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1 Einleitung 

Mit der Evolution zur Eucyte entstand für die Organismen die Notwendigkeit, zusätzlich 
zu den Mechanismen für die Bewegving ganzer Zellen, Strukturen zu entwickeln, die 
den intrazellulären Transport von Organellen und Nährstoffen gewährleisten. Zwei Syste
me, die diesem Zweck dienen, sind hier in erster Linie zu nennen: Das Actinomyosinsys-
tem, das hauptsächlich zur Bewegung des Zellkörpers eingesetzt wird, aber auch in Ein
zelfällen dem intrazellulären Transport einzelner Zellorganelle dient, und das Mikrotubu-
lisystem, das vorrangig Stütz- und Transportfunktionen erfüllt, darüberhinaus aber noch 
zahlreiche andere Aufgaben erfüllen kann. 

Mikrotubuli sind röhrenförmige Strukturen von ca. 25 nm Durchmesser, die aus zwei 
globulären Untereinheiten, den sauren Proteinen oc- und ß-Tubulin, aufgebaut sind. In vi
vo kommen die Tubuline jedoch nicht frei vor, sondern es sind je ein ot- und ein ß-Tu-
bulin zu einem hanteiförmigen Heterodimer vereinigt. Mikrotubuli bestehen meistens aus 
13 Heterodimeren, die parallel orientiert zu einem Hohlzylinder zusammengelagert sind 
CAmos, 1979). Die Längsreihen der Heterodimere nennt man Protofilamente. Bei der Ad
dition von Tubulin an einen Mikrotubulus wird das an das ß-Tubulin reversibel gebun
dene GTP zu GDP • P. hydrolysiert (Majillano et al., 1990, Bayley et al. 1989a, 1989b, 
Martin et al., 1990). 

Dieses vergleichsweise einfache System ist zudem evolutionär hochkonservativ. Luduena 
G979) konstatiert für Tubulin eine mittlere Mutationsrate von 0,45 akzeptierten Punktmu
tationen auf 100 Aminosäurereste pro 100 Millionen Jahre. Modifikationen der Tubuline 
und damit auch der daraus bestehenden Mikrotubuli erfolgen zumeist nicht auf ge
netischer Ebene, sondern posttranslationell (Review in: Greer und Rosenbaum, 1988) durch 
Tyronisierung/Detyronisierung des C-Terminus des a-Tubulins oder Acetylierung der 
s-Amincgruppe des Lysins am oc-Tubulin. 

Durch den Aufbau aus parallel orientierten Heterodimeren ist die Grundlage für die mor
phologische Polarität der Mikrotubuli gelegt. An einem Ende des Mikrotubulus sind die 
freien a-Tubuline des Heterodimers lokalisiert, an dem entgegengesetzten Ende ist unge
bundenes ß-Tubulin exponiert. Diese molekulare Polarität spiegelt sich auch in der 
Kinetik der Additionsreaktion von freiem GTP-Tubulin an dem Mikrotubulus bzw. der 
Abspaltung von GDP-Tubulin vom Mikrotubulus wieder. Während das Ende des Mt. an  
dem die freien ß-Tubuline exponiert sind, schnell durch Addition von GTP-Tubulin 
wächst und schnell durch Abgabe von GDP-Tubulin schrumpft, ist das Ende des Mt, an 
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dem die oc-Tubuline exponiert sind, in beiden Reaktionen träger (Martin et al. 1991). Da
her wird auch das schnell wachsende und schnell schrumpfende Ende als Plusende be
zeichnet, und das andere als Minusende. 

Da es sich bei Wachstum und Schrumpfung eines Mt-Endes um keine simple Gleichge
wichtsreaktion handelt, sondern die Wahrscheinlichkeit eines wachsenden Endes, weiter 
zu wachsen, größer ist als diejenige zu schrumpfen (und umgekehrt bei schrumpfenden 
Enden), wird angenommen, daß neben der Polarität der Mt die Existenz (noch) nicht 
hydrolysierten GTPs an dem jeweiligen Mt-Ende für die Wahrscheinlichkeit, weiter zu 
wachsen, ausschlaggebend ist (Voter et al., 1991). Dieses Phänomen der Stabilisierung im 
wachsenden Zustand durch ein GTP-Cap und der Instabilität im schrumpfenden Zustand 
wegen des fehlenden Caps geht so weit, daß in vitro ganze Populationen von Mt 
gleichzeitig bis zum Verbrauch eines Großteils des freien GTP-Tubulins wachsen und 
dann gemeinsam schrumpfen (Caplow und Shanks, 1989, Mandelkow et al. 1989). 

In vivo kommt zusätzlich zu der durch die innere Struktur des Mikrotubulus bedingten 
Polarität noch hinzu, daß das langsam wachsende Ende des Mt fast immer von Mikrotu-
buli-orgarüsierenden Zentren (MTOCs) geschützt ist und deshalb so gut wie gar nicht 
schrumpft (Review in Brinkley, 1985). Das Plusende der Mt ist hingegen meist frei; eine 
bekannte Ausnahme von dieser Regel sind die chromosomalen Spindelfasern, deren 
Plusenden in die Kinetochore der Chromosomen eingebettet sind. 

Zusätzlich zu den schon geschilderten Unterschieden zwischen Mikrotubuli durch post-
translationelle Modifikation der Tubuline oder Caps aus GTP kommen noch strukturelle 
Unterschiede zwischen Mikrotubuli vor. So unterscheidet man zwischen A- und B-Tubuli. 
Bei den letzteren sind die benachbarten Heterodimere homolog angeordnet, also so, daß 
a-Tubulin neben a-Tubulin zu liegen kommt. Bei A-Tubuli ist die Anordnung der Hete
rodimere heterolog, die Heterodimere sind gegeneinander versetzt. Die meisten cytoplas-
matischen Mt sind B-Tubuli (Unger, Böhm und Vater, 1990) , wohingegen die stabilen Mt 
der Cilien und Flagellen A-Tubuli sind. 

Bei in vitro Polymerisaticnsversuchen von Tubulin zeigt sich, daß auch die 13-Protofila-
ment -Anordnung der Mt keine konstante Größe ist. Je nach verwendetem Tubulin und 
den Reaktionsbedingungen entstehen in vitro Mt von 8 bis 17 Protofilamenten (Unger et 
al., 1990). Die Anzahl der Protofilamente bei in vivo erzeugten Mt wird nicht von dem 
Tubulin selber, sondern von dem MTOC festgelegt (Evans, Mitchison und Kirschner, 
1985). Auch hier gibt es jedoch Abweichungen von der üblichen Anzahl von 13 Protofi
lamenten (Eichenlaub-Ritter und Tucker, 1984). Zum Teil wechselt die Anzahl der Proto
filamente auch innerhalb eines Organismus von Zelle zu Zelle oder innerhalb einer Zelle 
in Abhängigkeit von den Stadien der Zelldifferenzierung (Tucker et al. 1986). 
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Die starre Organisation des Tubulins in Mikrotubuli ist nicht seine einzige Aggregations-
form. Außerdem werden noch Tubulinringe und -spiralen, C- oder S-förmige Protofi-
lamentblätter . doppelwandige Mt, Makrotubuli, helicale Filamente und die daraus be
stehenden Tubulin-Parakristalle gefunden (Review in Unger, Böhm und Vater, 1990). 
Während viele dieser Tubulin-Aggregate reine Kunstprodukte sind, die in lebenden Zel
len nicht zu finden sind, und C- und S-förmige Tubulinsheets als Intermediärprodukte 
beim Auf- oder Abbau von Mt aufzufassen sind (Simon und Salmon, 1990), kommt den 
helicalen Filamenten und Parakristallen in diesem Zusammenhang eine besondere Be
deutung zu, da sie in einigen Organismen ständig angetroffen werden, ohne daß ihre 
physiologische Bedeutung oder die Entstehung ihrer Struktur hinreichend geklärt wäre 
(Dustin. 1978). 

Mit der Funktion der Mikrotubuli als Cytoskelett und Basis für den intrazellulären Trans
port von Organellen untrennbar verbunden sind zahlreiche Mikrotubuli-assoziierte-Pro-
teine (MAPs). Schliwa Q986) geht sogar so weit, alle cytoplasmatischen Strukturkompo-
nenten , die irgendwie an der Triebkrafterzeugung beteiligt sind, zum Cytoskelett zu 
rechnen. 

Drei MAPs, die der Bewegung von Zellorganellen dienen müssen hier genannt werden: 
Dynein, Kinesin und Dynamin (Review in Vallee und Shpetner, 1990). 

Dynein ist das am längsten bekannte Mt-assoziierte Motorprotein. Es wurde erstmals 1963 
von Gibbons in Cilien und Flagellen gefunden. Daß das dem axonemalen Dynein ver
wandte MAP IC auch für viele cytoplasmatische Transportvorgänge verantwortlich ist, 
wurde erst sehr viel später aufgeklärt (Gibbons, 1988). Beim Transport entlang von Mi
krotubuli wandert cytoplasmatisches Dynein unter ATP-Verbrauch mit einer Geschwin
digkeit von durchschnittlich 1,25 fim/s (Vallee und Shpetner, 1990) zu deren Minusende, 
also zum Zellkörper hin oder auch retrograd. 

Die anderen beiden Mt-assoziierten Motorproteine bewirken den anterograden, vom Zell
körper fort gerichteten Transport von Zellorganellen. Das erst 1985 von Vale et al. identi
fizierte Kinesin ist mit seiner Wandergeschwindigkeit von 1 - 5 (im/s unter anderem für 
den schnellen axonalen Transport verantwortlich (Vale, Scholey und Sheez, 1986). Das 
für den langsamen Transport in Axonen zuständige Dynamin wurde als letztes Protein 
dieser Gruppe erst 1989 (Shpetner und Vallee, 1989) isoliert und identifiziert, es wandert 
mit einer Geschwindigkeit von 0,2 - 1 (im/s zum Plusende des Mikrotubulus. 

Die vorangehenden Ausführungen hinsichtlich der Direktionalität der Motorproteine 
müssen jedoch in einem Punkt wieder eingeschränkt werden: Bei der Süßwasseramöbe 
Reticulamyxa filosa wurde bisher nur ein einziges Motorprotein gefunden (Schliwa, Eu-
teneuer und Koonce, 1986), das sowohl für den anterograden als auch für den retrogra
den Transport zuständig zu sein scheint (Euteneuer et al., 1989). 
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Schliwa et al. (1991) haben nachgewiesen, daß die Enzymkinetiken der beiden Transport
richtungen in Reticulomyxa nahezu identisch sind und daß die Akzeptanz dieses ver
mutlich bidirektionell arbeitenden Motorproteins für verschiedene synthetische Analoga 
des Energielieferanten ATP ähnlich der von Tetrahymena-Dynein ist. 

Möglicherweise liegt bei Reticulomyxa also eine Form des Dyneins vor. die fähig ist, 
Organelle in beide Richtungen entlang eines Mikrotubulus zu transportieren. Eine andere, 
hypothetische, Möglichkeit zur Erklärung der identischen Enzymkinetiken wäre, daß die 
Mikrotubuli von Reticulomyxa filosa nicht, wie bei anderen Organismen beobachtet, 
immer streng mit ihrem Plusende zur Zellperipherie gerichtet angeordnet sind. Versuche, 
durch Dekoration mit Dynein die Polarität von Mikrotubuli zu bestimmen, erbrachten 
jedoch, daß die beobachteten Mikrotubuli sehr wohl dieser Standardanordnung folgen 
(Euteneuer et al., 1989). 

Auch aus anderen Gründen sind Reticulomyxa filosa (Nauss, 1949) und die phänotypisch 
ähnliche, jedoch nicht unmittelbar verwandte Allogromia laticollaris (Arnold. 1948) für 
die Untersuchung des Cytoskeletts wichtige Versuchsobjekte. 

Beide Organismen zählen im Reich der Protisten zum Stamm der Sarcomastigophora. und 
innerhalb desselben zu dem Unterstamm Sarcodina, der Uberklasse Rhizopoda und der 
Klasse Granuloreticulosea (Levine et al.. 1980). Diese Klasse zeichnet sich durch den Be
sitz feiner, granulärer oder hyaliner Reticulopodien (selten auch Pseudopodien) aus 
(Levine et al.. 1980). Während Reticulomyxa filosa jedoch zu der ersten Ordnung dieser 
Klasse. Athalamida, gezählt wird, gehört Allogromia laticollaris zur Unterordnung Allo-
gromiina der dritten Ordnung der Granuloreticulosea, den Foraminiferida. Die Forami-
niferida sind eine evolutionär sehr alte Ordnung der Protisten, die dank ihres stabilen 
Kalkgehäuses hervorragend petrifiziert wird und fossil seit dem Kambrium belegt ist 
(Travis und Bowser, 1988). Seit dieser Zeit haben sich die Foraminiferida zumindest im 
Habitus kaum noch verändert. 

Während Allogromia eine marine, benthonisch lebende monothalame Foraminifere und 
Reticulomyxa im Gegensatz dazu eine unbeschalte polyenergide Süßwasseramöbe ist, 
unterscheiden sich die beiden Organismen in ihrem sonstigen Habitus nur wenig. Beide 
bilden ein feines Netzwerk aus Reticulopodien aus, das im Fall von Allogromia mehrere 
Quadratmillimeter, im Fall von Reticulomyxa mehrere Quadratzentimeter bedecken 
kann. 

Diese reticulopodialen Netzwerke (RPN) zeichnen sich durch durch eine hohe Formvari
abilität aus. Einzelne Filopodien verlängern sich mit Geschwindigkeiten von bis zu 10 
^m pro Sekunde (Allogromia: Travis und Bowser, 1988, Reticulomyxa: Koonce et al., 1987), 
schrumpfen mit noch größerer Geschwindigkeit (Chen und Schliwa, 1990), fusionieren 
miteinander oder fächern zu breiten Lamellipodien aus. 
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Entlang der feinen Filopodien, deren Stützgerüst aus Mikrotubuli besteht, findet bidirek
tionaler Transport von Organellen statt. Koonce und Schliwa Ü985) beobachteten, daß 
sich einzelne Partikel oder Organelle mit einer Geschwindigkeit von bis zu 25 ^m pro 
Sekunde die Filopodien entlang bewegten und dabei zu spontaner Richtungsumkehr in 
der Lage sind. Bidirektionaler Transport erfolgte sogar an Filopodien, in denen mit elek
tronenmikroskopischen Methoden nur ein einziger Mikrotubulus nachzuweisen war. 

Ähnliche Bewegungen wie die Organelle können auch die Mikrotubuli selbst ausführen. 
Koonce et al. (1987) zeigten, daß sich die Mikrotubuli eines Filopodiums von Reticulo
myxa unter ATP-Verbrauch sowohl axial als auch lateral gegeneinander bewegen kön
nen. Einzelne Mikrotubuli können nicht nur gegeneinander gleiten, sondern sich auch 
aus einem Mt-Bündel lösen und sich später mit diesem oder einem anderen Bündel wie
dervereinigen. 

Unterschiede zwischen dem Cytoskelett der beiden Organismen bestehen unter anderem 
in der Verteilung von Aktin. Während Allogromia lokale Häufungen von Aktinfilamen-
ten an Haftpunkten, ähnlich den adhesion plaques kultivierter Fibroblasten aufweist 
(Bowser et al, 1988), zeigen die Aktinfilamente in Reticulomyxa eine ähnliche Verteilung 
wie die Mikrotubuli (Lindenblatt, 1988), bilden aber an der Front von Lamellipodien 
ebenfalls plaques aus (Hauser, Lindenblatt und Hülsmann, 1989). 

Neben dem bereits erwähnten Phänomen, daß in Reticulomyxa wahrscheinlich ein bidi
rektionales Motorprotein entlang der Mikrotubuli wirkt, prädestinieren das reiche Vor
kommen von Mikrotubuli sowie deren schneller Auf- und Abbau beide Organismen 
geradezu dafür, als Untersuchungsobjekte für die Erkundung der Mechanismen der Cy-
toskelettdynamik zu dienen. 

Beiden Organismen ist zwar das Phänomen der rapiden Umorganisation des Mikrotubu-
li-Netzwerks gemein, über die Mikrotubuli-organisierenden Zentren (MTOCs) ist jedoch 
fast nichts bekannt. Bei Reticulomyxa wurden bislang überhaupt keine MTOCs gefunden 
(Euteneuer et al., 1989)s Allogromia verfügt zwar während er Mitose und Meiose über 
Centriole (Hauser, pers. Mitteilung), jedoch scheinen diese nicht Ursprung der Ausbildung 
filopodialer Mikrotubuli zu sein. Die Identifikation von Zentren, die hier Mikrotubuli 
organisieren, wäre jedoch ein wichtiger Schritt hin zu der Beantwortung so grundlegen
der Fragen, wie der nach dem Anfang (und Ende) der Mikrotubuli, und welchen Anteil 
die Verlängerung von Mikrotubuli an der Verlängerung der Filopodien hat, und wel
chen die Translokation von Mikrotubuli durch Motorproteine. 

Zusätzlich findet man in beiden Organismen unter physiologischen Bedingungen häufig 
die bereits erwähnten helicalen Filamente in den Filopodien. Die Untersuchungen von 
Hauser und Schwab (1974) legen nahe, daß diese helicalen Filamente bei Allogromia 
direkt aus den Mikrotubuli hervorgehen. 
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Bei Reticulomyxa fanden Hauser und Lindenblatt 0989), daß die Mikrotubuli dieses Or
ganismus ausschließlich aus Glu-Tubulin bestehen. Glu-Tubulin ist jedoch charakteristisch 
für ältere Mikrotubuli, was in krassem Widerspruch zu der Tatsache steht, daß die Mt-ge-
stützten Filopodien bei Reticulomyxa ständig umgebaut werden. Eine mögliche Erklä
rung für diesen Widerspruch wäre, daß die Mikrotubuli von Reticulomyxa bei der 
Umgestaltung des Cytoskeletts nicht in freies Tubulin, sondern in helicale Filamente 
umgebaut werden (Häuser und Lindenblatt, 1989). 

Ein Verständnis des Mechanismus, der die mögliche Umwandlung von Mikrotubuli in 
helicale Filamente bewirken könnte, hätte nicht nur Auswirkungen auf das Verständnis 
des Cytoskeletts der untersuchten Organismen, sondern würde außerdem die Wirkung 
der Vznca-Alkaloide erklären helfen, die bei anderen Organismen ebenfalls die Bildung 
helicaler Filamente induzieren können. 

In der vorliegenden Arbeit soll das Cytoskelett von Reticulomyxa ßlosa und Allogromia 
laticollaris mit licht- und elektronenmikroskopischen Methoden dargestellt und untersucht 
werden. 

Das Ziel dieser Untersuchungen ist es. die Interaktionen der verschiedenen Cytoskelett-
komponenten zu beobachten und mögliche Faktoren, die in die rapide Umgestaltung des 
Cytoskeletts bei diesen Organismen involviert sind, zu ermitteln. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Kultuihaltung 

211 Kultur von Reticulomvxa Glösa 

Der kultivierte Stamm von Reticulomyxa Glösa geht auf die von Dr. N. Hülsmann aus 
den Teichen im Botanischen Garten der Ruhr-Universität Bochum isolierten Individuen 
zurück (Hülsmann, 1984). 

Die Zucht erfolgte in Petrischalen aus Kunststoff mit einem Durchmesser von ca. 9 cm. 
Die Schalen wurden ungefähr zur Hälfte mit folgendem Medium gefüllt: 

Medium 1:1: 

1 Liter Eau de Volvic 

je 1 ml der Lösungen 1 - 1 1  

20 ml Erdabkochung 

auffüllen auf 2 1 mit vollentsaiztem Wasser. 

Lösung 1: CaCl2 x 2H20 3,68 % 
Lösung 2: MgS04 x 7H20 3.70 % 
Lösung 3: NaHC03 1,26 % 
Lösung 4: K2HP04 x 3H20 1,00 % 
Lösung 5: k n o 3  7,20 % 
Lösung 6: N a ^ i O g  x 9 H 2 0  2,84 % 
Lösung 7: (NHJ.HPO. 4 2 4 1.20 % 
Lösung 8: CaSO. x 0.5H-0 4 2 0,30 % 
Lösung 9: Na2EDTA 4,36 g/1 

FeCl3 x 6H20 3.15 g/1 

Lösung 10: CuS04  x 5H20 10 mg/1 
ZnSC>4 x H 2 0  20 mg/1 
CoS04 x 7H20 12 mg/1 
MnCl2 x 4H20 180 mg/1 
NaMo04 x Ö H 2 0  6 mg/1 

Lösung 11: K 2 C r ° 4  4 mg/1 
voso4 5 mg/1 
h 3 b o 3  30 mg/1 
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In die mit Medium gefüllten Schalen wurden einige Exemplare von Reticulomyxa Glösa 
gegeben. Ais Nahrungsquelle wurden noch einige in Medium 1:1 vorgeweichte Weizen
keime zugesetzt. Alternativ konnten auch Dextrin oder gelöste Stärkekörner verwendet 
werden. Die Fütterung mit diese Nährstoffen war jedoch nicht unproblematisch, weil 
diese zu starkem Bakterienwachstum führten. Ein zu starkes Bakterienwachstum wirkte 
sich jedoch ungünstig auf die Lebensbedingungen von Reticulomyxa aus, während ein 
schwacher Bewuchs eher förderlich war. Eine axenische Kulturmethode für Reticulomyxa 
ist derzeit leider noch nicht bekannt. 

