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1. Einleitung

Die einzellige Griinalge Micrasterias denticulata Bréb. wird wegen
ihres phasenabhingigen Zellmusters, ihrer einfachen Kultivierbarkeit und
wegen ihrer deutlich ausgebildeten Organellen vor allem auch der
Dictyosomen als beliebtes Objekt fiir zellphysiologische Untersuchun-
gen herangezogen.

Die Dictyosomenaktivitit und -morphologie kann sowohl chemisch
durch verschiedene Antibiotika — Cytochalasin B (MOLLENHAUER &
MORRE 1975, 1976), Ethidiumbromid (HACKSTEIN-ANDERS 1974,
1975), Puromycin (ZERBAN 1974), Actinomycin D (HACKSTEIN-
ANDERS 1974, ZERBAN 1974, TIPPIT & PICKETT-HEAPS 1974),
Athylalkohol und Diidthylither (EXNER 1978) etc. als auch physikalisch
durch Zentrifugation (DORDEL 1973, TIPPIT & PICKETT-HEAPS 1974)
beeintrichtigt werden.

Zur vorliegenden Untersuchung wurden Actinomycin D und
Streptomycin als chemische Parameter gewihlt. Sie greifen in die
Proteinsynthese und damit in die Determination des dictyosomalen
Entwicklungs- und Reifungsprozesses ein.

Im Vergleich dazu verhindert oder stort die Zentrifugierung als
physikalischer Faktor die Verteilung und Inkorporation von verschiede-
nen Vesikeln.
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2. Material und Methoden

Fir die Untersuchungen wurden Micrasterias denticulata Bréb.-
Zellen verwendet, die in WARIS-Nihrlosung gehalten und nach der
Lichtschockmethode von KIERMAYER (1970a) behandelt wurden.

Fir jede einzelne Untersuchung wurden ca. 100 D-E Stadien
(15miniitige Entwicklungstabelle nach KIERMAYER 1970a) entnommen.

Die Zentrifugation erfolgte 4, 6 bzw. 9 Stunden bei 20 + 1° C in einer
Beckmann-Zentrifuge (Model J-21B Centrifuge) bei 12.000 UPM (=
16.743 g).

Actinomycin D wurde in einer Konzentration von 250 pg/ml Aqua
bidest. bei 20° C angewendet. Die Behandlungsdauer betrug 7 bis 9
Stunden.

Streptomycin wurde in drei verschiedenen Konzentrationen (5, 10,
20 pg/ml) bei konstanter Temperatur von 20° C und einer Dauer von
9 Stunden untersucht.

Nach der Zentrifugation bzw. der chemischen Behandlung wurde
die eigentliche Fixierung im Fixomat der Balzers Union (TREIBLMAYER &
POHLHAMMER 1974) nach der Kurzzeit-Fixierungsmethode von KIER-
MAYER (1970 a) durchgefiihrt.

Die mit einem Diamantmesser median geschnittenen Objekte
wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat nachkontrastiert und mit einem
AEI-Corinth 500 Elektronenmikroskop ausgewertet.

3. Ergebnisse

31 Zentrifugation

Neben der Verlagerung des Zellinhaltes entsprechend der Dichte-
unterschiede und der typischen Zellanomalien (DORDEL 1973, KIER-
MAYER & DORDEL 1976) wirkt sich die Zentrifugalkraft auch auf den Bau
der einzelnen Organellen entsprechend der Wirkungsdauer aus.

3.1.1 Vierstiindige Zentrifugation

Im zentrifugal verlagerten Chloroplasten findet man neben zahlrei-
chen Pyrenoiden stark tubulir strukturierte Bereiche, die als mogliche
Prolamellarkérper anzusprechen sind.

Im Cytoplasma fallen bei dieser Untersuchung besonders die
membranbegrenzten Multivesikel-Komplexe auf. Es handelt sich um
kreisformige Strukturen mit sehr unterschiedlichen Inhalten, z. B.
Ribosomen, verschiedene Vesikel, Mitochondrien usw.
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Das Endoplasmatische Retikulum (ER) weist bereits eine deutliche
Volumszunahme auf, die bis zum Zerfall der Zisterne in einzelne ER-
Vesikel fortschreiten kann, wie auf Abb. 1 und 4 ersichtlich ist.

Die Lagebeziehung des ER zu einem Dictyosom bzw. zum
Chloroplasten ist noch weitestgehend erhalten.

Die Dictyosomen erfahren durch diese Behandlung noch keine
Verinderung in ihrer Grofle und Zisternenzahl sowie in threm typisch
polaren Bau. Fallweise erscheint der interzisternale Raum besonders an
der proximalen Seite erweitert. Die Vesikelabgabe beschrinkt sich auf die
Abschniirung von ,,flat-vesicles* (FV; KIERMAYER und DOBBERSTEIN
1973, Abb. 2), ,,dark-vesicles (DV; KIERMAYER 1970a, b, Abb. 1
und 4) von den beiden letzten distalen Zisternen.

