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1. Zusammenfassung 

Die Clathrin-vermittelte Endozytose (engl. clathrin-mediated endocytosis, CME) ermöglicht 

infolge einer Einstülpung der Plasmamembran und Ausbildung Protein-beschichteter Vesikel 

die zelluläre 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 ursprünglich aus dem Zytoplasma stammende Proteine sind im 

Zuge der CME an der Ausbildung der Vesikelhülle beteiligt, innerhalb derer der 

heterotetramere Adaptorkomplex AP-2 eine Schlüsselposition 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 µ2-

Untereinheit von AP-2 inhibiert und hieraus resultierende Veränderungen in Bezug auf die 

Endozytose unterschiedlicher Klassen von Membranproteinen untersucht. Hierbei stand die 

mittels quantitativer Massenspektrometrie erhobene Analyse des Plasmamembran-Proteoms 

µ2-depletierter HeLa-Zellen im Zentrum dieser Arbeit. Eine darüber 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 

Hälfte aller identifizierten Proteine an der Plasmamembran µ2-depletierter HeLa-Zellen. 

Insbesondere zeigte sich eine starke Anreicherung endosomaler und lysosomaler Proteine 

sowie bestimmter Integrine. Funktionell äußerte sich Letzteres in einer deutlich 

beeinträchtigten Zellmigration. Darüber hinaus resultierte der im Rahmen dieser Arbeit 

angewandte µ2-KD in einer Plasmamembrananreicherung bekannter Tumormarker (CD73, 

CD164, CD302) sowie des mit soliden Tumoren assoziierten Metalloenzyms Carboanhydrase 

9 (CA9), das einen möglichen Angriffspunkt für eine zielgerichtete antitumorale Therapie 

darstellt2 und die insgesamt stärkste Akkumulation aller Membranproteine erfuhr. Des 

Weiteren konnte das bislang nicht charakterisierte Membranprotein SMIM29 (engl. small 

integral membrane protein 29; Synonym: c6orf13) 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 HeLa-Zellen nachgewiesen werden, 

während die Funktionsfähigkeit Clathrin-unabhängiger Endozytosewege (engl. clathrin-

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

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der CME, der wichtigsten Form4 vesikulären 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 fünf bis acht Nanometer dicken Biomembran umgeben, 

die ihre natürliche äußere Begrenzung darstellt und infolgedessen die Ausbildung und 

Aufrechterhaltung eines sich vom Extrazellulärraum unterscheidenden inneren Zellmilieus 

ermöglicht5. 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 Zelloberfläche bzw. des Zytoplasmas orientieren, 

wohingegen ihre hydrophoben Bereiche das nach innen gerichtete lipophile Zentrum der 

Membran bilden. Zusätzlich 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 Semipermeabilität auf und ist somit 

für nur bestimmte Moleküle in Abhängig von ihrer Größe, Ladung und Lipophilie durchlässig6. 

Bedingt durch eine laterale Beweglichkeit einzelner Membranbestandteile im Sinne des 

sogenannten Flüssig-Mosaik-Modells können hydrophobe Moleküle sowie Wasser 

weitestgehend ungehindert durch die Zellmembran diffundieren. Ionen und größere polare 

Moleküle, wie zum Beispiel Monosaccharide und Aminosäuren, sind hingegen auf 

Membranproteine angewiesen, die als Transporter oder Kanalproteine einen regulierten 

passiven Transport entlang des Konzentrationsgefälles bzw. unter Verbrauch von Energie 

einen primär oder sekundär aktiven, dem Konzentrationsgradienten entgegengerichteten 

Transport ermöglichen. 

Darüber hinaus können eukaryotische Zellen durch eine zunehmende Einstülpung der 

Plasmamembran bis hin zur Ausbildung eines membranösen Transportbläschens, dem 

sogenannten Vesikel (lat. vesicula, dt. Bläschen), einen koordinierten Substanztransport von 

der Oberfläche ins Innere der Zelle realisieren. Dieser als Endozytose bezeichnete 

Transportvorgang ermöglicht eine Aufnahme von Makromolekülen und ist insbesondere für 

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 Zellkommunikation7, Zelladhäsion8 oder 
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Immunabwehr9. Ferner lassen sich infolge morphologischer, funktionaler und mechanistischer 

Unterschiede verschiedene Formen von Endozytose unterscheiden. So existieren neben der 

Phagozytose größerer Partikel und der Makropinozytose größerer Flüssigkeitsmengen 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 sind10,11. 

Als physiologisch  bedeutsamste4 und zugleich am besten charakterisierte Form der 

Endozytose wird die CME angesehen12. Diese wird durch die Bildung einer 

strukturverleihenden und zugleich regulatorisch wirkenden Proteinhülle auf der Innenseite der 

Plasmamembran realisiert, deren quantitativ dominierender Bestandteil das zytoplasmatische 

Protein Clathrin darstellt13. Zusätzlich sind mehr als 50 weitere14,15 ursprünglich aus dem 

Zytoplasma stammende Proteine an der Ausbildung der Proteinhülle beteiligt, die nicht nur 

eine Einstülpung der Plasmamembran begünstigen, sondern infolge einer Interaktion mit 

diversen Membranproteinen eine selektive, zielgerichtete und zugleich kontrollierte Aufnahme 

sogenannter Frachtproteine in das sich bildende Vesikel vermitteln16. Klassischerweise 

befinden sich hierunter zahlreiche Membranproteine, die als Rezeptoren an der 

Plasmamembran fungieren und nach Bindung ihres entsprechenden Liganden eine regulierte 

Internalisierung über das Protein-beschichtete Vesikel17,18 im Sinne einer Rezeptor-

vermittelten Endozytose erfahren. 

Darüber hinaus erfolgt ein intrazellulärer vesikulärer Transport von Fracht nicht nur im  

Rahmen der CME von der Zellmembran in Richtung früher Endosomen, sondern auch im Zuge 

weiterer Transportrouten unter Einbindung zusätzlicher Zellkompartimente19 (siehe Kapitel 

2.3.1). Entsprechende Vesikel unterscheiden sich in der biochemischen Zusammensetzung 

ihrer jeweiligen Proteinhüllen, 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 Hülle Protein-beschichteter Vesikel, die einen Transport zwischen post-Golgi 

Kompartimenten wie der Plasmamembran, Endosomen, Lysosomen und dem trans-Golgi-

Netzwerk (TGN) vermitteln20-22. Kennzeichnend und zugleich namensgebend13 ist die 

Fähigkeit von Clathrin, an zellulären Membranen zu einem polyedrischen wabenförmigen 

Gitter zu polymerisieren (lat. clathrum, dt. Gitter), das maßgeblich zur Einstülpung der 

assoziierten Membran beiträgt23-25. Im Rahmen der CME ist Clathrin gemeinsam mit weiteren 

Bestandteilen der sich bildenden Proteinhülle an der Initiation der Vesikelbildung beteiligt26. 

