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Útdráttur 
Vatn er stór hluti frumna og gegnumflæði vatns milli þeirra getur verið mikilvægt. Prótein 
í frumuhimnunni taka þátt í flutningi vatns, þar á meðal Aquaporin próteinin. Eitt helsta 
vatnsflutningsprótein miðtaugakerfisins (MTK) er Aquaporin 4 (AQP4) og er það einnig 
að finna  í nýrum, sjónhimnu og beinagrindavöðvum. AQP4 er tjáð í stjarnfrumum (e. 
astrocytes) en angar þeirra eða griplur, mynda endafætur (e. Endfeet) sem umlykja æðar og 
taka þátt í vatnsflutningi til og frá heilavef. Aukinn skilningur á AQP4 próteininu gæti 
hjálpað til við að þróa lyf sem reynst gætu vel við heilabjúg. Stöðugleiki próteinsins í 
frumuhimnunni skiptir máli til að vatnsflæði um frumuhimnuna sé eðlilegt. Sérstök 
bindiset eru á AQP4 próteinum, sem bindast við önnur prótein með svæði sem kallast PDZ 
hneppi. Sýnt hefur verið að PDZ hneppi tengjast bindisetri AQP4, þ.e.a.s. síðustu þriggja 
amínósýra AQP4 á karboxýlenda. Eyðing bindisetsins dregur úr stöðugleika 
frumuhimnunnar. Tilgangur verkefnisins var að meta, hvort munur væri á próteinmagni 
eftir innleiðingu (e. transfection) stökkbreytts afbrigðis AQP4, sem ekki hefur bindisetið 
við PDZ hneppi annarra próteina, í samanburði við villigerð próteinsins. 

Abstract 
Water is the main part of the cell and cellular water transport can be important. Proteins 
located in the plasma membrane facilitate the water transport, for example the Aquaporin 
family. One of the most common water channel membrane protein in the central nervous 
system (CNS) is Aquaporin 4 (AQP4). AQP4 is also highly expressed in the kidney, retina 
and skeletal muscles. In the CNS, AQP4 is expressed mainly in astrocytes. Their dendrites 
form endfeet that connect to the vascular system through capillaries and conduct water 
transport to and from the neural parenchyma. The stability of AQP4 protein is of 
importance for water transport. Specific binding sites on AQP4 interact with other proteins 
through  areas  called  PDZ  domains.  It  has  been  shown  that  AQP4’s  binding site, that is the 
last three amino acids of the carboxyl-end, connect to proteins PDZ domains. Deletion of 
these three amino acid has been reported to decrease the stability of the protein. The goal 
of this project was to determine whether there is a difference in protein quantity, after 
transfection of a mutant AQP4 plasmid or a wild type 
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1 Inngangur 

1.1 Kynning og rannsóknir á AQP4 

The current view is that the lipid bilayer has a finite permeability for water, but, in addition, 
a  set  of  proteins  exists  that  we  now  refer  to  as  “aquaporins“.  [...]  sagði  Peter  Agre  þegar  hann  
vann til Nóbelsverðlauna fyrir uppgötvun sína á aquaporinum. (Agre 2008) 

Fyrstu sjáanlegu og áþreifanlegu heimildirnar um snögg vatnsskipti yfir himnur rauðra 
blóðkorna í mönnum fann Benga og samstarfsmenn hans í Cluj-Napoca (Rúmeníu) og 
birtu þá rannsókn árið 1986. Þeir sögðu þetta sérhæft prótein eða lítinn hóp próteina 
(Kuchel 2006:2). 

Árið 1988 uppgötvaði Peter Agre og samstarfsmenn hans áður óþekkt himnuprótein þegar 
þeir unnu við rannsóknir á Rhesustengdum mótefnum, og kölluðu það CHIP28 (e. Channel 
integral membrane protein of molecular weight 28 k). Fjórum árum síðar fundu þeir út að 
CHIP28 myndaði vatnsgöng og breyttist nafnið ári síðar í Aquaporin 1.  

Vatn er stór hluti frumna og gegnumflæði vatns úr og í frumur er mjög mikilvægt hvað 
varðar stærð, lögun og efnahvörf (sjá heimildir í Marteinn Þór Snæbjörnsson 2010:13). 
Próteinin sem stjórna vatnsflæði frumunnar eru m.a. aquaporin próteinin sem eru m.a. í 
frumuhimnunni (Papadopoulos og Verkman 2013:265). Aquaporin fjölskyldan er mjög 
víða í náttúrunni, t.d. í bakteríum, gersveppum, hryggleysingjum, hryggdýrum og plöntum. 
Flestar rannsóknir hafa þó verið gerðar í spendýrum og plöntum (Verkman og Mitra 
2000:13) og meira en 30 vatnsgöng hafa fundist í genamengi plantna. AQP1 og AQP4 hafa 
mikið verið rannsökuð í músum til að skilja lífeðlisfræðilegan þátt aquaporina betur í 
spendýrum (Alleva, Chara og Amodeo 2012:2994). 

Lífeðlisfræðileg hlutverk aquaporin próteinanna, eru m.a. að halda söltum og vatni í 
jafnvægi, seyting ýmissa vökva og að viðhalda rakastigi yfirhúðar (e. epidermal water 
retention). Í frumum sjá aquaporin um osmótískan vatnsflutning milli frumuhimna, taka 
þátt í milliþekjuflutningi vökva (e. transepithelial fluid transport), frumufari (e. cell 
migration) og óbeint í taugaörvun (e. neuroexcitation) (Verkman 2012:303).  

