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Útdráttur 

Núkleótíð útskurðaviðgerðir (NER) er einn af megin viðgerðarferlum í genamengi 

heilkjörnunga og gerir við skemmdir sem verða á DNA vegna áreitis frá umhverfi, t.d. þær 

sem verða vegna útfjólublárrar geislunnar. Gallar í viðgerðarferli NER veldur m.a. 

xeroderma pigmentosum sem er víkjandi erfðasjúkdómar á A litningi í mönnum. Helstu 

einkenni eru viðkvæmni fyrir sólarljósi og krabbameini, sérstaklega húðkrabbameini. 

Sjúkdómurinn stafar m.a. af stökkbreytingu í endónúkleasanum XPG sem hefur hlutverk í 

klippingu við skemmd á 3´ enda í DNA. Þetta veldur því að ekki er hægt að klippa burt 

skemmdu DNA röðina sem orsakar uppsöfnun á skemmdum sem að lokum getur valdið 

krabbameini. Til að auðvelda framkvæmd tilraunar er notast við samsvarandi gen XPG í 

gersvepp, RAD2. Leitast var við að kanna hvort að varðveitt röð í Rad2/XPG tákni fyrir 

ubiquitin bindiseti sem hefur hugsanlegu hlutverki að gegna í DNA viðgerð. Rannsóknin 

beinist einnig að því hvort samband sé á milli arfgenga sjúkdómsins xeroderma 

pigmentosum og ubiquitin bindiseti í XPG próteininu.  

Abstract 

Nucleotide excision repair (NER) is one of the primary DNA repair pathways in the 

eucaryoatic genome, detecting and repairing bulky base legions caused by environmental 

factors such as ultraviolet light. Defects in the NER pathway can cause xeroderma 

pigmentosum, a resessive genetic disease in humans with symptoms that include 

photosensitivity and skin cancer predisposition. Xeroderma pigmentosum is caused by 

mutations in the endonuclease XPG and other genes within the same DNA repair pathway. 

Accumulation of damage that eventually leads to cancer is related to the inability of XPG 

to make an 3´ incision at the site of damaged DNA. The focus of this study was to examine 

ubiquitin binding domains found in XPG and RAD2, its yeast homolog and also examine 

the role of ubiquitin binding domains in DNA rapair.   
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1 Inngangur   

DNA (deoxyribonucleic acid) er eina lífræna sameindin sem reiðir sig eingöngu á viðgerð 

frá öðrum sameindum, án endurnýjunar, veldur það uppsöfnum á skemmdum ævilangt. 

DNA sameindir verða stöðugt fyrir árás hvarfgjarna súrefnisafleiða sem og utanaðkomandi 

áhrifa frá krabbameinsvaldandi efnum og útfjólublárri geislun (UV- geislun). Niturbasar í 

byggingu DNA eru mjög móttækilegir fyrir efnabreytingum, sem orsakað getur fjölda 

skemmda (Hoeijmakers, 2009; Nagaeli og Sugasawa, 2011).    

 Þegar skemmdir verða að stökkbreytingum í genamengi, vegna galla í 

viðgerðarferlum eða eftirmyndun, eru breytingarnar varanlegar og geta valdið skaðlegum 

áhrifum. Samansöfunun á skemmdum í frumum og líffærum á löngum tíma er tengt 

stigvaxandi dvínun á virkni og öldrun. Mikilvægasta verkfæri frumunnar til varnar 

skemmdum er prófarkalestur DNA pólýmerasa sem eftirmyndar DNA. Til þess að vernda 

genamengið þarf fruman að búa yfir viðgerðarkerfi sem þarf á mjög skilvirkan hátt að geta 

fundið og gert við skemmdir innan um mikið magn af eðlilegu DNA. Til að bregðast við 

þessu er fjöldi viðgerðarferla til staðar í frumum sem hver um sig hefur sértæka virkni 

m.t.t. skemmdar, eftirlitsstöðva og boðkerfis (Griffiths o.fl, 2008; Hoeijmakers, 2009; 

Nagaeli og Sugasawa, 2011). 

