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Utdrattur

Vatnsgangnaproteinin (e. ,,aquaporins®) hafa pad megin hlutverk ad leyfa vatnsfleedi
gegnum frumuhimnur. Aquaporin 4 (AQP4) er algengasta vatnsgangnaproteinid i
midtaugakerfinu og er adallega tjad i stjarnfrumum. Angar stjarnfrumna mynda svokallada
endafeetur (e. endfeet) utan um haraedar i miotaugakerfinu. AQP4 er ad mestu leyti stadsett
i frumuhimnum stjarnfrumna par sem pessir endafetur umlykja s&darnar og tekur patt i
vatnsflutningi inn og atar heilanum. Heilabjugur er sjukdomséstand sem lysir ser i
uppsofnun vokva innan eda utan frumna i heila. Vonir eru bundar vid pad ad betri
skilningur & stjornun AQP4 proteinsins i heilanum skili sér i betri medferdarirreedum vid
heilabjug. AQP4 er med PDZ bindiset (Ser-Ser-Val) a C-enda sinum og synt hefur verid
fram & ad nokkur prétein med PDZ-hneppi bindast AQP4 en hvort pau bindist um PDZ
bindisetid er enn 0radid. Vitad er ad sum pessara proteina eru mikilvaeg fyrir stjérnun &
stadsetningu AQP4 i frumuhimnunni. | pessu verkefni var AQP4 an PDZ bindisetsins
magnad upp og komid fyrir i genaferju. Fyrri nidurstodur um stodugleika AQP4
proteinsins &n SSV voru stadfestar.

Abstract

The main function of the water channel proteins aquaporins is to control waterflow through
cell membranes. Aquaporin 4 (AQP4) is the most common water channel protein in the
central nervous system (CNS) and is mainly expressed in astrocytes. Dendrites of
astrocytes form so called endfeets around capillaries in the CNS. AQP4 is mainly localised
in the cell membrane of these endfeets and is involved in the transport of water in and out
of the brain. Cerebral edema is a disease where excess fluid accumulates in or out of cells
in the brain. It is hoped that better understanding, of how AQP4 controls waterflow in the
brain, will allow better treatments for cerebral edema. AQP4 has a PDZ-binding domain
(Ser-Ser-Val) in it‘s C-termini. It has been shown that several proteins with PDZ domain
do bind AQP4 but it has not been confirmed whether they bind directly to the PDZ-binding
domain of AQP4. It is known that some of these proteins have a role in controling the
localization of AQP4. In this project a construct was made with AQP4 without PDZ
binding domain. Former resoult on the stability of the AQP4 protein without SSV where
confirmed.
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1. Inngangur

Vatnsgangnaproteinin (e. ,,aquaporin®) eru fjolskylda himnubundinna préteina sem hafa
pad megin hlutverk ad leyfa eda stjorna vatnsfleedi gegnum frumuhimnur. Tilgatur um
prétein sem myndudu vatnssérteek himnugéng komu fram i kjolfar rannsdkna &
vatnsgegndreepi raudra bléokorna og pekjufrumna i nyrnapiplum komu fram & 8 aratugi.
Vatnsgegndraepi pessara frumna benti til pess ad frjalst fleedi vatns gegnum frumuhimnur
geeti ekki eitt og seér Gtskyrt hinar hrédu breytingar & vatnsfleedi sem gatu att sér stad i
pessum frumum (1). Pad var sidan naestum tveimur aratugum sidar sem fyrsta préteinid
sem synt var fram & ad virkadi eins og vatnsgangnaprotein fannst. bad var nefnt Agpl (2).
Peter Agre fékk nobelsverdlaun arid 2003 fyrir sinn patt i pessari uppgdtvun (3). AQP
finnst i 6llum rikjum lifvera (4). | spendyrum hafa tolf gerdir af AQP fundist auk AQP1.
Meadal peirra eru: AQPO, 1, 2, 4 og 5 sem eru 0Oll sérteekt gegndraep fyrir vatni. AQP6 og 8
eru sérteek fyrir vatni &samt 6drum sameindum (5, 6). Agp3, 7, 8 og 10 eru misgegndraep
fyrir vatni og einnig gegndraep fyrir 6drum smasameindum, einkum glyceroli (7). Sértaekni
AQP11 og 12 hefur enn ekki verid skilgreind ad fullu (8).

Hver AQP4 einlida hefur sjalfsteed gong i gegnum sig (9) og eru med vel vardveitt Asp-
Pro-Ala (NPA) motif sem eru mikilveaeg fyrir sérteekni AQPs fyrir vatni (10, 11). Flest AQP
mynda fjorlidur i frumuhimnum (12).

