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Synthese und Aufnahme von Proteinen wéhrend der
Vitellogenese in Ovocyten von Ornithodorus moubata,
Murray (Ixodoidea: Argasidae)
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I. Einleitung

Mit Hilfe des Elektronenmikroskops ist es moglich, die wiahrend der Vitello-
genese in der Ovocyte auftretenden Synthese- und Aufnahmevorginge der Dotter-
substanzen ultrastrukturell zu untersuchen. Unter Einbeziehung der Autoradio-
graphie und histochemischer Nachweisreaktionen in die morphologischen Unter-
suchungen gelingt es, die zellphysiologisch interessanten Funktionsabldufe auf
dem Niveau der Zellkompartimente zu verfolgen.

Zu den vielen Differenzierungsvorgingen wihrend der Ontogonie der Eizellen
gehoren auch die morphologischen Verdnderungen des Oolemmas, z. B. in Form
von Microvilli oder die Bildung von Pinocytosevesikel. Die Abkldarung dieser
Membranspezialisierung zeigte ihren engen Zusammenhang mit der Frage nach
der Herkunft der Dottersubstanzen.
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Besonders intensiv wurde das Problem der Proteindotterquelle bearbeitet. Die
Bereitstellung dieses Dotters erfolgt offenbar nur selten allein durch die Synthese-
leistung der Ovocyte (ANDERSON & HUEBNER 1968; KESSEL 1968a).

Weit hiufiger findet neben der endogenen, intracocytiren Synthese zusitzlich
ein Einschleusen von exogen gebildetem Proteindotter durch Pinocytosevorgiinge
statt (ANDERSON 1968; BEamMs & KESSEL 1963; BEaMs & SEKHON 1966; CUMMINGS
& KiING 1970; CoHN & BrRoOwN 1968; DROLLER & RoTtH 1966; HinscH & CoNE
1969; KEsseL 1966a, 1966b, 1968c¢, 1968d; KesSSEL & KEMp 1962; KING, BAILEY &
BABBAGE 1969; KORFSMEIER 1966; MELIUS 1966; WARTENBERG 1962, 1964).

Andere Autoren beschreiben die Aufnahme von extraoocytar gebildetem Pro-
teindotter als dominierenden Faktor wihrend der Vitellogenese (AGGARWAL 1968;
ANDERSON 1964; Beams & KESSEL 1969; BIER 1963, 1968; BIER & RAMAMURTY
1964; FAVARD-SERENO 1964; Horkins & KING 1966; KING & AGGARWAL 1965;
RAMAMURTY & MAJUMDAR 1967; RoTH & PORTER 1964; STAY 1965; TELFER 1963),

Diese meist ultrastrukturellen Arbeiten befassen sich hauptsachlich mit In-
sektenovocyten neben wenigen Studien an anderen Tiergruppen.

Bei den Zecken sind bis jetzt nur wenige elektronenmikroskopische Unter-
suchungen erschienen (Ornithodorus moubara: AESCHLIMANN & HECKER 1967, 1969;
Hecker et al. 1968; HEcCKER 1970a; Rhipicephalus bursa: HECKER & AESCHLI-
MANN 1970).

Ihre Hypothese bei O. moubata, dafi neben der endogenen auch eine exogene
Dotterquelle beim Aufbau der dotterreichen Eier eine bedeutende Rolle spielt,
wird durch die elektrophoretischen und immunologischen Ergebnisse von DIEHL
(1969, 1970) unterstiitzt. Er vermutet, dall die zwei von ihm in der Himolymphe
und in den Ovocyten gefundenen «female proteins» einen Hauptanteil der Dotter-
proteine darstellen.

Ein erstes Ziel dieser Arbeit besteht darin, durch elektronenmikroskopisch-
autoradiographische Methoden die Aufnahme und Synthese der Dotterproteine zu
untersuchen. Weiter soll versucht werden, den Anteil der endogenen und exo-
genen Dotterquelle in bezug auf ihr zeitliches Auftreten darzustellen.

Ein zweites Ziel ist es, mit Hilfe der makromolekularen Proteintracer Ferritin
und Peroxidase die Herkunft der Eihiillenproteine sowie die Aufnahme dieser in
die Himolymphe injizierten Stoffe durch die Ovocyte mittels Micropinocytose zu
zeigen. Durch Darstellungsmethoden an Ultradiinnschnitten soll ferner die Ver-
teilung und der Einbau der Polysaccharide abgeklirt werden.

An dieser Stelle mdchte ich meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. R. Geigy.
flir seine Anregungen, sein stetes Interesse an der vorliegenden Arbeit und fiir den
Arbeitsplatz am Schweizerischen Tropeninstitut herzlich danken. Herrn Dr. H.
Hecker spreche ich fiir seine vielen wertvollen Ratschlige und fiir die Einfiihrung
in die Elektronenmikroskopie meinen besten Dank aus. Zu groflem Dank bin ich
auch Herrn PD Dr. H. P. Rohr fiir seine Hilfe bei der Herstellung der Autoradio-
gramme verpflichtet. Dank gebiihrt auch all meinen Freunden und Kollegen, die
mir im Laufe dieser Arbeit in irgendeiner Weise behilflich waren.

II. Tiermaterial

Die fiir die Untersuchungen verwendeten Zecken, Ornithodorus moubata, stam-
men aus dem Ulanga District (Tanzania). Sie werden seit einigen Jahren nach der
von GEIGY & HERBIG (1955) beschriebenen Methode am Tropeninstitut geziichtet
und von Zeit zu Zeit durch Frischimporte erginzt. Die Blutmahlzeiten erfolgen
auf Meerschweinchen. Die Haltung der Zecken im Zuchtraum geschieht bei 25
bis 267 C und bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 70-80%.
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II1. Arbeitsmethoden

A. Autoradiographie

Der Proteinvorldufer 3H-L-Leucin kam als Tracer zur Anwendung. Den 0,25 g
schweren Zeckenweibchen wurden 10 Tage nach Blutmahlzeit und Begattung (gilt
fiir Experiment A, B, C und D) je 5 #C 3H-L-Leucin (Radiochemical Centre
Amersham, England) in physiologischer NaCl-Losung durch e¢ine Coxa in die
Haemolymphe des Haemocoels injiziert. Die Sektion der Ovarien von je 5 Zecken
erfolgte 1, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240 Min. und 6 Std. nach der Injektion direkt im
Vorfixierungsmittel.

Dabei wurde jeweils kurz vor der Sektion durch Abschneiden einer Extremitit
auf der Hohe der Coxa der «heile» Himolymphtropfen (= Hamolymphe + radio-
aktiver Tracer) zuriickgewonnen und sofort in die Himolymphe von Zecken einer
zweiten Versuchsserie injiziert. Dieser sekundédre Versuch diente neben der Beob-
achtung der Darmepithelmarkierung (sieche 1a) dazu, den Zeitpunkt zu ermitteln,
bei welchem der Tracer nicht mehr als Aminosdure, sondern als bereits syntheti-
siertes Protein zur Verfiigung stand. Die Tiere der zweiten Serie wurden nach
1, 5, 10, 30, 60, 120 und 240 Min. seziert.

Anschlielend wurden die gewonnenen Organe nach den folgenden Vorschriften
(s. 1b und folgende Kapitel) weiter prapariert:

1. Lichtmikroskopische Autoradiographie

a. Priparation ganzer Zecken

Um die Aufnahme und Verteilung der injizierten Isotopensubstanz im ganzen
Zeckenkorper zu kontrollieren, wurden je 2 ganze Zecken 15, 30, 60, 90 und
120 Min. nach der Injektion wihrend 6 Std. in Bouin Duboscq fixiert. Dabei ent-
fernte man die 8 Extremititen und das Rostrum, um das Eindringen der Prapa-
rationslosungen zu erleichtern. Die anschliefende Entwisserung erfolgte iiber
eine Alkohol-Aceton-Propylenoxidreihe, die Einbettung in Epon.

Die Polymerisation dauerte 72 Std. bei 60° C. 6 « dicke Schnitte wurden auf
dem Knochenmikrotom 1120 (Jung) hergestellt und auf Glasobjekttriger bei 60~ C
aufgeklebt.

b. Préparation der Ovocyten

Die freipriaparierten Ovarien mit den Ovocyten in allen Reifestadien wurden
mit 3%/ Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer (CP), pH 7,3, withrend 3 Std. bei
4° C vorfixiert. Das Auswaschen des Vorfixierungsmittels erfolgte in 0,1 M CP +
5%y Saccharose wihrend 8 Std. bei 4° C, Nachfixation mit 2% OsO, in 0,2 M CP,
pH 7,3, wihrend 2 Std. bei 4° C. Entwisserung iiber die aufsteigende Acetonreihe
+ Propylenoxid. Eingebettet wurde in Epon.

Um mit Hilfe eines lichtmikroskopischen Vorversuches den Aktivitatsgrad des
[sotops zu eruieren, wurden vorerst mit Glasmessern auf dem Reichert OmU,
Schnitte ven 2 u Dicke hergestellt und auf Objekttriager gebracht.

Autoradiographische Verarbeitung der unter a und b gewonnenen Priparate
durch Aufbringen der Emulsionschicht mittels der Eintauchmethode (MARKUS
1965).

Es kamen die llford-Emulsionen G5 und K5 zur Anwendung (mit Aqua bidest.
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1:1 verd.). Die Expositionszeit im Tiefkiihlschrank betrug 10 bis 20 Tage. Ent-
wicklung der Autoradiogramme mit Agfa Metinol U, Fixierung mit gesittigter
Natriumthiosulfatlosung. AnschlieBende Schnittfarbung mit Azur-1I-Methylenblau.

2. Elektronenmikroskopische Autoradiographie

Ultradiinnschnitte (Reichert OmU,) der Ovocytenpriaparate wurden auf col-
lodiumbefilmte Kupfernetze gebracht; und mit Uranylacetat und Bleicitrat nach-
kontrastiert. Eine aufgedampfte Kohlenschicht von ca. 50 A Dicke verhinderte eine
Reoxidation von Gewebsteilen. Bei unseren Versuchen kamen die lIford-Emulsionen
L4 und K2 zur Anwendung, wobei vor allem L4 wegen der kleineren Silber-
bromidkristallgrofe ausgewertet wurde.

Aufbereitung der Emulsionen nach CARO & VAN TUBERGEN (1962).

Eine geringe Emulsionsmenge wurde mit einer Mikropipette aufgezogen, mit
dem Mund eine Blase gebildet und diese iiber den Schnitten zum Platzen gebracht
(CARO 1961; ROHR et al. 1965, 1967).

Zur Beurteilung des Emulsionsfilmes wurden Leerkontrollen hergestellt. Der
Nullefekt war unerheblich und konnte vernachldssigt werden. Expositionszeit:
12 Wochen bei Dunkelheit im Tiefkiihlschrank (SALPETER & BACHMANN 1964),

Entwicklung mit Kodak Mikrodol X fir L4 und Agfa Metinol U fir K2;
Fixierung mit geséttigter Natriumthiosulfatlosung.

Zum Teil wurde von den noch feuchten Pridparaten durch kurzes Flottieren
auf 0,5 N Essigsdure bei 37° C die Gelatineschicht entfernt (Caro 1962; MOSES
1964).

709 der hergestellten Autoradiogramme waren von guter Qualitat und konn-
ten fiir die Auswertung verwendet werden.

Pro Versuchszeit wurden die Silberkornfilamente auf je 20 Schnitten ausgezihlt
(Tab. 1 und 2). Eine semiquantitative Auswertung, d.h. die Kombination von
Silberkornauszihlung und Morphometrie, konnte nicht durchgefiihrt werden, da
die Morphometrie der Zellkompartimente wegen deren starken Dynamik im
Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich war.

B. Ferritinexperiment

Ferritin, ein Protein mit einem mittleren Molekiildurchmesser von 94 A, ent-
hilt bis zu 40°¢ Eisenhydroxid in Form eines etwa 55 A grofB3en elektronendichten
Kerns (IFARRANT 1954).

Das Ferritin (aus Pferdemilz, Fluka) wurde als 50%-Losung durch Cellophan
gegen Aqua bidest. dialysiert, um die toxischen Bestandteile moglichst zu eliminie-
ren, und nachher lyophilisiert.

154 Ferritin, gelost in NaCl physiol., injizierte man in das Hamocoel der
Zeckenweibchen. Die Tiere wurden 1, 5, 10, 30, 60, 120, 240 Min. und 6 Std. nach-
her im Vorfixierungsmittel seziert. Daneben erfolgte ein Versuch an Ovarien
in vitro mit den Inkubationszeiten: 1, 5 und 10 Min.

Weiterbehandlung: siehe unter A 1b.

C. Peroxidaseexperiment

Peroxidasen katalysieren die Oxidation eines Substrates durch Wasserstoff-
superoxid nach folgendem vereinfachten Schema:
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Peroxidase + H,O, — Peroxidase - O + H,0
Peroxidase * O + Substrat - H, —
Peroxidase + oxid. Substrat + H,O

(vgl. GEYER 1969).

Als Substrat wurde das Karnovsky-Medium 3’3-Diaminobenzidin-tetrahydro-
chlorid (DABTH) verwendet (FRIEND 1967; GrRaHAM 1966; KARNOVSKY 1965, 1967;
LockE 1968; STrRAUS 1964).

Priparation: Zeckenmaterial und Inkubationszeiten der Peroxidase in vivo und
in vitro wie unter A und B.

Injektion in das Hiamocoel von 1 mg Meerrettichperoxidase (Boehringer Typ 2)
pro Zecke, geltst in NaCl physiol. Vorfixierung der Ovarien und Ovocyten mit
3%y Glutaraldehyd in 0,1 M CP, pH 7,3, 3 Std. bei 4° C. Auswaschen in 0,1 m CP +
5% Saccharose, ca. § Std. bei 4° C.