Je nach Anzahl der überimpften Individuen brauchten diese 1 bis wenige Tage, um den 
Boden der Petrischale fast vollständig mit einem Geflecht feiner Filopodien zu überzie
hen. Danach begannen die Zellen durch feine Filopodien, die die Wände empor liefen 
oder direkt nach oben wuchsen, die Wasseroberfläche ebenfalls zu besiedeln. 

Diese "Tochterzellen" oder auch "Schwimmer" (Froese, 1990) konnten mit einem feinen 
Glasstab, zum Beispiel der zugeschmolzenen Spitze einer Pasteurpipette, abgehoben und 
in neues Kulturmedium überführt werden. Danach wurde von der alten Kulturschale das 
Medium vorsichtig abgegossen und durch neues ersetzt. Das Umsetzen in neues Medium 
erfolgte entweder in wöchentlichem Abstand, oder die Schalen wurden bei starkem Be
darf an Versuchsorganismen aille 2 - 3  Tage kontrolliert und bei Bedarf nachgefüttert 
sowie die an der Wasseroberfläche hängenden Schwimmer abgenommen. Durch häufi
ges Kontrollieren und Umsetzen war es möglich, ein rasches Wachstum der Kulturen zu 
erzielen und die störenden Begleitorganismen zu dezimieren. 

Die Kulturschalen wurden bei Raumtemperatur im Schatten gehalten, weil zu starke 
Lichteinstrahlung zu dichtem Algenwachstum und Uberhitzung führen konnten. 

Für Versuche wurden im allgemeinen entweder abgelöste Exemplare von Reticulomyxa 
filosa in frisches Medium überimpft und nicht gefütterti nur bei Experimenten, die dies 
ausdrücklich erforderten, wurden die Amöben gefüttert. 

Bei einer Reihe von Versuchen erwies es sich als sinnvoll, nicht ganze Tiere einzusetzen, 
sondern diese vor Versuchsbeginn durch mehrmaliges schnelles Einsaugen und Ausstos-
sen mit einer Pipette in viele möglichst kleine Bruchstücke zu zerlegen. Diese Bruch
stücke sind zum größten Teil in der Lage, innerhalb weniger Sekunden wieder Filopo
dien auszubilden und miteinander zu fusionieren. Binnen einer halben bis einer Stunde 
entstehen durch die Fusion wieder große Plasmodien, die sich äußerlich nicht von den 
Ausgangsorganismen unterscheiden. 

212 Kultur von Allogiomia laticollaiis 

Die Foraminifere Allogromia laticollaris wurde ursprünglich aus Algenbewuchs vor 
Helgoland isoliert. Am Lehrstuhl für Zellmorphologie wird sie auf Chlorella-Rasen gezo
gen. 
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Kulturmedium: Helgoländer Seewasser mit: 
Erdabkochung 1 % 
NaN03 

Na2HP04  x 2H20 
Spurenelementlösung 

0,005 % 
0,001 % 

nach Amrhein, 1973 0,01 % 

Die Kulturhaltung erfolgte ansonsten wie bei Golz Ü986) beschrieben. 

Für Versuche wurden einzelne Exemplare von Allogromia laticollaiis abgenommen und 
nach mehrmaligem Spülen in Seewasser in Calcium-freies Seewasser überführt, das 
mehrmals ausgewechselt wurde, um einen vollständigen Medienwechsel zu gewährlei
sten. 

2 • Die Verwendung von Ca -freiem Seewasser ist notwendig, weil Calcium bei der Fixie-
rung zum Disassembly der Mikrotubuli führt. Allerdings schwächt Ca "-freies Seewasser 
die Vitalität von Allogromia. Die Tiere konnten maximal für die Dauer eines Tages in 
diesem Medium aufbewahrt werden. 

Es erwies sich, daß eine optimale Ausbildung des RPN am ehesten ungefähr 2 h nach 
2 ̂  Uberimpfung in das Ca +-freie Seewasser erzielt wurdes danach begannen die Tiere, 

sich wieder zusammenzuziehen. 

Künstliches Seewasser (Ca *-freD: 
NaCl 
MgCl2 x 6H20 
Na9S04  x 10 H 2 0  
KCl 
NaHC03 

0.39 M 
0.049 M 
0.026 M 
0.008 M 
0.002 M 
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2.2 Lichtmikroskopie 

Die Auswerttang der lichtmikroskopischen Präparate erfolgte in allen Fällen mit einem 
Zeiss Photomikroskop mit Auflicht-Fluoreszenzeinrichtung. Verwendet wurden die Ob
jektive : 20 x (Neofluar, Phasenkontrast), 40 x (Neofluar, Phasenkontrast), 63 x (Planapo-
chromat ) und 100 x CPhasenkontrast). Die Belichtungsmessung erfolgte automatisch. Zur 
Steigerung des Kontrastes wurde bei Phasenkontrast-Aufnahmen ein Grünfilter verwen
det. Die Photos wurden auf Kodak Tmax 400 (27 DIN) oder Tmax 100 (21 DIN) aufge
nommen. 

221 DNA-Färbuno mit Bisbenzimid 

Bisbenzimid wurde für die Untersuchung von Zellkernen sowie den Stadien der Mitose 
bei Reticulomyxa wurde verwendet. Bisbenzimid wird normalerweise als Vitalfarbstoff 
eingesetzt. Vorversuche zeigten jedoch, daß sich Rxf bei Applikation von 10 nM dieses 
Stoffes im Kulturmedium zusammenzieht und jegliches Wachstum dauerhaft einstellt. 

Stattdessen ließ man die Zellen auf Deckgläsern auswachsen, fixierte für 5 Minuten in 
auf -18^C gekühltem Methanol und gab die Deckgläser dann in Medium 1:1 mit 20 ^M 
Bisbenzimid. Die Präparate konnten nach wenigen Minuten im Fluoreszenzmikroskop mit 
der Filterkombination für UV-Licht betrachtet werden. 

222 Indirekte Immunfluoreszenz 

Ganze oder zerkleinerte Zellen von Reticulomyxa filosa wurden in mit Medium 1:1 ge
füllte Petrischalen pipettiert, deren Grund zuvor mit 18 x 18 oder 24 x 32 mm großen 
Deckgläsern ausgelegt wurde. Die Zellen konnten dann über Nacht auswachsen. 

Die Fixierung erfolgte durch schnelles Eintauchen der bewachsenen Deckgläser in auf 
-18°C abgekühltem Methanol. Nachdem der Methanol wieder auf Zimmertemperatur er
wärmt war. wurden die Präparate dreimal in Ca^+-freiem PBS gespült und dann mit 
dem Erstantikörper für 60 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Da-
raufhin wurde der Erstantikörper durch dreimaliges Spülen mit Ca -freiem PBS ausge
waschen. und der Zweitantikörper zugegeben. Mit dem Zweitantikörper wurde ebenfalls 
eine Stunde bei 37̂  C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurden überschüssige 
Zweitantikörper durch dreimaliges Spülen mit Ca "-freiem PBS entfernt, und die Präpa
rate wurden in Eindeckpuffer überführt. Damit sich das Deckglas nicht verschieben 
konnte, wurden es mit geschmolzenem Dentalwachs umrandet. 

So hergestellte Präparate konnten für mehrere Tage im Kühlschrank gelagert werden, 
wenn sie hinreichend vor Lichteinstrahlung geschützt wurden. 
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Ca2+ - freie PBS für die Ilf: 
BS A 10 g/1 
NaCl 8 g/1 
Na2HP04  1,15 g/1 
KCl 200 mg/1 
KH2P04  200 mg/1 
MgCl2 x 6H20 100 mg/1 
Natriumazid 100 mg/1 

pH: 6.8 

Eirideckpuffer: 
Para-Phenyldiamin 0,1 g 
Glycerin C87 %ig) 90 ml 
Ca2  "-freie PBS 9 ml 
pH: 8.0 (mit 0,5 M NaHCQ3 einstellen) 

Verwendete Erstantikörper: 

Name: Verdünnung: Antigen: Ursprungsorganismus: 
WA III 1/10 ß-Tubulin aus Hirn Maus 
7i unverdünnt a-Tubulin (Amöbe) Maus 

Beide Erstantikörper waren ein Geschenk von Herrn Dr. M. Schliwa. 

Verwendete Zweitantikörper: 

Als Zweitantikörper wurden in beiden Fällen FITC-konjugierte Goat-Anti-Mouse Ak von 
DIANOVA in einer Verdünnung von 1/30 verwendet. 

Zur Betrachtung der Präparate wurde die Standard-FITC Filterkombination verwendet. 
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2.3 Makroskopische Aufnahmen 

Zur Darstellung des Habitus von Reticulomyxa und zur Veranschaulichung der Fusion 
zweier Zellen wurden makroskopische Aufnahmen gemacht. Dazu wurde ein Carl Zeiss 
Tessovar mit Beleuchtungsautomatik CS-Matik und dem Kameraansatz C 35 verwendet. 

Da die Belichtungsmessung bei diesem Gerät automatisch erfolgt, die Helligkeit des Ob
jektes jedoch über das gesamte Gesichtsfeld gemessen wird, konnten bei der Photogra
phie von Rxf auf schwarzem Untergrund leicht Uberstrahlungseffekte durch zu lange Be-
lichtungszeiten auftreten. Das konnte dadurch vermieden werden, dafl die Empfindlich
keit des Filmmaterial eine bis zwei Stufen höher eingestellt wurde, als tatsächlich zutraf. 

Z3J Habitusaufnahmen 

Einzelne Exemplare von Reticulomyxa filosa wurden mit einer Pasteurpipette in eine mit 
Medium 1:1 gefüllte Petrischale gesetzt und über einen Zeitraum von 10 h in ca. 1-stün
digen Abständen phografiert. 

2.32 Aufnahmen von Fusionsstadien 

Um die fusionierenden Zellen klarer voneinander unterscheiden zu können, wurde das 
Medium einer Kulturschale gegen Medium 1:1 mit geringen Mengen gelösten Neutralrots 
ausgetauscht. Dabei wurde soviel Neutralrot verwendet, daß eine zartrosa Färbung des 
Mediums erzielt wurde. In diesem Medium konnten die Zellen gefahrlos ein bis zwei 
Tage verbleiben, bis sie sich intensiv rot färbten Auf diese Weise gefärbte Exemplare 
von Reticulomyxa konnten wieder in Medium ohne Farbstoff umgesetzt und darin 
wochenlang weiter kultiviert werden, ohne daß eine Schwächung der Vitalität der Zel
len cder der Intensität der Färbung zu beobachten war. 

Für die photographischen Aufnahmen wurden ungefärbte und mit Neutralrot gefärbte 
Exemplare von Reticulomyxa zusammen in eine mit Medium gefüllte Petrischale pipet
tiert. und der Fusionsvorgang über mehrere Stunden beobachtet und photographiert. 
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2.4 Elektronenmikroskopie 

Alle elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden auf einem Phillips EM 300 oder ei
nem Phillips EM 410 gemacht. Das verwendete Filmmaterial war Guilleminot EG 18. das 
nach den Herstellerangaben entwickelt wurde. 

Die Zellen konnten meist unter ähnlichen Bedingungen auswachsen. Sie wurden auf die 
mit dem jeweiligen Kulturmedium überschichteten Grids oder Objektträger pipettiert und 
hatten dann Gelegenheit, für mehrere Stunden auszuwachsen. Im Fall von Reticulomyxa 
filosa wurden die Zellen meistens über einen Zeitraum von 4 bis 12 Stunden bis zur 
Weiterbehandlung auf dem Untergrund gelassen; die Exemplare von Allogromia laticol
laiis konnten aus den unter 2.1.2 geschilderten Gründen nur für ca. 2 Stunden auswach
sen. 

2-41 Negative Staining 

Die Negativkontrastierung des Cytoskeletts von Allogromia und Reticulomyxa wurde auf 
Nickelgrids durchgeführt, die zuvor mit Formvar befilmt und dann mit Kohlenstoff stabi
lisiert worden waren. Bei einigen Präparaten wurden die Grids nach der Stabilisierung 
mit Kohle zusätzlich noch mit Pentylamin bedampft, um die Oberfläche zu hydrophili-
sieren. Da die Zellen im Allgemeinen auch auf nicht hydrophilisierten Grids gut hafteten 
und die Bedampfung mit Pentylamin zu störenden Rückständen in der Bedampfungsan-
lage führt, wurde auf diese Methode weitestgehend verzichtet. 

Formvarlösung: 0,3 % Formvar (Polyvinylformal) in Chloroform gelöst 

Die Zellen wurden nach dem Auswachsen mit einem der folgenden Lysiermedien 20 
Minuten lang lysiert. Bei einem Teil der Präparate von Reticulomyxa wurde die Lysis 
aus einem Tropfen Lysiermittel schwimmend durchgeführt, um die Verschmutzung durch 
gelöste Plasmabestandteile zu verringern. 

Daraufhin wurde das Lysiermedium mit Cacodylatpuffer abgespült*, und die Grids wur
den auf einem Tropfen 2%igem wäßrigen Uranylacetats für wenige Sekunden kontra
stiert. Das überflüssige Uranylacetat wurde durch kurzes Eintauchen in 90 %igen Ethanol 
entfernt. Durch die Behandlung mit Ethanol waren die Präparate ausreichend dehydriert, 
um sofort anschließend im EM betrachtet werden zu können. 

Bei stark mit Kohle bedampften Grids trat zuweilen das Problem auf, daß das Kontrast
mittel nicht ausreichend angenommen wurde. In diesen Fällen wurde die Prozedur so 
umgestellt, daß die Grids nach dem Spülen in Cacodylatpuffer in Ethanol eingetaucht 

1: Auf eine Fixierung mit Glutaraldehyd wurde bei den meisten Präparaten verzichtet, weil 
Glutaraldehyd im Verdacht steht, die Struktur der Mikrotubuli zu verändern: "1% glutaraldehyde 
produced unusual types of microtubule morphology such as long, single protofilament strands 
connecting microtubules together and the loss of protofilament structure with time in fixation." 
(Simon. 1990) (auch: Himes, 1982). Siehe dazu auch Abschnitt 3. 
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und dann erst mit Uranylacetat kontrastiert wurden. Das überschüssige Uranylacetat 
wurde dann nicht mit Ethanol abgewaschen, sondern nur mit einem Streifen Filterpapier 
vom Rand des Grids her abgesaugt. 

Verwendete Lysiermedien: 
Lysiermedium I: PIPES 

HEPES 
MgCl2 

KCl 
EGT A 
DMSO 
Glycerin 
Nonidet 

100 mM 
25 mM 
10 mM 
10 mM 
10 mM 
10 % 
10 % 
0.1 % 

Lysiermedium II: PIPES 30 mM 
HEPES 12.5 mM 
EGT A 4.0 mM 
Na3V04  1,0 mM 
Hexylenglykol 12 % 
Brij 58 0,1 % 

Lysiermedium DI: PIPES 30 mM 
(Schliwa, 1987) HEPES 12,5 mM 

EGT A 4,0 mM 
MgCl2 1 mM 
Hexylenglykol 12 % 
Vanadat 1,0 mM 
Brij 58 0,01 % 

(Für besondere Versuche wurde die Vanadatkonzentration zwischen I und 16 mM vari
iert.) 

Lysiermedium IV: 
(Golz, 1986) 

Cacodylat 0,1 M 
MgCl2 5 mM 
EGT A 1 mM 
Triton-X-100 0.5 % 
DMSO 10 % 
Glycerin 30 % 

Qn einzelnen Versuchen wurde die Vanadatkonzentration zwischen 1 und 16 mM vari
iert.) 
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Lysiermedium V: Cacodylat 0,1 M 
CGolz. 1986) MgCl2 5 mM 

EGT A 1 mM 
Triton-X-100 0,5 % 
DMSO 10 % 
Glycerin 5 % 

Lysiermedium VI: MES 50 mM 
KH2P04  10 mM 
MgCl2 1 mM 
EGT A 10 mM 
Hexylenglykol 1 M 
Triton-X-100 1 % 

2.42 Reinigung von Bestandteilen des Cvtoskeletts durch Zentrifuoation 

Um das Cytoskelett lysierter Organismen von störenden Beimengungen zu befreien, wur
den zwischen Lysis und Negative Staining noch zwei reinigende Zentrifugationsstufen 
eingeschoben. 

Die Zellen durften wie unter 2.4.1 in kleinen Petrischalen (Durchmesser 6 cm) auslaufen 
und wurden dann für 20 Minuten lysiert. Das Lysat wurde mit einer Pasteurpipette 
durch zweimaliges Einsaugen und wieder Ausstoßen zerkleinert. Die erhaltene Suspensi
on von Zellbestandteilen wurde ohne die störenden Uberreste des Zellkörpers aufgenom
men und für ca. 20 Sekunden bei 10.000 U/Min in der Eppendorfzentrifuge anzentrifu-
giert. Der Uberstand wurde abgenommen, und der Bodensatz, der aus angereicherten 
Bestandteilen des Cytoskeletts besteht, in 300 1̂ Fixiermedium 6,8 % aufgenommen. 

Je 80 (xl der suspendierten Cytoskelettbestandteile wurden in vorbereitete Teflonblöcke, 
die mit Fixiermedium gefüllt waren, und auf deren Grund ein befilmtes und mit Kohle 
bedampftes Nickelgrid lag, gegeben. 

Abb.. I: Teflonblock für Zentrifugation 

(Querschnitt} 
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Durch 10-minütige Zentrifugation bei 2000 U/Min werden die Bestandteile des Cytoske-
letts auf das Grid übertragen, während die meisten anderen Zellbestandteile im Fixier
medium gelöst verbleiben. 

Fixiermedium 6.8 % 
6,8 g Saccharose in 
TO ml H^O lösen 
4 g Paraformaldehyd zugeben und bei 70°C lösen 

(Bei Trübung der Lösung 3 Tropfen IN NaOH zusetzen) 

Das Fixiermedium wird mit Boratpuffer auf pH 8,5 eingestellt und mit Bidest auf 100 ml 
aufgefüllt. 

Die fertige Lösung wird bei Raumtemperatur gelagert, weil die Ingredienzen bei niedri
gen Temperaturen im Kühlschrank wieder ausfallen. 

24.3 Ultradünnschiütte 

Die Zellen wurden wie unter 2.4 beschrieben auf Thermanox-Plättchen (Miles Laborato
ries) inkubiert und für 45 Minuten mit dem folgenden Medium fixiert: 

Fixiermedium für Schnitte: 

Nach der Erstfixierung erfolgte noch eine Nachfixierung für 15 Minuten mit 1% OsO^ in 
0,15 M Cacodylatpuffer im Eisbad. 

Entwässerung, en-bloc-staining und Epon-Einbettung: 

Die Organismen wurden nach der Fixierung in die folgenden Lösungen verbracht: 

PIPES 
HEPES 
EGT A 
MgCl2 

30 mM 
12,5 mM 
4 mM 
1 mM 

Glutaraldehyd 2,5 % 

2 x für 10 Minuten in 30 % EtOH 
2 x für 10 Minuten in 50 % EtOH 
1 x für 45 Minuten in 2 % UAc in 70 % EtOH 
2 x für 10 Minuten in 70 % EtOH 
2 x für 10 Minuten in 90 % EtOH 
2 x für 10 Minuten in 96 % EtOH 
2 x für 10 Minuten in 100 % EtOH 
2 x für 10 Minuten in Propylenoxid 
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1 h Epon/Propylenoxid 1:3 
2 h Epon/Propylenoxid 1:1 
2 h Epon/Propylenoxid 3:1 

Nach der letzten Stufe der Reihe wurden die Präparate in reines Epon verbracht, in dem 
sie für mindestens 4 Stunden bei Raumtemperatur belassen wurden, bevor sie für 24 h 
bei lOO^C im Wärmeschrank ausgehärtet wurden. 

Epon für Einbettungen Chart): Epon 812 48,21 ml 
DDSA 16,66 ml 
MNA 34,60 ml 
DMP 30 2,0 ml 

(Das DMP 30, das als Katalysator für die Polymerisation von Epon wirkt, wurde erst kurz 
vor Verwendung des Epons zu den anderen Komponenten hinzugegeben.) 

Nachdem das Epon vollständig auspolymerisiert war, wurden die Eponblöcke aus den 
Einbettungsgefäßen gelöst, und die interessierenden Regionen des RPN ausgesägt und auf 
Eponklötze geklebt. Diese Klötze konnten dann direkt in den Objekthalter eines Reichert 
OM U2 Ultramikrotoms eingespannt und nach dem Trimmen geschnitten werden. Die 
meisten Ultradünnschnitte wurden mit einem Diamantmesser hergestellt. 

In den meisten Fällen wurden die Schnitte auf mit Formvar befilmten Kupfer-Schlitz-
blenden aufgenommen und nach der Kontrastierung mit Bleicitrat im Elektronenmikro
skop betrachtet. 

