtgctg
gccctcacac cagtggagcc

tgggaccctt ctctcccectg

gggaggcaaa FEEEGGECt

agaaacaggc ctgccgattt

gttgataggg
tgaggcagac ggttacagcc
acaccattca cgtgatgggc
tctgttggtc

aacctgcata

tttatcactg
gcggtggctce
gatcatgagg

tcaggagatc

aaaaaaaata caaaaatttg

gtccccc_caatcca
agtctgaag_agacg

cactcagcat gcagtgtttc

taggatgtca | EECa
acatcaaaaa gttgactttt
caggcacatc cagtgaggaa

tgcccteccag ctgcatcttg

ccgggctggg gggtagcagt
tgtggagctg caaacacgaa
ctgctcactg gttcatggcc
tggacgtcgg gggtgctcct
gtcttcectte ccgaggcagl

tgctcatgct ggaagcacag

gaggccgagg

ctctGEgGeE

cgctctctece tctgagcagce

gaagatggtt tgaccaagtc
cagacgcacc
tggtctgtte
accggcatag gcgaatctca
cagatgggct ggcagcggct
tggtgctget tatglggetg
gtgcattttc atgtatgttg
acgcctltaa

tcccagcact

aagaccgtcc tggccaacat

cegggt FEGENEggEa8gcgc

gaggctgagg tatga_ttgaaccc agtaggcaga

atgccac_cagcct

gggtgacagEligagacttcyt

aattaaag_gctcat ccctltaatc

gggaggctGalgecegactya ElEME.0y tcaggagtte

catctctaca aaaaatacaa

agttgggagg ctgaggcata
aagaatgcac cactacactc

atacataaaa attatatgta

aagaccagcc
aaaatagcca ggtgtggtag
agtattgctt gaatccagaa
cagcctgcge gacagagtga

tatatatata tatatatatt



6781

6841

6901

6961

7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

7861

7921

7981

8041

8101

8161

8221

8281

8341

8401

8461

8521

8581

tttttttttt ttgagactgt

gctcactgca
gggattallag

gcgtgcgcca

tttcaccata ttacccaagc

getgagatta

ctcccaaagt

ttttgagaca gagttttgct

cacggeaaclcEGectl
a_acc acacctggct

ggccaggctg gtctcgaact

gctgggattd Magcectgag

taaagattta taaattgtaa

aaaaatatta atgtcctcac
gtcagagttt ggcagttggg

aaaactgaaa accctgatgc

o[EEEEEGEEENE -t 9ot tea

atctctgttt
agcaattctg
ccacgcctgg ctgatttttg
tggtcttgaa ctcctgacct
taggggtgag ccactgtgcce
cttgttgccc aggctggagt
atgttcaagc tattatcctg

gattttggta tttttagtag

cctgacct NS - EEHENEEGEE  t 999

ccaccatggc tgacaataat
aatgcggttg taacaagtat
2B 20 gtggcttgtg
cgagagacag gatggatttt

ggtgcctgca ccgttgcectce

ggacya N - - - CEEENCECEC]e - BNSaEEE  tcag

9992 HEgeee

aggaagtgct

ccgtcectge

ggagcaccac

§&Ge-tatog

gtgcgacggce
tgcctteccge
tccecgggtge ccctgtgagg
tagggtgccElieeagetggtc
gctgaggggg tcgccactct

ggcctcaggce tctacaagat

acgctttcac gctgEgeeat
gcagggctca ctcagtttcc
caaatctgcc gtgaacgttg
agaggggacc cctgtcctcc

tggagagggc aggtcccggg

ggtgaccaggliacaga ct FEGNGEGE tttta
ccctgggtce tgcacg_ggtggcag

oSG - EENGEEE « - s EGNgEagEEE - o

tggagtgaac ccaggaagat

tgggcttcHGNGHeeaegeeeNgactgctaty

tggaggcgag aggtctgcct
agcggaaatg
atgagcgacg agatgactgg
cgctcccagg
ggctgggega ggetgggeoo
gcctgaaaac accaacctct
ggccggaaGeliceeoteasee
agaactttaa ttattggaaa
acagctgagt tgctgctcca
ctgagctgct
gaagcccgga
acgtaaagga

gccgggecat

tgagaacgac

aagcgHGaEENEEEatagcce

cccaggetoNEGEGEAGEGaNEgEgatcteg

cctcagcctc ccaagtagct
tatttttagt agagatggag
catgat_gcctcagc
cggcaataat aatttttttt
gcaatggtgc aatctcggcect
actcagctg_aggc
agacggggtt tctccatgtc
ctcccaaagt
aaaaaatttt aaagcaaaac
ttactgtacc agtaaatatg
agEggtgtya gcatttcatyg
aactcgaaca tcgcagacac
ctttcctgca

gctgtaaatg

cacagacgca gtcttcagca

gcctgeagty ggtgecaggg
aacggcctgce

tgt  HoEGed

ttgatgtggce

9EGeGEegeeNEggggagGGeNadsagcagcy

agggtccctg aagacctcac
cagggctgca
ttgg- gcgccagagt
ccagggctca ctagcattgg
cgcgcgatgt gcaaactcct
gttctcectg

gtccagcccce

tgcgtgcttt ggctgagagce

gacHAGEGGaNGEGEE ] 2 = o FIGEGEE ot e
ctectagaofiligeegs - GaNEgaggeee

gatccgcggt gtgagggacc
§GEGEG ot EHEGEEEC o

tttttaaaac gcagagaaaa



8641

8701

8761

8821

8881

8941

9001

gctccattct

aggacggtcc

gcagggaggg

gccaggaggt

ggtgtgaggg

ggcccectgg

tggaggcctce

tcccaggacc

agaggtgtcg

agctgaggac

gtctggactg

cagatctggg

cagcaccatg

caacgactcc

tcagcgcagc

aaatgtcctg

caggcttggt

gctgggccat

ggtgcccaga

aactaagcag

ttcetgette

cctggcccag

gggacctgag

tgtgagaatc

gcctgggctg

tggaaggagg

gacacctgga

ctggacagga

gaaggcagga

cagcagccac

cctgagccca

acctgtccag

caggcatggg

ggggaagaac

+1

gacagalgcc
cagggaagag
ggcggtagat
ccagggagag
ggacacccaa

tgtggggacc

ctatg CDS =2



Liite 2. Kolmen hMC1R-Luc-kloonin sekvensointitulokset. Sekvenssianalyysi tehty
ClustalW-ty6kalun avulla.