Die Organe wurden anschlieBend wihrend 30 Min. inkubiert. Inkubations-
gemisch: 10 ml 0,05 M Tris-HCI-Puffer; 3,5 g DasTH (Sigma); 0,4 ml Perhydrol
Merck 30°%0/1 : 100 mit H,O verdiinnt, pH 7,5-7,6, bei Raumtemperatur.

Zur Kontrolle wurden Ovarien und Ovocyten ohne vorherige Peroxidase-
behandlung ebenfalls inkubiert, um eine eventuelle Pseudoperoxidase nachzu-
weisen.

Nachher kurzes viermaliges Auswaschen: 1. 0,05 M Tris-HCI-Puffer (pH 7,5-7,6);
2. NaCl physiol.; 3. + 4. 0,05 M Tris-HCI-Pufter.

Nachfixieren und weitere Priaparationsschritte wie unter A und B.

Die Schnitte der Experimente B und C wurden nicht nachkontrastiert. Die
Aufnahme erfolgte auf den Elektronenmikroskopen Zeiss EM 9 und Philips EM 300.

D. Polysaccharidnachweis

Die Praparation der Ovarien mit den Ovocyten erfolgte 10 Tage nach Blut-
mahlzeit und Begattung wie unter A 1b. Das Vorhandensein von Glykogen und
anderen Polysacchariden in den Ovocyten wurde mit cytochemischen Methoden
(THIERY 1967; 1969; LoNco & ANDERSON 1970) an Ultradiinnschnitten durch
Flottieren auf den verschiedenen Losungen nachgewiesen.

1. Kontrolle: 0,1 m Cacodylatpuffer, 12 Std., 37° C.

2. a-Amylasebehandlung: 0,1°/v «-Amylase, 12 Std., 37°.

3. Oxydation der Polysaccharide (LoNGo & ANDERSON 1970): 3,2%/ Periodic-
acid (PA)- 18td., 23° C. Nachkontrastieren mit Uranylacetat und Bleicitrat.

4. PA-TCH-Albumosesilber-Methode (THIERY 1967, modifiziert): a) 1% PA,
35 Min., 23° C. b) Mehrfaches Waschen, Aqua bidest., 1 Std., 23° C. ¢) 0,2% Thio-
carbohydrazid (TCH) in 20 Essigsaure, 0,5, 1, 24, 48, 72 Std., 23° C. d) Waschen:
10°/y Essigsdure, 15 Min., 23° C; 5%y Essigsdure, 15 Min., 23° C; 3 x Aqua bidest.,
15 Min., 23° C. e) 1%/ Albumosesilber in Aqua bidest., 30 Min., 23° C. f) Waschen:
Aqua bidest., 20 Min., 23~ C.

5. Um die Spezifitit der Methode 4. nachzupriifen, wurden die von THIERY
(1967, 1969) angegebenen Kontrollen angewendet.

IV. Resultate

A. Morphologie der weiblichen Geschlechtsorgane

In den lichtmikroskopischen Arbeiten von AESCHLIMANN (1958),
BarLasHOv (1964), BURGDORFER (1951), DIeHL (1969, 1970), LEES &
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BEAMENT (1948) und WAGNER-JEVSEENKO (1958) wird die Morphologie
der weiblichen Geschlechtsorgane von Ornithodorus moubata eingehend
untersucht und beschrieben.

AESCHLIMANN & HECKER (1967, 1969), HECKER & AESCHLIMANN
(1970) und Hecker (1970a/b) befaliten sich mit der Ultrastruktur des
Ovars und der reifenden Ovocyten.

Die Resultate aller dieser Autoren sollen an dieser Stelle zusammen-
gefal3t und zum Teil durch eigene Ergebnisse ergdnzt werden.

I. Histologie des Ovars

Das im hinteren Korperabschnitt liegende Ovar (Hohlorgan) zeigt
eine gebogene Form und ist an beiden Enden mit den proximalen Tu-
buli der Ovidukte verbunden. Die Ovarwand besteht aus cinem ein- bis
mehrschichtigen Ovarepithel, zusammengesetzt aus Epithelzellen, Oogo-
nien und Ovocyten 1.

Das Ovar umgeben vereinzelte quergestreifte Muskelzellen. Zwi-
schen die Epithelzellen fiihren feine Tracheen. Das ganze Organ ist
von einer diinnen Basallamina umschlossen und gegen das Hamocoel
hin abgegrenzt.

Die sich wéhrend der Oogenese entwickelnden Ovocyten I treten
aus der Ovarwand aus (extraovariclle Lage) und ragen ins Hamocoel
bzw. in die Hamolymphe hinein (Abb. 1). Sic sind dabei durch einen
zellularen Funiculus, welcher aus einem einschichtigen Band von Epi-
thelzellen besteht, mit dem Ovar verbunden. Die Begrenzung der Ovo-
cyten gegen das Himocoel wird einzig durch die auch dem Oolemma
aufliegende Basallamina (Tunica propria = «manteau») gebildet
(Abb. 2).

Follikelzellen wie ber anderen Arthropodengruppen, z. B. bei Kreb-
sen (KEsSeL 1968a) und bei Insekten (WEBER 1966). fehlen.

2. Cytologie der Ovocyte

Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden an Ovocyten durch-
gefiihrt, die sich in der Oogenesephase der Vitellogenese befanden. An-
schliefend an die Priivitellogenese, die durch eine starke Volumenzu-

Abb. 1. Ubersicht eines Ovarabschnittes mit den Ovocyten im Stadium A und B.
F — Funiculus, Ov = Ovocyte, Oe = Ovarepithel, Ol = Ovarlumen, H = Hiamo-
coel; (Semidiinnschnitt); Vergr. 250fach.

Abb. 2. Ovocyte im Stadium A. Begrenzung der Ovocyte (O) gegen das Himocoel
(H) durch die Basallamina (Bl). N = Nucleus, n = Nucleolus, Mi = Mitochon-
drien, § — Symbionten, L — Lysosom; Vergr. 3500fach.

Abb. 3. Cytoplasma im Stadium A mit Microtubuli (Mt), Ribosomen (R) und teil-
weise agranuldrem Ergastoplasma (ER); Vergr. 54 000fach.
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nahme des Cytoplasmas, des Kerns und des Nucleolus gekennzeichnet
1st (DIEHL 1970), beginnt die Vitellogenese. Sie wird durch eine Blut-
mabhlzeit und nachfolgende Begattung ausgeldst. Nach AESCHLIMANN
(1968) scheinen fiir eine normal ablaufende Vitellogenese nicht nur die
Blutmahlzeit, sondern noch zusitzliche, wihrend der Kopulation ecin-
gefiihrte mannliche Substanzen, welche das endokrine System des Weib-
chens aktivieren, notwendig zu sein.

Dabei ist der noch ungeklirte Umstand zu erwidhnen, daf3 nicht alle
Ovocyten zur selben Zeit mit der Vitellogenese beginnen, so dall man
10 Tage nach der Blutmahlzeit Ovocyten in sdmtlichen Vitellogenese-
stadien findet.

a. Aufbau des Syntheseapparates (Stadium A)

Wihrend den ersten 48 Std. der Vitellogenese zeigt die Ovocyte fol-
gendes ultrastrukturelles Bild:

Im Cytoplasma liegen schr viele freic Ribosomen (Abb. 3). Das
Ergastoplasma ist anfinglich vakuoldar und bildet dann auch ldngere
verzweigte Stiicke, deren Membranen wenig mit Ribosomen besetzt
sind (HECKER 1970a).

Die Zahl der zu Beginn sparlich vorhandenen Golgi-Zonen nimmt
zu, und es kommt zur Ausbildung von Golgi-Vesikeln.

Vereinzelt findet man «Annulate lamellae» (Abb. 69, und AESCHLI-
MANN & HECKER 1970; KESSeL 1968), deren Funktion bis heute nicht
ganz abgeklart ist. KiNG & RicHArRDs (1968) beschreiben sie im Zu-
sammenhang mit der Lipoidbildung in Hymenopteren-Ovocyten, wih-
rend BABBAGE & KING (1970) ihnen einen wichtige Rolle bei der Ver-
mehrung von Mitochondrien wiihrend der Zellteilung zuschreiben.

Das Cytoplasma ist dhnlich wic in Eiern von Limnea palustris
(McriLL et al. 1967) und Rhipicephalus bursa (HECKER & AESCHLI-
MANN 1970) vor allem an der Peripherie von Microtubuli durchsetzt
(Abb. 3).

Sie konnen eine cytoskelettale Funktion haben (FAwCETT 1966).
Andere Autoren (KESSEL 1967; MACGREGOR & STEBBINGS 1970;
McInTosH & PORTER 1967; PORTER 1966, ROBINSON 1966, TILNEY &
PORTER 1965, 1967) beschreiben sie als unterstiitzende Elemente der
cytoplasmatischen Bewegung.

Ebenfalls eher peripher als zentral liegen Gruppen von Mitochon-
drien (Abb. 2).

Lingliche und runde Formen von rickettsiendhnlichen Microorga-
nismen (BUCHNER 1965; HECKER et al. 1968; HECKER 1970b) sind zu
Beginn der Vitellogenese im ganzen Cytoplasma in Gruppen verteilt.
Sie vermehren sich intensiv und sammeln sich an der dem Funiculus
diametral gegenuberliegenden Ovocytenperipherie (DIEHL 1970).
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Der Eikern behilt seinen wihrend der Privitellogenese erlangten
euchromatischen Zustand bei. Seine exzentrische Lage in Funiculus-
nihe polarisiert die Ovocyte. Ultrastrukturell konnen im Karyoplasma
keine Chromosomen gefunden werden (AESCHLIMANN & HECKER 1967,
1969; Hecker 1970a). Auch mit histochemischen Methoden (DieHL
1970) konnte die im Kern enthaltene DNS nicht nachgewiesen werden.
Dieser negative DNS-Befund ist auch bei verschiedenen anderen Ovo-
cytenkernen bekannt (ARNDT 1960; BIErR 1968; RAVEN 1961; STERBA &
SCHAEFFNER 1965).

Der Nucleolus ist intensiv «vakuolisiert». Er besteht aus fein granu-
laren und filamentosen Elementen. Sein runder vakuoldrer Cortex um-
schlieft oft eine groBe zentrale «Vakuole» (HECKER 1970a).

Nach den histochemischen Untersuchungen von DIedHL (1970) be-
stehen die im Karyoplasma neben dem Nucleolus vorhandenen Neben-
korper («corps secondaires» nach AESCHLIMANN & HECKER 1967),
deren Auftreten am Ende dieser Phase beginnt, aus Ansammlungen
von Ribonucleoproteinen. Ultrastrukturell erscheinen sie als Granula-
anhdufungen (Granula von Ribosomengrofe).

Die wihrend der Privitellogenese gebildeten Einstiilpungen der Zell-
membran ins Cytoplasma (AESCHLIMANN & HECKER 1967) werden
durch Abtrennung einzelner Vesikel aufgelost (Abb. 4). An ihrer Stelle
kommt es an der ganzen Ovocytenoberflache zur Ausbildung von Micro-
villi (Abb. 5). Wihrend der ersten Phase der Vitellogenese wird somit
der ganze Syntheseapparat der Ovocyte aufgebaut, welcher wihrend
der nun folgenden Hauptphase mithilft, die Dottersubstanzen weiter
aufzubauen. Einzelne Vorstufen des Proteindotters treten bereits im
gesamten Cytoplasma wihrend des Stadiums A auf.

b. Synthese des Dotters und Bildung der Eihiille (Stadium B)

AESCHLIMANN & HECKER (1967, 1969) untersuchten ultrastrukturell
die Synthesevorgidnge in der Ovocyte wihrend der Vitellogenese. Die
histochemische Zusammensetzung der verschiedenen Syntheseprodukte
und der Himolymphe werden in den Arbeiten von DIeHL (1969, 1970)
beschrieben.

Proteine, welche an den freien Ribosomen gebildet werden, konnen
tiber das ER in die nun zahlreich vorhandenen Golgi-Felder gelangen.
Sie werden verdichtet und treten in kleinen membrangebundenen Blis-
chen wieder ins Cytoplasma aus, wo sie sich zu proteinhaltigen Dotter-
vorstufen («multivesiculate bodies») vereinigen. Die anfinglich noch
klar sichtbaren Membranen der einzelnen Bldschen verschwinden zu-
sehends (AESCHLIMANN & HECKER 1969), und es entstehen homogene
proteinhaltige (H@mo-glyko-lipoproteine nach DienrL 1970) Dotter-
kugeln (Abb.6). Diese liegen vorerst im peripheren Bereich des Cyto-
plasmas, spater sind sie gleichméaBig verteilt. Durch Anlagerung weite-
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rer Blaschen bzw. Vesikel wachsen die Dotterkugeln rasch und errei-
chen einen mittleren Durchmesser von 70 u.

An der Basis der bis zu 4 « langen Microvilli bilden sich Pino-
cytosebldschen («coated vesicles»), welche ins periphere Cytoplasma
einwandern. Diese Vesikel vereinigen sich mit bereits vorhandenen
und endogen aufgebauten Dotterkugeln (Abb. 7).

Zwischen den Dotterkugeln erscheinen trigliceridhaltige Lipidvakuo-
len (DiEHL 1970) und rosettenformiges Glykogen (AESCHLIMANN &
HECKER 1969).

Ungefihr gleichzeitig mit dem Aufbau des Dotters wird die protein-
haltige Eihiille gebildet, wobei einzelne Eihiillensegmente bereits gegen
das Ende des Stadiums A auftreten konnen. Friithere Autoren (AESCHLI-
MANN 1958; AESCHLIMANN & HECKER 1967, 1969; DieHL 1970; HECKER
& AESCHLIMANN 1970; LEES & BEAMENT 1948 und WAGNER-JEVSEENKO
1958) nahmen an, dal sie von der Ovocyte selbst durch Exocytose ge-
bildet werde, und nannten sie deshalb im Gegensatz zum exogenen In-
sektenchorion, Eihiille.

