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Utdrattur

Vatn er stor hluti frumna og gegnumfledi vatns milli peirra getur verid mikilvaegt. Protein
i frumuhimnunni taka patt i flutningi vatns, par & medal Aquaporin proteinin. Eitt helsta
vatnsflutningsproétein midtaugakerfisins (MTK) er Aquaporin 4 (AQP4) og er pad einnig
ad finna 1 nyrum, sjonhimnu og beinagrindavodvum. AQP4 er tjad i stjarnfrumum (e.
astrocytes) en angar peirra eda griplur, mynda endafatur (e. Endfeet) sem umlykja @&dar og
taka patt 1 vatnsflutningi til og fra heilavef. Aukinn skilningur & AQP4 proteininu gaeti
hjalpad til vid ad proa lyf sem reynst gaetu vel vid heilabjug. Stodugleiki proteinsins i
frumuhimnunni skiptir mali til ad vatnsfledi um frumuhimnuna sé edlilegt. Sérstok
bindiset eru & AQP4 préteinum, sem bindast vid dnnur protein med svedi sem kallast PDZ
hneppi. Synt hefur verid ad PDZ hneppi tengjast bindisetri AQP4, b.e.a.s. sidustu priggja
aminosyra AQP4 4 karboxylenda. Eyding bindisetsins dregur ur stodugleika
frumuhimnunnar. Tilgangur verkefnisins var ad meta, hvort munur veri 4 préteinmagni
eftir innleidingu (e. transfection) stokkbreytts atbrigdis AQP4, sem ekki hefur bindisetid
vid PDZ hneppi annarra proteina, i samanburdi vid villigerd proteinsins.

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 rannsoknir a 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®. [...] sagdi Peter Agre pegar hann
vann til Nobelsverdlauna fyrir uppgotvun sina 4 aquaporinum. (Agre 2008)

Fyrstu sjdanlegu og apreifanlegu heimildirnar um sndgg vatnsskipti yfir himnur raudra
blédkorna i ménnum fann Benga og samstarfsmenn hans i Cluj-Napoca (Rumeniu) og
birtu pa rannsokn arid 1986. beir sogdu petta sérhaeft protein eda litinn hdp proteina
(Kuchel 2006:2).

Arid 1988 uppgétvadi Peter Agre og samstarfsmenn hans adur 6pekkt himnuprotein pegar
peir unnu vid rannsoknir 4 Rhesustengdum motefnum, og kolludu pad CHIP28 (e. Channel
integral membrane protein of molecular weight 28 k). Fjorum arum sidar fundu peir t ad
CHIP28 myndadi vatnsgdng og breyttist nafnid ari sidar i Aquaporin 1.

Vatn er stor hluti frumna og gegnumfladi vatns Gr og i frumur er mjog mikilvaegt hvad
vardar steerd, 10gun og efnahvorf (sja heimildir i Marteinn Por Sneebjoérnsson 2010:13).
Proteinin sem stjorna vatnsfledi frumunnar eru m.a. aquaporin proteinin sem eru m.a. i
frumuhimnunni (Papadopoulos og Verkman 2013:265). Aquaporin fj6lskyldan er mjog
vida i nattirunni, t.d. i bakterium, gersveppum, hryggleysingjum, hryggdyrum og plontum.
Flestar rannsOknir hafa pd verid gerdar i spendyrum og plontum (Verkman og Mitra
2000:13) og meira en 30 vatnsgong hafa fundist i genamengi plantna. AQP1 og AQP4 hafa
mikid verid rannsokud 1 misum til ad skilja lifedlisfredilegan patt aquaporina betur i
spendyrum (Alleva, Chara og Amodeo 2012:2994).

Lifedlisfreedileg hlutverk aquaporin proteinanna, eru m.a. ad halda séltum og vatni i
jafnveegi, seyting ymissa vokva og ad vidhalda rakastigi yfirhudar (e. epidermal water
retention). 1 frumum sja aquaporin um osmétiskan vatnsflutning milli frumuhimna, taka
patt i millipekjuflutningi vokva (e. transepithelial fluid transport), frumufari (e. cell
migration) og dbeint i taugadrvun (e. neuroexcitation) (Verkman 2012:303).

Samspil milli aquaporina og vatns, byrjadi ad skyrast 4 sidustu tiu arum med auknum
skilningi & hreyfifreedi sameinda (Portella og de Groo 2009:934). Einangrun sameinda
med vatni getur breytt Idgun peirra og par med eiginleikum. Vetnistengi myndast t.d. undir
ahrifum vatnsfelinna yfirborda sem geta verid lengra i burtu en sem nemur pykkt
frumuhimnunnar (80A) (Chara o.fl. 2009:4551). Enn naest pé ekki fullur skilningur &
vatnsfleedi aquaporina par sem Ofyrirsédar breytur geta haft ahrif (Portella og de Groo
2009:934).

