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Útdráttur 

Vatnsgangnapróteinin (e. „aquaporins“) hafa það megin hlutverk að leyfa vatnsflæði 

gegnum frumuhimnur. Aquaporin 4 (AQP4) er algengasta vatnsgangnapróteinið í 

miðtaugakerfinu og er aðallega tjáð í stjarnfrumum. Angar stjarnfrumna mynda svokallaða 

endafætur (e. endfeet) utan um háræðar í miðtaugakerfinu. AQP4 er að mestu leyti staðsett 

í frumuhimnum stjarnfrumna þar sem þessir endafætur umlykja æðarnar og tekur þátt í 

vatnsflutningi inn og útúr heilanum. Heilabjúgur er sjúkdómsástand sem lýsir sér í 

uppsöfnun vökva innan eða utan frumna í heila. Vonir eru bundar við það að betri 

skilningur á stjórnun AQP4 próteinsins í heilanum skili sér í betri meðferðarúrræðum við 

heilabjúg. AQP4 er með PDZ bindiset (Ser-Ser-Val) á C-enda sínum og sýnt hefur verið 

fram á að nokkur prótein með PDZ-hneppi bindast AQP4 en hvort þau bindist um PDZ 

bindisetið er enn óráðið. Vitað er  að sum þessara próteina eru mikilvæg fyrir stjórnun á 

staðsetningu AQP4 í frumuhimnunni. Í þessu verkefni var AQP4 án PDZ bindisetsins 

magnað upp og komið fyrir í genaferju. Fyrri niðurstöður um stöðugleika AQP4 

próteinsins án SSV voru staðfestar. 

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  

Vatnsgangnapróteinin (e. „aquaporin“) eru fjölskylda himnubundinna próteina sem hafa 

það megin hlutverk að leyfa eða stjórna vatnsflæði gegnum frumuhimnur. Tilgátur um 

prótein sem mynduðu vatnssértæk himnugöng komu fram í kjölfar rannsókna á 

vatnsgegndræpi rauðra blóðkorna og þekjufrumna í nýrnapíplum komu fram á 8 áratugi. 

Vatnsgegndræpi þessara frumna benti til þess að frjálst flæði vatns gegnum frumuhimnur 

gæti ekki eitt og sér útskýrt hinar hröðu breytingar á vatnsflæði sem gátu átt sér stað í 

þessum frumum (1). Það var síðan næstum tveimur áratugum síðar sem fyrsta próteinið 

sem sýnt var fram á að virkaði eins og vatnsgangnaprótein fannst. Það var nefnt Aqp1 (2). 

Peter Agre fékk nóbelsverðlaun árið 2003 fyrir sinn þátt í þessari uppgötvun (3). AQP 

finnst í öllum ríkjum lífvera (4). Í spendýrum hafa tólf gerðir af AQP fundist auk AQP1. 

Meðal þeirra eru: AQP0, 1, 2, 4 og 5 sem eru öll sértækt gegndræp fyrir vatni. AQP6 og 8 

eru sértæk fyrir vatni ásamt öðrum sameindum (5, 6). Aqp3, 7, 8 og 10 eru misgegndræp 

fyrir vatni og einnig gegndræp fyrir öðrum smásameindum, einkum glyceroli (7). Sértækni 

AQP11 og 12 hefur enn ekki verið skilgreind að fullu (8). 

 

Hver AQP4 einliða hefur sjálfstæð göng í gegnum sig (9) og eru með vel varðveitt Asp-

Pro-Ala (NPA) mótíf sem eru mikilvæg fyrir sértækni AQPs fyrir vatni (10, 11). Flest AQP 

mynda fjórliður í frumuhimnum (12).  