Forward-alukkeella sekvensoituna:

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_llF-tluc-rescueF
MCI1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_llF-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1lR-Luc_l1lF-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1R-Luc_l1lF-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_llF-tluc-rescueF
MCI1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_llF-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_1l1F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_ 4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_ 9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_1l1F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_ 4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_ 9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1R-Luc_l1F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1R-Luc_l1F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1R-Luc_l1F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_llF-tluc-rescueF
MCI1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

GGTACCGAGCTCTTACGCGTGCTAGCCCGGGCTCGAGCTCTAAGCTTCAC

—————— GGGCTC---=-=-=-=====-----GGCTCGA-CTCTA-GCTTCAC
—————— GGGC-=======—=====-----GGCTCGA-CTCTA-GCTTCAC
—————— GGGTC---==-==-=====-----GGCTCGA-CTCTA-GCTTCAC

* Kk Kkhkkkkkk Kkhkkkk khkkkkkk

ATATGCATGCACTAGTCCCGCCTTGGGCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAG
ATATGCATGCACTAGTCCCGCCTTGGGCTCC-AAAGTGCTGGGATTACAG
ATATGCATGCACTAGTCCCGCCTTGGGCTCC-AAAGTGCTGGGATTACAG
ATATGCATGCACTAGTCCCGCCTTGGGCTCC-AAAGTGCTGGGATTACAG

hkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkk hkkkhkkhkkhkkhkkkkkkkk

CCCTGAGCCACCATGGCTGACAATAATAAAAAATTTTAAAGCAAAACTAA
CCCTGAGCCACCATGGCTGACAATAATAAAAAATTTTAAAGCAAAACTAA
CCCTGAGCCACCATGGCTGACAATAATAAAAAATTTTAAAGCAAAACTAA
CCCTGAGCCACCATGGCTGACAATAATAAAAAATTTTAAAGCAAAACTAA

B R R R R

AGATTTATAAATTGTAAAATGCGGTTGTAACAAGTATTTACTGTACCAGT
AGATTTATAAATTGTAAAATGCGGTTGTAACAAGTATTTACTGTACCAGT
AGATTTATAAATTGTAAAATGCGGTTGTAACAAGTATTTACTGTACCAGT
AGATTTATAAATTGTAAAATGCGGTTGTAACAAGTATTTACTGTACCAGT

B R R R

AAATATGAAAAATATTAATGTCCTCACACACATGGAGGTGGCTTGTGAGT
AAATATGAAAAATATTAATGTCCTCACACACATGGAGGTGGCTTGTGAGT
AAATATGAAAAATATTAATGTCCTCACACACATGGAGGTGGCTTGTGAGT
AAATATGAAAAATATTAATGTCCTCACACACATGGAGGTGGCTTGTGAGT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k ok k

GGTGTGAGCATTTCATGGTCAGAGTTTGGCAGTTGGGCGAGAGACAGGAT
GGTGTGAGCATTTCATGGTCAGAGTTTGGCAGTTGGGCGAGAGACAGGAT
GGTGTGAGCATTTCATGGTCAGAGTTTGGCAGTTGGGCGAGAGACAGGAT
GGTGTGAGCATTTCATGGTCAGAGTTTGGCAGTTGGGCGAGAGACAGGAT

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

GGATTTTAACTCGAACATCGCAGACACAAAACTGAAAACCCTGATGCGGT
GGATTTTAACTCGAACATCGCAGACACAAAACTGAAAACCCTGATGCGGT
GGATTTTAACTCGAACATCGCAGACACAAAACTGAAAACCCTGATGCGGT
GGATTTTAACTCGAACATCGCAGACACAAAACTGAAAACCCTGATGCGGT

R R R

GCCTGCACCGTTGCCTCCTTTCCTGCAGCTGTAAATGGGACGAGTAATTC
GCCTGCACCGTTGCCTCCTTTCCTGCAGCTGTAAATGGGACGAGTAATTC
GCCTGCACCGTTGCCTCCTTTCCTGCAGCTGTAAATGGGACGAGTAATTC
GCCTGCACCGTTGCCTCCTTTCCTGCAGCTGTAAATGGGACGAGTAATTC

R R R

CATCCCCCTCCCGCTTCCACCCTTCAGCACAGACGCAGTCTTCAGCAAGG
CATCCCCCTCCCGCTTCCACCCTTCAGCACAGACGCAGTCTTCAGCAAGG
CATCCCCCTCCCGCTTCCACCCTTCAGCACAGACGCAGTCTTCAGCAAGG
CATCCCCCTCCCGCTTCCACCCTTCAGCACAGACGCAGTCTTCAGCAAGG

Kok kkkkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkkkhk k&K

AAGTGCTGGGAACGCCCTGGAGTGAACCCAGGAAGATGCCTGCAGTGGGT
AAGTGCTGGGAACGCCCTGGAGTGAACCCAGGAAGATGCCTGCAGTGGGT
AAGTGCTGGGAACGCCCTGGAGTGAACCCAGGAAGATGCCTGCAGTGGGT
AAGTGCTGGGAACGCCCTGGAGTGAACCCAGGAAGATGCCTGCAGTGGGT

Kok hkkkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhk k&K

GCCAGGGCCCCTCTCCACCGTCCCTGCTGGGCTTCGGGGCCACGCCCGAC
GCCAGGGCCCCTCTCCACCGTCCCTGCTGGGCTTCGGGGCCACGCCCGAC
GCCAGGGCCCCTCTCCACCGTCCCTGCTGGGCTTCGGGGCCACGCCCGAC
GCCAGGGCCCCTCTCCACCGTCCCTGCTGGGCTTCGGGGCCACGCCCGAC

E R

TGCTGTGAACGGCCTGCGGAGCACCACGTGCGACGGCTGGAGGCGAGAGG
TGCTGTGAACGGCCTGCGGAGCACCACGTGCGACGGCTGGAGGCGAGAGG
TGCTGTGAACGGCCTGCGGAGCACCACGTGCGACGGCTGGAGGCGAGAGG
TGCTGTGAACGGCCTGCGGAGCACCACGTGCGACGGCTGGAGGCGAGAGG

hkkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkkkkk kK Kk *

150
124
122
123

200
174
172
173

250
224
222
223

300
274
272
273

350
324
322
323

400
374
372
373

450
424
422
423

500
474
472
473

550
524
522
523

600
574
572
573



hMC1R-Luc
MC1R-Luc_l1F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_llF-tluc-rescueF
MCI1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_llF-tluc-rescueF
MCI1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1R-Luc_l1F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1lR-Luc_l1lF-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_llF-tluc-rescueF
MCI1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_llF-tluc-rescueF
MCI1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MCI1R-Luc_llF-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1R-Luc_l1lF-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1R-Luc_l1lF-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1R-Luc_l1F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

hMC1R-Luc
MC1R-Luc_l1F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_4F-tluc-rescueF
MC1R-Luc_9F-tluc-rescueF

