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1. Publikation: Tubulin Tyrosine Ligase Like 4 (TTLL4) overexpression in 

breast cancer calls is associated with brain metastasis and alters exo-

some biogenesis 
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2. Publikationsanhang  

 

Supplementary Figure S1  

 

A 

B 

C D 
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Clinical relevance of TTLL4 levels for breast cancer patients. Kaplan-Meier analy-

sis show TTLL4 mRNA levels of all four quartiles for overall survival and shorter 

recurrence-free survival. A high correlation is shown by p-values after log-rank 

tests comparing two groups (TTLL4 levels < 75% vs. TTLL4 levels > 75%). (C-E). 

Significant associations of high TTLL4 levels with negative estrogen (ER) levels 

(C), negative progesterone (PR) levels (D), and lung metastasis formation (E) are 

shown. P-values after χ2-Test are given.  

 

 

Supplementary Figure S2  

 
 

TTLL4 mRNA expression of different breast cancer cells lines. mRNA expression 

of TTLL4 was analyzed by real-time PCR and normalized to the value of MDA-

MB231 cells. MDA-MB231-BR = cells that preferentially metastasize to the brain. 

MDA-MB231-SA = cells that preferentially metastasize to the bone.  

 

  

E 
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Supplementary Figure S3  

 

 
 

Effect of TTLL4 on actin dynamics. (A) F-actin concentration of phalloidin-stained 

cells. (B, D). Cellular protrusions were stained by AF-488 coupled phalloidin (B) or 

by an AF-488 coupled antibody against VASP (C). Mean values ± SD of three dif-

ferent experiments are shown. 

 

  

A 
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Supplementary Figure S4  

 
 

Overexpression of TTLL4 in MDA-MB468 cells. (A) TTLL4 mRNA levels of MDA-

MB231 and MDA-MB468 control cells, normalized to TTLL4 mRNA from MDA-

MB231 cells. (B) TTLL4 mRNA levels of MDA-MB468 control cells and cells 

treated with a lentiviral vector coding for TTLL4, normalized to TTLL4 mRNA from 

control MDA-MB468 cells. (C) Protein lysates from control and TTLL4 overex-

pressing MDA468 cells were analyzed for polyglutamylation by western blotting 

using the GT335 antibody. Detection of β-tubulin and Hsc70 served as loading 

control. 
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Supplementary Figure S5 

 
Concentration and volcano plot of proteins regulated in EV derived from TTLL4 

overexpressing cells. (A) Protein concentration of EV was determined by the Brad-

ford assay and particles/ml by NTA. From the resulting values, μg/1*10 10 parti-

cles were calculated. Shown are mean values ± SD of four different determina-

tions. (B) EV proteins from control or TTLL4 overexpressing cells were analyzed 

by mass spectrometry and the log ratios of TTLL4 vs. control proteins were calcu-

lated. 

 

 

Additional File: mass spectrometry of exosomes  

 

Exosome samples were lysed in 100 mM ammonium bicarbonate (Thermo Fisher) 

and 1% w/v sodium deoxycholate (SDC, Sigma Aldrich) buffer boiled at 95 °C for 5 

min and sonicated with a probe sonicator to destroy DNA/RNA. 10 μg of protein was 

used and reduced in presence of 10 mM dithiothreitol (DTT, Sigma Aldrich) at 60 °C 

for 30 min and alkylated with 20 mM iodoacetamide (IAA, Sigma Aldrich) for 30 min 

in the dark at 37 °C. Trypsin (sequencing grade, Promega) was added at a 1:100 

ratio (enzyme to protein) and digestion was performed overnight at 37 °C. To stop 

the reaction and precipitate the SDC, formic acid (FA, Fluka) was added to 1% final 

concentration. The samples were centrifuged for 5 min at 16.000 g, the supernatant 

was transferred into a new tube and was dried in a vacuum centrifuge. For LC-

MS/MS analyses, samples were resuspended in 0.1% FA at a concentration of 1 

μg/μl. 

LC-MS/MS measurements were done on a Quadrupole Orbitrap hybrid mass spec-

trometer (Q Exactive, Thermo Fisher) coupled to a UPLC system (nanoAcquity, Wa-

ters). For analysis, 1 μg of peptides were loaded by autosampler injection onto a 

C18 reversed-phase (RP) trap column (Symmetry C18 trap column, 100 Å pore size, 

5 μm particle diameters, 180 μm x 20 mm) and separated on a 25 cm C18 RP 

(Peptide BEH C18 column, 130 Å pore size, 1.7 μm particle diameters, 75 μm x 250 

mm). Trapping was done for 5 min at a flow rate of 15 μl/min with 99% solvent A 

(0.1% FA) and 1% solvent B (0.1% FA in ACN). Separation and elution of peptides 

B A 
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were achieved by a linear gradient from 1 to 30% solvent B in 60 min. The eluting 

peptides were transferred in an Orbitrap Q Exactive mass spectrometer. MS1 scans 

were performed in positive mode over a scan range of 400-1300 m/z. The Orbitrap 

resolution was set to 70.000 with an AGC target of 1x106 and a maximum injection 

time of 240 ms. Peptides with charge states between 2+ - 5+ above an intensity 

threshold of 100.000 were isolated with a 2 m/z isolation window in Top12 mode 

and fragmented with a normalized collision energy of 28%. The fragments were 

measured with an Orbitrap resolution of 17.500, AGC target of 1x105 and 50 ms 

maximum injection time. Already fragmented peptides were excluded for 20 sec-

onds. The collected raw files were searched against the reviewed human protein 

sequence database (Uniprot, EMBL, release April 2018 with 20260 entries) and the 

reviewed bovine protein sequence database (Uniprot, EMBL, release June 2020, 

6012 entries). They were processed with the Andromeda Algorithm included in the 

MaxQuant Software (Max Plank Institute for Biochemistry, Version 1.6.2.10). All 

samples were handled as individual experiments and the label-free quantification 

option with a match between runs was used. Trypsin was selected as enzyme used 

to generate peptides, allowing a maximum of two missed cleavages. A minimal pep-

tide length of 6 amino acids and maximal peptide mass of 6000 Da was defined. 

Oxidation of methionine, acetylation of protein N-termini and the conversion of glu-

tamine to pyro-glutamic acid were set as variable modification. The carbamidometh-

ylation of cysteines was selected as fixed modification. The error tolerance for the 

first precursor search was 20 ppm, for the following main search 4.5 ppm. Fragment 

spectra were matched with 20 ppm error tolerance. The false discovery rate for pep-

tide spectrum matches and proteins were set to 1%. For quantification, all identified 

razor and unique peptides were considered. The ProteinGroups.txt result file from 

MaxQuant was filtered for proteins derived from human origin or proteins showing 

more or equal numbers of unique peptides from human and bovine origin. Proteins 

only derived from bovine origin or with a higher number of unique peptides from 

bovine origin were removed. The reduced ProteinGroup.txt file was loaded into Per-

seus software (Max Plank Institute for Biochemistry, Version 1.5.8.5). To perform 

data normalization and statistical testing, Student’s T-Test was used. Proteins pre-

sent in at least three of four biological replicates in at least one condition were con-

sidered for the quantitative analysis. Considered proteins were uploaded together 

with p-value and fold change information (proteins exclusively found in one condition 

were included with either positive or negative infinite values) into ingenuity pathway 

analysis software (QIAGEN) and a core analysis was performed. 
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3. Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb. Abbildung 

ALIX apoptosis-linked gene 2 interacting protein X 

ANP32 acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 

Bax bcl-2-associated X protein 

BBB blood-brain-barrier, Blut-Hirn-Schranke 

BDNF brain-derived neurotrophic factor 

CDKN1A/p21CIP1 cyclin dependent kinase inhibitor 1A 

CMFDA 5-Chloromethylfluoresceindiacetat 

cMTBD cationic microtubule-binding domain, kationische Mikro-

tubuli-Bindedomäne 

CTT C-terminal tail, C-terminale Kette 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DNA desoxyribonuclein acid 

EB1 microtubule-associated protein RP/ EB family member 1 

ER estrogen receptor, Östrogenrezeptor 

EV extracellular vesicles, extrazelluläre Vesikel 

EZM Extrazellulärmatrix 

F-Aktin filamentöses Aktin 

FLOT1 flotillin-1 

GFP green flourescent protein 

Glu / E Glutaminsäure 

HeLa Henrietta Lacks 

HER2 human epidermal growth factor receptor 2, humaner Ep-

idermaler Wachstumsrezeptor 2 

HNRNPK heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 

Hsc70 heat shock cognate 71 kDa protein 

ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1 

ILF2/NF45 interleukin enhancer-binding factor 2 

ILV intraluminal vesicle, intraluminale Vesikel 

IPA Integrated Pathway Analysis 

KLF4 Kruppel-like factor 4 

lncRNA long non-coding ribonuclein acid 

MAP microtubule-associated protein 

MAP2 microtubule-associated protein 2 

miRNA micro ribonuclein acid 

mRFP monomeric red fluorescent protein 

mRNA messenger ribonuclein acid 

MT Mikrotubuli 

rnaMVB multivesicular body, multivesikuläre Körper 

NAP1 nucleosome assembly protein, Gensymbol NAP1L1 

NAP2 nucleosome assembly protein 2, Gensymbol NAP1L4 

NCL nucleolin 

ncRNA non-coding ribonuclein acid 
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NEK5 never in mitosis gene A (NIMA)-related kinase 5 

RNAseq RNA-Sequenzierung 

NPM/B23 nucleophosmin 

NTA Nanoparticle Trafficking Analysis 

PELP1 proline, glutamate, and leucine–rich protein 1 

PR progesteron receptor, Progesteronrezeptor 

PTM posttranslationale Modifikation 

qRT-PCR quantitative reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten-

reaktion 

Rab Ras-related protein 

RAD54 DNA repair and recombination protein RAD54 

RANGAP Ran-specific GTPase-activating protein 

SET/PHAPII protein SET 

shRNA small hairpin ribonuclein acid 

siRNA short interfering ribonuclein acid 

TAU/MAPT microtubule-associated protein tau 

TEM Transmissionselektronen-Mikroskopie 

TNBC triple-negative breast cancer 

TP53/p53 cellular tumor antigen p53 

TTLL Tubulin Tyrosine Ligase Like 

Tuba4aΔpolyGlu α-Tubulin mit Substitution C-terminaler Glutamylierungs-

stellen 

TubΔCter Tubulin mit Deletion der C-terminalen Kette 

UCCH Universitäres Cancer Center Hamburg 

UKE Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf 

UMIF UKE Microscopy Imaging Facility 

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1 

z.B. zum Beispiel 

ZO-1 zonula occludens-1 
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4. Darstellung der Publikation  

 

4.1 Einleitung 

 

Gehirnmetastasen treten bei 10 bis 30 % aller Patient:innen mit Mammakarzinom 

auf (Brosnan and Anders 2018). Gehäuft kommt dies bei den Subgruppen des hu-

man epidermal growth factor receptor 2 (HER2)-positiven und Hormonrezeptor-ne-

gativen Mammakarzinoms (triple-negative breast cancer (TNBC)) vor. Gehirnmeta-

stasen sind therapeutisch herausfordernd und die Patient:innen überleben selten 

zwei Jahre (Darlix et al. 2019; Martin et al. 2017; Kim, Kim, und Kim 2018). 