Wie bereits vermerkt, beginnt die Einlagerung der Eihiillensubstan-
zen in Form von einzelnen Schollen zwischen den Microvilli (Abb. 7).
Durch den Einbau weiterer Substanz vereinigen sich die Schollen, bis
eine homogene Eihiille von ca. 4 i Dicke entsteht. Die meisten Micro-
villi werden dabei verdriangt und abgebaut. Einzelne bleiben aber bis
vor der Ovulation bestehen. Der Kern schrumpft kurz vor Beendigung
der Vitellogenese zusammen. Die Kernmembranen losen sich auf, und
das Kernmaterial liegt zwischen den Dotterkugeln in der Nihe des Funi-
culus (DIEHL 1970). Ebenso verschwinden die tbrigen Zellorganellen
fast vollstandig.

Die Symbionten, vor allem die runden Formen, stehen oft in Ver-
bindung mit lysosomalen Abbaustrukturen (HECKER et al. 1968). Dal
es sich dabel um Lysosomen (DE DuvE 1963) handelt, bewies ihre posi-
tive Reaktion auf saure Phosphatase (HECKER, personliche Mitteilung).

Nach einer Prdovipositionszeit von 9-15 Tagen haben die leicht ova-
len, reifen Eier einen mittleren Durchmesser von 1000 « erreicht. Die
Vitellogenese ist abgeschlossen und die Eier sind ovulationsbereit. Der

Abb. 4. Oolemmainvaginationen (In) zu Beginn des Stadiums A in vesikuldrer
Auflosung (V). Bl = Basallamina, O = Ovocyte; Vergr. 61 500fach.

Abb. 5. Aufbau der Microvilli (Mv) wahrend des Stadiums A. Bl = Basallamina,
O = Ovocyte; Vergr. 61 500fach.

Abb. 6. Bildungsphase des Proteindotters im Stadium B. Aus den Golgi-Feldern (G)
austretende Vesikel (V) gelangen zu den Dottervorstufen (Dv). S = Symbiont;
Vergr. 15 000fach.

Abb.7. Pinocytosevorgang im Stadium B. An der Basis der Microvilli (Mv) auf-
tretende «coated vesicles» (cv) vereinigen sich mit Dottervorstufen (Dv). Do =
Dotterscholle, Eh = Eihiille im Aufbau; Vergr. 12 000fach.
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Ovulationsprozel, d. h. das Einwandern der Eizelle zwischen den Funi-
culus- und Ovarwandzellen hindurch ins Ovarlumen konnte nie be-
obachtet werden. Dieser Vorgang spielt sich wahrscheinlich sehr
rasch ab.

Durch die beiden Ovidukte gelangen die Eier in den Uterus, wobel
sie infolge Wasseraufnahme eine VolumenvergroBBerung von 60-89¢/
erfahren. Die Eihiille verliert dabei durch noch ungeklarte Harteprozesse
ihrer Proteinstrukturen an Elastizitdt (D1EHL 1970).

B. Synthese und Transport der Proteine

Die Synthese und Einbauvorgange von Proteinen in den Ovocyten
wurden mit Hilfe von drei verschiedenen Methoden ultrastrukturell
untersucht:

1. Autoradiographie

2. Ferritinversuch

3. Peroxidaseversuch

1. Autoradiographie

Der in die Hamolymphe injizierte Aminosiduretracer 3H-Leucin
konnte direkt in die in allen Stadien heranreifenden Ovocyten ein-
dringen, da die Eizellen, wie schon oben erwihnt, lediglich durch die
Basallamina gegen das Hamocoel abgegrenzt werden. Das zeigte sich
bei der Auswertung der Autoradiogramme darin, dal3, bedingt durch
den kurzen Weg, bereits nach 1 Min. einzelne Silberkornfilamente uber
den freien Ribosomen des Eicytoplasmas liegen. Die markierte Amino-
saure ist demzufolge schon nach kurzer Zeit in einen hoher molekularen
Stoff eingebaut, da mit groBBer Wahrscheinlichkeit durch die Fixation
und Dehydration des Gewebes alle wasserloslichen und niedermoleku-
laren Stoffe aus der Ovocyte herausgelost wurden (BIER 1963; PETERS
& ASHLEY 1967; ROHR et al. 1967; SCHMALBECK & ROHR 1967).

Um die Verfuigungszeit der freien Aminosidure zu ermitteln, wurden
in den lichtmikroskopischen Autoradiogrammen ganzer Zecken die Ein-
bauraten des Leucins im Darmepithel bestimmt. Dieses Gewebe scheint
bei O. moubata einen hohen Proteinmetabolismus aufzuweisen. Die
Zellen des Darmepithels zeigten nach 1 Std. ein Markierungsmaximum,
Daraus kann geschlossen werden, dall nach dieser Zeit in der Hdmo-
lymphe kein wesentliches Angebot an freiem 3H-Leucin mehr vorhan-
den ist. Nach weiteren 30 Min. hat die Aktivitit im Darmepithel bereits
wieder um 309/y abgenommen.
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a. Einbaumuster zu Beginn der Vitellogenese (Tabelle 1)

(Stadium A: die ausgewerteten Ovocyten zeigen noch keine Pino-
cytosevorginge und der Microvillisaum ist erst im Aufbau begriffen.
Alle Ovocyten haben ungefdhr dieselbe Grofe).

Die Gesamtaktivitiat tiber den Ovocyten ist nach 5 Min. relativ ge-
ring. Rund die Hiilfte der Silberkorner liegt iber den freien Ribosomen.
Das Ergastoplasma und die Golgi-Felder sind im Vergleich zu den
Ribosomen noch schwach markiert. Die Leucinaktivitat des Kerns ist
verhidltnismifBig hoch und verteilt sich gleichmallig auf Karyoplasma
und Nucleolus.

Nach 15 Min. ist eine deutliche Zunahme der Gesamtaktivitit zu
erkennen. Der prozentuale Anteil der Silberkodrner iiber den Ribosomen
hat im Vergleich zu oben leicht abgenommen, wihrend die absolute
Zahl der Korner gestiegen ist (Abb. 8). Das ER und die Golgi-Felder
sind stiarker markiert. In den Golgi-Zonen liegt die Markierung an-
fanglich tiber den Vakuolen und spdter iiber den Vesikeln, aber prak-
tisch nie iiber den Golgi-Lamellen. Zur selben Zeit sind bereits mar-
kierte EiweiBverbindungen in den Dottervorstufen (Proteindotter) zu
erkennen (Abb. 9). Die prozentuale Silberkornverteilung iiber dem
Kern ist gleichgeblieben.

Nach 30 Min. ist nochmals eine deutliche Erhohung der Gesamt-
aktivitdt zu beobachten. Immer noch liegt rund die Hilfte der Korner
iiber den freien Ribosomen. Daneben hat die Radioaktivitit des ER
und der Golgi-Felder deutlich zugenommen. Die eiweil3haltigen Dotter-
vorstufen sind vermehrt markiert. Im Kern verschiebt sich die Einbau-
rate auf die Seite des Nucleolus (Abb. 10).

Tabelle 1. Absolute (a) und prozentuale (b) Silberkornverteilung zu Beginn der
Vitellogenese (Stadium A)

5 Min. 15 Min. 30 Min. 69 Min. 120 Min. 240 Min.
a b a b a b a b a b a b
Freie Ribosomen 263 57,5 312 45,5 458 46,5 320 30 212 20 186 17
Ergastoplasma 58 12,5 120 17,5 208 21 336 31 246 23 198 18
Golgi-Feld 21 4,5 76 11 95 9,5 127 11,5 196 18 248 22,5
Proteinhaltige
Dottervorstufen 8 2 14 2 48 5 102 95 198 18,5 276 25
Kern:
Karyoplasma 47 10 68 10 50 55 46 4 41 4 32 3
Nucleolus 45 10 77 11 98 10 126 11,5 151 14 136 12,5
Mitochondrien 16 3.5 21 3 24 2.5 30 2,5 260 2,5 25 2
Gesamtaktivitiit 458 688 981 1087 1070 1101
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60 Min. nach der Injektion hat die Gesamtaktivitit ein Maximum
erreicht. Die Zahl der Silberkorner iiber den Ribosomen hat sichtlich
abgenommen, wihrend sie Uber dem ER nochmals angestiegen ist.
Golgi-Felder und Dottervorstufen sind im Vergleich zur obigen Ver-
suchszeit ebenfalls stirker markiert. Der Nucleolus weist eine nochmals
erhohte Eimnbaurate des Tracers auf, daneben ist die Zahl der Silber-
korner iiber dem Karyoplasma gleichgeblieben.

Da die Gesamtaktivitdt bei 60, 120 und 240 Min. gleichbleibt, las-
sen sich die absoluten und prozentualen Silberkornanteile der drei
Versuchszeiten direkt vergleichen:

Die Einbauraten des 3H-Leucins in die Ribosomen und im ER
nehmen stetig ab und fallen bei den Ribosomen unter den Anfangswert
bei 5 Min. Dagegen steigt die Anzahl der Silberkorner iiber den Golgi-
Feldern und den Dottervorstufen sichtbar an. Die Markierung des
Nucleolus nimmt, nachdem sie bei 120 Min. nochmals zunahm, nach
240 Min. wieder leicht ab (Abb. 11).

Die Auswertung der Autoradiogramme nach 6 Std. ergab folgende
Resultate: Die Gesamtaktivitit ist gleichgeblieben. Die Zahl der Silber-
korner liber den freien Ribosomen und dem ER hat merklich abge-
nommen und liegt bet beiden um 8°/. Die Golgi-Zonen zeigen eben-
falls eine Verminderung der Aktivitdt. Ihr prozentualer Anteil betrdgt
noch 10%/y. Die Markierung der priméaren proteinhaltigen Dotterschol-
len, die im gesamten Bereich des Cytoplasmas gebildet werden, ist nun
stark angestigen. Im Kern, insbesondere im Nucleolus, ist die Einbau-
rate des Tracers auf dic Hilfte reduziert worden.

b. Einbaumuster wihrend der Hauptphase der Dottersynthese und
der Eihiillenbildung (Tabelle 2).

(Stadium B: die ausgewerteten Ovocyten zeigen cinen pragnanten
Microvillisaum mit einzelnen Eihtllenschollen und deutliche Pino-
cytosevorgidnge).

Abb. 8. Ovocyte im Stadium A: 15 min nach der 3H-Leucin-Injektion. Die Aktivi-
tdt befindet sich iber den Ribosomen (R). Dv = Dottervorstufen, Mi = Mito-
chondrien, L = Lipidtropfen; Vergr. 15 000fach.

Abb. 9. Stadium A: 15 min nach der Leucin-Injektion liegen einzelne Silberkorn-
filamente tiber den Dottervorstufen (Dv) und den Golgi-Vakuolen (Gv), Mi = Mito-
chondrien; Vergr. 24 000fach.

Abb. 10. Stadium A: 30 min nach der Injektion von 3H-Leucin. Die Verschiebung
— der Aktivitiat aus den Golgi-Feldern (G) in die Proteindottervorstufen (Dv) kann
nachgewiesen werden. Gve = Golgi-Vesikel, Mi = Mitochondrien; Vergr. 18 000-
fach.

Abb. 11. Stadium A: 120 min nach der Leucin-Injektion. Der Hauptanteil der
Markierung liegt liber den Dottervorstufen (Dv) und den Golgi-Vesikeln (Gve).
G = Golgi-Feld; Vergr. 15 000fach.
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Tabelle 2. Absolute (a) und prozentuale (b) Silberkornverteilung wahrend der
Dottersynthese und dem Eihiillenaufbau (Stadium B)

5 Min. 15 Min. 30 Min. 60 Min. 120 Min. 240 Min.
a b a b a b a b a b a b
Ovocytenzentrum:
Freie Ribosomen 304 52,5 346 355 390 27,5 270 15 173 8,5 74 3.5
Ergastoplasma 88 15 158 16 193 13,5 240 13 135 7 52 2.5
Golgi-Feld 36 6 89 9 121 8,5 158 8,5 143 7 83 4,5
Proteindotter:
Dottervorstufen 12 2 48 5 152 11 198 11 260 13 302 15
Homogener Dotter 10 2 37 4 136 9,5 146 8 305 15 452 22,5
Kern:
Karyoplasma 260 4,5 21 2 7 05 18 1 31 1,5 i) 1
Nucleolus 336 69 7 77 5,5 58 3 29 1,5 26 1
Corps secondaires 5 1 26 2,5 48 3,5 89 5 53 25 42 2
Mitochondrien 22 4 18 2 22 1,5 31 1,5 26 1,5 21 1
Ovocytenperipherie:
Freies Cytoplasma 11 2 78 8,5 9 6,5 128 7 168 8,5 92 45
Proteindotter:
Dottervorstufen 8 1,5 29 3 50 3.5 138 7.5 152 7,5 146 7
Homogener Dotter 7 1 16 1,5 59 4 118 6,5 162 8 266 12,5
Eihiillenvorstufen 5 1 18 2 41 2,5 126 7 178 9 198 10
Homogene Eihiille 9 1.5 21 2 34 25 112 6 186 9,5 240 12,5
Gesamtaktivitit 581 974 1426 1830 2001 2021

Bei allen Versuchszeiten wurden Ovocyten mit samtlichen Entwick-
lungsstadien der Eihiille gleichmilig beachtet.
Nach 5 Min. betrdgt die Gesamtaktivitit ca. einen Viertel des im

Gesamtversuch erreichten Maximums. Die Ribosomen beanspruchen
509/yp der ausgezahlten Silberkorner. Die iibrige Aktivitdt verteilt sich
hauptsichlich auf das ER, die Golgi-Felder und den Kern (Abb. 12).
Das periphere Cytoplasma (Periplasma) mit seinen Proteindotterschol-
len 1st schwach markiert.

Abb. 12. Ovocyten im Stadium B: 10 min nach der 3H-Leucin-Injektion. Mar-
kierung der Golgi-Vakuolen (Gv), der Proteindottervorstufen (Dv) und des Er-
gastoplasmas (ER). G = Golgi-Feld, L = Lysosom, Mi = Mitochondrium; Vergr.
22 200fach.

