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Peroxidase + H20., -*¦ Peroxidase • O + H.,0
Peroxidase ¦ O i Substrat ¦ H, ->
Peroxidase + oxid. Substrat + H,0

(vgl. Geyer 1969).
Als Substrat wurde das Karnovsky-Medium 3'3-Diaminobenzidin-tetrahydro-

chlorid (Dabth) verwendet (Friend 1967; Graham 1966; Karnovsky 1965, 1967;
Locke 1968; Straus 1964).

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

Injektion in das Hämocoel von 1 mg Meerrettichperoxidase (Boehringer Typ 2)

pro Zecke, gelöst in NaCl physiol. Vorfixierung der Ovarien und Ovocyten mit
3% Glutaraldehyd in 0,1 m CP, pH 7,3, 3 Std. bei 4 C. Auswaschen in 0,1 M CP +

5»/o Saccharose, ca. 8 Std. bei 4J C.
Die Organe wurden anschließend während 30 Min. inkubiert. Inkubationsgemisch:

10 ml 0,05 M Tris-HCl-Puffer; 3,5 g Dabth (Sigma); 0,4 ml Perhydrol
Merck 30% 1 : 100 mit H,0 verdünnt, pH 7,5-7,6, bei Raumtemperatur.

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

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

Nachfixieren und weitere Präparationsschritte 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 Präparation der Ovarien mit den Ovocyten erfolgte 10 Tage nach
Blutmahlzeit und Begattung wie unter A lb. Das Vorhandensein von Glykogen und
anderen Polysacchariden in den Ovocyten wurde mit cytochemischen Methoden
(Thiery 1967; 1969; Longo & Anderson 1970) an Ultradünnschnitten durch
Flottieren auf den verschiedenen Lösungen nachgewiesen.

1. Kontrolle: 0,1 M Cacodylatpuffer, 12 Std., 37 C.
2. «-Amylasebehandlung: 0,l°/o a-Amylase, 12 Std., 37

3. Oxydation der Polysaccharide (Longo & Anderson 1970): 3,2'°/o Periodic-
acid (PA)- IStd., 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. c) 0,2% Thio-
carbohydrazid (TCH) in 20% Essigsäure, 0,5, 1, 24, 48, 72 Std., 23° C. d) Waschen:
10% Essigsäure, 15 Min., 23° C; 5% Essigsäure, 15 Min., 23° C; 3 x Aqua bidest.,
15 Min., 23° C. e) 1% Albumosesilber in Aqua bidest., 30 Min., 23° C. 0 Waschen:
Aqua bidest., 20 Min., 23 C.

5. Um die Spezifität der Methode 4. nachzuprüfen, wurden die von Thiery
(1967, 1969) angegebenen Kontrollen angewendet.

IV. Resultate

A. Morphologie der weihlichen Geschlechtsorgane

In den lichtmikroskopischen Arbeiten von Aeschlimann (1958),
Balashov (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) befaßten sich mit der Ultrastruktur des

Ovars und der reifenden Ovocyten.
Die Resultate aller dieser Autoren sollen an dieser Stelle zusammengefaßt

und zum Teil durch eigene Ergebnisse ergänzt werden.

1. Histologie des Ovars

Das im hinteren Körperabschnitt liegende Ovar (Hohlorgan) zeigt
eine gebogene Form und ist an beiden Enden mit den proximalen
Tubuli der Ovidukte verbunden. Die Ovarwand besteht aus einem ein- bis

mehrschichtigen Ovarepithel, zusammengesetzt aus Epithelzellen. Oogonien

und Ovocyten I.
Das Ovar umgeben vereinzelte quergestreifte Muskelzellen.

Zwischen die Epithelzellen führen feine Tracheen. Das ganze Organ ist

von einer dünnen Basallamina umschlossen und gegen das Hämocoel
hin abgegrenzt.

Die sich während der Oogenese entwickelnden Ovocyten I treten
aus der Ovarwand aus (extraovarielle Lage) und ragen ins Hämocoel
bzw. in die Hämolymphe hinein (Abb. 1). Sie sind dabei durch einen
zellulären Funiculus, welcher aus einem einschichtigen Band von
Epithelzellen besteht, mit dem Ovar verbunden. Die Begrenzung der
Ovocyten gegen das Hämocoel wird einzig durch die auch dem Oolemma
aufliegende Basallamina (Tunica propria «manteau») gebildet
(Abb. 2).

Follikelzellen wie bei anderen Arthropodengruppen. z. B. bei Krebsen

(Kessel 1968a) und bei Insekten (Weber 1966). fehlen.

2. Cytologie der Ovocyte

Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden an Ovocyten
durchgeführt, die sich in der Oogenesephase der Vitellogénèse befanden.
Anschließend an die Prävitellogenese, die durch eine starke Volumenzu-

Abb. 1. Übersicht eines Ovarabschnittes mit den Ovocyten im Stadium A und B.
F Funiculus. Ov — Ovocyte. Oe Ovarepithel, Ol Ovarlumen, H Hämocoel;

(Semidünnschnitt); Vergr. 250fach.

Abb. 2. Ovocyte im Stadium A. Begrenzung der Ovocyte (O) gegen das Hämocoel
(H) durch die Basallamina (Bl). N Nucleus, n Nucleolus, Mi Mitochondrien,

S Symbionten, L — Lysosom; Vergr. 3500fach.

Abb. 3. Cytoplasma im Stadium A mit Microtubuli (Mt). Ribosomen (R) und
teilweise agranulärem Ergastoplasma (ER); Vergr. 54 OOOfach.
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nähme des Cytoplasmas, des Kerns und des Nucleolus gekennzeichnet
ist (Diehl 1970), beginnt die Vitellogénèse. Sie wird durch eine
Blutmahlzeit und nachfolgende Begattung ausgelöst. Nach Aeschlimann
(1968) scheinen für eine normal ablaufende Vitellogénèse nicht nur die
Blutmahlzeit, sondern noch zusätzliche, während der Kopulation
eingeführte männliche Substanzen, welche das endokrine System des Weibchens

aktivieren, notwendig zu sein.
Dabei ist der noch ungeklärte Umstand zu erwähnen, daß nicht alle

Ovocyten zur selben Zeit mit der Vitellogénèse beginnen, so daß man
10 Tage nach der Blutmahlzeit Ovocyten in sämtlichen Vitellogenese-
stadien findet.

a. Aufbau des Syntheseapparates (Stadium A)

Während den ersten 48 Std. der Vitellogénèse zeigt die Ovocyte
folgendes ultrastrukturelles Bild:

Im Cytoplasma liegen sehr viele freie Ribosomen (Abb. 3). Das

Ergastoplasma ist anfänglich vakuolär und bildet dann auch längere
verzweigte Stücke, deren Membranen wenig mit Ribosomen besetzt
sind (Hecker 1970a).

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

Vereinzelt findet man «Annulate lamellae» (Abb. 69, und Aeschlimann

& Hecker 1970; Kessel 1968). deren Funktion bis heute nicht

ganz abgeklärt ist. King & Richards (1968) beschreiben sie im
Zusammenhang mit der Lipoidbildung in Hymenopteren-Ovocyten, während

Babbage & King (1970) ihnen einen wichtige Rolle bei der
Vermehrung von Mitochondrien während der Zellteilung zuschreiben.

Das Cytoplasma ist ähnlich wie in Eiern von Limnea palustris
(Mcrill et al. 1967) und Rhipicephalus bursa (Hecker & Aeschlimann

1970) vor allem an der Peripherie von Microtubuli durchsetzt
(Abb. 3).

Sie können 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 unterstützende Elemente der
cytoplasmatischen Bewegung.

Ebenfalls eher peripher als zentral liegen Gruppen von Mitochondrien

(Abb. 2).
Längliche und runde Formen von rickettsienähnlichen Microorganismen

(Buchner 1965; Hecker et al. 1968; Hecker 1970b) sind zu
Beginn der Vitellogénèse im ganzen Cytoplasma in Gruppen verteilt.
Sie vermehren sich intensiv und sammeln sich an der dem Funiculus
diametral gegenüberliegenden Ovocytenperipherie (Diehl 1970).
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Der Eikern behält seinen während der Prävitellogenese erlangten
euchromatischen Zustand bei. Seine exzentrische Lage in Funiculus-
nähe polarisiert die Ovocyte. Ultrastrukturell können 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; Bier 1968; Raven 1961; Sterba &
Schaeffner 1965).

Der Nucleolus ist intensiv «vakuolisiert». Er besteht aus fein granulären

und filamentösen Elementen. Sein runder vakuolärer Cortex
umschließt oft eine große zentrale «Vakuole» (Hecker 1970a).