Samspil milli aquaporina og vatns, byrjaði að skýrast á síðustu tíu árum með auknum 
skilningi á hreyfifræði sameinda (Portella og de Groo 2009:934).  Einangrun sameinda 
með vatni getur breytt lögun þeirra og þar með eiginleikum. Vetnistengi myndast t.d. undir 
áhrifum vatnsfælinna yfirborða sem geta verið lengra í burtu en sem nemur þykkt 
frumuhimnunnar (80Å) (Chara o.fl. 2009:4551). Enn næst þó ekki fullur skilningur á 
vatnsflæði aquaporina þar sem ófyrirséðar breytur geta haft áhrif (Portella og de Groo 
2009:934). 

Sjúkdómar vegna skertrar starfsemi AQP4 eru t.d. NMO (e. Neuromyelitis optica) og 
heilabjúgur. Í Neuromyelitis optica eyðir ónæmiskerfi MTK myelínslíðri sjóntaugar og 
mænu. Nýlega hefur sést að sjálfsmótefni í NMO sjúklingum (NMO-IgG) binst AQP4 í 
meirihluta sjúklinga (Paul o.fl. 2007:669,674). Heilabjúgur er sjúkdómur sem veldur bólgu 
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í heilavef sökum vökvasöfnunar. Lækningaaðferðir sem notaðar eru í dag við heilabjúg eru 
meira en 70 ára gamlar. Þær byggjast á því minnka þrýstingsmuninn í heilanum með 
yfirþrýstnum (e. hyperosmotic) efnum og skurðaðgerðum. Sýnt var hlutverk AQP4 við 
upptöku vatns hjá heilafrumum í þrettán ára gamalli rannsókn. Hlutfall heilabjúgs var mælt 
og eftir 24 klst. dró 35% úr bjúg músa sem í vantaði AQP4. Þessar niðurstöður gefa til 
kynna að án AQP4, hafa mýsnar betri möguleika á að halda lífi en með villigerð 
próteinsins. Bæling AQP4 leiddi því í ljós nýja möguleika á lækningaaðferðum, ekki bara 
við heilabjúg, heldur einnig við heilasjúkdómum almennt þar sem heilabjúgur stuðlar 
umtalsvert að sjúkómsástandi margra algengra taugatruflanna (Manley o.fl. 2000:159). 
Framtíðin lofar góðu við þróun á aquaporinum gegn óviðráðanlegum bjúg, heilabólgu, 
taugabólgu, gláku, flogaveiki, krabbameini, sársauka og offitu ((Verkman 2012:303) og 
(Frydenlund 2011:16-17)).  

Álykta má skv. nýlegri rannsókn, að AQP4 hafi áhrif á stöðugleika heila- og mænuþels og 
komi við sögu í myndun og endurupptöku heila- og mænuvökva. (Castañeyra-Ruiz o.fl. 
2013:10). Rannsóknir benda einnig til þess að AQP4 auðveldi osmótískan vatnsflutning í 
skynþekju innra eyra og stuðli þar m.a. að jónajafnvægi (Takumi o.fl. 1998:3584). 

 

Mynd 1: Hlutverk vatns-sértækra aquaporina 

Hlutverk vatns-sértækra aquaporina (fjólublátt á mynd). (a) Nýrungur. Mikið gegnumflæði  vatns yfir 
þekju nærpíplu, lykkju Henle (e. thin descending limb of Henle, TDLH), vasa recta og píplur sem eru 
nauðsynlegar fyrir starfsemi og söfnun þvags. (b) Seytun vökva í þekjuvef. Mikið gegnumflæði vatns 
auðveldar osmótískan flutning. (c) Jafnvægi vatns í heilanum (frumudrepandi (e. cytotoxic) og 
æðamyndandi (e. vasogenic) bjúgur). Mikið gegndræpi yfir blóð- og heilamúrinn (BBB) auðveldar 
vatnsflæði til og frá heila. (d) Frumufar (æðamyndun, meinvarp æxla, örmyndun taugatróða og fl.). 
Aquaporin auðvelda frumufar með vatnsflæði á enda frumunnar (e. lamellipodia) sem er að færa sig 
(e). Seytun frá taugaenda (taugaveiklun, krampaköstum o.fl.). AQP4 hjálpar til við vatnsflutning í 
stjarnfrumum þegar kalíum jónir eru teknar upp aftur. Seytun frá taugaenda veldur samdrætti í 
utanfrumurými sem er einnig drifkrafturinn fyrir kalíum endurupptöku. 
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1.2 Eiginleikar AQP4 

Til eru 13 gerðir af aquaporinum í spendýrum (AQP0-AQP12) (Li, Chen, Chen og Du 
2013:114) og er AQP4 eitt helsta prótein vatnsganga frumuhimna, í miðtaugakerfi 
mannslíkamans (Papadopoulos og Verkman 2013:265). Þær hleypa ýmist í gegnum sig aðeins 
vatni eða vatni auk glýseróls og annarra smásameinda (King, Yasuri og Agre 2000: 61).  

AQP4 er aðallega að finna í stjarnfrumum (e. astrocytes) (Li, Chen, Chen og Du 2013: 
114) og líklega að einhverju leyti í heila- og mænuþelsfrumum (Nielsen og Ottersen 
1997:171). Stjarnfrumur eru greinóttar stoðfrumur, sem mynda samskiptanet milli sín með 
jónagöngum (e. gap junctions) (Silverthorn 2010:143). Ef krabbamein myndast í þessum 
frumum, (e. astrocytoma cells) auðveldar AQP4 í frumhimnum þeirra far eða meinvörp 
heilans (Papadopoulos og Verkman 2013:265).  