TCTGCCTTTGATGTGGCTGTTGGTGCAGGGCCTGTGGTGCCTTCCGCAGC
TCTGCCTTTGATGTGGCTGTTGGTGCAGGGCCTGTGGTGCCTTCCGCAGC
TCTGCCTTTGATGTGGCTGTTGGTGCAGGGCCTGTGGTGCCTTCCGCAGC

TCTGCCTTTGATGTGGCTGTTGGTGCAGGGCCTGTGGTGCCTTCCGCAGC
ok ok ko ok ok K ok K kK ok K ok K ok Kk ok ok ok K ok Kk koK K ok ok ok ok ok X ok ok Kk kK ok Kk K

GGAAATGGCGCGCCGCCCGGGGAGGGCGGGAGCAGCGTCCCGGGTGLCCC
GGAAATGGCGCGCCGCCCGGGGAGGGCGGGAGCAGCGTCCCGGGTGCCCC
GGAAATGGCGCGCCGCCCGGGGAGGGCGGGAGCAGCGTCCCGGGTGCCCC
GGAAATGGCGCGCCGCCCGGGGAGGGCGGGAGCAGCGTCCCGGGTGCCCC

hkkkkkkkhkhkhkkkhkkkhkhkkkkkkkkkkkhkkhkkhkkkkkkkkkk Kk *

TGTGAGGATGAGCGACGAGATGACTGGAGGGTCCCTGAAGACCTCACTAG
TGTGAGGATGAGCGACGAGATGACTGGAGGGTCCCTGAAGACCTCACTAG
TGTGAGGATGAGCGACGAGATGACTGGAGGGTCCCTGAAGACCTCACTAG
TGTGAGGATGAGCGACGAGATGACTGGAGGGTCCCTGAAGACCTCACTAG

hkkkkkkkhkkkhkkkhkkkkkhkkkkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkk Kk *

GGTGCCCCCAGCCGGTCCGCTCCCAGGAAGCGACACCCCCACAGCCCCAG
GGTGCCCCCAGCCGGTCCGCTCCCAGGAAGCGACACCCCCACAGCCCCAG
GGTGCCCCCAGCCGGTCCGCTCCCAGGAAGCGACACCCCCACAGCCCCAG
GGTGCCCCCAGCCGGTCCGCTCCCAGGAAGCGACACCCCCACAGCCCCAG

B R R R

GGCTGCAGCTGAGGGGGTCGCCACTCTGGCTGGGCGAGGCTGGGCCCTTG
GGCTGCAGCTGAGGGGGTCGCCACTCTGGCCGGGCGAGGCTGGGCCCTTG
GGCTGCAGCTGAGGGGGTCGCCACTCTGGCCGGGCGAGGCTGGGCCCTTG
GGCTGCAGCTGAGGGGGTCGCCACTCTGGCCGGGCGAGGCTGGGCCCTTG

B R R I R R R

GGGGCAGGCGCCAGAGTGGCCTCAGGCTCTACAAGATGCCTGAAAACACC
GGGGCAGGCGCCAGAGTGGCCTCAGGCTCTACAAGATGCCTGAAAACACC
GGGGCAGGCGCCAGAGTGGCCTCAGGCTCTACAAGATGCCTGAAAACACC
GGGGCAGGCGCCAGAGTGGCCTCAGGCTCTACAAGATGCCTGAAAACACC

hkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk Kk *

AACCTCTCCAGGGCTCACTAGCATTGGACGCTTTCACGCTCTGCCCTGGC
AACCTCTCCAGGGCTCACTAGCATTGGACGCTTTCACGCTCTGCCCTGGC
AACCTCTCCAGGGCTCACTAGCATTGGACGCTTTCACGCTCTGCCCTGGC
AACCTCTCCAGGGCTCACTAGCATTGGACGCTTTCACGCTCTGCCCTGGC

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk Kk k

CGGAAGCCCCCTCACCCCGCGCGATGTGCAAACTCCTGCAGGGCTCACTC
CGGAAGCCCCCTCACCCCGCGCGATGTGCAAACTCCTGCAGGGCTCACTC
CGGAAGCCCCCTCACCCCGCGCGATGTGCAAACTCCTGCAGGGCTCACTC
CGGAAGCCCCCTCACCCCGCGCGATGTGCAAACTCCTGCAGGGCTCACTC

R R R

AGTTTCCAGAACTTTAATTATTGGAAAGTTCTCCCTGGTCCAGCCCCCAA
AGTTTCCAGAACTTTAATTATTGGAAAGTTCTCCCTGGTCCAGCCCCCAA
AGTTTCCAGAACTTTAATTATTGGAAAGTTCTCCCTGGTCCAGCCCCCAA
AGTTTCCAGAACTTTAATTATTGGAAAGTTCTCCCTGGTCCAGCCCCCAA

R R R

ATCTGCCGTGAACGTTGACAGCTGAGTTGCTGCTCCATGCGTGCTTTGGC
ATCTGCCGTGAACGTTGACAGCTGAGTTGCTGCTCCATGCGTGCTTTGGC
ATCTGCCGTGAACGTTGACAGCTGAGTTGCTGCTCCATGCGTGCTTTGGC
ATCTGCCGTGAACGTTGACAGCTGAATTGCTGCTCCATGCGTGCTTTGGC

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk hkkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkk*

TGAGAGCAGAGGGGACCCCTGTCCTCCCTGAGCTGCTGACGAGGGGAGGG
TGAAAGCAGAAGGGACCCCTGTCCTCCCTGACCTGCTGACAAGGGGAAGG
TGAGAGCAGAGGGGACCCCTGTCCTCCCTGAGCTGCTGACGAGGGGAGGG
TGAGAGCAGAGGGGACCCCTGTCCTCCCTGACCTGCTGACGAGGGGAGGG

Kohkk kkkkkk hhkkkhkkhhkk kA kA hhhhhk Fhkhkkhkk *hkkkkk K%

GTGAAGGGTGGGGCC-TCTGGAGAGGGCAGGTCCCGGGGAAGCCCGGACT
GTGAAAGGTTGAGCCCTCTGGAGAATGCA-———-——-——-—— AAGTCC-----
GTGAAGGGTGGGGCC-TCTGGAGAGGGCAG————————————————————
GTGAAGGGTGGGGCC-TCTGGAAAGGGCAG———==-———————————————

