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Schweizerisches Tropeninstitut, Basel, und Zoologische Anstalt
der Universitit Basel

Zur Histochemie und Histologie des Mitteldarmes

von Aedes aegypti und Anopheles stephensi

in Zusammenhang mit der Blutverdauung

Von EUGEN GANDER

Inhaltsverzeichnis

I. Einleitung und Fragestellung .

II. Material und Methoden

1.
2.

Tiermaterial

Methoden N

a) Untersuchungen zur Bestimmung der chemischen Natur der
Klistiermembranen e

b) Die Herstellung von Kryostatschnitten

¢) Histochemische Farbungen . . s o wm s ox &

d) Losungsmittelversuch an nach Blutmahlzeiten gebildeten Mem-
branen von Anopheles stephensi

III. Resultate .

1.
2

4.

Zur chemischen Natur der Khstlermembranen

Histochemische und histologische Befunde : s

a) Histochemischer Nachweis von Kohlenhydralen und Llplden
bei Klistiermembranen ;@ T

b) Histochemischer Nachweis von Kohlenhydraten und Lipiden
bei Membranen, die nach einer Blutmahlzeit gebildet wurden

¢) Die nachgewiesenen Stoffe wihrend der Blutverdauung

. Ergebnisse weiterer Versuche .

a) Vorversuche am Kryostaten

b) Das Verhalten der peritrophischen Membran (PM) von Ano-

pheles stephensi in einem unpolaren Losungsmittel .
Zusammenfassung der Resultate .

1V. Diskussion der Resultate .

1:

ol o

Diskussion der Methoden .

Die Sekretionsmechanismen und die Entstehung der PM
Die chemische Natur der PM .

Der Ablauf der Blutverdauung :

Die Bedeutung der PM im Rahmen der Verdauung

V. Literaturverzeichnis
Résumé
Summary .

134

136
136
136

136
137
138

139

139
139
140

141

141
143
158
158

158
159

161
161
163
165
166
171

172
174
175



134 Acta Trop. XXV, 2, 1968 — Medizinische Entomologie

I. Einleitung und Fragestellung

Die morphologischen und physiologischen Aspekte der Blutverdauung ver-
schiedener, malariaiibertragender und anderer Stechmiickenarten bilden die
unmittelbaren Grundlagen der vorliegenden Arbeit.

Es ist bekannt, dal bei den meisten Insektenarten der Mageninhalt nicht
unmittelbar dem Epithel anliegt, sondern von diesem durch eine lamellige
Struktur, der peritrophischen Membran, im folgenden «PM» genannt, getrennt ist.

STOHLER (31) zeigt, dal neben den zwei von WIGGLESWORTH (34) beschrie-
benen Bildungsmodi der PM bei den verschiedensten Insektenfamilien — Aus-
scheidung und periodische Delamination aus den Epithelzellen des Mitteldarmes
und Abgabe einer viskdsen Vorstufe der PM aus Zellgruppen des Proventrikels
— bei Aedes aegypti eine dritte Entstehungsmoglichkeit verwirklicht ist. Die
Epithelzellen des magenartigen, hinteren Mitteldarmabschnitts sezernieren da-
bei anlidfllich der Blutaufnahme ein visktses Material, das spiiter zur PM
erhirtet.

WATERHOUSE (32) weist als erster den chitinésen Charakter der PM von
Aedes aegypti mit Van Wisselinghs Chitosan-Jod-Test nach.

FREYVOGEL et al. (11, 12, 13) beschreiben die PM-Bildung bei verschiedenen
Culcidenarten. Dabei bestiitigt sich der Befund WiGGLESWORTHs (34) iiber die
Entstehung der PM bei Aedes aegypti aus Sekretionsmaterial der Epithelzellen.
Die Culicidenart Anopheles maculipennis atroparvus scheint eine Ausnahme zu
bilden; bei ihr werden keine PM-Bildungen gefunden.

Von besonderem Interesse ist die Beobachtung, dall Membranbildungen bei
Aedes aegypti und Anopheles stephensi allein schon durch mechanische Deh-
nung des Darmepithels mittels Luft- oder physiologischer NaCl-Klistieren her-
vorgerufen werden konnen. Die PM wird nach Klistierapplikation schneller ge-
bildet (bei Aedes aegypti 2—6 Stunden, bei Anopheles stephensi 15—20 Stunden
nach Verabreichung des Klistiers) als dies nach der oralen Aufnahme der Blut-
mahlzeit der Fall ist (bei Aedes aegypti 18—24 Stunden, bei Anopheles stephensi
28—36 Stunden nach der Blutaufnahme). Der Van Wisselingh-Test zeigt an
Klistiermembranen ebenfalls eine positive Reaktion, was auf die Anwesenheit
von Chitin sowohl in den Membranen von Aedes aegypti als auch in denen
von Anopheles stephensi deutet. Die Autoren (12) weisen aber auf die frag-
wiirdige Spezifitit des Van Wisselingh-Tests hin, da die von Anopheles stephensi
gebildete Membran wasserloslich ist, ein sehr ungewonlicher Befund fiir Chitin.

Die zytologischen Verdnderungen, welche im Verlaufe einer Blutmahlzeit
auftreten, und deren Zusammenhang mit der PM-Bildung untersuchen FREY-
VOGEL & STAEUBLI (13) einerseits anhand azangefirbter Paraffinschnitte und
elektronenmikroskopischer Priparate und anderseits an Sektionen lebendfri-
scher, blutgefiillter Mitteldirme zu verschiedenen Zeiten nach der Blutaufnahme.
In einer weiteren Arbeit (30) werden die Unterschiede zwischen den Epithel-
zellen von Aedes aegypti und denen von Anopheles stephensi, wie sie sich in
licht- und elektronenmikroskopischen Priiparaten zeigen, beschrieben. Licht-
mikroskopisch kénnen in den basalen Teilen der Epithelzellen ungefiitterter
Aedes-Weibchen eine nach Azanfiirbung orange erscheinende Granulation und
in den Epithelzellen ungefiitterter Anopheles-Weibchen «Vakuolen», die sowohl
apical als auch basal zu finden sind, beobachtet werden. Beide Strukturen kon-
nen unmittelbar nach dem Saugakt nicht mehr gezeigt werden. Dafiir wird
zwischen Darmwand und Blutfiillung ein «<blauer Saum» sichtbar, von dem
die Autoren annehmen, dafl er aus der Granula respective den «Vakuolen» ent-
standen ist. Im elektronenoptischen Bild konnen diese Strukturen weiter diffe-
renziert werden. Sie diirften bei Aedes aegypti den <hochorganisierten, ribo-
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somen-besetzten Komplexen des endoplasmatischen Reticulums», welche im
angelsiichsischen Sprachbereich als «whorls» bezeichnet werden, und bei
Anopheles stephensi der «Zymogengranula» entsprechen. Auch diese lassen sich
nimlich nach der Blutaufnahme nicht mehr nachweisen. Histochemisch ver-
halten sich die «whorls» bei Aedes aegypti wie Ribonucleinséure.

Neben diesen morphologischen und histologischen Arbeiten sind die Unter-
suchungen Fisks und SHAMBAUCHs (8, 9) sowie GOODINGs (17), welche in vitro
die Proteaseaktivitiit in homogenisierten Mitteldiirmen von Aedes aegypti-Weib-
chen untersuchten, fiir unsere Fragestellung von Interesse. Danach ist ein
stetiges Ansteigen der Proteaseaktivitit, die 24 Stunden nach dem Saugakt
ein Maximum erreicht und anschlieBend bis zum Ende der Blutverdauung nach
48 Stunden gleichmifig auf den Ausgangswert der ungefiitterten Miicke ab-
sinkt, charakteristisch.

Uber die Rolle, die der PM im Rahmen des Verdauungsablaufs zukommt,
herrscht Unklarheit. STOHLER (31) erwiihnt, daBl die PM die Mitteldarmzellen
vor Beschiidigung durch harte oder scharfe Nahrungsbestandteile schiitzen
kénnte, weist aber bereits darauf hin, dafl diese Funklion fiir blut- oder nektar-
saugende Insekten nicht zutreffen kann. Er erwiihnt, dal verschiedene Experi-
mente die Vermutung zulassen, dafl die Membran als Ultrafilter wirken kdnnte.
FREYVOGEL & STAEUBLI (13) erwiigen eine mechanische Aufgabe, nimlich das
Verhindern des AusflieBens des Darminhalts.

Das Ziel dieser Studie war, neue Einblicke in das Problem der Blutver-
dauung bei Stechmiicken zu gewinnen. Ausgehend von den diskutierten Arbei-
ten schien es sinnvoll zu priifen, ob zwischen Aedes aegypti und Anopheles
stephensi auBler den von FREYVOGEL et al. (12, 13, 30) beschriebenen Unter-
schieden in den Epithelzellen und der PM auch Abweichungen in der Art der
Blutverdauung bestehen, und ob eventuell eine Korrelation zwischen Bildung
der PM und Verdauungszustand des Darminhalts besteht. Im Vordergrund
stand sodann die Bestimmung der chemischen Natur der PM. Dabei verwende-
ten wir an Stelle von Paraffinschnitten Kryostatschnitte. Diese Methode verrin-
gert die Moglichkeit von Artefaktbildungen wihrend der Fixierung und der
anschlieBenden Paraffineinbettung, da diese der Schnittherstellung voraus-
gehenden Prozeduren vermieden werden, was wiederum die Durchfithrung und
Auswertung histochemischer Reaktionen erleichtert und zum Teil erst er-
moglicht.

Die von FREYVOGEL & JAQUET (12) beschriebene Auslosung der Sekretions-
vorginge und Membranbildung durch mechanisches Dehnen der Darmepithel-
zellen mittels luft- oder physiologischer NaCl-Klistieren ist eine ideale Methode zur
Darstellung einer «Modellmembran». Fiir chemische Analysen wihlten wir sol-
ches Membranmaterial, kiinftig «Klistiermembranen» genannt, da nicht be-
fiirchtet werden mubfite, dal Ergebnisse durch Blutriickstinde verfilscht oder
veriindert wiirden.

Auf Grund zahlreicher Arbeiten iiber den chemischen Aufbau der PM der
verschiedensten Insektenfamilien (4, 5, 12, 15, 16, 18, 21, 23, 27, 31, 32, 33, 34)
und der Tatsache, da die peritrophische Zone der untersuchten Insektenspecies
nach Azanfirbung blau erscheint (13), eine Reaktion, die auf Anwesenheit von
Mucinen hindeutet, suchten wir in erster Linie nach spezifischeren Nachweis-
reaktionen auf diese Stoffgruppe, die nach MEYER (22) alle Mucopolysaccharide
umfafit. Da nach den Kenntnissen iiber den chemischen Aufbau von tierischen
Membranen diese meist aus Lipoproteinen bestehen, stellten wir uns die Frage,
ob eventuell an der Bildung der PM noch Lipide beteiligt seien.

An dieser Stelle mochte ich meinen verehrten Lehrern, den Herren Profes-
soren Dr. R. Geigy und Dr. T. A. Freyvogel, fiir ihr stetes Interesse, ihre wert-
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vollen Anregungen zu dieser Dissertation und fiir den Arbeitsplatz am Schwei-
zerischen Tropeninstitut meinen herzlichsten Dank aussprechen. Fiir Anregun-
gen und Diskussionen verschiedener biochemischer Aspekte, welche sich aus
dieser Arbeit ergaben, bin ich Herrn PD Dr. C. G. Honegger von der Neurologi-
schen Klinik der Universitit Basel zu groBtem Dank verpflichtet. Ebenso danke
ich allen Mitarbeitern des Schweizerischen Tropeninstituts, die mir wihrend
der Dauer meiner Untersuchungen in irgendeiner Art behilflich waren.

II. Material und Methoden

1. Tiermaterial

Unsere Untersuchungen fiihrten wir an Stechmiickenweibchen der Arten
Aedes aegypti und Anopheles stephensi aus den Zuchten des Schweizerischen
Tropeninstituts durch. Zur Kennzeichnung der Aedes- und Anopheles-Stamme
verwenden wir kiinftig die Abkiirzungen «Ae.» und <An.».

Der Ae. aegypti-Stamm geht zuriick auf Eier, welche Professor Dr. R. Geigy
1945 aus dem damaligen Belgischen Kongo nach Basel brachte. Die An. ste-
phensi-Miicken stammen aus dem Hamburger Tropeninstitut. Angaben iiber die
Zuchtmethoden der von uns verwendeten Miickenarten finden sich bei GEIGY &
HERBIG (15) und GANDER (14).

Die Miicken wurden ausschlieBlich auf Meerschweinchen gefiittert. Wie
FREYVOGEL (13) zeigte, wird der Ablauf der Blutverdauung und die PM-Bildung
von der Art der Wirtblutes nicht beeinflut. Es darf daher angenommen wer-
den, dal} sich unsere Ergebnisse auch nach Blutmahlzeiten an anderen Wirten
(z. B. Mensch, Huhn, Ratte, Maus, etc.) reproduzieren lassen.

