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Utdrattur

Inngangur: MITF er basic helix-loop-helix lUsin-zipper umritunarpattur sem myndar
tvenndir vid sjalft sig og skyld prétein og gegnir lykilhlutverki i litfrumum par sem pad styrir
tjaningu melanins i hadinni. bad hefur pd ymis onnur hlutverk og finnst vidsvegar i
likamanum, t.d. i énemiskerfinu, beinatsfrumum og i augum. MITF proéteinid er virkjad af
Ras-MAPK-bodleidinni en stokkbreytingar i peirri bodleid, eda MITF sjalfu, geta valdid
sortuexlum par sem MITF eykur & frumuvoxt og kemur i veg fyrir frumudauda med ahrifum
4 tjaningu ymissa gena, p.&.m. BCL2, VEGF og CDK2. I litfrumum er tjad is6form sem
nefnist MITF-M sem er naer alltaf stadsett i kjarna. Med pvi ad skoda hvada peettir styra
stadsetningu MITF-M i kjarna m& fa upplysingar um virkjun proteinsins og jafnvel baeta
framtidarmedferd sortugexla.

Efni og adferdir: I fyrri hluta verkefnisins var GFP og FLAG-samrunapréteinum med MITF-
M komid fyrir i HEK293T nyrnafrumum annarsvegar og 501mel sortusexlafrumum hinsvegar
0g stadsetning samrunaproteinanna &kvoroud. Mikilveegi fosforyleringar i stadsetningu
MITF-M var skodud med notkun FLAG-samrunapréteina og mikilveaegi basiska svaedisins
med notkun GFP-merktra samrunaproteina. Til vidmidunar var notast vid villigerd i badum
tilfellum. Einnig var skodad hvort stokkbreytingin L267/274/281F, sem breytir premur lasin

aminosyrum i lusin-zipper svadi proteinsins, geti myndad tvenndir.

Nidurstédur: MITF-M protein med stokkbreyttingu i serin-fosférunarsetum voru stadsett i
kjarna en pad bendir til ad viokomandi serin séu ekki mikilvaeg fyrir stadsetningu i kjarna.
MITF-M med L267/274/281F stokkbreytinguna kemst einnig i kjarna og getur myndad
tvennd med villigerdar-MITF. Stokkbreytingar i basiska sveedinu hofou ahrif & stadsetningu i
Kjarna og pegar fjorum arginin amindsyrum var breytt i alanin var préteinid near eingdngu

stadsett i umfrymi.

Umrada: Nidurstddurnar benda til ad fosforylering & umraeddum serin amindsyrum sé ekKki
radandi pattur vardandi stadsetningu MITF-M i kjarna. Pad kom a Gvart ad L267/274/281F
virdist geta myndad tvenndir vid villigerdar-MITF-M. Mdgulega pyrfti ad endurtaka petta
med adra aminosyru en fenylalanin i stad Iusin. Hinsvegar syndu tilraunirnar ad basiska sveedi

préteinsins er naudsynlegt fyrir stadsetningu MITF i kjarna.
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1 Inngangur

Erfdafraedin er freedigrein sem tekur sifelldum breytingum. I dag pekkjum vid virkni pdsunda
gena en samt sem adur er freedasamfélagio ad rekast & nynaemi sem stundum koma & Gvart. A
sidustu arum hafa brautrydjandi rannsoknir verid framkvaemdar hér & islandi & starfsemi
stjornproteina er stjorna starfsemi litfrumna (e. melanocytes) og sortuzexla (e. melanoma) i
hid. Rannsoknir pessar snuast um préteinid Microphthalmia-associated transcription factor
(MITF) og hlutverk pess sem umritunarpattur en prétein petta verdur til umfjéllunar hér ad

nedan. I verkefni pessu var skodad hvad styrir stadsetningu MITF-M i kjarna frumu.

1.1 MITF

1.1.1 Um MITF og byggingu pess -
MITF er umritunarpattur sem stjornar tjaningu gena i
akvednum frumum likamans, sérstaklega peim genum
sem stjérna proska, lifun og sérhaefingu.! | ménnum eru  Zip
tjad nokkur mismunandi is6form af MITF sem geta verid
mismunandi ad lengd, en petta er vegna valvirkrar

spleesingar.? MITF tilheyrir fj6lskyldu préteina sem

saman mynda MITF-TFE-fjolskylduna en til hennar
heyra Transcription factor E3 (TFE3), Transcription HLH| (_
factor EB (TFEB) og Transcription Factor EC (TFEC),
en petta eru allt basic helix-loop-helix lGsin zipper

(bHLH-Zip) proétein sem geta bundist DNA med basiska

BR

svaedinu sinu (e. basic region) og komid af stad umritun —

. - - ;. . . .. . Mynd 1. Protei byggi Mitf
& ymsum genum.*® Lusin zipper-svadid skiptir miklu " rolEnUpPoYgeing M sem

mali pegar kemur ad tvenndarmyndun (e. dimerization).®

baedi
tvenndarmyndun og DNA-bindingu.*® MITF myndar

Helix-loop-helix-svaedid  skiptir mali  fyrir

hefur myndad einsleita tvennd. parna eru
svaedin merkt inn: Zip synir ldsin zipper
svedid, HLH er helix-loop-helix sveadid
og BR er basic region svaedid. Myndin er
fengin Ur Pogenberg et al. 2012.

