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2 Abkürzungen 
 

ABA ........................................................................................ Aktinbündelungsaktivität 
ABS ................................................................................................ Aktinbindungsstelle 
F-Aktin ............................................................................................. filamentöses Aktin 
G-Aktin ................................................................................................. globuläres Aktin 
GFP ............................................................................... Grün fluoreszierendes Protein 
GST ...................................................................................... Glutathion-S-Transferase 
HER2 .......................................................... human epidermal growth factor receptor 2 
HER2+ ......................................................................... HER2-Rezeptor-Positive-Zellen 
MT ............................................................................................................... Mikrotubuli 
MTT ...................................3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
SCID ............................................................... severe combined immunodeficient mice 
TNBC ................................................................................... triple-negativer Brustkrebs 
WT ..................................................................................................................... Wildtyp 
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3 Darstellung der Publikation 
 

3.1 Einleitung 
 

Ein dynamisches Zytoskelett ist ausschlaggebend für die Metastasierungsfähigkeit von 

Krebszellen. Proteine, die diese Dynamik regulieren sind somit vielversprechende 

Angriffspunkte der Krebstherapie. Die Expression eines solchen Proteins, des 

Aktinbündelproteins Fascin, ist in vielen Tumortypen erhöht (Machesky et al. 2010). 

Zudem ist bekannt, dass diese erhöhte Fascin-Expression in Brust-, Kolorektal- und 

Magenkrebs mit einer erhöhten Sterblichkeit assoziiert ist. Deshalb wird Fascin als 

Biomaker und zelluläres Target in der Krebstherapie in Betracht gezogen. Zurzeit wird 

angenommen, dass die Aktinbündelungsaktivität (ABA) von Fascin für dessen 

metastasenfördernden Effekt verantwortlich ist. Die Aktinbündelungsaktivität von 

Fascin ist in Zellen essenziell für die Bildung von Filopodien (Vignjevic et al. 2006) und 

die Aktin vermittelte Stabilisierung von Invadopodien (Li et al. 2010). Beide Arten von 

Zellausläufern sind für die Metastasierung von Tumorzellen entscheidend. 

Das Fascin-Molekül besteht aus vier β-Faltblattstrukturen, von denen das erste und 

das dritte β-Faltblatt eine Aktinbindungsstelle (ABS) besitzt (Jansen et al. 2011). Die 

Aktinbindungstelle der ersten β-Faltblattstruktur wird durch die Proteinkinase C 

reguliert, die Phosphorylierung des Ser-39 führt zu einer Blockade der Aktinbindung 

und somit zu einer Inhibierung der Aktinbündelungsaktivität (Yamakita et al. 1996). Die 

transiente Aktivierung und Inaktivierung der Aktinbündelungsaktivität ist offenbar für 

den metastasenfördernden Effekt von Fascin nötig, da eine Überexpression von 

phosphomimetischen und dephosphomimetischen Mutanten keinen, die 

Überexpression von Wildtyp-(WT)-Fascin allerdings, einen metastasenfördernden 

Effekt bei Kolonkarzinomzellen aufwies (Hashimoto et al. 2007). Fascin besitzt 

außerdem von der Aktinbündelungsaktivität unabhängige Effekte. Das Protein kann 

direkt die Mikrotubuli (MT)-Dynamik über eine Bindung an MTs durch die Aminosäuren 

234-250 beeinflussen (Villari et al. 2015). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die 

Regulation der MT-Dynamik durch Fascin essenziell für die Bildung von fokalen 

Adhäsion von Brustkrebszellen ist (Villari et al. 2015). 
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In unserer Studie zeigen wir, dass die Fascin Expression in hoch malignen Subtypen 

der MDA-MB-231 Zellinie erhöht ist, sowie das sehr hohe Fascin-Expressions-Level 

(im Folgenden als Fascin-Hyperexpression bezeichnet) einen metastasenfördernden 

Effekt besitzen, der unabhängig von der Aktinbündelungsaktivität von Fascin ist. 

 

3.2 Ergebnisse 

3.2.1 Expression von Aktin assoziierten Proteinen in hoch malignen MDA-MB-231 
Subtypen 

 

Durch wiederholte intrakardiale Injektion von MDA-MB-231 Zellen in Mäuse und an-

schließendes Ernten von disseminierten Zellaggregaten wurden verschiedene Subty-

pen dieser Zelllinie generiert. Diese Zelllinien disseminieren dann vorzugsweise ent-

weder in das Gehirn (MDA-MB-231-BR) oder den Knochen (MDA-MB-231-SA) [Bos et 

al. 2009, Kang et al. 2003]. Da die Dynamik des Zytoskeletts ausschlaggebend für das 

Metastasierungspotential von Zellen ist, analysierten wir mRNA-Konzentrationen von 