Sjukdomar vegna skertrar starfsemi AQP4 eru t.d. NMO (e. Neuromyelitis optica) og
heilabjugur. I Neuromyelitis optica eydir 6namiskerfi MTK myelinslidri sjontaugar og
manu. Nylega hefur sést ad sjalfsmotefni i NMO sjuklingum (NMO-IgG) binst AQP4 1
meirihluta sjuklinga (Paul o.fl. 2007:669,674). Heilabjugur er sjukdémur sem veldur bolgu



i heilavef sokum vokvasofnunar. Laekningaadferdir sem notadar eru i dag vid heilabjug eru
meira en 70 4ra gamlar. Paer byggjast & pvi minnka prystingsmuninn i heilanum med
yfirprystnum (e. hyperosmotic) efnum og skurdadgeroum. Synt var hlutverk AQP4 vid
upptoku vatns hja heilafrumum i prettdn ara gamalli rannsokn. Hlutfall heilabjugs var melt
og eftir 24 klst. dré 35% Ur bjug musa sem i vantadi AQP4. bessar nidurstodur gefa til
kynna ad an AQP4, hafa mysnar betri moguleika 4 ad halda lifi en med villigerd
préteinsins. Baling AQP4 leiddi pvi 1 1jos nyja moguleika & laekningaadferdum, ekki bara
vid heilabjug, heldur einnig vid heilasjikdomum almennt par sem heilabjugur studlar
umtalsvert ad sjukomsastandi margra algengra taugatruflanna (Manley o.fl. 2000:159).
Framtidin lofar gédu vid préun & aquaporinum gegn ovidradanlegum bjug, heilabolgu,
taugabolgu, glaku, flogaveiki, krabbameini, sarsauka og offitu ((Verkman 2012:303) og
(Frydenlund 2011:16-17)).

Alykta mé skv. nylegri rannsokn, ad AQP4 hafi ahrif 4 stodugleika heila- og manupels og
komi vid sogu i myndun og endurupptoku heila- og menuvokva. (Castafieyra-Ruiz o.1l.
2013:10). Rannsdknir benda einnig til pess ad AQP4 audveldi osmétiskan vatnsflutning i
skynpekju innra eyra og studli par m.a. ad jonajafnvaegi (Takumi o.fl. 1998:3584).
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Mynd 1: Hlutverk vatns-sértekra aquaporina

Hlutverk vatns-sértekra aquaporina (fjolubldtt @ mynd). (a) Nyrungur. Mikio gegnumfledi vatns yfir
pekju neerpiplu, lykkju Henle (e. thin descending limb of Henle, TDLH), vasa recta og piplur sem eru
naudsynlegar fyrir starfsemi og sofnun pvags. (b) Seytun vokva i pekjuvef. Mikio gegnumfleedi vatns
auoveldar osmdtiskan flutning. (c) Jafnveegi vatns i heilanum (frumudrepandi (e. cytotoxic) og
@damyndandi (e. vasogenic) bjiigur). Mikio gegndreepi yfir bléo- og heilamiirinn (BBB) audveldar
vatnsfleoi til og frd heila. (d) Frumufar (@damyndun, meinvarp cexla, 6rmyndun taugatréoa og fl.).
Aquaporin audvelda frumufar med vatnsfledi d enda frumunnar (e. lamellipodia) sem er a0 feera sig
(e). Seytun frd taugaenda (taugaveiklun, krampakdstum o fl.). AQP4 hjdlpar til vio vatnsflutning 1
stjarnfrumum pegar kalium jonir eru teknar upp aftur. Seytun frd taugaenda veldur samdreetti [
utanfrumurymi sem er einnig drifkrafturinn fyrir kalium endurupptoku.



1.2 Eiginleikar AQP4

Til eru 13 gerdir af aquaporinum i spendyrum (AQP0-AQP12) (Li, Chen, Chen og Du
2013:114) og er AQP4 citt helsta protein vatnsganga frumuhimna, i miotaugakerfi
mannslikamans (Papadopoulos og Verkman 2013:265). baer hleypa ymist i gegnum sig adeins
vatni eda vatni auk glyserdls og annarra smasameinda (King, Yasuri og Agre 2000: 61).

N-terminus

Mynd 2: Aquaporin 4

(a) Kristalbygging AQP4 ir manni og sjdst par dtta himnutengdar, gormalaga
byggingareiningar (e. helical structures), M1-MS8. Skematisk smdsjarmynd (e. freeze-fracture
electron microscopy) af legu AQP4 1 frumuhimnu eggjastokka kinversks hamsturs sem
smitadur var med M23-AQP4. (c) Proteinréd AQP4 tir manni, sem synir hvernig M1 og M23
myndast (svart). Grenu amindsyrurnar d mynd (S-R-E) hindra myndun OAPs (e. orthogonal
arrays of particles), en bleiku amindsyrurnar reyna ad mynda innansameindatengsl vio N-
endann og mynda OAPs. Rautt er svo SSV endinn sem binst PDZ hneppinu.

AQP4 er adallega ad finna i stjarnfrumum (e. astrocytes) (Li, Chen, Chen og Du 2013:
114) og liklega ad einhverju leyti i heila- og meanupelsfrumum (Nielsen og Ottersen
1997:171). Stjarnfrumur eru greindttar stodfrumur, sem mynda samskiptanet milli sin med
jonagongum (e. gap junctions) (Silverthorn 2010:143). Ef krabbamein myndast i pessum
frumum, (e. astrocytoma cells) audveldar AQP4 i frumhimnum peirra far eda meinvorp
heilans (Papadopoulos og Verkman 2013:265).