AQP4 er algengasta vatnsgangnaproéteinio i midtaugakerfinu (13) og er adallega tjao i
stjarnfrumum (e. astrocytes) og ad einhverju leyti i maenupelsfrumum (e. ependymal cells)
(14,15). Stjarnfrumur gegna mikilveegu hlutverki i midtaugakerfinu m.a. vid ad flytja
neeringarefni og urgangsefni til og fra taugafrumum. Stjarnfrumur mynda langa anga sem
greinast flestir i sifellt smaerri greinar. pessar greinar teygja sig til nerliggjandi taugamota
par sem peirra hlutverk er m.a. ad fjarleegja taugabodefni (16). Angar stjarnfrumna mynda
einnig svokallada endafeetur (e. endfeet) par sem peir umlykja haraedar i midtaugakerfinu
(17). AQP4 er ad mestu leyti stadsett i frumuhimnum stjarnfrumna par sem pessir
endafetur myndast. Pekjufrumur i haredum taugakerfisins mynda svokalladan
blodheilatdlma (e. blood brain barrier) milli bl6drasar og midtaugakerfisins en AQP4 geeti
gegnt hlutverki vid ad styra proskun hans (13).

AQP4 hefur m.a. is6formin: M23, M1 og Mz en eini munurinn & peim felst i lengdinni &
N-endanum. Nylega hafa po fleiri AQP4 is6form verid skilgreind (18). M23 er algengasta
is6formid i heilanum og er naudsynlegt til ad AQP4 fjorlidur geti bundist hver annarri og
myndad einskonar ferningsfleti (e. square arrays) i frumuhimnunni (19) en M1 og Mz
finnast einnig i peim (20). Litid er vitad um hlutverk pessara ferningsflata en geeti tengst
einhverskonar vidbragadi i frumum til ad stodva vatnsflaedi um AQP4 a skjotan hatt (21).

PDZ-hneppi bindast oftast C-enda & himnuproéteinum en geta einnig myndad tviliour. PDZ
hneppi finnast oft i fjol-hneppa ,,scaffolding® proteinum sem virka sem einskonar
vinnupallur fyrir samsetningu stérra proteinfléka & akvednum stodum i frumum (22).

AQP4 er med PDZ bindiset (Ser-Ser-Val) a C-enda sinum sem er mikilveaegt fyrir stjornun
a stadsetningu AQP4 i frumuhimnunni. Nokkur protein med PDZ-hneppi m.a. Muppl og
PatJ bindast AQP4 ad pvi virdist PDZ had og gatu verid mikilveeg til ad styra stadsetningu
pess i frumuhimnunni (23). Syntrophin o er einnig préotein med PDZ-hneppi en pad er hluti
af dystrophin flokanum sem er naudsynlegur fyrir skautada dreifingu AQP4 i frumuhimnu
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endafota stjarnfrumna (24). Syntrophin o binst AQP4 og mys sem skortir pad syna einnig
afbrigdilega stadsetningu AQP4 i stjarnfrumum (25). bad hefur hinsvegar reynst erfitt ad
syna fram & beina bindingu pess vid AQP4 um PDZ bindisetid med 0yggjandi hatti eda
hvort einhver millilidaprotein komi vid sogu eda ekki.

Stokkbreyting i AQP4 hefur ekki fundist i ménnum en mys med vanvirkt AQP4 hafa mikid
verid rannsakadar undir ymsum alagsskilyroum. Medal pess sem hefur verid reynt eru
adsteedur sem svipar til heilabjugs i ménnum en medferdir vid pvi hafa litid breyst sidustu
aratugi (26).

Heilabjugur er sjukdomsastand sem lysir sér i uppséfnun vokva innan eda utan frumna i
heila. Til eru tvaer megingerdir af heilabjug. I ,,cytotoxic edema* safnast vatn adallega i
stjarnfrumum en i ,,vasogenic edema“ safnast vatn inni i millifrumurymi midtaugakerfisins
(27). Rannsoknir hafa synt ad lifun AQP4” musa er meiri heldur en villigerdarinnar
samberilegum adstedum og ,.cytotoxic edema” i moénnum (28). bessu er 6fugt farid i
,vasogenic edema‘ (29). Pessar rannsoknir benda til pess ad AQP4 sé mjog mikilveegt fyrir
stjornun vatnsfleaedis til og fra midtaugakerfinu.



2. Tilgangur

Tilgangur verkefnisins var ad utbia mAQP4 med ovirkt PDZ bindiset (AQP4-AAA), p.e.
Ala-Ala-Ala i stad Ser-Ser-Val & karbonylenda sinum. bad var gert med pvi ad magna upp
opna lesramma gensins med PCR, breyta C-endanum og lima PCR afurdina sidan inn i
pCMV-sport6 genaferjuna og ummynda i E. coli. Einangra plasmid sem er med innskotinu
ar E. coli og tja i HEK (human embryonic kidney cells) 293T frumum. AQP4 er ekki
skautad i HEK293 frumum og pvi er ekki asteeda til ad &tla ad pad yrdi munur & dreifingu
bess og villigerdarinnar innan frumunnar. betta var gert til ad syna fram a ad umbreytingin
4 SSV i AAA hefdi ekki 6nnur 6zeskileg ahrif & virkni AQP4.



