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1. Zusammenfassung

Die Clathrin-vermittelte Endozytose (engl. clathrin-mediated endocytosis, CME) ermdéglicht
infolge einer Einstulpung der Plasmamembran und Ausbildung Protein-beschichteter Vesikel
die zellulare Aufnahme einer Vielzahl unterschiedlicher Membranproteine sowie ihrer
Liganden. Zugleich nimmt die CME einen regulatorischen Einfluss auf die Zusammensetzung
der Plasmamembran und wirkt sich in dieser Weise auf eine Vielzahl weiterer Zellprozesse
aus. Insgesamt mehr als 50 urspriinglich aus dem Zytoplasma stammende Proteine sind im
Zuge der CME an der Ausbildung der Vesikelhiille beteiligt, innerhalb derer der
heterotetramere Adaptorkomplex AP-2 eine Schliisselposition einnimmt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die CME unter Anwendung eines siRNA (engl.
small interfering RNA, dt. kleine eingreifende RNS) -vermittelten Knockdowns (KD) der p2-
Untereinheit von AP-2 inhibiert und hieraus resultierende Veranderungen in Bezug auf die
Endozytose unterschiedlicher Klassen von Membranproteinen untersucht. Hierbei stand die
mittels quantitativer Massenspektrometrie erhobene Analyse des Plasmamembran-Proteoms
p2-depletierter HelLa-Zellen im Zentrum dieser Arbeit. Eine dartber hinausgehende
Untersuchung einzelner Membranproteine erfolgte mittels Immunfluoreszenzmikroskopie und
Durchflusszytometrie  sowie  unter  Anwendung  weiterer  biochemischer  und
molekularbiologischer Methoden.

Die gewonnenen Daten ergaben eine mindestens anderthalbfache Akkumulation mehr als der
Halfte aller identifizierten Proteine an der Plasmamembran p2-depletierter HelLa-Zellen.
Insbesondere zeigte sich eine starke Anreicherung endosomaler und lysosomaler Proteine
sowie bestimmter Integrine. Funktionell &ufRerte sich Letzteres in einer deutlich
beeintrachtigten Zellmigration. Darlber hinaus resultierte der im Rahmen dieser Arbeit
angewandte p2-KD in einer Plasmamembrananreicherung bekannter Tumormarker (CD73,
CD164, CD302) sowie des mit soliden Tumoren assoziierten Metalloenzyms Carboanhydrase
9 (CA9), das einen mdglichen Angriffspunkt fir eine zielgerichtete antitumorale Therapie
darstellt? und die insgesamt starkste Akkumulation aller Membranproteine erfuhr. Des
Weiteren konnte das bislang nicht charakterisierte Membranprotein SMIM29 (engl. small
integral membrane protein 29; Synonym: c6orf1®) erstmals als ein Protein identifiziert werden,
das mehrere funktionale Sortierungssignale aufweist und dessen Internalisierung mittels CME
erfolgt. Ferner konnte neben der quantitativen Proteom-Analyse eine Hemmung der
endozytotischen Gesamtleistung in AP-2-depletierten HelLa-Zellen nachgewiesen werden,
wahrend die Funktionsfahigkeit Clathrin-unabhangiger Endozytosewege (engl. clathrin-

independent endocytosis, CIE) kaum beeintrachtigt war.
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2.  Einleitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der CME, der wichtigsten Form* vesikularen Transports
von der Plasmamembran in das Innere eukaryotischer Zellen, sowie den Auswirkungen ihrer
Hemmung auf die Gesamtheit aller Plasmamembranproteine, dem sogenannten

Plasmamembran-Proteom.

2.1. Membrantransport

Eukaryotische Zellen sind von einer funf bis acht Nanometer dicken Biomembran umgeben,
die ihre natirliche auBBere Begrenzung darstellt und infolgedessen die Ausbildung und
Aufrechterhaltung eines sich vom Extrazellularraum unterscheidenden inneren Zellmilieus
ermoglicht®. Diese auch als Zell- oder Plasmamembran bezeichnete biologische Barriere wird
im Wesentlichen von einer doppelten Schicht aus amphiphilen Lipiden gebildet, deren
hydrophile Anteile sich in Richtung der Zelloberfliche bzw. des Zytoplasmas orientieren,
wohingegen ihre hydrophoben Bereiche das nach innen gerichtete lipophile Zentrum der
Membran bilden. Zusatzlich beinhaltet die Plasmamembran eine Vielzahl unterschiedlicher
Membranproteine, die peripher angelagert oder als integraler Bestandteilt fest in der
Lipiddoppelschicht verankert sind.

Wie alle Biomembranen weist auch die Plasmamembran Semipermeabilitdt auf und ist somit
fur nur bestimmte Molekule in Abhangig von ihrer GroRe, Ladung und Lipophilie durchlassig®.
Bedingt durch eine laterale Beweglichkeit einzelner Membranbestandteile im Sinne des
sogenannten Flussig-Mosaik-Modells kdnnen hydrophobe Molekile sowie Wasser
weitestgehend ungehindert durch die Zellmembran diffundieren. lonen und gro3ere polare
Molektile, wie zum Beispiel Monosaccharide und Aminosauren, sind hingegen auf
Membranproteine angewiesen, die als Transporter oder Kanalproteine einen regulierten
passiven Transport entlang des Konzentrationsgefalles bzw. unter Verbrauch von Energie
einen primar oder sekundar aktiven, dem Konzentrationsgradienten entgegengerichteten
Transport erméglichen.

Darliber hinaus kénnen eukaryotische Zellen durch eine zunehmende Einstllpung der
Plasmamembran bis hin zur Ausbildung eines membrandsen Transportblaschens, dem
sogenannten Vesikel (lat. vesicula, dt. Blaschen), einen koordinierten Substanztransport von
der Oberflache ins Innere der Zelle realisieren. Dieser als Endozytose bezeichnete
Transportvorgang ermoglicht eine Aufnahme von Makromolekilen und ist insbesondere fir
die effiziente Internalisierung von Proteinen, Phospholipiden und Polysacchariden essenziell.
Gleichzeitig nimmt die Endozytose infolge einer selektiven Internalisierung von Bestandteilen
der Plasmamembran einen regulatorischen Einfluss auf deren Zusammensetzung und

beeinflusst auf diese Weise diverse Zellfunktionen wie Zellkommunikation’, Zelladh&asion® oder
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Immunabwehr®. Ferner lassen sich infolge morphologischer, funktionaler und mechanistischer
Unterschiede verschiedene Formen von Endozytose unterscheiden. So existieren neben der
Phagozytose groRRerer Partikel und der Makropinozytose grof3erer Flissigkeitsmengen eine
Reihe weiterer Formen von Endozytose, die allesamt durch die Bildung kleinerer (<200nm)
Vesikel gekennzeichnet sind, sich jedoch hinsichtlich der Proteine unterscheiden, die an ihrer
Umsetzung beteiligt sind11,

Als physiologisch bedeutsamste* und zugleich am besten charakterisierte Form der
Endozytose wird die CME angesehen'?. Diese wird durch die Bildung einer
strukturverleihenden und zugleich regulatorisch wirkenden Proteinhiille auf der Innenseite der
Plasmamembran realisiert, deren quantitativ dominierender Bestandteil das zytoplasmatische
Protein Clathrin darstellt'®. Zusatzlich sind mehr als 50 weitere'*1® urspriinglich aus dem
Zytoplasma stammende Proteine an der Aushildung der Proteinhiille beteiligt, die nicht nur
eine Einstllpung der Plasmamembran beglnstigen, sondern infolge einer Interaktion mit
diversen Membranproteinen eine selektive, zielgerichtete und zugleich kontrollierte Aufnahme
sogenannter Frachtproteine in das sich bildende Vesikel vermitteln®. Klassischerweise
befinden sich hierunter zahlreiche Membranproteine, die als Rezeptoren an der
Plasmamembran fungieren und nach Bindung ihres entsprechenden Liganden eine regulierte
Internalisierung Uber das Protein-beschichtete Vesikel'”'® im Sinne einer Rezeptor-
vermittelten Endozytose erfahren.

Darlber hinaus erfolgt ein intrazellularer vesikularer Transport von Fracht nicht nur im
Rahmen der CME von der Zellmembran in Richtung friiher Endosomen, sondern auch im Zuge
weiterer Transportrouten unter Einbindung zusatzlicher Zellkompartimente!® (siehe Kapitel
2.3.1). Entsprechende Vesikel unterscheiden sich in der biochemischen Zusammensetzung
ihrer jeweiligen Proteinhiillen, die insbesondere infolge einer Bindung bestimmter
Phospholipide und Membranproteine einen regulatorischen Einfluss auf den Ort der

Vesikelbildung nehmen.

2.2. Clathrin

Das zytoplasmatische Protein Clathrin bildet die strukturverleihende Hauptkomponente
innerhalb der Hiille Protein-beschichteter Vesikel, die einen Transport zwischen post-Golgi
Kompartimenten wie der Plasmamembran, Endosomen, Lysosomen und dem trans-Golgi-
Netzwerk (TGN) vermitteln?>-22, Kennzeichnend und zugleich namensgebend®® ist die
Fahigkeit von Clathrin, an zellularen Membranen zu einem polyedrischen wabenférmigen
Gitter zu polymerisieren (lat. clathrum, dt. Gitter), das maRgeblich zur Einstilpung der
assoziierten Membran beitragt?*2>. Im Rahmen der CME ist Clathrin gemeinsam mit weiteren
Bestandteilen der sich bildenden Proteinhtlle an der Initiation der Vesikelbildung beteiligt®.