Nach den histochemischen Untersuchungen von Diehl (1970)
bestehen die im Karyoplasma neben dem Nucleolus vorhandenen Nebenkörper

(«corps secondaires» nach Aeschlimann & Hecker 1967),
deren Auftreten am Ende dieser Phase beginnt, aus Ansammlungen
von Ribonucleoproteinen. Ultrastrukturell erscheinen sie als

Granulaanhäufungen (Granula von Ribosomengröße).
Die während der Prävitellogenese gebildeten Einstülpungen der

Zellmembran ins Cytoplasma (Aeschlimann & Hecker 1967) werden
durch Abtrennung einzelner Vesikel aufgelöst (Abb. 4). An ihrer Stelle
kommt es an der ganzen Ovocytenoberfläche zur Ausbildung von Microvilli

(Abb. 5). Während der ersten Phase der Vitellogénèse wird somit
der ganze Syntheseapparat der Ovocyte aufgebaut, welcher während
der nun folgenden Hauptphase mithilft, die Dottersubstanzen weiter
aufzubauen. Einzelne Vorstufen des Proteindotters treten bereits im

gesamten Cytoplasma während des Stadiums A auf.

b. Synthese des Dotters und Bildung der Eihülle (Stadium B)
Aeschlimann & Hecker (1967, 1969) untersuchten ultrastrukturell

die Synthesevorgänge in der Ovocyte während der Vitellogénèse. Die
histochemische Zusammensetzung der verschiedenen Svntheseprodukte
und der Hämolymphe werden in den Arbeiten von Diehl (1969, 1970)
beschrieben.

Proteine, welche an den freien Ribosomen gebildet werden, können
über das ER in die nun zahlreich vorhandenen Golgi-Felder gelangen.
Sie werden verdichtet und treten in kleinen membrangebundenen Bläschen

wieder ins Cytoplasma aus, wo sie sich zu proteinhaltigen
Dottervorstufen («multivesiculate bodies») vereinigen. Die anfänglich noch
klar sichtbaren Membranen der einzelnen Bläschen verschwinden
zusehends (Aeschlimann & Hecker 1969), und es entstehen homogene
proteinhaltige (Hämo-glyko-lipoproteine nach Diehl 1970) Dotterkugeln

(Abb. 6). Diese liegen vorerst im peripheren Bereich des
Cytoplasmas, später sind sie gleichmäßig verteilt. Durch Anlagerung weite-



114 Ada Trop. XXVIII, 2. 1971 - Parasitologie

rer Bläschen bzw. Vesikel wachsen die Dotterkugeln rasch und erreichen

einen mittleren Durchmesser von 70//.
An der Basis der bis zu 4 p langen Microvilli bilden sich Pino-

cytosebläschen («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 Lipidvakuolen

(Diehl 1970) und rosettenförmiges Glykogen (Aeschlimann &
Hecker 1969).

Ungefähr gleichzeitig mit dem Aufbau des Dotters wird die protein-
haltige Eihülle gebildet, wobei einzelne Eihüllensegmente bereits gegen
das Ende des Stadiums A auftreten können. Frühere Autoren (Aeschlimann

1958; Aeschlimann & Hecker 1967. 1969; Diehl 1970; Hecker
& Aeschlimann 1970; Lees & Beament 1948 und Wagner-Jevseenko
1958) nahmen an, daß sie von der Ovocyte selbst durch Exocytose
gebildet werde, und nannten sie deshalb im Gegensatz zum exogenen In-
sektenchorion, Eihülle.

Wie bereits vermerkt, beginnt die Einlagerung der Eihüllensubstan-
zen in Form von einzelnen Schollen zwischen den Microvilli (Abb. 7).
Durch den Einbau weiterer Substanz vereinigen sich die Schollen, bis
eine homogene Eihülle von ca. 4 u Dicke entsteht. Die meisten Microvilli

werden dabei verdrängt und abgebaut. Einzelne bleiben aber bis

vor der Ovulation bestehen. Der Kern schrumpft kurz vor Beendigung
der Vitellogénèse zusammen. Die Kernmembranen lösen sich auf, und
das Kernmaterial liegt zwischen den Dotterkugeln in der Nähe des Funiculus

(Diehl 1970). Ebenso verschwinden die übrigen Zellorganellen
fast vollständig.

Die Symbionten, vor allem die runden Formen, stehen oft in
Verbindung mit lysosomalen Abbaustrukturen (Hecker et al. 1968). Daß
es sich dabei um Lysosomen (de Duve 1963) handelt, bewies ihre positive

Reaktion auf saure Phosphatase (Hecker, persönliche Mitteilung).
Nach einer Präovipositionszeit von 9-15 Tagen haben die leicht ovalen,

reifen Eier einen mittleren Durchmesser von 1000 u erreicht. Die
Vitellogénèse ist abgeschlossen und die Eier sind ovulationsbereit. Der

Abb. 4. Oolemmainvaginationen (In) zu Beginn des Stadiums A in vesikulärer
Auflösung (V). Bl Basallamina, O Ovocyte: Vergr. 61 500fach.

Abb. 5. Aufbau der Microvilli (Mv) während 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)
auftretende «coated vesicles» (cv) vereinigen sich mit Dottervorstufen (Dv). Do
Dotterscholle, Eh — Eihülle im Aufbau; Vergr. 12 OOOfach.
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Ovulaüonsprozeß, d. h. das Einwandern der Eizelle zwischen den
Funiculus- und Ovarwandzellen hindurch ins Ovarlumen konnte nie
beobachtet werden. Dieser Vorgang spielt sich wahrscheinlich sehr
rasch ab.

Durch die beiden Ovidukte gelangen die Eier in den Uterus, wobei
sie infolge Wasseraufnahme eine Volumenvergrößerung von 60-89%
erfahren. Die Eihülle verliert dabei durch noch ungeklärte Härteprozesse
ihrer Proteinstrukturen an Elastizität (Diehl 1970).

B. Synthese und Transport der Proteine

Die Synthese und Einbauvorgänge 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 Hämolymphe injizierte Aminosäuretracer 3H-Leucin
konnte direkt in die in allen Stadien heranreifenden Ovocyten
eindringen, da die Eizellen, wie schon oben erwähnt, lediglich durch die
Basallamina gegen das Hämocoel abgegrenzt werden. Das zeigte sich
bei der Auswertung der Autoradiogramme darin, daß. bedingt durch
den kurzen Weg, bereits nach IMin. einzelne Silberkornfilamente über
den freien Ribosomen des Eicytoplasmas liegen. Die markierte Aminosäure

ist demzufolge schon nach kurzer Zeit in einen höher molekularen
Stoff eingebaut, da mit großer Wahrscheinlichkeit durch die Fixation
und Dehydration des Gewebes alle wasserlöslichen und niedermolekularen

Stoffe aus der Ovocyte herausgelöst wurden (Bier 1963; Peters
& Ashley 1967; Rohr et al. 1967; Schmalbeck & Rohr 1967).

Um die Verfügungszeit der freien Aminosäure zu ermitteln, wurden
in den lichtmikroskopischen Autoradiogrammen ganzer Zecken die
Einbauraten 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, daß nach dieser Zeit in der
Hämolymphe kein wesentliches Angebot an freiem 3H-Leucin mehr vorhanden

ist. Nach weiteren 30 Min. hat die Aktivität im Darmepithel bereits
wieder um 30% abgenommen.
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a. Einbaumuster zu Beginn der Vitellogénèse (Tabelle 1

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

Die Gesamtaktivität über den Ovocyten ist nach 5 Min. relativ
gering. Rund die Hälfte der Silberkörner liegt über den freien Ribosomen.
Das Ergastoplasma und die Golgi-Felder sind im Vergleich zu den
Ribosomen noch schwach markiert. Die Leucinaktivität des Kerns ist

verhältnismäßig hoch und verteilt sich gleichmäßig auf Karyoplasma
und Nucleolus.

Nach 15 Min. ist eine deutliche Zunahme der Gesamtaktivität zu
erkennen. Der prozentuale Anteil der Silberkörner über den Ribosomen
hat im Vergleich zu oben leicht abgenommen, während die absolute
Zahl der Körner gestiegen ist (Abb. 8). Das ER und die Golgi-Felder
sind stärker markiert. In den Golgi-Zonen liegt die Markierung
anfänglich über den Vakuolen und später über den Vesikeln, aber praktisch

nie über den Golgi-Lamellen. Zur selben Zeit sind bereits
markierte Eiweißverbindungen in den Dottervorstufen (Proteindotter) zu
erkennen (Abb. 9). Die prozentuale Silberkornverteilung über dem
Kern ist gleichgeblieben.

Nach 30 Min. ist nochmals eine deutliche Erhöhung der Gesamtaktivität

zu beobachten. Immer noch liegt rund die Hälfte der Körner
über den freien Ribosomen. Daneben hat die Radioaktivität des ER
und der Golgi-Felder deutlich zugenommen. Die eiweißhaltigen
Dottervorstufen sind vermehrt markiert. Im Kern verschiebt sich die Einbaurate

auf die Seite des Nucleolus (Abb. 10).

