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Abstrakt

Spravna doprava nakladu na misto urceni je nezbytna pro efektivni fungovani eukaryotickych
bunék. Mnoho molekul je vramci bunky piesouvano pomoci vackového transportu.
Narusenim tohoto transportu vzniké fada zdvaznych patologii. Ttidéni a recyklace nakladu je
nepostradatelnou soucasti vackového transportu a umoziuje zefektivnit naslednou dopravu
nakladu po buiice. WASH komplex spole¢né se svymi interakénimi partnery ma zasadni vliv
na regulaci vétvenych aktinovych vlaken. Pokud tyto d&je probihaji na membrané endozoém,
projevi se nasledn¢€ i na tfidéni, recyklaci a dopravé nakladu po buinice. Mutace WASH
komplexu a jeho interakénich partnerid vedou ke vzniku patologii jako je dédicné spasticka
paraplegie, Parkinsonova nemoc, ¢i lehka intelektualni porucha. I pfes mnozstvi poznatkl
nejsou mechanizmy vzniku téchto patologii zatim znamy. Vyzkum v této oblasti miize vést
k odkryti zakladnich molekuldrnich mechanizmt stojicich za komplexitou vackového
transportu, recyklaci a tfidénim nékladu a nasledn¢ i k lepSim moZnostem 1é€by postizenych

pacientq.

Klicova slova: WASH komplex, NPF, recyklace/tfidéni nakladu, vackovy transport

Abstract

Efficient transport of cargo to its correct destination is required for the proper functioning of
eukaryotic cells. Vesicular trafficking is one of the important means of intracellular transport.
Impairment of this process often leads to serious pathologies. Sorting and recycling is the
crucial part of vesicular trafficking as it enhances its efficiency. The WASH complex has a
key role in the regulation of branched actin patches formation. If this occurs on the membrane
of endosomes, then it affects sorting, recycling and cargo trafficking. Mutations in the WASH
complex or its interacting partners cause diseases such as hereditary spastic paraplegia,
Parkinson disease or light intellectual disability. Despite certain advance in the understanding
of above-mentioned pathologies, mechanism of the pathogenesis is still elusive. Research in
this field can reveal basic molecular mechanisms responsible for the complexity of cargo
sorting, recycling and trafficking and thus provide better opportunities for treatment of

affected individuals.

Key words: WASH complex, NPF, cargo recycling/sorting, vesicular trafficking



1. Seznam pouZzitych zkratek

AD Alzheimerova nemoc

ARID Autosomalné recesivni
intelektualni porucha

ARP2/3 Komplex proteinti piibuznych

komplex aktinu2 a3

ATP7A ATPaza transportujici méd’naté
ionty Alfa

ATGY9A Protein spojeny s autofagii 9A

B2AR B 2 - adrenergni receptor

Bar Doména Bin-amphyphisin-rvs

BMP Kosterni morfogeneticky
protein

Cl6orf62 Otevieny Cteci ramec 62 na
chromozomu 16

CapZ o/ Cepi¢kovaci protein svalovych
Z linii o/p

CCDC Coiled coil doménu obsahujici
protein

CCC komplex Komplex proteint COMMD,
CCDC22, CCDC93 a Cl60rf62

CIMPR Kation nezavisly mano6za-6-
fosfatovy receptor

CMT Charcotiv-Marietv-Toothtiv
syndrom

CNS Centralni nervova soustava

COMMD Protein metabolismu médi
obsahujici Murrl doménu

CSC Néklad selektujici komplex

FAM21 Protein z rodiny se sekven¢ni
homologii 21

FKBP15 Protein 15 vazici FK506

GA Golgiho aparat

GFP Zeleny fluorescencni protein

HSP Deédicna spasticka paraplegie

IMY Spoj zprostifedkovavajici a

regula¢ni protein

LDL Lipoprotein s malou hustotou

LDLR Receptor lipoproteinu s malou
hustotou

LID Lehk4 intelektudlni porucha

mRNA medidtorova RNA

Alzheimer Disease

Autosomal recessive intelectual
disability

Actin Related Protein 2/3 complex

ATPase Copper Transporting Alpha

Autophagy related 9A

B - 2 Adrenergic Receptor
Bin-amphyphisin-rvs domain
Bone Morphogenetic Protein

Chromosome 16 Open Reading Frame
62
Capping actin protein of muscle Z-line

/B

Coiled Coil Domain Containing protein

Complex of proteins COMMD,
CCDC22, CCDC93 and C160rf62
Cation Independent Manosa-6-
Phosphate Receptor
Charcot-Marie-Tooth disease

Central Nervous System

Copper Metabolism Murrl Domain
containing protein

Cargo Selective Complex

Family with sequence homology 21
protein

FK506 Binding Protein 15

Golgi Apparatus

Green Fluorescent Protein
Hereditary Spastic Paraplegia
Junction-Mediating and

Regulatory protein

Low Density Lipoprotein

Low Density Lipoprotein Receptor

Light Intellectual Disability
messanger RNA



MPP*

NF-KB
NPFs

N-WASP
PD
PtdIns3P
Rab
RME-8

RSS
SCAR

siRNA
SNARE

Snx
SWIP

TBR
TGN
Tf

TfR
TRIM27

VCP

Vps 26/29/
35
WASP/WASp

WASH
WAVE

WCA
WHAMM
WHD 1/2
Wt

X-LID

YFP

1-metyl-4-fenylpyridinium
Jaderny faktor K B

Faktory zahajujici polymeraci
aktinu

Neuréalni WASP
Parkinsonova nemoc
Fosfatidylinositol-3-fosfat
Rasu pfibuzny protein v mozku
Protein potiebny pro
receptorem zprostfedkovanou
endocytozu 8
Ritscher-Schinzeltiv syndrom
Supresor cAMP receptoru
Mala interferujici RNA
Receptor solubilniho NSF
ptichycujiciho proteinu
Sorting nexin protein
Strumpellin a WASHI1
interagujici protein

Tubulin vazajici region

Trans Golgi network
Transferin

Transferinovy receptor

Protein 27 obsahujici tripartitni
motiv
Valosin obsahujici protein

Vakuolarni protein asociovany
s tfidénim proteini 26 / 29 / 35
Protein Wiskott-Aldrichova
syndromu

Homolog WASP a SCAR
Homolog WASP a Verpolin

WH2 doména, spojovaci a
kysely region

Homolog WASP asociovany

s aktinem, membranami a
mikrotubuly

WASH homologni doména 1/2
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X-vazana lehka intelektudlni
porucha

Zluty fluorescenéni protein

1-Methyl-4-PhenylPyridinium

Nuclear Factor K B
Nucleation Promoting Factors

Neural WASP

Parkinson Disease
Phosphatidyllnositol-3-Phosphate
Ras-related in brain

Required For Receptor-Mediated
Endocytosis 8

Ritscher-Schinzel Syndrome
Suppressor of cAMP Receptor
small interferring RNA

Soluble NSF Attachment protein
Receptor

Sorting nexin

Strumpellin and WASH1 Interacting
Protein

Tubulin-Binding Region

Trans Golgi Network

Transferin

Transferin receptor

Tripartite Motif containing 27

Calosin Containing Protein
Vacuolar protein sorting-associated
protein 26 / 29 / 35
Wiskott-Aldrich Syndrome Protein

WASP and SCAR Homolog

WASP and Verpolin homolog

WH?2 domain, Connector and Acidic
region

WASP Homolog associated with Actin,
Membranes and Microtubules

WASH Homology Domain 1/2
Wild-type
X-linked Light Intellectual Disability

Yellow Fluorescent Protein



2. Uvod

Eukaryotické buiiky se vyznacuji velkym mnozstvim navzijem oddélenych membranovych
kompartmenti. Specifické prostiedi, které je v téchto kompartmentech udrzovano, umoziuje
predevsim pribéh konkrétnich biochemickych reakci. Aby tyto déje probihaly spravné, je
zapotiebi nalezit¢ koordinovat jak vackovy transport, tak tfidéni ndkladu, ktery je do téchto
kompartmentd dopravovan. Prav€ malé membranové vacky zajiStuji pfepravu nékladd,
proteinli a nejriznéj$ich metabolitii mezi jednotlivymi membranovymi kompartmenty. Vacek
vznikd pucenim z membrany. Tomuto procesu mohou napomahat jak obalové proteiny, tak
proteiny zpisobujici lokalni zakfiveni membrany, ale i n€které slozky cytoskeletu. Béhem
puceni je vacek plnén nakladem a to diky celé fad¢ receptorti a adaptorovych proteind, které
umoznuji selektivni zakotveni nékladu v pucicim vacku. Poté, co dojde k odstépeni, je vacek
dopravovan po buiice pomoci molekularnich motort, které putuji s timto vackem po
cytoskeletalnich vldknech k cilové destinaci. Samotny vacek si nese adresu v podobé
specifickych malych GTP4z zrodiny Rab (z angl. Ras Associated in Brain), proteini
zajiStujici ukotveni ke konkrétni membrané (v angl. tzv. tethering), ¢i SNARE proteini
(z angl. Soluble NSF Attachment protein Receptor). Tyto proteiny dohromady umoziuji
navazani kontaktu a naslednou fuzi s cilovou membranou ¢i membranovym kompartmentem
(Bonifacino and Glick, 2004; Stenmark, 2009). Samotny cytoskelet ve vackovém transportu
nehraje pouze roli kabell, po kterych jsou vacky dopravovany, ale zasadnim zplsobem se
podili na remodelaci membran a déjich spojenych s tfidénim a recyklaci nakladu (Anitei and

Hoflack, 2011).