annad hvort einsleitar tvenndir (e. homodimer), p.s. pad myndar tvenndir med sjalfu sér, eda
misleitar tvenndir (e. heterodimer) med 6drum fjolskyldumedlimum sinum t.d. TFE3, TFEB
og TFEC.® bad getur ekki myndad tvenndir med 68rum bHLH-Zip préteinum t.d. Myc, Myc-
associated factor X (MAX) eda Upstream stimulatory factor (USF).®
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Mismunandi isoform eru til af MITF sem verda til vid valvirka splasingu. isoformid
MITF-M er einungis tjad i litfrumum, sortugexlisfrumum og sjonhimnufrumum og er stadsett i
kjarna peirra.>***® MITF-M er 419 aminésyrur ad lengd en pad er vegna pess ad pad er
framleitt af Utréd sem nefnist 1M.* betta isoform er styttra en dnnur pvi pad inniheldur ekki
utrod sem nefnist 1B1b eda b1lb en su r6d geymir sveedi sem virdist vera mikilveeg fyrir
stadsetningu préteinsins i umfrymi.>** Medal annarra fsoforma ma nefna MITF-A, MITF-B,
MITF-C og MITF-H, sem 6ll innihalda 1B1b, en pau eru 6ll lengri en MITF-M og eru tjad

m.a.  hjartanu, 6nemiskerfinu og beinatsfrumum.>36-1>16

1.1.2  Ymis hlutverk MITF i likamanum

Umritunarpatturinn MITF hefur &hrif & tjaningu ymissa gena og myndun frumuliffeera. pad
hefur t.d. ahrif & framleidslu melanins med styringu & tjaningu premelanosome (PMEL) og
Tyrosinease (TYR) genanna en badi eru naudsynleg fyrir framleidslu melanins.”*° Einnig
kemur MITF ad proskun augna og myndun melanins par.?® MITF hefur lika hrif & tjaningu
gena i beinatsfrumum asamt pvi ad gegna hlutverki er vidkemur heyrn.?* b4 méa minnast &
hlutverk MITF i 6nemiskerfinu en synt hefur verid ad proteinid gegnir lykilhlutverki vid ad

hamla proska B-frumna i sérhafda 6nemiskerfinu, auk hlutverks i mastfrumum.?*%

1.1.3 Hlutverk MITF og annarra patta i sorteexlum

MITF proteinid gegnir mikilveegu hlutverki pegar kemur ad sortuexlum. pad hefur t.d. bein
ahrif & tjaningu genanna sem tja B-cell lymphoma 2 (BCL2), Baculoviral IAP repeating-
containing protein 7 (BIRC7) og Hypoxia-inducible factor l-alpha (HIF1la) proteinin og
kemur pannig i veg fyrir dauda frumunnar (HIFla getur einnig aukid nysedamyndun med
ahrifum sinum & tjaningu Vascular endothelial growth factor (VEGF)).}*8%2° MITF hefur
einnig ahrif & frumuvoxt sortuexlisfruma med pvi ad hvata tjaningu a Cyclin-dependent
kinase 2 (CDK2).*°

Til ad skilja betur hvernig MITF proteinid er virkjad pa verdur fjallad hér um Mitogen-
activated protein kinase (MAPK) og Ras-MAPK-bodleidina sem virkjast i gegnum c-Kit
vidtakann.®! C-kit er himnubundinn tyrésin kinasi sem virkjast pegar Mast cell growth factor
(MGF) tengist honum.* T kjolfarid virkjar vidtakinn Ras-kinasann, sem er GTPase (klyfur
guanosine triphosphate (GTP) med vatnsrofi), og skiptir Ut guanosine diphosphate (GDP)

fyrir GTP.!° Ras-kinasinn virkjar svo Raf-kinasann sem fosférylerar Mitogen-activated
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protein kinase kinase (MAP2K/MEK) sem fosforylerar MAPK sem kemur af stad vikjun
margra umritunarpatta med fosféryleringu, p.&m. MITF og Myc.'®%* Stokkbreytingar i
bodleid pessari t.a.m. i geninu sem tjair fyrir B-raf (sem er hluti af Raf fjolskyldunni), getur
orsakad yfir um 30 mismunandi gerdir af krabbameinum.***>% Stokkbreytingar i B-raf eru

sérstaklega algengar i sortusexlum.®

Fosforylering préteina getur verid mikilveeg fyrir virkjun eda afvirkjun peirra, baedi i
dreif- og heilkjornungum og er MITF engin undantekning fra pvi.**** I gegnum Ras-MAPK-
bodleidina getur c-kit komid af stad fosforyleringu & sérstokum serin-setum i stodu 73 og 409
i MITF, og ef pessum tilteknu serin-setum eru breytt i alanine pa verdur MITF proteinid
stodugra en virkni pess litil.*** Fosférylering sem og serin-setin eru pvi mikilveg fyrir
virkjun MITF. Rannsoknastofa Eiriks Steingrimssonar hefur nylega fengid visbendingar um

fleiri serin-set sem eru fosférylerud og geetu skipt mali vardandi virkjun proteinsins.

1.2 Um flutning og stadsetningu préteina i kjarna

1.2.1 Almennt um flutning og stadsetningu proéteina i kjarna

pyading proteina fer oIl fram i ribdsomum i umfrymi og pvi parf kerfi eda merki & préteinum
til ad flytja pau inn i kjarna. bar kemur nuclear localization signal (NLS) til ségunnar en pad
er merki sem finnst einungis a kjarnapréteinum og tryggir ad pau séu flutt inn i Kkjarna.
Almennt samanstendur NLS af nokkrum aminésyrurédum, jakveett hlodnum eda basiskum,

t.d lysin og arginin.'®*

Til ad innflutningur geeti att sér stad parf innflutningsferju sem pekkir NLS &
préteinum. Innflutningsferjan nefnist importin, hun er vatnsleysanleg og getur bundist baedi
NLS sem og kjarnagdngum kjarnans.***® Kjarnagongin hafa griparma sem liggja inn i
umfrymid. Griparmarnir hafa mikid af endurteknum og stuttum amindsyrurédum, einkum
fenylalanin og glysin, og virka griparmarnir sem bindiset fyrir importin innflutingsferjuna.
Endurteknu radirnar visa leidina um gongin.’®*” begar i kjarna er komid, losnar préteinid fra
importin pegar hid sidarnefnda tengist Ran-GTP og flyst importin-Ran-GTP tilbaka i
umfrymi. Ran-GTP er svo klofid med vatnsrofi af GTPasa i Ran-GDP sem veldur pvi ad pad
losnar fra importin svo flutningsferlid geti haldid afram. Ran-GDP flyst sidan eftir porfum i
kjarna og er par breytt i Ran-GTP.10*4849 bess m4 geta ad pad eru til fleiri leidir til

innflutnings.*’
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1.2.2 Stadsetning MITF i kjarna

Stadsetning MITF i kjarna eda umfrymi er had badi isoformi og frumugerd. Sem demi er
MITF almennt stadsett i kjarna i litfrumum og sortugexlisfrumum (p.e. MITF-M gerdin) en i
60rum frumum t.d. storatsfrumum og brjéstakrabbameinsfrumum getur pad flust & milli

umfrymis og kjarna. 2314051

1.3  Um verkefnid

I verkefninu var skodad hvada svaedi i MITF-M proteininu eru naudsynleg fyrir stadsetningu
préteinsins i kjarna. Einkum var skodad hlutverk basic svadisins, IUsin zipper sveadisins og

serin-seta i MITF-M préteinum.