Bleicitrat nach Reynolds 
Pb(N03)2 1,33 g 
Na^C^HgO^) x 2 HjO (Natriumeitrat) 1,76 g 

Die Salze werden in 30 ml Bidest in einem 50 ml Kolben suspendiert und 30 Minuten 
kräftig geschüttelt. Nach dieser Zeit ist die Umwandlung in Bleicitrat und Natriumnitrat 
eingetreten. 

1 N NaOH (frisch angesetzt) 8 ml 

hinzugeben, mit Bidest auf 50 ml auffüllen und gut schütteln. 

2-4.4 GefriersubBtitution 

Reticulomyxa filosa wurde wie unter 2.4. beschrieben, einzeln auf kleinen Thermanox-
Plättchen inkubiert. Die Plättchen wurden aufgenommen und in der von Herrn Holger 
Schlierenkamp modifizierten Apparatur (Abbildung 2) mit auf -180°C gekühltem flüssi
gen Propan beschossen und unmittelbar darauf in flüssigen Stickstoff überführt. 
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Durch diese sehr schnelle Abtötung der Zellen werden die meisten Fixierungsartefakte 
vermieden. 

Die Proben wurden daraufhin in ein Dewar-Gefäß umgelagert, das auf -80°C gekühlten 
Ethanol enthielt und darin für etwa 6 Tage im Gefrierfach bei -24^C dehydriert. 

Zum selektiven Nachweis von proteingebundenem und eventuell auch freiem Ca 
wurden bei einem Teil der Proben 3 Tage der Dehydration in Ethanol mit 0,2 mg/ml 
Arsenazo III CAldrich Chemie) durchgeführt. Diese Methode zur Kontrastierung mit Arse-
nazo III geht auf Ortland (1990) zurück. 

Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Präparate allmählich auf Raumtemperatur erwärmt. 
Die Proben wurden dann mit 1% OsO. in Ethanol osmiert und dann wie unter 2.4.3 be-

4 
schrieben in Epon überführt und eingebettet. 

2.4.5 Tubulin-Dekoration 

Um die Polarität einzelner Mikrotubuli bestimmen zu können, wurde versucht, die Mi
krotubuli mit Tubulin zu dekorieren. Die verwendete Methode geht auf Euteneuer und 
Mcintosh <2980 und 1981) zurück und wurde den physiologischen Besonderheiten der 
Untersuchungsobjekte angepaßtund leicht verändert. 

Allogromia und Reticulomyxa wurden getrennt auf Thermanox-Plättchen, die mit Si
likon umrandet waren, gesetzt und hatten Gelegenheit, ihr RPN zu entwickeln. Danach 
wurden die Organismen 15 Minuten lang in dem Lysiermedium I inkubiert. 

Die lysierten Organismen wurden daraufhin für 30 Minuten bei 3T°C in 0,5 M PMEG-
Puffer mit 4 mg Tubulin und 1,2 mg GTP pro ml inkubiert. Der Hälfte der Proben wurde 
außerdem noch 10 mM Taxol zugesetzt. 

PMEG - Puffer 0.5M: 
PIPES 0,5 M 
MgCl2 1 mM 
EGT A 1 mM 
DMSO 2.5% 

Die Fixierung und die Tubulin-Kontrastierung mit Tannin erfolgten in einem Arbeits
schritt mit einer 30-minütigen Anwendung des folgenden Mediums. 

Fixiermedium für Tubulin-Dekoration: 
K 2

H p ° 4  2,5 mM 
PIPES 100 mM 
HEPES 25 mM 
MgCl2 10 mM 
DMSO 10 % 
Tannin 1 % 
Glutaraldehyd 2,5 % 
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Nach der Fixierung wurde mit PIPES-Puffer 100 mM gespült und mit 1% 0 s 0 4  nachkon
trastiert. Die weitere Behandlung erfolgte wie unter 2.4.3 bereits beschrieben. 

2-4.6 Rotationsanalvse von MT-Querschnitten 

Da auch bei senkrecht geschnittenen Mt von Allogromia die Anzahl der Protofilamente 
nicht sicher bestimmt werden konnte, wurden Protofilamentzählungen nach der Rotati
onsmethode von Markham Q973) vorgenommen. 

Dazu wurden von Negativen senkrecht geschnittener Mt mehrfachbelichtete Abzüge 
hergestellt. Zwischen den Belichtungen wurde das Photopapier um einen definierten 
Winkel von (360®/Anzahl der Aufnahmen) um den Mittelpunkt des Mt gedreht. Ent
sprach die Anzahl der Aufnahmen der Anzahl der Protofilamente, so verstärkte sich auf 
dem Abzug das Protofilamentmuster, anderenfalls überlagerten sich die Bilder und führ
ten so zu einem verschwommeneren Abbild. 

2-4.7 Besondere Aoentien 

DMSO 
DMSO wurde in einer Konzentration von 2 % in Medium 1:1 angesetzt. Die Inkubations
dauer betrug 30 Minuten bis eine Stunde. 

Oryzalin 

Oryzalin war ein Geschenk von Herrn Dr. Menzel, Ladenburg, und wurde mit Medium 
1:1 auf eine Endkonzentration von 5 - 1 0  [iM verdünnt. 

Rutheniumrot 
Rutheniumrot wurde nach den Angaben von Golz (1986) wie folgt gereinigt: 

0,5 g Rutheniumrot wurden in 5 ml 0,5 N Ammoniaklösung bei 60®C aufgenommen. 
Die unlöslichen Bestandteile wurden abzentrifugiert. Die gereinigte Lösung wurde auf 
0°C abgekühlt und filtriert. Das Sediment wurde zuerst mit kaltem Bidest, dann mit 
Äthanol und schließlich mit Diethyläther gewaschen. Der verbleibende Niederschlag 
wurde bei Zimmertemperatur an der Luft getrocknet. 

Rutheniumrot wurde auf eine Endkonzentration von 6 îM mit dem jeweiligen Kultur
medium verdünnt. 
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2.5 SDS - Gelelektrophorese 

Die verwendete Methode für die Elektrophorese basiert auf der von Laemmli (1970) vor
gestellten Technik, die leicht modifiziert wurde. 

Die Kammern, in denen die Gele gegossen wurden, bestanden aus zwei Glasplatten der 
Größe 18 x 12 cm, die durch einen Satz etwa 1,5 mm dicker Spacer verbunden wurden. 
Glasplatten und Spacer wurden vor dem Zusammensetzen mit Ethanol gereinigt. 

Das Trenngel wurde wie nachstehend beschrieben, hergestellt, in die Kammern gefüllt 
und mit Bidest überschichtet, um eine gerade obere Abschlußkante zu erzeugen. Nach
dem das Trenngel auspolymerisiert war, wurde das Bidest abgegossen und das Sammel
gel eingefüllt, in das noch in flüssigem Zustand die Kämme gesteckt wurden. 

Die fertigen Gele wurden bis zu ihrer Verwendung in einer feuchten Kammer im Kühl
schrank aufbewahrt. 

Die zu untersuchenden Organismen wurden wie unter 2.4 beschrieben, in Petrischalen 
angesetzt. Bei einem Teil der Versuche wurden die Zellen vor der Aufnahme im Pro
benpuffer noch lysiert und kurz unter Verwerfung des Uberstandes bei 20.000 U/Min 
anzentrifugiert. 

In allen Fällen wurde danach das Protein in Probenpuffer aufgenommen und homogeni
siert. Das Homogenisat wurde in Eppendorfkapseln gefüllt und für 2 Minuten durch 
Kochen inaktiviert. Die Proben wurden daraufhin für 1 Minute bei 20.000 U/Min zentri-
fugiert, und der Bodensatz sowie der den Probenpuffer bedeckende Lipidfilm wurden 
verworfen. 

Da Lindenblatt Q988) von erheblichen Schwierigkeiten durch Proteolyse bei der Probe-
naufbereitung berichtet hatte, wurde auf eine quantitative Proteinbestimmung vor der 
Befüllung der Kammern verzichtet. 

Die Gele wurden in den meisten Fällen bei einer konstanten Stromstärke von 30 mV 
gefahren. Bei dieser Stromstärke brauchte eine Elektrophorese ungefähr 3 - 4  Stunden. 
Wenn die durch das Bromphenolblau im Probenpuffer markierte Laufmittelfront das un
tere Ende des Gels zu erreichen drohte, wurde der Strom abgestellt und die Gele wur
den in Fixierlösung gelegt. Es wurde so lange fixiert, bis das Bromphenolblau nach Gelb 
umschlug. 

Diese Gele wurden dann meist über Nacht, mindestens jedoch für 4 Stunden in die Fär
belösung eingelegt und danach für mehrere Stunden in der Entfärbelösung von über
flüssigem Coomassie-blue befreit. Die fertigen Gele konnten für mehrere Wochen in 
Lagerlösung verbleiben. 

2: Dies erwies sich allerdings im Nachhinein als überflüssig, weil die abgekochten Pro
ben ohne merkliche Veränderung bis zu 24 h im Kühlschrank aufbewahrt werden konnten. 
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Acrylamid/Bisacrylamid 30 + 0.8 
Acrylamid 30 g 
Methylenbisacrylamid 0,8 g 
ad 100 ml 

Trenngelpuffer 
Tris/HCl 1,5 M 
SDS 0,4 % 
pH auf 8,8 einstellen 

Sammelgelpuffer 
Tris/HCl 0,5 M 
SDS 0,4 % 
pH auf 6,8 einstellen 

Laufpuffer 
Tris/HCl 0,025 M 
Glycin 0,192 M 
SDS 0,1 % 
pH auf 8.8 einstellen 

(Der Laufpuffer kann auch in 10-facher Konzentration angesetzt und gelagert werden 
und wird dann erst unmittelbar vor Gebrauch verdünnt.) 

Probenpuffer 

Fixierlösung 

Tris/HCl 0,75 g 
SDS 2 g 
Glycerin 10 ml 
Mercaptoäthanol 5 ml 
Bromphenolblau 0,1 g 
pH auf 6,8 einstellen und auf 100 ml auffüllen 

Trichloressigsäure 12 % 
Bidest 88 % 

Färbelösung für Gele 
Coomassie-blue R 250 0,25 % 
Methanol 45 % 
Eisessig 10 % 
Bidest 44,75 % 
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Entfäibelösung 
Methanol 40 % 
Eisessig 10 % 
Bidest 50 % 

Lagerlösung 
Essigsäure 10 % 
Bidest 90 % 

Z5J RfanHarH-Hftlft 

Einige Gele wurden nach der Methode von Lindenblatt Q988) gegossen. Ihre Zusammen
setzung war wie folgt: 

Bidest 
Trenngelpuffer 
Sammeigelpuffer 
Acrylamid 30+0.8 
TEMED 
APS 2% 

Trenngel 10 % 
1,94 ml 
6,52 ml 

4,33 ml 
3,26 nl 
195 nl 

Sammel gel 5 % 
5, 15 ml 

10 ml 
3,3 ml 
18,7 til 
1.5 ml 

2.52 Gradientenaele 

Außer den oben beschriebenen normalen Gelen wurden außerdem mit Hilfe eines Gra
dientenmischers Gradientengele gegossen. Diese Gele besitzen keine homogene, sondern 
eine in Laufrichtung allmählich steigende Dichte, wodurch eine bessere Trennschärfe im 
Bereich der Substanzen mit mittleren bis hohen Molekulargewichten erreicht wird. 

Es wurden zwei verschiedene Rezepturen ausprobiert. 

Gradientengel a: 

Acrylamid 30 + 0,8 
Bidest 
Trenngelpuffer 
Sammeigelpuffer 
TEMED 
APS 10 % 

Trenngel 4 % 
0,94 ml 
4,29 ml 
0,75 ml 

6 til 
12 txl 

Trenngel 15 % Sammelgel 3 % 
3,6 ml 
1,65 ml 
0,75 ml 

6 til 
12 n l  

1 ml 
6.4 ml 

2.5 ml 
10 nl 
100 tü 
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Gradientengel b: 

Trenngel 5 % Trenngel 16 % 
Acrylamid 1 1 5  ^ 
B i d e s t  2,0 ml 
Trenngelpuffer 3^5 ml 
TEMED 2 hJ 
A P S  2 % 100 Hl 100 (il 

Bei diesem Gradientengel wurde das Sammelgel von 2.5.1 verwendet. 

1,15 ml 
0 ml 
3,0 ml 
2 h1 



2.6 Bezugsquellennachweis 

Wenn nicht besonders vermerkt, stammten die eingesetzten Chemikalien von Merk, 
Darmstadt. 
Serva. Heidelberg lieferte Epon 812, DDSA, MNA, DMP 30, EGTA, Propylenoxyd, Glutar
aldehyd. HEPES, Uranylacetat. Hexylenglykol. BSA. Brij 58, Triton X - 100, Saponin und 
Paraformaldehyd. 
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3 Ergebnisse 

3J Cytoskelettausbildung bei Reticulomyxa ßlosa 

Die polyenergide Amöbe Reticulomyxa filosa zieht sich beim Umsetzen i n  neues Medi
u m  zuerst vol lkommen zu einem nahezu unstrukturierten Plasmaklumpen v o n  wenigen 

Kubikmil l imetern Inhalt zusammen, ist aber dann i n  der Lage, innerhalb weniger Stun

den ein komplettes Netzwerk aus feinen GO um) bis feinsten (kleiner 0,1 (im) Filopodien 

auszubilden, das eine Fläche v o n  mehreren Quadratzentimetem bedeckt. 

I i i  Anfhan des reticulopodialen Netzwerks 

Der Aufbau des RPN beginnt mi t  der Ausbildung feiner Filopodien, die an beliebiger 

Stelle des Zellkörpers entstehen und  sich über mehrere 100 (im frei i n  das Medium 

strecken können, bis sie Kontakt mi t  dem Untergrund oder einem anderen Substrat 

aufnehmen. (Abb. 3) Die Filopodien entstehen nicht oder zumindest nicht bevorzugt an  

den Stellen, an denen der Zellkörper dem Substrat aufliegt. 

Diesen Filopodien, die sich ständig weiter verlängern, folgt alsbald die Hauptmasse des 

Zellplasmas (Abb. 4). Das Plasma folgt den Bahnen der sich häufig verzweigenden u n d  

wieder verschmelzenden Filopodien, was zu einem ähnlichen Wuchsbild des Zellkörpers 

führen kann. (Abbildungen 5 und  6) Nach einigen Stunden bedeckt die Zelle eine Flä

che v o n  mehreren Quadratzentimetern mi t  ihren feinen Ausläufern. 

Mit  der zunehmenden Ausbildung des RPN nimmt auch die Abgrenzung des Zellplasmas 

gegen die Filopodien zu. bis schließlich der Zellkörper i n  zwei scharf abgegrenzte Be

reiche unterteilt ist: Die wenigen zentralen Plasmastränge, die sämtliche Zellkerne bein

halten und i n  denen die Mikrotubuli i n  kleinen Bündeln oder dispergiert vorliegen, u n d  

die u m  mehrere Zehnerpotenzen dünneren Filopodien, die den Enden der Plasmastränge 

entspringen, keine Zellkerne mehr enthalten und zu einem wesentlichen Teil mi t  ge

bündelten Mt  erfüllt sind. 

Ein ähnliches Bild w i e  die makroskopischen Untersuchungen zeigen auch mikroskopi

sche Beobachtungen an zerkleinerten Zellbruchstücken. Die 5 - 3 0  (im großen kugelför

migen Fragmente treiben fast augenblicklich ungerichtet Filopodien von  ca. 1 um  

Durchmesser aus (Abb. 7). Den Filopodien folgt das Zellplasma, und  schon nach ungefähr 

einer Viertelstunde hat sich ein flächiges Netzwerk entwickelt (Abb. 8). 
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Die Unterschiede zwischen Filopodien und zentralem Plasma beschränken sich nicht nur 

auf die andere Verteilung von  Mikrotubuli und  Zellkernen. Im  elektronenmikroskopi

schen Bild erkennt man noch eine Reihe anderer Differenzierungen. So kommen Dictyo-

somen und rauhes endoplasmatisches Reticulum nur i m  zentralen Plasma vor. während 
die fuzzy coated vesicles ein typisches Organeil der feinen Filopodien sind. (Vergleiche 

Abbi ldung IT eines quer geschnittenen zentralen Plasmastrangs mi t  Abb. 39 eines dicke

ren Filopodiums.) Des weiteren scheint es so zu sein, daß die Mitochondrien des zentra
len Plasmas eine deutlichere Binnenstruktur aufweisen, als diejenigen der Filopodien. 

("Mi" i n  Abbi ldung IT, Abbi ldung 40.) 

312 Dynamik des Cytoskeletts i n  kernlosen Fragmenten 

Die Ausbildung neuer Filopodien scheint nicht auf das Vorhandensein v o n  Zellkernen 

oder anderer mikroskopisch erkennbarer Organellen angewiesen zu sein. Es wurden 
auch Zellfragmente bei der Ausbildung feiner Filopodien beobachtet, die aufgrund ihrer 

geringen Größe keine Zellkerne mehr beinhalten konnten. Die Abbildungen 9 a-d zei

gen solch ein Bruchstück, das aus der abgerissenen Spitze eines Filopodiums hervor

gegangen ist, i n  einer Serie von  Aufnahmen, die i n  einem Zeitabstand v o n  wenigen 

Minuten aufgenommen wurden. 

Dieses winzige Fragment ist nicht nur i n  der Lage, seine Mt aufrecht zu erhalten, son

dern es bildet auch noch neue Filopodien aus und verlängert diese. Die Bewegung der 

Organellen entlang der M t  bleibt ebenfalls für v iele Stunden bestehen. Erst mehr als 

sechs Stunden nach der Abtrennung v o m  Zelleib hört die Umgestaltung des Cytoske

letts - wahrscheinlich infolge ATP-Mangels - auf, und die Plasmaströmung kommt zum 

Erliegen (Abb. 10 a/b, i m  Abstand von  20 Minuten photographiert). Ein Abbau der Filo

podien scheint nicht zu erfolgen, sondern sie erstarren, was i m  Widerspruch zu dem Ver

halten kompletter Organismen steht, die sich bei Nahrungs- bzw Energiemangel stets zu

sammenziehen oder zu großen, filopodienlosen Plasmamassen fragmentieren. 

3J.3 Fusion von Zellen 

Auslaufende Zellen oder Zellbruchstücke v o n  Reticulomyxa fusionieren leicht. In Abbi l 

dung Nr.. 8 sieht man, daß das Zellfragment i n  der Bildmitte mi t  zwei weiteren Bruch

stücken fusioniert hat. Makroskopisch w i r d  dieser Vorgang durch die Abbildungen Nr. 11 

a und  b veranschaulicht. Hierbei handelt es sich u m  zwei auslaufende komplette Zellen, 

von  denen die auf dem Photo dunkler erscheinende mi t  Neutralrot angefärbt wurde. Es 

ist deutlich zu erkennen, daß die die Zellen verbindenden Fortsätze wesentlich kräftiger 

als diejenigen sind, die gegen den normalen Untergrund gerichtet sind. Durch diese 

Brücke strömt schließlich auch das Plasma der dunkleren Zelle i n  den Körper der be

nachbarten Zelle. (Pfeil i n  Abb. 11 b.) 
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114 Ernährungsweise von Reticulomyxa ßlosa 

So auffällig das RPN v o n  Reticulomyxa ist, so wenig  weiß man über seine Funktion als 
ernährende Struktur. Im  Gegensatz zu Allogiomia laticollaiis, bei der Ernährungs- u n d  

Lebensgewohnheiten schon länger bekannt sind, ist Rxf eher zufällig aus künstl ich 

angelegten Teichen (Hülsmann, 1984) oder Süßwasseraquarien (Koonce und  Schliwa, 1985) 

isoliert worden, und die natürliche Nahrungsquelle ist so i m  Unklaren geblieben. Die 

Ungewißheit über die Ernährungsbedingungen zeigt sich nicht zuletzt darin, daß Koonce 

und Schliwa i n  ihrem oben angeführten Artikel noch als Nahrung für Rxf Trockenfutter 
für tropische Fische empfehlen, bevor sie 1986 (Koonce und Schliwa, 1986) ebenso w i e  

Hülsmann (1984) zur Fütterung mi t  Weizenkeimen übergehen. 

Eigene Beobachtungen ergaben, daß die feinen Filopodien von  Reticulomyxa ausge

streute. mit  Lugolscher Lösung gefärbte, Stärkekörner schnell aufnehmen und zum Zell

körper transportieren. Das Wuchsbild der Plasmodien deutet darauf hin. daß die Zelle 
bevorzugt auf Ansammlungen v o n  Stärkekörnern hinwächst (Vergleiche auch Abbi ldung 

Nr.. 6). Ob der Transport der Stärke intra- oder extrazellulär erfolgt, konnte nicht eindeu

t ig beobachtet werden. 

Im  Gegensatz zu der positiven Reaktion auf Stärkekörner wurden abgekochte und  mi t  

Kongorot gefärbte Zellen der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae ignoriert und nicht 

abtransportiert. Dies deckt sich mi t  Beobachtungen Hausers (persönliche Mitteilung), 

wonach Kulturmedien, die Proteine enthalten, für Reticulomyxa ungeeignet sind. Ebenso 

konnte keine Reaktion auf die i n  der Kultur immer vorhandenen Bakterien und Algen 

beobachtet werden. 

