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IV Diskussion 

1 I-Plastin-Defizienz führt zu Veränderungen des 

intestinalen Bürstensaums 

Zellmembranausstülpungen, die durch dicht gepackte Aktinfilamentbündel unterstützt 

werden, existieren in vielen verschiedenen Formen, wie beispielsweise die Mikrovilli in 

resorbierenden intestinalen Epithelzellen, die Stereozilien (auch Stereovilli genannt) 

der Hörsinneszellen und die Borsten von D. melanogaster. Die Mikrovilli der Darm-

epithelzellen stellen dabei die einfachste Struktur dar und sind aus diesem Grund für 

Studien an Membranausstülpungen, die durch Aktin unterstützt werden, als 

Modellsystem bestens geeignet (DeRosier und Tilney, 2000). F-Aktin wird in den 

intestinalen Mikrovilli durch I-Plastin (Fimbrin), Villin und Espin gebündelt (Bretscher 

und Weber, 1979; Bretscher und Weber, 1980; Bartles et al., 1998). Für I-Plastin ist 

bekannt, dass es in vitro Aktinfilamente so bündelt, dass sie strukturell denen in den 

Mikrovilli ähnlich sind (Glenney et al., 1981; Matsudaira et al., 1983). Durch Villin in 

vitro gebündelte Aktinfilamente weisen diese Ähnlichkeit dagegen nicht auf (Matsudaira 

et al., 1983). Es wird daher angenommen, dass I-Plastin das wichtigste aktinbündelnde 

Protein in den Mikrovilli ist, zumal Mikrovilli erst embryonal vervollständigt werden, 

wenn I-Plastin apikal in den intestinalen Epithelzellen lokalisiert (Ezzell et al., 1989). 

Um die Rolle von I-Plastin in vivo zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine 

I-Plastin defiziente Mauslinie charakterisiert.  

1.1 I-Plastin ist für die Verlängerung der Mikrovilli verantwortlich 

Die Länge von Membranausstülpungen wird bestimmt durch die Stabilität der Aktin-

filamente, die sie unterstützen. Dabei wird die Stabilität durch Vernetzung der 

Filamente mittels aktinbündelnder Proteine erhöht (Mogilner und Rubinstein, 2005; 

Atilgan et al., 2006). Die intrinsische Biegesteifigkeit ist abhängig von der Anzahl der 

Filamente, nicht aber von der I-Plastin-Konzentration (Claessens et al., 2006). Die 

Depolymerisation von F-Aktin kann nur erfolgen, wenn die aktinbündelnden Proteine 

nicht mehr an die Aktinfilamente binden (Prost et al., 2007). Aus diesem Grund 

limitieren diese Proteine die Depolymerisation und sind somit für die Verlängerung der 
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Filamente mitverantwortlich (Zigmond et al., 1992; Tilney et al., 2003). In I-Plastin 

defizienten Mäusen ist die Länge der Mikrovilli um 20 % reduziert (Abbildung III-11). 

Sowohl für Villin als auch für Espin ist in Überexpressionsstudien festgestellt worden, 

dass sie für die Verlängerung der Mikrovilli verantwortlich sind (Loomis et al., 2003). In 

vivo trifft dies aber nicht zu, da bei Defizienz dieser Proteine normale Mikrovilli gebildet 

werden (Pinson et al., 1998; Ferrary et al., 1999; Athman et al., 2002). Dies bedeutet, 

dass von den bekannten mikrovillaren aktinbündelnden Proteinen nur I-Plastin für die 

Verlängerung der intestinalen Mikrovilli wichtig ist. Bereits 1994 stellten Arpin et al. die 

These auf, dass I-Plastin nur bereits existierende Mikrovilli stabilisieren und verlängern 

kann, nicht aber für die Initiierung der de novo Assemblierung verantwortlich ist. Dies 

wird nun durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstützt. Die Länge der 

verkürzten Mikrovilli unterschreitet allerdings nicht die maximal erreichbare Länge von 

0,5 µm, die schwach gebündelte Aktinfilamente erreichen können (Mogilner und 

Rubinstein, 2005). Damit ist auch bei I-Plastin-Defizienz das axiale Bündel durch die 

verbliebenen Bündelungsproteine stabil. Dies wird durch EM-Aufnahmen von isolierten 

Bürstensäumen, die gebündelte Aktinfilamente innerhalb der Mikrovilli aufweisen, 

bestätigt (Abbildung III-14). Eine reduzierte Anzahl von gebündelten Filamenten ist 

nicht auszuschließen, wobei EM-Aufnahmen von Querschnitten der Mikrovilli nicht 

darauf hindeuten (Abbildung III-12). Mit Hilfe von Immunfluoreszenzstudien mit F-Aktin 

und den anderen mikrovillaren aktinbindenden Proteinen sind keine Veränderungen 

beobachtet worden (Abbildung III-15, -16). 

1.2 I-Plastin ist für den Aufbau des terminalen Netzes 

notwendig 

Die Aktinfilamente der intestinalen Mikrovilli erstrecken sich bis in das terminale Netz, 

in dem sie als Aktinwurzeln blind enden (Hull und Staehelin, 1979; Mooseker, 1985). 

An die Aktinwurzeln bindet Tropomyosin (Bretscher und Weber, 1978; Drenckhahn und 

Groschel-Stewart, 1980). Die Aktinwurzeln werden durch Myosin IIa, Spektrin und 

Filamin miteinander verbunden, wodurch dem Bürstensaum zusätzliche Stabilität 

verliehen wird (Bretscher und Weber, 1978; Mooseker et al., 1978; Glenney und 

Glenney, 1983; Hirokawa et al., 1983). Bei dem markantesten strukturellen Defekt, der 

durch den Verlust von I-Plastin in dieser Arbeit festgestellt worden ist, handelt es sich 

um die fehlenden Aktinwurzeln (Abbildung III-11 und 14). In TEM-Studien von 

Dünndarmschnitten sind sie nicht vorhanden. Lediglich in TEM-Aufnahmen von 

isolierten Bürstensäumen können vereinzelte, rudimentäre Aktinfilamente, die aus den 
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Mikrovilli ins Zytoplasma hineinreichen, beobachtet werden. Letzteres könnte 

zumindest teilweise auf die Kontrolle der Aktinfilamentlänge, wie sie für aktinbündelnde 

und quervernetzende Proteine bereits diskutiert wurde, zurückzuführen sein (Prost et 

al., 2007).  

I-Plastin ist das erste Protein im Bürstensaum, für das gezeigt werden konnte, dass 

dessen Verlust zu Veränderungen im terminalen Netz führt. Wie 

Immunfluoreszenzstudien verdeutlichen, resultiert die Defizienz von I-Plastin in 

Lokalisationsdefekten von Tropomyosin, Myosin IIa und α-II-Spektrin im terminalen 

Netzwerk (Kapitel III-3.2.2.). Neben den α-Tropomyosinen (hochmolekulare und u.a. 

aber auch die niedermolekularen Isoformen 5a und 5b), die mit dem hier verwendeten 

Antikörper detektiert werden konnten, lokalisieren auch γ-Tropomyosine im terminalen 

Netz. Ihre Lokalisation ist vermutlich ebenfalls beeinträchtigt, da die Aktinwurzeln, mit 

denen sie interagieren, fehlen. Die Tropomyosine spielen allerdings auch eine Rolle an 

den Adhäsionskontakten und sorgen für Stabilität im Aktingürtel, wobei verschiedene 

Tropomyosine mit unterschiedlichen Aktinfilamenten assoziieren (Dalby-Payne et al., 

2003; Gunning et al., 2005). Dies könnte die Ursache für die reduzierte 

Immunfluoreszenzfärbung von Tropomyosinen anstelle der beobachteten Deloka-

lisation von Spektrin und Myosin IIa sein.  

Der Verlust von Myosin IIa bei I-Plastin-Defizienz beschränkt sich auf das terminale 

Netz. An den Adhäsionskontakten vermittelt Myosin IIa in vitro die Kontraktion des 

Bürstensaums (Rodewald et al., 1976; Burgess, 1982; Keller und Mooseker, 1982). 

Kontraktionsstudien an isolierten Bürstensäumen in An- und Abwesenheit des 

Myosin II-spezifischen Inhibitors Blebbistatin in dieser Arbeit verdeutlichen, dass nur 

Myosin IIa, das am Aktingürtel und den Adhäsionskontakten lokalisiert, für die 

Kontraktion verantwortlich ist. Myosin IIa, das die Aktinwurzeln miteinander vernetzt, 

und die Aktinwurzeln selbst besitzen demnach keinen Einfluss auf die Kontraktion 

(Abbildung III-29). Dies verdeutlicht die funktionellen Unterschiede von Myosin IIa im 

terminalen Netz zu seiner Funktion im Aktingürtel und den Adhäsionskontakten.  

In früheren Untersuchungen ist festgestellt worden, dass während der Assemblierung 

der Mikrovilli ihre Verlängerung und die Ausbildung des terminalen Netzes mit Spektrin 

erst stattfindet, wenn unter anderem I-Plastin apikal lokalisiert (Takemura et al., 1988; 

Ezzell et al., 1989). Der Verlust von apikalem Spektrin bei I-Plastin-Defizienz lässt 

somit vermuten, dass I-Plastin für dessen Rekrutierung zumindest mitverantwortlich ist. 
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In D. melanogaster führt der Verlust eines bürstensaumspezifischen β-Spektrins zu 

Defekten in frühen Endosomen. Dieses Spektrin ist für die Etablierung und 

Aufrechterhaltung der Zusammensetzung der Bürstensaumproteine über die 

Regulierung des frühen endosomalen Recyclingsignalweges verantwortlich (Phillips 

und Thomas, 2006). Williams et al. (2004) konnten zudem zeigen, dass die 

Überexpression des Bürstensaum spezifischen β-Spektrins zu einer Inhibition der 

Endozytose führt (Williams et al., 2004). Der apikale Verlust bei I-Plastin-Defizienz von 

Spektrin, weiterer Komponenten des terminalen Netzes und der Aktinwurzeln selbst 

könnten somit zu einer erhöhten Endozytose führen, zumal eine Umstrukturierung des 

Aktinzytoskeletts nicht notwendig wäre (Yarar et al., 2005) (siehe Kapitel IV-5). Phillips 

und Thomas (2006) schlagen in Drosophila ein Modell vor, indem neu geformte 

endozytotische Vesikel durch die Aktinwurzeln, Spektrin und Myosin II im terminalen 

Netz navigieren müssen, bevor sie zu den frühen Endosomen gelangen. Spektrin soll 

die Vesikel so durch das terminale Netz dirigieren, dass es Einfluss darauf nimmt, ob 

Proteine zurück zur Membran gelangen oder den Degradationsprozess in den 

Lysosomen durchlaufen (Phillips und Thomas, 2006). Wie in D. melanogaster der 

Verlust von apikalem Spektrin, könnte auch in I-Plastin defizienten Mäusen die 

Fehllokalisation von Spektrin zu einer erhöhten Anzahl von Endosomen und 

Lysosomen führen.  