Hlutverk aquaporina er margþætt, þau taka upp eða seyta efnum við taugamót, sjá um hvarfefni 
fyrir ATP myndun tauga og viðhalda jafnvægi í miðtaugakerfi líkamans með upptöku 
kalíumjóna og vatns úr utanfrumuvökvanum. Í stjarnfrumum sjá þau um flutning efna milli 
blóðvökva og utanfrumuvökva, í gegnum blóð-heilamúrinn (e. blood-brain barrier) (Silverthorn 
2010:253) í endafótum háræðanna, sem umlykja heilann (sjá heimildir í Marteinn Þór 
Snæbjörnsson 2010:13). Eyðing AQP4 í stjarnfrumum hafði þó ekki áhrif á starfsemi tálmans ef 
um stórar sameindir var að ræða (Haj-Yasein o.fl. 2011:17815). 

 

Mynd 2: Aquaporin 4 

(a) Kristalbygging AQP4 úr manni og sjást þar átta himnutengdar, gormalaga 
byggingareiningar (e. helical structures), M1-M8. Skematísk smásjármynd (e. freeze-fracture 
electron microscopy) af legu AQP4 í frumuhimnu eggjastokka kínversks hamsturs sem 
smitaður var með M23-AQP4. (c) Próteinröð AQP4 úr manni, sem sýnir hvernig M1 og M23 
myndast (svart). Grænu amínósýrurnar á mynd (S-R-E) hindra myndun OAPs (e. orthogonal 
arrays of particles), en bleiku amínósýrurnar reyna að mynda innansameindatengsl við N-
endann og mynda OAPs. Rautt er svo SSV endinn sem binst PDZ hneppinu. 
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Þekkt ísoform AQP4 eru þó nokkur eða sex talsins og 
eru þau nefnd AQP4a-f, en AQP4a og AQP4c eru 
þau mikilvægstu, einnig kölluð M1 og M23 (Moe 
o.fl. 2008:367). Vert er að benda á að mismunandi 
ísóform próteina eru með svipaða verkun, og þar með 
mismunandi sækni í bindla (e. ligand) (Silverthorn 
2010: 41). 

Sérstök bindiset eru á AQP4 próteinum, sem bindast 
(e. interact) við önnur prótein í gegnum svæði sem 
kallast PSD95-Discs large-ZO1 (PDZ) hneppi. 
Hneppin eru oft í fjölhneppa próteinum og hafa oft 
það hlutverk að binda saman mörg prótein í flóka (e. 
scaffolding) (Kim og Sheng 2004:771). Rannsóknir 
gefa til kynna að C-endi AQP4 tengist mögulega 
PDZ hneppi syntrophins, sem er hluti af dystrophin 
prótein-flókanum.  Auk próteinflókans tengdist 
AQP4 einnig dystrophini, -dystroglycani og 
syntrophini. Þrjár síðustu amínósýrurnar við C-enda 
AQP4 eru Ser-Ser-Val (SSV) en sú runa er líkleg til 
að bindast PDZ hneppi próteina, t.d. á syntrophinið. 
Prótein með PDZ hneppi bindast beint á bindiset sérstakra himnupróteina ((Neely o.fl. 
2001:14108) og Gee og Froehner 1998:129)). 

Eyðing PDZ-bindisetsins dró úr tjáningu AQP4 og benda þessar niðurstöður til að 
staðsetning AQP4 í heila sé háð α-syntrophin (Neely o.fl. 2001:14108) (algengasta isoform 
syntrophins er 1 (Iwata, Shigekawa, Wakabayashi 2005:59)). Stöðugleiki AQP4 í 
frumuhimnum jókst ef C-endi, PDZ-bindisetsins var til staðar (Neely o.fl. 2001:14108). 
Þetta sýnir þó ekki fram á beina bindingu. 

Tilgangur þessa verkefnis var að sjá hvort sýna mætti fram á mismunandi stöðugleika 
AQP4 með eða án síðustu þriggja amínósýranna. Það var gert til að meta hve óstöðugt 
stökkbreytt AQP4 próteinið væri stuttu eftir innleiðingu, en forsenda frekari tilrauna er að 
það sé tjáð í sambærilegu magni. Einnig var metið hve hratt AQP4 próteinin mynduðust 
eftir innleiðingu, en yfirtjáning á AQP4 er líklega skaðleg fyrir frumurnar og því mikilvægt 
að meta hve skjótt eftir innleiðingu nægjanlega prótein hefur myndast. 

  

 

Mynd 3: Tengsl AQP4 við PDZ 
hneppi 

Hér sést hvernig PDZ hneppin 
bindast á síðustu þrjár amínósýrur C-
endans 
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2 Efni og aðferðir 

2.1 Fjölföldun plasmíðs  

Blandað var 30L af „competent“  E. coli (NEB, C2988) og 1 L af ýmist AQP4 – pCMV: 
211209 MTS eða AQP4AAA pCMV-s6+ plasmíðum. Blandan stóð á ís í 5-6 mínútur, þá 
hitasjokk í 35 sek og að lokum stóð blandan á ís í 13 mín. Bætt var við 300L af LB-æti og 
látið vaxa í u.þ.b. 30 mín við 37°C. Næst var sett blönduna á LB skálar og látin vaxa við 
37°C í 18 klst.  

