Aus dem Zentrum flr Biochemie der Medizinischen Fakultat
der Universitat zu Koln
Direktor: Universitatsprofessor Dr. rer. nat. Henning Walczak

Veranderungen des Plasmamembran-Proteoms
in AP-2-depletierten HelLa-Zellen

Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwirde
der Medizinischen Fakultat
der Universitat zu Koéln

vorgelegt von
David Christian Tobys
aus Troisdorf

promoviert am 15. Marz 2023



Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultéat der Universitat zu Kéln
2022



Dekan: Universitatsprofessor Dr. med. G. R. Fink

1. Gutachter: Universitatsprofessor Dr. rer. nat. S. Honing
2. Gutachter: Universitatsprofessor Dr. rer. nat. H. Kashkar

3. Gutachter: Universitatsprofessor Dr. med. M. Rinschen

Erklarung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Dissertationsschrift ohne unzuléssige Hilfe Dritter
und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe; die aus
fremden Quellen direkt oder indirekt Ubernommenen Gedanken sind als solche kenntlich

gemacht.

Bei der Auswahl und Auswertung des Materials sowie bei der Herstellung des Manuskriptes
habe ich Unterstlitzungsleistungen von folgenden Personen erhalten: Prof. Dr. rer. nat. Stefan
Honing, Dr. rer. nat. Lisa Maria Kowalski und Eva Cziudaj aus dem Zentrum fiir Biochemie der
Medizinischen Fakultat der Universitat zu Koln, Dr. rer. nat. Stefan Muller und Astrid Wilbrand-
Hennes aus der CECAD/CMMC Proteomics Facility der Universitat zu Koln, Peter Zentis aus
der CECAD Imaging Facility der Universitat zu Koln, Dr. rer. nat. Paola Zigrino und Elke Pach
aus der Klinik fir Dermatologie und Venerologie der Uniklinik Kéln sowie Tobias Blaske aus
der Abteilung fur Pflanzenphysiologie und Biochemie der Universitdt Konstanz (zuvor
Mitarbeiter der AG Honing).

Weitere Personen waren an der Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht beteiligt.
Insbesondere habe ich nicht die Hilfe einer Promotionsberaterin/eines Promotionsberaters in
Anspruch genommen. Dritte haben von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte
Leistungen flr Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten

Dissertationsschrift stehen.

Die Dissertationsschrift wurde von mir bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder

ahnlicher Form einer anderen Prifungsbehdrde vorgelegt.

Die im Zentrum dieser Arbeit stehenden massenspektrometrischen Experimente habe ich,
nach entsprechender Anleitung durch Frau Wilbrand-Hennes und mit initialer Unterstiitzung
durch Frau Cziudaj, selbst durchgefiihrt. Die sich hieran anschlieBende, umfangreiche

Datenauswertung erfolgte gemeinsam mit Herrn Prof. Dr. Honing, Herrn Dr. Muller und

2



Frau Dr. Kowalski unter Nutzung der Softwareplattform Perseus' sowie des
Tabellenkalkulationsprogramms Excel (Microsoft). Zuséatzlich durchgefihrte Endozytose-
Assays sowie durchflusszytometrische Analysen habe ich nach Anleitung durch Herrn Blaske
selbststandig vorgenommen und unter Nutzung der Software FACSDiva (BD) ausgewertet.
Die Subkultivierung und Transfektion herangezogener Zellen sowie die Anfertigung
immunfluoreszenzmikroskopischer Praparate und Western Blots habe ich nach
entsprechender Instruktion durch Frau Cziudaj und Herrn Blaske ebenfalls selbstandig
durchgefuhrt. Einzelne Immunfluoreszenzen sowie Experimente mit Reporterproteinen
wurden von Frau Dr. Kowalski durchgefiihrt und mithilfe der Open-Source-Software ImageJ
ausgewertet. Eine zusatzliche bioinformatische Auswertung mikroskopischer Aufnahmen
fuhrte Herr Dr. Zentis am CECAD durch. Migrations-Assays wurden von Frau Dr. Zigrino und
Frau Pach analysiert und die Daten der Real-Time PCR stammen von Herrn Blaske.

Erklarung zur guten wissenschaftlichen Praxis

Ich erklare hiermit, dass ich die Ordnung zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis und
zum Umgang mit wissenschaftlichem Fehlverhalten (Amtliche Mitteilung der Universitat zu
KdIin AM 132/2020) der Universitat zu KéIn gelesen habe und verpflichte mich hiermit, die dort

genannten Vorgaben bei allen wissenschaftlichen Tatigkeiten zu beachten und umzusetzen.

Kéln, den 28.08.2022



Danksagung

Fur die Uberlassung des Themas, die fachlich herausragende und freundschaftliche
Betreuung sowie die anhaltende Unterstiitzung, Beratung und Forderung wahrend meiner
gesamten Doktorandenzeit bedanke ich mich sehr herzlich bei Herrn Prof. Dr. Honing. Mit
seiner Hilfe konnte ich mein Wissen im Bereich der Biochemie und weit dartiber hinaus
grundlegend vertiefen, wichtige Erfahrungen sammeln und eine Vielzahl neuer Methoden

erlernen.

Des Weiteren danke ich Herrn Blaske und Frau Cziudaj fur ihre Unterstiitzung in samtlichen
Fragen des Laboralltags, den lebhaften Austausch von Methoden und Ideen sowie die

angenehme und freundschaftliche Arbeitsatmosphare.

Herrn Dr. Miller und Frau Wilbrand-Hennes danke ich fir ihre Unterstiitzung bei der Planung
und Auswertung von SILAC-Experimenten, Frau Dr. Zigrino und Frau Pach fur die
Durchfiihrung von Migrations-Assays, Herrn Dr. Zentis fir die bioinformatische Auswertung
mikroskopischer Aufnahmen und Frau Dr. Kowalski fir ihre Unterstiitzung unmittelbar vor
Einreichung der Publikation sowie fir die Durchfihrung von Experimenten mit

Reporterproteinen.

Fur die finanzielle Unterstlitzung zu Studienzeiten danke ich dem Kdéln Fortune Programm der
Medizinischen Fakultat der Universitdt zu Kdln sowie der Studienstiftung des deutschen
Volkes.

Nicht zuletzt mdchte ich meinen Freunden, meiner Familie und ganz besonders meinen Eltern
fur ihre bedingungslose, fortwahrende und uneingeschrankte Unterstlitzung wahrend der

gesamten Zeit meines Studiums von ganzem Herzen danken.



Inhaltsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1. ZUSAMMENFASSUNG

2. EINLEITUNG

2.1. Membrantransport

2.2. Clathrin
2.2.1. Clathrin-Triskele
2.2.2. Polyedrische Clathrin-Gitter

2.3. Clathrin-Adaptoren
2.3.1. Heterotetramere Adaptorkomplexe
2.3.2. Struktureller Aufbau von AP-2
2.3.3. Funktionelle Regulation von AP-2
2.3.4. Monomere Clathrin-Adaptoren

2.4. Vesikelabschnirung und Disassemblierung
24.1. Dynamin
2.4.2. Hsc70 und Auxilin

2.5. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

3. PUBLIKATION

Inhibition of clathrin-mediated endocytosis by knockdown of AP-2 leads to

alterations in the plasma membrane proteome; DOI: 10.1111/tra.12770

4. DISKUSSION

4.1. Hemmung der CME

4.2. Bestimmung des Plasmamembran-Proteoms

4.3. Analyse der am starksten akkumulierten Proteine

4.4. Analyse endo-/lysosomaler Proteine

4.5, Funktionalitat der CIE

4.6. Medizinische Aspekte inhibierter CME

11

12

12

13
14
16

18
18
21
23
25

28
28
30

32

33

54

54

55

56

59

60

62



6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

LITERATURVERZEICHNIS

ANHANG

Ergédnzende Abbildungen (nicht publiziert)
Abbildungsverzeichnis
Research Track Project Award

Top Downloaded Article

65

80

80

84

85

86



Abkurzungsverzeichnis

A
AAK
Abb.
ADAM
ADP
AEDP
AG
AP
APLP
APP
ARF
ARH
ATP
BACE
BAR
BSE
bzw.
CA
ca.
CALM
CB
CBM
CCP
Cccv
CD
CECAD

CHC
CHCR
CIE
CLASP
CLC
CLIC
CME
CMMC

C-terminal

Angstrom

adaptor-associated protein kinase
Abbildung

a disintegrin and metalloproteinase
Adenosindiphosphat
3-[(2-aminoethyl)dithio]propionic acid
Arbeitsgruppe

assembly polypeptide / adaptor protein
amyloid beta precursor like protein
amyloid precursor protein

ADP ribosylation factor

autosomal recessive hypercholesterolemia protein
Adenosintriphosphat

beta-site of APP cleaving enzyme

Bin, Amphiphysin, Rvs
Bundelsignalelement

beziehungsweise

Carboanhydrase

circa

clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia protein
Clathrin-Box

Clathrin-Box-Motiv

clathrin-coated pit

clathrin-coated vesicle

cluster of differentiation

Cologne Cluster of Excellence on Cellular stress response
in Aging-associated Diseases

clathrin heavy chain

clathrin heavy chain repeat
clathrin-independent endocytosis
clathrin-associated sorting protein
clathrin light chain
clathrin-independent carrier
clathrin-mediated endocytosis

Center for Molecular Medicine Cologne

Carboxy-terminal



C-Terminus
C-p2

D

DAB
DOI

Dr. med.
Dr. rer. nat.
dt.

E

ECE
EGF
EGFR
engl.
ENTH
F

FACS
FDR
FEME
FERMT
Fig.

G

GAK
G-Domane
GED
GEEC
GO
GPCR
GPI
GPT

ar.
GRAF
HelLa
HRB
Hsc

|

iBAQ
IGF

Carboxy-Terminus

C-terminale Halfte von pu2-Adaptin
Asparaginsaure

disabled homolog

digital object identifier

doctor medicinae

doctor rerum naturalium

deutsch

Glutaminséure

endothelin converting enzyme
epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor
englisch

epsin N-terminal homology
Phenylalanin

fluorescence-activated cell sorting
false discovery rate

fast endophilin-mediated endocytosis
fermitin family homolog

Figure

Glycin

cyclin G-associated kinase
GTPase-Doméne
GTPase-Effektor-Doméane
GPIl-anchored protein enriched endocytic compartment
Gene Ontology

G protein-coupled receptor
Glycosylphosphatidylinosito
Guanosintriphosphat

griechisch

GTPase regulator associated with focal adhesion kinase
Henrietta Lacks (Spenderin von Zervixkarzinom-Epithelzellen)
HIV-1 Rev-binding protein

heat shock cognate protein

Isoleucin

intensity-based absolute quantitation

insulin-like growth factor



KD
kDa
KO

LAMP
lat.
LCA
LCB
LDL
LIMP
LRO
LRP

MCT

min

MMP
MRNA
MS

N

NBD
NECAP
NHS

nm

N-p2
N-terminal
N-Terminus
=]

PCR

pH

PH

PHD

PRD

Prof.

PTB
Ptdins(4,5)P2
PTEN

Lysin

knockdown

Kilodalton

knockout

Leucin

lysosome-associated membrane glycoprotein
lateinisch

light chain A

light chain B

low-density lipoprotein

lysosomal integral membrane protein
lysosome-related organelle
low-density lipoprotein receptor-related protein
Methionin
Monocarboxylat-Transporter

Minute

Matrix-Metalloprotease

messenger RNA

mass spectrometry

Asparagin

Nukleotid-bindende Doméane

adaptin ear-binding coat-associated protein
N-Hydroxysuccinimid

Nanometer

N-terminale Halfte von p2-Adaptin
Amino-terminal

Amino-Terminus

Prolin

polymerase chain reaction

potentia hydrogenii

pleckstrin homology

pleckstrin homology domain
Prolin-reiche Doméne

Professor(in)
phosphotyrosine-binding
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

phosphatase and tensin homolog



PTTG

Rab
Ras
RNA
RNS

SBD
SD

sek
SILAC
SiRNA
SH
SMIM
SNARE
SNX

TR
TGN
TIMP
u. a.
uiM
VAMP
VBS
VLDL

pituitary tumor-transforming gene
Glutamin

Arginin

ras-related in brain

rat sarcoma

ribonucleic acid
Ribonukleinséure
supplementary

Seite

Substrat-bindende Doméne
standard deviation
Sekunde

stable isotope labeling by amino acids in cell culture

small interfering ribonucleic acid
SRC homology

small integral membrane protein

soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor

sorting nexin

Threonin

Transferrin-Rezeptor
trans-Golgi-Netzwerk

tissue inhibitor of metalloproteinases
unter anderem
Ubiquitin-interagierendes Motiv
vesicle associated membrane protein
Verbindungssegment
very-low-density lipoprotein
Tryptophan

beliebige Aminosaure

Tyrosin

zum Teill

sperrige hydrophobe Aminosaure

10



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
pu2-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

14



dreibeinige Struktur aufweist, die als Clathrin-Triskele (gr. triskelés, 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 insgesamt sieben vierstrangigen B-Faltblattern, die trichterférmig um
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 a-Helices zusammen. Der zentrale Knotenpunkt im Zentrum der Clathrin-Triskele
wird hingegen von drei einzelnen, jeweils rund 5nm langen a-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 a-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 a-Helix3*42 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-a-Helix. C: Seitenansicht einer Clathrin-Triskele mit Darstellung der CLC-a-
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 — weitestgehend
unabhangig von Form und GroRe des gebildeten Gitters® — durch eine Vielzahl
intermolekularer Wechselwirkungen stabilisiert werden®. Dartiber hinaus interagiert der nach
innen gerichtete a-helikale Tripod am Knotenpunkt einer jeden Triskele mit den Kndéchel-
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 (15-20kDa)
jeweils als Adaptin bezeichneten Untereinheit’* (Abb. 4). Wahrend mit B-Adaptin eine der
beiden groRen Untereinheiten ebenso wie die mittelgroRe p- und die kleine o-Untereinheit in
Bezug auf die funf verschiedenen heterotetrameren Adaptorkomplexe AP-1 bis AP-5
fortlaufend durchnummeriert ist (1-B5; pl-p5; 0l1-05), wird die zweite der beiden grof3en
Untereinheiten historisch bedingt und infolge einer nur rund 25-prozentigen Sequenz-
Homologie hiervon abweichend als a (AP-2), y (Ap-1), 6 (AP-3), ¢ (AP-4) bzw. C (AP-5)

bezeichnet.