Bei der Betrachtung der i n  den elektronenmikroskopischen Schnitten vorhandenen Nah-

rungsvakuolen zeigt sich jedoch, daß die meisten v o n  ihnen Bakterien enthielten, wäh

rend Stärkekörner und Algen nur selten zu finden waren. (Beispiele für Nahrungsvakuo-

len i n  den Abbi ldungen 12 - 14.) 

11.5 Exkretion 

Wie schon Koonce & Schliwa Q985) beobachteten, hinterläßt Reticulomyxa filosa bei der 

Wanderung über den Untergrund eine zarte Schleimhülle, die nach Meinung der Au

toren aus Abbaustoffen besteht oder solche beinhalten könnte. Tatsächlich befinden sich 

i n  allen, aber besonders i n  den alten retardierenden Bereichen des RPN zahlreiche v ie l -

kammerige Exkretionsvesikel (Abb. 16), die anscheinend dem Aufbau der Schleimhülle 

dienen. 
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Die Funktion kleiner, etwa mitochondriengroßer, aber weniger osmiophiler Granula, die 
ebenfalls i n  dieser Zone gehäuft auftreten, (Abb. IT) ist noch nicht endgültig geklärt. Es 

scheint jedoch so, als ob diese Granula direkt aus den Produkten des Golgi-Apparates 

entstehen, exkretiert werden und  sich daraufhin i n  eine blasige Substanz auflösen. I n  

Abbi ldung Nr.. IT ist besonders das Granulum, das i n  der Plasmatasche eingeschlossen ist, 

auffällig. Es trägt an seinem Rand eine Reihe deutlich stärker kontrastierter, unscharf 

abgegrenzter Flecken, und v o n  diesen gehen Blasen aus. 

3-1-6 Qberflächenverorößemde Strukturen in Vakuolen von Reticulomyxa Glösa 

Bei Reticulomyxa filosa wurden an Vakuolen, die Nahrungspartikel enthielten, häufiger 

extreme Vergrößerungen der Oberfläche durch zahlreiche schlauch- bis flaschenförmige 

Einstülpungen gefunden. (Abb. IT.) Besonders auffällig sind diese Strukturen i n  Abb. 18. 

Hier handelt es sich u m  ein ganzes Feld solcher Einstülpungen, die i n  ein stark ver
zweigtes Netz von  Mikrofilamenten (Abb. 19) eingebettet sind. Die M f  verbinden die 

Hälse dieser Einstülpungen untereinander, oder ziehen v o n  der Membran der Nahrungs-

vakuole i n  das Zellplasma. 

Auch die Oberfläche dieser Vesikel ist v o n  Mikrofilamenten umgeben. Sowohl der Hals 

als auch der Bauchbereich sind spiralförmig v o n  ungefähr 8 - 1 0  n m  dicken Filamenten 

oder Filamentbündeln umwunden. Dadurch, daß diese Filamentbündel ihrerseits durch 

dünnere (ca. 6 nm) Filamente vernetzt sind, entsteht ein wabenförmiges Muster w i e  i n  

Abb. 20. 

Obwohl lichtmikroskopisch keine kontraktile Vakuole bei Reticulomyxa Glösa beobachtet 

wurde, kann doch angenommen werden, daß es sich bei den beobachteten Regionen 

u m  Spongiome kontraktiler Vakuolen handelt. Auffäll ig wäre dann jedoch, daß dieses 
Organell eine für Amöben untypische Differenzierung erfahren hätte. 

3.2 Kernteilung und -gestalt bei Reticulomyxa ßlosa 

Die Teilungsspindel von  Reticulomyxa ist bislang noch nicht untersucht worden. Koonce 

und  Schliwa kündigten 1985, kurz nach der Entdeckung dieses interessanten Objekts, 

weitere Untersuchungen u. a. zum Zellzyklus an! Ergebnisse sind aber bisher noch nicht 

publiziert worden. 
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221 Struktur des Zellkerns 

In späteren Stadien (Siehe 3.1.1) der RPN-Differenzierung liegen die Zellkerne ausschließ

l ich i m  zentralen Plasma. Ihre Gestalt ist rundlich bis oval, und  ihr Durchmesser 

schwankt innerhalb einer Zelle i n  weiten Grenzen v o n  etwa 3,0 (im bis 4,5 [im (Abb. 
22). 

Ein einziges Plasmodium v o n  Reticulomyxa kann mehrere tausend Zellkerne enthalten. 

Die Fluoreszenzfärbung der DNA mi t  Bisbenzimid zeigt (Abb. 22). daß innerhalb der Ker

ne ungefähr ein Dutzend ovaler bis runder heterochromatinähnlicher Bereiche liegt, d ie 

intensiv mi t  Bisbenzimid angefärbt werden und i m  elektronenmikroskopischen Schnitt 

keine Binnenstruktur aufweisen. 

Die Betrachtung i m  EM macht ebenfalls deutlich, daß die Verteilung dieser Bereiche 

nicht zufällig ist, sondern daß sie durch zahlreiche periodische Brücken direkt an der 

Kernlamina verankert sind. (Abb. 24) In diesem Anheftungsbereich finden sich zahlreiche 

Poren i n  der Kernmembran. In wenigen günstigen Schnitten kann man auch den Ur
sprung des, aus feinen . zumeist mi t  Ribosomen besetzten Schläuchen bestehenden u n d  

ebenfalls nur i m  zentralen Plasma vorkommenden, endoplasmatischen Reticulums an der 

äußeren Kernmembran erkennen. (Abb. 23, Inset.) 

3-2-2 Kernteilung und Teilunaszvklus bei Reticulomyxa ßlosa 

Die Beobachtung von  Kernteilungsstadien erwies sich als unerwartet schwierig. In nor

mal kult ivierten Zellen, die nach dem Zufallsprinzip ausgewählt wurden, fanden sich 
niemals Teilungsstadien. Daraufhin wurde mi t  verschiedenen Methoden versucht, einzel

ne Zellinien zu synchronisieren. 

Die Versuche, Reticulomyxa i n  Schüttlerkultur zu halten, u m  so die Ausbildung einer 

Teilungsspindel für längere Zeit zu unterbinden und durch die Beendigung des Schüttel

vorgangs gezielt auszulösen, scheiterten daran, daß Reticulomyxa i n  Schüttlerkultur ke in  
RPN mehr ausbilden kann und dadurch der Nahrungsgrundlage entzogen ist. Versuche, 

mi t  5 (iM Oryzalin i m  Kulturmedium die Zellen i n  der Metaphase zu arretieren, w ie  v o n  
Ramulu et al (1991) bei Solanum tuberosum erfolgreich praktiziert, ergaben, daß die 

Spindelmikrotubuli diesem Herbizid und  Mikrotubuligift gegenüber nicht sensitiver sind, 

als die cytoplasmatischen. (Siehe auch 3.6.1.3) 

Erfolgreicher waren Langzeituntersuchungen an zerkleinerten und danach neu fusionie

renden Zellen. Dazu wurden entweder über 24 Stunden ununterbrochen i n  halbstündi

gen Abständen Fragmente einer Stammzelle untersucht, oder es wurde mit  drei Kulturen, 

die gegeneinander u m  jeweils 8 Stunden zeitversetzt angesetzt worden waren, gearbeitet. 
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Bei der letzteren Methode wurde so quasi lückenlos der Zeitraum von  0 - 9 6  Stunden 

nach Inkubationsbeginn erfaßt. Bei diesen Langzeitversuchen konnten an zwei Plasmo

dien Kernteilungsstadien beobachtet werden (Abb. 25). Auffäll ig ist, daß die Kerne eines 

Plasmodiums untereinander nicht synchron sind. So ließen sich i n  einer Zelle gleichzeitig 

alle Stadien der Mitose sowie zahlreiche Interphasekerne finden. 

Die Photos Nr. 26 a - d zeigen die verschiedenen Stadien der Mitose. 

Andere Zellen, die unter identischen Bedingungen gleich lang inkubiert wurden, waren 

untereinander nicht synchron, so daß auf elektronenmikroskopische Untersuchungen der 

Spindel verzichtet werden mußte. 

3.3 Ergebnisse der Indirekten Immunfluoreszenz 

Bei den Organismen wurde die Reaktion des Cytoskeletts mit  den monoklonalen Ant i 

körpern W A  III (gegen ß-Tubulin) und  7r (gegen a-Tubulin) untersucht. 

Das Cytoskelett von  Reticulomyxa filosa reagiert mi t  dem W A  III-Ak überhaupt nicht, 

während bei zufällig eingetragenen Fremdorganismen Flagellen und Geißelbasen deut

l ich gefärbt sind. Dies deckt sich auch mi t  der Beobachtung v o n  Herrn Dr. Schliwa 

(persönliche Mitteilung an Herrn Professor Hauser), daß Rxf m i t  dem Antikörper W A  III 

nicht anfärbbar sei. 

Die Fluoreszenzfärbung mit  dem 7t-Ak fällt hingegen deutlich aus. Photos verbreiterter 

und abgeflachter Bereiche des RPN, der sogenannten Lamellipodien, (Abb. 2T und 28) 
zeigen zahlreiche Mt-Bündel, die aus den Filopodien austreten und i n  den lamellipodia-

len Bereichen des Netzwerks breit ausfächern. 

Das Cytoskelett v o n  Allogromia laticollaiis hingegen reagiert mi t  dem 7t-Ak überhaupt 

nicht, und die Fluoreszenzfärbung mi t  dem Antikörper W A  III ist so schwach, daß sie 

photographisch nicht mehr darzustellen war .  

3.4 Ca2+-Nachweis durch Arsenazo EI 

Die Kontrastierung mi t  Arsenazo III wurde v o n  Ortland (1990) als eine Methode des 

elektronenmikroskopischen Nachweises v o n  Calcium eingeführt. Mi t  Hilfe dieser Methode 

gelang es Ortland unter anderem, zu zeigen, daß i m  sarcoplasmatischen Reticulum der 

Muskelzellen v o n  Bianchiostoma lanceolaium größere Mengen Calcium gespeichert sind. 
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Die Abbildungen Nr. 29 und  30 zeigen zwei ähnliche Stellen gefriersubstituierter Exem

plare von  Reticulomyxa filosa, einmal mi t  und  einmal ohne Applikation v o n  Arsenazo III 

während der Dehydrierung. 

Für alle gefriersubstituierten Präparationen v o n  Reticulomyxa scheint typisch zu sein, 

daß i m  Gegensatz zu anderen Behandlungen der Membrankontrast deutlich erhöht ist. 
Die beiden Lipidlayer der Zellmembran sowie der Membranen der verschiedenen Zell

organellen sind deutlich voneinander zu unterscheiden. Dabei ist i m  allgemeinen die Sei

te der Membran, die dem wäßrigen Kompartiment zugewandt ist, deutlicher kontrastiert 

und erscheint i m  Schnitt dicker. Wahrscheinlich geht dieser Effekt auf die stärkere Kon

trastierung der Glykokalyx zurück. 

Der deutlichste Unterschied zwischen diesen Präparaten ist die höhere Affinität der mi t  

Arsenazo III behandelten Zellen zu den anderen Kontrastierungsmitteln, wahrscheinlich 

insbesondere zu Uranylacetat. Die Schnitte v o n  mit  Arsenazo III kontrastierten Organis

men weisen einen deutlicheren Kontrast auf, während nicht damit behandelte Zellen i m  

elektronenmikroskopischen Bild seltsam fahl erscheinen. 

Die Mitochondrien bieten bei beiden Behandlungsmethoden ein ähnliches Bild, w ie  auch 

i n  herkömmlich fixierten Zellen. Eine intensivere Kontrastierung der mitochondrialen 

Matrix, die bei manchen Organismen als Calciumspeicher dient, ist nicht zu beobachten. 

Auffäll ig bei der Betrachtung Arsenazo III-behandelter Schnitte ist der extrem ausgepräg

te Kontrast der Clathrinhüllen v o n  coated vesicles. (Abb. 31) 

3.5 Die Polarität von Mikrotubuli 

Die beiden Untersuchungsobjekte, Reticulomyxa ßlosa und  Allogiomia laticollaris haben 

i m  Gegensatz zu den meisten anderen Organismen ein Cytoskelett, das ständig und  m i t  

einer hohen Geschwindigkeit umgebaut wird. Dies w i r f t  die Frage auf, ob diese Orga

nismen trotz der ständigen Umstrukturierung ihres Cytoskeletts, zum Beispiel der Fusion 
v o n  Filopodien unterschiedlicher Polarität, i n  der Lage sind, die Polarität der Mikrotubu

li, w i e  bei anderen Zellen bekannt, mit  dem Minus-Ende i m  Zellkörper und  dem Plus-

Ende i n  der Zellperipherie, aufrecht zu erhalten. 

Bei Reticulomyxa filosa ist diese Frage sehr aktuell, da offensichtlich nur ein Motorpro

tein, dessen Molekulargewicht und Enzymkinetik dem cytoplasmatischen Dynein ande

rer Organismen am nächsten kommen, sowohl für den anterograden, also v o n  Zellkörper 

weg, als auch für den retrograden, zum Zellkörper h in  gerichteten, Transport entlang 

von  Mikrotubuli zuständig zu sein scheint. (Schliwa 1991, Euteneuer, Johnson und Schli

wa, 1989, Mcintosh und Porter, 1989) 
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Um die Frage der Mt-Polarität zu klären, wurden die Zellen der Tubulin-Dekoration 

nach Euteneuer und Mcintosh Q980) unterworfen. Dabei werden an den bestehenden 

Mikrotubuli  Tubulin-Hooks gebildet, deren Richtung Rückschlüsse auf die Polarität der 

Mt  zuläßt. 

3.5.1 Polarität der Mikrotubuli von Reticulomyxa ßlosa 

Die Dekoration der Mt  v o n  Reticulomyxa mit  Tubulin erwies sich w i e  erwartet als 

problematisch. Euteneuer, Haimo und  Schliwa (1989) beobachteten, daß die Mikrotubuli-

bündel von  Reticulomyxa die hohe Salzkonzentration des Dekorationspuffers nicht über

stehen und rasch ihre Struktur verlieren. Daher wurden i n  der hier verwendeten Präpa

ration sowohl Lysismedium als auch Dekorationspuffer gegenüber den ursprünglichen 

Angaben v o n  Euteneuer und Mcintosh Q980) soweit verändert, daß i n  Kontrollpräparaten 

i m  Negative Staining nach der Lysis zumindest noch einige Mikrotubuli erhalten blie

ben. 

Trotzdem bestätigte sich i m  Ultradünnschnitt die Diagnose v o n  Euteneuer et al G989). 

Während die Mikrotubuli v o n  zufällig i n  die Präparation geratenen Fremdorganismen 

gut erhalten blieben (Abb. 36). waren i n  den Uberresten des Zellkörpers v o n  Reticulo

myxa  fast keine Mt  mehr zu finden. Abbi ldung 39 zeigt eine der ganz seltenen Ausnah

men, i n  denen noch intakte Mt  vorhanden sind. Die Mikrotubuli sind deutlich zu erken

nen und weisen teilweise eine eindeutige Protofilamentstruktur auf, sind jedoch nicht 
dekoriert und  somit i m  Rahmen dieser Fragestellung nicht verwertbar. 

3.5.2 Polarität der Mikrotubuli von Alloqiomia laticollaiis 

Der Querschnitt durch dekorierte größere Filopodien von  Allogromia (Abb. 32) zeigt 

zahlreiche gut erhaltene Bündel v o n  Mt, die i n  eine flockige elektronendichte- Masse 

eingebettet sind. Die Wände der Mikrotubuli  sind gut kontrastiert, aber die typische Pro

tofilamentstruktur tritt nur unscharf zutage. Zusätzlich erscheinen nicht alle Mikrotubul i  

hohl, sondern i n  einem großen Prozentsatz v o n  ihnen ist das Lumen der Mt  elektronen
dicht. (Pfeile i n  Abb. 32.) 

Die Querschnitte dünnerer Filopodien sind i m  allgemeinen weniger stark (Abb. 33) oder 

nur einseitig (Abb. 34) mi t  dieser amorphen Masse erfüllt, was die Vermutung nahelegt, 

daß es sich nicht u m  eine biogene Struktur handelt, sondern u m  Niederschläge der 

Inkubationsmedien, mi t  denen die Dekoration der M t  durchgeführt wurde. 
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Die genauere Betrachtung der Mikrotubuliquerschnitte ergibt, daß sich an ihnen zahlrei

che stark kontrastierte Anhänge gebildet haben. Diese Anhänge zeigen zumindest zum 

Teil eine Protofilamentstruktur, die auf den Aufbau aus Tubulin hinweist. Auch der 

Längsschnitt durch Filopodien beweist, daß eine Dekoration stattgefunden hat (Abb. 35). 

Die Drehrichtung dieser Anhänge weist laut Euteneuer und Mcintosh (1980) auf die Po

larität v o n  Mikrotubuli hin. Analog zur Bildung des B-Tubulus am A-Tubulus i n  Axone-

men läßt sich anhand der Rechte-Hand-Regel die Lage des Minusendes der Mikrotubul i  

bestimmen. Soweit sich die Drehrichtung der Tubulin-Hooks bestimmen läßt, weisen die 
meisten Mt  gleiche Polarität auf, und  zwar liegt bei Abb. 33 das -Ende der M t  oberhalb 

der Abbildungsebene, während es i n  Abb. 34 unterhalb der Abbildungsebene liegt. 

Wegen der geringen Anzahl eindeutig identifizierbarer Tubulin-Hooks sind gesicherte 

Aussagen über die Polarität von  Mt  mi t  dem vorliegenden Material nicht möglich. Für 

eindeutige Aussagen müßte die Dekorationsprozedur noch verbessert werden. 

3.5.3 Protofilamentanzahl in dekorierten Mikrotubuli von Allogromia 

Wie unter 3.5.1 erwähnt, ließ sich die genaue Protofilamentanzahl der dekorierten M t  v o n  

Allogromia laticollaris i m  Ultradünnschnitt nicht identifizieren. Da aber nicht auszu

schließen ist, daß die dekorierten Mt  nicht v o n  Allogromia selbst stammen, sondern 

während der Inkubation mi t  Tubulin neu entstanden sind, wäre die Anzahl der Protofi

lamente ein wichtiges Indiz dafür, ob diese Mt  v o n  einem MTOC nucleiert worden sind, 

oder sich de novo aus freiem Tubulin gebildet haben. 

Evans et al. Q985) haben nachgewiesen, daß MTOCs Mt  mit  einer MTOC-spezifischen 
konstanten Anzahl von  Protofilamenten bilden, während frei entstandene M t  i n  der An

zahl ihrer Protofilamente nicht konstant sind, sondern zwischen 13 und  15 Protofilamenten 

enthalten. 

Daher wurde mi t  Hilfe der Markham-Rotation die Anzahl der Protofilamente der deko

rierten Mt  bestimmt. In allen Fällen, i n  denen die Ergebnisse der Rotationsanalyse ein

deutig waren, betrug die Anzahl der Protofilamente 13 und deckte sich damit mit  den 

von  Hauser und Schwab (1974) für die M t  v o n  Allogromia ermittelten Werten. (Abbi l

dung 38 a - c.) Dieses Ergebnis legt nahe, daß es sich bei den dekorierten Mikrotubul i  

nicht u m  künstlich erzeugte handelt. 
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3.6 Organisation des Cytoskeletts 

Ebenso w ie  die Zellkörper selber ist auch das Cytoskelett der Untersuchungsobjekte zu

mindest i n  zwei Bereiche gegliedert: In das zentrale Plasma, das vereinzelte oder i n  

wenigzahligen Bündeln gesammelte Mikrotubuli enthält, und das periphere Filopodien-

netz, das größere Bündel streng geordneter Mikrotubuli enthält. 

Abbi ldung Nr. 39 zeigt ein typisches größeres Filopodium von  Reticulomyxa i m  Quer

schnitt. Zahlreiche 3- bis 20-zählige Bündel aus Mikrotubuli, die untereinander durch 

Querbrücken verbunden sind (Pfeile), wurden angeschnitten. Die Mikrotubuli eines 

Bündels berühren sich fast nie, meistens halten sie einen Mindestabstand v o n  10 - 15 n m  
zueinander ein. 

Zwischen den einzelnen Bündeln eingestreut sieht man die Querschnitte sogenannter 

"fuzzy coated vesicles", die ebenfalls für Reticulomyxa und Allogromia typisch zu sein 

scheinen (Travis und Allen, 1981, Bowser und  Rieder, 1984, Hauser, 1989). Diese Vesikel 

kommen meistenteils i n  den Filopodien vor  und sind ungefähr 100 - 200 n m  i m  Durch

messer bei einer Länge v o n  bis zu 1,5 lim. In Abb. 40, einem Ausschnitt aus dem vorhe

rigen Bild, erkennt man deutlich, daß die fuzzy vesicles von einer Elementarmembran 

umschlossen sind, deren äußere Schicht aus unregelmäßig strukturiertem elektronendich

ten Materials besteht. Die fuzzy coated vesicles sind ungefähr zur Hälfte mi t  einer elek

tronendichten Masse erfüllt (Abb. 66 und 53), so daß sie i m  Querschnitt an manchen 

Stellen des Präparats nur als dunkle Flecke ohne Binnenkontrast auszumachen sind. 