 

Die Gehirnmetastasierung des Mammakarzinoms erfordert wie jede Metastasierung 

einen komplexen, mehrschrittigen Prozess. Dieser beginnt mit (1) der Ablösung der 

Tumorzellen vom Primarius und (2) der Migration durch das Extrazellulärgewebe 

zur (3) Intravasation in das Lymph- oder Blutgefäßsystem. Sofern (4) die zirkulie-

renden Tumorzellen intravasal überleben, folgt (5) die Primarius-ferne Extravasa-

tion und darauf (6) die Invasion in das Extrazellulärgewebe. Dort kommt es zum (7) 

Wachstum einer metastatischen Absiedelung mit Adaptation und Einflussnahme auf 

das neue Tumor-microenvironment (Majidpoor and Mortezaee 2021). 

Bei der Gehirnmetastasierung wirkt die Blut-Hirn-Schranke (blood-brain-barrier, 

BBB) der Extravasation und Invasion entgegen. Deren Gefäßintegrität sowie Per-

meabilität wird durch Adhäsionsverbindungen (engl.: adherens junctions) und die 

Schlussleiste (engl. tight junctions) zwischen den Endothelzellen aufrechterhalten. 

Die Permeabilität der BBB ist streng reguliert, um das Gehirn als immunprivilegier-

tes Organ für dessen optimale Funktionsfähigkeit zu schützen. Die induzierte De-

struktion oder Dislokalisation von essenziellen Komponenten der Gefäßbarriere (va-

scular endothelial cadherin, zonula occludens-1 (ZO-1), occludin oder claudin-5) 

steigert die Permeabilität (Cen et al. 2019; Tominaga et al. 2015; Zhou et al. 2014; 

Chen et al. 2021). Dies erleichtert die transendotheliale Migration der zirkulierenden 

Tumorzellen während der Extravasation. Die gezielte Manipulation der zu überwin-

denden Barriere schafft somit eine  prä-metastatische Nische und fördert die Meta-

stasierung (Schema 1A). Ebenso wird für die prä-metastatischen Nische das Prima-

rius-ferne Tumor-microenvironment beeinflusst (Langley and Fidler 2011; Majidpoor 

and Mortezaee 2021). 

 

Für die Adhäsion und Transmigration der Tumorzellen durch die BBB ist die präzise 

Regulation des Zytoskeletts entscheidend (Schoumacher et al. 2010). Die Zytoske-

lett-modifizieren Proteine sind daher als potenzielle Zielstruktur zur Verhinderung 

und Therapie der Gehirnmetastasierung von Interesse. Das Zytoskelett besteht 

hauptsächlich aus drei Filament-Typen, welche miteinander interagieren: (1) Aktin-

filamente, (2) Mikrotubuli (MT) und (3) Intermediärfilamente. Filamentöses Aktin (F-

Aktin) ist an der Zellstabilität, -kontraktion, intrazellulären Transport sowie an der 

Bildung von zellulären Fortsätzen beteiligt. Diese sind notwendig für (1) die Adhä-

sion, (2) Chemotaxis über Filopodien, (3) Migration über Lamellipodien und (4) In-

vasion über Invadopodien von metastasierenden Tumorzellen. Die Aktin-reichen 
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Strukturen interagieren mit MT und werden dynamisch auf- und abgebaut 

(Yamaguchi and Condeelis 2007).  

Einen bedeutenden Anteil des Zytoskeletts stellt jedoch das hochdynamische MT-

Netzwerk dar. Es besteht aus röhrenförmigen Polymeren, die von Proteindimeren 

je eines α- und β-Tubulins geformt werden. Sie agieren als Mitosespindeln und sind 

an der Motilität von Zellfortsätzen sowie an einem großen Anteil des intrazellulären 

Transports beteiligt. Durch die differenzierte Expression verschiedener Tubulin-Iso-

formen und vielfältigen posttranslationalen Modifikationen (PTMs) können die MT-

Funktionen zeitlich, situativ und lokalisiert koordiniert werden. PTMs werden durch 

unterschiedliche Enzyme ermöglicht, welche Acetylierung, Aminierung, Phosphory-

lierung, Tyrosinierung, (Poly-) Glycylierung und (Poly-) Glutamylierung an Tubulin-

dimeren oder Tubulinpolymeren hinzufügen oder entfernen können. Da unter-

schiedliche PTMs in räumlicher Nähe zeitgleich auftreten, ist eine Interaktion zu ver-

muten. Daraus resultiert eine enorme, präzise adjustierbare Modifikationsvielfalt der 

Interaktionsfläche von MT mit Enzymen, Binde- und Transportproteinen. Das dyna-

mische MT-Netzwerk mit seinen PTMs wird als sogenannter „tubulin code“ stetig 

weiter entziffert (Gadadhar et al. 2017; I. Yu, Garnham, und Roll-Mecak 2015). 

Schema 1.  

A Gehirnmetastasierung des 

Mammakarzinoms und prämetas-

tatische Nische der BBB. B PTMs 

von Tubulin und gradueller Effekt 

der MT-Polyglutamylierung (modi-

fiziert von Janke & Magiera 2020). 

C Biogenese von Exosomen. 
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Der Fokus dieser Arbeit liegt bei der Tubulin Tyrosine Ligase Like (TTLL) 4, welche 

wie TTLL5 und TTLL7 eine Monoglutamylasen bzw. Initiasen ist. Sie leiten an Er-

kennungssequenzen in der C-terminalen Kette (C-terminal tail, CTT) von polymeri-

sierten Tubulin die PTM ein. Dazu werden einzelne Glutamylreste der Glutamin-

säure (Glu / E) angehängt. Die Initiasen bilden kurze Glu-Ketten am CTT, welche 

mit weiteren Glutamylresten durch Elongasen (TTLL1, TTLL6, TTLL11 und TTLL13) 

graduell verlängert werden können (Eddé et al. 1990; Alexander et al. 1991; Rüdiger 

et al. 1992; Redeker et al. 1992). TTLL4 glutamyliert als Initiase bevorzugt β-Tubu-

line (Schema 1B) und einzelne Nicht-Tubulin-Proteine wie nucleosome assembly 

protein 1 (NAP1) (Van Dijk et al. 2008; Mahalingan et al. 2020). Die Polyglutamylie-

rung verändert graduell und lokal die negative Ladung der CTT an der MT-Außen-

seite. Dadurch wird die Interaktion mit MT-assoziierten Proteinen (microtubule-

associated proteins, MAPs) und Motorproteinen koordiniert (Schema 1B; Larcher et 

al. 1996; Ludueña 1997; Janke und Magiera 2020; Roll-Mecak 2020). 

Motorproteine transportieren intrazellulär verschiedene Vesikel, wie Endosome. En-

dosome können durch Invagination der Endosomenwand intraluminale Vesikel (in-

traluminal vesicle, ILV) bilden und zu multivesikulären Körpern (multivesicular body, 

MVB) reifen. Anschließend können diese MVBs entlang der MT, mit Lysosomen 

fusionieren oder in Richtung Zellmembran transportiert werden. Durch Fusion mit 

der Zellmembran können die ILVs als Exosomen außerhalb der Zelle sezerniert 

werden (Schema 1C; Palmulli und Van Niel 2018). Aufgrund spezifischer Bela-

dungs- und Sortierungsmechanismen der reifenden MVB, transportieren Exosome 

verschiedene Proteine, micro ribonuclein acid (miRNA) und desoxyribonuclein acid 

(DNA). Sie erreichen einen Durchmesser von 50 nm bis 150 nm und können von 

benachbarten sowie fernen Zellen aufgenommen werden (Hessvik and Llorente 

2018). Das Exosomen-Cargo beeinflusst die Funktion der aufnehmenden Zellen 

und kann somit eine prä-metastatischen Nische schaffen. Exosome sind eine Sub-

gruppe der extrazellulären Vesikel (EV), welche aus Zellkultur-Medium sowie Kör-

perflüssigkeiten isoliert und charakterisiert werden können. Die pathologische EV-

Biogenese sowie deren Effekt auf EV-aufnehmende Zellen sind komplex und aktu-

eller Gegenstand der Forschung (Bebelman et al. 2018; Tominaga et al. 2015).  

Um den Zusammenhang zwischen TTLL4-Überexpression und der gesteigerten 

Gehirnmetastasierung zu entschlüsseln, wird hiermit die „transport-shapes-signa-

ture“-Hypothese aufgestellt. Es ist zu vermuten, dass eine TTLL4-vermittelte Trans-

portmodulation die Exosomen-Biogenese zugunsten einer pro-metastatischen EV-

Signatur beeinflusst und diese EV eine prä-metastatische Nische schaffen.  

 

Diese Arbeit basiert auf der von Prof. Oliveira-Ferrer durchgeführten Expressions-

analyse von primären Mammakarzinom-Patient:innen und deren Klink. Als einzig 

dysreguliertes Gen mit Assoziation zum Zytoskelett wurde TTLL4 ermittelt. Da er-

höhte TTLL4-Expression mit der Entstehung von Gehirnmetastasen bei 

Mammakarzinom-Patient:innen korreliert, wurde dessen direkter Einfluss auf zellu-

lärer Ebene untersucht. Der indirekte Einfluss einer TTLL4-Überexpression wurde 

im Sinne der „transport-shapes-signature“-Hypothese hinsichtlich der EV-Signatur 

und des Effekts der EV auf das BBB-Modell geprüft.   
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4.2 Ergebnisse 

 

4.2.1 TTLL4-mRNA Level korrelieren mit kürzerem krankheitsfreiem Überle-

ben und Gehirnmetastasen bei Mammakarzinom 

 

Für das maligne Krankheitsfortschreiten des Mammakarzinoms wurde die Rolle des 

Zytoskeletts untersucht. Die Patient:innen-Charakteristika sind im Methodenteil der 

Publikation und in Oliveira-Ferrer et al. 2015 beschrieben. Mittels microarrays von 

primären Mammakarzinomen (n = 197) wurden dysregulierte Gene anhand signifi-

kant veränderten messenger RNA (mRNA) Leveln identifiziert.  