3.1.2 Sechsstiindige Zentrifugation

Das gehiufte Auftreten von Multivesikel-Komplexen und Prolamel-
larkrpern kann nun nicht mehr beobachtet werden. Dagegen tritt die
Verdickung und Vaskularisierung der ER-Zisternen immer deutlicher
hervor (Abb. 3, 7). Besonders senkrecht zur Zentrifugationsrichtung
liegendes ER vergrofiert seinen Durchmesser um ein Vielfaches. Trotz der
starken mechanischen Beanspruchung kann noch an vielen ER-Zisternen
die Produktion von ,,X-vesicles* (VX; KIERMAYER 1977) festgestellt
werden, was auf einen intakten Golgibildungsprozef hindeutet. Aller-
dings sind auch viele Dictyosomen zu beobachten, die keine zugehorige
ER-Zisterne mehr besitzen. Diese Dictyosomen sind stark degeneriert.
Sie bestehen aus nur 3 bis 5 weit auseinanderliegenden, kurzen Zisternen,
ihre Aktivitit ist sehr eingeschrinkt. Man findet nur wenige DV in ihrer
Umgebung.

Wie schon DORDEL (1973) ausfiihrte, bewirkt das Fehlen der ER-
Zisterne und des Materialnachschubs in Form von VX, die entweder
wegzentrifugiert oder aufgeldst wurden, eine Degeneration der Dictyo-
somen.

Bei jenen Dictyosomen, die ihre normale Gestalt und ihre Beziehung
zu einer ER-Zisterne beibehalten haben, zeigt sich an der distalen Zisterne
eine neue Aktivitit, namlich die Ausbildung von ,,coated vesicles* (CV;
Abb. 7).

Dazu hebt sich die distale Zisterne leicht ab und bildet eine
Ausbuchtung, die von einem diffusen ,,coat” iberzogen ist.

Aufler der CV-Bildung sind die Dictyosomen bei dieser Behand-
lungsmethode auch sonst noch sehr produktiv:

Neben dichten Ansammlungen von DV sind auch gruppenweise FV
anzutreffen. Letztere sind gegeniiber der tblichen Ausbildungsform
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aufgebliht und sehr lang, was als Degenerationserscheinung zu deuten ist
(DORDEL 1973). Nur wenige FV erreichen offenbar wegen des
zentrifugalen Gegendruckes die Plasmamembran.

3.1.3 Neunstiindige Zentrifugation

Das ER reagiert auf die langandauernde Zentrifugalkraft mit
verschiedenen Ausbildungsformen entsprechend der Wirkungsrichtung:
In der Nihe des Chloroplasten liegen parallel geschichtete ER-
Membranen, wihrend im Cytoplasma Bruchstiicke von ER-Zisternen zu
finden sind, die sich zu kurzen, sehr weitlumigen Stapeln reihen.

Im Unterschied zu den Dictyosomenstapeln besitzen sie keine
Polaritat und keinen Unterschied in der Zisternendicke. Der Ribosomen-
besatz ist nur vereinzelt erkennbar. Die einem Dictyosom zugeordnete
ER-Zisterne kann dick gedrungen sein wie in Abb. 8,9 oder entsprechend
der Kraftrichtung lanzettférmig an ihren Enden erweitert.

Die durch die Zentrifugalkraft offenbar bedingte Dehnung von
Membranen greift bei dieser Behandlungsdauer von den ER-Zisternen
auch auf die proximalen Dictyosomenzisternen iiber. Wiederum sind es
die peripheren Zisternenabschnitte, die durch extreme Aufblihungen
gezeichnet sind (Abb. 8, 9).

Sofern noch eine ER-Zisterne in Beziehung mit einem Golgi-Stapel
steht, werden VX gebildet, so daff die Zisternenzahl erhalten bleibt, wie in
Abb. 5 ersichtlich ist.

Die Aktivitit des Stapels ist meist stark reduziert, was auf den grofien
Zisternenabstinden beruhen kann.

Fallweise trifft man auf eine lange, distale Zisterne. Ihre abnorme
Linge erklirt sich moglicherweise durch die fehlende Vesikelabgabe. In
Abb. 5 ist die Bildung von FV noch deutlich zu erkennen, so daf} in
diesem Fall die distale Zisterne ihre iibliche Linge beibehilt.

Die auffilligste Deformation in allen drei gewahlten Zentrifugations-
zeiten findet man an der distalen Stapelseite: Zuerst hebt sich die letzte
Zisterne leicht ab, was an die Bildung von CV erinnert. Die kleine
Ausstiilpung erweitert sich und nimmt eine unregelmiflige Form an.

