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Útdráttur 

Inngangur: Litfrumur (e. melanocytes) eru frumur af taugakambs ( e. neural crest) uppruna 

sem framleiða melanin og eru að finna víðsvegar um líkamann. Litfrumur í heilahimnum eru 

lítið rannsakaðar. Staðsetning þeirra innan heilahimnanna er að einhverju leyti ólík eftir 

dýrategundum og hlutverk þeirra er óþekkt. Í músinni hefur heilahimnulitfrumum verið lýst 

gróflega áður og þá þannig að þær sé að finna á milli lyktarklumbu og hvelaheila eða á víð og 

dreif um himnuna. Í þessu verkefni var kortlögð dreifing þessara frumna, sem einkennast af 

svörtu melaníni, í heilahimnunum músarinnar (undirstofn C57/BL6J), algengi þeirra metið á 

hverjum stað fyrir sig og kannað hvort munur væri á algengi eftir aldri. Einnig var athugað 

hvort þær væru til staðar í Mitf
vga9

 stökkbreyttum músum.  

Efniviður og aðferðir: Skoðaðir voru heilar, höfuðkúpur og heilahimnur úr 97 músum af 

mismunandi aldri og arfgerð til þess að kortleggja dreifingu litfrumnanna. Mótefnalitanir á 

heilum vef voru notaðar til að kanna tjáningu Mitf. Staðsetning litfrumnanna innan 

heilahimnanna var skoðuð með H&E litun vefjasneiða. Afkvæmi æxlana milli Mitf
vga9

 

arfblendina músa voru skoðuð til að kanna hvort villigerðar afkvæmi sýna sambærilega 

svipgerð og villigerðar músastofninn C57BL/6J sem fyrst var skoðaður. PCR mögnun á DNA 

var notuð til að arfgreina mýs úr æxlunum Mitf
vga9

 arfblendinna músa.  

Niðurstöður og ályktanir: Litfrumur var að finna á sex aðgreindum svæðum í heilahimnum 

C57BL/6J músa: ofan á lyktarklumbunni (32%), neðan á lyktarklumbunni (69,5%), á milli 

lyktarklumbunnar og hvelaheilans (75%), við sjóntaugina og þrenndartaugina að framanverðu 

(92,5%), umhverfis pterygopalantine- og miðheilahimnuslagæðina þar sem 

miðheilahimnuslagæðin greinist frá pterygopalantine-æðinni (58%) og á milli hvelaheilans og 

litlaheila (19,5%). Tölurnar innan sviga tákna tíðni og er meðaltal af algengi á hægri og vinstri 

hlið. Einnig var litfrumur að finna í innra eyra músanna. Litfrumur var ekki að finna á neinum 

af þessum stöðum í Mitf
vga9

 arfhreinum músum, sem vitað var að mynda ekki litfrumur húðar 

og miðeyra og einungis á milli lyktarklumbunnar og hvelheilans (60%) og undir 

lyktarklumbunni (40%) í Mitf
vga9

 arfblendnum músum. Vefjalitanir sýndu að frumurnar var að 

finna í innanskúmsbili (e. subarachnoid space). Afkvæmi Mitf
vga9

 arfblendinna músa sýndu 

mendelíska dreifingu og þau sem voru af villigerð höfðu litfrumur í heilahimnum í svipaðri 

tíðni og villigerðar C57BL/6J mýsnar.  Við mótefnalitun á þessum frumum kom í ljós að 

melanín gleypir ljósið sem notað er til að nema mótefnalitunina sem gerir illmögulegt að 

mótefnalita þær. Því var mótefnalitað sýni úr mús með stökkbreytingu í Tyrósínasageninu en 

þær hafa litlausar litfrumur. Sú litun sýndi MITF jákvæðar frumur sem staðfestir að um 

litfrumur sé að ræða frekar en átfrumur með melaníni. Dreifing litfrumna, við lyktarklumbu, 

heilataugar og upphaf æðakerfis heilahimnanna bendir til þess að þær gegni hlutverki í 

ónæmissvari.     
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1 Inngangur  

Litfrumur eru frumur af taugakambs (e. neural crest) uppruna (Rawles, 1948) sem 

framleiða melanin og er að finna víðsvegar um líkamann. Þeim er skipt í tvo flokka á 

grundvelli anatómískrar staðsetningar í hefðbundnar og óhefðbundnar litfrumur. Þegar þær er 

að finna í húðinni og gegna hlutverki við að gefa húð og hár lit þá er talað um hefðbundna 

gerð. Óhefðbundnar kallast þær litfumur sem finnast á víð og dreif í vefjum líkamans, t.d. í 

hjartanu, augum, í innra eyranu, í heilanum og í heilahimnunum (Colombo et al., 2011). Af 

hinum óhefðbundnu litfrumum er afar lítið vitað um hlutverk þeirra í heilahimnunum. 

1.1 Eiginleikar litfrumna 

Í hefðbundnum litfrumum sem sjá um litmyndun í húð og hári er einn mikilvægasti eiginleiki 

þeirra að mynda svokallaðar sortuagnir (e. melanosome), sem eru frumulíffæri lík 

leysikornum, sem sjá um lokastig myndunar á melaníni. Fullþroskuð sortuögn eru flutt til 

enda gripla (e. Dendrite) í litfrumunum og þaðan yfir í aðliggjandi frumur (Wasmeier et al., 

2008). Hlutverk litfrumna í húðinni hefur mikið verið rannsakað og í ljós hefur komið að þær 

hafa um margt svipaða eiginleika og frumur úttaugakerfisins (Yaar et al., 2012). Báðar 

frumugerðirnar deila sameiginlegan uppruna í taugakambssvæðinu í fósturþroska og báðar tjá 

mikið af sömu próteinunum á yfirborði sínu og nota mikið af sömu boðsameindunum, t.d. 

bone morphogenetic prótein (BMP) og fibroblast growth factors (FGFs). Litfrumur virðast 

einnig hafa hlutverki að gegna varðandi ónæmissvörun með því að vernda gegn 

bakteríusýkingum (Mackintosh, 2001). Þá hefur verið sýnt fram á að eðlilegar litfrumur geta 

haft átfrumu-virkni í rækt (Le Poole et al., 1993). Litfrumur seyta þar að auki mikið af 

boðsameindum eins og nituroxíði (NO), katekólamíni og ónæmisboðefni (e. Cytokine) sem 

viðbragð við áreiti. Þessar sameindir geta þá verkað á aðrar frumur til dæmis hvít blóðkorn, 

mastfrumur, æðaþelsfrumur og húðfrumur en allar þessar frumur eru með viðtaka fyrir þessar 

boðsameindir.(Tsatmali et al., 2002) 

1.2 Staðsetning og eiginleikar litfrumna í höfuðkúpunni 

1.2.1 Í innra eyranu 

Vitað hefur verið um tilvist litfrumna í innra eyra hryggdýra allt frá því að Corti lýsti fyrst 

innra eyranu árið 1851 (Colombo et al., 2011). Þeim var fyrst lýst í músinni árið 1970 

(Theriault et al., 1970). Litfrumur er að finna bæði í kuðungi og í bogagöngum. Þær gegna 

lykilhlutverki við heyrn og jafnvægi sem sést þegar þær vanta. Einstaklingar sem þjást af 
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Vogt-koyanagi-Harada‘s sjúkdómnum eru dæmi um slíkt. Hann er sjálfsofnæmissjúkdómur 

þar sem ónæmiskerfið ræðst á litfrumur í auganu, heilahimnunum, innra eyranu og í húðinni. 

Sjúklingar sem þjást af þessum sjúkdómi geta fengið heyrnarskerðingu, svima, 

æðahimnubólgu í augun og tap á lit á svæðum í húð og hári (Sakata et al., 2014).    