Zur Untersuchung des zeitlichen Ablaufs der Blutmahlzeit wurde zwischen
1 und 36 Stunden nach dem Saugakt fiir jede histochemische Reaktion und
Miickenart in einstiindigen Abstinden je ein Mitteldarm lingsgeschnitten und
untersucht. Von 36 Stunden bis zum Ende der Blutverdauung vergroferten wir
diese Intervalle auf durchschnittlich 4 Stunden. Der zeitliche Ablauf der Blut-
verdauung unterliegt bei den einzelnen Miickenindividuen einer breiten bio-
logischen Streuung, so daB} erst die Auswertung einer méglichst grofen Anzahl
von Priiparaten eine reprisentative Aussage iiber den tatsichlichen zeitlichen
Verlauf der Abbauvorginge im Darmlumen ermoglicht.

2. Methoden

a) Untersuchungen zur Bestimmung der chemischen Natur
der Klistiermembranen

Die Klistiermembranen wurden nach der von I'REYVOGEL & JAQUET (12)
beschriebenen Methode gewonnen. Ungefiitterten Miickenweibchen wird dazu
unter leichter Athernarkose eine fein ausgezogene Pipette in das Rectum ein-
gefiihrt. Diese dient als Spitze einer Mikrometerspritze, mit welcher physiol.
NaCl in den Darmtrakt injiziert wird. Sobald das Abdomen auf eine Dimension,
wie sie der oralen Aufnahme einer Blutmahlzeit entspricht, gedehnt ist, wird
die Miicke von der Pipette abgestreift. Die Klistiermembranen konnen bei
Ae. aegypti zwischen 4 und 6 Stunden, bei An. stephensi zwischen 15 und
20 Stunden nach Applikation der Klistiere aus dem Abdomen herauspriipariert
werden.
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Kohlenhydrate

Je 10 Klistiermembranen wurden auf Whatman-I-Papier aufgetragen und
auf Kohlenhydrate gepriift. Als Nachweisreagenz fiir diese Stoffklasse ver-
wendeten wir Anisaldehydschwefelsidure nach StAHL (29). Eine positive Reak-
tion erfolgt allerdings auch in Anwesenheit von Steroiden und Terpenen. Um
diese Nebenreaktion auszuschalten, wurde das Papier in eine kleine Nutsche
gelegt und die Steroide und Terpene durch 10miniitiges Durchsaugen eines
Gemisches von Methanol und Chloroform im Verhiltnis 1:2 extrahiert. An-
schlieBend erfolgte der Nachweis durch Bespriihen des Papiers mit Anisaldehyd-
schwefelsiiure und Erhitzen auf 90° C wihrend 5—10 Minuten.

Lipide

Wiederum wurden zum Nachweis dieser Verbindungsklasse 10 Klistiermem-
branen verwendet. Als Nachweisreagenz verwendeten wir Phosphormolybdin-
siure (29). Die Membranen wurden auf mit Kieselgel G beschichtete Diinn-
schichtplatten aufpipettiert, um die empfindliche Schicht nicht durch Glasnadeln
oder Pinzetten zu zerstoren. Die Platten bespriihten wir mit dem Reagenz und
erhitzten auf 100° C wihrend 5 Minuten.

Die Weiterdifferenzierung des Lipidanteils der Klistiermembranen erfolgt
auf diinnschichtchromatographischem Weg. 10 Membranen pro Miickenart wur-
den nach der beschriebenen Methode auf Kieselgel-G-Platten aufgetragen, bei
Kammersiittigung in Chloroform aufgetrennt und mit Phosphormolybdénséure
angefiirbt. Die gelbliche Hintergrundfirbung der Platten wurde mit NH;-Damp-
fen entfernt. Parallel dazu wurde eine Testlosung aufgetragen (vgl. Abb. 1).

Proteine

Zu ihrem Nachweis wandten wir die Kupfer-Folin-Reaktion an, wie sie in
der Klinik zur Bestimmung des Liquorproteins angewendet wird. Der Ablauf
dieser Reaktion 146t sich nach RIEDER (25) vereinfacht so darstellen:

Stufe I: CuSO, + Protein — Kupfer-Protein-Komplex
Reduktion

Stufe I1: Phosphormolybdiinsidure » Molybdiinblau
Cu-Prot. Kompl.

Um eventuell unlosliche Proteine zu erfassen, wurden die Klistiermembranen
mit Trypsin angedaut. Je 10 Membranen wurden wihrend 3 Stunden in 5 ml
einer 17%igen Trypsinlésung von 37° C bei einem pl von 8,2 eingelegt. Der
pH-Wert wurde in Abstiinden von einer halben Stunde mit Natriumtetraborat
frisch eingestellt. Die Losung wurde wihrend einer halben Stunde im Wasser-
bad bei 68° C inaktiviert. AnschlieBend wurde die Kupfer-Folin-Reaktion durch-
gefiihrt.

Parallel zu jedem Versuch wurde eine Blindprobe ohne Membranen durch-
gefiihrt. Die Auswertung erfolgte photospektrometrisch durch Bestimmen der
Extinktion bei 750 nm gegen den Wert der Blindprobe.

b) Die Herstellung von Kryostatschnitten

Wie einleitend erwiihnt, wurden alle histologischen und histochemischen
Reaktionen ausschliefilich an Kryostatschnitten durchgefiihrt.

Zu deren Herstellung verfuhren wir folgendermaflen: Es wurden Miicken-
dédrme in physiologischer NaCl-Lésung aus dem Abdomen herauspripariert und in
Miiuseleberstiickchen von 3—5 mm Kantenléinge eingebettet. Diese wurden wih-
rend 10 Sekunden in fliissigem Stickstoff tiefgefroren, mit CO, und Wasser auf
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Gefriertischchen befestigt und im Kryostaten 7 oder 10 @ dick geschnitten. Die
Schnitte wurden auf Objekttriger gebracht und durch Erwirmen der Objekt-
trigerunterseite mittels eines Fingers dort angeklebt.

Anschliefend wurden die Schnitte gemif3 einer der nachstehend besproche-
nen Methoden fixiert und geféirbt (vgl. Abschnitt c).

Um die Orientierung in den Priiparaten zu erleichtern, wurden die Malpighi-
schen Gefifle beim Einbetten in die Leberstiickchen am Analpol des Darmes
belassen. Das Einbetten der Miickendiirme in Leberstiickchen erleicherte einer-
seits das Schneiden am Kryostat und gab uns anderseits die Moglichkeit, die
Ergebnisse der histochemischen Reaktionen an unserem Material durch Ver-
gleiche mit den histochemisch gut untersuchten Leberzellen zu kontrollieren.

¢) Histochemische Farbungen

PAS-Reaktion (nach PEARSE [24])

Auf Grund friiher erschienener Arbeiten (4, 5, 12, 15, 16, 19, 21, 23, 27, 28,
31, 32, 33, 34) diirfen wir von einer Gruppe kohlenhydrathaltiger Stoffe an-
nehmen, daB sie wihrend der Blutverdauung oder bei der Membranbildung
von Wichtigkeit sein konnten. Es handelt sich dabei um Glycogen, Mucoproteide,
Chitin und saure Mucopolysaccharide. Die beiden erstgenannten sind PAS-
positive Stoffe, widhrend Chitin und saure Mucopolysaccharide PAS-negativ
sind (7, 20). Dank der Einbettung der Miickendiirme in Miuseleberstiicke kann
Glycogen durch Farbvergleiche der Reaktionsendprodukte mit den stark glyco-
genhaltigen Leberzellen erkannt werden. Schnitte, die der PAS-Reaktion unter-
worfen wurden, fixierten wir nach Lillie (24).

Chitin-Nachweis

Der Chitinnachweis nach Van Wisselingh ist fiir histologische Schnitte nicht
geeignet, da die Behandlung mit der starken Base KOH die Zellen zerstort. Er
kann jedoch zum Nachweis von Chitin an isolierten peritrophischen Membranen
herangezogen werden (13).

Eine andere Firbung nach Gray (18), welche speziell auf Arthropodenchitin
spezifisch sein soll, ist der Chitintest nach Chatton. Versuchsschnitte an ganzen
Miickenindividuen bestitigen dies jedoch nicht. Als Nachweisreagenz auf Chitin
verwendeten wir Chitinase (Firma Calbiochem). Dieses Enzym hat ein pH-
Optimum von 6,5, seine optimale Temperatur liegt bei 37° C.

Die fixierten Schnitte wurden bei dieser Temperatur withrend zwei Stunden
einer 1%igen Losung dieses Enzyms i Phosphat-Puffer nach Sérensen, pH: 6,5
ausgesetzt und anschliefend nach PAS gefirbt. Kontrollschnitte wurden fiir
die gleiche Dauer im gleichen Puffer, aber ohne Chitinasezusatz, inkubiert und
anschlieffend gefirbt.

Bei der Beurteilung dieser Reaktion muf allerdings in Betracht gezogen
werden, dafl zwar die PM mit diesemm Enzym aus den Schnittpriparaten gelost
werden konnte, dafl aber auch der Blutkuchenrand zum Teil abgebaut wurde,
AuBerdem scheint die Chitinase die Empfindlichkeit der Zellkerne gegeniiber
Haematoxylin-Delafield-Firbung zu verindern (vgl. Abb. 4, 5).

Fixiert wurde auch bei dieser Reaktion in Lillies Fixierungsmittel (24).

Sudanschwarz-B-Fdrbung (nach PEARSE [24])

Die Lipide wurden mit der unspezifischen Sudanschwarz-B-Reaktion nach-
gewiesen.
Sudanschwarz-B ist ein Farbstoff, der in den Lipiden besser 16slich ist als
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in seinem eigenen Losungsmittel. Die Loslichkeit und damit auch die Empfind-
lichkeit nimmt {iber Phospholipide, Cerebroside zu den Neutralfetten ab.

Alle Schnitte, die dieser Fiarbung unterworfen wurden, fixierten wir in
4%igem Formalin.

Benzidintest (nach PEARSE [24])

Benzidin, ein aromatisches Amin, wird in Anwesenheit von Peroxydase-
Peroxyd-Systemen zu Benzidinblau oxydiert. Aus diesem Grunde verwendeten
wir den Benzidintest zum Nachweis von Haemoglobin, welches nach PEARSE (24}
eine Peroxydase darstellt. Bei dieser Reaktion wurde wiederum nach Lillie (24)
fixiert.

Quecksilber-Bromphenolblau-Reaktion (nach PEARSE [24])

Hg-Bromphenolblau wird in der Histochemie als unspezifische Reagenz auf
Proteine beniitzt. Da wir jedoch an Parallelschnitten den Benzidintest verglei-
chend mit der Hg-Bromphenolblau-Reaktion durchfiihrten, ist es méglich, die
Unspezifitit der Hg-Bromphenolblau-Féirbung einzuschrinken. Lillies Fixie-
rungsmittel ergab die besten Resultate.

Azanfdrbung (nach ROMEIS [26])

Als Vergleichs- und Ubersichtsfiirbung verwendeten wir diese Methode, die
in fritheren Arbeiten (13, 31) zur Darstellung der PM verwendet wurde. Als
Fixierungsmittel diente Carnoy’sche Losung.

d) Losungsmittelversuch an nach Blutmahlzeiten
gebildeten Membranen von Anopheles stephensi

Zur Priifung des Verhaltens der Membranen in Lésungsmitteln mit verschie-
dener Dielektrizitatskonstante wurden diese in eine Blockschale, die, im ersten
Versuch 1—2 ml H,0, im zweiten die gleiche Menge Chloroform enthielten, ein-
gelegt. Das Verhalten der Membranen wurde in halbstiindigen Abstinden unter
dem Binokular gepriift. Die Versuche wurden nach 4 Stunden abgebrochen.

III. Resultate

1. Zur chemischen Natur der Klistiermembranen

Kohlenhydrate

Bei den Klistiermembranen beider Miickenarten fallt die Anis-
aldehydschwefelsidure-Reaktion nach StAnL (29) auf Kohlen-
hydrate positiv aus.

Lipide (Diinnschichtchromatographie)

Der positive Ausfall der Phosphormolybdénsiure-Reaktion 1aBt
auf die Anwesenheit von Lipiden schlieBen. In den Klistiermem-
branen beider Miickenarten kénnen nach chromatographischer
Auftrennung im Vergleich mit einer parallel aufgetragenen Test-
losung Substanzen nachgewiesen werden, die sich nach ihren Wan-
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Abb. 1. Diinnschichtchromatogramm von je 10 Klistiermembranen von Ae.

aeqypti (B) und An. stephensi (C). Laufmittel: Chloroform, Nachweisreagenz:

Phosphormolybdinsiure. Das Testgemisch (A) enthélt Lecithin, Cholesterin
und Cholesterinester.

derungswerten wie Cholesterin, Lecithine und Cholesterinester
verhalten (Abb. 1).

Proteine (in vitro-Versuche)

Weder in den Klistiermembranen von Ae. aeqypti noch in denen
von An. stephensi kéonnen nach Andauung mit Trypsin durch die
Kupfer-Folin-Reaktion Proteine nachgewiesen werden. Die Mem-
branen von Ae. aegypti 16sen sich wiahrend des Andauungsprozes-
ses nicht auf, wihrend diejenigen von An. stephensi in der (Tryp-
sin-) Losung zerfallen.

2. Histochemische und histologische Befunde

Die in den Extrakten der Klistiermembranen nachgewiesenen
Stoffgruppen, Kohlenhydrate und Lipide wurden nun an histolo-
gischen Praparaten von Mitteldirmen, die Klistiermembranen ent-
hielten, nachgewiesen. AnschlieBend verglichen wir die chemische
Struktur der nach einer Blutmahlzeit gebildeten Membran mit der-
jenigen der Klistiermembran.