Khkkkk Khkk K Khkk Khkkkkk Kk * Kk k

650
624
622
623

700
674
672
673

750
724
722
723

800
774
772
773

850
824
822
823

900
874

873

1000
974
972
973

1050
1024
1022
1023

1100
1074
1072
1073

1150
1124
1122
1123

1199



Reverse- alukkeella sekvensoituna:

hMC1R-Luc

hMC1R Luc_clone 1l-Luc R
hMC1R_Luc_clone_9-Luc_R
hMC1R Luc_clone_ 4-Luc_ R

hMC1R-Luc

hMCIR Luc_clone_ll-Luc_ R
hMC1R_Luc_clone_9-Luc_R
hMCIR Luc_clone_4-Luc_ R

hMC1R-Luc

hMCIR Luc_clone_ll-Luc R
hMC1R_Luc_clone_9-Luc_R
hMCIR Luc_clone_4-Luc_ R

hMC1R-Luc

hMC1R Luc clone 11-Luc R
hMC1R_Luc_clone_9-Luc_R
hMC1R Luc clone 4-Luc R

hMC1R-Luc

hMC1R Luc_clone 11-Luc R
hMC1R_Luc_clone_9-Luc_R
hMC1R Luc clone 4-Luc R

hMC1R-Luc

hMCIR Luc_clone_ll-Luc_ R
hMC1R_Luc_clone_9-Luc_R
hMC1R Luc_clone_4-Luc_R

hMC1R-Luc

hMC1R Luc_clone_ll-Luc_R
hMC1R_Luc_clone_9-Luc_R
hMC1R_Luc_clone_4-Luc_R

TGTCTGGACTGGCTGGGCCATGCCTGGGCTGACCTGTCCAGCCAGGGAGA
TGTCTGGACTGGCTGGGCCATGCCTGGGCTGACCTGTCCAGCCAGGGAGA
TGTCTGGACTGGCTGGGCCATGCCTGGGCTGACCTGTCCAGCCAGGGAGA
——————————————————————— NNGGNCNGNCNTNTCCANCCAGGGAGA

Kk ok Kk Kk Kk kKKK KAkKKKKKKK

GGGTGTGAGGGCAGATCTGGGGGTGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGG
GGGTGTGAGGGCAGATCTGGGGGTGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGG
GGGTGTGAGGGCAGATCTGGGGGTGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGG
GGNTGTGAGGGCAGATNATGGGGTGCCCAGANGGAAGGAGGCAGGCATGG

Kk kkkkkhkkkkkKkkK kkkkhkkhkkhkhkk Khkhkkhkkhkkhkkhkkkkkx*

GGGACACCCAAGGCCCCCTGGCAGCACCATGAACTAAGCAGGACACCTGG
GGGACACCCAAGGCCCCCTGGCAGCACCATGAACTAAGCAGGACACCTGG
GGGACACCCAAGGCCCCCTGGCAGCACCATGAACTAAGCAGGACACCTGG
GGGNCACNCAAGNCCCCCTGGCAGCACCATGAANTAANCNGGACACNTGG

khkk kkk khkkk Khhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhk k *kk * kkkkk*x KFk*

AGGGGAAGAACTGTGGGGACCTGGAGGCCTCCAACGACTCCTTCCTGCTT
AGGGGAAGAACTGTGGGGACCTGGAGGCCTCCAACGACTCCTTCCTGCTT
AGGGGAAGAACTGTGGGGACCTGGAGGCCTCCAACGACTCCTTCCTGCTT
AGGGGAAGAACTGTGGGGACNTGGAGGCNTNCANNGANTCNTTCNTGNTT

KKKKKKKKKKKKKKKKRKKK KhkAkk*Kx K K% Kk kK KKKk KKk KKk

CCTGGACAGGACTGTCGACGCGTAGAATTCCACCACACTGG-——-—-—-———
CCTGGACAGGACTGTCGACGCGTAGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTT-
CCTGGACAGGACTGTCGACGCGTAGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTT-
NNNGGACAGGACTGTNGACGCGTAGANNNNNAGNACNCTGGCGGCCGTTA

Kk KAkKKKKK KKK KAKKKK KK KK * KKk Kk KKk

ACTAGTGGATCCGAGCT-CGGTACCAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGG
ACTAGTGGATCCGAGCT-CGGTACCAAGCT-GNCAT-CCGNNNNNNNNNN
ACTAGTGGATCCGAGCT-CGGTACCAAGCT-GGCNN-CNNNNNNNNNN--
NNTAGTGGATNNNNNNNTNGGTACCAA--—-————————————————-————

* Kok Kk ok Kk k K * ok ok Kok Kok K

TAAAGCCACCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCAT

1646

879
27

1696
855
929

1746

979
127

1796
955
1029
177

1837
1004
1078
227

1886
1051
1123
254

1936



Liite 3. Smal- ja Pstl-deleetiokloonien sekvensointitulos. Sekvenssianalyysi tehty Clus-

talw- tyokalun avulla.

Smal digestion tuote: restriktioentsyymin sitoutumiskohta: 26-31.

hMC1R-Luc Smal

hMC1R-Luc_Smal digl-Luc_ F
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_R
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_R

hMC1R-Luc_Smal

hMC1R-Luc Smal digl-Luc F
hMC1R-Luc Smal dig2-Luc F
hMC1R-Luc_Smal digl-Luc R
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc R

hMC1R-Luc_Smal

hMC1R-Luc Smal digl-Luc F
hMC1R-Luc Smal dig2-Luc F
hMC1R-Luc_Smal digl-Luc R
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc R

hMC1R-Luc_Smal

hMC1R-Luc_Smal digl-Luc F
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal digl-Luc_R
hMC1R-Luc Smal dig2-Luc R

hMC1R-Luc_Smal

hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_F
hMC1R-Luc Smal dig2-Luc F
hMC1R-Luc Smal digl-Luc R
hMC1R-Luc_Smal_ dig2-Luc_R

hMC1R-Luc_ Smal

hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc Smal digl-Luc R
hMC1R-Luc Smal dig2-Luc R

hMC1R-Luc Smal

hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal digl-Luc_ R
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_R

hMC1R-Luc Smal

hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal digl-Luc_ R
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc_R

hMC1R-Luc_Smal

hMC1R-Luc_Smal digl-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_R
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc_R