1.2.2 Í heilahimnunum 

Litfrumum hefur áður verið lýst í heilahimnum ýmissa hryggdýra (Barden et al., 1983; 

Fetissov et al., 1999; Goldgeier et al., 1984; Markert et al., 1956; Morse et al., 1984).  Þeim 

hefur verið stuttlega lýst í músinni (Barden et al., 1983; Markert et al., 1956). Í Zucker-rottum  

hefur litfrumum verið lýst á eftirfarandi stöðum í miðtaugakerfinu: á litlu svæði í kringum 

heiladingulinn og á neðri-hliðlægu yfirborði hvelaheilans á svæði umhverfis 

miðheilaslagæðina (Fetissov et al., 1999).  Í köttum dreifast litfrumur í heilahimnunum 

meðfram slagæðum í subarachnoid bilinu og fylgja þá eftirfarandi æðum: anterior, middle og 

posterior cerebral; anterior og posterior cerebellar og basilar slagæðanna. (Morse et al., 1984). 

Í manninum finnast litfrumur helst hliðlægt á neðra borði mænukylfunnar með einstaka 

litfrumur á dreif hér og þar annars staðar á himnunni (Goldgeier et al., 1984).  

1.3 Litfrumuæxli í heilahimnunum 

Litfrumuæxli í heilahimnunum manna er mjög sjaldgæfur sjúkdómur. Litfrumuæxli sem eiga 

upptök sín í heilahimnunum (e. Primary melanocytic lesions of the meninges) má flokka í 

fjóra flokka samkvæmt nýjustu flokkun World Health Organisation (WHO) eða í  diffuse 

melanocytosis, melanocytoma, malignant melanoma og meningeal melanomatosis (Louis et 

al., 2007). Alengasta afbrigði þessara æxlisvaxta er melanocytoma en það kemur fyrir í um 

það bil 1 af hverjum 10 milljón einstaklingum árlega (Liubinas et al., 2010). 

1.4 Mitf umritunarþátturinn og Mitf stökkbreyttar mýs 

Til að rannsaka tiltekið fyrirbæri getur verið gagnlegt að kanna hvað gerist þegar það vantar. 

Þegar kemur að litfrumum þá er ein stökkbreyting sem veldur því að litfrumur vantar en það 

er stökkbreyting í microphthalmia associated transcription factor geninu eða Mitf. Mitf er 

umritunarþáttur sem er tjáður í ýmsum vefjum líkamans. Próteinið  tilheyrir basic helix-loop-

helix leucine zipper fjölskyldunni. Til eru margar stökkbreytingar í þessum umritunarþætti. 

Tiltekin stökkbreyting í þessu geni sem kallast vga9 er núll stökkbreyting sem veldur því að 

umritunarþátturinn óvirkjast.  Svipgerð þessara músa má sjá á mynd 1. Mitf
vga9/vga9

 mýs eru 

litlausar, heyrnarlausar, augnlausar og eru með minnkað magn mastfrumna. Hins vegar er 
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ekki hægt að greina útlitsmun á villigerðar mús og mús sem er arfblendin með tilliti til vga9 

stökkbreytingarinnar nema með því að arfgreina mýsnar. 

 

 

 

 

 

 

Mynd 1 Svipgerð C57BL6/J og Mitf
vga9/vga9

 músa 

Vinstra megin á myndinni má sjá svipgerð C57BL6/J músar en hún er svört með augu af 

venulegri stærð. mynd: http://jaxmice.jax.org/strain/000664.html Hægra megin má síðan sjá 

svipgerð Mitf
mi/mi

 músar en svipgerð hennar svipar til svipgerðar Mitf
vga9/vga9

 músar en þær 

eru algjörlega litlausar og því hvítar. Mýsnar eru smáeygðar og eru augun í rauninni varla til 

staðar og mýsnar því blindar. Ljósmynd: Eiríkur Steingrímsson. 

2 Markmið 

Markmið þessa verkefnis var að skilgreina staðsetningu litfrumna í heilahimnum C57BL6 

músa og kanna nánar eiginleika þeirra. Breytileikinn í dreifingu þeirra var skoðaður og hvort 

litfrumurnar var að finna í Mitf stökkbreyttum músum sem almennt hafa ekki litfrumur 

(Hodgkinson et al., 1993). Athugað var hvort það sé mismunur í dreifingu á litfrumum í 

heilahimnunum eftir aldri í villigerðarmúsum.  Einnig var kannað í hvaða lagi heilahimnanna 

þessar frumur eru og hvort þær tjái Mitf.  Þá var einnig kannað hvort unnt sé að rækta þessar 

litfrumur. 

3 Efni og aðferðir: 

3.1 Lausnir 

3.1.1 Fyrir sýnasöfnun og krufningu 

4%  PFA (paraformaldehýð) 

PFA var útbúið ferskt fyrir krufningu.  4% (w/v) PFA dufti var blandað út í eimað vatn eða 

PBS og hitað í örbylgjuofni í vel lokaðri flösku í 4X20 sek (eða þangað til að lausnin varð 

tær) og svo hitað í 20 sek í viðbót.  
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PBS (phosphate buffered saline) 

1X PBS var útbúið frá 10X lausn sem innihélt eftirfarandi: 

 Fyrir 1 líter af 10X lausn: 

 NaCl – 80g (1,37 M) 

 KCl – 2g (27 mM) 

 KH2PO4 – 2,7g (20 mM) 

 Na2HPO4 – 14,2g (100 mM) 

Til að útbúa 1X PBS var 10X lausn þynnt í  eimuðu vatni í hlutföllunum 1:10. 

 Formalín til fixeringar 

Formalín til fixeringar á vef var þynnt út frá 35% stokklausn frá Apotekproduksjon AS Oslo. 

Það var þynnt í eimuðu vatni í hlutföllunum 1:9.  

3.1.2 Fyrir mótefnalitanir 

Blokking buffer 

Blokking buffer var blandaður ferskur fyrir hverja mótefnalitun. Bufferinn innihélt: 

PBS 

5% NGS  

0,1% Triton X 100 (0,3% var notað fyrir wholemount vef)  

Primary antibody buffer 

Primary antibody buffer samanstendur af blokking buffer án Triton X og primary mótefni. 

Primary antibody buffer var notaður 1-3 sinnum eftir blöndun og geymdur frosinn þess á 

milli. 

Secondary antibody buffer 

secondary antibody buffer samanstendur af blokking buffer án Triton X með secondary 

mótefni og TO-PRO-3. Secondary antibody buffer var notaður 1-3 sinnum eftir blöndun og 

frosinn þess á milli. 

3.1.3 Fyrir ræktun litfrumna 

Litfrumuæti 

Litfrumuæti kallast medium 254 CF og er það sérhæft frumuæti sem notað er almennt til 

ræktunar á litfrumum úr mannahúð. Ætið var keypt frá gibco og var bætt út í það eftirfarandi 

bætiefnum: 
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Magnið tilgreint hér miðast við 100ml. 

Medium 254CF – 88,8ml 

FBS – 10ml 

HMGS – 1ml 

500X Gentamicin/amphoteracinB (Gibco) – 200µl 

0,2M CaCl – 100µl  

 

DPBS án Ca og Mg (Gibco) 

Sterílt DPBS án Ca og Mg var  útbúið með því að þynna 10x PBS stokklausn frá Gibco 

3.2 Mýs  

Músastofnar sem notaðir voru við þessa rannsókn voru fjórar, C57BL6/J villigerð eða wild 

type (Wt), arfblendnar Mitf
vga9/+

, arfhreinar Mitf
vga9/vga9

 og B6-TYR
c-2J

/J mýs.  