Abb. 13. Stadium B: 15 min nach der Injektion von 3H-Leucin. Vermehrte Mar-
kierung der Proteindotteranteile (Do). Gr = Grundcytoplasma; Vergr. 12 100fach,

Abb. 14. Stadium B: 30 min nach der 3H-Leucin-Injektion. Aktivitit in den Dotter-
vorstufen (Dv) des Periplasmas und in der Eihiille (Eh). cv = “coated vesicles”,
Mv = Microvilli; Vergr. 21 800fach.

Abb. 15. Stadium B: 60 min nach der Injektion von 3H-Leucin. Deutliche Zu-
nahme der Silberkornfilamente {iber den Dotterkugeln (Do); Vergr. 15 000fach.
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15 Min. nach der Injektion ist die Gesamtaktivitdt massiv angestie-
gen. Die freien Ribosomen sind stiarker markiert. Die Zahl der Silber-
korner uber dem ER und den Golgi-Feldern hat sich verdoppelt. Die
Einbaurate des Tracers in die Eiweilldotterkugeln hat sich ebenfalls
erhoht (Abb. 13). Im Kern liegt die Radioaktivitat wieder wie unter a.
deutlich im Nucleolus. Im peripheren Bereich der Ovocyte ist die Mar-
Kierung auller im freien Cytoplasma nicht wesentlich angestiegen. Die
im Aufbau begriffene Eihiille ist noch dulerst schwach markiert.

Nach 30 Min. ist wiederum ein grofler Anstieg der Gesamtmarkie-
rung zu verzeichnen. Vor allem die zentral liegenden freien Ribosomen,
das ER, die Golgi-Felder und die Dotterschollen sind starker markiert.
Im Kern sind praktisch nur der Nucleolus und die «corps secondaires»
markiert. Letztere liegen zum Teil noch im Nucleolus oder schon im
Karyoplasma. Die im duB8eren Teil des Cytoplasmas liegenden Dotter-
schollen zeigen eine schwach ansteigende Markierung, ebenso die Ei-
hiille (Abb. 14).

Nach 60 Min. hat sich die Gesamtmarkierung nochmals erhoht. Die
Radioaktivitdt in den Ribosomen hat deutlich abgenommen, wihrend
sie im Ergastoplasma nochmals zugenommen hat. Die Einbaurate der
markierten Aminosidure in den Golgi-Zonen, den Dottervorstufen und
in den homogenen Dotterschollen ist merklich angestiegen (Abb. 15).
Die Anzahl der Silberkorner iiber dem Nucleolus hat leicht abgenom-
men. Im Gegensatz zum Nucleolus ist die Aktivitét iiber den im Karyo-
plasma liegenden «corps secondaires» 1m gleichen Zeitabschnitt stark
angestiegen. Die deutlichste Verdnderung des Einbaumusters ist iiber
der Ovocytenperipherie zu beobachten. Das Grundcytoplasma mit den
vielen Pinocytosebldschen ist nun erheblich markiert. Die Aktivitit des
peripheren Dotters und der Eihiille hat ebenfalls deutlich zugenommen.

Nach 120 Min. ist die Markierung der Ribosomen und des ER im
zentralen Bereich der Ovocyte stark vermindert, wihrend sie im selben
Teil liber den Dotterschollen merklich angestiegen ist. Am klarsten ist
wiederum das einheitliche Ansteigen der Aktivitit im Periplasma zu
erkennen. Diese Zunahme entspricht den Ergebnissen von oben.

Nach 240 Min. hat die Gesamtaktivitit ein Maximum erreicht. Die
Veranderungen des Einbaumusters der markierten Proteinverbindun-
gen in den einzelnen Zellkompartimenten lassen sich folgendermalien
beschreiben: starke Abnahme der Aktivitit in den freien Ribosomen,
im ER und in den Golgi-Zonen. Im Gegensatz dazu nimmt die Mar-
kierung in den zentral liegenden Dotterschollen nochmals erheblich zu.
Uber dem peripheren Cytoplasma hat die Anzahl der Silberkdrner ab-
genommen. Dagegen ist wiederum ecin Anstieg der Markierung in den
im selben Bereich liegenden Dotterkugeln zu erkennen. In der Eihiille
ist die Einbaurate des 3H-Leucins erneut erhoht worden.

6 Std. nach der Injektion zeigen die Ovocyten folgendes Einbau-
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muster des Tracers: die Gesamtaktivitat hat sich nur unwesentlich erhoht.
Im Zentrum liegt praktisch die gesamte Aktivitdt in den homogenen
Dotterschollen (Abb. 16). Dasselbe Einbaumuster zeigt sich auch peri-
pher, wo im Cytoplasma cine kleine Restmarkierung zu beobachten
ist, wihrend die darin liegenden Dotterkugeln eine massive Radio-
aktivitdt zeigen. Auch iiber der Eihiille liegt eine, im Vergleich zu
240 Min., leicht erhohte Anzahl von Silberkornern,

c. Injektionsversuch mit radioaktiver Hdmolymphe (= «heifie»
Himolymphe)

Kurz vor der Sektion fiir die Versuche a. und b. wurde der jewel-
lige «heile» Himolymphtropfen (vgl. S. 107) dieser Zecken in die 1so-
topenfreic Himolymphe einer zweiten Tierserie injiziert. Die fremde
Hiamolymphe rief keine schadigende Wirkung in den Ovocyten hervor.

Die Einbauraten des Tracers in die Ovocyten der zweiten Serie
wurden nicht durch Auszihlen der Silberkorner ausgewertet. Die jewel-
ligen Einbaumuster sollen hier nur deskriptiv dargestellt werden. All-
gemein wurde cine massive Abnahme des zur Verfigung stehenden
[sotops mit fortschreitendem Alter der injizierten Hamolymphe fest-
gestellt. Das Alter bezieht sich auf die Dauer des Aufenthalts der Himo-
lymphe im ersten Tier.

Bei der Injektion von 5 Min. alter Himolymphe nahmen sdmtliche
Ovocyten den Tracer in derselben Verteilung wie unter a. und b. aut.
Dasselbe gilt auch fiir injizierte Himolymphtropfen, die das 3H-Leucin
bereits wahrend 15 Min. im Himocoel der ersten Zecken enthielten.

Markante Unterschiede zu Versuch a. und b. treten erst auf, wenn
30 Min. alte Hiamolymphtropfen injiziert werden. Dabei zeigt es sich,
daf} Ovocyten, die am Anfang der Vitellogenese stehen, merklich schwi-
cher markiert sind als dltere Ovocytenstadien mit ausgepragter Pino-
cytose und aktivem Aufbau der Dottersubstanzen.

Bei der Verwendung von 60 Min. alter Himolymphe wird der Un-
terschied noch deutlicher. Ovocyten im Stadium A sind praktisch un-
markiert, wihrend bet dlteren Ovocyten im Stadium B eine starke peri-
phere Markierung zu beobachten ist (Abb. 17). In Autoradiogrammen,
die Ovocyten von Zeckenweibchen enthalten, in deren Hidmolymphe
zusatzlich 120 Min. alte «heiBe» Himolymphe injiziert wurde, sind junge
Ovocyten unmarkicrt. Bei dlteren Eizellen liegt ungefahr diesclbe An-
zahl Silberkorner wie oben tiber der Eihiille und den peripheren Dot-
terschollen (Abb. 18). Zentrale Bezirke der Ovocyte mit Kern, Cyto-
plama und Dotterschollen sind unmarkiert. Bei der Verwendung von
240 Min. alter Himolymphe ergeben sich dieselben Einbaumuster wie
eben aufgeziahlt, nur sind die Einbauraten crheblich kleiner.

Abschlielend sei noch darauf hingewiesen, dal3 die Markierung der
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Mitochondrien in allen Versuchsserien, in denen eine Cytoplasma-
aktivitit vorhanden ist, relativ schwach und konstant war. Die gleich-
bleibende Aktivitiat laBt darauf schliefen, dall das 3H-Leucin in den
Mitochondrien zu kompartimenteigenen Strukturproteinen eingebaut
wird (BERGERON & Droz 1969).

d. Analyse der Einbaumuster

Die Zecken besitzen keinen Fettkorper, wie die Insekten (BODNARYK
& MORRISON 1968: CoLEs 1965; ENGELMANN 1969:; LAUFER 1960:
LUESCHER et al. 1969; PaN et al. 1969; Wyss-HUBER & LLUESCHER 1967),
in dem die Synthese der Hiamolymphproteine stattfindet. RotH &
PORTER (1964) beschreiben die Darmzellen bei Aedes aegypti als mog-
lichen Syntheseort. DieHL (1970) vermutete, dal3 bei O. moubata eben-
falls die Epithelzellen des Darmes eine dominierende Rolle beim Auf-
bau der Himolymphproteine spielen konnten.

Unser Versuch zeigt, dal3 das injizierte 3H-Leucin dullerst rasch in
den Darmepithelzellen in Proteine eingebaut wird. Die Markierung der
Darmzellen iiberwiegt quantitativ eindeutig simtliche Einbauraten des
Tracers in andere Zeckengewebe mit Ausnahme des Ovars. In den
untersuchten Darmepithelzellen steigt die Markierung bei gleichen Ver-
suchsbedingungen, d. h. bei gleichen Dosen, regelmafig an und erreicht
nach 60 Min. ein Maximum. Nach lingeren Inkubationszeiten sinkt die
Aktivitat wieder, wie bereits erwiihnt, deutlich ab. Dies bedeutet, daB3
einerseits ein moglicher Abbau der markierten Proteine und anderer-
seits wahrscheinlich die Ausschleusung von aktiven Stoffen den Einbau
von 3H-Leucin tberwiegen. Die fiir den Einbaunachweis benotigte
freie markierte Aminosaure ist im Zeckenkorper nicht mehr vorhanden.
Die Ermittlung dieser Verfligungszeit von 60 Min. ist fiir dic Beurtei-
lung des Einbaumusters des Tracers in die Ovocyten von groBer Be-
deutung, insbesondere dann, wenn die Transportvorgdnge hohermole-
kularer markierter Proteine ermittelt werden sollen.

Wie aus den Tabellen 1 und 2 zu ersehen ist, unterscheiden sich die
Einbaumuster des Tracers in den Ovocyten kurz nach der Befruchtung
und Begattung (Stadium A) prinzipiell von Ovocyten, in denen die
Synthese des Dotters einen hohen Grad erreicht hat (Stadium B). Zu-

Abb. 16. Stadium B: 6 Stunden nach der Injektion von 3H-Leucin befindet sich
praktisch die gesamte Aktivitit in den reifen Proteindotterkugeln (Do) des Reti-
culoplasmas. Gr = Grundcytoplasma; Vergr. 15 000fach.

Abb. 17. Frithes Stadium B: Die Injektion von 60 min alter «<heifler» Hamolymphe
zeigt nach 1 min eine starke periphere Markierung der Ovocyte (O). Bl = Basal-
lamina, Mv = Microvilli, Pn = Pinocytosevesikel; Vergr. 24 000fach.

Abb. 18. Spites Stadium B: 5 min nach der Injektion von 120 min alter Hidmo-
lymphe werden nur noch die Eihiille (Eh) und die peripheren Proteindotteranteile
(Do) markiert. Pn = Pinocytosevesikel; Vergr. 15 000fach.
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dem sind deutliche Unterschiede zwischen Kurz- und Langzeitinkuba-
tionen zu erkennen.

Das Einbaumuster in den Ovocyten des Stadiums A zeigt, daf} die
initielle Synthese von Dotterproteinen an den vielen freien Ribosomen
des Ooplasmas stattfindet. Es ist bekannt, da3 die Ribosomen einen
wesentlichen Syntheseort fiir Proteine darstellen (SIRLIN 1963; HULTIN
1964). Bis zu 30 Min. ist ein deutlicher Anstieg der Aktivitit in diesen
Zellkompartimenten sichtbar. Wiahrend derselben Zeit hat die Mar-
kierung auch im ER, welches nur wenig mit Ribosomen besetzt ist,
verzogert zugenommen. Die nachfolgende Aktivititsabnahme in den
freien Ribosomen und die gleichzeitig anhaltende Zunahme der Mar-
kierung im ER deuten darauf hin, dal} eine Verschiebung von markier-
ten Proteinen von den Ribosomen ins ER stattgefunden hat. Vom ER
gelangen die markierten Stoffe in die Golgi-Zonen, in denen die Ein-
bauraten des Tracers auch nach dem Abklingen der Aktivitat in den
freien Ribosomen und im ER vorerst noch zunehmen. Wie das ein-
gebaute 3H-Leucin vom ER in die Golgi-Vakuolen gelangt, ist unbe-
kannt (RoHR & SicwarT 1967). Eventuell gelangt es in abgeschniirten
Teilen des glatten ER als Vesikel in die Golgi-Vakuolen, oder der Aus-
tausch geschieht an den Kontaktstellen des ER mit dem Golgi-Feld.
Die fehlende Markierung der Golgi-Lamellen bestitigt die Annahme
anderer Autoren (REVEL & HAY 1963; ROHR & BREMER 1967; SCHMAL-
BECK & ROHR 1967), dal3 es sich bei den Lamellen um ein Membran-
reservolr handelt.

Die generelle Funktion des Golgi-Feldes wurde von mehreren Au-
toren beschrieben (BEams & KESSEL 1968; MOLLENHAUER & WHALEY
1963). Neben einer Kondensationsfunktion fiir neugebildete Stoffe
(Ronr & Sigwart 1967) wurde den Golgi-Zonen in verschiedenen
Zellen auch eine Synthesefunktion fiir Mucopolysaccharide zugewiesen
(ROHR & WALTER 1966; SCHMALBECK & ROHR 1967; DHAINAUT 1968;
THIERY 1969). In den Ovocyten von O.moubata konnten die Golgi-
Felder die Funktion einer Schaltstelle haben, die die verschiedenen
Stoffe kondensiert und an die proteinhaltigen Dottervorstufen weiter-
leitet.

