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Útdráttur 

Inngangur: MITF er basic helix-loop-helix lúsín-zipper umritunarþáttur sem myndar 

tvenndir við sjálft sig og skyld prótein og gegnir lykilhlutverki í litfrumum þar sem það stýrir 

tjáningu melaníns í húðinni. Það hefur þó ýmis önnur hlutverk og finnst víðsvegar í 

líkamanum, t.d. í ónæmiskerfinu, beinátsfrumum og í augum. MITF próteinið er virkjað af 

Ras-MAPK-boðleiðinni en stökkbreytingar í þeirri boðleið, eða MITF sjálfu, geta valdið 

sortuæxlum þar sem MITF eykur á frumuvöxt og kemur í veg fyrir frumudauða með áhrifum 

á tjáningu ýmissa gena, þ.á.m. BCL2, VEGF og CDK2. Í litfrumum er tjáð ísóform sem 

nefnist MITF-M sem er nær alltaf staðsett í kjarna. Með því að skoða hvaða þættir stýra 

staðsetningu MITF-M í kjarna má fá upplýsingar um virkjun próteinsins og jafnvel bæta 

framtíðarmeðferð sortuæxla. 

Efni og aðferðir: Í fyrri hluta verkefnisins var GFP og FLAG-samrunapróteinum með MITF-

M komið fyrir í HEK293T nýrnafrumum annarsvegar og 501mel sortuæxlafrumum hinsvegar 

og staðsetning samrunapróteinanna ákvörðuð. Mikilvægi fosfórýleringar í staðsetningu 

MITF-M var skoðuð með notkun FLAG-samrunapróteina og mikilvægi basíska svæðisins 

með notkun GFP-merktra samrunapróteina. Til viðmiðunar var notast við villigerð í báðum 

tilfellum. Einnig var skoðað hvort stökkbreytingin L267/274/281F, sem breytir þremur lúsín 

amínósýrum í lúsín-zipper svæði próteinsins, geti myndað tvenndir.  

Niðurstöður: MITF-M prótein með stökkbreyttingu í serín-fosfórunarsetum voru staðsett í 

kjarna en það bendir til að viðkomandi serín séu ekki mikilvæg fyrir staðsetningu í kjarna. 

MITF-M með L267/274/281F stökkbreytinguna kemst einnig í kjarna og getur myndað 

tvennd með villigerðar-MITF. Stökkbreytingar í basíska svæðinu höfðu áhrif á staðsetningu í 

kjarna og þegar fjórum arginín amínósýrum var breytt í alanín var próteinið nær eingöngu 

staðsett í umfrymi.  

Umræða: Niðurstöðurnar benda til að fosfórýlering á umræddum serín amínósýrum sé ekki 

ráðandi þáttur varðandi staðsetningu MITF-M í kjarna. Það kom á óvart að L267/274/281F 

virðist geta myndað tvenndir við villigerðar-MITF-M. Mögulega þyrfti að endurtaka þetta 

með aðra amínósýru en fenýlalanín í stað lúsín. Hinsvegar sýndu tilraunirnar að basíska svæði 

próteinsins er nauðsynlegt fyrir staðsetningu MITF í kjarna. 

 

 



  

6 

Þakkir 

 

Ég þakka foreldrum mínum, Reyni Snæfeld Stefánssyni og Ólöfu Brynju Jónsdóttur fyrir að 

styðja mig í gengnum námið. 

Konu minni, Svölu Jónsdóttur, og syni, Jóni Stormi Indriðasyni, fyrir að styðja og hvetja mig 

áfram. 

Alexander Schepsky fyrir genaferjurnar. 

Sigurði Rúnari Guðmundssyni fyrir hjálpsemi og þolinmæði við rannsóknarvinnuna. 

Kimberely Anderson fyrir hjálpina með Duolink-ferlið.  

Margréti Helgu Ögmundsdóttur og Kristínu Bergþórsdóttur fyrir að kenna mér og hjálpa mér 

að koma genaferjum inn í frumur.  

Margréti Bessadóttur fyrir að reyna að hjálpa mér með próteineinagrun. 

Bræðrum mínum, Páli Jens Reynissyni og Sigurvin Helga Reynissyni, fyrir yfirferð á 

ritgerðinni og stuðning. 

Sérstakar óskir til leiðbeinanda míns, Eiríks Steingrímssonar fyrir að veita mér tækifæri til að 

vinna við Lífvísindasetur Háskóla Íslands og fyrir að vera einstakur, hvetjandi og 

framúrskarandi leiðbeinandi.  

  



  

7 

Efnisyfirlit 

Útdráttur ..................................................................................................................................... 5 

Þakkir ......................................................................................................................................... 6 

Efnisyfirlit .................................................................................................................................. 7 

Myndatafla ................................................................................................................................. 8 

Skammstafanir ............................................................................................................................ 9 

1 Inngangur .......................................................................................................................... 10 

 MITF .......................................................................................................................... 10 1.1

1.1.1 Um MITF og byggingu þess ........................................................................... 10 

1.1.2 Ýmis hlutverk MITF í líkamanum .................................................................. 11 

1.1.3 Hlutverk MITF og annarra þátta í sortæxlum ................................................. 11 

 Um flutning og staðsetningu próteina í kjarna .......................................................... 12 1.2

1.2.1 Almennt um flutning og staðsetningu próteina í kjarna ................................. 12 

1.2.2 Staðsetning MITF í kjarna .............................................................................. 13 

 Um verkefnið ............................................................................................................. 13 1.3

2 Efni og aðferðir ................................................................................................................. 14 

 Aðferðir við athuganir á kjarnastaðsetningu með myndgreiningu ............................ 14 2.1

2.1.1 Stökkbreytingar á arginín og serín .................................................................. 14 

2.1.2 Duolink aðferðin ............................................................................................. 18 

3 Niðurstöður ....................................................................................................................... 21 

 Áhrif basíska svæðisins á staðsetningu MITF í kjarna prófuð í HEK293T frumum. 21 3.1

3.1.1 Án leptomycin B ............................................................................................. 21 

3.1.2 Með leptomycin B .......................................................................................... 23 

 Áhrif basíska svæðisins á staðsetningu MITF í kjarna prófuð í 501mel frumum. .... 25 3.2

 Áhrif fosfórýleringar á staðsetningu MITF í kjarna. ................................................. 27 3.3

 Áhrif tvenndarmyndunar á staðsetningu MITF-M í kjarna. ...................................... 28 3.4

4 Umræða ............................................................................................................................. 30 

5 Heimildaskrá ..................................................................................................................... 32 

Viðauki ..................................................................................................................................... 37 

 

 

 

  

 

 

 

 



  

8 

Myndatafla 

 

Mynd 1. Próteinuppbygging MITF sem hefur myndað einsleita tvennd ................................. 10 

 

Mynd 2. Tóma genaferjan (EV) án leptomycin B .................................................................... 21 

 

Mynd 3. HEK293T frumur án genaferju. ................................................................................. 21 

 

Mynd 4. Áhrif basíska svæðisins á staðsetningu MITF-M í kjarna í HEK293T frumum. ...... 22 

 

Mynd 5. HEK293T frumur án genaferju. ................................................................................. 23 

 