3.2.1 Viðhald stofna 

Músastofnunum var viðhaldið með eftirfarandi hætti: Villigerðarmúsum var haldið við með 

því að æxla saman systkinum, stökkbreyttu músunum var hinsvegar haldið við með því að 

æxla saman arfblendnum karldýrum við arfhrein kvendýr og því báru öll afkvæmi þeirra 

Mitf
vga9

 stökkbreytinguna annað hvort í arfblendu eða arfhreinu ástandi. B6-TYR
c-2J

/J músum 

var haldið við með því æxla systkinum.  

3.3 Smásjár 

3.3.1 Víðsjá, fasacontrast- og ljóssmásjá  

Smásjárnar sem notaðar voru við þessa rannsókn voru eftirfarandi: Leica mz10f víðsjá við 

skoðun á sýnum og töku á myndum af litfrumum í heilahimnunum í heilum vef. Leica DMI 

3000B fasacontrast smásjá við töku á myndum af frumum í rækt. Leica DBLB  ljóssmásjá við 

töku á myndum af litfrumum í H&E lituðum sýnum. Þegar þessar smásjár voru notaðar var 

notast í öllum tilfellum við sömu myndavél, Leica DFC310 FX. 

3.3.2 Confocal smásjár 

Við framkvæmd voru notaðar eftirfarandi confocal smásjár: 

Zeiss LSM 5 PASCAL 

Olympus FluoView  
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3.4 Einangrun og skoðun á heila og heilahimnum 

3.4.1 Einangrun á höfði og skoðun litfrumna ofan á lyktarklumbu og litlaheila. 

Eftir að músum hafði verið fórnað og þær vigtaðar, var hausinn klipptur af. Húðin var þá 

fjarlægð með því að klippa í gegnum hana frá hnakka og fram á nef og síðan notaður 

skurðarhnífur til að losa hana frá kúpunni. Hér reyndist gott að setja hausinn í 4% PFA 

fixeringu annað hvort yfir nótt við 4°C eða við herbergishita í 2 klukkustundir ef heilinn var 

tekinn með, eða í 15 mínútur ef einungis var verið að skoða kúpubotninn og búið var að 

fjarlægja heilann. Áður en farið var í næstu skref var hausinn skolaður 3x í PBS. Restin af 

krufningunni var síðan framkvæmd í PBS. Toppurinn á kúpunni var losaður varlega af með 

pinsettum, smátt og smátt í einu eða í heilu lagi. Það gat reynst erfitt að halda heilahimnunum 

heilum ef kúputoppurinn var tekinn af í heilu lagi. Betra var að plokka kúputoppinn varlega af 

ef tilgangurinn var að láta heilahimnunar sitja eftir á heilanum. Þá var hægt að nýta tækifærið 

og skoða litfrumurnar ofan á lyktarklumbunni og á litlaheilanum sem sjást greinilega í víðsjá, 

séu þær til staðar.  

3.4.2 Heilinn fjarlægður og litfrumur undir heila og í kúpubotni skoðaðar 

Til að fjarlægja heilann þarf að víkka ögn kúpuna með því að grípa í höfuðkúpuna sitt hvoru 

megin við heilann með pinsettum og toga í sundur. Þá var spaða eða öðru flötu og þunnu 

áhaldi komið fyrir á milli heilans og höfuðkúpunnar og heilanum varlega lyft upp úr. Hér 

þurfti að skrapa létt svæðið á milli lyktarklumbunnar og höfuðkúpunnar fremst til að unnt 

væri að ná heilanum alveg upp úr. Þegar heilinn var orðinn laus var hægt að skoða hann að 

neðanverðu til að skoða litfrumur undir lyktarklumbunni. Þá var að lokum hægt að skoða þær 

litfrumur sem finna má í kúpubotninum. 

3.4.3 Skoðun á litfrumum innra eyrans 

Til að skoða litfrumur í innra eyranu var klippt í gegnum höfuðkúpuna eftir þeim línum sem 

sjást á mynd 2.  

3.5 Skoðun á afkvæmum úr Mitf
vga9/+ 

æxlunum 

3.5.1 Gangsetning ræktunar, viðhald og skipting 

Til að fá betri viðmið var Mitf
vga9

 arfblendnum karldýrum æxlað við Mitf
vga9 

arfblendin 

kvendýr. Eftir að kvendýrin gutu afkvæmum sínum var ungunum skipt í sér búr eftir 21 dag 

og þau arfgreind með PCR aðferð. 
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3.5.2 Skoðun á litfrumum  

Litfrumurnar um pterygoidpalantine-æðina voru skoðaðar í víðsjá strax eftir að músunum var 

fórnað. Í síðari tilrauninni voru hausar fixeraðir yfir nótt og skoðaðir eins og lýst er að ofan. 

3.5.3 Arfgreining með PCR  

Til að ákvarða arfgerð þeirra músa sem ekki var hægt að arfgreina út frá háralit var notuð 

polymerase chain reaction eða PCR til að magna upp svæðið sem svarar til Mitf
vga9 

stökkbreytingarinnar. Notast var við primera sem kallast VGA9 FOR og MITF REV sem lýst 

var í grein (Bauer et al., 2009). 

 

3.6 Mótefnalitanir 

3.6.1 Aðferð 

Við mótefnalitun vefjasýna var notuð eftirfarandi aðferð:  

 Sýnin voru annað hvort föst á sýnagleri til að byrja með eða fljótandi í PBS 

 Sýni þvegið þrisvar sinnum í PBS í 5 mínútur í hvert sinn. 

 Þegar Mitf í kjarna var litað var fixerað aukalega með 1:1 metanól:acetone við -20° í 

15 mínútur.  

 Sýni blokkað í 20-60 mín í blokking buffer. 

 Blokking buffer tekinn af og primary antibody buffer settur á í 60-120 mínútur við 

herbergishita eða yfir nótt í kæli við 4°. 

 Sýni þvegið þrisvar í PBS í 5 mínútur í hvert sinn. 

 Secondary antibody buffer settur á í 45-90 mínútur við herbergishita (ATH secondary 

mótefni eru ljósnæm og því þarf þetta skref og skrefin hér á eftir að vera framkvæmd 

þannig að sýnið sé varið gegn ljósi eins og unnt er. 

 Sýni þvegið þrisvar sinnum í PBS í 5 mínútur í hvert sinn. 

 Sýni loftþurkað og 1 dropi af prolong gold(Molecular Probes) settur á sýnið og 

þekjugler þar ofan á. Að lokum var sýnum leyft að þorna og harðna en unnt er að 

skoða sýnið  fljótlega eftir að þekjugler er komið á en það tekur 24 tíma að harðna að 

fullu við herbergishita. 

3.6.2 Mótefni notuð 

Notuð voru eftirfarandi mótefni: 
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Tafla 1 Primary mótefni 

Heiti mótefnis Framleiðandi Vörunúmer 
Tegund 

mótefnis 
Þynning 

CD-31 Dako M0823 Mouse IgG1 1:100 

Id-1 
Santa Cruz 

biotechnology 
SC- 488 Rabbit 1:100 

MITF(D5G7V) 

Cell 

Signaling 

technology 

12590 Rabbit mAB 1:1000 

MITF(6A5) 
Gjöf frá 

Heinz Arnheiter 
 Mouse 1:1000 

 

Tafla 2 Secondary mótefni 

Heiti 

mótefnis 

framleiðandi Vörunúmer Uppruna- 

lífvera 

Tegund 

mótefnis 

Litur Þynning 

Alexa 

Fluor 488 

Invitrogen A11001 Goat  Anti 

mouse IgG 

(H+L) 

Grænn 1:1000 

Alexa 

Fluor 488 

Invitrogen  A21121 Goat  Anti 

mouse 

IgG1 (γ1)  

Grænn 1:1000 

Alexa 

Fluor 546 

Invitrogen A11010 Goat  Anti rabbit 

IgG (H+L) 

Rauður  1:1000 

       

 

Tafla 3 Kjarnalitur 

Heiti Framleiðandi Vörunúmer Litur Þynning 

TO-PRO-3 Invitrogen T3605 Blár  1:500 
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3.7 Ræktun litfrumna úr heilahimnum 

3.7.1 Collagen húðun á ræktunarílátum  

Poly-D-lysine(0,1 mg/ml) sett í ræktunarílátið og passað að það þeki allan botninn. 