Hlutverk aquaporina er margpaett, pau taka upp eda seyta efnum vid taugamot, sja um hvarfefni
fyrir ATP myndun tauga og vidhalda jafnveegi 1 midtaugakerfi likamans med upptoku
kalfumjéna og vatns U utanfrumuvokvanum. I stjamfrumum sja pau um flutning efna milli
blodvokva og utanfrumuvokva, 1 gegnum blod-heilamurinn (e. blood-brain barrier) (Silverthorn
2010:253) i endafétum haraedanna, sem umlykja heilann (sja heimildir i Marteinn Por
Snabjormsson 2010:13). Eyding AQP4 1 stjarnfrumum hafdi p6 ekki ahrif & starfsemi talmans ef
um storar sameindir var ad reeda (Haj-Yasein o.l. 2011:17815).



bekkt isoform AQP4 eru p6 nokkur eda sex talsins og -
eru pau nefnd AQP4a-f, en AQP4a og AQP4c eru ( LamirD
pau mikilvaegstu, einnig kollud M1 og M23 (Moe
o.fl. 2008:367). Vert er a0 benda 4 ad mismunandi
is6form préteina eru med svipada verkun, og par med
mismunandi sekni i bindla (e. ligand) (Silverthorn
2010: 41).

j‘y
Sérstok bindiset eru & AQP4 proteinum, sem bindast // < "
NH,

Basal lamina

Dystrobrevin\\ \

(e. interact) vid Oonnur protein i gegnum svadi sem
kallast PSD95-Discs large-ZO1 (PDZ) hneppi.

Hneppin eru oft i fjolhneppa proteinum og hafa oft / \\ NH2
pad hlutverk ad binda saman morg protein i floka (e. cRck _
scaffolding) (Kim og Sheng 2004:771). Rannsdknir sehe e | et

gefa til kynna ad C-endi AQP4 tengist mogulega

PDZ hneppi syntrophins, sem er hluti af dystrophin Mynd 3: Tengsl AQP4 vio PDZ
protein-flokanum.  Auk proteinflokans tengdist /neppi

AQP4 einnig dystrophini, p-dystroglycani og
syntrophini. Prjar sidustu amindsyrurnar vid C-enda
AQP4 eru Ser-Ser-Val (SSV) en st runa er likleg til
ad bindast PDZ hneppi proéteina, t.d. & syntrophinid.
Protein med PDZ hneppi bindast beint & bindiset sérstakra himnuproteina ((Neely o.fl.
2001:14108) og Gee og Froehner 1998:129)).

Hér sést hvernig PDZ hneppin
bindast d sioustu prjar aminosyrur C-
endans

Eyding PDZ-bindisetsins dré ur tjaningu AQP4 og benda pessar nidurstodur til ad
stadsetning AQP4 1 heila sé had a-syntrophin (Neely o.fl. 2001:14108) (algengasta isoform
syntrophins er al (Iwata, Shigekawa, Wakabayashi 2005:59)). Stodugleiki AQP4 i
frumuhimnum jokst ef C-endi, PDZ-bindisetsins var til stadar (Neely o.fl. 2001:14108).
betta synir p6 ekki fram 4 beina bindingu.

Tilgangur pessa verkefnis var ad sja hvort syna metti fram 4 mismunandi stodugleika
AQP4 med eda an sidustu priggja amindsyranna. Pad var gert til ad meta hve 6stodugt
stokkbreytt AQP4 préteinid veri stuttu eftir innleidingu, en forsenda frekari tilrauna er ad
pad sé tjad i samberilegu magni. Einnig var metid hve hratt AQP4 proteinin myndudust
eftir innleidingu, en yfirtjaning & AQP4 er liklega skadleg fyrir frumurnar og pvi mikilvagt
ad meta hve skjott eftir innleidingu negjanlega protein hefur myndast.



2 Efni og aoferoir
2.1 Fjolfoldun plasmids

Blandad var 30uL af ,,competent E. coli (NEB, C2988) og 1 uL af ymist AQP4 — pCMV:
211209 MTS eda AQP4AAA pCMV-s6+ plasmidum. Blandan stod 4 is 1 5-6 minutur, pa
hitasjokk i 35 sek og ad lokum st6d blandan 4 is i 13 min. Batt var vid 300uL af LB-ati og
14tid vaxa i u.p.b. 30 min vid 37°C. Nast var sett blonduna a LB skalar og latin vaxa vid
37°C 1 18 klst.

A0 lokum var sett sett 50 mL af LB-ati i Erlenmeyer flosku, 30 uL af ampicillini og strok
af premur kolonium fyrri lidar. Eftir ad blandan var sett 1 hristiskap 4 300 rpm 1 um 8 klst.,
var hun sett 1 hitaskdp (37°C) og latin standa par i 14 klst.

begar raktad var upp eGFP plasmid var adferd framkvaemd ndkvemlega eins, nema i stad
ampicillins var notad kanamycin par sem eGFP plasmidid er med pol fyrir kanamycin en
ekki ampicillini. Verklysingu er heegt ad sja i Vidauka 2.

2.2 Hreinsun plasmids

Plasmid voru hreinsud Ur LB-a&tinu samkvaemt vinnusedli fyrir ,,High-copy plasmid
purification” (Vioauki 3) en helmingad var vinnusedilinn (e. midi), og notadir SO0mL af ati.