Auch die darunterliegenden Membranen zeigen Ausstiilpungen
(Abb. 1 bis 5). Schlieflich entsteht ein unférmiges Gebilde aus
konzentrisch liegenden Membranen, das an eine grofie ,,Blase* erinnert.
In der Untersuchung kann keine bevorzugte Stelle fiir eine derartige
Mifibildung gefunden werden. Die Deformation ist an jedem beliebigen
Punkt auf der Zentralplatte des Stapels in der Ein- oder Mehrzahl
anzutreffen,



Abb. 1-6: 4stiindige Zentrifugation (Abb. 1, 2, 4, 6); 6stiindige Zentrifugation (Abb. 3);

9stiindige Zentrifugation (Abb. 5): Verschiedene Phasen der ,,Blasenbildung* (Pfeile) nach

Einwirken von Zentrifugalkriften. Vergr. 27.600x (Abb. 1), 32.000x (Abb. 2), 50.000x
(Abb. 3), 24.,000x (Abb. 4), 34.000x (Abb. 5), 38.400x (Abb. 6).
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Abb. 7: éstiindige Zentrifugation: Zwei gegeniiberliegende, CV-bildende Dictyosomen
schliefen eine dick aufgeblihte ER-Zisterne ein. Vergr. 46.800x.

Abb. 8: Nach 9stiindiger Zentrifugation sind stark erweiterte ER- und Dictyosomen-
Zisternen (Pfeile) zu beobachten. Vergr. 54.000x.
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A!?b. 10-11: 4stiindige Zentrifugation: ,,Blasenbildungen® am distalen Dictyosomenpol,
die zur Teilung der Zisternen fiihren (Pfeile). Neben den ,,Blasen* liegen ,,large vesicles*
(LV). Vergr. 10.000x (Abb. 10), 32.000x (Abb. 11).
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Die beteiligten Membranen sind nicht immer durchgehend sichtbar.
Hiufig treten Auflésungserscheinungen auf, bis schliefflich eine diffuse
Masse die Blase erfiillt. Oft ist auch die umgrenzende Membran in
Auflosung begriffen, so daff es wie in Abb. 6 offenbar zum Ausflieflen des
Inhaltes kommt. Die Auflésungserscheinungen schreiten von distal nach
proximal fort.

Die Abb. 1 bis 6 zeigen verschiedene Phasen der Blasenbildung,
beginnend vom leichten Abheben der iduflersten Zisterne bis zum
Ubergreifen auf die unterste proximale Zisterne. Daneben sind noch die
einzelnen Stadien der Auflssung der Blasenmembranen zu beobachten,
wobei als Ende der Zerfall des Stapels in zwei Teile anzusehen ist.

32 Actinomycin D (AMD)

Dieses Antibiotikum ist ein Transkriptionshemmer, indem es die
Synthese von RNS an der DNS stort.

Die Auswirkungen der verschiedenen Konzentrationen und
Behandlungszeiten unterscheiden sich kaum.

Die duflere Gestalt von Micrasterias denticulata weist stets deutliche
Anomalien in der Lappenbildung auf (z. B. HACKSTEIN-ANDERS 1974,
1975; MEINDL 1981).

Die ER-Zisternen sind kaum noch vorhanden bzw. in kleine
aufgeblihte Vesikel zerfallen.

Die Mitochondrien sind stark vergroflert und ihre Gestalt ist
atypisch deformiert.

Die Wirkung auf die Dictyosomen beschrinkt sich auf das Ablésen
der distalen Zisterne, die meist in der Nihe des Stapels ringférmig
geschlossen zu finden ist. Ansonsten ist die Zahl der Zisternen
unverindert. Die Polaritit ist trotz fehlender ER-Zisterne am unter-
schiedlichen Zisternenlumen zu erkennen.

Die sekretorische Aktivitit ist durch das Antibiotikum ebenfalls
beeintrichtigt. Die Bildung von DV und FV ist nur in bescheidenem Maf}
zu beobachten, dagegen ist die Abgliederung von CV vom distalen Pol
stark aktiviert. Noch hiufiger als bei den Zentrifugierungsversuchen tritt
die Deformation des distalen Pols durch das Auswachsen der Membranen
zu einer ,,Blase‘ in Erscheinung.

Im Gegensatz zur ersten Versuchsrethe steht die auffillige Vielzahl
der Blasenbildungen an einem einzelnen Dictyosom.
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33 Streptomycin (SM)

Wie Actinomycin D, so ist auch Streptomycin ein Antibiotikum, das
auf die Proteinsynthese Einflufl nimmt. Seine Wirkungsweise ist an vielen
Anomalien der untersuchten Zellen zu erkennen.