1.2.1 Einfluss von I-Plastin auf die Keratinfilamente 

Es ist bekannt, dass Intermediärfilamente aus Keratinen mit dem Aktinzytoskelett 

verknüpft sind (Green et al., 1986; Green et al., 1987). In EM-Aufnahmen von 

intestinalen Epithelzellen mit Hilfe des Schockgefrierverfahrens konnte bereits früher 

gezeigt werden, dass das Keratinnetzwerk mit den Aktinwurzeln der mikrovillaren 

Aktinfilamente verbunden ist (Hirokawa et al., 1982; Hirokawa et al., 1983). Es wird 

zudem vermutet, dass zum Aufbau der Keratinfilamente das Aktinnetzwerk mit 

Beteiligung von Myosinen benötigt wird (Weber und Bement, 2002; Helfand et al., 

2004). Andere Autoren sind der Meinung, dass die apikale Verteilung der 

Intermediärfilamente der Polarität von Aktinfilamenten und Mikrotubuli vorausgeht 

(Oriolo et al., 2007b). So lokalisieren Keratinfilamente zwei Tage vor der Ausbildung 

des Bürstensaums in Caco2-Zellen (einer humanen Adenokarzinom-Zelllinie) apikal 

(Wald et al., 2005). In Myosin Ia defizienten Mäusen ist die Keratinfärbung apikal 

verstärkt, was auf Umverteilungen zurückgeführt wird (Tyska et al., 2005). 

Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zeigen unter Verwendung des gleichen 

Pan-Keratinantikörpers eine apikale Reduzierung der Keratine. Der Verlust von 
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Keratinfilamenten führt zu einer erhöhten Zellfragilität, die im Darm durch schnelle 

Zellerneuerung kompensiert wird (Owens und Lane, 2004). In den TEM-Aufnahmen 

von isolierten Bürstensäumen (Abbildung III-14) sind allerdings apikale 

Intermediärfilamente noch näher an den Mikrovilli sichtbar und spezifische Antikörper 

gegen Keratin 8 bzw. 19 färben das Keratinnetzwerk an. Die höher apikal liegende 

Lokalisation könnte aus der fehlenden Aktinwurzel als Abstandshalter resultieren. Mit 

der Auflösung eines konfokalen Lasermikroskops ist eine veränderte Lokalisation nicht 

nachweisbar (Abbildung III-20 und -21). Die beobachtete Reduzierung der Keratine 

mittels Pan-Keratinantikörpers könnte aufgrund von Veränderungen der Keratine 18 

oder 20 auftreten, sofern der Antikörper für diese Keratine eine höhere Affinität besitzt, 

was nicht bekannt ist. Es liegt die Vermutung nahe, dass die Veränderungen des 

Aktinzytoskeletts zu der Fehlorganisation des Keratinnetzwerks in I-Plastin defizienten 

Mäusen führt. Durch Reduktion von Keratin 19 in vitro kommt es sowohl im Aktin- als 

auch im Mikrotubulinetzwerk zu Störungen (Salas et al., 1997). Zudem konnte in 

mehreren Studien gezeigt werden, dass die Filamente aus Keratin 18/8 und 19/8 in 

Caco2-Zellen an die Mikrotubuli-organisierenden Zentren gebunden, sowie für deren 

apikale Lokalisation verantwortlich sind (Salas et al., 1997; Salas, 1999; Ameen et al., 

2001; Oriolo et al., 2007a; Oriolo et al., 2007b). Dies lässt vermuten, dass auch bei 

I-Plastin-Defizienz die Lokalisation des Mikrotubulinetzwerks teilweise beeinträchtigt 

ist. Färbungen von Mitgliedern der Plakinfamilie, die mit Komponenten des Zytoskeletts 

interagieren, zeigen allerdings keine Veränderungen (Anhang Abbildung A-2), wobei 

dies möglicherweise auf die geringe Auflösung des Licht- und Fluoreszenzmikroskops 

zurückzuführen ist. Immunelektronenmikroskopische Aufnahmen sollten zukünftig 

Aufklärung bringen. 

Keratin 19 defiziente Mäuse weisen keinen auffälligen Phänotyp auf, allerdings ist 

bisher nur die Lokalisation der anderen Keratine im Darm untersucht worden, die nicht 

beeinträchtigt sind. Der milde Phänotyp resultiert aus der Kompensierung durch 

Keratin 18, das auch in den Caco2-Zellen die meisten Funktionen von Keratin 19, mit 

Ausnahme apikaler Veränderungen von F-Aktin und daraus resultierenden 

Auswirkungen auf den Transport, übernehmen kann (Tamai et al., 2000).  

1.2.2 I-Plastin interagiert mit Proteinen im terminalen Netz 

Die beobachtete Reduktion der organellenfreien Zone in I-Plastin defizienten Mäusen 

kann mit dem Verlust der Aktinwurzeln und des terminalen Netzes in Zusammenhang 

gebracht werden. Die Aufhebung dieser Barriere zwischen dem Zellinneren und der 
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Plasmamembran führt dazu, dass der Abstand zwischen den Organellen und der 

Plasmamembran nicht länger aufrechterhalten bleibt. 

Die Existenz der Aktinwurzel kann aber nicht nur auf die Regulation der Filamentlänge 

zurückgeführt werden, vielmehr muss die Aktinwurzel das Resultat einer Interaktion 

des Aktinbündels mit der Zellmembran und/oder mit dem terminalen Netz sein. Der 

Verlust der Aktinwurzel bei I-Plastin-Defizienz kann durch zwei mögliche Hypothesen 

erklärt werden:  

 

1) Die Aktinwurzel stellt den Teil des mikrovillaren Filamentbündels dar, der nicht 

in der Plasmamembran verankert ist. Daher müsste im unteren Teil des 

Bündels ein Mechanismus existieren, der den Ausschluss eines Proteins 

ermöglicht, das für diese Verankerung verantwortlich ist. Dieses Protein könnte 

Ezrin sein, das im Gegensatz zu Myosin Ia nicht mit den Filamenten der 

Aktinwurzel assoziiert (Hanono et al., 2006). Der Verlust von I-Plastin würde 

diesen Ausschlussmechanismus beeinträchtigen, entweder direkt oder durch 

eine bisher unbekannte posttranslationale Modifikation von I-Plastin in der 

Aktinwurzel oder durch die Rekrutierung anderer Proteine, welche die 

Membranverankerung verhindern. Diese Proteine würden ausschließlich in den 

Aktinwurzeln wie Tropomyosin, Spektrin und Myosin IIa detektiert werden, aber 

nicht innerhalb der Mikrovilli (Bretscher und Weber, 1978; Mooseker et al., 

1978; Drenckhahn und Groschel-Stewart, 1980; Glenney und Glenney, 1983; 

Hirokawa et al., 1983). Diese Hypothese wird unterstützt durch die Existenz von 

Subdomänen entlang des Bürstensaums, die eine leicht unterschiedliche 

Proteinzusammensetzung im Aktinzytoskelett vorweisen (Hanono et al., 2006). 

Die Verkürzung der Mikrovilli bei I-Plastin-Defizienz lässt aber vermuten, dass 

diese These nicht zutrifft, da eine Verlängerung anzunehmen wäre. 

 

2) Die zweite Hypothese stützt sich auf die Verankerungen der Filamentbündel im 

terminalen Netz, wie sie in EM-Aufnahmen mit Hilfe des Gefrierbruchverfahrens 

erkennbar sind (Hirokawa et al., 1982; Hirokawa et al., 1983). I-Plastin könnte 

für die Verankerung der Aktinwurzel direkt durch Interaktion mit Proteinen im 

terminalen Netz oder indirekt durch Rekrutierung von Proteinen zur Aktinwurzel, 

die für deren Verankerung notwendig sind, verantwortlich sein. 

 

Die zweite Hypothese wird unterstützt durch CH-Domänen beinhaltende Proteine, die 

nicht nur mit Aktin sondern auch mit Intermediärfilamenten interagieren. Auch für 

L-Plastin sind neben Aktin weitere Bindungspartner wie beispielsweise Grancalcin 
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(Lollike et al., 2001), Vimentin und Hsp70 bekannt (Correia et al., 1999). Lediglich die 

Interaktion von L-Plastin mit Vimentin ist weiter untersucht worden. L-Plastin formt 

einen adhäsionsabhängigen Komplex mit einer Vimentin-Tetrameruntereinheit, nicht 

aber mit Vimentin-Intermediärfilamenten. Die beiden Proteine kolokalisieren z.B. in 

Podosomen und um den Zellkern herum. Die N-terminale Domäne von Vimentin wurde 

als plastinbindende Stelle identifiziert, während die erste CH-Domäne von L-Plastin mit 

Vimentin interagiert. Es wird vermutet, dass diese Interaktion wichtig für die 

Assemblierung des Vimentinzytoskeletts bei der Zelladhäsion ist (Delanote et al., 

2005). Ein weiteres Beispiel für die Interaktion eines CH-Domänen-Proteins mit 

Intermediärfilamenten ist Dystrophin. Durch in vitro Studien ist eine Interaktion der ABD 

von Dystrophin mit Keratin 19 festgestellt worden (Stone et al., 2005). Wir konnten hier 

zeigen, dass I-Plastin verstärkt im terminalen Netz lokalisiert (Abbildung III-22 und 23, 

Immunfluoreszenz). Die Tatsache, dass der Verlust von I-Plastin zu wesentlichen 

Veränderungen im terminalen Netz führt, lässt dort eine spezifische Funktion von 

I-Plastin vermuten, die nicht von anderen Proteinen kompensiert werden kann. Wie 

bereits diskutiert, könnte diese Funktion über die Bindung einer Komponente des 

terminalen Netzes erfolgen. Wir haben Keratin 19 und Myosin IIa als potenzielle 

Bindungspartner identifiziert (Abbildung III-24). Vermutlich sind diese Interaktionen für 

die Verankerung der mikrovillaren Filamente im terminalen Netz verantwortlich. In 

weiterführenden Experimenten, wie Immunpräzipitationen oder Koexpressionen in 

Zellen und anschließender Analyse einer Kolokalisation, müssen die Interaktionen 

verifiziert werden. Die potenzielle Interaktion von I-Plastin mit Keratin 19 wird bekräftigt 

durch in vitro Studien, die zeigen, dass die Reduzierung von Keratin 19 zu apikalen 

Aktindefekten führt. Diese Defekte können nicht von Keratin 18 oder einem anderen 

Keratin kompensiert werden (Salas et al., 1997), da diese vermutlich nicht mit I-Plastin, 

wie beispielsweise für Keratin 8 festgestellt, interagieren.  