3. Efni og aodferoir

3.1 Raktun a HEK 293T frumum

HEK (Human embryonic kidney) 293T frumur voru raektadar & 100 mm polystyrene
plastflotum frd Becton Dickinson. ZAtid samanst6d af: DMEM(Dulbecco‘s modified Eagrle
medium) ati og 10% v/v FBS(fetal bovine serum) fra Hyclone og 2 mM GLUTAMAX ™
frd Invitrogen. Til ad vidhalda HEK 293T frumunum var skipt um &ti & 2-3 daga fresti.
Frumurnar voru pvegnar med PBS (Phosphate buffered saline) og hafdar i 1 mL af 0.25%
w/v trypsin i fimm minatur. Frumurnar voru pynntar tifalt, settar & nyja diska og reektadar
vid 37°C i 90% rakamettun og 5% CO,.

3.2 Klonun

Eftirfarandi DNA visar voru hannadir til ad magna upp agp4-AAA (M23 is6form) en peir
voru allir pantadir fra Sigma aldrich. Vid hénnun peirra var studst vid Molecular cloning
(30). Ol fjéllidunarhvorf voru framkveemd i PCR vél fra Applied biosystems.

Frammvisir.
1 2 3 4
3° GC|GTCGAC|ATG|GTGGCTTTCAAAGGAG 5¢
1. Aukabasar til ad auka virkni skerdiensims
2. Sall skerdiset
3. Start kodi
4. Samskonar basar og 3¢ endi aqp4

Afturvisir
1 2 3 4 5
3¢ GC|TCTAGA|TCA|GGCGGCGGCCIAATACCTCTCCCGAAGAGTC 5¢
1. Aukabasar fyrir enda skerdiset
2. Xbal skerdiset
3. Stop koai
4. Téknar fyrir Ala-Ala-Ala i stad Ser-Ser-Val
5. Motstaed ro0 vid 5° enda agp4d

Fjollidunarhvorfin voru framkveemd i 50uL lausnum sem samanstédu af eftirfarandi
pattum:

0.5ul af Pfu fjolidara (U/uL) fra Fermentas

5 pL af 10x Pfu buffer fra Fermentas

1 pL af 20uM Framvisi fra Fermentas

1 pL af 20pM Afturvisi fra Fermentas

3 uL af 25mM MgCL, fra Fermentas

1 pL af 10mM kirnum fra Fermentas

1 pL af (u.p.b. 0.2 ng) pCMV-sport6 med musa agp4 (M1)

37.5 pL af ddH,0



Fjollidunarhvorfin voru latin ganga vid eftirfarandi hitastig:
1. prep: 95°C 1:30
2 . brep 95°C 0:45
X 25 { 55°C 0:30
73°C 1:50
3. prep: 73°C 5:00
4°C pangad til synid var sott.

Afurdir ar fjollidunarhvarfinu voru meldar med NanoDrop (NanoDrop ND-1000
Litrofsljosmeeli) og sidan hreinsadar med QIlAquick PCR purification KIT fra Quiagen
eftir leiobeiningum framleidenda. Hreinsudu afurdirnar voru geymdar vid -20°C pangad til
peer voru notadar.

3.3 Skerdihvorf

Skerdihvorfin voru sett upp eins og melt var fyrir um & vefsidu Fermentas (31) Agp4-
AAA PCR afurdin og pCMV-sport6 genaferjan voru badi skorin med 0.1pL af
Xbal(10U/uL) og 0.1 pL Sall(10U/uL) yfir nétt. bessi skerdiensim klippa ekki i opna
lesramma agp4-AAA samkvaemt New England Biolabs (Nebcutter.com) en pau klippa inn
i multible cloning site i pPCMV-sport6. Pessum skerdihvérfum var komid fyrir & & 1.5%
agarosageli &samt 6x loading dye frd Fermentas og dregin i 60-90 mindtur vid 85V. Gelid
var sidan 1atid liggja i TAE studpudalausn (Tris Acetate-EDTA, 40 mM Tris Acetate, pH
8,3, 1 mM EDTA) med 0.5 pg/mL EtBr frd Sigma i rdmar 30 minatur (Mynd 1).
Skerdimelta genaferjan og PCR afurdin voru klippt at ar gelinu undir UV ljosi og hreinsud
med Nucelospin extract Il fra Macherey-Nagel eftir leidbeiningum framleidanda.
Genaferjur sem einangradar voru eftir ummyndun i E. coli (sja 1.5) voru einnig skornar
med Sall og Xbal til ad athuga hvort innskotid hefdi farid inn i genaferjuna. Xbal reyndist
ekki geta skerdimelt vegna Dam metyleringar og pvi var einnig utbuid skerdihvarf med
Sall og Hindlll & sému afurdum (Mynd 2).

3.4 Limingarhvorf

Oll limingarhvorf voru gerd med ,quick ligation kit“ samkvamt leidbeiningum
framleidenda & vefsidu New England Biolabs (32). Utbdnar voru lausnir med mismunandi
hlutféllum genaferju:innskots (tafla 1) &samt vatni ad 10 pL. Naest var 10 pL af 2X Quick
Ligation Buffer beett Gt i lausnina og sidan T4 DNA Ligasa og latid standa vid stofuhita i
um 20 mindtur. Lausnirnar voru geymdar vid -20°C pangad til peser voru notadar i
ummyndunar til-

raunum (tafla 1).