AnschlieBend umhiillt das gitterformige Clathrin-Gertst die Membran mit fortschreitender
13



Invagination zunehmend, bis sich unter Mitwirkung weiterer, ebenfalls aus dem Zytoplasma
herangezogener Proteine'® zunachst eine Clathrin-beschichtete Grube (engl. clathrin-coated
pit; CCP) und unter weiterer Heranreifung schlie3lich ein Clathrin-beschichtetes Vesikel (engl.
clathrin-coated vesicle; CCV) bildet?? (Abb. 1). Nach Abschnirung von der Plasmamembran
und Freisetzung in den zytoplasmatischen Raum?’ erfolgt schlieRlich die enzymatisch
kontrollierte Disassemblierung der gitterformigen Clathrin-Hulle?®, bevor das nun nicht mehr

beschichtete Vesikel mit einem frihen Endosom fusioniert.

Initiation/Beladung Heranreifung Abschnirung Freisetzung Disassemblierung

Plasmamembran

Oﬁ Membranproteine / Fracht

&y Clathrin

B Adaptoren zytoplasmatische
Proteine

@ Dynamin

Abb. 1: Phasen der CME. Initial erfolgt im Rahmen der CME eine Interaktion erster aus dem
Zytoplasma stammender Proteine mit Bestandteilen der Plasmamembran. Durch die zunehmende
Anlagerung von Adaptoren, Clathrin sowie weiterer akzessorischer Proteine (Letztere nicht gezeigt)
bildet sich eine immer groRer werdende Proteinhille, die Frachtproteine bindet und zugleich eine
zunehmende Einstilpung der Plasmamembran ermdoglicht. Auf diese Weise entsteht mit
voranschreitender Heranreifung zunachst ein mit Fracht angereichertes CCP und schlie3lich, nach
weiterer Invagination und Dynamin-vermittelter Abschnirung von der Zellmembran, ein neu gebildetes
CCV. Dieses wird in den zytoplasmatischen Raum freigesetzt, in dem unmittelbar anschlieRend die

koordinierte Disassemblierung der Vesikelhtlle erfolgt.

2.2.1. Clathrin-Triskele

Im Zytoplasma geldst bildet Clathrin Proteinkomplexe, die aus jeweils drei schweren (190kDa)
und drei leichten Polypeptidketten (24-29kDa) bestehen?*. Innerhalb eines solchen Clathrin-
Hexamers sind die schweren Polypeptidketten (engl. clathrin heavy chain; CHC) in einem
zentralen Knotenpunkt nicht-kovalent gebunden, von dem aus sie weitestgehend
radialsymmetrisch und unter Ausbildung einer fortlaufenden Krimmung nach auf3en streben.
Die drei leichten Polypeptidketten (engl. clathrin light chain, CLC) sind mit dem proximalen

Anteil jeweils einer CHC assoziiert®*?, infolgedessen der gesamte Proteinkomplex eine
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dreibeinige Struktur aufweist, die als Clathrin-Triskele (gr. triskelQ5, dt. dreibeinig) bezeichnet
wird (Abb. 2B).

Jedes Bein einer solchen Clathrin-Triskele weist eine Lange von rund 475A auf3®35 und lasst
sich aufgrund seiner Morphologie in verschiedene Abschnitte unterteilen. Die N-terminal
lokalisierte, annahrend kugelférmige terminale Doméne befindet sich am peripheren Ende der
CHC*und besteht aus i nsge s a-Fdtblaternediedrichteformégrusit r 2 ngi
eine gemeinsame Achse rotierend eine als b-Propeller bezeichnete Tertiarstruktur bilden®’.
Hieran schlieRen sich insgesamt finf schmalere Segmente an, die als Verbindungssegment,
Kndchel, distales Segment, Knie sowie proximales Segment bezeichnet werden (Abb. 2A) und
eine sich mehrfach wiederholende Sequenz aus jeweils rund 145 Aminosauren (engl. clathrin
heavy chain repeat, CHCR) als gemeinsames Strukturelement aufweisen®®. Insgesamt acht
solcher Sequenzwiederholungen, die als CHCR-0 bis CHCR-7 bezeichnet werden, erstrecken
sich vom Verbindungssegment bis zum proximalen Segment einer jeden CHC* und setzen
sich hierbei aus jeweils zehn zickzackférmig angeordneten, um die gemeinsame Molekilachse
rotierenden U-Helices zusammen. Der zentrale Knotenpunkt im Zentrum der Clathrin-Triskele
wird hingegen von drei einzelnen, jeweils rund 5nm langen U-Helices gebildet, die nahezu
orthogonal zum vorangehenden proximalen Segment verlaufen. Gemeinsam bilden sie eine
als Tripod bezeichnete dreibeinige Struktur, die infolge ausgepréagter Wechselwirkungen
zwischen den drei langen U-Helices maRgeblich zur Stabilitat der gesamten Triskele beitragt®®
(Abb. 2C). An den Tripod schlief3t sich ein kurzer Bereich ohne definierte Sekundarstruktur am
C-Terminus jeder CHC an.

Die Bindung der CLC an die CHC erfolgt im Bereich des proximalen Segments Uiber einen im
zentralen Drittel der CLC lokalisierten Bereich aus insgesamt zehn Hepadenmustern®4:,
Dieser interagiert in Form einer rund 10nm langen U-Helix3*2 mit interhelikalen Schleifen von
CHCR-6 und CHCR-7*° und erhoht auf diese Weise die Stabilitat einzelner Clathrin-Triskelen*®
sowie ganzer Clathrin-Polymere**. Zugleich resultiert die Bindung der CLC infolge einer
Interaktion mit zentralen CHC-Bindungsstellen*® in einer verminderten
Polymerisationsfahigkeit*6#’. Darliber hinaus lassen sich in Bezug auf die CLC insgesamt zwei
verschiedene Polypeptid-Hauptklassen voneinander unterscheiden, die als LCA (engl. light
chain A) und LCB (engl. light chain B) bezeichnet werden?*3°, Diese werden von zwei
unterschiedlichen Genen kodiert*® und weisen eine rund 60-prozentige Sequenzhomologie
auf®, Infolge mehrerer gewebespezifischer Splice-Varianten existieren zudem
unterschiedliche Isoformen, deren molekulare Massen jeweils zwischen 24 und 29kDa
betragen®. All diese Isoformen konnen gleichermaflRen mit dem proximalen Segment der CHC
interagieren, infolgedessen gewebespezifische, bislang jedoch nicht n&her definierte

regulatorische Unterschiede méglich erscheinen.
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Abb. 2: Clathrin-Triskele. A: Strukturelle Organisation von CHC und CLC mit Darstellung einzelner
Proteinsegmente und Angabe fortlaufend durchnummerierter Aminoséaurereste an ihren Grenzen. VBS:
Verbindungssegment. B: Quartarstruktur einer Clathrin-Triskele mit Kennzeichnung einzelner CHC-
Segmente sowie der CLC-U-Helix. C: Seitenansicht einer Clathrin-Triskele mit Darstellung der CLC-U-
Helix, des zentral lokalisierten Tripods sowie des fir die koordinierte Disassemblierung relevanten
QLMLT-Sequenzmotivs (abgewandelt nach Xing et. al, 2010%%).

2.2.2. Polyedrische Clathrin-Gitter

Clathrin besitzt die Fahigkeit, durch Selbstassemblierung gitterférmige polyedrische Geriiste
zu bilden, in denen einzelne Clathrin-Triskelen derart miteinander verflochten sind, dass ihre
CHCs die Kanten und ihre zentralen Knotenpunkte die Ecken® tiberwiegend hexagonaler und
pentagonaler Flachen bilden? (Abb. 3). Infolge einer unterschiedlich stark ausgebildeten
Krimmung, insbesondere im Bereich der Knie- und Knéchel-Segmente einzelner Clathrin-
Triskelen, kann das auf diese Weise gebildete Polymer diverse Formen annehmen, die von
flachen Gerusten bis hin zu geschlossenen, annahernd kugelférmigen Kéfigen reichen?51,

Der Krimmungsgrad des gesamten Clathrin-Polymers resultiert hierbei hauptséchlich aus der
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Anzahl im Gitter vorhandener Pentagone sowie der Interaktion einzelner Triskelen
untereinander®, wohingegen seine GroRe primar aus der Anzahl vorhandener Hexagone

resultiert.

33,39 52,53

Einer der kleinsten sowohl in vitro als auch in vivo gebildeten Clathrin-Kéfige wird als
Mini-Coat bezeichnet und besteht aus lediglich 28 Triskelen (Abb. 3A). Diese bilden ein aus
insgesamt vier hexagonalen und zwoélf pentagonalen Flachen bestehendes Gerust, das die
Symmetriegruppe eines Tetraeders und einen Durchmesser von rund 70nm aufweist. GroRRere
Clathrin-Kéafige, wie zum Beispiel das in vitro am haufigsten gebildete und aus insgesamt 36
Triskelen bestehende Hexagonale Fass (Abb. 3B) oder der aus insgesamt 60 Triskelen
aufgebaute FuRball (Abb. 3C), beinhalten im Einklang mit der Euler-Charakteristik?* ebenfalls
exakt zwolf pentagonale Flachen bei zugleich steigender Anzahl an Hexagonen.

Das Clathrin-Gitter selbst besteht aus insgesamt zwei ineinander verwobenen polyedrischen
Schichten, innerhalb derer insgesamt vier verschiedene Triskelen an der Ausbildung einer
gemeinsamen Gitterkante beteiligt sind>*. Die AuRenseite einer jeden Kante wird hierbei von
zwei antiparallel verlaufenden proximalen Segmenten einander direkt benachbarter Triskelen
und ihre Innenseite von zwei ebenfalls antiparallel verlaufenden distalen Segmenten jeweils
zwei Eckpunkte entfernt liegender Triskelen gebildet. Auf diese Weise ist jede CHC an der
Ausbildung zweier benachbarter Gitterkanten beteiligt, die ihrerseits i weitestgehend
unabhangig von Form und GroRe des gebildeten Gitters® 7 durch eine Vielzahl
intermolekularer Wechselwirkungen stabilisiert werden®. Dartiber hinaus interagiert der nach
innen gerichtete U-helikale Tripod am Knotenpunkt einer jeden Triskele mit den Knéchel-
Segmenten dreier weiterer Clathrin-Triskelen®?, wodurch das gesamte Clathrin-Polymer
zusétzlich stabilisiert wird.