Ebenfalls i n  Abb. 40 erkennt man ein ungefähr 300 n m  langes und 6 rim dickes Fila

ment, das zwei Mikrotubuli miteinander verbindet. Nach der Dicke des Filaments zu  

schließen, könnte es sich u m  Akt in  handeln. Akt in  ist ein wesentlicher Bestandteil des 

Cytoskeletts v o n  Reticulomyxa, der sich allerdings ohne Dekoration mit  dem S1-Frag

ment des Muskelmyosins i m  EM nur schwer darstellen läßt. 

Durch die Behandlung mi t  einem Lysiermedium werden i n  den feinen Filopodien sämt

liche plasmatischen Bestandteile entfernt, und  nur noch das Cytoskelett bleibt übrig. 

Abbi ldung Nr. 41 zeigt einen Teil eines lysierten Filopodiums. A n  den Mikrotubuli er

kennt man zahlreiche Proteine (siehe Punkt 3.6.1), die M t  untereinander verbinden oder 

andere Funktionen haben. Außerdem ist auch i n  dieser Abbi ldung ein Mikrofilament zu  
erkennen (Pfeilkopf). 
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3.6.1 Ouerbrücken und MAPs bei Reticulomyxa ßlosa 

3-6.1 i Struktur von Querbrücken und MAPs 

Die auffallendsten Querbrücken zwischen den Mt  von  Reticulomyxa sind i n  Abb. 41 

erkennbar und scheinen unter anderem der Bündelung der Mt  zu dienen. Sie sind streng 

geordnet, haben untereinander einen mittleren Abstand v o n  ca. 21,5 nm, ihre Länge 

beträgt ungefähr 17, und  ihr Durchmesser c a  10 n m  (Abb. 42). 

Diese Querbrücken findet man i n  allen Bündeln von  Mikrotubuli, allerdings sind sie nie 
über die gesamte Länge eines Mt  zu verfolgen, sondern liegen i n  kleinen plaques v o n  

100 bis 500 n m  Länge vor, innerhalb derer sie streng geordnet sind. Den gleichen Typus 

von  Querbrücken kann man auch zwischen M t  und der Zellmembran (Abb. 43), sowie 

zwischen M t  und  adhärierten Organellen (Abb. 44) finden. 

Auffäll ig an diesen Querbrücken ist, daß ihre Orientierung zum Mikrotubulus nicht sen

krecht oder zufällig ist, sondern daß i m  Ultradünnschnitt die meisten Brücken zu einem 

Ende des M t  weisen, wobei benachbarte Querbrücken die gleiche Polarität aufweisen, 

weiter entfernte jedoch entgegengesetzt orientiert sein können (mittlerer Mt. i n  Abb. 43). 

Weiterhin ist bemerkenswert, daß diese Querbrücken, die wahrscheinlich cytoplasmati-

sches Dynein darstellen, entlang der Mt  i n  Längsreihen angeordnet sein müssen, w e i l  

man sie niemals gleichzeitig an einem Mt  i n  Seiten- und  i n  Aufsicht beobachten kann 

(Vgl. Abbildungen 47 und 41). 

Ein zweiter Typus quer vernetzender Proteine ist nur i n  Ultradünnschnitten zu erkennen. 

Es handelt sich u m  unregelmäßige Strukturen ohne scharfe Konturen, die entferntere M i 
krotubuli untereinander (Abb. 42), M t  mi t  Organellen (Abb. 45), oder zuweilen auch 

Organelle untereinander (Abb. 40) verbinden. Diese Proteine haben einen unregelmäßi

gen Abstand voneinander, eine Länge v o n  ca.. 65 n m  und  eine Dicke von  15 nm. 

Einen weiteren Typ von  Proteinen findet man nur i n  negativkontrastierten Präparaten, 

und auch i n  diesen nur gelegentlich. (Möglicherweise werden diese aufgrund ihrer 

geringen Größe auch häufig übersehen.) Es handelt sich u m  kleine, kugel- bis kegelför

mige Vorsprünge auf den Mt, deren Länge und  Breite jeweils ungefähr 10 n m  betragen, 

und deren Distanz voneinander v o n  210 bis 250 n m  variiert, mi t  einem mittleren Ab

stand von 232 n m  (n-7) (Abbildungen 41 und 46.). Uber die mögliche Funktion dieser Pro

teine läßt sich wegen der Schwierigkeit ihres Auffindens i n  Dünnschnittpäparaten nichts 

aussagen. 

Außer diesen durch eine Reihe konstanter Eigenschaften beschreibbaren MAPs f inden 

sich noch zahlreiche unregelmäßig verteilte und  strukturierte Proteinkörper an den M t  

v o n  Reticulomyxa Glösa, von  denen an dieser Stelle nicht entschieden werden kann, ob 

es sich u m  MAPs oder u m  mehr oder weniger zufällig angeheftete Strukturen oder Plas

maklumpen handelt. 
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3.6.1.2 Rinflufl von Vanadat und Lvsiermedien auf die Erhaltung von Mt und MAPs 

Für die vergleichende Untersuchung der Wirkungen unterschiedlicher Lysiermedien wu r 

den zwei sehr verschiedene Medien eingesetzt: Das Lysiermedium III, das auf Schliwa 

Q98T) zurückgeht, und auf einem mi t  Hexylenglykol und  Brij 58 modifizierten 30 m M  

PHEM-Puffer basiert, und das Lysiermedium IV, das v o n  Golz (1986) verwendet wurde, 

und aus einem mit  Triton, DMSO und Glycerin ergänzten 100 m M  Cacodylatpuffer 

besteht. 

In beiden Lysiermedien wurde außerdem noch i n  verschiedenen Versuchen die 

VC>4 -Konzentration zwischen 1, 2, 4 und 8 m M  variiert. Die lysierten Cytoskelette wu r 

den durch Zentrifugation gereinigt. 

A m  auffälligsten sind bei diesen Versuchen die Unterschiede zwischen den beiden Ly -

siermitteln. Während das von  Schliwa (1987) angewandte Lysiermedium die Oberflä

chenstruktur der Mt  brillanter erhält, und die nach der Zentrifugation erhaltenen Mt-

Bruchstücke u m  den Faktor 2 bis 3 länger sind, als bei dem Medium v o n  Golz. sind 

kaum noch Ouerbrücken zwischen den Mt  zu finden CAbb. 48). 

Das Lysiermedium von  Golz G986) erhält hingegen i m  allgemeinen die Mt  schlechter, sie 

w i rken fragiler, ihre Oberflächenstruktur ist nicht so deutlich erkennbar, und die Länge 
der Fragmente ist kürzer. Hingegen sind die Proteine, die die M t  bündeln, noch deutl ich 

erhalten (Pfeile i n  Abb. 47). 

Die Effekte der unterschiedlichen Vanadat-Konzentrationen auf die Erhaltung v o n  Ouer

brücken treten demgegenüber zurück und lassen sich nicht klar beurteilen. In dem Ly 

siermedium v o n  Schliwa werden sie generell nicht erhalten, und i n  dem v o n  Golz 
3 .  erhalten sich die Ouerbrücken bei V 0 4  -Konzentrationen v o n  1-2 m M  am besten. Bei 

Vanadat-Konzentrationen über 8 m M  (Abb. 49) verlieren die M t  an Integrität und frag

mentieren oder brechen sehr leicht. 

3.6.1.3 Kinflufl von Oryzalin auf das Cytoskelett 

Das Herbizid Oryzalin ist ein spezifischer Mt-Inhibitor, der bei Pflanzenzellen zum vol l 

ständigen Abbau der Mikrotubuli führt. Während Menzel et al. (1990) zum Abbau v o n  

Mt  bei Acetabularia nur eine Oryzalin-Konzentration v o n  1 [xM benötigten, bildete Reti

culomyxa filosa bei Oryzalin-Konzentrationen von  bis zu 5 ixM noch ein vollständig 

normales Cytoskelett aus (Abb. 50), das neben zahlreichen Mt  auch helicale Filamente i n  

den üblichen Mengen enthält. 

Bei 10 (iM dieses Herbizids i m  Kulturmedium werden die vorhandenen feinen Filopodien 

i m  Verlauf mehrerer Stunden allmählich abgebaut. Die Zelle bildet dabei ständig neue 

Filopodien, die jedoch nur wenige ^ m  lang werden und dann i n  ihrem Wachstum stag

nieren oder wieder eingeschmolzen werden. 
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Dieser Vorgang ist durch Auswaschen des Oryzalins wieder umkehrbar. Die Regenera

tion des RPN erfolgt w ie  dessen Abbau nur allmählich. 

Da Oryzalin-Konzentrationen v o n  mehr als 5 (xM möglicherweise Ca *aus intrazellulären 

Speichern freisetzt (Menzel, persönliche Mitteilung an Frau Dipl.. Biol.. Hanke-Bücker), 

kann nicht zwangsläufig davon ausgegangen werden, daß die Substanz i n  diesen Ver
suchen direkt den Abbau v o n  M t  bewirkt  hat. 

16J.4 Einflufi von DMSO auf Cvtoskelettstmktur und Querbrücken 

Lichtmikroskopische Beobachtungen 

Bereits geringe Konzentrationen v o n  DMSO i m  Kulturmedium beeinflussten das Wachs

tumsverhalten v o n  Reticulomyxa filosa erheblich. 2 % DMSO führten zu einer deutl ich 

schnelleren Ausbildung v o n  Filopodien und zu einem insgesamt rascheren Auslaufen 

der Zellen. Dabei hat sich auch das Wachstumsmuster verändert: Es liegen mehr u n d  
stärker vernetzte feine Ausläufer vor.  

Bei 4% DMSO verstärkt sich dieser Eindruck, das Netzwerk feinster Filopodien hat sich 

noch stärker verzweigt. Zusätzlich beeinträchtigt diese Konzentration an DMSO jedoch 
ebenfalls noch die Plasmaströmung und  den Transport v o n  Organellen i n  den Filopodien. 

Während an einigen Teilen des RPN der Organellentransport nicht gehemmt erscheint, 

gibt es auch einzelne Orte, an denen jede Bewegung zum Erliegen gekommen ist. 

Elektronenmikroskopische Beobachtung 

In Ultradünnschnitten zeigt sich, daß die Effekte v o n  DMSO über ein erleichtertes u n d  

schnelleres Auslaufen der Zellen hinaus gehen. Während feine Filopodien außer der un

gewöhnlich starken Vernetzung (Abb. 51) keine weiteren Anomalien aufweisen, fällt i n  

größeren Filopodien auf, daß sie ein außergewöhnlich "elektronendünnes" Plasma auf
weisen (Abb. 52). 

Auch die Mikrotubuli  i n  diesen Filopodien scheinen nicht so starr organisiert zu sein. 

Nur selten sind gebündelte Mt zu finden, meistens liegen sie verstreut oder weisen, 
wenn sie parallel liegen, keinen konstanten Abstand voneinander auf. der auf das Vor

handensein bündelnder MAPs schließen ließe. Im Extremfall (Abb. 53) erscheinen die 

größeren Filopodien fast plasmaleer, und es sind nur noch wenige Mikrotubuli i n  ihnen 
zu finden. 
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Das fast vollständige Fehlen bündelnder MAPs fällt auch an negativ kontrastierten Prä

paraten auf (Abb. 54). Auch parallele Mt  weisen keine deutlichen Ouerbrücken auf. Nur 

sehr selten sind bündelnde, Dynein-ähnliche Ouerbrücken zu finden. Dies läßt darauf 

schließen, daß DMSO neben dem Effekt auf die Konsistenz des Zellplasmas auch noch 

direkt oder indirekt die Bindung der Ouerbrücken beeinflusst. (Zu den Effekten v o n  

DMSO siehe auch Kapitel 3.7: Gelelektrophorese.) 

3.6.2 Mikrotubuliorganisierende Zentren bei Reticulomyxa ßlosa 

Obwohl Reticulomyxa filosa über ein ausgedehntes und  hochdynamisches Netzwerk 

cytoplasmatischer Mikrotubuli verfügt, ist nichts darüber bekannt, w i e  und  von  welchen 

Organellen dieses Netzwerk organisiert wird.  Euteneuer et al. Q989) konstatieren, daß 

keine offensichtlichen MTOCs gefunden werden, die die Polarität von  M t  spezifizieren 

könnten. 

Um diesem Phänomen auf den Grund zu gehen, wurden kurzzeitig inkubierte zerklei

nerte Zellfragmente v o n  Reticulomyxa verwendet, we i l  bei diesen die Ausbildung des 

Cytoskeletts noch nicht so wei t  fortgeschritten ist, und  anhand der Filopodienenden die 

Wuchsrichtung der Plasmodien auch i m  Ultradünnschnitt noch problemlos festgestellt 

werden kann. 

3.62.1 Mikrotubuliorganisierende Zentren im zentralen Plasma 

Da die Mikrotubuli i m  zentralen Zellplasma kaum gebündelt sind, ist es schwer, Mt  i n  

Schnittserien zu verfolgen. Nur vereinzelt ist es möglich, i n  Längsschnitten mögliche 

Mt-terminierende Strukturen zu finden. (Abb. 55.) Stets handelt es sich dabei u m  mem-

branöse Vesikel. 

3.6.22 Die Struktur des distalen Mikrotubulusendes 

Die Struktur der dem Zellkörper abgewandten Enden v o n  M t  läßt sich vergleichsweise 

gut i n  Serienultradünnschnitten verfolgen. Die Abbildungen 56 a - d zeigen jeweils 

unmittelbar aufeinander folgende ca. 50 - 60 n m  dicke Schnitte der Spitzen von  Filopo

dien. Die Enden der Mt  liegen, soweit sie klar erkannt werden können, immer i n  einer 

elektronendichten, ringförmigen Struktur v o n  ziemlich konstanten Ausmaßen. Die insge

samt 5 vermessenen Strukturen hatten jeweils ca.. 62 n m  Breite und  23 rim Dicke. 
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Dieses "Cap" scheint das distale Ende des Mikrotubulus nicht zu verschließen (Abb. 56 
d), sondern legt sich nur w ie  ein Kragen über die Außenwände des Mt. Vergleichbare 

Strukturen konnten i n  keinem Fall an einer anderen Stelle als am unmittelbaren Ende 

von M t  gefunden werden. 

Daß diese Struktur kein Artefakt der i n  diesem Fall angewandten speziellen Behandlung 

sein kann, zeigt Abb. 57. Dieses Photo zeigt ein normal ausgewachsenes Exemplar v o n  

Reticulomyxa ßlosa, i n  dem ebenfalls ein solches Cap angeschnitten zu sehen ist. 

Mt-terminierende Strukturen lassen sich auch i n  negativ kontrastierten Präparaten finden 
(Abb. 58), weisen aber nur selten die typischen Ausmaße v o n  62 x 23 n m  auf, so daß es 

sich wahrscheinlich i n  den meisten dieser Fälle u m  artifizielle Bildungen handelt, bei  

denen das Cap entweder durch die Lysismedien i n  der Struktur verändert oder gar ganz 

entfernt wurde. Eine Ausnahme, i n  der Größe und Form des Caps mit  den Daten der 

Ultradünnschnitte übereinstimmen, zeigt Abb. 69. 

Ähnliche Caps haben Golz und Häuser ( im Druck) i n  negativkontrastierten Präparaten 

von  Allogromia gefunden, so daß diese Struktur für beide Organismen typisch zu sein 

scheint. 

3.6.3 Helicale Filamente 

Beiden Untersuchungsobjekten ist gemeinsam, daß i n  ihrem Zellkörper unter natürlichen 
Bedingungen helicale Filamente vorkommen, w i e  sie v o n  vielen höheren Lebewesen als 

Kunstprodukt nach der Behandlung mi t  Vinca-Alkaloiden bekannt sind. Hauser u n d  

Schwab (1974) haben den Nachweis geführt, daß diese helicalen Filamente bei Allogro

mia aus Mikrotubuli hervorgehen und  aus Tubulin bestehen. Seitdem haben eine ganze 

Reihe von  Arbeiten diese These weiter belegt. 

3.6.3J Allogromia laticollaris 

In Allogromia laticollaris lassen sich quasi jederzeit größere Mengen helicaler Filamente 

sowohl i n  herkömmlichen Ultradünnschnitt- als auch i n  negativ kontrastierten Präparaten 

finden. Helicale Filamente bestehen aus einer linkshändigen Wendel, haben i m  Negativ

kontrast (Abb. 60 - 62) einen Durchmesser v o n  37 bis 46 n m  und sind somit immer 

deutlich dicker als Mt. Die große Variabilität des Durchmessers läßt darauf schließen, daß 
die Struktur der Hf  nicht starr sondern i n  weiten Grenzen veränderbar ist. Die Höhe ei

ner Wendel beträgt konstant u m  9 nm, während der Abstand zwischen den einzelnen 
Umgängen zwischen 4 und 15 n m  liegt. 
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Je nach Präparation zeigt sich, daß die Wendel, aus der das H f  besteht, noch weiter 

strukturiert und  aus parallel orientierten hanteiförmigen Bausteinen aufgebaut ist 

(Abb. 61, Inset). Diese hanteiförmigen Bausteine haben eine Länge v o n  ca.. 9 nm, die 

mi t  der Höhe der Wendel identisch ist, und eine Breite von  ca.. 4 nm. Damit deckt sich 

die Größe der einzelnen Bausteine i n  etwa mi t  der v o n  einzelnen Tubulin cx/ß Heterodi-

meren, und  das helicale Filament kann als schraubige Aufwindung paralleler Heterodi-

mere aufgefaßt werden. Größere Mengen helicaler Filamente lagern sich bei Allogromia 

laticollaris zu parakristallinen Aggregaten zusammen (Abb. 59). 

3.6.3.2 Reticulomyxa ßlosa 

Im  Gegensatz zu Allogromia sind Hf bei Reticulomyxa seltener zu finden und bilden nur 

unter experimentellem Einfluß parakristalline Aggregate. Typische Aufnahmen von  heli-

calen Filamenten i m  Ultradünnschnitt zeigen die Abbildungen Nr. 63 und  64. 

Im  Rahmen dieser Arbeit war  es nicht möglich, mi t  einer der herkömmlichen Methoden 

helicale Filamente i m  Negativkontrast darzustellen. Weder die Verwendung verschiede

ner Lysiermedien, noch eine der Lysis vorangehende Behandlung mi t  4 m M  Vanadat 

oder 6 (iM Rutheniumrot nach der Methode v o n  Golz Q986) führten zum gewünschten 

Ergebnis. Die Präparate wiesen stets nur Mikrotubuli und Mikrofilamente, aber keine Hf 

auf. Auch Versuche, i n  denen die pH-Werte des Lysis- oder Kulturmediums (im Bereich 

v o n  pH 5 - I I )  verändert wurden, erzielten keinen Erfolg. 

Dies änderte sich erst, als Exemplare v o n  Reticulomyxa filosa vor  der Lysis nicht mehr 

i n  Medium 1:1, dem normalen Kulturmedium, inkubiert wurden. Da der Verdacht be

stand, daß das i m  Kulturmedium vorhandene Calcium einen Einfluß auf den Erhalt der 

helicalen Filamente haben könnte, wurden andere Inkubationsmedien eingesetzt. In Prä

parationen, i n  denen die Organismen statt i n  Medium 1:1 i n  normalem vollentsalztem 

Wasser auswachsen konnten, fanden sich stets zahlreiche helicale Filamente (Abbildun

gen 66 und  67). Da die Amöben i n  reinem vollentsalztem Wasser zu schlecht auswuch

sen, wurde außerdem mi t  getrockneten Weizenkeimen gefüttert. Reines bidestilliertes 

Wasser erwies sich auch bei ergänzender Fütterung als ungeeignet, denn die Zellen bi l 

deten darin kein RPN aus. 
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Calcium 

Calcium (als CaCl2)  i m  VE-Wasser hatte folgende Wirkung auf die Darstellbarkeit v o n  

helicalen Filamenten: 

Ca2  *-Konzentration: 1Q"2M 1Q~4M 1Q~6M 
Helicale Filamente: keine viele viele 

_ o 
(Bei 10 M Calcium flockt das Zellplasma aus, so daß keine genaue Beobachtung mehr 

möglich ist.) 

Magnesium 

Der Einsatz v o n  10 m M  Magnesium (als MgCl 2 )  i m  Inkubationsmedium führte zu einer 

deutlich erhöhten Anzahl von  Hfs i n  den Präparationen. 

Bei 100 m M  Magnesium bildeten die Zellen kein reticulopodiales Netzwerk mehr aus. 

Wenn nach erfolgtem Auswachsen i n  VE-Wasser dieses Medium gegen VE-Wasser mi t  

100 m M  Magnesium vorsichtig ausgetauscht wurde, hörte binnen einer Minute sämtli

cher Transport i m  Zellplasma auf. Nach fünfminütiger Inkubation platzte die Zelle schon 

bei kleinsten Erschütterungen und  gab ihren Inhalt frei. Dies war  von  keiner merkbaren 

Volumenveränderung der Organismen begleitet. Daher kann angenommen werden, daß 
nicht osmotischen Effekte zur Zerstörung der Zellmembran geführt haben, sondern daß 

sich möglicherweise die Konsistenz der Zellmembran selber dahingehend geändert hat, 

daß ihre Integrität stark i n  Mitleidenschaft gezogen worden ist. Der freigesetzte Zellinhalt 
enthielt große Mengen helicaler Filamente i n  lockeren Aggregaten (Abb. 65), während 

nur noch wenige Mikrotubuli zu finden waren. 