Pro patfi¢nou funkci membranovych kompartmentti, cel¢ buiiky i organismu je zapotiebi
spravné fungujici vackovy transport. Neni divu, Ze Casto i pfi zdanlivé nepatrném naruSeni
proteind, podilejicich se na vackovém transportu, dochazi u lidi ke vzniku zdvaznych
patologii. Pokud jde o poSkozeni transportovan¢ho ndkladu, vznikaji Casto patologie praveé
jeho Spatnou dopravou, degradaci nebo naopak akumulaci tohoto nakladu. V moment¢, kdy je
poskozen néktery z obecnych prvkil vackového transportu (viz vyse), dochazi Castéji ke
vzniku komplexnich ¢i vyvojovych poskozeni (De Matteis and Luini, 2011). Seznam
patologii vzniklych v disledku poruseni vackového transportu je velice dlouhy. Pro ilustraci
lze uvést napiiklad Charcotliv-Marietiv-Toothiv syndrom (CMT), ktery je zpisoben mimo

jiné 1 mutaci v proteinu dynamin 2, zajiStujicim odStépeni vacka, ¢i svalovou dystrofii, kterd

vrwe



V prvni ¢asti prace se budu zabyvat vackovym transportem, piedev§im pak roli WASH
komplexu (Wiskott-Aldrich syndrome and SCAR Homolog). Ten se podili na regulaci
dynamiky aktinového cytoskeletu obklopujiciho endozomélni membranu, a zprosttedkované
se tak ucastni procesu tfidéni a recyklace nakladu v endocytické draze. Druha ¢ast prace bude
zamefena na shrnuti poznatkli o patologiich, které vznikaji porusenim tfidici/recyklacni

masinerie asociované s WASH komplexem.
2. 1. Aktinovy cytoskelet

Aktin je pfiblizné 42kDa velky globularni protein, ktery se uvnité eukaryotickych bunék
vyskytuje ve dvou stavech - jako G-aktin monomerni form& a jako F-aktin, kdy mnoho
monomeru aktinu tvofi dohromady vldkna. Mezi G-aktinem a F-aktinem funguje dynamicka
rovnovaha, ktera umoziuje polymeraci a depolymeraci aktinové sité. Aktin se diky tomu
podili na celé fadé bunécnych déji. Mezi tyto d&je patii naptiklad tvorba aktinového prstence
umoziujiciho cytokinezi, pohyb celé buniky dosazeny diky polymerizaci aktinu v pfedni ¢asti
bunky nebo doprava vackl a organel po aktinovych vldknech na rizné mista buiiky (Pollard

et al., 2009).

V bunkach se vyskytuji nevétvend nebo vétvend aktinova vlakna. Jednim zregulacnich
faktori, které se podili na tvorbé vétvenych aktinovych vldken, je komplex proteinli
ptibuznych aktinu 2 a 3, tzv. ARP2/3 komplex (z angl. Actin Related Protein 2/3 complex).
Tento komplex se vaze na jiz existujici aktinové vldkno a poskytuje na bocni strané tohoto
vldkna moznost polymerace vldkna nového. Vétveni aktinovych vladken mé vliv na mnoho
fyziologickych procesii v bufice a proto musi byt aktivita ARP2/3 komplexu regulovana.
ARP2/3 komplex ma sam o sobé schopnost polymerizovat aktin jen minimalni. Ke zvySeni
této schopnosti je zapotiebi, aby byl ARP2/3 komplex aktivovan jednim z faktor zahajujici
polymerizaci (NPFs, z angl. Nucleation Promoting Factors). NPF se déli do dvou skupin —
ttida I a II. Zastupci téchto dvou tfid se mezi sebou odlisuji strukturou a tlohou v regulaci
aktinového cytoskeletu. Aktivaci ARP2/3 komplexu maji na starosti pfedevSim NPF 1. tfidy.
Spole¢né NPF I. tfidy, ARP2/3 komplex a aktinové monomery umoznuji tvorbu vétveni na jiz
stavajicim aktinovém vlakné (Obr. 1)(Rottner ef al., 2010). Velkou ¢ast NPF L. ttidy tvofi
rodina proteinli Wiskott-Aldrichova syndromu (WASp, z angl. Wiskott-Aldrich Syndrome
protein) (Pollard, 2007; Campellone and Welch, 2010).



NPF tfidy |

G-aktin —.

ARP2/3
komplex

F-aktin

Obr. 1: NPF 1. tfidy vaze aktin i ARP2/3 komplex. Ten je touto vazbou aktivovan, naseda
z boku jiz hotového aktinového vldkna a umoznuje polymeraci G-aktinu v F-aktin. To vede
ke vzniku vétveni na stavajicim aktinovém vlakng. VéEtvena aktinova vlakna se poté podileji

na remodelaci membrany. Upraveno dle (Campellone and Welch, 2010).
2. 2. Rodina proteinit WASp

Proteiny rodiny WASp maji zdsadni dopad na regulaci aktinového cytoskeletu, coz
zprostiedkované ovliviiuje celou plejadu bunéénych deja (Obr. 2). Podle struktury lze ¢leny
rodiny WASp rozdélit na tii podskupiny - pfibuzné WAVE, piibuzné WASP a piibuzné
WASHI1. WASHI patii mezi nedavno objevené ¢leny rodiny WASp. Byl popsan jiz v roce
2007 (Linardopoulou et al., 2007), ale jeho funkce byla odhalena az o dva roky pozdéji
(Derivery et al., 2009; Gomez and Billadeau, 2009).

Z= - vétveny aktin WASP
@ - endozém WAVE2 4

aktinového cytoskeletu napti¢ buitkou. Upraveno dle (Rottner et al., 2010).



2. 2. 1. Novy ¢len WASp rodiny WASH1

Protein WASH1 ma nékolik evoluéné konzervovanych domén (Obr. 3). Od N-konce proteinu
WASHI1 Ize rozpoznat WASH homologni doménu (WAHD1), za kterou smérem k C-konci
nasleduje tubulin vazajici doména (TBR; z angl. Tubulin Binding Region) a region bohaty na
prolin (P). Na uplném C-konci ma WASHI, stejné€ jako ostatni NPF z rodiny WASp, WCA
doménu (z angl. WH2 domain, Connector and Acidic region)(Linardopoulou et al., 2007,
Campellone and Welch, 2010). Pravé pomoci WCA domény dochazi k aktivaci ARP2/3
komplexu a naslednému vzniku vétvenych aktinovych vlaken (Campellone and Welch, 2010).
WASHI je kodovan genem, ktery béhem evoluce ¢lovéka prodélal 6 duplikaci. Kompletni
produkt je u lidi nicméné kdédovan pouze na alele umisténé v subtelomerické oblasti krat§iho
raménka chromozému 9 (Linardopoulou et al, 2007). WASHI je velmi evolu¢né
konzervovanym c¢lenem rodiny WASp. Lze jej nalézt jak v mnohobunéénych organismech,
tak 1 v organismech jednobun&cnych, jako je Dictyostelium nebo Entamoeba, nikoliv vSak
v kvasinkach (Linardopoulou et al, 2007). U rostlin nelze tvrzeni o pfitomnosti, ¢i
nepiitomnosti WASH1 zobecniovat. Modelovy zastupce rostlin Arabidopsis thaliana WASH1
postrada, avSak existuje cela fada rostlin, které homolog WASH1 obsahuji. U niz§ich rostlin
lze homolog WASHI najit naptiklad u zelené fasy Ostreococcus, z vy$Sich rostlin
obsahujicich homolog WASH1 lze uvést napiiklad Cirok (Sorghum)(Insall and Veltman,
2010). Pro mys a zfejmé tedy i1 pro ¢lovéka jde o gen esencialni (Gomez ef al., 2012; Xia et
al., 2013), ktery ma stabilni expresi ve vétsin€ tkdni dospélého organismu. Vysoka trovein
exprese pak byla nalezena v krevnich bunikach a nékterych oblastech mozku (Linardopoulou

et al., 2007; Derivery et al., 2009).

N-kunec( WAHDI ({ TBR ﬂe . : A C-kaonec

Obr. 3: Domény proteinu WASHI. Upraveno dle (Campellone and Welch, 2010).

2. 2.2. WASH komplex a jeho struktura

Protein WASH1 neaktivuje ARP2/3 komplex sam, nybrz spole¢né¢ s dal$imi proteiny. Pomoci
tandemové¢ afinitni purifikace WASHI1 proteinu se podafilo izolovat proteiny, které s WASH1
tvofi dohromady WASH komplex. WASH komplex se skladd z 5 podjednotek (Obr. 4) —
WASHI1, FAM21, Strumpellin, SWIP a CCDC53 (z angl. FAM21 — Family with sequence
homology 21, SWIP — Strumpellin and WASH1 Interacting Protein, CCDC53 — Coiled Coil

Domain Containing protein 53). Nékdy se za soucast WASH komplexu povazuji i



cepickovaci proteiny 1 a 2 (CapZ a a B) (Derivery et al., 2009; Jia et al., 2010). Jednim
z dilezitych poznatki, ktery podtrhuje fungovani téchto proteini v komplexu, je, Ze deplece
jedné podjednotky ve vétSiné piipadl zplsobi témét kompletni degradaci podjednotek
ostatnich. Jednotlivé podjednotky jsou stabilni teprve poté, co se vazi ve WASH komplexu

(Jiaet al., 2010).

Obr. 4: Schématickd struktura WASH komplexu, vyobrazeni vazeb jednotlivych c¢lend.
Upraveno dle (Jia ef al., 2010).