Byrjad var 4 ad skilvinda blonduna fra fyrri 1id 1 40 minatur 4 3800

xg og 4°C, par sem skilvindan komst ekki & tiltekinn hrada a _ ~
vinnusedli. Botnfallid var pvi nast leyst upp i 4 mL af RES buffer el

(e. resuspension buffer). Pa var batt 4 mL af koldum, lysis buffer (e.

Lysis Buffer) til a0 leysa upp frumuhimnuna og passa purfti ad fara nesra filter

varlega svo DNA butar myndu ekki 6hreinka sviflausnina. Eftir ad 6 \

mL af jafnveegisbuffer (e. Equilibration Buffer) var blandad vid, var

filterad lausnina og hlutleyst hana (e. neutralizing buffer) i 4mL af

Buffer NEU. Hreinsad var filterinn med 2,5 mL af jafnvegisbuffer

adur en efri filterinn var tekinn. Pvi naest var skolad ,,sprautuna” Mynd 4: Sia noto vio
med 4 mL af Wash buffer til ad fa sem bestar heimtur. hreinsun plasmios
Skolunarbuffer (e. Elution buffer) var nast blandad vid, 2,5 mL, og
afrennslinu safnad saman og baett vio 1,75 mL af isopropandli til ad
fella DNA plasmidin ut. Skilvindad var a4 sama hrada og 40ur (mesta
hrada taekisins) en nu i 30 minatur, 20°C. Botnfallid var purrkad
med 70% etanoli vid herbergishita og skilvindad aftur vid sama
hrada og hita og adur, og 1atid svo standa i 15 minutur i stinkskép til
purrkunar. Settur var 1 mL 1 plasmidin, og gerdir minni skammtar (e. aliquotes). Mealdur
var hreinleiki peirra og er haegt ad finna grof peirra 1 nidurstodum.

Skyringarmynd ~ fyrir
filter/siu  sem  var
notad vid0 hreinsun
plasmioa.



2.3 Raktun a HEK 293T frumum

Raektadar voru HEK (human embryonic kidney) 293T (frumulina 293 (Graham og Nairn
1977:59) frumur 4 100 mm Falcon Petri diska fra Becton Dickinson. Notad var &ti sem
samansto0 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 eti 4 2-3 daga fresti, pegar pekjan nadi yfir 70-90% af Petri diskunum. Farid var
eftir verklysingu (Vidauki 6). Notad var 0,25% w/v trypsin og voru frumurnar pynntar tifalt
adur en paer voru settar 4 nyja diska. Raktun var vio 37°C 1 90% rakamettun og 5% CO,.

2.4 Plasmid og innleiding peirra

Plasmid voru notud sem innihéldu amindsyrurdd villigerdar masar AQP4, AQP4-SSV og
stokkbreytts AQP4, AQP4-AAA (pCMV-sport6 innleidslu AQP4 og pCMV-sport6 med
innleidslu AQP4-AAA) par sem AQP4-SSV er villigerd musar AQP4 en plasmidin voru
gerd af Skula Magnussyni (17). Einnig var innleitt med eGFP-N1 til ad sja hvort
innleidingin hefdi tekist, og skodad i Leica smasjd en myndirnar voru teknar med Leica
DFC310 FX myndavél sem var fest 4.

A peim timapunkti sem frumurnar poktu 60-70% af Petri disknum (e. confluent) var
blondud lausn sem innihélt 8 pg af DNA plasmidunum (ymist villigerd og eGFP eda
stokkbreyttu AQP4 og eGFP) auk 18 pg af TransPassa' "D2 { stad 16 pg, par sem hann var
frekar gamall (Vidauki 1). Eftir ad vidauka 1 var fylgt, var nast hreinsad protein eftir 8, 12,
16, 20 og 24 klst. og einnig 24, 36, 48, 60 og 72 klst.

2.5 Proteinhreinsun

{ proteinhreinsunina voru notadir 500 pL af RIPA buffer og endad var med 0,1 mM NaF,
0,1 mM NazVO,. Sidast var sett proteinhindra par sem hann virkar adeins i takmarkadan
tima. Fylgt var verklysingu (Vioauki 4) og mikilvaegt var ad 61l efni veeru iskold.

2.6 Western Blot
Undirbaningur syna

Synin voru geymd 1 frysti par til pau voru dregin 4 geli, pa voru pau vid stofuhita. Af syni
voru teknir 20 pL syni auk 4pul af 5x SDS hledslubuffer (e. loading buffer) sem var 50%
glyserol, 10% SDS, 0,25% bromopheyl blue og 39,75% DTT (dipidpreitdl), sem er notad
til ad klippa disulfidbryr sem gatu myndast innan proteinsins sem rafdregid er.
Vidmidunarstiginn (e. ladder) sem notadur var, heitir SM#0671 og er stersta band sem
hann greinir 170 kDa. Notad var 3 uL af honum.

2.6.1 Rafdrattur

Synunum var hladid a4 10% SDS-PAGE geli og sést hér 1 Toflu 1 nedan, ur hverju nedra og
efra gel (e. lower og upper tris buffer) samanstéou ur, midad vio eitt gel.



Tafla 1: Innihald efri og nedri 10% SDS gela.