Vanadat 

3_ Wurde das Inkubationsmedium gegen VE mi t  4 m M  VO^ ausgetauscht, kam innerhalb 

v o n  90 Sekunden der intrazelluläre Transport zum Erliegen. Dies führte ebenfalls zu ei
ner Erhöhung des Anteils helicaler Filamente. 
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Struktur der helicalen Filamente von Reticulomyxa Glösa 

Der Aufbau der helicalen Filamente von  Reticulomyxa ist mi t  dem v o n  Allogromia 

prinzipiell identisch. Unterschiedlich ist lediglich, daß auch H f  m i t  einem Durchmesser 

von  nur 25 n m  beobachtet werden konnten (Abb. 66). Außerdem scheinen die Hf  v o n  

Reticulomyxa generell fragiler zu sein und  brechen leichter. 

Eine einheitliche Länge der H f  v o n  Reticulomyxa konnte nicht festgestellt werden. Die 

kürzesten noch als Hf  erkennbaren Fragmente waren u m  100 nm, das größte beobachte
te Exemplar (Abb. 67) war  mehr als 2 (im lang. 

Besonders interessant erscheint Abb. 69. Aus einem Bündel v o n  Mikrotubuli ragt das En

de eines einzelnen Mikrotubulus, das offensichtlich gecapt ist. Form und Größe des Caps 

(ca.. 55 x 36 nm) decken sich mi t  denen der i n  3.6.2 identifizierten Mt-terminierenden 

Strukturen. Selbst unter den herrschenden Versuchsbedingungen (das Photo stammt v o n  

einem mit  Vanadat inkubierten Exemplar), die den rapiden Abbau v o n  M t  förderten, hat 

sich das Cap nicht v o n  der Spitze des M t  gelöst, es erscheint vielmehr so, als entspringe 

an der Seite des Caps ein dünner Protofilamentstrang, der zu dem dahinter liegenden 

helicalen Filament führt. 

3.7 Gelelektrophorese 

Wie schon i m  Kapitel "Material und  Methoden" i n  Abschnitt 2.5.2 vermerkt, wurden 

zwei verschiedene Gradientengele auf ihre Tauglichkeit für die Untersuchungsobjekte 

getestet. Beim Vergleich der beiden Gradientengele fiel auf. daß bei gleicher Stromstärke 

(30 mA) die Spannung zwischen Kathode und Anode bei dem Gradientengel b i m  

Verlauf der Proteintrennung 100 V nicht überschritt, während sie beim Gel a über 200 

V lag. Wohl infolge der hohen Spannung gelang mi t  den Gelen v o m  Typus a keine 

saubere Auftrennung der Proteinfraktionen. Das änderte sich tendenziell, wenn diese 

Gele mit  wesentlich geringeren Stromstärken QO mA) bearbeitet wurden, aber auch 

dann ließ die Trennschärfe, verglichen mi t  den Ergebnissen des anderen Gradientengels, 

stark zu wünschen übr ig (Abb. 70). 

Ein Vergleich der Rezepturen für die beiden Gele legt die Vermutung nahe, daß das Gel 

a durch den wesentlich geringeren Anteil an Trenngelpuffer nicht leitfähig genug ist, 

und  die Proteine durch die daraus resultierende hohen Stromspannungen beschädigt 

werden. 
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3.7J Proteolyse 

Die Beobachtung von  Lindenblatt Ü988), daß das Proteinextrakt v o n  Reticulomyxa filosa 

eine starke proteolytische Akt ivi tät aufweist, konnte nicht bestätigt werden. Auch ohne 

den Zusatz v o n  Protease-Inhibitoren zeigte sich nach 24stündiger Lagerung von  Proben 

i m  Probenpuffer bei 6^C keine Änderung i n  der Proteinzusammensetzung. CVgl. auch 
Abb. 71) 

3-7.2 Effekte von DMSO 

Im Vergleich zu Proteinextrakten v o n  für 45 Minuten mi t  2% DMSO inkubierten Exem

plaren von  Reticulomyxa filosa mit unbehandelten Organismen zeigen sich einige mar

kante Unterschiede. Im  Bereich hoher bis mittlerer Molekulargewichte sind einige pro

minente Banden i n  den Extrakten DMSO-behandelter Zellen zu finden, die i n  ncrmale 

inkubierten Zellen nicht anzutreffen sind. (Pfeile a - d i n  Abb. 71.) Zusätzlich scheint es 

so, als ob die Bande auf der ungefähren Höhe des Aktin-Markers an Intensität verloren 
habe, während die unmittelbar darüberliegende Bande (e i n  Abb. 71) an Intensität hin

zugewonnen habe. Zusätzlich tauchen auch i n  dem Bereich niedrigen Molekulargewichts 

eine ganze Reihe neuer Banden auf (f - h i n  Abb. 71). 

Da leider keine Proteinmengenbestimmung durchgeführt wurde, können diese Ergebnis

se nur als Anhaltspunkt dafür dienen, daß DMSO offensichtlich auf die Proteinzusam

mensetzung oder -mobilität einen großen Eirifluß hat. So könnte vermutet werden, daß 

es sich bei den hochmolekularen Proteinen u m  mobilisierte MAPs handelt, deren Bin

dung zu den Mt  gelöst worden ist. 
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4 Diskussion 

4.1 Ernährung von Reticulomyxa ßlosa 

Im Gegensatz zu Allogromia laticollaris, als deren natürliche Nahrungsgrundlage marine 
Algenrasen angesehen werden, ist über die natürliche Nahrungsquelle von Reticulomyxa 
filosa wenig bekannt. Koonce und Schliwa Q986) empfahlen sogar noch die Ernährung 
mit Fischfutter. Mittlerweile hat sich jedoch die Fütterung mit Weizenkeimen, die in er
ster Linie Stärkekcrner enthalten, durchgesetzt (Euteneuer et al., 1989, Hauser und Lin
denblatt. 1989). 

Eigene Untersuchungen zeigen, daß Stärkekörner von Reticulomyxa aufgenommen und 
zum Zellkcrper hin abtransportiert werden. Da andere Partikel der gleichen Größenord
nung. z. B. Hefezellen, nicht angenommen werden, scheint dieser Vorgang selektiv zu 
sein. Das Fehlen von Nahrungsvakuolen in den feinen Filopodien deutet darauf hin, daß 
zumindest in den feinen Zellausläufern der Transport von Nahrungspartikeln wie bei 
Allogromia (Bowser und Rieder, 1984) beobachtet, extrazellulär erfolgt. 

Bei der Betrachtung der in Reticulomyxa vorkommenden Vakuolen ergeben sich jedoch 
einige Widersprüche zu diesen Beobachtungen. Vakuolen, die Stärkekörner enthalten, 
wie in Abb. 14, sind eine rare Ausnahme, während man mit viel größerer Wahrschein
lichkeit solche findet, die Bakterien enthalten (Abbildungen 12, 15, 55 (angeschnitten) und 
18). Teilweise (Abbildungen 15 und 18) scheinen die Bakterien den Aufenthalt in diesen 
Vakuolen sogar unbeschädigt zu überstehen. Lindenblatt (3988) beobachtete, daß Anti-
biotikakonzentrationen, die normalerweise ausreichend sind, die in den Kulturen stets 
vorhandenen Bakterien abzutöten, auch Reticulomyxa zum absterben bringen. Diese Be
obachtungen führen zu der Vermutung, daß die in den Vakuolen enthaltenen Bakterien 
nicht nur ein wesentlicher Bestandteil der Nahrung sind, sondern möglicherweise auch 
beim Aufschluß der Stärkenahrung eine Rolle als Endosymbionten spielen. 

4.2 Exkretion bei Reticulomyxa ßlosa 

Wie die Abbildungen Nr. 16 und 17 zeigen, werden neben alten Nahrungsvakuolen noch 
mindestens zwei andere Typen von Exkretionsvesikeln gefunden: Große, mit zahlreichen 
Blasen einer unbekannten Substanz gefüllte Vakuolen (Pfeile in Abb. 16) und homogene, 
mitochondriengroße Granula, die bei Kontakt mit dem umgebenden Medium eine blasi
ge Substanz absondern. Die Betrachtung der in Abb. IT markierten Vakuole legt nahe, 
daß die mit Blasen gefüllten Vakuolen aus der Verschmelzving der Granula mit einer 
Vakuole entstehen. 

44 



Auch die in feinen Filopodien häufig anzutreffenden vielkammerigen Vesikel, die Lin
denblatt Q988) als "myelinartig" beschreibt, haben einen ähnlichen Aufbau wie die 
bereits beschriebenen großen, mit Blasen erfüllten Vesikel (Abb. 50 und 51) und sind 
wohl ebenfalls als Produkte der Granula aufzufassen. Der direkte Vergleich mit der 
Zellmembran, wie er in Abb. 52 möglich ist, zeigt daß die Wände der in den "myelin
artigen" Vesikel eingeschlossenen Blasen teilweise fast die doppelte Dicke des Membran-
bilayers haben und deshalb mit großer Wahrscheinlichkeit keine Membranreserven dar
stellen, wie Lindenblatt G988) vermutete. 

Vielmehr ist anzunehmen, daß die Granula selber, wie auch die aus ihrer Verschmel
zung mit einer Vakuole entstehenden "myelinartigen" Vesikel Lindenblatts dem Aufbau 
der für Reticulomyxa charakteristischen Schleimhülle (Koonce und Schliwa, 1985) dienen. 

4.3 Kernteilung bei Reticulomyxa ßlosa 

Aus den Beobachtungen, daß sowohl Zellfragmente, die aus einer einzigen Stammzelle 
gewonnen wurden, als auch die Kerne einer Zelle bzw. eines Zellfragments untereinan
der nicht oder in etwa synchron sind, Cvgl. Abb. 25) läßt sich folgern, daß die Organi
sation der Kernteilung nicht von plasmatischen Faktoren sondern im wesentlichen von 
den einzelnen Zellkernen gesteuert werden könnte. Die extremen Größenunterschiede 
zwischen den Kernen einer Zelle (Abb. 22) bekräftigen diese Hypothese, können aber 
nicht als eindeutiger Beweis gewertet werden, weil die Synchronisation der Zellteilung 
in niederen Organismen wie Schizosaccharomyces pombe und Physarum nicht wie bei 
höheren Organismen in der G^-Phase sondern in der frühen Mitose erfolgt (Alberts et al„ 
1986). Aus der unterschiedlichen Größe von Interphasekernen kann daher nicht zwangs
läufig gefolgert werden, daß die Mitose asynchron verläuft. 

Da der Mitoseindex (also das Verhältnis teilende Kerne/Gesamtheit der Zellkerne) sehr 
niedrig ist, muß auch das Verhältnis der Dauer der M-Phase zu der Dauer des restlichen 
Kernzyklus sehr niedrig sein (Alberts et al., 1986), entweder weil die Mitose sehr schnell 
abläuft, oder weil der Kernzyklus sehr lange dauert. Da die Kernteilung nur an fixierten 
und gefärbten Organismen beobachtet werden konnte, kann über die Dauer von Mitose 
und Kernzyklus jedoch keine Aussage gemacht werden. 

4.4 Bedeutung der oberflächenvergrößernden Strukturen in Vakuo
len 

Immer wieder konnten an den Membranen von Vakuolen, die zumindest teilweise Nah
rungspartikel enthalten, charakteristische schlauch- bis flaschenförmige Einstülpungen der 
Vakuolenmembran gefunden werden (Abb. 14, IT und 18 - 21), die in eine, von sonstigen 
Zellorganellen freie, aus Mikrofilamenten bestehende Matrix eingebettet sind. 
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Die Mikrcfilamente dieser Matrix scheinen mit ihrem einen Ende an der Vakuolenmem-
bran verankert zu sein, während das andere Ende Hals- und Bauchbereich der Einstül
pungen spiralig umwindet. Zumindest im Bauchbereich der Einstülpungen sind die 
schraubigen Windungen der Mikrcfilamente miteinander vernetzt. 

Alles an dem Aufbau dieser Strukturen deutet darauf hin, daß es sich um kontraktile 
Organelle handelt, die mit der Osmoregulation befasst sind. An lebenden Exemplaren 
von Reticulomyxa wurden zwar niemals kontraktile Vakuolen beobachtet, die charakte
ristische schraubige Anordnung der Mikrofilamente läßt jedoch eine andere mögliche 
Aufgabe solcher Oberflächenvergrößerungen, so wie etwa die Resorption von Nahrungs
stoffen, unwahrscheinlich erscheinen. 

Eigentümlich ist der Aufbau dieses Organells. Patterson Q980) beschreibt das Spongiom 
rhizopodialer Amöben (Amoeba proteus, Chaos caiolinense) als aus kleinen Vesikeln 
bestehend, die Flüssigkeit aufnehmen, dann fusionieren und die kontraktile Vakuole 
bilden. Der Wasserausstoß erfolge dann am Uroid, wobei die Membran der Vakuole 
fragmentiere und das Spongiom bilde. Patterson vermutet, daß diese Struktur der kon
traktilen Vakuole Zellen ohne feste Außenwand und mit reger Plasmabewegung beson
ders angemessen sei. 

Im Gegensatz zu den von Patterson bei rhizopodialen Amöben beschriebenen Strukturen 
deutet nichts an dem Aufbau des Spongioms von Reticulomyxa darauf hin, daß es sich 
hier um kurzlebige Vesikel handeln könnte. Weitaus größer scheinen die Ähnlichkeiten 
mit der kontraktilen Vakuole von Flagellaten oder Ciliaten zu sein, die von einem 
Spongiom weitverzweigter Röhren gespeist wird (Patterson, 1980). 

Zusammenfassend kann man sagen, daß es sich bei diesen Strukturen höchstwahrschein
lich um das Spongiom eines osmoregulatorischen Organells handelt, dessen Differenzie
rung ungewöhnlich ist. Dies läßt sich daraus erklären, daß die für Amöben typische 
kriechende Fortbewegung des gesamten Zellkörpers bei Reticulomyxa zugunsten der 
Ausbildung des RPN in den Hintergrund getreten ist. Dadurch ist wahrscheinlich das 
zentrale Zellplasma einer weniger intensiven Bewegung unterworfen und ermöglicht so 
die Ausbildung eines stabileren osmoregulatorischen Organells. 

4.5 Calcium-Nachweis durch Arsenazo-Iü 

Der Grundgedanke dieses Versuchs war die Fragestellung, ob intrazelluläre Speicher in 
Reticulomyxa vorhanden sind, die eventuell durch Freisetzung oder Resorption von Cal
cium den Auf- und Abbau von Mikrotubuli steuern könnten. Durch in vitro Versuche 
wurde festgestellt, daß bereits mikromolekulare Mengen von Calcium die Bildung von 
Mikrotubuli blockieren und bereits vorhandene abbauen, sofern Calmodulin vorhanden 
ist (Alberts et al„ 1986). Zu der Beantwortung dieser Frage wurde versucht, bei Reticulo
myxa filosa intrazelluläres Calcium nachzuweisen. 
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Nach Probst Ü986) ist Calcium in der Zelle in drei Formen anzutreffen: Als freies Ca 2  

das bei der Fixierung ausgewaschen wird, als maskiertes Ca2  , wie es in calcifiziertem 
Gewebe zu finden ist und als locker gebundene ionische Form. Mit histochemischen 
Methoden wird hauptsächlich die letztgenannte Form bestimmt. 

Normalerweise wird bei lichtmikroskopischen Untersuchungen Arsenazo-III als metal-
Iochromer Indikator für Ca verwendet, da in Calcium-Gegenwart eine charakteristi
sche Verschiebung des Absorptionsmaximums dieses Stoffes stattfindet. (Kleinig und Sitte, 
1986) . Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Methode des Ca2  "-Nachweises beruht 
jedoch darauf, daß Arsenazo-III mit Calciumionen in alkoholischer Lösung einen unlösli
chen Niederschlag bildet. Da Arsen mit der Ordnugszahl 33 den Elektronenstrahl stärker 
ablenkt, als die meisten Elemente in physiologisch relevanten Verbindungen, die haupt
sächlich aus Elementen niedrigerer Ordnungszahl bestehen, ergeben die Arsennieder
schläge im elektronenmikroskopischen Bild einen gesteigerten Strukturkontrast. 

Bei Ortland Q990) reichte der Niederschlag von Arsenazo-III aus, um in Kontrollversu
chen mit ansonsten unkontrastierten Schnitten im sarcoplasmatischen Reticulum der 
Muskelzellen von Branchiostoma Niederschläge erkennen zu können. Zusätzlich bindet 
Arsen jedoch bei der Nachkontrastierung der Ultradünnschnitte noch Uranylionen, so daß 
sich auf diese Weise der Kontrast noch weiter steigert (Hauser, pers.. Mitteilung). 

In den eigenen Versuchen mit Reticulomyxa konnte jedoch außer einer allgemeinen 
Steigerung des Kontrastes keine auffallenden Kontrastveränderung bei der Gefriersubsti
tution durch Arsenazo-III beobachtet werden. Da Gefriersubstitutionen auch nicht in allen 
Fällen gleich ausfallen, kann noch nicht einmal definitiv behauptet werden, daß die 
Kontraststeigerung auf die Wirkung von Arsenazo-III zurückgeht. 

Dieses Phänomen kann zwei mögliche Ursachen haben: Es ist mit dieser Methode nicht 
möglich. Calcium bei Reticulomyxa ßlosa nachzuweisen, oder es sind keine größeren 
intrazellulären Calcium-Speicher vorhanden bzw. das Calcium liegt in ihnen in einer 
nicht nachweisbaren Form vor (s.o.). Denkbar wäre auch, daß bei Reticulomyxa Calcium 
direkt über die Plasmamembran über besondere Ca *-Kanäle eingeschleust wird, so daß 
keine intrazellulären Speicher notwendig sind. Der starke Kontrast der Plasmamembran 
könnte möglicherweise darin seine Erklärung finden. 

Der Calciumnachweis wird zusätzlich dadurch erschwert, daß die Diffusion bei den 
niedrigen Temperaturen während der Gefriersubstitution so stark eingeschränkt ist, daß 
schon das Aneinander haften der Proben in dem auf -24° C abgekühlten Ethanol aus
reicht, die Durchdringung mit dem Substitutionsmedium zu behindern. 

Die Ergebnisse des Versuchs sind nicht eindeutig interpretierbar, können jedoch als ein 
Indiz gegen das Vorkommen bedeutenderer intracellulärer Ca2*-Speicher gedeutet wer

den. 
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4.6 Die Polarität von Mikrotubuli 

Während bei den meisten Zellen die Polarität der Mikrotubuli bekannt ist oder zumin
dest aus der Lage des MTOCs indirekt geschlossen werden kann, ist bei den untersuch
ten Organismen allein aufgrund der riesigen Ausdehnung des Cytoskeletts und seiner 
ständigen und lebhaften Umgestaltung eine Richtungsbestimmung schwierig. Außerdem 
fehlen Reticulomyxa und Allogromia die ausgeprägten MTOCs anderer Organismen, wie 
sie z. B. Brinkley Ü985) beschreibt. 

Andererseits ist gerade die Polarität der Mt von Reticulomyxa ein Kernpunkt des mo
mentanen Interesses an diesem Organismus, weil in diesem nur ein einziges Mt-abhän-
giges Motorprotein gefunden werden kann (Schliwa et al., 1987), das für anterograden 
und retrograden Organellentransport gleichermaßen zuständig zu sein scheint (Schliwa et 
al., 1991). Die einfachste Erklärung für dieses Phänomen wäre, daß die Mt von Reticulo
myxa teilweise antiparallel sind, ihr Plusende also teilweise im zentralen Plasma und 
teilweise in der Peripherie haben. 

Tatsächlich scheint es schwer, sich vorzustellen, wie die reticulopodialen Protisten die 
starre Orientierung: Minusende im Zellkörper, Plusende in der Peripherie, aufrechterhal
ten können sollten. Schon Travis und Allen beschrieben 1981, wie die feinen Filopodien 
von Allogromia verzweigen und wieder miteinander verschmelzen, und Chen und 
Schliwa konnten 1991 mit der Technik des video-verstärkten Differentialinterferenzkon
trastes beobachten, wie einzelne Mikrotubuli sich an einem Mt anderen Ursprungs anla
gerten und auf ihm entlangglitten. Aus eigenen Beobachtungen fusionierender Zellen 
(Abbildung 8 und 11 a/b) folgert zwangsläufig, daß auch Filopodien mit Mikrotubuli ent
gegengesetzter Polarität miteinander verschmelzen müssen, um die Zellfusion einzuleiten. 
Wie das Plasmodium von Reticulomyxa in diesem Fall überhaupt in der Lage ist, eine 
gleichgerichtete Polarität der Mikrotubuli in einem Filopodium aufrecht zu erhalten, er
scheint merkwürdig. 