 

AQP4 er algengasta vatnsgangnapróteinið í miðtaugakerfinu (13) og er aðallega tjáð í 

stjarnfrumum (e. astrocytes) og að einhverju leyti í mænuþelsfrumum (e. ependymal cells) 

(14,15). Stjarnfrumur gegna mikilvægu hlutverki í miðtaugakerfinu m.a. við að flytja 

næringarefni og úrgangsefni til og frá taugafrumum. Stjarnfrumur mynda langa anga sem 

greinast flestir í sífellt smærri greinar. Þessar greinar teygja sig til nærliggjandi taugamóta 

þar sem þeirra hlutverk er m.a. að fjarlægja taugaboðefni (16). Angar stjarnfrumna mynda 

einnig svokallaða endafætur (e. endfeet) þar sem þeir umlykja háræðar í miðtaugakerfinu 

(17). AQP4 er að mestu leyti staðsett í frumuhimnum stjarnfrumna þar sem þessir 

endafætur myndast. Þekjufrumur í háræðum taugakerfisins mynda svokallaðan 

blóðheilatálma (e. blood brain barrier)  milli blóðrásar og miðtaugakerfisins en AQP4 gæti 

gegnt hlutverki við að stýra þroskun hans (13). 

 

AQP4 hefur m.a. ísóformin: M23, M1 og Mz en eini munurinn á þeim felst í lengdinni á 

N-endanum. Nýlega hafa þó fleiri AQP4 ísóform verið skilgreind (18). M23 er algengasta 

ísóformið í heilanum og er nauðsynlegt til að AQP4 fjórliður geti bundist hver annarri og 

myndað einskonar ferningsfleti (e. square arrays) í frumuhimnunni (19) en M1 og Mz 

finnast einnig í þeim (20). Lítið er vitað um hlutverk þessara ferningsflata en gæti tengst 

einhverskonar viðbragði í frumum til að stöðva vatnsflæði um AQP4 á skjótan hátt (21).  

 

PDZ-hneppi bindast oftast C-enda á himnupróteinum en geta einnig myndað tvíliður. PDZ 

hneppi finnast oft í fjöl-hneppa „scaffolding“ próteinum sem virka sem einskonar 

vinnupallur fyrir samsetningu stórra próteinflóka á ákveðnum stöðum í frumum (22). 

AQP4 er með PDZ bindiset (Ser-Ser-Val) á C-enda sínum sem er mikilvægt fyrir stjórnun 

á staðsetningu AQP4 í frumuhimnunni. Nokkur prótein með PDZ-hneppi m.a. MuppI og 

PatJ bindast AQP4 að því virðist PDZ háð og gætu verið mikilvæg til að stýra staðsetningu 

þess í frumuhimnunni (23). Syntrophin α er einnig prótein með PDZ-hneppi en það er hluti 

af dystrophin flókanum sem er nauðsynlegur fyrir skautaða dreifingu AQP4 í frumuhimnu 
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endafóta stjarnfrumna (24). Syntrophin α binst AQP4 og mýs sem skortir það sýna einnig 

afbrigðilega staðsetningu AQP4 í stjarnfrumum (25). Það hefur hinsvegar reynst erfitt að 

sýna fram á beina bindingu þess við AQP4 um PDZ bindisetið með óyggjandi hætti eða 

hvort einhver milliliðaprótein komi við sögu eða ekki.  

 

Stökkbreyting í AQP4 hefur ekki fundist í mönnum en mýs með vanvirkt AQP4 hafa mikið 

verið rannsakaðar undir ýmsum álagsskilyrðum. Meðal þess sem hefur verið reynt eru 

aðstæður sem svipar til heilabjúgs í mönnum en meðferðir við því hafa lítið breyst síðustu 

áratugi (26).  

 

Heilabjúgur er sjúkdómsástand sem lýsir sér í uppsöfnun vökva innan eða utan frumna í 

heila. Til eru tvær megingerðir af heilabjúg. Í „cytotoxic edema“ safnast vatn aðallega í 

stjarnfrumum en í „vasogenic edema“ safnast vatn inni í millifrumurými miðtaugakerfisins 

(27). Rannsóknir hafa sýnt að lifun AQP4
-/-

 músa er meiri heldur en villigerðarinnar í 

sambærilegum aðstæðum og „cytotoxic edema“ í mönnum (28). Þessu er öfugt farið í 

„vasogenic edema“ (29). Þessar rannsóknir benda til þess að AQP4 sé mjög mikilvægt fyrir 

stjórnun vatnsflæðis til og frá miðtaugakerfinu. 
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2. Tilgangur 

Tilgangur verkefnisins var að útbúa mAQP4 með óvirkt PDZ bindiset (AQP4-AAA), þ.e. 