Núkleótíð útskurðaviðgerðir (NER) er einn af megin viðgerðarferlum í genamengi 

heilkjörnunga og gerir við stórar skemmdir sem verða á DNA vegna áreitis frá umhverfi, 

t.d. þær sem verða vegna útfjólublárrar geislunar. NER nýtir sér DNA bindiprótein til að 

staðsetja skemmdir sem geta verið mjög margbreytilegar (Nagaeli og Sugasawa, 2011). 

 Þegar bindipróteinin finna skemmdir, er fosfódiester keðja DNA skorin sitthvorum 

megin við það svæði sem skemmdir hafa orðið á. DNA helikasi fjarlægir núkleótíðin úr 

skemmda svæðinu og fyllt er upp að nýju með hjálp DNA polymerasa. Hann notar 

gagnlæga þáttinn sem sniðmát og nýtir aðstoð DNA ligasa við að líma saman 

fosfódíesterkeðjuna að nýju (Alberts o.fl., 2008).       

 Eitt mikilvægasta skref í viðgerðarferlum fruma er greining á skemmdum í 

genamengi sem oft er háð samspili margra próteina. NER í heilkjörnungum á sér tvo 

mismunandi ferla við greiningu skemmda; (1) umritunarháð núkleótíð útskurðarviðgerð 

(TC-NER) sem gerir við umrituð svæði í DNA og virkjast þegar umritun er trufluð og (2) 

viðgerð óháð umritun (GGR) sem gerir við skemmdir í öllu genamenginu (Griffiths o.fl, 

2008; Sugasawa, 2010)           

 Gallar í viðgerðarferli NER valda xeroderma pigmentosum (XP) og Cockayne 

heilkenni sem eru víkjandi erfðasjúkdómar á A litningum í mönnum. Báðir sjúkdómarnir 

valda því að einstaklingar verða mjög viðkvæmir fyrir sólarljósi þ.e. viðkvæmir fyrir 

skemmdum sem verða vegna útfjólublás ljóss s.s. cyclobútan pyrimidine dimer (CPD) en 

önnur einkenni eru að öðru leiti ólík. Cockayne heilkenni stafar af galla í 

viðgerðarferlinum TC- NER sem fjarlægir skemmdir sérhæft á DNA þráðum sem verið er 

að umrita með RNA polýmerasa II sem ferðast eftir DNA þræði en stoppar við skemmd. 

Þetta ferli er háð próteinunum CSA og CSB en í Cocayne heilkennum ná þau ekki að 

greina skemmdina og umritun getur ekki hafist nýju sem veldur því að fruman deyr. 

Sjúkdómurinn einkennist af ótímabærri öldrun og alvarlegum þroskunargöllum (Sugasawa, 

2009).            

 Xeroderma pigmentosum einkennist hinsvegar af því að sjúklingar eru mjög hætt við 
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að fá krabbamein, sérstaklega húðkrabbamein og í sumum tilfellum verður einnig 

taugaskaði hjá sjúklingum. Sjúkdómurinn stafar af átta mismunandi stökkbreytingum í XP 

próteinum (XPA til G) í viðgerðarferlinum GGR sem deila allir sömu svipgerð. Próteinin 

sjá um fjölþætt eftirlit og verka á kerfisbundinn hátt skref fyrir skref til að greina 

sjaldgæfar skemmdir í yfirgripsmiklu genamengi frumunnar. Eitt þessara próteina er 

endónúkleasinn XPG sem hefur hlutverk í klippingu við skemmd á 3´ enda í DNA. 

Stökkbreyting í geni sem tjáir fyrir XPG veldur því að ekki er hægt að klippa burt 

skemmdu DNA röðina sem veldur uppsöfnun á skemmdum. Stökkbreytingar í frumum 

valda gjarnan tapi á æxlisbælandi genum og óskilvirkri virkjun á æxlisgenum, sem veldur 

óstýrðum frumuvexti og myndun illkynja fruma. Óstöðuleiki sem þessi er meginorsök 

krabbameins og skýrir sterka tilhneigingu sjúklinga með XP að fá krabbamein. (Griffiths 

o.fl., 2008; Hoeijmakers, 2009; Sugasawa, 2009; Nagaeli og Sugasawa, 2011).   

         

  

 

Mynd 1.1 | Viðgerðarferlarnir GGR og TC-NER. Galli í ferlunum veldur annars vegar 

xeroderma pigmentosum og hins vegar Cockayne heilkenni (Griffiths o.fl., 2008). 