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

5 Min.
a b

15 Min.
a b

30 Min.
a b

60 Min.
a b

120 Min.
a b

240 Min.
a b

Freie Ribosomen 263 57,5 312 45,5 458 46,5 320 30 212 20 186 17

208 21 336 31 246 23 198 18
95 9,5 127 11,5 196 18 248 22,5

48 5 102 9,5 198 18,5 276 25

50 5,5 46 4 41 4 32 3

98 10 126 11,5 151 14 136 12,5
24 2,5 30 2,5 26 2,5 25 2

Ergastoplasma 58 12,5 120 17,5
Golgi-Feld 21 4,5 76 11

Proteinhaltige
Dottervorstufen 8 2 14 2

Kern:
Karyoplasma 47 10 68 10

Nucleolus 45 10 77 11

Mitochondrien 16 3.5 21 3

Gesamtaktivität 458 688 981 1087 1070 1101
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60 Min. nach der Injektion hat die Gesamtaktivität ein Maximum
erreicht. Die Zahl der Silberkörner über den Ribosomen hat sichtlich
abgenommen, während sie über dem ER nochmals angestiegen ist.

Golgi-Felder und Dottervorstufen sind im Vergleich zur obigen
Versuchszeit ebenfalls stärker markiert. Der Nucleolus weist eine nochmals
erhöhte Einbaurate des Tracers auf, daneben ist die Zahl der
Silberkörner über dem Karyoplasma gleichgeblieben.

Da die Gesamtaktivität bei 60, 120 und 240 Min. gleichbleibt, lassen

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 Silberkörner über 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 Gesamtaktivität ist gleichgeblieben. Die Zahl der
Silberkörner über den freien Ribosomen und dem ER hat merklich
abgenommen und liegt bei beiden um 8%. Die Golgi-Zonen zeigen ebenfalls

eine Verminderung der Aktivität. Ihr prozentualer Anteil beträgt
noch 10%. Die Markierung der primären proteinhaltigen Dotterschollen,

die im gesamten Bereich des Cytoplasmas gebildet werden, ist nun
stark angestigen. Im Kern, insbesondere im Nucleolus, ist die Einbaurate

des Tracers auf die Hälfte reduziert worden.

b. Einbaumuster während der Hauptphase der Dottersynthese und
der Eihüllenbildung (Tabelle 2).

(Stadium B: die ausgewerteten Ovocyten zeigen einen prägnanten
Microvillisaum mit einzelnen Eihüllenschollen und deutliche Pino-
cytosevorgänge).

Abb. 8. Ovocyte im Stadium A: 15 min nach der 3H-Leucin-Injektion. Die Aktivität
befindet sich über den Ribosomen (R). Dv Dottervorstufen. Mi

Mitochondrien. L Lipidtropfen; Vergr. 15 OOOfach.

Abb. 9. Stadium A: 15 min nach der Leucin-Injektion liegen einzelne Silberkorn-
filamente über den Dottervorstufen (Dv) und den Golgi-Vakuolen (Gv). Mi
Mitochondrien: Vergr. 24 OOOfach.

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

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

5 Min. 15 M in. 30 M in. 60 M in. 120 Min. 240 Min.
a b a b a b a b a b a b

Ovocytenzentrum:
Freie Ribosomen 304 52,5 346 35,5 390 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 8 S 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 26 4,5 21 2 7 0,5 18 1 31 1,5 22 1

Nucleolus 38 6 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 2,5 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 96 6,5 128 7 168 8,5 92 4.5

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

Eihüllenvorstufen 5 1 18 2 41 2,5 126 7 178 9 198 10

Homogene Eihülle 9 1,5 21 2 34 2,5 112 6 186 9,5 240 12,5

Gesamtaktivität 581 974 1426 1830 2001 2021

Bei allen Versuchszeiten wurden Ovocyten mit sämtlichen
Entwicklungsstadien der Eihülle gleichmäßig beachtet.

Nach 5 Min. beträgt die Gesamtaktivität ca. einen Viertel des im
Gesamtversuch erreichten Maximums. Die Ribosomen beanspruchen
50°/o der ausgezählten Silberkörner. Die übrige Aktivität verteilt sich

hauptsächlich auf das ER, die Golgi-Felder und den Kern (Abb. 12).
Das periphere Cytoplasma (Periplasma) mit seinen Proteindotterschollen

ist schwach markiert.

Abb. 12. Ovocyten im Stadium B: 10 min nach der 3H-Leucin-Injektion.
Markierung 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
Markierung der Proteindotteranteile (Do). Gr Grundcytoplasma; Vergr. 12 lOOfach.

Abb. 14. Stadium B: 30 min nach der 3H-Leucin-Injektion. Aktivität in den
Dottervorstufen (Dv) des Periplasmas und in der Eihülle (Eh), cv "coated vesicles",
Mv Microvilli; Vergr. 21 800fach.

Abb. 15. Stadium B: 60 min nach der Injektion von 3H-Leucin. Deutliche
Zunahme der Silberkornfilamente über den Dotterkugeln (Do); Vergr. 15 OOOfach.



Jenni, Synthese und Aufnahme von Proteinen 121

•U
Dv

*6 Gr <

e*

P«
a?eee'e:'e:';Ì

r
«.' ¦ ¦-. ¦

:

¦iXx XX,

e,.YYe,,Y e.

i
•• « e.' ;.

,r '
^

e

e.,e% '- ^
' '¦' i^- l -^ri^^^^

L
*

¦'.;;""«:-' e..
-

:

:«§.
sì

Mi
12

1
.,- : Oi

(Ki .e.'

Dv
,.:

-# :

cv

E« ¦ Yi.

î
Mv **

<
Êili^iiâili

Gl

13

A

4



122 Ada Trop. XXVIII, 2. 1971 - Parasitologie

15 Min. nach der Injektion ist die Gesamtaktivität massiv angestiegen.

Die freien Ribosomen sind stärker markiert. Die Zahl der
Silberkörner über dem ER und den Golgi-Feldern hat sich verdoppelt. Die
Einbaurate des Tracers in die Eiweißdotterkugeln hat sich ebenfalls
erhöht (Abb. 13). Im Kern liegt die Radioaktivität wieder wie unter a.

deutlich im Nucleolus. Im peripheren Bereich der Ovocyte ist die
Markierung außer im freien Cytoplasma nicht wesentlich angestiegen. Die
im Aufbau begriffene Eihülle ist noch äußerst schwach markiert.

Nach 30 Min. ist wiederum ein großer Anstieg der Gesamtmarkierung

zu verzeichnen. Vor allem die zentral liegenden freien Ribosomen.
das ER, die Golgi-Felder und die Dotterschollen sind stärker 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 äußeren Teil des Cytoplasmas liegenden
Dotterschollen zeigen eine schwach ansteigende Markierung, ebenso die
Eihülle (Abb. 14).

Nach 60 Min. hat sich die Gesamtmarkierung nochmals erhöht. Die
Radioaktivität in den Ribosomen hat deutlich abgenommen, während
sie im Ergastoplasma nochmals zugenommen hat. Die Einbaurate der
markierten Aminosäure in den Golgi-Zonen, den Dottervorstufen und
in den homogenen Dotterschollen ist merklich angestiegen (Abb. 15).
Die Anzahl der Silberkörner über dem Nucleolus hat leicht abgenommen.

Im Gegensatz zum Nucleolus ist die Aktivität über den im Karyoplasma

liegenden «corps secondaires» im gleichen Zeitabschnitt stark
angestiegen. Die deutlichste Veränderung des Einbaumusters ist über
der Ovocytenperipherie zu beobachten. Das Grundcytoplasma mit den
vielen Pinocytosebläschen ist nun erheblich markiert. Die Aktivität des

peripheren Dotters und der Eihülle hat ebenfalls deutlich zugenommen.
Nach 120 Min. ist die Markierung der Ribosomen und des ER im

zentralen Bereich der Ovocyte stark vermindert, während sie im selben
Teil über den Dotterschollen merklich angestiegen ist. Am klarsten ist
wiederum das einheitliche Ansteigen der Aktivität im Periplasma zu
erkennen. Diese Zunahme entspricht den Ergebnissen von oben.

Nach 240 Min. hat die Gesamtaktivität ein Maximum erreicht. Die
Veränderungen des Einbaumusters der markierten Proteinverbindungen

in den einzelnen Zellkompartimenten lassen sich folgendermaßen
beschreiben: starke Abnahme der Aktivität in den freien Ribosomen.
im ER und in den Golgi-Zonen. Im Gegensatz dazu nimmt die
Markierung in den zentral liegenden Dotterschollen nochmals erheblich zu.
Über dem peripheren Cytoplasma hat die Anzahl der Silberkörner
abgenommen. Dagegen ist wiederum ein Anstieg der Markierung in den
im selben Bereich liegenden Dotterkugeln zu erkennen. In der Eihülle
ist die Einbaurate des 3H-Leucins erneut erhöht worden.