 Það látið sitja í lagskiptu flæðiloftsskýli (e. Laminar flow hood) í eina klukkustund. 

 Ílátið var skolað 3x með DPBS (gibco). 

 DPBS var þá sogað af og collagenlausn þynnt 1:40 bætt út á.  

 Ílátið var þá látið sitja í frumuræktunarskáp við 37°C í að minnsta kosti tvær 

klukkustundir. 

Ílátið var skolað aftur 3x með DPBS (Gibco). 

 Þar næst var frumum bætt út á diskinn.  

3.7.2 Fyrstu tilraunir til ræktunar 

Við þróun aðferðar til ræktunar á litfrumum var byggt á fyrri aðferðarlýsingu frá Neng et 

al.(Neng et al., 2013). Þeir höfðu notað aðferð sína til ræktunar á frumum úr innra eyranu og 

þá sérstaklega perivascular resident macrophage-like melanocytes (PVM/Ms). Þar sem 

litfrumurnar voru einangraðar frá öðru svæði voru gerðar nokkrar lagfæringar og var aðferðin 

sem notuð var eftirfarandi: 

Hér var notast við steríl verkfæri og lausnir. Músum fórnað og þær vigtaðar. Hausinn 

fjarlægður og húðin fjarlægð. Kúputoppurinn var þá fjarlægður og litfrumur einangraðar á 

milli lyktarklumbu og hvelaheilans og umhverfis pterygopalantine-æðina í villigerð og á milli 

lyktarklumbu og hvelaheila úr Mitf
vga9/+

 og þær settar í  sér brunna í 24 holu bakka með 200µl 

af köldu DPBS æti (Gibco). Bakkinn var geymdur á ís á meðan að á krufningu stóð. Þá var 

farið með 24 holu bakkann í lagskipt flæðiloftsskýli. Þar var vefurinn færður yfir á petridisk 

úr gleri með p1000 pípettu og sem minnstur vökvi látinn fylgja með. Í petridiskinum var 

vefurinn hakkaður með því að nota tvo skurðhnífa. Þegar vefurinn var ekki lengur sýnilegur 

var hann leystur upp í litfrumuæti og því dreift um diskinn með því að halla diskinum og 

sprauta efst á diskinn og safna neðst á honum. Þetta var endurtekið nokkrum sinnum til að ná 

öllum frumunum. Frumublöndunni var þá safnað í 15 ml túbu (BD falcon) og frumunum 

snúið niður í skilvindu í 3 mínútur við 2000rpm (440 RCF). Þar á eftir var ætið sogað ofan af 

og frumuköggulinn leystur upp í 2,5 ml æti og því dreift á 35mm ræktunar disk sem búið var 

að kollagenhúða samkvæmt aðferðinni hér að ofan. Þá voru frumurnar skoðaðar undir 

fasakontrastsmásjá til að staðfesta að frumur væru til staðar og að þær væru ekki of þéttar. 

Síðan var frumunum leyft að setjast á botninn á ræktunardisknum í tvo sólarhringa áður en 
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þeir voru skoðaðir aftur. Frumunum var viðhaldið með því að bæta við 100µl af æti út á annan 

hvern dag.   

4 Niðurstöður 

4.1 Staðsetning litfrumna í heilahimnunum 

Til að fá góða hugmynd um staðsetningu litfrumna og breytileikann í dreifingu þeirra í heilum 

músa voru skoðaðar 97 mýs (45 af villigerð, 25 Mitf
vga9

/+ arfblendnar mýs og 27 Mitf
vga9

 

arfhreinar mýs) af ýmsum aldri (0.5-19 mánaða). Í músum af villigerð kom í ljós eftirfarandi 

dreifing á litfrumum sem sýnd er á teikningunni á mynd 2:  

1. Á milli lyktarklumbu og hvelaheila (lýst af (Markert et al., 1956)) 

2. Ofan á lyktarklumbunni 

3. Undir lyktarklumbunni 

4. Í kringum pterygopalantine- og miðheilahimnuslagæðina þar sem 

miðheilahimnuslagæðin greinist frá pterygopalantine-æðinni (skv.lýsingunni á 

þessari æð í rottunni hjá (Paxinos, 2004))  sitthvoru megin hliðlægt við 

þrenndartaugahnoðið 

5. Í kringum sjóntaugina og þrenndartaugina að framanverðu 

6. Á milli litlaheila og hvelaheila 

7. Í innra eyranu sitthvoru megin (lýst af (Theriault et al., 1970)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 2 Teikning sem sýnir staðsetningu litfrumna í heila músa:  

A) Myndin sýnir kúputoppinn eftir að hann er fjarlægður en þá má oft sjá litfrumur. B) Sýnir 

ofan á heilann þar sem má oft finna litfrumur ofan á lykarklumbunni (fremst á heilanum) og 

á milli hvela og litla heila. C) Mynd þar sem horft er neðan á heilann þar sem litfrumur er að 

finna undir lyktarklumbunni. D) Sýnir þær litfrumur sem sjást eftir að heilinn hefur verið 

fjarlægður. Þær liggja um pterygoidpalantine-slagæðina þar sem hún greinist yfir í 

miðheilahimnuslagæðina  hliðlægt við þrenndartaugahnoðið sitthvoru megin í kúpunni og 

framarlega í kúpunni umhverfis sjón- og þrenndartaugina. Neðst á myndinni lengst til hægri 

eru tvær línur sem tákna hvar klippt er til að sjá litfrumurnar í innra eyranu. 
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4.1.1 Breytileiki í dreifingu litfrumna í kúpubotni 

Til að kanna algengi litfrumna í kúpubotni voru 97 mýs (45 villigerðar, 25 Mitf
vga9 

arfblendnar og 27 Mitf
vga9 

arfhreinar mýs) skoðaðar og athugað á hvaða fyrrgreindu stöðum í 

kúpubotninum litfrumur væri að finna. Niðurstöðurnar úr þeirri skoðun má sjá í töflu 4. Dæmi 

um útlit og staðsetningu þessara frumna má sjá á mynd 3. 

 

 

Mynd 3 Litfrumur í kúpubotni músa. 

A) Vinstra megin sjást litfrumur sem liggja um pterygopalantine-æðina hliðlægt við 

þrenndartaugahnoðið í villigerðarmús (örin). Í miðjunni sést sambærilegt svæði í kúpubotni 

Mitf
vga9/+

 músar og hægra megin er að lokum arfhrein Mitf
vga9/vga9

 mús. B) Lengst til vinstri 

má sjá mynd sem sýnir litfrumur fremst í kúpunni þar sem sjóntaugina er gjarnan að finna 

(efri örin) og einnig undir þrenndartauginni (neðri örin). Skalinn táknar 1 mm.  
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Tafla 4 Tíðni litfrumna í heilahimnum í kúpubotni og innra eyra músa.  