In vivo weisen Clathrin-Geriiste neu gebildeter CCVs infolge unterschiedlicher Ausmalie der
jeweils transportierten Fracht eine starke Heterogenitat auf?* und beinhalten neben
pentagonalen sowie hexagonalen Flachen zum Teil auch weitere polyedrische Flachen.
Hierzu zahlen insbesondere Heptagone, die zugleich eine Erhdéhung im Gitter vorhandener
Pentagone bedingen®. Das membrantse Vesikel selbst befindet sich innerhalb solcher
Clathrin-Kéafige nicht zentral, sondern meist vom Zentrum versetzt leicht randstéandig.
Darlber hinaus bildet Clathrin an der Plasmamembran mitunter ausgedehnte flache Gitter mit
bislang nicht vollstandig verstandener Funktion®®*’. Ob und inwieweit solche flachen Gitter
durch einen nachtraglichen Umbau einzelner Gitterkanten®® bzw. den punktuellen Wegfall
entgegenwirkender Krafte®%®2 an der Ausbildung spharischer CCVs beteiligt sind oder ob
Vesikel-umhillende Clathrin-Gitter in vivo viel mehr mit einer von Beginn an konstanten

Krimmung entstehen®, ist Gegenstand aktueller Forschung.
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Mini-Coat Hexagonales Fass FuRball

Abb. 3: Clathrin-Kéfige. Réaumliche Darstellung dreier unterschiedlich grofRer vollstandig
geschlossener Clathrin-Polyeder. A: Mini-Coat bestehend aus 28 Clathrin-Triskelen und vier
hexagonalen Flachen. Durchmesser ca. 70nm. B: Hexagonales Fass bestehend aus 36 Clathrin-
Triskelen und acht hexagonalen Flachen. GrofRter Durchmesser ca. 80nm. Exemplarische
Hervorhebung einer einzelnen Clathrin-Triskele (dunkelblau). C: Ful3ball bestehend aus 60 Clathrin-

Triskelen und 20 hexagonalen Flachen. Durchmesser ca. 90nm (abgewandelt nach Fotin et. al, 200433).

2.3. Clathrin-Adaptoren

Clathrin ist zwar die strukturverleihende Hauptkomponente innerhalb der CCV-Hiille, aber
selbst nicht in der Lage, an die Biomembran des sich bildenden Vesikels zu binden.
Stattdessen erfolgt die Bindung indirekt Uber eine Gruppe von Proteinen, die als Clathrin-
Adaptoren bezeichnet werden und sowohl Bestandteile der Vesikelmembran als auch Anteile

einzelner Clathrin-Triskelen® sowie weiterer Proteine binden kdnnen®:67,

2.3.1. Heterotetramere Adaptorkomplexe

Heterotetramere Adaptorkomplexe bilden nach Clathrin die zweithdufigste Komponente
innerhalb der CCV-Huille®. Aufgrund ihrer Fahigkeit, die Bildung polyedrischer Clathrin-Gitter
in vitro zu begunstigen®*®, wurden diese Proteinkomplexe initial als Assemblierungs-
Polypeptide bezeichnet und mit den beiden Buchstaben AP (engl. assembly polypeptide)
abgekirzt™. Infolge ihrer erst spater erkannten Fahigkeit, klassischerweise sowohl Clathrin als
auch Bestandteile der Biomembran zu binden und auf diese Weise wie ein Adapter zwischen
beiden Sphéren zu fungieren, setzte sich mit der Zeit eine weitere, ebenfalls durch die beiden
Buchstaben AP abgekiirzte Bezeichnung fir die heterotetrameren Proteinkomplexe durch:
Adaptorproteine®,

Insgesamt funf verschiedene heterotetramere Adaptorkomplexe kénnen unterschieden
werden, die in der Reihenfolge ihrer Erstbeschreibung als AP-1 bis AP-5 bezeichnet werden

und ein hohes MaR an struktureller Homologie aufweisen?®. Jeder der finf Komplexe besteht
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aus zwei grofRen (~110kDa), einer mittelgroBen (~50kDa) und einer kleinen (157 20kDa)
jeweils als Adaptin bezeichneten Untereinheit’* (Abb. 4). Wahrend mit b-Adaptin eine der
beiden groRen Untereinheiten ebenso wie die mittelgroRe - und die kleine G-Untereinheit in
Bezug auf die funf verschiedenen heterotetrameren Adaptorkomplexe AP-1 bis AP-5
fortlaufend durchnummeriert ist (b1-b5; £1-¢5; (G1-05), wird die zweite der beiden groRen
Untereinheiten historisch bedingt und infolge einer nur rund 25-prozentigen Sequenz-
Homologie hiervon abweichend als U (AP-2), o2 (Ap-1), d (AP-3), e (AP-4) bzw. & (AP-5)

bezeichnet.

Core

Linker

AP-1

AP-3 AP-4 AP-5

Abb. 4: Heterotetramere Adaptorkomplexe. Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus der
funf heterotetrameren Adaptorkomplexe AP-1 bis AP-5 mit Angabe ihrer jeweiligen Untereinheiten
(siehe Haupttext). Exemplarische Kennzeichnung der Trunk- und Ear-Domanen der beiden grofRen
Untereinheiten von AP-1, der Hinge-Region vo n -Adaptin, der Linker-Region von pl-Adaptin sowie des
Core-Komplexes von AP-1.
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Die funf Adaptorkomplexe sind in unterschiedlicher Weise an der intrazellularen Sortierung
von Membranproteinen beteiligt und im Zuge dessen mit verschiedenen Zellkompartimenten
assoziiert (Abb. 5). Wahrend AP-1 einen Clathrin-vermittelten vesikularen Transport zwischen
dem TGN und tubularen Endosomen erméglicht, vermittelt AP-2 im Rahmen der CME einen
Transport von der Plasmamembran in Richtung friiher Endosomen’273, AP-3 wiederum ist am
Transport zwischen tubularen und spaten Endosomen beteiligt’* und interagiert in diesem
Zusammenhang mit anderen endosomalen Membranabschnitten als AP-17>76, Dartiber hinaus
ist AP-3 an der Genese Lysosom-ahnlicher Organellen (engl. lysosome-related organelle,
LRO) beteiligt’’. Die Interaktion zwischen AP-3 und Clathrin ist bei den relevanten
Transportvorgangen nach wie vor umstritten’®. AP-4 ist mit dem TGN assoziiert und ermaglich
neben einem Clathrin-unabhéangigen endosomalen Proteintransport” eine polarisierte
Proteinsortierung in Neuronen und Epithelzellen8®8!, Der zuletzt entdeckte und bislang am
wenigsten charakterisierte Adaptorkomplex AP-5 ist mit spaten Endosomen assoziiert®,
bindet ebenfalls kein Clathrin® und ist am retrograden Proteintransport in Richtung Golgi-
Apparat beteiligt®®.

Neben den funf ubiquitdr exprimierten heterotetrameren Adaptorkomplexen existieren
mindestens zwei gewebespezifische Varianten®8® sowie mehrere Isoformen und Splice-

Varianten mit bislang weitestgehend unbekannter Funktion®®.

Plasmamembran

BN AP-1

b
o

frihes Endosom\ 1 AP-4

spates Endosom B AP-5
tubulares Endosom

ALeS"

Abb. 5: Intrazellulare Lokalisation der finf heterotetrameren Adaptorkomplexe. Schematische

Darstellung der Lokalisation der funf heterotetrameren Adaptorkomplexe AP-1 bis AP-5 mit

Kennzeichnung beteiligter Zellorganellen und Transportrouten (abgewandelt nach Hirst et al., 201119).
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2.3.2. Struktureller Aufbau von AP-2

Der heterotetramere Adaptorkomplex AP-2 besitzt die Fahigkeit, neben Clathrin auch
Phospholipide der Plasmamembran sowie zahlreiche Fracht- und regulatorisch wirkende
Proteine zu binden und im Zuge dessen als zentral koordinierender Knotenpunkt innerhalb
eines Interaktionsnetzwerks zu agieren, das sich im Rahmen der CME ausbildet®?. Hierbei
vermitteln die vier Untereinheiten des Adaptorkomplexes unterschiedliche Funktionen, die sich
nicht zuletzt in ihrem jeweiligen strukturellen Aufbau widerspiegeln.

Die beiden groRen Untereinheiten U und b2 bestehen aus jeweils einer kompakten N-
terminalen Doméane (ca. 70kDa), die als Trunk (dt. Rumpf) bezeichnet wird und Uber eine
lange, flexible und proteolytisch sensible Hinge-Region (dt. Scharnierregion)®” mit einer
kleineren, als Appendage (dt. Anhangsel) oder Ear (dt. Ohr) bezeichneten Doméne (ca.
30kDa) am C-Terminus verbunden ist®® (Abb. 6A). Insgesamt knapp 30 zickzackformig
angeordnete U-Helices bilden die Grundstruktur der Trunk-Doméne, die einer auf ihrer
gesamten Lange um rund 90° gekrimmten superhelikalen Solenoid-Domane entspricht®®
(Abb. 6B). Gemeinsam mit der mittelgroRen p2-Untereinheit und der kleinen (2-Untereinheit
bilden die Trunk-Doméanen der beiden grof3en Untereinheiten den sogenannten Core-Komplex
(dt. Kernkomplex) von AP-2%. Innerhalb dieses Core-Komplexes interagieren allen vier
Untereinheiten im Bereich ausgedehnter Kontaktflachen Uber meist hydrophobe
Wechselwirkungen miteinander, von denen diejenigen zwischen den beiden Untereinheiten U
und (2 sowie zwischen b2 und der N-terminalen Halfte von pu2 (N-p2) besonders stark
ausgepragt sind. Infolge einer bedeckten Gesamtoberflache von rund 30% in Bezug auf die
jeweils kleinere Untereinheit®® weisen die gebildeten Heterodimere /G2 und b2/N-p2 einen
energetisch besonders vorteilhaften und somit stabilen Zustand auf®l. Zusatzliche, jedoch
weniger grof3flachig ausgepragte Interaktionen im Bereich der C-terminalen Enden beider
Trunk-Domaéanen resultieren in der Ausbildung des entsprechenden Heterotetramers.