2. 2. 3. Lokalizace WASH komplexu v buiice

WASH komplex byl poprvé pozorovan po overexpresi WASHI1 v oblasti filopodii na
plazmatické membrané v asociaci s aktinem (Linardopoulou et al., 2007). Podle pozd¢jsich
praci se vSak WASH komplex vyskytuje na plazmatické membrané pouze v piipadé
overexprese a nejedna se tedy o fyziologickou situaci. Tyto prace ukazuji, Ze za normalnich
podminek se WASH komplex vyskytuje uvniti bunék na endozémech a kolokalizuje
s teckami vétvené¢ho aktinu (z angl. actin patches). Diky spole¢né vizualizaci proteinu
WASHI1 a markeri pouzivanych k rozliseni subpopulaci endozémii se zjistilo, ze se WASH
komplex vyskytuje predev§im na membranach Casnych a recykla¢nich endozomil, méné pak
na membranach pozdnich endozémii (Derivery et al., 2009; Gomez and Billadeau, 2009).
Derivery a kol., na rozdil od Gomez a kol., také uvadéji, ze WASH komplex se v mensi miie
vyskytuje i na membrané lyzozémua (Derivery et al., 2009; Gomez and Billadeau, 2009).
Po depleci proteinu WASH1, a tedy vyrazném naruSeni celého komplexu, dochazi
ke zhrouceni endozomdlni a lyzozomalni sit¢ v buice. Endozémy lze poté pozorovat

v perinukledrni oblasti (Gomez et al., 2012).
2. 2. 4. WASH komplex jako hlavni NPF na endozomalni membrané

WASH komplex se podili na tfidéni a recyklaci mnohych typi ndkladu z endozéma do TGN
nebo na plazmatickou membranu. Deplece WASH komplexu mé vliv napiiklad na mnoZstvi

kation nezavislého manéza-6-fosfatového receptoru (CIMPR), ktery je poté, co dopravi



hydroldzu do endozomu, recyklovan zpét do TGN (Gomez and Billadeau, 2009). Naklad
recyklujici pomoci WASH komplexu z endozomu na plazmatickou membranu je napiiklad
aSB1 integrin (Zech et al., 2011) nebo P2-adrenergni receptor (B2AR)(Puthenveedu et al.,
2010; Temkin et al., 2011). V Dictyostelium discoideum je WASH komplex zodpovédny za
recyklaci vakuolarni ATPazy z lyzozoémi zpét do endozéml a ma tedy zasadni vliv na
acidifikaci téchto organel (Carnell ef al., 2011). Jakym zpisobem se WASH komplex podili
na transportu téchto nakladii? Bylo prokdzano, ze WASH komplex je hlavnim NPF na
membrané endozoému. Zde aktivuje ARP2/3 komplex a ten nasledné na organelach vytvari
tecky vétveného aktinu. Funkce téchto vétvenych aktinovych tecek neni zatim Gplné ziejma,
ale ucastni se spolecné¢ s WASH komplexem procesti vedoucich ke vzniku a posléze
odskrceni membranovych tubuli z endozoémii (Obr. 5). Po oddéleni se z téchto tubull stavaji
vacky (Derivery et al., 2009; Gomez and Billadeau, 2009). Membranové tubuly tedy tvoii
intermediat mezi vacky sméfujicimi k cilové destinaci a endozémem. Tubuly musi obsahovat
masinérii umoziujici zachyceni a nabohaceni nékladu. Bylo zjisténo, ze WASH komplex
kolokalizuje s retromerem, proteinovym komplexem, ktery mimo jiné zprosttedkovava tfidéni
a recyklaci nakladu (Obr. 5)(Gomez and Billadeau, 2009; Seaman, 2012). Pozd¢&ji byla
prokédzana i pfima interakce mezi podjednotkou WASH komplexu FAM21 a retromerem

(Harbour et al., 2010).

Obr. 5: Schéma WASH komplexu na membran¢ endozému, kde umoznuje tvorbu tecek
vétveného aktinu. Ty napomahaji vzniku membranovych tubuld, které jsou intermediidtem
mezi recykla¢nim endozomem a oddélenym vackem sméfujicim do cilové destinace.

Upraveno dle (Seaman et al., 2013).



2. 2. 5. WASH komplex a autofagie

WASH komplex se podili nejen na vySe uvedené tvorbé membranovych tubulil pro tfidéni a
recyklaci ndkladu, ale Gcastni se 1 procesu autofagie. Na toto téma je dostupnych nckolik
praci, které prezentuji na prvni pohled odlisné zavéry. Jedna z téchto praci ukazuje, ze v
HeLa bunikach dochazi po depleci WASHI ke snizené tvorbé autofagozémi (Zavodszky et
al., 2014). Autofi dalsi prace, tentokrat provedené v D. discoideum, ovsem po knockoutu
WASHI nepozoruji Zzadné zmény v tvorbé autofagozémi (King et al., 2013). Obé tyto prace
hodnoti pozorované efekty jako vysledek funkce WASH komplexu. Nicméné je zde i dalsi
prace, kterd uvadi, Ze po knockoutu WASHI1 v mySich fibroblastech dochazi ke zvySené
tvorb¢ autofagozémi (Xia et al.,, 2013). Déle ukazuji, ze WASHI interaguje s
proteinem Beclin 1. WASH1 zamezuje tomu, aby byl Beclin 1 ubikvitinovan a aktivoval
kindzu Vps34, ktera se podili na procesech pfi zahajeni autofagie. Xia a kol. prikladaji vyse
uvedené pouze WASHI1 proteinu, nikoliv celému WASH komplexu (Xia ef al., 2013). Je
zfejmé, ze WASHI a tedy i WASH komplex hraji urCitou, a¢ zatim ne zcela jasnou, roli

v autofagii.
2. 2. 6. Interak¢ni partneri WASH komplexu

WASH komplex spolupracuje a interaguje s celou fadou dalSich proteint (Tab. 1). Zda se, Ze
nejvetsi podil na tvorbé téchto interakci ma podjednotka FAM21, a to diky své dlouhé
nestrukturované C-termindlni doméné, nebot’ na tuto ¢ast FAM21 se vaze tfada proteint

(Derivery et al., 2009; Jia et al., 2010).

Podjednotka Interakéni : - :
WASH komp. partner Funkce interakéniho partnera Citace
E3 ubikvitin ligdza — aktivace
WASH] TRIM 27 WASH komplexu (Hao et al., 2013)
Beclin 1 regulace vzniku autofagozému (Xia et al., 2013)
" A (Harbour et al., 2012; Phillips-
CCDC93/22 tvoii CCC komplex (viz nize) Krawczak et al,, 2015)
CapZa a B3 il dyﬁ?ﬁgg AT (Derivery et al., 2009)
FKBP15 nejasna funkce (Viklund et al., 2009)
FAM21 RME-8 e e (Freeman et al., 2014)
tubull
podili se s WASH komplexem
Snx27 na recyklaci nakladu zpét na (Steinberg et al., 2013)
plazmatickou membranu
Vps35/26 tvori retromer (viz nize) (Harbour et al., 2010)

Tab. 1: Pfehled vybranych interak¢nich partnert WASH komplexu. Vysvétleni nazvt/zkratek

proteint je s ohledem na ptehlednost tabulky uvedeno pouze v seznamu zkratek.
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2.2.6. 1. Struktura a funkce retromeru

Retromer je jednim z vyznamnych interak¢nich partnert WASH komplexu. Jedna se o velice
evoluéné konzervovany proteinovy komplex, ktery se u savcl skladd ze dvou menSich
podkomplext. Prvnim je CSC (z angl. Cargo Selective Complex) sestavajici se z proteinil
Vps35, Vps29 a Vps26 a druhym je Snx heterodimer (z angl. Sorting nexin) sklédajici se z
proteini Snxl a Snx5/6 nebo z Snx2 a Snx5/6 (Seaman, 2012). Pfivdzani retromeru
k membrané zprostfedkovavaji jak Snx proteiny pomoci své Phox homologni (PX) domény,
ktera umoznuje vazbu proteinu k fosfatidylinositol-3-fosfatu (PtdIns3P), tak interakce mezi
CSC a v membrané vazanou malou GTP4azou Rab7a. Retromer je rekrutovan na membranu
zrajicich endozom, jejichz znakem je spole¢nd pfitomnost malych GTPaz Rab5 a Rab7a
(Rojas et al., 2008; Seaman, 2012). Snx tvofici heterodimer patii do podrodiny Snx-Bar
proteintl, které maji Bin-Amphyphisin-Rvs (Bar) doménu. Tato doména umoziuje dimerizaci
Snx proteinl, vazbu na zakfivené membrany a zaroven ziejm¢ k tvorbé tohoto zakfiveni i
napomaha (Peter ef al., 2004). Bar domény jsou dalsim faktorem, ktery se spole¢né¢ s WASH
komplexem podili na tvorbé jiz zminénych membranovych tubulll vychazejicich z endozomu.
V téchto tubulech dochazi diky CSC k selektivnimu vychytani urcitych typt ndklada
(Obr. 6). Jak jiz bylo feceno, tyto tubuly slouzi jako intermedidt mezi endozémem a mensimi
vacky, které dopravuji ndklad na konkrétni mista v buiice. Po oddéleni tubulu od zbytku
endozému jsou vzniklé vacky dopraveny k cilové destinaci pomoci mikrotubuldrniho
cytoskeletu (Seaman, 2012). Podle n€kterych studii retromer na jedné strané ovliviluje tfidéni
nakladu, na druhé strané¢ zakotvuje WASH komplex k endozomalni membrané vazbou

podjednotky WASH komplexu FAM21 (Harbour ef al., 2012; Jia et al., 2012)

BAR doména 00

 Snx heterodimer

PX domeéna PX doména

— CSC komplex

VPS26 VPS26 _J
Obr. 6: Prifez membranovym tubulem a struktura retromeru pii vychytdvani nékladu.