Aktin-assoziierten Proteinen in MDA-MB-231-BR und MDA-MB-231-SA Zellen im Ver-

gleich zur parentalen Zelllinie. cDNA-Microarray-Daten ergaben, dass das Niveau der 

meisten Aktin-assoziierten Proteine zwischen parentaler Zelllinie, MDA-MB-231-BR 

und MDA-MB-231-SA Zellen gleich war. Die mRNA-Konzentrationen von den Aktin-

Schneide-Proteinen Gelsolin und Cofilin, sowie des aktinvernetzenden Proteins Fila-

min A, waren in MDA-MB-231-BR und MDA-MB-231-SA Zellen im Vergleich zur pa-

rentalen Zelllinie drastisch reduziert. Die einzige deutliche Erhöhung einer Expression 

zeigte das Aktinbündelprotein Fascin (3-fach, Abbildung 1A). Um diese Ergebnisse zu 

bestätigen, analysierten wir die Proteinspiegel per Western Blot (Abbildung 1B, 1C). 

Dieser bestätigte eine reduzierte Expression von Gelsolin und Filamin A, sowie eine 

erhöhte Expression von Fascin in MDA-MB-231-BR und MDA-MB-231-SA im Ver-

gleich zu parentalen Zellen. Die Expression von Cofilin erwies sich auf Proteinebene 

als unverändert (Abbildung 1B, 1C). Es ist bereits bekannt, dass Gelsolin bei bösarti-

gem Brustkrebs durch epigenetische Regulierung reduziert ist (Mielnicki et al. 1999). 

Unbekannt jedoch ist, ob eine erhöhte Expression von Fascin und eine reduzierte Ex-

pression von Gelsolin und Filamin-A zusammenhängen.  
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Im Folgenden fokussieren wir uns auf den Effekt einer Fascin-Hochregulation auf die 

Malignität von MDA-MB-231 Zellen. Dass eine hohe basale Facin-Expression essen-

ziell für die Metastasierung von MDA-MB-231 Zellen ist, konnte bereits gezeigt werden 

(Chen et al. 2010, Huang et al. 2015). Für uns war es daher interessant herauszufin-

den, ob eine weitere Steigerung der Fascin-Expression zu einer Erhöhung der Malig-

nität von MDA-MB-231 Zellen führt. 

 

3.2.2 Klinische Relevanz einer Fascin-Hyperexpression  
 

Um die klinische Relevanz einer Fascin-Hyperexpression zu untersuchen, gruppierten 

wir primäres Brustkrebsgewebe (n=194) basierend auf Fascin mRNA-Konzentrationen 

in Quartile, wobei das letzte Quartil (Q4) Proben mit einer Fascin-Hyperexpression 

beinhaltet. Durch Korrelationsanalyse von klinischen Parametern verglichen wir die 

Quartile Q1-Q3 (niedrige, moderat-niedrige, moderat–hohe Fascin Expression) mit Q4 

(Fascin-Hyperexpression). Diese Analyse zeigte, dass hohe Fascin mRNA-Konzent-

rationen signifikant mit einer erhöhten Anzahl an Lymphknotenmetastasen (p<0,001; 

Abbildung 2A) und einem höheren Grading (p=0,002; Abbildung 2B) einher gingen. Es 

gab außerdem eine Korrelation der Fascin-Hyperexpression mit den molekularen Sub-

typen human epidermal growth factor receptor 2 positiv (HER2+)+ und tripple negati-

vem Brustkrebs (TNBC) (p<0,001; Abbildung 2C). Des Weiteren war eine hohe Fascin 

Expression signifikant mit einem kürzerem Gesamtüberleben (p=0,04; Abbildung 2D) 

und einem Trend betreffend des krankheitsfreien Überleben (p=0,1; Ergänzende Ab-

bildung 1A) in unserem Kollektiv assoziiert. Eine stratifizierte Analyse innerhalb der 

molekularen Subtypen ergab eine signifikante Korrelation einer Fascin Hyperexpres-

sion mit einem krankheitsfreien Überleben bei HER2+ und TNBC (p=0,035; Ergän-

zende Abbildung 1B), aber keine solche  Korrelation bei luminalen Tumoren (p=0,078; 

Ergänzende Abbildung 1C). Diese Daten zeigen, dass eine schlechte klinische Prog-

nose, insbesondere in den aggressiveren molekularen Subtypen HER2+ und TNBC, 

mit einer Fascin-Hyperexpression einhergeht. 
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3.2.3 Effekt einer Fascin-Hyperexpression auf die Aktindynamik in vitro und in Zellen 

 
Aus unseren zuvor gezeigten Daten wird deutlich, dass sowohl in hoch malignen Brust-

krebstumoren als auch in hoch malignen MDA-MB-231 Subtypen eine Fascin-Hyper-

expression vorliegt. Es ist bereits beschrieben, dass die Aktinbündelungsaktivität von 

Fascin für dessen malignitätfördernden Effekt verantwortlich ist (Chen et al. 2010, 

Huang et.al. 2015). Deshalb analysierten wir, ob eine Fascin-Hyperexpression zu einer 

Erhöhung der Aktinbündelungsaktivität führt. Da der Effekt von Aktinbündelproteinen 

von dem Verhältnis zwischen Bündelprotein und Aktin abhängt, bestimmten wir das 

Aktin/Fascin-Verhältnis in parentalen und in MDA-MB-231-SA Zellen per Western Blot. 