Mynd 6. Áhrif Leptomycin B á staðsetningu MITF-M í kjarna í HEK293T frumum ............. 24 

 

Mynd 7. Tóma genaferjan (EV) í Mel501 ................................................................................ 25 

 

Mynd 8. Áhrif basíska svæðisins á staðsetningu MITF-M í kjarna í 501mel frumum ............ 26 

 

Mynd 9. Áhrif fosfórýleringar á staðsetningu MITF-M í kjarna ............................................. 27 

 

Mynd 10. Tvenndarmyndun MITF-M við ákvörðuð með Duolink aðferðinni ........................ 29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

file:///C:/Users/Indriði/Documents/dót%20fyrir%20ellen/Ritgerdin.docx%23_Toc386995707
file:///C:/Users/Indriði/Documents/dót%20fyrir%20ellen/Ritgerdin.docx%23_Toc386996192
file:///C:/Users/Indriði/Documents/dót%20fyrir%20ellen/Ritgerdin.docx%23_Toc386996113
file:///C:/Users/Indriði/Documents/dót%20fyrir%20ellen/Ritgerdin.docx%23_Toc386998319
file:///C:/Users/Indriði/Documents/dót%20fyrir%20ellen/Ritgerdin.docx%23_Toc386998658
file:///C:/Users/Indriði/Documents/dót%20fyrir%20ellen/Ritgerdin.docx%23_Toc386998855
file:///C:/Users/Indriði/Documents/dót%20fyrir%20ellen/Ritgerdin.docx%23_Toc386998959
file:///C:/Users/Indriði/Documents/dót%20fyrir%20ellen/Ritgerdin.docx%23_Toc386998964
file:///C:/Users/Indriði/Documents/dót%20fyrir%20ellen/Ritgerdin.docx%23_Toc386999096


  

9 
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BCL2  - B-cell lymphoma 2. 

bHLH-Zip  - Basic helix-loop-helix Zipper. 

BIRC7  - Baculoviral IAP repeating-containing portein 7. 

CDK2  - Cyclin-dependent kinase 2. 

EWS  - Ewing Sarcoma proto-oncoprotein. 

GDP  - Guanosine diphosphate. 

GFP  - Green Fluorescent Protein. 

GTP  - Guanosine triphosphate. 

HEK293T  - Human embryonic kidney cells 293T.  

HIF1α  - Hypoxia-inducible factor 1-alpha. 

IRF4  - Interferon regulatory factor 4. 

MAPK  - Mitogen-activated protein kinase. 

MAP2K/MEK - Mitogen-activated protein kinase kinase. 

MAX   - Myc-associated factor X. 

MGF  - Mast cell growth factor. 

MITF  - Microphtalmia-associated trascription factor. 

NLS  - Nuclear localization signal. 

Nt   - Non-transfected/fengu ekki genaferju. 

PBS   - Phosphate buffer saline. 

PBT  - Phosphate buffer saline með Triton og Bovine serum albumin. 

PLA  - Proximity ligation assay. 

PMEL  - Premelanosome protein. 

TFE3  - Transcription factor E3. 

TFEB   - Transcription factor EB. 

TFEC  - Transcription factor EC. 

TYR  - Tyrosinase. 

USF  - Upstream stimulatory factor. 

VEGF  - Vascular endothelial growth factor. 
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Mynd 1. Próteinuppbygging Mitf 
sem hefur 1 

1 Inngangur 

Erfðafræðin er fræðigrein sem tekur sífelldum breytingum. Í dag þekkjum við virkni þúsunda 

gena en samt sem áður er fræðasamfélagið að rekast á nýnæmi sem stundum koma á óvart. Á 

síðustu árum hafa brautryðjandi rannsóknir verið framkvæmdar hér á Íslandi á starfsemi 

stjórnpróteina er stjórna starfsemi litfrumna (e. melanocytes) og sortuæxla (e. melanoma) í 

húð. Rannsóknir þessar snúast um próteinið Microphthalmia-associated transcription factor 

(MITF) og hlutverk þess sem umritunarþáttur en prótein þetta verður til umfjöllunar hér að 

neðan. Í verkefni þessu var skoðað hvað stýrir staðsetningu MITF-M í kjarna frumu. 

 

 MITF 1.1

1.1.1 Um MITF og byggingu þess  

MITF er umritunarþáttur sem stjórnar tjáningu gena í 

ákveðnum frumum líkamans, sérstaklega þeim genum 

sem stjórna þroska, lifun og sérhæfingu.
1
 Í mönnum eru 

tjáð nokkur mismunandi ísóform af MITF sem geta verið 

mismunandi að lengd, en þetta er vegna valvirkrar 

splæsingar.
2
 MITF tilheyrir fjölskyldu próteina sem 

saman mynda MITF-TFE-fjölskylduna en til hennar 

heyra Transcription factor E3 (TFE3), Transcription 

factor EB (TFEB) og Transcription Factor EC (TFEC), 

en þetta eru allt basic helix-loop-helix lúsín zipper 

(bHLH-Zip) prótein sem geta bundist DNA með basíska 

svæðinu sínu (e. basic region) og komið af stað umritun 

á ýmsum genum.
3-8 

Lúsín zipper-svæðið skiptir miklu 

máli þegar kemur að tvenndarmyndun (e. dimerization).
9
 

Helix-loop-helix-svæðið skiptir máli fyrir bæði 

tvenndarmyndun og DNA-bindingu.
10

 MITF myndar 

annað hvort einsleitar tvenndir (e. homodimer), þ.s. það myndar tvenndir með sjálfu sér, eða 

misleitar tvenndir (e. heterodimer) með öðrum fjölskyldumeðlimum sínum t.d. TFE3, TFEB 

og TFEC.
8
 Það getur ekki myndað tvenndir með öðrum bHLH-Zip próteinum t.d. Myc, Myc-

associated factor X (MAX) eða Upstream stimulatory factor (USF).
9
  

Mynd 1. Próteinuppbygging Mitf sem 

hefur myndað einsleita tvennd. Þarna eru 

svæðin merkt inn: Zip sýnir lúsín zipper 

svæðið, HLH er helix-loop-helix svæðið 

og BR er basic region svæðið. Myndin er 

fengin úr Pogenberg et al. 2012. 
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Mismunandi ísoform eru til af MITF sem verða til við valvirka splæsingu. Ísoformið 

MITF-M er einungis tjáð í litfrumum, sortuæxlisfrumum og sjónhimnufrumum og er staðsett í 

kjarna þeirra.
3,11-13

 MITF-M er 419 amínósýrur að lengd en það er vegna þess að það er 

framleitt af útröð sem nefnist 1M.
4
 Þetta ísoform er styttra en önnur því það inniheldur ekki 

útröð sem nefnist 1B1b eða b1b en sú röð geymir svæði sem virðist vera mikilvæg fyrir 

staðsetningu próteinsins í umfrymi.
2,14

 Meðal annarra ísoforma má nefna MITF-A, MITF-B, 

MITF-C og MITF-H, sem öll innihalda 1B1b, en þau eru öll lengri en MITF-M og eru tjáð 

m.a. í hjartanu, ónæmiskerfinu og beinátsfrumum.
2,3,6,15,16

  

 