Anschließend umhüllt das gitterförmige Clathrin-Gerüst die Membran mit fortschreitender 
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Plasmamembran 

Membranproteine / Fracht 

Clathrin 

Adaptoren 

Dynamin 

zytoplasmatische 
Proteine 

Heranreifung Abschnürung Freisetzung Disassemblierung Initiation / Beladung 

CCP 

CCV 

Invagination zunehmend, bis sich unter Mitwirkung weiterer, ebenfalls aus dem Zytoplasma 

herangezogener Proteine15 zunächst eine Clathrin-beschichtete Grube (engl. clathrin-coated 

pit; CCP) und unter weiterer Heranreifung schließlich ein Clathrin-beschichtetes Vesikel (engl. 

clathrin-coated vesicle; CCV) bildet22 (Abb. 1). Nach Abschnürung von der Plasmamembran 

und Freisetzung in den zytoplasmatischen Raum27 erfolgt schließlich die enzymatisch 

kontrollierte Disassemblierung der gitterförmigen Clathrin-Hülle28, bevor das nun nicht mehr 

beschichtete Vesikel mit einem frühen Endosom fusioniert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 größer werdende Proteinhülle, die Frachtproteine bindet und zugleich eine 

zunehmende Einstülpung der Plasmamembran ermöglicht. Auf diese Weise entsteht mit 

voranschreitender Heranreifung zunächst ein mit Fracht angereichertes CCP und schließlich, nach 

weiterer Invagination und Dynamin-vermittelter Abschnürung von der Zellmembran, ein neu gebildetes 

CCV. Dieses wird in den zytoplasmatischen Raum freigesetzt, in dem unmittelbar anschließend die 

koordinierte Disassemblierung der Vesikelhülle erfolgt. 

 

2.2.1. Clathrin-Triskele 

Im Zytoplasma gelöst bildet Clathrin Proteinkomplexe, die aus jeweils drei schweren (190kDa) 

und drei leichten Polypeptidketten (24-29kDa) bestehen29,30. 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 Krümmung nach außen streben. 

Die drei leichten Polypeptidketten (engl. clathrin light chain, CLC) sind mit dem proximalen 

Anteil jeweils einer CHC assoziiert31,32, infolgedessen der gesamte Proteinkomplex eine 
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dreibeinige Struktur aufweist, die als Clathrin-Triskele (gr. triskelỢs, dt. dreibeinig) bezeichnet 

wird (Abb. 2B). 

Jedes Bein einer solchen Clathrin-Triskele weist eine Länge von rund 475Å auf33-35 und lässt 

sich aufgrund seiner Morphologie in verschiedene Abschnitte unterteilen. Die N-terminal 

lokalisierte, annährend kugelförmige terminale Domäne befindet sich am peripheren Ende der 

CHC36 und besteht aus insgesamt sieben vierstrªngigen ɓ-Faltblättern, die trichterförmig um 

eine gemeinsame Achse rotierend eine als ɓ-Propeller bezeichnete Tertiärstruktur bilden37. 

Hieran schließen sich insgesamt fünf schmalere Segmente an, die als Verbindungssegment, 

Knöchel, distales Segment, Knie sowie proximales Segment bezeichnet werden (Abb. 2A) und 

eine sich mehrfach wiederholende Sequenz aus jeweils rund 145 Aminosäuren (engl. clathrin 

heavy chain repeat, CHCR) als gemeinsames Strukturelement aufweisen38. Insgesamt acht 

solcher Sequenzwiederholungen, die als CHCR-0 bis CHCR-7 bezeichnet werden, erstrecken 

sich vom Verbindungssegment bis zum proximalen Segment einer jeden CHC33 und setzen 

sich hierbei aus jeweils zehn zickzackförmig angeordneten, um die gemeinsame Molekülachse 

rotierenden Ŭ-Helices zusammen. Der zentrale Knotenpunkt im Zentrum der Clathrin-Triskele 

wird hingegen von drei einzelnen, jeweils rund 5nm langen Ŭ-Helices gebildet, die nahezu 

orthogonal zum vorangehenden proximalen Segment verlaufen. Gemeinsam bilden sie eine 

als Tripod bezeichnete dreibeinige Struktur, die infolge ausgeprägter Wechselwirkungen 

zwischen den drei langen Ŭ-Helices maßgeblich zur Stabilität der gesamten Triskele beiträgt39 

(Abb. 2C). An den Tripod schließt sich ein kurzer Bereich ohne definierte Sekundärstruktur am 

C-Terminus jeder CHC an. 

Die Bindung der CLC an die CHC erfolgt im Bereich des proximalen Segments über einen im 

zentralen Drittel der CLC lokalisierten Bereich aus insgesamt zehn Hepadenmustern40,41. 

Dieser interagiert in Form einer rund 10nm langen Ŭ-Helix33,42 mit interhelikalen Schleifen von 

CHCR-6 und CHCR-739 und erhöht auf diese Weise die Stabilität einzelner Clathrin-Triskelen43 

sowie ganzer Clathrin-Polymere44. Zugleich resultiert die Bindung der CLC infolge einer 

Interaktion mit zentralen CHC-Bindungsstellen45 in einer verminderten 

Polymerisationsfähigkeit46,47. Darüber 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 werden29,30. Diese werden von zwei 

unterschiedlichen Genen kodiert48 und weisen eine rund 60-prozentige Sequenzhomologie 

auf40. Infolge mehrerer gewebespezifischer Splice-Varianten existieren zudem 

unterschiedliche Isoformen, deren molekulare Massen jeweils zwischen 24 und 29kDa 

betragen49. All diese Isoformen können gleichermaßen mit dem proximalen Segment der CHC 

interagieren, infolgedessen gewebespezifische, bislang jedoch nicht näher definierte 

regulatorische Unterschiede möglich erscheinen. 
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Abb. 2: Clathrin-Triskele. A: Strukturelle Organisation von CHC und CLC mit Darstellung einzelner 

Proteinsegmente und Angabe fortlaufend durchnummerierter Aminosäurereste an ihren Grenzen. VBS: 

Verbindungssegment. B: Quartärstruktur einer Clathrin-Triskele mit Kennzeichnung einzelner CHC-

Segmente sowie der CLC-Ŭ-Helix. C: Seitenansicht einer Clathrin-Triskele mit Darstellung der CLC-Ŭ-

Helix, des zentral lokalisierten Tripods sowie des für die koordinierte Disassemblierung relevanten 

QLMLT-Sequenzmotivs (abgewandelt nach Xing et. al, 201050). 