Diese Analyse ergab ein Aktin/Fascin- Verhältnis von 3:1 in parentalen MDA-MB-231-

Zellen und ein Verhältnis von 1:1 in MDA-MB-231-SA Zellen (ergänzende Abbildung 

2). Dies deckt sich mit unseren Daten, die ein 3-fach höheres Fascin-Level in MDA-

MB-231-SA Zell in Vergleich zu parentalen Zellen zeigen (Abbildung 1B,1C). 

Als nächstes führten wir zellfreie in vitro Versuche durch, um festzustellen, ob die Ak-

tinbündelungsaktivität von Fascin durch eine Verhältnisänderung von 3:1 auf 1:1 ge-

steigert werden kann. Zusätzlich untersuchten wir als Kontrolle Fascin-Mutanten mit 

dauerhaft aktiver (S39A) und mit dauerhaft inaktiver (S39D) Bündelungsaktivität (im 

Folgenden als Fascin-S39A, Fascin-S39D bezeichnet) in einem Aktin/Fascin Verhält-

nis von 1:1. Wir konnten durch die Verhältnisänderung keine Erhöhung der Aktinbün-

delungsaktivität zeigen. Allerdings konnten wir beweisen, dass die Fascin-Mutante 

S39D keine Aktinbündelungsaktivität besitzt (Abbildung 3A, 3B; Aktin-Bande). 

Durch fluoreszenz-mikroskopische Visualisierung konnten wir feststellen, dass sich die 

Aktinbündel bei einem Aktin/Fascin-Verhältnis von 1:1 deutlich kompakter darstellten 

als bei einem Verhältnis von 3:1 (Abbildung 3C) und dem durch Fascin-S39A gebün-

delten Aktin ähnelten. Wie erwartet wurde durch Fascin-S39D keine Bündelung indu-

ziert. Durch Quantifikation der Fluoreszenz der Aktinbündel konnten wir bestätigen, 

dass die Dichte der Bündel sich durch die Aktin/Fascin Verhältnisänderung von 3:1 auf 

1:1 signifikant erhöht hat (Abbildung 3D). Wir fanden keinen Unterschied zwischen 

Fascin-WT und Fascin-S39A, da es in zellfreien Systemen zu keiner Phosphorylierung 

von Fascin kommt. 

Schlussfolgernd kommt es in zellfreien Systemen zu einer Steigerung der Aktinbünde-

lungsaktivität von Fascin bei sehr hohen Fascin Konzentrationen. Der nächste Schritt 

war festzustellen, ob sich dies auch in Zellen bewahrheitet. Hierzu hyperexpremierten 
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wir Fascin-WT und die Fascin-Mutanten S39A und S39D durch einen lentiviralen Vek-

tor stabil in MDA-MB-231 Zellen. Diese wurden anschließend mit Puromycin selektiert 

und die Fascin-Expression per Western Blot kontrolliert (Abbildung 3E). Da die Bün-

delung von Aktinfilamenten  filamentöses Aktin (F-Aktin) stabilisiert und an der Elonga-

tion von Filopodien beteiligt ist, analysierten wir als nächstes das F-Aktin zu globuläres 

Aktin (G-Aktin) Verhältnis und die Länge der Filopodien bei einer Fascin- und Fascin-

Mutanten- Hyperexpression in MDA-MB-231 im Vergleich zu Kontroll-MDA-MB-231. 

Um zu überprüfen, ob bei einer Hyperexpression Fascin weiterhin in der Spitze der 

Filopodien lokalisiert ist, färbten wir die MDA-MB-231 Zellen mit einem Anti-Fascin-

Antikörper. Hierbei stellten wir fest, dass Fascin sich bei der Fascin-WT-Hyperexpres-

sion in der Spitze und im gesamten Filopodium ansammelte. Bei einer Fascin-S39D-

Hyperexpression sammelte Fascin sich diffus in Lamellopodienartigen Strukturen und 

bei einer Fascin-S39A-Hyperexpression akkumulierte Fascin in der Spitze der Filopo-

dien (ergänzende Abbildung 3B).  