NNNNNTCAAANCAAAANGAAACAAAAACAAANTAGCAAAATAGGGCTGTC
T-CCATCAAAACAAAACGAAACAAAA-CAAACTAGCAAAATAGG-CTGT-

—————————————————————————————————————————— GGTACCG-
——————————————————— NNNNNNNNNNNTCTCTATCGATAGGTACCG-
————————————————— NNNNNNNNNANNTTCTCTATCGATAGGTACCG-
CCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAACATTTCTCTATCGATAGGTACCCG
CCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAACATTTCTCTATCGATAGGTACCG-

KKK KKK

RE:n sitoutumiskohta: CCCGGG

AGCTCTTACGCGTGCTAGCCCG-GGGAAGC-CCGGACTCCTAGAGGGGCG
AGCTCTTACGCGTGCTAGCCCG-GGGAAGCTCCGGACTCCTAGAGGGGCG
AGCTCTTACGCGTGCTAGCCCG-GGGAAGCTCCGGACTCCTAGAGGGGCG
AGCTCTTACGCGTGCTAGCCCGGGGAANGCTCCGGACTCCTAGAGGGGCG
AGCTCTTACGCGTGCTAGCCCGGGGAA-GCTCCGGACTCCTAGAGGGGCG

KA kKA kA A A A A A A A A, ), Kk K * )k K hkkhhhhhhhhhkhkhkhhkhk k%

GCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACCAGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGT
GCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACCAGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGT
GCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACCAGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGT
GCCAGGTGGGGGCCCTGGNNNNCAGGNCAGACTGTGGTGTTNTNNAACGT
GCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACCAGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGT

khkkkkkkkkkkkkkkkkk khkkk khkkkkkkkkkkkkk Kk * Kk ok k k

AAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGGACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGG
AAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGGACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGG
AAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGGACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGG
AAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGGACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGG
AAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGGACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGG

R R R R R R R I S R S

TGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGTGCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCC
TGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGTGCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCC
TGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGTGCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCC
TGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGTGCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCC
TGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGTGCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCC

B R R R R R R R R

TCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAACGACTTTTTAAAACGCAGAGAAAAGCTC
TCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAACGACTTTTTAAAACGCAGAGAAAAGCTC
TCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAACGACTTTTTAAAACGCAGAGAAAAGCTC
TCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAACGACTTTTTAAAACGCAGAGAAAAGCTC
TCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAACGACTTTTTAAAACGCAGAGAAAAGCTC

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk

CATTCTTCCCAGGACCTCAGCGCAGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACA
CATTCTTCCCAGGACCTCAGCGCAGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACA
CATTCTTCCCAGGACCTCAGCGCAGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACA
CATTCTTCCCAGGACCTCAGCGCAGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACA
CATTCTTCCCAGGACCTCAGCGCAGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACA

hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkk

GAGGCCAGGACGGTCCAGAGGTGTCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGC
GAGGCCAGGACGGTCCAGAGGTGTCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGC
GAGGCCAGGACGGTCCAGAGGTGTCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGC
GAGGCCAGGACGGTCCAGAGGTGTCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGC
GAGGCCAGGACGGTCCAGAGGTGTCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak kA kk kK%

450
364

30
32
500
413

55
79
81
550
462

105
129
131
600
512

155
179
181
650
562

205
229
231
700
612

255
279
281
750
662

305
329
331
800
712

355
379
381
850
762



hMC1R-Luc Smal

hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal digl-Luc_ R
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_R

hMC1R-Luc_Smal

hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal digl-Luc R
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc_ R

hMC1R-Luc_Smal

hMC1R-Luc_SmaI digl-Luc F
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_R
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc R

hMCI1R-Luc_Smal

hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc_ F
hMC1R-Luc_Smal digl-Luc R
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_R

hMC1R-Luc_Smal

hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal digl-Luc R
hMC1R-Luc Smal dig2-Luc R

hMC1R-Luc_ Smal

hMC1R-Luc Smal digl-Luc F
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal digl-Luc_R
hMC1R-Luc Smal dig2-Luc R

hMC1R-Luc_Smal

hMC1R-Luc Smal digl-Luc F
hMC1R-Luc Smal dig2-Luc F
hMC1R-Luc_Smal_ digl-Luc_R
hMC1R-Luc_Smal_ dig2-Luc_R

hMC1R-Luc Smal

hMC1R-Luc_Smal digl-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_Smal_digl-Luc_R
hMC1R-Luc_Smal_dig2-Luc_R

AGCCACCAGGGAAGAGGCAGGGAGGGAGCTGAGGACCAGGCTTGGTTGTG
AGCCACCAGGGAAGAGGCAGGGAGGGAGCTGAGGACCAGGCTTGGTTGTG
AGCCACCAGGGAAGAGGCAGGGAGGGAGCTGAGGACCAGGCTTGGTTGTG
AGCCACCAGGGAAGAGGCAGGGAGGGAGCTGAGGACCAGGCTTGGTTGTG
AGCCACCAGGGAAGAGGCAGGGAGGGAGCTGAGGACCAGGCTTGGTTGTG

B R R R R R R I I S I I I

AGAATCCCTGAGCCCAGGCGGTAGATGCCAGGAGGTGTCTGGACTGGCTG
AGAATCCCTGAGCCCAGGCGGTAGATGCCAGGAGGTGTCTGGACTGGCTG
AGAATCCCTGAGCCCAGGCGGTAGATGCCAGGAGGTGTCTGGACTGGCTG
AGAATCCCTGAGCCCAGGCGGTAGATGCCAGGAGGTGTCTGGACTGGCTG
AGAATCCCTGAGCCCAGGCGGTAGATGCCAGGAGGTGTCTGGACTGGCTG

B R R R e R R R I R

GGCCATGCCTGGGCTGACCTGTCCAGCCAGGGAGAGGGTGTGAGGGCAGA
GGCCATGCCTGGGCTGACCTGTCCAGCCAGGGAGAGGGTGTGAGGGCAGA
GGCCATGCCTGGGCTGACCTGTCCAGCCAGGGAGAGGGTGTGAGGGCAGA
GGCCATGCCTGGGCTGACCTGTCCAGCCAGGGAGAGGGTGTGAGGGCAGA
GGCCATGCCTGGGCTGACCTGTCCAGCCAGGGAGAGGGTGTGAGGGCAGA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkhkkkkkk

TCTGGGGGTGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGGGGGACACCCAAGGCC
TCTGGGGGTGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGGGGGACACCCAAGGCC
TCTGGGGGTGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGGGGGACACCCAAGGCC
TCTGGGGGTGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGGGGGACACCCAAGGCC
TCTGGGGGTGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGGGGGACACCCAAGGCC

R R R R R R R R I R S S

CCCTGGCAGCACCATGAACTAAGCAGGACACCTGGAGGGGAAGAACTGTG
CCCTGGCAGCACCATGAACTAAGCAGGACACCTGGAGGGGAAGAACTGTG
CCCTGGCAGCACCATGAACTAAGCAGGACACCTGGAGGGGAAGAACTGTG
CCCTGGCAGCACCATGAACTAAGCAGGACACCTGGAGGGGAAGAACTGTG
CCCTGGCAGCACCATGAACTAAGCAGGACACCTGGAGGGGAAGAACTGTG

R R R R R R I I S

GGGACCTGGAGGCCTCCAACGACTCCTTCCTGCTTCCTGGACAGGACTGT
GGGACCTGGAGGCCTCCAACGACTCCTTCCTGCTTCCTGGACAGGACTGT
GGGACCTGGAGGCCTCCAACGACTCCTTCCTGCTTCCTGGACAGGACTGT
GGGACCTGGAGGCCTCCAACGACTCCTTCCTGCTTCCTGGACAGGACTGT
GGGACCTGGAGGCCTCCAACGACTCCTTCCTGCTTCCTGGACAGGACTGT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkkkk

CGACGCGTAGAATTCCACCACACTGG-——————— ACTAGTGGATCCGAGC
CGACGCGTAGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGC
CGACGCGTANAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGC
CGACGCGTAGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGNGGATCCGAGC
CGACGCGTAGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGC

KAk hkhkhkhkhkk KAk hkhkkk KAk kkkkK Kkhkkkk Khkkhkk kKA kKKK

TCGGTACCAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAG
TCGGTACCAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAG
TCGGTACCAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAG
TCGGTACCAANNNNN-—---==———-— CNNNNNNNNN--—--——-—-——-—-—-—
TCGGTACCAAGCNGNCAT---———--— CNNNNNNNNNN-—---—-—-——-—-—-—

Kk kKKK kKK kK *

405
429
431
900
812

455
479
481
950
862

505
529
531
1000
912

555
579
581
1050
962

605
629
631
1100
1012

655
679
681
1150
1062

697
729
731
1200
1112



Pstl digestion tuote: restriktioentsyymin sitoutumiskohta: 373-378.

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc R
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc_F

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc R
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_F

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_R
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc_ F
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc F
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_F

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_R
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc_ F
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_F

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_R
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc PstI dig3-Luc F

RE:n sitoutmiskohta:

hMC1R-Luc PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc PstI dig3-Luc R
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc R
hMC1R-Luc_ PstI

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_F

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc_R
hMC1R-Luc_ PstI

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc_F

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc_F

ATAAAAAANTTNAAAGCAAANNNAANNNTTNN-TNANNNTAAAANGCN--
NNAAAAAATTNNAGNNAAAANN-AAGNTTTNN-NAATNNTAAANNGCGGT
ATAAAAANNTTNAAAGCAAAANTAANNNTTTATNAATNNNAAAANGCG--
ATAAAAAATTTTAAAGCAAAACTAAAGATTTATAAATTGTAAAATGCGG-
ATAAAAAATTTTAAAGCAAAACTAAAGATTTATAAATTGTAAAATGCGG-
ATAAAAAATTTTAAAGCAAAACTAAAGATTTATAAATTGTAAAATGCGG-
ATAAAAAATTTTAAAGCAAAACTAAAGATTTATAAATTGTAAAATGCGG-

Kk kKK * * * kK * K * K * * kK * K

NTNTANCNNNTATTTACTGTNCCAGTAAATNNNAAAANTATNAATGNNCT
NNNNAACAAGTATTTANNGTACCAGTAAATNTGAAAAAATNNTANNNTCN
NNNTANCAAGTATTTANTGTNCCAGTAANNNTGAAAAATATN-ATGTCCT
TTGTAACAAGTATTTACTGTACCAGTAAATATGAAAAATATTAATGTCCT
TTGTAACAAGTATTTACTGTACCAGTAAATATGAAAAATATTAATGTCCT
TTGTAACAAGTATTTACTGTACCAGTAAATATGAAAAATATTAATGTCCT
TTGTAACAAGTATTTACTGTACCAGTAAATATGAAAAATATTAATGTCCT

* K * Kk ok Kk k ok Kk Kk kkk kKKK KkKhkKkKk .. * *

CACACACAN--GGAGGTGGCTTGTGAGTGGTGTGAGCATTTCATGGTCAG
NNNACACNNNNGNANGNGGCTTGNNAGNGGTGTGAGCATTTCATGGTCAG
CACACACAT--GGAGGTGGCTNNTGAGTGGTGTGAGCATTTCATGGTCAG
CACACACAT--GGAGGTGGCTTGTGAGTGGTGTGAGCATTTCATGGTCAG
CACACACAT--GGAGGTGGCTTGTGAGTGGTGTGAGCATTTCATGGTCAG
CACACACAT--GGAGGTGGCTTGTGAGTGGTGTGAGCATTTCATGGTCAG
CACACACAT--GGAGGTGGCTTGTGAGTGGTGTGAGCATTTCATGGTCAG

Kk kK * kK kK kkk*k Kkk kkkkhkkhkkhk kA Ak kA Ak Ak kA A kh Ak K k%K

AGTTTGGCAGTNGGGCGAGAGACAGGATGGATTTTAACTNGAACATCGCA
AGTTTGNCAGTNGGGCNNGAGACAGGANGGANTTTAACTCGAACATNGCA
AGTTTGGCAGTTGGGCGAGAGACAGGATGGATTTTAACTCGANCNTNGCA
AGTTTGGCAGTTGGGCGAGAGACAGGATGGATTTTAACTCGAACATCGCA
AGTTTGGCAGTTGGGCGAGAGACAGGATGGATTTTAACTCGAACATCGCA
AGTTTGGCAGTTGGGCGAGAGACAGGATGGATTTTAACTCGAACATCGCA
AGTTTGGCAGTTGGGCGAGAGACAGGATGGATTTTAACTCGAACATCGCA

*hkkkkk kkkk kkkk khkkkkkkkk khkk kkkkkkk kk ok ok kkk

GACACAAAACTGAAAACCNNGATGCGGTGCNTGCACCGTTGCCTCCTTTC
GACNCAAAACTGAAANCCNGNNNNCGGTGCNTGCACCGTTGCCTCCTTTN
GACACAAAACTGAAAACCCTGATGCGGTGCNTGCACCGTTGCNTCCTTTC
GACACAAAACTGAAAACCCTGATGCGGTGCCTGCACCGTTGCCTCCTTTC
GACACAAAACTGAAAACCCTGATGCGGTGCCTGCACCGTTGCCTCCTTTC
GACACAAAACTGAAAACCCTGATGCGGTGCCTGCACCGTTGCCTCCTTTC
GACACAAAACTGAAAACCCTGATGCGGTGCCTGCACCGTTGCCTCCTTTC