- Utbdnar voru genaferjur sem baru annarsvegar villigerd og hinsvegar stokkbreytt
MITF-M sem samrunaprotein med Green Fluorescent Protein (GFP) eda FLAG.
Genaferjum pessum var komid fyrir i 501mel og/eda HEK293T frumulinum.
Stadsetning samrunaproteinanna i frumunum var skodud og akvoréud i Confocal
smasja med pvi ad skoda hvar GFP-proteinid var stadsett eda med pvi ad lita fyrir
FLAG.

- Notast var vid Duolink adferdina til ad athuga hvort MITF-M prétein med
stokkbreytinguna L267/274/281F, par sem llsin aminoésyrum i zipper-svadinu var

stokkbreytt i fenylalanin, geetu myndad tvenndir og verid i kjarna.
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2 Efniog adferdir

2.1 Adferdir vid athuganir a kjarnastadsetningu med myndgreiningu

Hér & naestu sidum verdur fjallad um efni og adferdir sem notadar voru til ad syna fram a
stadsetningu MITF-M i frumulinunum HEK293T og 501mel.

Genaferjurnar sem notadar voru eru hringlaga, tvipatta plasmid og gefa pau af sér
samrunaprotein. Tjaning samrunaproteinanna er hvotud af oOflugum cytomegaloveiru
styrirodum. Notast var tveer genaferjur; i fyrsta lagi ferjuna pEGFP sem framleidir GFP-
samrunaprotein. Ferja pessi er med Kanamycin-6nemi. | 6dru lagi notudum vid ferjuna
pCMV-FLAG sem byr til FLAG-samrunaprétein. Ferja pessi er med Ampicillin-6nemi.
Stokkbreytingarnar i MITF-M voru banar til med in vitro mutagenesis. Til pess voru Gtbdnar
primeraradir, sem gatu parast vid MITF-M genasvadid i genaferjunni, en tilteknum rédum
breytt pannig ad honnud stokkbreytting veeri framleidd i hverju tilfelli fyrir sig. Notast var vid
Q5 Site-Directed Mutagenesis adferdina fra New England Biolabs.>® Allar genaferjurnar voru

radgreindar og tilbdnar pegar rannséknatimabilid hofst.

2.1.1 Stokkbreytingar a arginin og serin

Notast var vid frumulinurnar HEK293T og 501mel og peim vidhaldid i DMEM-e&ti med 10%
Fetal Bovine Serum skv. adferdum Thermo Fisher Scientific.>® Til ad skoda ahrif serina i
MITF-M 4& stadsetningu i Kjarna var notast vid samrunaproteinido FLAG. Til eru motefni sem
bekkja FLAG an pess ad bindast MITF-M. Til pess parf tvé motefni. pad fyrra binst FLAG-
rodinni og hid sidara FLAG-métefninu. Hid sidara er flurmerkt pannig ad pad ma sja i
flarsmésja. Til ad skoda ahrif basiska sveedisins og lUsin zipper-svadisins a stadsetningu i
Kjarna var notast vid samrunaprétein med GFP sem parf ekki métefni pvi GFP gefur skyrt

greent flaorljdomunarmerki eftir 6rvun med atfjolublau 1jési.
Adferdin er svipud i badum tilfellum. Efni og adfong i pennan hluta voru eftirfarandi.

+ DMEM &ti med 10% Fetal Bovine Serum.
+ Opti-MEM.
+ Fugene HD.
£ HEK293T frumur.
e Human embryonic kidney cells 293T (HEK293T), tja ekki MITF en
taka audveldlega upp utanadkomandi DNA.
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+ 501mel frumur.

« 501mel frumur er sortuzexlisfrumulina sem tjair MITF-M.>*
+ Leptomycin B.

« Leptomycin B er hindri & kjarnadtflutning.>>*®
PBS.
16% formalin.
8-brunna gler.
0.1% Triton, pynnt i PBS.
TOPRO-3, pynnt 1/250 i PBS.
Anti-FLAG métefni (primary métefni).
Anti-mouse-Cy3 métefni (secondary motefni).
Fluoroshield.

pekjugler.

-+ F F F F & F F F

Gleert naglalakk til ad festa pekjugler.

o Hvers konar lim sem geeti haldid glerjunum saman virkar fint.

Genaferjum sem tja villigeroar og stokkbreyttar utgafur af MITF var komid i frumur &

eftirfarandi hatt.

+ HEK293T eda 501Mel frumum var komid fyrir i 8-brunna smasjarglerjum, um
30,000 frumur per brunn. RGmmalid i hverjum brunni var 250 pl. 1 heild voru
notud fjogur gler.

+ Atta timum sidar var genaferjunum komid fyrir i frumunum. Hér er pessu skipt
i tvennt; GFP og FLAG-merktar genaferjur.

o GFP-merktu ferjurnar voru settar & tvo gler. A annad peirra var sett
leptomycin B en ekki & hitt ekki. Genaferjurnar voru eftirfarandi,
e R214/215/216/217A.
e R214/215A.
o R214/217A.
e R215/216A.
e R216/217A.
e TOm genaferja.
o Til ad sja hvort GFP-ferjurnar fari i frumurnar.
e MITF-M.
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o Til ad sja edlilega stadsetningu MITF i kjarna og fa
jakveett viomio.

o FLAG-merktar genaferjur sem bera eftirfarandi stokkbreytingar i MITF
var komid fyrir i HEK293T frumum.
e S73/307/409A.
e ST73/409A.
e ST73A.
e SI100A.
e S298/307/384A.
e S298/384/397A.
e S208A.
e S307A.
e S307E.
e S384A.
e S397A.
o S409A.
e MITF-M.
o Til ad sja edlilega stadsetningu MITF i kjarna og fa

jakveett viomio.