Neora gel (LTB) Efra gel (UTB)
Vatn 2,41 mL 1,2mL
40 % Acrylamio 1,24 mL 0,21 mL
LTB 1,3 mL -
UTB - 0,23 mL
10% APS (amoénium persulfat) 50 uL 16,7 uL
Temed 5uL 1,7 uL

Athugadur var munur & 10% SDS geli med og an 3M af UREA. Gelin attu ad syna betri
greiningar is6forma skv Serbe, Moe og Holen 2007: 4884, 4887.

Gelin voru rafdregin fyrst i 10 minGtur vid 60V og pvi nast i 60-120 min vid 110V svo
synin yrou pjappadri i byrjun rafdrattar. Fylgt var verklysingu (Vioauki 5).

2.6.2 Motefnalitun

Himnur voru blokkadar i TBS sem innihélt 5% undanrennudutft (e. blocking buffer) i eina
klst. vid herbergishita, medan vokvanum var haldid 4 hreyfingu. Mikilvegt var ad himnan
pornadi ekki (hér var notud nitrocelluléosa himna). Eftir pad var gerdur primary motefna
buffer, sem innihélt hindralausn auk primary métefnis. Ut { lausnina var einnig baett vid 2%
Azide fyrir meira geymslupol. Préteinin sem baid var ad rafdraga og flytja yfir 4 himnu,
voru latin vera i primary motefnalausninni yfir nétt vid 4°C 4 hreyfingu.

Fyrir AQP4litun var notad 0,5 ug/mL af primary motefi (Anti-Aquaporin 4; hysill: kanina;
Cat. # AB2218; Lot. # 1970730; Millipore) en a fylgisedli sast ad su pynning geefi skyrustu
mynd. Mo6lmassi 1 kring um 34,5 kDa.

Fyrir aktinlitun var notad 1:5000 af primary motefni (Anti-Actin 4, mouse polyclonal; Cat.
# MAB1501; Lot. # JC1629852; Millipore). Mdlmassi 1 kring um 43 kDa. Litad var fyrir
aktini til ad sja proteinmagn synisins og hvort pad veari yfir hofud til stadar.

Secondary motefni var notad i pynningunni 1:50.000 og purfti ad passa upp & ad verja
himnuna fyrir ljosi. Secondary moteftninu var batt ut i TBST og himnan latin vera a
hreifingu vid herbergishita i eina klukkustund. Pvegid var fyrir og eftir med TBST, og
mynd tekin par nast i Odyssey. Secondary moétefni voru annars vegar rabbit 800 (litad
grent) fyrir AQP4 en mouse 800 (litad rautt) fyrir aktinid.



3 Nidurstodur

Byrjad var a a0 rekta HEK frumurnar og besta hvenar hentugast vaeri ad skipta peim (e.
split). bPegar pekjan nddi 60-70% af Petri disknum, voru plasmidin innleidd i frumurnar
med TranspPass' “'D2. Einnig var innleitt eGFP plasmid til ad meta hvort innleidslan hefoi
tekist og skodud 1 smasja. Hér til haegri mé sjd mynd af viomidunarsyni eftir 72 klst.

Mynd 5: Innleiding eGFP plasmios i HEK293T frumur eftir 72 klst. (blank)

(a) og (b) syna frumupekju blanks eftir 72 kist. [ venjulegri birtu, par sem (b) er 25x stwkkun. I
(c) og (d) er slokkt ljosio og séd hvar innleiding hefur tekist par sem eGFP lysir i myrkri. (d) er
25x steekkun.

Myndir voru teknar med Leica DFC310 FX myndavél sem var fest 4 Leica smasjana.

Innleidsla plasmidanna gekk, en hefdi verid oskandi ad sj@ meira préoteinmagn.
Proteinbondin sjast po greinilega 4 western blottinu svo petta var ekki vandamal.

Notadur var NanoDrop ND-1000 litréfsmeelir (e. spectrophotometer) til pess ad mela
hreinleika plasmidanna, eda kjarnsyrur beirra. Farid var eftir leidbeiningum fra
framleidanda tekisins og 2pL syni tekin.
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Mynd 6: Hreinleiki AQP4-3A plasmids

Hreinleiki stokkbreytts afbrigdis AQP4 plasmids var meeldur og sést ad
Azso/Azso = 1,85 0g Azsp/Azso = 2,27. Styrkurinn meeldist u.p.b. 0,309

ug/uL.
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Mpynd 7: Hreinleiki AQP4-WT plasmios

Hreinleiki villigeroar AQP4 plasmids var meeldur og sést ad Azsp/Azsp =
1,82 0g Azsp/Azzo = 2,35. Styrkurinn meeldist u.p.b. 0,324 pg/ulL.
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Mynd 8: Hreinleiki eGFP plasmids

Hreinleiki eGFP plasmids var meeldur og sést ad Axsp/Azso = 1,83 0g
Azs0/Azzo = 2,24. Styrkurinn meeldist teeplega 0,583 pg/uL.

Nidurstodur syna ad styrkur plasmidanna var frekar lagur, en pad skiptir ekki miklu mali ef
plasmidio er talid hreint.