Core

Linker

AP-1 AP-2

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 von y-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 grof3en Untereinheiten a 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 a-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 mittelgrof3en p2-Untereinheit und der kleinen g2-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 a
und o2 sowie zwischen B2 und der N-terminalen Halfte von p2 (N-p2) besonders stark
ausgepragt sind. Infolge einer bedeckten Gesamtoberflache von rund 30% in Bezug auf die
jeweils kleinere Untereinheit®® weisen die gebildeten Heterodimere a/c2 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 02 und N-p2 sind hingegen im Bereich einander gegeniberliegender
Eckpunkte dieses Rahmens lokalisiert und setzen sich aus jeweils einem flinfstrangigen f3-
Faltblatt samt angrenzender a-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 02 auf, tréagt 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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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-p2 innerhalb der von a- und B2-Trunk sowie 02 und N-u2 gebildeten Bowl. Darstellung
der Linker-Region zwischen N-p2 und C-p2 in Form einer gestrichelten Linie sowie Kennzeichnung der
Bindungsstelle fur Frachtproteine mit einer YXX®-Peptidsequenz im Bereich von C-p2 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 von B2% (siehe 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 2-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 YXX® entsprechen, wobei Y die
Aminosaure Tyrosin, X eine beliebige Aminosdure und @ 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,

Darlber hinaus verfligt AP-2 im Bereich der o2-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-Doméanen von a und 32 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 (YXX®) 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-pu2 auch die
B2-Hinge-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-Doméane von a-Adaptin!*®-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 FXDX® 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 (LO®XD[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'#?143, Eine hydrophobe Bindungstasche an der Oberseite der o-Ear-
Doméane ermdglicht in diesem Zusammenhang eine Bindung insbesondere der Adaptoren
Amphiphysin, Auxilin, Epsin und AP180 anhand eines Bindungsmotivs, das der
Konsensussequenz DP[FW] entspricht!**. Eine leicht veranderte Konformation der B2-Ear-
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 (YXX®), die von der C-terminalen Halfte der u2-Untereinheit
gebunden werden, sowie saure Dileucin-Motive ([DEJXXXL[LI]), die mit der o2-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 YXX®-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 -Arrestin-Familie erkannt und gebunden werden
159 Hierbei erfolgt erst nach Bindung des aktivierten Rezeptors eine Konformationsanderung,
die es B-Arrestin ermdglicht, mit der 2-Ear-Doméane zu interagieren 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 a-Helices bestehende halbmondférmige BAR-Doméne (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 a-Helices'® und einen weitestgehend starren Stiel aus insgesamt vier langstreckigen
a-Helices!® mit dem siebenstrangigen B-Sandwich der PH-Domé&ne am unteren als FuB
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
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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

3538 while

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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TABLE 1
Mean value,
log2 H/L
3.34
3.32
3.28
3.26
2.99
2.95

2.88
2.83
2.83
2.79
272

2.58
2.57

2.56
255
2.50
2.38
2.32
2.32
226
2.25
2.23
220
218
2.15
25
214

2.13
2.09
2.05
2.04
2.02

2.01
2.00

1.98
1.96
1.96
1.96
1.94
1.94
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Identified surface proteins with highest enrichment upon KD of p2

UniProt ID
Q16790
E9PKT4
Q9NUM4
P53801
P42892
AOAOD9SFM4

P07093
Q92581
P49281
D6R9B4
AOA1BOGV11

F8W1P7
P98155

Q8IX05
Q9Y520
P34810
Q9P1W3
F8W022
QINRX5
Q9H1B5
Q8TCT8
P56817
Q6ZRP7
E7ESU6
P02462
Q9BXP2
Q6PCE3

QINP58
Q9UIQ6
P51790
P25116
Q86W33

Q5T4K4
P42702

Q6UXD5
060637
AOADJIYYJ3
075071
Q9BXB1
Q8NBN3

Protein name

Carbonic anhydrase 9

Porimin

Transmembrane protein 106B
PTTG binding factor
Endothelin-converting enzyme 1

Sodium/hydrogen exchanger,
isoform

Glia-derived nexin
Sodium/hydrogen exchanger 6
NRAMP2

Sialomucin core protein 24

Sodium/hydrogen exchanger,
isoform

NRAMP2, isoform

Very low-density lipoprotein
receptor

CD302 antigen

Beta-secretase 2 (BACE2)
Macrosialin

Transmembrane protein 63C
LAMP3/Tetraspanin/CDé63
Serine incorporator 1
Xylosyltransferase 2

Signal peptide peptidase-like 2A
Beta-secretase 1 (BACE1)
Sulfhydryl oxidase 2

SCL38A9

Collagen alpha-1(IV) chain
Solute carrier family 12 member 9

Glucose 1,6-bisphosphate
synthase

ABC transporter 6
Leucyl-cystinyl aminopeptidase
H(+)/Cl(-) exchange transporter 3
Proteinase-activated receptor 1

Transmembrane protein 227

Zinc transporter ZIP1

Leukemia inhibitory factor
receptor

Seizure 6-like protein 2
Tetraspanin-3
Transmembrane protein 184B
EFCAB14

G-protein coupled receptor 48

Transmembrane protein 87A

Type of Endo.

protein lyso.
Type-1

Type-1

Type-2 +
Type-1

Type-2

Multi-pass

Secreted
Multi-pass
Multi-pass o
Type-1

Multi-pass o

Multi-pass o
Type-1

Type-1

Type-1 o
Type-1 +
Multi-pass
Tetraspanin dp
Multi-pass

Type-2

Multi-pass +
Type-1 o
Single-pass
Multi-pass +
Secreted
Multi-pass
Cytosolic

Multi-pass o
Type-2

Multi-pass +
Multi-pass

Putative
GPCR

Multi-pass
Type-1

Type-1 +
Tetraspanin
Multi-pass o
Unknown
Multi-pass

Multi-pass o

iBAQ
ranking

1877
965
734
488

81
697

890
874
813
807
1866

2208
1225

1801
954
1558
2299
101
640
2373
718
2234
361
833
1867
2111
2175

1036
447
1115
1834
993

1279
2404

760
379
2203
2337
1302
452

Sorting signal known/
putative

YRTIDEHDAII
YVGF...ENQLVALI
YGLF...YARF
DEEDLV...YPNGL

YLLN
YHTL

YLLN
NPVY

YQAL

YEVM

YQMM
DDISLL

ESSAKLL
YDDF...YNGF
YSIL

ETRALL
YPDL...YCPPL...YIDV

YSPI...NPLY
YELLI
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TABLE 1 (Continued)
Mean value, Type of Endo. iBAQ Sorting signal known/
log2 H/L UniProt ID Protein name protein lyso. ranking putative
1.93 B7Z3R2 Two pore calcium channel Multi-pass + 1190
protein 1
1.93 Q4G148 Glucoside xylosyltransferase 1 Type-2 1825
1.92 LBE8GS Small integral membrane protein ~ Unknown 1023 LRHLL...SYDPA
29
191 P11279 LAMP1 Type-1 F 90 YQTI
1.89 043657 Tetraspanin-6 Tetraspanin + 465 YEIV
1.89 Q8NO0Z9 VSIG4 Type-1 980
1.87 Q92597 Protein NDRG1 Cytosolic 2026
1.87 Q68CP4 HGSNAT Multi-pass & 2270
1.84 J3KNP4 Semaphorin-4B Type-1 1893 GYQSL
1.83 Q8NBP7 PCSK9 Secreted 921

Note: After SILAC and KD of the AP-2 p2-subunit in Hela cells, cell surface proteins were biotinylated, captured by streptavidin beads and the proteome
was determined by quantitative proteomics in six biological replicates. Hits with positive H/L-values were enriched in the surface proteome of KD cells
and those with the highest positive ratio and a false discovery rate (FDR) < 0.01 are listed here. For each hit, a reported localization in endosomes (endo.,
o) or lysosomes (lyso., +), the respective ranking in surface abundance based on intensity-based absolute quantification (iBAQ) values of control Hela cells
(light isotopes), the known/predicted topology or association with the plasma membrane and any known/putative endocytic sorting signals are displayed.
The complete list of enriched surface proteins in p2 KD cells, the ranking of all identified proteins according to surface abundance and relevant literature

are part of Table S1 (sheets B and C, respectively).

The list of upregulated hits in Table 1 contains one protein of
unknown function, which is termed SMIM29 (small integral membrane
protein 29; Céorf1). The full-length sequence comprises 102 amino
acid residues with a predicted single transmembrane helix (type-|, resi-
dues 20-42). For analysis of putative sorting signals in the cytoplasmic
tail of SMIM29, the carboxy-terminal 61 amino acid residues were
fused to the CD8 reporter (CD8-SMIM29) and endocytosis of anti-
CD8 antibodies was monitored. The reporter was rapidly internalized
from the cell surface as indicated by a bright intracellular staining pat-
tern (Figure 3). We next introduced mutations in the CD8-SMIM29
cytoplasmic tail at five different sites which may resemble either
tyrosine- or dileucine-based sorting signals. Two of these mutants,
L54A/L55A and Y60A exhibited heavily compromised uptake, while
mutations at L73/L74, G89/Y90 and L97/L98 only marginally
affected uptake. We conclude that the SMIM29 cytoplasmic tail is
sufficient to drive endocytosis of a CD8 reporter because of the pres-
ence of at least two functional endocytic sorting motifs (Figure S3).

Various types of sorting signals can be recognized by AP-2,*¢
while other cargo-recognizing clathrin adaptors are more restrictive.
One such cargo-specific adapter is Dab2, which binds to NPXY-motifs
and thereby initiates internalization of the LDL receptor and other
related receptors.‘w'48 Since Dab2 is a known AP-2 interactor,*’ the
depletion of AP-2 should, at least to a certain extent, affect the same
cargo. This indeed is the case: surface expression of the LDL receptor
was elevated (log2 H/L = +1.71), as well as levels of LRP5 (+0.81),
LRP8 (+1.23), LRP10 (+0.94) and LRP11 (+1.09). Other prominent
Dab2 dependent cargo proteins are various integrins, whose balanced
turnover requires direct binding for subsequent endocytosis.*® Con-

sistent with these data, we found eight integrin subunits (a2, a4, a5,

aV, B1, B5, B6, B8) with increased surface expression, while only two
subunits, integrin a1 and B3 were decreased (—0.58 and —1.01). Func-
tional integrins are a/B heterodimeric cell adhesion receptors and
thereby essential for cell interactions with extracellular matrix compo-
nents.’* Here, we observed perturbed integrin turnover at the cell
surface of AP-2 KD cells and hence a cellular process such as migra-
tion might be affected.>? To test this, we performed time-lapse video
microscopy of cells seeded onto either plastic, collagen type | or fibro-
nectin. Cell migration was monitored over 24 hours and the migrated
distance was calculated by measuring the area covered by the cell
sheet at the indicated time points. As shown in Figure 4, migration of
p2 KD cells strongly decreased compared to mock-treated control
cells, clearly indicating that the balance of integrin expression at the
cell surface and their turnover by CME was abrogated.