Að lokum var sett sett 50 mL af LB-æti í Erlenmeyer flösku,  30 L af ampicillini og strok 
af þremur kólóníum fyrri liðar. Eftir að blandan var sett í hristiskáp á 300 rpm í um 8 klst., 
var hún sett í hitaskáp (37°C) og látin standa þar í 14 klst. 

Þegar ræktað var upp eGFP plasmíð var aðferð framkvæmd nákvæmlega eins, nema í stað 
ampicillins var notað kanamycin þar sem eGFP plasmíðið er með þol fyrir kanamycin en 
ekki ampicillini. Verklýsingu er hægt að sjá í Viðauka 2. 

2.2 Hreinsun plasmíðs 

Plasmíð voru hreinsuð úr LB-ætinu samkvæmt vinnuseðli fyrir ,,High-copy plasmid 
purification”  (Viðauki 3) en helmingað var vinnuseðilinn (e. midi), og notaðir 50mL af æti. 

Byrjað var á að skilvinda blönduna frá fyrri lið í 40 mínútur á 3800 
xg og 4°C, þar sem skilvindan komst ekki á tiltekinn hraða á 
vinnuseðli.  Botnfallið var því næst leyst upp í 4 mL af RES buffer 
(e. resuspension buffer). Þá var bætt 4 mL af köldum, lysis buffer (e. 
Lysis Buffer) til að leysa upp frumuhimnuna og passa þurfti að fara 
varlega svo DNA bútar myndu ekki óhreinka sviflausnina. Eftir að 6 
mL af jafnvægisbuffer (e. Equilibration Buffer) var blandað við, var 
filterað lausnina og hlutleyst hana (e. neutralizing buffer) í 4mL af 
Buffer NEU. Hreinsað var filterinn með 2,5 mL af jafnvægisbuffer 
áður   en   efri   filterinn   var   tekinn.   Því   næst   var   skolað   ,,sprautuna”  
með 4 mL af Wash buffer til að fá sem bestar heimtur. 
Skolunarbuffer (e. Elution buffer) var næst blandað við, 2,5 mL, og 
afrennslinu safnað saman og bætt við 1,75 mL af ísóprópanóli til að 
fella DNA plasmíðin út. Skilvindað var á sama hraða og áður (mesta 
hraða tækisins) en nú í 30 mínútur, 20°C. Botnfallið var þurrkað 
með 70% etanóli við herbergishita og skilvindað aftur við sama 
hraða og hita og áður, og látið svo standa í 15 mínútur í stinkskáp til 
þurrkunar. Settur var 1 mL í plasmíðin, og gerðir minni skammtar (e. aliquotes). Mældur 
var hreinleiki þeirra og er hægt að finna gröf þeirra í niðurstöðum. 

 

 

Mynd 4: Sía notð við 
hreinsun plasmíðs 

Skýringarmynd fyrir 
filter/síu sem var 
notað við hreinsun 
plasmíða. 
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2.3 Ræktun á HEK 293T frumum 

Ræktaðar voru HEK (human embryonic kidney) 293T (frumulína 293 (Graham og Nairn 
1977:59) frumur á 100 mm Falcon Petri diska frá Becton Dickinson. Notað var æti sem 
samanstóð   af   DMEM   (Dulbecco’s   Modified   Eagle   Medium)   auk 10% v/v FBS, fetal 
bovine serum (Gibco, California, USA) og 5% v/v PS, Pencillin/Streptomycin (Invitrogen, 
California, USA). 

Skipt var um æti á 2-3 daga fresti, þegar þekjan náði yfir 70-90% af Petri diskunum. Farið var 
eftir verklýsingu (Viðauki 6).  Notað var 0,25% w/v trypsín og voru frumurnar þynntar tífalt 
áður en þær voru settar á nýja diska. Ræktun var við 37°C í 90% rakamettun og 5% CO2. 

2.4 Plasmíð og innleiðing þeirra 

Plasmíð voru notuð sem innihéldu amínósýruröð villigerðar músar AQP4, AQP4-SSV og 
stökkbreytts AQP4, AQP4-AAA (pCMV-sport6 innleiðslu AQP4 og pCMV-sport6 með 
innleiðslu AQP4-AAA) þar sem AQP4-SSV er villigerð músar AQP4 en plasmíðin voru 
gerð af Skúla Magnússyni (17). Einnig var innleitt með eGFP-N1 til að sjá hvort 
innleiðingin hefði tekist, og skoðað í Leica smásjá en myndirnar voru teknar með Leica 
DFC310 FX myndavél sem var fest á.  

Á þeim tímapunkti sem frumurnar þöktu 60-70% af Petri disknum (e. confluent) var 
blönduð lausn sem innihélt 8 g af DNA plasmíðunum (ýmist villigerð og eGFP eða 
stökkbreyttu AQP4 og eGFP) auk 18 g af TransPassaTMD2 í stað 16 g, þar sem hann var 
frekar gamall (Viðauki 1). Eftir að viðauka 1 var fylgt, var næst hreinsað prótein eftir 8, 12, 
16, 20 og 24 klst. og einnig 24, 36, 48, 60 og 72 klst.  

2.5 Próteinhreinsun 

Í próteinhreinsunina voru notaðir 500 L af RIPA buffer og endað var með 0,1 mM NaF, 
0,1 mM Na3VO4. Síðast var sett próteinhindra þar sem hann virkar aðeins í takmarkaðan 
tíma. Fylgt var verklýsingu (Viðauki 4) og mikilvægt var að öll efni væru ísköld.  