Taflan sýnir fjölda þeirra músa þar sem litfrumur var að finna á hverju svæði fyrir sig. Í 

sviga er hlutfall (prósenta) af heildarfjölda músa af þeirri arfgerð sem er með litfrumur á 

viðkomandi svæði. NA táknar fjölda tilvika þar sem ekki var hægt að skoða litfrumurnar á 

því svæði vegna þess að búið var að kryfja það í burtu og var það ekki talið með í hlutfallinu. 

Arfgerð 
Vinstra 

innra eyra 
Vinstri æð 

Við 

sjóntaug 

vinstra 

megin 

Við 

sjóntaug 

hægra 

megin 

Hægri æð 
Hægra 

innra eyra 

Villi gerð 

(n=45) 

44 (1NA, 

100%) 
27 (60%) 43 (96%) 40 (89%) 25 (56%) 

43 (2NA, 

100%) 

Mitf
vga9

/+ 

(n=25) 

23 (2NA, 

100%) 
0 (0%) 0 (0%) 2 (8%) 0 (0%) 

24 (1NA, 

100%) 

Mitf
vga9

/ 

Mitf
vga9

 

(n=27) 

0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

 

4.1.2 Litfrumur á heilanum 

4.1.2.1 Litfrumur ofan á lyktarklumbunni og á milli lyktarklumbu og hvelaheila 

Þetta svæði var skoðað í 28 villigerðar, 12 Mitf
vga9 

arfblendnum og 12 Mitf
vga9

arfhreinum 

músum. Þá var kannað hvort litfrumurnar væru vinstra, hægra eða báðum megin í heilanum 

og hvort þær væru á milli lyktarklumbu og hvelaheila. Dæmi um útlit og staðsetningu þessara 

frumna má sjá á mynd 4. Niðurstöður þessara athugana má sjá í töflu 5. 
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Mynd 4 Litfrumur á lyktarklumbunni og á milli lyktarklumbu og hvelaheila. 

A) Litfrumur ofan á lyktarklumbunni í villigerð, Mitf
vga9/+ 

og Mitf
vga9/vga9

 músum. B) 

Litfrumur á milli lyktarklumbu og hvelaheila í villigerð, Mitf
vga9/+ 

og Mitf
vga9/vga9

 músum 

Örvar benda á litfrumurnar. Skalinn táknar 1 mm. 

 

4.1.2.2 Litfrumur á milli litlaheila og hvelaheila 

Litfrumurnar á milli litlaheila og hvelaheila voru skoðaðar í sömu músum og lýst er í kafla 

4.1.2.1. Þá var kannað hvort litfrumurnar væru vinstra, hægra eða báðum megin á milli 

litlaheila og hvelaheila. Þessar frumur voru yfirleitt fáar og virtust vera einskorðaðar við 

transverse sinus utarlega í heilahimnunni. Niðurstöður þessara athugana má sjá í töflu 2. 

 

4.1.2.3 Litfrumur undir lyktarklumbunni 

Litfrumurnar undir lyktarklumbunni voru skoðaðar í sömu músum og lýst er í kafla 4.1.2.1. 

Litfrumurnar eru að finna undir lyktarklumbunni eins og sýnt er á mynd 5 hér að neðan. Þær 

var ýmist að finna hægra eða vinstra megin undir lyktarklumbunni og oft var taumur af 

frumur sem leiddi í átt að svæðinu á milli lyktarklumbu og hvelaheila.  
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Mynd 5 Litfrumur undir lyktarklumbunni 

Á myndinni má sjá litfrumur undir lyktarklumbunni hjá villigerð, Mitf
vga9/+

 og Mitf
vga9/vga9 

músum. 

 

Tafla 5 Tíðni litfrumna í heilahimnum umhverfis heilann.  

Taflan sýnir fjölda músa sem höfðu litfrumur á hverju svæði fyrir sig. Í sviga er hlutfall af 

heildarfjölda músa af þeirri arfgerð sem er með litfrumur á viðkomandi svæði sem prósentur. 

 

Arfgerð 

Vinstra megin 

milli litlaheila 

og hvelaheila 

Vinstra megin 

ofan á 

lyktarklumbu 

Vinstra megin 

undir 

lyktarklumbu 

Á milli 

lyktarklumbu og 

hvelaheila 

Hægra megin 

undir 

lyktarklumbu 

Hægra megin 

ofan á 

lyktarklumbu 

Hægra megin 

milli litlaheila 

og hvelaheila 

Villigerð 

(n=28) 
4 (14%) 8 (29%) 21 (75%) 21 (75%) 18 (64%) 10 (36%) 7 (25%) 

Mitfvga9/+ 

(n=12) 
0 (0%) 0 (0%) 5 (42%) 5(42%) 2 (17%) 0 (0%) 0 (0%) 

Mitfvga9/vga9 

(n=12) 
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

 

4.2 Dreifing litfrumna eftir aldri  

Til að kanna hvort munur sé á dreifingu eftir aldri voru 45 villigerðarmýs á aldrinum 0.5 til 19 

mánaða skoðaðar og þeim skipt í þrjá hópa eftir aldri: ungar, fullorðnar og gamlar. Ungar mýs 

voru þá þær sem voru yngri en tveggja mánaða, fullorðnar á bilinu tveggja til átta mánaða og 

gamlar voru eldri en átta mánaða. Niðurstöður þessarar skoðunar má sjá í töflum 6 og 7. 
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Tafla 6 Dreifing litfrumna í kúpubotni eftir aldri 

Taflan sýnir dreifingu litfrumna í kúpubotni villigerðarmúsa eftir aldri. Ungar mýs eru yngri 

en tveggja mánaða, fullorðnar á bilinu tveggja til átta mánaða og gamlar voru eldri en átta 

mánaða. NA táknar að ekki var unnt að skoða tiltekið svæði í því sýni vegna þess að það hafi 

verið krufið í burtu í annari tilraun. Þau gildi eru ekki tekin með inn í meðaltalið. 

Aldur 
Vinstra innra 

eyra 
Vinstri æð 

Við sjóntaug vinstra 

megin 

Við sjóntaug hægra 

megin 
Hægri æð 

Hægra innra 

eyra 

Ungar (n=15) 15 (100%) 8 (53%) 15 (100%) 15 (100%) 9 (60%) 15 (100%) 

Fullorðnar(n=15) 14(1 NA ; 100%) 9 (60%) 15 (100%) 14 (93%) 7 (47%) 13 (2 NA; 100%) 

Gamlar (n=15) 15 (100%) 10 (67%) 13 (87%) 11 (73%) 9 (60%) 15 (100%) 

 

 

Tafla 7 Dreifing litfrumna í heilahimunum eftir aldri 

Taflan sýnir dreifingu litfrumna í heilahimnunum skipt eftir aldri. Ungar mýs eru yngri en 

tveggja mánaða, fullorðnar á bilinu tveggja til átta mánaða og gamlar voru eldri en átta 

mánaða gamlar. 

Aldur 

Vinstra megin 

milli litlaheila 

og hvelaheila 

Vinstra megin 

ofan á 

lyktarklumbu 

Vinstra megin 

undir 

lyktarklumbu 

Á milli 

lyktarklumbu 

og hvelaheila 

Hægra megin 

undir 

lyktarklumbu 

Hægra megin 

ofan á 

lyktarklumbu 

Hægra megin 

milli litlaheila 

og hvelaheila 

Ungar (n=11) 0 (0%) 4 (36%) 7 (64%) 9 (82%) 6 (55%) 6 (55%) 2 (18%) 

Fullorðnar(n=9) 0 (0%) 2 (22%) 7 (78%) 5 (56%) 4 (44%) 2 (22%) 3 (33%) 

Gamlar (n=8) 4 (50%) 1 (13%) 7 (88%) 7 (88%) 8 (100%) 2 (25%) 2 (25%) 

 

 

4.3 Staðsetning litfrumna innan heilahimnanna. 

Til að kanna hvaða lagi heilahimnanna litfrumurnar tilheyra voru sýni af kúpubotni þar sem 

heilinn hafði verið fjarlægður steypt í parafin, sneidd og  lituð með H&E litun (gert á 

Keldum). Við skoðun í ljóssmásjá sást að litfrumurnar var að finna umhverfis 

pterygoidpalantine-slagæðina og staðsettar inni í arachnoid laginu eins og sjá má á mynd 6. 
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Mynd 6 H&E litað sýni af litfrumum umhverfis miðheilahimnuslagæðina 

Myndin sýnir þverskurð af pterygopalantine-slagæðinni í kúpubotni músar í 40x stækkun. 