Dieses wird im Bereich des Core-Komplexes von einem annahernd rechteckigen, rund 80A x
100A groRen Rahmen umschlossen, dessen duRere Begrenzung die Trunk-Doméanen der
beiden grof3en Untereinheiten bilden (Abb. 6C). Die beiden strukturell homolog aufgebauten
Untereinheiten @2 und N-p2 sind hingegen im Bereich einander gegeniberliegender
Eckpunkte dieses Rahmens lokalisiert und setzen sich aus jeweils einem flinfstréngigen b-
Faltblatt samt angrenzender U-Helices zusammen. Gemeinsam bilden alle vier Untereinheiten
eine als Bowl (dt. Schissel) bezeichnete Konkavitat, innerhalb derer die C-terminale Halfte
von p2 (C-p2) gebunden werden kann. Diese weist im Gegensatz zu N-p2 keinerlei strukturelle
Homologie zu G2 auf, tragt im gebundenen Zustand jedoch infolge ausgepragter Interaktionen
mit den Trunk-Domé&nen des Adaptorkomplexes mal3geblich zur hohen Stabilitat des

gesamten Tetramers bei.
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A Hinge

AP-2

AP-2 Core

Abb. 6: Struktureller Aufbau von AP-2. A: Schematische Darstellung der vier Untereinheiten von
AP-2 mit Kennzeichnung einzelner Proteindomnen und Angabe fortlaufend durchnummerierter
Aminosaurereste (unterhalb der Grafik). B: Individuelle Darstellung aller Untereinheiten des Core-
Komplexes von AP-2 mit Kennzeichnung ihrer jeweiligen Lokalisation (schwarze Pfeile) und Angabe
ihrer N- und C-Termini. C: Geschlossene Konformation des Core-Komplexes von AP-2 mit farblicher
Kennzeichnung der vier Untereinheiten (Farbschema wie in Teil-Abb. B) und Lokalisation der
Untereinheit C-02 i nner haklbnddmeks owi & O 2 gebildeteNBowl. Darstellung
der Linker-Region zwischen N-p2 und C-p2 in Form einer gestrichelten Linie sowie Kennzeichnung der
Bindungsstelle fur Frachtproteine mit einer YXXF -Peptidsequenz im Bereich von C-y2 durch einen
schwarzen Kreis (Teil-Abb. A abgewandelt nach Kovtun et al., 20209; Teil-Abb. B und C abgewandelt
nach Collins et al., 200289).
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Gleichzeitig verhindert die Lokalisation von C-p2 innerhalb der Adaptor-Bowl jedoch die
Bindung des Adaptorkomplexes an Clathrin, da die hierfur wichtigste Bindungsstelle, das
sogenannte Clathrin-Box-Motiv (CBM) der Sequenz LLNLD®%* innerhalb der langen, flexiblen
Hinge-Region v o n2% fisiehe Kapitel 2.3.4), von Anteilen des Core-Komplexes gebunden
wird®. Zudem ist AP-2 in einer solchen als geschlossen oder inaktiv bezeichneten
Konformation auf3erstande, mit potenziellen Frachtproteinen zu interagieren, da die hierfir
notwendigen Bindungsstellen von Anteilen der b2-Untereinheit bedeckt werden.

Konkret verfigt AP-2 im Bereich der py2-Untereinheit ber eine Bindungsstelle flr Tyrosin-
haltige Peptidsequenzen®-%°, die sich innerhalb des zytoplasmatischen Anteils zahlreicher
Membranproteine befinden und der Konsensussequenz YXXF entsprechen, wobei Y die
Aminosaure Tyrosin, X eine beliebige Aminosdure und F eine sperrige hydrophobe
Aminosaure reprasentiert!®, Eine Vielzahl klassischer Uber CME internalisierter
Membranproteine, wie beispielsweise der Transferrin-Rezeptor (TfR)°11°2 oder das Lysosom-
assoziierte Membranglykoprotein 1 (engl. lysosome-associated membrane glycoprotein 1,
LAMP1)1  weisen derartige, als Sortierungssignal fungierende Tyrosin-haltige
Peptidsequenzen auf, anhand derer eine AP-2 vermittelte selektive Bindung und Aufnahme
entsprechender Frachtproteine in das sich bildende Vesikel erfolgt'4105,

Dariiber hinaus verfiigt AP-2 im Bereich der (2-Untereinheit Uber eine weitere
Bindungsstelle!®®, die mit sauren Dileucin-Motiven interagieren kann'®’, die der
Konsensussequenz [DE]JXXXL[LI] entsprechen®®110 Beispiele fir Membranproteine, die ein
saures Dileucin-Motiv aufweisen, sind unter anderem der an der Imnmunabwehr beteiligte CD4-
Rezeptor (engl. cluster of differentiation 4)'! sowie das lysosomale Protein LIMP-2 (engl.
lysosomal integral membrane protein type-2)*2113, Infolge einer autoinhibitorisch wirkenden
Bindung sowohl des CBM als auch der beiden Bindungsstellen Tyrosin- sowie saurer Dileucin-
haltiger Sortierungssignale durch unterschiedliche Anteile des Core-Komplexes verhindert die
mit Uber 99% im Zytoplasma dominierende®® geschlossene Konformation von AP-2 eine
vorzeitige und unkoordinierte Interaktion des Adaptorkomplexes mit Clathrin oder potenziellen

Frachtproteinen fernab der Plasmamembran.

2.3.3. Funktionelle Regulation von AP-2

Erst nach Rekrutierung an die Zellmembran und infolge einer Interaktion basischer und somit
positiv geladener Bindungsstellen mit negativ geladenen Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PtdIns(4,5)P.)-Kopfgruppen der Plasmamembran!4!® vollzieht AP-2 eine ausgepragte
Konformationsanderung'®, in Folge derer die rahmenférmige Begrenzung des Core-
Komplexes in sich zusammenfallt und C-p2 aus der Adaptor-Bowl gel6st wird (Abb. 7). Hierbei
interagiert der aus dem Zytoplasma rekrutierte Adaptorkomplex in seiner zunachst noch

geschlossenen Konformation mit der Plasmamembran Uber initial zwei freizugangliche
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Ptdins(4,5)P.-Bindungsstellen, die im Bereich der Trunk-Domé&nen von U und R2 lokalisiert
sind!6117 Zwei weitere, in der geschlossenen Konformation jedoch nicht frei zugangliche
PtdIns(4,5)P2-Bindungsstellen im Bereich von u289118 treten zusatzlich mit Phospholipiden der
Plasmamembran in Wechselwirkung und tragen infolge elektrostatischer Anziehungskrafte
mafgeblich zur umfangreichen Konformationsanderung des gesamten Adaptorkomplexes bei.
Hierbei vollzient C-u2 eine vollstandige Neuausrichtung, gekennzeichnet durch eine
schraubenférmige Drehung um rund 129° und eine Verschiebung um 39A in Bezug auf N-
u21%, Auf diese Weise richten sich alle vier Ptdins(4,5)P2-Bindungsstellen sowie die beiden
Bindungsstellen fur das Tyrosin- und das saure Dileucin-Motiv in einer gemeinsamen Ebene
aus. Erst in dieser Konformation wird eine simultane Bindung unterschiedlicher Bestandteile
der Plasmamembran mdglich, in Folge derer die nun als aktiv oder offen bezeichnete
Konformation des Adaptorkomplexes zusétzlich stabilisiert wird.

[DEJXXXLILI]

Plasmamembran

AR

geschlossene Konformation offene Konformation

Abb. 7: Konformationsanderung von AP-2. Im Zytoplasma gelost nimmt der heterotetramere
Adaptorkomplex AP-2 nahezu ausschlieBlich eine kompakte geschlossene Konformation an, in der
sowohl die Bindungsstelle fur Frachtproteine mit einem Tyrosin-haltigen Sortierungssignal (YXXF) als
auch zwei Phospholipid-Bindungsstellen im Bereich der Untereinheit C-p2 von Anteilen des Core-
Komplexes gebunden werden (links). Erst infolge einer spezifischen Interaktion mit negativ geladenen
Ptdins(4,5)P2-Kopfgruppen der Plasmamembran vollzieht AP-2 eine kontrollierte umfangreiche
Konformationsanderung mit vollsténdiger Neuausrichtung der Untereinheit C-p2. Diese ermdglicht AP-
2 in der nun als aktiv oder offen bezeichneten Konformation (rechts) u. a. die effiziente Bindung von
Phospholipiden der Plasmamembran (+/-) sowie die Bindung eines Tyrosin-haltigen und eines sauren
Dileucin-haltigen ([DE]XXXL[LI]) Sortierungssignals (abgewandelt nach Jackson et al., 201019),
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Im Zuge der Ptdins(4,5)P»-vermittelten Konformationsdnderung l6st sich neben C-p2 auch die
b 2Hinge-Region samt CBM aus seiner Bindungstasche im Bereich des Core-Komplexes®®
und ermdglicht die Bindung an die N-terminalen b-Propeller von Clathrin®*11°, Gemeinsam mit
einer zusatzlichen Bindung des CHC Kndéchel-Segments!?® an Anteile der b2-Ear-Domane!?!
erfolgt auf diese Weise erst nach Bindung der Plasmamembran eine effiziente Rekrutierung
von Clathrin an den Ort des sich bildenden Vesikels?21%,

Des Weiteren ist im Bereich der Linker-Region (dt. VerknUpfungsregion) zwischen N-p2 und
C-u2 ein Threonin-Rest?* an Position 156 lokalisiert, der von der Proteinkinase AAK1 (engl.
adaptor-associated protein kinase 1) phosphoryliert werden kann!?® und auf diese Weise eine
offene Konformation des Adaptorkomplexes beginstigt'?®, die mit einer verbesserten
Membranbindung einhergeht'?”12, Gleichzeitig ermdoglicht die bereits zu Beginn der
Vesikelbildung einsetzende und uber die Dauer der weiteren Vesikelreifung kontinuierlich
voranschreitende Phosphorylierung von AP-2 eine effiziente Bindung von NECAPs (engl.
adaptin ear-binding coat-associated proteins), die mithilfe eines C-terminal lokalisierten
WXXF-Motivs die Ear-Doméne von U-Adaptin'3®-132 sowie mithilfe einer N-terminal lokalisierten
PH-Doméne (engl. pleckstrin homology) die phosphorylierte Linker-Region von up2
binden?6133, Zusatzlich interagieren NECAPs mithilfe ihrer PH-Doméanen mit einer Vielzahl
akzessorischer Proteine, die Peptidsequenzen der Form FXDXF aufweisen®**, und nehmen
auf diese Weise - beispielsweise Uber die Adaptoren SNX9 (engl. sorting nexin-9),
Amphiphysin und CALM®*® (engl. clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia protein) -
indirekt Einfluss auf die Anzahl und GréRe neugebildeter CCVs2¢, Kurzlich publizierte Daten
unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die durch AAK1 erfolgte Phosphorylierung von p2 und die
damit eingeleitete Bindung von NECAPs ein wichtiges regulatorisches Element darstellen,

welches die weitere Genese des CCV steuert'?s.