 

2.2.2. Polyedrische Clathrin-Gitter 

Clathrin besitzt die Fähigkeit, durch Selbstassemblierung gitterförmige polyedrische Gerüste 

zu bilden, in denen einzelne Clathrin-Triskelen derart miteinander verflochten sind, dass ihre 

CHCs die Kanten und ihre zentralen Knotenpunkte die Ecken33 überwiegend hexagonaler und 

pentagonaler Flächen bilden25 (Abb. 3). Infolge einer unterschiedlich stark ausgebildeten 

Krümmung, insbesondere im Bereich der Knie- und Knöchel-Segmente einzelner Clathrin-

Triskelen, kann das auf diese Weise gebildete Polymer diverse Formen annehmen, die von 

flachen Gerüsten bis hin zu geschlossenen, annähernd kugelförmigen Käfigen reichen23,51. 

Der Krümmungsgrad des gesamten Clathrin-Polymers resultiert hierbei hauptsächlich aus der 
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Anzahl im Gitter vorhandener Pentagone sowie der Interaktion einzelner Triskelen 

untereinander39, wohingegen seine Größe primär aus der Anzahl vorhandener Hexagone 

resultiert. 

Einer der kleinsten sowohl in vitro33,39 als auch in vivo52,53 gebildeten Clathrin-Käfige wird als 

Mini-Coat bezeichnet und besteht aus lediglich 28 Triskelen (Abb. 3A). Diese bilden ein aus 

insgesamt vier hexagonalen und zwölf pentagonalen Flächen bestehendes Gerüst, das die 

Symmetriegruppe eines Tetraeders und einen Durchmesser von rund 70nm aufweist. Größere 

Clathrin-Käfige, wie zum Beispiel das in vitro am häufigsten gebildete und aus insgesamt 36 

Triskelen bestehende Hexagonale Fass (Abb. 3B) oder der aus insgesamt 60 Triskelen 

aufgebaute Fußball (Abb. 3C), beinhalten im Einklang mit der Euler-Charakteristik24 ebenfalls 

exakt zwölf pentagonale Flächen 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 sind54. Die Außenseite 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 ï weitestgehend 

unabhängig von Form und Größe des gebildeten Gitters39 ï durch eine Vielzahl 

intermolekularer Wechselwirkungen stabilisiert werden55. Darüber hinaus interagiert der nach 

innen gerichtete Ŭ-helikale Tripod am Knotenpunkt einer jeden Triskele mit den Knöchel-

Segmenten dreier weiterer Clathrin-Triskelen52, wodurch das gesamte Clathrin-Polymer 

zusätzlich stabilisiert wird. 

In vivo weisen Clathrin-Gerüste neu gebildeter CCVs infolge unterschiedlicher Ausmaße der 

jeweils transportierten Fracht eine starke Heterogenität auf24 und beinhalten neben 

pentagonalen sowie hexagonalen Flächen zum Teil auch weitere polyedrische Flächen.  

Hierzu zählen insbesondere Heptagone, die zugleich eine Erhöhung im Gitter vorhandener 

Pentagone bedingen53. Das membranöse Vesikel selbst befindet sich innerhalb solcher 

Clathrin-Käfige nicht zentral, sondern meist vom Zentrum versetzt leicht randständig. 

Darüber hinaus bildet Clathrin an der Plasmamembran mitunter ausgedehnte flache Gitter mit 

bislang nicht vollständig verstandener Funktion56,57. Ob und inwieweit solche flachen Gitter 

durch einen nachträglichen Umbau einzelner Gitterkanten58 bzw. den punktuellen Wegfall 

entgegenwirkender Kräfte59-62 an der Ausbildung sphärischer CCVs beteiligt sind oder ob 

Vesikel-umhüllende Clathrin-Gitter in vivo viel mehr mit einer von Beginn an konstanten 

Krümmung entstehen63,64, ist Gegenstand aktueller Forschung. 
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Abb. 3: Clathrin-Käfige. Räumliche Darstellung dreier unterschiedlich großer vollständig 

geschlossener Clathrin-Polyeder. A: Mini-Coat bestehend aus 28 Clathrin-Triskelen und vier 

hexagonalen Flächen. Durchmesser ca. 70nm. B: Hexagonales Fass bestehend aus 36 Clathrin-

Triskelen und acht hexagonalen Flächen. Größter Durchmesser ca. 80nm. Exemplarische 

Hervorhebung einer einzelnen Clathrin-Triskele (dunkelblau). C: Fußball bestehend aus 60 Clathrin-

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

 

2.3. Clathrin-Adaptoren 

Clathrin ist zwar die strukturverleihende Hauptkomponente innerhalb der CCV-Hülle, aber 

selbst nicht in der Lage, an die Biomembran des sich bildenden Vesikels zu binden. 

Stattdessen erfolgt die Bindung indirekt über eine Gruppe von Proteinen, die als Clathrin-

Adaptoren bezeichnet werden und sowohl Bestandteile der Vesikelmembran als auch Anteile 

einzelner Clathrin-Triskelen65 sowie weiterer Proteine binden können66,67. 

 

2.3.1. Heterotetramere Adaptorkomplexe 

Heterotetramere Adaptorkomplexe bilden nach Clathrin die zweithäufigste Komponente 

innerhalb der CCV-Hülle15. Aufgrund ihrer Fähigkeit, die Bildung polyedrischer Clathrin-Gitter 

in vitro zu begünstigen68,69, wurden diese Proteinkomplexe initial als Assemblierungs-

Polypeptide bezeichnet und mit den beiden Buchstaben AP (engl. assembly polypeptide) 

abgekürzt70. Infolge ihrer erst später erkannten Fähigkeit, klassischerweise sowohl Clathrin als 

auch Bestandteile der Biomembran zu binden und auf diese Weise wie ein Adapter zwischen 

beiden Sphären zu fungieren, setzte sich mit der Zeit eine weitere, ebenfalls durch die beiden 

Buchstaben AP abgekürzte Bezeichnung für die heterotetrameren Proteinkomplexe durch: 

Adaptorproteine66. 

Insgesamt fünf verschiedene heterotetramere Adaptorkomplexe können unterschieden 

werden, die in der Reihenfolge ihrer Erstbeschreibung als AP-1 bis AP-5 bezeichnet werden 

und ein hohes Maß an struktureller Homologie aufweisen19. Jeder der fünf Komplexe besteht 



19 
 

N-µ2 

ů2 

Ŭ 

ɓ2 

C-µ2 

ɓ2 Ŭ 

AP-2 

N-µ3 

ů3 

ŭ 

ɓ3 

C-µ3 

ɓ3 ŭ 

AP-3 

N-µ4 

ů4 

Ů 

ɓ4 

C-µ4 

ɓ4 Ů 

AP-4 

N-µ5 

ů5 

ɕ 

ɓ5 

C-µ5 

ɓ5 

AP-5 

N-µ1 

ů1 

ɔ 

ɓ1 

C-µ1 

ɓ1 ɔ 

Core 

Trunk 

AP-1 

Linker 

Ear 

aus zwei großen (~110kDa), einer mittelgroßen (~50kDa) und einer kleinen (15ï20kDa) 

jeweils als Adaptin bezeichneten Untereinheit71 (Abb. 4). Während mit ɓ-Adaptin eine der 

beiden großen Untereinheiten ebenso wie die mittelgroße ɛ- und die kleine ů-Untereinheit in 

Bezug auf die fünf verschiedenen heterotetrameren Adaptorkomplexe AP-1 bis AP-5 

fortlaufend durchnummeriert ist (ɓ1-ɓ5; ɛ1-ɛ5; ů1-ů5), wird die zweite der beiden großen 

Untereinheiten historisch bedingt und infolge einer nur rund 25-prozentigen Sequenz-

Homologie hiervon abweichend als Ŭ (AP-2), ɔ (Ap-1), d (AP-3), e (AP-4) bzw. ɕ (AP-5) 

bezeichnet. 