1.1.2 Ýmis hlutverk MITF í líkamanum 

Umritunarþátturinn MITF hefur áhrif á tjáningu ýmissa gena og myndun frumulíffæra. Það 

hefur t.d. áhrif á framleiðslu melaníns með stýringu á tjáningu premelanosome (PMEL) og 

Tyrosinease (TYR) genanna en bæði eru nauðsynleg fyrir framleiðslu melaníns.
17-19

 Einnig 

kemur MITF að þroskun augna og myndun melaníns þar.
20

 MITF hefur líka áhrif á tjáningu 

gena í beinátsfrumum ásamt því að gegna hlutverki er viðkemur heyrn.
21-23

 Þá má minnast á 

hlutverk MITF í ónæmiskerfinu en sýnt hefur verið að próteinið gegnir lykilhlutverki við að 

hamla þroska B-frumna í sérhæfða ónæmiskerfinu, auk hlutverks í mastfrumum.
24,25

  

 

1.1.3 Hlutverk MITF og annarra þátta í sortæxlum 

MITF próteinið gegnir mikilvægu hlutverki þegar kemur að sortuæxlum. Það hefur t.d. bein 

áhrif á tjáningu genanna sem tjá B-cell lymphoma 2 (BCL2), Baculoviral IAP repeating-

containing protein 7 (BIRC7) og Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF1α) próteinin og 

kemur þannig í veg fyrir dauða frumunnar (HIF1α getur einnig aukið nýæðamyndun með 

áhrifum sínum á tjáningu Vascular endothelial growth factor (VEGF)).
1,18,26-29

 MITF hefur 

einnig áhrif á frumuvöxt sortuæxlisfruma með því að hvata tjáningu á Cyclin-dependent 

kinase 2 (CDK2).
30

  

Til að skilja betur hvernig MITF próteinið er virkjað þá verður fjallað hér um Mitogen-

activated protein kinase (MAPK) og Ras-MAPK-boðleiðina sem virkjast í gegnum c-kit 

viðtakann.
31

 C-kit er himnubundinn tyrósín kínasi sem virkjast þegar Mast cell growth factor 

(MGF) tengist honum.
32

 Í kjölfarið virkjar viðtakinn Ras-kínasann, sem er GTPase (klýfur 

guanosine triphosphate (GTP) með vatnsrofi), og skiptir út guanosine diphosphate (GDP) 

fyrir GTP.
10

 Ras-kínasinn virkjar svo Raf-kínasann sem fosfórýlerar Mitogen-activated 
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protein kinase kinase (MAP2K/MEK) sem fosfórýlerar MAPK sem kemur af stað vikjun 

margra umritunarþátta með fosfórýleringu, þ.á.m. MITF og Myc.
10,33,34

 Stökkbreytingar í 

boðleið þessari t.a.m. í geninu sem tjáir fyrir B-raf (sem er hluti af Raf fjölskyldunni), getur 

orsakað yfir um 30 mismunandi gerðir af krabbameinum.
33,35,36

 Stökkbreytingar í B-raf eru 

sérstaklega algengar í sortuæxlum.
37

 

Fosforýlering próteina getur verið mikilvæg fyrir virkjun eða afvirkjun þeirra, bæði í 

dreif- og heilkjörnungum og er MITF engin undantekning frá því.
38-42

 Í gegnum Ras-MAPK-

boðleiðina getur c-kit komið af stað fosfórýleringu á sérstökum serín-setum í stöðu 73 og 409 

í MITF, og ef þessum tilteknu serín-setum eru breytt í alanine þá verður MITF próteinið 

stöðugra en virkni þess lítil.
43,44

 Fosfórýlering sem og serín-setin eru því mikilvæg fyrir 

virkjun MITF.  Rannsóknastofa Eiríks Steingrímssonar hefur nýlega fengið vísbendingar um 

fleiri serín-set sem eru fosfórýleruð og gætu skipt máli varðandi virkjun próteinsins.  

 

 Um flutning og staðsetningu próteina í kjarna  1.2

1.2.1 Almennt um flutning og staðsetningu próteina í kjarna 

Þýðing próteina fer öll fram í ríbósómum í umfrymi og því þarf kerfi eða merki á próteinum 

til að flytja þau inn í kjarna. Þar kemur nuclear localization signal (NLS) til sögunnar en það 

er merki sem finnst einungis á kjarnapróteinum og tryggir að þau séu flutt inn í kjarna. 

Almennt samanstendur NLS af nokkrum amínósýruröðum, jákvætt hlöðnum eða basískum, 

t.d lýsín og arginín.
10,45

  

Til að innflutningur gæti átt sér stað þarf innflutningsferju sem þekkir NLS á 

próteinum. Innflutningsferjan nefnist importin, hún er vatnsleysanleg og getur bundist bæði 

NLS sem og kjarnagöngum kjarnans.
10,46

 Kjarnagöngin hafa griparma sem liggja inn í 

umfrymið. Griparmarnir hafa mikið af endurteknum og stuttum amínósýruröðum, einkum 

fenýlalanín og glýsín, og virka griparmarnir sem bindiset fyrir importin innflutingsferjuna. 

Endurteknu raðirnar vísa leiðina um göngin.
10,47

 Þegar í kjarna er komið, losnar próteinið frá 

importin þegar hið síðarnefnda tengist Ran-GTP og flyst importin-Ran-GTP tilbaka í 

umfrymi. Ran-GTP er svo klofið með vatnsrofi af GTPasa í Ran-GDP sem veldur því að það 

losnar frá importin svo flutningsferlið geti haldið áfram. Ran-GDP flyst síðan eftir þörfum í 

kjarna og er þar breytt í Ran-GTP.
10,46,48,49

 Þess má geta að það eru til fleiri leiðir til 

innflutnings.
47
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1.2.2 Staðsetning MITF í kjarna 

Staðsetning MITF í kjarna eða umfrymi er háð bæði ísoformi og frumugerð. Sem dæmi er 

MITF almennt staðsett í kjarna í litfrumum og sortuæxlisfrumum (þ.e. MITF-M gerðin) en  í 

öðrum frumum t.d. stórátsfrumum og brjóstakrabbameinsfrumum getur það flust á milli 

umfrymis og kjarna.
2,13,14,50,51

 

 Um verkefnið 1.3

Í verkefninu var skoðað hvaða svæði í MITF-M próteininu eru nauðsynleg fyrir staðsetningu 

próteinsins í kjarna. Einkum var skoðað hlutverk basic svæðisins, lúsín zipper svæðisins og 

serín-seta í MITF-M próteinum.  

 

- Útbúnar voru genaferjur sem báru annarsvegar villigerð og hinsvegar stökkbreytt 

MITF-M sem samrunaprótein með Green Fluorescent Protein (GFP) eða FLAG. 

Genaferjum þessum var komið fyrir í 501mel og/eða HEK293T frumulínum. 

Staðsetning samrunapróteinanna í frumunum var skoðuð og ákvörðuð í Confocal 

smásjá með því að skoða hvar GFP-próteinið var staðsett eða með því að lita fyrir 

FLAG.  