 

In Bezug auf das Zytoskelett korrelierten einzig die mRNA-Level des Proteins TTLL4 

signifikant mit dem Auftreten von Gehirnmetastasen. Die mRNA-Level von TTLL4 

lagen signifikant erhöht bei 8,9 bis 1645,5 [relative Signalintensität] (Mittel:119,4 und 

Median:199,1; probeset 203702_s_at). Die Patient:innen wurden anhand der TTLL4 

mRNA-Level in vier gleich große Gruppen aufgeteilt. Gemäß der Kaplan-Meier-Ana-

lyse in Abbildung (Abb.) S1B und Abb. S1A zeichnete das rezidivfreie Überleben 

sowie das Gesamtüberleben der drei Gruppen mit TTLL4 mRNA-Leveln bis < 75 % 

im Vergleich zur verbleibenden Gruppe gleichartig ab. Für die nachfolgenden Ana-

lysen wurden die drei Gruppen mit TTLL4 mRNA-Leveln bis < 75 % daher zusam-

mengefasst und mit der verbleibenden Gruppe „TTLL4 > 75 %“ verglichen.  

Die Gruppe „TTLL4 > 75 %“ wies ein signifikant kürzeres rezidivfreies Überleben 

(Abb. 1E, p = 0,039) und mit annähernder Signifikanz ein verkürztes Gesamtüber-

leben (Abb. S1A und 1F, p = 0,05) auf. Hinsichtlich des Tumorschweregrads konnte 

bei dieser Gruppe eine signifikante Assoziation zu positivem Lymphknotenstatus 

(Abb. 1A, p = 0,011) sowie stärkerer Entdifferenzierung (Abb. 1B, p = 0,018) erfasst 

werden. TTLL4 mRNA-Level > 75 % korrelierten mit fehlenden Östrogen- (estrogen 

receptor, ER) und Progesteronrezeptoren (progesteron receptor, PR) im Tumorge-

webe (ER: Abb. S1C, p < 0,001; PR: Abb. S1D, p = 0,001). Infolgedessen waren 

bei den aggressiven Mammakarzinom-Subtypen HER2+ und TBNC signifikant hö-

here TTLL4 mRNA-Level nachweisbar als bei dem ER- und PR-positiven, luminalen 

Subtyp (Abb. 1C, p < 0,001).  

Bezüglich des malignen Krankheitsfortschreitens kam es Subgruppen-übergreifend 

zu Tumorrezidiven. Die Betroffenen, deren Primärtumor höhere TTLL4 mRNA-Level 

aufwiesen, entwickelten im Vergleich zur Gruppe „TTLL4 < 75 %“ signifikant häufi-

ger pulmonale Metastasen (Abb. S1E, p = 0,02) und stark signifikant Gehirnmeta-

stasen (Abb. 1D, p = 0,004).  

Folglich sind erhöhte TTLL4 mRNA-Level im Mammakarzinom signifikant mit einem 

hohen Schweregrad und Gehirnmetastasen assoziiert. Dies macht TTLL4 zu einem 

interessanten Zielprotein der Tumortherapie. Dazu ist der direkte und indirekte pro-

metastatische Einfluss von hohen TTLL4 mRNA-Leveln für die Malignität des 

Mammakarzinoms zu charakterisieren.  
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4.2.2 TTLL4-Überexpression steigert die Mikrotubuli-Polyglutamylierung in 

Mammakarzinomzellen 

 

Um den Einfluss einer TTLL4-Überexpression in Mammakarzinomzellen zu unter-

suchen, wurde TTLL4 in der TNBC-Zelllinie MDA-MB231 mit endogen niedriger 

TTLL4-Expression durch ein lentivirales Verfahren stabil überexprimiert (Abb. S2). 

Die resultierende TTLL4plus-Zelllinie wies in der quantitativen reverse Transkriptase-

Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) ein 16-fach erhöhtes Level an TTLL4-

mRNA auf (Abb. 2A).  

Um die TTLL4-Aktivität im TTLL4plus-Modell und den Kontrollzellen zu quantifizieren, 

wurde eine Immunopräzipitation mit dem IgG-gekoppelten Antikörper GT335 gegen 

(poly-)glutamylierte Proteine durchgeführt. Anschließend wurden die isolierten poly-

glutamylierten Proteine auf den Anteil von β-Tubulin sowie NAP1 untersucht (Abb. 

2B). NAP1 ist ein Nicht-Tubulin-Substrat von TTLL4 (Van Dijk et al. 2008) und be-

teiligt an der Histonanordnung sowie an der Zellzyklusregulation (Kellogg et al. 

1995). Normalisiert auf die IgG-Signalstärke zeigte die 55 kDa-Bande, welche der 

Masse von β-Tubulin entspricht, eine 2,5-fache Steigerung der Polyglutamylierung. 

Für NAP1 ist über die zugehörige 52 kDa-Bande eine 1,5-fache Erhöhung an Poly-

glutamylierung im TTLL4plus-Modell zu erkennen. Somit führt eine gesteigerte 

TTLL4-Expression in MDA-MB231 Zellen primär zu intensivierter Polyglutamylie-

rung von MT. Zur Bestätigung wurden die beiden Zelllinien fixiert und mit Antikör-

pern gegen Polyglutamylierung (GT335, grün), β-Tubulin (rot) und DNA (4′,6-Diami-

din-2-phenylindol (DAPI), blau) markiert (Abb. 2C). Die Fluoreszenzintensität wurde 

mittels Konfokal-Mikroskop visualisiert und mit ImageJ quantifiziert. Der polygluta-

mylierte Anteil an β-Tubulin erwies sich als signifikant höher in TTLL4plus-Zellen im 

Vergleich zu Kontrollzellen (Abb. 2C). 

Die ab Kapitel 4.2.5 beschriebenen Experimente wurden um eine zweite TNBC-

Zelllinie mit gleichartiger TTLL4-Überexpression erweitert. Die verwendete Zelllinie 

MDA-MB468 hat eine geringgradig höhere endogene TTLL4-Expression im Ver-

gleich zu MDA-MB231 (Abb. S4A). Es konnte mittels qRT-PCR (Abb. S4B) die ge-

steigerten TTLL4 mRNA Level und mittels Western Blot (Abb. S4C) die gesteigerte 

Polyglutamylierung dieser TTLL4plus-Linie validiert werden.  

 

Da das MT- und F-Aktin-Netzwerk des Zytoskeletts miteinander interagieren 

(Schoumacher et al. 2010), wurde der Einfluss von gesteigerter β-Tubulin-Polyglu-

tamylierung auf die Aktindynamik untersucht. Dazu wurde die F-Aktin-Konzentration 

von Phalloidin-markierten Zellen (Abb. S3A) und die F-Aktin-abhängigen Zellaus-

läufer (Filopodien, Lamellipodien, Invadopodien) quantifiziert (Abb. S3B, C). Zwi-

schen den Kontroll- und TTLL4plus-Zellen ließen sich keine Unterschiede feststellen. 

Folglich beeinflusst die TTLL4-Überexpression die Interaktion zwischen MT- und F-

Aktin-Netzwerk nicht. 
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Zusammenfassend führt die TTLL4-Überexpression zu einer signifikanten Polyglu-

tamylierung von β-Tubulin und beeinflusst das F-Aktin-Netzwerk nicht. Dadurch las-

sen sich die metastasierungsfördernden Mechanismen ebenso wie potenziell the-

rapeutische Angriffspunkte auf das MT-Netzwerk eingrenzen.  

 

4.2.3 TTLL4-Überexpression hat keinen signifikanten Einfluss auf das Überle-

ben und die Migration von Mammakarzinomzellen 

 

Die selektive Überexpression eines Proteins sowie ein dysfunktionales MT-Netz-

werk können Tumorzellen in ihrer Überlebensfähigkeit beeinträchtigen. Gleicherma-

ßen kann eine Zytoskelettdysregulation durch eine entsprechende Überexpression 

die Migrationsfähigkeit der Tumorzellen beeinflussen. Mittels eines Zell-Überle-

benstests (cell viability assay) wurde nachgewiesen, dass TTLL4-Überexpression 

keinen signifikanten Effekt auf die Überlebensfähigkeit von Mammakarzinomzellen 

hat (Abb. 4A).  

Die planare Migration stellte sich im scratch assay im TTLL4plus-Modell tendenziell 

reduziert dar (Abb. 4B). Im transwell assay zeigte sich bei TTLL4-Überexpression 

ein Trend zur gesteigerten Transmigration (Abb. 4C). Diese Ergebnisse veran-

schaulichen, dass TTLL4-Überexpression weder das Tumorzellüberleben, die Mig-

rations- noch die Transmigrationsfähigkeit signifikant beeinflusst. Das in 4.2.1 dar-

gestellte maligne Krankheitsfortschreiten wird daher potenziell indirekt vermittelt. 

 

4.2.4 TTLL4-Überexpression beschleunigt sekretorische Vesikel und Multi-

vesikuläre Körper 

 

Die MT-Polyglutamylierung modifiziert die Interaktionsfläche zu Motorproteinen und 

reguliert dadurch den intrazellulären Vesikeltransport (Larcher et al. 1996; Ikegami 

et al. 2007; Sirajuddin, Rice, und Vale 2014). Im Rahmen der „transport-shapes-

signature“-Hypothese wurde daher der Transport von sekretorischen Vesikeln, frü-

hen Endosomen und MVBs analysiert. 

 

TTLL4plus- und Kontrollzellen wurden dazu separat mit folgenden Konstrukten trans-

fiziert: green flourescent protein gekoppelt an brain-derived neurotrophic factor 

(GFP-BDNF) als Marker für sekretorische Vesikel, monomeric red fluorescent pro-

tein (mRFP) gekoppelt an Ras-related protein 5 (mRFP-Rab5) für frühe Endosomen 

sowie mRFP gekoppelt an Ras-related protein 7 (mRFP-Rab7) für MVBs. Der Vesi-

keltransport konnte dadurch in der Lebendzellmikroskopie (live-cell imaging) visua-

lisiert werden. Mittels des Plug-In TrackMate in ImageJ (Tinevez et al. 2017) wurden 

die erhobenen Bilddaten anschließend ausgewertet. In TTLL4plus-Zellen konnte im 

Vergleich zu den Kontrollzellen eine Geschwindigkeitszunahme von 38 % bei den 

sekretorischen Vesikeln und von 23 % bei den MVBs nachgewiesen werden (Abb. 