Tom genaferja.

e Til ad sja hvort FLAG-ferjurnar fari i frumurnar.

Adferdin vid ad koma genaferjunum fyrir i frumunum var eftirfarandi:

*

-+ F + & #

Utbdin var lausn sem innihélt 0.25 pg af DNA i Opti-MEM &ti pannig ad
rammalid vard 25 pl.

0.7 pl af FUGENE® HD hvarfefni var blandad i hverja lausn.

Blandad saman med pipetteringu.

Latid standa vid stofuhita i 5-10 mindtur.

Frumurnar teknar ur hitaskap.

25 pl af erfda- og hvarfefnablondu settar i videigandi brunn.

Frumurnar settar i hitaskap og latnar vera i um sélarhring.
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Adur en frumurnar voru fixeradar var leptomycin B sett Ut &4 annad glerid sem hafdi GFP-

samrunaprotein til ad hindra utflutning proteina ar kjarna.

*
*
*
*

Leptomycin B var pynnt nidur i 5 ng/ml med &ti.
/Eti0 tekid af 6dru glerinu.

250 pl af Leptomycin B med eti sett i hvern brunn.
Latid inn i hitaskap i 30 min.

A pessu loknu purfti ad fixera frumurnar.

*

*
*
*

I hvern brunn voru settir 250 pl af 4% formalini (an metanols), 14tid standa i 2
minatur vid stofuhita.

Allur vokvi var pa tekinn af og 250 pl af 4% formalini sett yfir og l4tid standa
i 15 minutur vid stofuhita.

Pvegid einu sinni med PBS og latid standa i 5 minatur

Frumurnar svo gatadar med 0.1% Triton lausn i 8 minGtur

Pvegid prisvar sinnum med PBS og i hvert skipti 1atid standa i 5 min.

Eftirfarandi er innskot um pad sem gert var vid FLAG-merktu synin, sem er 0parft ad gera vid
pbau GFP-merktu.

*
*

-

Blokking buffer settur & i klukkutima vid herbergishita

Primary motefni sett & (hér anti-FLAG, pynnt i hlutfallinu 1/250 med PBS sem
innihélt 0.25% Bovine serum albumin).

Geymt i roku boxi i myrkvudum keeli yfir nott.

Pvegid prisvar sinnum med PBT og i hvert skipti 14tid standa i 5 minatur
Secondary antibody sett & (hér anti-mouse-Cy3, pynnt i hlutfallinu 1/250 i
PBT).

Pvegid tvisvar sinnum i PBT og einu sinni i PBS og |4tid standa i 5 minatur i

hvert skipti.

Adferdin hér & eftir & vid 6ll synin, p.e. beedi GFP-merktu og FLAG-merktu synin.

Holfin/brunnarnir teknir af glerinu.

Kjarnlitnum med TOPRO-3 bett Gtd pynntum i hlutféllunum 1/250 i PBS.
Latio standa vid stofuhita og helst i myrkvudu rymi par sem TOPRO-3 er
[josnaemt.

Pvegid einu sinni med PBS og latid standa i 5 minutur.
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+ Mestur vokvinn purrkadur medfram synunum, 3-4 dropar af fluoroshield settir
a synin og loks pekjugler sett & og limt @ med naglalakki.
+ Syni skodud og myndir teknar 4 confocal smasja af gerd Zeiss 510.

+ Unnid ar myndunum med forritinum AxioVision og Adobe Illustrator.

2.1.2 Duolink adferdin

Til ad athuga tvenndarmyndun MITF-M var notast vid Duolink adferdina. Studst var vid
adferdir og efni fra Olink Bioscience og unnid med tvé mismunandi MITF-M
samrunaprétein, annarsvegar MITF-M-FLAG og hinsvegar MITF-M-GFP.>" Athugad var
hvort pessi prétein geti myndad tvenndir. Adferdin sem hér um raedir notar tvdé mismunandi
primary motefni. Annad ber kennsl & GFP og hitt FLAG, annad er buid til i mdsum og hitt i
kaninu. P& er notad secondary mdtefni sem ber kennsl & annarsvegar musamotefni og
hinsvegar kaninumoétefni. A pessum métefnum eru PLA-preifar (e. probes), hvor med &fastan
sérsteedan DNA strending. begar preifarnir eru i naleegd hvors annars (<40 nm) pa geta DNA
strendingarnir tengst innbyrdis pegar ligasi er til stadar. Ad pvi loknu fer af stad mdgnun med
DNA-polymerasa sem gefur af sér langan DNA prad og rautt flirmerki sem tengist DNA-

praedinum.®

Efni og adfong voru pau sému og i fyrri tilraun, fyrir utan ad Leptomycin B var ekki

notaod.

+ Tvo métefni, annarsvegar gegn GFP og hinsvegar FLAG, pynnt 1/500
+ Sérstok efni fra Olink Bioscience

o Proximity ligation assay (PLA) probes.

e PLUS og MINUS

e PBT

o Ligation lausn

o Ligase

o Amplification lausn

e Polymerase

e Wash buffer A

e Wash buffer B

o Motefnapynnir (e. antibody diluent)

Uppskriftina ad pvottalausnunum sem notadar voru méa nalgast i vidauka aftast.
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+ Aftur var notast vid HEK293T frumur

+ Notadar voru 4 brunnar & einu 8 holu smasjargleri. 30,000 frumur voru settar i
hvern brunn.

+ Atta timum sidar var genaferjunum komid fyrir i frumunum

+ | fyrsta brunn var sett stokkbreytt MITF-M, sem var med GFP-merkt og
innihélt stokkbreytinguna L267/274/281F auk villigerdar MITF-M sem var
FLAG-merkt.

« | annan og pridja brunn var sett tvennskonar villigerdar MITF-M
samrunaprotein. Annars vegar FLAG-samrunaprotein og hinsvegar GFP-
samrunaprotein, og var annar brunnurinn notadur sem jakveett vidmid.