331 Untersuchung mit 5 pg SM/ml:

Schon die abnorme Zellgestalt weist auf tiefgreifende Stérungen hin.
Primir- und Sekundirwand sind nur unregelmiflig und schmal
ausgebildet,

Der Chloroplast besitzt spitz auslaufende Vorstiilpungen und
Anhdufungen von Grana an seinen Rindern. Zwischen diesen liegen
einige Thylakoide. Im gesamten Chloroplasten trifft man auf ,,osmophile
Granula®, auf die schon DRAWERT & MIx (1961) hinwiesen. Besonders
tiefgreifend sind die Verinderungen an den ER-Zisternen. Anstelle einer
einzelnen periplastidiren ER-Zisterne liegt ein breites ER-Band rund um
den Chloroplasten. Die einzelnen Zisternen sind beziiglich Volumen und
Linge ungleich ausgebildet, auch der Ribosomenbesatz ist véllig
unregelmafiig.

Ebensolche Ansammlungen von Endoplasmatischem Retikulum
findet man im Cytoplasma, wie Abb. 12 zeigt. Hier sind die Membranen
besonders dicht mit Ribosomen besetzt.

Die Beziehung einer ER-Zisterne zu einem Dictyosom bleibt sehr
selten erhalten. Haufig liegen nur einzelne, blasige ER-Fragmente am
proximalen Dictyosomenpol. Da die Bildung von VX fehlt, ist damit
wahrscheinlich das ,,steady state der Dictyosomen unterbrochen.

Wie beim ER und den Mitochondrien fillt auch bei den
Dictyosomen die ungewdhnliche Lage auf. Die Organellen sind nicht wie
tiblich um den Chloroplasten und den Kern orientiert, sondern sammeln
sich genau wie die anderen Zellbestandteile in lokal begrenzten,
homogenen Gruppen im Cytoplasma an.

Die Polaritit der Dictyosomen kann durch die verschiedenen
Querschnitte der Zisternen leicht geklirt werden. Allerdings ist die
weitlumige, proximale Zisterne nicht wie in unbehandelten Zellen als
tubulires Netzwerk (MENGE & KIERMAYER 1977), sondern durch-
gehend ausgebildet.

Die Vesikelproduktion ist stark eingeschrinkt. FV werden kaum
gebildet, CV konnen iiberhaupt keine gefunden werden, nur DV
verschiedener Populationen, die wahrscheinlich Reifungsstadien entspre-
chen, werden abgegliedert.
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Besonders zahlreich liegen ,,large vesicles (LV; KIERMAYER
19702, b) in der Umgebung der Dictyosomen (Abb. 10, 11, 13). Ihr
in Vergleich zu den Zisternen riesiger Durchmesser deutet auf die
hypertrophierende Wirkung des Antibiotikums hin.

Die Grofle und die Zisternenzahl der Dictyosomen werden durch
SM dieser Konzentration kaum beeintrachtigt. Allerdings ist die Gestalt
durch intensive Blasenbildung (Abb. 10, 11, 13) stark deformiert. Von
dieser Storung sind in vielen Fillen, wie die Abbildungen 10, 11 und 13
beweisen, alle Zisternen des Stapels betroffen, so dafl die Blasenbildung
scheinbar als Teilungsfaktor fiir ein Dictyosom fungiert, was auf der Abb.
10 und 11 besonders deutlich wahrzunehmen ist.

Bei den drei Abbildungen 10, 11 und 13 ist auch auf die lokale Nihe
der LV zu den Blasenbildungen hinzuweisen.

3.3.2 Untersuchung mit 10 ug SM/ml:

Die Degenerationserscheinungen schreiten bei dieser Konzentration
weiter fort. Die dichte Ansammlung von ER-Zisternen lifit sich nicht
mehr feststellen, im Gegenteil, die Membranen der Zisternen erscheinen
in Aufldsung begriffen (Abb. 14). Auch der Zusammenhalt der
Polyribosomen ist gestort, so dafl nur vereinzelt Ribosomen im Plasma
liegen. Das Cytoplasma selbst ist vollig destrukturiert und scheint sich
autzulésen. Die Wirkung auf die Dictyosomen entspricht den von
DRAWERT & MIX (1961) gegebenen Beschreibungen. Demnach setzt ein
proximal beginnender Zerfall ein, der offenbar auf das Fehlen der ER-
Zisterne zuriickzufiihren ist.