2.3 | Inhibition of CME blocks retrieval of endo-
lysosomal constituents

The inspection of all significant hits in the surface proteome (see
Figure 2) that belong to either the most-abundant, the top-up-/-
down-regulated or unchanged proteins for GO annotations of cellular
components (Figure 5) revealed the expected dominance of trans-
membrane and plasma membrane associated proteins. Only few hits
have been annotated as secreted proteins, constituents of the ER,
Golgi or mitochondria, illustrating the quality of this surface proteome.
Another noticeable detail is the exclusive enrichment of endosomal/
lysosomal constituents in the fraction of top-upregulated proteins

(red arrow in Figure 5). Their increased presence most likely reflects
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Lamp1: -RKRSHAGYQTI
CA9: -RRQHRRGTKGGVSYRPAEVAETGA

SMIM29: -KKKRVDRLRHHLLPMYSYDPAEELHEAEQELL
SDMGDPVVHGWQSGYQHKRMPLLDVKT

CD8 tail-less

CD8-Lamp1

FIGURE 3 Characterization of putative sorting signals in CA9 and
SMIM29. The relevance of putative endocytic sorting signals in the
cytoplasmic tail sequences of CA9 and SMIM29 was analyzed with
CD8 reporter constructs. The indicated variants of CD8 that either
lack a cytoplasmic tail (negative control), or contain the full-length
cytoplasmic tail sequences of LAMP1 (positive control), CA9 and
SMIM29 were cloned and transiently expressed in Hela cells.
Endocytosis was monitored for 30 minutes at 37°C in the presence of
anti-CD8 antibodies, after which cells were fixed, permeabilized and
incubated with Alexa488-conjugated secondary antibodies to
visualize CD8. In additional experiments with an identical setup,
CD8-SMIM29 variants with mutations in different cytoplasmic tail
residues were analyzed (see Figure S3). Scale bar: 10 pm

an altered exchange between the endomembrane system and the
plasma membrane in p2 KD cells. In healthy cells, two major pathways
contribute to the appearance of endosomal/lysosomal membrane pro-
teins at the cell surface: (A) delivery of newly synthesized proteins,
and (B) fusion with endo/lysosomal organelles. In a pioneering work,
Bonifacino and coworkers used p2-depleted Hela cells to show that a
significant fraction of newly synthesized LAMP1, LAMP2 and CD63
reaches late endosomes/lysosomes by indirect trafficking via the
plasma membrane.?® In addition, these highly abundant lysosomal
membrane proteins and other constituents of the endo/lysosomal sys-
tem can become surface exposed when lysosomes fuse with the limit-
ing membrane, for example, during repair of the plasma membrane
after mechanical damage.’®** In the same way, fusion of multi-
vesicular bodies with the plasma membrane is intimately linked to the
formation and release of exosomes.>® As a result of fusion, the con-
stituents of an endo/lysosomal sub-compartment will intermingle with

the components of the plasma membrane and finally, rapid

endocytosis is required to maintain the equilibrium between the cell's
limiting membrane and the endomembrane system.”® Upon depletion
of AP-2 this balance of exchange between intracellular compartments
and the plasma membrane is perturbed as a result of impaired
retrieval from the plasma membrane and thus cargo accumulates at
the cell surface. This explains why major endosomal/lysosomal mem-
brane proteins including LAMP1, LAMP2a/b, LIMP2, NCU-G1, CDé63,
the cobalamin transporter LMBRD1 or the lysosomal enzyme acid
phosphatase appeared as strongly upregulated. The significance of
this view is further supported by published data from many labs,
which identified sorting motifs for AP-2 in all mentioned hits.>”

24 |
AP-2

Protein networks are affected by depletion of

Integral plasma membrane proteins can interact with intracellular fac-
tors, which for example are required for trafficking, or maintain stable
surface exposure via interactions with the cytoskeleton. Likewise,
membrane-spanning helices and extracellular domains of neighboring
membrane proteins can establish lateral interactions, or bind extracel-
lular soluble ligands, matrix components or surface proteins of con-
tacting cells. A summary of such known and predicted interactions
can be visualized based on data that have been deposited in the
STRING database (https://string-db.org/). Such data mining revealed
that LAMP1 and all its network interactants were increased in the
surfaceome of p2 KD cells (Figure 6A, red arrows). The interactors
include Rab5c, which likely accumulated at the plasma membrane
because of stalled CCV formation,®® and Vamp8, a SNARE that here
became detectable at the plasma membrane as a result of endo/lyso-
some fusion with the plasma membrane, which had no longer been
balanced by efficient CALM/AP-2-dependent endocytosis.>” Consis-
tent with our approach of plasma membrane proteomics, interactors
of LAMP1 that are cytosolic components of the GATOR1/2 and
TORC1 complexes and associate on the cytosolic site of the endo/
lysosomal membrane were not identified in the proteome.®®

Similar to LAMP1, another protein with increased (5-fold) surface
expression in p2 KD cells was CD63 and again, five of its interactors
were increased in abundance, too (Figure 6B, red arrows). However, two
other interactors, BST2 (tetherin) and STOM (stomatin) were decreased
(blue arrows). Interestingly, both are thought to be enriched in lipid

rafts,*142

which represent specialized areas in the plasma membrane and
may engage AP-2/clathrin-independent entry pathways (see below).

The major cell surface proteases ADAM10 and BACE1/2 have
essential functions in a wide variety of signal transduction and protein
turnover processes and stand out for their cleavage of the amyloid
precursor protein APP.6%%* Analysis of the interactomes (Figure 6C
and D) revealed increased expression levels of their major substrates,
APP and its relative, the amyloid-like protein 2, APLP2.54° This sug-
gests that the surface-exposed proteases may not be fully active.
Indeed, their activity can be modulated by negative regulators or
inhibitors such as RTN3 and TIMP1,5%%” which were also increased in

surface expression. In this context, it is interesting to note that the
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FIGURE 4 Cell migration is compromised in p2 KD cells. As a
readout of functional integrin surface expression and turnover, cell
migration of p2 KD and mock-treated cells was monitored. Equal
numbers of cells were seeded in a defined fibronectin-coated area
and observed for 24 hours by time-lapse video microscopy. At
different time points, images were used to measure the covered area.
Representative pictures of mock- (upper panel) and p2 siRNA-treated
cells (lower panel) at 0 and 24 hours are shown. Scale bar: 100 um. A
quantification of the measurements is given in the bar graph. P-values
of data from two biological replicates were determined by GraphPad
Prism 5.0 and a two-way ANOVA (*P < .05; ***P < .005)

activity of cell surface proteases including ADAM10, ADAM17 and
BACE1/2 can be modulated by tetraspanins, such as CD81, CD151,
Tspan14 and Tspanl5. As constituents of a tetraspanin web, they may
have an impact on localization, compartmentalization and substrate
selectivity %%, An obvious follow-up of this study could therefore
include the comprehensive analysis of cell surface protease activity and
its possible impact on the secretome in p2 KD cells. However, such an
elaborate study is beyond the scope of this work and has to be covered

by future experiments.

2.5 | Clathrin-independent pathways are operating
in AP-2 KD cells

Internalization via CME represents a major, albeit not exclusive entry
pathway into cells, which utilize various CIE pathways to maintain
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FIGURE 5 Gene Ontology (GO) annotation of the surface
proteome derived from control and p2 KD cells. The most abundant
proteins covering 80% of the total protein mass of the HelLa
surfaceome, the top-upregulated hits (H/L-ratio 2 1.5), unaffected
(not-regulated) proteins and the top-downregulated hits in p2 KD
cells (H/L-ratio < 1.5) were analyzed for the GO annotations of
cellular compartments. A red arrow points to the data bar showing
enrichment of endosomal/lysosomal constituents. See Table S1 for
full data; (n.d.: not detected) [Correction added on 29 December
2020, after first online publication: Figure 5 has been corrected.]

internalization.”® To explore this issue, we determined the global
endocytic flux of proteins, which had been labeled at the cell surface
with NHS-AEDP-ATTO488.2% The cleavable disulfide containing
linker in this fluorescent dye allows easy removal of the surface
bound fraction by using an appropriate reducing buffer (22). After
labeling on ice, one set of cells was immediately washed and
processed for immunofluorescence or flow cytometry, while another
batch was washed and incubated at 37°C to follow endocytosis.
Subsequently, cells were placed on ice, washed and incubated in
reducing buffer to remove any ATTO488 label from the cell surface,
followed by further processing for imaging or flow cytometry. These
experiments showed a 50% to 60% reduced internalization of
ATTOA488 labeled proteins within a 15 minutes time frame in p2 KD
cells (data not shown). This further implies that significant uptake into
AP-2 depleted cells by alternate clathrin-independent pathways is
ongoing.

The surface expression of cargo proteins that preferentially or
exclusively utilize CIE should remain unaffected by loss of AP-2, or
eventually even decrease if CIE is elevated as part of a compensatory
response to the KD of AP-2. Inspection of the proteome data revealed
that a number of markers for CIE including CD44 (hyaluronic acid
)72 or IGFIR (IGF1
receptor),”® as well as various GPl-anchored proteins including the

receptor),”* CD155 (poliovirus receptor]

complement restricting factors CD55 and CD59,”47° or the folate
receptor FOLR1 remained almost unaffected by loss of AP-2 (see
Figure 2 and Table $1).7¢ To substantiate these data, we directly
quantified endocytosis of CD155/PVR, IGF1R, CD55, CD59 and
FOLR1 by flow cytometry and found no significant change in uptake
for 2 minutes at 37°C between mock-treated control and p2 KD cells,
while endocytosis of the TfR was almost completely abrogated
(Figure 7). The same findings were obtained for longer uptake inter-
vals extending for up to 15 minutes (not shown).
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FIGURE 6 Impact of p2 KD on protein association networks. Known and predicted protein-protein interaction networks are displayed for the
lysosomal membrane proteins LAMP1, A, and CDé63, B, as well as for the membrane-associated proteases BACE2, C, and ADAM10, D. All data
are available through the STRING database (https://string-db.org). Arrows indicate elevated (red) or decreased (blue) surface expression upon p2
KD. Proteins without label were not identified by surface proteomics presented in this study

The internalization of GPl-anchored proteins is thought to occur
via the clathrin-independent CLIC/GEEC pathway,*?7” although
others proposed strong requirement of CME.?’ In this context, we
can again consult the surface proteome data to explore the conse-
quences of blocked CME on all 22 identified GPI-anchored proteins
(Table S1, sheet D). Half of them (n = 11) belong to the fraction of hits
that were not affected by the AP-2 KD, while three members (TNAP,

MSLN, CPM) were depleted from the surface, and eight GPIs
exhibited increased expression, with NT5E (5'-nucleotidase, CD73)
being most strongly affected (2.8-fold increase). In summary, these
numbers suggest that both, clathrin-dependent and independent
entry pathways operate in the turnover of GPIl-anchored proteins at
the plasma membrane in Hela cells. To verify the proteome data, we
next probed surface expression of several proteins by
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FIGURE 7 Markers of clathrin-independent endocytosis are
internalized by p2 KD cells. Endocytosis of the indicated
transmembrane (TfR; CD155; IGF1R) and GPl-anchored (CD55,
CD59, FOLR1) proteins was determined by flow cytometry in p2 KD
and mock-treated cells. The fraction of internalized receptors
represents the calculated ratio of fluorescence signal intensities
obtained after labeling on ice with endocytosis for 2 minutes at 37°C
and total labeling at the cell surface on ice without endocytosis. Note
that CD155, IGF1R, CD55, CD59 and FOLR1 are published markers
for clathrin-independent endocytosis. Error bars represent the SEM of
data from three biological replicates (**P < .01; two-way ANOVA)

immunofluorescence and confocal microscopy (see Material and
Methods for details). The surface staining and the respective quanti-
fied mean pixel intensities of CD55 (Figure 8A) and CD59

A
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(immunofluorescence not shown, quantification in Figure 8B) were
equivalent between control and AP-2 KD cells, whereas TNAP
staining was decreased by more than half in AP-2 KD cells. This pat-
tern was reversed in case of NT5E, whose surface staining was
increased more than 2-fold in KD cells, which is a value that almost
exactly matches the data obtained by surface proteomics. In addition
to the analysis of four GPl-anchored proteins, we used the same
approach to show significant surface increase of the TfR (~6-fold),
a2-integrin (7-fold) and CD63 (1.6-fold) (quantification in Figure 8B).
Taken together, surface proteomics data in combination with direct
quantification of surface expression levels and endocytosis for individ-
ual GPl-anchored proteins suggest heterogeneity in the underlying
uptake pathways. In other words, CIE is a major entry route for GPls,
but a selection of them indeed require CME for turnover at the
plasma membrane.