Tilgreint er á myndinni hvor hlið snýr að höfuðkúpunni og hvor snýr að heilanum. Örvarnar 

benda á litfrumurnar umhverfis æðina. Skalinn táknar 100µm.  

 

4.4 Mótefnalitanir á litfrumum í heilahimnunum 

 

4.4.1 Mótefnalitun á svæði umhverfis æð 

4.4.1.1 Mótefnalitun með Mitf(D5G7V) og CD31 

Svæðið umhverfis æðina með litfrumum var einangrað og mótefnalitað samkvæmt aðferðinni 

sem lýst var í kafla 3.6.1. Sýnið var skoðað í confocal smásjá og myndir teknar. Myndir við 

20x stækkun sýndu að það virtist hvorki vera kjarnalitun né nokkur önnur litun á þeim 

svæðum þar sem litfrumurnar er að finna samkvæmt skoðun í víðsjá. Við vitum því ekki hvort  

litunin mistókst eða hvort engar litfrumur sé raunverulega að finna á þessu svæði. Niðurstaða 

þessarar litunar má sjá í mynd 7.  
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Mynd 7 Mótefnalitun með Mitf(D5G7V) og CD31 

Myndin sýnir pterygopalantine-slagæðina í heilahimnunni eftir mótefnalitun með Mitf 

(D5G7V) mótefni til þess að merkja litfrumurnar, þær eiga að vera rauðar og CD31 sem 

merkir æðaþelsfrumur (grænt). Dökk svæði sem virðast ekki hafa litast eru líklega vegna 

melaníns. Þessi dökku svæði samsvara svæði þar sem litfrumur var að sjá í víðsjá. 

 

4.4.1.2 Mótefnalitun með Mitf(6A5) og Id-1  

Til að prófa hvort að ástæða þess að ekkert sást á dökku svæðunum, lýst í kafla 4.2.1.1, var 

vegna þess að mótefnin væru ekki að virka var svæðið umhverfis æðina einangrað eins og 

gert var að ofan og litað með aðferðinni sem lýst er í kafla 3.6.1. Mótefnin sem notuð voru í 

þessu tilfelli voru Mitf (6A5) sem er músamótefni sem binst við C enda Mitf próteinsins og 

Id-1 sem er kanínumótefni sem á að merkja forvera æðaþelsfrumna. Sýnið var skoðað í 

confocal smásjá og mynd tekin (mynd 8). Með því að skoða í smásjánni í gegnum Dapi síu 

þar sem sýnið er örvað með útfjólubláu ljósi þá sáust dökku melanínsvæðin greinilega í 

sýninu. Áfram var ekki hægt að bera kennsl á neina mótefnalitun innan slíkra svæða. Þegar 

reynt var að skoða sýnið við meiri stækkun í Zeiss LSM 5 PASCAL confocal smásjánni kom í 

ljós að linsan endaði ekki á sama stað í sýninu þegar skipt var yfir í linsu með meiri stækkun, 

þetta gerði það að verkum að ekki var unnt að vera viss um hvort það væri verið að skoða 

sama dökka svæðið á milli stækkanna. Það virtust þó vera einhver dökk svæði með daufari 

kjarnalitun sem gæti þá mögulega verið kjarnar litfrumna. 
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Mynd 8 Mótefnalitun á pterygopalantine-æðinni með Mitf (6A5) og Id-1 

Myndin sýnir pterygopalantine-æðina. Mótefnalitaða með Mitf (6A5) til að merkja litfrumur 

og Id-1 sem merkir forverafrumur æðaþelsfrumna. Á myndinni sjást dökk svæði þar sem 

litfrumurnar eru að finna samkvæmt skoðun í víðsjá. Á þeim svæðum sést engin litun með 

Mitf.  

 

4.4.1.3 Skoðun á sýni mótefnalituðu með Mitf(D5G7V) og CD31 í  Olympus Fluoveiw  

confocal smásjá 

Þar sem ekki var hægt að skoða dökku svæðin við meiri stækkun í Zeiss confocalsmásjánni 

var gripið til þess ráðs að skoða sýnin aftur í Olympus FluoView confocal þar sem auðveldara 

var að skoða svæði og vera viss um að um sama svæði væri að ræða á milli stækkana. Þegar 

sýnið úr 4.4.1.1 var skoðað í FluoView smásjánni fékkst eftirfarandi mynd (mynd 9) sem 

sýnir dökkt svæði vegna melaníns sem er með þrjá kjarna innan þess.  Þeir eru þó greinilega 

daufari en kjarnar utan melanins. 
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Mynd 9 Mótefnalitun með Mitf(D5G7V) og CD31  

Myndir af dökku svæði sem líklega er vegna melaníns í sama sýni og í mynd 7 við 60X 

stækkun. Innan dökka svæðisins má sjá þrjá kjarna litaða með TO-PRO-3 en litunin er dauf. 

 

4.5 Mótefnalitun á svæði umhverfis æð í B6(Cg)-Tyr
c-2J

/J mús. 

Fyrri litanir sýna að erfitt er að mótefnalita melanocytur í heilahimnum vegna þess að 

melanínið gleypir flúrljómunina. Því var ákveðið að lita þess í stað litfrumurnar í B6-Tyr
c-2J

/J 

músum. Þessar mýs hafa litfrumur en tjá ekki týrósínasageninu Tyr sem nauðsynlegur er til 

þess að mynda sjálft melanínið. 

 

4.5.1.1 Mótefnalitun með Mitf(D5G7V) og CD31 

Svæðið umhverfis pterygopalantine-slagæðina var einangrað og mótefnalitað með aðferðinni 

sem lýst er í kafla 3.6.1 með Mitf (D5G7V) og CD31 mótefnum og síðan skoðað í Olympus 

FluoView confocal smásjá. Tekið var z-stack í kringum pterygopalantine-æðina þar sem þrjár 

frumur sáust sem voru jákvæðar fyrir Mitf. Þetta má sjá á myndum 10 og 11.   
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Mynd 10 Þrívíddarmynd af Mitf jákvæðum frumum umhverfis pterygopalantine- 

slagæðina. 

Þrívíddarmynd sem sýnir pterygopalantine-æðina með þremur frumum sem eru Mitf 

jákvæðar. Sýnið var mótefnalitað með CD31 (grænt), Mitf (D5G7V) (rautt), og TO-PRO-3 

(blátt). Eins og sjá má samlitast Mitf með TO-PRO-3 kjarnalitnum sem bendir til þess að 

Mitf sé inn í kjarnanum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 11 Þverskurðir af þrívíddarmynd af pteyrigopalantine-slagæðinni með Mitf 

jákvæðar frumur umhverfis. 

