
ВЛИЯНИЕ
 

НА
 

БОЛЕСТ-ПРЕДИЗВИКВАЩИ
 

МУТАЦИИ
 В

 
ПОТЕНЦИАЛНИ

 
СОРТИРАЩИ

 
МОТИВИ

 НА
 

БЕЛТЪКА
 

БЕСТРОФИН-1
 

(Best1)
 ВЪРХУ

 
ТРАНСЕПИТЕЛНАТА

 
РЕЗИСТЕНТНОСТ

 
НА

MDCK II КЛЕТКИ

ГлГл. . асас. . ВеселинаВеселина

 
МосковаМоскова--ДумановаДуманова

катедракатедра

 
““ЦитологияЦитология, , хистолохияхистолохия

 
ии

 
ембриологияембриология””

БиологическиБиологически

 
факултетфакултет

СУСУ

 
““СвСв. . КлиментКлимент

 
ОхридскиОхридски””



БелтъкътБелтъкът
 

бестрофинбестрофин--11/ / BestBest11

Функции
 

на
 

Best1:



 

Хлорен
 

канал, активиран
 

от
 

вътреклетъчни
 

Са2+

 

канали


 

Инхибитор
 

на
 

вътреклетъчните
 

потенциал-зависими
 

Са2+

 

канали


 

НСО3
-

 

канал


 

Участие
 

във
 

функциите
 

на
 

лизозомите


 

Участие
 

в
 

регулирането
 

на
 

вътреклетъчното
 

рН


 

Участие
 

в
 

правилното
 

развитие
 

на
 

окото


 

Участие
 

в
 

глутаматния
 

транспорт



БестрофинопатииБестрофинопатии



 
Вителиформна

 
макулна

 
дегенерация

 
на

 
Бест

 
(BVMD)



 
Къснопоявяваща

 
се

 
вителиформна

 
макулна

 
дегенерация

 (AVMD)


 
Автозомно

 
рецисивна

 
бестрофинопатия

 
(ARB)



 
Автозомно-доминантна

 
витреоретинохороидопатия

 (ADVIRC)

• възрастово
 

обусловена
 

макулна
 

дегенерация
 

(AMD)
• пигментен

 
ретинит

 
(RP)



МутацииМутации
 

вв
 

BestBest11

Moskova-Doumanova, BBE, 2013



НарушенаНарушена
 

локализациялокализация
 

нана
 

Best1Best1

Имунофлуоресцентна
 локализация

 
на

 
Best1Y227N в

 хистологичен
 

препарат
 

от
 ретината

 
на

 
93 годишен

 
мъж, 

развил
 

БВМД
 

на
 

75 год. 
възраст. 

Имунофлуоресцентна
 локализация

 
на

 
Best1 в

 хистологичен
 

препарат
 

от
 ретината

 
на

 
човек, 

нестрадащ
 

от
 

заболяване
 на

 
ретината. 

B

ApAp

B

Mulllins, Arch

 

ophthalmol, 2005



ЗадържанеЗадържане
 

вв
 

цитоплазматацитоплазмата
 

нана
 

някоинякои
 

Best1Best1
 

--
 мутантимутанти

Milenkovic, JCS, 2011



Анализ
 

на
 

синтеза
 

на
 

Best1 мутантите
 

в
 

MDCK
 

клетки

мутация Предполагаем
 сортиращ

 
мотив

Y85H Y85VTL

Q96R Y97ENL

L100R Y97ENL

L207I L206L207

Y227N Y227DWI



Влияние
 

на
 

BVMD-свързаните
 

мутации
 

в
 

Best1
 върху

 
базолатералната

 
локализация

 
на

 
белтъка

Doumanov, 
IJMS, 2013



Kоличествено
 

разпределение
 

на
 

Best1 между
 

базолатералния
 

и
 апикален

 
домен

 
на

 
клетките, преходно

 
трансфектирани

 
с

 различните
 

мутанти
 

на
 

Best1 

mean
 

±
 

s.e.m., n = 10, * P
 

< 0.01, *** P
 

< 0.0001

Best1 90%     10% 

Y85H 75%      25% 

Q96R 80%      20% 

L100R 84%      16%

L207I 90%      10%

Y227N 81%      19% 

BL       Ap

Биотинилиране
 

на
 

клетъчнo-
 повърхностните

 
белтъци

Doumanov, IJMS, 2013



Влияние
 

на
 

мутацията
 

R25W, която
 

не
 

е
 

част
 

от
 

потенциален
 сортиращ

 
мотив,

 
върху

 
клетъчната

 
локализация

 
на

 
Best1

BL

Ap

x-y

x-zBest1R25W

β-катенин

Кл. ядра

(mean
 

±
 

s.e.m., n
 

= 10, P
 

< 0.005) 