Ubiquitin er lítið prótein með 76 amínósýrum sem hefur fjölþætt hlutverk í boðkerfi 

innan fruma. Það finnst aðeins í heilkjörnungum og er mjög varðveitt í plöntum og dýrum. 

Algengt er að á prótein séu hengd polyubiquitination merking, þ.e. keðja með mörgum 
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ubiquitin sameindum sem merkir prótein fyrir niðurbrot í 26S próteósómi, þetta er m.a. 

notað fyrir prótein sem hafa stuttan líftíma eða prótein sem hafa skemmst. Ef breytt prótein 

sleppa við niðurbrot geta þau klumpast og valdið alvarlegum skemmdum á frumum og 

vefjum. Það er því mikilvægt að kerfið virki á skilvirkan hátt. Aðrar merkingar líkt og 

monoubiquitin þar sem ein ubiquitin sameind er hengd á prótein getur breytt virkni 

próteina, þ.e. haft stjórnhlutverk í ýmsum ferlum t.d. við ónæmissvörun eða DNA viðgerð. 

(Griffiths o.fl., 2008; Dikic o.fl., 2009; Sugasawa, 2010).    

 Ubiquitin er háð ubiquitin bindiseti (UBD) í markpróteinum til að bindast. UBD eru 

mjög fjölþættar einingar sem eru mismunandi í byggingu og gerð.  Þegar ubiquitin sameind 

er hengd á prótein veldur það breytingu á stellingu próteins sem getur verið breytilegt eftir 

því hvar UBD bindst við ubiquitin. (Dikic o.fl., 2009)  

Í þessari tilraun er leitast við að kanna hvort að varðveitt röð í XPG/RAD2 tákni fyrir 

ubiquitin bindiseti sem hefur hugsanlegu hlutverki að gegna í DNA viðgerð. Rannsóknin 

beindist einnig að því hvort samband sé á milli arfgenga sjúkdómsins xeroderma 

pigmentosum og UBD í XPG próteininu. Til þess að auðvelda framkvæmd tilraunar var 

notast  við samsvarandi próteinið RAD2 í gersveppnum Saccharomyces cerevisiae.  

 

1. Q A I D I E S E D F S S L P P E V K H E I L T D M K E F T 

2. D T I N P A S A E F E E L P K A T Q Y L I L S S L R L K S 

3. A E F E E A A K A T Q Y L 

Mynd 1.2 | Ubiquitin bindiset. Hér eru bornar saman amínósýruraðir UBD úr 1) XPG      

2) RAD2 og 3) Stökkbreytt UBD (RAD2) sem koma á fyrir í gersvepp. Rauðu svæðin eru 

vel varðveitt svæði í UBD sem búið er að stökkbreyta í nr. 3 (Hofmann, 2009) (sjá alla 

amínósýruröð RAD2 í viðhengi). 
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2 Markmið 

Markmið verkefnisins var að kanna hvort að varðveitt röð í XPG/RAD2 tákni fyrir 

ubiquitin bindiseti (UBD) sem hefur hugsanlegu hlutverki að gegna í DNA viðgerðum. 

RAD2 geni úr gersveppnum Saccharomyces cerevisiae sem er samsvarandi við XPG 

mannaprótein var magnað upp með PCR og límt í plasmíðið pRS413 með hjálp 

skerðiensímanna Sac II og Xma I. Því næst var plasmíðinu komið fyrir í bakteríunni E. coli 

fyrir umbreytingu og kólóníur ræktaðar á agar og kannaðar með tilliti til þess að PCR afurð 

hafi límst inn í plasmíð. Site directed mutagenesis framkvæmd á plasmíði til að 

stökkbreyta UBD. Stökkbreyting var því næst staðfest með raðgreiningu. Þrennskonar 

plasmíðum (villigerð, stökkbreyttu og án innskots) var komið fyrir í gersveppum, 

Saccharomyces cerevisiae sem hafði ekki RAD2 genið. Að lokum var næmi stofna fyrir 

UV-geislun skoðað. 
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3 Efni og aðferðir 

Tilraunin fór fram í Lífvísindasetri Háskóla Íslands á 5. Hæð í Læknagarði. 