+ [ fjorda brunn var svo ekkert erfdaefni sett og er sa neikvaett vidmia.

F

Geymt i hitaskap yfir nott

+ [ hvern brunn voru settir 250 pl af 4% formalini (4n metan6ls) og blandan latin
standa i 2 minutur vid stofuhita

+ Allur vokvi var tekinn af og 250 pl af 4% formalini aftur beett vid og latid

standa i 15 mindtur vid stofuhita

Pvegid einu sinni med PBS og l4tid standa i 5 minatur

Frumurnar svo gatadar med 0.1% Triton lausn i 8 minatur

Pvegid prisvar sinnum med PBS og i hvert skipti latid standa i 5 minatur.

Blocking buffer settur & i klukkutima vid stofuhita

- F F + ¥

Anti-GFP og anti-FLAG motefnin pynnt med motefnapynni, sem kom fra
Olink Bioscience, i hlutféllunum 1/500 og pau sett yfir frumurnar. Blandan var
hofd & synunum yfir nott i isskap. Pridji brunnur fékk ekkert anti-FLAG
motefni til ad koma i veg fyrir Duolink myndun og til ad finstilla bakgrunninn

og litarmettun & smasjarmyndum med tilliti til GFP tjaningar.

Hér eru adalskrefin i ferlinu.

% Tveimur lausnum sem innihéldu PLA-preifara, énnur nefnd PLUS og hinn
MINUS voru pynnt i moétefnapynni i sému lausninni og voru hlutféllin 1 &
moti 5 og latid standa i 20 minatum. HeildarrGmmalid fyrir hvern brunn var 40
pl pannig ad notast var vid 8 pl af PLUS, 8 ul af MINUS og 24 ul af
motefnapynninum.

+ Motefnablandan var fjarlegd af brunnunum.
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-

Synin pvegin prisvar sinnum med PBT i 5 minutur i hvert sinn.
Holfin/brunnarnir fjarleegd af glerinu

PLA lausnin sett Ut & hvert syni og latin standa i 37°C heitum rakamettudu
adsteedum i klukkutima

Ligation lausn pynnt 1 @ méti 5 i seefdu afjonudu vatni og blandad vel saman.
PLA lausninni hellt af.

Glerid pvegid med ,,wash buffer A“ tvisvar sinnum i 5 minutur hvort skiptid.
Ligase pynntur i ligation lausninni i hlutféllunum 1 & moti 40 og blandad vel
saman. Heildarrammalid fyrir hvern brunn var 40 pl, pannig ad notast var vid
8 pl af ligation lausn og 1 pl af ligase i 31 pl af seefou afjonudu vatni.
Ligation-ligase lausnin sett Ut a hvert syni og latin standa i 37°C heitum
rakamettudu adsteedum i halftima

Amplification lausn pynnt 1  méti 5 i sefdu afjonudu vatni.

Ligation-ligase lausnin fjarleegd af synunum.

Glerid pvegid tvisvar sinnum med ,,wash buffer A“ { tvaer minttur i hvort
skipti. Oll pvottalausnin var fjarleegd ad mestu 4dur en neesta lausn var sett .
Polymerasinn tekinn ar frystinum og geymdur & is. Polymerasinn settur i
amplification lausnina i hlutféllunum 1 & m6ti 80 og blandad mjog vel saman
Amplification-polymerasa blandan sett a hvert syni og synin latin standa i
37°C heitum rakamettudu adsteedum i 100 minutur.

Pvegid tvisvar sinnum med ,,wash buffer B i 10 minttur hvort skipti

Pvegid einu sinni i ,,wash buffer B pynntum 1 & méti 100 i PBS i 1 min
Kjarnlitun gerd med TOPRO-3 kjarnalitun, pynntum i hlutféllunum 1/250 i
PBS. Létio standa vid stofuhita og helst i myrkvudu rymi par sem TOPRO-3 er
[josnaemt.

Pvegid einu sinni med PBS og l4tid standa i 5 minatur

Mestur vokvinn purrkadur af medfram synunum, 3-4 dropar af fluoroshield
settir a synin og pekjugler sett yfir og limt & med naglalakki.

Syni skodud og myndir teknar med confocal smasja af gerd Zeiss 510.

Unnid ar myndunum med forritinum AxioVision og Adobe Illustrator
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3 Nidurstdour

3.1 Anhrif basiska svaedisins & stadsetningu MITF i kjarna profud i HEK293T frumum.

3.1.1 An leptomycin B

par sem synt hafdi verid fram & mikilveaegi basiska sveedisins
fyrir stadsetningu MITF-M i kjarna var mikilveegt ad rannsaka
frekar hvernig pad hefdi ahrif & flutning MITF-M { kjarna.>
Notast var vid frumulinuna HEK293T, pvi han er heppileg til
rannsokna sem pessara par sem han tekur audveldlega upp DNA
genaferjur og hun tjair ekki MITF-M proteinid.t” A mynd 2 er
heaegt ad sjad tdmu genaferjuna sem notud var til vidmidunar og
synir a0 GFP-préteinid sem tjad var af tomu genaferjunni var
baedi i kjarna og umfrymi frumunnar. Mynd 3 synir neikveett

vidmid par sem frumurnar fengu enga genaferju.