6 Std. nach der Injektion zeigen die Ovocyten folgendes Einbau-
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muster des Tracers: die Gesamtaktivität hat sich nur unwesentlich erhöht.
Im Zentrum liegt praktisch die gesamte Aktivität in den homogenen
Dotterschollen (Abb. 16). Dasselbe Einbaumuster zeigt sich auch
peripher, wo im Cytoplasma eine kleine Restmarkierung zu beobachten
ist, während die darin liegenden Dotterkugeln eine massive
Radioaktivität zeigen. Auch über der Eihülle liegt eine, im Vergleich zu
240 Min., leicht erhöhte Anzahl von Silberkörnern.

c. Infektionsversuch mil radioaktiver Hämolymphe «heiße»
Hämolymphe)

Kurz vor der Sektion für die Versuche a. und b. wurde der jeweilige

«heiße» Hämolymphtropfen (vgl. S. 107) dieser Zecken in die iso-
topenfreie Hämolymphe einer zweiten Tierserie injiziert. Die fremde
Hämolymphe rief keine schädigende Wirkung in den Ovocyten hervor.

Die Einbauraten des Tracers in die Ovocyten der zweiten Serie
wurden nicht durch Auszählen der Silberkörner ausgewertet. Die jeweiligen

Einbaumuster sollen hier nur deskriptiv dargestellt werden.
Allgemein wurde eine massive Abnahme des zur Verfügung stehenden

Isotops mit fortschreitendem Alter der injizierten Hämolymphe
festgestellt. Das Alter bezieht sich auf die Dauer des Aufenthalts der
Hämolymphe im ersten Tier.

Bei der Injektion von 5 Min. alter Hämolymphe nahmen sämtliche

Ovocyten den Tracer in derselben Verteilung wie unter a. und b. auf.
Dasselbe gilt auch für injizierte Hämolymphtropfen, die das 3H-Leucin
bereits während 15 Min. im Hämocoel der ersten Zecken enthielten.

Markante Unterschiede zu Versuch a. und b. treten erst auf, wenn
30 Min. alte Hämolymphtropfen injiziert werden. Dabei zeigt cs sich,
daß Ovocyten, die am Anfang der Vitellogénèse stehen, merklich schwächer

markiert sind als ältere Ovocytenstadien mit ausgeprägter
Pinocytose und aktivem Aufbau der Dottersubstanzen.

Bei der Verwendung von 60 Min. alter Hämolymphe wird der
Unterschied noch deutlicher. Ovocyten im Stadium A sind praktisch
unmarkiert, während bei älteren Ovocyten im Stadium B eine starke
periphere Markierung zu beobachten ist (Abb. 17). In Autoradiogrammen,
die Ovocyten von Zeckenweibchen enthalten, in deren Hämolymphe
zusätzlich 120 Min. alte «heiße» Hämolymphe injiziert wurde, sind junge
Ovocyten unmarkiert. Bei älteren Eizellen liegt ungefähr dieselbe
Anzahl Silberkörner wie oben über der Eihülle und den peripheren
Dotterschollen (Abb. 18). Zentrale Bezirke der Ovocyte mit Kern, Cyto-
plama und Dotterschollen sind unmarkiert. Bei der Verwendung von
240 Min. alter Hämolymphe ergeben sich dieselben Einbaumuster wie
eben aufgezählt, nur sind die Einbauraten erheblich kleiner.

Abschließend sei noch darauf hingewiesen, daß die Markierung der
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Mitochondrien in allen Versuchsserien, in denen eine Cytoplasma-
aktivität vorhanden ist, relativ schwach und konstant war. Die
gleichbleibende Aktivität läßt darauf schließen, daß das 3H-Leucin in den
Mitochondrien zu kompartimenteigenen Strukturproteinen eingebaut
wird (Bergeron & Droz 1969).

d. Analyse der Einbaumuster

Die Zecken besitzen keinen Fettkörper, wie die Insekten (Bodnaryk
& Morrison 1968: Coles 1965: Engelmann 1969; Laufer 1960;
Luescher et al. 1969; Pan et al. 1969; Wyss-Huber & Luescher 1967),
in dem die Synthese der Hämolymphproteine stattfindet. Roth &
Porter (1964) beschreiben die Darmzellen bei Aedes aegypti als
möglichen Syntheseort. Diehl (1970) vermutete, daß bei O. moubata ebenfalls

die Epithelzellen des Darmes eine dominierende Rolle beim Aufbau

der Hämolymphproteine spielen könnten.
Unser Versuch zeigt, daß das injizierte 3H-Leucin äußerst rasch in

den Darmepithelzellen in Proteine eingebaut wird. Die Markierung der
Darmzellen überwiegt quantitativ eindeutig sämtliche Einbauraten des

Tracers in andere Zeckengewebe mit Ausnahme des Ovars. In den

untersuchten Darmepithelzellen steigt die Markierung bei gleichen
Versuchsbedingungen, d. h. bei gleichen Dosen, regelmäßig an und erreicht
nach 60 Min. ein Maximum. Nach längeren Inkubationszeiten sinkt die
Aktivität wieder, wie bereits erwähnt, deutlich ab. Dies bedeutet, daß
einerseits ein möglicher Abbau der markierten Proteine und andererseits

wahrscheinlich die Ausschleusung von aktiven Stoffen den Einbau
von 3H-Leucin überwiegen. Die für den Einbaunachweis benötigte
freie markierte Aminosäure ist im Zeckenkörper nicht mehr vorhanden.
Die Ermittlung dieser Verfügungszeit von 60 Min. ist für die Beurteilung

des Einbaumusters des Tracers in die Ovocyten von großer
Bedeutung, insbesondere dann, wenn die Transportvorgänge höhermolekularer

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 Aktivität in den reifen Proteindotterkugeln (Do) des Reti-
culoplasmas. Gr — Grundcytoplasma; Vergr. 15 OOOfach.

Abb. 17. Frühes Stadium B: Die Injektion von 60 min alter «heißer» Hämolymphe
zeigt nach 1 min eine starke periphere Markierung der Ovocyte (O). Bl
Basallamina. Mv Microvilli. Pn Pinocytosevesikel; Vergr. 24 OOOfach.

Abb. 18. Spätes Stadium B: 5 min nach der Injektion von 120 min alter
Hämolymphe werden nur noch die Eihülle (Eh) und die peripheren Proteindotteranteile
(Do) markiert. Pn Pinocytosevesikel; Vergr. 15 OOOfach.
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dem sind deutliche Unterschiede zwischen Kurz- und Langzeitinkubationen

zu erkennen.
Das Einbaumuster in den Ovocyten des Stadiums A zeigt, daß die

initielle Synthese von Dotterproteinen an den vielen freien Ribosomen
des Ooplasmas stattfindet. Es ist bekannt, daß die Ribosomen einen
wesentlichen Syntheseort für Proteine darstellen (Sirlin 1963; Hultin
1964). Bis zu 30 Min. ist ein deutlicher Anstieg der Aktivität in diesen

Zellkompartimenten sichtbar. Während derselben Zeit hat die
Markierung auch im ER, welches nur wenig mit Ribosomen besetzt ist,
verzögert zugenommen. Die nachfolgende Aktivitätsabnahme in den
freien Ribosomen und die gleichzeitig anhaltende Zunahme der
Markierung im ER deuten darauf hin, daß eine Verschiebung von markierten

Proteinen von den Ribosomen ins ER stattgefunden hat. Vom ER
gelangen die markierten Stoffe in die Golgi-Zonen, in denen die
Einbauraten des Tracers auch nach dem Abklingen der Aktivität in den
freien Ribosomen und im ER vorerst noch zunehmen. Wie das

eingebaute 3H-Leucin vom ER in die Golgi-Vakuolen gelangt, ist
unbekannt (Rohr & Sigwart 1967). Eventuell gelangt es in abgeschnürten
Teilen des glatten ER als Vesikel in die Golgi-Vakuolen, oder der
Austausch geschieht an den Kontaktstellen des ER mit dem Golgi-Feld.
Die fehlende Markierung der Golgi-Lamellen bestätigt die Annahme
anderer Autoren (Revel & Hay 1963; Rohr & Bremer 1967; Schmalbeck

& Rohr 1967), daß es sich bei den Lamellen um ein Membranreservoir

handelt.
Die generelle Funktion des Golgi-Feldes wurde von mehreren

Autoren beschrieben (Beams & Kessel 1968; Mollenhauer & Whaley
1963). Neben einer Kondensationsfunktion für neugebildete Stoffe

(Rohr & Sigwart 1967) wurde den Golgi-Zonen in verschiedenen
Zellen auch eine Synthesefunktion für Mucopolysaccharide zugewiesen
(Rohr & Walter 1966; Schmalbeck & Rohr 1967; Dhainaut 1968;
Thiery 1969). In den Ovocyten von O. moubata könnten die Golgi-
Felder die Funktion einer Schaltstelle haben, die die verschiedenen
Stoffe kondensiert und an die proteinhaltigen Dottervorstufen weiterleitet.