2.3.4. Monomere Clathrin-Adaptoren

Neben AP-2 interagieren im Rahmen der CME zahlreiche weitere Adaptoren anhand kurzer
linearer Peptidsequenzen mit der terminalen Domane von Clathrin. Hierbei erfolgt die Bindung
von Adaptoren, die wie AP-2 Uiber ein CBM (LF XF [DE]) verfligen, zwischen dem ersten und
zweiten Blatt des b-Propellers®®, wahrend die Bindung von Adaptoren wie SNX9 und
Amphiphysin, die Uber eine sogenannte W-Box (PWXXW) verfigen!®’, im Zentrum der
terminalen Doméne erfolgt!®. Zusatzlich existieren mit dem Arrestin-Box-Motiv**® ([LI][LI|GXL)
und dem erst kiirzlich beschriebenen Royle-Box-Motiv'*°, dessen Sequenz bislang noch nicht
aufgeklart werden konnte, zwei weitere Bindungsmotive, die eine Clathrin-Bindung einzelner
Adaptoren im Bereich zwischen dem vierten und fiinften (Arrestin-Box) bzw. sechsten und

siebten (Royle-Box) Blatt des N-terminalen b-Propellers ermdglichen.
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Daruber hinaus interagieren zahlreiche Adaptoren anhand kurzer linearer Peptidsequenzen
mit den Ear-Domanen von AP-2!%, Diese setzen sich im Wesentlichen aus einem
neunstrangigen N-terminalen b-Sandwich, einem flnfstrangigen C-terminalen b-Faltblatt
sowie einem kurzen dazwischenliegenden, proteolytisch jedoch nur schwer zugéanglichen
Linker zusammen'#?4, Eine hydr ophobe Bindungst asc hlar-
Doméane ermdglicht in diesem Zusammenhang eine Bindung insbesondere der Adaptoren
Amphiphysin, Auxilin, Epsin und AP180 anhand eines Bindungsmotivs, das der
Konsensussequenz DP[FW] entspricht44, Eine |l eicht wver 2ndeart
Domaéne resultiert in einer Interaktion mit nur einem Bruchteil dieser Adaptoren, ermdglicht

jedoch die Bindung von Clathrin?L,

Abb. 8: Simplifiziertes Interaktions-
netzwerk. Vereinfachte Darstellung
eines Netzwerks bestehend aus
Wechselwirkungen zwischen AP-2,
Ptdins(4,5)P2 der Plasmamembran,
Clathrin sowie einer Auswahl mono-

merer Adaptoren, die im Rahmen der

CME miteinander  interagieren.

Zusatzliche Darstellung einzelner

Bindungspartner / Sortierungssignale
(abgewandelt nach Traub, 200916).

Zusatzlich interagieren samtliche Adaptoren mithilfe unterschiedlicher Bindungsdoméanen mit
Phospholipid-Kopfgruppen der Plasma- bzw. Vesikelmembran. Eine dartiber hinausgehende
Bindung von Sortierungssignalen, die allesamt im unstrukturierten zytoplasmatischen Anteil
integraler Membranproteine lokalisiert sind und von kurzen linearen Peptidsequenzen Uber
phosphorylierte Seitenketten bis hin zu ubiquitinierten Proteinbestandteilen reichen (Abb. 8),
ermoglicht zudem einen hoch selektiven Transport von Frachtmolekiilen im Zuge der CME?S.
Eine Bindung unterschiedlicher Sortierungssignale an verschiedene Adaptoren stellt hierbei
eine zielgerichtete, variable und zugleich weitestgehend nicht-kompetitive Akkumulation von
Fracht im sich bildenden CCV sicher'*. Auf diese Weise wird beispielsweise gewahrleistet,
dass neben Cargo-Membranproteinen und deren Liganden auch die notwendigen SNARE-
Proteine (engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) mit

aufgenommen werden, die fur eine spatere Vesikel-Fusion erforderlich sind®®,
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Tyrosin-haltige Peptidsequenzen (YXXF), die von der C-terminalen Halfte der u2-Untereinheit
gebunden werden, sowie saure Dileucin-Motive ([DE]XXXL[LI]), die mit der G2-Untereinheit
des heterotetrameren Adaptorkomplexes AP-2 interagieren, sind Beispiele fir
Sortierungssignale (siehe Kapitel 2.3.2). Darlber hinaus existieren weitere lineare
Peptidsequenzen, die von monomeren Adaptoren, den sogenannten Clathrin-assoziierten
Sortierungsproteinen (engl. clathrin-associated sorting proteins, CLASPs), erkannt und
gebunden werden'*®, Hierzu zahlen unter anderem Sortierungssignale, die der
Konsensussequenz [FY]JXNPX[YF] entsprechen!*’ und von CLASPs mit einer PTB-Domane
(engl. phosphotyrosine-binding) gebunden werden!#814° Entsprechende Beispiele sind die
beiden monomeren Adaptorproteine DAB2 (engl. disabled homolog 2) und ARH (engl.
autosomal recessive hypercholesterolemia protein)**°, welche unter anderem die Endozytose
des LDL-Rezeptors (engl. low-density lipoprotein) - eines Kklassischen, lber CME
internalisierten Frachtproteins - vermitteln®®. Zudem sind einige CLASPs mit PTB-Doméne,
wie beispielsweise der Adaptor Numb?®?, an der Endozytose verschiedener Integrine beteiligt,
deren b-Ketten ein NPX[YF] Sequenzmotiv aufweisen®. Auf diese Weise sind CLASPs unter
anderem an der regulierten Ausbildung von Adhasionskontakten beteiligt und nehmen Einfluss
auf die Adhasionsfahigkeit und Beweglichkeit der Zelle.

Neben kurzen linearen Peptidsequenzen dienen zudem posttranslationale Modifikationen
einer Vielzahl von Membranproteinen als Sortierungssignal. Hierunter fallen insbesondere
Transporter, lonenkanéle und Rezeptoren, die nicht kontinuierlich, sondern nur in bestimmten
Konstellationen und zeitlich begrenzt endozytiert werden. Insbesondere an Lysin gebundenes
Ubiquitin stellt ein verbreitetes Sortierungssignal dar, das von einigen CLASPs, wie z.B. den
Proteinen Epsin und EPS15 (engl. epidermal growth factor receptor substrate 15)'°4, mithilfe
eines Ubiquitin-interagierenden Motivs (UIM) erkannt und gebunden wird**>%’, Ein Protein,
das neben dem YXXF-Motiv und dem sauren Dileucin-Motiv zusatzlich ubiquitiniert wird, ist
der Wachstumsfaktorrezeptor EGFR (engl. epidermal growth factor receptor)®8,

Eine weitere Form reversibler posttranslationaler Markierung von Frachtproteinen ist die
Phosphorylierung. Besonders gut untersucht sind aktivierte G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(engl. G protein-coupled receptors, GPCRs), welche infolge einer C-terminalen
Hyperphosphorylierung von Adaptoren der b-Arrestin-Familie erkannt und gebunden werden
159 Hierbei erfolgt erst nach Bindung des aktivierten Rezeptors eine Konformationsanderung,
die es b-Arrestin er m° g | i ¢ ht ;Earfontdne dweinterafigden und auf diese Weise
sicherzustellen, dass an b-Arrestin gebundene aktivierte Rezeptoren zum CCP/CCV rekrutiert
werden??3160 Auf diese Weise tragt die CME maRgeblich zur Regulation diverser Signalketten
bei und ist an der sogenannten Rezeptor-Desensitisierung beteiligt, die einer Uberstimulation

der Zelle entgegenwirkt6%:162,
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Der Adaptor CALM sowie sein Neuronen-spezifisches Homolog AP180 wiederum nehmen
mithilfe einer N-terminal lokalisierten amphiphilen Helix regulatorischen Einfluss auf Gréf3e und
Bildungsrate von CCVs!3%163, Gleichzeitig ist CALM in der Lage, ahnlich wie der Adaptor HRB
(engl. HIV-1 Rev-binding protein)%*, SNARE-Proteine zu binden®>1% die eine wichtige
Funktion im Hinblick auf eine spatere Fusion des Vesikels mit seinem Zielorganell austben.
CALM/AP180 ist neben AP-2 einer der haufigsten Adaptoren innerhalb der CCV-Huille!>*¢” und
besitzt die Fahigkeit, mit beiden Ear-Doménen des heterotetrameren Adaptorkomplexes zu
interagieren68169,