Upraveno dle (Bonifacino and Rojas, 2006).
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2. 2. 6. 2. Struktura a funkce CCC komplexu

DalSim dilezitym interakénim partnerem WASH komplexu je CCC komplex (Phillips-
Krawczak et al., 2015). Ten se skladd z proteinit CCDC22, CCDC93 (z angl. Coiled Coil
Domain Containning protein), COMMDI1 (z angl. Copper Metabolism MURR1 Domain-
containing protein 1) a C160rf62 (z angl. Chromosome 16 Open Reading Frame 62)(Obr. 7).
S WASH komplexem je CCC komplex asociovan diky piimé vazbé CCDC93 na C-koncovou
cast FAM21. V soucasnosti neni ziejmé, zda se na této vazb¢ podili pfimo i CCDC22
(Phillips-Krawczak et al., 2015). Spoleén¢ s WASH komplexem reguluje CCC komplex
tfidéni a transport n€kterych nakladld v bunce, napt. transportéru méd’natych ionth ATP7A
(z angl. ATPase Copper Transporting Alpha), LDL receptoru (z angl. Low Density
Lipoprotein) nebo Notch2 (Li et al., 2015; Phillips-Krawczak et al., 2015; Bartuzi et al.,
2016). Bylo zjisténo, ze CCDC22 mitize v sav€ich bunkéach vazat proteiny COMMDI-10
(Starokadomskyy et al., 2013). Neni jasné, zdali CCDC22 dokéze vézat vzdy pouze jeden
nebo vice COMMD proteinli zaroven. Rizné COMMD proteiny maji schopnost se vazat mezi
sebou navzdjem. To by mohlo napovidat, ze v bufice je mozny vyskyt vice druhtt CCC
komplexl, které se pak mohou podilet na riznych bunéénych déjich véetné regulace dopravy

velké Skaly nakladu (Li et al., 2015; Phillips-Krawczak et al., 2015; Bartuzi ef al., 2016).

\
COMMD1 ]
B C160rf62 |
B cccC
komplex
ccDC22 CCDC93
I 4
WASH
kamplex Retromer
FAM21

Obr. 7: Schématicka struktura CCC komplexu a jeho vazba s WASH komplexem. Upraveno
dle (Phillips-Krawczak et al., 2015).
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3. Patologie spojené s WASH komplexem a jeho vybranymi interakénimi partnery

Vzhledem k vyznamu WASH komplexu pro fadu bunéénych déju 1ze ocekavat v piipadé jeho
mutace ¢i poruSeni vznik patologii. Mutace ve dvou podjednotkdich WASH komplexu jsou
spojeny s dédinymi onemocnénimi. Jde o nékolik mutaci ve strumpellinu, které
zpusobuji dédi¢nou spastickou paraplegii, a jednu mutaci ve SWIP, kterd vede k autosomalné
recesivni lehké intelektudlni poruse (Valdmanis et al., 2007; Ropers et al., 2011). K podobné
zavaznému patologickému projevu vedou i1 nékteré mutace interakénich partnert WASH
komplexu. Mutace v proteinu CCDC22, podjednotce CCC komplexu, zplisobuje X-vazanou
lehkou intelektualni poruchu (Voineagu et al., 2012). Mutace ve Vps35, podjednotce
retromeru, je spojena s Parkinsonovou nemoci (Vilarino-Guell et al., 2011; Zimprich et al.,
2011). Na vySe zminéné lidské patologie a jejich spojitost s WASH komplexem ¢i jeho

interak¢nimi partnery se zamétuji dalsi ¢asti této bakalarské prace.
3. 1. Dédic¢na spasticka paraplegie, jeji klinické priznaky a patofyziologie

Dédicné spastické paraplegie (HSP z angl. Hereditary Spastic Paraplegia) tvofi heterogenni
skupinu genetickych neurodegenerativnich onemocnéni, které maji vliv pfedevSim na
motoriku dolnich koncetin postizeného. Dnes je jiz zndmo vice nez 50 loka, které jsou
asociovany s HSP. VétSinou se jedna pouze o mutaci v jediném genu. Z toho plyne, Ze pfi¢in
vzniku HSP je velmi mnoho. Podle toho, zdali se postizeny lokus nachédzi na autozémech
nebo pohlavnich chromozémech, a podle toho jak se tyto mutace projevuji, mize mit HSP
dédicnost jak autosomalné¢ dominantni, recesivni, tak i recesivni vdzanou na X chromozém.
Mezi hlavni klinické ptiznaky HSP patii spasticita (tuhost) a slabost dolnich koncetin,
problémy mo&ové soustavy &i lehka porucha poznavacich funkei. Casto se jedna o progresivni
problémy. O komplikovanou HSP se jedna v pfipad¢ dalSich doprovodnych ptiznakl, mezi
které lze fadit demenci, ataxii, epilepsii, ztratu zraku, ¢i jiné. Z patofyziologického hlediska
dochézi u HSP pfedevsim k degeneraci dlouhych axont v kortikospindlnim traktu. Ve vétSiné
piipadd vSak nejde o Uplny tthyn neuroni, ale pouze o zni¢eni ¢i odumfeni axonu neuronu

(Salinas et al., 2008; Blackstone et al., 2011).
3. 1. 1. Strumpellin v dédi¢né spastické paraplegii

Gen pro strumpellin leZi v lidském genomu na del$im raménku chromozému 8. Ur¢ité bodové
mutace ve strumpellinu zptsobuji HSP (Tab. 2) s autosomalné¢ dominantni dédi¢nosti

(Salinas et al., 2008; Fink, 2013). Velice ¢asto jde o zdménu vysoce evoluéné konzervované
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aminokyseliny. To vypovida o dilezitosti téchto aminokyselin v ramci proteinu. Kazda ze zde
uvedenych mutaci zptisobuje HSP sama o sob¢€. Pokud se tyto mutace vyznaci do sekvence
strumpellinu, lze vypozorovat segment o délce 50 bazi, ve kterém se vyskytuje 5 z8
bodovych mutaci strumpellinu zptisobujicich HSP. To by mohlo ukazovat na diilezitost tohoto
useku v HSP patofyziologii (Obr. 8). Nejcastéji je vyslednym projevem téchto mutaci
autosomaln¢ dominantni nekomplikovanad HSP s pozdnim néastupem (Valdmanis et al., 2007,
de Bot et al., 2013; Jahic et al., 2014). Jahic a kol. diskutuje moznost, Ze spojitost mezi
vznikem HSP a mutacemi [1226T a N471D neni dostate¢né doloZzena. Autofi argumentuji tim,
ze pro objeveni mutaci 1226T a N471D byly pouZity pouze malé rodiny s komplexné&jSim
fenotypem. Navic predikce patogenity téchto mutaci pomoci PolyPhen?2 je také nizkéa (Jahic et

al., 2014).

Mutace | 1226T N471D | R583S | S591P | L619F | V620A | V626F | G696A
(Valdmanis | (Ishiura (.War.lg (Valdmanis | (Jahic e | (Valdmanis | (de Bot
. (Bettencourt Xianling
Citace et al., 2013) etal., etal., ot al etal., al., etal., etal.,
N 2007) 2014) 20143 2007) 2014) 2007) 2013)
Tab. 2: Bodové mutace strumpellinu zptisobujici HSP
p.VE20A

p.RS83S p.S591P p.L619F p.VE26A

Homo sapiens TKLRATFLKLASALDLPLLRI-NQANSP-DLLSVSQYYSGELVSYVRKVLQ
Pongo abelii TKLRATFLKLASALDLPLLRI-NQANSP-DLLSVSQYYSGELVSYVRKVLQ
Rattus norvegicus TKLRATFLKLASALDLPLLRI-NQANSP-DLLSVSQYYSGELVSYVRKVLQ
Mus musculus TKLRATFLKLASALDLPLLRI-NQANSP-DLLSVSQYYSGELVSYVRKVLQ
Canis Llupus familiaris TKLRATFLKLASALDLPLLRI-NQANSP-DLLSVSQYYSGELVSYVRKVLQ
Gallus gallus TKLRATFLKLASALDLPLLRI-NQANSP-DLLSVSQYYSGELVSYVRKVLQ
Xenopus tropicalis TKLRATFLKLASALDLPLLRI-NQANSP-DLLSVSQYYSGELVFYVRKVLQ
Danio rerio TKLRATLLKLASALDLPLLRI-NQVNSP-DLLSVSQFYSGELVAYVRKVLQ

Drosophila melanogaster IGIRAVFLKLASTLEVPLMRI-NQARSE-DLVSVSNYYSTELANFLRRVLQ
Caenorhabditis elegans DVVRQIFTKLSISCYMLKLKLSNFSDKDHVASRIANTYSYALEKNLKTVLQ
Entamoeba histolytica  LKLRSLILKMSSILHLALLRM-MQAKTDEQMENVSKYYSEVLVNYVQRVLE
Obr. 8: Evolu¢ni konzervovanost strumpellinu mezi aminokyselinami 580 a 630,
s vyzna¢enim mutaci zptsobujicich HSP u clovéka vtomto useku. Vytvofeno pomoci

databaze UniProt (Bateman et al., 2015).
3. 1. 2. Zpisob vzniku HSP u pacientii s mutantnim strumpellinem

Zpusob vzniku HSP u pacientl s mutovanym strumpellinem neni doposavad zndm. Z hlediska
naruseni bunécné fyziologie lze HSP d¢lit do nékolika skupin. HSP zpisobend mutaci
strumpellinu je fazena do skupiny, kterd ma spojitost s porusenim vackového transportu

(Blackstone et al., 2011). Dosavadni vyzkum poukazuje na nékolik moznych duasledki
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mutovaného strumpellinu, ze kterych lze usuzovat na pfi€¢iny vzniku HSP u pacientl s témito

mutacemi.