- Notast var við Duolink aðferðina til að athuga hvort MITF-M prótein með 

stökkbreytinguna L267/274/281F, þar sem lúsín amínósýrum í zipper-svæðinu var 

stökkbreytt í fenýlalanín, gætu myndað tvenndir og verið í kjarna.  
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2 Efni og aðferðir 

 Aðferðir við athuganir á kjarnastaðsetningu með myndgreiningu 2.1

Hér á næstu síðum verður fjallað um efni og aðferðir sem notaðar voru til að sýna fram á 

staðsetningu MITF-M í frumulínunum HEK293T og 501mel. 

Genaferjurnar sem notaðar voru eru hringlaga, tvíþátta plasmíð og gefa þau af sér 

samrunaprótein. Tjáning samrunapróteinanna er hvötuð af öflugum cytomegaloveiru 

stýriröðum. Notast var tvær genaferjur; í fyrsta lagi ferjuna pEGFP sem framleiðir GFP-

samrunaprótein. Ferja þessi er með Kanamycin-ónæmi. Í öðru lagi notuðum við ferjuna 

pCMV-FLAG sem býr til FLAG-samrunaprótein. Ferja þessi er með Ampicillin-ónæmi. 

Stökkbreytingarnar í MITF-M voru búnar til með in vitro mutagenesis. Til þess voru útbúnar 

primeraraðir, sem gátu parast við MITF-M genasvæðið í genaferjunni, en tilteknum röðum 

breytt þannig að hönnuð stökkbreytting væri framleidd í hverju tilfelli fyrir sig. Notast var við 

Q5 Site-Directed Mutagenesis aðferðina frá New England Biolabs.
52

  Allar genaferjurnar voru 

raðgreindar og tilbúnar þegar rannsóknatímabilið hófst.  

 

2.1.1 Stökkbreytingar á arginín og serín 

Notast var við frumulínurnar HEK293T og 501mel og þeim viðhaldið í DMEM-æti með 10% 

Fetal Bovine Serum skv. aðferðum Thermo Fisher Scientific.
53

 Til að skoða áhrif serína í 

MITF-M á staðsetningu í kjarna var notast við samrunapróteinið FLAG. Til eru mótefni sem 

þekkja FLAG án þess að bindast MITF-M. Til þess þarf tvö mótefni. Það fyrra binst FLAG-

röðinni og hið síðara FLAG-mótefninu. Hið síðara er flúrmerkt þannig að það má sjá í 

flúrsmásjá. Til að skoða áhrif basíska svæðisins og lúsín zipper-svæðisins á staðsetningu í 

kjarna var notast við samrunaprótein með GFP sem þarf ekki mótefni því GFP gefur skýrt 

grænt flúorljómunarmerki eftir örvun með útfjólubláu ljósi. 

Aðferðin er svipuð í báðum tilfellum. Efni og aðföng í þennan hluta voru eftirfarandi.  

 DMEM æti með 10% Fetal Bovine Serum. 

 Opti-MEM. 

 Fugene HD. 

 HEK293T frumur. 

 Human embryonic kidney cells 293T (HEK293T), tjá ekki MITF en 

taka auðveldlega upp utanaðkomandi DNA.
17
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 501mel frumur. 

 501mel frumur er sortuæxlisfrumulína sem tjáir MITF-M.
54

 

 Leptomycin B. 

 Leptomycin B er hindri á kjarnaútflutning.
55,56

 

 PBS. 

 16% formalín. 

 8-brunna gler. 

 0.1% Triton, þynnt í PBS. 

 TOPRO-3, þynnt 1/250 í PBS. 

 Anti-FLAG mótefni (primary mótefni). 

 Anti-mouse-Cy3 mótefni (secondary mótefni). 

 Fluoroshield. 

 Þekjugler. 

 Glært naglalakk til að festa þekjugler. 

 Hvers konar lím sem gæti haldið glerjunum saman virkar fínt. 

 

Genaferjum sem tjá villigerðar og stökkbreyttar útgáfur af MITF var komið í frumur á 

eftirfarandi hátt. 

 HEK293T eða 501Mel frumum var komið fyrir í 8-brunna smásjárglerjum, um 

30,000 frumur per brunn. Rúmmálið í hverjum brunni var 250 µl. Í heild voru 

notuð fjögur gler. 

 Átta tímum síðar var genaferjunum komið fyrir í frumunum. Hér er þessu skipt 

í tvennt; GFP og FLAG-merktar genaferjur. 

 GFP-merktu ferjurnar voru settar á tvö gler. Á annað þeirra var sett 

leptomycin B en ekki á hitt ekki. Genaferjurnar voru eftirfarandi, 

 R214/215/216/217A. 

 R214/215A. 

 R214/217A. 

 R215/216A. 

 R216/217A. 

 Tóm genaferja. 

 Til að sjá hvort GFP-ferjurnar fari í frumurnar. 

 MITF-M. 
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 Til að sjá eðlilega staðsetningu MITF í kjarna og fá 

jákvætt viðmið. 

 

 FLAG-merktar genaferjur sem bera eftirfarandi stökkbreytingar í MITF 

var komið fyrir í HEK293T frumum. 

 S73/307/409A. 

 S73/409A. 

 S73A. 

 S100A. 

 S298/307/384A. 

 S298/384/397A. 

 S298A. 

 S307A. 

 S307E. 

 S384A. 

 S397A. 

 S409A. 

 MITF-M. 

 Til að sjá eðlilega staðsetningu MITF í kjarna og fá 

jákvætt viðmið. 

 Tóm genaferja. 

 Til að sjá hvort FLAG-ferjurnar fari í frumurnar. 

Aðferðin við að koma genaferjunum fyrir í frumunum var eftirfarandi: 

 Útbúin var lausn sem innihélt 0.25 µg af DNA í Opti-MEM æti þannig að 

rúmmálið varð 25 µl.  

 0.7 µl af FuGENE
®
 HD hvarfefni var blandað í hverja lausn. 

 Blandað saman með pípetteringu. 

 Látið standa við stofuhita í 5-10 mínútur.  

 Frumurnar teknar úr hitaskáp. 

 25 µl af erfða- og hvarfefnablöndu settar í viðeigandi brunn.  

 Frumurnar settar í hitaskáp og látnar vera í um sólarhring. 
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Áður en frumurnar voru fixeraðar var leptomycin B sett út á annað glerið sem hafði GFP-

samrunaprótein til að hindra útflutning próteina úr kjarna.   

 Leptomycin B var þynnt niður í 5 ng/ml með æti.  

 Ætið tekið af öðru glerinu. 

 250 µl af Leptomycin B með æti sett í hvern brunn. 

 Látið inn í hitaskáp í 30 mín. 

Að þessu loknu þurfti að fixera frumurnar.  

 Í hvern brunn voru settir 250 µl af 4% formalíni (án metanóls), látið standa í 2 

mínútur við stofuhita. 

 Allur vökvi var þá tekinn af og  250 µl af 4% formalíni sett yfir og látið standa 

í 15 mínútur við stofuhita. 

 Þvegið einu sinni með PBS og látið standa í 5 mínútur 

 Frumurnar svo gataðar með 0.1% Triton lausn í 8 mínútur 

 Þvegið þrisvar sinnum með PBS og í hvert skipti látið standa í 5 mín. 

Eftirfarandi er innskot um það sem gert var við FLAG-merktu sýnin, sem er óþarft að gera við 

þau GFP-merktu. 