Die Aktivitat der Dictyosomen andert sich erheblich im Vergleich
zur niedrigeren Konzentration von SM. Im Gegensatz zu dieser tritt
nimlich die Bildung von CV am gesamten distalen Pol auf, wobei die Zahl
der gleichzeitig gebildeten Vesikel von Stapel zu Stapel unterschiedlich
ist, wie die Zusammenstellung der Abbildungen 14, 15, 16 und 17
veranschaulicht. Neben der Produktion von CV bilden die Golgi-
Zisternen an ihrer Peripherie kleine ,,dunkle Vesikel

Gleich wie bei der angewendeten Konzentration von 5 pg SM/ml ist
auch bei dieser Versuchsreihe die Anhiufung von LV festzustellen (Abb.
16), ebenso wie die verstirkte Storung des distalen Pols durch
Blasenbildungen (Abb. 15).

Die Blasen konnen in verschiedener Anzahl iiber die gesamte
Zentralplatte verstreut liegen. Der Grad der Auflsung sowie die Zahl der
betroffenen Zisternen sind bei den einzelnen Dictyosomen unterschied-

lich.
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3.3.3 Untersuchung mit 20 pug SM/mil:

Diese SM-Konzentration zerstort die gesamte Zellorganisation. Das
destrukturierte Plasma beschrinkt sich auf grofle ,,Vesikel“ mit
schaumigem Inhalt, wihrend grofle Zellbereiche entleert sind. Der
Kerninhalt ist zum Teil aufgeldst, die Mitochondrien fehlen véllig, die
ER-Membranen und Ribosomen sind ebenfalls verschwunden, als
Dictyosomenreste konnen — allerdings unter Vorbehalt — einzelne,
unregelmiflige Zisternen gedeutet werden.

4. Diskussion

41 Beeintrichtigung der Dictyosomenvertei-
lung

Auf die Anderung der Lage der Dictyosomen im Laufe der
Entwicklung der Alge hat schon KIERMAYER (1970a) hingewiesen.
Durch die Zentrifugation wird die Lage kaum beeinflufit. Auch DORDEL
(1975) bestitigte, dafl die Dictyosomen ihre Position um den Kern nicht
verlassen.

Auch die Anwendung von 250 pg AMD/ml verursacht keine
Verlagerung der Dictyosomen (HACKSTEIN-ANDERS 1974).

Im Gegensatz dazu greift SM in die Verteilung des Golgi- Apparates
ein. Die Stapel liegen nicht wie iiblich um den Chloroplasten, sondern
konzentrieren sich auf lokal begrenzte Bereiche des Cytoplasmas. Es
wire denkbar, dal mit der Storung der Chloroplastenstruktur ein
»»Bindungsmechanismus* zwischen ihm und den Dictyosomen zerstort
wird. Vielleicht ist eine intakte periplastidire ER-Zisterne das verant-
wortliche Bindeglied. Nach der SM-Aufnahme vergrofiert sie sich zu
einem dicken, beziiglich VX-Bildung inaktiven ER-Band. In der Weise
deformiert verliert sie offenbar die funktionelle Bedeutung fiir die
Dictyosomen.

42 Anderung der Dictyosomenform

Die Polaritit eines Golgi-Stapels — gegeben durch eine VX bildende
ER-Zisterne, angrenzende konvexe und sekretorisch inaktive proximale
Zisternen und abschliefende distale, schmale und konkav gekrimmte
Zisternen, die Vesikel abgliedern — wird durch die angewendeten
Methoden nie véllig gestort. Distaler und proximaler Pol konnen noch
auf Grund der unterschiedlichen Zisternenweite definiert werden.

Im Unterschied zu DORDEL (1973), die bereits nach dreistiindiger
Zentrifugationsdauer das Fehlen der ER-Zisternen feststellte, ist dies in
der vorliegenden Untersuchung erst nach sechs Stunden zu beobachten.



Abb. 12: 5 ug SM/ml: Viele ER-Zisternen mit dichtem Ribosomenbesatz (grofier Pfeil)
umschlieflen ein ,,0il-body* (O); spiralig angeordnete Polysomen (kleiner Pfeil).
Vergr. 20.000x.

Abb. 13: Durch 5 pg SM/ml hervorgerufene grofle, mehr oder minder stark aufgeloste
Blasen (Pfeile). In ihrer Nihe treten ,,large vesicles* (LV) auf. Vergr. 25.600x.
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Abb. 14-17: Zusammenstellung von Dictyosomen, die nach Behandlung mit 10 pg SM/ml

distal ,,coated vesicles* (CV) in verschiedener Anzahl ausbilden. Abb. 15 weist zusitzlich

noch eine Blasendeformation auf (Pfeil). Vergr. 27.200x (Abb. 14), 40.000x (Abb. 15),
30.000x (Abb. 16), 28.800x (Abb. 17).
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Eine vollkommene Kriimmung der distalen Zisterne, die zum
volligen Umschlieflen der proximalen Zisternen fithrt, kann im Gegensatz
zu DORDEL nie beobachtet werden.