3A, 3C). Die Geschwindigkeit von frühen Endosomen veränderte sich durch TTLL4-

Überexpression nicht signifikant (Abb. 3B). Die TTLL4-vermittelte MT-Modifikation 

beschleunigt demnach spezifisch den Transport von reifen Vesikel-Subgruppen.  
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Anschließend wurde der lokale Zusammenhang zwischen polyglutamylierten MT 

und MVBs geprüft. Dazu wurden die Zelllinien mit mRFP-Rab7 zur Detektion der 

MVBs transfiziert, die Zellen fixiert und die Polyglutamylierung mittels GT335-Anti-

körper visualisiert. Die Rab7-markierten Vesikel sind vermehrt an polyglutamylierten 

MT-ähnlichen Signalclustern detektierbar (Abb. 3D, weißer Pfeil). In dieser Moment-

aufnahme sind auch einige Rab7-markierte Vesikel unabhängig von einem Polyglu-

tamylierungssignal zu erkennen (Abb. 3D, blauer Pfeil). Weiterhin konnten extrazel-

luläre Rab7-Signale detektiert werden, welches EV-Aggregaten entsprechen könnte 

(Abb. 3D, gelber Pfeil). 

 

Zusammenfassend führt die TTLL4-Überexpression durch gesteigerte Polyglutamy-

lierung von MT zu einem beschleunigten Transport von sekretorischen Vesikeln und 

MVBs. Entsprechend der „transport-shapes-signature“-Hypothese deutet der ver-

änderte Vesikeltransport daraufhin, dass MVBs in ihrer Reifung und Sekretion von 

Exosomen beeinflusst werden. Aufgrund der Signalfunktion dieser EV-Subgruppe 

sind die TTLL4plus-EV hinsichtlich des malignen Krankheitsfortschreitens zu unter-

suchen. 

 

4.2.5 TTLL4-Überexpression verändert die EV-Signatur 

 

Änderungen in der Sortierung, Beladung und Sekretionsrate der Vesikel prägen die 

sogenannte Signatur der EV und deren Subgruppe Exosome (Raposo and 

Stoorvogel 2013; Palmulli and Van Niel 2018). Im Kontext der „transport-shapes-

signature“-Hypothese könnte eine pro-metastatische Signatur der TTLL4plus-ent-

stammenden Exosome die Korrelation zur gehäuften Gehirnmetastasierung (Abb. 

1) erklären. Um die Hypothese zu testen, wurde die EV-Signatur des TTLL4plus-Mo-

dells hinsichtlich Größe, Konzentration, Markerproteine und Proteinzusammenset-

zung charakterisiert. 

 

Dazu wurde aus konditioniertem Medium der Kontroll- und TTLL4plus-Zellen EV iso-

liert, welche die Subgruppen Exosome, Mikrovesikel und apoptotische Strukturen 

beinhalten (Raposo and Stoorvogel 2013). Die isolierten Vesikel konnten mittels 

Transmissionselektronen-Mikroskopie (TEM) anhand ihrer Größe und der typischen 

becherartigen Form (Théry et al. 2006) als Exosome validiert werden (Abb. 5A).  

Zur Konzentrations- und Größenbestimmung wurde Nanoparticle Trafficking Analy-

sis (NTA) mit den isolierten EV durchgeführt. Dabei ermöglicht das mit dem Mikro-

skop erfasste Streulicht der suspendierten Partikel deren Größenbestimmung an-

hand der Lichtstreuung sowie der Brownschen Molekularbewegung bei konstanter 

Temperatur (Filipe et al. 2010). Diese für EV etablierte Methode ist dadurch limitiert, 

dass sie Aggregat- oder Clusterformation als Einzelpartikel misst. Optimale Puffer-

bedingungen sind daher zur Suspension essenziell. Die Konzentration an isolierten 

EV verhielt sich in Kontroll- und TTLL4plus-Gruppe beider Zelllinien zueinander ähn-

lich. Die Größenverteilung lag in beiden Gruppen zwischen 75 nm und 200 nm. In 

der Kontrollgruppe von MDA-MB231 stellte sich eine Anreicherung der EV mit 

Durchmesser zwischen 80 nm und 125 nm dar (Abb. 5B links). Dahingegen ist im 
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TTLL4plus-Modell eine zweigipflige Größenverteilung mit Maxima bei 110 nm und 

145 nm zu beobachten (Abb. 5B links). Die EV im TTLL4plus-Modell der Zelllinie 

MDA-MB468 unterschieden sich dazu lediglich in der stärker abgrenzbaren zwei-

gipfligen Größenverteilung mit Maxima bei 125 nm und 150 nm. Ferner lag bei den 

EV der MDA-MB468 Kontrollzellen ein weiterer Konzentrationsanstieg bei 175 nm 

außerhalb der Exosomen-typischen Vesikelgröße vor(Abb. 5B rechts).  

 

Zur Validierung und Charakterisierung der EV-Isolation wurde die EV-Proteinzu-

sammensetzung untersucht. Mittels Western Blot von isolierten EV wurden die Exo-

somen-Markerproteine apoptosis-linked gene 2 interacting protein X (ALIX), flotillin-

1 (FLOT1) und heat shock cognate 71 kDa protein (Hsc70) und als Negativkontrolle 

calnexin quantifiziert. Die erfasste Proteinkonzentrationen im Western Blot konnten 

auf die (mit NTA quantifizierte) Anzahl an Vesikeln normalisiert werden. In beiden 

TTLL4plus Mammakarzinom-Zellreihen fanden sich eine 1,4- bis 2,3-fach erhöhte 

Konzentrationen der Exosomen-Marker (Abb. 5C-E). Die Proteinkonzentration pro 

Vesikel wies keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und TTLL4plus-iso-

lierten EV auf (Abb. S5A). Um die Unterschiede des Vesikelproteoms quantitativ 

und qualitativ herauszustellen, wurden die isolierten Vesikel mittels Massenspekt-

rometrie ohne Normalisierung auf Vesikelkonzentration analysiert. Aus den 1270 

Proteinen, welche in mindestens 3 der 4 biologischen Replikate messbar waren, 

wiesen 165 Proteine einen signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und 

TTLL4plus-isolierten EV auf (p < 0,05; siehe http://www.ebi.ac.uk/pride, 

PXD020743). Demnach unterschied sich das EV-Proteom von Kontroll- und 

TTLL4plus-Gruppe deutlich. Die signifikanten Einzelproteine der TTLL4plus-EV im 

Vergleich zu Kontroll-EV konnten mittels Volcano-Plots visualisiert werden (Abb. 

S5). In TTLL4plus-isolierten EV sind ICAM-1, LAMB3, MMP14, UEVLD, NEU1, 

HTRA1, TMEM55B, CD82, ITGAV, BSG signifikant verstärkt und FLNB vermindert 

zu finden. Die dysregulierten Proteine der TTLL4plus-EV konnten anhand Ingenuity 

Pathway Analysis (IPA) mit verschiedenen malignitätsbezogenen Prozessen kon-

notiert und sortiert werden. Die drei stärksten veränderten, signifikanten Prozesse 

der TTLL4plus-Gruppe waren: Metastasierung, Invasion und Neoplasie (Abb. 6A). 

Die konnotierten Proteine zeigten eine überwiegende Aktivierung der Prozesse zu-

gunsten eines malignen Krankheitsfortschreitens (Abb. 6B-C). 

 

Zusammenfassend konnten die isolierten EV-Proben über die charakteristische 

Vesikelform im TEM, die Vesikelgröße und Markerproteine validiert werden. TTLL4-

Überexpression führt indirekt zu (1) einer akzentuierten EV-Größenverteilung, (2) 

signifikant angereichten Einzelproteinen mit (3) gehäufter Konnotion von maligni-

tätsfördernden Prozessen.  

 

4.2.6 Extrazelluläre Vesikel aus TTLL4-überexprimierenden Zellen verändern 

die Eigenschaften von Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke 

 

Es ist dennoch unklar, inwiefern die TTLL4plus-EV (Abb. 6) über eine prä-metastati-

sche Nische für die gesteigerte Gehirnmetastasierung (Abb. 1D) relevant sind. Zur 
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Metastasierung müssen zirkulierende Tumorzellen an Endothelzellen adhärieren 

und für die Extravasation durch Endothelzellschichten transmigrieren. Eine erhöhte 

BBB-Permeabilität begünstigt die Transmigration durch die Endothelschicht und In-

vasion in Primarius-fernes Gewebe. Der Effekt der TTLL4plus-entstammenden EV 

auf BBB-spezifische Endothelzellen (hCMEC/D3) wurde daher in einem Adhäsions-

test und in einem Permeabilitätstest analysiert. 

 

Zunächst wurde die Adhäsionsrate der TTLL4plus- und Kontrollzellen an konfluenten 

hCMEC/D3 im chamber slide untersucht (Schema 2A). In beiden Mammakarzinom-

Zelllinien ließen sich eine signifikant gesteigerte Adhäsion im TTLL4plus-Modell 

nachweisen. Bei MDA-MB468 war diese um 34 % und bei MDA-MB231 um 52 % 

im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen erhöht (Abb. 8). Anschließend wurde 

untersucht, ob die Adhäsionsrate von Kontrollzellen durch eine vorangehende Inku-

bation der hCMEC/D3 mit EV der Kontroll- oder TTLL4plus-Gruppe beeinflusst wird 

(Schema 2B). Es ließ sich eine signifikant gesteigerte Adhäsionsrate der Kontroll-

zellen um 31 % bei MDA-MB231 und um 47 % bei MDA-MB468 bei Inkubation mit 

TTLL4plus-entstammenden EV der jeweiligen Zelllinie nachweisen (Abb. 7b).  

Der EV-Einfluss auf die endotheliale Permeabilität wurde im transwell assay durch 

Inkubation konfluenter hCMEC/D3 mit Kontroll- oder TTLL4plus-entstammenden EV 

sowie Dextran untersucht (Schema 2C). EV der TTLL4plus-Gruppe beider 

Mammakarzinom-Zelllinien bewirkten im Vergleich zur EV-Kontroll-Gruppe eine um 

20 % signifikant gesteigerte Durchlässigkeit der Endothelzellschicht (Abb. 7A).  

 

Zusammenfassend zeigen die dargestellten Ergebnisse, dass eine TTLL4-Überex-

pression in Mammakarzinomzellen zu Sekretion von veränderten EV führt, welche 

die Adhäsionsrate von Tumorzellen an Endothelzellen der BBB als auch die BBB-

Permeabilität erhöht. Dies bestätigt den pro-metastatischen Effekt im Sinne der 

„transport-shapes-signature“-Hypothese.   