Aus den Golgi-Zonen gelangen die markierten Proteine mittels Vesi-
kel in die Dottervorstufen, die ganz zu Beginn als multivesiculate bodies
auftreten.

Die Frage, ob eine direkte Beschickung der Dottervorstufen mit
Proteinen aus dem agranuldren ER, unter Umgehung des Golgi-Appa-
rates, wie sic BEams & KEeSsSeL (1963) in FluBkrebsovocyten beschrie-
ben, hier ebenfalls moglich wiire, kann anhand des autoradiographischen
Versuches nicht eindeutig beantwortet werden. Ein Hinweis auf diese
kurze Transportmoglichkeit ware die bereits nach 5 Min. auftretende
Markierung einzelner Dottervorstufen.
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Interessant erscheint das nach 60 Min. erreichte Maximum der Ge-
samtaktivitit im Zusammenhang mit der zur gleichen Zeit zu Ende
gehenden Verfligungszeit der freien markierten Aminosidure. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, daf} die Ovocyten im Stadium A keine
Moglichkeit haben, den nur noch als hohermolekularen Stoff in der
Himolymphe vorkommenden Tracer in wesentlichen Mengen aufzu-
nehmen. Die Differenzierung des Oolemmas, die sich im Stadium B in
der Bildung von Microvilli und in den Pinocytosevorgangen ausdriickt,
hat noch nicht stattgefunden. Diese Differenzierungsvorgange sind erst
im Aufbau begriffen und funktionieren noch nicht. Einzig die in die
Invaginationen des Oolemmas im Stadium A ecingedrungenen hoher-
molekularen Stoffe haben die Moglichkeit, wihrend der vesikuldren
Auflosung dieser Membraneinstiillpungen ins Eicytoplasma zu gelangen
(siehe Ferritinversuch).

Das Einbaumuster der Inkubationszeiten 60 Min. bis 6 Std. zeigt,
dal3 sich die Markierung aus den Golgi-Zonen in die Dottervorstufen
weiterverschoben hat. Die Abnahme der Kernaktivitdt 1a8t darauf
schlieBen, dall eine Abgabe von markierten Stoffen aus dem Kern ins
Eicytoplasma stattgefunden hat.

Das Einbaumuster des 3H-Leucins in die Ovocyten im Stadium B
ist bis zu 30 Min. dhnlich dem der Ovocyten im Stadium A. Nach 30 Min.
treten Unterschiede auf, weil sich zwei verschiedene Einbaumuster iliber-
lagern. Das erste Einbaumuster wird durch die Aufnahme und den
Einbau der freien markierten Aminosédure gebildet. Das zweite Einbau-
muster stellt den Transport und den Einbau von radioaktiven Proteinen
aus der Hamolymphe dar. Da durch die im Stadium B an der ganzen
Oolemmaoberfliche auftretenden Pinocytosevorginge eine Aufnahme-
moglichkeit fiir hohermolekulare Stoffe vorhanden ist, a3t sich die
Erhohung der Gesamtaktivitit auch nach 60 Min. erklaren. Im Zu-
sammenhang mit der Verfiigbarkeit der 3H-Aminosdure von 60 Min.
kann weiter daraus geschlossen werden, daB3 die Ovocyte fur den Auf-
bau ihrer Dottersubstanzen bereits anderswo synthetisierte Stoffe aus
der Hamolymphe aufnimmt.

Die Schwankungen der Aktivitdtsverteilung in den Ovocyten 1m Sta-
dium B werden nach 30 Min. einerseits von endogenen Synthesevor-
giangen der Tracers in der Eizelle und anderseits von Transportvorgan-
gen des exogen eingebauten 3H-Leucins in die Ovocyte bestimmt.

Eine dominierende Rolle spielt zu Beginn die Markierung der Ribo-
somen, die nach dem Erreichen ithres Maximums nach 30 Min. stark
abnimmt. Wiederum lassen sich deutlich die zeitlich aufeinanderfolgen-
den Aktivititsphasen der Ribosomen, des agranuldren ER, der Golgi-
Felder und des Proteindotters im zentralen Bereich des Ooplasmas
unterscheiden.

Die einzelnen Silberkorner tiber den homogenen Proteindotterkugeln
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nach Kurzzeitinkubationen weisen darauf hin, daf3 die markierten Pro-
teine sehr rasch in dltere Dotterkugeln eingelagert werden konnen.

Die zeitlichen Unterschiede der Kernaktivitdt lassen sich folgender-
malen interpretieren: die Markierung des Karyoplasmas ist wihrend
des ganzen Versuches praktisch konstant. Dem bei 30 Min. auftretenden
Minimum im Karyoplasma steht das zu dieser Zeit erreichte Maximum
der Markierung im Nucleolus gegeniiber. Die Aktivitit des letzteren
nimmt anschlieBend wiederum gleichmif3ig ab. Es ist bekannt, dal
Nucleoli Aminosaure in Proteine einbauen koénnen (ALLFREY 1963;
Hay 1968; LEBLOND & AMANO 1962; PRESCOTT 1962). BERNHARD &
GRANBOULAN (1968) zeigten diesen Einbau mit Hilfe von radioaktiven
Aminosduren, ebenso MENG (1970).

Die bisher ungeklirte Frage nach der Entstehung der Nebenkorper
oder «corps secondaires» (AESCHLIMANN & HECKER 1969; DIEHL 1970),
die librigens auch in anderen Ovocytenkernen beobachtet wurden
(AustiN 1961; EspEr 1965; RAVEN 1961), kann im Zusammenhang
mit der Autoradiographie ultrastrukturell teilweise beantwortet werden.
In den «Vakuolen», des aus filamentdsen und granuliren Elementen
bestehenden Nucleoluscortex, kann das Auftreten dieser granuldren
Nebenkorper (Abb. 19) und deren Ausschleusung ins Karyoplasma
verfolgt werden (Abb. 20). In den nach DienL (1970) aus Ribonucleo-
proteinen bestehenden «corps secondaires» wird durch den Einbau des
3H-Leucin die Proteinkomponente bestitigt. Im Karyoplasma wandern
diese Korper in die Nihe der Kernmembran, wo sie zerfallen und ver-
mutlich durch die Kernporen ins Cytoplasma ausgeschleust werden
(Abb. 21, 22).

Demnach nimmt der Nucleolus aktiv durch die Abgabe von ribo-
somalem Material indirekt an der endogenen Proteinsynthese teil. Die
Passage von Ribonucleoproteinen durch Kernporen wird von MILLER
(1962) und STEVENS & SWIFT (1966) in anderen Zelltypen ultrastruk-
turell nachgewiesen. Eine dhnliche Emissionstform des Nucleolus fand
ANDERSON (1964) in den Ovocyten von Periplaneta americana. Mas-

Abb. 19. Stadium B: Ausschnitt aus dem Nucleoluscortex (n) 30 min nach der
Injektion von 3H-Leucin. Die Markierung konzentriert sich um einen in einer
«Vakuole» liegenden «corps secondaire» (cs). Ein Silberkornfilament ist iiber
diesem Nebenkorper zu erkennen, Kp = Karyoplasma; Vergr. 15 000fach.

Abb. 20. Stadium B: Austritt eines markierten Nebenkorpers (¢s) aus dem Nu-
cleoluscortex (n) ins Karyoplasma (Kp); Vergr. 18 000fach,

Abb. 21. Stadium B: Zerfall eines «corps secondaire» (cs) in der Ndhe der Kern-
membran (Km). Die Markierung liegt in dem sich auflosenden Nebenkorper und
im elektronendichter erscheinenden Karyoplasmateil (Kp). Cp = Cytoplasma;
Vergr. 15 000fach.

Abb. 22, Stadium B: Markierung des elektronendichten Materials — auf beiden
Seiten der Kernmembran (Km). Cp = Cytoplasma, Do = Dotterscholle, Kp =
Karyoplasma, L. = Lipidtropfen; Vergr. 18 00fach.
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SOVER (1968) und WARTENBERG (1962) beschrieben @dhnliche Aus-
schleusungsvorgdnge in den Eizellen von Amphibien. HECKER &
AESCHLIMANN (1970) fanden eine Substanzabgabe des Ovocytenkerns
ins Qoplasma bei Rhipicephalus bursa. Den Einbau solcher Partikeln
in Ribosomen beobachtete KESSEL (1966a) in den Ovocyten von Ciona
intestinalis.

Die, vor allem nach 30 Min., durch diec Auftnahme von Hiamolymph-
proteinen verursachte Zunahme der Gesamtmarkierung beeinfluflt in
erster Linie das Einbaumuster in der Ovocytenperipherie. Dal} es sich
dabei um Proteine handelt, beweisen diec Inkubationsversuche mit
«heifler» Hamolymple. Dabei werden Ovocyten im Stadium A nach
60 Min. nicht mehr markiert, wihrend Eizellen im Stadium B eine starke
periphere Aktivitdt in der Eihiille und in den Randdotterkugeln zeigen.
Neben dem Einbau von Hamolymphproteinen in die Eihiille werden
Proteine ins Ooplasma aufgenommen, wo sie im Randbereich der Ovo-
cyten liegen bleiben und nicht weiter ins Innere gelangen, wie ldngere
Inkubationszeiten zeigten.

Die Funktion des Funiculus in bezug auf die Lieferung von Dotter-
substanzen scheint eine untergeordnete Rolle zu spielen. Im Gegen-
satz zu den Ergebnissen von AESCHLIMANN & HECKER (1967) sind ein-
zelne Golgi-Zonen in den Funiculuszellen vorhanden, aber thre Mar-
kierung durch 3H-Leucin ist duBerst schwach. Die iibrige Aktivitdt in
diesen Zellen scheint auf den Einbau des Tracers in zelleigene Struktur-
proteine hinzuweisen. Zudem bleibt ihre Gesamtaktivitit nach dem
Erreichen eines Maximums nach 60 Min. konstant.

2. Ferritinversuch

Die Aufnahme des injizierten Ferritins aus der Hamolymphe ist
bereits nach 5 Min. in vivo und nach 1 Min. in vitro in den Stadien A
und B nachweisbar. Bei allen Ovocyten befinden sich einzelne Tracer-
molekiile innerhalb der Basallamina.

Es ist bekannt, dafl die Basallamina keine Schranke fir die Diffu-
sion der relativ groBen Ferritinmolekiile darstellt (Stay 1965).

Der Weitertransport des Tracers erfolgt je nach dem Reifezustand
der Ovocyten ganz verschieden.

Abb. 23. Stadium A: Eindringen des Ferritins (—F) in eine Oolemmainvagination
(In). O1 = OQolemma, I = abgeschniirte Teile der Invagination; Vergr. 54 000fach.
Detail der Ferritinmolekiile (—); Vergr. 280 000fach,

Abb. 24. Blischenartige Ausbildung des Invaginationendes (Ie) vor der Abschnii-
rung; —F = Ferritinmolekiile; Vergr. 80 000fach.

Abb. 25. Stadium A: Die Ferritinmolekiile dringen (—) durch die Basallamina (BI)
und bleiben zwischen den Microvilli (Mv) liegen. O = QOoplasma; Vergr. 120 000-
fach.
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a. Ovocyten im Vitellogenesestadium A.

In Ovocyten ohne abgeschlossene Microvilliausbildung und Pino-
cytosevorginge weist die Cytoplasmamembran Einstiilpungen auf, dic
wihrend ihres Abbaus in einzelne Vesikel zerfallen.

In diese Invaginationen und Vesikel dringen die Ferritinmolekiile
ein und werden dabei withrend der Abschniirung der Vesikel ins Eicyto-
plasma aufgenommen (Abb. 23, 24). Die Aufnahme von Ferritin mit-
tels dhnlicher Membraninvaginationen wurde von verschiedenen Auto-
ren (FARQUHAR & PALADE 1962; MAUNSBACH 1963; RCSENBLUTH &
Wissic 1963: RoTH & PoRTER 1963) in anderen Zelltypen beschrieben.

Die Vesikel verbleiben im peripheren Bereich der Ovocyte. Eine
Fusion unter sich oder die Abgabe des eingeschlossenen Materials an
cin Zellkompartiment kann nicht beobachtet werden.

Nach dem Verschwinden der Cytoplasmaeinstiilpungen werden die
Microvilli gebildet. Wihrend dieses Reifestadiums bleibt das durch die
Basallamina cingedrungene Ferritin zwischen den noch wenig ausge-
bildeten Microvilli liegen und wird nicht ins Cytoplasma der Ovocyte
aufgenommen (Abb. 25). Ein Durchdringen der Cytoplasmamembran
ist den Tracermolekiilen nicht moglich.

Der Versuch zeigt, da3 die Aufnahme von hohermolekularen Stoffen
in diesem Stadium nur beschrinkt moglich ist. Namlich dann, wenn
einzelne Oolemmainvaginationen noch vorhanden sind, durch die we-
nige Ferritinmolekiile ins Ovocyteninnere gelangen konnen.

b. Ovocyten im Vitellogenesestadium B.

Nach dem Durchdringen der Basallamina wandern die Ferritinmole-
kiile zwischen den fertig ausgebildeten Microvilli und der sich weiter

Abb. 26—40: Ovocyten im Stadium B.

Abb. 26. Eindringen des Ferritins (—F) durch die Kanile zwischen den Micro-
villi (Mv) und den Eihiillensegmenten (Eh); Vergr. 120 000fach.

Abb.27. Nach dem Erreichen der Microvillibasis dringen die Ferritinmolekile
(—=F) in den Raum zwischen Qolemma (Ol) und Eihiille (Eh). O = Ooplasma;
Vergr. 80 000fach.

Abb. 28. Anlagerung des Ferritins (—F) zusammen mit anderem elektronendich-
tem Material an die Oolemmaauf3enseite. Das Oolemma zeigt typische kleine In-
vaginationen (In), die dem Pinocytosevorgang vorausgehen. Eh = Eihulle, O =
Ooplasma; Vergr. 80 000fach.

Abb. 29. Pinocytosevesikel kurz vor der Abschniirung. F = Ferritinmolekiile, O =
Ooplasma; Vergr. 280 000fach.