Ala-Ala-Ala í stað Ser-Ser-Val á karbónýlenda sínum. Það var gert með því að magna upp 

opna lesramma gensins með PCR, breyta C-endanum og líma PCR afurðina síðan inn í 

pCMV-sport6 genaferjuna og ummynda í E. coli. Einangra plasmíð sem er með innskotinu 

úr E. coli og tjá í HEK (human embryonic kidney cells) 293T frumum. AQP4 er ekki 

skautað í HEK293 frumum og því er ekki ástæða til að ætla að það yrði munur á dreifingu 

þess og villigerðarinnar innan frumunnar. Þetta var gert til að sýna fram á að umbreytingin 

á SSV í AAA hefði ekki önnur óæskileg áhrif á virkni AQP4. 
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3. Efni og aðferðir  

3.1 Ræktun á HEK 293T frumum 

HEK (Human embryonic kidney) 293T frumur voru ræktaðar á 100 mm polystyrene 

plastflötum frá Becton Dickinson. Ætið samanstóð af: DMEM(Dulbecco‘s modified Eagle 

medium) æti og 10% v/v FBS(fetal bovine serum) frá Hyclone og 2 mM GLUTAMAX 
TM

 

frá Invitrogen. Til að viðhalda HEK 293T frumunum var skipt um æti á 2-3 daga fresti. 

Frumurnar voru þvegnar með PBS (Phosphate buffered saline) og hafðar í 1 mL af 0.25% 

w/v trypsín í fimm mínútur. Frumurnar voru þynntar tífalt, settar á nýja diska og ræktaðar 

við 37°C í 90% rakamettun og 5% CO2.  

3.2 Klónun 

Eftirfarandi DNA vísar voru hannaðir til að magna upp aqp4-AAA (M23 ísóform) en þeir 

voru allir pantaðir frá Sigma aldrich. Við hönnun þeirra var stuðst við Molecular cloning 

(30). Öll fjölliðunarhvörf voru framkvæmd í PCR vél frá Applied biosystems. 

 

Frammvísir. 

       1         2            3                          4 

3‘ GC|GTCGAC|ATG|GTGGCTTTCAAAGGAG 5‘ 

1. Aukabasar til að auka virkni skerðiensíms 

2. Sal1 skerðiset  

3. Start kóði  

4. Samskonar basar og 3‘ endi aqp4 

 

Afturvísir 

      1          2           3                4                                      5 

3‘ GC|TCTAGA|TCA|GGCGGCGGCC|AATACCTCTCCCGAAGAGTC 5‘  

1. Aukabasar fyrir enda skerðiset  

2. Xba1 skerðiset  

3. Stop kóði 

4. Táknar fyrir Ala-Ala-Ala í stað Ser-Ser-Val  

5. Mótstæð röð við 5‘ enda aqp4   

 

Fjölliðunarhvörfin voru framkvæmd í 50µL lausnum sem samanstóðu af eftirfarandi 

þáttum:  

0.5µl af Pfu fjöliðara (U/µL) frá Fermentas  

5 µL af 10x Pfu buffer frá Fermentas 

1 µL af 20µM Framvísi frá Fermentas  

1 µL af 20µM Afturvísi frá Fermentas  

3 µL af 25mM MgCL2 frá Fermentas 

1 µL af 10mM kirnum frá Fermentas 

1 µL af (u.þ.b. 0.2 ng) pCMV-sport6 með músa aqp4 (M1) 

37.5 µL af ddH2O 
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Fjölliðunarhvörfin voru látin ganga við eftirfarandi hitastig: 

             1.  þrep: 95°C 1:30 

       95°C 0:45 

   55°C 0:30 

   73°C 1:50 

             3. þrep: 73°C 5:00 

                            4°C  þangað til sýnið var sótt. 

 

Afurðir úr fjölliðunarhvarfinu voru mældar með NanoDrop (NanoDrop ND-1000 

Litrófsljósmæli) og síðan hreinsaðar með QIAquick PCR purification KIT frá Quiagen 

eftir leiðbeiningum framleiðenda. Hreinsuðu afurðirnar voru geymdar við -20°C þangað til 

þær voru notaðar. 