 

                                                                         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      

                                           

Abb. 4: Heterotetramere Adaptorkomplexe. Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus der 

fünf heterotetrameren Adaptorkomplexe AP-1 bis AP-5 mit Angabe ihrer jeweiligen Untereinheiten 

(siehe Haupttext). Exemplarische Kennzeichnung der Trunk- und Ear-Domänen der beiden großen 

Untereinheiten von AP-1, der Hinge-Region von ɔ-Adaptin, der Linker-Region von µ1-Adaptin sowie des 

Core-Komplexes von AP-1. 

  

Hinge 
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Die fünf Adaptorkomplexe sind in unterschiedlicher Weise an der intrazellulären Sortierung 

von Membranproteinen beteiligt und im Zuge dessen mit verschiedenen Zellkompartimenten 

assoziiert (Abb. 5). Während AP-1 einen Clathrin-vermittelten vesikulären Transport zwischen 

dem TGN und tubulären Endosomen ermöglicht, vermittelt AP-2 im Rahmen der CME einen 

Transport von der Plasmamembran in Richtung früher Endosomen72,73. AP-3 wiederum ist am 

Transport zwischen tubulären und späten Endosomen beteiligt74 und interagiert in diesem 

Zusammenhang mit anderen endosomalen Membranabschnitten als AP-175,76. Darüber hinaus 

ist AP-3 an der Genese Lysosom-ähnlicher Organellen (engl. lysosome-related organelle, 

LRO) beteiligt77. Die Interaktion zwischen AP-3 und Clathrin ist bei den relevanten 

Transportvorgängen nach wie vor umstritten78. AP-4 ist mit dem TGN assoziiert und ermöglich 

neben einem Clathrin-unabhängigen endosomalen Proteintransport79 eine polarisierte 

Proteinsortierung in Neuronen und Epithelzellen80,81. Der zuletzt entdeckte und bislang am 

wenigsten charakterisierte Adaptorkomplex AP-5 ist mit späten Endosomen assoziiert19, 

bindet ebenfalls kein Clathrin82 und ist am retrograden Proteintransport in Richtung Golgi-

Apparat beteiligt83. 

Neben den fünf ubiquitär exprimierten heterotetrameren Adaptorkomplexen existieren 

mindestens zwei gewebespezifische Varianten84,85 sowie mehrere Isoformen und Splice-

Varianten mit bislang weitestgehend unbekannter Funktion86. 

 

                                              

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                   

Abb. 5: Intrazelluläre Lokalisation der fünf heterotetrameren Adaptorkomplexe. Schematische 

Darstellung der Lokalisation der fünf 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 Fähigkeit, 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 ausbildet52. Hierbei 

vermitteln die vier Untereinheiten des Adaptorkomplexes unterschiedliche Funktionen, die sich 

nicht zuletzt in ihrem jeweiligen strukturellen Aufbau widerspiegeln.  

Die beiden großen Untereinheiten Ŭ und ɓ2 bestehen aus jeweils einer kompakten N-

terminalen Domäne (ca. 70kDa), die als Trunk (dt. Rumpf) bezeichnet wird und über eine 

lange, flexible und proteolytisch sensible Hinge-Region (dt. Scharnierregion)87 mit einer 

kleineren, als Appendage (dt. Anhängsel) oder Ear (dt. Ohr) bezeichneten Domäne (ca. 

30kDa) am C-Terminus verbunden ist88 (Abb. 6A). Insgesamt knapp 30 zickzackförmig 

angeordnete Ŭ-Helices bilden die Grundstruktur der Trunk-Domäne, die einer auf ihrer 

gesamten Länge um rund 90° gekrümmten superhelikalen Solenoid-Domäne entspricht89 

(Abb. 6B). Gemeinsam mit der mittelgroßen µ2-Untereinheit und der kleinen ů2-Untereinheit 

bilden die Trunk-Domänen der beiden großen Untereinheiten den sogenannten Core-Komplex 

(dt. Kernkomplex) von AP-290. Innerhalb dieses Core-Komplexes interagieren allen vier 

Untereinheiten im Bereich ausgedehnter Kontaktflächen über meist hydrophobe 

Wechselwirkungen miteinander, von denen diejenigen zwischen den beiden Untereinheiten Ŭ 

und ů2 sowie zwischen ɓ2 und der N-terminalen Hälfte von µ2 (N-µ2) besonders stark 

ausgeprägt sind. Infolge einer bedeckten Gesamtoberfläche von rund 30% in Bezug auf die 

jeweils kleinere Untereinheit89 weisen die gebildeten Heterodimere Ŭ/ů2 und ɓ2/N-µ2 einen 

energetisch besonders vorteilhaften und somit stabilen Zustand auf91. Zusätzliche, jedoch 

weniger großflächig ausgeprägte Interaktionen im Bereich der C-terminalen Enden beider 

Trunk-Domänen resultieren in der Ausbildung des entsprechenden Heterotetramers. 

Dieses wird im Bereich des Core-Komplexes von einem annähernd rechteckigen, rund 80Å x 

100Å großen Rahmen umschlossen, dessen äußere Begrenzung die Trunk-Domänen der 

beiden großen Untereinheiten bilden (Abb. 6C). Die beiden strukturell homolog aufgebauten 

Untereinheiten ů2 und N-µ2 sind hingegen im Bereich einander gegenüberliegender 

Eckpunkte dieses Rahmens lokalisiert und setzen sich aus jeweils einem fünfsträngigen ɓ-

Faltblatt samt angrenzender Ŭ-Helices zusammen. Gemeinsam bilden alle vier Untereinheiten 

eine als Bowl (dt. Schüssel) bezeichnete Konkavität, innerhalb derer die C-terminale Hälfte 

von µ2 (C-µ2) gebunden werden kann. Diese weist im Gegensatz zu N-µ2 keinerlei strukturelle 

Homologie zu ů2 auf, trägt im gebundenen Zustand jedoch infolge ausgeprägter Interaktionen 

mit den Trunk-Domänen des Adaptorkomplexes maßgeblich zur hohen Stabilität 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 Proteindomänen und Angabe fortlaufend durchnummerierter 

Aminosäurereste (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-Õ2 innerhalb der von Ŭ- und ɓ2-Trunk sowie ů2 und N-µ2 gebildeten Bowl. Darstellung 

der Linker-Region zwischen N-µ2 und C-µ2 in Form einer gestrichelten Linie sowie Kennzeichnung der 

Bindungsstelle für Frachtproteine mit einer YXXF-Peptidsequenz im Bereich von C-µ2 durch einen 

schwarzen Kreis (Teil-Abb. A abgewandelt nach Kovtun et al., 202092; Teil-Abb. B und C abgewandelt 

nach Collins et al., 200289). 