Eftir a0 plasmidin voru tilbuin til notkunar og innleidingu lokid, voru tvenns konar gel tbuin,
med og an 3M urea-lausn, syni rafdregin og faerd 4 himnu (e. transferred). Eftir ad himnan var
sett 1 fyrri (e. primary) og seinni (e. secondary) motetnalausn voru himnurnar skodadar i
flarljomunartaeki. Molarstyrkur urea i gelinu var 3M vegna litils munar milli 2,8M og 6M
(Serbe, Moe og Holen 2007: 4884, 4887). fsoform AQP4 attu ad sjast betur. Ekki tokst ad sja
AQP4 4 pessari himnu en aktin sast. Gelid med 3M urea-styrknum er til hegri.

blank AQP4-3A AQP4-wt 130 AQP4-wt AQP4-3A blank

Mynd 9: Motefnalitadar nitrésellulosa himnur fra 10% SDS gelum, med og dn 3M
urea-lausnar.

Hér sjdst motefnalitaoar nitrosellulosahimnur frd 10% SDS geli, meo 3M urea-

lausn til heegri og dn hennar til vinstri. Magnad var upp merki frd villigerd (til
vinstri) og stokkbreytingar en jafn mikio par sem petta er sama himnan.
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Neaest var gert hid sama, en préteinsdéfnun var a fjogurra klst. fresti fra 8 klst. til 24 kist.
Skipt var ur sermislausu @ti 3 klst. eftir innleidslu plasmidanna. Engin munur sast par,
préteinbondin voru byrjud ad sjast eftir 24 kist. En pad sést ogreinilega 4 mynd 10.

AQP4-3A AQP4-3A

24 kist 16 klst
AQP4-wt AQP4-3A AQP4-wt
16 kist 8 kist 24 kist

Mynd 10: Préteinsofnun frd 8 -16 kist. eftir innleidingu plasmidanna.

Safnad var proteinum d fjogurra kist. fresti frd 8-24 kist. beedi hjd AQP4-wt og AQP4-3A.

A0 lokum var safnad proteinum a 12 klst. fresti fra 24 klst. til 72 klst. fyrir AQP4-wt og

AQP4-3A.

AQP4-3A AQP4-3A AQP4-3A AQP4-3A AQP4-3A
24 klst 36 kist 48 kist 60 kist 72 kist

Mynd 11: Proteinsdfnun AQP4-3A synd d western blot

Proteinsofnun AQP4-3A d tolf kist. fresti, frd 24 — 72 kist. eftir innleidslu plasmioanna. Aktin er
litad rautt en AQP4 greent. Nedra greena bandio hafoi sterka svoun og pvi ekki liklegt a0 um
bakgrunn sé ad reeda. Efra greena bandio er meo réttan molmassa AQP4.
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sannprufun blank AQP4-wt AQPS4-wt AQP4-wt AQP4-wt AQP4-wt
72 klst 60 kist 43 kist  36kist 24 kist

Mynd 12: Proteinsofnun AQP4-wt synd d western blot

Proteinsofnun AQP4-wt d 12 kist. fresti, frd 24 — 72 kist. eftir innleidslu plasmioanna. Aktin er
litad rautt en AQP4 greent.

AQP4 AQP4
nedra band efra band
4,5E+04 4,5E+04
4,0E+04 4,0E+04
3,5E404 3,5E+04
3,0E+04 3,0E404
2,5E+04 2,5E+04
2,0E+04 2,0E+04
1,5E+04 1,58+04
1,0E+04 1,0e+04
5,0E+03 >/0E+03
0.0E+00 0,0E+00
PR 24Kist 36kist 48Kist 60kist 72 klst
24 kIst 36 kIst  48kIst 60 kIst 72 klst
m3a mwt W33 mwt
Aktin e e
Mynd 13: Stoplarit yfir proteindreifingu
4,58+05 AQP4-wt, AQP4-3A og aktin d
4,0E+05 timaeiningu.
3,5E+05
3,0E+05 Hér sést dreifing proteina villigerdar
2,56+05 AQPA4 og stokkbreytingar d timaeiningu.
2,0E405 Stopplar AQP4-wt eru litadir meod raudu
156405 en AQP4-3A eru bldir.
1,0E405
5,0E+04
0,0E+00

24 kist 36 klst 48 klst 60 klst 72 kist

m3a mEwt
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Flarljomun (e. signal) préteinbandanna ur western blotinu var mald og metin i Image
Studio 2.0 og voru nidurstodurnar settar upp i stoplarit. Mélmassinn var einnig metinn og
ma sja utreikninga hér fyrir nedan.

Tafla 2: Yfirlit yfir molmassa

AQP4-wt AQP4 -3A Réttur mélmassi
Aktin 41,8 kDa 44,6 kDa 43 kDa
Efra AQP4 band 34,5 kDa 37,7 kDa 34,5 kDa
Neora AQP4 band 28,5 kDa 31,6 kDa -
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4 Umraadur

Verklegi hluti pessa verkefnis gekk mjog vel. Fjolfoldun plasmida gekk vel og plasmidin
meldust hrein. Hlutfall gleypni vid 260 nm og 280 nm parf ad vera herra, eda jafnt og 1.8 til ad
plasmidid teljist hreint DNA og hlutfall 260 nm 4 méti 230 nm haerra en 2.0 fyrir RNA

DNA: Asgo/Argo >1,8
RNA: Aseo/Ar30>2,0

Eins og sést i nidurstdoum heppnadist fjolfoldun plasmidanna mjég vel en hentugra hefoi
verid ad hafa styrkinn haerri. Hreinleiki er mikilvaegur fyrir vel heppnada innleidingu.