Autofi jedné z praci nepfimo ukazuji na kultufe kortikalnich neuront, Ze v axonech téchto
bunék je na casnych endozomech podle ocekavani ptitomen jak WASH komplex, tak
retromer (Freeman et al., 2013). Dale také v HeLa bunkach pomoci co-imunoprecipitace
WASHI1 dokumentuji, ze exprimované mutantni formy strumpellinu (V626F, L619F a
N471D) se stale zacleniuji do WASH komplexu stejné jako nemutovany strumpellin. Navic
mutace V626F, L619F a N471D ve strumpellinu nezamezuji asociaci WASH komplexu
s retromerem (Freeman et al., 2013). Jednim z nékladd, ktery prochédzi endocytickou drahou
je 1 transferin (Tf). Tf je za normalnich okolnosti internalizovan pomoci transferinového
receptoru (TfR), ktery je posléze recyklovan zpét na plazmatickou membranu. Pomoci
pratokové cytometrie se dd zméfit jaké mnozstvi fluorescenéné znaceného Tf je za danych
podminek uvolnéno do okoli bunék v disledku recyklace TfR. V ptipadé knockoutu WASHI
Freeman a kol. pozoruji defekt v uvoliiovani transferinu a tedy defekt vrecyklaci TfR.
Nicméné mutantni strumpellin (V626F, L619F a N471D) podobny vliv na recyklaci TfR
nema. Tyto vysledky je tfeba interpretovat opatrné, nebot’ neni jasné, zda se WASH komplex
skutecné podili na recyklaci TfR. Existuji prace, které spojitost mezi dopravou TfR a WASH
komplexu pozoruji (Derivery et al., 2009; Freeman et al., 2013), ale jsou i prace, které tvrdi

opak (Duleh and Welch, 2010).

Né&kolik proteint, jejichZ mutace tsti v HSP, se podili na regulaci BMP signalizace (z angl.
Bone Morphogenetic Protein). Za vSechny lze uvést spastin ¢i atlastin-1. Z tohoto divodu se
Casto uvadi BMP signalizace jako mozny jednotici motiv HSP (Wang et al., 2007; Tsang et
al., 2009; Blackstone ef al., 2011). BMP signalizace ma vliv na riist a regeneraci axonu stejné
tak jako na celou fadu déji béhem vyvoje jedince (Liu and Niswander, 2005; Matsuura et al.,
2008). Mezi interakéni partnery strumpellinu patii i protein spartin (Zhao and Hedera, 2015),
ktery se podili naptiklad na transportu epidermdlniho ristového receptoru (Bakowska et al.,
2007). Samotny spartin byl ale také prokazan jako protein inhibujici pravé BMP signalizaci
(Wang et al., 2007; Tsang et al., 2009). Mutace ve spartinu zptisobuje taktéz HSP (Patel et
al., 2002). Strumpellin a spartin se ziejmé ucastni spole¢né drahy v bunice, kterd v pripade
naruseni usti v HSP (Zhao and Hedera, 2015). Bylo by zajimavé zjistit, zdali jiz zminéna
oblast strumpellinu mezi aminokyselinami 580 a 630 nehraje ve vazb¢ a funkci téchto dvou

proteinti dulezitou roli.
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Freeman a kol. poukazuji v souvislosti s BMP signalizaci na to, Ze Korolchuk a kol. po
odstranéni Vps35, interakéniho partnera WASH komplexu, v D. melanogaster pozoruji u
motorickych neuronii abnormdlni vétveni axondlnich vybézki. Stejny fenotyp, ktery se
ustanovi po navySeni BMP signalizace (Freeman et al., 2013; Korolchuk et al., 2007; Wang et
al., 2007). Defekt ve vétveni axonli pozoruje i Valdmanis a kol. v experimentech s expresi
mutantniho strumpellinu v Danio rerio (Valdmanis et al., 2007). Po knockoutu strumpellinu
v D. rerio dojde v motorickych neuronech k abnormdlnimu vétveni axonll. Po obnoveni
exprese injekci mRNA lidského strumpellinu dochazi i k obnoveni divokého fenotypu -
abnormalni vétveni axonu zmizi. Po injekci mRNA mutantnich forem (V626F, L619F)
lidského strumpellinu k takovému obnoveni divokého fenotypu nedojde. Injekci mRNA
mutantnich forem strumpellinu do nemutovanych jedinct D. rerio neni Zadny mutantni
fenotyp pozorovan (Valdmanis er al., 2007). Otdzkou je, jaky jiny fenotyp, nez zménu
v morfologii axonu, lze pifi naruSeni motorickych neuroni ocekavat a pozorovat. Pouhou
analyzou téchto dat nelze tvrdit nic bliz§tho o spojitosti mezi BMP signalizaci a

strumpellinem ¢i celym WASH komplexem.

Autofi dal$i prace vytvorili diky strategii cre/loxP myS s jedinou alelou strumpellinu.
Strumpellin produkovany z jedné alely je podle jejich vysledkti dostate¢ny pro udrzeni funkce
WASH komplexu v buiikach. Podle Jahic a kol. jsou mutace ve strumpellinu zptisobujici HSP
tzv. ziskové (z angl. gain-of-funciton). Vznikajici HSP tedy neni vyvoldna nedostatkem
spravné fungujiciho strumpellinu, ale jeho novym abnormélnim plsobenim v bunice (Jahic et
al., 2015). Jednim z dalSich interakénich partnerit strumpellinu je VCP (z angl. Valosin
Containing Protein). VCP se ucastni naptiklad pfesunu proteini odkézanych k degradaci
z endoplasmatického retikula do proteazémi, ¢i d&i vedoucich k sestaveni jaderné
membrany na konci mitézy (Wang et al., 2004). Neddvno byla mutace ve VCP taktéz
asociovana s komplikovanou HSP (De Bot et al., 2012). Je mozné, ze VCP se spole¢né se
strumpellinem tUc¢astni drah, jejichz naruSeni Usti v HSP. Mutace strumpellinu N471D
interakci s VCP nenarusuje (Clemen et al., 2010) Autofi nicméné neveénovali pozornost
dal$im mutacim ve strumpellinu, které také stoji za vznikem HSP. Je prokazano, ze mutantni
VCP se podili na tvorbé agregatli v myopatiich (Hiibbers et al., 2007). Cast téchto agregati je
tvofena i strumpellinem (Clemen ef al., 2010). Nicmén¢ agregaty jsou pozorovany ve svalové
tkani a nikoliv v nervové, kde mutace strumpellinu usti v HSP. Dalsi otdzkou je, zdali

strumpellin s VCP interaguje zavisle, ¢i nezavisle na svém piisobeni ve WASH komplexu.
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3. 1. 3. Zhodnoceni poznatkii 0 HSP zpiisobené mutovanym strumpellinem

Z provedenych experimentll jasné¢ nevyplyva konkrétni divod vzniku HSP u pacientl
s mutantnim strumpellinem. Zatim neni prok4zéna spojitost mezi mutantnim strumpellinem a
narusenim funkce WASH komplexu. I pfesto Freeman a kol. v diskuzi své prace poukazuji na
to, ze patologické ptiznaky by mohly byt vyvolany haploinsuficienci strumpellinu (Freeman
et al., 2013). U postiZzenych pacientl je vedle mutované alely jeSté druhd, neposkozena alela
strumpellinu. Cast WASH komplexu v buiice by méla tedy fungovat normalng&. To viak sta&i
k udrzeni fyziologickych funkci pouze v buiikach s béznou morfologii, nikoliv v neuronech
kortikospinalniho traktu, bunikdch s extrémné dlouhymi axony, kde jsou velké naroky na
spravnou funkci vackového transportu (Freeman et al., 2013). Jednou z moZnosti je poruseni
BMP signalizace v disledku naruseni funkce WASH komplexu. Existuji pouze dvé slabé
spojitosti mezi BMP signalizaci, strumpellinem a WASH komplexem, které se opiraji o
interakci WASH komplexu s Vps35 a interakci strumpellinu se spartinem (Korolchuk ef al.,
2007; Freeman et al., 2013; Zhao and Hedera, 2015). Veskeré zatim provedené pokusy je
nutné konfrontovat s tim, ze pacienti s mutaci ve strumpellinu maji HSP s pozdnim néstupem.
Do doby nastupu onemocnéni nemaji vétSinou zadné piiznaky a zda se tedy, Ze ontogeneticky
vyvoj, pfi kterém hraje BMP signalizace roli piedevSim, neni poskozen. DalS§i mensi
komplikaci pro tuto hypotézu je to, Ze autofi prace, kterd ukazuje interakci strumpellinu a
spartinu tvrdi, Ze tato interakce je ustanovena mimo WASH komplex (Zhao and Hedera,
2015). Vzhledem k tomu, Ze naruSenim vétSiny podjednotek WASH komplexu dochézi
k degradaci ostatnich ¢lenti komplexu (Jia et al., 2010) by bylo dobré tvrzeni o samostatné
fungujicim strumpellinu ovéfit. Zadna dal§i prace na toto téma vSak dosud nebyla
publikovdna. MoZnost, ze mutantni strumpellin narusi drahu, které se ucastni strumpellin
a VCP se zatim jevi méné pravdépodobni. Bez konkrétnich experimenti, mificich na
prokdzani patofyziologického plsobeni mutantniho strumpellinu v interakci s VCP, nelze

z tohoto hlediska usuzovat na nic blizsiho.
3. 2. Dédi¢na Parkinsonova nemoc, jeji klinické priznaky a patofyziologie

Parkinsonova nemoc (PD) mize byt bud’to idiopatickd (bez jasné souvislosti s urcitym

wrwe

nesou aminokyselinovou zdménu D620N v retromerové podjednotce Vps35 (Vilarino-Guell
et al., 2011; Zimprich et al., 2011). Existuji 1 nékteré dalsi mutace Vps35 asociované s PD

jejich spojitost vSak s PD neni plné prokdzana. I mutace D620N nevykazuje uplnou

17



penetranci (Kumar et al., 2012). Jde o pomémé vzacnou pfi¢inu vzniku PD. Tato mutace
zpusobuje u pacientd pouze 0,1 % ze vSech ptipadii PD. AvsSak jednd se ziejmé o druhou
nejcastéjsi pti¢inu v rdmci dédi¢né PD (Kumar et al., 2012; Deng et al., 2013). Projevem
mutace D620N je dédicnd autosomalné dominantni PD (Vilarino-Guell et al., 2011; Zimprich

etal,2011).