1.3 Verlust der β-Aktin-Anreicherung im terminalen Netz bei 

I-Plastin-Defizienz 

In den meisten Organismen treten innerhalb derselben Zelle oder in verschiedenen 

Zelltypen mehr als eine Aktinisoform auf. Dies lässt vermuten, dass sich fast identische 

Aktine für spezialisierte Funktionen entwickelt haben (MacQueen et al., 2005). Ob aber 

spezifische, zelluläre Strukturen spezifische Aktinisoformen verwenden, ist bisher 

unklar. ACT-5 ist als ein Aktin in C. elegans identifiziert worden, das spezifisch für 

mikrovillibildende Zellen ist. Außerdem ist ACT-5 essenziell für die Bildung intestinaler 
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Mikrovilli (MacQueen et al., 2005). In Säugern werden nicht muskuläre, 

zytoplasmatische β- und γ-Aktine exprimiert (Vandekerckhove und Weber, 1981). 

Sawtell et al. postulieren spezifische β- und γ-Aktine im Bürstensaum von Ratten, 

Hühnern und Menschen, wobei bis heute nicht klar ist, ob es funktionelle Unterschiede 

zwischen diesen und den anderen bekannten zytoplasmatischen Aktinen gibt (Sawtell 

et al., 1988). Sie vermuten aber, dass eine verstärkte Interaktion dieser Aktine mit 

einem Protein zur apikalen Anreicherung in Darmepithelzellen führt. Hier durch-

geführte, spezifische β-Aktinfärbungen in Dünndarmschnitten von Wildtypmäusen 

detektierten nur ein geringes Signal innerhalb der Mikrovilli, während im terminalen 

Netz eine deutliche Anreicherung vorlag (Abbildung III-19). Es liegt daher die 

Vermutung nahe, dass in den apikalen Mikrodomänen Aktinisoformen unterschiedlich 

lokalisieren oder aber, dass das Epitop durch starke Bündelung nicht voll zugänglich 

ist. Im Bürstensaum von I-Plastin defizienten Mäusen liegt keine Anreicherung von 

β-Aktin im terminalen Netz mehr vor. Dies verdeutlicht die gravierenden 

Veränderungen bei I-Plastin-Defizienz, es lässt aber auch vermuten, dass I-Plastin für 

die Anreicherung von β-Aktin verantwortlich ist. I-Plastin könnte ähnlich wie L-Plastin 

eine höhere Affinität zu β-Aktin als zu α- oder γ-Aktin besitzen (Namba et al., 1992). 

Um dies zu untersuchen, könnten unterschiedliche Experimente durchgeführt werden. 

So ist es beispielweise möglich, rekombinant exprimierte Aktinisoformen in Gegenwart 

von I-Plastin zu polymerisieren und durch Kosedimentation die Bindungsaffinitäten zu 

ermitteln.  

Die Anreicherung von β-Aktin durch I-Plastin wird durch Studien in Hörsinneszellen von 

Hühnern bekräftigt, die zeigen, dass γ-Aktin sowohl innerhalb der Stereozilien, in der 

Kutikularplatte als auch an den Adhäsionskontakten lokalisiert. Das β-Aktin ist dagegen 

spezifisch innerhalb der Stereozilien, wo sie u.a. von Plastin gebündelt wird (Hofer et 

al., 1997). Studien in Hühnern zeigen, dass F-Aktin aus β- und γ-Aktin in Mikrovilli (im 

Bürstensaum im Verhältnis 1:1,6) und Stereozilien (im Verhältnis 1:2) vorliegt 

(Vandekerckhove und Weber, 1981; Hofer et al., 1997; Korrapati et al., 2007), was für 

die diskutierte Unzugänglichkeit des Epitops spricht. Die fehlende Anreicherung von 

β-Aktin im terminalen Netz resultiert vermutlich in veränderte Proportionen von β- und 

γ-Aktin. Diese könnten die Ursache für die verkürzten Mikrovilli darstellen, da bekannt 

ist, dass veränderte Proportionen von β- und γ-Aktin zu verkürzten Stereozilien führen 

(Hofer et al., 1997). 
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2 Auswirkungen der I-Plastin-Defizienz auf die 

Mikrovilli von Darmepithelzellen 

Die Funktion vieler Zytoskelettkomponenten bei der Assemblierung der Mikrovilli ist 

sowohl in vitro mit Hilfe von RNAi, antisense RNA und Überexpressionsstudien als 

auch in knockout-Modellen (Tabelle I-1) untersucht worden. Vor allem die in vitro 

Studien haben viele Informationen geliefert, können aber die in vivo Situation nicht 

exakt reproduzieren, wie die Verlustphänotypen erkennen lassen. Dies wird auch durch 

die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigt. Obwohl in vitro Studien zeigen, dass I-Plastin 

Mikrovilli de novo ausbilden kann (Glenney et al., 1981; Matsudaira et al., 1983; Adams 

et al., 1991) ergaben REM- und TEM-Studien im Darm von Wildtyp- und I-Plastin 

defizienten Mäusen (Abbildung III-9, -10, -11, -12 und -14), dass trotz des Verlusts von 

I-Plastin Mikrovilli in intestinalen Darmepithelzellen gebildet werden. In vitro Studien 

zeigen ebenfalls, dass Villin für die Assemblierung der Mikrovilli essenziell ist 

(Friederich et al., 1990; Friederich et al., 1992; Costa de Beauregard et al., 1995), 

allerdings weisen Villin defiziente Mäuse keine strukturellen Veränderungen der 

Mikrovilli auf. Des Weiteren sind die membran- und aktinbindenden Proteine in ihrer 

Lokalisation unverändert (Pinson et al., 1998; Ferrary et al., 1999; Athman et al., 2002). 

Der Verlust von Villin in der Leber soll dagegen der Schlüssel zum Mechanismus der 

Cholestase in Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung und hepatischen Defekten 

sein (Phillips et al., 2003). In vivo zeigen Espin defiziente Mäuse ebenfalls keine 

auffälligen morphologischen Veränderungen in Darmepithelzellen (persönliche 

Mitteilung S. Robine). Vermutlich spielt Espin nur eine untergeordnete Rolle im Darm, 

was auch seine schwache Expression im Vergleich zu I-Plastin und Villin erklären 

könnte. Zudem besteht die Möglichkeit, dass ein gewisses Maß an funktioneller 

Redundanz mit anderen aktinbündelnden Proteinen die Ursache dieser milden 

Verlustphänotypen sein könnte.  

2.1 I-Plastin-Defizienz wird nicht durch andere Plastinproteine 

kompensiert 

In Vertebraten werden drei verschiedene Plastinproteine (I-, L- und T-Plastin) 

gewebespezifisch exprimiert (Lin et al., 1988; de Arruda et al., 1990; Lin et al., 1990). 

In dieser Arbeit ist gezeigt worden, dass weder L- noch T-Plastin in der Lage ist, die 

I-Plastin-Defizienz zu kompensieren (Abbildung III-4) und dass keines der untersuchten 
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aktinbündelnden Proteine höher exprimiert wird. Die Tatsache, dass diese homologen 

Proteine auch während der embryonalen Differenzierung des Darms in verschiedenen 

Zelltypen und Zellkompartimenten lokalisieren, verdeutlicht ihre funktionellen 

Unterschiede. Es ist bekannt, dass Plastine funktionell zwischen verschiedenen 

Spezies hochkonserviert sind, obwohl sie evolutionär divergent sind (Adams et al., 

1995). In Hefen konnten Adams et al. zeigen, dass humanes L- und T-Plastin die 

Defekte einer Hefe-Fimbrinmutante (Sac6) kompensieren. I-Plastin kann diesen Defekt 

dagegen nicht aufheben. Die funktionellen Unterschiede der Mitglieder der 

Plastinfamilie in Vertebraten resultieren aus unterschiedlichen Regulierungen und 

Bindungspartnern. L-Plastin wird zum Beispiel als einziges Plastin durch 

Phosphorylierung reguliert (Janji et al., 2006).  

Bereits früher ist gezeigt worden, dass T- und I-Plastin nicht die gleichen Funktionen 

besitzen, aber zur gleichen Zeit benötigt werden (Arpin et al., 1994). Funktionelle 

Unterschiede von T- und I-Plastin werden durch Infektionsstudien in dieser Arbeit 

bekräftigt. Während I-Plastin nicht essenziell für die Invasion von Bakterien ist 

(Abbildung III-31 und 32), vermutet man durch in vitro Studien, dass T-Plastin in die 

Umordnung des Zytoskeletts während der Invasion enteropathogener Bakterien 

involviert ist. Zudem ist es in Mesenchymzellen an Fokalkontakten sowie am leading 

edge lokalisiert (Arpin et al., 1994). In Darmepithelzellen ist Villin als aktinbündelndes 

Protein für die Invasion von Shigellen wichtig (Athman et al., 2005).  

T- und I-Plastin lokalisieren beide an stabilen Strukturen und werden während der 

embryonalen Entwicklung in den gleichen Zellkompartimenten exprimiert (Chafel et al., 

1995). So sind sowohl T-Plastin als auch I-Plastin während der embryonalen 

Assemblierung von intestinalen Mikrovilli und den Stereozilien der Hörsinneszellen 

nachweisbar (Tilney et al., 1992; Daudet und Lebart, 2002). Es wird vermutet, dass 

Villin und T-Plastin für die Bildung rudimentärer Mikrovilli im Darm verantwortlich sind, 

aber normale Mikrovilli erst entstehen, sobald I-Plastin exprimiert wird (Chafel et al., 

1995).  

Die Existenz von Mikrovilli sowohl bei I-Plastin- als auch bei Villindefizienz legt aber 

auch die Vermutung nahe, dass die embryonale, apikale Lokalisation von T-Plastin im 

Darmepithel ausreichend für die Ausbildung rudimentärer Mikrovilli ist. Später in der 

Embryogenese und in den Tiefen der Krypten, wo rudimentäre Mikrovilli bereits 

vorliegen, wird dann I-Plastin exprimiert und ist für das Erreichen der vollständigen 

mikrovillaren Länge notwendig.  
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2.2 Mögliche Kompensierung durch andere aktinbündelnde 

Proteine  

EM-Studien am Darm von Mäusen mit allen möglichen Kombinationen von Doppel- 

und Dreifachdefizienzen der drei aktinbündelnden Proteine in den Mikrovilli (I-Plastin, 

Villin und Espin) weisen, wie die singulären Defizienzen, intestinale Mikrovilli auf. Die 

Phänotypen der doppel (sofern I-Plastin-Defizienz besteht) und dreifach defizienten 

Mäuse entsprechen dabei dem Verlustphänotyp von I-Plastin defizienten Mäusen, der 

in der vorliegenden Arbeit beschrieben worden ist (persönliche Mitteilung S. Robine). 

Villin/Espin defiziente Mäuse zeigen dagegen unter normalen Bedingungen keinen 

Phänotyp, wodurch die Relevanz von I-Plastin ebenfalls bestätigt wird.  

Die Tatsache, dass selbst bei I-Plastin/Villin/Espin-Defizienz Mikrovilli gebildet werden, 

deutet auf die Existenz eines oder mehrerer bisher unbekannter oder weniger 

beachteter, aktinbündelnder Proteine hin. Ein potenzieller Kandidat ist Advillin, das im 

Darm exprimiert wird. Es ist Mitglied der Gelsolinfamilie und weist eine hohe 

Ähnlichkeit zu Villin auf. Einige Autoren vermuten, dass es in den Mikrovilli lokalisiert 

und daher für den geringen Phänotyp in Villin defizienten Mäusen verantwortlich ist 

(Marks et al., 1998; Tumer et al., 2002).  