3.3 Skerðihvörf 

Skerðihvörfin voru sett upp eins og mælt var fyrir um á vefsíðu Fermentas (31) Aqp4-

AAA PCR afurðin og pCMV-sport6 genaferjan voru bæði skorin með 0.1µL af 

Xba1(10U/µL) og 0.1 µL Sal1(10U/µL) yfir nótt. Þessi skerðiensím klippa ekki í opna 

lesramma aqp4-AAA samkvæmt New England Biolabs (Nebcutter.com) en þau klippa inn 

í multible cloning site í pCMV-sport6. Þessum skerðihvörfum var komið fyrir á á 1.5% 

agarosageli ásamt 6x loading dye frá Fermentas og dregin í 60-90 mínútur við 85V. Gelið 

var síðan látið liggja í TAE stuðpúðalausn (Tris Acetate-EDTA, 40 mM Tris Acetate, pH 

8,3, 1 mM EDTA) með 0.5 µg/mL EtBr frá Sigma í rúmar 30 mínútur (Mynd 1). 

Skerðimelta genaferjan og PCR afurðin voru klippt út úr gelinu undir UV ljósi og hreinsuð 

með Nucelospin extract II frá Macherey-Nagel eftir leiðbeiningum framleiðanda. 

Genaferjur sem einangraðar voru eftir ummyndun í E. coli (sjá 1.5) voru einnig skornar 

með SalI og XbaI til að athuga hvort innskotið hefði farið inn í genaferjuna. XbaI reyndist 

ekki geta skerðimelt vegna Dam metýleringar og því var einnig útbúið skerðihvarf með 

SalI og HindIII á sömu afurðum (Mynd 2).  

3.4 Límíngarhvörf  

Öll límíngarhvörf voru gerð með „quick ligation kit“ samkvæmt leiðbeiningum 

framleiðenda á vefsíðu New England Biolabs (32). Útbúnar voru lausnir með mismunandi 

hlutföllum genaferju:innskots (tafla 1) ásamt vatni að 10 µL. Næst var 10 μL af 2X Quick 

Ligation Buffer bætt út í lausnina og síðan T4 DNA Lígasa og látið standa við stofuhita í 

um 20 mínútur. Lausnirnar voru geymdar við -20°C þangað til þær voru notaðar í 

ummyndunar til-  

raunum (tafla 1). 

3.5 Ummyndun 

Ummyndanir voru framkvæmdar eins og lýst er í Molecular cloning (30). High efficiency 

E. Coli (C29871) frá New England Biolabs voru þíddar á ís. 50µl af bakteríum og 2µl af 

lígasalausninni var komið fyrir í eppendorfglösum og haft á ís í 30 mínútur. Frumurnar 

2 . þrep 

x 25 
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voru síðan hitaðar við 42°C í 30 sekúndur og kældar strax á eftir í u.þ.b. hálfa mínútu. 500 

µl af LB æti (Bacto- Trytone 1% w/v, Bacto- yeast extract (0.5% w/v) var bætt út á 

bakteríurnar og haft í hristara við 37°C í 45 mínútur. Ræktinni var síðan dreift á LB agar 

skálar með ampicillin (50µg/mL1:1000) og þær síðan geymdar við 37°C yfir nótt eða 

u.þ.b. 16 klukkutíma, niðurstöðurnar má sjá í töflu 1. Átta kólóníur voru valdar af 

skálunum og komið fyrir í 5 mL af LB æti ásamt ampicillin (50µg/mL1:1000) og haft við 

37°C yfir nótt. Daginn eftir var DNA einangrað með miniprep kit frá Sigma aldrich 

samkvæmt leiðbeiningum þeirra en 3 mL voru notaðir af hverri rækt. Í lokin var DNA 

magn mælt í nanodrop. (NanoDrop ND-1000 Litrófsljósmæli).   

3.6 Raðgreining 

Fjögur sýni af ummyndunartilraunum voru send til raðgreiningar hjá Eurofins MWG 

operon og kom í ljós að ein af genaferjunum hafði rétt innskot (sjá viðauka). 