Die letzteren Untersuchungen fiihrten wir bei Ae. aeqgypti 18 bis
24 Stunden, bei An. stephensi 28—36 Stunden nach Aufnahme der
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Blutmahlzeit durch. Wie Sektionen bestitigen, sind zu diesen Zei-
ten die Membranen am deutlichsten ausgebildet.

a) Histochemischer Nachweis von Kohlenhydraten
und Lipiden bei Klistiermembranen

Aedes aegypti
PAS-Férbung

Im Membranmaterial konnen sowohl PAS-positive als auch
braune, PAS-negative Stoffgruppen nachgewiesen werden. Beide
Materialien lassen keine Struktur erkennen.

Sudanschwarz-B-Fdrbung

Neben den briunlichen Membranbestandteilen finden sich im
Darmlumen grofere und kleinere Lipidtropfen. Diese konnen nie
im braunlichen Membranmaterial, sondern nur an und neben die-
sem beobachtet werden.

Anopheles stephensi

PAS-Fidrbung

Auch in den Klistiermembranen dieser Miickenart findet sich
PAS-positives, unstrukturiertes Material, in welchem mitunter ein-
zelne braune PAS-negative Grana auftreten.

Sudanschwarz-B-Fdrbung

Neben der braunen Grana, welche nur selten aufzutreten
scheint, lassen sich Lipidtropfen von verschiedener Grofie am
Membranmaterial und im Darmlumen zeigen.

b) Histochemischer Nachweis von Kohlenhydraten und Lipiden
bei Membranen, die nach einer Blutmahlzeit gebildet wurden

Aedes aeqypti
PAS-Fdrbung

Zwei Reaktionstypen der peritrophischen Zone auf die PAS-

IFarbung konnen festgestellt werden:

1. Es liegt zwischen Blutkuchen und Epithel eine durchgehende,
unstrukturierte, zirka 4 u starke, rosafarbene, PAS-positive
Schicht (Abb. 2).

2. Eine braune, PAS-negative, lamellose Struktur begrenzt den
Blutkuchen gegen das Epithel hin (Abb. 3).

Zwischenstadien dieser Extremfiille, d. h. teilweise PAS-negative,

teilweise PAS-positive peritrophische Zone, finden sich haufig.
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Chitin-Nachweis

Alternierende, 7 u« dicke Schnitte wurden mit Chitinase behan-
delt. Nach der PAS-Fiarbung zeigte es sich, daB die braune, PAS-
negative Struktur auf diese Weise aus den Schnitten herausgelost
werden konnte (Abb. 4, 5), wihrend PAS-positive Zonen im peri-
trophischen Raum durch die Chitinase nicht angegriffen wurden.
Abbildung 4 zeigt, daBl die PAS-Fiarbung zur Darstellung der PM
ungeeignet ist, da sowohl diese als auch der angedaute Blutkuchen-
rand dieselbe braune I'arbe annehmen. Fiir den Chitinnachweis
mit der Chitinasereaktion wire moglicherweise die Kombination
mit der Sudanschwarz-B-IFarbung noch spezifischer.

Sudanschwarz-B-Fdrbung

Es kann im Blutkuchenrand, unmittelbar der Membranzone
anliegend, eine durchschnittlich 2 u starke, durchgehende Lipid-
schicht nachgewiesen werden (Abb. 6).

Anopheles stephensi

PAS-Fdirbung

Bei dieser zweiten Miickenart findet sich in der peritrophischen
Zone eine briaunliche, PAS-negative, ca. 3 « dicke Granulation, die
von PAS-positivem Material durchsetzt ist. In seltenen Fillen wird
diese Granulation von kurzen Lamellenstiickchen abgelost.

Chitin-Nachweis

Die briaunliche Granulation kann, wie die Lamellenstrukturen
bei Ae. aegypti, durch Chitinasebehandlung aus den Schnitten her-
ausgelost werden.

Um die Moglichkeit auszuschlieBen, dall dieses Ergebnis allein
schon durch das wifirige Medium des Puffergemischs zustande
gekommen sei, fiihrten wir die Reaktion an Kontrollschnitten, die
in Pufferlosung ohne Zusatz von Chitinase eingestellt wurden,
durch. Im Gegensatz zu der ersten Reaktion kann auf diese Weise
die braune Granulation in der peritrophischen Zone nicht heraus-
gelost werden.

Sudanschwarz-B-Firbung

Eine wechselnd starke Lipidschicht als Begrenzung des Blut-
kuchens gegen den peritrophischen Raum kann hier ebenfalls
nachgewiesen werden (Abb. 7).
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c) Die nachgewiesenen Stoffe wiahrend der Blutverdauung

Um Aufschluf} iiber die Bildungsweise und -zeit der PM zu erhal-
ten, um abzukliaren, was fur eine Funktion die an ihrem Aufbau
beteiligten Stoffe im Rahmen der Blutverdauung erfiillen, verfolg-
ten wir das Auftreten der Kohlenhydrate und Lipide wihrend
eines ganzen Verdauungszyklus, vom Saugakt bis zum Ende der
Blutverdauung.

Durch histochemische Reaktionen auf Haemoglobin und Pro-
teine erhielten wir zusitzlichen Einblick in den Verlauf des Blut-
abbaus im Mitteldarmvolumen.

Bei der Besprechung der Priaparate werden Epithel, Blutkuchen
und peritrophische Zone getrennt geschildert. IZs wird dabei immer
das Gesamtbild und nie ausschlieBlich nur diejenigen fir eine
bestimmte histochemische Reaktion spezifischen IErscheinungen
besprochen.

Aedes aegypti
Kohlenhydrate
Epithel

In den Priparaten, die zwischen 1 und 10 Stunden nach einer
Blutmahlzeit hergestellt wurden, treten keine Kohlenhydrate im
IEpithel auf. Zwischen 10 und 20 Stunden erscheinen Kohlen-
hydrate hauptsichlich in den basalen Teilen der Ilpithelzellen,
withrend apical zahlreiche «Vakuolen» auftreten (Abb. 8). Auf
den Praparaten, die 20 bis 30 Stunden nach dem Saugakt gewon-
nen wurden, stellen wir keine I-rhohung der Kohlenhydratkonzen-
tration im Ipithel fest. Ebensowenig treten die Kohlenhydrate an
einem bevorzugten Ort des Darmepithels, z. B. an einem der Pole,
in besonders konzentrierter Form auf. Erst zwischen 30 und 35
Stunden tritt eine Zunahme der Kohlenhydrate auf, wobei weder
der basale noch der apicale Zellteil bevorzugt wird.

Von 36 Stunden bis zum Ende der Blutverdauung, meistens
zwischen 48 und 50 Stunden nach dem Saugakt, treten die Koh-
lenhydrate immer sparlicher, in manchen Priparaten iiberhaupt
nicht mehr in Erscheinung. Parallel zu dieser Abnahme geht eine
Zunahme der «Vakuolenbildung» in den apicalen Zellregionen.

Blutkuchen

In 1- bis 10stiindigen Praparaten finden wir eine durchgehende
PAS-positive Randzone des Blutkuchens gegen das IEpithel. Das
Darmlumen selbst zeigt, regellos verstreut, zahlreiche, rosa ange-
firbte Kohlenhydrat-Einschliisse. In der Folge — 11 bis 22 Stun-
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den nach dem Saugakt — ist der Darminhalt durchzogen von
untereinander in Verbindung stehenden Kohlenhydratinselchen.
Diese wiederum stehen mit der PAS-positiven Randzone, die den
Blutkuchen gegen das Epithel hin liickenlos umgibt, in Verbin-
dung. In seltenen Fillen ist diese Schicht deutlich vom Epithel
abgesetzt, auf den meisten Schnitten jedoch liegt sie den Mittel-
darmzellen direkt auf. Inwiefern es sich dabei bei ersterer Beob-
achtung um einen Artefakt handelt, sei dahingestellt.

Von zirka 22 Stunden an verschwinden die Kohlenhydratinseln
und -schollen, die Randzone verliert mehr und mehr ihre PAS-
Positivitit, wird immer stirker und fiillt gegen Ende der Blutver-
dauung, zwischen 48 und 50 Stunden, das gesamte Darmlumen
aus.

Peritrophische Zone

Schon 1 Stunde nach der Blutmahlzeit ist der Darrrinhalt von
einer beinahe liickenlosen Kohlenhydratschicht vom [Epithel ge-
trennt. Nach 18 Stunden ist diese Schicht 2 « dick. Die Farbe ver-
andert sich, bel einigen Priaparaten friiher, bei einigen spiter, von
rot nach braun. Hiufig ist die braune Schicht gegen das Epithel
zu lamelliert. Dieser FFarbwechsel 1aBt sich zeitlich nicht genau
fixieren; je nach Verdauungszustand des Darminhalts tritt er
zwischen 16 und 24 Stunden nach dem Saugakt ein.

Nach 24 bis 30 Stunden verstirkt sich die braune Randzone
zentripetal; im peritrophischen Raum konnen weder lichtmikro-
skopisch noch mit dem Phasenkontrastmikroskop lamellige Struk-
turen beobachtet werden.

Lipide
Epithel
In den basalen Zellregionen von Mitteldirmen ungefiitterter

Miicken sind zahlreiche Fetttropfchen vorhanden. Unmittelbar
nach dem Saugakt kénnen diese nicht mehr oder nur in geringer

Die in den Photographien verwendeten Abkiirzungen:

Bl = Blutkuchen

E = Epithel

EF = Epithelfortsiitze
KH = Kohlenhydrate

LE = Leber

Li = Lipide

LM = Lamellen

PM = peritrophische Membran
PZ = peritrophische Zone
SE = Sekrettropfen

St = Stibchensaum

Vak = «Vakuolen»

vM = viskdses Material
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Abb. 2. Ae.aeygypti PZ, 18 Stunden nach der Blutmahlzeit. PAS-IHirbung. Der
Blutkuchen ist durch eine durchgehende PAS-positive Schicht PZ (Pfeile) vom
Eplthel getrennl.

Abb. 3. Ae.aeqypti PZ, 24 Stunden nach der Blutmahlzeil. PAS-Firbung. Die
Schicht in der peritrophischen Zone ist PAS-negaliv geworden.

Abb. 4. Ae. aegypti PZ, 19 Stunden nach der Blutmahlzeit. PAS-Firbung. Ver-
gleichspriiparat vor Chitinasebehandlung.

Abb. 5. Ae. aegypti PZ, 19 Stunden nach der Blutmahlzeit. PAS- Firbung. Schnitt
nach (hmnasel)ehdn(llunﬂ' Die Pfeile von oben zeigen an, wo die PM durch die
Chitinase aus dem S(.]lmlt herausgeldst wurde. Pfeile von unten: Stiihchensaum.
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Abb. 6. Ae.aegypti 24 Stunden nach der Blutaufnahme. Sudanschwarz-B-Fiir-
bung/Kernechtrot. Im LEpithel und im Blutkuchen sind Lipide als schwarze
Punkte erkennbar. An der gegen den Blutkuchen gerichieten Seite der als
braune. lamellose Struktur erkennbaren PM ist eine Lipidanreicherung in
Form einer schwarzen, granulierten Schicht erkennbar (Pfeile von rechls).

Abb. 7. An. stephensi 35 Stunden nach der Blutautnahme, Sudanschwarz-13-

Firbung/Kernechtrot. Die Zeichnung rechts zeigt die undeutlich erkennbaren

Einzelheiten aus der Photographie: der braunen granulierten PM liegt auf der
vegen den Blutkuchen gerichteten Seite eine schwarze Lipidschicht auf,
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Abb. 8. de.aegypti 14 Stunden nach der Blutmahlzeit. PAS-Firbung/Haematoxy-

lin-Delafield. In den basalen Zellteilen treten, als schwarze Flecken sichtbar,

Kohlenhydrate auf. In den apicalen Zellregionen konnen «Vakuolen» beob-
achlet werden.

Abb. 9. Ae.aegypti 1 Stunde nach der Blutmahlzeit, Sudanschwarz-B-Firbung/

Kernechtrot. Eine «Vakuole» sezerniert ihren Inhalt in die peritrophische Zone.

Abb. 10, Der Blutkuchen nach Sudanschwarz-B-Itirbung. Die Konluren der

Ervthrozyvten sind wegen der an ihren Membranen haftenden Lipidiropfchen
(Pfeile) sichtbar,
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Zahl nachgewiesen werden. Zwischen 15 und 20 Stunden treten in
den Zellen, zuerst basal, spiiter apical, «IFettvakuolen» auf. Inwie-
weit diese «Vakuolen» mit der Resorptions- oder der Sekretions-
tiligkeit in Zusammenhang stehen, kann nicht beurteilt werden
(Abb. 9). Gegen IInde der Blutverdauung reichern sich die Zellen
immer mehr mit Lipiden an.

Blutkuchen

In den ersten Verdauungsphasen zeigt der Blutkuchen eine
«Craquelé»-Struktur, hervorgerufen durch feinste Fetttropfchen,
die an den Membranen der Erythrozyten haften und deren Kon-
turen deutlich hervortreten lassen (Abb. 10). Zwischen Blutkuchen-
rand und Epithel ist die peritrophische Zone bereils nach 3 Stun-
den sichtbar. Der Blutkuchenrand ist zu dieser Zeit mit Lipidtropf-
chen stark angereichert. 18 Stunden nach der Blutmahlzeit ist der
Blutkuchen gleichmiiflig von feinsten Lipidtropfchen durchsetzt.