Die Bildung intestinaler Mikrovilli bei I-Plastin-Defizienz, wie ebenfalls bei den Doppel- 

und Dreifachdefizienzen, könnte auch auf die funktionelle Redundanz von Proteinen 

mit Calponin-Homologie (CH)-Domänen zurückzuführen sein. Dies ist bereits für den 

geringen Phänotyp beim Verlust von Fimbrin in Dictyostelium discoideum postuliert 

worden (Pikzack et al., 2005). In diesem Organismus besteht die Möglichkeit, dass 

Fimbrin gemeinsame Funktionen mit α-Aktinin und Filamin besitzt (Rivero et al., 1996; 

Rivero et al., 1999). Auch in Schizosaccharomyces pombe ist eine überlappende 

Funktion von Fimbrin mit einem α-Aktinin ähnlichen Protein festgestellt worden, die 

sich aber lediglich auf die Zytokinese beschränkt (Wu et al., 2001). In S. cerevisiae 

existiert Scp1 (ein Calponin/Transgelin Homolog), das eine CH-Domäne besitzt und 

Aktinfilamente ähnlich wie Plastin stabilisiert bzw. bündelt. Allerdings wird diese 

Funktion in dem Fall nicht durch die CH-Domäne vermittelt. Des Weiteren ist dieses 

Protein in der Lage, die Plastin-Defizienz in Hefen zu kompensieren oder bei Verlust zu 

verstärken (Goodman et al., 2003). Eine funktionelle Überlagerung von Plastin und 

anderen Calponin-Proteinen könnte auch in anderen Organismen konserviert sein, da 

sie oft eine überlappende subzelluläre Lokalisation in Säugerzellen aufweisen 

(Goodman et al., 2003).  
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Dabei darf aber nicht außer Acht gelassen werden, dass beispielsweise Hefen nur ein 

limitiertes Repertoire an aktinbündelnden und quervernetzenden Proteinen besitzen 

und daher der Verlust von einem Protein zu einem stärkeren Phänotyp führen kann als 

in anderen Organismen. 

Dass die Zusammenstellung von unterschiedlichen aktinbündelnden Proteinen eine 

wichtige Rolle für die Funktion spielt, wird auch durch das Vorhandensein spezifischer 

Repertoires aktinbündelnder Proteine in den verschiedenen Formen von Membran-

ausstülpungen deutlich. Allen aktinabhängigen Membranausstülpungen ist gemeinsam, 

dass sie durch ein oder mehrere Bündel paralleler Aktinfilamente unterstützt werden. 

Die Aktinfilamentbündel sind uniform polarisiert und die wachsenden Plusenden 

befinden sich an den Spitzen der Ausstülpungen (Revenu et al., 2004; Lin et al., 2005). 

Einige Autoren sind der Meinung, dass all diese Strukturen Derivate der Mikrovilli sind 

und sekundär modifiziert werden (DeRosier und Tilney, 2000). 

Die Stereozilien der Sinneszellen im Innenohr sind in die mechanoelektrische 

Signaltransduktion involviert (Roberts et al., 1988). Die Stereozilien sind zwischen 1,5 

und 5,5 µm lang und jedes Bündel besitzt bis zu 900 Aktinfilamente (Tilney et al., 

1992). Dagegen ist die Anzahl der intestinalen Mikrovilli je Epithelzelle, der Filamente 

pro Bündel und ihre Länge konstant. Die Stereozilien verjüngen sich nach unten, so 

dass nur die zentralen Aktinfilamente als Aktinwurzel in das Zytoplasma reichen, das 

hier als Kutikularplatte bezeichnet wird und dem terminalen Netz in Darmepithelzellen 

entspricht (Tilney et al., 1992). Die Aktinfilamente werden durch I- und T-Plastin (Tilney 

et al., 1992; Daudet und Lebart, 2002) und Espin (Zheng et al., 2000) gebündelt sowie 

über verschiedene Myosine und Radixin mit der Membran verbunden (Revenu et al., 

2004). Im Gegensatz zum Darm wird Espin hier stark exprimiert (Zheng et al., 2000; 

Sekerkova et al., 2006a). T-Plastin tritt ähnlich wie in Darmepithelzellen nur während 

der Entwicklung auf. Viele Studien sind an den Stereozilien durchgeführt worden, da 

mehrere menschliche Erkrankungen auf Defekte in diesem Bereich zurückzuführen 

sind. Espindefizienz führt, zum Beispiel, zu Taubheit (Zheng et al., 2000; Rzadzinska et 

al., 2005), während die in dieser Arbeit untersuchten I-Plastin defizienten Mäuse keine 

Anzeichen dafür aufweisen. Dies ist allerdings schon vermutet worden, da in vitro 

Studien zeigen, dass bei Verlust von Plastin in Stereozilien weiterhin Aktinbündel 

vorhanden sind, obwohl es normalerweise stark exprimiert wird (Tilney et al., 1989). 

Plastin scheint des Weiteren nicht essenziell für die Bildung der Kutikularplatte zu sein, 

da dortige Defekte die Taubheit zur Folge haben. So führen der Verlust oder 

Mutationen von Proteinen, die in der Kutikularplatte lokalisieren wie Myosin VIIa und VI 

zu Taubheit (Avraham et al., 1995; Gibson et al., 1995; Weil et al., 1995). 
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In D. melanogaster besitzt eine mechanosensorische Zelle nur eine Borste mit einer 

Länge von 400 µm. Jedes der 11 Aktinfilamentbündel, die eine Borste stabilisieren, 

besteht aus 100 bis 500 Aktinfilamenten. Diese werden durch Fascin und Forked 

(espinähnlich) gebündelt (Tilney et al., 1995). Beide Proteine sind für eine feste und 

gerade Organisation der Borsten essenziell (Tilney et al., 1998). Somit sind immer 

wenigstens zwei nicht redundante, aktinbündelnde Proteine in fingerartigen 

Ausstülpungen vorhanden. Dies gilt nicht nur für die hier beschriebenen drei 

Strukturen, sondern auch für andere aktinbasierte Formen. Dies schließt Mikrovilli 

ähnliche Strukturen in Seeigeleiern (villinähnliches Protein, Fascin), Filopodien 

(α-Aktinin, Fascin) und ektoplasmatische Spezialisierungen der Sertolizellen (Espin 

und Fimbrin-verwandtes Protein) ein (Bartles, 2000). Daraus kann man schließen, dass 

aktinbündelnde Proteine teilweise überlappende Funktionen haben, die bei Verlust 

eines oder mehrerer Proteine kompensiert werden können. Allerdings haben die 

Proteine auch Funktionen, die nicht durch andere übernommen werden können. 

Es liegt daher nahe, dass im Bürstensaum bisher nicht identifizierte, aktinbindende 

Proteine lokalisieren. Dass noch nicht alle Proteine im Bürstensaum bekannt sind, zeigt 

die kürzliche Entdeckung von Myosin Id mit Hilfe der Massenspektrometrie (Benesh et 

al., 2007). Die embryonale Assemblierung der Mikrovilli und während der 

Differenzierung der Zellen in den Krypten wird daher vermutlich bei Defizienz der 

bekannten und hochexprimierten aktinbündelnden Proteine durch diese kompensiert.  
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3 Modell der Funktion von I-Plastin im 

Bürstensaum 

3.1 Rolle bei der Mikrovilliassemblierung  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass I-Plastin eine essenzielle Rolle bei der 

Verlängerung, nicht aber bei der Bildung erster Mikrovilli spielt. Nach Bildung der 

ersten Mikrovilli lokalisiert I-Plastin apikal und die mikrovillaren Aktinfilamente können 

vermutlich durch Interaktion mit Keratin 19 in den Intermediärfilamenten verankert 

werden. Bei Verlust dieser Verbindung können somit die freien Enden einfacher 

depolymerisieren und die Mikrovilli sind nicht mehr so stabil, was kürzere Filamente 

und damit verkürzte Mikrovilli als Konsequenz hat. Somit könnte eine weitere Funktion 

von I-Plastin die Stabilisierung von F-Aktin unabhängig von der bündelnden Rolle sein, 

wie es bereits für T-Plastin bekannt ist (Giganti et al., 2005). Die Ergebnisse dieser 

Arbeit verdeutlichen weiterhin, dass I-Plastin für die Ausbildung des terminalen Netzes 

verantwortlich ist. Durch Rekrutierung von Myosin IIa und weiterer Proteine wird es 

ausgebildet, die Aktinwurzeln werden miteinander vernetzt und dem Bürstensaum wird 

somit Stabilität verliehen. Die Veränderungen des Bürstensaums bei Verlust von 

I-Plastin, die zu diesem Modell führen, sind im Vergleich zum Wildtyp in Abbildung IV-1 

zusammenfassend dargestellt. 
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Abbildung IV-1 (vorherige Seite): Auswirkung der I-Plastin-Defizienz auf den 
Bürstensaum. In I-Plastin defizienten (KO), resorbierenden Darmepithelzellen sind die 
Mikrovilli verkürzt, die Aktinwurzel fehlt und es wird kein vollständiges terminales Netz 
ausgebildet. Ob sich die Lokalisation von α-Aktinin, Filamin oder der Mikrotubuli ändert, ist 
bisher nicht untersucht worden. Die Basis der Mikrovilli ist verengt und die organellenfreie Zone 
ist verkleinert. Die Proteine der Zell-Zellkontakte lokalisieren und werden exprimiert vergleichbar 
zum Wildtyp (WT). Apikal sind dagegen Peptidasen wie die Dipeptidylpeptidase IV und die 
Neutrale Aminopeptidase reduziert, während Saccharidasen, mit Ausnahme der Sucrase-
Isomaltase, die leicht verändert ist, nicht beeinträchtigt sind. 

3.2 Stabilisierung des Bürstensaums 

Wie bereits diskutiert, ist eine wesentliche Funktion von I-Plastin die Ausbildung des 

terminalen Netzes, das dem Bürstensaum Stabilität verleiht. Der Verlust des terminalen 

Netzes erklärt die erhöhte Fragilität von I-Plastin defizienten, isolierten Bürstensäumen 

(Abbildung III-13) und wird durch beschädigte Mikrovilli in REM-Aufnahmen 

(Abbildung III-9) bestätigt. Der apikale Verlust von α-II-Spektrin lässt ebenfalls eine 

Instabilität vermuten. Es ist bekannt, dass α-II-Spektrin für die Aufrechterhaltung der 

Zellintegrität verantwortlich ist. Beim apoptotischen Zelltod wird es durch Caspase-3 

gespalten und spielt eine wichtige Funktion bei Veränderung der Membranstabilität 

(Williams et al., 2003). 