3.7 DNA innleiðsla 

DNA innleiðsla á HEK293 frumum var framkvæmd með TransPass
TM

 D“ hvarfefni frá 

New England BioLabs skv. leiðbeiningum framleiðenda. 

Gerðar voru þrennskonar innleiðslur: 

pCMV-sport6 með aqp4 

pCMV-sport6 með aqp4-AAA (sjá nr. 2 í viðauka) 

eGFP-N1 

3.8 Mótefnalitanir 

HEK293 frumur voru ræktaðar í plastbökkum eins og lýst er í (33). Bakkarnir voru með 6 

brunnum, hver þeirra er 9.5cm
2
 (Becton Dickinson). Í hverjum brunni voru tvenn 

polylysine húðuð þekjugler sem frumurnar loða við. Daginn eftir vorur frumurnar á 

þekjuglerjunum festar með 4% formaldehyde í PBS í 5 mín. Síðan voru þær skolaðar með 

PBS þrisvar sinnum í fimm mínútur hvert skipti. 0.1% Triton X 100 var hellt á tvisvar, 7 

mínútur hvort skipti og síðan aftur skolað með PBS eins og áður. Formótefnið fjölstofna 

kanínu IgG mótefni (1/200) fyrir AQP4 frá Millipore (AB2218) í 10%NGS var því næst 

haft á í 30 mínútur en það var ekki sett á viðmiðun (GFP), frumur voru síðan þvegnar 

þrisvar með PBS eins og áður. Seinna mótefnið Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG frá 

Invitrogen (A11008) var haft á frumunum í 30 mínútur í myrkri (1/500). Frumurnar voru 

að lokum skolaðar eins og áður nema í seinni þvottinum var Topro (1/500) bætt á. 

Þekjuglerunum var að lokum komið fyrir öfugum á smásjárglerjum. 

3.9 Confocal smásjárskoðun 

Smásjárgler voru skoðuð í confocal smásjá (Zeiss LSM 5 Pascal). Forritið sem notað var til 

að taka myndir af sýnunum var Pascal LSM 510, útgáfa 4-2 SPI og  forritið sem notað var 

til að skoða og vinna með myndirnar var Zeiss LSM Image Examiner.  

http://www.clonagen.com/clonagen/8a58c704-6412-4c03-851a-6457f20eff69/alexa_fluor_488_goat_antirabbit__product.aspx
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4. Niðurstöður 

AQP4 var í fyrstu magnað með Taq polymerasa þegar verið var að hagræða hvarfefnum og 

besta PCR hvarfið. Þegar tekist hafði að magna upp AQP4 með Taq var gerð PCR mögnun 

með Pfu til að auka líkurnar á því að rétt innskot yrði magnað upp án punktbreytinga en 

Pfu polymerasinn er með mun lægri villlutíðni en Taq polymerasi. PCR hvarfinu þurfti þó 

að breyta lítillega (sjá kafla 1.2) til að laga það sérstaklega að eiginleikum Pfu 

polymerasans (34). Límingin gekk vel og eins og sjá má á töflu 1 reyndist best að nota 

hlutfallið 3:1 af innskoti móti plasmíði. DNA úr uppræktuðum kólóníum sem fengust eftir 

ummyndun E. coli var meðhöndlað með sömu skerðiensímum og notuð voru til að líma 

AQP-AAA inn í pCMV-sport6, þ.e. SalI og XbaI. Það reyndist nokkrum vandkvæðum háð 

og enginn skurður virtist eiga sér stað þrátt fyrir endurtekningar. Eftir að búið var að 

útiloka mögulegar orsakir fyrir því eins og ónýt hvarfefni var ákveðið að meðhöndla 

plasmíðin með öðru skerðiensími, þ.e. HindIII (Mynd 2) og þá gekk skerðimeltan upp og 

sýndi að rétt innskot hafði límst inn í plasmíðið. Það kom síðan í ljós að ástæðan fyrir því 

að fyrri skerðimeltan gekk ekki var vegna þess að skerðiset XbaI sem myndaðist við 

líminguna (en ekki það XbaI sæti sem var í heimaplasmíði) er methylerað og XbaI getur 

því ekki skorið það.  