3 | DISCUSSION

CME is an essential process in mammalian cells and complete loss of
the AP-2p-subunit in ap2pul gene knockout mice is lethal before day
3.5 postcoitus.”® This vital, indispensable and very early function in
embryonic development makes it difficult to study CME and the
requirement of individual factors by classical genetic tools. Alternative
strategies involved chemical inhibitors such as Dynasore and related
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FIGURE 8 The surface expression of individual GPl-anchored proteins is altered in p2 KD cells. Immunofluorescence at steady-state on non-
permeabilized cells was used to analyze the cell surface expression of the indicated proteins, A. For quantification, the surface area of individual
cells was marked (see examples in upper two images) and the derived mean intensity per pixel was normalized to the respective values of mock-
treated cells. Boxplots show the median (central line) extended from 25th to 75th percentiles (box), minimum and maximum (Whiskers), as well as
mean value (cross). Scale bar: 10 pm. B, Quantification of surface expression (analyzed as in A) of transmembrane (TfR, CD63, ITGA2) and GPI-
anchored (CD59) receptors. Fluorescence quantification was performed using ImageJ and GraphPad Prism 5.0. Student's t-test revealed
significance between mock-treated and p2 KD cells. **P < .01; ***P < .005; ns: not significant)
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compounds, which target dynamin function,””°

or Pitstop2 and
endosiding derivatives, which target clathrin heavy chain.8%%2
Despite the general risk of unwanted site effects, no chemical inhibi-
tors of AP-2 and no mice or human cells that lack any of the four
AP-2 subunits are available. Here, we used siRNA-based KD of p2 in
Hela cells and achieved 90% depletion of the subunit. Furthermore,
quantitative mass spectrometry of cytosolic AP-2 after SILAC rev-
ealed equal depletion of the B2-subunit, while significant amounts of
a- and ¢2-adaptins remained detectable (not shown). This is in line
with the structural organization of AP-2, which is composed of two
heterodimers (a/c2 and B2/p2), with strong interactions between
the respective subunits.® In p2 KD cells, lack of p2 inhibits forma-
tion of B2/u2 heterodimers during biosynthesis and thus leads to
degradation of the B2-subunit. The resulting lack of sufficient 82/p2
hemicomplexes blocks full complex assembly and thereby indirectly
induces degradation of a/62-heterodimers.

Surface proteomics on AP-2 depleted cells is already available
from two other published studies. In 2014, Nichols and coworkers
used depletion of the AP-2 a-subunit to inhibit endocytosis, followed
by quantitative surface proteomics. However, it is surprising to note
that hardly any membrane protein was among the top-50 hits with
highest sensitivity to the depletion of AP-2 and none of these pro-
teins was a known AP-2 cargo (compare Table 1 of this work and sup-
plementary Table in Bitsikas et al.?). 1t may therefore be possible that
the intended degree of AP-2 depletion was not achieved in cells sub-
jected to surface proteomics. A second surface proteome was publi-
shed recently,%° while this study was ongoing. The authors used cells
with blocked CME to focus on CIE pathways and to show that
endophilin-A2 and galectin-8 in particular control internalization of
CD166. Again, less than half out of the top-50 hits that were most
susceptible to AP-2 depletion were plasma membrane constituents
and furthermore it is interesting to note that the two AP-2 subunits
12 and B2 were detected at iTRAQ ratios equivalent to a less than half
reduction of AP-2 (see supplementary Table). The authors identified
CD166 (gene name ALCAM) as being strongly depleted from the sur-
face of their p2 KD cells, whereas CD166 remained almost unaffected
by the loss of AP-2 in all six biological replicates we analyzed (H/L-
ratio = —0.18). Still, this stationary expression of CD166 is fully com-
patible with the view that CD166 can be regarded as an AP-2/CME
independent cargo membrane protein.

The surface proteome of AP-2 depleted cells presented here was
determined by a “classical” approach that involved SILAC combined
with biotinylation/streptavidin capture of surface proteins. The
derived material was then rigorously washed prior to all further steps
of proteome identification. As a result, we are able to provide a com-
prehensive list of 2412 captured proteins, together with quantitative
data on their relative surface abundance and the resulting changes in
response to inhibited CME. The consequences include massive accu-
mulation of major families of integral membrane proteins at the
plasma membrane of u2 KD cells, for example, nutrient receptors,
integrins, transporters of various families, GPCRs, receptor-tyrosine
kinases, immuno-regulatory proteins, death receptors and numerous

other constituents such as proteases and more. A significant number

of hits have been described to reside in endosomes and lysosomes,
however, their accumulation at the cell surface is a logic consequence
of the block in CME, which normally serves as a major retrieval path-
way after fusion of vesicles and organelles with the plasma mem-
brane. The data presented here may therefore be considered a first
reference for changes in the protein composition of the plasma mem-
brane in response to altered CME.

How do cells respond to acute inhibition of a major endocytic
pathway? In principle, alternate entry pathways may operate uni-
mpeded or even at elevated levels as part of a compensatory
response.®* In case of individual membrane proteins, the altered bal-
ance between biosynthesis/surface delivery and endocytosis/
recycling may induce elevated intracellular degradation and stalled
biosynthesis. For p2 KD cells, we found slightly decreased prolifera-
tion (BrdU assay, not shown), but unchanged total protein levels of
several receptors (TfR, LDLR, MPR46 and MPR300), lysosomal mem-
brane proteins and acid hydrolases (LAMP1, CDé63, CaD, RHex), which
were detected in western blots of total cellular lysates (not shown).
However, others indeed noticed enhanced degradation of certain CIE
cargo (CD44, SLC7A5 and BSG) in p2-depleted cells 85 We did not
directly test degradation of these proteins, however, all three were
identified by surface proteomics but only marginally affected (log2 H/
L = + 0.4). Given the fact that CD44, SLC7A5 and BSG belong to the
most abundant proteins at the cell surface (Table S1, sheet C), this
clearly indicates their dependence on clathrin-independent pathways,
which is fully consistent with the original studies by the Donaldson
group.”*

Hela and p2 KD cells have a comparable shape, size and volume
when analyzed by light scattering in flow cytometry (Figure S1E), or
when observed by bright field- and fluorescence microscopy (not
shown), which further indicates the activity of clathrin-independent
endocytic routes to maintain a certain surface-to-volume ratio in
p2-depleted cells. This notion gains support from experiments that
demonstrate efficient endocytosis of seven known transmembrane-
and GPl-anchored marker proteins for CIE in p2-depleted cells (see
Figures 7 and 8). Noteworthy, surface proteomics revealed that eight
of the 22 identified GPIs were increased in expression upon p2 KD,
with NT5E being most strongly affected (Table S1, Figure 8). Others
showed that surface expression of NT5E, which hydrolyzes extracellu-
lar nucleotides, depends on kindlin-2 (FERMT2, log2 H/L = +0.8). This
factor, which is enriched in focal adhesions, is thought to mediate
CME indirectly via transmembrane CD39 and a direct interaction with
clathrin heavy chain.®® It seems thus likely, that individual GPI-
anchored proteins may indeed enter cells by CME, for example, in a
“piggy-back” mode through interactions with neighboring transmem-
brane proteins.

Mass spectrometry and proteomics can be essential for the iden-
tification of individual factors of the CCV-forming machinery,”®”:88
but such proteins were mostly excluded in our data set as a result
from the rigorous washing of the captured surface protein samples.
This also applies to the machinery of clathrin-independent pathways,
because neither cavins or caveolins, nor GRAF, a major factor of the

CLIC/GEEC pathway, were present. Other factors such as Galectin-3,
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CDC42, RhoA, Racl and Arfl were identified and increased in the
surfaceome (log2 0.58 - 0.85), which correlates with upregulated
clathrin-independent entry routes.> However, it requires future exper-
iments with a focus on the various clathrin-independent entry routes
in order to unravel regulation and plasticity in cells with blocked CME.

A complete loss of an AP-2 subunit is unknown in humans, but
already critical point mutations cause disease, such as familial
hypocalciuric hypercalcemia type 3 (FHH3, MIM 600740).8%° The
identified missense mutations affect the gene ap2s1 at a triplet that
codes for Arg15 in the 62-subunit at a site that participates in binding
of dileucine signals by AP-2.°! More recently, genetic screening of
individuals with neurodevelopmental disorders and generalized epi-
lepsy led to identification of a small group of patients with a mutation
in the u2 gene (ap2m1) resulting in Arg170Trp substitution, which is
postulated to affect the conformational change in AP-2 and thus
cargo recognition during the early phase of CME.?? But still for both
reported defects, it remains to be elucidated to what extend the
mutants affect cargo recognition. Such questions can be addressed
with the approach we describe here by using patient-derived cells, or
by using established human cell-lines in which endogenous AP-2 sub-
units are replaced by disease-causing mutants.

In this context, it is interesting to note that in the central ner-
vous system, interference with CME can block delivery to lysosomes,
thereby modifying the autophagic capacity, which ultimately may
result in accumulation and deposition of toxic protein aggregates.
Such a scenario is relevant for the clearance of APP-derived frag-
ments in Alzheimer's disease and may also contribute to the patho-

9395 Besides

genesis of other neurodegenerative disorders.
membrane proteins and receptor/ligand complexes, any alteration of
CME will further affect trafficking of SNARE proteins and thus will
impact on the SNARE composition of intracellular organelles and
their fusogenic activity. This explains why altered expression of
CALM/PICALM, which binds to AP-2 and is required for endocytosis
of SNARES such as Vamp2, Vamp3 and Vamp8,°° leads to disturbed
autophagy and exacerbates tau-mediated toxicity in a zebrafish
transgenic model.”®

Although our study is based on Hela cells as a standard cell cul-
ture model, we provide a first comprehensive and quantitative analy-
sis of the surface proteome in response to blocked CME. The robust
workflow, if applied to primary tumor cells, might help to identify
new markers or targets for therapeutic antibodies. In epithelial cells,
for example, of endothelia or the intestine, functional endocytosis at
the apical or basolateral membrane domains of a polarized epithelial
cell is a prerequisite for efficient transcytosis of molecules to the
opposite membrane domain. The strategy described here could shed
light on so far overlooked receptors that may bind and deliver thera-
peutics into cells or across an epithelium, which so far mainly
depends on delivery via the TfR.”7"1%° Finally, if any modulation of
endocytosis becomes therapeutically relevant, one should be aware
of unwanted side effects caused by the massive changes in the sur-
face proteome that affect target cells, their secretome, as well as
interactions with the surrounding extracellular matrix and neighbor-

ing cells.
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4 | MATERIALS AND METHODS

41 | Antibodies

The following antibodies were used: anti-a adaptin (610502), anti-y
adaptin (610385), anti-5 adaptin (611329), anti-CDé63 (556019) from
BD BioSciences; anti-p2 adaptin (109397), anti-CD59 (9182) and anti-
IGF1IR (182408) from Abcam; anti-CD155 (MA5-13493) and
Transferrin-Alexa488 (T13342) from Invitrogen; anti-CD55 (311302)
and anti-TNAP (327302) from BioLegend; anti-GAPDH from Millipore
(MAB374); anti-FOLR1 from Novus (MAB5646); anti-TfR from R&D
systems (AF2474); anti-LAMP1 (clone H4A3) and anti-5 adaptin (clone
SA4) from the DSHB hybridoma bank; anti-CD8 (sc1177) and anti-
CALM (sc6433) from Santa Cruz Biotechnology; anti-CD49b from
BioRad (MCA2025); anti-CD73 (MABD122) from Sigma-Aldrich. Sec-
ondary antibodies were from Invitrogen.

4.2 | Cell culture and RNAi

All experiments were performed in Hela cells (93 021 013, ECACC),
grown at 37°C and 5% CO, in DMEM, 10% (v/v) FBS. The AP-
2u2-subunit was depleted by using siRNA
AGUGGAUGCCUUUCGGGUCAUU (Dharmacon), which targets base
pairs 241-260 of the human mRNA sequence (NM_004068; see Mot-
ley et al."® for details). p2 sSiRNA was transfected with Oligofectamine
(12 252 011, Invitrogen) in Opti-MEM (31 985 047, Thermo Fisher) in
two rounds 24 and 72 hours after cell seeding and assays were per-
formed 48 hours after the last transfection. Mock-treated control cells

were subjected to the identical protocol except for the lack of siRNA.

4.3 | Plasmids and transfection

dsDNA (Thermo Fisher) coding for the cytoplasmic 24 amino acids of
CA9 (RRQHRRGTKGGVSYRPAEVAETGA), the 60 amino acid residues
coding sequence of the SMIM29 cytoplasmic tail (derived from A431
cDNA) and the 11 amino acids coding sequence for the LAMP1 cyto-
plasmic tail were cloned into CD8_pIRESpuro3 using Aflll and Notl.
Mutations in the cytoplasmic tail coding sequence of CD8-SMIM29
were generated using the Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (E0554S,
NEB) to obtain the following variants: Y60A, L54A/L55A, L73A/L74A,
G89A/Y90A and L97A/L98A. All plasmids were transfected with
FuGENE HD Transfection Reagent (E2691311, Promega) according to
manufacturer's protocol. After transfection, the cells were subse-

quently incubated for at least 48 hours.