Andererseits beobachteten Koonce und Schliwa schon 1985, daß für den bidirektionalen 
Transport entlang eines Filopodiums ein einziger in den Filopodium enthaltener Mikrotu-
bulus ausreichte. Daraus folgert im Licht der später gewonnenen Erkenntnis, daß für bei
de Transportrichtungen nur ein Motorprotein verantwortlich ist. daß dieses Protein selber 
in der Lage sein muß, in beiden Richtungen entlang eines Mt zu wandern. In weiteren 
Versuchen stellten Euteneuer et al. (1989) mit der Technik der Dynein-Dekoration fest, 
daß die meisten Mt eines Filopodiums tatsächlich identisch orientiert sind, und zwar, wie 
von anderen Organismen bekannt, mit dem Minusende im Zellzentrum. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, die Ergebnisse von Euteneuer et al. (1989) mit 
einer Technik zu überprüfen, die von diesen selber verworfen worden ist: Der De
koration der Mt mit Tubulin-hooks in einem 0,5 M PIPES-Puffer. Diese Methode, die von 
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Euteneuer und Mcintosh bei anderen Organismen GPtK̂  Zellen, 1981 und Haemanthus, 
1980) und ebenfalls von Heidemann CEimeria, Fischmelanophoren, Fischretina, Insekten-
ovarien, Hühnerneuronen, Lilia, Heliozoen: Zusammenfassung in Heidemann, 1991) ver
wendet wurde, beruht darauf, daß unter geeigneten Bedingungen freies Tubulin an be
stehende Mt anpolymerisiert und dabei typische links- oder rechtsdrehende Haken bil
det, die die Polarität des Mt anzeigen. 

Euteneuer et ai. berichten in ihrer Arbeit von 1989, daß die hohen Salzkonzentrationen 
des von ihnen verwendeten Puffers die Mt von Reticulomyxa zerstöre. Der im Rahmen 
dieser Arbeit verwendete Puffer hat jedoch bei gleicher Konzentration an Salzen zumin
dest einen geringen Prozentsatz der Mt von Reticulomyxa ßlosa erhalten können (Abb. 
37). auch wenn die Tubulin-Dekoration bei diesem Objekt fehlgeschlagen ist. Die erst 
nach Abschluß des praktischen Teils dieser Arbeit von Heidemann (1991) publizierten 
verfeinerten Methoden der Tubulin-Dekoration könnten helfen, die Technik bis zu einem 
erfolgreichen Ergebnis weiter zu verbessern. 

Erstaunlich ist hingegen, wie problemlos die gleiche Dekorationsprozedur bei Allogromia 
laticollaris gelungen ist (Abb. 32 - 35). Die Mt sind gut erhalten, und die an ihnen be
findlichen Anhänge weisen tatsächlich größtenteils in die gleiche Richtung. Aufgrund 
der geringen Menge verfügbaren Materials wurde jedoch auf eine statistische Auswer
tung verzichtet. 

Dieser Befund deutet darauf hin, daß Allogromia trotz des ständigen Umbaus ihres RPN 
in der Lage ist, eine einheitliche Orientierung der cytoplasmatischen Mt aufrecht zu 
erhalten. Ein anderer Aspekt dieses Ergebnisses ist jedoch, daß die Unterschiede zwischen 
den Mt von Allogromia und Reticulomyxa größer sind, als aufgrund der ähnlichen Le
bensbedingungen und Verhaltensweisen zu erwarten wäre (Vergleiche dazu auch den 
folgenden Abschnitt). Dies stimmt überein mit den Beobachtungen Lindenblatts Q988), der 
feststellte, daß es erhebliche Unterschiede im Molekulargewicht von Reticulomyxa- und 
i4V/ogro/ma-Tubulin gibt. Es ist durchaus wahrscheinlich, daß der unterschiedliche Auf
bau des Tubulins auch ein unterschiedliches physikalisches Verhalten bewirken könnte. 

4.7 Ergebnisse der indirekten Immunfluoreszenz 

Auch die unterschiedlichen Reaktionen von Reticulomyxa und Allogromia auf die bei
den monoklonalen Antikörper WA III und 7t sind ein weiteres Indiz für die unerwartet 
großen Unterschiede zwischen den Tubulinen beider Organismen. Daß nur Reticulo-
/nyxa-Tubulin überhaupt einen der beiden Antikörper bindet, und zwar den 7t-Ak. der 
gegen das a-Tubulin von Amöben gerichtet ist. zeigt überdies, daß die Unterschiede 
zwischen den Tubulinen beider Organismen und "normalem" Tubulin erheblich sein 
könnten (vgl. auch Lindenblatt, 1988). 
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Natürlich ist die Aussagekraft monoklonaler Antikörper über den Verwandtschaftsgrad 
von Proteinen nur eingeschränkt tauglich, da diese Antikörper nur ein einziges spezifi
sches Epitop dieses Proteins erkennen, und somit eine Punktmutation ausreicht, die Bin
dung an dieses Epitop zu verhindern (vgl. Alberts et al.. Kleinig und Sitte, beide 1986). 

Lindenblatt G988) und Häuser und Lindenblatt (1989) berichten hingegen, daß sowohl Al
logromia als auch Reticulomyxa mit den monoklonalen Antikörpern YOL 34 gegen 
fixiertes Tubulin, 1D5 gegen detyrosiniertes a-Tubulin und (eingeschränkt) YL 1/2 gegen 
tyrosiniertes a-Tubulin reagieren. Die Bindung dieser monoklonalen Antikörper zeigt, daß 
nicht alle Epitope der a-Tubuline von Reticulomyxa und Allogromia unterschiedlich 
sind. 

Die negative Reaktivität beider Organismen gegen den Antikörper WA III (monoklonaler 
Ak gegen ß-Tubulin aus Gehirn) bietet eine interessante Perspektive, die nicht uner
wähnt bleiben soll: Da für die Dekorationsversuche zur Bestimmung der Mt-Polarität ge
reinigtes Hirntubulin verwendet wurde (Vgl. Punkt 4.6), dessen ß-Tubulin also mit dem 
Ak WA III reagiert, bietet sich die Inkubation mit diesem Ak als Schnelltest an, um in 
weiteren Versuchen optimale Bedingungen für die hook-Bildung bei Reticulomyxa und 
Allogromia zu finden. Bei einer gelungenen Dekoration sollte sich ein Fluoreszenzmuster 
zeigen, das der Verteilung der Mt in den Organismen entsprichti aus der Intensität der 
Fluoreszenz ließe sich das Ausmaß der Dekoration messen. Sowohl die Versuchsdurch
führung als auch die -auswertung wäre mit einem Bruchteil des bisherigen Arbeitsauf
wands durchführbar. 

4.8 Ouerbrücken und MAPs bei Reticulomyxa 

M i  Charakterisierung der Querbrücken 

In Abschnitt 3.6.1.1 wurden drei unterschiedliche Typen mit Mikrotubuli verbundener 
Proteine charakterisiert: Periodische Ouerbrücken von 17 nm Länge, 10 nm Dicke und 
einem mittleren Abstand von 21,5 rim, unregelmäßig verteilte kegelförmige Proteinkörper 
mit einer Länge und Breite von jeweils ungefähr 10 nm und unregelmäßig geformte 
Ouerbrücken von 65 nm Länge und 15 nm Dicke. 

Cytoplasmatisches Dynein 

Die Abstände und Ausmaße der periodisch angeordneten Ouerbrücken erinnern stark an 
die Anordnung axonemaler Dyneine. Auch Hauser und Golz beschrieben 1985 bei Allo
gromia sehr ähnlich angeordnete globuläre Ouerbrücken und äußerten die Vermutung, 
daß es sich um cytoplasmatisches Dynein handle. Die scheinbare Unstimmigkeit, daß die 
in der vorliegenden Arbeit bei Reticulomyxa beschriebenen Ouerbrücken stiftförmig 
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sind, während Golz und Hauser Q985) globuläre Ouerbrücken beschrieben haben, klärt 
sich, wenn man beachtet, daß Golz und Hauser lysierte Filopodien untersucht hatten. 
Tatsächlich zeigen auch die Ouerbrücken von Reticulomyxa nach der Lysis ein globulä-
res Erscheinungsbild (Abb. 41 und 47). Es ist wahrscheinlich, daß die globulären Struktu
ren an lysierten Mikrotubuli den Köpfen des cytoplasmatischen Dyneins entsprechen, 
während die "Füße" durch mechanische Beanspruchung deformiert werden (zur Ultra
struktur cytoplasmatischen Dyneins vgl. Mcintosh und Porter, 1989). 

Filamentöse Ouerbrücken von 10 nm Durchmesser, 18 nm Länge und 23 nm mittlerem 
Abstand wurden bei Allogromia ebenfalls noch von Kachar et al (1987) beschrieben und 
als Ursache der Organellenbewegung identifiziert. 

Da außerdem ein Dynein-ähnliches Protein als ausschließlicher Motor des Organellen
transports in Reticulomyxa ßlosa identifiziert wurde (Schliwa et al., 1991) , und identische 
Ouerbrücken nicht nur zwischen Mt, sondern auch als Verbindung zwischen Mt und 
Organell gefunden wurden (Abb. 44), kann davon ausgegangen werden, daß diese 
Ouerbrücken cytoplasmatisches Dynein darstellen. 

Wie Abb. 42, 43 und 45 zeigen, stehen die Dyneinarme meistens nicht senkrecht vom 
Mikrotubulus ab, sondern weisen zu einem der beiden Mt-Enden. Dies legt die Vermu
tung nahe, daß das cytoplasmatische Dynein von Reticulomyxa einen ähnlichen Ouer-
brückenzyklus wie das axonemale Dynein aufweist. Diese Annahme wird gestützt durch 
Gibbons (1988), der die größten Homologien zwischen axonemalem und cytoplasmati
schen Dynein in dem Bereich der Energieübertragung durch die zyklischen Interaktio
nen der Dyneinköpfe mit den Mikrotubuli vermutet. Eine ähnliche Reaktion cytoplasma
tischen und axonemalen Dyneins auf Vanadat und gleichzeitige Belichtung mit UV-
Strahlung, die zu einer photolytischen Spaltung der Dyneinköpfe führen (Vallee und 
Shpetner, 1990) sowie eine ähnliche Spezifität der beiden Motorproteine für synthetische 
hydrolysierbare Basenanaloga (Schliwa, 1991) unterstützen diese Hypothese. 

Bei axonemalem Dynein sind Existenz und Ablauf des Ouerbrückenzyklus weitgehend 
geklärt: Bei Vorhandensein von ATP zeigt das Dynein zum Minusende des Mikrotubulus, 
nimmt mit diesem Kontakt auf und bewegt sich dann unter Kraftentwicklung bei 
gleichzeitiger Hydrolyse des ATP in eine Stellung senkrecht zum Mt (Satir, 1988). Im 
Gegensatz zum Ouerbrückenzyklus des Myosins führt die Verwendung nicht hydro-
lysierbarer ATP-Analoga nicht zu einer Lösung der Bindung zwischen Dynein und 
Mikrotubulus, sondern die Ouerbrücken werden in der zum Minusende zeigenden, mit 
dem Mt verbundenen Konfiguration stabilisiert (Gibbons, 1988). Der Arm verharrt bis zur 
Aufnahme eines neuen ATP-Moleküls in der senkrechten Orientierung zum Mikrotu
bulus (Rigor), wobei die Bindung zum Mikrotubulus nicht gelöst wird. 
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Unter der Grundannahme, daß sich die Querbrückenzyklen axonemalen und cytoplas
matischen Dyneins weitgehend ähnlich seien, verwundert die Beobachtung, daß die 
Ouerbrücken zwischen zwei Mt nicht zwangsläufig alle in die gleiche Richtung weisen 
(Brücken zwischen dem 2. und 3. Mt von links in Abb. 45), wie es in Axonemen die 
Regel ist. Für dieses Phänomen gibt es zwei mögliche Erklärungen: 

a) Die Brücken gehen nicht alle von einem Mikrotubulus auss die Ouerbrücken, die von 
links oben nach rechts unten weisen, gehen vom Mt Nr. 2 aus, während die von rechts 
oben nach links unten laufenden Brücken vom Mt Nr. 3 ausgehen. 

b) es handelt sich um Ouerbrücken, die nur von einem Mt ausgehen, aber um zwei 
verschiedene dyneinartige Proteine bzw. zwei verschiedene Aktivitätszustände des in 
Reticulomyxa anzutreffenden bidirektional arbeitenden dyneinartigen Motorproteins 
(Schliwa, 1991). 

Welche der beiden möglichen Erklärungen zutreffend ist. kann leider mit dem vorlie
genden Material nicht beantwortet werden. Eine eindeutige Klärung könnten in vitro 
Versuche mit isolierten Reticulomyxa-Mt und nicht hydrolysierbaren Basenanaloga 
(AMP-PNP) erbringen. Wenn es gelänge, auf mechanischem Weg oder durch längerfristi
ge ATP-Zugabe nach der Methode von Euteneuer Q98T) die Mt-Bündel von Reticulo
myxa in einzelne Mt zu zerlegen, und die Dyneine dieser Mikrotubuli dann durch 
AMP-PNP im aktivierten Zustand zu arretieren, müßte sich im elektronerimikroskopi-
schen Bild feststellen lassen, ob die von einem Mt ausgehenden Dyneine alle in diesel
be Richtung weisen. 

Kegelförmige Proteine an Mt 

Diese vereinzelt anzufindenden Proteine (Abbildungen 41 Inset und 46) ähneln den von 
Golz (1986) bei Allogromia beschriebenen globulären Strukturen von 7-10 nm Durchmes
ser. Golz interpretiert diese Strukturen als hochmolekulares MAP 2. 

Der Terminus MAP 2 ist ein Sammelbegriff für 3 Proteine: MAP 2 a (288 kDa), MAP 2 b 
(280 kDa) und MAP 2 c (70 kDa) (Matus Ü988) und Nunez Q988), zitiert nach Goedert et 
al.. 1991), die mittlerweile als ubiquitär bei cytoplasmatischen Mt angesehen werden 
(Wiche, 1989). Da aus Gehirn isoliertes MAP 2 sich ungefähr 100 nm von der Mt-Oberflä-
che hinweg ausdehnt und Querverbindungen zu dem umgebenden Cytoskelett formt 
(Goedert et al., 1991, Feick et al., 1991) oder Bindungen zu Mitochondrien (Rendon et al., 
1990, Leterrier et al.. 1990) und möglicherweise anderen Zellorganellen ausbildet, und al
le diese Struktureigenschaften auf das beschriebene Protein bei Reticulomyxa filosa nicht 
zutreffen, erscheint die Klassifizierung als MAP 2 hier jedoch als unwahrscheinlich. 
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Unregelmäßig geformte Ouerbrücken 

Obwohl diese Strukturen, die besonders an den fuzzy coated vesicles, aber auch als 
Verbindung zwischen anderen Cytoskelettkomponenten zu finden sind (Abb. 39, 40, 42, 
45), in ihrem Abstand voneinander und in ihrer Form variabel sind, scheinen sie doch 
zu einem einheitlichen Typus zu gehören. An freien, einseitig ungebundenen Querbrük-
ken lassen sich eine flexible Halsregion und ein globuläres Köpfchen, das möglicher
weise der Bindung an andere Cytoskelettkomponenten dient, unterscheiden (vgl. Abb. 
40). 

Diese Ouerbrücken sind grundsätzlich größer dimensioniert als die regelmäßigen Ouer
brücken, die als Dynein identifiziert wurden (direkter Vergleich in Abb. 42). Dies legt 
nahe, daß es sich um ein Polypeptid handelt, dessen Molekulargewicht um ein Vielfa
ches größer ist. als die von cytoplasmatischem Dynein. Größe und Struktur dieser Quer-
brücke lassen sich jedoch mit keinem bekannten MAP oder einer anderen Komponente 
des Cytoskeletts in Ubereinstimmung bringen. Das häufige Auftreten dieser Proteine, ins
besondere in den Filopodien, legt jedoch nahe, daß sie eine wichtige Funktion innerhalb 
der Zelle erfüllen! möglicherweise dienen sie der statischen Verankerung von Zellorga
nellen. 

4.8.2 Effekte von DMSO auf cytoplasmatisches Dynein 

DMSO greift auf vielfältige Weise in zelluläre Regulationsmechanismen ein. Unter ande
rem hemmt es die Anheftung von Leukocyten (Sekizuka et al., 1989), fördert den Abbau 
von Aktinfasern und fördert die Einlagerung von Aktin in den Zellkern (Sanger et al., 
1980), wirkt je nach Konzentration hemmend oder fördernd auf die Genexpression (Liotti 
et al., 1989, Goldstein und Magnano, 1988) und setzt in vitro die kritische Konzentration 
bei der Polymerisation von Tubulin herab (Algaier und Hirnes, 1987). Viele dieser Me
chanismen scheinen damit verknüpft zu sein, daß DMSO als starker Akzeptor für Was
serstoffbrücken dient, was zur Folge hat, daß sich die Membranstruktur durch den 
Austausch des in ihr eingelagerten Wassers durch DMSO lockert (Kharasch und 
Thyagarajan, 1983, zitiert nach Goldstein und Magnano, 1988). Die veränderte Membran
struktur hat zur Folge, daß die Membranpermeabilität zunimmt (De la Torre, 1983). 

In den durchgeführten Versuchen mit Reticulomyxa zeigten sich mehrere Effekte: Das 
Cytoplasma der Organismen schien außergewöhnlich "inhaltsleer" zu sein (Abbildungen 
52 und 53), das Wachstum der Zellen erfolgte schneller, die Mikrotubuli schienen wei
testgehend Dynein-frei zu sein, und in der Gelelektrophorese derartig behandelter Orga
nismen zeigten sich einige Banden hochmolekularer Proteine (Abb. 71, Pfeile a-d), die in 
Kontrollversuchen nicht oder wesentlich schwächer vorhanden sind. 
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In Anlehnung an De la Torre (1983) ist zu vermuten, daß das Auftreten "inhaltsleeren" 
Zellplasmcis ein Effekt der gesteigerten Membranpermeabilität ist. Wahrscheinlich führt 
die geänderte Membranstruktur zu einem erhöhten Einstrom von Wasser in die Zelle. Da 
bei Zellen, die 30 Minuten mit DMSO inkubiert waren, das Plasma "dünner" aussieht 
(Abb. 53) als bei für 90 Minuten inkubierten Zellen (Abb. 52), kann vermutet werden, 
daß die Zelle dem erhöhten Wassereinstrom mit einer erhöhten osmoregulatorischen 
Aktivität begegnet. 

Nach Agaier und Hirnes (2987) wirkt DMSO auf zweierlei Weise fördernd auf die Poly
merisation von Tubulin: Es erleichtert die Bildung von Polymerisationskeimen 
(Nucleation) und es beschleunigt die Verlängerungsreaktion (Elongation). Auf diese Weise 
erfüllt es bei in vitro Versuchen eine ähnliche Funktion wie die MAPs (Hirnes, Burton 
und Gaito, 1977). 

Die Tatsache, daß in 2% DMSO inkubierte Organismen schneller ein RPN ausbilden, legt 
nahe, daß DMSO auch in vivo eine polymerisationsfördernde Wirkung auf die Mt von 
Reticulomyxa hat. 

Bei für 45 Minuten in 2% DMSO ausgewachsenen Organismen zeigt sich außerdem an 
lysierten Filopodien, daß die in diesem Medium gebildeten Mt weitestgehend MAP- und 
Dynein-frei sind (Abb. 54). Das Fehlen bündelnder MAPs wird indirekt auch durch das 
"atypische", stark verzweigte Wachstum des RPN belegt. Zusammen mit der Beobach
tung, daß in Medien mit 10% DMSO lysierte Organismen jedoch noch zahlreiche Dy-
neinbrücken aufweisen (Abb. 47) führt dies zu der Vermutung, daß DMSO nicht nur, wie 
von Hirnes et al. (1977) bemerkt, die polymerisationsfördernde Wirkung von MAPs ersetzt, 
sondern auch die Bindung von MAPs verhindern könnte, indem es möglicherweise der
en Bindungsstellen besetzt hält. Eine nach der Mikrotubulusbildung erfolgende Applika
tion von DMSO scheint jedoch keine beeinträchtigende Wirkung auf die Bindung von 
MAPs zu haben und diese nicht von ihren Bindungsstellen abzulösen. 

Mit dieser These übereinstimmend lassen sich auch die Ergebnisse der Gelelektrophorese 
dahingehend interpretieren, daß die bei 2% DMSO neu aufgetretenen Banden im hoch
molekularen Bereich (Banden a - d in Abb. 71) ungebundene MAPs (unter anderem auch 
cytoplasmatisches Dynein) darstellen. Ein eindeutiger Beweis dafür, daß es sich bei die
sen Banden tatsächlich um MAPs handelt, wäre jedoch nur mit immunologischen Me
thoden zu führen. 