A mynd 4 ma sja stadsetningu MITF-M-GFP
samrunaproteinsins pegar basiska sveedinu var stokkbreytt &
mismunandi hatt. Mynd 4A synir villigerd MITF-M og kemur
préteinid fram einungis i kjarna. Mynd 4B synir stokkbreytingu
par sem fjérum arginin aminésyrum var skipt ut fyrir fjorar
alanin aminosyrur. Eins og sja ma er MITF-M-GFP
samrunaproteinid mestu stadsett i umfrymi i pessu tilfelli.
Myndir 4C til 4F syna stadsetningu MITF-M-GFP
samrunaproteinsins pegar basiska svadinu hafdi verid breytt
pannig ad tveim tilteknum argininum var skipt Gt fyrir alanin, en

i pessu tilviki er proteinid stadsett baedi i umfrymi og kjarna.
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EV-GFP
GFPTOPRO -LMB

Mynd 2. Téma genaferjan (EV) an
leptomycin  B.  Efri  myndin
inniheldur GFP (grent) og kjarna
litunina TOPRO (blar) en nedri
einungis GFP. —-LMB taknar ad
Leptomycin B var ekki notad.
Hvita stikan taknar 20 pum.

nt
TOPRO - LMB

Mynd 3. HEK293T frumur é&n
genaferju.



wt MITF-M R214/215/216/217A (b4AR) R214/217A (bARRA)
GFPTOPRO - LMB GFP TOPRO - LMB GFP TOPRO - LMB

R215/216A (bRAAR) R216/217A (bRRAA) R214/215A (bAARR)
GFP TOPRO - LMB GFP TOPRO- LMB GFP TOPRO - LMB

Mynd 4. Ahrif basiska svadisins & stadsetningu MITF-M i kjarna i HEK293T frumum. Blar litur synir
kjarnlitunina TOPRO, graenn litur synir GFP-samrunapréteinid. [ hverju tilfelli syna efri myndirnar
kjarnlitunina og GFP en nedri myndirnar einungis GFP. —-LMB taknar ad Leptomycin B var ekki notad.
Hvert syni er merkt videigandi stokkbreytingu fyrir utan syni sem ber villigerdar-MITF-M (wt MITF-M).
Hvita stikan taknar 20 pum.
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3.1.2 Med leptomycin B

Til ad athuga hvada ahrif utflutningur préteina ar kjarna hefdi a
stadsetningu MITF-M var notast vid leptomycin B en pad
hindrar Gtflutning préteina Gr kjarna med pvi ad bindast og
hamla exportin-1 en pad er protein sem midlar utflutningi ar
kjarna frumunnar.®*® Leptomycin B var batt 4 reektina rétt fyrir

fixeringu og var notad til ad sja hvort MITF-M prétein sem bera

nt

stokkbreytingar basiska svadisins fari kannski inn  kjarna og (it ESieRaRlE
Mynd 5. HEK293T frumur an

aftur. Eitt syni i pessum hluta eydilagdist en pad var vidmidid  genaferju. Blai liturinn synir
kjarnalitunina TOPRO. +LMB

sem hafdi tdma genaferju med GFP. A mynd 5 ma sja HEK293T  taknar ad Leptomycin B var sett a
synuid. Hvita stikan taknar 20 pm.

frumur sem fengu enga genaferju.

A mynd 6 ma sja nidurstédurnar pegar Leptomycin B var til stadar. Mynd 6A synir ad
villigerdar MITF-M-GFP samrunaproteinid var einungis i kjarna. Mynd 6B synir frumur sem
tjd R214/215/216/217A stokkbreytta préteinid en pad hefur fjogur alanin i stad fjogurra
arginina i basiska sveedinu. GFP-samrunaprotein petta er stadsett ad mestu i umfrymi.
Myndir 6C til 6F syna stokkbreytingar par sem tvé alanin voru sett i stad tveggja tiltekinna
arginina i basiska svaedinu. GFP-samrunaproteinid var stadsett baedi i kjarna og umfrymi i

Ollum tilfellum.

Nidurstddurnar benda pvi til ad pessi stokkbreyttu MITF-M prétein komast litid sem
ekkert inn kjarna til ad byrja med. bessi fjogur arginin i basiska sveedinu gegna pvi mikilvaegu
hlutverki vid flutning MITF-M i kjarna.
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wt MITF-M R214/215/216/217A (b4AR)
GFP TOPRO + LMB GFP TOPRO +LMB

&

R214/217A (bARRA) R215/216A (bRAAR) R216/217A (bRRAA)
GFP TOPRO + LMB GFP TOPRO + LMB GFP TOPRO+ LMB

Mynd 6. Ahrif Leptomycin B & stadsetningu MITF-M i kjarna i HEK293T frumum. Blar litur synir
kjarnlitunina TOPRO, grann litur synir GFP-samrunaproteinid. 1 hverju tilfelli syna efri myndirnar
kjarnlitunina og GFP en nedri myndirnar einungis GFP. +LMB taknar ad Leptomycin B var bett a synid.
Hvert syni er merkt videigandi stokkbreytingu fyrir utan syni sem ber villigerdar-MITF-M (wt MITF-M).
Hvita stikan taknar 20 pum.
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3.2 Anrif basiska svaedisins & stadsetningu MITF i kjarna profud i 501mel frumum.

Til ad athuga hvort stadsetning MITF-M veeri eins i 501mel
sortuaexlisfrumum og i HEK293T frumum var genaferjunni
komid fyrir i 501mel frumum. Mynd 7 synir 501mel frumur
sem fengu tomu genaferjuna. Mynd 8 synir hinar
genaferjurnar. Nidurstodurnar syna pad sama og adur. |
stuttu mali er enginn munur & ahrifum stokkbreyttingarinnar
& stadsetningu proéteinsins i kjarna a milli HEK293T og
501mel frumna. Villigerdin synir mjog stadbundin prétein i
Kjarna en stokkbreyttu préteinin eru annad hvort badi i

kjarna og umfrymi (pegar tveim argininum er breytt i tvo

Mynd 7. Téma genaferjan (EV) i
Mel501. Myndin synir GFP (greent) og
kjarna litunina TOPRO (blar). Hvita
stikan taknar 20 pm..

alanin i einu) eda algerlega i umfrymi (pegar 6llum fjérum argininum er breytt i fjogur

alanin).
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K

#wt MITFM R214/215/216/217A (b4AR) R214/215A (bAARR)
GFP TOPRO GFPTOPRO GFP TOPRO

R214/217A (bARRA) b R215/216A (BRAAR)
GFP TOPRO GFP TOPRO

Mynd 8. Ahrif basiska svadisins & stadsetningu MITF-M i kjarna i 501mel frumum. Blar litur synir
kjarnlitunina TOPRO, grann litur synir GFP-samrunaproteinid. 1 hverju tilfelli syna efri myndirnar
kjarnlitunina og GFP en nedri myndirnar einungis GFP. Hvert syni er merkt videigandi stokkbreytingu fyrir
utan syni sem ber villigerdar-MITF-M (wt MITF-M). Hvita stikan tdknar 20 pum.