3.5 Ummyndun
Ummyndanir voru framkvaemdar eins og lyst er i Molecular cloning (30). High efficiency

E. Coli (C29871) fra New England Biolabs voru piddar & is. 50ul af bakterium og 2ul af
ligasalausninni var komid fyrir i eppendorfglésum og haft & is i 30 minatur. Frumurnar
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voru sidan hitadar vid 42°C i 30 sekdndur og keeldar strax & eftir i u.p.b. halfa minatu. 500
pl af LB eti (Bacto- Trytone 1% wi/v, Bacto- yeast extract (0.5% wi/v) var batt Gt &
bakteriurnar og haft i hristara vid 37°C i 45 minutur. Reektinni var sidan dreift & LB agar
skalar med ampicillin (50ug/mL1:1000) og peer sidan geymdar vid 37°C yfir nott eda
u.p.b. 16 klukkutima, nidurstddurnar ma sja i toflu 1. Atta koloniur voru valdar af
skalunum og komid fyrir i 5 mL af LB &ti asamt ampicillin (50pug/mL1:1000) og haft vid
37°C yfir nétt. Daginn eftir var DNA einangrad med miniprep kit fra Sigma aldrich
samkvaemt leidbeiningum peirra en 3 mL voru notadir af hverri raekt. I lokin var DNA
magn meelt i nanodrop. (NanoDrop ND-1000 Litrofsljosmaeli).

3.6 Radgreining

Fjogur syni af ummyndunartilraunum voru send til radgreiningar hja Eurofins MWG
operon og kom i 1jés ad ein af genaferjunum hafdi rétt innskot (sja vidauka).

3.7 DNA innleidsla

DNA innleidsla & HEK293 frumum var framkvaemd med TransPass™™ D hvarfefni fra
New England BioLabs skv. leidbeiningum framleidenda.

Gerdar voru prennskonar innleidslur:

pCMV-sport6 med aqp4

pCMV-sport6 med aqp4-AAA (sjanr. 2 i vidauka)

eGFP-N1

3.8 Motefnalitanir

HEK?293 frumur voru raektadar i plastbokkum eins og lyst er i (33). Bakkarnir voru med 6
brunnum, hver eirra er 9.5cm? (Becton Dickinson). i hverjum brunni voru tvenn
polylysine hudud pekjugler sem frumurnar loda vid. Daginn eftir vorur frumurnar &
bekjuglerjunum festar med 4% formaldehyde i PBS i 5 min. Sidan voru paer skoladar med
PBS prisvar sinnum i fimm minGtur hvert skipti. 0.1% Triton X 100 var hellt & tvisvar, 7
minuatur hvort skipti og sidan aftur skolad med PBS eins og adur. Formétefnid fjdlstofna
kaninu 1gG motefni (1/200) fyrir AQP4 fra Millipore (AB2218) i 10%NGS var pvi nest
haft & i 30 mindtur en pad var ekki sett a viomidun (GFP), frumur voru sidan pvegnar
prisvar med PBS eins og adur. Seinna motefnid Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1gG fra
Invitrogen (A11008) var haft & frumunum i 30 mindtur i myrkri (1/500). Frumurnar voru
ad lokum skoladar eins og &dur nema i seinni pvottinum var Topro (1/500) beett a.
pekjuglerunum var ad lokum komid fyrir 6fugum a smasjarglerjum.

3.9 Confocal smasjarskodun
Smasjargler voru skodud i confocal smasja (Zeiss LSM 5 Pascal). Forritid sem notad var til

ad taka myndir af synunum var Pascal LSM 510, utgafa 4-2 SPI og forritid sem notad var
til ad skoda og vinna med myndirnar var Zeiss LSM Image Examiner.
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4. Nidurstoour

AQP4 var i fyrstu magnad med Taq polymerasa pegar verid var ad hagreeda hvarfefnum og
besta PCR hvarfid. Pegar tekist hafdi ad magna upp AQP4 med Taq var gerd PCR mdgnun
med Pfu til ad auka likurnar & pvi ad rétt innskot yrdi magnad upp an punktbreytinga en
Pfu polymerasinn er med mun leegri villlutidni en Taq polymerasi. PCR hvarfinu purfti po
ad breyta litillega (sja kafla 1.2) til ad laga pad sérstaklega ad eiginleikum Pfu
polymerasans (34). Limingin gekk vel og eins og sja méa & toflu 1 reyndist best ad nota
hlutfallid 3:1 af innskoti moti plasmidi. DNA ur uppraektudum kolénium sem fengust eftir
ummyndun E. coli var medhdndlad med somu skerdiensimum og notud voru til ad lima
AQP-AAA inn i pCMV-sport6, p.e. Sall og Xbal. pad reyndist nokkrum vandkvaedum had
og enginn skurdur virtist eiga sér stad pratt fyrir endurtekningar. Eftir ad buid var ad
utiloka mogulegar orsakir fyrir pvi eins og ényt hvarfefni var akvedido ad medhdndla
plasmidin med 6dru skerdiensimi, p.e. HindlIl (Mynd 2) og pa gekk skerdimeltan upp og
syndi ad rétt innskot hafdi limst inn i plasmidid. Pad kom sidan i 1jos ad astedan fyrir pvi
ad fyrri skerdimeltan gekk ekki var vegna pess ad skerdiset Xbal sem myndadist vid
liminguna (en ekki pad Xbal seeti sem var i heimaplasmidi) er methylerad og Xbal getur
pbvi ekki skorid pad.