4.1 Ummyndanir 

Tafla 1. Ummyndanir á  E. coli.  

Skilvirkni ummyndunarinnar var  4x10
7
 cfu/μg (kólóníur á skál/ng af DNA sem dreift var á 

skálina ·1000 ng/µg) en væntanleg skilvirkni með pUC19 DNA var 1-3x10
9
 cfu/μg skv. 

New England Biolabs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Límíngarhvörf 100µl  200µl  

Innskot:ferja = 1:1  99  213  

Innskot:ferja = 3:1  126  201  

Neikvæð viðmiðun 

(eingöngu bakt.)  

10  ...  

Skerðimelt ferja (önnur 

tilraun)  

1  3  

magn af rækt 

dreift á 

skálar 

Fjöldi 

þyrpinga 
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4.2 Rafdráttur á skerðihvörfum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Mynd 1. Hreinsun DNA af geli fyrir límíngarhvörf. 

Skerðimelting á pCMV-sport6 ásamt AQP4 (M1 ísóform) innskoti með 

Sal1 (1-3);  skerði- melting á sömu genaferju með Sal1 og Xba1 (4-6); 

pcr-afurð (7); 1 kb ladder (8). Örvarnar benda á þau bönd sem skorin 
voru úr geli og hreinsuð. 
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Mynd 2. Skerðihvörf á einangruðu DNA úr E coli. 

Frá v. Til h.: 100bp ladder (1); pcr-afurð (2); pCMV-sport6 klippt með 

Sal1 (3); Skerði- meltingar með Sal1 og HindIII á DNA sem var 
einangrað úr fjórum  mismunandi ræktum (4-7); 1kb ladder (8).  
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4.3 Mótefnalitanir á HEK 293T frumum  

HEK 293T frumur voru ummyndaðar (innleiddar) með mAQP4 annars vegar og mAQP4-

AAA hins vegar. Frumur voru einnig ummyndaðar með eGFP til að meta hlutfall 

ummyndaðra frumna fyrir mótefnalitun.  

 

 

 

Mynd 3. Tjáning AQP4 í HEK 293T frumum. 

Í þeim frumum sem innleiðslan tókst sést að AQP4 dreifist nokkuð jafnt um frumuhimnuna. 

20x stækkun (a-b). Kjarnalitun (blátt) (a). AQP4 mótefnalitun (grænt) (b). Myndir a og b 

sameinaðar (c).  

 

 

Mynd 4. Tjáning AQP4 í HEK 293T frumum. 

Í þeim frumum sem innleiðslan tókst sést að AQP4 dreifist nokkuð jafnt um frumuhimnuna. 

60x stækkun (a-b). Kjarnamótefnalitun (blátt) (a). AQP4 mótefnalitun (grænt) (b). Myndir 

a og b sameinaðar (c). Fruma með afmarkaða litun kjarna er líklega í apoptósu. 
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Mynd 5. Tjáning AQP4-AAA í HEK 293T frumum. 

Í þeim frumum sem innleiðslan tókst sést að AQP4-AAA dreifist nokkuð jafnt um 

frumuhimnuna líkt og villigerðin eins og búist var við. 20x stækkun (a-b). Kjarnalitun 

(blátt) (b). AQP4 mótefnalitun (grænt) (b). Myndir a og b sameinaðar(c). 

 

 

 

Mynd 6. Tjáning AQP4-AAA í HEK 293T frumum. 

Í þeim frumum sem innleiðslan tókst sést að AQP4-AAA dreifist nokkuð jafnt um 

frumuhimnuna líkt og villigerðin eins og búist var við. 60x stækkun (a-b). Kjarnalitun 

(blátt) (a). AQP4 mótefnalitun (grænt) (b). Myndir a og b látnar renna saman (c). Frumur 

með afmarkaða litun í kjarna og óreglulega græna litun gætu verið í apoptósu.  
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5. Umræður 