2.6 Western Blot 
Undirbúningur sýna 

Sýnin voru geymd í frysti þar til þau voru dregin á geli, þá voru þau við stofuhita. Af sýni 
voru teknir 20 L sýni auk 4L af 5x SDS hleðslubuffer (e. loading buffer) sem var 50% 
glyserol, 10% SDS, 0,25% bromopheyl blue og 39,75% DTT (díþíóþreitól), sem er notað 
til að klippa dísúlfíðbrýr sem gætu myndast innan próteinsins sem rafdregið er. 
Viðmiðunarstiginn (e. ladder) sem notaður var, heitir SM#0671 og er stærsta band sem 
hann greinir 170 kDa. Notað var 3 L af honum. 

2.6.1 Rafdráttur 

Sýnunum var hlaðið á 10% SDS-PAGE geli og sést hér í Töflu 1 neðan, úr hverju neðra og 
efra gel (e. lower og upper tris buffer) samanstóðu úr, miðað við eitt gel. 
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Tafla 1: Innihald efri og neðri 10% SDS gela. 

 

Athugaður var munur á 10% SDS geli með og án 3M af UREA. Gelin áttu að sýna betri 
greiningar ísóforma skv Sørbø, Moe og Holen 2007: 4884, 4887. 

Gelin voru rafdregin fyrst í 10 mínútur við 60V og því næst í 60-120 mín við 110V svo 
sýnin yrðu þjappaðri í byrjun rafdráttar. Fylgt var verklýsingu (Viðauki 5).  

2.6.2 Mótefnalitun  

Himnur voru blokkaðar í TBS sem innihélt 5% undanrennuduft (e. blocking buffer) í eina 
klst. við herbergishita, meðan vökvanum var haldið á hreyfingu. Mikilvægt var að himnan 
þornaði ekki (hér var notuð nítrócellulósa himna). Eftir það var gerður primary mótefna 
buffer, sem innihélt hindralausn auk primary mótefnis. Út í lausnina var einnig bætt við 2% 
Azide fyrir meira geymsluþol. Próteinin sem búið var að rafdraga og flytja yfir á himnu, 
voru látin vera í primary mótefnalausninni yfir nótt við 4°C á hreyfingu.  

Fyrir AQP4litun var notað 0,5 ug/mL af primary mótefi (Anti-Aquaporin 4; hýsill: kanína; 
Cat. # AB2218; Lot. # 1970730; Millipore) en á fylgiseðli sást að sú þynning gæfi skýrustu 
mynd. Mólmassi í kring um 34,5 kDa. 

Fyrir aktínlitun var notað 1:5000 af primary mótefni (Anti-Actin 4, mouse polyclonal; Cat. 
# MAB1501; Lot. # JC1629852; Millipore). Mólmassi í kring um 43 kDa. Litað var fyrir 
aktíni til að sjá próteinmagn sýnisins og hvort það væri yfir höfuð til staðar. 

Secondary mótefni var notað í þynningunni 1:50.000 og þurfti að passa upp á að verja 
himnuna fyrir ljósi. Secondary mótefninu var bætt út í TBST og himnan látin vera á 
hreifingu við herbergishita í eina klukkustund. Þvegið var fyrir og eftir með TBST, og 
mynd tekin þar næst í Odyssey. Secondary mótefni voru annars vegar rabbit 800 (litað 
grænt) fyrir AQP4 en mouse 800 (litað rautt) fyrir aktínið.  

 

 Neðra gel (LTB) Efra gel (UTB) 

Vatn 2,41 mL 1,2 mL 

40 % Acrylamíð 1,24 mL 0,21 mL 

LTB 1,3 mL - 

UTB - 0,23 mL 

10% APS (amóníum persúlfat) 50 L 16,7 L 

Temed 5 L 1,7 L 
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3 Niðurstöður 
Byrjað var á að rækta HEK frumurnar og  besta  hvenær hentugast væri að skipta þeim (e. 
split). Þegar þekjan náði 60-70% af Petri disknum, voru plasmíðin innleidd í frumurnar 
með TranspPassTMD2. Einnig var innleitt eGFP plasmíð til að meta hvort innleiðslan hefði 
tekist og skoðuð í smásjá. Hér til hægri má sjá mynd af viðmiðunarsýni eftir 72 klst. 

Myndir voru teknar með Leica DFC310 FX myndavél sem var fest á Leica smásjána. 

Innleiðsla plasmíðanna gekk, en hefði verið óskandi að sjá meira próteinmagn. 
Próteinböndin sjást þó greinilega á western blottinu svo þetta var ekki vandamál. 

Notaður var NanoDrop ND-1000 litrófsmælir (e. spectrophotometer) til þess að mæla 
hreinleika plasmíðanna, eða kjarnsýrur þeirra. Farið var eftir leiðbeiningum frá 
framleiðanda tækisins og 2µL sýni tekin.  

a) c) 

b) d) 

 

Mynd 5: Innleiðing eGFP plasmíðs í HEK293T frumur eftir 72 klst. (blank) 

(a) og (b) sýna frumuþekju blanks eftir 72 klst. í venjulegri birtu, þar sem (b) er 25x stækkun. Í 
(c) og (d) er slökkt ljósið og séð hvar innleiðing hefur tekist þar sem eGFP lýsir í myrkri. (d) er 
25x stækkun. 