4.1 Ummyndanir

Tafla 1. Ummyndanir a E. coli.

Skilvirkni ummyndunarinnar var 4x10 ¢fi/ug (k6l6niur & skal/ng af DNA sem dreift var &
skalina -1000 ng/pg) en vaentanleg skilvirkni med pUC19 DNA var 1-3x10° cfulug skv.
New England Biolabs.

magn af reekt

dreift &

Limingarhvorf 100pl 200ul
Innskot:ferja = 1:1 99 213 ~
Innskot:ferja = 3:1 126 201

: — Fjoldi
(eingbngu bakt.)
Skerdimelt ferja (6nnur 1 3 _J
tilraun)




4.2 Rafdrattur a skerdihvorfum

5000 bp

1000 bp

Mynd 1. Hreinsun DNA af geli fyrir limingarhvorf.

Skerdimelting 8 pCMV-sport6 asamt AQP4 (M1 iséform) innskoti med
Sall (1-3); skerdi- melting 8 sému genaferju med Sall og Xbal (4-6);
pcr-afurd (7); 1 kb ladder (8). Orvarnar benda & pau bénd sem skorin

voru ur geli og hreinsud.



5000 bp

1000 bp

Mynd 2. Skerdihvérf a einangrudu DNA ur E coli.

Fra v. Til h.: 100bp ladder (1); pcr-afurd (2); pCMV-sport6 klippt med
Sall (3); Skerdi- meltingar med Sall og HindIII & DNA sem var
einangrad ur fjorum mismunandi reektum (4-7); 1kb ladder (8).



4.3 Motefnalitanir a HEK 293T frumum

HEK 293T frumur voru ummyndadar (innleiddar) med mAQP4 annars vegar og mAQP4-
AAA hins vegar. Frumur voru einnig ummyndadar med eGFP til ad meta hlutfall

ummyndadra frumna fyrir métefnalitun.

Mynd 3. Tjaning AQP4 i HEK 293T frumum.
I peim frumum sem innleidslan tokst sest ad AQP4 dreifist nokkud jafnt um frumuhimnuna.

20x steekkun (a-b). Kjarnalitun (blatt) (a). AQP4 métefnalitun (greent) (b). Myndir aog b
sameinadar (c).

Mynd 4. Tjaning AQP4 i HEK 293T frumum.
I peim frumum sem innleidslan tokst sést ad AQP4 dreifist nokkud jafnt um frumuhimnuna.

60x steekkun (a-b). Kjarnamotefnalitun (blatt) (a). AQP4 métefnalitun (graent) (b). Myndir
a og b sameinadar (c). Fruma med afmarkada litun kjarna er liklega i apoptdsu.
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Mynd 5. Tjaning AQP4-AAA i HEK 293T frumum.

I peim frumum sem innleidslan tokst sést ad AQP4-AAA dreifist nokkud jafnt um
frumuhimnuna likt og villigerdin eins og buist var vid. 20x steekkun (a-b). Kjarnalitun
(blatt) (b). AQP4 motefnalitun (greent) (b). Myndir a og b sameinadar(c).

Mynd 6. Tjaning AQP4-AAA i HEK 293T frumum.

[ peim frumum sem innleidslan tokst sést ad AQP4-AAA dreifist nokkud jafnt um
frumuhimnuna likt og villigerdin eins og buist var vid. 60x steekkun (a-b). Kjarnalitun
(blatt) (a). AQP4 motefnalitun (greent) (b). Myndir a og b latnar renna saman (c). Frumur
med afmarkada litun i kjarna og éreglulega grena litun getu verid i apoptdsu.
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5. Umraedur

Tekist hefur ad koma mAQP4-AAA innskotinu inn i pPCMV-sport6 og er st genaferja nd
tilbdin til notkunar. Klénun gekk ad mestu vel og genaferjur voru radgreindar til ad
stadfesta ad um rétta r6d veeri ad reeda og ad engar punktbreytingar hefdu myndast i geninu
vid klénunina. Einungis ein genaferja (nr.2) af 4 sem voru greindar reyndist uppfylla pau
skilyrdi (sja vidauka). Ummyndanir & HEK frumum syndu ad proéteinid er stadsett i
frumuhimnunni og ad ekKki er sjaanlegur neinn munur milli villigerdar og breyttrar gerdar
préteinsins. SSV rddin er pvi ekki naudsynleg fyrir stadsetningu AQP4 proteinsins i
frumuhimnunni. Mogulegt er ad AQP4 proteinid valdi auknum frumudauda i HEK frumum
og ad 3A gerdin hafi jafnvel meiri slik ahrif (sj& myndir 4 og 6). Til ad sannreyna pad
pyrfti ad telja frumur i apoptosu og bera saman ahrif mismunandi AQP4 genaferja vid t.d.
eGFP genaferjuna, en hin etti ekki ad vera skadleg frumunum. Ef petta reyndist rétt, geeti
pad bent til pess ad fruman tti erfidara med ad stjorna magni AQP4 proéteinsins an SSV
endans. Einnig, ef timi hefdi unnist til hefdi verid gott ad gera SDS-PAGE og western blot
4 HEK293 frumunum til ad stadfesta rétta steerd mAQP4 AAA i peim.