Mil fortschreitender Blutverdauung, 18 bis 28 Stunden nach
dem Saugakl, treten in der lipidreichen Randzone braune Korner
auf, die sich verdichten und bald einen zusammenhingenden Ring,
in dem vereinzelte Lipidtropfen nachgewiesen werden kénnen, um
den Blutkuchen bilden.

Nach 48 Stunden hat sich die braune Granulation gegen das
Blutkuchenzentrum hin ausgebreitet und erfiillt, zusammen mit
groBen Lipidinseln, das gesamte Lumen.

Peritrophische Zone

Bis 7 Stunden nach dem Saugakt konnen in der peritrophischen
Zone feinste Fetitropfchen nachgewiesen werden. Zwischen 7 und
24 Stunden wird diese Schicht vom Analpol her von einer braunen,
nach 24 Stunden durchgehenden, an manchen Stellen aus mehre-
ren Lamellen bestehenden Struktur abgelost. In ihr lassen sich
keine Lipide mehr zeigen; wir identifizieren diese Lamellenstruk-
lur mit der PM.

Auf 48stiindigen Praparaten kann sie nichl mehr mit Sicherheit
gezeigl werden, da auch der Darminhalt braun gefarbt ist.

Haemoglobin und Peroxydasen

Epithel

5 Stunden nach der Blutmahlzeit treten im IEpithel erstmals ein-
zelne, blaue, benzidinpositive Kornchen aul. Diese sind im gesam-
ten Zellkorper regellos verteilt. Mit fortschreitender Blutverdauung
nimmt diese Granulation zu, bis nach etwa 43 Stunden ein Maxi-
mum beobachtet werden kann. Mit Ausnahme der Zellkerne ist
dann der gesamte Zellkorper, mit deutlicher Bevorzugung der api-
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calen Region, blau granuliert. Der Stibehensaum ist bis 8 Stunden
nach der Aufnahme der Blutmahlzeit benzidinnegativ. Ab 8 Stun-
den bis zum lIinde der Blutverdauung ist er mit benzidinpositiver
Granulation angereichert.

Auf spiiteren Schnitten — zwischen 50 und 54 Stunden nach der
Blutmahlzeit — sind sowohl in den Epithelzellen als auch im Stéab-
chensaum mit dieser Reaktion keine Strukturen mehr anfiarbbar.

Blutkuchen

Der benzidinpositiv gefiirbte Blutkuchen beriihrt auch in den
ersten Stunden der Verdauung das Epithel nicht direkt. Dazwi-
schen findet sich ein benzidinnegativer, schmaler Streifen, der sich
mehr oder weniger scharf vom Blutkuchen abhebt.

In den meisten Priparaten kénnen die irythrozyten, sofern sie
noch nicht angedaut sind, als blau gefiarbte, klar konturierte Plitt-
chen erkannt werden.

Der Blutkuchen ist nicht gleichmifiig blau geféirbt, sondern er
wird von verstreuten, unanfirbbaren Inseln durchzogen, in denen
sich keine Lrythrozylen befinden. Die duBere Randzone ist auf
1- bis 6stiindigen Priparaten weniger intensiv blau gefiarbt als die
zentralen Partien. 8 Stunden nach dem Saugakt 1AL sich der Blut-
kuchenrand in der Analzone nicht mehr mit Benzidin anfarben: er
nimmt fortan cine gelbbraune Farbe an. Zwischen 12 und 16 Stun-
den nach dem Saugakt breitet sich diese Schichl weiler aus, zu-
dem hat sich ihre IFarbe veriindert: sie ist tiefbraun und sitzt der
noch benzidinpositiven Masse des Blutkuchens in der Analregion
und lateral gegen den Vorderpol zu wie eine Kappe aul. Thre Stirke
ist tiberall gleich und beltrigt zirka 2 4. Von der peritrophischen
Zone lumenwiirts ist nun ein zirka 4 ¢ starker gelbbrauner Streifen
zu beobachten, der sich vom restlichen Blutkuchen scharf abhebt
(Abb. 11).

Nach zirka 18 Stunden bildet der Blutkuchenrand eine tief-
braune, ungefihr 5 dicke Schicht, die wiihrend der nichsten
12 Stunden nur in der Analzone minim an Stirke zunimmt. Nach
zirka 30 Stunden bis zum IEnde der Blutverdauung dehnt sich diese
Schicht zentripetal weiter aus und erfiillt nach ungefihr 48 Stun-
den annidhernd das gesamte Darmlumen.

Peritrophische Zone

Die peritrophische Zone erweist sich bis ungefiihr 7 Stunden
nach der Blulmahlzeit als benzidinnegaliv., Zwischen 8 und 16
Stunden beobachten wir in der Membranzone cine gelbbraune
Schicht. Aul 16 bis 24 Stunden alten Priiparaten beobachtet man
am auleren, gegen den Stibehensaum hin gerichteten Teil dieser
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Zone eine lamellige, braune Struktur. Diese entspricht der perilro-
phischen Membran. Mit fortschreitender Blutverdauung verbreiterl
sich der Raum zwischen Stabehensaum und PM und ist erfallt
mit benzidinpositivem Material.

Ungefithr 50 Stunden nach dem Saugakt ist in der peritrophi-
schen Zone weder die peritrophische Membran sichibar, noch sind
durch Benzidin anféirbbare Strukturen vorhanden.

Proteine
Epithel

In den ersten 8 Stunden nach dem Saugakt hebt sich das lipi-
thel vom Blutkuchen als gestrecktes, intensiver blau gefarbtes
Band ab. Der Stibchensaum und die abgeflachten Kerne fallen
durch die intensivste Blaufirbung auf.

Auf die morphologischen Verinderungen zwischen 8 und 18
Stunden nach dem Saugakl gehen wir im einzelnen nicht ein,
sondern verweisen aul die Arbeiten FREYVOGEL et al. (13) und
STOHLER (31), die wir bestitigen konnen. Zwischen 18 und 28
Stunden ftreten im ganzen Darmepithel, jedoch verstiirkt in der
Analzone, «Vakuolen» auf. Sie finden sich in den basalen Zell-
partien, meist in unmittelbarer Kernnithe. In den folgenden
10 Stunden verstirken sich die «Vakuoolen» kaum, sie bleiben
aul den basalen Zellteil beschrinkl. Gegen Iinde der Blutver-
dauung. nach zirka 48 Stunden, konnen sie nicht mehr beobachtet
werden.

Blulkuchen

Wihrend der ersten 8 Stunden erscheint der Blutkuchen blau
bis violett angefirbt. Aul allen Priparaten konnen an einzelnen
Stellen Iirythrozylen erkannt werden. Nach 3 Stunden bereits liegt
zwischen IEpithel und Blutkuchenrand ecine schmale, von Hg-Brom-
phenolblau nicht angefarbte, durchgehende Schicht. Die Randpartie
des Blutkuchens verindert sich nach 8 Stunden folgendermalien:
vom Analpol zieht sich cine Schicht, deren Farbe von Blau tiber
Gelb in Gelbbraun iibergeht und in der LErvthrozyten nicht mehr
erkannt werden konnen. Zwischen 18—28 Stunden nach dem Saug-
akt ist eine tietbraun gefarbte durchschnittlich 5 « dicke Rand-
zone erkennbar. Ab zirka 30 Stunden verstiarkt sich die Randzone,
beginnend am Analpol, und fillt gegen das linde der Blutver-
dauung, nach 45 bis 50 Stunden, annihernd das gesamte Darm-
lumen aus. Einzelne, geringe Hg-Bromphenolblau-positive Stel-
len im Zentrum des Mageninhalts konnen allerdings noch nach
54 Stunden gezeiglt werden.
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Peritrophische Zone

IZine Stunde nach der Blutaufnahme liegl zwischen Bluikuchen
und Stabchensaum stellenweise ein schmaler, Hg-Bromphenolblau-
negaliver Streifen, der nach 3 Stunden durchgehend ist und an
Starke zugenommen hal.

Nach 8 Stunden féirbt sich, zuerst anal, in spiiteren Stadien
lateral gegen vorne fortschreitend, die peritrophische Zone braun-
lich. I'rithestens nach 16 Stunden treten am Analpol stark gefil-
lelte Lamellen an der Grenze des Blutkuchens gegen den Stibehen-
saum auf. Nach zirka 18 Stunden umgibt diese Struktur den
Mageninhalt vollstindig.

Gegen Iinde der Blutverdauung kann zwischen PM und ange-
dauten Blutresten nicht mehr unterschieden werden — beide er-
scheinen braun.

Anopheles stephensi

Kohlenhydrate
Epithel

Im Gegensatz zu den Lipithelzellen von Ae. aegypti konnen bei
dieser Miuckenart wihrend des gesamten Verdauungszyklus Koh-
lenhydrate in unterschiedlicher Menge nachgewiesen werden.

Unmittelbar nach der Blutmahlzeil sind sie in geringer Kon-
zentration vorhanden und nehmen dann bis zirka 48 Stunden nach
dem Saugakt stetig zu. Zwischen 36 und 48 Stunden ist ihre Kon-
zentration so hoch, dafi Zellelemente nicht mehr unterschieden
werden konnen.

Im Gegensatz zu Ae. aegypti sind die Epithelzellen nach der
Blutmahlzeit nicht in gleicher, bandartiger Weise gestreckt., Auf
den meisten 1- bis zirka 36-Stunden-Priparaten beobachtet man
Zellen, die wellenférmig ins Lumen hineinragen. Auf den «Wel-
lenkammen» sind oftmals auch Kohlenhydrate nachweishbar (Ab-
bildung 12).

Wihrend des ganzen Verdauungszyklus treten «Vakuolen» in
wechselnder Stirke auf. Nach 48 Stunden nimmt die «Vakuolisie-
rung» zu, wihrend die Kohlenhydratkonzentration im gesamten
Epithel sehr rasch abnimmt.

In 55- bis 65-Stunden-Praparalen lassen sich nur noch spuren-
weise Kohlenhvdrate im apicalen Zellteil erkennen.

Blutkuchen

Nach dem Saugakt zeigt der Blutkuchen wihrend der ersten
3 Stunden cine homogene, gelblichweiBie Farbung. Zwischen 3 und
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Abb. 11, Ae.aegypti 28 Stunden nach der Blutaufnahme. Benzidintesl. Ange-

lagert an das Epithel findet sich eine braune Schichl angedauten Blutes, die

gegen das Epitheil von der schwach braunen PM (Pfeil) begrenzt wird, Auf diese

Schicht folgt lumenwiirls ein gelblich-braunes viskoses Material, in dem keine

Lrythrozyten beobachtel werden konnen. Scharf von dieser Zone abgegrenzi

erscheint die noch unverdaule Masse des Blutkuchens, in der cinzelne Erythro-
zyten als blaue benzidinpositive PLittchen Klar erkennbar sind,

12

14
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12 Stunden ist er von weillen, nichl angefiirbten Flecken unter-
schiedlicher Grole durchselzl.

Nach 12 Stunden tritt, vorerst anal, am Rande des Blutkuchens
eine braunrote Granulation auf. Sie sitzt dem Blutkuchen gegen
das Epithel hin auf. Zwischen 20 und 30 Stunden nach dem Saug-
akt bildet diese Granulation eine kompakle, zirka 2 @ starke,
durchgehende Schicht, die vom restlichen Blutkuchen scharf ab-
gegrenzl ist.

Aul 30- bis 48-Stunden-Priiparaten ist der Blutkuchen durch-
setzl von grobBen, gelblichen Inseln. Auf alternierenden Schnitten
erweisen sich diese als Sudanschwarz-B-posiliv. Die braune Gra-
nulation hat an Starke zugenommen: sie fulll, zusammen mil den
gelblichen Inseln, gegen das Iinde der Blutverdauung das gesamle
Darmlumen aus.

In fortgeschrittenen Verdauungsstadien, 36 bis 54 Stunden nach
der Blutmahlzeit, liegt der Blutkuchen nicht mehr ganz dem Lipi-
thel an. Im Darmlumen konnen Kohlenhydrate noch vereinzelt
nachgewiesen werden.

Peritrophische Zone

In den ersten 12 Stunden nach dem Saugakt reicht die Blut-
mahlzeit bis an das Epithel. Die peritrophische Zone ist nicht
sichthar,

Mit dem Auftreten der braunen bis braunroten Granulation als
Begrenzung des Blutkuchenrandes zwischen 12 und 30 Stunden
nach dem Saugakt wird die peritrophische Zone sichtbar. Die
braunrote Granulation liegt nicht mehr unmittelbar dem Stibcehen-
saum an.

Die peritrophische Zone ist erfillt mit PAS-positivem Material,
in dem sich in seltenen Féllen kurze Lamellenstiickechen unter-
scheiden lassen (Abb. 13).

Abb. 12. An. stephensi 4 Stunden nach der Blutmahlzeit. PAS-Firbung/Haemato-
xylin-Delafield. In den lumenwiirts gerichteten Teilen der Epithelzellen treten
Kohlenhydrate auf (Pfeile).