Abb. 30. Abgeschniirtes Pinocytoseblaschen (P) mit eingeschlossenen Ferritin-
molekiilen (—F). Eh = Eihiille, O = Ooplasma; Vergr. 72 000fach.

Abb. 31. Ins Periplasma (O) einwandernde Pinocytosebliaschen mit Ferritinmole-
kiilen (F); Vergr. 120 000fach.
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im Aufbau befindlichen Eihiille hindurch (Abb.26). Ein Eindringen
der Markierung in die Microvilli kann nicht beobachtet werden.

An der Basis des Microvillisaumes verschieben sich die einzelnen
Ferritinmolekiile in den Raum zwischen Oolemma und den Eihiille-
segmenten (Zone I nach HECKER 1970a) (Abb. 27). Diese Zone kann
als Anreicherungs- und Kontaktzone fiir eingedrungene Stoffe inter-
pretiert werden, da sich das Ferritin nach einem kurzen Aufenthalt in
diesem Raum sehr eng an das OQolemma anlagert (Abb. 28).

AnschlieBend erfolgt der Pinocytosevorgang, indem die Tracermole-
kiile zusammen mit anderem elektronendichtem Material in die sich von
der Ovocytenmembran ablosenden «coated vesicles» (ROTH & PORTER
1962) eingeschlossen werden und darin ins Cytoplasmainnere gelangen
(Abb. 29, 30, 31, 32). Der durchschnittliche Durchmesser der Pino-
cytosebliaschen betrigt 0,18-0,23 . Auf der Membranaul3enseite ist
nach dem Ablosen der Vesikel der «coat» noch kurze Zeit vorhanden.
Wihrend der Einwanderung dieser Micropinocytosebldschen ins Cyto-
plasmainnere verschwindet dieser «coat». Eine @hnliche Beobachtung
machten RoTH & PORTER (1964) in den Ovocyten von Aedes aegypti.
Die Vesikel beginnen im peripheren Cytoplasmabereich zu fusionieren
und bilden Dottervorstufen (Abb. 33, 34). Zum Teil stehen diese For-
men in cinem engen Zusammenhang mit Teilen des agranuldren ER
(Abb. 35). Durch weitere Anlagerungen entstehen wachsende Dotter-
formen, deren Membranen sich mehr und mehr straffen, bis runde
Dotterkugeln entstanden sind (Abb.36). Das Innere dieses Protein-
dotters scheint am Anfang eine unterschiedliche Dichte aufzuweisen.
Nach dem Erreichen einer gewissen GroBe wird die Dottermatrix

Abb. 32. Im Periplasma liegende primire Verschmelzungsform (Vf) von Micro-
pinocytosebldschen. F = Ferritinmolekiile, Ol = Qolemma; WVergr. 100 000fach.

Abb. 33. Weitere Verschmelzung von Pinocytoseblaschen mit elektronendichtem
Inhalt und Ferritin (—F) zu Dottervorstufen; Vergr. 100 000fach.

Abb. 34. Bildung von grofleren Fusionsformen (Vf) durch die Vereinigung von
weiterem durch Pinocytose aufgenommenem Material. —F = Ferritin; Vergr.
120 000fach.

Abb. 35. Die Dottervorstufen (Dv) stehen oft in Verbindung mit Teilen des agra-
nuliaren ER. —F = Ferritinmolekiile; Vergr. 80 000fach.

Abb. 36. Durch Straffung der Membranen entstehen runde Dottervorstufen (Dv)
mit homogenem Inhalt und Ferritin (—F). O = Qoplasma; Vergr. 80 000fach.

Abb. 37. Dotterkugel (Do) mit elektronendichteren peripheren Stellen und Ferritin-
konzentration (—F). O = Qoplasma; Vergr. 80 000fach.

Abb. 38. Dotterkugel (Do) mit gleichmil3ig verteilten Ferritinmolekiilen (—F).
O = Grundcytoplasma; Vergr. 80 000fach.

Abb. 39. Eihiillenschollen mit zunidchst noch peripheren Ferritinanhdufungen (F)
in der Zone 1I1. Il = Zone 11, Mv = Microvilli; Vergr. 60 000fach.

Abb. 40. Homogene Ferritinmarkierung (F) der Zone III. Bl = Basallamina, Il =
Zone 11, Mv = Microvilli; Vergr. 80 000fach.
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homogen und zeigt dieselbe Dichte wie die zum Teil bereits grofleren
und zentralliegenden Dotterkugeln. Eine Verschiebung des peripher,
aus exogenem Material gebildeten Dotters, zwischen den letzteren hin-
durch nach innen, kann nicht stattfinden, da der Gesamtdotter bereits
zu dicht liegt.

Zur gleichen Zeit, wie die eben beschriebenen Verschmelzungsvor-
gange, wandern andere Pinocytoseblaschen an die Membranen von
alteren Dotterschollen und geben ihr Material ins Innere dieser Dotter-
kugeln ab. Anhdufungen von Ferritinpartikeln lassen sich in den meisten
endogen aufgebauten und im peripheren Cytoplasmabereich liegenden
Proteindotterschollen erkennen (Abb. 37, 38).

Neben diesen beobachteten Aufnahmevorgingen des Ferritins mit-
tels Micropinocytose beginnen nach 30 Min. einzelne Ferritinmolekiile
in die homogene Eihiillenschicht (Zone I11 nach HECKErR 1970a) ein-
zuwandern (Abb. 39). Nach 2 Std. ist diese Zone gleichmaBig mit Ferri-
tin markiert (Abb. 40). Eine Markierung der elektronendichteren Zone I1
(HECkER 1970a) findet nicht statt. Sie scheint eine Vorstufe der Zone I11
darzustellen, da sie in der fertig ausgebildeten Eihiille nicht mehr vor-
handen ist.

Der Versuch zeigt, dal3 die homogene Zone 111 hochmolekulare Pro-
teine aus der Hamolymphe aufnehmen und einbauen kann. Obwohl
Ferritin nicht in der Hamolymphe vorkommt, darf doch angenommen
werden, dal3 die mit den Hamolymphproteinen mitlaufenden Ferritin-
molekiile den Aufbaumodus der Eihiille und die Herkunft des Einbau-
materials zeigen. Die Eihiille von O.moubata wird nicht durch die
Ovocyte selbst gebildet, sondern sie entsteht durch die Aufnahme von
Stoffen aus der Hamolymphe. Ungekldrt ist die Frage. ob eventuell
die beim Abbau der Microvilli freigewordenen Membranteile in die
Eihiille eingebaut werden. Dieser Vorgang kann ultrastrukturell nicht
beobachtet werden. Doch wire dies moglich, da in der Zone II mem-
branrestihnliche Strukturen auftreten.

Die Inkubation der Ovocyten mit Ferritin hat neben den aufgezihl-
ten Resultaten gezeigt, daB3 das Ferritin nur in membrangebundener
Form ins Cytoplasma aufgenommen und transportiert wird. Dieses
Ergebnis stimmt mit denen von anderen Autoren (DANES & STRUTHERS
1961; FARQUHAR & PALLADE 1962; Kay et al. 1962; Papras & TENNY-
SON 1962; RyYSER et al. 1962; WARTENBERG 1964) iiberein, die sich mit
dem Transport von kolloidalen Eisenverbindungen (u.a. Ferritin) in
verschiedenen Zelltypen befal3t haben.

Frei im Cytoplasma vorkommende Ferritinmolekiile, wie siec Stay
(1965) in der Ovocyte von Hyalophora cecropia tand, sind in unserem
Versuch nicht zu beobachten.

Interessant ist die Feststellung, dafl nach 120 Min. das Angebot des
Tracers rasch vermindert wird. Das zeigt sich darin, dal3 die Basallamina
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praktisch unmarkiert bleibt, wihrend an der Basis der Microvilli die
Aufnahme des restlichen Ferritins durch Pinocytose anhilt.

3. Peroxidaseversuch

Als weiterer Tracer fiir Proteine wurde Meerrettichperoxidase in die
Hamolymphe der Zeckenweibchen injiziert. Die Ergebnisse dieses Ex-
perimentes zeigen im wesentlichen eine deutliche Ubereinstimmung mit
den Resultaten des Ferritinversuches.

Die durch das Reaktionsprodukt der Peroxidase erzielten Markie-
rungen sind jedoch in viel stirkerem Mal3e sichtbar als die in kleinen
Mengen aufgenommenen Ferritinmolekiile. Dagegen werden zum Teil
durch die flockige Darstellung der Peroxidase die verschiedenen Mem-
branen ultrastrukturell verwischt dargestellt.

Die Resultate sollen wiederum fiir die Stadien A und B getrennt
aufgefiihrt werden.

a. Stadium A.

Die Basallamina wird sehr rasch vom Tracer durchdrungen (Abb. 41).
Nach 5 Min. ist die Markierung an der Aullenseite der sich bildenden
Microvillimembranen zu beobachten (Abb. 42,43). Ein weiteres Ein-
dringen der Peroxidase ins Ooplasma kann nicht, wie beim Ferritin-
versuch, festgestellt werden. Sie dringt nicht in die bis zu 6 « tiefen
Oolemmainvaginationen ein. Die Bildung der Eihiille, die bei den
meisten Ovocyten bereits vor den Pinocytosevorgidngen beginnt, wird
durch den Einbau des Tracers deutlich dargestellt (Abb. 44). Einzelne,
zwischen die Microvilli eingelagerte kleine Eihtllenschollen, sind in-
folge der Peroxidaseaufnahme dunkel markiert. Ein Einbau des Ferri-
tins in diese Friihstadien der Eihiille findet dagegen nicht statt.

b. Stadium B.

Sobald zu Beginn dieses Stadiums die ersten Micropinocytosevor-
ginge auftreten, dringt die Peroxidase in die dabei gebildeten wenig tie-
fen Einstiilpungen des Oolemmas ein. Wiahrend dem darauffolgenden
Abschniiren und Ablosen der Pinocytosevesikel wird die Markierung
mit eingeschlossen und gelangt ins Qoplasmainnere (Abb. 45). Dabei ist
dic AuBenseite der Bldschen mit einem «coat» besetzt. Die ersten
«coated vesicles» mit dem Reaktionsprodukt sind nach einer Inkuba-
tionszeit von 10 Min. sichtbar. Sie bleiben vorerst im peripheren Cyto-
plasma liegen, ohne miteinander zu verschmelzen oder ihren Inhalt an
bereits vorhandene Dotterschollen abzugeben.

In Ovocyten, deren Etihiille bereits durch die Verbindung der ein-
zelnen Eihiillenschollen eine netzartige Struktur aufweist, dringt die
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Peroxidase innerhalb von 5 Min. in den Kanilen zwischen der Eihiille
und den Microvilli an die Microvillibasis und in die Pinocytoseblédschen.
Die Aufnahme ist in diesem Stadiumabschnitt beschleunigt. Die Anteile
der Eihiille sind bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht markiert (Abb. 46).

Nach einer Inkubationszeit von 10 Min. wird die Eihiille ebenfalls
durch die Aufnahme der Peroxidase stark geschwiarzt. Auffallend ist
dabei, dall die Zonen II und IIl nach 15 Min. und spidter den Tracer
gleichermalien aufnehmen und nicht mehr zu unterscheiden sind
(Abb. 47).

Nur kurz zu Beginn des Peroxidaseeinbaus in die Eihiille wird die
Zone I1 dunkler dargestellt als die Zone III.

Die Zonel ist nach 15 Min. vom Reaktionsprodukt gleichmafig
ausgefiillt (Abb. 48). AnschlieBend bilden sich konzentrierte Formen
der Meerrettichperoxidase, die einen engen Kontakt mit gewissen
Oolemmaabschnitten aufnehmen. Das Oolemma zeigt an diesen Stellen
leichte Invaginationen, die auf der Ooplasmaseite mit einem «coat»
besetzt sind (Abb. 49). Die Einstiilpungen vertiefen sich, bilden ein
geschlossenes Blidschen und trennen sich vom Oolemma. Dabei legt sich
die eingeschlossene Peroxidase in der Form eines Ringes eng an die
Innenseite der Vesikelmembran (Abb. 50).

Die Membranauf3enseite weist wahrend der kurzen Zeitspanne des
Ablosungsvorganges den schon vorher beschriecbenen «coat» auf. Beim
nachfolgenden Einwandern verlieren die Pinocytosebldschen den «coat»,
wobei zugleich das aufgenommene Material das Vesikellumen gleich-
méabig ausfiillt (Abb. 51).

Die Vesikel beginnen in der Folge sehr rasch miteinander zu ver-
schmelzen. 60 Min. nach der Injektion sind im gesamten peripheren
Cytoplasma (Periplasma) Verschmelzungsprodukte mit einem Durch-
messer von 2 y zu erkennen (Abb.52). Durch die fortlaufende An-
lagerung von weiteren markierten Pinocytoseblaschen entstehen nach
120 Min. runde Dotterschollen mit einem Durchmesser von ca. 4 «
(Abb. 53). Neben diesen durch die Fusion einzelner Vesikel selbstandig
aufgebauten Proteindotteranteilen, lagern sich einzelne mit dem Reak-

Abb. 4]1-44: Stadium A.

Abb. 41. Eindringen der Peroxidase (P) in die Basallamina (BI). Mv = Microvilli,
O = Ooplasma; Vergr. 66 300fach.
Abb.42,43. Das Reaktionsprodukt der Peroxidase ist in der Basallamina (BI)

und an den Membranen der Microvilli (Mv) nachweisbar. O = Qoplasma; Vergr.
51 900fach, 55 300fach.

Abb. 44. Primir auftretende Segmente der Eihiille (Eh) werden durch die Peroxi-
dase dunkel markiert. Bl = Basallamina, Mi = Mitochondrium; Vergr. 18 000fach.

Abb. 45, Stadium B: Die «coated vesicles» (cv) sind durch die Peroxidase markiert.
Mv = Microvilli; Vergr. 55 300fach.
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tionsprodukt der Peroxidase beladene Bldschen an die im Periplasma
vorhandenen Proteindotterkugeln (Abb. 54).