44 | Real-time PCR

cDNA was prepared by reverse transcription of 2 pg RNA with oligo
dT (18) using Omniscript RT Kit (205 111, Qiagen) and used for real-
time PCR with the GoTaq Kit (A600A, Promega). Gene-specific
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primers of 22-26 bases directed against the 3’ region of the
corresponding genes were selected for product sizes of 200-300
bases. gPCR was performed in triplicates for 40 cycles, results were
normalized based on the GAPDH control and mean values were

calculated.

4.5 | SILAC, plasma membrane biotinylation and
mass spectrometry

The general workflow is summarized in Figure 1A. Hela cells were split
into aliquots, grown in SILAC-DMEM (88 364, Thermo Fisher), 10% (v/v)
dFBS (281 000 900, Silantes) with light (L8622/A6969, Sigma-Aldrich) or
heavy lysine/arginine isotopes (211 604 102/201604102, Silantes) and
kept for 2 weeks. Cells in “heavy” medium were subsequently used for
KD of the p2-subunit, while cells in “light” medium were mock-treated.
For analysis of the plasma membrane proteome, equal amounts (5 x 107
cells) of p2 KD and mock-treated cells were mixed. All subsequent steps
were adapted from Weekes et al., including biotinylation of the plasma
membrane, capture of labeled proteins with streptavidin-beads and fur-
ther processing for mass spectrometry.?* In brief, the mixed suspension
of KD and mock-treated cells was incubated with 1 mM sodium meta-
periodate at 4°C to oxidize sialic acid residues. The reaction was stopped
and quenched by addition of glycerol to a final concentration of 1 mM.
Cell surface proteins were biotinylated by incubation with 200 pM
aminooxy-biotin and 10 mM aniline in PBS, pH 6.7 for 90 minutes at
4°C. Cells were lysed for 30 minutes at 4°C in lysis buffer (10 mM Tris
pH 7.6, 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 5 mM IAA, 0.1 mg/mL PMSF,
1:100 protease inhibitor cocktail). Then, nuclei and debris were removed
by centrifugation and biotinylated cell surface proteins were captured
from the resulting supernatant using high capacity streptavidin agarose
beads (20 359, Pierce; 10 pL beads/1 x 107 cells). Supernatants were
kept for additional analysis, including immune-isolation of AP-2, determi-
nation of protein content, or analysis of heavy/light isotope incorpora-
tion into cytosolic proteins. Beads were transferred to snap cap spin
columns and washed with 20 mL lysis buffer and PBS, 0.5% SDS. For
reduction and alkylation of cysteines, beads and plasma membrane pro-
teins were incubated first with 100 mM DTT and subsequently with
50 mM IAA, each in PBS, 0.5% SDS for 20 minutes. The material was
then subjected to five washing steps including 6 M urea in 100 mM Tris-
HCl, pH 8.5; 5 M NaCl; 100 mM Na,COs; PBS and HPLC water. Subse-
quently, the beads were incubated with trypsin (V5111, Promega;
2 pg/5 x 107 cells) in 50 mM NH4HCO; 2 M urea for overnight diges-
tion at room temperature. The derived peptide-containing supernatants
were acidified with formic acid to a final concentration of 1% (v/v) and
transferred to StageTips containing two layers of SDB-RPS discs (SPE-
Disk-Bio-RPS-47.20, Affinisep).

LC/MS analysis was performed with a Q-Exactive Plus mass spec-
trometer coupled to an EASY nLC1000 UPLC (Thermo Fisher). The
details of peptide loading, operation of the mass spectrometer, data
processing and database searches are described elsewhere'®? and the
full methodology is available upon request. GO annotations and data

of protein-protein interactions were identified with the UniProt

(https://www.uniprot.org/) and STRING (https://string-db.org/) data
repositories. For comparative data analysis and generation of a Venn
diagram (Figure 1C), we used the web-based interface Meta-Chart.
com. All mass spectrometry proteomics data were deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE partner repository with
the data set identifier PXD041925.

4.6 | Cell migration assays

Cell migration assays were performed in 24-well tissue culture plates
as previously described.'®® In brief, wells were coated with 30 pg/mL
purified bovine dermal collagen type | (LS001663, CellSystems) or
10 pg/mL purified human fibronectin (11 080 938 001, Roche) diluted
in PBS+0.1 mM CaCl,. Potential nonspecific binding sites were
blocked with 1% heat-denatured BSA in PBS. Semi-confluent layers
of cells were treated with 1.6 pg/mL mitomycin-C for 2 hours to
arrest cell growth prior to further use. The cells (2 x 10°/well) were
seeded in cloning rings (0.5 mm diameter), placed on top of uncoated
and coated wells and incubated for 2 hours at 37°C. After removal of
rings, the wells were washed twice with PBS and fresh media was
added. The plates were placed under a microscope stage (Olympus
1X81; Olympus Biosystems) and heated to 37°C in a humidified atmo-
sphere. Pictures of two distinct positions from each colony were
taken every half hour for 24 hours. Areas migrated by cells at different
time points were calculated using ImageJ software (http://rsb.info.nih.
gov/ij).

4.7 | Labeling of cell surface proteins with
ATTOA488 dye

The global endocytic capacity of cells was determined by immunofluo-
rescence and quantified by flow cytometry. In a first step, proteins at
the cell surface were labeled on ice with NHS-AEDP-ATTO488
(AttoTech) at a final concentration of 0.1 mg/mL. After 12 minutes, the
cells were washed and any remaining unconjugated dye was quenched
with 50 mM glycine in PBS*™* (0.9 mM CaCly, 0.5 mM MgCl,). In a sec-
ond step, endocytosis was initiated by rapid exchange of buffer for pre-
warmed medium (37°C). After defined periods of time, cells were
placed back on ice and ice-cold PBS™* was added to stop endocytosis.
In a third step, any cell surface exposed ATTO-dye was removed by
incubation with glutathione in cleavage buffer (50 mM glutathione,
75 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1% BSA, 5 mM DTT, 0.075 N
NaOH). After 40 minutes, cells that contained the endocytosed, intra-
cellular ATTO488 labeled surface proteins were washed and then sub-
jected to either immunofluorescence or flow cytometry.

4.8 | Immunofluorescence and image analysis

To visualize endocytosis in cells, their growth medium was exchanged

for pre-warmed (37°C) medium supplemented with a primary antibody
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or a fluorochrome-conjugated ligand. After defined periods of time,
cells were placed on ice and medium was exchanged for ice-cold PBS**
to stop endocytosis. Depending on the experimental set up, cell surface
associated ligands or antibodies were then removed by incubation with
PBS** adjusted to pH 4.0 (2 x 5 minutes). Afterwards, cells were fixed,
permeabilized (if required) and incubated with appropriate
fluorochrome-conjugated secondary antibodies. For steady-state locali-
zation of proteins by immunofluorescence, cells were removed from
the culture, quickly washed with PBS, then fixed with paraformalde-
hyde followed by permeabilization with saponin, incubation with pri-
mary antibodies and their subsequent detection with appropriate
secondary antibodies. Fluorescence microscopy was performed with a
confocal setup (Leica SP8, Leica). Cell surface expression was quantified
using data of signal intensities obtained from confocal sections after
immunofluorescence at steady-state on non-permeabilized cells with
the Image) software. The surface area of individual cells was marked in
the derived sections and subsequently, the intensity of each individual
pixel in an area was quantified and the mean intensity per pixel was cal-
culated. Using GraphPad Prism 5.0, the data were normalized to the
intensity of mock-treated control cells, and mean values, median, as
well as 25th and 75th percentiles were calculated. The significance
between mean values was calculated using the Student's t-test.

49 | Flow cytometry

Sets of mock- and p2 siRNA-treated HeLa cells were placed on ice, washed
with PBS** and subsequently incubated with primary antibodies at a final
concentration of 1 pg/mL. After 15 minutes, cells were either kept on ice
or incubated at 37°C for different periods of time. Thereafter, cells were
again put on ice, washed and incubated with 10% (v/v) goat serum in PBS.
Primary antibodies at the cell surface were detected by incubation for
15 minutes with appropriate, fluorochrome-conjugated secondary anti-
bodies. Cells were then washed and detached with trypsin. Afterwards,
protease activity was inhibited with PBS supplemented with 5% (v/v) FBS.
Cells were collected by centrifugation (400 x g, 5 minutes, 4°C) and
resuspended in FluoroFix buffer (422 101, BiolLegend). After passing
through a 40 pm filter membrane, cells were subjected to flow cytometry
(FacsCanto II, BD). All data were processed using FACSDiva software (BD).

410 | SDS-PAGE and Immunoblotting

Proteins of total cellular lysates were separated by SDS-PAGE
followed by transfer onto nitrocellulose membranes that were after-
wards probed for 4 hours at room temperature with primary and
30 minutes with horseradish peroxidase-conjugated secondary anti-
bodies. Final visualization was performed by use of SuperSignal West
Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (34 580, Thermo Fisher).
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Supplementary information
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Fig. S1: Formation of endocytic CCPs/CCVs is altered and endocytosis is inhibited in p2 KD cells.
A: Detection of the AP-specific subunits a-AP (AP-2), uy2-AP (AP-2), y-AP (AP-1), 5-AP (AP-3) and the non-
related control protein GAPDH in western blots of total cellular lysates from mock- and p2 siRNA-treated
HelLa cells. B: Total cDNA from mock- and u2 KD cells were probed by PCR for the transcripts of the AP-
2 p-subunit and GAPDH. C: qPCR-based quantification of y2 and GAPDH transcripts in total cDNA
preparations. Error bars represent SD of four independent experiments. D: Localization of the AP-2 a-
subunit (red) and the clathrin-associated adaptor CALM (green) by double-immunofluorescence.
Colocalization is indicated by yellow staining. Scale bars: 2 um. E: Endocytosis of Tf-Alexa488 in mock and
u2 KD cells was assessed by flow cytometry at the indicated time points. The pseudo-colored light scatter
measurements (first row) and the gated cells with measured Tf-Alexa488 fluorescence intensities (second
row) are shown as dot plots. The colored histograms (third row) depicting the uptake over time reveal a

M 2min
f | ==S5min
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strong inhibition of uptake in y2 KD cells at all three time-points by more than 90%.
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Fig. S2: Mass spectrometry of surface TfR indicates cleavage of the extracellular part in p2 KD cells.
The cartoon illustrates the type-2 topology and full-length amino acid sequence of the human transferrin
receptor (TFR1; generated using Protter tool).2% Sites of trypsin cleavage in the cytoplasmic tail are
indicated by red arrowheads and the resulting four major peptides that were identified by mass spectrometry
are indicated. The table summarizes data from all six biological replicates about the individual and mean
log2 (H/L) ratios of these cytoplasmic tail derived peptides. Mass spectrometry revealed comparable H/L-
ratios in all samples and a mean log2 value of 1.75, which corresponds to a 3.4-fold increase in TfR at the

surface of u2 KD cells.
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L54A,L55A

L73A, L74A

G89A, YO0A L97A, L98A

Fig. S3: Identification of sorting signals in the cytoplasmic tail of SMIM29. The SMIM29 cytoplasmic
tail sequence is sufficient for endocytosis of a chimeric CD8 reporter protein (see Fig. 3). Based on these
data, the indicated mutations were introduced into the cytoplasmic tail sequence of the CD8-SMIM29
reporter, which was then assayed for localization after incubation with anti-CD8 for 30 min at 37°C. Scale
bar: 10 pm.

52



GPIl anchored protein

log2 H/L

iBAQ ranking

CD58 0,06 37
THY1 -0,09 146
MSLN -2,32 276
NEGR1 0,14 293
PRNP 0,54 297
CPM -0,74 397
ULBP2 -0,06 537
PLAUR 0,93 651
CDH13 1,11 1172
CD109 1,02 1253
LYBK 0,08 1577
HYAL2 0,98 1688
ULBP3 0,76 1918
MFI2 0,46 1954
RECK 0,67 2225
GPC1 1,21 2269

Table S1, sheet D: GPl-anchored proteins. List of all identified GPl-anchored proteins, the changes in
surface expression in u2 KD cells and their relative abundance in HelLa cells. Proteins that were further
analyzed by immunofluorescence or flow cytometry are colored in blue.