 

 



9 

 

 

 

Mynd 7: Hreinleiki AQP4-WT plasmíðs 

Hreinleiki villigerðar AQP4 plasmíðs var mældur og sést að A260/A280 = 
1,82 og A260/A230 = 2,35. Styrkurinn mældist u.þ.b. 0,324 µg/µL. 

 

Mynd 6: Hreinleiki AQP4-3A plasmíðs 

Hreinleiki stökkbreytts afbrigðis AQP4 plasmíðs var mældur og sést að 
A260/A280 = 1,85 og A260/A230 = 2,27. Styrkurinn mældist u.þ.b. 0,309 
µg/µL. 
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Niðurstöður sýna að styrkur plasmíðanna var frekar lágur, en það skiptir ekki miklu máli ef 
plasmíðið er talið hreint. 

Eftir að plasmíðin voru tilbúin til notkunar og innleiðingu lokið, voru tvenns konar gel útbúin, 
með og án 3M urea-lausn, sýni rafdregin og færð á himnu (e. transferred). Eftir að himnan var 
sett í fyrri (e. primary) og seinni (e. secondary) mótefnalausn voru himnurnar skoðaðar í 
flúrljómunartæki.  Mólarstyrkur urea í gelinu var 3M vegna lítils munar milli 2,8M og 6M 
(Sørbø, Moe og Holen 2007: 4884, 4887).  Ísoform AQP4 áttu að sjást betur. Ekki tókst að sjá 
AQP4 á þessari himnu en aktín sást. Gelið með 3M urea-styrknum er til hægri. 

 

 

Mynd 9: Mótefnalitaðar nítrósellulósa himnur frá 10% SDS gelum, með og án 3M 
urea-lausnar. 

Hér sjást mótefnalitaðar nítrósellulósahimnur frá 10% SDS geli, með 3M urea-
lausn til hægri og án hennar til vinstri. Magnað var upp merki frá villigerð (til 
vinstri) og stökkbreytingar en jafn mikið þar sem þetta er sama himnan. 

  

Mynd 8: Hreinleiki eGFP plasmíðs 

Hreinleiki eGFP plasmíðs var mældur og sést að A260/A280 = 1,83 og 
A260/A230 = 2,24. Styrkurinn mældist tæplega 0,583 µg/µL. 
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Næst var gert hið sama, en próteinsöfnun var á fjögurra klst. fresti frá 8 klst. til 24 klst. 
Skipt var úr sermislausu æti 3 klst. eftir innleiðslu plasmíðanna. Engin munur sást þar, 
próteinböndin voru byrjuð að sjást eftir 24 klst. En það sést ógreinilega á mynd 10. 

Að lokum var safnað próteinum á 12 klst. fresti frá 24 klst. til 72 klst. fyrir AQP4-wt og 
AQP4-3A. 

  

 

Mynd 10: Próteinsöfnun frá 8 -16 klst. eftir innleiðingu plasmíðanna. 

Safnað var próteinum á fjögurra klst. fresti frá 8-24 klst. bæði hjá AQP4-wt og AQP4-3A.  

 

Mynd 11: Próteinsöfnun AQP4-3A sýnd á western blot 

Próteinsöfnun AQP4-3A á tólf klst. fresti, frá 24 – 72 klst. eftir innleiðslu plasmíðanna. Aktín er 
litað rautt en AQP4 grænt. Neðra græna bandið hafði sterka svöun og því ekki líklegt að um 
bakgrunn sé að ræða. Efra græna bandið er með réttan mólmassa AQP4. 
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Mynd 12: Próteinsöfnun AQP4-wt sýnd á western blot 

Próteinsöfnun AQP4-wt á 12 klst. fresti, frá 24 – 72 klst. eftir innleiðslu plasmíðanna. Aktín er 
litað rautt en AQP4 grænt. 

 

Mynd 13: Stöplarit yfir próteindreifingu 
AQP4-wt, AQP4-3A og aktín á 
tímaeiningu. 

Hér sést dreifing próteina villigerðar 
AQP4 og stökkbreytingar á tímaeiningu. 
Stöpplar AQP4-wt eru litaðir með rauðu 
en AQP4-3A eru bláir.  
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Flúrljómun (e. signal) próteinbandanna úr western blotinu var mæld og metin í Image 
Studio 2.0 og voru niðurstöðurnar settar upp í stöplarit. Mólmassinn var einnig metinn og 
má sjá útreikninga hér fyrir neðan. 

Tafla 2: Yfirlit yfir mólmassa 

 AQP4-wt AQP4 -3A Réttur mólmassi 

Aktín 41,8 kDa 44,6 kDa 43 kDa 

Efra AQP4 band 34,5 kDa 37,7 kDa 34,5 kDa 

Neðra AQP4 band 28,5 kDa 31,6 kDa - 
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4 Umræður 
Verklegi hluti þessa verkefnis gekk mjög vel. Fjölföldun plasmíða gekk vel og plasmíðin 
mældust hrein. Hlutfall gleypni við 260 nm og 280 nm þarf að vera hærra, eða jafnt og 1.8 til að 
plasmíðið teljist hreint DNA og hlutfall 260 nm á móti 230 nm hærra en 2.0 fyrir RNA 

DNA: A260/A280 ≥1,8 

RNA: A260/A230 ≥2,0 

Eins og sést í niðurstöðum heppnaðist fjölföldun plasmíðanna mjög vel en hentugra hefði 
verið að hafa styrkinn hærri. Hreinleiki er mikilvægur fyrir vel heppnaða innleiðingu. 