 Blokking buffer settur á í klukkutíma við herbergishita 

 Primary mótefni sett á (hér anti-FLAG, þynnt í hlutfallinu 1/250 með PBS sem 

innihélt 0.25% Bovine serum albumin). 

 Geymt í röku boxi í myrkvuðum kæli yfir nótt. 

 Þvegið þrisvar sinnum með PBT og í hvert skipti látið standa í 5 mínútur 

 Secondary  antibody sett á (hér anti-mouse-Cy3, þynnt í hlutfallinu 1/250 í 

PBT). 

 Þvegið tvisvar sinnum í PBT og einu sinni í PBS og látið standa í 5 mínútur í 

hvert skipti.  

Aðferðin hér á eftir á við öll sýnin, þ.e. bæði GFP-merktu og FLAG-merktu sýnin. 

 Hólfin/brunnarnir teknir af glerinu.  

 Kjarnlitnum með TOPRO-3 bætt útá þynntum í hlutföllunum 1/250 í PBS. 

Látið standa við stofuhita og helst í myrkvuðu rými þar sem TOPRO-3 er 

ljósnæmt.  

 Þvegið einu sinni með PBS og látið standa í 5 mínútur. 
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 Mestur vökvinn þurrkaður meðfram sýnunum, 3-4 dropar af fluoroshield settir 

á sýnin og loks þekjugler sett á og límt á með naglalakki.  

 Sýni skoðuð og myndir teknar á confocal smásjá af gerð Zeiss 510.  

 Unnið úr myndunum með forritinum AxioVision og Adobe Illustrator. 

 

2.1.2 Duolink aðferðin 

Til að athuga tvenndarmyndun MITF-M var notast við Duolink aðferðina. Stuðst var við 

aðferðir og efni frá Olink Bioscience og unnið með tvö mismunandi MITF-M 

samrunaprótein, annarsvegar MITF-M-FLAG og hinsvegar MITF-M-GFP.
57

 Athugað var 

hvort þessi prótein geti myndað tvenndir. Aðferðin sem hér um ræðir notar tvö mismunandi 

primary mótefni. Annað ber kennsl á GFP og hitt FLAG, annað er búið til í músum og hitt í 

kanínu. Þá er notað secondary mótefni sem ber kennsl á annarsvegar músamótefni og 

hinsvegar kanínumótefni. Á þessum mótefnum eru  PLA-þreifar (e. probes), hvor með áfastan 

sérstæðan DNA strending. Þegar þreifarnir eru í nálægð hvors annars (<40 nm) þá geta DNA 

strendingarnir tengst innbyrðis þegar lígasi er til staðar. Að því loknu fer af stað mögnun með 

DNA-polymerasa sem gefur af sér langan DNA þráð og rautt flúrmerki sem tengist DNA-

þræðinum.
58

 

 Efni og aðföng voru þau sömu og í fyrri tilraun, fyrir utan að Leptomycin B var ekki 

notað.  

 Tvö mótefni, annarsvegar gegn GFP og hinsvegar FLAG, þynnt 1/500 

 Sérstök efni frá Olink Bioscience  

 Proximity ligation assay (PLA) probes. 

 PLUS og MINUS 

 PBT 

 Ligation lausn 

 Ligase 

 Amplification lausn 

 Polymerase  

 Wash buffer A  

 Wash buffer B 

 Mótefnaþynnir (e. antibody diluent)  

Uppskriftina að þvottalausnunum sem notaðar voru má nálgast í viðauka aftast. 
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 Aftur var notast við HEK293T frumur 

 Notaðar voru 4 brunnar á einu 8 holu smásjárgleri. 30,000 frumur voru settar í 

hvern brunn. 

 Átta tímum síðar var genaferjunum komið fyrir í frumunum 

 Í fyrsta brunn var sett stökkbreytt MITF-M, sem var með GFP-merkt og 

innihélt stökkbreytinguna L267/274/281F auk villigerðar MITF-M sem var 

FLAG-merkt. 

 Í annan og þriðja brunn var sett tvennskonar villigerðar MITF-M 

samrunaprótein. Annars vegar FLAG-samrunaprótein og hinsvegar GFP-

samrunaprótein, og var annar brunnurinn notaður sem jákvætt viðmið.  

 Í fjórða brunn var svo ekkert erfðaefni sett og er sá neikvætt viðmið.  

 Geymt í hitaskáp yfir nótt 

 Í hvern brunn voru settir 250 µl af 4% formalíni (án metanóls) og blandan látin 

standa í 2 mínútur við stofuhita 

 Allur vökvi var tekinn af og  250 µl af 4% formalíni aftur bætt við og látið 

standa í 15 mínútur við stofuhita 

 Þvegið einu sinni með PBS og látið standa í 5 mínútur 

 Frumurnar svo gataðar með 0.1% Triton lausn í 8 mínútur 

 Þvegið þrisvar sinnum með PBS og í hvert skipti látið standa í 5 mínútur. 

 Blocking buffer settur á í klukkutíma við stofuhita 

 Anti-GFP og anti-FLAG mótefnin þynnt  með mótefnaþynni, sem kom frá 

Olink Bioscience, í hlutföllunum 1/500 og þau sett yfir frumurnar. Blandan var 

höfð á sýnunum yfir nótt í ísskáp. Þriðji brunnur fékk ekkert anti-FLAG 

mótefni til að koma í veg fyrir Duolink myndun og til að fínstilla bakgrunninn 

og litarmettun á smásjármyndum með tilliti til GFP tjáningar. 

 

Hér eru aðalskrefin í ferlinu.  

 Tveimur lausnum sem innihéldu PLA-þreifara, önnur nefnd PLUS og hinn 

MINUS voru þynnt  í mótefnaþynni í sömu lausninni og voru hlutföllin 1 á 

móti 5 og látið standa í 20 mínútum. Heildarrúmmálið fyrir hvern brunn var 40 

µl þannig að notast var við 8 µl af PLUS, 8 µl af MINUS og 24 µl af 

mótefnaþynninum. 

 Mótefnablandan var fjarlægð af brunnunum. 
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 Sýnin þvegin þrisvar sinnum með PBT í 5 mínútur í hvert sinn. 

 Hólfin/brunnarnir fjarlægð af glerinu 

 PLA lausnin sett út á hvert sýni og látin standa í 37°C heitum rakamettuðu 

aðstæðum í klukkutíma 

 Ligation lausn þynnt 1 á móti 5 í sæfðu afjónuðu vatni og blandað vel saman.  

 PLA lausninni hellt af.  

 Glerið þvegið með „wash buffer A“ tvisvar sinnum í 5 mínútur hvort skiptið.  

 Ligase þynntur í ligation lausninni í hlutföllunum 1 á móti 40 og blandað vel 

saman. Heildarrúmmálið fyrir hvern brunn var 40 µl, þannig að notast var við 

8 µl af ligation lausn og 1 µl af ligase í 31 µl af sæfðu afjónuðu vatni.  

 Ligation-ligase lausnin sett út á hvert sýni og látin standa í 37°C heitum 

rakamettuðu aðstæðum í hálftíma 

 Amplification lausn þynnt 1 á móti 5 í sæfðu afjónuðu vatni. 

 Ligation-ligase lausnin fjarlægð af sýnunum. 