R214/215A (bAARR)
GFP TOPRO
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3.3 Anrif fosforyleringar & stadsetningu MITF i kjarna.

S73/409A

$298/384/397A S73/307/409A

S298/307/384A

wt MITF nt HEK293T

Mynd 9. Ahrif fosféryleringar a stadsetningu MITF-M i kjarna. Blar litur synir kjarnlitunina TOPRO, raudur
litur synir FLAG-samrunapréteinid. Hvita stikan tdknar 20 pum. Hvert syni er merkt videigandi
stokkbreytingu fyrir utan syni merkt wt MITF, sem ber villigerdar-MITF-M og nt, sem fékk enga genaferju.

I sumum tilfellum parf ad fosforylera protein svo ad pau komist inn i kjarna, t.d. Ewing
Sarcoma proto-oncoprotein  (EWS) sem krefst tyrosin-fosforyleringar a karboxyl-enda
préteinsins til ad komast inn i kjarna.®® Nylegar rannséknir & rannséknastofu Eiriks
Steingrimssonar hafa synt ad MITF-M prateinid er fosforylerad a fjolda amindsyra. Samtals

43,61-63

hafa fundist sjo slik serin-set. Til ad skoda ahrif peirra a stadsetningu MITF-M i kjarna

var peim stokkbreytt i alanin og athugad hvort préteinin keemust i kjarna. Nidurstédurnar ma
sja a mynd 9. Villigerdin, merkt wt MITF, var stadsett i kjarna og einnig stokkbreyttu
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proteinin, p.m.t. S73/307/409A, S73/409A, S73A, S100A, S298/307/384A, S298/384/397A,
S298A, S307A, S307E, S384A, S397A og S409A. Svo virdist sem fosforylering MITF-M

hafi litid med stadsetningu proéteinsins i kjarna ad gera.

3.4 Anrif tvenndarmyndunar & stadsetningu MITF-M i kjarna.

Lasin-zipper svadid er mikilvaegt fyrir tvenndarmyndun MITF.® Til ad kanna hvort
tvenndarmyndun sé mikilveeg fyrir stadsetningu MITF-M i kjarna var Gtbdin stokkbreyting i
préteininu par sem premur af fjorum ldsin aminosyrum i zipper-svaedinu var breytt i
fenylalanin. Skv. byggingu proteinsins etti slikt protein ekki ad geta myndad tvennd. Til ad
meta tvenndarmyndunargetu préteinsins var notast vid Duolink adferdina sem lyst var i kafla
2.1.2. Notast var vid prjar genaferjur. Genaferjurnar tj& MITF-M-GFP og MITF-M-FLAG
samrunaprotein. Auk pess var utbuin stokkbreyting par sem Iisin aminésyrum i stddum 267,
274 og 281 var breytt i fenylalanin i GFP genaferjunni til ad meta ahrif lasin zippersins a
stadsetningu i kjarna.

Tvenndarmyndun var dkvoroud med pvi ad setja tvd samrunaprotein i einu inn i
HEK293T frumur. Annad samrunaproéteinid ber GFP en hitt FLAG. bvi mé nota tvo 6lik
motefni til ad bera kennsl & pau en pau eru einmitt forsenda Duolink adferdarinnar. Ef tvennd
getur myndast magnast upp merki i litlum raudum punktum par sem tvenndarmyndun fer
fram.

Eins og sést a mynd 10A myndar villigerd MITF-M-GFP samrunaproteinid tvennd vid
villigerdar MITF-M-FLAG samrunaproteinid og er stadsett i kjarna. Sama nidurstada faest
begar lUsin i zipper-svaedinu er stokkbreytt i fenylalanin i GFP-samrunaproteininu eins og sést
a4 mynd 10B. Stokkbreytta préteinid myndar tvennd vid villigerd MITF-M-FLAG og er

stadsett i kjarna.
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Duolink wt MITF-M GFP
+ wt MITF-M FLAG
TOPRO

Mynd 10. Tvenndarmyndun MITF-M vid akvéroud med Duolink adferdinni. Blar litur synir Kkjarnlitunina
TOPRO, graenn litur synir GFP-samrunapréteinio og raudur litur synir tvenndarmyndun. Tvé syni i heildina,
efra er villigerd & moti villigerd og nedri stokkbreytt MITF & moti villigerd, og eru prjar myndir fyrir hvort syni.
Hvita stikan taknar 20 pum.

2

Duolink L267/274/281F GFP

+wt MITF-M FLAG
TORRO
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4 Umreaeda

Hér er & ferdinni lysandi grunnrannsékn sem midar ad pvi ad greina hvada sveedi i MITF-M
préteinum akvarda stadsetningu pess i kjarna. prju atridi voru skodud vardandi stadsetningu
MITF-M i Kkjarna: ahrif basiska svedisins, ahrif serin fdsférunarseta og ahrif

tvenndarmyndunarsveaedisins i 10sin zipper svadi préteinsins.

Nidurstddurnar syna ad arginin aminosyrur i basiska svaedi MITF-M skipta miklu mali
fyrir stadsetningu i kjarna. Pegar amindsyrum pessum var stokkbreytt i alanin t.d. tveimur og
tveimur argininum i einu var alltaf meira protein i umfrymi midad vid villigerdina. pegar
fjorum argininum var skipt ut pa var préteinid ner eingdngu i umfrymi og litid sem ekkert i
kjarna. Sama sést pegar leptomycin B var sett & frumurnar og getum vid pa alyktad ad
préteinid fari almennt ekkert inn i kjarna til ad byrja med pegar basiska sveaedid er stokkbreytt.
Nidurstodur okkar rima vid eldri rannséknir um mikilveaegi basiska sveaedisins pegar kemur ad
almennum flutningi og stadsetningu proteina i kjarna en oftast byggir petta & basiskum
aminésyrum. %% Enginn munur var 4 stadsetningu préteinsins i HEK293T og 501mel
frumum. Vitad er ad R217del stokkbreyting i MITF-M veldur pvi ad proteinid getur ekki
bundist DNA.? Prétein petta kemst p6 inn i kjarna. Af pvi ma draga alyktun ad DNA-binding
sé ekki forsenda fyrir stadsetningu MITF-M i kjarna.