Tafla 3: Styrkur plasmida eftir fjolfoldun

Plasmi0 Asso/ Asgo Az60/Azzo
AQP4 3A 1,85 2,27
AQP4 WT 1,82 2,35
eGFP 1,83 2,24

Neasta skref var ad nema AQP4 proteinin med western adferd. Reynt var ad sja skyrari
greiningu isoforma AQP4 med 3M urea-geli, en par sem adeins sast aktin 4 gelinu er eina
alyktunin sem hagt er ad draga af fyrstu tilrauninni Mynd 9, ad urea-gelid virdist hafa
verid pykkara i sér sem geeti verid asteda pess ad brunnarnir sjast betur 4 mynd.

Frekari tilraunir an urea syndu greinilega tvo proteinbond ur peim frumum sem innleiddar
voru med AQP4 plasmidi. Gerd var tafla yfir molmassa bandanna og & 7¢oflu 2 sést ad
molmassi aktins er reiknadur 42 kDa par sem réttur mélmassi er 43 kDa, skv. upplysingum
fra framleidanda primary moétefnanna (sja 2.6.3 Motefnalitun). Efra bandid er pvi liklegast
AQP4 par sem molmassi pess er sa sami, eda 34,5 kDa (einnig skv. fylgisedli motefnisins).
Nedra AQP4 bandid er p6 athugunarvert. { Toflu 2, sést ad molmassi nedra AQP4 bandsins
er 28,5 kDa (AQP4-wt gelid tokst betur og pvi er tekid meira mark 4 ttreikningum fra pvi
geli) og er pad umhugsunarefni. Astedan gaeti verid fosforilering 4 29-30 amindsyru fra N-
enda AQP4 og gati pa ferdahradinn 4 gelinu passad vid fosforad protein. Einnig er mjog
litill munur & proteinmagni stokkbreytts afbrigdis nedra AQP4 bands (AQP4-3A himna) og
villigerdar.

{ pessu stutta verkefni voru tilraunir ekki endurteknar og pvi ekki haegt ad meta breytileika
i maelingum og gera tolfraedilega uttekt 4 nidurstodum. A stoplaritinu (Mynd 12) sést ad
proteinmagnid virdist minnka fyrr eftir ad hadpunkti i 48 klst. hefur verid ndd, en pad bendir
til pess ad pekjan sé€ ordin of pétt og hin farin ad mynda frumupyrpingar en vid innleidslu
var pekjan u.p.b. 60% af Petri disknum (e. confluent). Greinilegt er mest protein myndast
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eftir 48 klist., og sést mikill munur & stokkbreyttu atbrigdi og villigerdar AQP4. Sidustu
prjar amindsyrurnar (SSV) 4 C-enda AQP4, eda bindiset AQP4, veitir stodugleika pegar
kemur ad bindingu pess vid PDZ hneppi og geti petta verid mikilvaegt fyrir stodugleika
proteinsins til lengri tima. Einnig er hagt ad alykta, ad stoougleiki AQP4 virdist minnka
vi0 eydingu bindisets pess og préteinmagn lika.

Ef endurtaka etti tilraunina, yroi nidurstada oruggari par sem pessa tilraun nddist adeins ad
gera einu sinni. Nidurstodur pessar gefa po6 hugmynd um hvener innleiding virkar best og
hvenaer mest protein fast par sem yfirtjaning 4 AQP4 er liklegast skadleg fyrir frumurnar.
framhaldi veeri haegt ad meta hve 6stodugt stokkbreytt AQP4 proteinid er eftir innleidingu.
Hegt vaeri ad sja hve mikill hluti AQP4 er i frumuhimnunni med porskatrypsini og var pad
upphaflega verkefnid.
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Vidaukar

Verklysingar (e. protocols).

Vidauki 1
Verklysing fyrir 3.4 Plasmio og innleiding peirra

NEW ENGLAND

BioLabs;.

Horre » TransPass [2 Rrotocd 2: Transfection in the absence of serum

TransPass D2 Protocol 2: Transfection 1n the absence of serum

Introduction
The amaounts below are given for a 12well plate famat. Use Table 2 to adjust the reagent vdumes for other plate sizes.

Protocol

. Plate cells so they reach a corfluence of 60-90% &t the time of transfection.

Far each transfection well, add 1.5 g of plasirid DNA into 0.6 il serumiree high dlucose DMEM in amicrocentifuge tube.

Gently mix TransPass D2 Transfection Reagent tube before pipetting. Do not vortex.

. Add 1.53 Y TransPass D2 Transfection Reagent per tube and mix well by flicking the tube. Incubate at room temperature for 20-30 minutes t
form the transfection camplexes.

Wash cells once with serumHres medium.

Aspirate the cuture medum from the cells and immediatdy replace with the transfection mixture. Rock the plate gertly in ader to everly
disperse the camplex mixture.

Retun the plate to the incubatar and incubate cells for 2-3 hours,

. Replace transfection medumwith camplete growth medium cortaining serum and incubete far 24-72 hours hefore assaying.