Schema 2. A Adhäsionstest an konfluenten Endothelzellen mit TTLL4plus- oder 

Kontrollzellen. Die Tumorzellen wurden zuvor mit CellTracker  5-Chloromethylflu-

oresceindiacetate (CMFDA) fluoreszenzmarkiert und die adhärierten Zellen nach 

vierstündiger Inkubation mikroskopisch quantifiziert. B Adhäsionstest an konfluen-

ten Endothelzellen mit 16-stündiger EV-Inkubation von TTLL4plus- oder Kontrollzel-

len, anschließend vierstündiger Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Kontrollzellen 

und Quantifikation der adhärierten Zellen. C Permeabilitätstest der konfluenten En-

dothelzellen nach 16-stündiger Inkubation mit EV von TTLL4plus- oder Kontrollzel-

len. Nach EV-Inkubation wurde fluoreszenzmarkiertes Dextran (40kDa) für vier 

Stunden in die obere Kammer appliziert und die diffundierte Menge in der unteren 

Kammer photometrisch gemessen. 
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4.3 Diskussion 

 

Gehirnmetastasierung beim Mammakarzinom korreliert in Bezug auf das Zytoske-

lett signifikant mit erhöhten TTLL4 mRNA-Leveln in Primärtumoren (Abb. 1). Diese 

TTLL4-Überexpression trat gehäuft bei TNBC-Primärtumoren auf (Abb. S1). Das 

Protein TTLL4 katalysiert den ersten Schritt der posttranslationalen Modifikation Po-

lyglutamylierung durch das Hinzufügen eines Glutamylrests an spezifische Zielpro-

teine (van Dijk et al. 2007). Um die zellulären Effekte von TTLL4 im Mammakarzi-

nom zu untersuchen, wurde das Protein in zwei TNBC-Zelllinien überexprimiert. 

 

Durch die TTLL4-Überexpression steigt das Level an Polyglutamylierung der be-

kannten Zielproteine (Regnard et al. 2000; Van Dijk et al. 2008) NAP1 1,5-fach und 

β-Tubulin 2,5-fach an (Abb. 2B). Das hohe Polyglutamylierungssignal von NAP1 in 

den Kontrollzellen deutet auf ein endogen gesättigtes Glutamylierungslevel von 

NAP1 hin. Diese Beobachtung zu Nicht-Tubulin-Substraten von TTLL4 ist in Hen-

rietta Lacks (HeLa)-Zellen bekannt (Regnard et al. 2000; Van Dijk et al. 2008; Miller 

und Heald 2015). Unklar ist, ob eine gesteigerte NAP1-Polyglutamylierung einen 

signifikanten Einfluss auf dessen Histon-Chaperon-Funktion hat. In TNBC-Zellen 

führt eine TTLL4-Überexpression vorrangig zu einer gesteigerten β-Tubulin-Poly-

glutamylierung. 

 

MT sind essenziell am intrazellulären Transport beteiligt und einige MT-PTMs agie-

ren vergleichbar zu „Verkehrsschilder“. MT-PTMs, wie Polyglutamylierung, modu-

lieren die Interaktionsfläche der MT zu MT-assoziierten Proteinen und Motorprotei-

nen (Janke und Bulinski 2011; Ludueña 1997; I. Yu et al. 2015). Der intrazelluläre 

Transport ist für die endosomale Sortierung und Sekretion von Vesikeln relevant 

(Janke und Magiera 2020; Roll-Mecak 2020).  

Beim Vesikeltransport in nicht-neuronalen Zellen werden frühe Endosomen mit 

Rab5 und Rab4 markiert. Diese Endosome können mittels Kinesin-1 (KIF5 Protein), 

Kinesin-2 (KIF3 Protein) und Kinesin-3 (KIF16B Protein) entlang der MT in Richtung 

MT-Plus-Ende (anterograd) bewegt werden. Der Austausch von Rab5 zu Rab7 

kennzeichnet die Reifung zu späten Endosomen, wie Exosomen-bildende MVB. 

Diese werden von Kinesin-1 (KIF5 Protein) sowie Kinesin-2 (KIF3 Protein) antero-

grad transportiert. Ebenfalls Exosomen-assoziiert sind Recycling-Endosome, wel-

che mit Rab11 markiert und via Kinesin-2 (KIF3 Protein) mobil sind (Brown et al. 

2005; Bananis et al. 2004; Loubéry et al. 2008; Hirokawa et al. 2009; Raiborg et al. 

2015).  

Die TTLL4-Überexpression zeigt keine signifikanten Auswirkungen auf die Ge-

schwindigkeit von frühen Endosomen (Rab5; Abb. 3B). Dahingegen ließ sich in 

TTLL4plus-Zellen eine gesteigerte Transportgeschwindigkeit von sekretorischen 

Vesikeln (BDNF-markiert) und späten Endosomen (Rab7) feststellen (Abb. 3A, C). 

In fixierten Zellen kolokalisierten späte Endosome (Rab7) mit polyglutamylierten MT 

(Abb. 3D). Es wurde damit gezeigt, dass die TTLL4-vermittelte MT-Modifikation den 

Transport von bestimmten, reifen Vesikelpopulationen beschleunigt.  
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Um die Transportbeschleunigung entlang der glutamylierten MT-Abschnitte im Ver-

gleich zu nicht-glutamylierten MT-Abschnitten darzustellen, wäre ein höher auflö-

sendes live-cell imaging mit einer MT-, Polyglutamylierung- und Rab-Floureszenz-

markierung erforderlich. Um die Motilität der Rab-markierten Vesikel auf glutamy-

lierten MT zu visualisieren, wäre ein live-cell sensor, ähnlich des Tyrosinierungs-

sensor A1aY1, nötig (Kesarwani et al. 2020). Ein für MT-(Poly-)Glutamylierung spe-

zifischer live-cell sensor ist bislang nicht verfügbar. 

 

Die dargestellten Transportunterschiede basieren wahrscheinlich auf der modulier-

ten MT-Außenfläche und der dadurch veränderten Interaktion mit spezifischen Mo-

torproteinen (Schema 1B rechts). Die einzelnen Motorproteine unterliegen (1) einer 

veränderten Affinität zu den mono- oder kurzkettig glutamylierten MT (Larcher et al. 

1996; Ikegami et al. 2007) und (2) zeigen daran eine gesteigerte Bewegung 

(Sirajuddin et al. 2014). Über die Varianz an Adapterproteinen besitzen die unter-

schiedlichen Vesikelpopulationen wiederum Spezifität für einzelnen Motorproteine 

(Janke and Magiera 2020). 

Für das Motorprotein Kinesin-2 beobachteten Sirajuddin, Rice und Vale 2014 eine 

erhöhte Motilität durch gesteigerte Prozessivität und Geschwindigkeit entlang MT 

mit kurzen sowie langen Glutamylketten. Die Prozessivität beschreibt dabei die 

Strecke, die pro Lauf zurückgelegt wird und ist beeinflusst durch die lokale MT-Affi-

nität. Die Autoren zeigten zusätzlich, dass kurzkettige MT-Glutamylierung die inhi-

bitorischen Effekte der MT-PTM Tyrosinierung für Kinesin-2 überschreibt. Weiterhin 

zeigte auch ein TTLL1-Knockout, wodurch signifikant weniger Glutamylketten ver-

längert werden, keinen Effekt auf die MT-Affinität von Kinesin-2 (Ikegami et al. 

2006). Es liegt daher nahe, dass die Mobilität von Kinesin-2 verstärkt durch die 

TTLL4-generierten kurzen Glutamylketten an MT reguliert wird (Schema 1B und 3). 

Bei Kinesin-1 hingegen steigern lange Glutamylketten an den MT die Prozessivität, 

aber nicht die Geschwindigkeit (Schema 1B; Sirajuddin, Rice, und Vale 2014). In 

Mausneuronen mit einer Knock-in Mutation (Tuba4aΔpolyGlu) beeinflusste die Ab-

wesenheit von MT-Glutamylierung die Mobilität von Kinesin-1 nicht (Hausrat et al. 

2022). Eine Generalisierung von Erkenntnissen aus Neuronen ist jedoch aufgrund 

physiologisch abweichender Tubulin-Isoformen und hoher, endogener Level an 

langkettigen MT-Glutamylierung (Valenstein and Roll-Mecak 2016) kritisch zu be-

trachten. Ob kurzkettige MT-Glutamylierung dennoch in nicht-neuronalen Zellen ei-

nen Einfluss auf das Verhalten von Kinesin-1 haben, ist daher nicht ausgeschlos-

sen.  

Es wäre folglich zu prüfen, ob eine Transportmodulation für Kinesin-2 durch kurz-

kettige MT-Glutamylierung ein relevanter Mechanismus im TTLL4plus-Modell ist 

(Schema 3). Anschließend ließe sich analysieren, wie sich dies auf die Sortierung 

und Reifung der Endosome auswirkt. Dafür könnte mittels live-cell imaging der 

Transport der frühen Endosome (Rab5) sowie der sezernierenden MVB (Rab7-, 

Rab11- und Rab27A/B-markiert) und die Motilität der Kinesin-Subtypen (KIF3 und 

KIF5 Protein) im TTLL4plus-Modell untersucht werden. Eine Kolokalisationsanalyse 

dieser live-cell imaging Versuche würde die Spezifität zwischen Endosomsubtypen 
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und Kinesin-Gruppe aufklären. Zudem wäre eine Differenzierung zwischen kurz- 

und langkettigen MT-Glutamylierung für die im live-cell imaging verwendeten Kom-

binationen mit fixierten Zellen möglich. Über die Kolokalisation der Antikörper 

GT335 für MT-abzweigende (Poly-)Glutamylierung und mit PolyE für langkettige 

Glutamylierung ließen sich die Vesikel- und Kinesin-Präferenzen den MT-PTM-Aus-

prägungen zuordnen. 

Ferner ist der endo-lysosomale Transport zu untersuchen, da MVB auch mit Lyso-

somen in Interaktion stehen und zur Degradation und Recycling fusionieren können 

(Schema 3). Lysosome und Amphisome können daher ebenfalls Rab7-markiert sein 

(Raudenska et al. 2021). Begünstigt die TTLL4plus-vermittelte Transportmodulation 

über veränderte Kontakte des Endoplasmatischen Retikulums mit den MVB zu de-

ren vermehrten Sekretion und weniger lysosomale Fusion (Verweij et al. 2022)? 

Führt TTLL4-Überexpression indirekt zu einer pro-metastatischen Beladung der ILV 

durch verstärkte Interaktion zwischen MVB und Amphisomen (Salimi et al. 2020)? 

Mit pH‐abhängigen Lysosomenmarkern im live-cell imaging wäre der lysosomale 

vom sezernierenden Pfad der MVB-Biogenese im TTLL4plus-Modell abgrenzbar.  

 

Für die „transport-shapes-signature“-Hypothese wurde geprüft, ob die TTLL4-ver-

mittelten Beschleunigung der MVB und sekretorischen Vesikeln zu einer pro-meta-

statischen EV-Signatur führt. Dazu wurden die EV charakterisiert und deren Effekt 

im BBB-Modell untersucht. Die Charakterisierung ergab eine EV-Signatur der 

TTLL4plus-Zellen, die sich in Größe und Proteinzusammensetzung von den Kontroll-

EV unterscheidet. Die Größenverteilung der EV der TTLL4plus-Zelllinien zeigt eine 

Schema 3. TTLL4plus-Mammakarzinomzellen sezernieren pro-metastatische EV, 

welche durch eine prämetastatischen Nische zur Gehirnmetastasierung beitragen. 
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verstärkt zweigipflige Verteilung (Abb.5B ). Dies legt nahe, dass durch die verän-

derten Reifungsbedingungen einzelne ILV-Subgruppen vermehrt produziert wer-

den.  