3.1 Hönnun plasmíðs 

3.1.1 – Hönnun prímera 

Prímerar voru hannaðir m.t.t. þess að hægt væri að magna upp RAD2 genið ásamt 500 

bösum sitt hvorum megin. Það var gert til þess að genið væri tjáð frá eigin stjórnröðum.  

 

RAD2 Forward primer 

3´GACTCCGCGGGATTGATTTTCAAGGCGCAG 5´ 

RAD2 Reverse primer 

3´GACTCCCGGGTGTTGCAGCCGTATTCTCACT 5´ 

 

3.1.2 – PCR mögnun 

 

Eftir að hönnun prímera var framkvæmt PCR í 50 µl glösum með eftirfarandi uppskrift: 

Tafla 3.1 | PCR hvarf. 

Efni Magn (µl) 

dH20 26,5 

5x Phusion HF Buffer 10 

dNTP mix 2mM 5 

Forward primer 10 µM 2,5 

Reverse primer 10 µM 2,5 

DNA bútur 1,5 

Phusion DNA Polymerasi 0,5 

DMSO 1,5 

  Total 50 

 

Í heildina voru keyrðir 35 hringir í PCR tæki frá Applied Biosystems þar sem hitastig og 

tími í hverjum fasa var eftirfarandi: 
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Mynd 3.1 | PCR mögnun. Fjöldi hringja, hitastig og tími. 

 

Að lokinni PCR mögnun voru sýnin keyrð á agarósageli með rafdrætti (sjá mynd 4.1) 

til að ákvarða stærð, hreinsuð með Nucleospin® Gel and PCR Clean-up eftir 

leiðbeiningum (Macherey-Nagel, 2011) og mæld með Nanodrop litrófsmæli til að ákvarða 

styrk. Sýnin voru geymd við -20°C á milli þess sem tilraun fór fram. 

Lítill styrkur mældist eftir fyrsta PCR, til þess að ná fram hærri styrk á DNA var 

framkvæmt PCR á PCR með sömu uppskrift og áður. (sjá töflu 3.1 og mynd 3.1) 

Eftir PCR á PCR voru sýnin aftur hreinsuð með Nucleospin® Gel and PCR Clean-up eftir 

leiðbeiningum (Macherey-Nagel, 2011) og mæld með Nanodrop litrófsmæli til þess að 

ákvarða styrk sem að þessu sinni reyndist fullnægjandi. 
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3.1.3 Melting 

Plasmíðið pRS413 frá New England Biolabs var notað sem vektor en það hentar vel fyrir 

klónun í gersvepp auk þess að vera eftirmyndað í E. coli.   

 

 

Mynd 3.2 | pRS413. Vektorinn var skorinn með skerðiensímunum Sac II (sker við 2178) og 

Xma I (sker við 2136) (New England Biolabs, e.d.) 

Bæði RAD2 genið og vektorinn pRS413 voru melt með skerðiensímunum Sac II og Xma I 

til að undirbúa fyrir límingu. Það var framkvæmt við 37°C í 2 klst með eftirfarandi 

uppskriftum: 

 

 

 

Mynd 3.3 | Skerðiensím. Sac II og Xma I voru notuð við meltingu á RAD2 og pRS413. Sac 

II sker og myndar 3´ yfirhengi en Xma I sker og myndar 5´ yfirhengi. 
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Tafla 3.2 | Melting. Rad2 melting með skerðiensímunum Sac II og Xma I 

  Efni Magn (µl) 

RAD2 40 

10x Buffer 5 

Sac II 1 

Xma I 1 

dH2O 2,5 

BSA 0,5 

  Total 50 

 

Tafla 3.3 | Melting vektors. pSR413 melting með skerðiensímunum sac II og xma I 

Efni Magn (µl) 

pRS413 5 

10x Buffer 5 

Sac II 1 

Xma I 1 

dH2O 37,5 

BSA 0,5 

  Total 50 

 

 

3.1.4 Líming 

 

Áður en líming fór fram voru endar línulegs plasmíðs af-fosfærðir til þess að hindra 

sjálfhvarfa límingu. Það var gert með Shrimp Alkaline Phosphatase frá Fermentas ásamt 

10x buffer og látið hvarfast við 37°C í 30 min. Við límingu voru notuð hlutföllin 1:1, 1:3 

og 1:0 (til viðmiðunar) af plasmíði og innskoti. T4 ensím frá New England Biolabs var 

notað ásamt 10x buffer við hvarfið sem var látið ganga við stofuhita í 10 min. 
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Uppskrift fyrir límingu: 

Tafla 3.4 | Líming prS413 og RAD2. Notað var T4 ensím frá New England Biolabs. 