Replace medium 24 haurs post-transfection or as needed to maintain healthy cdls.

Table 2: Plasmid DMA transfection in the absence of serum

DNAIn
Culture Surface Serum-free TransPass D2
Vessal fem") Mixture inTransfection

Om~ o0 ~WN—

o6 well 032 0.05-0.5 pg in 10l o1-0.2pl
4z well 095 0.2-0.5 pg in 25pl 0.3-0.6pl
24 well 1.9 0.1-06pg in0.3 ml 05-1.0pl
12well 38 0.6-24pgin0.6 ml 1-2pl
Gwell 95 1-4pginiml 2-4pl
&0 mm dish 21 2-gugin2ml 4-sul
100 mm dish 55 4-10pgindml 8-16pl
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Vioauki 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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Vioauki 4

Proteinhreinsunin

Protein isolation

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

Cool centrifuge to 4°C, Add necessary components to RIPA base. (for Iml RIPA add: 5ul
NaF, 5ul Sodium orthovanadate, Sul PMSF, 1ul 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 100-170ul 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.

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

Leave on ice for 10 min.

Put in liquid nitrogen four times — thaw between incubations.

Centrifuge 20mins at 4°C at 12000 x g

Transfer supernatant to a new tube

L =Nk

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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Vioauki 5

Western blot

Efni: Syni i SDS sample buffer, gel, running buffer, transfer buffer, metandl,
vatn, TBS, blocking buffer, primary antibody buffer, TBST, primary og
secondary motefni.

Adfero:
* Syni eru blondud vid SDS sample buffer (oft hitud vid 90°C 1 10 min, fer eftir
pvi hvad pu ert ad gera), hladid 4 gel.

* Gel eru rafdregin vid konstant 110V 1 S
60-180 min (fer eftir pvi hversu stor in transfer buffer
préteinin eru).

direction of
— protein transfer [r—

* PVDF/nitrocellulose himna klippt i
rétta sterd, PVDF (ekki nitrocellulose)
virkjud med MeOH (~20sek) og latin
liggja i transfer buffer i ~5min. Gel
einnig latin liggja i transfer buffer i
~Smin.

* Uppsetning kassettu skv. mynd: svarta  |anster cassette
hlid nidur - svampur - 2x pappir - gel - sonde  paper | L0
PDVF himna - 2x pappir - svampur - membrane
glaera hlid ofan 4 og loka. MUNA: svart i

svart og rautt i rautt!

transfer cassette]
filter

PaPer  ¢ponge

* Kassetta sett 1 box og kaelikubbur med. Transfer buffer upp ad linu.
* Transferad 1 60 min vi0 konstant 400mA.

* Himna l4tin porna i 1-2 klst. eda yfir nott eftir transfer (minnkar bakgrunn i
Odyssey). Ma sleppa pessu skrefi, pa parf ekki ad virkja himnu aftur.

* Himna (ef PVDF) virkjud i ~20 sek i MeOH, skolud med vatni og latin liggja
1 TBS 15 min.

* Himna 14tin i blocking buffer i 1 klst. vid herbergishita (i ruggu eda einhverju
sem heldur vokvanum & hreyfingu).
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* Himna [4tin 1 primary motefnid (i primary motefna buffer) i 2-3 klst. vid
herbergishita eda yfir nott vid 4°C (halda vokvanum a hreyfingu og passa ad
himnan sé ekki purr neins stadar). Haegt ad nota primary moétefni oftar en einu
sinni, en ma ekki lida of langur timi 4 milli.

* Himnan pvegin 4x 1 5 min i TBST

* Himnan latin i secondary métetnid (i TBST) 1 1 kist. vid herbergishita. Ma
nota oftar en einu sinni (helst ekki oftar en 3). MUNA: verja himnuna fyrir 1j6si,
motefnid er ljosnaemt!

* Himna pvegin 4x i 5 min i TBST, verja fyrir 1josi.

* Himna purrkud i myrkri.

* Skanna inn i Odyssey 4 5. had :)

1L 10x Running buffer:

Lausnir:
1L TBST (1x TBS, 0,1%
D1 Transfer buffer: | [[ween)
6g Tris
28,8g Glysine 100mL 10x TBS
400mL MeOH 900mL Vatn
Vatn upp ad 2L ImL Tween-20

155g Glycine

10g SDS or 100mL 10% SDS
30g Tris

Vatnupp i 1L

* Notum sidan 1x Running buffer

1L 10x TBS (Tris buffered Saline)

mjolkurduft

Blocking buffer (1x TBS med 5% mjolkurduft)
150mL: 15mL 10x TBS, 135mL vatn, 7,5g

*Geymist ekki lengi, verdur ad vera i keeli

24.4g Tris

80g NaCl

(Stilla pH ad 7,6 med HCI, en er
yfirleitt ekki gert)

* Notum sidan 1x TBS

Primary moétefna buffer (1x TBS, 0,1% Tween, 5% mjolkurduft)

20mL: 2mL 10x TBS, 18mL vatn, 1g mjolkurduft, 20uL. Tween-20.
Einnig er hagt ad nota blocking buffer og beta tween 1t 1.
*Geymist ekki lengi, verdur ad vera i keeli.
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Vioauki 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?)
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