 

A 

B 

ɓ2-Trunk 

Ŭ-Trunk 

N-µ2 C-µ2 

ů2 

ɓ2-Ear 

Ŭ-Ear 

Hinge 

A
P

-2
 

0 250 500 750 1000 

ɓ2-Trunk 

Ŭ2-Trunk 

N-µ2 

C-µ2 ů2 

C 

C 

C 

C 

N 

N 
N 

N 

C 

C 

AP-2 Core 



23 
 

Gleichzeitig verhindert die Lokalisation von C-µ2 innerhalb der Adaptor-Bowl jedoch die 

Bindung des Adaptorkomplexes an Clathrin, da die hierfür wichtigste Bindungsstelle, das 

sogenannte Clathrin-Box-Motiv (CBM) der Sequenz LLNLD93,94 innerhalb der langen, flexiblen 

Hinge-Region von ɓ295 (siehe Kapitel 2.3.4), von Anteilen des Core-Komplexes gebunden 

wird96. Zudem ist AP-2 in einer solchen als geschlossen oder inaktiv bezeichneten 

Konformation außerstande, mit potenziellen Frachtproteinen zu interagieren, da die hierfür 

notwendigen Bindungsstellen von Anteilen der ɓ2-Untereinheit bedeckt werden. 

Konkret verfügt AP-2 im Bereich der µ2-Untereinheit über eine Bindungsstelle für Tyrosin-

haltige Peptidsequenzen97-99, die sich innerhalb des zytoplasmatischen Anteils zahlreicher 

Membranproteine befinden und der Konsensussequenz YXXF entsprechen, wobei Y die 

Aminosäure Tyrosin, X eine beliebige Aminosäure und F eine sperrige hydrophobe 

Aminosäure repräsentiert100. Eine Vielzahl klassischer über CME internalisierter 

Membranproteine, wie beispielsweise der Transferrin-Rezeptor (TfR)101,102 oder das Lysosom-

assoziierte Membranglykoprotein 1 (engl. lysosome-associated membrane glycoprotein 1, 

LAMP1)103, 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 erfolgt104,105. 

Darüber hinaus verfügt AP-2 im Bereich der ů2-Untereinheit über eine weitere 

Bindungsstelle106, die mit sauren Dileucin-Motiven interagieren kann107, die der 

Konsensussequenz [DE]XXXL[LI] entsprechen108-110. Beispiele für Membranproteine, die ein 

saures Dileucin-Motiv aufweisen, sind unter anderem der an der Immunabwehr beteiligte CD4-

Rezeptor (engl. cluster of differentiation 4)111 sowie das lysosomale Protein LIMP-2 (engl. 

lysosomal integral membrane protein type-2)112,113. 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 über 99% im Zytoplasma dominierende96 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)P2)-Kopfgruppen der Plasmamembran114,115 vollzieht AP-2 eine ausgeprägte 

Konformationsänderung106, in Folge derer die rahmenförmige Begrenzung des Core-

Komplexes in sich zusammenfällt und C-µ2 aus der Adaptor-Bowl gelöst wird (Abb. 7). Hierbei 

interagiert der aus dem Zytoplasma rekrutierte Adaptorkomplex in seiner zunächst noch 

geschlossenen Konformation mit der Plasmamembran über initial zwei freizugängliche 
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PtdIns(4,5)P2-Bindungsstellen, die im Bereich der Trunk-Domänen von Ŭ und ß2 lokalisiert 

sind116,117. Zwei weitere, in der geschlossenen Konformation jedoch nicht frei zugängliche 

PtdIns(4,5)P2-Bindungsstellen im Bereich von µ289,118  treten zusätzlich mit Phospholipiden der 

Plasmamembran in Wechselwirkung und tragen infolge elektrostatischer Anziehungskräfte 

maßgeblich zur umfangreichen Konformationsänderung des gesamten Adaptorkomplexes bei.  

Hierbei vollzieht C-µ2 eine vollständige Neuausrichtung, gekennzeichnet durch eine 

schraubenförmige Drehung um rund 129° und eine Verschiebung um 39Å in Bezug auf N-

µ2106. Auf diese Weise richten sich alle vier PtdIns(4,5)P2-Bindungsstellen sowie die beiden 

Bindungsstellen für das Tyrosin- und das saure Dileucin-Motiv in einer gemeinsamen Ebene 

aus. Erst in dieser Konformation wird eine simultane Bindung unterschiedlicher Bestandteile 

der Plasmamembran möglich, in Folge derer die nun als aktiv oder offen bezeichnete 

Konformation des Adaptorkomplexes zusätzlich stabilisiert wird. 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            

Abb. 7: Konformationsänderung von AP-2. Im Zytoplasma gelöst nimmt der heterotetramere 

Adaptorkomplex AP-2 nahezu ausschließlich eine kompakte geschlossene Konformation an, in der 

sowohl die Bindungsstelle für Frachtproteine mit einem Tyrosin-haltigen Sortierungssignal (YXXF) als 

auch zwei Phospholipid-Bindungsstellen im Bereich der Untereinheit C-µ2 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 

Konformationsänderung mit vollständiger Neuausrichtung der Untereinheit C-µ2. Diese ermöglicht 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., 2010106). 
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Im Zuge der PtdIns(4,5)P2-vermittelten Konformationsänderung löst sich neben C-µ2 auch die 

ɓ2-Hinge-Region samt CBM aus seiner Bindungstasche im Bereich des Core-Komplexes96 

und ermöglicht die Bindung an die N-terminalen ɓ-Propeller von Clathrin93,119. Gemeinsam mit 

einer zusätzlichen Bindung des CHC Knöchel-Segments120 an Anteile der ɓ2-Ear-Domäne121 

erfolgt auf diese Weise erst nach Bindung der Plasmamembran eine effiziente Rekrutierung 

von Clathrin an den Ort des sich bildenden Vesikels122,123. 