Tafla 3: Styrkur plasmíða eftir fjölföldun 

Plasmíð A260/A280 A260/A230 

AQP4 3A 1,85 2,27 

AQP4 WT 1,82 2,35 

eGFP 1,83 2,24 

 

Næsta skref var að nema AQP4 próteinin með western aðferð. Reynt var að sjá skýrari 
greiningu ísóforma AQP4 með 3M urea-geli, en þar sem aðeins sást aktín á gelinu er eina 
ályktunin sem hægt er að draga af fyrstu tilrauninni Mynd 9, að urea-gelið virðist hafa 
verið þykkara í sér sem gæti verið ástæða þess að brunnarnir sjást betur á mynd. 

Frekari tilraunir án urea sýndu greinilega tvö próteinbönd úr þeim frumum sem innleiddar 
voru með AQP4 plasmíði. Gerð var tafla yfir mólmassa bandanna og á Töflu 2 sést að 
mólmassi aktíns er reiknaður 42 kDa þar sem réttur mólmassi er 43 kDa, skv. upplýsingum 
frá framleiðanda primary mótefnanna (sjá 2.6.3 Mótefnalitun). Efra bandið er því líklegast 
AQP4 þar sem mólmassi þess er sá sami, eða 34,5 kDa (einnig skv. fylgiseðli mótefnisins). 
Neðra AQP4 bandið er þó athugunarvert. Í Töflu 2, sést að mólmassi neðra AQP4 bandsins 
er 28,5 kDa (AQP4-wt gelið tókst betur og því er tekið meira mark á útreikningum frá því 
geli) og er það umhugsunarefni. Ástæðan gæti verið fosfórílering á 29-30 amínósýru frá N-
enda AQP4 og gæti þá ferðahraðinn á gelinu passað við fosfórað prótein. Einnig er mjög 
lítill munur á próteinmagni stökkbreytts afbrigðis neðra AQP4 bands (AQP4-3A himna) og 
villigerðar.  

Í þessu stutta verkefni voru tilraunir ekki endurteknar og því ekki hægt að meta breytileika 
í mælingum og gera tölfræðilega úttekt á niðurstöðum. Á stöplaritinu (Mynd 12) sést að 
próteinmagnið virðist minnka fyrr eftir að hápunkti í 48 klst. hefur verið náð, en það bendir 
til þess að þekjan sé orðin of þétt og hún farin að mynda frumuþyrpingar en við innleiðslu 
var þekjan u.þ.b. 60% af Petri disknum (e. confluent). Greinilegt er mest prótein myndast 



15 

eftir 48 klst., og sést mikill munur á stökkbreyttu afbrigði og villigerðar AQP4. Síðustu 
þrjár amínósýrurnar (SSV) á C-enda AQP4, eða bindiset AQP4, veitir stöðugleika þegar 
kemur að bindingu þess við PDZ hneppi og gæti þetta verið mikilvægt fyrir stöðugleika 
próteinsins til lengri tíma. Einnig er hægt að álykta, að stöðugleiki AQP4 virðist minnka 
við eyðingu bindisets þess og próteinmagn líka.  

Ef endurtaka ætti tilraunina, yrði niðurstaða öruggari þar sem þessa tilraun náðist aðeins að 
gera einu sinni. Niðurstöður þessar gefa þó hugmynd um hvenær innleiðing virkar best og 
hvenær mest prótein fæst þar sem yfirtjáning á AQP4 er líklegast skaðleg fyrir frumurnar. Í 
framhaldi væri hægt að meta hve óstöðugt stökkbreytt AQP4 próteinið er eftir innleiðingu. 
Hægt væri að sjá hve mikill hluti AQP4 er í frumuhimnunni með þorskatrypsíni og var það 
upphaflega verkefnið.   
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Viðaukar 
Verklýsingar (e. protocols). 

 

Viðauki 1 

Verklýsing fyrir 3.4 Plasmíð og innleiðing þeirra 
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Viðauki 2 

 

RTL 2010 PHP 

 

Transforming Bacteria with plasmids 

 

0) Bacteria are stored at -70, prewarm plates at RT. 

1) Thaw bacteria on ice (gently) 

2) Add 1-2 uL of plasmid solution to 30-50 uL of bacteria, mix gently. 

3) Let stand for 1-30 min on ice 

4) Heat shock in a 42 degree water bath for 30-45 seconds 

5) Cool on Ice right away 

6) Add 300-500 uL LB (with antibiotics) 

7) Grow at 37 degrees for 5-45 minutes. Not longer. 

8) Plate around half of the solution onto LB plates, spread with beads or a glass rod 

9) Label well, grow ON at 37 degrees 

 

Note: Everything should be sterile, including technigue 
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Viðauki 3 
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Viðauki 4 

Próteinhreinsunin 

 

 

Protein isolation 

 

Materials:  PBS, RIPA lysis buffer, ice, cell scraper, Eppendorf tubes 

Cool centrifuge to 4°C, Add necessary components to RIPA base. (for 1ml RIPA add: 5µl 
NaF, 5µl Sodium orthovanadate, 5µl PMSF, 1µl Protease inhibitor) 

 

Method: 

 

1. Rinse flask with ice cold PBS no rush...   

2. Remove as much PBS as possible – cannot be emphasized enough, the more PBS you 

remove, the higher protein concentration you get!  