PD patii mezi progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které postihuji nejcastéji starsi lidi
onemocnéni se postupné rozvijeji jak pohybové poruchy, tak i poruchy nepohybové. Mezi
pohybové poruchy lze fadit klidovy tfes, zpomaleni pohybt, problémy s rovnovahou a jiné.
Z poruch, které nepostihuji pohyby pacienta, 1ze uvést demenci, ztratu hlasu (hypofonii),
halucinace, poruchy spanku a jiné (Davie, 2008; Perrett et al, 2015). Hlavnim
patofyziologickym projevem PD na histologické trovni je ztrdta dopaminergnich neurond v
substantia nigra. V ptfipad¢ PD dochazi v télech neuronti ¢asto k akumulaci nedegradovanych
neurondlnich proteind, jako je napfiklad a-synuclein, a ndsledné tvorbé inkluzi tzv. Lewyho
télisek. Ty maji zfejm¢ zasadni vliv i na odumirdni dopaminergnich neuronil v substantia
nigra. PoSkozeni v substantia nigra poté usti vklinické pfiznaky (Davie, 2008;
Sathiyamoorthy et al., 2014; Perrett et al., 2015). V kontextu PD patofyziologie také nelze
opomenout ¢asté naruseni mitochondridlnich funkci, zvySeny oxidativni stres ¢i defektni
autofagii (Lynch-day et al., 2015). V této praci se budu vénovat predev§im mutaci D620N

v retromerové podjednotce Vps35 v souvislosti s WASH komplexem.
3.2. 1. WASH komplex a retromer v PD

WASH komplex se podili na tvorbé membranovych tubuli pro retromerem zprostfedkované
tfidéni nakladl v endozoému. Jakym zplUsobem se podili tato mutace D620N ve Vps35 na
vzniku PD neni jasné. Podle nékterych studii zamezuje tato mutace ukotveni WASH
komplexu k membrané endozému, protoze v nejrozSifenéjSim modelu pravé Vps35
zprostfedkovava pfidrzeni WASH komplexu na endozomalni membrané. Tim zabrailuje
spravné recyklaci a tfidéni nakladu prochéazejiciho endocytickou drahou (McGough et al.,
2014; Zavodszky et al., 2014). Z dostupnych praci se da usuzovat na dva hlavni mechanizmy,
které by mohly v kontextu interakce WASH komplex — retromer v piipadé mutace D620N

vést ke vzniku PD a jsou uvedeny nize.
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McGough a kol. ukazuji in vitro pomoci isotermalni titra¢ni kalorimetrie naruSeni vazby mezi
podjednotkou WASH komplexu FAM21 a mutantnim Vps35 D620N. WASH komplex a
retromer zajist'uji za normalnich podminek recyklaci jiz zminéného proteinu CIMPR. V RPE1
buiikach s mutaci D620N je recyklace CIMPR porusena (McGough et al., 2014). Nicméné
Zavodszky a kol. tento defekt v HeLa bunkach nepozoruji a stejné¢ tak ani Tsika a kol
v kultufe primarnich lidskych fibroblastii (Tsika et al., 2014; Zavodszky et al., 2014b).
CIMPR dopravuje za normalnich okolnosti do pozdnich endozémi i protedzu Cathepsin D,
ktera zde pak vykonavé svoji funkci a degraduje proteiny. V momenté, kdy je porusena
recyklace CIMPR, je sniZeno i mnozstvi proteazy, které je dopravovano pomoci CIMPR do
pozdnich endozémil (King et al., 2013; Follett et al., 2014). Vysledkem je nejspiSe Spatna
degradace fady proteind, mezi které patii i a-synuclein (Follett et al., 2014). Jak jiz bylo
zminéno vyse, a-synuclein v piipadé Spatné degradace vytvaii agregaty podilejici se na tvorbé
Lewyho télisek, které jsou, hlavnim patofyziologickym znakem a ziejmé& i pfi¢inou PD. Je
nutné zminit, Ze autofi jedné prace, ktera ukazuje defektni dopravu protedzy Cathepsin D
v piipadé Vps35 D620N tvrdi v zavéru bez uvetejnénych dat, Ze nepozoruji rozdil ve vazbe
WASH komplexu a retromeru (Follett et al., 2014). Je vSak zajimavé, ze jejich vysledky
ukazuji jak v pfipadé¢ bunck A431 exprimujicich Vps35 D620N, tak v piipadé fibroblasth
izolovanych z pacientll stouto mutaci, vice perinukledrné umisténé endozoémy, typicky
fenotyp jako po depleci WASH1 z buiikky (Gomez et al., 2012). To by naopak napovidalo, ze
v piipadé¢ Vps35 D620N skuteéné¢ dochazi k naruseni rekrutovani WASH komplexu

k membrané endozému.

Zavodszky a kol. stejné jako McGough a kol. pozoruji, Ze pfitomnost mutace D620N ve
Vps35 narusuje po expresi v HeLa bunkach vazbu mezi WASH komplexem a retromerem.
Misto poruSené dopravy CIMPR pozoruji defekt v tvorb& autofagozomii. Pomoci overexprese
C koncové ¢asti FAM21, ptes kterou se WASH komplex véze s retromerem v nemutovanych
HeLa bunkach, jsou schopni ziskat stejny fenotyp jako u stejnych bun€k exprimujicich
mutantni Vps35, které maji defektni tvorbu autofagozémui (Zavodszky et al., 2014). Tim
ukazuji, Ze poruSeni vazby mezi WASH komplexem a retromerem Usti v naruSeni autofagie.
Dale také ukazuji, Zze tato mutace vede ke Spatné dopravé proteinu ATGY9A (z angl.
Autophagy related 9A), ktery se za normalnich okolnosti podili na autofagii (Zavodszky et
al., 2014). V autofagozémech dochazi k odstraiovani fady tézko degradovatelnych

bunéénych produktli, mezi nimi i agregétii a-synucleinu (Webb et al., 2003). Pfi naruseni
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tvorby autofagozomu 1ze tedy ocekavat, Ze dojde k navySeni mnozstvi agregatli a-synucleinu

v buiice a posléze i jeho neurotoxickému plisobeni.
3. 2. 2. Alternativni moZnosti vzniku dédi¢né PD zptisobené mutaci Vps35

Studie Zavodszky a kol. a McGough a kol. se shoduji v tom, Ze v pfipadé mutace D620N
v retromerové podjednotce Vps35 je poruSena vazba WASH komplexu s retromerem, coz
miZze vést k akumulaci agregétli a-synucleinu (Zavodszky et al., 2014) a tedy nejspiSe i
tvorbé Lewyho télisek v dopaminergnich neuronech v substantia nigra. Nicméné Tsika a kol.
nepozoruji po expresi D620N Vps35 v myS$im mozku rozdil v celkové distribuci a-synucleinu
v substantia nigra (Tsika et al., 2014). McGough a kol. navic uvazuji v zavéru své prace o
snizené aktivité proteinil, které se vazou k WASH komplexu a retromeru. Jednalo by se
napfiiklad o proteiny RME-8, ¢i FKBP15 (McGough ef al., 2014). Mutantni forma RME-8§ je
navic také asociovana s PD (Vilarifio-Giiell et al., 2014). Divod vzniku PD u pacientii
s mutantnim Vps35 muize leZet i jinde, protoZe nékteré prace ukazuji, Ze mutace D620N ve
Vps35 zplsobujici PD maji zdsadni dopad na procesy spojené s mitochondriemi (Bi ef al.,
2013; Wang et al., 2015). Jedna ztéchto praci ukazuje, Ze mutace D620N ma vliv na
dynamiku mitochondridlni sit¢ (Wang et al., 2015). Dalsi prace ukazuje, ze builkky s mutaci
D620N maji oproti wt zvySenou citlivost proti toxickému plsobeni inhibitoru
mitochondridlniho komplexu I (MPP"), dochazi tak ke ztraté neuroprotektivniho wdinku
Vps35 (Biet al., 2013). Naopak Tsika a kol. pozoruji jak po overexpresi nemutovaného, tak i
D620N Vps35 v kultute kortikalnich neuront 1 v mySim mozku zvySenou tmrtnost neuront

(Tsika et al., 2014).