Synt hefur verid fram & bindingu ymsra prdteina med PDZ-hneppi AQP4, m.a. Muppl og
Pat) (22) og syntrophin a (32). bad hefur hinsvegar reynst erfitt ad syna med 6yggjandi
heetti fram & ad bindingin peirra eigi sér stad um PDZ bindiset AQP4.

Genaferjan, sem hér hefur verid atbdin, verdur notud til ad athuga hvort fleiri protein med
PDZ-hneppi bindist AQP4-AAA. b4 veeri hagt ad alykta um hvort bindingin sé um PDZ
bindiset AQP4 eda annars stadar & proteininu. Ef pad teekist ad stadfesta bindingu pessara
PDZ proteina um PDZ bindiset AQP4 geetu nastu skref verid ad athuga hvort pau séu
naudsynleg fyrir skautun AQP4 i frumuhimnum. MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)
frumur geetu reynst heppilegar til pess. Haegt vaeri ad tja AQP4-AAA i MDCK frumum par
sem buid er ad fella eitt af pessum PDZ-hneppispréteinum Gt og sja hvort ad dreifing
AQP4-AAA i frumuhimnunni veeri frabrugdin samanborid vid AQP4.

Annars konar ahrif sem pessi PDZ-hneppisprotein kunna ad hafa & AQP4 eins og t.d.
stjornun & vatnsgegndrapni eru efni i adrar rannséknarspurningar. Ljost er ad enn er margt
0réoid um peer vixlverkanir préteina sem koma ad stjornun skautadrar stadsetningar AQP4
i frumhimnum stjarnfrumna, mMAQP4AAA genaferjan, sem Gtbdin var i pessu verkefni, er
mikilveegt verkfeeri til ad rannsaka pad frekar.
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7. Vidauki

Nidurstodur radgreininga. Studst var vid vefsiou National Center for Biotechnology
Information. Nr. 2 var eina genaferjan sem var med rétt innskot.

Nr.1

> pCMV-sport6+AQP4AAAT7 -- 13..920 of sequence

GCATGCTGGTACCGGTCCGGATTCCCGGGATATCGTCGACATGGTGGCTTTCAAAGGAGT
CTGGACTCAGGCTTTCTGGAAGGCAGTCTCAGCAGAATTTCTGGCCACGCTTATCTTTGT
TTTGCTCGGTGTGGGATCCACCATAAACTGGGGTGGCTCAGAAAACCCCTTACCTGTGGA
CATGGTCCTCATCTCCCTTTGCTTTGGACTCAGCATTGCTACCATGGTGCAGTGCTTTGG
CCACATCAGTGGTGGCCACATCAATCCCGCTGTGACTGTAGCCATGGTGTGCACACGAAA
GATCAGCATCGCTAAGTCCGTCTTCTACATCATTGCACAGTGCCTGGGGGCCATCATTGG
AGCCGGCATCCTCTACCTGGTCACACCTCCCAGTGTGGTTGGAGGATTGGGAGTCACCAC
GGTTCATGGAAACCTCACCGCTGGCCATGGGCTCCTGGTGGAGTTAATAATCACTTTCCA
GTTGGTGTTCACTATTTTTGCCAGCTGTGATTCCAAACGAACTGATGTTACTGGTTCAAT
AGCTTTAGCAATTGGATTTTCCGTTGCAATTGGACATTTGTTTGCAATCAATTATACTGG
AGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCTTTTGGACCCGCAGTTATCATGGGAAACTGGGCAAA
CCACTGGATATATTGGGTTGGACCAATCATGGGCGCTGTGCTGGCAGGTGCCCTTTATGA
GTATGTCTTCTGTCCTGATGTGGAGCTCAAACGTCGCCTTAAGGAAGCCTTCAGCAAAGC
CGCGCAGCAGACAAAAGGGAGCTACATGGAGGTGGAGGACAACCGGAGCCAAGTGGAGAC
GGAAGACTTGATCCTGAAGCCCGGAGTGGTGCATGTGATTGACATTGACCGTGGAGAAGA
GAAGAAGG

Score = 589 bits (1519), Expect = le-166, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 289/289 (100%), Positives = 289/289 (100%), Gaps = 0/289 (0%)