 Glerið þvegið tvisvar sinnum með „wash buffer A“ í tvær mínútur í hvort 

skipti. Öll þvottalausnin var fjarlægð að mestu áður en næsta lausn var sett á. 

 Polymerasinn tekinn úr frystinum og geymdur á ís. Polymerasinn settur í 

amplification lausnina í hlutföllunum 1 á móti 80 og blandað mjög vel saman  

 Amplification-polymerasa blandan sett á hvert sýni og sýnin látin standa í 

37°C heitum rakamettuðu aðstæðum í 100 mínútur.  

 Þvegið tvisvar sinnum með „wash buffer B“ í 10 mínútur hvort skipti 

 Þvegið einu sinni í „wash buffer B“ þynntum 1 á móti 100 í PBS í 1 mín 

 Kjarnlitun gerð með TOPRO-3 kjarnalitun, þynntum í hlutföllunum 1/250 í 

PBS. Látið standa við stofuhita og helst í myrkvuðu rými þar sem TOPRO-3 er 

ljósnæmt.  

 Þvegið einu sinni með PBS og látið standa í 5 mínútur 

 Mestur vökvinn þurrkaður af meðfram sýnunum, 3-4 dropar af fluoroshield 

settir á sýnin og þekjugler sett yfir og límt á með naglalakki.  

 Sýni skoðuð og myndir teknar með confocal smásjá af gerð Zeiss 510.  

 Unnið úr myndunum með forritinum AxioVision og Adobe Illustrator 
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Mynd 2: Tóma genaferjan 
(EV) án leptomyc 
1 

3 Niðurstöður 

 Áhrif basíska svæðisins á staðsetningu MITF í kjarna prófuð í HEK293T frumum. 3.1

3.1.1 Án leptomycin B 

Þar sem sýnt hafði verið fram á mikilvægi basíska svæðisins 

fyrir staðsetningu MITF-M í kjarna var mikilvægt að rannsaka 

frekar hvernig það hefði áhrif á flutning MITF-M í kjarna.
59

 

Notast var við frumulínuna HEK293T, því hún er heppileg til 

rannsókna sem þessara þar sem hún tekur auðveldlega upp DNA 

genaferjur og hún tjáir ekki MITF-M próteinið.
17

 Á mynd 2 er 

hægt að sjá tómu genaferjuna sem notuð var til viðmiðunar og 

sýnir að GFP-próteinið sem tjáð var af tómu genaferjunni var 

bæði í kjarna og umfrymi frumunnar. Mynd 3 sýnir neikvætt 

viðmið þar sem frumurnar fengu enga genaferju. 

 Á mynd 4 má sjá staðsetningu MITF-M-GFP 

samrunapróteinsins þegar basíska svæðinu var stökkbreytt á 

mismunandi hátt. Mynd 4A sýnir villigerð MITF-M og kemur 

próteinið fram einungis í kjarna. Mynd 4B sýnir stökkbreytingu 

þar sem fjórum arginín amínósýrum var skipt út fyrir fjórar 

alanín amínósýrur. Eins og sjá má er MITF-M-GFP 

samrunapróteinið mestu staðsett í umfrymi í þessu tilfelli. 

Myndir 4C til 4F sýna staðsetningu MITF-M-GFP 

samrunapróteinsins þegar basíska svæðinu hafði verið breytt 

þannig að tveim tilteknum arginínum var skipt út fyrir alanín, en 

í þessu tilviki er próteinið staðsett bæði í umfrymi og kjarna. 

  

 

 

 

 

 

Mynd 2. Tóma genaferjan (EV) án 

leptomycin B. Efri myndin 
inniheldur  GFP (grænt) og kjarna 

litunina TOPRO (blár) en neðri 

einungis GFP. –LMB táknar að 
Leptomycin B var ekki notað. 

Hvíta stikan táknar 20 µm. 

Mynd 3. HEK293T frumur án 

genaferju. 

1 

 Blái liturinn sýnir kjarnalitunina 
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Mynd 4. Áhrif basíska svæðisins á staðse 1 

Mynd 4. Áhrif basíska svæðisins á staðsetningu MITF-M í kjarna í HEK293T frumum. Blár litur sýnir 

kjarnlitunina TOPRO, grænn litur sýnir GFP-samrunapróteinið. Í hverju tilfelli sýna efri myndirnar 

kjarnlitunina og GFP en neðri myndirnar einungis GFP. –LMB táknar að Leptomycin B var ekki notað. 

Hvert sýni er merkt viðeigandi stökkbreytingu fyrir utan sýni sem ber villigerðar-MITF-M (wt MITF-M). 

Hvíta stikan táknar 20 µm. 
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Mynd 5: HEK293T frumur 
án genaferju. 1 

3.1.2 Með leptomycin B 

Til að athuga hvaða áhrif útflutningur próteina úr kjarna hefði á 

staðsetningu MITF-M var notast við leptomycin B en það 

hindrar útflutning próteina úr kjarna með því að bindast og 

hamla exportin-1 en það er prótein sem miðlar útflutningi úr 

kjarna frumunnar.
55,56

 Leptomycin B var bætt á ræktina rétt fyrir 

fixeringu og var notað til að sjá hvort MITF-M prótein sem bera 

stökkbreytingar basíska svæðisins fari kannski inn í kjarna og út 

aftur. Eitt sýni í þessum hluta eyðilagðist en það var viðmiðið 

sem hafði tóma genaferju með GFP. Á mynd 5 má sjá HEK293T 

frumur sem fengu enga genaferju. 

Á mynd  6 má sjá niðurstöðurnar þegar Leptomycin B var til staðar. Mynd 6A sýnir að 

villigerðar MITF-M-GFP samrunapróteinið var einungis í kjarna. Mynd 6B sýnir frumur sem 

tjá R214/215/216/217A stökkbreytta próteinið en það hefur fjögur alanín í stað fjögurra 

arginína í basíska svæðinu. GFP-samrunaprótein þetta er staðsett að mestu í umfrymi.  

Myndir 6C til 6F sýna stökkbreytingar þar sem tvö alanín voru sett í stað tveggja tiltekinna 

arginína í basíska svæðinu. GFP-samrunapróteinið var staðsett bæði í kjarna og umfrymi í 

öllum tilfellum. 

Niðurstöðurnar benda því til að þessi stökkbreyttu MITF-M prótein komast lítið sem 

ekkert inn kjarna til að byrja með. Þessi fjögur arginín í basíska svæðinu gegna því mikilvægu 

hlutverki við flutning MITF-M í kjarna.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 5. HEK293T frumur án 

genaferju. Blái liturinn sýnir 
kjarnalitunina TOPRO. +LMB 

táknar að Leptomycin B var sett á 

sýnuið. Hvíta stikan táknar 20 µm. 
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Mynd 6: Áhrif Leptomycin B á 
staðsetning 1 

 

 

 

A B C 

   

D E  F 

   

Mynd 6. Áhrif Leptomycin B á staðsetningu MITF-M í kjarna í HEK293T frumum. Blár litur sýnir 

kjarnlitunina TOPRO, grænn litur sýnir GFP-samrunapróteinið. Í hverju tilfelli sýna efri myndirnar 

kjarnlitunina og GFP en neðri myndirnar einungis GFP. +LMB táknar að Leptomycin B var bætt á sýnið. 