Die Analyse des G-zu F-Aktin Verhältnises ergab, dass nur die Fascin-S39A-Hyperex-

pression zu einer erhöhten F-Aktin Konzentration (Abbildung 3F) sowie einer Verlän-

gerung der Filopodien führte (Abbildung 3G, ergänzende Abbildung 3B). Keine der 

Hyperexpressionen führte zu einer Veränderung der Anzahl an Filopodien (Abbildung 

3H). Wir vermuten, dass die Verlängerung der Filopodien bei einer Fascin-S39A-Hy-

perexperssion durch die Anreicherung des Fascins im leading edge der MDA-MB-231 

Zellen bedingt ist. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass Fascin- S39D, wahrscheinlich durch seine diffuse Lo-

kalisation, nicht das endogene Fascin an den Spitzen der Filopodien ersetzen konnte 

und so keinen dominant negativen Effekt auf die Filopodien hatte (ergänzende Abbil-

dung 3A). Ebenfalls führte die Fascin-WT-Hyperexpression nicht zu einer Erhöhung 

der F-Aktin Konzentration und zu keiner Verlängerung der Filopodien, was darauf hin-

weist, dass eine Fascin-WT-Hyperexpression nicht zu einer erhöhten Aktinbündelung 

in den Zellen führt. Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass nur eine 

Fascin-S39A-Hyperexpression zu einer erhöhten Aktinbündelung führt, wohingegen 

die Fascin-WT-Hyperexpression keinen Effekt zeigt. 
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3.2.4 Die Fascin-Hyperexpression in MDA-MB-231 Zellen erhöht deren Metastasie-
rung unabhängig von Fascins Aktinbündelungsaktivität 

 

Wie unsere Daten zeigen, führt eine Fascin-Hyperexpression nicht zu einer zusätzlich 

erhöhten Bildung von Aktinbündeln in der Zelle, was darauf hindeutet, dass die Wir-

kung von Fascin auf die Aktinbündelung ab einer bestimmten Konzentration gesättigt 

ist. Hieraus könnte man schließen, dass der Effekt von einer Fascin-Hyperexpression 

auf die Malignität von Brustkrebs (Abbildung 2) unabhängig von dessen Aktinbünde-

lungsaktivität ist.  

Um diese Annahme zu bestätigen, analysierten wird die Metastasierung von MDA-MB-

231 Zellen mit einer Fascin-WT-Hyperexpression, einer Fascin-Mutante-Hyperexpres-

sion (Fascin-S39D oder Fascin-S39A), sowie parentale Vektor tranduzierte MDA-MB-

231 Zellen (Kontrolle), in immundefizienten Mäusen. Wir injizierten die Zellen subkutan 

in den Nacken der Mäuse. Als der Primärtumor eine Größe von ca. 1,5 cm2 (24 Tage 

nach der Injektion) erreicht hatte, wurden die Mäuse seziert. Um zu kontrollieren, dass 

die Fascin-Expression sich während des Tumorwachstums nicht verringert hatte, fi-

xierten wir die Primärtumoren in Paraffin und wiesen die Fascin-Expression durch An-

tikörperfärbung nach. Die Fascin-Expression blieb nachweislich stabil (ergänzende 

Abbildung 4).  

Um die spontane Metastasierung der Zellen zu analysieren, nutzten wir Alu-qRT-PCR. 

Hierzu wurde die DNA der Lunge mit Hilfe eines DNeasy Kit extrahiert und mit etab-

lierten Primern (Nehmann et al. 2010), welche an die Alu-Sequenz binden, in einer real 

time PCR quantifiziert. Des Weiteren werteten wir die Proben histologisch aus. Die 

Alu-qRT-PCR-Analyse ergab bei einer Fascin Hyperespression eine 4-fache Vergrö-

ßerung der metastatischen Zellmasse innerhalb der Lunge (p=0,022), im Vergleich zu 

Kontroll MDA-MB-231 Zellen (Abbildung 4B). Das Primärtumorwachstum wurde durch 

eine Fascin-Hyperexpression jedoch nicht beeinflusst (Abbildung 4C). Folglich führt 

eine Fascin-Hyperexpression zu einer höheren Metastasierungsrate, aber nicht zu ei-

ner Vergrößerung der Primärtumormasse. 

Bei mit Fascin-S39D-Hyperexpressions MDA-MB-231 injizierten Mäusen konnten wir, 

im Vergleich zu Kontrollzellen, eine 9-fach erhöhte metastatische Zellmasse innerhalb 

der Lungen feststellen (p=0,0007, Abbildung 4A). Dies könnte allerdings auch dadurch 
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bedingt sein, dass das Expressions-Level der Fascin-S39D-Hyperexpression, im Ver-

gleich zu den Fascin-Expressions-Leveln der anderen Fascin-Hyperexpressionen, et-

was höher liegt (siehe Abbildung 3E).  