Der Inkubationsversuch mit Peroxidase zeigt neben der Eihiillen-
markierung auBerdem noch besonders deutlich, daB3 bei der ersten
Traceraufnahme nach 10 Min. samtliche Vesikel, die noch mit dem
Oolemma in Verbindung stehen, den Tracer enthalten und somit Pino-
cytoseblaschen darstellen. Eine Exocytose kann deshalb ausgeschlossen
werden.

Alle Micropinocytosevesikel zeigen denselben Durchmesser. Sie
verschmelzen entweder untereinander oder geben ihren Inhalt an
grofBere Dotterschollen ab.

Im Gegensatz dazu fand ANDERSCON (1969) durch Peroxidaseinjek-
tion zwei verschiedene Vesikeltypen in den Ovocyten von Periplaneta
americana. Wobei in diesen Ovocyten bereits wihrend der Privitello-
genese auftretende kleinere Micropinocytoseblischen nach der Fusion
zu tubuldren Elementen mit Lysosomen verschmelzen. Ein zweiter
groBerer Blaschentypus tritt neben dem ersten wihrend der Vitello-
genese auf und erzeugt, wie in unserem Fall, ebenfalls als Verschmel-
zungsprodukt Dottervorstufen.

HEeckKER (miindliche Mitteilung) fand Dotterschollen mit einer posi-
tiven Reaktion nach saurer Phosphatasebehandlung im gesamten Cyto-
plasma. Aus den vorliegenden Resultaten kann jedoch nicht geschlossen
werden, ob in den Ovocyten von O. moubata ein Teil der Pinocytose-
bldschen nutritives Material enthalten, welches diesen lysosomalen For-
men zugefiihrt wird.

Interessant ist die ultrastrukturell erfabare Membrandynamik wih-
rend des Micropinocytosevorganges. Die vom «coat» cytoplasmaseitig
besetzten Membranstellen des Oolemmas kennzeichnen die Abschnitte,
wo anschlie3end die Micropinocytosevesikel gebildet werden.

Abb. 46-34: Stadium B.

Abb.46. 5 min nach der Injektion der Peroxidase sind die ersten Pinocytosevesikel
(Pn) markiert. Die Eihiille (Eh) ist zu dieser Zeit noch nicht markiert. My =
Microvilli, O — Qoplasma; Vergr. 34,600fach.

Abb. 47. Ubersicht 15 min nach der Peroxidaseinjektion. Markierung der Eihiille
(Eh) und der Pinocytoseregion (—P). Do = Dotterkugeln, O — Qoplasma; Vergr.
4500fach.

Abb. 48. GleichmilBige Ausfiillung der Zone 1 durch das Reaktionsprodukt der
Peroxidase. Eh Eihiille, O = Ooplasma. Vergr. 36 000fach.

Abb.49. Konzentrierung der Peroxidase (P) an gewissen Stellen der Oolemma-
aullenseite. An der Oolemmainnenseite dieser Abschnitte ist ein «coat» (c) vor-
handen. Eh = Eihiille, cv = «coated vesicles»; Vergr. 36 000fach.

Abb. 50. Das eingeschlossene Material der «coated vesicles» (cv) bildet einen der
Vesikelmembran innen anliegenden Ring. Dv = Dottervorstufe; Vergr. 36 000fach.

Abb. 51. Die Pinocytosebldschen (cv) verlieren wiahrend ihres Einwanderns (—)
ins Periplasma ihren «coat». Dabei wird das Vesikel-Innere vom aufgenommenen
Material gleichmial3ig ausgefiillt; Vergr. 36 000fach.



144 Acta Trop. XXVIII, 2, 1971 — Parasitologie




Jenni, Synthese und Aufnahme von Proteinen ... 145

BRANDT (1962) ordnet diesem «coat» die Moglichkeit zu, die Mole-
kiile des in der Folge aufgenommenen Materials selektiv auszuwihlen
und an das Oolemma zu binden (siche auch BENNETT 1963; FAWCETT
1964 und SLAUTTERBACK 1967).

Die Ovocyten von O.moubata scheinen hochspezialisierte Zellen
darzustellen, die widhrend der Vitellogenese mit Hilfe der Pinocytose-
vorginge gezielt Stoffe aus der Hamolymphe auszuwihlen und aufzu-
nehmen vermdgen (ANDERSON 1969; BRANDT 1962). Die zwei von
DieHL (1969, 1970) zu Beginn der Vitellogenese in der Hamolymphe
und anschlieBend im reifen Ei gefundenen «female proteins» stellen den
Hauptanteil der Eiproteine dar. Sie werden wohl durch diesen «coat»
selektiv aus der Himolymphe aufgenommen.

Die durch Micropinocytose gebildeten peripheren Proteindotter-
schollen haben nach 240 Min. ihre maximale Grofle erreicht. Die inji-
zierte Menge Peroxidase steht der Ovocyte zu dem Zeitpunkt nicht
mehr zur Verfiigung, denn nach 6 Std. erscheinen wieder unmarkierte
Pinocytoseblaschen.

C. Polysacchariddarstellung an Ultradiinnschnitten

Neben der Abklarung der Synthese und den Transportvorgingen
von Proteinen in der Ovocyte sollen die von DieHL (1970) histoche-
misch untersuchten Kohlehydratanteile des Dotters ultrastrukturell nach-
gewiesen werden (Abb. 55).

Mit den Darstellungsmethoden von THIERY (1967) ist es moglich,
die im Gewebe vorhandenen Polysaccharide durch Schwermetallreak-
tionen im EM sichtbar zu machen.

Die vorliegenden Resultate erhielten wir mittels der PA-TCH-
Albumosesilbermethode: Nach THierY (1967) wird wiahrend der Oxida-
tion durch PA das Osmium aus den Schnitten entfernt. Weiter werden
die 1-2-Glykolbindungen der Polysaccharide geoffnet und durch Alde-
hydgruppen ersetzt. Die Aldehydgruppen verbinden sich danach mit
den Thiogruppen des TCH, welche anschlieBend mit dem Silber des
verwendeten Silbersalzes reagieren und dadurch im EM sichtbar werden.
Durch das verschieden lange Flottieren auf TCH konnen einfache Kohle-

Abb. 52, Fusion (—Fu) der Pinocytosevesikel zu Dottervorstufen (Dv). Eh = Ei-
hiille, O = Ooplasma; Vergr. 36 000fach.

Abb. 53. 120 min nach der Peroxidaseinjektion sind im gesamten Periplasma Dot-
tervorstufen (Dv) mit peroxidasenaktivem Inhalt entstanden. Eh = Eihiille, O =
Ooplasma; Vergr. 15 000fach.

Abb. 54, Anlagerung (—) von Pinocytosebldschen mit dem Reaktionsprodukt der
Peroxidase an bereits vor dem Inkubationsversuch gebildete unmarkierte Dotter-
vorstufen (Dv); Vergr. 12 000fach.
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hydrate und komplexere Polysaccharidverbindungen zeitlich differenziert
dargestellt werden.

Die durchgefiihrten Kontrollversuche zeigten keine Argentaffinitat
des Ovocytengewebes, so daB3 die positiven Reaktionen der zum Teil
modifizierten Nachweisreaktionen als spezifisch angesehen werden
diirfen.

Die Ovocyten im Stadium A sind nach einstiindigem Flottieren auf
TCH schwach positiv. Die Reaktion laBt sich im Retikuloplasma und
in den «multivesiculate bodies» feststellen (Abb.56). Nach lingerem
Flottieren auf TCH verstédrkt sich die Silbereinlagerung nicht. Daraus
kann geschlossen werden, daB3 die vorhandenen Polysaccharide in Form
von reinem Glykogen vorliegen. Eine Verbindung der vorhandenen
Proteine mit dem Glykogen in den Proteindotteranteilen 1aBt sich in
diesem Stadium noch nicht feststellen.

Interessant sind die Verteilungs- und Formunterschiede der Poly-
saccharide im Stadium B: zu Beginn dieses Stadiums ist nach einstiin-
digem Flottieren der Schnitte auf TCH ecine feine Silberreaktion im ge-
samten Retikuloplasma zu beobachten (Abb. 57).

Die Reaktionsmethode lafit deutlich die Form der Polysaccharide
erkennen (Abb. 58). Es handelt sich wohl um p-Glykogen, da nach
dieser kurzen TCH-Behandlung nur reine Polysaccharide markiert
werden und einfache Mono- und Disaccharide durch die angewandte
Fixierungsmethode aus dem Gewebe entfernt worden sind (NEUTRA &
LEBLOND 1966). Die ;-Glykogenkorper sind aus 3—4 Partikeln zusam-
mengesetzt, die eine Grofle von 30-40 A aufweisen (Abb. 59). Wahr-
scheinlich handelt es sich dabei um die von DROCHMANNS (1962) be-
schriebenen ;-Glykogenpartikeln.

Eine Verbindung des Glykogens mit irgendeinem Zellkompartiment
ist nicht feststellbar. Die p-Glykogenpartikel liegen frei im Cytoplasma.
Ihre Synthese findet wahrscheinlich tiberall im Grundcytoplasma mittels
Glykogensynthetase statt (ENGELS & BIER 1964).

Eigenartig ist die granuldre Markierung der Grana mitochondriales
(Abb. 63). Weiter zeigen die Peripherien der Lipidtropfen eine dhnlich

Abb. 55. Kohlehydratanteil des Dotters am Ende der Vitellogenese in Form von
a-Glykogenrosetten (Gl); Vergr. 15 000fach.

Abb. 56. Stadium A: Nach einstiindiger TCH-Behandlung ist eine Silberreaktion

(—R) im Grundcytoplasma (Gc) und in den “multivesiculate bodies” (mvb) festzu-
stellen; Vergr. 24 000fach.

Abb. 57-70: Stadium B.

Abb. 57. Nach einstiindigem Flottieren auf TCH ist eine Silberreaktion (—R) im
Grundcytoplasma vorhanden. Dv = Dottervorstufen, S = Symbiont; Vergr. 24 000-
fach,

Abb.58,59. Markiertes p-Glykogen (—) im Grundcytoplasma (Gge), mvb = “multi-
vesiculate bodies”. Das f-Glykogen ist aus einzelnen y-Glykogenpartikeln zusam-
mengesetzt. Vergr. 24 000fach, 72 000fach.
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feine Silbergranulierung, wie sie THIERY (1967) in den Zellen der em-
bryonalen Rattenleber fand (Abb. 60).

Nach 48stiindiger TCH-Behandlung ist neben der Reaktion im
Grundcytoplasma ebenfalls eine Silbermarkierung in den Proteindotter-
schollen zu beobachten (Abb. 61). Da diese Markierung erst nach einer
relativ langen TCH-Behandlung auftritt, kann angenommen werden,
dall es sich dabei um komplexe Polysaccharidverbindungen (Hamo-
glyko-lipoproteine nach DieHL 1970) handelt.

Die Frage nach dem Ort der Koppelung von Kohlehydrat- und
Proteinanteil kann nicht mit Sicherheit beantwortet werden. Die Vesi-
kel, die aus den Golgi-Zonen und eventuell direkt vom ER zu den
Proteindotterschollen gelangen, sind nicht markiert. Hingegen sind die
Membranen dieser Dotterkugeln oft stark durch Silbereinlagerungen
hervorgehoben (Abb. 62). Es konnte sein, daBl die Koppelung von Pro-
tein- und Kohlenhydratkomponenten erst dort stattfindet.

Gegen das Ende des Stadiums B legen sich vorerst nur im zentralen
Ooplasmabereich einzelne p-Glykogengranula zusammen und bilden
die «-Glykogenrosetten (Abb. 63, 64, 65). Diese Glykogenform stellt
neben den Proteindotterschollen und den Lipidtropfen die dritte Dot-

Abb. 60. Silberreaktion (—) iiber dem peripheren Bereich der Lipidtropfen (L).
Dv = Dottervorstufen; Vergr. 18 000fach.

Abb. 61. 48stiindige TCH-Behandlung: Silberreaktion in den Dottervorstufen (Dv)
und im Grundcytoplasma (Ge); Vergr. 18 000fach.,

Abb. 62, Starke Silberreaktion (—) in den Membranen der Dottervorstufen (Dv)
nach 12stiindiger TCH-Behandlung; Vergr. 24 000fach.

Abb. 63, 64. Bildung der «-Glykogenrosetten (—Gl) gegen das Ende des Stadiums
B. Granuldre Darstellung der Grana mitochondriales (—Gm) durch die histo-
chemische Behandlung; Mi = Mitochondrien; Vergr. 24 000fach, 54 000fach.

Abb. 65. Spidtes Stadium B: Einstiindige TCH-Behandlung. Silberreaktion in den
a-Glykogenrosetten (Gl). Do = Dotterkugeln, Dv = Dottervorstufen, L = Lipid-
tropfen; Vergr. 18 000fach.

Abb. 66. Spites Studium B: 48stiindige TCH-Behandlung. Neben der Reaktion in
den Glykogenrosetten ((G1) ist eine Silberreaktion in den Proteindotteranteilen
(Do, Dv) zu erkennen. L = Lipidtropfen; Vergr. 18 00fach.

Abb. 67. Durch die a-Amylasebehandlung werden die «-Glykogenrosetten (Gl)
weitgehend aus den Schnitten herausgelost. Die Dotterproteinanteile (Do) sind
amylaseresistent. Mi = Mitochondrien; Vergr. 24 000fach.

Abb. 68. Nach der Behandlung mit PA und nachfolgender Nachkontrastion er-
scheinen die Glykogenrosetten (Gl) fein granuldr. Do = Dotterkugel, L. = Lipid-
tropfen; Vergr. 27 000fach.

Abb. 69. Einstiindige Behandlung mit TCH: Die Eihiille (Eh) und die Pinocytose-
region (Pr) ist unmarkiert. Im Grundcytoplasma zeigen die - und p-Glykogen-
anteile eine Silberreaktion. A = Annulate lamellae, Dv = Dottervorstufe, G =
Golgi-Feld, Mi = Mitochondrium, Mv = Microvilli; Vergr. 18 000fach.