Заключение:
 

Изследваните
 

от
 

нас
 

мутации
 променят

 
клетъчната

 
локализация

 
на

 
белтъка

 Best1 при
 
преходна

 
трансфекция

 
в

 поляризирани
 

клетки
 

от
 

линията
 

MDCK II. 



Бъдещи
 

планове:

•
 

създаване
 

на
 

стабилни
 

клетъчни
 

линии, експресиращи
 

тези
 

и
 други

 
мутантни

 
форми

 
на

 
белтъка

 
Best1

•
 

Създадените
 

клетъчни
 

линии
 

ще
 

бъдат
 

използвани
 

за:


 
изследване

 
на

 
промените

 
в

 
локализацията

 
на

 
Best1, с цел

 идентифициране
 

на
 

сортиращите
 

мотиви
 

в
 

молекулата
 

на
 белтъка.


 

изследване
 

на
 

промените
 

в
 

трансепителната
 

резистентност
 

на
 клетъчния

 
монослой, в

 
резултат

 
на

 
нарушената

 
локализация





•
 

Получените
 

резултати
 

ще
 

дадат
 

информация
 

за
 

механизмите
 

на
 патогенезата

 
на

 
Вителиформната

 
макулна

 
дегенерация

 
на

 
Бест, 

предизвикани
 

от
 

изследваните
 

мутации, която
 

би
 

могла
 

да
 

послужи
 за

 
създаването

 
на

 
нови

 
ефективни

 
терапевтични

 
подходи.



ESFESF--EMBO SymposiumEMBO Symposium
 CELL POLARITY AND MEMBRANE CELL POLARITY AND MEMBRANE 

TRAFFICKINGTRAFFICKING
 PoloniaPolonia

 
Castle Castle PultuskPultusk, , PolandPoland, 10.5 , 10.5 --

 
15.5 201415.5 2014

 ((closingclosing
 

date: 9. date: 9. FebruaryFebruary
 

2014) 2014) 

May 03 May 03 --
 

07, 2015 07, 2015 
Denver, ColoradoDenver, Colorado

http://www.arvo.org/


120260Sigma-AldrichDMEM (high
 

glucose) 

2802140Sigma-AldrichFetal
 

calf serum

9604240Corningtranswells
 

(6 wells)

100011000Qiagen
Effectene
(transfection kit)

120011200Sigma-Aldrichbeta-catenin
 

antibody

240021200
Novus

 
Biologicals

 Inc.
anti-Best1 antibody

 (E6-6)

общоколичествоцена

 

с

 

ДДСпроизводителконсуматив



Благодаря
 

за
 

вниманието!



Хидрофобна
 АК

Хифрофилна, 
основна
АК

Y85H Q96R

Хидрофилна, 
основна

 
АК

Хидрофилна, 
полярна, 
незаредена

 АК



L100R L207I

Хидрофобна
 АК

Хидрофобна
 АК
Хидрофобна

 АК
Хидрофилна, 
основна

 
АК



Хидрофобна
 АК

Y227N   Y227F, Y227E

Хидрофилна, 
полярна, 
незаредена

 АК

Хидрофобна
 АК
Хидрофилна, 
кисела

 
АК



Електроокулограма
 

и
 

светлинен
 

пик



MDCK II

hBest1 MDCK II



ЕтапиЕтапи
 

вв
 

развитиеторазвитието
 

нана
 

BVMDBVMD

пре-вителиформен,
 

стадий
 

1 вителиформен,
 

стадий
 

2 стадий
 

3

стадий
 

4
фиброглиален:/ретрактилен,
стадий

 
5

дисковидна
 

атрофия,
стадий

 
5

J Fr. Ophtalmol., 2003
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