Zwei weitere Schlußfolgerungen erwachsen noch aus den geschilderten Beobachtungen: 

a) In welcher Aggregationsform nicht polymerisiertes Tubulin auch immer in Reticulo
myxa vorliegen mag, es kann nicht bereits an MAPs gebunden sein (oder diese Bindung 
wird während der Polymerisationsreaktion gelöst). (Freies Tubulin, aber auch helicale 
Filamente erfüllen diese Bedingung anscheinend.) Wahrscheinlich existiert bei Organis
men mit einem abgebauten Cytoskelett ein Pool nicht Mt-gebundener MAPs bzw. nicht 
Mt-gebundenen Dyneins. 
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b) Da das Wachstum mit DMSO inkubierter Organismen schneller als bei unbehan
delten Organismen erfolgt, ist es wahrscheinlich, daß die Verlängerung der filopodialen 
Mt primär durch Polymerisation und nicht durch das Aneinandergleiten der Mt eines 
Bündels ermöglicht wird. Durch das Fehlen von Dynein bei mit DMSO inkubierten 
Organismen ist diesen ja die Möglichkeit für diese Form der Filopodienverlängerung 
genommen. 

Daher böte DMSO in zukünftigen Versuchen wahrscheinlich die Möglichkeit, den Auf-
und Abbau der Mt ohne die störende Uberlagerung von Gleitbewegungen zwischen ih
nen zu beobachten. 

4.9 MTOCs bei Reticulomyxa ßlosa 

Im Gegensatz zu der von Euteneuer et al. Ü989) geäußerten Ansicht, daß Reticulomyxa 
ßlosa keine offensichtlichen MTOCs besitze, die die Polarität der Mikrotubuli erkennen 
lassen, scheint es im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelungen zu sein, anhand von 
Schnittserien nachzuweisen, daß ein hoher Prozentsatz - wenn nicht sogar alle - der in 
den feinen Filopodien endenden Mt an diesem Ende von einem elektronendichten Cap 
charakteristischer Ausmaße umgeben sind (Abbildungen 56 a - e). Ein vergleichbares 
Cap wurde ebenfalls an dem Ende eines einzelnen Mt in einem Mikrotubulusbündel ge
funden (Abb. 57). Ähnliche Strukturen sind kürzlich auch von Hauser und Golz (im 
Druck) an den Enden der Mt von Allogromia identifiziert worden. 

Da Euteneuer et al. (1989) mit Dekorationsversuchen nachgewiesen haben, daß die Mt 
von Reticulomyxa wie die der meisten anderen Organismen mit dem Plusende gegen 
die Zellperipherie gerichtet sind, handelt es sich bei den beobachteten gecapten Enden 
wahrscheinlich um die Plusenden der Mt. Es ist jedoch nicht auszuschließen, daß an den 
Minusenden der Mikrotubuli ähnliche Strukturen existieren könnten. 

Nach der Definition von Pickett-Heaps et al. (1982) (zitiert nach Brinkley, 1985), sind 
MTOCs nicht nur die Orte, an denen wahrscheinlich der Aufbau von Mt stattfindet, son
dern sie können ebenso Stellen sein, an denen die freien Enden von Mt angezogen oder 
eingefangen werden. Diese Definition trifft auch auf die bei Reticulomyxa beobachteten 
Mt-terminierenden Strukturen zu. Die Maskierung von Mt-Plusenden ist bislang nur von 
den Kinetochoren der Chromosomen in der Zellteilung bekannt. 

Da sowohl unter Wachstums- oder Gleichgewichtsbedingungen (Abbildungen 56 und 57) 
als auch unter Bedingungen, die den rapiden Abbau des Cytoskeletts fördern, identisch 
geformte Caps an den Enden von Mt gefunden werden können (Abb. 69), kann vermu
tet werden, daß die Caps sich entsprechend dem Auf- oder Abbau der Mt mit deren 
Enden mitbewegen. 
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Ein Phänomen, das Reticulomyxa zu einem beliebten Objekt der Cytoskelettforschung 
macht, ist die außerordentliche Geschwindigkeit, mit der die Mt dieses Organismus 
wachsen. Während die Wachstumsrate von Mt bei Verwendung von gereinigtem Hirn-
tubulin bei einer Konzentration von 1,5 mg/ml bei 4 ^m/Min liegt (Walker et al., 1988), 
und Mt in menschlichen Fibroblasten mit 3,5 {im/Min (Schulze und Kirschner, 1986), in 
den Epithelzellen der Lunge von Molchen mit 7,2 ^im/Min (Cassimeris et al. 1988) und in 
den Axopodien von Heliozoen mit 6 (im/Min Schliwa, 1976) wachsen, wurde als maxi
male Aufbaugeschwindigkeit der Mt von Reticulomyxa filosa 210 (im/Min bestimmt 
(Chen und Schliwa, 1990). Wenn die Kinetik der Tubulinpolymerisation bei Reticulomyxa 
nicht vollkommen anders ist, als bei allen anderen bisher untersuchten Tubulinen, be
dingt eine Wachstumsrate von 100 [im/Min eine freie Tubulinkonzentration von 
15 mg/ml. Die Gesamtkonzentration von Tubulin in Reticulomyxa wurde jedoch von 
Chen und Schliwa (1990) mit 2 - 4  mg/ml bestimmt und liegt damit in der gleichen 
Größenordnung, wie bei vielen anderen Zellen (Hiller und Weber, 1978). Eine mögliche 
Aufgabe dieser MTOCs ist also wahrscheinlich die Erhöhung der lokalen Tubulinkonzen
tration an den Plusenden der Mt. 

Wie Abbildung 69 nahelegt, könnte eine weitere Aufgabe dieser Caps der Umbau der 
Mt zu helicalen Filamenten (siehe den folgenden Abschnitt) sein. 

4.10 Helicale Filamente 

Helicale Filamente und Tubulin-Parakristalle sind Aggregationsformen von Tubulin, die 
unter dem Einfluß von Vinca-Alkaloiden in einer Vielzahl von Zellen aus Mikrotubuli 
entstehen können (Review in: Unger, Böhm und Vater, 1990). Andere Methoden, um 
helicale Filamente zu erzeugen, sind die Abkühlung der Zellen oder die Behandlung mit 
Colchizin oder Halothan (Unger, Böhm und Vater, 1990). 

Unter physiologischen Bedingungen wurden helicale Filamente und die daraus beste
henden Parakristalle bisher nur in Allogromia laticollaris und Reticulomyxa ßlosa be
obachtet. Es ist jedoch anzunehmen, daß noch mehrere andere Arten der Klasse der 
Granuloreticulosea diese Besonderheit der Cytoskelettorganisation mit Allogromia und 
Reticulomyxa teilen, da die Ausbildung eines reticulopodialen Netzwerks ein klassenty
pisches Merkmal ist und die systematische Einteilung innerhalb der Klasse in erster Linie 
nach Vorhandensein und Form des Gehäuses erfolgt (Vgl. Levine et al., 1980). 
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Da es sich bei den helicalen Filamenten nicht um eine unter Agentienein Wirkung ent
stehende - mehr oder weniger beliebige - Sonderform handelt, sondern um eine Struk
tur, die physiologisch bei Organismen auftritt, die fossil seit dem Altpaläozoikum belegt 
sind, kann gehofft werden, dafl eine Aufklärung dieser Struktur und ihrer Entstehung 
zugleich auch Rückschlüsse auf die Cytoskelettorganisation "höherer" Organismen zulas
sen wird. 

4-10.1 Darstellung helicaler Filamente mit der Negative Stainina-Technik 

Während die Darstellung der helicalen Filamente von Allogromia laticollaris im Negative 
Staining keinerlei Schwierigkeiten bereitete (Abb. 60 - 62), kam es bei Reticulomyxa fi-
losa zu dem Problem, daß in lysierten und negativ kontrastierten Präparaten niemals he
licale Filamente zu finden waren. Auch die Literaturangaben zu der Darstellbarkeit heli
caler Filamente in lysierten Zellen von Reticulomyxa sind widersprüchlich. Während 
Häuser et al. (1989) von keinen besonderen Schwierigkeiten bei der Präparation berich
ten, protokolliert Froese (1990), daß nach einer Lysis in den Zellkörpern von Reticulo
myxa ßlosa keine helicalen Filamente oder parakristallinen Aggregate mehr zu finden 
waren. 

Die Tatsache, daß unter identischen Inkubationsbedingungen im elektronenmikroskopi
schen Bild stets helicale Filamente zu finden sind, während lysierte und negativ kon
trastierte Cytoskelette Hf-frei waren, führt zu der Vermutung, daß ein nicht näher be
kannter Bestandteil des Kulturmediums, der zusammen mit dem Lysismedium in die Zel
le eindringt, die Erhaltung helicaler Filamente verhindert. Da die Darstellung helicaler 
Filamente mit dem gleichen Lysismedium bei Allogromia problemlos gelingt, scheint die 
Möglichkeit, daß das Lysismedium selber die Auflösung der helicalen Filamente bewir
ken könnte, relativ unwahrscheinlich. 

Da die Inkubation in vollentsalztem Wasser zusammen mit dem bereits bei Allogromia 
bewährten Lysiermedium von Golz zu dem gewünschten Erfolg führt, scheint tatsächlich 
ein Bestandteil des Kulturmediums für die Zerstörung der helicalen Filamente bei Reti
culomyxa ßlosa verantwortlich zu sein. Versuche mit dem den Mt-Abbau fördernden 
(Alberts et al, 1986) Agens Ca * in VE-Wasser zeigten, daß dieses bis zu einer Konzen-

-4 2 + tration von 10 M. die weit über der Ca -Konzentration im Medium 1:1 liegt, keinen 
Einfluß auf die Erhaltung von Hf in der Lysis hat. Auch andere Versuche führten zu 
keinem Ergebnis, so daß die Frage nach der Natur des unbekannten Faktors, der zur 
Zerstörung der Hf führt, weiterhin unbeantwortet bleiben muß. 
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Erstaunlich ist ebenfalls, daß Mg * in Konzentrationen von 1 0 - 1 0 0  mM die Entstehung 
von Hf bei Reticulomyxa fördert. Eine Mg2 +-induzierte Bildung von Tubulin-Parakristal-
len in den Axopodien von Heliozoen wird ebenfalls von Shigenaka et al. (1975) berich
tet. Mg2*, das zur Polymerisation von Tubulin zu Mikrotubuli essentiell benötigt wird 
(Alberts et al. 1986), ist auch Bestandteil vieler Mt-stabilisierender Medien (z.B.: Simon 
und Salmon, 1990i Bayley et al.. 1989a). 

Ähnliche Effekte, daß ein Mt-Stabilisator gleichzeitig die Entstehung helicaler Filamente 
fördert, zeigt sich bei der Inkubation mit Vanadat. Hauser et al. Q989) berichten, daß die 

3 -kurzzeitige Applikation von 2 - 4  mM VO^ bei Reticulomyxa die Umwandlung großer 
Teile des RPN in helicale Filamente bewirkt. Koonce und Schliwa Q986) beschreiben 
Vanadat dagegen als einen essentiellen Faktor bei der Mt-Stabilisierung in Lysis versu
chen. 

Die Wirkung schweren Wassers auf die Entstehung von Hf ist hingegen nicht eindeutig. 
Während D 2 0  wohl eindeutig eine Mt-stabilisierende Wirkung hat. da es das Polymeri
sationsgleichgewicht in Richtung Mt-Bildung verschiebt (Hauser, 1974, Itoh und Sato, 
1984), beschreibt Froese (1990) für Reticulomyxa filosa eher eine Förderung der Hf-Bil-
dung, während Hauser und Schwab (1974) bei Allogromia laticollaris nach Applikation 
von 75% D2O keine helicalen Filamente mehr beobachtet haben. Dustin (1978) berichtet 
hingegen, daß schweres Wasser die Bildung von helicalen Filamenten fördere. 

Eine plausibele Erklärung für die chemisch-physikalischen Umstände, die die Umwand
lung von Mt in Hf fördern, steht somit zur Zeit wohl noch aus. Die aus der Verallge
meinerung der Versuche mit Vinca-Alkaloiden, Kälte und Colchizin zu ziehende Schluß-
folgerung, daß Agenzien, die die Bildung helicaler Filamente fördern, ebenfalls den 
Abbau von Mt bewirken, scheint eine unzulässige Vereinfachung der komplizierteren 
Verhältnisse zu sein. 

4.10-2 Infrastruktur helicaler Filamente 

Da bis auf die außergewöhnlich dünnen Hf bei Reticulomyxa (Abb. 66). die wahr
scheinlich durch die enge Packung in einem Filopodium bedingt war. keine auffälligen 
ultrastrukturellen Unterschiede zwischen den Hf von Reticulomyxa und Allogromia vor
handen sind, erübrigt sich eine vergleichende Gegenüberstellung der helicalen Filamen
te beider Organismen. 

Interessant ist Abb. 69, in der ein Protofilamentstrang, der dem Cap des distalen Mt-En-
des bei Reticulomyxa entspringt, die Vermutung nahe legt, daß an diesem Ort - mögli
cherweise unter Mitwirkung des Caps - eine Umwandlung des Mikrotubulus in ein he-
licales Filament erfolgt. Dies würde sich mit den Beobachtungen von Chen und Schliwa 
(1990) decken, die im video verstärkten Differentiai-Interferenzkontrast schrumpfende Mt-
Enden photografierten, die unbekannte Partikel hinter sich zurückließen, von denen die 
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Autoren vermuteten, daß es sich um helicale Filamente handeln körinte. Auch Linden
blatt (1988) und Froese (1990) haben in ihren Arbeiten Strukturen abgebildet, die ihrer 
Meinung nach den Ubergang zwischen Mikrotubuli und helicalen Filamenten darstellen. 

Den indirekten Nachweis, daß Mt direkt in helicale Filamente übergehen, haben Golz 
und Hauser (1985) bei der Inkubation von Allogromia laticollaris mit 6 (xM Rutheniumrot 
geführt. Sie zeigten, daß schon eine zehnsekündige Inkubation mit Rutheniumrot unmit
telbar vor der Fixierung zu einer Umwandlung sämtlicher Mt zu helicalen Filamenten 
führt. Diese Zeit ist entschieden zu kurz, um eine komplette Depolymerisation der Mt mit 
anschließender Kristallisation des freigesetzten Tubulins in der Form von helicalen Fila
menten zu ermöglichen. Bestärkt wird die Theorie des direkten Ubergangs zwischen Mt 
und Hf ebenfalls durch den Nachweis von Hauser et al. (1989), daß die Mt von Reti
culomyxa filosa aus "physiologisch altem" Glu-Tubulin bestehen. 

Trotzdem ist der direkte Uber gang von Mikrotubuli in helicale Filamente ohne den Um
weg über freies Tubulin umstritten. Wie auch die Abbildungen 61 Onset) und 68 Onset) 
verdeutlichen, bestehen helicale Filamente höchstwahrscheinlich aus schraubig auf ge
wundenen parallel orientierten Tubulin oc/ß-Heterodimeren, wie bereits Hauser und 
Schwab Q9T4) aus Kippserien von Schnitten durch Tubulin-Parakristalle von Allogromia 
schlossen. Das Modell für den Ubergang zwischen Mt und Hf. das die beiden Autoren 
aus ihren Beobachtungen entwickelten, hat jedoch einige Widersprüche zu den heutigen 
Erkenntnissen über die Ultrastruktur von Mikrotubuli. 

Während das Modell von Hauser und Schwab von einem linkshändigen 2-Start Mt aus
geht, aus dem durch die Lösung longitudinaler Bindungen ein helicales Filament her
vorgehen kann, und der umgekehrt durch das Knüpfen longitudinaler Bindungen aus 
einem solchen wieder entstehen kann, zeigen Untersuchungen an in vitro erzeugten Mt 

Abb. 72: Transformation von Mt in 
Hf (verändert, nach Hauser 
und Schwab, 1974) 

Abb. 73: 3-Start linkshändiger Mt 
(nach Mandelkow et al, 1966) 
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CMandelkow et al., 1986; Simon und Salmon, 1990; Wade et al., 1990), dafi die in vitro 
erzeugten 13 Protofilament Mt stets 3-Start Mt mit einem parallel zur Längsachse verlau
fenden Saum zwischen den heterolog gepaarten Protofilamenten sind. Die Beobachtun
gen von Simon und Salmon (1990) legen nahe, daß dieser Saum die schwächste Stelle 
des Mt ist, und daß wachsende oder schrumpfende Mt an dieser Stelle in C-förmige Mt 
übergehen. 

Die Beobachtung von C-förmigen Mt und Protofilamentsheets in Reticulomyxa durch 
Hauser et al. (1989) lassen vermuten, daß dieser Saum auch bei den Mikrotubuli dieses 
Organismus existiert. Andererseits fehlen den helicalen Filamenten von Reticulomyxa 
und Allogromia im elektronenmikroskopischen Bild alle Anzeichen des 1-Protofilament-
Sprungs, der durch die heterologe Paarung der Protofilamente entlang des Saumes her
vorgerufen werden sollte (vgl. die Abbildungen 60 - 62 , 66 und 68). Im helicalen Fila
ment sind also wahrscheinlich alle Tubuline homolog gepaart. 

Eine eindeutige Klärung der Frage, ob die Mt von Reticulomyxa und Allogromia tat
sächlich dem in vitro Modell von Mandelkow et al. Q986) folgen, oder ob das von Häu
ser und Schwab (1974) vorgeschlagene Modell des Mt-Aufbaus doch in vollem Umfang 
zutrifft, könnten wohl nur Röntgenbeugungsanalysen liefern. 
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5. Zusammenfassung 

Es wurde gezeigt, wie und auf welchem Weg Reticulomyxa filosa die arttypische 
Schleimhülle aufbaut, und daß die vielkammerigen Vesikel in den Filopodien wahr
scheinlich nicht Membranreserven sondern Schleimstoffe enthalten. 

Es gelang erstmals, die Stadien der Mitose von Reticulomyxa Glösa darzustellen, und es 
wurden Indizien dafür erbracht, daß die Teilung der Zellkerne in diesem Plasmodium 
nur grob synchron abläuft. 

Im Zellkörper von Reticulomyxa filosa wurde ein osmoregulatorisches Organell entdeckt, 
das eine für Amöben untypische Differenzierung aufweist. 

2 * Mit Hilfe des elektronenmikroskopischen Ca "-Nachweises durch Arsenazo-III wurden 
Hinweise dafür erbracht, daß in den Filopodien von Reticulomyxa filosa keine umfan
greicheren Calciumspeicher vorhanden sind, die den Abbau von Mikrotubuli steuern 
könnten. 

Durch eine Verbesserung der Methoden zur Tubulin-Dekoration von Mikrotubuli gelang 
es, Indizien dafür zu erbringen, daß die Mikrotubuli in den Filopodien von Allogromia 
laticollaris die gleiche Polarität aufweisen. 

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz wurden weitere Unterschiede zwischen den 
Tubulinen von Allogromia laticollaris und Reticulomyxa filosa aufgedeckt. 

Es wurde nachgewiesen, daß DMSO bei Reticulomyxa filosa in vivo die Bildung Dy-
nein-freier Mikrotubuli fördert. Mit Hilfe der Gelelektrophorese wurden bei DMSO-inku-
bierten Organismen Proteine dargestellt, die wahrscheinlich ungebundenes Dynein und 
andere MAPs darstellen. 

Mit Hilfe von Serienultradünnschnitten gelang der Nachweis, daß die distalen Enden der 
Mikrotubuli von Reticulomyxa filosa mit einem wahrscheinlich als MTOC anzusprechen
den elektronendichten Cap bedeckt sind. 

Durch die Anwendung veränderter Inkubationsmedien gelang die Darstellung der heli-
calen Filamente von Reticulomyxa filosa im Negative Staining. Die Förderung der Ent-
stehung von helicalen Filamenten durch Mg * wurde nachgewiesen. 

61 



6. Abkürzungen 

Die folgenden Abkürzungen kommen in der Arbeit vor: 

Ak Antikörper 
Al Allogiomia laticollaris 
AMP-PNP 5'-Adenylylimidodiphosphat 
APS Ammoniumpersulfat 
ATP Adenosintriphosphat 
BSA Bovine serume albumine 
DDSA 2.Dodecylbernsteinsäureanhydrid 
DMP 30 2. 4. 6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol 
DMSO Dimethylsulfoxyd 
Dy Dictyosom 
EGT A [Ethylenbis(oxyethylennitrilo)] tetraessigsäure 

EM Elektronenmikroskop 
FITC Fluorescein-Isothiocyanat 
fv fuzzy coated vesicle 
GTP Guanosintriphosphat 
HEPES 2-[4-(-2-Hydroxyethyl)-l-piperazinyl]-ethansulfonsäure 
Hf Helikales Filament 
IG Immunglobulin 
Ilf Indirekte Immunfluoreszenz 
MAP Mikrotubuli-Assoziiertes Protein 

MCA ß-Mercaptoäthanol 
Mf Mikrofilamente 
Mi Mitochondrien 
MNA Methylenedomethylentetrahydrophtal-anhydrid 
Mt Mikrotubuli 
MTOC Mikrotubuli-Organisierendes Zentrum 
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese 
PBS Phosphate buffered saline 
PIPES (Piperazin-1.4-bis-[2-aethansulfonsäure] 

Rxf Reticulomyxa ülosa 
RPN Reticulopodiales Netzwerk 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
Tris T risChy droxy methy Daminomethan 
VE-Wasser Vollentsalztes Wasser 
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