Abb.70. 48stiindige TCH-Behandlung: Wihrend die Eihiille (Eh) und die Pino-
cytoseregion (Pr) unmarkiert sind, ist eine feine Silberreaktion im peripheren
Grundcytoplasma (Gc) und in den Proteindotteranteilen (Do, Dv) zu erkennen.
Mv = Microvilli; Vergr. 20 000fach.
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terkomponente dar. Die Bildung des «-Glykogens 1dl3t sich vom Ovo-
cytenzentrum nach auflen hin verfolgen. Zuletzt erscheinen auch im
peripheren Ooplasma die eben erwihnten Glykogenformen. Nun sind
praktisch keine pj-Glykogengranula mehr vorhanden. Nach 48stiindi-
ger TCH-Behandlung liegt das Depot der feinen Silbermarkierung nur
noch in den «-Glykogenrosetten und den Proteindotterkugeln (Abb. 66).

Nach «-Amylasebehandlung werden die Glykogenrosetten fast ginz-
lich aus den Schnitten herausgelost, wihrenddem die Dotterkugeln
amylaseresistent sind (Abb. 67).

Die von LONGO & ANDERSON (1970) aufgefithrte Methode zeigte
ebenfalls eine positive Reaktion (Abb. 68).

In keiner Ovocytenform ist eine Reaktion in der Eihiille oder in
den Micropinocytoseblaschen zu beobachten (Abb. 69, 70). Eine Auf-
nahme von Glykogen oder komplexen Polysacchariden aus der Himo-
lymphe, wie sie FAVARD-SERENO (1969) in Grillenovocyten fand, kann
in den Ovocyten von O. moubata ausgeschlossen werden. Es ist anzu-
nehmen, dal3 diese Ovocyten wie diejenigen von Insekten (ENGELS &
Bier 1967; ENGELS & DRESCHER 1964) Glucose aus der Himolymphe
aufnehmen und durch cytoplasmatische Glykogensynthetase das Gly-
kogen aufbauen.

Aus diesem Versuch geht hervor, daB3 die eigentliche Speicherform
des reinen Kohlehydratdotters in der Ovocyte, die «-Glykogenrosetten,
erst spat aufgebaut werden. Namlich erst dann, wenn die endogene
Proteinsynthese infolge der Reduktion des ER und der Golgi-Zonen zu
Ende geht. Das zuerst auftretende -Glykogen wird zum grof3ten Teil
an Proteine gebunden und als Glykoproteinanteil des Proteindotters
verwendet.

V. Zusammenfassende Diskussion

Die wihrend der Vitellogenese in der Ovocyte von O. moubata ein-
gelagerten Proteindottersubstanzen stammen aus zwel verschiedenen
Quellen. Der Einbau des 3H-Leucins im Stadium A zeigt deutlich, daf}
zu Beginn der Vitellogenese die primidren Proteindotterschollen endogen
synthetisiert werden. Diese autoradiographischen Ergebnisse unter-
stiitzen die Resultate von AESCHLIMANN & HECKER (1967, 1969).

Im nachfolgenden Stadium B erfolgt eine Stofftaufnahme aus der
Hamolymphe durch Micropinocytosevorgiange. Dadurch wird die endo-
gene Synthese des Proteindotters von der exogenen Synthese erginzt,
tiberdeckt und abgelost, wie die Inkubation der Ovocyten in 60 Min.
alter «heifler» Hamolymphe deutlich zeigen. Dabei bleiben die aufge-
nommenen Proteine durch das Verschmelzen der Micropinocytose-
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vesikel als Dotterkugeln an der Ovocytenperipherie liegen und gelan-
gen nicht ins zentrale Ooplasma.

Die zelleigene Synthesekapazitdt der Ovocyte fiir Proteine ist gegen
das Ende der Vitellogenese stark vermindert. Das zeigt sich darin,
dafl der Einbau des 3H-Leucins nach Kurzzeitinkubation in ausge-
suchten Spitstadien unerheblich war. Durch die Fihigkeit der Eizelle,
vorgebildete Makromolekiile mittels Micropinocytose aus der Hidmo-
lymphe aufzunehmen, ist es ihr erst moglich, den reichen Dottergehalt
aufzubauen. Die Ergebnisse der Inkubationsversuche mit Peroxidase
und Ferritin zeigen dies deutlich.

Durch diese Resultate wird die Hypothese der exogenen Dotter-
quelle von AESCHLIMANN & HECKER (1967, 1969) bestiitigt. Auch die
von DIEHL (1969, 1970) durch elektrophoretische und immunologische
Methoden am selben Objekt erzielten Resultate stimmen gut mit un-
seren Ergebnissen tiberein. Es scheint, dal es sich bei den durch Micro-
pinocytose aufgenommenen Proteinen in erster Linie um die zwei von
thm gefundenen «female proteins» handelt.

Die Selektionsfunktion des «coats» auf der Ooplasmaseite des
Oolemmas scheint wihrend der Stoffaufnahme durch Pinocytose eine
wichtige Rolle zu spielen.

Der von DIEHL (1970) durchgefiihrte Inkubationsversuch mit Trypan-
blau zeigte durch lichtoptische Auswertung des Experimentes, daf3 der
Farbstofl von der Ovocyte wihrend der Vitellogenese ebenfalls aufge-
nommen wird. Anscheinend war diese Aufnahme auch nur mit Hilfe von
Pinocytoseblaschen moglich. Im Unterschied zu unseren Inkubations-
versuchen mit hohermolekularen Stoffen dringt das Trypanblau ins ge-
samte Peri- und Retikuloplasma ein, wobel auch einzelne Dotterschollen
gefdrbt werden. Das Ausbleiben einer deutlichen Firbung aller peri-
pheren Dotterschollen und deren Vorstufen nach ldngeren Inkubations-
zeiten diirfte eventuell auf eine zellschddigende Wirkung des Farb-
stoffes zuriickzufiihren sein (ANDERSON & TELFER 1970; STOCKINGER
1964).

Die genauen quantitativen Anteile der beiden Proteindotterquellen
miiflten unter Einbeziehung der Morphometrie abgeklirt werden. Sicher
ist, da3 die endogene Synthese zu Beginn der Vitellogenese fiir den
Proteindotteraufbau verantwortlich 1st. Dabei werden im gesamten
Ooplasma Dottervorstufen bis zu emnem Durchmesser von 4 . gebildet.
Durch die Pinocytosevorginge im Stadium B gelangen betrichtliche
Mengen von Hamolymphproteinen in die Ovocyte und bestreiten den
exogenen Anteil des Proteindotters. Sie stellen jedenfalls gegen das
Ende der Vitellogenese die dominierende Proteindotterquelle dar.

Die Eihiille von O. moubata wird durch Proteineinlagerung aus der
Hamolymphe und die nachfolgende Polimerisation dieser Stofte ge-
bildet. Wie die Inkubationsversuche gezeigt haben, ist ihre substantielle
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Bildung nicht eine Leistung der Ovocyte. Hingegen ist es moglich,
daB3 die Eizelle mit Hilfe der Microvilli den Aufbau steuert.

Die Synthese der Hamolymphproteine geschieht vor allem in den
Zellen des Darmepithels. Damit hat sich diese Vermutung von DIEHL
(1970) bestitigt.

Der Eikern ist wiahrend der Vitellogenese metabolisch sehr aktiv.
Im Nucleolus gebildete Korper, die sich durch den Einbau der tritiierten
Aminosiaure auszeichnen, werden ins Ooplasma abgegeben. Neben die-
ser Synthese von Nucleoproteinen produziert er wahrscheinlich eben-
falls stabile, maktivierte r-RNS und m-RNS, die dann wiahrend der
Embryogenese wirksam werden (BRACHET et al. 1964; BRACHET 1967;
Dupsiva 1969; Gross & COUSINEAU 1964 ; HANSEN-DELKESKAMP 1969).
Die Inaktivierung dieser RNS kann durch die Anlagerung von spezifi-
schen Proteinen geschehen (PETZELT & BIER 1970a). Nur die Unter-
suchung der DNS- und RNS-Synthese konnte hier ndhere Aufschliisse
bringen, z. B. wiren Versuche zur Abklirung der DNS-abhingigen
RNS-Synthese durch Actinomycineinwirkung (ReicH & GOLDBERG
1964) und der damit zusammenhdngenden Proteinbildung interessant.
Verschiedene Autoren beschreiben die zum Teil gegensidtzlichen Ein-
fliisse des Antibiotikum (PerzELT & BIER 1970a, 1970b; PASTAN &
FrIEDEMANN 1968) auf die Transport- und Synthesevorginge von
Proteinen.

Das von ENGELS & BIER (1967) beschriebene antagonistische Ver-
hiltnis von Protein- und Glykogensynthese wiahrend der Oogenese in
den Ovocyten von Musca domestica scheint bei O. moubata nicht zuzu-
treffen. Hier setzt die Glykogensynthese noch wihrend der frithen Pro-
teinsynthese durch die Bildung von p-Glykogen cin. Diese Glykogen-
formen stehen zusammen mit den Proteinen dem Aufbau des Glyko-
proteindotters zur Verfiigung. Die Speicherform des reinen Glykogens,
die «-Glykogenrosetten, erscheinen erst sehr spidt am Ende der Vitello-
genese im Reticuloplasma. RAMAMURTY (1968) beschreibt dhnliche Re-
sultate bei Panorpa communis. Die Glykogensynthese muf} im Reticulo-
plasma stattfinden, da eine Aufnahme von Polysacchariden durch Micro-
pinocytose nicht festzustellen ist. Inkubationsversuche mit radioaktiver
Glucose konnten hier genaue Aufschliisse bringen.

Die Herkunft der dritten Dotterkomponente, der Lipide, kann nach
den bis jetzt vorliegenden Ergebnissen nicht abgeklart werden. Nach
DienL (1970) konnten die Lipide an spezifische Hamolymphproteine
gebunden in die Ovocyten gelangen. Beil Insekten ist bekannt, daf
Hamolymphproteine Lipide transportieren (CHINO & GILBERT 1965;
CHINO et al. 1969; MAYER & CANDY 1967; THoMmAS & GILBERT 1967,
THOMAS & [LAWRENCE 1968; TOBE & LOUGHTON 1970); WANG & PATTON
1969).

Weitere ultrastrukturelle Arbeiten iiber den Bau und die Funktion
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der Darmzellen (GRANDJEAN in Vorbereitung) sowie der praktisch noch
unbekannten Rolle der Hamocyten kénnen wichtige Aufschliisse in
bezug auf den Proteinmetabolismus dieser Zellen bringen. Somit wiir-
den auch die der Vitellogenese vorangehenden Fragen nach der Syn-
these und dem Transport der Proteine geklart werden.
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Résumé

Les aspects dynamiques de la vitellogénése de la tique Ornithodorus moubata,
spécialement en ce qui concerne la synthése du vitellus protéique et la formation
de I’enveloppe de I'oeuf, sont étudiés au niveau de 'ultrastructure a l'aide de trois
marqueurs protéiques (la leucine tritiée comme précurseur, la ferritine et la
peroxidase).

11 ressort des expériences qu’a la suite d’un repas sanguin et de la fécondation
d’une tique femelle Ornithodorus moubata les performances endogénes de ’ovocyte
sont plus importantes au début, c’est-a-dire que les protéines sont synthétisées par
des structures de la cellule elle-méme (stade A). Dans une phase suivante, I’oolem-
me forme des microvilli (AESCHLIMANN & HECKER, 1967 et 1969). 1.’ovocyte com-
mence alors a résorber par pinocytose des protéines de I’hémolymphe, formées
principalement au niveau de l’intestin moyen (stade B). Cette source exogéne de
protéines complete et dépasse méme par la suite de la vitellogéneése la synthése
endogene des protéines de I'ovocyte.

Dans l'ceuf midr, le vitellus protéique est d’origine principalement endogéne
dans le centre de la cellule, tandis qu’il est surtout d’origine exogéne dans les
parties périphériques. L’enveloppe de l'ceuf est formée par Pincorporation et la
juxtaposition de protéines provenant de ’'hémolymphe, dans la zone des microvilli.

La synthese du glycogeéne commence tres tot, dés le début de la synthése des
protéines. Le glycogéne est métabolisé pour former le vitellus complexe qui
contient des hémo-glyco-lipo-protéines (Dierr, 1970), mais il est aussi mis en
réserve pendant les phases avancées de la vitellogénése sous forme de glycogéne a
qu’on trouve, ainsi que des lipides, inclus entre les grosses spheres vitellines.

Summary

Dynamic aspects of vitellogenesis in Ornithodorus moubata, particularly the
synthesis of yolk proteins and the development of the eggshell, were studied using
the electron microscope by means of three protein tracers (3H-Leucine as a protein
precursor, Ferritin and Peroxidase). The results showed that following a blood
meal and a copulation of the female O. moubata the endogenous activity of the
oocytes predominates at the beginning of yolk deposition which means that the
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proteins are synthesized by the cell structures themselves (state A). During the
following phase, the oolemma forms microvilli (AESCHLIMANN & HECKER, 1967
and 1969). The oocyte now begins to take up, by pinocytosis, haemolymph proteins
which are essentially preformed in the gut (state B). As vitellogenesis continues,
this exogenous source of proteins completes and even exceeds the endogenous
synthesis of proteins. In the mature egg the central yolk proteins are predominately
built up from an endogenous source, while in the peripheral part, they originate
from an exogenous source. The eggshell is formed by the incorporation and
deposition of haemolymph proteins into the zone of microvilli.

The synthesis of glycogen begins very early, during the initial stages of
protein synthesis. Part of this glycogen is metabolized to form the vitelline
complex, which contains the haemo-lipo-glycoproteins (DIEHL, 1970). The other
part of this glycogen is stored in the form of a-glycogen at a later phase of vitello-
genesis. In the mature egg it is found together with lipis, between the big yolk
spheres.
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