Das Proteom der TTLL4plus-entstammenden EV im Vergleich zu den Kontroll-EV 

weist signifikant angereichertes ICAM-1 auf (Abb. S5B). Physiologisch beeinflusst 

ICAM-1 von Immunzellen-entstammenden Exosomen sowohl die Exosomen-Auf-

nahme als auch indirekt die T-Zell-Stimulation (Morelli et al., 2004, Segura et al., 

2005). Bei Melanom-, Kolon- und Lungenkarzinom-entstammenden Exosomen 

zeigte sich ICAM-1 essenziell für die Interaktion mit T-Zellen mit inhibitorischer Ef-

fekt (Zhang et al. 2022). Zu ICAM-1 von Prostatakarzinom-entstammenden Exoso-

men ist bekannt, dass ICAM-1 die Leukozyten-Adhäsionskapazität an Endothelzel-

len blockiert (Lee et al. 2010). Währenddessen fördert ICAM-1 von Pankreaskarzi-

nom-entstammenden Exosomen einen pro-tumerogenen Makrophagen-Phänotyp 

(Linton et al. 2018). Da Lee et al 2010 beim Mammakarzinom keine exosomale I-

CAM-1-Anreicherung beobachtete, wäre dies als TTLL4-spezifische, pro-tumero-

gene Immunmodulation des Tumormikroenviroment zu prüfen. Mit immunologi-

schem Schwerpunkt wäre dies mit komplexen Zellversuchen, mit imaging mass cy-

tometrie der Primär- und Sekundärtumorproben oder mit Blut-Liquor-Analysen von 

Patient:innen zu untersuchen. 

Die Funktion der EV-enthaltenden Proteine konnte durch eine Integrated Pathway 

Analysis im TTLL4plus-Modell gehäuft der Metastasierung, Invasion und Neoplasie 

zuordnet werden (Abb. 6 und S5B). Diese datenbank-basierten Effekte wurden im 

transwell assay mit konfluenten Endothelzellen (hCMEC/D3) als BBB-Modell unter-

sucht. Dabei vermitteln die TTLL4plus-entstammenden EV eine Adhäsionssteigerung 

der Kontroll-Tumorzellen (Abb. 7B). Zusätzlich bewirken die TTLL4plus-entstammen-

den EV im Vergleich zu den Kontroll-EV eine Permeabilitätszunahme des BBB-Mo-

dells (Abb. 7A). Da TTLL4plus-Zellen ohne vorherige EV-Inkubation lediglich einen 

Trend zu gesteigerter Transmigrationsrate aufweisen (Abb. 4C), wäre weiterführend 

zu prüfen, ob die Transmigration durch vorherige Inkubation mit TTLL4plus-entstam-

menden EV beeinflusst wird. Diese Auswirkungen auf die BBB zeigen, dass EV von 

TTLL4plus-Zellen eine prämetastatische Nische schaffen, welche die Metastasierung 

in das Gehirn erleichtert (Schema 3). 

 

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass TTLL4 das einzige Zytos-

kelett-assoziierte Protein ist, dessen Überexpression bei Mammakarzinom mit ver-

mehrter Gehirnmetastasierung korreliert. Die experimentellen Versuche zeigten ei-

nen beschleunigten, intrazellulären Transport von MVBs durch die TTLL4-vermit-

telte Polyglutamylierung von β-Tubulin. Die Präinkubation im BBB-Modell mit den 

EV der TTLL4-überexprimierenden Zellen bewirkte (1) eine erhöhte Adhäsionska-

pazität der Mammakarzinomzellen zu Endothelzellen sowie (2) eine Permeabilitäts-

steigerung des Endothels. Perspektivisch sind daher die Pathophysiologie der EV-

Biogenese sowie die Exosomen-Cargos bei TTLL4-Überexpression vielverspre-

chende Ansätze für die translationale Forschung der Gehirnmetastasen beim 

Mammakarzinom.  
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5. Zusammenfassung 

 

In dieser Publikation wurde erstmalig gezeigt, dass eine TTLL4-Überexpression in 

Mammakarzinomzellen die Beweglichkeit von sekretorischen Vesikeln und MVB 

steigert, wodurch die EV-Homöostase beeinflusst wird. Des Weiteren wurde nach-

gewiesen, dass EV aus TTLL4-überexprimierenden Zellen die Adhäsionsrate der 

Tumorzellen an Endothelzellen der BBB sowie der endothelialen Permeabilität er-

höhen. Dieses Ergebnis untermauert die aus den klinischen Daten gewonnene Kor-

relation zwischen hoher TTLL4-Expression beim Mammakarzinom und dem ge-

häuften Auftreten von Gehirnmetastasen. Demzufolge ist TTLL4 eine interessante 

Zielstruktur für die individualisierte Behandlung von Mammakarzinom-Patient:innen. 

Diese Arbeit bildet die Grundlage für zukünftige Forschung in präklinischen und kli-

nischen Studien zur Untersuchung der Biogenese, der Wirkweise und klinischer 

Perspektiven Exosomen bei TTLL4-Überexpression.  

6. Summary  

 

In this publication, we show for the first time, that TTLL4-overexpression in breast 

cancer cells enhances secretory and MVB motility, thus altering EV homeostasis. 

Moreover, we reveal that EV secreted by TTLL4 overexpressing cells increase the 

potential of breast cancer cells to transmigrate through the BBB through increased 

tumour cell adhesion and endothelial permeability. These findings support our clin-

ical data, showing that high TTLL4 expression correlates with brain metastasis of 

breast cancers. Hence, TTLL4 may be an interesting target for therapy.  

Our work provides a foundation for future research, including preclinical and clinical 

studies investigating the biogenesis, effects, and clinical perspectives of exosomes 

from TTLL4-overexpressing cancer cells.  
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7. Offene Fragen und Perspektiven 
 

Neben der hier dargestellten Publikation zeigen weitere Studien zu (1) TTLL4-Subs-

traten, (2) MT-Stabilität und (3) Exosomen-Cargo die Komplexität von Polyglutamy-

lierung als PTM und dessen Effekte. Dies eröffnet auch alternative Ansatzpunkte im 

Rahmen einer Tumortherapie. 

 

7.1 TTLL4-Substrate 

 

Neben β-Tubulin und NAP1 sind weitere TTLL4 Substrate bekannt. Diese eröffnen 

neue Fragen sowie alternative Ansatzpunkte für therapeutische Intervention. Die 

initiale Publikation zu TTLL4-Substraten von Van Dijk et al. 2008 identifizierte in vitro 

neben β-Tubulin und NAP1:  

(1) die Histon-Chaperone nucleosome assembly protein 2 (NAP2, Gensymbol 

NAP1L4), nucleophosmin (NPM/B23), protein SET (SET/PHAPII) und nucleolin 

(NCL),  

(2) die Transkriptionsregulatoren acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 

(ANP32) Proteine, SET (Doppelfunktion), interleukin enhancer-binding factor 2 

(ILF2/NF45), proline, glutamate, and leucine–rich protein 1 (PELP1) und heter-

ogeneous nuclear ribonucleoprotein K (HNRNPK) sowie 

(3) die MT-Interaktoren microtubule-associated protein RP/EB family member 1 

(EB1) und Ran-specific GTPase-activating protein (RANGAP).  

Die Histon-Chaperone NAP1, NAP2 und PELP1 regulieren über die Interaktion mit 

Histonen das Chromatinremodelling und somit sowohl die Transkription von Tumor-

supressorgenen als auch Onkogenen. Für NAP1 wurde in HeLa Zellen und Xe-

nopus laevis Ei-Extrakten bereits gezeigt, dass die NAP1-Polyglutamylierung des-

sen Bindung zu Histone verstärkt (Regnard et al. 2000; Miller und Heald 2015). Aus 

HeLa-Zellen ist bekannt, dass das Level an Polyglutamylierung der Tubulin- und 

Nicht-Tubulin-Substrate während der Mitose am höchsten und für die Chromoso-

menkondensation sowie Spindeldynamik essenziell ist (Regnard et al. 2000; Miller 

und Heald 2015).  

Wie in der hier dargestellten Publikation wurde auch im Patient:innen-Kollektiv mit 

duktalen Pankreasadenokarzinom eine TTLL4-Überexpression in Korrelation zur 

Malignität nachgewiesen (Kashiwaya et al. 2010). In diesem Zelltyp bewirkte TTLL4 

über Polyglutamylierung von PELP1 ein gesteigertes Zellwachstum und höhere 

Überlebensrate.  

Die ubiquitär exprimierten TTLL4-Substrate NAP1 und NAP2 wirken ferner auf das 

Zellschicksal über Regulation des Tumorsupressorgens cellular tumor antigen p53 

(TP53/p53) ein. p53 kann einen Mitosearrest im Sinne des Zellüberlebens sowie je 

nach Genomschädigung eine Apoptose induzieren (Vousden and Prives 2009). In 

Stress-induzierten HeLa-Zellen rief ein NAP1-knockdown eine verringerte Acetylie-

rung des p53-Proteins hervor, welche über vermehrte bcl-2-associated X protein 

(Bax)- und verringerte p21-Expression die Apoptose fördern. Der NAP2-knockdown 

wirkte gegensätzlich und hemmt dadurch die Apoptose (Tanaka et al. 2019).  
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Darüberhinaus kann NAP1 an DNA repair and recombination protein RAD54 

(RAD54) binden und ist dann bei der Reparatur von DNA-Doppelstrang-Brüchen 

beteiligt. Ebenso ist NAP1 als linker-histone-chaperone involviert (Machida 2014). 

Inwiefern das durch Glutamylierung modellierte Histon-Bindeverhalten der Histon-

Chaperone (Regnard et al. 2000) auf die DNA-Reparatur Einfluss nimmt, ist jedoch 

unklar. 

Obgleich in dieser Arbeit die TTLL4-Überexpression keinen signifikanten Einfluss 

auf das Zellüberleben gezeigt hat (Abb. 4A), ist die Übertragbarkeit der oben ge-

nannten Studie auf TNBC-Zellen zu prüfen. Dazu wären die Glutamylierungslevel 

der TTLL4-Substrate während der Mitose bei TTLL4-Überexpression zu bestim-

men. In therapeutischer Absicht ist weiterführend die Mitosedauer, Reparatureffizi-

enz und deren Kapazität im Rahmen einer Radiotherapie bei TTLL4-Überexpres-

sion abzuklären. Diesen Mechanismus zu entschlüsseln, könnte zur Effizienzstei-

gerung der Radiotherapie beim Mammakarzinom beitragen. 

