Postsynaptic machinery formation and remodelling - the roles of
adystrobrevin-1- interacting proteins and of extracellular matrix

Marcin Pezinski

Streszczenie

Ztacze nerwowo-miesniowe jest chemiczng synapsg pomiedzy neuronem motorycznym a wiéknem
miesnia szkieletowego. Do komunikacji pomiedzy dwoma typami komérek dochodzi przez uwolnienie
neuroprzekaznika acetylocholiny (ACh) z terminalu presynaptycznego, ktéry po zfgczeniu sie ze swoim
receptorem (AChR) umozliwia wymiane jonéw pomiedzy miocytem, a przestrzenig pozakomdrkowa
co prowadzi do depolaryzacji miesnia i jego skurczu. Obecnie rozpoznanych jest ponad 300 chordb
uktadu nerwowo-miesniowego. Posréd tych, ktérych etiologia zostata poznana, zaburzenia czesto
wynikajg ze zmian w kompleksach biatkowych ktdore stabilizujg molekularng maszynerie
postsynaptyczng wewnatrz btony komdrkowej takich jak kompleks dystroglicanu (DGC). DGC jest
odpowiedzialny za zakotwiczenie maszynerii postsynaptycznej do filamentow cytoszkieletu oraz biatek
macierzy pozakomoérkowej. Biatko a-dystrobrewina 1 (aDB1) jest jednym z kluczowych elementow
DGC, gdyz jego brak powoduje zaburzenia w organizacji catej maszynerii postsynaptycznej. Jednakze
doktadna funkcja aDB1 jest nie odkryta. W celu zrozumienia, w jaki sposéb aDB1 przyczynia sie do
organizacji maszynerii postsynaptycznej, podjatem sie identyfikacji oraz analizy funkcji biatek
oddziatywujgcych z aDB1. Moja praca skupita sie na badaniu dwéch biatek- lipriny-a-1 oraz Tks5, gdyz
analiza spektometrii mas wykazata, iz oba tgcza sie z aDB1, lecz zadne nie byto wczesniej opisane w
kontekscie maszynerii postsynaptycznej. Dowiodtem, Zze biatko rusztowania lipryna-a-1 jest
odpowiedzialne za organizacje mikrotubul znajdujgcych sie bezposrednio pod AChR, dzieki ktorym
receptory dostarczone do btony komérkowej sg w stanie tworzy¢ charakterystyczne dla maszynerii
postsynaptycznej skupiska znane jako klastry AChR. W badanich nad Tks5 wykazatem, ze jest
odpowiedzialne za tworzenie sie struktur znanych jako podosomy synaptyczne wewnatrz klastrow
AChR, oraz za modulowanie oddziatywania cytoszkieletu aktyny z maszynerig postsynaptyczna.
Dodatkowo, opisatem nowg metode hodowli komdrek miesniowych in vitro w celu uzyskania kultur
ze zwiekszong iloscig klastréw AChR, bazujgcg na pokrywaniu powierzchni hodowlanej
alternatywnymi izoformami biatka lamininy. Metode te, z sukcesem udato mi sie réwniez zastosowac
w pierwotnej hodowli ludzkich komorek miesniowych.
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Abstract

The neuro-muscular junction (NMJ) is a chemical synapse between a motor neuron and a skeletal
muscle fibre. The communication between the two cell types is endured by the release of
neurotransmitter acetylcholine (ACh) from the presynaptic nerve terminal, which after binding to its
receptor (AChR) induces exchange of ions between the myocyte and extracellular space, leading to
depolarization of the muscle and its contraction. There are currently over 300 identified
neuromuscular diseases. Among those with known etiology, aberrations in protein complexes, which
stabilize the postsynaptic machinery within the plasma membrane such as the dystrophin-associated
protein complex (DGC) appear to be a common cause of neuromuscular disorders. The DGC is
responsible for anchoring the postsynaptic machinery to the cytoskeleton and extracellular matrix
proteins. aDystrobrevin-1 (aDB1) is one of the key components of the DGC, as its absence leads to
severe disruptions of the postsynaptic machinery organization. However, the exact function of aDB1
remains undiscovered. In order to understand how does aDB1 contribute to the organization of the
postsynaptic apparatus, | performed an analysis of aDB1-interacting proteins and characterized some
of their functions. Two proteins were identified though as mass spectrometry analysis that have not
been yet studied at the NMJ before- liprin-a-1 and Tks5. Through my work | demonstrated that a
scaffold protein liprin-a-1 is responsible for organization of cortical microtubules located below the
postsynaptic machinery, allowing the AChRs to form clusters. On the other hand, | show that Tks5 is
involved in formation of AChR cluster-remodelling structures known as synaptic podosomes, as well
as recruitment of actin filaments to the postsynaptic machinery. Additionally, | developed an improved
method of culturing myotubes in vitro leading to enhanced formation of the AChR clusters through
the use of alternative laminin isoforms. | have also applied this method successfully to primary human
muscle cells.