Zusammenfassend lässt sich aus den in vivo Daten unsere Vermutung bestätigen, 

dass eine Fascin-Hyperexpression unabhängig von dessen Aktinbündelungsaktivität 

eine erhöhte Metastasierung bedingt. 

 

3.2.5 Effekt der Fascin-Hyperexpression auf Zell-Viabilität, Adhäsion, Transmigration 
und Koloniebildung 

 

Um zu analysieren, welche zellulären Prozesse bei einer Fascin-Hyperexpression eine 

erhöhte Metastasierung stimulieren, verglichen wir Viabilität (Abbildung 5A), Kolonie-

bildung (Abbildung 5B), Adhäsion (Abbildung 5C) und Transmigration (Abbildung 5D) 

zwischen Kontroll und allen Fascin-Hyperexpressions MDA-MB-231 Zellen. Diese 

Analyse ergab, dass die Fascin-Hyperexpression eine deutlich erhöhte Koloniebildung 

und Adhäsion von MDA-MB-231 zur Folge hat, aber keine signifikanten Auswirkungen 

auf die Viabilität und die Transmigration besitzt. Im Falle der Adhäsion zeigten MDA-

MB-231 Zellen, mit einer Fascin-Hyperexpression, Fascin-S39D-Hyperexpression o-

der Fascin-S39A-Hyperexpression, eine deutlich erhöhte Adhäsion im Vergleich zu 

Kontrollzellen (p=0,002, p=0,0046, p=0,018). Die Koloniebildung war jedoch nur bei 

einer Fascin-WT-Hyperexpression signifikant erhöht (p=0,03). 

Diesen Ergebnissen zeigen, dass eine Fascin-Hyperexpression nur die Koloniebildung 

erhöht, wenn die Aktinbündelungsaktivität durch Phosphorylierung reguliert werden 

kann. Somit scheint die stimulierende Wirkung von Fascin auf die Koloniebildung von 

dessen Aktinbündelungsaktivität abhängig zu sein, die stimulierende Wirkung einer 

Fascin-Hyperexpression auf die Adhäsion scheint jedoch unabhängig von dessen Ak-

tinbündelungsaktivität zu sein.  

 

3.2.6 Die Fascin-Hyperexpression erhöht die Mikrotubulidynamik 
 

Unsere Daten zeigen, dass eine Fascin-Hyperexpression in MDA-MB-231 Zellen die 

Metastasierung in vivo und Adhäsion in vitro unabhängig von dessen Aktin-Bünde-

lungsaktivität erhöht. Eine aktuelle Studie ergab, dass die Depletion von Fascin in 

MDA-MB-231 Zellen zu weniger dynamischen Mikrotubuli führte. Zusätzlich zeigten 

die Autoren, dass Fascin direkt an Mikrotubuli bindet und hierdurch die Zelladhäsion 
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mit reguliert (Villari et al. 2015). Es war daher interessant zu untersuchen, ob eine 

Fascin-Hyperexpression ebenfalls die Mikrotubulidynamik in MDA-MB-231 verändert. 

Zu diesem Zweck analysierten wir bei Kontroll-, Fascin-WT, Fascin-S39A und Fascin-

S39D-Hyperexpression MDA-MB-231 Zellen die Expression von detyrosinierten (sta-

bilisierten, Kreis et al.1987) Mikrotubuli per Western Blot. Es zeigte sich, dass alle 

Fascin-Hyperexpressionen zu einem um ca. 40% reduzierten Gehalt an detyrosinier-

ten Mikrotubuli führte (Abbildung 6). Eine Fascin-Hyperexpression scheint somit die 

Mikrotubulidynamik zu erhöhen. 

 

3.2.7 Hohe Fascin Konzentrationen beeinflussen die Mikrotubulidynamik in zellfreien 
Systemen 

 

Um den Mechanismus zu analysieren, durch den eine Fascin-Hyperexpression die 

MT-Dynamik reguliert, führten wir zellfreie in vitro Experimente durch. Hierzu setzten 

wir ein Verhältnis an Fascin zu Mikrotubuli entsprechend der Fascin-Hyperexpression 

MDA-MB-231 ein (1:1, siehe Ergänzende Abbildung 2). Grundsätzlich ist es möglich, 

dass die Aktinbindung von Fascin dessen Wirkung auf die MT-Dynamik beeinflusst. 