Aus den Golgi-Zonen gelangen die markierten Proteine mittels Vesikel

in die Dottervorstufen, die ganz zu Beginn als multivesiculate bodies
auftreten.

Die Frage, ob eine direkte Beschickung der Dottervorstufen mit
Proteinen aus dem agranulären ER, unter Umgehung des Golgi-Appa-
rates, wie sie Beams & Kessel (1963) in Flußkrebsovocyten beschrieben,

hier ebenfalls möglich wäre, kann anhand des autoradiographischen
Versuches nicht eindeutig beantwortet werden. Ein Hinweis auf diese

kurze Transportmöglichkeit wäre die bereits nach 5 Min. auftretende
Markierung einzelner Dottervorstufen.
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Interessant erscheint das nach 60 Min. erreichte Maximum der
Gesamtaktivität im Zusammenhang mit der zur gleichen Zeit zu Ende
gehenden Verfügungszeit der freien markierten Aminosäure. Dieses

Ergebnis deutet darauf hin, daß die Ovocyten im Stadium A keine

Möglichkeit haben, den nur noch als höhermolekularen Stoff in der
Hämolymphe vorkommenden Tracer in wesentlichen Mengen
aufzunehmen. Die Differenzierung des Oolemmas, die sich im Stadium B in
der Bildung von Microvilli und in den Pinocytosevorgängen ausdrückt,
hat noch nicht stattgefunden. Diese Differenzierungsvorgänge sind erst
im Aufbau begriffen und funktionieren noch nicht. Einzig die in die

Invaginationen des Oolemmas im Stadium A eingedrungenen
höhermolekularen Stoffe haben die Möglichkeit, während der vesikulären
Auflösung dieser Membraneinstülpungen ins Eicytoplasma zu gelangen
(siehe Ferritinversuch).

Das Einbaumuster der Inkubationszeiten 60 Min. bis 6 Std. zeigt,
daß sich die Markierung aus den Golgi-Zonen in die Dottervorstufen
weiterverschoben hat. Die Abnahme der Kernaktivität läßt darauf
schließen, daß 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. ähnlich dem der Ovocyten im Stadium A. Nach 30 Min.
treten Unterschiede auf, weil sich zwei verschiedene Einbaumuster
überlagern. Das erste Einbaumuster wird durch die Aufnahme und den

Einbau der freien markierten Aminosäure gebildet. Das zweite Einbaumuster

stellt den Transport und den Einbau von radioaktiven Proteinen
aus der Hämolymphe dar. Da durch die im Stadium B an der ganzen
Oolemmaoberfläche auftretenden Pinocytosevorgänge eine
Aufnahmemöglichkeit für höhermolekulare Stoffe vorhanden ist, läßt sich die

Erhöhung der Gesamtaktivität auch nach 60 Min. erklären. Im
Zusammenhang mit der Verfügbarkeit der 3H-Aminosäure von 60 Min.
kann weiter daraus geschlossen werden, daß die Ovocyte für den Aufbau

ihrer Dottersubstanzen bereits anderswo synthetisierte Stoffe aus
der Hämolymphe aufnimmt.

Die Schwankungen der Aktivitätsverteilung in den Ovocyten im
Stadium B werden nach 30 Min. einerseits von endogenen Synthesevorgängen

der Tracers in der Eizelle und anderseits von Transportvorgängen
des exogen eingebauten 3H-Leucins in die Ovocyte bestimmt.

Eine dominierende Rolle spielt zu Beginn die Markierung der
Ribosomen, die nach dem Erreichen ihres Maximums nach 30 Min. stark
abnimmt. Wiederum lassen sich deutlich die zeitlich aufeinanderfolgenden

Aktivitätsphasen der Ribosomen, des agranulären ER, der Golgi-
Felder und des Proteindotters im zentralen Bereich des Ooplasmas
unterscheiden.

Die einzelnen Silberkörner über den homogenen Proteindotterkugeln
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nach Kurzzeitinkubationen weisen darauf hin, daß die markierten
Proteine sehr rasch in ältere Dotterkugeln eingelagert werden können.

Die zeitlichen Unterschiede der Kernaktivität lassen sich folgendermaßen

interpretieren: die Markierung des Karyoplasmas ist während
des ganzen Versuches praktisch konstant. Dem bei 30 Min. auftretenden
Minimum im Karyoplasma steht das zu dieser Zeit erreichte Maximum
der Markierung im Nucleolus gegenüber. Die Aktivität des letzteren
nimmt anschließend wiederum gleichmäßig ab. Es ist bekannt, daß
Nucleoli Aminosäure in Proteine einbauen können (Allfrey 1963;
Hay 1968; Leblond & Amano 1962; Prescott 1962). Bernhard &
Granboulan (1968) zeigten diesen Einbau mit Hilfe von radioaktiven
Aminosäuren, ebenso Meng (1970).

Die bisher ungeklärte Frage nach der Entstehung der Nebenkörper
oder «corps secondaires» (Aeschlimann & Hecker 1969; Diehl 1970),
die übrigens 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 filamentösen und granulären Elementen
bestehenden Nucleoluscortex. kann das Auftreten dieser granulären
Nebenkörper (Abb. 19) und deren Ausschleusung ins Karyoplasma
verfolgt werden (Abb. 20). In den nach Diehl (1970) aus Ribonucleo-
proteinen bestehenden «corps secondaires» wird durch den Einbau des

3H-Leucin die Proteinkomponente bestätigt. Im Karyoplasma wandern
diese Körper in die Nähe der Kernmembran, wo sie zerfallen und
vermutlich durch die Kernporen ins Cytoplasma ausgeschleust werden
(Abb. 21,22).

Demnach nimmt der Nucleolus aktiv durch die Abgab-e 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 ultrastrukturell

nachgewiesen. Eine ähnliche Emissionsform 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 über
diesem Nebenkörper zu erkennen. Kp Karyoplasma; Vergr. 15 OOOfach.

Abb.20. Stadium B: Austritt eines markierten Nebenkörpers (cs) aus dem
Nucleoluscortex (n) ins Karyoplasma (Kp); Vergr. 18 OOOfach.

Abb. 21. Stadium B: Zerfall eines «corps secondaire» (cs) in der Nähe der
Kernmembran (Km). Die Markierung liegt in dem sich auflösenden Nebenkörper und
im elektronendichter erscheinenden Karyoplasmateil (Kp). Cp Cytoplasma;
Vergr. 15 OOOfach.

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 ähnliche
Ausschleusungsvorgänge in den Eizellen von Amphibien. Hecker &
Aeschlimann (1970) fanden eine Substanzabgabe des Ovocytenkerns
ins Ooplasma 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 die Aufnahme von Hämolymph-
proteinen verursachte Zunahme der Gesamtmarkierung beeinflußt in
erster Linie das Einbaumuster in der Ovocytenperipherie. Daß es sich

dabei um Proteine handelt, beweisen die Inkubationsversuche mit
«heißer» Hämolymple. Dabei werden Ovocyten im Stadium A nach
60 Min. nicht mehr markiert, während Eizellen im Stadium B eine starke

periphere Aktivität in der Eihülle und in den Randdotterkugeln zeigen.
Neben dem Einbau von Hämolymphproteinen in die Eihülle werden
Proteine ins Ooplasma aufgenommen, wo sie im Randbereich der
Ovocyten liegen bleiben und nicht weiter ins Innere gelangen, wie längere
Inkubationszeiten zeigten.

Die Funktion des Funiculus in bezug auf die Lieferung von
Dottersubstanzen scheint eine untergeordnete Rolle zu spielen. Im Gegensatz

zu den Ergebnissen von Aeschlimann & Hecker (1967) sind
einzelne Golgi-Zonen in den Funiculuszellen vorhanden, aber ihre
Markierung durch 3H-Leucin ist äußerst schwach. Die übrige Aktivität in
diesen Zellen scheint auf den Einbau des Tracers in zelleigene Strukturproteine

hinzuweisen. Zudem bleibt ihre Gesamtaktivität nach dem
Erreichen eines Maximums nach 60 Min. konstant.

2. Ferritinversuch

Die Aufnahme des injizierten Ferritins aus der Hämolymphe 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
Tracermoleküle innerhalb der Basallamina.

Es ist bekannt, daß die Basallamina keine Schranke für die Diffusion

der relativ großen Ferritinmoleküle 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). Ol — Oolemma, I abgeschnürte Feile der Invagination; Vergr. 54 OOOfach.
Detail der Ferritinmoleküle (->-); Vergr. 280 OOOfach.