 

Das neu identifizierte TTLL4-Substrat Kruppel-like factor 4 (KLF4) ist als direkter 

Transkriptionsfaktor für koordiniertes Zellwachstum und die Zelldifferenzierung re-

levant. Die Glutamylierung von KLF4 verhindert dessen Degradation und fördert die 

Expression von Pluripotenz-erhaltender Faktoren im Mausmodell (Ye et al. 2018). 

In Mammakarzinomzellen wirkt KLF4 zeitgleich supprimierend auf die p53-Expres-

sion und induzierend auf cyclin dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A/p21CIP1) 

(Rowland et al. 2005). Die Autoren diskutierten, dass die Tumorsuppressor-Funk-

tion von KLF4 im Mammakarzinom einen Selektionsvorteil zur Resistenz gegenüber 

Apoptose-induzierenden Medikamenten schaffen könnte. Dennoch zeigte diese 

Studie auch eine dosisabhängige Apoptosesteigerung durch KLF4-Reduktion. Der 

Glutamylierungsstatus bzw. -level von KLF4 wurde in dieser Studie jedoch nicht un-

tersucht. Im Falle einer TTLL4-Inhibition oder eines -knockdowns wäre daher eine 

KLF4-Reduktion in der Metastasenprävention beim Mammakarzinom vorteilhaft und 

zu prüfen.  

 

Um die Effekte von TTLL4 unabhängig von dessen MT-Modifikation zu untersuchen, 

wäre eine Überexpression von TTLL4 ohne die MT-Bindedomäne (cationic micro-

tubule-binding domain (cMTBD) 918-1029, (Garnham et al. 2015)) denkbar. Da die 

enzymatische Bindungsdomäne von TTLL4 für Tubulin und den Nicht-Tubulin-

Substraten potenziell identisch ist, sollte vorab das reduzierte Glutamylierungslevel 

der MT bei einer TTLL4-Transfektion mit cMTBD-Deletion mittels Immunopräzipita-

tion validiert werden. Alternativ ist die Überexpression von β-Tubulin ohne Glutamy-

lierungsstellen im CTT ähnlich Tuba4aΔpolyGlu (Hausrat et al. 2022) oder ohne 

CTT (TubΔCter; Torrino et al. 2021) zu diskutieren.  

 

7.2 Mikrotubuli-Stabilität 

 

MT-PTMs können die Malignität von Tumorzellen nicht nur durch veränderte EV-

Signaturen, sondern auch durch direkte Veränderung zellulärer MT-Funktionen be-

einflussen. Die Stabilität von MT ist durch ihre strukturgebende Funktion auch für 
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die Adaptation an die Umgebungsfestigkeit während der Metastasierung von Be-

deutung.  

 

Eine kürzlich publizierte Studie von Torrino et al. 2021 deckte einen weiteren Me-

chanismus auf, wonach ein höheres Level an MT-Glutamylierung, die Festigkeit der 

Extrazellulärmatrix (EZM) und Zellmalignität miteinander korrelieren. Bei mehreren 

murinen TTLL4-knockouts, murinen Deglutamase-knockouts sowie zwei Tubulin-

Mutationen (verhindern MT-Glutamylierung: Tub_E445D, TubΔCter) in HeLa Zellen 

konnten die Autoren zeigen, dass feste EZM die MT-Glutamylierung induziert und 

diese die Zellproliferation steigert. Die MT-Glutamylierung in HeLa Zellen ist dabei 

abhängig von der Aufnahme und der intrazellulären Verstoffwechslung von Glu, 

wodurch sich Ansatzpunkte zur pharmakologischen Intervention ergeben. Diese Er-

gebnisse wurden mit den Zelllinien MDA-MB-231 und 4T1 für das Mammakarzinom 

validiert. Weiterhin zeigte sich, dass die MT-Glutamylierung trotz Behandlung mit 

dem MT-interferierenden Nocodazol für die Stabilität des MT-Netzwerkes essenziell 

ist und zur aggressiverer Tumorzellinvasion führt. Im Mausmodell mit implantierten, 

humanen Mammakarzinom und CB839-Gabe (Steigerung der EZM-Festigkeit) 

wurde abschließend die geförderte Tumorprogression und -metastasierung durch 

MT-Glutamylierung im Wechselspiel mit fester EZM demonstriert. Dies ließ sich 

auch in primären Mammakarzinom-Proben bestätigen. 

 

Unter klinischen Gesichtspunkten gewinnt dies für die lokale, teilweise chronische 

Entzündungsreaktion im Rahmen einer Tumorerkrankung und der darauffolgenden 

Fibrosierung, an Bedeutung. Die Relevanz des Mechanismus ist im Kontext der Fib-

rose-induzierenden Radiotherapie zu diskutieren und subtyp-spezifisch zu untersu-

chen. Für das invasive Mammakarzinom korreliert die lokale Fibrosierung signifikant 

mit Metastasierung und einer schlechten Prognose (Mujtaba et al. 2013). Es besteht 

daher zunehmendes Forschungsinteresse an dem breiten Spektrum an Anti-Fib-

rose-Medikamenten als Therapie-Add-On oder Augmentation für das Mammakarzi-

nom sowie für andere Tumorentitäten (Xing et al. 2022; Marwitz et al. 2020; Diazzi 

et al. 2022). Da eine Zunahme der EZM-Festigkeit die MT-Glutamylierung verstärkt, 

ist theoretisch eine veränderte Exosomen-Homoöstase durch hyperglutamylierte 

MT ähnlich den TTLL4plus-Zellen die Folge. Es stellt sich dadurch die Frage, ob die 

erhöhte EZM-Festigkeit (1) die Exosomen-Homoöstase auch ohne TTLL4-Überex-

pression dysreguliert oder (2) die TTLL4plus-entstammenden Exosomen die Fibro-

sierung (2a) direkt initiieren, (2b) via Immunaktivierung indirekt initiieren oder (2c) 

verstärken.  

Perspektivisch würde dies die Therapie von Mammakarzinom-Patient:innen mit 

TTLL4-Überexpression des Primärtumors, des invasiven Typ als auch mit lokaler 

Radiotherapie-induzierter Fibrose beeinflussen können.  

 

Die Dynamik des MT-Netzwerkes wird zusätzlich durch MT-Schneideproteine, wie 

Spastin und Katanin moduliert (Roll-Mecak and McNally 2010). In einer Studie mit 

murinen Neuronen führte ein Spastin-knockout zur verstärkten Ausbildung von län-

geren MT mit gesteigerter Polyglutamylierung (Lopes et al. 2020). Die MT-Dynamik 
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in Neuronen ist jedoch auf intrazellulären Transport und im Gegensatz zu Tumor-

zellen, nicht auf Zellteilung, Adhäsion oder Migration fokussiert. Valenstein und Roll-

Mecak 2016 untersuchten die Spastinaktivität im zellfreien System mit TTLL7-ver-

mittelten Glutamylketten am CTT von β-Tubulin. Die MT-destabilisierende Aktivität 

von Spastin stieg bei bis zu acht Glutamylresten an und verhielt sich ab diesem 

Grenzwert rückläufig. In HeLa Zellen konnten Lacroix et al. 2010 darstellen, dass 

TTLL4-vermittelte MT-Glutamylierung keine Aktivitätssteigerung von Spastin und 

eine geringere Aktivität von Katanin hervorruft. Dies verdeutlich, wie spezifisch die 

Länge der MT-Glutamylierung auf die Aktivität von Schneideproteinen wirkt.  

Zur Klärung ist der Preprint des Labors von Prof. C. Aumeier in Ausblick zu stellen, 

welche semi-synthetische Tubuline mit entsprechender PTM-pattern für in vitro Ver-

suche ermöglicht (Ebberink et al. 2022). 

In einem Therapie-orientierten Ansatz wäre potenziell der Einfluss des Spastin-In-

hibitors Spastazoline (Cupido et al. 2019) an Tumorproben mit TTLL4-Überexpres-

sion oder im Xenograft-Tiermodell auf das Zellüberleben und die Migrationsfähigkeit 

zu prüfen. 

 

MAPs beeinflussen neben den Motorproteinen auch die MT-Dynamik auf vielfältige 

Weise. Die Affinität von MAPs zu MT zeigte sich in vitro abhängig von der Länge 

der Glutamylketten am CTT des Tubulin. Demnach binden TAU, MAP1B und MAP2 

verstärkt an MT mit kurzkettigen (1-3 Glu) und MAP1A bevorzugt an MT mit lang-

kettigen Glutamylmodifizierung (~7 Glu) (Boucher et al. 1994; Bonnet et al. 2001). 

In vitro wurde demonstriert, dass MAP2C die Häufigkeit und Dauer von MT-Abbau 

reduziert (Gamblin et al. 1996). Qiang et al. 2006 zeigten in Fibroblasten den signi-

fikant geminderten Effekt von überexprimierten Katanin durch MAP2C und in gerin-

gerem Ausmaß von MAP4. Keine protektive Wirkung gegenüber Katanin-induzier-

ten MT-Abbau zeigten MAP1B und MAP2 in Neuronen (Qiang et al. 2006). 

Weiterhin bindet MAP2A/C schlechter und MAP1a unverändert an MT mit CTT-Mu-

tation im α-Tubulin (Tuba4aΔpolyGlu, unterbindet α-Tubulin-Glutamylierung) in 

Neuronen (Hausrat et al. 2022). Ferner kolokalisieren in Neuronen TTLL7 (Mono-

glutamylase für β-Tubulin) und glutamylierte MT mit MAP2. Die TTLL7-vermittelte 

MT-Glutamylierung erwies sich essenziell für das Wachstum von Neuriten, welches 

wiederum stabile MT erfordert (Ikegami et al. 2006). 

Aufgrund der Neuronen-basierten Versuche sowie der TTLL4-Substratpräferenz 

von β-Tubulin, ist die Affinität von MAPs in TTLL4plus-Mammakarzinomzellen zu prü-

fen und eine Validierung mit β-Tubulin-Konstrukten notwendig. Denkbar wäre eine 

Kolokalisationsanalyse mit den Antikörpern PolyE (langkettig glutamylierte MT), 

GT335 (kurz- und langkettig glutamylierte MT) und MAP4 (nicht Neuronen-spezi-

fisch).  