Abb. 13, An. stephensi 27 Stunden nach der Blutaufnahme. PAS-Fiarbung/Hae-

matoxvlin-Delafield. Im granulosen braunen PM-Material koénnen mitunter

kiirzeste Lamellenstiickchen beobachtel werden. (Zur besseren Unterscheidung

der dunklen peritrophischen Zone vom ebenfalls dunkel gefiirbten Blutkuchen
wurde die rechte Seite der Photographie aufgehellt.)

Abb. 14. An. stephensi 4 Stunden nach der Blutaufnahme, Sudanschwarz-B-
Firbung. Die (ropfenférmigen [pithelfortsiitze weisen an ihren lumenwiirts
gerichteten Teilen Lipidtropfen (Pfeile), erkennbar als schwarze Punkie, auf.
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Bis zum Ende der Blutverdauung verindert sich die peritro-
phische Zone nicht mehr.

Lipide

Epithel

Die Epithelzellen der ungefiitterten Miicken enthalten regellos
verleilte Lipidtropfchen, withrend im Stiibechensaum keine Lipide
nachgewiesen werden kéonnen.

Auf 1-Stunden-Priiparaten beobachten wir Lipide auch im
Stibchensaum, die den Lindruck einer gleichmalBigen IFFront er-
weeken, Bis 18 Stunden nach dem Saugakt ist keine Veranderung
des Lipidgehalls der Zellen zu beobachten. Von 20 Stunden an bis
zum linde der Blutverdauung nimmt der Gehalt an Lipiden vor
allem in den basalen Zellteilen zu.

Withrend 1 bis 30 Stunden nach dem Saugakl ragen an den
Stellen, wo der Blutkuchenrand noch nicht von der bekannten
braunroten Granulation besetzt ist, aus dem Ipithelverband lipid-
haltige Zellenfortsitze ins Lumen, die stiirker angefirbt sind als
die tibrigen Partien des Lipithels (vgl. Abb. 14 und 17).

Blutkuchen

Der Blutkuchen bertihrt in den ersten Stunden nach dem Saug-
akt das Epithel direkt. Iir weist eine «Craquelé»-Struktur auf, wie
wir sie bereits bei de. aegypti kennengelernt haben. Seine Masse
wird durchzogen von mehreren Lipidironten, deren Enden mit-
unter in den Stibchensaum auslaufen.

Nach zirka 6 Stunden beobachtet man im Blut grolere, lipid-
haltige Inseln, die sich mit fortschreitender Blutverdauung ver-
einigen. Nach zirka 24 Stunden bilden diese Inseln im Zentrum des
Blutkuchens cine zusammenhingende Zone. Gegen das Epithel hin
geht sie tiber in eine braune Granulation, die von grofleren Lipid-
einschliissen unterbrochen ist. Diese Granulation und groBe Lipid-
inseln erfillen gegen lKnde der Blutverdauung das Mitteldarm-
lumen vollstindig.

Peritrophische Zone

Die peritrophische Zone ist erst nach 6 Stunden mit dem Auf-
treten der braunroten Granulation erkennbar. Auf 12- bis 30-Stun-
den-Praparaten erfillt letztere als zirka 3—4 i dicke Schicht den
peritrophischen Raum durchgehend. Line Lipidschicht, die der
Granulation in der peritrophischen Zone vorausgeht, oder irgend-
eine lamellige Struktur, wie sie bei Ae. aegypti auftreten, konnten
hier nicht beobachtet werden,
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Abb. 15, An.stephensi. Sezernierende Epithelzellen, 2 Stunden nach der Blut-
aufnahme. Hg-Bromphenolblau-Firbung, Die apicale Region der Epithelzellen
und der Stiitbchensaum sind lumenwiirts vorgewolbl. Die Randzone des Blut-
kuchens ist intensiver blau gefiirbt (Pfeile) als der restliche Teil.
AbD. 16, An. stephensi. Sezernierende Zellen, 2 Stunden nach der Blutaufnahme.
PAS-Fiarbung. Phasenkontrastaufnahme. Bei der Zelle rechts unten im Bild
Sekrettropfen kurz vor der Ablosung von der Epithelzelle. An der Basis befindet
sich eine Kohlenhyvdratanhiiufung,.
Abb 17, Anestephensi 2 Stunden nach der Blulaufnahme. Die Sudanschwarz-B-
Iarbung LBt Epithelzellen erkennen, welche tropfenférmige, lipidhaltige Sekrete
ins Lumen sezernieren.

17
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b
Haemoglobin und Peroxydasen
Epithel

Wihrend der ganzen Dauer der Blutverdauung kann im Epi-
thel eine spirliche, benzidinpositive Granulation beobachtet wer-
den, deren Konzenltration unveriandert bleibt.

Blutkuchen

Im Blutkuchen lassen sich hier einzelne Iirythrozyten nicht
erkennen. Unregelmiiige nicht angefiirbte Stellen unterbrechen
sowohl in der Randzone als auch im Zentrum die benzidinpositive
Masse.

In 8- bis 12-Stunden-Praparaten konnen die ungefarbten Stellen
einerseits  als wolkenartige Gebilde ohne bestimmte IForm und
anderseits als «Schollen» auftreten, die sich, vom Epithel aus-
gehend, in wechselnder Stirke ins Lumen erstrecken. An diesen
Stellen wolben sich auch die apicalen Teile der I<pithelzellen mit
dem Stibchensaum lumenwirts (Abb. 15).

Nach 8 bis 12 Stunden beobachtet man am Analpol das Auf-
treten einer braunen Granulation. In einigen seltenen Itillen be-
grenzt auf kiirzester Strecke eine lamellige Struktur diese Granu-
lation gegen das Iipithel hin. Im weiteren Verlauf der Blutver-
dauung verstirkl sich die braune Granulation und umgibt zwi-
schen 20 und 30 Stunden den Blutkuchen in gleichméfliger Starke
von zirka 6 p. Zur gleichen Zeit nehmen die benzidinnegativen
Stellen an Zahl und GroBie zu; auch kénnen keine Epitheleinstiil-
pungen mehr festgestellt werden.

34 bis 42 Stunden nach der Blutmahlzeit ist der Darminhalt nur
noch an wenigen, zentral gelegenen Stellen benzidinpositiv. Der
weitaus grofite Teil des Lumens weist eine braune Granulation auf,
die von groflen gelblichen Inseln durchsetzt ist. Dieses Bild bleibt
bis zum linde der Blutverdauung gleich.

Peritrophische Zone

Bis zum Auftreten der braunen Granulation, welche den Blut-
kuchen umgibt, wird eine peritrophische Zone nicht sichtbar. Dies
gilt auch fiir den Stibchensaun.

Die peritrophische Zone wird erst zwischen 32 und 48 Stunden
sichtbar, wenn der Blutkuchenrand und ein grofier Teil des Darm-
lumens braun granuliert sind.

Ste erscheint von diesem Zeitpunkt an bis zum IEnde der Blut-
verdauung als farblose bis leicht benzidinpositive Schicht, die in
seltenen IMillen eine lamellige Struktur annimmit.
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Proteine

Epithel

Auf 1- bis 6-Stunden-Priiparaten erscheint das Iipithel als fla-
ches, zart blaues Band, das sich vom Blutkuchen deutlich abhebt.
Bei starker VergroBerung lassen sich Zellkerne und Stibehen-
saum als stiirker blaugefiirbte Strukturen erkennen. Kinige lpi-
thelzellen erstrecken sich, zuerst am Analpol, fingerféormig ins
Lumen. An diesen Stellen tritt der blauviolette Stibchensaum am
deutlichsten hervor. Zwischen 1—6 Stunden nach dem Saugalkt
sind diese LEpithelfortsitze auller in der Analzone nicht oder nur
andeutungsweise vorhanden. Sie verschwinden nach 6 Stunden am
Analpol, treten dann aber am Vorderende und lateral auf. In der
Stibchensaumregion der Analzone erscheint eine feine braune
Granulation. Nach zirka 30 Stunden bis zum Inde der Blutver-
dauung sind die basalen Zellteile stark vakuolisiert.

Blutkuchen

In den ersten 4 Stunden nach der Blutmahlzeit erscheint der
Blutkuchen blauviolett angefiirbt, auBer cinzelnen Randpartien,
wo schwiicher angefiirbte Stellen sichtbar sind. Diese ragen finger-
formig, vom Ipithel ausgehend, ins Lumen. Die Rinder dieser
Finstiilpungen sind intensiv blau gefirbt (vgl. Abb. 15). Diese
IFortséiilze treten bis 6 Stunden nach dem Saugakt immer zahl-
reicher auf. Nach 8 Stunden tritt eine braune Granulation zuerst in
der Analpartie des Blutkuchenrandes auf. Die braune Granulation
nimmt stetig an Stiirke zu und umgibt nach zirka 30 Stunden den
Blutkuchen vollstiindig. Aul 33-Stunden-Priparaten ist der blau-
violett gefiirbte Darminhalt von gelben Inseln, deren Rand braun
granuliert ist, durchsetzt.

Bis zum lEnde der Blutverdauung nimmt die Blaufirbung des
Lumens in dem MaBe ab, wie die gelbbraunen Inseln und die
braune Granulation zunchmen. Letztere erfillt gegen IEnde der
Blutverdauung das gesamte Darmlumen.

Peritrophische Zone

Die peritrophische Zone ist bis zirka 5 Stunden nach der Blut-
mahlzeit nicht erkennbar. Auf 6-Stunden-Priaparaten tritt im
analen peritrophischen Raum eine gelbbraune Schicht, von fein-
ster brauner Granulation durchsetzt, auf. Diese Granulation
nimmt bis zirka 30 Stunden nach dem Saugakt zu und bildet
den Blutkuchenrand von 3—4 « Dicke. Dann tritt zwischen Blut-
kuchenrand und Epithelzellen e¢in schmaler, zirka 1 ¢ breiler,
gelbbrauner Streifen zuerst anal auf, der nach 34 Stunden die
gesamte Blutmahlzeit umgibt. Diese peritrophische Zone kann an
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wenigen Stellen eine geschichtete Struktur aulweisen. Gegen linde
der Blutverdauung konnen diese lnmellosen Strukturen nicht mehr
gezelgt werden.

3. Ilrgebnisse weilerer Versuche

a) Vorversuche am Kryostaten

Da alle histochemischen Untersuchungen an Kryvostatschnilten
durchgefthrt wurden, lag uns daran zu priifen, ob die PM auf
Kryvostatschnitten nach Azanfirbung auf dieselbe Art erscheint
wie auf Paraffinschnitten, wo sie als blauer Saum den Blutkuchen
vom Epithel trennt.

Wir modifizierten daher die eingangs angegebene Methode zur
Herstellung von Kryostatschnitten folgendermalien:

1. Nach vorsichtigem ntfernen des Darmepithels wurden die
verbleibenden, nur noch von der PM umgebenen Blutkuchen
geschnitten und mit Azan gefarbt.

2. Vom Blulkuchen absezierte peritrophische Membranen wurden
geschnitten und mit Azan gelérbl.

3. Ganze, blutgefiillte Milteldiirme wurden zu Zeiten der deutlich-
sten Membranausbildung geschnitten und mil Azan gelarbt,

Die PM ist nach jeder dieser Modifikationen darstellbar. Sie
erscheint auch auf Kryostatschnitten nach Azaniirbung als blauer
Saum.

b) Das Verhalten der PM voa Anopheles stephensi
in einem unpolaren Losungsmiltel

Die Vermutung, dall die Wasserloslichkeit der PA auf in ihr
enthaltenen polaren Strukturen beruhe, welche im dipolaren Was-
ser (Dielektriziitskonstante 81) auseinanderfallen, wurde folgen-
dermaflen gepriuft:

Vom Blutkuchen absezierte peritrophische Membranen wurden
in mit Chloroform gefiillte Blockschalen gebracht. In diesem
Losungsmittel mit einer Dielektrizititskonstante von 5 konnte
keine Auflosung der Membranen beobachtet werden. Der Versuch
wurde nach 4 Stunden abgebrochen. Im Vergleich dazu losten sich
Membranen, die zur Konlrolle in mil Wasser geftllte Blockschalen
cingelegt wurden, innerhalb einer halben Stunde aul.
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b, Zusammenfassung der Resultate

1. An Kryostatschnitten ist die peritrophische Membran beider
Miickenarten darstellbar.  Nach Azanfirbung zeigt sie sich
gleich wie in Paraffinschnitten: als blau gefirbtes Band zwi-
schen Blutkuchen und Darmepithel.

2. Die chemische Analyse der Klistiermembranen von Ae. aeqypli
und An. stephensi weist auf die Anwesenheil von Kohlenhydra-
len und Lipiden im Membranmaterial hin. Bei den letzteren
handelt es sich mit groBBer Wahrscheinlichkeil um Cholesterin,
Lecithine und Cholesterinester.
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Abb. 18, Paraffineingebeltteter, blutgefiillter Miickendarm. Der Blutkuchen isl

vom lipithel abgesetzt und teilweise aus dem Schnitt gelost, Diese Aufnahme

wurde freundlicherweise von Prof. Dr. T. A. FREYVOGEL zur Verfiigung gestellt.
Sie wurde in einer seiner Arbeiten (13) publiziert.