Die Verengung der Mikrovillibasis, wie sie in TEM-Aufnahmen (Abbildung III-11 und 14) 

erkennbar ist, kann ebenfalls in einer erhöhten Instabilität resultieren. Biophysikalische 

Studien zeigen, dass die Biegesteifigkeit der gebündelten Aktinfilamente abhängig ist 

von der Zusammensetzung des Bündels, der aktinbündelnden Proteine und der 

Filamentgröße (Claessens et al., 2006). In Stereozilien und anderen fingerartigen, 

aktinabhängigen Membranausstülpungen ist die Biegesteifigkeit essenziell für die 

Zellfunktion (Hudspeth und Corey, 1977; Kachar et al., 1986; Bursac et al., 2005; 

Mogilner und Rubinstein, 2005). So ist diese beispielsweise in Stereozilien für die 

Fähigkeit des Hörens notwendig, wie auch Espin defiziente Mäuse beweisen 

(Hudspeth und Corey, 1977; Kachar et al., 1986; Zheng et al., 2000). Es ist daher 

wahrscheinlich, dass der Verlust des aktinbündelnden I-Plastins in intestinalen 

Mikrovilli ebenfalls zu einer veränderten Biegesteifigkeit führt und die Mikrovilli 

instabiler sind.  

In Myosin Ia defizienten Mäusen und bei Myosin IB-Defizienz in D. melanogaster wird 

eine geringe Stabilität des Bürstensaums auf die fehlende Kalziumpufferwirkung der 

Myosine zurückgeführt (Tyska et al., 2005; Hegan et al., 2007). Es wird vermutet, dass 

der Verlust eines kalziumbindenden Proteins eine Fragmentierung der Aktinfilamente 

durch Villin früher ermöglicht. I-Plastin ist durch seine N-terminalen EF-Hände 

ebenfalls in der Lage, Kalzium zu binden (Lin et al., 1994) und könnte aus diesem 
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Grund die aktinfragmentierende Aktivität von Villin inhibieren. Allerdings wird I-Plastin 

nicht so hochexprimiert wie die Myosine und besitzt daher vermutlich einen geringen 

Einfluss auf die Kalziumkonzentration. Isolierte Bürstensäume von I-Plastin/Villin und 

I-Plastin/Villin/Espin defizienten Mäusen sind aber in der Tat nicht so fragil wie die von 

I-Plastin und I-Plastin/Espin defizienten Mäusen (persönliche Mitteilung, S. Robine). 

I-Plastin könnte die Aktinfragmentierung durch Villin auch durch sterische Hinderung 

oder durch Stabilisierung der Filamente inhibieren. I-Plastin ist somit vermutlich 

essenziell für die Stabilität des Bürstensaums durch die Ausbildung des terminalen 

Netzes und den Schutz vor der aktinfragmentierenden Aktivität von Villin.  

Die Aktinfragmentierung durch Villin wird in situ mittels Carbachol induziert, indem die 

intrazelluläre Kalziumkonzentration erhöht und Villin zusätzlich phosphoryliert wird 

(Cohen et al., 1991; Khurana et al., 1997; Ferrary et al., 1999). In Villin defizienten 

Mäusen erfolgt keine carbacholinduzierte Aktinfragmentierung (Ferrary et al., 1999). In 

den hier durchgeführten in situ Studien konnten keine Unterschiede in der F-Aktin-

Fragmentierung zwischen Wildtyp und I-Plastin defizienten Bürstensäumen festgestellt 

werden (Abbildung III-30). Mit dieser Methode ist es allerdings nicht möglich zu 

ermitteln, ob die Fragmentierung bei I-Plastin-Defizienz schneller erfolgen kann.  

Die villinvermittelte Fragmentierung von Aktinfilamenten kann neben der 

beschriebenen in situ Methode auch in vivo durch Hungern und anschließender 

Fütterung induziert werden (Mooseker et al., 1984; Ferrary et al., 1999). Es wird 

vermutet, dass nach 24-stündigem Hungern die Zellproliferation reduziert wird und bei 

Nahrungsaufnahme wieder ohne Verzögerung einsetzt. Durch die Reduktion der 

Zellproliferation während des Hungerns wird die Villushöhe reduziert, da verlorene 

Zellen nicht ersetzt werden. Das Aktinzytoskelett bleibt aber erhalten, lediglich die 

Mikrovilli verkürzen sich durch die Capping-Aktivität von Villin. Unsere Ergebnisse 

bestätigen dies (Anhang Abbildung A-4). Durch Wiederaufnahme der Nahrung steigt 

die Kalziumkonzentration schnell an und F-Aktin wird fragmentiert. Weiterhin soll eine 

Vesikulierung der Mikrovilli erfolgen, wodurch die Oberfläche für die Resorption erhöht 

werden soll (Mooseker et al., 1984). Die Mikrovilli bleiben auch dabei intakt und Villin 

assoziiert mit G-Aktin. In der vorliegenden Arbeit konnten auch hier keine Unterschiede 

bei I-Plastin-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Auffallend ist, 

dass die in vivo induzierte Aktinfragmentierung auch Auswirkungen auf das terminale 

Netz hat, wie die β-Aktin-Färbung in Darmschnitten von Wildtypmäusen zeigt (Anhang 

Abbildung A-4). Der Verlust der apikalen β-Aktin-Färbung könnte daraus resultieren, 

dass das Epitop mit der G-Aktinbindestelle von Villin übereinstimmt oder aus anderen 

Gründen nicht mehr zugänglich ist.  
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Eine andere Möglichkeit besteht darin, dass durch die Aktinfragmentierung β-Aktin 

nicht mehr konzentriert auf geringer Fläche vorliegt und die Färbung daher sehr 

schwach ist. Nicht auszuschließen ist zudem, dass β-Aktin verschwindet und γ-Aktin 

eine größere Rolle in solchen Situationen spielt. 

Somit konnten in dieser Arbeit weder in vivo noch in situ Studien einen Unterschied 

zwischen der Aktinfragmentierung durch Villin bei I-Plastin-Defizienz im Vergleich zum 

Wildtyp feststellen. Ein Einfluss von I-Plastin auf die villininduzierte F-Aktin-

fragmentierung kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, da mit diesen Methoden 

keine Unterschiede in der Kinetik untersucht werden können. Aufschluss über mögliche 

Geschwindigkeitsunterschiede könnten in vitro Versuche mit isolierten Bürstensäumen 

geben.  

 

Die diskutierten Möglichkeiten der Destabilisierung des Bürstensaums und die dadurch 

eingeschränkte Barrierefunktion sind bei I-Plastin-Defizienz zu erwarten. Erste 

Untersuchungen des transepithelialen Widerstandes (TER) von I-Plastin defizientem 

Darmgewebe bestätigen diese Hypothese durch einen reduzierten Widerstand. Die 

Messung reflektiert dabei eine Kombination der trans- und parazellulären 

Permeabilitätswege (Kapus und Szaszi, 2006). Eine erhöhte parazelluläre 

Permeabilität in I-Plastin defizienten Mäusen ist nicht auszuschließen. Die 

untersuchten Zell-Zellkontaktproteine lokalisieren normal (Abbildung III-25 und im 

Anhang Abbildung A-3), aber die Zellgrenzen in REM-Aufnahmen sind deutlicher zu 

erkennen als im Wildtyp (Abbildung III-9). Dies könnte auf einen funktionellen Defekt 

der Kontakte zurückzuführen sein, der als Folge ineffiziente Tight junctions hat. In 

Colonozyten konnte gezeigt werden, dass die epitheliale Barriere durch akuten Stress 

gestört wird und die Proteine der Tight junctions endozytiert werden (Demaude et al., 

2006). Chronische Entzündungen des Darmgewebes können ebenfalls die Barriere auf 

diese Weise negativ beeinflussen (Utech et al., 2005). Die Immunfluoreszenz-

aufnahmen von Zell-Zellkontaktproteinen in Darmepithelzellen von I-Plastin defizienten 

Mäusen weisen allerdings keine Veränderungen in der Intensität auf und lassen 

vermuten, dass der gemessene reduzierte Widerstand aus einer verringerten apikalen, 

epithelialen Barriere und somit in einem erhöhten transzellulären Transport resultiert.  

Die Stabilität der Darmepithelzellen wurde auch in vivo durch Behandlung der Mäuse 

mit Dextran Natrium Sulfat (DSS) untersucht (Abbildungen III-33 bis 35). Diese 

Substanz ist dafür bekannt, dass sie Läsionen im kolorektalen Epithelium ähnlich einer 

Kolitis induziert (Mashimo et al., 1996). Für Villin defiziente Mäuse ist eine erhöhte 

Empfindlichkeit gegen DSS-Behandlung festgestellt worden (Ferrary et al., 1999). 

Während Ferrary et al. einen Defekt in der Wundheilung annahmen, deuten neuere 
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Studien daraufhin, dass Villin ein anti-apoptotisches Protein ist, dessen Verlust unter 

Stress zu einer erhöhten Apoptose führt, so dass Apoptose und Zellerneuerung nicht 

mehr im Gleichgewicht sind (Wang et al., 2008). Die in dieser Arbeit durchgeführte 

DSS-Behandlung von I-Plastin defizienten Mäusen führte früher zu ersten Symptomen 

einer Kolitis als bei Wildtypmäusen. Dies unterstützt die These, dass der Bürstensaum 

bei I-Plastin-Defizienz instabiler ist. Weibliche knockout-Mäuse starben signifikant 

früher als Wildtypmäuse gleichen Geschlechts, während bei männlichen Mäusen kein 

signifikanter Unterschied in der Sterberate bestand. Allerdings wiesen sowohl 

männliche als auch weibliche I-Plastin defiziente Mäuse früher Symptome auf als die 

Wildtypmäuse. HE-gefärbte Darmschnitte von männlichen knockout-Mäusen zeigen 

zudem, dass diese stärkere Läsionen im Colon besitzen als der Wildtyp 

(Abbildung III-35). Weibchen besitzen bekanntermaßen ein schwaches Bindegewebe, 

was die höhere Anfälligkeit im Vergleich zu den Männchen erklären könnte (Gaubitz, 

2006). Eine weitere Erklärung könnte ein erhöhter Zellumsatz (erhöhte Apoptoserate 

verbunden mit einer erhöhten Zellerneuerungsrate) sein, der später diskutiert wird. Für 

Balb/c-Weibchen ist bekannt, dass sie resistenter gegen gewisse Infektionen sind, da 

sie einen höheren Zellumsatz besitzen als die Männchen und so Parasiten leichter 

ausstoßen (Bancroft et al., 2000; Cliffe et al., 2005). Ein erhöhter Zellumsatz in 

Normalsituationen bei I-Plastin-Defizienz könnte in Weibchen unter Stressbedingungen 

vermutlich nicht weiter gesteigert werden, wodurch sie anfälliger sein könnten. 