 

Interessanterweise wurde in der zuvor geschilderten Studie von Torrino et al. 2021  

mit small interfering RNA (siRNA) für TTLL4 und Deglutamylasen kein signifikanter 

Einfluss von MT-Glutamylierung auf die Zelladhärenz beobachtet. Bedauerlicher-

weise ist die Zelllinie nicht dokumentiert sowie die Aussaat auf anorganischer Ober-

fläche statt auf Endothelzellen untersucht. Whipple et al. 2010 wiesen bei 
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Mammakarzinomzellen eine durch MT-Detyrosinierung gesteigerte MT-Stabilität 

nach, welche über die Bildung von Mikrotentakeln die Tumorzellanhaftung an En-

dothelzellen förderte. In der Studie wurde das Level der MT-Glutamylierung nicht 

erfasst. Zu klären bleibt, ob die gesteigerte Adhärenz der TTLL4plus Zellen auf intra-

zelluläre Prozesse oder durch Interaktion während des Adhäsionsprozesses von 

TTLL4plus-Exosomen mit den Endothelzellen vermittelt wird.  

 

Demnach scheint die dysregulierte MT-Glutamylierung sowohl das zelluläre Verhal-

ten zu verändern als auch eine prämetastatische Nische durch veränderte EV-Sig-

natur generieren zu können. Für eine therapeutische Anwendung ist (1) eine TTLL4-

Reduktion mittels siRNA- oder short hairpin RNA (shRNA), (2) TTLL4-Inaktivierung 

oder alternativ durch (3) gezielte Einflussnahme auf den dysregulierten Glutamat-

stoffwechsel für das TTLL4plus-Modell zu evaluieren.  

Der TTLL4-knockdown mit shRNA erzielte im 3D-Zellkulturmodell von aggressiven 

Mammakarzinomzellen bereits eine signifikant reduzierte Invasivität (Torrino et al. 

2021). Ebenso ist die Relevanz der Effektor-Kinase never in mitosis gene A (NIMA)-

related kinase 5 (NEK5) zu prüfen, da die TTLL4-Phosphorylierung via NEK5 des-

sen Glutamylierungsaktivität reduziert (Melo-Hanchuk and Kobarg 2021). Abschlie-

ßend zeigte sich der selektive Glutaminase-Inhibitor CB839 als Add-On zu Paclit-

axel bereits in zwei xenograft-Modellen effektiv zur Reduktion des Tumorwachs-

tums (Gross et al. 2014).  

 

7.3 Exosomen-Cargo 

 

Weitreichende diagnostische und therapeutische Perspektiven ergeben sich für die 

personalisierte Therapie von Krebserkrankungen aber auch anderer Pathologien 

durch EV. Da die Untergruppe der Exosomen über gerichtete Sortier- und Bela-

dungsprozesse zusammengesetzt und sezerniert werden (Palmulli and Van Niel 

2018), gilt ihnen als drug oder marker carrier besondere Beachtung. Vergleichende 

Analysen sind mit der Exosomen-Datenbank ExoCarta (http://exocarta.org; 

Keerthikumar et al. 2016) möglich, welche die in Exosomen enthaltenen Proteine, 

ncRNA und Lipide für verschiedene Zelltypen und Organismen sammelt. 

 

Mit der sogenannten „Liquid Biopsy“ können Tumor- und Biomarker erfasst werden 

aus Blut, Urin, Liquor, Speichel, Peritoneal- oder Pleuraflüssigkeit. Zur Karzinom-

Früherkennung sowie Therapieanpassung können diese mittels Massenspektro-

metrie, RNA-Sequenzierung (RNAseq) oder qRT-PCR analysiert werden (D. Yu et 

al. 2022). Für das Mammakarzinom werden die exosomalen Biomarker bereits in 

verschiedenen Kombinationen aus nicht-kodierenden RNA (non-coding RNA, 

ncRNA) sowie Proteinen experimentell und klinisch untersucht (Halvaei et al. 2018). 

Aus der Übergruppe der ncRNA sind vor allem micro RNAs (miRNA) und long non-

coding RNAs (lncRNA) relevant. Sie können durch Interferenz mit mRNA der Ziel-

zelle ein „Gensilencing“ bewirken und durch das veränderte Proteom die Zellfunk-

tion signifikant manipulieren. Zusammengefasst in: (Liu et al. 2022; Sideris et al. 

2022; Abolghasemi et al. 2020). 

http://exocarta.org/
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Die spezifischen molekularen Veränderungen, welche die TTLL4plus-entstammende 

EV in Endothelzellen bewirkten, sind bislang unklar. Jedoch sind in mehreren Tu-

morentitäten bereits unterschiedliche Mechanismen für die hier dargestellte und dis-

kutierte Manipulation der Gefäßpermeabilität durch Exosomen bekannt.  

Beim Mammakarzinom ist in verschiedenen Versuchsaufbauten beispielsweise 

eine hohe exosomale Thrombospondin-1-Konzentrationen (Cen et al. 2019), miR-

181c (Tominaga et al. 2015) oder miR-105 (Zhou et al. 2014) nachgewiesen, welche 

die Destruktion endothelialer Zell-Zell-Verbindungen induzieren. Auch anderen Tu-

morentitäten, wie Magenkarzinom via lnc-RNA X26nt (Chen et al. 2021) oder 

Glioblastoma durch VEGF-A (Zhao et al. 2018) generieren so eine geschwächte 

Gefäßbarriere (vascular leakiness) zur Metastasierung. Dabei eliminieren ncRNA 

einzelne Zell-Zell-Verbindungskomponenten, wodurch diese destabilisiert und 

durchlässiger werden. Ein solcher zugrunde liegende Mechanismus ließe sich mit-

tels Massenspektrometrie und RNAseq von Endothelzellen mit und ohne EV-Präin-

kubation entschlüsseln.  

 

Zur Therapie ließe sich der Mechanismus der TTLL4plus-entstammenden Exosomen 

theoretisch sowohl über die Exosomen-Beladung und Sekretion als auch die einzel-

nen Cargos inhibieren. Es wurde in Mammakarzinomzellen bereits gezeigt, dass 

eine Rab7-Markierung der Endosomen für die Exosomen-Homöostase essenziell 

ist und ein Rab7-knockdown die Exosomensekretion reduziert (Baietti et al. 2012). 

Ebenso ist ein Therapieansatz, die Bildung der prämetastatischen Nische zu brem-

sen. In der personalisierten Medizin wächst diesbezüglich das Forschungsgebiet 

des EV bioengineering. Als Transportmittel verfügen Exosomen über hohe Stabilität 

als auch die Fähigkeit hydrophobe und hydrophile Stoffe zu transportieren (Luan et 

al. 2017). Der Einbau von diagnostisch und therapeutisch wirksamen Proteinen, 

RNA oder anderer Wirkstoffe ist via (1) preloading mittels genetischer Modulation 

sowie via (2) postloading von isolierten Exosomen mittels biotechnologischer Pro-

zesse in vitro etabliert (Walker et al. 2019). Weiterhin erwies sich die individuelle 

Oberflächenzusammensetzung der von den Patient:innen-entstammenden Exoso-

men vorteilhaft für die spezifische Aufnahme in Zielzellen, was für den Metastasie-

rungsprozess relevant sind (Li et al. 2020). Zu spekulieren ist, ob eine frühere Me-

tastasendetektion aufgrund der Exosomen-vermittelten Veränderungen des micro-

environments möglich ist. 

Im Kontext der TTLL4-Überexpression beim Mammakarzinom ist jedoch vorab die 

Exosomen-Signatur im Patient:innenkollektiv mit den experimentellen Daten abzu-

gleichen. Diese translationale Forschung und mehrere klinische Studien 

(NCT04394572, NCT04939324, NCT02393703, NCT01294072, NCT01159288, 

NCT01668849, NCT03608631, NCT04529915, NCT05286684, Siehe https://clini-

caltrials.gov/) deuten auf das Potential der Exosomen-basierten Diagnostik und 

Therapie in der Onkologie hin.   
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und koordiniert. Die ausführliche Literaturrecherche zu Beginn und der fortlaufende 

Austausch im Journal Club des Universitären Cancer Center Hamburgs (UCCH) 

erlaubten mir, neue Aspekte einfließen zu lassen. In Zusammenarbeit und gemäß 

den Vorversuchen wurde die weitere Projektplanung stetig reevaluiert und entspre-

chend angepasst. Regelmäßig stellte ich meine Ergebnisse in den Arbeitsgruppen- 

und Institutsseminaren vor.  

 

Für den experimentellen Teil der Arbeit wurde ich von Christine Blechner, Dr. Saskia 

Grüb, Dr. Stefanie Muhs, Dr. Bas van Bommel, Michaela Mischak und Dr. Michaela 

Schweizer eingearbeitet.  

 

Ich etablierte eigenständig die Exosomenisolation und die NTA. Vollständig von mir 

durchgeführt wurden die qRT-PCRs, Western Blots, Immunopräzipitationen, Erhal-

tung der Zelllinien sowie Lebendzellmikroskopie, Konfokalmikroskopie und Immu-

nozytochemie. Die erfassten Daten wurden von mir ausgewertet, visualisiert und in 

den aktuellen Forschungsstand eingeordnet. Die „transport-shapes-signature“-Hy-

pothese wurde von mir entwickelt und mit Prof. Windhorst sowie Yannes Popp fach-

lich diskutiert. 

 

Die Massenspektrometrie sowie deren Auswertung wurde durch die AG Schlüter 

und die Elektronenmikroskopie von Dr. Michaela Schweizer durchgeführt. Durch 

Prof. Dr. Leticia Oliveira-Ferrer und ihre Arbeitsgruppe erfolgte die microarray Ana-

lyse. Die Arbeit von Juliana Schattschneider ist in Abb. 2A, Abb. 3A und Abb. 4 

sowie von Christine Blechner in Abb. 5C-E, Abb. 7 und Abb.8 gebündelt. 

 

Des Weiteren führte ich im Rahmen der Konzeptoptimierung Versuche durch, wel-

che nicht in der Publikation Erwähnung finden. Dies umfasst die rekombinante Pro-

teinexpression von TTLL4, die sequenzielle Fraktionierung der Tumorzellen sowie 

deren Charakterisierung mittels Western Blot, qRT-PCR und Probensammlung für 

die Massenspektrometrie. In Kooperation mit Dr. Fabienne Hamester erfolgte die 

Messung des transendothelialen elektrischen Widerstandes von BBB-Modellen mit 

Endothelzellen und Astrozyten. Zusätzlich zu EV auf Grids wurden eingebettete EVs 

in Zusammenarbeit mit Dr. Michaela Schweizer mittels Elektronenmikroskopie ana-

lysiert. 

 

Abschließend zur experimentellen Arbeit verfasste ich unter Supervision von Prof. 

Dr. Sabine Windhorst ein Publikationsentwurf und der aktuelle Forschungsstand 

wurde gemeinsam diskutiert. Prof. Dr. Sabine Windhorst schrieb und finalisierte das 

Manuskript für die Veröffentlichung.  
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