Efni 
 

Magn (µl) 
 

 
1:1 1:3 1:0 

10x buffer 2 2 2 

prS413 1,4 1,4 1,4 

RAD2 0,4 1,2 0 

T4 1 1 1 

dH2O 15,2 14,4 13,2 

    Total 20 20 20 

 

 

3.2 Umbreyting 

3.2.1 Umbreyting í E. coli 

Afurð úr límingu, sýnum í hlutföllum 1:1, 1:3 og 1:0 var bætt við stofn af hæfum E. coli 

bakteríum (DH5α) sem voru áður meðhöndlaðar með CaCl2 til þess að þær tækju DNA 

auðveldar upp. Bakteríurnar voru geymdar við -80°C áður en tilraun fór fram og látnar 

þiðna. Við umbreytinguna voru þær hafðar á ís í 30 min og síðan hitaðar við 42°C í 45 sek.  

Síðan var 50 µl af bakteríum (DH5α) blandað við 950 µl af LB-æti og geymt við 

37°C í 60 min. Bakteríunum ásamt æti var því næst dreift á agar sem innihélt 1 µg/ml 

Ampicillin og látinn vaxa yfir nótt við 37°C. 

3.2.2 Einangrun plasmíðs 

Fjórar kólóníur af E. coli bakteríum með hlutföllum 1:1 og 1:3 voru síðan ræktaðar í 5 ml 

af LB – æti. Líkt og áður var 1 µl/mg af Ampicillin til staðar og bakteríurnar látnar vaxa 

yfir nótt við 37°C.  

Plasmíð var næst hreinsuð út úr bakteríufrumum með Nucleospin® Plasmid Quickpure 

eftir leiðbeiningum (Macherey-Nagel, 2010) og styrkur ákvarðaður með Nanodrop 

litrófsmæli.  

Til þess að ákvarða hvort innskot hafði límst inn í vektorinn voru fjögur sýni af 

hlutfallinnu 1:1 og 1:3 melt með sömu skerðiensímum og áður ásamt buffer 4 frá New 

England Biolabs. Eftir meltinguna voru sýnin keyrð á agarósageli með rafdrætti (Sjá mynd 

4.2). 
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Meltingin var gerð með eftirfarandi uppskrift: 

Tafla 3.5 | Melting á vektor ásamt innskoti. Framkvæmt með með Sac II og Xma I 

skerðiensímum.  

Efni µl 

NEBuffer 4 5 

BSA 0,5 

Sac II 0,5 

Xma I 0,5 

dH2O 38,5 

DNA 5 
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4 Niðurstöður  

4.1 PCR mögnun 

Á mynd 4.1 sjást niðurstöður PCR hvarfs. RAD2 er 3096 basar að stærð en ásamt 

viðbættum stjórnröðum (500 sitt hvorum megin) reyndist það vera í kringum 4000 basar (4 

kb) þegar það var keyrt á agarósageli með rafdrætti. Athygli er vakið á því að gelið rifnaði 

áður en mynd var tekin en það ætti ekki að koma að sök. 

 

 

Mynd 4.1 | Niðurstöður PCR hvarfs. Rafdráttur RAD2 á agarósargeli eftir PCR mögnun 

og hreinsun. DNA bútur RAD2 er 3096 basar að stærð en ásamt stjórnröðum (u.þ.b 500 

hvorum megin) reyndist búturinn vera í kringum 4000 basar (4 kb) þegar hann var keyrður 

á agarósageli. 

4.2 Líming 

 

Á mynd 4.2 sjást niðurstöður límingar innskots (RAD2) í vektorinn pRS413. RAD2 genið 

er u.þ.b 4000 basar að stærð (sjá mynd 4.1) og var límt inn í pRS413 sem er 4970 basar að 

stærð. Samanlagður fjöldi  basa í innskotum og vektorum yrði því tæplega 9000. Á 

myndinni koma skýrlega fram átta bútar sem eru u.þ.b. 5000 basar (5 kb) hver, en það 
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kemur heim og saman við stærð vektorsins. Aðeins kemur fram einn annar bútur sem er 

u.þ.b 1500 basar (1.5 kb). Það er of lítið til að vera RAD2 genið og hefur því ekki tekist að 

líma innskotið í vektorinn. Aðeins voru notuð sýni með hlutföllum 1:1 og 1:3 keyrð á geli 

en ekki 1:0 sem notað var til viðmiðunar í umbreytingu. 