Wäre dies der Fall, so sollte Fascin das Aktin-Zytoskelett mit MTs verbinden. Um dies 

zu analysieren, inkubierten wir Alexa-fluor®488 markiertes Aktin und Taxol-stabili-

sierte, Rhodamin markierte MTs mit und ohne Fascin. Die Aktinfilamente und MTs 

wurden durch Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Als Positivkontrolle inkubierten wir 

Alexa-fluor®488 markiertes Aktin und Taxol-stabilisierte MTs mit DIAPH2, welches Ak-

tin mit dessen FH1/FH2-Domäne sowie MTs mit dessen FH2-Domäne bindet (Gaillard 

et al. 2011). DIAPH2 induzierte die Bildung von polarisierten Aktinfilamenten und 

rekrutierte MTs zu F-Aktin (Ergänzende Abbildung 5). In Gegenwart von Fascin kam 

es jedoch zu keiner Co-Lokalisierung zwischen F-Aktin und MTs (Abbildung 7A). Folg-

lich ist es unwahrscheinlich, dass die Aktinbinung von Fascin dessen Wirkung auf die 

MT-Dynamik beeinflusst. Da unsere Daten zeigten, dass eine Fascin-Hyperexpression 

die MT-Dynamik in MDA-MB-231 erhöht, untersuchten wir ob dies direkt oder indirekt 

über zelluläre Fascin-Interaktionspartner vermittelt wird. Hierzu wurde das Wachstum 

von HiLyte Fluor™-647 markierten, nicht Taxol-stabilisierte MTs mittels TIRF-Mikro-

skopie analysiert. Tatsächlich ergab diese Analyse, dass in Gegenwart von Fascin die 

Dynamik der MTs (Auf- und Abbau) gegenüber der Kontrolle erhöht waren (Abbildung 

7B, 7C). Zusätzlich zeigte eine quantitative Bewertung von Kymographen, dass Fascin 
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(p=0,007) die MT-Polymerisation signifikant beschleunigte (Abbildung 7D, 7E). Dieses 

Ergebnis wurde durch die Messung der Polymerisation von nicht markierten und nicht 

Taxol-stabilisierten MTs durch Absorbtionsmessung bei 340 nm bestätigt. Hier führte 

Fascin zu einer signifikanten (p=0,0019) Erhöhung der Geschwindigkeit der MT-Poly-

merisation um 25% (Abbildung 7F). Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass 

hohe Konzentrationen von Fascin die MT-Dynamik steigern.  

 

3.3 Diskussion 
 

Im Rahmen dieser Studie suchten wir nach Aktin assoziierten Proteinen in hoch ma-

lignen MDA-MB-231 Subtypen (SA, BR). 

Hierbei fanden wir, dass Fascin als einziges Aktin assoziiertes Protein eine gesteigerte 

Expression sowohl in MDA-MB-231-SA als auch in MDA-MB-231-BR aufwies. Es 

wurde bereits durch verschiedene Forschungsgruppen beschrieben, dass eine hohe 

Fascin-Expression zu einer erhöhten Malignität in unterschiedlichen Tumortypen führt 

(Übersichtsartikel Tan et al. 2013). Parentale MDA-MB-231 Zelle besitzen bereits ein 

hohes Fascin-Expressions-Level und es konnte gezeigt werden, dass Fascin in diesen 

Zellen essenziell für die Metastasierung von MDA-MB-231 Zellen in severe combined 

immunodeficient mice (SCID)-Mäusen ist (Chen et al. 2010). Es war allerdings nicht 

klar, ob die nochmals erhöhte Fascin Expression der hoch malignen Subtypen auch 

deren Malignität weiter steigert. Um diese Frage zu beantworten, analysierten wir zu-

nächst die Fascin-Expressions-Level von Brustkrebsproben verschiedener Patienten. 

Patientengruppen mit einer niedrigen, moderat-niedrigen und moderat-hohen Fascin-

Expression zeigten eine ähnliche gesamt- und progressionsfreie Überlebenszeit, wo-

hingegen die Patientengruppe mit einer sehr hohen Fascin-Expression (Fascin-Hype-

rexpression) eine signifikant geringere Überlebensrate zeigte. Diese Daten deuten da-

rauf hin, dass eine Fascin-Hyperexpression eine besondere Bedeutung für die Malig-

nität von Brustkrebszellen haben könnte. Um diese Hypothese näher zu untersuchen, 

verglichen wir die Aktinbündelungsaktivität von Fascin bei einem Aktin zu Fascin Ver-

hältnis entsprechend der parentalen MDA-MB-231 (3:1) und der MDA-MB-231-SA 

(1:1) Zellen. Zusätzlich analysierten wir Fascin-Mutanten mit dauerhaft aktiver (S39A) 

und dauerhaft inaktiver (S39D) Aktinbündelungsaktivität. In zellfreien Versuchen konn-

ten wir eine Erhöhung der Aktinbündelungsaktivität von Fascin bei einem Aktin/Fascin 

Verhältnis von 1:1 gegenüber einem Verhältnis von 3:1 feststellen. In MDA-MB-231 
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Zellen führte eine Fascin-Hyperexpression allerdings zu keiner Verstärkung des Ef-

fekts von Fascin auf F-Aktin. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass der Effekt von 

Fascin auf die Aktindynamik ab einem bestimmten Expressions-Level gesättigt ist. 