Darlber hinaus besitzen einige Adaptoren die Fahigkeit, sich an der Membrankrimmung des
sich bildenden Vesikels zu beteiligen oder den bereits vorherrschenden Krimmungsgrad zu
detektieren. Beispiele hierfur sind Proteine der Epsin-Familie, die Gber eine gekrimmte ENTH-
Domane (engl. epsin N-terminal homology) verfligen’®"*, sowie Amphiphysin, welches eine
aus drei U-Helices bestehende halbmondférmige BAR-Domane (engl. Bin, Amphiphysin, Rvs)
besitzt!’>173, Mithilfe einer zuséatzlichen SH3-Domane (engl. SRC homology 3) kann
Amphiphysin  zudem mit Prolin-reichen Peptidsequenzen interagieren, die der
Konsensussequenz PXRPXR entsprechen, und auf diese Weise u. a. die GTPase Dynamin
binden (siehe Kapitel 2.4.1)17417¢, Infolge weiterer Bindungsstellen fur die Ear-Domanen von
AP-2 und die terminalen Doméanen von Clathrin sowie aufgrund einer praferierten Bindung
stark gekrimmter Membranen durch die BAR-Domé&ne ohne gleichzeitige Praferenz fir
Ptdins(4,5)P. der Plasmamembran erfolgt die Rekrutierung von Proteinen mit einer BAR-
Doméne Uberwiegend an den Rand tief invaginierter Vesikel, infolgedessen eine zeitlich und
ortlich fein abgestimmte Rekrutierung weiterer Proteine, wie zum Beispiel der GTPase

Dynamin, zum weit herangereiften Vesikel realisiert wird"’.

2.4. Vesikelabschnirung und Disassemblierung

Die letzten beiden Phasen der CME bestehen aus einer regulierten Freisetzung des neu
gebildeten CCV in den zytoplasmatischen Raum sowie der bereits unmittelbar anschlie3end
einsetzenden enzymatisch koordinierten Disassemblierung seiner aus Clathrin, AP-2 und

zahlreichen weiteren Proteinen bestehenden Vesikelhille.

2.4.1. Dynamin

Im Rahmen der CME ist das Protein Dynamin, ein Mechanoenzym mit GTPase-Aktivitat'’® und
einer molekularen Masse von rund 100kDa'’”®, mafgeblich an der Abschnirung und
Freisetzung tief invaginierter CCVs von der Plasmamembran beteiligt. Durch
Selbstassemblierung unter Ausbildung eines spiralférmigen Polymers ist Dynamin imstande,

die letzte tubulére Verbindung zwischen Plasmamembran und dem sich bildenden Vesikel zu
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umwickeln®18! Nukleotid-getrieben zu verengen'®?184 und die Vesikel-Ablésung unter GTP-
Hydrolyse zu katalysieren8>186,

Sowohl strukturell als auch funktional lasst sich Dynamin in insgesamt flnf verschiedene
Domanen unterteilen!®’ (Abb. 9A). Der fur die Nukleotid-Bindung und -Hydrolyse notwendigen
G-Domane am N-terminalen Ende des Molekils!®® schlieRen sich eine fur die
Oligomerisierung erforderliche mittlere Domane'® sowie eine fur die Phospholipid-Bindung
notwendige PH-Domane (PHD) an®, gefolgt von einer GTPase-Effektor-Domane (GED)91:1%2
sowie einer C-terminalen Prolin-reichen Domane (PRD), die eine Interaktion mit SH3-
Domanen weiterer Proteine ermoglicht!9-1%, Strukturell bildet hierbei die im Wesentlichen aus
einem achtstrangigen b-Faltblatt bestehende G-Domane das als Kopf bezeichnete obere Ende
des Dynamin-Molekiils!®®1%7, das tber ein flexibles Biindelsignalelement (BSE) aus drei
kurzen U-Helices'®® und einen weitestgehend starren Stiel aus insgesamt vier langstreckigen
U-Helices™®® mit dem siebenstrangigen b-Sandwich der PH-Domane am unteren als Ful
bezeichneten Ende des Molekiils verbunden ist®’.

A G-Domane mittlere Domane PHD

FuR
a2 u
1 301 520 627 751 864
B C
Stiel
Kopf Y
BSE
Ful
Dimer

Tetramer TRANS-Tetramer

Abb. 9: Dynamin. A: Organisation der GTPase Dynamin mit Kennzeichnung einzelner funktioneller
Doménen (oberhalb der Grafik) und struktureller Einheiten (innerhalb der Grafik) sowie Angabe
fortlaufend durchnummerierter Aminosaurereste an ihren Grenzen (unterhalb der Grafik). B:
Vereinfachte raumliche Darstellung eines Dynamin-Dimers mit Angabe aller strukturellen Einheiten
(oben) sowie eines entsprechenden Dynamin-Tetramers (unten). C: Membran-umlaufende Dynamin-
Helix. Gesonderte Kennzeichnung einer mit erhdhter GTPase-Aktivitdt einhergehenden TRANS-

Tetramerisierung?°0-201 vierer G-Domanen (abgewandelt nach Antonny et al., 201627).
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Insgesamt drei verschiedene Gene kodieren fir unterschiedliche Isoformen, von denen
Dynamin-12°2 und Dynamin-32° hauptséachlich neuronal exprimiert werden, wohingegen
Dynamin-2 ubiquitar vorkommt?°4, Verschiedene Splice-Varianten erhohen zusatzlich die
Anzahl unterschiedlicher Isoformen. In Losung oligomerisiert Dynamin zu Homodimeren2°5206
sowie vorrangig zu Homotetrameren?°-2°° (Abb. 9B). Die Bindung von Phospholipiden
ermdglicht eine weitere Selbstassemblierung unter Ausbildung des spiralformigen Polymers
und geht zugleich mit einer gesteigerten GTPase-Aktivitat einher?®-212 (Abb. 9C).

In Abwesenheit von Nukleotiden polymerisiert Dynamin zu einer membranumhillenden
rechtslaufigen Helix mit einem AuRendurchmesser von gut 50nm und einem
Innendurchmesser von rund 20nm?*®. Die Interaktion mit Nukleotiden resultiert in einer
Konstriktion der Dynamin-Helix, gekennzeichnet durch eine Verringerung des interhelikalen
Abstands, eine Abnahme an Dynamin-Molekilen pro Helix-Windung sowie einen verminderten
AuRen- (~40nm) und Innendurchmesser (~7nm)?'3-215, Dariiber hinaus kann das Dynamin-
Polymer unter Ausbildung einer doppellaufigen Helix einen als Superkonstriktion bezeichneten
Zustand annehmen, der einen Innendurchmesser von weniger als 4nm aufweist?'®. Ob die im
Zuge der GTP-Hydrolyse freiwerdende Energie hierbei unmittelbar fiir eine zunehmende
Konstriktion des Dynamin-Polymers genutzt wird?°®2°1 oder viel mehr fiir eine koordinierte
Disassemblierung?t’?*® des bereits infolge der Nukleotid-Bindung hinreichend verengten
Dynamin-Polymers?'%220 henotigt wird, ist Gegenstand aktueller Forschung.

Darlber hinaus scheint Dynamin, neben seiner katalytischen Funktion im Rahmen der Vesikel-
Abschnirung, zusatzlich an der Unterhaltung eines regulatorischen Checkpoints beteiligt zu
sein, der den Abbau fehlerbehafteter CCPs zu einem vergleichsweise frilhen Zeitpunkt der

Vesikelbildung vermittelt?21-226,

2.4.2. Hsc70 und Auxilin
Die unmittelbar nach CCV-Freisetzung in den zytoplasmatischen Raum erfolgende
koordinierte Disassemblierung der Vesikelhulle??’?228 wird von den beiden Proteinen
Hsc70%2°%0 (engl. heat shock cognate protein 70) und Auxilin?31232 vermittelt. Hsc70 ist ein
Chaperon mit einer molekularen Masse von rund 70kDa, das Uber eine grof3e (44kDa) N-
terminal lokalisierte Nukleotid-bindende Doméane (NBD) mit ATPase-Aktivitat?3234 eine
mittelgroRe (18kDa) Substrat-bindende Doméane (SBD)#*2%¢ sowie eine kleine C-terminale
Domane (10kDa) verfugt, die eine Konformationsdnderung in Abh&ngigkeit von der Nukleotid-
Bindung vollziehen kann?’. Auxilin wiederum, das seinen Namen einer in vitro beobachteten
erleichterten Clathrin-Polymerisation verdankt (lat. auxilium, dt. Unterstiitzung)?®, besitzt eine
N-terminal lokalisierte Domé&ne?*® mit struktureller Ahnlichkeit zur Phosphatase PTEN (eng!.
phosphatase and tensin homolog)?4°24!, die eine spezifische Bindung an Phospholipide des
neugebildeten Vesikels vermittelt??®. Eine weitestgehend unstrukturierte zentral gelegene
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Doméne ermdglicht zudem eine Bindung an Clathrin, wahrend die sogenannte J-Doméane am
C-terminalen Ende des Molekiils Hsc70 bindet?*2243 und eine Steigerung der ATPase-Aktivitat
bedingt?4424°,