Hvert sýni er merkt viðeigandi stökkbreytingu fyrir utan sýni sem ber villigerðar-MITF-M (wt MITF-M). 

Hvíta stikan táknar 20 µm. 
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Mynd 7: Tóma genaferjan (EV) 
í Mel501.  1 

 Áhrif basíska svæðisins á staðsetningu MITF í kjarna prófuð í 501mel frumum. 3.2

Til að athuga hvort staðsetning MITF-M væri eins í 501mel 

sortuæxlisfrumum og í HEK293T frumum var genaferjunni 

komið fyrir í 501mel frumum. Mynd 7 sýnir 501mel frumur 

sem fengu tómu genaferjuna. Mynd 8 sýnir hinar 

genaferjurnar. Niðurstöðurnar sýna það sama og áður. Í 

stuttu máli er enginn munur á áhrifum stökkbreyttingarinnar 

á staðsetningu próteinsins í kjarna á milli HEK293T og 

501mel frumna. Villigerðin sýnir mjög staðbundin prótein í 

kjarna en stökkbreyttu próteinin eru annað hvort bæði í 

kjarna og umfrymi (þegar tveim arginínum er breytt í tvö 

alanín í einu) eða algerlega í umfrymi (þegar öllum fjórum arginínum er breytt í fjögur 

alanín). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 7. Tóma genaferjan (EV) í 
Mel501. Myndin sýnir  GFP (grænt) og 

kjarna litunina TOPRO (blár). Hvíta 

stikan táknar 20 µm.. 
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Mynd 8. Áhrif basíska svæðisins á 
staðse 1 
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Mynd 8. Áhrif basíska svæðisins á staðsetningu MITF-M í kjarna í 501mel frumum. Blár litur sýnir 

kjarnlitunina TOPRO, grænn litur sýnir GFP-samrunapróteinið. Í hverju tilfelli sýna efri myndirnar 

kjarnlitunina og GFP en neðri myndirnar einungis GFP. Hvert sýni er merkt viðeigandi stökkbreytingu fyrir 

utan sýni sem ber villigerðar-MITF-M (wt MITF-M). Hvíta stikan táknar 20 µm. 
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Mynd 9: Áhrif fosfórýleringar á staðsetn 1 

 Áhrif fosfórýleringar á staðsetningu MITF í kjarna. 3.3

 

 

 

 

 

Í sumum tilfellum þarf að fosfórýlera prótein svo að þau komist inn í kjarna, t.d. Ewing 

Sarcoma proto-oncoprotein (EWS) sem krefst týrósín-fosfórýleringar á karboxýl-enda 

próteinsins til að komast inn í kjarna.
60

 Nýlegar rannsóknir á rannsóknastofu Eiríks 

Steingrímssonar hafa sýnt að MITF-M próteinið er fosfórýlerað á fjölda amínósýra. Samtals 

hafa fundist sjö slík serín-set.
43,61-63

 Til að skoða áhrif þeirra á staðsetningu MITF-M í kjarna 

var þeim stökkbreytt í alanín og athugað hvort próteinin kæmust í kjarna. Niðurstöðurnar má 

sjá á mynd 9. Villigerðin, merkt wt MITF, var staðsett í kjarna og einnig stökkbreyttu 

Mynd 9. Áhrif fosfórýleringar á staðsetningu MITF-M í kjarna. Blár litur sýnir kjarnlitunina TOPRO, rauður 

litur sýnir  FLAG-samrunapróteinið. Hvíta stikan táknar 20 µm. Hvert sýni er merkt viðeigandi 

stökkbreytingu fyrir utan sýni merkt wt MITF, sem ber villigerðar-MITF-M og nt, sem fékk enga genaferju. 
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próteinin, þ.m.t. S73/307/409A, S73/409A, S73A, S100A, S298/307/384A, S298/384/397A, 

S298A, S307A, S307E, S384A, S397A og S409A. Svo virðist sem fosfórýlering MITF-M 

hafi lítið með staðsetningu próteinsins í kjarna að gera.  

 Áhrif tvenndarmyndunar á staðsetningu MITF-M í kjarna. 3.4

Lúsín-zipper svæðið er mikilvægt fyrir tvenndarmyndun MITF.
9
 Til að kanna hvort 

tvenndarmyndun sé mikilvæg fyrir staðsetningu MITF-M í kjarna var útbúin stökkbreyting í 

próteininu þar sem þremur af fjórum lúsín amínósýrum í zipper-svæðinu var breytt í 

fenýlalanín. Skv. byggingu próteinsins ætti slíkt prótein ekki að geta myndað tvennd. Til að 

meta tvenndarmyndunargetu próteinsins var notast við Duolink aðferðina sem lýst var í kafla 

2.1.2. Notast var við þrjár genaferjur. Genaferjurnar tjá MITF-M-GFP og MITF-M-FLAG 

samrunaprótein. Auk þess var útbúin stökkbreyting þar sem lúsín amínósýrum í stöðum 267, 

274 og 281 var breytt í fenýlalanín í GFP genaferjunni til að meta áhrif lúsín zippersins á 

staðsetningu í kjarna. 

 Tvenndarmyndun var ákvörðuð með því að setja tvö samrunaprótein í einu inn í 

HEK293T frumur. Annað samrunapróteinið ber GFP en hitt FLAG. Því má nota tvö ólík 

mótefni til að bera kennsl á þau en þau eru einmitt forsenda Duolink aðferðarinnar. Ef tvennd 

getur myndast magnast upp merki í litlum rauðum punktum þar sem tvenndarmyndun fer 

fram.  

 Eins og sést á mynd 10A myndar villigerð MITF-M-GFP samrunapróteinið tvennd við 

villigerðar MITF-M-FLAG samrunapróteinið og er staðsett í kjarna. Sama niðurstaða fæst 

þegar lúsín í zipper-svæðinu er stökkbreytt í fenýlalanín í GFP-samrunapróteininu eins og sést 

á mynd 10B. Stökkbreytta próteinið myndar tvennd við villigerð MITF-M-FLAG og er 

staðsett í kjarna. 
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Mynd 10. Tvenndarmyndun MITF-M við ákvörðuð með Duolink aðferðinni. Blár litur sýnir kjarnlitunina 

TOPRO, grænn litur sýnir  GFP-samrunapróteinið og rauður litur sýnir tvenndarmyndun.  Tvö sýni í heildina, 

efra er villigerð á móti villigerð og neðri stökkbreytt MITF á móti villigerð, og eru þrjár myndir fyrir hvort sýni. 

Hvíta stikan táknar 20 µm. 
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4 Umræða 

Hér er á ferðinni lýsandi grunnrannsókn sem miðar að því að greina hvaða svæði í MITF-M 

próteinum ákvarða staðsetningu þess í kjarna. Þrjú atriði voru skoðuð varðandi staðsetningu 

MITF-M í kjarna: áhrif basíska svæðisins, áhrif serín fósfórunarseta og áhrif 

tvenndarmyndunarsvæðisins í lúsín zipper svæði próteinsins.  