Hieraus könnte geschlossen werden, dass der Effekt einer Fascin-Hyperexpression 

auf die Malignität von Brustkrebszellen unabhängig von dessen Aktinbündelungsakti-

vität ist. Um diese Annahme zu bestätigen, analysierten wir die Metastasierung von 

MDA-MB-231 Zellen mit einer Fascin-Hyperexpression, einer Fascin-Mutanten-Hype-

rexpression mit dauerhaft aktiver Aktinbündelungsaktivität (S39A), Fascin-Mutanten-

Hyperexpression mit dauerhaft inaktiver Aktinbündelungsaktivität (S39D) und parenta-

len Leer-Vektor transduzierten MDA-MB-231 Zellen in immundefizienten Mäusen. 

Hierzu hyperexprimierten wir Fascin-WT und die Fascin-S39A und Fascin-S39D durch 

einen lentiviralen Vektor stabil in MDA-MB-231 Zellen. Diese selektierten wir anschlie-

ßend mit Puromycin, kontrollierten die jeweiligen Fascin-Expression-Level und injizier-

ten die transduzierten Zellen in immundefiziente Mäusen. Tatsächlich fanden wir, dass 

alle Fascin-Hyperexpressions Varianten die Metastasierung stark erhöhten. Dies zeigt 

uns, dass eine Fascin-Hyperexpression unabhängig von seiner Aktinbündelungsakti-

vität zu einer erhöhten Malignität führt. 

Von uns durchgeführte Analysen ergaben, dass eine Fascin-Hyperexpression und 

Fascin-Mutanten-Hyperexpression nur die Adhäsion der Zellen verstärkte. Dies weist 

darauf hin, dass eine erhöhte Metastasierung durch Fascin-Hyperexpression auf des-

sen Wirkung auf die zelluläre Adhäsion beruht.  

Villary et al. (2015) konnte zeigen, dass Fascin essenziell für die Bildung fokaler Ad-

häsionen ist und dass hierzu die Bindung von Fascin an MTs nötig ist. Des Weiteren 

fand die Arbeitsgruppe, dass die Depletion von Fascin in MDA-MB-231 Zellen zu einer 

geringeren MT-Dynamik und einer geringeren Wachstumsrate führt. 

Dies lässt vermuten, dass der Aktinbündelungsaktivität unabhängige Effekt einer 

Fascin-Hyperexpression auf die zelluläre Adhäsion durch dessen Wirkung auf die MT-

Regulation bewirkt wird. Wir konnten feststellen, dass eine Fascin-Hyperexpression zu 

einer erhöhten MT-Dynamik in MDA-MB-23 Zellen führt. In zusätzlichen zellfreien in 

vitro Experimenten, in denen wir ein Fascin zu MT-Verhältnis entsprechend der 

Fascin-Hyperexpressions MDA-MB-231 Zellen einsetzten, konnten wir ebenfalls zei-

gen, dass hohe Fascin Konzentrationen zu einer erhöhten MT-Dynamik führten. Des 

Weiteren fanden wir, dass Fascin keine Verbindung zwischen dem Aktin-Zytoskelett 

und MTs bildet. Dies unterstützt die Annahme, das Fascin in Zellen nur an MTs binden 



 29 

kann, wenn die Aktinbindung an der dritten Faltblattstruktur durch Phosphorylierung 

an S274 blockiert ist (Villari et al. 2015). 

Schlussfolgernd lässt sich feststellen, dass der stimulierende Effekt einer Fascin-Hy-

perexpression auf die Metastasierung nicht abhängig von der Aktinbündelungsaktivität 

von Fascin ist. Aufgrund unserer Erkenntnisse, dass eine Fascin-Hyperexpression zu 

einer Erhöhung der MT-Dynamik führt, lässt sich vermuten, dass die Fascin bedingte 

Regulierung der MTs und die Erhöhung des Metastasenpotentials durch Fascin zu-

sammenhängen. Es sind allerdings noch weitere Experimente nötig, um diese These 

zu beweisen. Da MTs mehrere zelluläre Prozesse, wie Zellteilung, Migration, intrazel-

lulären Transport und Invasion regulieren, wäre es außerdem interessant zu analysie-

ren, welche zellulären Prozesse durch die Fascin bedingte MT-Regulation beeinflusst 

werden (Kavallaris et al. 2010, Fife et al. 2014). Zusätzlich sollte man untersuchen ob 

die durch Fascin bedingte Resistenz gegen das MT-angreifende Taxoteron, mit der 

MT-Dynamik kontrollierenden Eigenschaft von Fascin zusammenhängen (Gihebeh et 

al. 2014). 