4 Erhöhter Zellumsatz als Kompensierungs-

mechanismus 

Das Darmepithel wird kontinuierlich und schnell erneuert durch einen Prozess, der 

Zellproliferation, Differenzierung, Zellmigration und den Abwurf von ausdifferenzierten 

Zellen zwei bis fünf Tage später einschließt (Kerr et al., 1972; Adams, 2003; Crosnier 

et al., 2006). Mechanische Instabilität des intestinalen Epithels durch Verlust von 

Proteinen im Bürstensaum ist vielfach diskutiert worden. Im Gegensatz zu dem 

vielschichtigen Epithel der Epidermis ist das Darmepithel nur einschichtig, und ein 

effizienter Prozess verhindert hier eine Zerstörung der Barrierefunktion des Gewebes 

durch Zelllyse. Der Zellverlust im intestinalen Epithel durch Defizienz-verursachte 

Zellinstabilität wird dadurch schnell geheilt, ohne sichtbare Lücken im Epithel zu 

verursachen (Moore et al., 1989; Madara, 1990; Owens und Lane, 2004). Dies wird 

durch weitere Studien bekräftigt, die zeigen, dass sowohl der Verlust von Myosin IB in 
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D. melanogaster, Myosin Ia-Defizienz in Mäusen als auch Keratinmutationen im 

Menschen zur mechanischen Instabilität führen. Die erhöhte Instabilität hat ein 

gestresstes Gewebe zur Folge, was wiederum eine Erhöhung der Apopotoserate 

bewirkt (Owens et al., 2004; Tyska et al., 2005; Hegan et al., 2007). In Villin defizienten 

Mäusen konnte dagegen keine erhöhte Apoptoserate unter normalen 

Haltungsbedingungen festgestellt werden. Erst induzierte Läsionen führen bei 

Villindefizienz zur Steigerung der Apoptoserate (Wang et al., 2008). Villin spielt 

demnach weniger eine Rolle bei der Stabilisierung des intestinalen Bürstensaums, 

vielmehr stellt es ein anti-apoptotisches Protein dar. Es wird vermutet, dass Villin die 

Apoptose durch Inhibition von Caspase-9 und -3 unterdrückt, und dass die 

aktinfragmentierende Aktivität von Villin dafür essenziell ist. Der Verlust von Villin, aber 

auch die Spaltung von Villin führt zu einem erhöhten Zellabwurf vom Epithel ins Lumen 

(Wang et al., 2008). Somit soll ein Ungleichgewicht zwischen Apoptose und 

Zellerneuerung vorliegen, was zu Dünndarmerkrankungen führen kann.  

Die Regulierung der Zellzahl im Darmtrakt von Säugern erfolgt durch die Zell-

erneuerung begleitet von einer äquivalenten Apoptoserate (Hall et al., 1994). Im 

Darmepithel von I-Plastin defizienten Mäusen konnte in dieser Arbeit ein vierfach 

erhöhter Zelltod festgestellt werden (Abbildung III-36). Die These, dass der erhöhte 

Zelltod bei I-Plastin-Defizienz auf einen instabilen Bürstensaum zurückzuführen ist, 

wird zusätzlich durch Studien in Ratten unterstützt, die zeigen, dass eine erhöhte 

Verletzungsrate des Epithels in einem Anstieg der Apoptoserate resultiert (Noda et al., 

1998; Fujise et al., 2006). Zudem ist bekannt, dass Veränderungen des 

Aktinzytoskeletts mit zahlreichen Zellantworten wie Überleben, Proliferation, Apoptose 

und Bewegung verbunden sind (Papakonstanti und Stournaras, 2008). Sowohl die 

TUNEL-Analysen bei I-Plastin-Defizienz als auch die bei Myosin IB- und 

Myosin Ia-Defizienz können bei der erhöhten Zelltodrate allerdings nicht zwischen 

Apoptose und Nekrose unterscheiden. Es gab aber keine Hinweise (erhöhte Anzahl an 

Makrophagen, Anschwellen der Zellorganellen) dafür, dass es sich bei I-Plastin-

Defizienz um Nekrose handelt.  

Wie bereits erwähnt, ist die Apoptose im Darmepithel normalerweise mit der 

Zellerneuerung ausgeglichen. Eine erhöhte Apoptoserate, wie sie bei I-Plastin-

Defizienz durch die Instabilität des Bürstensaums beobachtet worden ist, kann daher 

zu einer erhöhten Zellerneuerungsrate führen. Es wird vermutet, dass die Anzahl der 

intestinalen Stammzellen nicht konstant ist, sondern im Bedarfsfall erhöht (z.B. 

Schädigung) oder verringert (z.B. Energiemangel) werden kann (Booth und Potten, 

2000). Zudem wird die Dauer der Teilung einer Stammzelle oder ihrer Tochterzelle von 

verschiedenen Faktoren beeinflusst. Die Teilungsrate und die Teilungsgeschwindigkeit 
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können beispielsweise bei einem Energiemangel (z.B. bei parenteraler Ernährung) 

sinken. Diese Parameter steigen, wenn der Zellbedarf erhöht ist. Dies ist zum Beispiel 

der Fall, wenn als Folge einer bakteriellen Infektion viele Epithelzellen defekt oder 

beschädigt sind (Wong und Wright, 1999). Wobei auch ohne Erhöhung der 

Teilungsrate die Integrität des Epithels bei größeren Verletzungen durch einen 

schnellen Verschluss gewährleistet sein kann (Mammen und Matthews, 2003). Eine 

verstärkte intestinale Permeabilität, die auch bei I-Plastin-Defizienz angenommen wird, 

kann ebenfalls zur erhöhten Zellproliferation führen (Laukoetter et al., 2007). Sowohl 

die Verwendung des Ki67-Antikörpers (Abbildung III-37) als auch die histologische 

Untersuchung zwei Stunden nach BrdU-Injektion (Abbildung III-38) zeigen, dass die 

proliferierende Zone auch im I-Plastin defizienten Darmepithel auf die Krypten 

beschränkt ist. Eine erhöhte Anzahl von proliferierenden Zellen bei I-Plastin-Defizienz 

kann derzeit weder ausgeschlossen noch bestätigt werden. Eine solche Änderung 

könnte durch eine Färbung von Histon 3, das nur in der M-Phase des Zellzyklus 

detektierbar ist, nachgewiesen werden. Mit Hilfe des kürzlich entdeckten spezifischen 

Stammzellmarkers Lgr5 in den Krypten (Barker et al., 2007), könnte außerdem eine 

Veränderung der Stammzellanzahl untersucht werden. Es konnte hier aber gezeigt 

werden, dass die erhöhte Apoptoserate bei I-Plastin-Defizienz zu einer signifikant 

erhöhten Zellmigration von BrdU-positiven Zellen 24 und 48 Stunden nach BrdU-

Injektion führt. Dies lässt vermuten, dass es sich bei I-Plastin im Gegensatz zu Villin 

nicht um ein anti-apoptotisches Protein handelt. Vielmehr führt die durch I-Plastin-

Defizienz verursachte Instabilität des Bürstensaums zu einer erhöhten Apoptoserate, 

die wiederum durch den Anstieg der Zellerneuerung ausgeglichen wird. Dass dies sehr 

effizient erfolgt, wird auch dadurch bestätigt, dass trotz des Barrieredefekts keine 

erhöhte Infektionsrate erfolgt. Es konnte außerdem mit Hilfe von Differenzierungs-

markern wie dem I-Fabp (Abbildung III-39) oder Villin gezeigt werden, dass die 

Steigerung des Zellumsatzes keine Auswirkungen auf die Differenzierung der 

Darmepithelzellen hat. Die Erhöhung des Zellumsatzes als Kompensierungs-

mechanismus ist effizient und daher vermutlich die Ursache für den milden Phänotyp 

auf den Allgemeinzustand der I-Plastin defizienten Mäuse.  
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5 Die Aktinwurzel als Transportroute 

Aktinfilamente, Intermediärfilamente und Mikrotubuli sind voneinander abhängig und 

formen ein Netzwerk, das die Zellpolarität reguliert. Die Defekte bei I-Plastin-Defizienz 

lassen vermuten, dass I-Plastin eine wichtige Rolle bei der Integration dieser drei 

Zytoskelettelemente im Bürstensaum besitzt. Bei I-Plastin-Defizienz ist das apikale 

Aktinzytoskelett durch den Verlust der Aktinwurzel und der aktinbindenden Proteine im 

terminalen Netz beeinträchtigt. Zusätzlich weisen I-Plastin defiziente Darmepithelzellen 

einen Lokalisationsdefekt von Peptidasen, wie der Neutralen Aminopeptidase und der 

Dipeptidylpeptidase IV, auf (Abbildung III-26). Wie die Untersuchungen zeigen, ist der 

Defekt aber nur partiell, da die apikale Lokalisation von Saccharidasen nicht 

beeinträchtigt ist. Diese werden möglicherweise über einen Myosin Ia-vermittelten Weg 

zur apikalen Membran rekrutiert (Tyska und Mooseker, 2004; Tyska et al., 2005). Es ist 

bekannt, dass Myosin Ia mit Vesikeln im terminalen Netz (Drenckhahn und Dermietzel, 

1988) und mit Vesikeln des Golgiapparats, die mit Dynein, einem Motorprotein der 

Mikrotubuli, verbunden sind, assoziiert ist (Fath und Burgess, 1993; Fath et al., 1994; 

Fath et al., 1997; Jacob et al., 2003). Myosin Ia soll sich in vitro entlang der 

mikrovillaren Aktinbündel bewegen (McConnell und Tyska, 2007). Es wird vermutet, 

dass dies in vivo dem intramikrovillaren Transport von Membranlipiden und Proteinen 

dient oder eine bisher unbekannte Funktion hat. Ein Transportdefekt bei Verlust von 

I-Plastin wird auch durch TEM-Aufnahmen unterstützt, die eine Anhäufung von 

Vesikeln in Darmepithelzellen von I-Plastin defizienten Mäusen zeigen 

(Abbildung III-10). Dies lässt vermuten, dass die Aktinwurzeln als Transportwege zur 

apikalen Domäne verwendet werden, wie es bereits früher vorgeschlagen worden ist 

(Hirokawa et al., 1983). Ferner ist bekannt, dass Mikrotubuli für einen effizienten 

apikalen Transport notwendig sind (Musch, 2004), wobei diese nur teilweise ins 

terminale Netz hineinreichen. Das terminale Netz ist so dicht, dass selbst kleine 

Organellen wie Ribosomen ausgeschlossen sind. Eine passive Diffusion von 

Transportvesikeln durch das terminale Netz ist daher unwahrscheinlich. Ein 

Transportvesikel könnte über die Mikrotubuli zum terminalen Netz gelangen und dann 

mit Hilfe eines Myosinmotorproteins über die Aktinwurzeln durch das terminale Netz 

transportiert werden und schließlich mit der apikalen Plasmamembran fusionieren 

(Fath et al., 1994; Tuxworth und Titus, 2000; Apodaca, 2001; Krendel und Mooseker, 

2005; Delacour und Jacob, 2006). Diese These wird nun durch die Tatsache gestützt, 

dass Enzyme wie LPH, deren apikaler Transport unabhängig von Aktin ist, in I-Plastin 

defizienten Bürstensäumen unverändert lokalisieren. 
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Ein Transportdefekt bei I-Plastin-Defizienz wird auch durch die beobachtete 

Reduzierung von Tropomyosinen, wie 5a und 5b, bekräftigt (Abbildung III-17). Eine 

Reduktion von Tropomyosin 5a und 5b mittels siRNA hat den Einbau einer erhöhten 

Menge von CFTR in die apikale Membran zur Folge (Dalby-Payne et al., 2003), und ist 

daher auch bei Verlust von I-Plastin zu erwarten. Die in vitro Studien lassen zudem 

vermuten, dass diese Isoformen die Interaktion von Aktin und Myosin inhibieren, so 

dass ein aktiver Transportprozess von Vesikeln entlang der Aktinfilamente inhibiert 

wird (Dalby-Payne et al., 2003). Die apikale Reduzierung von Tropomyosinen bei 

I-Plastin-Defizienz könnte somit die Lokalisationsdefekte einiger hier untersuchter 

Hydrolasen erklären. Allerdings ist auch postuliert worden, dass Myosinmotoren den 

aktiven Transport von sekretorischen Vesikeln (Schott et al., 2002) entlang von 

Tropomyosin haltigen Aktinfilamenten bewerkstelligen (Evangelista et al., 2002). 