Abb. 24. Bläschenartige Ausbildung des Invaginationendes (le) vor der Abschnürung;

-*F Ferritinmoleküle; Vergr. 80 OOOfach.

Abb. 25. Stadium A: Die Ferritinmoleküle dringen (->) durch die Basallamina (Bl)
und bleiben zwischen den Microvilli (Mv) liegen. O Ooplasma; Vergr. 120
OOOfach.
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a. Ovocyten im Vitellogenesestadium A.

In Ovocyten ohne abgeschlossene Microvilüausbildung und Pino-
cytosevorgänge weist die Cytoplasmamembran Einstülpungen auf, die

während ihres Abbaus in einzelne Vesikel zerfallen.
In diese Invaginationen und Vesikel dringen die Ferritinmoleküle

ein und werden dabei während der Abschnürung der Vesikel ins Eicytoplasma

aufgenommen (Abb. 23, 24). Die Aufnahme von Ferritin mittels

ähnlicher Membraninvaginationen wurde von verschiedenen Autoren

(Farquhar & Palade 1962; Maunsbach 1963; Rcsenbluth &
Wissig 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
ein Zellkompartiment kann nicht beobachtet werden.

Nach dem Verschwinden der Cytoplasmaeinstülpungen werden die

Microvilli gebildet. Während dieses Reifestadiums bleibt das durch die

Basallamina eingedrungene Ferritin zwischen den noch wenig
ausgebildeten Microvilli liegen und wird nicht ins Cytoplasma der Ovocyte
aufgenommen (Abb. 25). Ein Durchdringen der Cytoplasmamembran
ist den Tracermolekülen nicht möglich.

Der Versuch zeigt, daß die Aufnahme von höhermolekularen Stoffen
in diesem Stadium nur beschränkt möglich ist. Nämlich dann, wenn
einzelne Oolemmainvaginationen noch vorhanden sind, durch die
wenige Ferritinmoleküle ins Ovocyteninnere gelangen können.

b. Ovocyten im Vitellogenesestadium B.

Nach dem Durchdringen der Basallamina wandern die Ferritinmoleküle

zwischen den fertig ausgebildeten Microvilli und der sich weiter

Abb. 26-40: Ovocyten im Stadium B.

Abb. 26. Eindringen des Ferritins (—»-F) durch die Kanäle zwischen den Microvilli

(Mv) und den Eihüllensegmenten (Eh); Vergr. 120 OOOfach.

Abb. 27. Nach dem Erreichen der Microvillibasis dringen die Ferritinmoleküle
(->-F) in den Raum zwischen Oolemma (Ol) und Eihülle (Eh). O Ooplasma;
Vergr. 80 OOOfach.

Abb. 28. Anlagerung des Ferritins (~>F) zusammen mit anderem elektronendichtem
Material an die Oolemmaaußenseite. Das Oolemma zeigt typische kleine

Invaginationen (In), die dem Pinocvtosevorgang vorausgehen. Eh Eihülle, O
Ooplasma: Vergr. 80 OOOfach.

Abb. 29. Pinocytosevesikel kurz vor der Abschnürung. F Ferritinmoleküle, O
Ooplasma; Vergr. 280 OOOfach.

Abb. 30. Abgeschnürtes Pinocytosebläschen (P) mit eingeschlossenen Ferritin-
molekülen (-*F). Eh - Eihülle, O Ooplasma; Vergr. 72 OOOfach.

Abb. 31. Ins Periplasma (O) einwandernde Pinocytosebläschen mit Ferritinmole-
külen (F); Vergr. 120 OOOfach.
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im Aufbau befindlichen Eihülle hindurch (Abb. 26). Ein Eindringen
der Markierung in die Microvilli kann nicht beobachtet werden.

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

Anschließend erfolgt der Pinocytosevorgang, indem die Tracermoleküle

zusammen mit anderem elektronendichtem Material in die sich von
der Ovocytenmembran ablösenden «coated vesicles» (Roth & Porter
1962) eingeschlossen werden und darin ins Cytoplasmainnere gelangen
(Abb. 29, 30, 31, 32). Der durchschnittliche Durchmesser der
Pinocytosebläschen beträgt 0,18—0,23 p. Auf der Membranaußenseite ist
nach dem Ablösen der Vesikel der «coat» noch kurze Zeit vorhanden.
Während der Einwanderung dieser Micropinocytosebläschen ins
Cytoplasmainnere verschwindet dieser «coat». Eine ähnliche 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 Formen

in einem engen Zusammenhang mit Teilen des agranulären ER
(Abb. 35). Durch weitere Anlagerungen entstehen wachsende
Dotterformen, deren Membranen sich mehr und mehr straffen, bis runde
Dotterkugeln entstanden sind (Abb. 36). Das Innere dieses Proteindotters

scheint am Anfang eine unterschiedliche Dichte aufzuweisen.
Nach dem Erreichen einer gewissen Größe wird die Dottermatrix

Abb. 32. Im Periplasma liegende primäre Verschmelzungsform (Vf) von
Micropinocytosebläschen. F Ferritinmoleküle, Ol — Oolemma: Vergr. 100 OOOfach.

Abb. 33. Weitere Verschmelzung von Pinocytosebläschen mit elektronendichtem
Inhalt und Ferritin (->¥) zu Dottervorstufen; Vergr. 100 OOOfach.

Abb. 34. Bildung von größeren Fusionsformen (Vf) durch die Vereinigung von
weiterem durch Pinocytose aufgenommenem Material. ^F Ferritin; Vergr.
120 OOOfach.

Abb. 35. Die Dottervorstufen (Dv) stehen oft in Verbindung mit Teilen des
agranulären ER. ^F Ferritinmoleküle; Vergr. 80 OOOfach.

Abb. 36. Durch Straflung der Membranen entstehen runde Dottervorstufen (Dv)
mit homogenem Inhalt und Ferritin (^?F). O Ooplasma; Vergr. 80 OOOfach.

Abb. 37. Dotterkugel (Do) mit elektronendichteren peripheren Stellen und Ferritin-
konzentration (^-F). O Ooplasma; Vergr. 80 OOOfach.

Abb. 38. Dotterkugel (Do) mit gleichmäßig verteilten Ferritinmolekülen (->F).
O Grundcytoplasma; Vergr. 80 OOOfach.

Abb. 39. Eihüllenschollen mit zunächst noch peripheren Ferritinanhäufungen (F)
in der Zone III. II — Zone II, Mv Microvilli; Vergr. 60 OOOfach.

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

Zur gleichen Zeit, wie die eben beschriebenen Verschmelzungsvorgänge,

wandern andere Pinocytosebläschen an die Membranen von
älteren Dotterschollen und geben ihr Material ins Innere dieser Dotterkugeln

ab. Anhäufungen vonFerritinpartikeln lassen sich in den meisten
endogen aufgebauten und im peripheren Cytoplasmabereich liegenden
Proteindotterschollen erkennen (Abb. 37, 38).

Neben diesen beobachteten Aufnahmevorgängen des Ferritins mittels

Micropinocytose beginnen nach 30 Min. einzelne Ferritinmoleküle
in die homogene Eihüllenschicht (Zone III nach Hecker 1970a)
einzuwandern (Abb. 39). Nach 2 Std. ist diese Zone gleichmäßig mit Ferritin

markiert (Abb. 40). Eine Markierung der elektronendichteren Zone II
(Hecker 1970a) findet nicht statt. Sie scheint eine Vorstufe der Zone III
darzustellen, da sie in der fertig ausgebildeten Eihülle nicht mehr
vorhanden ist.

Der Versuch zeigt, daß die homogene Zone III hochmolekulare
Proteine aus der Hämolymphe aufnehmen und einbauen kann. Obwohl
Ferritin nicht in der Hämolymphe vorkommt, darf doch angenommen
werden, daß die mit den Hämolymphproteinen mitlaufenden
Ferritinmoleküle den Aufbaumodus der Eihülle und die Herkunft des Einbau-
materials zeigen. Die Eihülle von O. moubata wird nicht durch die

Ovocyte selbst gebildet, sondern sie entsteht durch die Aufnahme von
Stoffen aus der Hämolymphe. Ungeklärt ist die Frage, ob eventuell
die beim Abbau der Microvilli freigewordenen Membranteile in die
Eihülle eingebaut werden. Dieser Vorgang kann ultrastrukturell nicht
beobachtet werden. Doch wäre dies möglich, da in der Zone II mem-
branrestähnliche Strukturen auftreten.

Die Inkubation der Ovocyten mit Ferritin hat neben den aufgezählten

Resultaten gezeigt, daß 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; Pappas & Tennyson

1962; Ryser et al. 1962; Wartenberg 1964) überein, die sich mit
dem Transport von kolloidalen Eisenverbindungen (u. a. Ferritin) in
verschiedenen Zelltypen befaßt haben.