Myndin sýnir þverskurð í gegnum myndina sem sýnd er á mynd 10. Myndin sýnir að 

staðsetning Mitf jákvæðu frumanna er sambærileg og staðsetning litfrumnanna sem sást í 

H&E lituninni. 
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4.6 Litfrumur í afkvæmum frá Mitf
vga9/+ 

foreldrum 

Hér að ofan hefur var notast við C57BL/6J mýs til samanburðar við arfhreinar og arfblendnar 

Mitf
vga9 

mýs. Til að útiloka að litfrumurnar sem skoðaðar hafa verið séu einungis til staðar í 

C57BL/6J músastofninum var Mitf
vga9/+ 

músum æxlað innbyrðis til að athuga hvort sama 

mynstur sæist með beinum samanburði systkina, en þær eru einnig af C57BL/6J undirstofni. 

Afkvæmum þessara æxlana var fórnað við 2.5 mánaða aldur annars vegar og á bilinu 1-2 

mánaða aldurs hinsvegar. 

 

4.6.1 Gróf skoðun til að athuga hvort frumurnar sjáist í villigerðarmúsunum  

Litfrumur voru skoðaðar um leið og músunum var fórnað. Þær litfrumur sem voru umhverfis 

æðina í kúpubotni voru skoðaðar sérstaklega þar sem þær voru stærsti hópur litfruma sem 

einungis var að finna í villigerðarmúsum og því auðvelt að bera kennsl á þær. Skoðuð voru 12 

afkvæmi. Háralitur benti til að  þrjár músanna úr æxluninni væru arfhreinar Mitf
vga9/vga9

 mýs. 

Því voru níu mýs sem annað hvort voru arfhreinar villigerð C57/BL6 eða arfblendnar 

Mitf
vga9/+

. Af þessum níu músum voru tvær mýs sem voru með litfrumur í kúpubotninum sýni 

S1 og S12, samanber töflu 10 í viðauka. 

 

4.6.2 Ítarlegri skoðun til að kanna hvort að tíðni litfrumna sé sambærileg í afkvæmum 

Mitf
vga/+

 foreldra. 

Í þetta sinn var hausunum safnað og þeir fixeraðir yfir nótt í formalíni. Alls voru 14 afkvæmi 

skoðuð. Háralitur benti til að fjórar músanna væru arfhreinar Mitf
vga9/vga9

 mýs og þá voru eftir 

10 mýs sem annaðhvort voru arfhreinar villigerð eða arfblendnar Mitf
vga9/+

 mýs. Litfrumur 

voru skoðaðar í kúpubotni og umhverfis heilann eins og lýst var í kafla 3.4. og algengi 

frumnanna á hverjum stað fyrir sig ákvarðað. Niðurstöður þessara skoðana má sjá í töflum 8 

og 9.  
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Tafla 8 Tíðni litfrumna í kúpubotni Mitf
vga9/+

 afkvæma. 

Arfgerð 
Vinstra 

innra eyra 

Vinstri 

æð 

Við sjóntaug 

vinstra megin 

Við sjóntaug 

hægra megin 

Hægri 

æð 

Hægra 

innra eyra 

villigerð 

(n=6) 
6 (100%) 4 (67%) 6 (100%) 5 (83%) 3 (50%) 6 (100%) 

Mitfvga9/+ 

(n=4) 
4 (100%) 0 (0%) 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (100%) 

Mitfvga9/vga9 

(n=4) 
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

 

 

Tafla 9 Tíðni litfrumna umhverfis heilan hjá afkvæmum Mitf
vga9/+

 foreldra 

Arfgerð 

Vinstra 

megin milli 

litlaheila og 

hvelaheila 

Vinstra megin 

ofan á lyktarklumbu 

Vinstra megin 

undir lyktarklumbu 

Á milli 

lyktarklumbu og 

hvelaheila 

Hægra megin 

undir lyktarklumbu 

Hægra megin 

ofan á lyktarklumbu 

Hægra 

megin milli 

litlaheila og 

hvelaheila 

villigerð 

(n=6) 
0 (0%) 0 (0%) 4 (67%) 4 (67%) 4 (67%) 0 (0%) 0 (0%) 

Mitfvga9/+ 

(n=4) 
0 (0%) 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%) 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 

Mitfvga9/vga9 

(n=4) 
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

 

 

4.6.3 Arfgreining 

Til að arfgreina mýsnar var notast við PCR og prímerana VGA9 FOR og MITF REV en þeir 

greina hvort að Mitf
vga9

 stökkbreytingin sé til staðar eða ekki. Niðurstöður arfgreiningarinnar 

á þeim tólf músum sem litfrumur voru skoðaðar gróflega í, ásamt skoðun á háralit sömu 

músa, bendir til þess að af þessum tólf músum væru fimm arfblendnar og þrjár arfhreinar með 

tilliti til Mitf
vga9

 stökkbreytingarinnar. Þegar hinar fjórtán mýsnar sem skoðaðar voru nánar, 

voru greindar með samskonar hætti leiddi það í ljós að það voru fjórar arfblendnar, fjórar 

arfhreinar með tilliti til Mitf
vga9 

stökkbreytingarinnar og sex mýs án stökkbreytingarinnar. 
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Niðurstaða  PCR greiningarinnar má sjá á mynd 12. Yfirlit yfir þessar mýs má finna í töflu 10 

í viðauka. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 12 Niðurstaða rafdráttar PCR afurðar úr afkvæmum Mitf
vga9

arfblendina músa 

A: Á myndinni má sjá niðurstöður úr rafdrætti á DNA úr sýnum úr grófri skoðun á 

litfrumum sem magnað var upp með PCR aðferð. Röðin sem mögnuð var upp svarar til 

vga9 stökkbreytingarinnar sem afvirkjar Mitf genið. Lengst til vinstri (merkt L) er kvarði 

þar sem hvert band svarar til 100 basapara. Þar á eftir koma koma sýnin en þau svara til 

músanna í töflu 10 í viðauka. Lengst til hægri (merkt NC) er svo að lokum neikvæður 

viðmiðunardálkur sem er eftir brunn sem hlaðinn var með vatni. Þeir brunnar með sýnum 

sem ekki innihalda band eru ekki með stökkbreytinguna og eru því af villigerð. B: Sýnir 

samskonar mynd af rafdrætti á PCR afurð úr sýnunum sem notuð voru við ítarlegri skoðun. 

 

4.7 Ræktun litfrumna 

 

4.7.1 Ræktun til að kanna lífvænleika 

Við fyrstu tilraun til að rækta litfrumurnar var notast við aðferð sem lýst var í undirkafla 

3.5.1. Litfrumur á milli lyktarklumbu og hvelaheila voru skornar úr tveimur villigerðar- og 

fimm Mitf
vga9/+

 músum en einnig voru frumur skornar upp í kringum pterygopalantine-æðina 

úr villigerðarmúsunum. Af þessum músum voru litfrumur einungis að finna í annari af 

villigerðarmúsunum og í þremur af fimm Mitf
vga9/+

 músum. Fylgst var með því hvort þær 

frumur sem voru einangraðar festu sig við botninn á ræktunardisknum og hvort þær fjölguðu 

sér. Þær virtust festa sig við botninn á ræktunardisknum og virtust lifa í rækt en þær fjölguðu 

sér lítið sem ekkert á þeim 10 dögum sem þeim var viðhaldið í rækt. 
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Mynd 13 Litfrumur í rækt  

Myndin sýnir mögulegar litfrumur frá mismunandi stöðum í heilahimnunum í rækt. 

Skalinn táknar 100µm.  

 

5 Umræða 

Eftir  skoðun á 45 villigerðarmúsum var dreifing  á litfrumum í heilahimnum lýst þannig: 

 - ofan á lyktarklumbunni. 

 - neðan á lyktarklumbunni 

 - á milli lyktarklumbu og hvelaheila 

 - á milli litlaheila og hvelheila 

 - við sjón og þrenndartaugina að framanverðu. 