Des Weiteren ist im Bereich der Linker-Region (dt. Verknüpfungsregion) zwischen N-µ2 und 

C-µ2 ein Threonin-Rest124 an Position 156 lokalisiert, der von der Proteinkinase AAK1 (engl. 

adaptor-associated protein kinase 1) phosphoryliert werden kann125 und auf diese Weise eine 

offene Konformation des Adaptorkomplexes begünstigt126, die mit einer verbesserten 

Membranbindung einhergeht127-129. Gleichzeitig ermöglicht die bereits zu Beginn der 

Vesikelbildung einsetzende und über 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-Domäne von Ŭ-Adaptin130-132 sowie mithilfe einer N-terminal lokalisierten 

PH-Domäne (engl. pleckstrin homology) die phosphorylierte Linker-Region von µ2 

binden126,133. Zusätzlich interagieren NECAPs mithilfe ihrer PH-Domänen mit einer Vielzahl 

akzessorischer Proteine, die Peptidsequenzen der Form FXDXF aufweisen134, und nehmen 

auf diese Weise - beispielsweise über die Adaptoren SNX9 (engl. sorting nexin-9), 

Amphiphysin und CALM135 (engl. clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia protein) - 

indirekt Einfluss auf die Anzahl und Größe neugebildeter CCVs136. Kürzlich publizierte Daten 

unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die durch AAK1 erfolgte Phosphorylierung von µ2 und die 

damit eingeleitete Bindung von NECAPs ein wichtiges regulatorisches Element darstellen, 

welches die weitere Genese des CCV steuert126. 

 

2.3.4. Monomere Clathrin-Adaptoren 

Neben AP-2 interagieren im Rahmen der CME zahlreiche weitere Adaptoren anhand kurzer 

linearer Peptidsequenzen mit der terminalen Domäne von Clathrin. Hierbei erfolgt die Bindung 

von Adaptoren, die wie AP-2 über ein CBM (LFXF[DE]) verfügen, zwischen dem ersten und 

zweiten Blatt des ɓ-Propellers93,94, während die Bindung von Adaptoren wie SNX9 und 

Amphiphysin, die über eine sogenannte W-Box (PWXXW) verfügen137, im Zentrum der 

terminalen Domäne erfolgt138. Zusätzlich existieren mit dem Arrestin-Box-Motiv139 ([LI][LI]GXL) 

und dem erst kürzlich beschriebenen Royle-Box-Motiv140, dessen Sequenz bislang noch nicht 

aufgeklärt werden konnte, zwei weitere Bindungsmotive, die eine Clathrin-Bindung einzelner 

Adaptoren im Bereich zwischen dem vierten und fünften (Arrestin-Box) bzw. sechsten und 

siebten (Royle-Box) Blatt des N-terminalen ɓ-Propellers ermöglichen. 
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Darüber hinaus interagieren zahlreiche Adaptoren anhand kurzer linearer Peptidsequenzen 

mit den Ear-Domänen von AP-2141. Diese setzen sich im Wesentlichen aus einem 

neunsträngigen N-terminalen ɓ-Sandwich, einem fünfsträngigen C-terminalen ɓ-Faltblatt 

sowie einem kurzen dazwischenliegenden, proteolytisch jedoch nur schwer zugänglichen 

Linker zusammen142,143. Eine hydrophobe Bindungstasche an der Oberseite der Ŭ-Ear-

Domäne ermöglicht in diesem Zusammenhang eine Bindung insbesondere der Adaptoren 

Amphiphysin, Auxilin, Epsin und AP180 anhand eines Bindungsmotivs, das der 

Konsensussequenz DP[FW] entspricht144. Eine leicht verªnderte Konformation der ɓ2-Ear-

Domäne resultiert in einer Interaktion mit nur einem Bruchteil dieser Adaptoren, ermöglicht 

jedoch die Bindung von Clathrin121. 

 

 

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. 

Zusätzliche Darstellung einzelner  

Bindungspartner / Sortierungssignale 

(abgewandelt nach Traub, 200916). 

 

 

Zusätzlich interagieren sämtliche Adaptoren mithilfe unterschiedlicher Bindungsdomänen mit 

Phospholipid-Kopfgruppen der Plasma- bzw. Vesikelmembran. Eine darüber hinausgehende 

Bindung von Sortierungssignalen, die allesamt im unstrukturierten zytoplasmatischen Anteil 

integraler Membranproteine lokalisiert sind und von kurzen linearen Peptidsequenzen über 

phosphorylierte Seitenketten bis hin zu ubiquitinierten Proteinbestandteilen reichen (Abb. 8), 

ermöglicht zudem einen hoch selektiven Transport von Frachtmolekülen im Zuge der CME16. 

Eine Bindung unterschiedlicher Sortierungssignale an verschiedene Adaptoren stellt hierbei 

eine zielgerichtete, variable und zugleich weitestgehend nicht-kompetitive Akkumulation von 

Fracht im sich bildenden CCV sicher145. Auf diese Weise wird beispielsweise gewährleistet, 

dass neben Cargo-Membranproteinen und deren Liganden auch die notwendigen SNARE-

Proteine (engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) mit 

aufgenommen werden, die für eine spätere Vesikel-Fusion erforderlich sind135. 
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Tyrosin-haltige Peptidsequenzen (YXXF), die von der C-terminalen Hälfte der µ2-Untereinheit 

gebunden werden, sowie saure Dileucin-Motive ([DE]XXXL[LI]), die mit der ů2-Untereinheit 

des heterotetrameren Adaptorkomplexes AP-2 interagieren, sind Beispiele für 

Sortierungssignale (siehe Kapitel 2.3.2). Darüber hinaus existieren weitere lineare 

Peptidsequenzen, die von monomeren Adaptoren, den sogenannten Clathrin-assoziierten 

Sortierungsproteinen (engl. clathrin-associated sorting proteins, CLASPs), erkannt und 

gebunden werden146. Hierzu zählen unter anderem Sortierungssignale, die der 

Konsensussequenz [FY]XNPX[YF] entsprechen147 und von CLASPs mit einer PTB-Domäne 

(engl. phosphotyrosine-binding) gebunden werden148,149. Entsprechende Beispiele sind die 

beiden monomeren Adaptorproteine DAB2 (engl. disabled homolog 2) und ARH (engl. 

autosomal recessive hypercholesterolemia protein)150, welche unter anderem die Endozytose 

des LDL-Rezeptors (engl. low-density lipoprotein) - eines klassischen, über CME 

internalisierten Frachtproteins - vermitteln151. Zudem sind einige CLASPs mit PTB-Domäne, 

wie beispielsweise der Adaptor Numb152, an der Endozytose verschiedener Integrine beteiligt, 

deren ɓ-Ketten ein NPX[YF] Sequenzmotiv aufweisen153. Auf diese Weise sind CLASPs unter 

anderem an der regulierten Ausbildung von Adhäsionskontakten beteiligt und nehmen Einfluss 

auf die Adhäsionsfähigkeit und Beweglichkeit der Zelle. 