 

Mynd 4.2 | Niðurstöður límingar. Rafdráttur á vektor ásamt innskoti á agarósageli eftir 

límingu og umbreytingu. Vektor og innskot með hlutföllum 1:1 og 1:3 sjást á mynd og 

númeruð sýni frá 1-4. Átta línulegir vektorar (4970) sjást á myndinni en aðeins eitt innskot 

sem er of lítið eða um 1.500 basar til að geta verið RAD2 u.þ.b 4000 basar).    
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5 Ályktanir  

Því miður komu upp fjölmörg vandamál við framkvæmd tilraunarinnar. Mikill tími fór í 

endurtekningar í bæði PCR ferlinu við að ná fram ákjósanlegum styrk og við hreinsun á 

afurðinni. Þegar loksins náðist að einangra DNA var tíminn sem eftir var of naumur til að 

hægt væri að ljúka rannsókninni innan setts tíma. Aðeins gafst tími í eina atrennu við að 

líma DNA bútinn (innskotið) inn í vektor sem tókst ekki (sjá mynd 4.2). Upprunalega stóð 

til að nota agarósagel með lágt bræðslumark til að einangra réttan DNA bút en það var 

gefið upp á bátinn þegar of lágur styrkur skilaði sér eftir hreinsun í nokkur skipti. Hvort 

það er vegna óheppni eða galla í hreinsunarferlinu skal látið liggja á milli hluta. Í staðinn 

voru sýnin hreinsuð með Nucleospin® Gel and PCR Clean-up eftir leiðbeiningum 

(Macherey-Nagel, 2011).  

Eins og áður segir tókst líming inn í vektor ekki. Á mynd 4.2 má sjá átta greinilega 

DNA búta (hlutföll 1:1 og 1:3) sem allir eru af sömu stærð, sem kemur heim og saman við 

stærð vektors (pRS413). Einnig sést skýrt lítill DNA bútur (u.þ.b. 1500 basar). Hann er of 

lítill til þess að geta verið RAD2 genið (u.þ.b 4000 basar) sem reynt var að líma inn í 

vektorinn. Ekki fannst skýring á þessum auka bút sem líklegast er mengun einhverja hluta 

vegna. 

Við umbreytingu í E. coli þar sem vektor og innskoti í hlutföllum 1:1, 1.3 og 1:0 var 

ræktað á agar með Ampicillini ásamt LB- æti komu fram óvæntar niðurstöður. Í sýni 1:0 

sem notað var til viðmiðunar uxu kólóníur með bakteríum sem ekki hefði átt að gerast. 

Vektorinn sem var hvarfaður með T4 ensími hefði ekki átt að límast saman vegna þess að 

endar hans pössuðu ekki saman. Aðeins sýni með hlutföllum vektors og innskots, 1:1 og 

1:3 hefðu átt að límast saman þar sem endar þess pössuðu saman þegar RAD2 geninu hafði 

verið bætt við. Ekki fundust skýringar á þessum óvæntu niðurstöðum. 

Þrátt fyrir að verkefnið hafi aðeins komist skammt á veg og skilað ófullkomnum 

niðurstöðum gaf það góða innsýn í vinnu á rannsóknarstofu. Eftir rannsóknina var það mér 

mjög ofarlega í huga hve mikilvægt er fyrir þá sem vinna  á sviði rannsókna sýni þolimæði 

við vinnu sína því hlutirnir ganga ekki alltaf upp þótt reynt sé að vanda til vinnubragða. 
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Viðauki 

Eftirfarandi röð er amínósýruröð RAD2 sem búið er að þýða úr DNA. Skyggða röðin er 

ubiquitin bindisvæði sem talið er að hafi stjórnhlutverk DNA viðgerð. Rautt svæði (LP) eru 

mjög varðveittar amínósýrur og gult svæði (IL) er talsvert varðveitt amínósýrur. 

(Hofmann, 2009) 
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