Abb. 19. Kryostatschnitt eines  blutgefiillten Miickendarmes. Der Blutkuchen
liegt dem Epithel vollstiindig an; siimtliche Strukturen sind erhalten.
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3. Mit histochemischen Methoden an Klistiermembranen und an
Membranen, die nach Blutmahlzeiten gebildet wurden, lassen
sich Kohlenhydrate nachweisen. Mit der Sudanschwarz-B-Reak-
tion konnen jedoch im Membranmaterial keine Lipide gezeigt
werden. Bei beiden Miickenarten 148t sich die PM durch An-
dauung mit Chitinase aus den Schnitten herauslésen.

4. Sowohl bei Ae. aeqypti als auch bei An. stephensi ist die PM ein
Produkt epithelialer Sekrete. Bei Ae. aeqypti sezernieren alle
Zellen gleichzeitig in apokriner Weise, bei An. stephensi wird
eine Variante des merokrinen Sekretionstypus beobachtet: die
Zellen wolben sich ins Darmlumen vor und scheiden dann
tropfenfoérmiges Sekretionsmaterial aus.

5. Die histochemischen Untersuchungen, welche sich tiber die
Dauer einer ganzen Blutmahlzeit erstrecken, kénnen tabella-
risch zusammengefalit werden (vgl. Tab. 1).

6. Die wasserlosliche PM von An. stephensi verliert ihre Loslich-
keit in Chloroform, einem unpolaren Losungsmittel.

1V. Diskussion der Resultate
1. Diskussion der Methoden

Entsprechend der in der Einleitung skizzierten Fragestellung
versuchten wir, durch andere als bisher verwendete Methoden
Einblick in den Ablauf der Blutverdauung und den mit diesem
Vorgang in enger Verbindung stehenden Problemkreis der peri-
trophischen Membran zu gewinnen.

Unseres Wissens wurden Untersuchungen tiber den Ablauf der
Blutverdauung und iiber Sekretionsvorginge bei Culiciden bis an-
hin nur an Paraffinschnitten und an elekironenmikroskopischen
Priaparaten durchgefiihrt. Vergleichende Versuche mit Paraffin-
und Kryostatschnitten lieBen uns jedoch zum Schluf kommen,
daB histologische Priiparate fixierter und paraffineingebetteter,
blutgefiillter Objekte die natiirlichen Zustiande viel weniger real
wiedergeben, als dies bei Kryostatschnitten der IFall ist. Dies ver-
anschaulicht die Abbildung 18 eines paraffineingebetteten, blut-
gefiillten Miickendarms. Der Blutkuchen ist an manchen Stellen
bis zirka 50 « vom Epithel abgesetzt und teilweise aus dem Schnitt
gelost, withrend auf Abbildung 19, einem Kryostatschnitt eines
gleichen Objekts, der Blutkuchen dem Epithel vollstindig anliegt,
wobei seine sidmtlichen Strukturen erhalten sind. Anderseits er-
scheinen Zellorganellen auf Kryostatschnitten nicht so deutlich
und scharf abgegrenzt wie auf Paraffinschnitten. Aus diesem

12 Acta Tropica 25, 2, 1968
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Grunde konnen zytologische Verinderungen, wie sie I'REYVOGEL
(13) wihrend des Ablaufs der Blutverdauung beschreibt, an Kryo-
statschnitten nicht oder nur begrenzt festgestellt werden.

Da jedoch die Untersuchung zytologischer Vorgiinge fiir unsere
Arbeit von untergeordneter Bedeutung war, fiithrten wir alle histo-
chemischen Reaktionen an Kryostatschnitten durch. Mit diesen
sollte einerseits der Aufbau und die Entstehung der PM und
anderseits der Abbau der drei organischen Hauptnihrstoffe, der
Eiweille, der Kohlenhydrate und der Lipide verfolgt und gepriift
werden. Es zeigte sich, dafl mit der PAS-Reaktion Vorstufen der
PM sowie Kohlenhydratkomponenten der Blutmahlzeit und der
Epithelzellen erfait werden konnen. Ungeeignet jedoch ist diese
Reaktion zur Darstellung der vollstindig ausgebildeten, PAS-nega-
tiven peritrophischen Membran. Diese nimmt dann eine braune
Farbe an und kann nur in Ausnahmefillen von den ebenfalls
braun gefirbten Randpartien des bereits angedauten Blutkuchens
unterschieden werden.

Die Darstellung der PM in Schnittpriparaten ist ein Kernpro-
blem aller bisher iiber diese Struktur erschienenen Arbeiten. Schon
STOHLER (31) erwihnt, da sich die PM nach Azanfirbung gleich
wie das anliegende Blut (blau) anfiarbt. Auch die von uns ange-
wandte Chitinasereaktion, welche als Methode zur negativen Dar-
stellung der PM aufgefait werden kann, ergibt keine restlos be-
friedigende Resultate, weil sie auch den Blutkuchenrand teil-
weise angreift. Bessere Resultate zur Darstellung der vollstandig
ausgebildeten PM erzielten wir mit der Sudanschwarz-B-Farbung.
Mit dieser Lipidfirbung 1a6t sich die PM als braune, lamellige
Struktur bei Ae. aegypti und als braune Granulation bei An. ste-
phensi darstellen (vgl. Abb. 6, 7). Bei beiden Miickenarten ist dann
der Blutkuchen als graue, lipiddurchsetzte Struktur von der PM
zu unterscheiden. Zu Zeiten der fortgeschrittenen Blutverdauung,
auf 30- bis 60-Stunden-Préaparaten, kann, da dann der Darminhalt
auch eine braune Farbe annimmt, die PM nicht mehr unterschie-
den werden.

Ahnliche Ergebnisse ergaben Versuche mittels der Methylen-
blauextinktion [PEARSE (24)] bei Ae. aegypti. Die PM wird bei
einem pH-Wert zwischen 3 und 4 als braune lamellose Struktur
sichtbar; aber auch hier nimmt der Blutkuchenrand dieselbe
Farbe an. Die Tatsache, dafl die PM nicht blau gefirbt wird, LGt
darauf schliefen, dall ihre braune Farbe pH-bedingt ist.

Da bis jetzt keine besseren Moglichkeiten zur Darstellung der
PM in Schnittpriparaten existieren, gewinnt die Methode von
FREYVOGEL & JAQUET (12) der Provozierung von Membranbil-
dungen bei Ae. aegypti und An. stephensi durch Klistiere mit phy-
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siol. NaCl besonders an Bedeutung; erst histochemische Reaktio-
nen an Klistiermembranen konnen letztlich bestitigen, dall die
PM existiert und nicht ein Artefakt ist, entstanden etwa durch
zusammenhingende, bereits verdaute Blutriickstiande.

Uberdies — wir haben bereits in der Einleitung darauf hinge-
wiesen — eignen sich die Klistiermembranen besonders gut als
Material zu chemischen Analysen, da Verfialschungen der Resul-
tate durch Bestandteile des Blutkuchens ausgeschlossen sind.

2. Die Sekretionsmechanismen und die Entstehung der PM

Die Beobachtungen iiber das Auftreten der Kohlenhydrate und
Lipide wihrend einer ganzen Blutverdauung fiihren zu folgenden
Vorstellungen iiber die Sekretionsart und die Entstehung der PM
bei beiden Miickenarten:

Aedes aeqypti

Die Epithelzellen des Mitteldarms der ungefiitterten Miicke wer-
den durch den Bluteintritt gestreckt und sezernieren, stimuliert
durch diese mechanische Dehnung, auf typisch apokrine Weise
ein Sekret, das innert kiirzester Zeit den Mageninhalt liickenlos in
einer 2 u dicken Schicht umgibt. Dies deutet auf eine synchron
einsetzende Sekretionstitigkeit aller Epithelzellen. Wie an Parallel-
schnitten gezeigt werden kann, enthilt diese Sekretschicht Koh-
lenhydrate und Lipide. Die Mdéglichkeit, dal Lipide fiir den posi-
tiven Ausfall der PAS-Reaktion verantwortlich sind, darf jedoch
nicht von vorneherein ausgeschlossen werden. Kontrollschnitte, die
vor der FFarbung mit Chloroform extrahiert wurden, zeigten nach
PAS-IFarbung eine positive peritrophische Zone, wihrend Lipide
nach dieser Behandlung nicht mehr nachgewiesen werden konn-
ten. Moglicherweise liegen sie nach dieser Behandlung in so schwa-
cher Konzentration vor, dal} sie mit der Sudanschwarz-B-Firbung
nicht mehr erfaBt werden konnen. Mit den verwendeten Methoden
konnten Proteine in der peritrophischen Zone nicht nachgewiesen
werden, obwohl solche zu gewissen Zeit zweifellos vorhanden sein
miussen.

Aus der vom Analpol gegen den Vorderpol fortschreitenden
Veriinderung der PAS-positiven Schicht in eine braune, PAS-nega-
tive, lamellige Struktur in der peritrophischen Zone muf man fol-
gern, dal3 die PAS-positive Schicht eine Vorstufe der lamellésen,
vollstiindig ausgebildeten PM darstellt, wie sie nach durchschnitt-
lich 24 Stunden gezeigt werden kann.
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Anopheles stephensi

Bei dieser Miickenart kann ein anders gearteter Sekretions-
mechanismus beobachtet werden (vgl. Abb. 15, 16, 17). Unmittel-
bar nach der Blutaufnahme stiilpen sich die Epithelzellen finger-
formig in das Darmlumen. An den lumenwiirts gerichteten Polen
erscheinen Sekrettropfen, welche sich von der Zelloberfliche ab-
l6sen. AnschlieBend bilden sich die ausgestiilpten Teile zuriick,
die Zellen nehmen nun eine flache, gestreckte Form an. Ob eine
einzelne Zelle zu mehrmaliger Sekretion innerhalb einer Blut-
verdauung fihig ist, kann nicht entschieden werden.

Nicht alle Epithelzellen sezernieren gleichzeitig; die Aktivitat
schreitet vom Anal- gegen den Vorderpol hin fort und kann an
Stellen, wo die PM nach zirka 30 Stunden voll ausgebildet ist, nicht
mehr beobachtet werden. Unseres Erachtens handelt es sich bei
dieser Sekretionsart um eine Variante des merokrinen Typus (10),
bei welcher die Epithelzellen und der Stibchensaum, moglicher-
weise unter der Einwirkung eines Sekretturgors, ins Lumen aus-
gestiilpt werden. Verschiedene Erklirungen fiir die im Vergleich
mit Ae. aegypti langsamer und iiber eine lingere Zeitspanne er-
folgende Sekretion sind denkbar. IKine Moglichkeit ist, daBl der
Sekretturgor jeder Zelle vor dem Sekretionsstoll neu gebildet wer-
den muBl, wobei sich diese Aufbautiitigkeit langsam, beginnend
am Analpol, iiber das Darmepithel ausbreitet. IEine andere Iirkli-
rung wire, dall die Epithelzellen der ungefiitterten Anopheles-
Miicke im Gegensalz zu Ae. aegypti keine oder nur wenige Sekret-
stoffe enthalten, welche dann anlafllich der Blutaufnahme erst
synthetisiert werden, beginnend in den analen Epithelzellen. Diese
Interpretation wird durch die Befunde STAEUBLIs (30) gestiitzt,
nach denen ebenfalls angenommen werden kann, daB3 die Sekre-
tion bei Ae. aegypti sehr rasch und gleichzeitig erfolgt, da die
«whorls» innerhalb zirka 3 Minuten abgebaut werden, wiihrend
vergleichbare Strukluren bei An. stephensi erst 1'/: Stunden nach
dem Saugakt verschwinden, was aul eine linger andauernde
Sekretion schlieBen laBt.

Diese Annahme konnte auch die Befunde FREYVOGELs (12)
tiber die unterschiedlich lange Bildungszeit der Klistiermembra-
nen und die um zirka 20 Stunden differierende Dauer der Blutver-
dauung bei beiden Miickenarten erkliren. Das Sekret bei An. ste-
phensi enthilt ebenfalls Kohlenhydrate und Lipide, wobei eine
PAS-positive Vorstufe der PM jedoch frithestens nach 8 Stunden,
beginnend am Analpol, in Erscheinung tritt. In der I‘olge zeigt
sich, da3 die PAS-positive Vorstufe der PM nie lingere, zusam-
menhingende Lamellen bildet und auch ihre PAS-positive Reak-
tion nie vollstindig verliert.
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Die PM der untersuchten Miickenarten entsteht aus einem PAS-
positiven Sekret, welches sich bei Ae. aeqypti durchschnittlich
24 Stunden nach dem Saugakt zu PAS-negativen Lamellen um-
wandelt, wahrend bei An. stephensi zwischen 30 und 36 Stunden
im PAS-positiven Material PAS-negative, braune Koérner auftreten.

3. Die chemische Natur der PM

Wir sind von der Hypothese ausgegangen, die chemische Natur
der Klistiermembranen entspreche derjenigen wihrend einer Blut-
mahlzeit gebildeten Membran. Die histochemischen Befunde be-
stitigen diese Annahme jedoch nur teilweise, da auf histologischen
Praparaten im Membranmaterial selbst nur Kohlenhydrate nach-
gewiesen werden konnen. Die Analyse von Klistiermembranen
ergab jedoch neben der Anwesenheit von Kohlenhydraten noch
diejenige von Lipiden, wobei es sich um Cholesterin, Lecithine und
Cholesterinester handeln diirfte. Eine mogliche Erklirung fiir die
Anwesenheit dieser Fettstoffe konnte aus einem Vergleich mit dem
Verdauungszyklus von Siugern gefunden werden, bei welchem
diese Stoffe die Verdauungs- und Resorptionsfihigkeit beeinflus-
sen (10). IEbenso besteht die Moéglichkeit, daf zwar Lipide im
Membranmaterial vorhanden sind, aber von der relativ unspe-
zifischen Sudanschwarz-B-Reaktion nicht erfa3t werden.