Neben kurzen linearen Peptidsequenzen dienen zudem posttranslationale Modifikationen 

einer Vielzahl von Membranproteinen als Sortierungssignal. Hierunter fallen insbesondere 

Transporter, Ionenkanäle 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)154, mithilfe 

eines Ubiquitin-interagierenden Motivs (UIM) erkannt und gebunden wird155-157. Ein Protein, 

das neben dem YXXF-Motiv und dem sauren Dileucin-Motiv zusätzlich ubiquitiniert wird, ist 

der Wachstumsfaktorrezeptor EGFR (engl. epidermal growth factor receptor)158. 

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 ɓ-Arrestin-Familie erkannt und gebunden werden 

159. Hierbei erfolgt erst nach Bindung des aktivierten Rezeptors eine Konformationsänderung, 

die es ɓ-Arrestin ermºglicht, mit der ɓ2-Ear-Domäne zu interagieren und auf diese Weise 

sicherzustellen, dass an ɓ-Arrestin gebundene aktivierte Rezeptoren zum CCP/CCV rekrutiert 

werden123,160. Auf diese Weise trägt die CME maßgeblich zur Regulation diverser Signalketten 

bei und ist an der sogenannten Rezeptor-Desensitisierung beteiligt, die einer Überstimulation 

der Zelle entgegenwirkt161,162. 
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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 Größe und 

Bildungsrate von CCVs135,163. Gleichzeitig ist CALM in der Lage, ähnlich wie der Adaptor HRB 

(engl. HIV-1 Rev-binding protein)164, SNARE-Proteine zu binden165,166, die eine wichtige 

Funktion im Hinblick auf eine spätere Fusion des Vesikels mit seinem Zielorganell ausüben. 

CALM/AP180 ist neben AP-2 einer der häufigsten Adaptoren innerhalb der CCV-Hülle15,167 und 

besitzt die Fähigkeit, mit beiden Ear-Domänen des heterotetrameren Adaptorkomplexes zu 

interagieren168,169.  

Darüber hinaus besitzen einige Adaptoren die Fähigkeit, sich an der Membrankrümmung des 

sich bildenden Vesikels zu beteiligen oder den bereits vorherrschenden Krümmungsgrad zu 

detektieren. Beispiele hierfür sind Proteine der Epsin-Familie, die über eine gekrümmte ENTH-

Domäne (engl. epsin N-terminal homology) verfügen170,171, sowie Amphiphysin, welches eine 

aus drei Ŭ-Helices bestehende halbmondförmige BAR-Domäne (engl. Bin, Amphiphysin, Rvs) 

besitzt172,173. Mithilfe einer zusätzlichen SH3-Domäne (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)174-176. Infolge weiterer Bindungsstellen für die Ear-Domänen von 

AP-2 und die terminalen Domänen von Clathrin sowie aufgrund einer präferierten Bindung 

stark gekrümmter Membranen durch die BAR-Domäne ohne gleichzeitige Präferenz für 

PtdIns(4,5)P2 der Plasmamembran erfolgt die Rekrutierung von Proteinen mit einer BAR-

Domäne überwiegend an den Rand tief invaginierter Vesikel, infolgedessen eine zeitlich und 

örtlich fein abgestimmte Rekrutierung weiterer Proteine, wie zum Beispiel der GTPase 

Dynamin, zum weit herangereiften Vesikel realisiert wird177. 

 

2.4. Vesikelabschnürung 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 anschließend 

einsetzenden enzymatisch koordinierten Disassemblierung seiner aus Clathrin, AP-2 und 

zahlreichen weiteren Proteinen bestehenden Vesikelhülle. 

 

2.4.1. Dynamin 

Im Rahmen der CME ist das Protein Dynamin, ein Mechanoenzym mit GTPase-Aktivität178 und 

einer molekularen Masse von rund 100kDa179, maßgeblich an der Abschnürung und 

Freisetzung tief invaginierter CCVs von der Plasmamembran beteiligt. Durch 

Selbstassemblierung unter Ausbildung eines spiralförmigen Polymers ist Dynamin imstande, 

die letzte tubuläre Verbindung zwischen Plasmamembran und dem sich bildenden Vesikel zu 
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umwickeln180,181, Nukleotid-getrieben zu verengen182-184 und die Vesikel-Ablösung unter GTP-

Hydrolyse zu katalysieren185,186. 

Sowohl strukturell als auch funktional lässt sich Dynamin in insgesamt fünf verschiedene 

Domänen unterteilen187 (Abb. 9A). Der für die Nukleotid-Bindung und -Hydrolyse notwendigen 

G-Domäne am N-terminalen Ende des Moleküls188 schließen sich eine für die 

Oligomerisierung erforderliche mittlere Domäne189 sowie eine für die Phospholipid-Bindung 

notwendige PH-Domäne (PHD) an190, gefolgt von einer GTPase-Effektor-Domäne (GED)191,192 

sowie einer C-terminalen Prolin-reichen Domäne (PRD), die eine Interaktion mit SH3-

Domänen weiterer Proteine ermöglicht193-195. Strukturell bildet hierbei die im Wesentlichen aus 

einem achtsträngigen ɓ-Faltblatt bestehende G-Domäne das als Kopf bezeichnete obere Ende 

des Dynamin-Moleküls196,197, das über ein flexibles Bündelsignalelement (BSE) aus drei 

kurzen Ŭ-Helices198 und einen weitestgehend starren Stiel aus insgesamt vier langstreckigen 

Ŭ-Helices199 mit dem siebensträngigen ɓ-Sandwich der PH-Domäne am unteren als Fuß 

bezeichneten Ende des Moleküls verbunden ist187. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9: Dynamin. A: Organisation der GTPase Dynamin mit Kennzeichnung einzelner funktioneller 

Domänen (oberhalb der Grafik) und struktureller Einheiten (innerhalb der Grafik) sowie Angabe 

fortlaufend durchnummerierter Aminosäurereste an ihren Grenzen (unterhalb der Grafik). B: 

Vereinfachte räumliche 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 erhöhter GTPase-Aktivität einhergehenden TRANS-

Tetramerisierung200,201 vierer G-Domänen (abgewandelt nach Antonny et al., 201627). 
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Insgesamt drei verschiedene Gene kodieren für unterschiedliche Isoformen, von denen 

Dynamin-1202 und Dynamin-3203 hauptsächlich neuronal exprimiert werden, wohingegen 

Dynamin-2 ubiquitär vorkommt204. Verschiedene Splice-Varianten erhöhen zusätzlich die 

Anzahl unterschiedlicher Isoformen. In Lösung oligomerisiert Dynamin zu Homodimeren205,206 

sowie vorrangig zu Homotetrameren207-209 (Abb. 9B). Die Bindung von Phospholipiden 

ermöglicht eine weitere Selbstassemblierung unter Ausbildung des spiralförmigen Polymers 

und geht zugleich mit einer gesteigerten GTPase-Aktivität einher209-212 (Abb. 9C). 