Otazkou tedy zGstava, kterd z vySe uvedenych moznosti je zasadni pro vznik PD u pacientii
s mutaci D620N v retromerové podjednotce Vps35 a co piesné¢ zpisobuje uUhyn

dopaminergnich neuronti v substantia nigra.
3. 3. Lehka intelektualni porucha

Mutace v podjednotce WASH komplexu a jeho interakénim partneru je davana do souvislosti
i s dals$im onemocnénim. Jednd se o lehkou intelektudlni poruchu (LID, z angl. Light
Intellectual Disabillity), kterd je zptisobovana mutaci v podjednotce WASH komplexu SWIP
a také mutaci v podjednotce CCC komplexu CCDC22 (Tab. 3). LID patii mezi velice

heterogenni skupinu genetickych poruch. Jedna se o variantu mentélni retardace. U pacientl
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se vyskytuji celkem 2 druhy LID, bez doprovodnych ptiznakli, nebo s nimi. X-vazana lehka
intelektualni porucha (X-LID) zplisobend mutacemi v CCDC22 se vyskytuje si bez
doprovodnych ptiznakii (Voineagu et al., 2012; Starokadomskyy et al., 2013; Kolanczyk et
al., 2014). Vzhledem k nedostatku praci a poznatkli na variantu X-LID bez doprovodnych
piiznaki zptisobenou mutacemi v CCDC22 se vSak v této praci budu vénovat varianté, kterd
se témito ptiznaky vyznacuje. Dvé bodové mutace v CCDC22, nezavisle na sob¢, zptisobuji
X-LID s doprovodnymi piiznaky (Voineagu et al., 2012; Starokadomskyy et al., 2013).
Autosomalné recesivni intelektudlni porucha (ARID, z angl. Autosomal recessive intellectual
disability), zpisobena bodovou mutaci ve SWIP, je verzi LID bez doprovodnych ptiznaka
(Ropers et al, 2011). Dle publikaci jde vétSinou o zamény ve velmi evoluéné

konzervovanych aminokyselinach (Ropers et al., 2011; Kolanczyk et al., 2014).

Protein Mutace Patologie Citace
T17A, X-LID s doprovodnymi (Voineagu et al., 2012;
CCDC22 YS557C ptiznaky Kolanczyk et al., 2014)
T30A, R128Q, X-LID bez doprovodnych (Starokadomskyy et al.,
E239K, R321W piiznakl 2013)
SWIP PI019R ARID s doprovodnymi (Ropers et al., 2011)
ptriznaky

Tab. 3: Mutace ve WASH komplexu a jeho interak¢nich partnerech zptsobujici LID
3. 3. 1. Klinické pFiznaky a patofyziologie LID

Obecné shrnout klinické ptiznaky LID, kromé snizeného 1Q, by bylo vzhledem k variabilité
ve vzniku a v projevu onemocnéni velmi naro¢né. Z tohoto ditvodu uvedu pouze klinické a
patofyziologické ptiznaky pacientli, ktefi maji X-LID nebo ARID zplsobenou mutaci
v CCDC22 a SWIP. Mezi klinické ptiznaky pacientd s ARID patii maly vzrlst, vyrazné
opozdéni psychomotorického vyvoje, poruchy v uceni a teci (Ropers et al., 2011). Mezi
klinické ptiznaky pacientd s X-LID s doprovodnymi ptiznaky patii poruchy srdce, jako jsou
defekt septa komor a sini, ¢i dextrokardie a poruchy kosterni soustavy, mezi které lze tfadit
syndaktylii ¢i skolidzu. Ptiznaky zahrnuji i naruSeni CNS, mezi které 1ze zahrnout naptiklad
hypopldzii mozecku ale i zpomaleni psychomotorického vyvoje a poruchy feci (Voineagu et
al., 2012; Kolanczyk et al., 2014). Pacienti s mutaci v CCDC22 trpi hypercholesterémii
(Bartuzi et al., 2016), zvySenym mnozstvim sérovych médnatych iontlh a sérového

ceruloplazminu (Phillips-Krawczak et al., 2015), plazmatické bilkoviny, kterd vaze atomy
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médi. Ceruloplazmin navic zabraifiuje oxidativnimu poskozeni tim, ze napomahd oxidaci

zeleznatych iontd na zelezité (Hellman and Gitlin, 2002).
3. 3. 2. Vznik X-LID s doprovodnymi priznaky u pacientii s mutacemi v CCDC22

Pacienti nesouci jednu ze dvou mutaci v genu CCDC22 zpusobujici X-LID s doprovodnymi
ptiznaky (Tab. 3) maji identické klinické ptiznaky (Kolanczyk et al., 2014). Mechanizmus
vzniku patologie bude pravdépodobné také stejny. Recentni prace ukazuji na néckolik
moznych divodi vzniku této patologie. Mutace T17A snizuje mnozstvi mRNA tohoto genu
v buiikach postizeného jedince. Voineagu a kol. uvazuji, ze tato mutace ma vliv na blizké
5¢ sestfihové misto a zaroven narusuje pozitivni zpétnovazebnou smycku nutnou pro efektivni
transkripci (Voineagu et al., 2012). Jak jiz bylo uvedeno vySe, CCDC22 je ¢lenem CCC
komplexu, ktery se spole¢né s WASH komplexem podili na dopravé a tfidéni nékterych
nakladd. Mutace T17A naruSuje interakci mezi CCDC22 a COMMDI vramci CCC
komplexu a ma tak z4sadni dopad na jeho stabilitu (Starokadomskyy et al., 2013; Phillips-
Krawczak ef al., 2015). Pfitom je znamo, ze poruSeni CCC komplexu knockoutem COMMD1
vede k defektu v dopravé LDLR (z angl. Low Density Lipoprotein Receptor) v mySich
embryonalnich fibroblastech. LDLR za norméalnich okolnosti umoziiuje buiikdm internalizaci
LDL partikuli obsahujicich cholesterol (Jeon and Blacklow, 2005). Dohromady by tyto dva
fakty mohly vysvétlit hypercholesterémii postiZzenych pacientli (Bartuzi et al., 2016). Pomoci
fibroblastl izolovanych z pacientli s mutaci T17A se podafilo ukézat, Ze tato mutace, stejné
jako knockdown COMMDI, narusuje dopravu ATP7A v odpovédi na zménu médnatych
iontl v prostfedi. Za normalnich okolnosti, pfi nizké hladiné¢ médi v bunikéach, je udrZzovan
ATP7A vTGN. Po navySeni hladiny médi v buiikkdch dochazi k dopravé ATP7A na
plazmatickou membranu. Zde funguje jako transportér (ATPaza P.typu) pfenédsejici méd’naté
ionty ven z buiky (Wang et al., 2011). A¢ pacienti s X-LID nemaji pfiznaky toxického
plsobeni médi na organizmus, prohloubenim téchto poznatkd by mohla byt vysvétlena jejich
zvySend hladina sérového ceruloplazminu a sérovych méd’natych ionti (Phillips-Krawczak et
al., 2015). NaruSeni CCC komplexu umlc¢enim CCDC93 nebo C160rf62 vedlo ke snizenému
mnozstvi Notch2 v plasmatické membrané bun¢k HeLa (Li et al., 2015). Notch2 je dulezitym
hracem v Notch signalizaci, kterd je zdsadni b&hem vyvoje jedince. Zatim tedy zlstava
nezodpovézeno, ktery z pozorovanych defektl je pfi¢inou LID u pacientli s mutaci T17A.
V piipad€ mutace Y557C byla snizena exprese CCDC22 zjisténa pouze pomoci western blotu

(Kolanczyk et al., 2014). Zistava tedy otdzkou, jde-li v tomto piipadé o snizeni transkripce,
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translace, ¢i sniZzenou stabilitu proteinu a jeho degradaci. Bylo by dobré v nékteré z dalSich

praci zjistit, jaky vliv ma tato mutace na fungovani a stabilitu CCC komplexu.
3. 3. 3. Vznik X-LID bez doprovodnych priznaki u pacienti s mutacemi v CCDC22

Bodovych mutaci v CCDC22, které zptsobuji X-LID bez doprovodnych ptiznaki je n¢kolik,
nicméné poznatkll je k nim velice malo. Existuje pouze jedind prace, ktera tyto mutace
popsala a vétSin€ z nich neni ani zde vénovana dostate¢né velkd pozornost (Starokadomskyy
et al., 2013). Autofi v praci uvadéji, Ze po overexpresi CCDC22 s aminokyselinovou
zaménou R128Q ¢i R321W dochazi oproti divokému typu k redistribuci tohoto proteinu
uvniti buniky (Starokadomskyy ef al., 2013). O této redistribuci vSak lze vznést pochybnost.
Rozdil v distribuci mezi mutovanym a nemutovanym CCDC22 s YFP (z angl. Yellow
Fluorescent Protein) znackou vidét sice na jednom obrazku je, ale na jiném misté t€ samé
prace autofi prezentuji v pfipadé overexprese CCDC22 s ptfipojenym GFP (z angl. Green
Fluorescent Protein) znacné rozdilny fenotyp. Do jaké miry je toto zplsobeno nestastnou

volbou prezentovanych obrazkl nebo jde o Spatné interpretovana data, zistava nejasné.
3. 3. 4. Vzniku ARID u pacientti s mutaci ve SWIP