In bezug auf die Kohlenhydratkomponente der PM beider
Miickenarten bestirken die Resultate des Chitinasetests die Be-
funde FREYVOGELs (13) et al. (31, 34), wonach diese sowohl bei
Ae. aegypti als auch bei An. stephensi Chitin enthalte. Unterschiede
zwischen den beiden Membranen gehen einerseits aus dem Bild
der histologischen Priparate und anderseits aus den Resultaten des
Versuchs tiber das Verhalten der Membran von An. stephensi nach
Einlegen in ein polares und wenig polares Lésungsmittel hervor.
Histologisch zeigt die PM von An. stephensi, im Gegensatz zu der-
jenigen von Ae. aegypti, in den seltensten Fillen eine deutlich
lamellose Struktur. Sie setzt sich aus einer Summe kleinster, den
Eindruck einer Granulation erweckender Chitinpartikeln zusam-
men, welche hochstens auf kiirzeste Distanz lamelliert, in PAS-
positivem Material eingebettet sind. In einem polaren Losungsmit-
tel, wie Wasser, fallen die Chitinpartikeln auseinander, weil sie an-
scheinend keine zusammenhiingende Struktur bilden. Das PAS-
positive Material diirfte in unfixiertem Zustand loslich sein, wih-
renddem es im unpolaren Losungsmittel Chloroform diese Eigen-
schaft verliert. Gleichwohl konnten chemische Faktoren, z. B.
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divergierendes pH der Mitteldarmabschnitte fiir die Loslichkeit
der Membranen verantwortlich sein.

Die Verinderungen in der peritrophischen Zone im Verlaufe
einer Blutverdauung nach der PAS-Firbung wurden schon im
vorangehenden Abschnitt diskutiert. Erginzend kann beigefligt
werden, dafl die PAS-positive Vorstufe der PM wahrscheinlich
aus einzelnen Acetylglukosamin-Molekiilen, dem Grundbaustoff
des Chitins, besteht, welche durch zunehmende Polymerisation
langgestreckte Chitinketten bilden, wobei sie ihre PAS-Positivitit
verlieren.

Elektronenoptische Untersuchungen von BERTRAM & BIRD (1),
welche die PM von Ae. aegypti im Rahmen einer Studie tiber das
Semliki Forest Virus bearbeiten, beschreiben ein granuldses Sekre-
tionsmaterial, welches bereits eine halbe Stunde nach dem Saug-
akt zwischen Blutkuchen und Epithel und zwischen dem Stib-
chensaum zu beobachten ist, und welches mit groBer Wahrschein-
lichkeit eine Vorstufe der PM darstellt. Im Prinzip decken sich
diese Befunde mit denen unserer Arbeit. Ihre Vermutung, daf
diese Vorstufe der PM zum Teil auch aus Bestandteilen der apica-
len Region des Stibchensaums bestehe, kann aus unseren Unter-
suchungen nicht abgeleitet werden, da an Kryostatschnitten solch
feine Beobachtungen kaum mdéglich sind.

Bei Betrachtung der bisher vorliegenden elektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen der PM kommen wir zum Schlufl, daB} die
Bezeichnung «Membran» fiir diese Struktur nicht zutreffend ist.
Der Begrifft der PM wurde von IForschern geprigt, die wie
DE BOI1SSEZON (2, 3) und vOoN DEHN (6) lichtmikroskopisch unter-
sucht haben. Elektronenoptisch ist jedoch eine Membran aus Lin-
heiten zusammengesetzt, die im allgemeinen aus drei Schichten
(Lipid-Protein-Lipid) von 80 bis 120 A Dicke bestehen. Aus die-
sem Grunde wiirden wir eine Bezeichnung «peritrophische Schicht»
oder «peritrophische Lamina» zur Bezeichnung der PM fir zu-
treffender halten.

4. Der Ablauf der Blutverdauung

Das Auftreten der Kohlenhydrate und Lipide bzw. der Ver-
dauungszustand des Darminhalts wihrend der Dauer einer ganzen
Blutverdauung wurde auf den Abbildungen 20a, b und c¢ gra-
phisch dargestellt. Auf der Abszisse ist die Zeit in Stunden nach
dem Saugakt aufgetragen, auf der Ordinate die relative Quantitiit
der im Epithel vorhandenen Kohlenhydrate und Lipide bzw. bei
der Darstellung der Abbauvorginge im Darm die relative Menge



Gander, Zur Histochemie und Histologie des Mitteldarmes . .. 167

+—" N\

10 20 30 40 50 60 75
Abb. 20. Der Ablauf der Blutverdauung bei Ae. aegypti (——-) und An. stephensi
(——). a) Das Auftreten der Kohlenhydrate in den Epithelzellen. b) Das Auf-

treten der Lipide in den Epithelzellen. ¢) Der Abbau des Blutkuchens.

des bereits der Verdauung unterworfenen Blutes. Die Ordinaten-
werte vermitteln nicht quantitative Angaben, da sie ausschlieBlich
die visuelle Beurteilung der mikroskopischen Préparate wieder-
geben. Die Werte bewegen sich zwischen Null und einem willkiir-
lich festgesetzten Maximum.

Das Diagramm iiber den zeitlichen Ablauf der Blutverdauung
(Abb. 20 c) 148t zwei Befunde deutlich werden:

1. Die Blutverdauung ist beendet, bei Ae.aegypti nach zirka
35 Stunden, bei An. stephensi nach durchschnittlich 55 Stun-
den nach dem Saugakt; zu diesen Zeiten lassen sich weder Pro-
teine im allgemeinen noch Haemoglobin im besonderen in nen-
nenswerter Konzentration im Darmlumen nachweisen.

2. Der eigentliche Verdauungsvorgang, d. h. der nachweisbare Ab-
bau des Haemoglobins zu einem braunen Material, das den
Darminhalt gegen Ende der Blutverdauung erfiillt, ist bei
Ae. aegypti wihrend der ersten 16, bei An. stephensi wiahrend
der ersten 30 Stunden auf ein Minimum beschriankt. Im fol-
genden nennen wir diese Periode der Blutverdauung Phase I.

Nach dieser stationidren Phase erreicht die Blutverdauung bei
Ae. aegypti nach zirka 30 Stunden, bei An. stephensi nach unge-
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fahr 50 Stunden ihren Hohepunkt, das Stadium, bei dem an-
nihernd das gesamte Darmlumen von braunen Blutruckstinden
erfiillt ist. Diese Phase II ist von der ersten deutlich abgrenzbar.

Die Resultate der histochemischen Reaktionen iiber das Auf-
treten der Kohlenhydrate und Lipide im Epithel und im Blut-
kuchen lassen folgende Ablaufe hervortreten:

Phase 1

Zu Beginn dieser Phase werden, wie in Abschnitt IV, 2 geschil-
dert, Sekrete, welche Kohlenhydrate und Lipide enthalten, aus-
geschieden (vgl. Abb. 9, 16, 17). Die bei Ae. aegypti beobachteten,
untereinander in Verbindung stehenden Kohlenhydrat- und Lipid-
inselchen im Blutkuchen stehen kaum mit den vom Darmepithel
abgesonderten Sekreten in Zusammenhang, sondern stellen ent-
weder die Gertistsubstanz des Blutes oder abgesonderte Serum-
inseln dar, welche nach der Koagulation als PAS-positive bzw.
Sudanschwarz-B-positive Strukturen in Erscheinung treten. Ahn-
liche Bildungen konnen ebenfalls an Kryostatschnitten PAS-ge-
farbter Blutstropfen beobachtet werden, welche in Gelatinekapseln
zur Koagulation gebracht wurden. Bei An. stephensi, deren Spei-
cheldriisen beim Saugakt ein Antikoagulin ausscheiden (5), wird
diese Beobachtung nicht gemacht. Bei Ae. aegypti konnen unmit-
telbar nach dem Saugakt in der peritrophischen Zone an Parallel-
schnitten eine Kohlenhydrat- und Lipidschicht gezeigt werden. In
den Epithelzellen dieser Miicke hingegen lassen sich vor und bis
10 Stunden nach dem Saugakt keine Kohlenhydrate nachweisen,
wihrend solche bei An. stephensi mit der PAS-Reaktion gezeigt
werden konnen.

Zusammen mit den Kohlenhydraten und den Lipiden werden
sicher auch Enzyme in dieser ersten Phase ausgeschieden, wie
Untersuchungen von FISK & SHAMBAUGH (9) und GOODING (17)
uiber Proteaseaktivitiit bei Ae. aegypti bestitigen. Die Resultate des
Benzidintests ergeben, dal} proteolytische Fermente in Phase I nur
schwach wirksam sind, da die Erythrozyten nur in den Rand-
zonen des Blutkuchens Zeichen von Andauungserscheinungen er-
kennen lassen. Die langsame Zunahme der Kohlenhydrat- und
Lipidkonzentration, wie sie aus Abbildung 20 und 21 hervorgeht,
weist auf eine resorbierende Titigkeit der Epithelzellen hin,
welche nach WEBER (33) zwischen einzelnen Sekretionsstofien
erfolgen kann.

Sowohl bei Ae. aegypti als auch bei An. stephensi fillt das Ende
von Phase I zeitlich mit der voll ausgebildeten PM zusammen.
Von diesem Zeitpunkt an kann keine Sekretionstitigkeit der Epi-
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thelzellen mehr gezeigt werden. Dieser Umstand wird bei der Be-
sprechung der Bedeutung der PM ausfiihrlicher diskutiert.

Phase 11

Der Beginn dieser Phase ist gekennzeichnet durch eine Zu-
nahme der Lipidinseln in der Masse des Blutkuchens sowie durch
eine Anreicherung feinster Lipidtropfen in der gegen das Darm-
lumen gerichteten Seite der PM (vgl. Abb. 6, 7). Bei Ae. aeqypti
kann das Netzwerk von Kohlenhydratinseln im Darmlumen nicht
mehr nachgewiesen werden. Auf den mit Benzidin oder Hg-Brom-
phenolblau angefirbten Praparaten zeigt sich, dal3 der eigentliche
Abbau des Blutkuchens erst jetzt von der PM aus zentripetal fort-
schreitend einsetzt. Ebenso erreicht die Kohlenhydrat- und Li-
pidkonzentration in den Epithelzellen beider Miickenarten und
die Resorptionstiitigkeit des Darmepithels ihren Hohepunkt. Bei
Ae. aegypti sind es zuerst die Lipide, die den Maximalwert er-
reichen, welcher ungefihr von der 30. bis zur 50. Stunde nach
dem Saugakt unverindert bleibt. Die Kohlenhydrate erreichen
ihre hochste Konzentration erst nach zirka 35 Stunden und be-
halten sie nur wihrend ungefihr 5 Stunden bei.

Bei An. stephensi erreichen zuerst die Kohlenhydrate in den
Epithelzellen den hochsten Wert. Dieser bleibt wihrend zirka
15 Stunden, d. h. bis ungefihr 50 Stunden nach dem Saugakt,
konstant. Die Lipidkonzentration steigt stetig an, erreicht ihren
Hohepunkt nach zirka 50 Stunden und bleibt dann wiithrend zirka
10 Stunden konstant.

Der Abtransport der resorbierten Stoffe erfolgt bei beiden Miik-
kenarten in derselben Reihenfolge: zuerst sinkt die Kohlen-
hydratkonzentration bei Ae. aegypti auf den Nullwert, bei An. ste-
phensi auf den ungefihren Wert, der unmittelbar nach dem Saug-
akt beobachtet wird, ab; danach erst sinkt bei beiden Arten die
Lipidkonzentration auf die Werte frisch gefiitterter Miicken.

Mit der Benzidinreaktion, welche Haemoglobin und Peroxy-
dasen erfalBt, lassen sich letztere wihrend der ganzen Blutver-
dauung in den Epithelzellen beider Miicken nachweisen. Wahrend
die Peroxydasenkonzentration bei Ae. aegypti einen Hohepunkt
nach zirka 40 Stunden nach dem Saugakt erreicht, bleibt sie bei
An. stephensi wihrend der ganzen Blutverdauung konstant. Der
Befund, daff auch die peritrophische Zone benzidinpositiv ist, deu-
tet entweder auf die Iintstehung einer grofien Menge Peroxy-
dasen beim Haemoglobinabbau hin oder auf eine groflere Unspe-
zifitit des Benzidintestes, als bisher angenommen wurde.

Die Substanzen, welche gegen Ende der Blutverdauung das
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Darmlumen erfiillen und zur Ausscheidung gelangen, sind braun-
liche Abbauprodukte des Blutes — nach WIGGLESWORTH (35)
handelt es sich dabei um Protohaematin —, welche mit Lipiden,
Kohlenhydraten und Proteinen in geringer Konzentration durch-
setzt sind. Diese Beobachtungen stimmen im wesentlichen mit
denen von CLEMENTS (5) veroffentlichten tiberein.