Til ad meta hlutfall MITF-M i kjarna og umfrymi var notast vid western blot
adferdina. Reynt var ad einangra umfrymisprotein annarsvegar og kjarnaprotein hinsvegar og
gera western blot & pessum frumuhlutum en petta tokst ekki i fyrstu atrennu og vegna
timaleysis var ekki haegt ad endurtaka pa tilraun.

Med serin-stokkbreytingunum var athugad hvort fosforylering MITF-M & serin-setum
skipti mali vardandi stadsetningu pess i kjarna. Vitad er ad virkjun proteinsins krefst
fosforyleringar en mikilveegi fosforyleringar & stadsetningu pess i kjarna hefur ekki verid
mikid rannsokud.***%%87"0 Her er synt fram & ad einstakar stokkbreytingar i serin-setunum
hafa litil sem engin ahrif & stadsetningu proéteinsins, jafnvel serin73 og serin409 sem hafa
verid mikid rannsokud vegna fosforyleringar peirra i gegnum Ras-MAPK-bodleidina.’ bessar
amindsyrur skipta engu mali vardandi stadsetningu pess i kjarna. EKKi er vitad hvad gerist ef

6llum serin-setunum er skipt Ut i einu og pannig komid algjorlega i veg fyrir fosforyleringu.

Tvenndarmyndun MITF-M er mikilveeg fyrir virkjun pess; proteinid myndar alltaf
tvenndir vid sjalft sig eda skyld proétein til ad geta komid af stad umritun. Tvenndarmyndun

fer fram med hjalp vatnsfalnu lasin aminésyranna sem finnast & zipper-sveaedi préteinsins.®
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1071 Ahugaverdast er p6 ad tvenndarmyndun virdist geta farid fram prétt fyrir ad 3 ldsinum {
lUsin zipper-sveedinu hafi verid breytt i fenylalanin. betta kemur & Ovart par sem bygging
préteinsins bendir til ad prétein med prju fenylalanin i zipper-svaedinu geti ekki myndad
tvenndir med villigerdar MITF-M. Liklega pyrfti ad endurtaka tilraunina og breyta pa lasini i
adra aminosyru en fenylalanin pvi eins og lusin er fenylalanin vatnsfelin amindsyra.
Madgulega pyrfti ad profa basiska amindsyru (t.d arginin) eda neikveett hladna (t.d. glutamat) i
stad fenylalanin. Vid getum ekki sagt svo stoddu hvort tvenndarmyndun er forsenda

stadsetningar i kjarna.

Tilraunirnar med stokkbreytingar i basiska svaedi MITF-M voru framkveemdar vid
prennar mismunandi adstedur; i HEK293T frumum med og an leptomycin B og 501mel
frumum. Nidurstodurnar voru alltaf svipadar pegar 6llum fjéorum arginin amindsyrum var
breytt i einu; mikid af MITF-M i kjarna en litid i umfrymi. Préteinid var badi i kjarna og
umfrymi pegar tveim aminosyrum var stokkbreytt en villigerdin var alltaf i kjarna. Neestu
skref eru ad endurtaka tilraunina i 6drum frumulinum sem og ad framkveema fyrrnefnda
préteineinangrun Ur kjarna og umfrymi og gera western blot til ad akvarda hlutfallslegt
préteinmagn & hvoru sveedi fyrir sig. Basic sveedi proteinsins virdist skipti mestu mali hvad
vardar flutning i kjarna og stadsetningu pess par. Ahrif tvenndarmyndunar pyrfti ad rannsaka
betur, eins og &dur sagdi, med annarskonar stokkbreytingum & somu ldsin-setum.

Fosforyleringin virdist ekki skipta mali hvad vardar stadsetningu i kjarna.

Hafnarfjordur, 6.mai 2014

Indridi Einar Reynisson
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Vioauki

Hér mé sja uppskriftir hinna ymissa pvottalausna sem voru notadar i pessu verkefni.

Wash buffer A

Leysid upp 8.8 g af NaCl, 1.2 g Tris base og 0.5 ml TWEEN 20 i 800 ml eimudu afjonudu
vatni. Stillid af syrustigid til pH 7.4 med HCI. Fyllid ad 1000 ml med eimudu afjonudu vatni
(lokastyrkir 0.01 M Tris, 0.15 M NaCl og 0.05% Tween 20). Lausnin siud sidan um 0.22 pm
filter og geymd vid +4°C. Komid lausnum nidur i herbergishita fyrir notkun.

Woash buffer B

Leysid upp 5.84 g NaCl, 4.24 g Tris base og 26.0 g Tris-HCI i 500 ml eimudu afjonudu vatni.
Stillig af syrutsigid til 7.5 med HCI. Fyllid ad 1000 ml med eimudu afjonudu vatni.
(lokastyrkir 0.2 M Tris og 0.1 M NaCl). Lausnin siud sidan um 0.22 um filter og geymd vid
+4°C. Komid lausnum nidur i herbergishita fyrir notkun.

PBS
Til ad baa til tifalda lausn fra grunni parf ad gera eftirfarandi:

Leysio upp 80 g NaCl, 2 g KCI, 14.4 g Na,HPO, og 2.4 g KH,PO, i 800 ml af eimudu
afjonudu vatni, stillid af syrustigid nidur i pH 7.4 med HCI. Fyllid upp ad 1000 ml med
eimudu afjénudu vatni. Setjid i autoclave-a. Geymist svo vid herbergishita. Pynnid tifalt med
afjonudu eimudu vatni fyrir notkun.

Einnig er haegt ad kaupa sérstakar PBS toflur sem einfaldlega er haegt ad leysa upp i einum
liter af eimudu afjonudu vatni og sett i autoclave-a.

PBT

PBS lausn med 0.2% BSA (Bovine serum albumin) og 0.1% Triton-X. Ef parft t.d. 100 ml af
PBT pé skal blanda saman 0.2 g BSA, 100 ul af Triton-X og 99.9 ml af PBS.
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