Hingegen mag der Grund fiir das Nichtiibereinstimmen mit den
AMD-Versuchen von HACKSTEIN-ANDERS (1974), die birnenférmige
Dictyosomen beschrieb, auf das Weglassen von DMSO zuriickzufithren
sein, wodurch moglicherweise die Permeation verringert wurde.

Uber den Einfluf von Streptomycin auf die Dictyosomen gibt es
kaum Literaturhinweise. DRAWERT und MIX (1961) merkten an, daff die
Dictyosomen durch Auflosung der Membranen zerfallen.

Dies kann in der vorliegenden Untersuchung bei Verwendung von
20 pug SM/ml bestitigt werden, da bei dieser Konzentration keine
Dictyosomen mehr festzustellen sind, abgesehen von einigen undifferen-
zierten, lamellenartigen Gebilden. Bei 5 pg SM/ml ist ein deformiertes
ER-Fragment bei den Dictyosomen erkennbar. Die proximale Zisterne
ist durchgehend ausgebildet und entspricht wahrscheinlich der zweiten
Zisterne. Das Netzwerk der ersten Zisterne ist durch diese Behandlung
degeneriert.

Bei 10 pg SM/ml treten weitere Aufldsungserscheinungen auf, die
von der proximalen Seite ihren Anfang nehmen. Die Ursache ist
moglicherweise die fehlende ER-Zisterne, die fiir die Gesamtorganisation
des Stapels eine bedeutende Rolle spielen diirfte.

Die Dictyosomen verhalten sich demnach bei einer SM-Behandlung
kontrir zur AMD-Behandlung, bei der die Auflosung distal durch
Vesikelabgabe erfolgt.

43 Anderung der Zisternenausbildung

Schon DORDEL (1973) weist in ihren Zentrifugationsergebnissen auf
erweiterte Zisternendurchmesser hin. In dieser Untersuchung tritt hiufig
ein vergroflerter interzisternaler Raum zwischen den proximal gelegenen
Zisternen auf. Durch die fehlende ER-Zisterne ist der Materialnachschub
gestort, was sich auch auf den Zisternenzusammenhalt auswirken diirfte.
Da sich zuerst die proximalen Zisternen l3sen, kann ein Reifungsprozef§
des interzisternalen Raumes bzw. eine Festigung der Zisternen in
Richtung des distalen Poles angenommen werden.

Nach neunstiindiger Zentrifugation reagieren die Dictyosomen
dieser Versuchsreihe ihnlich wie die ER-Zisternen nach kiirzerer
Versuchsdauer: Entsprechend der Kraftrichtung blahen sich die Zisternen
auf. Besonders an der Zisternenperipherie ist eine enorme Volumsvergro-
ferung zu beobachten. Der Inhalt der Dictyosomenzisternen diirfte
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wesentlich fester sein als jener der ER-Zisternen, da die Dictyosomen erst
nach lingerer Krafteinwirkung reagieren.

Da die deformierten Zisternen nur proximal zu finden sind, kann auf
mogliche Membranunterschiede zwischen den beiden Stapelpolen
geschlossen werden.

Schon NORTHCOTE (1971) verwies auf Membranihnlichkeiten
zwischen dem ER und den proximalen Golgi-Zisternen. Das kann hiemit
durch ihre gleiche Reaktion auf die Zentrifugation belegt werden.

Die Ergebnisse von FLICKINGER (1968, 1971), ZERBAN (1974) und
HACKSTEIN-ANDERS (1974), die bei ihren AMD-Versuchen Dictyoso-
men teils mit verringerter Grofle und Zisternenzahl, teils mit dreifachem
Normaldurchmesser und teils mit aberranter birnenférmiger Gestalt
beschrieben, kénnen mit dieser Untersuchung nicht generell bestitigt
werden. Der Grund ist vielleicht in den unterschiedlichen osmotischen
Bedingungen der einzelnen Versuchanordnungen zu suchen. Allerdings
kanz die distale Zisterne als abgeldstes, kreisformiges Gebilde beobachtet
werden.

Wihrend — wie oben beschrieben wurde — die Zentrifugation den
Zusammenhalt der proximalen Zisternen mechanisch lockert, greift
AMD chemisch in die Bindung der distalen Zisterne ein. Da AMD die
Proteinsynthese stort, konnten Proteine fiir den Zusammenhalt verant-
wortlich sein. Auch Streptomycin lockert die Bindung zwischen den
einzelnen Zisternen.

Bei 5 ug SM/ml fehlt die erste Zisterne. Bei hoherer Konzentration
schreitet die Auflésung weiter nach distal vor, bis schliellich bei 20 pg
SM/ml keine eindeutig erkennbaren Zisternen mehr vorhanden sind. Die
Auflésung hat sicherlich ihre grundsitzliche Ursache im fehlenden ER.