Frei im Cytoplasma vorkommende Ferritinmoleküle, wie sie Stay
(1965) in der Ovocyte von Hyalophora cecropia fand, sind in unserem
Versuch nicht zu beobachten.

Interessant ist die Feststellung, daß nach 120 Min. das Angebot des

Tracers rasch vermindert wird. Das zeigt sich darin, daß die Basallamina
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praktisch unmarkiert bleibt, während an der Basis der Microvilli die
Aufnahme des restlichen Ferritins durch Pinocytose anhält.

3. Peroxidaseversuch

Als weiterer Tracer für Proteine wurde Meerrettichperoxidase in die
Hämolymphe der Zeckenweibchen injiziert. Die Ergebnisse dieses

Experimentes zeigen im wesentlichen eine deutliche Übereinstimmung mit
den Resultaten des Ferritinversuches.

Die durch das Reaktionsprodukt der Peroxidase erzielten Markierungen

sind jedoch in viel stärkerem Maße sichtbar als die in kleinen
Mengen aufgenommenen Ferritinmoleküle. Dagegen werden zum Teil
durch die flockige Darstellung der Peroxidase die verschiedenen
Membranen ultrastrukturell verwischt dargestellt.

Die Resultate sollen wiederum für die Stadien A und B getrennt
aufgeführt werden.

a. Stadium A.
Die Basallamina wird sehr rasch vom Tracer durchdrungen (Abb. 41).

Nach 5 Min. ist die Markierung an der Außenseite der sich bildenden
Microvillimembranen zu beobachten (Abb. 42, 43). Ein weiteres
Eindringen der Peroxidase ins Ooplasma kann nicht, wie beim Ferritin-
versuch, festgestellt werden. Sie dringt nicht in die bis zu 6 p tiefen
Oolemmainvaginationen ein. Die Bildung der Eihülle, die bei den
meisten Ovocyten bereits vor den Pinocytosevorgängen beginnt, wird
durch den Einbau des Tracers deutlich dargestellt (Abb. 44). Einzelne,
zwischen die Microvilli eingelagerte kleine Eihüllenschollen, sind
infolge der Peroxidaseaufnahme dunkel markiert. Ein Einbau des Ferritins

in diese Frühstadien der Eihülle findet dagegen nicht statt.

b. Stadium B.

Sobald zu Beginn dieses Stadiums die ersten Micropinocytosevor-
gänge auftreten, dringt die Peroxidase in die dabei gebildeten wenig tiefen

Einstülpungen des Oolemmas ein. Während dem darauffolgenden
Abschnüren und Ablösen der Pinocytosevesikel wird die Markierung
mit eingeschlossen und gelangt ins Ooplasmainnere (Abb. 45). Dabei ist
die Außenseite der Bläschen mit einem «coat» besetzt. Die ersten
«coated vesicles» mit dem Reaktionsprodukt sind nach einer
Inkubationszeit von 10 Min. sichtbar. Sie bleiben vorerst im peripheren
Cytoplasma liegen, ohne miteinander zu verschmelzen oder ihren Inhalt an
bereits vorhandene Dotterschollen abzugeben.

In Ovocyten, deren Eihülle bereits durch die Verbindung der
einzelnen Eihüllenschollen eine netzartige Struktur aufweist, dringt die
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Peroxidase innerhalb von 5 Min. in den Kanälen zwischen der Eihülle
und den Microvilli an die Microvillibasis und in die Pinocytosebläschen.
Die Aufnahme ist in diesem Stadiumabschnitt beschleunigt. Die Anteile
der Eihülle sind bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht markiert (Abb. 46).

Nach einer Inkubationszeit von 10 Min. wird die Eihülle ebenfalls
durch die Aufnahme der Peroxidase stark geschwärzt. Auffallend ist
dabei, daß die Zonen II und III nach 15 Min. und später den Tracer
gleichermaßen aufnehmen und nicht mehr zu unterscheiden sind
(Abb. 47).

Nur kurz zu Beginn des Peroxidaseeinbaus in die Eihülle wird die
Zone II dunkler dargestellt als die Zone III.

Die Zone I ist nach 15 Min. vom Reaktionsprodukt gleichmäßig
ausgefüllt (Abb. 48). Anschließend 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 Einstülpungen vertiefen sich, bilden ein
geschlossenes Bläschen 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 Membranaußenseite weist während der kurzen Zeitspanne des

Ablösungsvorganges den schon vorher beschriebenen «coat» auf. Beim
nachfolgenden Einwandern verlieren die Pinocytosebläschen den «coat»,
wobei zugleich das aufgenommene Material das Vesikellumen gleichmäßig

ausfüllt (Abb. 51).
Die Vesikel beginnen in der Folge sehr rasch miteinander zu

verschmelzen. 60 Min. nach der Injektion sind im gesamten peripheren
Cytoplasma (Periplasma) Verschmelzungsprodukte mit einem Durchmesser

von 2 p zu erkennen (Abb. 52). Durch die fortlaufende
Anlagerung von weiteren markierten Pinocytosebläschen entstehen nach
120 Min. runde Dotterschollen mit einem Durchmesser von ca. Au
(Abb. 53). Neben diesen durch die Fusion einzelner Vesikel selbständig
aufgebauten Proteindotteranteilen, lagern sich einzelne mit dem Reak-

Abb. 41-44: Stadium A.

Abb.41. Eindringen der Peroxidase (P) in die Basallamina (Bl). Mv Microvilli,
O — Ooplasma; Vergr. 66 300fach.

Abb. 42,43. Das Reaktionsprodukt der Peroxidase ist in der Basallamina (Bl)
und an den Membranen der Microvilli (Mv) nachweisbar. O Ooplasma; Vergr.
51 900fach, 55 300fach.

Abb. 44. Primär auftretende Segmente der Eihülle (Eh) werden durch die Peroxidase

dunkel markiert. Bl Basallamina. Mi Mitochondrium; Vergr. 18 OOOfach.

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 Bläschen an die im Periplasma
vorhandenen Proteindotterkugeln (Abb. 54).

Der Inkubationsversuch mit Peroxidase zeigt neben der Eihüllen-
markierung außerdem noch besonders deutlich, daß bei der ersten
Traceraufnahme nach 10 Min. sämtliche Vesikel, die noch mit dem
Oolemma in Verbindung stehen, den Tracer enthalten und somit
Pinocytosebläschen darstellen. Eine Exocytose kann deshalb ausgeschlossen
werden.

Alle Micropinocytosevesikel zeigen denselben Durchmesser. Sie

verschmelzen entweder untereinander oder geben ihren Inhalt an

größere Dotterschollen ab.

Im Gegensatz dazu fand Anderson (1969) durch Peroxidaseinjek-
tion zwei verschiedene Vesikeltypen in den Ovocyten von Periplaneta
americana. Wobei in diesen Ovocyten bereits während der Prävitellogenese

auftretende kleinere Micropinocytosebläschen nach der Fusion
zu tubulären Elementen mit Lysosomen verschmelzen. Ein zweiter
größerer Bläschentypus tritt neben dem ersten während der Vitellogénèse

auf und erzeugt, wie in unserem Fall, ebenfalls als
Verschmelzungsprodukt Dottervorstufen.

Hecker (mündliche Mitteilung) fand Dotterschollen mit einer positiven

Reaktion nach saurer Phosphatasebehandlung im gesamten
Cytoplasma. Aus den vorliegenden Resultaten kann jedoch nicht geschlossen
werden, ob in den Ovocyten von O. moubata ein Teil der Pinocytosebläschen

nutritives Material enthalten, welches diesen lysosomalen Formen

zugeführt wird.
Interessant ist die ultrastrukturell erfaßbare Membrandynamik während

des Micropinocytosevorganges. Die vom «coat» cytoplasmaseitig
besetzten Membranstellen des Oolemmas kennzeichnen die Abschnitte,
wo anschließend die Micropinocytosevesikel gebildet werden.

Abb. 46-54: Stadium B.

Abb. 46. 5 min nach der Injektion der Peroxidase sind die ersten Pinocytosevesikel
(Pn) markiert. Die Eihülle (Eh) ist zu dieser Zeit noch nicht markiert. Mv -
Microvilli, O Ooplasma; Vergr. 34.600fach.

Abb.47. Übersicht 15 min nach der Peroxidaseinjektion. Markierung der Eihülle
(Eh) und der Pinocytoseregion (-*P). Do — Dotterkugeln. O Ooplasma; Vergr.
4500fach.

Abb.48. Gleichmäßige Ausfüllung der Zone I durch das Reaktionsprodukt der
Peroxidase. Eh Eihülle, O Ooplasma. Vergr. 36 OOOfach.