Tekist hefur að koma mAQP4-AAA innskotinu inn í pCMV-sport6 og er sú genaferja nú 

tilbúin til notkunar. Klónun gekk að mestu vel og genaferjur voru raðgreindar til að 

staðfesta að um rétta röð væri að ræða og að engar punktbreytingar hefðu myndast í geninu 

við klónunina. Einungis ein genaferja (nr.2) af 4 sem voru greindar reyndist uppfylla þau 

skilyrði (sjá viðauka). Ummyndanir á HEK frumum sýndu að próteinið er staðsett í 

frumuhimnunni og að ekki er sjáanlegur neinn munur milli villigerðar og breyttrar gerðar 

próteinsins. SSV röðin er því ekki nauðsynleg fyrir staðsetningu AQP4 próteinsins í 

frumuhimnunni. Mögulegt er að AQP4 próteinið valdi auknum frumudauða í HEK frumum 

og að 3A gerðin hafi jafnvel meiri slík áhrif (sjá myndir 4 og 6). Til að sannreyna það 

þyrfti að telja frumur í apoptósu og bera saman áhrif mismunandi AQP4 genaferja við t.d. 

eGFP genaferjuna, en hún ætti ekki að vera skaðleg frumunum. Ef þetta reyndist rétt, gæti 

það bent til þess að fruman ætti erfiðara með að stjórna magni AQP4 próteinsins án SSV 

endans.  Einnig, ef tími hefði unnist til hefði verið gott að gera SDS-PAGE og western blot 

á HEK293 frumunum til að staðfesta rétta stærð mAQP4 AAA í þeim. 

 

Sýnt hefur verið fram á bindingu ýmsra próteina með PDZ-hneppi AQP4, m.a. MuppI og 

PatJ (22) og syntrophin α (32). Það hefur hinsvegar reynst erfitt að sýna með óyggjandi 

hætti fram á að bindingin þeirra eigi sér stað um PDZ bindiset AQP4.  

Genaferjan, sem hér hefur verið útbúin, verður notuð til að athuga hvort fleiri prótein með 

PDZ-hneppi bindist AQP4-AAA. Þá væri hægt að álykta um hvort bindingin sé um PDZ 

bindiset AQP4 eða annars staðar á próteininu. Ef það tækist að staðfesta bindingu þessara 

PDZ próteina um PDZ bindiset AQP4 gætu næstu skref verið að athuga hvort þau séu 

nauðsynleg fyrir skautun AQP4 í frumuhimnum. MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) 

frumur gætu reynst heppilegar til þess. Hægt væri að tjá AQP4-AAA í MDCK frumum þar 

sem búið er að fella eitt af þessum PDZ-hneppispróteinum út og sjá hvort að dreifing 

AQP4-AAA í frumuhimnunni væri frábrugðin samanborið við AQP4.  

Annars konar áhrif sem þessi PDZ-hneppisprótein kunna að hafa á AQP4 eins og t.d. 

stjórnun á vatnsgegndræpni eru efni í aðrar rannsóknarspurningar. Ljóst er að enn er margt 

óráðið um þær víxlverkanir próteina sem koma að stjórnun skautaðrar staðsetningar AQP4 

í frumhimnum stjarnfrumna, mAQP4AAA genaferjan, sem útbúin var í þessu verkefni, er 

mikilvægt verkfæri til að rannsaka það frekar. 
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7. Viðauki 

Niðurstöður raðgreininga. Stuðst var við vefsíðu National Center for Biotechnology 

Information. Nr. 2 var eina genaferjan sem var með rétt innskot. 

Nr.1 

 > pCMV-sport6+AQP4AAA7 -- 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 = 1e-166, Method: Compositional matrix adjust. 

 Identities = 289/289 (100%), Positives = 289/289 (100%), Gaps = 0/289 (0%) 

 

Query  1    MVAFKGVWTQAFWKAVSAEFLATLIFVLLGVGSTINWGGSENPLPVDMVLISLCFGLSIA  60 

            MVAFKGVWTQAFWKAVSAEFLATLIFVLLGVGSTINWGGSENPLPVDMVLISLCFGLSIA 

Sbjct  1    MVAFKGVWTQAFWKAVSAEFLATLIFVLLGVGSTINWGGSENPLPVDMVLISLCFGLSIA  60 

 