Die auffilligste Storung der normalen Stapelform ist die sich am
distalen Pol vorwolbende ,,Blase“. Sie tritt bei allen gewihlten
Untersuchungen auf. Ausdehnung, Intensitit und Anzahl sind vollig
unterschiedlich.

Zuerst hebt sich die distale Zisterne leicht ab, was durch Quellung
des interzisternalen Materials bedingt sein konnte. Der gewolbte Teil
wird weiter ausgedehnt bzw. wichst selber weiter, die darunterliegenden
Zisternen werden moglicherweise durch Druck ebenfalls zum Abheben
und Auswachsen aktiviert, so dafl die Membranen konzentrisch
ineinander geschichter liegen.

Die hiufig zu beobachtenden Auflosungen innerhalb der Blase
konnen mit dieser Untersuchung nicht genau definiert werden. Es kann
sich um lytische Erscheinungen, aber auch um das Platzen iiberdehnter
Membranen handeln.
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Die Blasenbildung stellt vielleicht eine Reaktion auf gednderte
Druckverhiltnisse im Stapel dar, die méglicherweise durch unkorrelierte
VX-Bildung und Vesikelabgliederung entstehen. Es handelt sich also um
eine pathologische Erscheinung, durch die sich das Dictyosom gleichsam
ein Ventl als Druckausgleich schafft.

Da an einigen Dictyosomen die Blasenbildung auch auf den
proximalen Pol ii%)ergreift und nach der Blasenauflsung zwei Dictyoso-
menteile vorliegen, konnte die Blase auch als Teilungsmechanismus
angesehen werden. Allerdings fehlt diesen Dictyosomen das ER und
daher erscheint die Vermehrung inaktiver Stapel wenig sinnvoll.

Effizienter scheint der von KIERMAYER (1970a) beschriebene
Teilungsvorgang zu sein, der auf einem proximal beginnenden Brechen
des Stapels beruht, sobald er eine Linge von 5 um erreicht hat. So ist die
Durchschnittslinge von 2,5 um bei den Dictyosomen von Micrasterias
denticulata gewihrleistet.

UEDA & NOGUCHI (1976) diskutieren einen Teilungsmechanismus,
der durch lytische Enzyme von Lysosomen ausgelost wird. Dabei scheint
der Teilungsort vollig dem Zufall Giberlassen zu sein.

Da die Blasenbtldung bei allen gewihlten Behandlungsmethoden
auftritt, ergibt sich die Frage, ob die Blase eine allgemeine Reaktion auf
sich verschlechterndes Milieu darstellt, oder ob es sich moglicherweise
um eine kulturbedingte Aberration handelt. Alle diese Aspekte beziiglich
der Blasenbildung bediirfen noch einer eingehenden Klirung.

44 Anderung der sekretorischen Aktivitit

Bei sechsstindiger Zentrifugation treten Anhiufungen von F-
Vesikeln auf, die die von DORDEL (1973) beschriebenen Degenerationser-
scheinungen zeigen. Sie sind teils linger, teils kiirzer ausgebildet, die
sackartigen Ausstiilpungen sind selten erkennbar, die Globuli sind nicht
deutlich ausgebildet und die Membranen sind weit gedehnt.

Die zentrale Ansammlung demonstriert, daf} die Vesikel ihr Ziel
wegen des herrschenden Druckes nicht erreichen, so daff die atypische
Zellform hervorgerufen wird.

Nach neunstiindiger Zentrifugation stagniert die Bildung von ,,flat
vesicles und ,,dark vesicles*‘, wahrscheinlich bedingt durch die gestérte
ER-Golgi-Beziehung. Aus diesem Grunde tritt oft eine ungewohnlich
lange, distale Zisterne auf.

Bei AMD und SM ist auch eine Einschrinkung der Vesikelproduk-
tion zu beobachten. Ahnlich wie bei HACKSTEIN-ANDERS (1974) sind FV
und DV zu erkennen, wobei letztere in zwei verschiedenen Populationen
auftreten.
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Bei 5 pg SM/ml fallen besonders grofle, eifdrmige ,,large vesicles*
auf. Da ihr Durchmesser oft grofler ist als der des Stapels, kann man eine
hypertrophierende Wirkung von Streptomycin vermuten. Die LV
konnten in dieser Untersuchung nie wihrend der Abgliederung
beobachtet werden, so dal man annehmen kann, daff sie schon vor der
Behandlung abgeschniirt, und ihr Transport sowie ihre Entleerung durch
das Antibiotikum behindert wurden.