Im Rahmen der CME vermittelt Auxilin, bzw. in nicht-neuronalen Geweben das z.T. als Auxilin-
2 bezeichnete ubiquitar exprimierte Protein GAK (engl. cyclin G-associated kinase)?*¢, eine
spezifische Rekrutierung von Hsc70 an das frisch gebildete CCV247248 | Hierzu bindet Auxilin
innerhalb des Clathrin-Gitters an die C-Termini einzelner CHCs im Bereich des von ihnen
gebildeten Tripods, unterhalb der Eckpunkte des Gitters?#®2%0, Die Bindung von Auxilin
resultiert in einer Distorsion miteinander interagierender CHC-Segmente und bedingt eine
Anderung der Achsenverhaltnisse innerhalb des Clathrin-Gitters. Gleichzeitig beférdert Auxilin
mithilfe seiner J-Domé&ne ATP-gebundes Hsc70 in den Bereich unterhalb der
Gittereckpunkte®. Hier interagiert die SBD von Hsc70 mit einer Peptidsequenz der Form
QLMLT?? innerhalb des unstrukturierten C-terminalen Bereichs einer CHC (Abb. 2C) und
bindet infolge der ATP-getriebenen Konformationsdnderung fest an diese. Die Bindung
resultiert zun&chst in einer weiteren Distorsion einzelner CHC-Segmente und fuhrt schlielich
zur Disassemblierung des gesamten Clathrin-Gitters. Diese erzielt Hsc70 entweder durch eine
sterische Hinderung, infolge derer spontan auftretende thermische Fluktuationen zu einer
l6senden Kraft akkumulieren®22%3, oder - wie in einem alternativen Modell postuliert - durch
die aktive Kollision mit Bestandteilen der Vesikelhille?®*2%5, Nach Disassemblierung des
Clathrin-Gitters 16st sich Hsc70 von seinem Co-Faktor Auxilin, bleibt im ADP-gebundenen
Zustand jedoch zunédchst an Clathrin gebunden und verhindert auf diese Weise eine
unmittelbare Reassemblierung freigesetzter Clathrin-Triskelen?®, Erst die durch Nukleotid-
Austauschfaktoren beglnstigte Lésung von ADP?57 ermdglicht die koordinierte Freisetzung der
gebundenen Clathrin-Triskele und erlaubt sowohl Clathrin als auch Hsc70, ebenso wie AP-2
und den Ubrigen Bestandteilen der Vesikelhille, die Beteiligung an einem neuen

Interaktionszyklus?°8:259,
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2.5. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Im Rahmen der CME interagieren dutzende, teils strukturverleihende, teils regulatorisch
agierende Proteine in einer komplexen und zugleich fein aufeinander abgestimmten Art und
Weise miteinander. Der heterotetramere Adaptorkomplex AP-2 nimmt innerhalb dieses
engverflochtenen Interaktionsnetzwerks als quantitativ dominierender Adaptor mit einer
Vielzahl unterschiedlicher Interaktionspartner eine Schllisselposition ein.

In der vorliegenden Arbeit sollten daher die Auswirkungen eines siRNA-vermittelten KD von
AP-2 auf die CME insgesamt sowie auf die Endozytose verschiedener Klassen von
Membranproteinen im Einzelnen untersucht werden. Im Mittelpunkt hierbei stand die
massenspektrometrische Analyse des Plasmamembran-Proteoms von AP-2-depletierten und
-nicht-depletierten HelLa-Zellen. Ferner sollte - in Anbetracht einer kontrovers gefuhrten
Diskussion hinsichtlich der Relevanz alternativer Endozytosewege - der Einfluss einer durch
den KD von AP-2 inhibieten CME auf die Endozytose einzelner Klassen von
Membranproteinen bewertet werden. Ein besonderer Fokus sollte hierbei auf
Membranproteine mit Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker sowie auf Proteine aus der
Gruppe der Integrine gelegt werden. Abschlielend sollten Proteine mit humanpathogener
Relevanz identifiziert werden, die an der Plasmamembran AP-2-depletierter Zellen stark
akkumulieren und somit potenzielle zukinftige Ziele fir eine zielgerichtete molekulare

Therapie darstellen.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

In eukaryotic cells, clathrin-mediated endocytosis (CME) is a central pathway for the
internalization of proteins from the cell surface, thereby contributing to the mainte-
nance of the plasma membrane protein composition. A key component for the for-
mation of endocytic clathrin-coated vesicles (CCVs) is AP-2, as it sequesters cargo
membrane proteins, recruits a multitude of other endocytic factors and initiates
clathrin polymerization. Here, we inhibited CME by depletion of AP-2 and explored
the consequences for the plasma membrane proteome. Quantitative analysis rev-
ealed accumulation of major constituents of the endosomal-lysosomal system
reflecting a block in retrieval by compensatory CME. The noticeable enrichment of
integrins and blockage of their turnover resulted in severely impaired cell migration.
Rare proteins such as the anti-cancer drug target CA9 and tumor markers (CD73,
CD164, CD302) were significantly enriched. The AP-2 knockdown attenuated the
global endocytic capacity, but clathrin-independent entry pathways were still operat-
ing, as indicated by persistent internalization of specific membrane-spanning and
GPl-anchored receptors (PVR, IGF1R, CD55, TNAP). We hypothesize that blocking
AP-2 function and thus inhibiting CME may be a novel approach to identify new
druggable targets, or to increase their residence time at the plasma membrane,

thereby increasing the probability for efficient therapeutic intervention.

KEYWORDS
ADAM10, Alzheimer, BACEL, blood-brain-barrier, endosome, lysosome, receptor
internalization, surface proteomics, surfaceome, transcytosis

signaling,® antigen presentation? and cell migration.>* More than half
a dozen different endocytic pathways have been described, however,

Endocytosis is a fundamental pathway in eukaryotic cells, by which
parts of the plasma membrane, extracellular macromolecules and cel-
lular receptors are internalized into the cytoplasm. In this way, endo-
cytosis contributes to the distribution of lipids and proteins in the
plasma membrane and affects more complex processes such as

their individual contribution to the overall endocytic flux of molecules
is unclear.>®

The best-studied endocytic route in mammalian cells is
clathrin-mediated endocytosis (CME), which is characterized by an
increasing invagination of the plasma membrane and the formation of
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clathrin-coated pits and vesicles (CCPs/CCVs). Besides the coat pro-
tein clathrin, which shapes a lattice-like structure and facilitates bend-
ing of the plasma membrane, numerous other cytosolic factors are
involved in CME and contribute to the initiation, progression, scission
or disassembly of CCVs.”®

The heterotetrameric protein complex AP-2 is the second most
abundant protein in CCVs.’ It is composed of the two large subunits
a- and p2-adaptin  (~100 kDa), one medium-sized p2-subunit
(~50 kDa), as well as one small-sized ¢2-subunit (~20 kDa). AP-2
recruits clathrin and more than 20 other endocytic factors, mostly via
the hinge-regions and the carboxy-terminal appendages (ears) of its
two large subunits.*® AP-2 binds to the plasma membrane at sites rich
in PtdIns4,5P,, which triggers a conformational change of the adaptor
complex that initiates its subsequent binding to sorting signals of
cargo membrane proteins and recruitment of clathrin.*

Besides CME, multiple clathrin-independent endocytosis (CIE)
pathways contribute to the maintenance of lipid and protein homeo-
stasis of the plasma membrane. By definition, clathrin is not involved
and membrane scission can be either dependent or independent of
dynamin GTPases.” The cytoskeleton seems of critical importance,
most likely because these pathways can internalize a large fraction of
the total plasma membrane surface area within minutes.*? Based on
the molecular machinery, different clathrin-independent pathways
can be categorized, for example, fast endophilin-mediated endocytosis
(FEME),*® macropinocytosis** or the CLIC/GEEC pathway.® The lat-
ter one is considered a major route for internalization of
glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored proteins, while FEME
facilitates endocytosis of selected G protein-coupled receptors
(GPCRs). In a different functional context, large amounts of fluid and
nutrients can be taken up by macropinocytosis, which serves as a
sampling of the environment.

Here, we used an acute depletion (knockdown [KD]) of the AP-
2u2-subunit  to perturb CME through destabilizing AP-2
heterotetramers. We then quantified changes in the plasma mem-
brane proteome and measured the global endocytic capacity, uptake
of receptors and GPl-anchored proteins that utilize either clathrin-
dependent or clathrin-independent entry pathways and determined
the functional consequences of defective integrin turnover.

2 | RESULTS

2.1 | The cell surface proteome is altered in AP-2
depleted cells

Endocytosis from the cell surface can occur by various pathways
and may be clathrin-dependent or -independent. To address the
consequences of inhibited CME, we used acute depletion of the AP-
2p-subunit by siRNA oligonucleotides. This approach is known to
result in instability and loss of AP-2 and thus inhibits the efficient
formation of endocytic CCVs.**"2° Our protocol for the KD of p2
resulted in 290% depletion of p2 mRNA and an equivalent decrease

in protein expression (Figure S1A-C). The concomitant drop of
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a-adaptin expression by more than 60% (Figure S1A) revealed desta-
bilization of the AP-2 complex and is indicative of the known sus-
ceptibility of its subunits for premature degradation.'® Expression of
subunits of AP-1 and AP-3 remained unaffected (Figure S1A) and
localization of both complexes by immunofluorescence was equiva-
lent in mock-treated control and p2 KD cells (not shown), thus indi-
cating that the knockdown specifically affected AP-2. As expected,
staining of endocytic CCPs/CCVs by immunofluorescence almost
vanished in p2 KD cells (Figure S1D), and endocytosis of known
cargoes, such as transferrin bound to its receptor, or surface-
exposed LAMP1 was severely inhibited, as visualized by confocal
microscopy (not shown) and quantified by flow cytometry
(Figure S1E).

In fact, blockage of CME should affect hundreds of cell surface
proteins, which for example serve as receptors, constitute channels or
function as enzymes or adhesion factors. Furthermore, CME depen-
dent retrieval of membrane proteins from intracellular organelles (eg,
small vesicles, endosomes, lysosomes, diverse granules, etc.), which
temporarily appear at the cell surface, should be compromised by
depletion of AP-2. Hence, we determined these effects by quantita-
tive proteomics. Stable isotope labeling by amino acids in cell culture
(SILAC) was established, cells were either mock- or p2 siRNA-treated
and proteins at the cell surface were labeled with aminooxy-
biotin,2%%2  followed by their capture from cell lysates with
streptavidin-coated beads. Finally, captured proteins were processed
for quantitative mass spectrometry (see Material and Methods and
Figure 1A for illustration). As a first result, a total of 2412 proteins
were identified based on their presence in at least three of six individ-
ual biological replicates. These proteins thus represent the Hela sur-
face proteome (surfaceome) of this study. The complete data set is
documented in Table S1 (sheet A) and the mass spectrometry raw
data are accessible via the Pride repository (data set identifier
PXD014925). The list of hits was not further filtered for possible con-
taminating proteins, for example, those with Gene Ontology
(GO) annotations of nucleus, endoplasmic reticulum (ER), cytosol,
cytoskeleton or other, because a significant number of them could
have been captured via direct or indirect interactions with plasma
membrane proteins.