Doposud neni zndmo, pro¢ bodova mutace SWIP P1019R zptsobuje autosomalné recesivni
lehkou intelektudlni poruchu (ARID). Na dané téma je pouze jedna prace, kterd mutaci
pomoci homozygotniho mapovani a sekvenace odhalila (Ropers et al., 2011). Autofi této
prace také vytvofili lymfoblastoidni buné¢nou linii, kterd pochézela z postizenych jedincti. Na
této bunécéné linii ukazuji, ze mutace P1019R ve SWIP zapfiCinila snizené mnoZstvi nejen
tohoto proteinu ale 1 snizené mnozstvi WASHI1 a strumpellinu. Z toho tedy usuzuji, Ze mutace
narusuje stabilitu WASH komplexu a snizuje tak i jeho mnozstvi v bunice (Ropers et al.,
2011). Z ptedchozich praci zabyvajicich se WASH komplexem je znamo, ze po depleci SWIP
dochazi k degradaci ostatnich podjednotek (Jia et al., 2010). Je tedy mozné, Ze tato mutace
narusuje stabilitu WASH komplexu. Vysledkem by poté bylo snizené mnozstvi funkéniho
WASH komplexu (Ropers et al., 2011). Na druhou stranu c¢éaste¢nad funkénost WASH
komplexu i s mutantnim SWIP musi byt zachovana, protoze mysi zbavené WASH komplexu
knockoutem WASHI podjednotky nejsou Zivotaschopné (Gomez et al., 2012). Jak jiz bylo
zminéno dfive, WASH komplex hraje dileZitou roli v endozomalnim transportu a
zprostfedkované pres své interakéni partnery ma téz vliv i na autofagii (King et al., 2013; Xia

et al., 2013; Zavodszky et al., 2014) a fadu signalizac¢nich drah dualezitych pro spravny vyvoj
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jedince (viz vySe). Mezi tyto signaliza¢ni drahy patii napiiklad i Notch signalizace (Li ef al.,
2015). Lze si predstavit, Ze 1 jemné naruseni WASH komplexu pak vede ke vzniku patologie.
Piesny mechanizmus vzniku ARID u pacientd s mutaci PI019R ve SWIP zistdva zatim

neodhalen.
3. 3. 5. Zhodnoceni poznatku o LID zptsobené mutacemi v CCDC22 nebo SWIP

Zajimavym poznatkem je znacny piekryv klinickych/patofyziologickych piiznakii mezi
pacienty s X-LID zplsobenou mutaci v CCDC22 a Ritsher-Shinzelovym syndromem (RSS),
ktery je za normalnich okolnosti také projevem jedné mutace ve WASH komplexu, konkrétné
v podjednotce strumpellinu. Pomoci western blotu bylo zjiSténo, Ze mutace zpiisobujici RSS
navic snizuje mnozstvi strumpellinu v buiikach pacientli primérné o 60 % (Elliott ez al., 2013;
Kolanczyk et al., 2014). Jak je tedy vidét mutace P1019R ve SWIP a mutace T17A a Y557C
v CCDC22 maji za dusledek vznik stejné, ¢i velice podobné patologie. To odpovida
soucasnému modelu spoluprace WASH komplexu s CCC komplexem. Zda se tedy, ze tyto
patologie vznikaji jako dasledek naruSeni tfidici maSinerie asociované s WASH komplexem.
Nakonec je nutné zminit, ze CCDC22 a COMMD proteiny se zfejmé nezavisle na fungovani
v CCC komplexu podileji i na regulaci NF-KB signalizace (Starokadomskyy et al., 2013). Je
tedy mozné, Ze zasadni pti¢ina LID u pacientli s mutacemi v CCDC22 lezi i mimo WASH
komplex asociovany CCC komplex. To nicméné neulehcuje vysvétleni patogeneze ARID u

pacientl s mutaci P1019R ve SWIP.
3. 4. DalSi patologie asociované s WASH komplexem — Alzheimerova nemoc

Mutace v podjednotce WASH komplexu SWIP jsou u nékterych pacienti asociovany
s Alzheimerovou nemoci (AD, zangl. Alzheimer disease). Byla nalezena cela fada
jednonukleotidovych zdmén v proximalni c¢asti genu pro SWIP, které maji statisticky
signifikantni spojitost se vznikem AD (Vardarajan ef al., 2012). AvSak vzhledem k malému
poctu praci na toto téma nelze zatim Cinit jednoznacné zavéry. Zajimavé je, Ze velmi mnoho
poznatkl na AD je spojeno s retromerem, ktery je v této patologii pomérné Casto deregulovan.
Uroveti exprese retromerovych podjednotek Vps35 a Vps26 je napiiklad vyrazné snizena
v hipokampu pacientdi s AD (Small and Petsko, 2015; Li et al, 2016). Zatim nebyl
publikovan jediny ¢lanek, ktery by napovidal na mozny mechanismus vzniku AD u pacientli

s jednou z nékterych bodovych mutaci ve SWIP.
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4. Zavér

WASH komplex hraje spole¢né¢ se svymi interakénimi partnery nezastupitelnou roli v regulaci
aktinového cytoskeletu na endozomalni membrané, coz ma posléze dopad na dopravu, ttidéni
a recyklaci ndkladu prochézejiciho endocytickou drahou. Je logické, Ze mutace v jeho
podjednotkach, ¢i asociovanych interakénich partnerech usti v celou fadu patologii. Tyto
patologie postihuji pfedev§im CNS, coz ukazuje na dulezitost WASH komplexu pro tuto tkan.
Zajimavé je, ze tfi patologie - HSP, AD a PD jsou progresivni neurodegenerativni
onemocnéni, které maji nastup az v pozdéjsim véku. Znamena to, Ze ontogeneticky vyvoj u
téchto pacientll neni poSkozen a ze patofyziologicky projev mutaci, které stoji za t€mito
onemocnénimi, ma kumulativni u¢inek. Naopak dvé patologie — LID a RSS se projevuji
komplexnim poSkozenim jiz po narozeni. Lze tedy tvrdit, Ze zde je naruseni funkce WASH

komplexu a jeho interakénich partnerti natolik vazné, Ze neni umoznén normalni vyvoj CNS.

Mechanizmus vzniku HSP zplsobené jednou z mutaci ve strumpellinu, neni zndm. Ackoliv
bylo publikovano nékolik praci na toto téma, stale neni jasné, pro¢ degeneruji s piibyvajicim
vékem pacientii vyhradné axony neuronii kortikospinalniho traktu. Je tieba zjistit, zda jde
pouze o dusledek vysokych naroki kladenych na intraceluldrni transport v souvislosti s
extrémné dlouhymi axony, ¢i projev mutace v konkrétnim bunééném typu. Bylo by dobré
detailn€ prostudovat interakci mezi strumpellinem a spartinem, ¢i VCP. To, ze mutace

v kazdém z téchto tii proteinli mize zptisobovat HSP nebude zfejmé nahoda.

Ani pfi¢ina PD zplsobené mutaci v retromerové podjednotce Vps35, interakénim partneru
WASH komplexu, neni zndma. Jsou zde ndznaky mechanizmi, které mohou dat vzniknout
nekterému z ptiznaki PD, jako je tfeba tvorba agregatu a-synucleinu. To ov§em neodpovida
na zasadni otdzku, pro¢ dochézi k thynu pfedevS§im dopaminergnich neuront v substantia
nigra starnoucich pacientl. Je zde také velka Sance, Ze hlavni pfi¢ina leZi jinde nez na rozmezi
WASH komplexu a retromeru. Retromer je daleko 1épe prozkouméan nez WASH komplex a
z tohoto divodu je k dispozici vice hypotéz o vzniku PD v pfipadé¢ mutace Vps35. Rozebrat
tyto hypotézy z jiného hlediska nez interakce WASH komplexu s Vps35 vSak nebylo ucelem

této prace, a€ by to bylo velmi zajimavé.

Stejn¢ jako u HSP a PD ani v piipadé LID neni pfi¢ina vzniku této patologie u pacientil

s mutacemi ve SWIP a CCDC22 znama. WASH komplex hraje nezastupitelnou roli
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v embryogenezi jedince. I pfes nespornou zavaznost patologického stavu pacientli s LID je
vSak pozorovany fenotyp mirnéjsi nez by se dalo ¢ekat u poskozeni esencialniho genu. Hlavni
funkce WASH komplexu (endozomalni NPF) je tedy porusena bud'to jen Castecné anebo

viibec. Je mozné, Ze je narusena jina, dosud nepopsana funkce WASH komplexu.

Funkce jednotlivych podjednotek WASH komplexu i celé¢ fady jeho interakénich partnerii
jsou velmi malo popsany. Kromé¢ WASH1, FAM21 a Vps35 je poznatkd o dané podjednotce
¢1 interakénim partnerovi poskrovnu. Zda se nepravdépodobné, ze by pozorované a zaroven
takto rozdilné patologie mohly byt pouze projevem naruSeni WASH komplexu jako
endozomalniho NPF, na coz se fada provedenych praci zaméfila. Pozorované fenotypy u
postizenych pacientli by pravdépodobné byly v takovém ptipadé velice podobné. D4 se tedy
o¢ekavat, ze WASH komplex spole¢né s jeho interakénimi partnery ma, jak uz bylo zminéno
o odstavec vyse, 1 dal$i zatim malo charakterizované nebo viibec nepopsané funkce. NaruSeni
téchto zatim neznamych funkci by mohlo byt skutecnym diivodem vzniku nékterych ze zde

uvedenych patologii.

Velmi uZite¢né by z tohoto hlediska mohlo byt vytvoreni knock-in zvifecich modeli pro dané
mutace. Kazdd z patologii klade pomémé specifické naroky na model, ve kterém jsou
experimenty provadény. Napiiklad u HSP lze spekulovat o vhodnosti my$iho modelu
vzhledem k velkému rozdilu v délce axonli neuronti kortikospinalniho traktu ¢lov€ka a mysi.
V piipadé LID a RSS, zifejm¢ velice komplexnich patologii, 1ze vznést pochybnost o
vhodnosti tkanovych kultur. V ptipad¢ strumpellinu je velkd ¢ast mutaci zptisobujici HSP
v regionu neidentifikované domény. Zde se tedy nabizi prostor pro dalsi vyzkum. Ziskani
novych poznatki o WASH komplexu a jeho interakénich partnerech je jednim z predpokladi

pro uspésnou lécbu zde uvedenych patologii.
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