In Abwesenheit von Nukleotiden polymerisiert Dynamin zu einer membranumhüllenden 

rechtsläufigen Helix mit einem Außendurchmesser von gut 50nm und einem 

Innendurchmesser von rund 20nm184. Die Interaktion mit Nukleotiden resultiert in einer 

Konstriktion der Dynamin-Helix, gekennzeichnet durch eine Verringerung des interhelikalen 

Abstands, eine Abnahme an Dynamin-Molekülen pro Helix-Windung sowie einen verminderten 

Außen- (~40nm) und Innendurchmesser (~7nm)213-215. Darüber hinaus kann das Dynamin-

Polymer unter Ausbildung einer doppelläufigen Helix einen als Superkonstriktion bezeichneten 

Zustand annehmen, der einen Innendurchmesser von weniger als 4nm aufweist216. Ob die im 

Zuge der GTP-Hydrolyse freiwerdende Energie hierbei unmittelbar für eine zunehmende 

Konstriktion des Dynamin-Polymers genutzt wird200,201 oder viel mehr für eine koordinierte 

Disassemblierung217,218 des bereits infolge der Nukleotid-Bindung hinreichend verengten 

Dynamin-Polymers219,220 benötigt wird, ist Gegenstand aktueller Forschung. 

Darüber hinaus scheint Dynamin, neben seiner katalytischen Funktion im Rahmen der Vesikel-

Abschnürung, zusätzlich an der Unterhaltung eines regulatorischen Checkpoints beteiligt zu 

sein, der den Abbau fehlerbehafteter CCPs zu einem vergleichsweise frühen Zeitpunkt der 

Vesikelbildung vermittelt221-226. 

 

2.4.2. Hsc70 und Auxilin 

Die unmittelbar nach CCV-Freisetzung in den zytoplasmatischen Raum erfolgende 

koordinierte Disassemblierung der Vesikelhülle227,228 wird von den beiden Proteinen 

Hsc70229,230 (engl. heat shock cognate protein 70) und Auxilin231,232 vermittelt. Hsc70 ist ein 

Chaperon mit einer molekularen Masse von rund 70kDa, das über eine große (44kDa) N-

terminal lokalisierte Nukleotid-bindende Domäne (NBD) mit ATPase-Aktivität233,234, eine 

mittelgroße (18kDa) Substrat-bindende Domäne (SBD)235,236 sowie eine kleine C-terminale 

Domäne (10kDa) verfügt, die eine Konformationsänderung in Abhängigkeit von der Nukleotid-

Bindung vollziehen kann237. Auxilin wiederum, das seinen Namen einer in vitro beobachteten 

erleichterten Clathrin-Polymerisation verdankt (lat. auxilium, dt. Unterstützung)238, besitzt eine 

N-terminal lokalisierte Domäne239 mit struktureller Ähnlichkeit zur Phosphatase PTEN (engl. 

phosphatase and tensin homolog)240,241, die eine spezifische Bindung an Phospholipide des 

neugebildeten Vesikels vermittelt228. Eine weitestgehend unstrukturierte zentral gelegene 
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Domäne ermöglicht zudem eine Bindung an Clathrin, während die sogenannte J-Domäne am 

C-terminalen Ende des Moleküls Hsc70 bindet242,243 und eine Steigerung der ATPase-Aktivität 

bedingt244,245. 

Im Rahmen der CME vermittelt Auxilin, bzw. in nicht-neuronalen Geweben das z.T. als Auxilin-

2 bezeichnete ubiquitär exprimierte Protein GAK (engl. cyclin G-associated kinase)246, eine 

spezifische Rekrutierung von Hsc70 an das frisch gebildete CCV247,248 . Hierzu bindet Auxilin 

innerhalb des Clathrin-Gitters an die C-Termini einzelner CHCs im Bereich des von ihnen 

gebildeten Tripods, unterhalb der Eckpunkte des Gitters249,250. Die Bindung von Auxilin 

resultiert in einer Distorsion miteinander interagierender CHC-Segmente und bedingt eine 

Änderung der Achsenverhältnisse innerhalb des Clathrin-Gitters. Gleichzeitig befördert Auxilin 

mithilfe seiner J-Domäne ATP-gebundes Hsc70 in den Bereich unterhalb der 

Gittereckpunkte50. Hier interagiert die SBD von Hsc70 mit einer Peptidsequenz der Form 

QLMLT251 innerhalb des unstrukturierten C-terminalen Bereichs einer CHC (Abb. 2C) und 

bindet infolge der ATP-getriebenen Konformationsänderung fest an diese. Die Bindung 

resultiert zunächst in einer weiteren Distorsion einzelner CHC-Segmente und führt schließlich 

zur Disassemblierung des gesamten Clathrin-Gitters. Diese erzielt Hsc70 entweder durch eine 

sterische Hinderung, infolge derer spontan auftretende thermische Fluktuationen zu einer 

lösenden Kraft akkumulieren252,253, oder - wie in einem alternativen Modell postuliert - durch 

die aktive Kollision mit Bestandteilen der Vesikelhülle254,255. Nach Disassemblierung des 

Clathrin-Gitters löst sich Hsc70 von seinem Co-Faktor Auxilin, bleibt im ADP-gebundenen 

Zustand jedoch zunächst an Clathrin gebunden und verhindert auf diese Weise eine 

unmittelbare Reassemblierung freigesetzter Clathrin-Triskelen256. Erst die durch Nukleotid-

Austauschfaktoren begünstigte Lösung von ADP257 ermöglicht die koordinierte Freisetzung der 

gebundenen Clathrin-Triskele und erlaubt sowohl Clathrin als auch Hsc70, ebenso wie AP-2 

und den übrigen Bestandteilen der Vesikelhülle, die Beteiligung an einem neuen 

Interaktionszyklus258,259. 
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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 Schlüsselposition 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 HeLa-Zellen. Ferner sollte - in Anbetracht einer kontrovers geführten 

Diskussion hinsichtlich der Relevanz alternativer Endozytosewege - der Einfluss einer durch 

den KD von AP-2 inhibierten 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. Abschließend sollten Proteine mit humanpathogener 

Relevanz identifiziert werden, die an der Plasmamembran AP-2-depletierter Zellen stark 

akkumulieren und somit potenzielle zukünftige Ziele für eine zielgerichtete molekulare 

Therapie darstellen. 
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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

GPI-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.

K EY W O R D S

ADAM10, Alzheimer, BACE1, blood-brain-barrier, endosome, lysosome, receptor

internalization, surface proteomics, surfaceome, transcytosis

1 | IN TRODUCTION

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

signaling,1 antigen presentation2 and cell migration.3,4 More than half

a dozen different endocytic pathways have been described, however,

their individual contribution to the overall endocytic flux of molecules

is unclear.5,6

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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