*hkk kkkkkkkkkkk kK khkhkkkk khkkkkkkkkkk kkkkkk

CTGCAG

CTGCAGGGCTCANTCAGTTTCCAGAACTTTAATTATTGGAAAGTTNTCCC
-NGCAGGGCTCANTCAGTTTCCAGAACTTNANNNNTNNGAAAGTTCTCCC
CTGCAGGGCTCANTCAGTTTCCAGAACTTTAATTATTGGAAAGTTCTCCC
CTGCAGGGCTCACTCAGTTTCCAGAACTTTAATTATTGGAAAGTTCTCCC
CTGCAGGGCTCACTCAGTTTCCAGAACTTTAATTATTGGAAAGTTCTCCC
CTGCAGGGCTCACTCAGTTTCCAGAACTTTAATTATTGGAAAGTTCTCCC
CTGCAGGGCTCACTCAGTTTCCAGAACTTTAATTATTGGAAAGTTCTCCC

R I R R S S S * Kkhkkkkkk KKk Kk

TGNTCCAGCCCCCAANTCTGCCGTGAACGTTGACAGNTGAGTTGNTGCTC
TGGTCCAGCCCCCAAATCTGCCGTGAACGTNGACAGNTGAGTTGNTGCTC
TGGTCCAGCCCCCAANTCTGCCGTGAACGTTGACAGCTGAGTTGCTGCTC
TGGTCCAGCCCCCAAATCTGCCGTGAACGTTGACAGCTGAGTTGCTGCTC
TGGTCCAGCCCCCAAATCTGCCGTGAACGTTGACAGCTGAGTTGCTGCTC
TGGTCCAGCCCCCAAATCTGCCGTGAACGTTGACAGCTGAGTTGCTGCTC
TGGTCCAGCCCCCAAATCTGCCGTGAACGTTGACAGCTGAGTTGCTGCTC

Khk AAk A A A A A A A A, KA A A A A kA A A Ak hhk K,k hkhkk Kkhkhkkhkkhkk K*hkkkKk

CATGCGTGCTTTGGNTGAGAGCAGAGNGGACCCCTGTCCTCCNTGAGCTG
CATGCGTGCTTTGGCTGAGAGCAGAGGGGACCCCTGTCCTCCNTGAGCTG
CATGCGTGCTTNGGCTGAGAGCAGAGGGGACCCCTGTCCTCCCTGAGCTG
CATGCGTGCTTTGGCTGAGAGCAGAGGGGACCCCTGTCCTCCCTGAGCTG
CATGCGTGCTTTGGCTGAGAGCAGAGGGGACCCCTGTCCTCCCTGAGCTG
CATGCGTGCTTTGGCTGAGAGCAGAGGGGACCCCTGTCCTCCCTGAGCTG
CATGCGTGCTTTGGCTGAGAGCAGAGGGGACCCCTGTCCTCCCTGAGCTG

KAk Ak Ak A Ak A kA kA hk K,k KAhkhkhkhkhkhkhkhkhhk K,hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk *kkkkkxk

76
56
64
174
199
198
198

126
106
113
224
249
248
248

174
156
161
272
297
296
296

224
206
211
322
347
346
346

274
256
261
372
397
396
396

324
305
311
422
447
446
446

374
355
361
472
497
496
496

424
405
411
522
547
546
546



hMC1R-Luc_PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc R
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_F

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_R
hMC1R-Luc_ PstI

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_F

hMC1R-Luc PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc PstI dig3-Luc R
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc PstI digl-Luc F
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc F
hMC1R-Luc PstI dig3-Luc F

hMC1R-Luc PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc PstI dig3-Luc R
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc PstI digl-Luc F
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc F
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc F

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_R
hMC1R-Luc PstI dig3-Luc R
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc R
hMC1R-Luc_PstI

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_F
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc F
hMC1R-Luc PstI dig3-Luc F

hMC1R-Luc PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc PstI dig3-Luc R
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_R
hMC1R-Luc_ PstI

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_F
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc F
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_F

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc_R
hMC1R-Luc_ PstI

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc_F

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc_R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc_PstI_digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc_F

CTGACGAGGGGAGGGGTGAAGGGTGGGGCCTCTGGAGAGGGCAGGTCCCG
CTGACGAGGGGAGGGGTGAAGGGTGGGGCCTCTGGAGAGGGCAGGTCCCG
CTGACGAGGGGAGGGGTGAAGGGTGGGGCCTCTGGAGAGGGCAGGTCCCG
CTGACGAGGGGAGGGGTGAAGGGTGGGGCCTCTGGAGAGGGCAGGTCCCG
CTGACGAGGGGAGGGGTGAAGGGTGGGGCCTCTGGAGAGGGCAGGTCCCG
CTGACGAGGGGAGGGGTGAAGGGTGGGGCCTCTGGAGAGGGCAGGTCCCG
CTGACGAGGGGAGGGGTGAAGGGTGGGGCCTCTGGAGAGGGCAGGTCCCG

B R R R R R R I I S I I I

GGGAAGCTCCGGACTCCTAGAGGGGCGGCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACC
GGGAAGCTCCGGACTCCTAGAGGGGCGGCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACC
GGGAAGCTCCGGACTCCTAGAGGGGCGGCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACC
GGGAAGC-CCGGACTCCTAGAGGGGCGGCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACC
GGGAAGCTCCGGACTCCTAGAGGGGCGGCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACC
GGGAAGCTCCGGACTCCTAGAGGGGCGGCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACC
GGGAAGCTCCGGACTCCTAGAGGGGCGGCCAGGTGGGGGCCCTGGTGACC

KAk Ak A Ak h Ahk A A A Ak Ak kA kA hkhk kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk kA Ak kA kk ok kK%

AGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGTAAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGG
AGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGTAAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGG
AGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGTAAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGG
AGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGTAAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGG
AGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGTAAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGG
AGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGTAAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGG
AGGACAGACTGTGGTGTTTTTTAACGTAAAGGAGATCCGCGGTGTGAGGG

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkx

ACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGGTGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGT
ACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGGTGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGT
ACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGGTGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGT
ACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGGTGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGT
ACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGGTGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGT
ACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGGTGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGT
ACCCCCTGGGTCCTGCACGCCGCCTGGTGGCAGGCCGGGCCATGGTGGGT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkk

GCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCCTCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAAC
GCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCCTCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAAC
GCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCCTCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAAC
GCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCCTCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAAC
GCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCCTCAGTGGGAGGGGCTCTGANAAC
GCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCCTCAGTGGGANGGGCTCTGAGAAC
GCTCACGCCCCCGGCATGTGGCCGCCCTCAGTGGGAGGGGCTCTGAGAAC

R R R R R R R R R R I I R S S S S

GACTTTTTAAAACGCAGAGAAAAGCTCCATTCTTCCCAGGACCTCAGCGC
GACTTTTTAAAACGCAGAGAAAAGCTCCATTCTTCCCAGGACCTCAGCGC
GACTTTTTAAAACGCAGAGAAAAGCTCCATTCTTCCCAGGACCTCAGCGC
GACTTTTTAAAACGCAGAGAAAAGCTCCATTCTTCCCAGGACCTCAGCGC
GACTTTTTAAAACGCANAGAAAAGCTCCATTCTTCCCAGGACCTCAGCGC
GACTTTTTAAAACGCANAGAAAAGCTCCATTCTTCCCAGGANCTCAGCGC
GACTTTTTAAAACGCAGAGAAAAGCTCCATTCTTCCCAGGACCTCAGCGC

BRI S R R R R R S

AGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACAGAGGCCAGGACGGTCCAGAGGTG
AGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACAGAGGCCAGGACGGTCCAGAGGTG
AGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACAGAGGCCAGGACGGTCCAGAGGTG
AGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACAGAGGCCAGGACGGTCCAGAGGTG
AGCCCTGGCCCAGGAAGGCANGANACAGAGGCCAGGACGGTCCAGAGGTG
ANCCCTGGCCCAGGAANNNNNNG-ANAGAGGCCAGGACGGTCCAGANGTG
AGCCCTGGCCCAGGAAGGCAGGAGACAGNN-NCAGGANGGTCCANAGGTG

* Ak kA kA Ak kKK KKKk K * kK Kkhkkkk Kkhkkkkk Kk k)%

TCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGCAGCCACCAGGGAAGAGGCAGGGA
TCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGCAGCCACCAGGGAAGAGGCAGGGA
TCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGCAGCCACCAGGGAAGAGGCAGGGA
TCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGCAGCCACCAGGGAAGAGGCAGGGA
TCNAAATGTCCTGGGGANCTGAGCANCANCCACCAGGGAANNNNAGGG-A
TCGAAATGTCCTGGGGACCTGAGCAGCANCCACCAGGGAANAGGNAGG-A
TCGAAATGTCCTGGGGANCTGAGCAGCAGCCACCAGGGAANANGCAGGGA

Kk ok kA Ak Ak A A A Ak kA Ak hkhkhkk Khkhkhkhkhkk Kkk Kk khkkkkkkkkk **x K

474
455
461
572
597
596
596

524
505
511
621
647
646
646

574
555
561
671
697
696
696

624
605
611
721
747
746
746

674
655
661
771
797
796
796

724
705
711
821
847
846
846

774
755
761
871
897
895
895

824
805
811
921
946
944
945



hMC1R-Luc_PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc_PstI dig3-Luc R
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_F

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_R
hMC1R-Luc_ PstI

hMC1R-Luc_PstI digl-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig2-Luc_F
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_F

hMC1R-Luc PstI digl-Luc R
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_R
hMC1R-Luc_PstI dig2-Luc R
hMC1R-Luc PstI

hMC1R-Luc PstI digl-Luc F
hMC1R-Luc PstI dig2-Luc F
hMC1R-Luc_PstI_dig3-Luc_F

GGGAGCTGAGGACC-AGGCTTGGTTGTGAGAATCCCTGAGCCCAGG-CGG
GGGAGCTGAGGACC-AGGCTTGGTTGTGAGAATCCCTGAGCCCAGG-CGG
GGGAGCTGAGGACC-AGGCTTGGTTGTGAGAATCCCTGAGCCCAGG-CGG
GGGAGCTGAGGACC-AGGCTTGGTTGTGAGAATCCCTGAGCCCAGG-CGG
GGGANCTGAGGANC-AGGCTTGGTTGTGANAATCCCTGANCCCAGN-CGG
GGGANCTGAGGACC-ANGCTTGGTTGTGANAATCCCTGANCCCANG-CGG
GGGANCTGANGANCNAGGCTTGGTTGTGAGAATCCCTGAGCCCNNGNCGG

Kkhkkk Kkhkkk kk kK kK Kkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhk KhhkhkkhkkhkAkhAkh Kk KKK * kK

TAGATGCCAGGAGGTGTCTGGACTGGCTGGGCCATGCCTGGGCTGACCTG
TAGATGCCAGGAGGTGTCTGGACTGGCTGGGCCATGCCTGGGCTGACCTG
TAGATGCCAGGAGGTGTCTGGACTGGCTGGGCCATGCCTGGGCTGACCTG
TAGATGCCAGGAGGTGTCTGGACTGGCTGGGCCATGCCTGGGCTGACCTG
TNNATGCCNN--NNTGTCTGGACTGGNTGGGCCATGCCTGGGCTGACCTG
TANATGNCAG--AGNGTCTGGACTGGNTGGGNCATGCCTGGGNTGACCTG
TANNTGCCAGGAGGTGTCTGGNCTGGCTGGGCCATGCCNGGGCTGACCTG

* **  * K*hkhkhkhkk khkkk khkkk khkkkkk kkk KkhkkkkkKk

TCCAGCCAGGGAGAGGGTGTGAGGGCAGATCTGGGGGTGCCCAGATGGAA
TCCAGCCAGGGAGAGGGTGTGAGGGCAGATCTGGGGGTGCCCAGATGGAA
TCCAGCCAGGGAGAGGGTGTGAGGGCAGATCTGGGGGTGCCCAGATGGAA
TCCAGCCAGGGAGAGGGTGTGAGGGCAGATCTGGGGGTGCCCAGATGGAA
TCCAGCCAGGGANANGGTGTNANGGNNNNTCTGGGG-NGCCCANATGGAA
TCCAGNNANGGNNNNNNN-NNANGGCANNNCTGGGG-NNCCCNNATNGNA
TCCANNCAGGNANAGNNNNNNAGGGCAGATCTGGGGGTGNCCNNATGG-A

* %k k% *  * * k% * k ok ok ok ok * % **k Kk ok

872
853
859
969
994
992
995

922
903
909
1019
1042
1040
1045

972
953
959
1069
1091
1088
1094