Spezifischer zu den in dieser Arbeit untersuchten Epithelzellen sind die Erkenntnisse 

von Fanning et al. (1994). Hoch- und niedermolekulare Tropomyosine regulieren auf 

unterschiedliche Weise die Myosine im Bürstensaum. Die Reduktion von 

Tropomyosinen und das Fehlen von Myosin IIa im terminalen Netz von I-Plastin 

defizienten Mäusen verstärken die These, dass das Aktinzytoskelett eine Rolle in der 

lokalen Anlieferung von Vesikeln zur apikalen Membran spielt. Dies hätte bei Verlust 

von I-Plastin eine Anhäufung von sekretorischen Vesikeln im Zytoplasma zur Folge. Es 

könnte sich daher bei den beobachteten Vesikeln und tubulären Strukturen in TEM-

Aufnahmen um solche handeln (Abbildung III-10). Wenn das terminale Netz somit als 

physikalische Barriere für den Transport von Vesikeln dient, so blockiert es nicht alle 

auf die gleiche Art und Weise.  

Auch eine direkte Rolle von I-Plastin beim apikalen Transport ist möglich, da in Hefen 

das Plastinhomolog Sac6p in den intrazellulären Transport involviert ist (Kubler und 

Riezman, 1993) und dessen reduzierte Expression in eine Störung der Aktinzyto-

skelettorganisation resultiert. Der Verlust von I-Plastin kann möglicherweise frühe 

Transportprozesse beeinflussen, die spezifisch für jeden Vesikeltyp sind. So sind 

beispielsweise nur solche apikalen Enzyme bei I-Plastin-Defizienz betroffen, deren 

Transporte von Lipid-Rafts abhängig sind (Garcia et al., 1993; Danielsen, 1995; 

Delacour et al., 2006).  
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Dass ein Transportdefekt bei I-Plastin-Defizienz vorliegt, wird auch durch die 

diskutierten Veränderungen der Intermediärfilamente unterstützt. Das Keratinnetzwerk 

ist für die Aufrechterhaltung der apikalen Polarität und der epithelialen Funktion 

notwendig wie Keratin 8-defiziente Mäuse zeigen. Keratin 8-Defizienz führt zum Verlust 

des Intermediärfilamentnetzwerks und beispielsweise zur Fehllokalisation der Sucrase-

Isomaltase (Ameen et al., 2001; Owens und Lane, 2004). Auch die Reduktion von 

Keratin 19 in Zellen hat Auswirkungen auf den apikalen Transport und weist 

Veränderungen von F-Aktin auf (Salas et al., 1997).  

Die hier untersuchte basolaterale Lokalisation beispielsweise von α-Spektrin, 

Myosin IIa, Natrium/Kalium-ATPase, E-Cadherin und von Cateninen ist hingegen nicht 

beeinträchtigt (Abbildung III-18, -25, -26 und im Anhang Abbildung A-3). Dies zeigt, 

dass bei I-Plastin-Defizienz ein Transport-, aber kein Sortierungsdefekt für die Polarität 

besteht. Die unveränderte laterale Lokalisation von Proteinen gewährleistet zumindest 

teilweise die Aufrechterhaltung der Adhäsion, Zellteilungskontrolle, Resorption und 

interzelluläre Permeabilität, wie sie von Conti und Adelstein (2008) beschrieben 

worden ist. Dies erklärt auch, warum die Mäuse trotz des Verlusts von I-Plastin und 

den daraus resultierenden Defekten lebensfähig sind.  

Trotz der apikalen Fehllokalisation von Enzymen bei I-Plastin-Defizienz ist die 

Nährstoffresorption nicht deutlich beeinträchtigt (Tabelle III-1; Abbildung III-5,  III-6 und 

III-7). Dies ist nicht außergewöhnlich, da Studien an Ratten gezeigt haben, dass 45 % 

des Darms entnommen werden können, ohne dass die resorbierende Funktion 

beeinträchtigt ist (Menge und Robinson, 1978).  

 

Eine erhöhte Endozytoserate ist in I-Plastin defizienten Mäusen ebenfalls möglich. 

Untersuchungen haben ergeben, dass Mikrofilamente eine Rolle bei der Endozytose 

von Proteinen an der apikalen Membran von Epithelzellen spielen. In dieser Hypothese 

wird angenommen, dass die Mikrofilamente entweder in die Bewegung von 

mikrovillaren Membrankomponenten in Richtung des intermikrovillaren Bereichs oder 

in die Kraftbildung zur Bildung von endozytotischen Vesikeln involviert sind (Gottlieb et 

al., 1993; McConnell und Tyska, 2007). In dieser Arbeit durchgeführte 

Immunfluoreszenzstudien mit Clathrin und Lamp2 (ein mit Lysosomen assoziiertes 

Membranprotein) zeigen keinen nennenswerten Unterschied zwischen Wildtyp und 

I-Plastin defizienten Mäusen (Abbildung III-27). Quantifizierungen der Clathrin-

expression deuten allerdings auf eine zweifache Erhöhung hin (Abbildung III-28) und 

es könnte sich daher bei den vesikulären Strukturen in EM-Aufnahmen auch um 

endozytierte Vesikel handeln. Myosin VI ist an der Endozytose im Bürstensaum 

beteiligt, indem es die Vesikel ins Zellinnere transportiert (Morris et al., 2002; 
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Aschenbrenner et al., 2004; Ameen und Apodaca, 2007). Untersuchungen der 

Expression und Lokalisation von Myosin VI könnten demnach weitere Aufschlüsse 

über eine veränderte Endozytoserate liefern. Eine Erhöhung der Rate könnte eine 

Erklärung für die geringen Auswirkungen auf die Mäuse trotz verkürzter Mikrovilli und 

somit einer reduzierten, resorbierenden Oberfläche und weiterer Defekte sein.  

6 Schlussfolgerung 

Diese Arbeit zeigt, dass I-Plastin für die Ausbildung der Aktinwurzeln und des 

terminalen Netzes essenziell ist. Des Weiteren ist es notwendig damit die Mikrovilli ihre 

normale Länge erreichen, da I-Plastin für die Verankerung der mikrovillaren 

Aktinfilamente im terminalen Netz durch potenzielle Interaktionen mit Keratin 19 und 

Myosin IIa verantwortlich ist. Dadurch wird den Mikrovilli eine höhere Stabilität 

verliehen. Die Verlängerung der Mikrovilli kann auch dadurch erfolgen, dass I-Plastin 

für eine Anreicherung von β-Aktin sorgt und somit Einfluss auf die Proportionen von β- 

zu γ-Aktin besitzt. Die I-Plastin-Defizienz resultiert somit in einen instabilen 

Bürstensaum, der durch einen erhöhten Zellumsatz (Apoptose zusammen mit 

Zellerneuerung) kompensiert wird. Zudem kann der Verlust der Aktinwurzeln zu 

Auswirkungen auf den apikalen Transport und die Endozytose führen. Es ist daher 

denkbar, dass die Aktinwurzeln sowohl als Transportroute dienen, als auch eine zu 

überwindende Barriere darstellen. 
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Anhang 

Abbildung A-1: Histologische Untersuchung des Dünn- und Dickdarms. Dargestellt sind 
Hematoxylin und Eosin (HE) gefärbte Längs- und Querschnitte der einzelnen Darmabschnitte. 
Weder im Duodenum noch im Ileum wurden morphologische Unterschiede zwischen Wildtyp- 
und I-Plastin defizienten Mäusen festgestellt. Auch im Dickdarm wurden keine Abnormalitäten 
beobachtet. In HE-gefärbten Paraffinschnitten des Dünndarms wurde der Anteil an Becher-
zellen und der intraepithelialen Lymphozyten in Bezug auf die Anzahl der intestinalen Epithel-
zellen gezählt. Die Graphen sind jeweils mit Standardfehler dargestellt. Es wurden zwei 
Wildtypmäuse (WT) mit 40 Villi und 1838 Epithelzellen und zwei knockout-Mäuse (KO) mit 63 
Villi und 2814 Epithelzellen ausgewertet. Es wurden keine signifikanten Unterschiede fest-
gestellt. 
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Abbildung A-2: Immunlokalisation von Plektin und MACF1iso3. Abgebildet sind konfokale 
Aufnahmen von Querschnitten des Darms (Jejunum). Nach Inkubation mit einem polyklonalen 
Plektinantikörper bzw. einem MACF1iso3-Antikörper wurden die Alexa488- (grün) und 
Alexa568- (rot) gekoppelte Sekundärantikörper detektiert. Sowohl im Wildtyp (WT) als auch in 
I-Plastin defizienten (KO) Mäusen lokalisieren die Plektine unterhalb der Mikrovilli, wie die 
Durchlichtaufnahmen zeigen. Die Zellkerne wurden zur Orientierung mit Propidiumjodid (rot) 
angefärbt. Die Kofärbung von MACF1 und Villin zeigt auch, dass MACF1 im terminalen Netz, im 
Zytoplasma und im Kern lokalisiert. Mit der, in der Fluoreszenzmikroskopie möglichen, 
Vergrößerung konnten keine nennenswerten Unterschiede festgestellt werden.  
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Abbildung A-3: I-Plastin Defizienz hat keine Auswirkungen auf die Lokalisation von 
β-Catenin. Paraffinschnitte des Darms von Wildtyp- (WT) und I-Plastin defizienten (KO) 
Mäusen wurden mit einem β-Catenin Antikörper inkubiert. Die Fluoreszenz des Alexa488- 
(grün) gekoppelten Sekundärantikörpers wurde mit Hilfe eines konfokalen aufgenommen. Die 
Zellkerne wurden mit Propidiumjodid angefärbt. Die basolaterale Lokalisation von β-Catenin in 
Darmepithelzellen ist in den knockout-Mäusen unverändert. 
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Abkürzungen 
32P radioaktives Phosphoratom 
aa Aminosäure 
ABD aktinbindende Domäne  
APS Ammoniumperoxodisulfat 
ATP Adenosintriphosphat 
BAC Bakterielles Chromosom 
bp Basenpaare 
BrdU  Bromodesoxyuridin 
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine) 
C57Bl/6 Mausinzuchtstamm 
Caco2 humane Adenokarzinom-Zelllinie 
Caco2-BBE klonale Zellinie von Caco2 
cDNA revers transkribierte DNA (complementary DNA) 
CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
CFU  colony forming units 
CH  Calponin-Homologie 
DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindol 
DMF N,N-Dimethylformamid 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP 2´-Desoxyribonucleosid-5´-triphosphat 
DEPC  Diethyldicarbonat/Diethylpyrocarbonat 
DPPIV Dipeptidylpeptidase IV 
DSS Dextran Natrium Sulfat  
DTT Dithiothreitol 
E1-4 Exon 1-4 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EF-Hände Helix-turn-helix-Motiv 
EM elektronenmikroskopisch/Elektronenmikroskopie 
ERM Ezrin-Radixin-Moesin  
ES embryonale Stammzellen 
EtOH Ethanol 
F-Aktin Aktinfilamente 
FCS fötales Kälberserum (fetal calf serum)  
FITC Fluorescein Isothiocyanat 
fwd forward primer 
G-Aktin Aktinmonomere 
GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 
GST  Glutathion-S-Transferase 
HE  Hämatoxylin und Eosin 
HeLa humane Zervixkarzinom-Zelllinie 
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-ethansulfonsäure 
HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)   
i.g. intra gastral 
IF Immunfluoreszenz 
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I-Fabp  intestinal fatty acid binding protein 
IHC Immunhistochemie 
IPTG Isopropylthiogalaktosid 
kb Kilobasen 
KO Defizienz (knockout) 
Lamp lysosomenassoziertes Membranprotein 
LPH  Laktase Phlorhizin Hydrolase 
MACF  Mikrotubuli-Aktin-verknüpfender Faktor  