3. Add 100-170µl cold RIPA lysis buffer. Make the buffer cover the entire flask bottom. 

Place on ice for 10 minutes, tilt the flask around at least one time during the 10 

minutes to make sure the buffer covers the flask bottom. 

4. Scrape cells off the flask with a cell scraper and transfer to a tube on ice.  

5. Leave on ice for 10 min. 

6. Put in liquid nitrogen four times – thaw between incubations. 

7. Centrifuge 20mins at 4°C at 12000 x g 

8. Transfer supernatant to a new tube 

9. Determine protein concentration using Bradford Reagent 

 

Notes : 

Always keep an aliquot of the lysis buffer – you need it as a blank for measuring protein 
content 
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Viðauki 5 

Western blot 
 

Efni: Sýni í SDS sample buffer, gel, running buffer, transfer buffer, metanól, 
vatn, TBS, blocking buffer, primary antibody buffer, TBST, primary og 
secondary mótefni. 
 
Aðferð: 
• Sýni eru blönduð við SDS sample buffer (oft hituð við 90°C í 10 mín, fer eftir 
því hvað þú ert að gera), hlaðið á gel. 
 
• Gel eru rafdregin við konstant 110V í 
60-180 mín (fer eftir því hversu stór 
próteinin eru).  
 
• PVDF/nitrocellulose himna klippt í 
rétta stærð, PVDF (ekki nitrocellulose) 
virkjuð með MeOH (~20sek) og látin 
liggja í transfer buffer í ~5mín. Gel 
einnig látin liggja í transfer buffer í 
~5mín. 
 
• Uppsetning kassettu skv. mynd: svarta 
hlið niður - svampur - 2x pappír - gel - 
PDVF himna - 2x pappír - svampur - 
glæra hlið ofan á og loka. MUNA: svart í 
svart og rautt í rautt!  
 
• Kassetta sett í box og kælikubbur með. Transfer buffer upp að línu. 
 
• Transferað í 60 mín við konstant 400mA. 
 
• Himna látin þorna í 1-2 klst. eða yfir nótt eftir transfer (minnkar bakgrunn í 
Odyssey). Má sleppa þessu skrefi, þá þarf ekki að virkja himnu aftur. 
 
• Himna (ef PVDF) virkjuð í  ~20 sek í MeOH, skoluð með vatni og látin liggja 
í TBS í 5 mín. 
 
• Himna látin í blocking buffer í 1 klst. við herbergishita (í ruggu eða einhverju 
sem heldur vökvanum á hreyfingu). 
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• Himna látin í primary mótefnið (í primary mótefna buffer) í 2-3 klst. við 
herbergishita eða yfir nótt við 4°C (halda vökvanum á hreyfingu og passa að 
himnan sé ekki þurr neins staðar). Hægt að nota primary mótefni oftar en einu 
sinni, en má ekki líða of langur tími á milli. 
 
• Himnan þvegin 4x í 5 mín í TBST 
 
• Himnan látin í secondary mótefnið (í TBST) í 1 klst. við herbergishita. Má 
nota oftar en einu sinni (helst ekki oftar en 3). MUNA: verja himnuna fyrir ljósi, 
mótefnið er ljósnæmt! 
 
• Himna þvegin 4x í 5 mín í TBST, verja fyrir ljósi. 
 
• Himna þurrkuð í myrkri. 
 
• Skanna inn í Odyssey á 5. hæð :) 
 
Lausnir: 
 
 
 

 
 
 

1L 10x Running buffer: 
155g Glycine 
10g SDS or 100mL 10% SDS 
30g Tris 
Vatn upp í 1L 
* Notum síðan 1x Running buffer 
 

2L Transfer buffer: 
6g Tris 
28,8g Glysine 
400mL MeOH 
Vatn upp að 2L 
 

 

1L 10x TBS (Tris buffered Saline) 
24,4g Tris 
80g NaCl 
(Stilla pH að 7,6 með HCl, en er 
yfirleitt ekki gert) 
* Notum síðan 1x TBS 
 

 

Blocking buffer (1x TBS með 5% mjólkurduft) 
150mL: 15mL 10x TBS, 135mL vatn, 7,5g 
mjólkurduft 
*Geymist ekki lengi, verður að vera í kæli 
 

 Primary mótefna buffer (1x TBS, 0,1% Tween, 5% mjólkurduft) 
20mL:  2mL  10x  TBS,  18mL  vatn,  1g  mjólkurduft,  20μL  Tween-20. 
Einnig er hægt að nota blocking buffer og bæta tween út í.  
*Geymist ekki lengi, verður að vera í kæli.  
 

 

1L TBST (1x TBS, 0,1% 
Tween) 

100mL 10x TBS 
900mL Vatn 
1mL Tween-20 
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Viðauki 6 

 

20120326RTL protocol 

 

    Growing, maintaining HEK293 cells 

 

Obs: The more cells are split (i.e. diluted) the longer it will take them to reach confluence! 

Prepare medium (numbers are for 10 cm dish) 

 DMEM + glutamax + 10% FBS (+ 1/100-1000 stock PenStrep) 

 Make 1X trypsin in PBS 

 When confluent wash cells in PBS 2X 

 Add 1X trypsin 2-800 uL, cover cells 37 degrees 

 Wait for cells to round up 

  Add 5-10 mL medium with serum, mix well 

 Add 9.5 mL medium with serum to new dish + add .5 mL of cells (for 1/20) 

   For 6 well dish add 2 mL per well?) 

  

 

 

 