 - við pterygopalantine-slagæðina hliðlægt við þrenndartaugahnoðið   

Í öllu villigerðar-þýðinu var algengast að finna litfrumur í kringum sjóntaugina en þegar skipt 

var eftir aldri fækkaði þeim frumum í elsta hópnum. Næstalgengasti staðurinn sem 

litfrumurnar fundust á í villigerðarmúsunum er í kringum lyktarklumbuna. Hér sást  

aldursbundinn munur á dreifingunni þar sem litfrumum virtist fækka ofan á lyktarklumbunni 

eftir því sem mýsnar eltust. Á sama tíma og þeim fækkar ofan á lyktarklumbunni þá verða 

þær algengari á milli lyktarklumbunnar og hvelaheilans og undir lyktarklumbunni. Þetta gæti 

bent til að þessar frumur séu hreyfanlegar og að þær gætu verið að flytjast undir 

lyktarklumbuna eftir því sem mýsnar eldast. Skoðun á Mitf
vga9 

stökkbreyttum músum leiddi í 

ljós að litfrumurnar í heilahimnunum eru  háðar Mitf tjáningu eins og sjá má í töflum 4 og 5 

en þessar frumur vantar alltaf í Mitf
vga9/vga9

 músum. Hinsvegar er Mitf ekki eins nauðsynlegt 

fyrir litfrumurnar sem eru á milli lyktarklumbunnar og hvelaheilans og undir lyktarklumbunni 

þar sem litfrumur er oft að finna í Mitf
vga9

 arfblendnu músunum samanber töflu 5.  
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Mótefnalitanir sýndu að melanín virðist hindra flúrmerkið frá flúrljómandi mótefnum og 

kjarnalitur sést verr við skoðun í gegnum melanínið. Þá tókst að sýna fram á Mitf tjáningu 

með mótefnalitun á litfrumum í vef úr mús með stökkbreytingu í tyrosínasageninu, sem hafa 

ekki melanin. Skoðanir á litfrumum í afkvæmum Mitf
vga9/+

 foreldra bendir þá til þess að tíðni 

litfrumnanna sé sambærileg í öllum arfgerðum meðal systkina og hafði fengist með skoðunum 

á músum úr mismunandi gotum sem þýðir að fullnægjandi sé að skoða tíðni litfrumnanna eins 

og gert var í fyrstu. Þá tókst að einangra frumur og viðhalda í rækt, en ekki tókst að fá þær til 

að vaxa almennilega í rækt. 

Þessar niðurstöður benda allar til þess að þessar frumur séu í raun litfrumur en ekki átfrumur 

sem tekið hafa upp melanín. Eins og sjá má á mynd 4A þá eru þessar frumur dendritískar sem 

er einkennandi fyrir litfrumur. Mótefnalitunin sem sýnir Mitf litun í kjarna á sambærilegum 

stað og þessar frumur eru að finna í H&E lituninni gefur einnig sterka vísbendingu um að 

þettu séu raunverulega litfrumur. 

Hlutverk þessara frumna er þá ennþá óljós en með hliðsjón af skoðunum um staðsetningu 

þessara frumna og   umræðu um eiginleika litfrumna í inngangi má geta sér til um að þær hafi 

mögulega hlutverki að gegna við ónæmissvörun. Þessu til stuðnings má benda á að þeir staðir 

þar sem litfrumurnar finnast reglulega eru staðir þar sem miðtaugakerfið er útsett fyrir áreiti. 

Þessir staðir eru til dæmis í kringum pterygopalantine-slagæðinni þar sem blóðið er að fara 

inn í heilahimnunar, í kringum sjón- og þrenndartaugarnar þar sem þær eru að fara út úr 

höfuðkúpunni og  í kringum lyktarklumbuna en þar er miðtaugakerfið útsett fyrir miklu áreiti 

frá lyktarþekjunni. Þessari kenningu til frekari stuðnings má benda á þá eiginleika litfrumna 

við ónæmissvörun sem rætt er um í inngangi. 

Rannsóknir á litfrumum í heilahimnum eru enn á byrjunarstigum og enn margt á huldu. 

Tíminn sem gafst í þetta verkefni gaf ekki tilefni til ýmis konar rannsókna sem þörf væri á. 

Þessi rannsókn hefur ýmsar takmarkannir eins og tiltölulega lítinn fjöldi sýna sem gerir það að 

verkum að tölfræðiúrvinnsla gagnast lítið. Næstu skref til að komast að hinu sannu um 

hlutverk þessara frumna væri til dæmis að sprauta lipopolysaccharíð (LPS) inn í blóðrás eða 

heila músanna sem myndi koma af stað bólgusvörun og athuga þá hvort að breyting yrði á 

staðsetningu eða fjölda litfrumnanna. 
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6 Ályktanir 

Útfrá niðurstöðum þessarar rannsóknar og niðurstöðum fyrri rannsókna má draga þær 

ályktanir að það séu raunverulegar litfrumur að finna í heilahimnum músa. Ekki er hægt að 

mótefnalita þessar frumur í vefjasýnum villigerðarmúsa. Þessar frumur eru háðar Mitf 

tjáningu og án Mitf verða frumurnar líklega ekki til í fósturþroska. Ef Mitf tjáning er skert, 

eins og í Mitf
vga9

 arfblendnum músum, sjást frumurnar ekki á flestum stöðum þar sem þær 

finnast í villigerðarmúsum en finnast þó að einhverju marki á milli lyktarklumbu og 

hvelaheila og undir lyktarklumbunni sem bendir til þess að þau svæði séu ekki eins háð Mitf. 

Þá er líklegt að þessar frumur hafi einhverju hlutverki að gegna við ónæmissvörun t.d. í 

heilahimnum. 
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Viðauki 

Tafla 10 Yfirlit yfir mýs úr Mitf
vga9/+

 æxlunum 

Svarar 

til 

myndar 

12 hluti: 

Sýna- 

númer 

Arfgerð miðað 

við háralit 
Kyn 

Aldur í 

mánuðum 

 

Þyngd 
Litfrumur í 

kúpubotni 

A S1 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kvk 2.5 22.3 Já 

A S2 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kvk 2.5 21.9 Nei 

A S3 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kvk 2.5 20.9 Nei 

A S4 Mitf
vga9/vga9 

Kvk 2.5 19.5 Nei 

A S5 Mitf
vga9/vga9

 Kvk 2.5 20 Nei 

A S6 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kk 2.5 29.1 Nei 

A S7 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kk 2.5 29.4 Nei 

A S8 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kvk 2.5 21.3 Nei 

A S9 Mitf
vga9/vga9

 Kvk 2.5 20.6 Nei 

A S10 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kk 2.5 29.5 Nei 

A S11 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kk 2.5 28.2 Nei 

A S12 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kk 2.5 27.4 Já 

B S1 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kk 1 21 Já 

B S2 Mitf
vga9/vga9

 Kvk 1 14 Nei 
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B S3 Mitf
vga9/vga9

 Kvk 1,5 16 Nei 

B S4 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kvk 1,5 19 Nei 

B S5 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kvk 1,5 19 Nei 

B S6 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kvk 1,5 16 Já 

B S7 Mitf
vga9/vga9

 Kvk 1,5 17 Nei 

B S8 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kvk 1,5 19 Já 

B S9 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kk 1,5 22 Já 

B S10 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kvk 2 25 Nei 

B S11 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kvk 2 22 Nei 

B S12 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kk 2 34 Já 

B S13 
Mitf

vga9/+ 
eða 

WT 
Kk 2 32 Já 

B S14 Mitf
vga9/vga9

 Kk 2 29 Nei 

 