IEin Vergleich unserer Resultate mit den Befunden von FISK
& SHAMBAUGH (9) und GOODING (17) iiber die Proteaseaktivitit
in Mitteldirmen gefiitterter Ae. aegypti-Weibchen kann indirekt
durchgefiihrt werden. Sowohl Fisk & SHAMBAUGH (9) als auch
GOODING (17) beschreiben ein stetiges Ansteigen der Protease-
aktivitit im Darm gefiitterter Miicken bis 24 Stunden nach der
Blutmahlzeit, wenn die Enzymtitigkeit ein Maximum erreicht.

Anschlieend sinkt dieser Wert ebenso gleichméflig, wie er ge-
stiegen ist gegen IEEnde der Blutverdauung, nach zirka 48 Stunden,
wieder auf den der ungefiitterten Miicke ab. Unsere Befunde iiber
eine in zwei Phasen verlaufende Blutverdauung fiihren zu ande-
ren SchluBfolgerungen iiber die Proteaseaktivitit: wihrend Phase [
kann sie nur AuBerst schwach sein, da der Blutkuchen nur geringe
Verdauungsanzeichen in der Randzone erkennen liafBt. Erst gegen
Ende dieser Phase und zu Beginn von Phase II setzte sie verstirkt
ein, was aus der sprunghaft ansteigenden Menge angedauten Blu-
tes ersichtlich wird.

Diese Diskrepanz konnte mit der Anwesenheit eines Hemm-
faktors fiir Proteasen im aufgenommenen Blut (5, 17) in Zusam-
menhang stehen. Bei den in vitro-Versuchen I'1SKks & SHAMBAUGHS
(9) und GoobiNGgs (17) wiirde demnach dieser Hemmfaktor
durch die Homogenisierung der Mitteldirme zerstort oder in-
aktiviert.

Die zeitliche Ubereinstimmung im Auftreten der Lipide mit den
von STAEUBLI (30) in den Epithelzellen beschriebenen Strukturen
«whorls» bei Ae. aegypti und «Sekretionsgranulation» bei An. ste-
phensi zu Beginn einer Blutverdauung koénnten auf funktionelle
Zusammenhinge hinweisen. Sowohl die «whorls» und die «Sekre-
tionsgranulation» als auch die Lipide in unseren Untersuchungen
konnen in den Epithelzellen ungefiitterter Miicken beobachtet wer-
den. Unmittelbar nach dem Saugakt werden die «whorls» und
wiahrend zirka 2 Stunden nach der Blutaufnahme die «Sekretions-
granulation» abgebaut; in der Stibchensaumregion treten Sekrete
in Erscheinung. Vor allem die «whorls» und ihr rascher Abbau
nach dem Saugakt zu kleineren Strukturen wiirde man am ehesten
mit der Protein- bzw. Enzymsynthese in Zusammenhang bringen.

Ahnlich verhalten sich die Lipide der Epithelzellen: nach der
Blutaufnahme sinken sie bei den untersuchten Miickenarten auf
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ein Minimum ab. In der peritrophischen Zone von Ae. aegypti 148t
sich dann eine diinne Lipidschicht nachweisen, wihrend bei
An. stephensi lipidhaltige Zellfortsiitze in das Lumen sichtbar wer-
den. AuBer diesen zeitlichen Ubereinstimmungen konnen keine
morphologischen Parallelen erkannt werden.

5. Die Bedeutung der PM im Rahmen der Verdauung

Der Zeitpunkt der vollstindig ausgebildeten Membran fallt
bei beiden Miickenarten zusammen mit dem Aussetzen der se-
zernierenden Titigkeit der Epithelzellen, dem sprunghaften An-
steigen der bereits der Verdauung unterworfenen Blutbestand-
teile (Phase II) und der Resorption. Gleichzeitig mit dem Beginn
dieser Phase Il der Blutverdauung kann eine Lipidanreicherung
an der lumenwirts gerichteten Seite der PM im Blutkuchenrand
und in den Epithelzellen beobachtet werden, withrend im Raum
zwischen Epithelzellen und PM, der eigentlichen peritrophischen
Zone, nur Kohlenhydrate und Proteine nachweisbar sind. Inwie-
weit dies auf die mangelnde Empfindlichkeit der Sudanschwarz-B-
Methode zuriickzufiihren ist, bleibt dahingestellt. Anderseits konnte
man sich vorstellen, daff die Lipide beim Transport durch die
peritrophische Zone und zur Resorption an andere Stoffe gebun-
den sind und damit fiir die Sudanschwarz-B-Reaktion nicht zu-
ginglich sind. Es konnte zudem die fiir eine normale Membran
ungewohnliche Eigenschaft bestehen, dafl die PM fiir gewisse freie
Lipide undurchlissig ist, worauf die erhohte Lipidkonzentration
an ihrer gegen das Lumen gerichteten Seite zuriickgefiihrt werden
konnte. Eine weitere Moglichkeit kénnte darin gesehen werden,
daf} die selektivpermeable PM als Barriere zwischen den Epithel-
zellen und dem Darminhalt ein Lumen fiir die in geléster Form
vorliegenden zu resorbierenden Stoffe schafft. Dadurch kann die
zur Resorption zur Verfiigung stehende Oberfliche optimal aus-
geniitzt werden, da sie nicht durch direkt dem Epithel aufliegende
Nahrungspartikeln reduziert wird.

Die Vermutung von FREYVOGEL (13) der Aufgabe der PM, den
Darminhalt vor dem AusflieBen zu bewahren, wird durch Ver-
suche mit Miicken, denen physiol. NaCl-Klistiere verabreicht wur-
den, nicht gestiitzt, da nimlich die Mitteldarmabschnitte bei beiden
Miickenarten unmittelbar nach der Klistierapplikation aus dem
Abdomen herauspripariert werden konnten, ohne dafl ihr wiB-
riger Inhalt in Richtung des Vorder- oder des Enddarms ausfloB.
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Bei folgenden Arthropodenordnungen sind bisher PM-Bildun-
gen beschrieben worden: aus dem Unterstamm der Chelicerata
bei Arten der Ordnungen: Xiphosura, Araneae und Opiliones; aus
dem Unterstamm der Tracheata bei Arten der Ordnungen: Thy-
sanura, Odonata, Embiodea, Phasmida, Dermaptera, Mantodea,
Blattaria, Isoptera, Phthiraptera, Hymenoptera, Coleoptera, Me-
coptera, Lepidoptera und Diptera. Von besonderem Interesse ist
die Tatsache, dal} peritrophische Membranen sowohl bei Xiphosura
(Chelicerata) als auch bei Thysanura (Tracheata) nachgewiesen
werden konnen. Innerhalb ihrer Ordnung stellen beide Formen
Typen dar, welche paliotypische Merkmale erkennen lassen. Da-
mit stellt sich die IFrage, ob die PM nicht etwa ein prototypisches
Merkmal aller Arthropoden darstelle. Sie kann jedoch nicht ge-
klart werden, solange nicht umfassende vergleichende Unter-
suchungen tber die Bildung und Struktur der PM bei jungen und
adulten Arthropoden mit verschiedener Ernidhrungsweise durch-
gefiihrt worden sind, speziell in Anbetracht, daB8 bei verschiedenen
Formen (Ixodides, Aphaniptera) eine PM nicht nachgewiesen wer-
den konnte.

Eine solche vergleichende Untersuchung sollte mit allen zurzeit
zur Verfigung stehenden Methoden durchgefiihrt werden. In be-
zug auf die uns speziell interessierenden Culicidenarten wiirden
Elektronenmikroskopie an Klistiecrmembranen, Enzymhistochemie
an ungeftitterten Mitteldirmen, Autoradiographie an ganzen mit
markiertem Blut gefiitterten Miicken und elektronenoptische Un-
tersuchungen, welche Darmepithel, peritrophische Zone, PM und
Blutkuchen umfassen, tiefere Einblicke in diese Probleme er-
moglichen.
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Résumé

1o La formation et la structure chimique de la membrane péritrophique
(MP), ainsi que les phases de la digestion du sang chez Ae. aegypti et An. ste-
phensi sont observées au moyen de coupes effectuées au cryostat.

20 Des études comparatives entre des coupes au cryostat et des coupes en
paraffine ont été faites. L.e cryostat permet d’éviter dans une large mesure
lapparition d’artéfacts, puisque aucune fixation ni inclusion ne précéde la
coupe. Les sections au cryostat, contrairement aux sections en paraffine, ne
permettent pas une distinction nette des structures cellulaires. Ceci rend plus
difficile I'observation des modifications cytologiques différenciées des cellules
épithéliales durant la digestion du sang.

30 Des différences structurelles ont été observées dans les membranes péri-
trophiques. Chez Ae. aegypti la MP a une structure lamellaire, chez An. stephensi,
elle se compose de petits granules qui sont insérés dans du matériel PAS positif.
Cette derniére est hydrosoluble ; une explication possible de ce phénomeéne est
discutée,

40 Les cellules épithéliales des deux espéces de moustiques sécrétent tout
d’abord une substance PAS positive. Au cours de la digestion du sang cette
colorabilité se perd complétement chez Ae. aegypti et partiellement chez An.
stephensi,

50 Des recherches histochimiques sur la nature de cette sécrétion démontrent
la présence de lipides et d’hydrates de carbone. Les lipides sont examinés de
maniére plus précise a l'aide de la chromatographie sur couche mince. La
présence de lipides n’avait pas encore été décrite.

Go Entre Ae. aegypti et An. stephensi, des différences concernant la durée et
le mode de la sécrétion ont été constatées. Chez Ade. aegypti, toutes les cellules
épithéliales sécrélent simultanément et de maniére apocrine. Chez An. stephensi,
une variation de la sécrétion mérocrine a été observée. La sécrétion dure
plusieurs heures et s’étend progressivement du péle caudal au péle oral.

70 Chez les deux espéces de moustiques, la digestion du sang se déroule en
deux phases. La premiére phase est caractérisée par une sécrétion intensive,
la formation de la MP et par de faibles signes d’'un commencement de digestion
a la périphérie du caillot. Dans la deuxiéme phase, la MP est définitivement
formeée, la digestion du sang et la résorption s’intensifient, Aucune sécrétion des
cellules épithéliales n’a pu étre constatée au cours de cette deuxiéme phase.
Chez Ae. aegypti, la digestion du sang s’étend sur 40 heures, chez An. stephensi,
elle dure de 50 & 60 heures. Des différences temporelles sont visibles dans le
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déroulement de la digestion, ainsi que dans la résorption des hydrates de car-
bone, des lipides et des protéines.

80 Pour mieux démontrer la MP sur les coupes histologiques, des expérien-
ces prévoyant différentes méthodes de coloration ont été faites. Les meilleurs
résultats ont été obtenus avec le soudan-noir-B et le bleu de méthyléne (pH 3-4).

9o Quant A la fonction de la MP, différentes hypothéses sont proposées et
discutées.

Summary

1. In Ae. aegypti and An. stephensi the formation and chemical structure
of the peritrophic membrane (PM) as well as the digestion of blood are ob-
served on frozen sections (cryostat).

2. Comparative investigations have been made between sections by cryostat
and sections in paraffin of midguts filled with blood. On the frozen sections
the formation of artefacts is highly restricted as no fixation and embedding
precedes the cutting. Sections by cryostat show the cell-structure less clearly
than sections in paraffin, thus making the observation of delicate cytological
alternations within the midgut-cells during the blood digestion more difficult.

3. Structural differences are demonstrated in the peritrophic membrane.
The PM of Ae.aegypti has a laminar structure, whereas that of An. stephensi
consists of smallest granules which are embedded in PAS-positive material. The
latter membrane is water soluble. A possible explanation of this fact is dis-
cussed.

4. The epithelial cells of both species of mosquitoes secrete a PAS-positive
preliminary state of the PM. In the course of the blood digestion the PM of
Ae. aegypti loses its positive reaction on the PAS-dye completely, and that of
An. stephensi partially.

5. Histochemical investigations of material secreted show the presence of
carbohydrates and lipides. The lipides are investigated more exactly by means
of thin layer chromatography. The presence of lipides has not been described
as yet.

6. Differences with regard to duration and mode of secretion have been
observed between Ae. aegypti and An. stephensi. In Ae. aegypti all epithelial cells
secrete simultaneously in an apocrine way, while in An. stephensi a variation
of a merocrine secretion has been observed. Here the secretion takes place for
several hours proceeding from the anal pole to the front pole.

7. In both species of mosquitoes blood digestion takes place in two phases.
Phase I is characterised by an intense secretion, the formation of the PM, and
by feeble signs of the beginning digestion in the peritrophic zone of the blood
ingested. In phase II the PM is fully developed. Digestion and resorption in-
crease. No more secretion activity of the epithelial cells can be observed. In
Ae. aegypti blood digestion lasts for 40 hours in the average, in An. stephensi
between 50 and 60 hours. Differences in duration can be observed in the course
of digestion and resorption of carbohydrates, lipides and proteins.

8. To demonstrate the presence of the PM in histological preparations better,
different staining methods have been applied. The best results have been
obtained with the Sudanblack-B method and the Methyleneblue staining (pH 3-4).

9. With regard to the still unsolved problem of the function of the peri-
trophic membrane, several possibilities are discussed.
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