Please note that the full data set of all identified 2412 proteins in six biological replicates (sheet A), the
complete list of proteins that are increased in surface expression by log2 values >1.5 (n=103) upon KD of
U2 (sheet B) as well as the full ranking of HeLa cell surface proteins by their abundance based on the iBAQ
values in mock-treated cells (sheet C) are available online (DOI: 10.1111/tra.12770).
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4. Diskussion

Im Zentrum dieser Arbeit stand die mittels quantitativer Massenspektrometrie erhobene
Analyse von Veranderungen innerhalb des Plasmamembran-Proteoms p2-depletierter HelLa-
Zellen sowie die sich hieran anschlielende weitergehende Analyse ausgewahlter
Membranproteine. Nachfolgend sollen die Ergebnisse dieser Arbeit interpretiert, diskutiert und
unter Einbeziehung entsprechender Fachliteratur in den Kontext des aktuellen

wissenschaftlichen Kenntnisstandes eingeordnet werden.

4.1. Hemmung der CME

Die CME ermdglicht einen koordinierten, zielgerichteten und zugleich effizienten Transport
zahlreicher Frachtmolekile von der Oberflache ins Innere eukaryotischer Zellen und leistet
infolge ihrer Beteiligung an diversen Zellprozessen einen essenziellen Beitrag zur
Aufrechterhaltung der zellularen Homoostase®. Ein vollstandiger Knockout (KO) des
heterotetrameren Adaptorkomplexes AP-2, der im Rahmen der CME eine zentral
koordinierende Schliisselposition einnimmt, ist folglich mit dem Leben nicht vereinbar und wirkt
bereits im Frihstadium der embryonalen Entwicklung letal?®®. In der hier prasentierten Arbeit
wurde daher mittels zweifacher Transfektion von siRNA ein KD der p2-Untereinheit von AP-2
durchgefuhrt. Dieser resultierte, beruhend auf RNA-Interferenz und einer hiermit
einhergehenden Translationshemmung entsprechender mRNA (engl. messenger RNA, dt.
Boten-RNS), in einer effizienten, rund 90-prozentigen Depletion der p2-Untereinheit (Fig. S1,
S. 50). Das Ausmald der erzielten Depletion liegt hierbei in der GroéfRenordnung
vorangegangener Arbeiten'®2%!, Aufgrund der engen Bindung zwischen p2-Adaptin und p2-
Adaptin innerhalb des gemeinsam gebildeten Heterodimers (siehe Kapitel 2.3.2) verursachte
der KD der p2-Untereinheit eine ebenso effiziente Verminderung der B2-Untereinheit. Die
ausbleibende Bildung des vollstdndigen Adaptorkomplexes resultierte zusatzlich in einem
vorzeitigen, mehr als 60-prozentigen Abbau der beiden verbleibenden Adaptine o und c2.
Untereinheiten anderer Adaptorkomplexe, wie beispielsweise y- Adaptin (AP-1) und 5-Adaptin
(AP-3), wurden durch den hier angewandten p2-KD nicht beeinflusst (Fig. S4, S. 80). Dieser
erzielte stattdessen eine spezifische Depletion von AP-2 sowie eine hiermit einhergehende
rund 90-prozentige Hemmung der CME, gekennzeichnet durch ein nahezu vollstandiges
Verschwinden detektierbarer CCPs/CCVs sowie eine stark verminderte Endozytose
klassischer Frachtproteine (Fig. S5, S. 81).
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4.2. Bestimmung des Plasmamembran-Proteoms

Neben der CME existieren weitere Formen von Endozytose, die jeweils eine Internalisierung
bestimmter Membranproteine ohne die Ausbildung Clathrin-beschichteter Strukturen (CIE)
vermitteln?2. Um den Anteil der CME an der endozytotischen Gesamtleistung zu bestimmen
und ihre Relevanz in Bezug auf die Endozytose einzelner Membranproteine sowie ganzer
Proteinklassen zu untersuchen, stand die mittels quantitativer Massenspektrometrie erhobene
Analyse des Plasmamembran-Proteoms AP-2-depletierter und -nicht-depletierter HeLa-Zellen
im Mittelpunkt dieser Arbeit. Die hierzu angewandte Isotopenmarkierung von Aminosauren in
Zellkulturen (engl. stable isotope labeling by amino acids in cell culture, SILAC), die Aminooxy-
Biotin-vermittelte Markierung von Zelloberflachenproteinen sowie ihre sich hieran
anschlielende Aufreinigung infolge eines Pulldown-Assays mit Streptavidin-Agarose
resultierten in der Identifizierung von insgesamt 2412 Proteinen (Fig. 1, S. 35). Gemeinsam
mit den Berechnungen zur relativen Haufigkeit jedes einzelnen Proteins sowie den etwaigen
Anderungen in Bezug auf die Zelloberflachenexpression liefern die so generierten Daten eine
in dieser Form erstmalig publizierte umfangreiche Referenz fur Anderungen innerhalb des
Plasmamembran-Proteoms bei inhibierter CME in HeLa-Zellen.

Die Analyse des iBAQ-Werts (engl. intensity-based absolute quantitation) aller 2412
identifizierten Proteine, der infolge einer Division aufsummierter Peptidintensitaten durch die
Anzahl tryptisch-verdauter Peptidfragmente ein von der Peptidgrof3e unabhéngiges Mafd fur
die relative Haufigkeit jedes identifizierten Proteins darstellt?63264 ermdglichte dartiber hinaus
eine erste Einordnung und weitergehende Uberprifung der erhaltenen Daten. So konnte in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zweier weiterer Publikationen?6>2% gezeigt werden,
dass lediglich sieben Proteine mehr als 20% und insgesamt 219 Proteine rund 80% der
Gesamtmenge des Plasmamembran-Proteoms ausmachen.

Im Rahmen der sich anschlieRenden Analyse von Anderungen innerhalb des
Plasmamembran-Proteoms AP-2-depletierter HeLa-Zellen wurde eine Falscherkennungsrate
(engl. false discovery rate, FDR) <1% als Cut-Off gewahlt, um gréRere Abweichungen
zwischen einzelnen Versuchsdurchldufen auszuschlieen und im Zuge dessen eine maglichst
hohe Datenqualitat sicherzustellen.

Die auf diese Weise identifizierten 1310 Proteine mit einer FDR <1% und einer mindestens
1,5-fachen Akkumulation an der Plasmamembran p2-depletierter Hela-Zellen zeigen
eindrucklich die ubergeordnete Rolle der CME im Hinblick auf die Internalisierung von mehr
als der Halfte aller Membranproteine (Fig. 2, S. 35).

Hierbei stellt ihre Akkumulation an der Plasmamembran infolge des ausbleibenden Recyclings
neu synthetisierter bzw. hochregulierter Proteine ein direktes Resultat inhibierter CME sowie

fehlender Kompensation durch alternative CIE dar.
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Ebenfalls von besonderer Bedeutung ist die Identifizierung von lediglich 284 Proteinen mit
einer nahezu unveranderten Expression an der Plasmamembran p2-depletierter HeLa-Zellen.
Nur diese Proteine waren durch den hier angewandten KD von AP-2 nicht betroffen,
wohingegen die Hemmung der CME in einer groRflachigen Anderung der iberwiegenden

Mehrheit des Plasmamembran-Proteoms resultierte.

4.3. Analyse der am starksten akkumulierten Proteine

Die 50 am starksten akkumulierten Proteine erfuhren im Zuge des erzielten u2-KD eine 3,5-
bis 10-fache Anhaufung an der Plasmamembran von AP-2-depletierten HeLa-Zellen (Table 1,
S. 37-38). lhre 90-prozentige Zusammensetzung aus integralen Membranproteinen (n=45),
von denen rund die Halfte (n=23) ein bekanntes oder mutmalfiliches im Rahmen der CME
fungierendes Sortierungssignal besitzt (siehe Kapitel 2.3.2), ist Ausdruck der erfolgreichen
Umsetzung der hier angewandten Methode zur gezielten Bestimmung von Veradnderungen
innerhalb des Plasmamembran-Proteoms AP-2-depletierter Hela-Zellen. Ein vergleichbar
hoher Anteil an Membran-assoziierten Proteinen innerhalb der Gruppe der am haufigsten
detektierten Proteine sowie der Gruppe der am starksten depletierten Proteine bekraftigt den
Erfolg der angewandten Methode zusatzlich.

Hinsichtlich dieser Dominanz identifizierbarer Membranproteine unterscheidet sich das
Plasmamembran-Proteom dieser Arbeit grundlegend von zwei weiteren Plasmamembran-
Proteomen AP-2-depletierter HeLa-Zellen, die im Laufe der vergangenen acht Jahre publiziert
wurden: In beiden zuvor publizierten Arbeiten konnten, im Gegensatz zur hier prasentierten
Arbeit, jeweils nur vereinzelt Membranproteine innerhalb der Gruppe der am starksten
akkumulierten Proteine nachgewiesen werden. So wurde in einem 2014 publizierten
Plasmamembran-Proteom a-Adaptin-depletierter HelLa-Zellen* kein einziges via CME
internalisiertes klassisches Frachtprotein unter den 50 am starksten vom KD betroffenen
Proteinen nachgewiesen. Der Grad des erzielten KD sowie die Effizienz der dort angewandten
Methode zur gezielten Anreicherung von Membranproteinen muissen folglich hinterfragt
werden. Ein weiteres Plasmamembran-Proteom p2-depletierter HeLa-Zellen, welches im Zuge
einer Publikation Uber die Clathrin-unabhangige Internalisierung des Transmembranproteins
CD166 im Jahr 2020 entstanden ist?®’, beinhaltet ebenfalls nicht einmal zur Halfte
Membranproteine innerhalb der Gruppe der am starksten vom KD beeinflussten Proteine. Der
zusatzliche Nachweis einer nur rund 50-prozentigen Reduktion der beiden AP-2-
Untereinheiten p2 und 32 in siRNA-behandelten Zellen kann nur so interpretiert werden, dass
ein unvollstandiger KD erzielt wurde, der mit einer lediglich geringfiigigen Hemmung der CME
einherging. Abgesehen von dieser Kritik zeigt jene Publikation aus dem Jahr 2020 sehr

schlussig die CME-unabhéngige Internalisierung des Membranproteins CD166. Dies
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wiederum steht im Einklang mit den Ergebnissen der hier prasentierten Arbeit und der nahezu
unveranderten Zelloberflachenexpression von CD166 in p2-depletierten HelLa-Zellen. Die
ausbleibende Akkumulation des Proteins an der Plasmamembran AP-2-depletierter Zellen
weist indirekt auf die Internalisierung durch einen Clathrin-unabhéangigen Endozytose-
Mechanismus hin, welcher trotz inhibierter CME weiterhin funktionsfahig ist und einer
Anhaufung des Proteins an der Zelloberflache entgegenwirkt.

Als das am starksten akkumulierte Protein an der Plasmamembran p2-depletierter HeLa-
Zellen wurde das membranédre Metalloenzym CA9 mit einer FDR <1% nachgewiesen (Table
1, Seite 37). Hierbei handelt es sich um ein dimeres Typ-1-Transmembranprotein, dessen
Untereinheiten Uber eine jeweils C-terminal lokalisierte, Membran-durchlaufige a-Helix in der
Plasmamembran verankert sind und tber ausgedehnte hydrophobe Wechselwirkungen sowie
eine Disulfid- und zwei Wasserstoffbriicken miteinander verbunden sind?%2%, Das
extrazellular lokalisierte aktive Zentrum des Enzyms katalysiert mithilfe eines als Cofaktor
fungierenden Zink-lons die reversible Hydratisierung von CO zu Kohlensaure?™. Infolge einer
Assoziation mit soliden Tumoren tragt es auf diese Weise zur Azidifizierung des
Tumormikromilieus bei?’*. Somit beteiligt sich CA9 an der Genese diverser Tumoren?’? und
stellt zugleich einen Marker fur Hypoxie?’®, einen prognostischen Faktor?’* und einen
Angriffspunkt fur eine zielgerichtete Therapie mit monoklonalen Antikdrpern?” bzw.
anorganischen Inhibitoren dar?2%. Trotz der bekannten Uberexpression von CA9 in
Zervixkarzinom- und zahlreichen weiteren Tumor-Zelllinien?’® befindet sich das Protein unter
Heranziehung des iBAQ-Werts lediglich an Position 1877 von insgesamt 2412 identifizierten
Proteinen. Zugleich tragt es nur einen geringfligigen Anteil von weit unter 0,1% zur
Gesamtmasse des Plasmamembran-Proteoms bei. Seine mehr als zehnfache Akkumulation
an der Plasmamembran p2-depletierter HelLa-Zellen lie3 die Existenz eines funktionalen
Sortierungssignals fur CME innerhalb seines kurzen zytoplasmatischen Anteils vermuten,
konnte mithilfe eines CD8-Reporterkonstrukts allerdings nicht bestétigt werden. Stattdessen
scheint fur die erfolgreiche und effiziente Endozytose dieses Proteins die bereits zuvor
beschriebene enge Assoziation mit einer Vielzahl weiterer Membranproteine, wie zum Beispiel
den Monocarboxylat-Transportern 1 und 4 (MCT1, MCT4), der Matrix-Metalloprotease 14
(MMP14), B1-Integrin sowie dem Integrin-assoziierten Glykoprotein CD98, entscheidend zu
sein?’7278 die allesamt mittels CME internalisiert werden.