Zusammengefasst zeigen unsere Daten, dass eine Steigerung der Fascin-Expression 

mit einer Steigerung des malignen Potentials von Brustkrebszellen korreliert und dass 

eine erhöhte Fascin-Expression unabhängig von seiner Aktinbündelungsaktivität (Ab-

bildung 6) das Metastasierungspotential von Brustkrebszellen erhöht. Diese Erkennt-

nisse sollten bei der Entwicklung neuer Medikamente, welche die Fascin-Aktivität hem-

men, berücksichtigt werden.   
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4 Zusammenfassung 
 

Proteine, welche die Dynamik des Zytoskeletts beeinflussen und dadurch die morpho-

logische Wandlungsfähigkeit der Zelle regulieren, sind essenziell für die Bewegungs-

fähigkeit und somit auch für die Metastasierung von Tumorzellen. Das Aktinbündelpro-

tein Fascin zeigt in vielen Tumortypen eine erhöhte Expression (Machesky et al. 2010), 

welche mit einer erhöhten Mortalität der Krebspatienten assoziiert ist (Tan et al. 2013). 

Auch wir fanden in unserer Patientengruppe mit hochmalignem Brustkrebs und in den 

hochmalignen Subzelllinien von MDA-MB-231 eine stark erhöhte Fascin-Expression 

(Hyperexpression) im Vergleich zur parentalen MDA-MB-231 Zelllinie. Um den ge-

nauen Effekt einer Fascin Hyperexpression auf die Metastasierung zu bestimmen, hy-

perexpremierten wir Fascin-WT sowie Fascin-Mutanten (dauerhaft aktive ABA S39A, 

dauerhaft inaktive ABA S39D) in parentalen MDA-MB-231 Zellen und analysierten die 

Metastasierung in immundefizienten Mäusen. 

Sowohl eine Fascin-WT-Hyperexpression als auch eine Hyperexpression beider 

Fascin-Mutanten führten zu einer stark gesteigerten Metastasierung. Hieraus schlos-

sen wir, dass der metastasenfördernde Effekt einer Fascin-Hyperexpression unabhän-

gig von Fascins Aktinbündelungsaktivität sein muss. In Zellversuchen konnten wir fest-

stellen, dass alle Fascin-Hyperexpressionen zu einer gesteigerten Adhäsion der Zellen 

führten und Villari et al. (2015) fanden, dass Fascin die Adhäsion von Zellen durch eine 

Regulierung der MT-Dynamik beeinflusst. In zellfreien in vitro Versuchen konnten wir 

aufzeigen, dass hohe Fascin Konzentrationen zu einer gesteigerten MT-Dynamik führt. 

Der Effekt der Fascin-Hyperexpression auf die Metastasierung könnte durch diese MT-

regulierende Aktivität von Fascin bedingt sein. Zukünftige Untersuchungen werden zei-

gen, ob diese Hypothese stimmt. 

Die Aufklärung des Mechanismus, welcher der Fascin stimulierten Metastasierung zu-

grunde liegt, ist essenziell für die Entwicklung neuer Fascin spezifischer Inhibitoren. 
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5  Summary 
 

Proteins regulating cytoskeletal dynamics, are essential for the ability of a cell to move 

and thus also for its ability to metastasize. The actin bundling protein fascin is up-

regulated in many tumor types (Machesky et al. 2010); and is associated with a poor 

clinical outcome (Tan et al. 2013). We also found a strongly increased fascin expres-

sion (hyperexpression) in our patient group with highly malignant breast cancer and in 

highly malignant subcell lines of MDA-MB-231, compared to the parental MDA-MB-

231 cell line. To determine the effect of fascin hyperexpression on metastasis, we hy-

perexpressed fascin-WT and fascin mutants (consistently active S39A, consistently 

inactive actin bundeling activity S39D) in parental MDA-MB-231 and analyzed metas-

tasis in immunodeficient mice. 

Fascin-WT hyperexpression and hyperexpression of both fascin-mutants led to an in-

creased metastatic cell burden. This result indicates, that the metastasis-promoting 

effect of fascin-hyperexpression is independent of its actin bundling activity. 

Experiments showed that all types of fascin-hyperexpressions increased cellular ad-

hesion. Villari et al.2015 found, that fascin altered cellular adhesion by regulating MT-

dynamics, and we revealed in cell-free in vitro experiments, that high concentrations 

of fascine lead to increased MT-dynamics. 

Thus, the effect of fascin hyperexpression on metastasis and the MT-regulating activity 

of fascin could be related. Future experiments will show if this assumption holds true. 

The clarification of the mechanism underlying fascin-stimulated metastasis is essential 

for the development of new fascin-specific inhibitors. 
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