Query  61   TMVQCFGHISGGHINPAVTVAMVCTRKISIAKSVFYIIAQCLGAIIGAGILYLVTPPSVV  120 

            TMVQCFGHISGGHINPAVTVAMVCTRKISIAKSVFYIIAQCLGAIIGAGILYLVTPPSVV 

Sbjct  61   TMVQCFGHISGGHINPAVTVAMVCTRKISIAKSVFYIIAQCLGAIIGAGILYLVTPPSVV  120 

 

Query  121  GGLGVTTVHGNLTAGHGLLVELIITFQLVFTIFASCDSKRTDVTGSIALAIGFSVAIGHL  180 

            GGLGVTTVHGNLTAGHGLLVELIITFQLVFTIFASCDSKRTDVTGSIALAIGFSVAIGHL 

Sbjct  121  GGLGVTTVHGNLTAGHGLLVELIITFQLVFTIFASCDSKRTDVTGSIALAIGFSVAIGHL  180 

 

Query  181  FAINYTGASMNPARSFGPAVIMGNWANHWIYWVGPIMGAVLAGALYEYVFCPDVELKRRL  240 

            FAINYTGASMNPARSFGPAVIMGNWANHWIYWVGPIMGAVLAGALYEYVFCPDVELKRRL 

Sbjct  181  FAINYTGASMNPARSFGPAVIMGNWANHWIYWVGPIMGAVLAGALYEYVFCPDVELKRRL  240 

 

Query  241  KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKK  289 

            KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKK 

Sbjct  241  KEAFSKAAQQTKGSYMEVEDNRSQVETEDLILKPGVVHVIDIDRGEEKK  289 

 

Hér vantar hluta af C- endanum og er þetta innskot því ekki nohæft. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Nr.2 

 

 >  pCMV-sport6+AQP4AAA8 -- 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 staðar og því er þetta innskot nothæft. 

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+AQP4AAA10 -- 15..956 of sequence 

 CATGCTGGTACCGGTCCGGAATTCCCGGGATATCGTCGACATGGTGGCTTTCAAAGGAGT 

 CTGGACTCAGGCTTTCTGGAAGGCAGTCTCAGCAGAATTTCTGGCCACGCTTATCTTTGT 

 TTTGCTCGGTGTGGGATCCACCATAAACTGGGGTGGCTCAGAAAACCCCTTACCTGTGGA 

 CATGGTCCTCATCTCCCTTTGCTTTGGACTCAGCATTGCTACCATGGTGCAGTGCTTTGG 

 CCACATCAGTGGTGGCCACATCAATCCCGCTGTGACTGTAGCCATGGTGTGCACACGAAA 

 GATCAGCATCGCTAAGTCCGTCTTCTACATCATTGCACAGTGCCTGGGGGCCATCATTGG 

 AGCCGGCATCCTCTACCTGGTCACACCTCCCAGTGTGGTTGGAGGATTGGGAGTCACCAC 

 GGTTCATGGAAACCTCACCGCTGGCCATGGGCTCCTGGTGGAGTTAATAATCACTTTCCA 

 GTTGGTGTTCACTATTTTTGCCAGCTGTGATTCCAAACGAACTGATGTTACTGGTTCAAT 

 AGCTTTAGCAATTGGATTTTCCGTTGCAATTGGACATTTGTTTGCAATCAATTATACTGG 

 AGCCAGCATGAATCCAGCTCGATCTTTTGGACCCGCAGTTATCATGGGAAACTGGGCAAA 

 CCACTGGATATATTGGGTTGGACCAATCATGGGCGCTGTGCTGGCAGGTGCCCTTTATGA 

 GTATGTCTTCTGTCCTGATGTGGAGCTCAAACGTCGCCTTAAGGAAGCCTTCAGCAAAGC 

 CGCGCAGCAGACAAAAGGGAGCTACATGGAGGTGGAGGACAACCGGAGCCAAGTGGAGAC 

 GGAAGACTTGATCCTGAAGCCCGGAGTGGTGCATGTGATTGACATTGACCGTGGAGAAGA 

 GAAGAAGGGGAA.GACTCTTCGGGAGAGGTATTGGCCCGCCGC 

 
Score =  593 bits (1529),  Expect = 1e-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 á C endan og því er þetta innskot ekki nothæft. 
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