Query 1 MVAFKGVWTQAFWKAVSAEFLATLIFVLLGVGSTINWGGSENPLPVDMVLISLCFGLSIA 60
MVAFKGVWTQAFWKAVSAEFLATLIFVLLGVGSTINWGGSENPLPVDMVLISLCFGLSTIA
Sbjct 1 MVAFKGVWTQAFWKAVSAEFLATLIFVLLGVGSTINWGGSENPLPVDMVLISLCFGLSIA 60

Query 61 TMVQCFGHISGGHINPAVTVAMVCTRKISIAKSVEFYITAQCLGAIIGAGILYLVTPPSVV 120
TMVQCFGHISGGHINPAVIVAMVCTRKISIAKSVEYITAQCLGAIIGAGILYLVTPPSVV
Sbjct 61 TMVQCFGHISGGHINPAVTVAMVCTRKISIAKSVFYITAQCLGAIIGAGILYLVTPPSVV 120

Query 121 GGLGVTTVHGNLTAGHGLLVELIITFQLVFTIFASCDSKRTDVTGSIALAIGFSVAIGHL 180
GGLGVTTVHGNLTAGHGLLVELIITFQLVFTIFASCDSKRTDVTGSIALAIGEFSVAIGHL
Sbjct 121 GGLGVTTVHGNLTAGHGLLVELIITFQLVFTIFASCDSKRTDVTGSIALAIGEFSVAIGHL 180

Query 181 FAINYTGASMNPARSFGPAVIMGNWANHWIYWVGPIMGAVLAGALYEYVFCPDVELKRRL 240

FAINYTGASMNPARSFGPAVIMGNWANHWIYWVGPIMGAVLAGALYEYVEFCPDVELKRRL
Sbjct 181 FAINYTGASMNPARSFGPAVIMGNWANHWIYWVGPIMGAVLAGALYEYVFCPDVELKRRL 240
Query 241 KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKK 289

KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKK
Sbjct 241 KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKK 289

Hér vantar hluta af C- endanum og er petta innskot pvi ekki noheft.
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Nr.2

> pCMV-sport6+AQP4ARA8 -- 16..1012 of sequence
TGCTGGTACCGGTCCGGATTCCCGGGATATCGTCGACATGGTGGCTTTCAAAGGAGTCTG
GACTCAGGCTTTCTGGAAGGCAGTCTCAGCAGAATTTCTGGCCACGCTTATCTTTGTTTT
GCTCGGTGTGGGATCCACCATAAACTGGGGTGGCTCAGAAAACCCCTTACCTGTGGACAT
GGTCCTCATCTCCCTTTGCTTTGGACTCAGCATTGCTACCATGGTGCAGTGCTTTGGCCA
CATCAGTGGTGGCCACATCAATCCCGCTGTGACTGTAGCCATGGTGTGCACACGAAAGAT
CAGCATCGCTAAGTCCGTCTTCTACATCATTGCACAGTGCCTGGGGGCCATCATTGGAGC
CGGCATCCTCTACCTGGTCACACCTCCCAGTGTGGTTGGAGGATTGGGAGTCACCACGGT
TCATGGAAACCTCACCGCTGGCCATGGGCTCCTGGTGGAGTTAATAATCACTTTCCAGTT
GGTGTTCACTATTTTTGCCAGCTGTGATTCCAAACGAACTGATGTTACTGGTTCAATAGC
TTTAGCAATTGGATTTTCCGTTGCAATTGGACATTTGTTTGCAATCAATTATACTGGAGC
CAGCATGAATCCAGCTCGATCTTTTGGACCCGCAGTTATCATGGGAAACTGGGCAAACCA
CTGGATATATTGGGTTGGACCAATCATGGGCGCTGTGCTGGCAGGTGCCCTTTATGAGTA
TGTCTTCTGTCCTGATGTGGAGCTCAAACGTCGCCTTAAGGAAGCCTTCAGCAAAGCCGC
GCAGCAGACAAAAGGGAGCTACATGGAGGTGGAGGACAACCGGAGCCAAGTGGAGACGGA
AGACTTGATCCTGAAGCCCGGAGTGGTGCATGTGATTGACATTGACCGTGGAGAAGAGAA
GAAGGGGAAAGACTCTTCGGGAGAGGTATTGGCCGCCGCCTGATCTAGAGTATCCCTCGA
GGGCCCAAGCTTACGCGTACCCAGCTTTCTTGTACAA

Score = 613 bits (1580), Expect = 9e-174, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 298/300 (99%), Positives = 300/300 (100%), Gaps = 0/300 (0%)

Query 241 KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKKGKDSSGEVLAAA 300
KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKKGKDSSGEVL+++
Sbjct 241 KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKKGKDSSGEVLSSV 300

Hér er PDZ bindiset ekki til stadar og pvi er petta innskot notheeft.