(microtubule actin-cross linking factor) 
mRNA Boten-RNA (messenger RNA) 
MV Mikrovilli 
NP-40 Nonidet P-40 
oD  optische Dichte 
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS Phosphat-gepufferte Natriumchloridlösung  

(phosphate bufferd saline) 
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction) 
PEG Polyethylenglycol 
PFA Paraformaldehyd 
PIC Proteaseinhibitorcocktail (protease inhibitor cocktail) 

PIP2  Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  
PIPES 1,4-Piperazindiethansulfonsäure 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
Ponceau S 3-Hydroxy-4-[2-sulfo-4-(sulfo-phenylazo)phenylazo]- 

2,7-naphthalindisulfonsäure 
REM Rasterelektronenmikroskopie 
rev  reverse primer 
RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SE Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean) 
SI Sucrase-Isomaltase 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TBE Trisbase mit Borsäure und EDTA 
TE Tris-EDTA 
TEM Transmissionenelektronenmikroskopie 
TEMED N,N, N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
TER transepithelialer Widerstand 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
TW terminales Netz 
U Einheit der Enzymaktivität (unit) 
ü.N. über Nacht 
Upm   Umdrehungen pro Minute 
v/v Volumen pro Volumen 
w/v Gewicht pro Volumen 
WB Western Blot 
WT Wildtyp 
xg Erdbeschleunigung = 9,81*s-1 
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Einheiten von Messungen und Präfixe 

°C Grad Celsius 
µg Mikrogramm 
µl Mikroliter 
µm Mikrometer 
cm Zentimeter 
cm2 Quadratzentimeter 
kDa Kilodalton 
dl Deziliter 
g Gramm 
h Stunde/hora 
l Liter 
M Molar 
mA Milliampere 
mCi Millicurie 
min Minuten 
mJ Millijoule  
ml Milliliter 
mM Millimolar 
ng Nanogramm 
nm Nanometer 
s Sekunde 
V Volt 
Ω Ohm 
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Zusammenfassung 

Die Darmepithelzellen sind für die Resorption hydrolysierter Nährstoffe verantwortlich. 

Ihre resorbierende apikale Oberfläche wird durch einen Bürstensaum, der aus Mikrovilli 

und einem terminalen Netz besteht, vergrößert. Mikrovilli sind fingerartige Membran-

ausstülpungen, die durch ein dicht gepacktes Aktinfilamentbündel gestützt werden und 

mit der Aktinwurzel ins terminale Netz hineinreichen. F-Aktin wird durch I-Plastin, Villin 

und Espin gebündelt und mit der Plasmamembran durch Myosine der Klasse I und 

Ezrin verknüpft. Die Aktinwurzeln werden durch Myosin IIa, Spektrin und Filamin 

miteinander verbunden und assoziieren mit dem Keratinnetzwerk. Obwohl die Struktur 

und Zusammensetzung der Mikrovilli schon seit fast 30 Jahren bekannt ist, sind die 

molekularen Mechanismen der Assemblierung von den Mikrovilli und des terminalen 

Netzes noch nicht aufgeklärt. I-Plastin gehört zu der Familie der Plastine (Fimbrine), 

die N-terminal zwei EF-Hände besitzen und F-Aktin mit Hilfe von zwei 

Zwillingsanordnungen von Calponin-Homologie-Domänen bündeln. Mitglieder dieser 

Familie werden gewebespezifisch exprimiert und sind im Allgemeinen an Fokal-

kontakten, Lammellipodien, Filopodien oder Mikrovilli und Stereozilien zu finden. 

I-Plastin wird spezifisch im Bürstensaum des Darms, der Niere und des Innenohrs 

exprimiert. Das Ziel dieser Arbeit ist die Aufklärung der Rolle von I-Plastin im 

intestinalen Bürstensaum. Wir haben dazu die I-Plastin-Defizienz der verwendeten 

Mauslinie verifiziert und die Auswirkungen dieses Verlusts morphologisch und 

funktionell detailliert analysiert. Wir konnten mit Hilfe immunhistochemischer und 

biochemischer Analysen eine Kompensierung der I-Plastin-Defizienz durch andere 

Plastinisoformen ausschließen. Während I-Plastin defiziente Mäuse keinen äußerlich 

erkennbaren Phänotyp aufweisen, zeigen sowohl elektronenmikroskopische als auch 

immunhistochemische Analysen gravierende Unterschiede im Aufbau und in der 

Komposition des terminalen Netzes. So sind spezifische Komponenten des terminalen 

Netzes (Tropomyosin, Myosin IIa, Spektrin, β-Aktin) reduziert oder fehlen. Die 

organellenfreie Zone, normalerweise durch das terminale Netz ausgefüllt, erscheint 

schmaler. Die charakteristische Aktinwurzel fehlt meistens, in einzelnen Fällen ist sie 

rudimentär erkennbar. Zudem weist der intestinale Bürstensaum verkürzte Mikrovilli mit 

einer verengten Basis auf. Diese Veränderungen resultieren in einem instabilen 

Bürstensaum, einer erhöhten Empfindlichkeit vor allem der Weibchen auf die Dextran 

Natrium Sulfat Behandlung und einem reduzierten transepithelialen Widerstand, der 

durch einen erhöhten Zellumsatz der Darmepithelzellen kompensiert wird und daher zu 

einem äußerlich geringen Phänotyp führt. Wir konnten weiterhin zeigen, dass einige 
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apikale Enzyme fehllokalisieren, während basolaterale Marker wie beispielsweise die 

Zell-Zellkontakte unverändert sind. Wir postulieren daher, dass bei I-Plastin-Defizienz 

ein Transportdefekt sowie eine erhöhte Endozytoserate vorliegen. Ein ganz neuer 

Aspekt ist die Anreicherung von I-Plastin im terminalen Netz und die mit Hilfe der 

Kopräzipitation ermittelte potenzielle Interaktion von I-Plastin mit Keratin 19 und 

Myosin IIa. Wir schlagen aus diesem Grund ein Modell vor, in dem durch die 

Expression und die apikale Lokalisation von I-Plastin die Mikrovilli verlängert werden. 

Des Weiteren wird durch eine Interaktion mit Keratin 19 das mikrovillare Aktinfilament-

bündel mit der Aktinwurzel im terminalen Netz verankert. Durch eine direkte oder 

indirekte Rekrutierung von Myosin IIa und weiteren Proteinen durch I-Plastin erhält der 

Bürstensaum seine Stabilität. 
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Abstract 

The intestinal tract executes essential roles as a digestive and absorptive surface. The 

most abundant cell population of the intestinal epithelium are the columnar cells, which 

bear a brush border (BB) domain at the apical surface. The BB consists of microvilli 

and the underlying so-called terminal web. Microvilli are cell surface projections each 

supported by a densely packed bundle of actin filaments that extends as a rootlet into 

the terminal web. In the intestinal epithelial cell each bundle is extensively cross linked 

by I-plastin (fimbrin), villin and espin and attached to the plasma membrane by class I 

myosins and ezrin. The actin rootlets are interconnected by myosin IIa, spectrin and 

filamin; in addition they associate with the keratin network. The architecture of the BB is 

known with considerable detail. Although most of their main cytoskeletal components 

were identified nearly 30 years ago, their actions at the molecular level in the assembly 

of the microvilli and the terminal web are less well understood. I-plastin is one of three 

mammalian plastin isoforms. They consist of two actin-binding domains in tandem 

preceded by two calcium-binding EF-hands. Members of the plastin family localise to 

focal contacts, lammellipodia, filopodia or microvilli and stereocilia. I-plastin is an actin-

bundling protein of the BB of the intestine, kidney and the inner ear. The aim of this 

thesis is to investigate the contribution of I-plastin to the BB architecture. We verified 

the I-plastin deficiency of a previously generated KO strain and analysed the 

consequences of the deficit by morphological and functional studies. We also observed 

that no other plastin isoform is able to compensate loss of I-plastin. Although at the 

whole animal level knockout mice did not show any overt phenotype, major 

morphological and compositional alterations of the BB, especially in the terminal web, 

could be assessed by ultrastructural and immunohistochemical studies. In particular 

the rootlet that extends the microvillar core actin bundle into the terminal web is 

missing or remains rudimentary. Microvilli are shorter and their width at the base is 

smaller. In addition several terminal web components (tropomyosin, myosin IIa, 

spectrin, β-actin) are decreased or absent. The organelle free zone normally occupied 

by the terminal web is thinner. As a consequence these BB are more fragile and 

especially females are more sensitive to dextran sodium sulphate treatment. These 

alterations also account for the decreased transepithelial resistance and the increased 

cell turnover. I-plastin deficiency also affects the apical targeting of some enzymes 

whereas basolateral markers like proteins of the junctional complexes are not affected. 

We postulate that loss of I-plastin leads to a partial transport defect and increased 

endocytosis. We also found that I-plastin is enriched in the terminal web region and 
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establishes links with myosin IIa and keratin 19. We therefore propose a model for the 

role of I-plastin in assembling the BB in which expression and apical localisation of 

I-plastin stabilises F-actin bundles and leads to the extension of microvilli. In addition, 

through potential interaction of I-plastin and keratin 19 the axial bundles are anchored 

in the terminal web. On the basis of direct or indirect recruitment of myosin IIa and 

other terminal web markers, I-plastin confers rigidity to the BB.
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