We next used the data derived from mock-treated control Hela
cells and ranked proteins by their intensity-based absolute quantifica-
tion (iIBAQ) light values, which reflects their relative abundance.®® A
graphical representation is depicted in Figure 1B and the complete
ranking is given in Table S1 (sheet C). This ranking revealed that the
seven most abundant proteins already accounted for 20% of the total
cell surfaceome mass. In the same way, only few proteins covered
40% (n = 25) and 80% (n = 187) of the total protein mass. This illus-
trates that a rather small number of integral and GPI-anchored mem-
brane proteins dominate the Hela cell surface proteome. These
values are in line with published data sets that describe an almost
identical ranking for the highly abundant proteins 4F2hc, Basigin,
CD44, CD59, ATP1B1 and ITGB1. Furthermore, the matching
between the complete surface proteome data sets is very similar (see

24-26

Venn diagram in Figure 1C), allowing us to conclude that the
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capture of proteins via the biotinylation labeling/streptavidin capture
strategy was successful.

The depletion of AP-2 had a major impact on the surface prote-
ome, which is graphically illustrated in the volcano plot of the
surfaceome data (Figure 2). Among all 2412 identified proteins (dots
in the graph), a fraction of 1628 hits is above the dashed, horizontal
significance line (false discovery rate [FDR] < 0.01). These proteins

- Biotinylation
- Cell lysis
- Streptavidin IP

- Trypsin digestion
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FIGURE 1 Cell surface proteomics of HeLa mock and p2 KD
cells. A, Workflow of quantitative surface proteomics in p2 KD cells.
After SILAC labeling with heavy or light lysine/arginine isotopes,
heavy labeled Hela cells were subjected to p2 KD, while light labeled
cells were mock-treated. Subsequently, equal numbers of cells were
mixed 1:1, followed by cell surface biotinylation, cell lysis and
isolation of labeled proteins by streptavidin immunoprecipitation (IP).
After washing and tryptic digestion, proteins were identified by
quantitative mass spectrometry. This workflow was carried out for six
biological replicates. B, Graph displaying the cumulative protein mass
from the highest to the least abundant protein. Data result from
intensity-based absolute quantification (iBAQ) values of all identified
proteins (surface proteome) of mock-treated Hela cells. Names of the
seven most abundant proteins, which accounted for 20% of the total
protein mass, are given. The cumulative number of proteins that
represented 20%, 40%, 60%, 80% or 100% of the total protein mass
is displayed (blue boxes). C, Venn diagram illustrating coverage of the
surface proteome of this study compared with two published data
sets.2#2° The total number of proteins identified in the respective
surface proteomes are in brackets
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FIGURE 2 Loss of AP-2 leads to profound changes in the plasma

membrane proteome. The volcano plot displays all 2412 identified
surface proteins and their changes in surface expression upon KD of
AP-2. Increased or decreased expression is reflected by positive or
negative log2 values of the H/L-ratio. Data quality for each hit in the
complete data set is indicated by the respective —log10 P-values. The
horizontal, dashed line indicates a false discovery rate (FDR) of 0.01.
Hits that were affected by a 21.5-fold decrease or increase are
displayed left or right of the two vertical lines. The 50 most increased
proteins are labeled in red (see also Table 1) and selected hits with
depleted (blue), increased (red) or unchanged expression (purple) are
given with their gene names

35



TOBYS €T AL.

can be subdivided into three major categories: proteins with
(A) increased, or (B) decreased surface expression and (C) proteins that
are marginally or not affected. The vast majority of 1310 hits exhibit
>50% increased surface expression (log2 = 0.59, dots in upper right
area) upon depletion of AP-2, whereas only a small fraction of 34 pro-
teins is depleted (log2 < —0.59, dots in upper left area). Proteins that
are not, or only slightly affected by loss of AP-2 account for ~12% of
the surface proteome (n = 284, dots between the dashed vertical
lines). To rule out the possibility that differences in labeling with the
respective isotopes had influenced the heavy/light (H/L)-ratios, we
confirmed an equivalent efficiency of labeling by shotgun analysis of
peptides derived from cytosolic proteins, which remained in the
supernatants of the biotin/streptavidin immune-isolations (not shown).
In conclusion, we observed that depletion of AP-2 and the accompa-
nying inhibition of CME led to major alterations in the plasma mem-
brane proteome that affected at least half of all constituents.

For further inspection of the effects caused by p2 KD, we
focused on proteins with log2 values 21.5 (n = 103), which we desig-
nated “top-upregulated” (see Table S1 sheet B). The first 50 proteins
in this group (see Table 1 and Figure 2, red dots in volcano plot) were
elevated by 3.5-fold to more than 10-fold and one would expect AP-2
dependent cargo or other membrane proteins that depend on func-
tional CME to be represented in this group. This indeed was the case:
90% of the hits (n = 45) were integral membrane proteins, of which
23 contain known or putative tyrosine-, acidic dileucine- or other
endocytic sorting motifs within their cytoplasmic parts. All remaining
22 hits were either known cell surface receptors, channels or trans-
porters, or they have been described to localize to and function in the
endomembrane system. Even among the five hits that have been
annotated as cytosolic or secreted, NDRG1, collagen 4A1, as well as
Glia-derived nexin and PCSK9 are intimately linked to receptor bind-
ing and may therefore represent “true” hits.

Surprisingly, the transferrin receptor (TfR), a prominent receptor
and known CME cargo was not among the top hits. This seems incom-
patible with published work and our own functional data (Figure 8)
that show >5-fold increase upon KD of AP-2.17272% |mportantly,
these values, however, were obtained from quantitative fluorescence
microscopy or flow cytometry using assays that probe receptor sur-
face expression by Tf ligand binding or with anti-receptor antibodies.
To sort this out, we inspected the mass spectrometry raw data and
noticed unusual variations in H/L-ratios of most peptides from the
extracellular part of the receptor, while H/L-ratios of the four pep-
tides derived from the intracellular cytoplasmic tail were almost iden-
tical, resulting in a log2 H/L value of 1.75. This is equivalent with a
3.4-fold surface increase upon KD of AP-2 (Figure S2). We excluded a
systematic problem, because inspection of the peptide spectra of
dozens of other receptors revealed consistent H/L-ratios in all other
cases. Remarkably, our mass spectrometry data on TfR surface
expression are very similar to those of two other published studies
that include surface proteomics of AP-2 depleted cells®*° which
leads us to propose that surface expression of this particular receptor
is underestimated by proteomics in AP-2 depleted cells. We assume

that the noticeable surface accumulation of the hereditary
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hemochromatosis protein (HFE, log2 + 1.54) increases the probability
of direct binding to the TfR receptor. In fact, HFE is an important reg-
ulator of TfR function and known to compete with Tf for receptor

3132 |n  addition, two endosomal factors of iron

binding.
homeostasis,>>3* the ferrireductase STEAP3% (log2 + 0.89) and the
iron transporter NRAMP2%* (SLC11A2, DMT1; log2 + 2.8) became
surface exposed as well and are likely to be located in the intimate
vicinity of the TfR. As a result, a significant surface area of the recep-
tor is engaged in interactions, leading to decreased availability for
biotinylation and capture from p2 KD cells. While being relevant for
mass spectrometry, none of the TfR interactions will affect the above
mentioned assays (Tf ligand binding, anti-receptor antibodies),
because the strong affinities of both interactions in the sub-
nanomolar range will displace HFE and/or other interactors.

Despite this particular detail and with the exception of only a sin-
gle cytosolic metabolic enzyme, strongly increased surface expression
of the remaining 49 most upregulated hits in p2 KD cells (and further-
more including the TfR) can be attributed directly to the knockdown
of AP-2 and the block of CME.

2.2 | KD of u2 affects surface expression of a
diverse range of membrane proteins

The KD of AP-2 most strongly affected surface expression of the four
membrane proteins CA9, TMEM123, TMEM106B and PTTG1IP,
which were increased by more than 8-fold (log2 H/L > +3). The latter
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three contain known endocytic tyrosine sorting signals,
sorting signals in the carboxyterminal cytoplasmic tail of CA9 remain
unknown. The four proteins are functionally diverse: TMEM106B is
implicated in regulation of lysosomal activity and reported to drive
lung cancer metastasis,>” TMEM123/Porimin is a cell surface receptor
for mediating oncotic cell death,®> PTTG1IP is a proto-oncogene *°
and CA9 is a regulator of extracellular carbon dioxide and an impor-
tant anti-cancer drug target.** The latter functions as a cell surface
exposed enzyme, it has a low surface abundance (iIBAQ rank 1887)
and is a type-| transmembrane protein with a short, 23 residues span-
ning cytosolic tail. To test for the presence of a functional sorting sig-
nal, we fused the CA9 cytoplasmic tail to the membrane-spanning and
extracellular part of a CD8 reporter protein and probed endocytosis
by immunofluorescence.*> CD8-LAMP1, which served as a positive
control, underwent rapid uptake and had a predominant vesicular
localization, while tail-less CD8 resided at the plasma membrane. To
our surprise, CD8-CA9 showed prominent surface staining as well and
no sign of any uptake was detectable (Figure 3). At first glance, this
seems in conflict with CA9 being the most strongly affected protein in
AP-2 KD cells. However, others have shown that CA9 requires its
intact cytoplasmic tail for delivery to the cell surface,*® and two recent
studies show intimate association of CA9 with a variety of receptors,
monocarboxylate- and amino acid transporters, as well as MMP14
and integrins at the plasma membrane.**** Altogether, we propose
that CA9 may enter cells in direct association with interacting cell sur-

face proteins that utilize CME.
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