Nr.3

> pCMV-sport6+AQP4AAA9-- 19..1002 of sequence
CTGGTACCGGTCCGGATTCCCGGGATATCGTCGACATGGTGGCTTTCAAAGGAGTCTGGA
CTCAGGCTTTCTGGAAGGCAGTCTCAGCAGAATTTCTGGCCACGCTTATCTTTGTTTTGC
TCGGTGTGGGATCCACCATAAACTGGGGTGGCTCAGAAAACCCCTTACCTGTGGACATGG
TCCTCATCTCCCTTTGCTTTGGACTCAGCATTGCTACCATGGTGCAGTGCTTTGGCCACA
TCAGTGGTGGCCACATCAATCCCGCTGTGACTGTAGCCATGGTGTGCACACGAAAGATCA
GCATCGCTAAGTCCGTCTTCTACATCATTGCACAGTGCCTGGGGGCCATCATTGGAGCCG
GCATCCTCTACCTGGTCACACCTCCCAGTGTGGTTGGAGGATTGGGAGTCACCACGGTTC
ATGGAAACCTCACCGCTGGCCATGGGCTCCTGGTGGAGTTAATAATCACTTTCCAGTTGG
TGTTCACTATTTTTGCCAGCTGTGATTCCAAACGAACTGATGTTACTGGTTCAATAGCTT
TAGCAATTGGATTTTCCGTTGCAATTGGACATTTGTTTGCAATCAATTATACTGGAGCCA
GCATGAATCCAGCTCGATCTTTTGGACCCGCAGTTATCATGGGAAACTGGGCAAACCACT
GGATATATTGGGTTGGACCAATCATGGGCGCTGTGCTGGCAGGTGCCCTTTATGAGTATG
TCTTCTGTCCTGATGTGGAGCTCAAACGTCGCCTTAAGGAAGCCTTCAGCAAAGCCGCGC
AGCAGACAAAAGGGAGCTACATGGAGGTGGAGGACAACCGGAGCCAAGTGGAGACGGAAG
ACTTGATCCTGAAGCCCGGAGTGGTGCATGTGATTGACATTGACCGTGGAGAAGAGAAGA
AGGGGAAAGACTCTTCGGGAGAGGTATTGGCCCGCCGCCTGATCTAGAGTATCCCTCGAG
GGGCCCAAGGCTTACGCGTACCCA
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Score = 607 bits (1565), Expect = 5e-172, Method: Compositional matrix
adjust.

Identities = 298/299 (99%), Positives = 299/299 (100%), Gaps = 0/299
(0%)

Query 241 KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKKGKDSSGEVLAR 300
KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKKGKDSSGEVL+
Sbjct 241 KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKKGKDSSGEVLSS 300

Query 301 RLI 303
L+
Sbjct 301 VLM 303

Nr.4

> pCMV-sport6+AQP4AAAL1Q0 -- 15..956 of sequence

CATGCTGGTACCGGTCCGGAATTCCCGGGATATCGTCGACATGGTGGCTTTCAAAGGAGT
CTGGACTCAGGCTTTCTGGAAGGCAGTCTCAGCAGAATTTCTGGCCACGCTTATCTTTGT
TTTGCTCGGTGTGGGATCCACCATAAACTGGGGTGGCTCAGAAAACCCCTTACCTGTGGA
CATGGTCCTCATCTCCCTTTGCTTTGGACTCAGCATTGCTACCATGGTGCAGTGCTTTGG
CCACATCAGTGGTGGCCACATCAATCCCGCTGTGACTGTAGCCATGGTGTGCACACGARAA
GATCAGCATCGCTAAGTCCGTCTTCTACATCATTGCACAGTGCCTGGGGGCCATCATTGG
AGCCGGCATCCTCTACCTGGTCACACCTCCCAGTGTGGTTGGAGGATTGGGAGTCACCAC
GGTTCATGGAAACCTCACCGCTGGCCATGGGCTCCTGGTGGAGTTAATAATCACTTTCCA
GTTGGTGTTCACTATTTTTGCCAGCTGTGATTCCAAACGAACTGATGTTACTGGTTCAAT
AGCTTTAGCAATTGGATTTTCCGTTGCAATTGGACATTTGTTTGCAATCAATTATACTGG
AGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCTTTTGGACCCGCAGTTATCATGGGAAACTGGGCAAA
CCACTGGATATATTGGGTTGGACCAATCATGGGCGCTGTGCTGGCAGGTGCCCTTTATGA
GTATGTCTTCTGTCCTGATGTGGAGCTCAAACGTCGCCTTAAGGAAGCCTTCAGCAAAGC
CGCGCAGCAGACAAAAGGGAGCTACATGGAGGTGGAGGACAACCGGAGCCAAGTGGAGAC
GGAAGACTTGATCCTGAAGCCCGGAGTGGTGCATGTGATTGACATTGACCGTGGAGAAGA
GAAGAAGGGGAA .GACTCTTCGGGAGAGGTATTGGCCCGCCGC

Score = 593 bits (1529), Expect = le-167, Method: Compositional matrix
adjust.

Identities = 291/291 (100%), Positives = 291/291 (100%), Gaps = 0/291
(0%)

Query 254 KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKKGK 304
KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKKGK
Sbjct 241 KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKKGK 291

Hér vantar & C endan og pvi er petta innskot ekki nothaft.
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