Mit den Proteinen Porimin, einem Zelltod-vermittelnden Zelloberflachenrezeptor?”®, dem
Transmembranprotein  106B, einem Regulator lysosomaler Aktivitat mit Bezug zu
neurodegenerativen?®®2! und onkologischen Erkrankungen??, dem Protein PTTG1 (engl.
pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein), einem Protoonkogen?®, sowie
dem Protein ECE1 (engl. endothelin converting enzyme 1), einer Zink-Metalloprotease?* mit

Bezug zu gynékologischen Tumoren?®® und M. Alzheimer?®¢, weisen die Positionen zwei bis
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funf innerhalb des Proteoms zwar funktional grol3e Unterschiede auf, werden jedoch von Typ-
1- bzw. Typ-2-Transmembranproteinen gebildet, die jeweils ein bekanntes im Rahmen der
CME fungierendes Sortierungssignal besitzen?79287-2%_|n allen vier Fallen stellt die starke,
mehr als achtfache Akkumulation an der Plasmamembran somit eine direkte Folge
ausbleibender Internalisierung infolge inhibierter CME dar.

Neben weiteren Singlepass-Transmembranproteinen mit Uberwiegend bekannten
Sortierungssignalen sowie zahlreichen Multipass-Transmembranproteinen mit gleich
mehreren zytoplasmatischen Anteilen und nur vereinzelt identifizierten Sortierungssignalen
beinhaltet die Liste der am starksten akkumulierten Proteine an Position 43 ein kleines bisher
wenig erforschtes Transmembranprotein mit unbekannter Funktion (Abb. 10). Dieses als
SMIM29 oder c6orfl bezeichnete Singlepass-Transmembranprotein hat eine Sequenz von
102 Aminosauren und beinhaltet eine vorhergesagte Membran-durchlaufende o-Helix (Typ-

1), einen kurzen extrazellularen sowie einen etwas langeren zytoplasmatischen Anteil®.

Abb. 10: SMIM29. Das in dieser Arbeit identifizierte Protein
SMIM29/c6orfl - mit starker Abhéangigkeit von CME - steht

extrazellular mittlerweile im Fokus der Arbeitsgruppe, da es Vertreter einer
neuen Proteinfamilie ist, zwischen der Plasmamembran und
intrazellularen Kompartimenten transportiert wird und bei
einem KD im Zebrafischmodell zu einer phéanotypisch
intrazellular ) ) ) ]

sichtbaren Veranderung fihrt, sodass sich eine Vielzahl
neuer Fragestellungen ertffnen. Zentrale Aminoséuren eines
in dieser Arbeit identifizierten Dileucin-haltigen sowie eines
Tyrosin-haltigen Sortierungssignals sind in der Abb. jeweils
rot hervorgehoben (erstellt mithilfe der Open-Source-

Software Protter?9?).

Mithilfe eines CD8-Reporterkonstrukts sowie gezielter Mutationen innerhalb des
intrazellularen Anteils von SMIM29 konnte im Rahmen dieser Arbeit sowohl ein Dileucin-
haltiges (L54, L55) als auch ein Tyrosin-haltiges (Y60) Sortierungssignal innerhalb des
zytoplasmatischen Anteils von SMIM29 identifiziert werden (Fig. 3, S. 39; Fig. S3, S. 52). Auf

diese Weise konnte das Membranprotein SMIM29 erstmals mit CME in Verbindung gebracht

58



und als ein entsprechendes Frachtprotein beschrieben werden. Zugleich ebnen die
Ergebnisse dieser Arbeit den Weg fur eine weiterflhrende Analyse und funktionale
Charakterisierung dieses inzwischen im Fokus der Arbeitsgruppe stehenden Singlepass-
Transmembranproteins.

Innerhalb der Gruppe der am starksten akkumulierten Proteine befinden sich mit dem LDL-
Rezeptor und dem VLDL-Rezeptor (engl. very-low-density lipoprotein) auch Membranproteine,
deren Endozytose von monomeren Adaptoren, im genannten Fall von Dab2 und ARH,
vermittelt wird (siehe Kapitel 2.3.4). lhre Anhaufung an der Plasmamembran sowie die
Akkumulation weiterer Dab2-typischer Fracht, unter der sich auch die mit dem LDL-Rezeptor
verwandten Proteine (engl. LDL receptor-related protein, LRP) LRP5, LRP8, LRP10 und
LRP11 befinden, verdeutlicht die enge funktionale Interaktion zwischen AP-2 und Dab2 sowie
die Auswirkungen des hier angewandten p2-KD auf samtliche Aspekte der CME. Diese
Auswirkungen werden zusatzlich in der veranderten Oberflachenexpression eines Grof3teils
aller Integrine sichtbar, gekennzeichnet durch die Akkumulation von insgesamt acht sowie
einer Verminderung weiterer zwei Untereinheiten an der Plasmamembran p2-depletierter
Zellen. Die mittels Time-Lapse-Mikroskopie detektierte verminderte Fahigkeit zur Zellmigration
AP-2-depletierter Zellen verdeutlicht dariiber hinaus die beeintrachtigte Regulation der
Integrin-Expression an der Plasmamembran CME-inhibierter Zellen sowie ihre hiermit
einhergehende stark reduzierte Fahigkeit zur Lokomotion (Fig. 4, S. 40).

4.4. Analyse endo-/lysosomaler Proteine

Neben einer Akkumulation von bekannten Proteinen der Plasmamembran zeigen die hier
vorgestellten Daten deutliche Auswirkungen des erzielten u2-KD auf Bestandteile des endo-
/lysosomalen Systems. Auch diese Proteine akkumulierten an der Zelloberflache der AP-2-
depletierten Zellen und reprasentieren einen Anteil von rund 40% der am starksten vom KD
betroffenen Proteine (Fig. 5, S. 40). Ihre Anreicherung an der Zelloberflache kann auf einen
gestorten  Austausch zwischen der Plasmamembran und Bestandteilen des
Endomembransystems in p2-depletierten Zellen zuriickgefuhrt werden. Ein solcher Austausch
erfolgt unter physiologischen Bedingungen fortlaufend im Rahmen eines indirekten Transports
neu synthetisierter endo-/lysosomaler Proteine Uiber die Plasmamembran?®? sowie zusatzlich
infolge einer Fusion von Endosomen und Lysosomen mit der Plasmamembran, beispielsweise
im Rahmen von Reparaturmechanismen nach mechanischer Schadigung der
Zelloberflache?®*2°4, Dariiber hinaus tragt die Fusion multivesikularer Korperchen mit der
Plasmamembran zur Ausbildung und Freisetzung von Exosomen bei und ermdglicht auf diese
Weise einen zusatzlichen Austausch zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten?®. Die
hieraus resultierende Durchmischung von Bestandteilen der endo-/lysosomalen Membranen

mit Bestandteilen der Plasmamembran erfordert eine schnelle und zugleich zielgerichtete
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Endozytose von endo-/lysosomalen  Membranproteinen, um die  spezifische
Zusammensetzung und das Gleichgewicht zwischen Plasmamembran, Endosomen und
Lysosomen zu wahren?®®, Fir zahlreiche Membranproteine des endo-/lysosomalen Systems,
wie beispielsweise LAMP1%%2%7 | AMP22%8 und CD63%°%3%, sind klassische Sortierungssignale
seit langem bekannt und vermitteln eine effiziente Internalisierung mittels CME3°2. Infolge des
hier erzielten p2-KD samt einhergehender Hemmung der CME blieb die gezielte
Internalisierung dieser Membranproteine jedoch aus und resultierte stattdessen in der
beobachteten Akkumulation an der Plasmamembran.

Darlber hinaus unterstreicht der hohe Anteil von Membranproteinen, die mit dem endo-
/lysosomalen System oder der Plasmamembran assoziiert sind, sowie das Vorliegen eines nur
geringen Anteils von Proteinen, die dem Zytosol oder anderen Zellkompartimenten
entstammen, die Qualitdt des hier prasentierten Plasmamembran-Proteoms. Damit
Ubereinstimmend erbrachte eine weitergehende Analyse der wichtigsten Interaktionspartner,
dass auch die mit LAMPL1 interagierenden Proteine Rab5c (engl. ras-related in brain 5) und
VAMPS8 (engl. vesicle associated membrane protein 8), welche sich an der erfolgreichen
Fusion von Endosomen mit der Plasmamembran beteiligen3%?2% im Zuge des erzielten p2-
KD eine Akkumulation an der Zelloberflache erfuhren (Fig. 6, S. 41). Im Zytosol geloste
Interaktionspartner von LAMP1 wurden entsprechend dem hier prasentierten Ansatz zur
gezielten Bestimmung von Veranderungen innerhalb des Plasmamembran-Proteoms
hingegen nicht nachgewiesen. Ferner weist die dartiber hinaus detektierte verminderte
Zelloberflachenexpression der beiden CD63-Interkationspartner Tetherin und Stomatin, bei
gleichzeitiger Akkumulation anderer CD63-Interaktionspartner und bekannter Anreicherung

304,305

dieser beiden Proteine innerhalb sogenannter Lipid Rafts , auf die weiterhin erfolgreiche

Internalisierung mittels Clathrin-unabhangiger Endozytose-Mechanismen hin.

4.5. Funktionalitat der CIE

Neben CME existieren mehrere Formen von CIE, jeweils gekennzeichnet durch
Membranstrukturen, die sich in ihrer Form und Grof3e von CCVs unterscheiden, per Definition
keine Clathrin-Hdlle besitzen und eine Internalisierung bestimmter Frachtmolekile selbst in
CME-inhibierten Zellen vermitteln®®. Hierzu zahlt die schnelle Endophilin-vermittelte
Endozytose (engl. fast endophilin-mediated endocytosis, FEME), die insbesondere eine
Clathrin-unabhéngige Internalisierung aktivierter ~ G-Protein-gekoppelter Rezeptoren
ermoglicht®®’, sowie die hiervon losgeloste Endozytose bestimmter GPI-verankerter Proteine
und weiterer Frachtproteine unter Ausbildung Clathrin-unabhangiger Carrier (engl. clathrin-
independent carrier, CLIC), welche zu endozytotischen Kompartimenten heranreifen, die mit
GPIl-verankerten Proteinen angereichert sind (engl. GPl-anchored protein enriched endocytic

compartment, GEEC) und eine Form tubularer friher Endosomen darstellen®®. Darlber
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hinaus existiert mit der Makropinozytose ein von Wachstumsfaktoren, Chemokinen und Toll-
like Rezeptoren ausgehender signalvermittelter Mechanismus, der eine Internalisierung
grol3er Flussigkeitsmengen durch Vorwélbung der Plasmamembran ohne eine spezifische
Bindung bestimmter Frachtmolekule vermittelt3®. Wenngleich die Existenz dieser Clathrin-
unabhangigen Internalisierungsmechanismen weitestgehend unumestritten ist, besteht zurzeit
eine kontrovers gefiihrte Debatte hinsichtlich ihrer physiologischen Relevanz und ihres
Beitrags zur endozytotischen Gesamtleistung eukaryotischer Zellen. Dieser wurde in
vorangegangenen Publikationen als vernachlassigbar gering* bis hin zu einem Anteil von 85%
angegeben3®,

Im Rahmen der hier prasentierten Arbeit wurde die endozytotische Gesamtleistung durch eine
reversible Markierung von Zelloberflachenproteinen mit NHS-AEDP-ATTO488 bestimmt und
erbrachte in p2-depletierten HelLa-Zellen eine im Vergleich zu Kontrollzellen rund 60-
prozentige Verminderung (Fig. S6, S. 82; Fig. S7, S. 83). Im Umkehrschluss bedeutet dies
einen durchaus bedeutsamen Anteil von CIE an der Endozytosekapazitat von HelLa-Zellen.
Die Daten stehen zudem im Einklang mit dem Plasmamembran-Proteom dieser Arbeit, das
eine Akkumulation von gut 60% aller identifizierten Proteine sowie rund 80% aller Proteine mit
einer FDR <1% ergab. Die Funktionsfahigkeit alternativer Endozytosewege in CME-inhibierten
Zellen wird zuséatzlich durch die nahezu unverénderte Oberflachenexpression einer Vielzahl
unterschiedlicher CIE-Marker innerhalb das Plasmamembran-Proteoms AP-2-depletierter
HelLa-Zellen bekraftigt. Hierzu zahlen neben dem Hyaluronsaure-Rezeptor (CD44)3°, dem
Poliovirus-Rezeptor (CD155)%!! und dem IGF1-Rezeptor3? (engl. insulin-like growth factor 1)
zahlreiche identifizierte GPI-verankerte Proteine, wie zum Beispiel die beiden innerhalb des
Komplementsystems agierenden Proteine CD55%° und CD59%"® sowie der Folat-Rezeptor
FOLR13 (Table S1D, S. 53). Die mittels Durchflusszytometrie (engl. fluorescence-activated
cell sorting, FACS) ermittelte Quantifizierung der Endozytoserate einer Vielzahl
unterschiedlicher Membranproteine in CME-inhibierten Zellen erbrachte in Ubereinstimmung
mit den Daten des Plasmamembran-Proteoms ebenfalls keine verminderte
Internalisierungsrate typischer CIE-Marker (Fig. 7, S. 42). Zusammengefasst zeigen die Daten
dieser Arbeit eine signifikante Aktivitat von CIE in CME-inhibierten HelLa-Zellen, die nicht nur
zur Internalisierung bestimmter Membranproteine, sondern dartber hinaus zur
Aufrechterhaltung eines konstanten Verhdltnisses zwischen Zelloberflache und -volumen
beitragt, sodass p2-depletierte und -nicht-depletierte Zellen morphologisch kaum
unterscheidbar sind.