Niðurstöðurnar sýna að arginín amínósýrur í basíska svæði MITF-M skipta miklu máli 

fyrir staðsetningu í kjarna. Þegar amínósýrum þessum var stökkbreytt í alanín t.d. tveimur og 

tveimur arginínum í einu var alltaf meira prótein í umfrymi miðað við villigerðina. Þegar 

fjórum arginínum var skipt út þá var próteinið nær eingöngu í umfrymi og lítið sem ekkert í 

kjarna. Sama sést þegar leptomycin B var sett á frumurnar og getum við þá ályktað að 

próteinið fari almennt ekkert inn í kjarna til að byrja með þegar basíska svæðið er stökkbreytt. 

Niðurstöður okkar ríma við eldri rannsóknir um mikilvægi basíska svæðisins þegar kemur að 

almennum flutningi og staðsetningu próteina í kjarna en oftast byggir þetta á basískum 

amínósýrum.
10,45,64-66

 Enginn munur var á staðsetningu próteinsins í HEK293T og 501mel 

frumum. Vitað er að R217del stökkbreyting í MITF-M veldur því að próteinið getur ekki 

bundist DNA.
9
 Prótein þetta kemst þó inn í kjarna. Af því  má draga ályktun að DNA-binding 

sé ekki forsenda fyrir staðsetningu MITF-M í kjarna.  

Til að meta hlutfall MITF-M í kjarna og umfrymi var notast við western blot 

aðferðina. Reynt var að einangra umfrymisprótein annarsvegar og kjarnaprótein hinsvegar og 

gera western blot á þessum frumuhlutum en þetta tókst ekki í fyrstu atrennu og vegna 

tímaleysis var ekki hægt að endurtaka þá tilraun.  

Með serín-stökkbreytingunum var athugað hvort fosfórýlering MITF-M á serín-setum 

skipti máli varðandi staðsetningu þess í kjarna. Vitað er að virkjun próteinsins krefst 

fosfórýleringar en mikilvægi fosfórýleringar á staðsetningu þess í kjarna hefur ekki verið 

mikið rannsökuð.
43,44,60,67-70

 Hér er sýnt fram á að einstakar stökkbreytingar í serín-setunum 

hafa lítil sem engin áhrif á staðsetningu próteinsins, jafnvel serín73 og serín409 sem hafa 

verið mikið rannsökuð vegna fosfórýleringar þeirra í gegnum Ras-MAPK-boðleiðina.
67

 Þessar 

amínósýrur skipta engu máli varðandi staðsetningu þess í kjarna. Ekki er vitað hvað gerist ef 

öllum serín-setunum er skipt út í einu og þannig komið algjörlega í veg fyrir fosfórýleringu. 

Tvenndarmyndun MITF-M er mikilvæg fyrir virkjun þess; próteinið myndar alltaf 

tvenndir við sjálft sig eða skyld prótein til að geta komið af stað umritun. Tvenndarmyndun 

fer fram með hjálp vatnsfælnu lúsín amínósýranna sem finnast á zipper-svæði próteinsins.
8-
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10,71
 Áhugaverðast er þó að tvenndarmyndun virðist geta farið fram þrátt fyrir að 3 lúsínum í 

lúsín zipper-svæðinu hafi verið breytt í fenýlalanín. Þetta kemur á óvart þar sem bygging 

próteinsins bendir til að prótein með þrjú fenýlalanín í zipper-svæðinu geti ekki myndað 

tvenndir með villigerðar MITF-M. Líklega þyrfti að endurtaka tilraunina og breyta þá lúsíni í 

aðra amínósýru en fenýlalanín því eins og lúsín er fenýlalanín vatnsfælin amínósýra. 

Mögulega þyrfti að prófa basíska amínósýru (t.d arginín) eða neikvætt hlaðna (t.d. glútamat) í 

stað fenýlalanín. Við getum ekki sagt svo stöddu hvort tvenndarmyndun er forsenda 

staðsetningar í kjarna. 

Tilraunirnar með stökkbreytingar í basíska svæði MITF-M voru framkvæmdar við 

þrennar mismunandi aðstæður; í HEK293T frumum með og án leptomycin B og 501mel 

frumum. Niðurstöðurnar voru alltaf svipaðar þegar öllum fjórum arginín amínósýrum var 

breytt í einu; mikið af MITF-M í kjarna en lítið í umfrymi. Próteinið var bæði í kjarna og 

umfrymi þegar tveim amínósýrum var stökkbreytt en villigerðin var alltaf í kjarna. Næstu 

skref eru að endurtaka tilraunina í öðrum frumulínum sem og að framkvæma fyrrnefnda 

próteineinangrun úr kjarna og umfrymi og gera western blot til að ákvarða hlutfallslegt 

próteinmagn á hvoru svæði fyrir sig. Basic svæði próteinsins virðist skipti mestu máli hvað 

varðar flutning í kjarna og staðsetningu þess þar. Áhrif tvenndarmyndunar þyrfti að rannsaka 

betur, eins og áður sagði, með annarskonar stökkbreytingum á sömu lúsín-setum. 

Fosfórýleringin virðist ekki skipta máli hvað varðar staðsetningu í kjarna. 
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Viðauki 

Hér má sjá uppskriftir hinna ýmissa þvottalausna sem voru notaðar í þessu verkefni.  

 

Wash buffer A 

Leysið upp 8.8 g af NaCl, 1.2 g Tris base og 0.5 ml TWEEN 20 í 800 ml eimuðu afjónuðu 

vatni. Stillið af sýrustigið til pH 7.4 með HCl. Fyllið að 1000 ml með eimuðu afjónuðu vatni 

(lokastyrkir 0.01 M Tris, 0.15 M NaCl og 0.05% Tween 20). Lausnin síuð síðan um 0.22 µm 

filter og geymd við +4°C. Komið lausnum niður í herbergishita fyrir notkun.  

 

Wash buffer B 

Leysið upp 5.84 g NaCl, 4.24 g Tris base og 26.0 g Tris-HCl í 500 ml eimuðu afjónuðu vatni. 

Stillið af sýrutsigið til 7.5 með HCl. Fyllið að 1000 ml með eimuðu afjónuðu vatni. 

(lokastyrkir 0.2 M Tris og 0.1 M NaCl). Lausnin síuð síðan um 0.22 µm filter og geymd við 

+4°C. Komið lausnum niður í herbergishita fyrir notkun. 

 

PBS 

Til að búa til tífalda lausn frá grunni þarf að gera eftirfarandi: 

Leysið upp 80 g NaCl, 2 g KCl, 14.4 g Na2HPO4 og 2.4 g KH2PO4 í 800 ml af eimuðu 

afjónuðu vatni, stillið af sýrustigið niður í pH 7.4 með HCl. Fyllið upp að 1000 ml með 

eimuðu afjónuðu vatni. Setjið í autoclave-a. Geymist svo við herbergishita. Þynnið tífalt með 

afjónuðu eimuðu vatni fyrir notkun.  

Einnig er hægt að kaupa sérstakar PBS töflur sem einfaldlega er hægt að leysa upp í einum 

líter af eimuðu afjónuðu vatni og sett í autoclave-a.  

 

PBT 

PBS lausn með 0.2% BSA (Bovine serum albumin) og 0.1% Triton-X. Ef þarft t.d. 100 ml af 

PBT þá skal blanda saman 0.2 g BSA, 100 µl af Triton-X og 99.9 ml af PBS. 

 

 