Bei sechs- und neunstiindiger Zentrifugation, 250 pg AMD/ml und
10 ug SM/ml fillt neben der Blasenbildung noch eine weitere
ungewohnliche Aktivitit der distalen Zisterne auf: COLE & WYNNE
(1973) und HACKSTEIN-ANDERS (1974) beschrieben derartige ,,Austrei-
bungen* als ,,coated vesicles Die distale Zisterne besitzt auf der
gesamten Oberfliche die Potenz zur CV-Bildung.

FV und CV sind die einzigen Vesikel, die nicht von der

Zisternenperipherie gebildet werden. Sie entstehen direkt aus der distalen
Zisterne.

Da die Bildung der CV wihrend der Normogenese sehr selten
erv}:éhnt wird, liegt die Vermutung einer pathologischen Fehlentwicklung
nahe.

Micrasterias denticulata Bréb. reagiert sowohl auf physikalische als
auch auf chemische Stérungen mit der Bildung von CV. Diese Reaktion
ist daher nicht als spezifisch zu betrachten, sondern als Folge der
Milieuverschlechterung. Da die CV so zahlreich auftreten, dienen sie
eventuell dem raschen Abbau geschidigter und gealterter Dictyosomen.

5. Zusammenfassung

In dieser Untersuchung werden die jungen Entwicklungsstadien von
Micrasterias denticulata Bréb. elektronenmikroskopisch untersucht,
nachdem sie physikalischen und chemischen Manipulationen unterwor-
fen wurden. Der Schwerpunkt liegt auf den Modifikationen der
Dictyosomen.

51 Zentrifugation

Die Zellen wurden 4, 6 und 9 Stunden lang mit 12.000 UpM
zentrifugiert. Der Zellinhalt ist entsprechend der Dichte geschichtet. Im
Cytoplasma liegen besonders bei vierstiindiger Zentrifugation viele
»»smulti-vesicle-bodies*, im Chloroplast treten hiufig Prolamellarkorper
auf. Der Zerfall des ER schreitet bei lingerdauernder Zentrifugation fort.

~ Die Dictyosomenzahl wird bei fehlender ER-Zisterne verringert.
Die Zisternen liegen weiter auseinander. Bei éstiindiger Zentrifugation
treten Ansammlungen von degenerierten FV auf.
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Bei neunstiindiger Zentrifugation ist der proximale Pol genauso
deformiert wie die ER-Zisterne, was den Schlufl auf eine Membranihn-
lichkeit beider Strukturen zulifit. Die oft sichtbare lange Zisterne wird
mit der eingeschrinkten Vesikelproduktion erklart.

Der distale Pol ist in den meisten Fillen durch die Bildung von CV
oder durch das Auswachsen der Zisternen zu ,,Blasen® gezeichnet.

52 Actinomycin D

Zwischen den gewihlten Behandlungszeiten von 7 und 9 Stunden mit
250 ug AMD/ml sind kaum Unterschiede zu beobachten.

Die Zahl der Dictyosomenzisternen ist unverindert, allerdings liegt
die distale Zisterne meist losgelost in der Nihe des Stapels. Die ER-
Zisterne fehlt meist, was die eingeschrinkte FV- und DV-Bildung
erkliren konnte. Dagegen ist der distale Pol sehr aktiv und bildet
zahlreiche CV und ,,Blasen‘

53 Streptomycin

Durch 5 ug SM/ml ist die Formbildung der Alge dhnlich wie durch
AMD gestort.

Der Chloroplast besitzt periphere Anhidufungen von Grana. Das ER
liegt in breiten Bindern um den Chloroplast oder im Plasma angehiuft.

Auch die Dictyosomen treten gesammelt in bestimmten Plasmabe-
reichen auf. Diese Ansammlungen sind bei hoheren Konzentrationen
nicht mehr festzustellen.

Die sekretorische Aktivitit ist stark eingeschrinkt, aber viele
hypertrophe LV liegen in der Nihe des Stapels.

Die distale Zisterne zeichnet sich wiederum durch ,,Blasenbildung®
und CV-Abschniirung aus.

~ Diese Bildungen treten auch bei 10 pg SM/ml auf, obwohl bereits
eine proximal beginnende Degeneration einsetzt. Bei einer Konzentration
von 20 pg SM/ml ist das Cytoplasma véllig destrukturiert, und die
einzelnen Organellen sind nicht mehr unterscheidbar.

Die Arbeit wurde vom Fonds zur Férderung der Wissenschaftlichen
Forschung (Projekt 3660) gefordert.
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ABKURZUNGEN
AMD Actinomycin D
Cv ,scoated vesicle®, C-Vesikel
D Dictyosom
Dv ,,dark vesicle*, D-Vesikel
ER Endoplasmatisches Retikulum
Fv ,»flat vesicle®, F-Vesikel
LV »large vesicle, L-Vesikel, Schleimvesikel
M Mitochondrium
O ,,0il-body*‘, Olkorper
SM Streptomycin

VX X-Vesikel
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