Eine spezielle Gruppe von Membranproteinen sind solche, die einen GPI-Anker besitzen und
somit weder Uber einen zytoplasmatischen Proteinanteil noch Uber etwaige Sortierungs-
signale verfuigen. Die hier vorgestellten Daten zum Plasmamembran-Proteom sowie die sich

anschlielende Analyse der Zelloberflachenexpression einzelner GPIl-verankerter Proteine
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mittels Immunfluoreszenz lieferten ein Gberraschend heterogenes Bild (Fig. 8, S. 42): Etwa ein
Drittel der identifizierten GPI-verankerten Proteine zeigte eine bis zu dreifache Akkumulation,
wahrend die anderen Vertreter dieser Gruppe eine weitgehend unveranderte oder sogar
verminderte Zelloberflachenexpression aufwiesen. Diese Daten deuten indirekt auf eine
besondere Relevanz Clathrin-unabhangiger Internalisierungsmechanismen im Hinblick auf die
Endozytose vieler GPI-verankerter Proteine hin, legen zusétzlich jedoch die Notwendigkeit von
CME fur die erfolgreiche Endozytose eines kleineren Teils aller an der Zelloberflache
exprimierten GPI-verankerten Proteine nahe. Die Ergebnisse einer vorangegangenen Arbeit
weisen in diesem Zusammenhang zusatzlich darauf hin, dass das am starksten akkumulierte
GPI-verankerte Protein CD73, eine an der Zelloberflache lokalisierten Nukleotidase3!®, infolge
einer Interaktion mit dem Protein FERMT2 (engl. fermitin family homolog 2) und einer hiertiber
vermittelten indirekten Bindung an die CHC in Abhangigkeit von CME internalisiert wird326,

Wenngleich mittels quantitativer Massenspektrometrie grundsatzlich auch Anderungen
hinsichtlich der Expression regulatorisch wirkender Proteine Clathrin-abhangiger und
-unabhangiger Endozytose identifiziert werden kdnnen, ermdglichte das im Rahmen dieser
Arbeit angewandte Protokoll zur gezielten Bestimmung von Zelloberflachenproteinen infolge
ausgiebiger Waschschritte diesbeziiglich keine Aussagen. So beinhaltet das hier prasentierte
Plasmamembran-Proteom beispielsweise weder Bestandteile des heterotetrameren
Adaptorkomplexes AP-2 noch Proteine der Cavin-Familie, Caveolin oder das Protein GRAF1
(engl. GTPase regulator associated with focal adhesion kinase 1), welches eine
Hauptkomponente der CLIC/GEEC-vermittelten Endozytose darstellt3¥’. Wenngleich die
Akkumulation anderer Marker, wie zum Beispiel Gelectin-3%8, CDC423% oder Arf1%!® (engl.
ADP ribosylation factor 1), grundséatzlich auf eine hochregulierte CIE in CME-inhibierten Zellen
hindeutet, waren weitere Experimente in abgewandelter Methodik notwendig, um die

Regulation und Umsetzung Clathrin-unabhangiger Endozytosewege besser zu verstehen.

4.6. Medizinische Aspekte inhibierter CME

Wahrend eine vollstandige Hemmung von CME mit dem Leben nicht vereinbar ist??, existieren
mehrere Erkrankungen, die jeweils mit Punktmutationen innerhalb einzelner Untereinheiten
des heterotetrameren Adaptorkomplexes AP-2 in Zusammenhang gebracht werden. Hierzu
zahlt die familidre hypokalziurische Hyperkalzamie Typ-3, die mit Mutationen im Bereich der
Bindungsstelle fur saure Dileucin-Motive innerhalb der c2-Untereinheit assoziiert ist32°32!, Zu
einem anderen Krankheitsbild gehdren neurologische Entwicklungsstdrungen sowie Formen
generalisierter Epilepsie, welche mit einer Mutation innerhalb der p2-Untereinheit und einer
hierdurch bedingten beeintrachtigten Konformationsénderung des Adaptorkomplexes AP-2

einhergehen®??, Inwieweit sich die beschriebenen Mutationen auf die Endozytose einzelner
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Membranproteine auswirken, ist bislang nicht untersucht. Die hier prasentierte Methode zur
gezielten Bestimmung von Veranderungen innerhalb des Plasmamembran-Proteoms kénnte
daher in zuklUnftigen Experimenten genutzt werden, um unter Heranziehung entsprechend
mutierter Zellen dieser Frage nachzugehen und den jeweils zugrundeliegenden
Pathomechanismus weiter aufzuklaren.

Darlber hinaus konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Akkumulation der membrangebundenen
Proteasen ADAM10 (engl. a disintegrin and metalloproteinase 10), BACEL (engl. beta-site of
APP cleaving enzyme 1) und BACE2 an der Plasmamembran CME-inhibierter HeLa-Zellen
bestimmt werden. Diese Proteine vermitteln unter anderem eine jeweils an unterschiedlicher
Stelle vollzogene Spaltung des Typ-1-Transmembranproteins APP (engl. amyloid precursor
protein), infolgedessen entweder das kurze mit Morbus Alzheimer assoziierte Peptidfragment
Beta-Amyloid oder ein deutlich langeres extrazellulares Fragment entsteht, das der Bildung
von Beta-Amyloid und somit der Genese von Morbus Alzheimer entgegenwirkt3%324, Die
zusétzliche, jeweils mehr als zweifache Akkumulation von APP sowie des verwandten Proteins
APLP2 (engl. amyloid beta precursor like protein 2)3% weist zum einen auf eine Abhangigkeit
der Zelloberflachenexpression beider Proteine von CME und zum anderen auf eine gehemmte
Aktivitat der membrangebundenen Proteasen ADAM10, BACE1 und BACE2 in p2-depletierten
HelLa-Zellen hin. Diese ist am ehesten auf die Akkumulation einer Vielzahl regulatorisch bzw.
inhibierend wirkender Proteine zuriickzufiihren, wie zum Beispiel Reticulon-3%2¢, TIMP13%’
(engl. tissue inhibitor of metalloproteinases 1) und diverser Tetraspanine3?, die sich ebenfalls
infolge inhibierter CME an der Zelloberflache der p2-depletierten Zellen anreicherten.
Wenngleich eine detaillierte Analyse der Aktivitat von Proteasen und mdglicher Auswirkungen
auf das Sekretom AP-2-depletierter HeLa-Zellen den Rahmen dieser Arbeit Uberstiegen hétte,
liefern die hier prasentierten Ergebnisse einen Ansatzpunkt fir zukinftige Studien. Hierbei
kann neben der systematischen Analyse des Sekretoms CME-inhibierter Zellen auch eine
Untersuchung der CME-Aktivitat sowie des Plasmamembran-Proteoms solcher Zellen stehen,
die von Patientinnen und Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen stammen.

Neben samtlichen Ergebnissen zur CME in AP-2-depletierten HeLa-Zellen wurden im Rahmen
dieser Arbeit auch zur quantitativen Bestimmung des Plasmamembran-Proteoms HelLa-Zellen
genutzt. Diese stellen, ausgehend von humanen Epithelzellen eines Zervixkarzinoms3%°, das
am langsten etablierte Zellsystem dar. Der angewandte pu2-KD resultierte hierbei in einer
Akkumulation diverser Klassen von Zelloberflachenproteinen, von denen ein Teil als Rezeptor,
Transporter oder —wie zum Beispiel im Fall von CA9 - als Antigen im Zuge einer zielgerichteten
antitumoralen Therapie fungiert. Angewandt auf andere Zelllinien kann die hier beschriebene
Methode Veranderungen innerhalb des Plasmamembran-Proteoms diverser Malignome zum
Vorschein bringen und infolgedessen bislang unbeachtete Membranproteine als ein

potenzielles Ziel fur eine pharmakologische Therapie identifizieren. Die Entwicklung und
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Anwendung einer therapeutisch genutzten, mehr oder minder stark erzielten Inhibition der
CME konnte dartber hinaus die Verfluigbarkeit von Proteinen an der Zelloberflache erhdhen,
die als Angriffspunkte fiir eine zielgerichtete medikamentdse Therapie fungieren. In diesem
Zusammenhang sollten allerdings die hier prasentierten umfangreichen Verédnderungen
innerhalb des Plasmamembran-Proteoms CME-inhibierter Zellen mit Auswirkungen auf
diverse Zellfunktionen nicht unterschétzt werden, die unerwiinschte Nebenwirkungen zur
Folge haben kénnen.

Zusammengefasst bilden die Ergebnisse dieser Arbeit nicht nur eine in dieser Form erstmalig
publizierte umfangreiche Referenz fir Veranderungen des Plasmamembran-Proteoms in
CME-inhibierten HelLa-Zellen, sondern liefern zugleich neue Erkenntnisse hinsichtlich der
Endozytose verschiedener Klassen von Membranproteinen, einen Bezug zu diversen
Erkrankungen sowie multiple Ansatze fur potenzielle, sich anschlieende spannende
Forschungsprojekte.
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6. Anhang

6.1. Erganzende Abbildungen (nicht publiziert)

mock pu2 KD
| .
| .
AP3.

Fig. S4: Localization of AP complexes in p2-depleted cells. Hela cells were either mock-

treated or incubated with p2 siRNA (u2 KD), then grown on glass coverslips and used for
indirect immunofluorescence. Antibodies specific for subunits of AP-1 (y-adaptin), AP-2 (a-
adaptin) and AP-3 (5-adaptin) were used to detect the localization of the three complexes.
Loss of p2 resulted in almost complete loss of AP-2 staining in u2 KD cells, while the
localization and the intensities of AP-1 and AP-3 remained comparable to the mock-treated
controls. Bars are 10 ym.
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Fig. S5: Clathrin-mediated endocytosis is abolished in AP-2 depleted cells. A: Immuno-
fluorescence of endocytosed transferrin (green) and the endocytic CCP/CCV marker CALM
(red). Bars are 10 ym. B: Aliquots of cells as in A were assayed by FACS for endocytosis of
the transferrin and EGF receptors (see Material and Methods for details). The 10min values of
uptake in mock-treated cells were set to 100% and all other values were related to that. Error

bars represent SD between three independent experiments.
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Fig. S6: The global endocytic capacity is reduced in p2 KD cells. Mock-treated and p2 KD
HelLa cells were incubated with NHS-AEDP-ATTO488 on ice to label plasma membrane
proteins. After washing, cells were incubated at 37°C for the indicated intervals, then placed
back on ice an incubated with reducing buffer to remove ATTO488 from the cell surface. Then,
cells were fixed permeabilized and stained for the CCP/CCV marker protein CALM (red) and
DNA (blue). For clarity, labelling of CALM is omitted here. The boxed areas with all three labels
are shown as blow-ups in Fig. S7 to illustrate colocalisation of ATTO488 in CALM-positive
CCPs/CCVs. Scale bar: 10pym.
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Fig. S7: The global cellular endocytic flux is partially inhibited by loss of AP-2. Images:
High magnification images of ATTO488 label (green) and CALM-positive CCPs/CCVs (red) in
mock-treated cells after 90sec (*) and 5min (**) of endocytosis. Original images of plasma
membrane labelling and subsequent endocytosis with ATTO488 are shown in Fig. S6. Graph:
FACS-based analysis of the global endocytic rate after plasma membrane labelling. The 15min
value of uptake in mock-treated cells was set to 100% and all other values were related to that.

Error bars represent SD between three independent experiments.
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