Abb. 49. Konzentrierung der Peroxidase (P) an gewissen Stellen der Oolemma-
außenseite. An der Oolemmainnenseite dieser Abschnitte ist ein «coat» (c)
vorhanden. Eh — Eihülle, cv — «coated vesicles»; Vergr. 36 OOOfach.

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

Abb. 51. Die Pinocytosebläschen (cv) verlieren während ihres Einwanderns (->)
ins Periplasma ihren «coat». Dabei wird das Vesikel-Innere vom aufgenommenen
Material gleichmäßig ausgefüllt; Vergr. 36 OOOfach.
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Brandt (1962) ordnet diesem «coat» die Möglichkeit zu, die Moleküle

des in der Folge aufgenommenen Materials selektiv auszuwählen
und an das Oolemma zu binden (siehe auch Bennett 1963: Fawcett
1964 und Slautterback 1967).

Die Ovocyten von O. moubata scheinen hochspezialisierte Zellen
darzustellen, die während der Vitellogénèse mit Hilfe der Pinocytose-
vorgänge gezielt Stoffe aus der Hämolymphe auszuwählen und
aufzunehmen vermögen (Anderson 1969; Brandt 1962). Die zwei von
Diehl (1969. 1970) zu Beginn der Vitellogénèse in der Hämolymphe
und anschließend im reifen Ei gefundenen «female proteins» stellen den
Hauptanteil der Eiproteine dar. Sie werden wohl durch diesen «coat»
selektiv aus der Hämolymphe aufgenommen.

Die durch Micropinocytose gebildeten peripheren Proteindotterschollen

haben nach 240 Min. ihre maximale Größe erreicht. Die
injizierte Menge Peroxidase steht der Ovocyte zu dem Zeitpunkt nicht
mehr zur Verfügung, denn nach 6 Std. erscheinen wieder unmarkierte
Pinocytosebläschen.

C. Polysacchariddarstellung an Ultradünnschnitten

Neben der Abklärung der Synthese und den Transportvorgängen
von Proteinen in der Ovocyte sollen die von Diehl (1970) histochemisch

untersuchten Kohlehydratanteile des Dotters ultrastrukturell
nachgewiesen werden (Abb. 55).

Mit den Darstellungsmethoden von Thiery (1967) ist es möglich,
die im Gewebe vorhandenen Polysaccharide durch Schwermetallreaktionen

im EM sichtbar zu machen.
Die vorliegenden Resultate erhielten wir mittels der PA-TCH-

Albumosesilbermethode: Nach Thiery (1967) wird während der Oxidation

durch PA das Osmium aus den Schnitten entfernt. Weiter werden
die 1-2-Glykolbindungen der Polysaccharide geöffnet und durch
Aldehydgruppen ersetzt. Die Aldehydgruppen verbinden sich danach mit
den Thiogruppen des TCH, welche anschließend mit dem Silber des

verwendeten Silbersalzes reagieren und dadurch im EM sichtbar werden.
Durch das verschieden lange Flottieren auf TCH können einfache Kohle-

Abb.52. Fusion (^Fu) der Pinocytosevesikel zu Dottervorstufen (Dv). Eh
Eihülle. O Ooplasma; Vergr. 36 OOOfach.

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

Abb. 5^. Anlagerung (-X) von Pinocytosebläschen mit dem Reaktionsprodukt der
Peroxidase an bereits vor dem Inkubationsversuch gebildete unmarkierte
Dottervorstufen (Dv); Vergr. 12 OOOfach.
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hydrate und komplexere Polysaccharidverbindungen zeitlich differenziert
dargestellt werden.

Die durchgeführten Kontrollversuche zeigten keine Argentaffinität
des Ovocytengewebes, so daß die positiven Reaktionen der zum Teil
modifizierten Nachweisreaktionen als spezifisch angesehen werden
dürfen.

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

Interessant sind die Verteilungs- und Formunterschiede der
Polysaccharide im Stadium B: zu Beginn dieses Stadiums ist nach einstündigem

Flottieren der Schnitte auf TCH eine feine Silberreaktion im
gesamten Retikuloplasma zu beobachten (Abb. 57).

Die Reaktionsmethode läßt deutlich die Form der Polysaccharide
erkennen (Abb. 58). Es handelt sich wohl um /j-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 p'-Glykogenkörper sind aus 3-4 Partikeln
zusammengesetzt, die eine Größe von 30-40 A aufweisen (Abb. 59).
Wahrscheinlich handelt es sich dabei um die von Drochmanns (1962)
beschriebenen ;-Glykogenpartikeln.

Eine Verbindung des Glykogens mit irgendeinem Zellkompartiment
ist nicht feststellbar. Die /j-Glykogenpartikel liegen frei im Cytoplasma.
Ihre Synthese findet wahrscheinlich überall im Grundcytoplasma mittels
Glykogensynthetase statt (Engels & Bier 1964).

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

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

Abb. 56. Stadium A: Nach einstündiger TCH-Behandlung ist eine Silberreaktion
(^?R) im Grundcytoplasma (Gc) und in den "multivesiculate bodies" (mvb)
festzustellen; Vergr. 24 OOOfach.

Abb. 57-70: Stadium B.

Abb. 57. Nach einstündigem Flottieren auf TCH ist eine Silberreaktion (-^R) im
Grundcytoplasma vorhanden. Dv — Dottervorstufen, S Symbiont; Vergr. 24 OOOfach

Abb. 58,59. Markiertes /^'-Glykogen (-*) im Grundcytoplasma (Gc), mvb
"multivesiculate bodies". Das /^-Glykogen ist aus einzelnen y-Glykogenpartikeln
zusammengesetzt. Vergr. 24 OOOfach. 72 OOOfach.
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feine Silbergranulierung, wie sie Thiery (1967) in den Zellen der
embryonalen Rattenleber fand (Abb. 60).

Nach 48stündiger TCH-Behandlung ist neben der Reaktion im
Grundcytoplasma ebenfalls eine Silbermarkierung in den Proteindotterschollen

zu beobachten (Abb. 61). Da diese Markierung erst nach einer
relativ langen TCH-Behandlung auftritt, kann angenommen werden,
daß es sich dabei um komplexe Polysaccharidverbindungen (Hämo-
glyko-lipoproteine nach Diehl 1970) handelt.

Die Frage nach dem Ort der Koppelung von Kohlehydrat- und
Proteinanteil kann nicht mit Sicherheit beantwortet werden. Die Vesikel,

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 könnte sein, daß die Koppelung von
Protein- und Kohlenhydratkomponentcn erst dort stattfindet.

Gegen das Ende des Stadiums B legen sich vorerst nur im zentralen
Ooplasmabereich einzelne /3-Glykogengranula zusammen und bilden
die a-Glykogenrosetten (Abb. 63, 64, 65). Diese Glykogenform stellt
neben den Proteindotterschollen und den Lipidtropfen die dritte Dot-

Abb.60. Silberreaktion (->-) über dem peripheren Bereich der Lipidtropfen (L).
Dv Dottervorstufen; Vergr. 18 OOOfach.

Abb. 61. 48stündige TCH-Behandlung: Silberreaktion in den Dottervorstufen (Dv)
und im Grundcytoplasma (Gc); Vergr. 18 OOOfach.

Abb. 62. Starke Silberreaktion (—»-) in den Membranen der Dottervorstufen (Dv)
nach 12stündiger TCH-Behandlung; Vergr. 24 OOOfach.

Abb. 63, 64. Bildung der a-Glykogenrosetten (^-Gl) gegen das Ende des Stadiums
B. Granuläre Darstellung der Grana mitochondriales (^Gm) durch die
histochemische Behandlung; Mi Mitochondrien; Vergr. 24 OOOfach, 54 OOOfach.

Abb. 65. Spätes Stadium B: Einstündige TCH-Behandlung. Silberreaktion in den
a-Glykogenrosetten (Gl). Do — Dotterkugeln, Dv Dottervorstufen, L
Lipidtropfen; Vergr. 18 OOOfach.

Abb. 66. Spätes Studium B: 48stündige TCH-Behandlung. Neben der Reaktion in
den Glykogenrosetten (Gl) ist eine Silberreaktion in den Proteindotteranteilen
(Do, Dv) zu erkennen. L Lipidtropfen; Vergr. 18 OOfach.

Abb. 67. Durch die a-Amylasebehandlung werden die a-Glykogenrosetten (Gl)
weitgehend aus den Schnitten herausgelöst. Die Dotterproteinanteile (Do) sind
amylaseresistent. Mi Mitochondrien; Vergr. 24 OOOfach.

Abb. 68. Nach der Behandlung mit PA und nachfolgender Nachkontrastion
erscheinen die Glykogenrosetten (Gl) fein granulär. Do Dotterkugel, L
Lipidtropfen; Vergr. 27 OOOfach.

Abb. 69. Einstündige Behandlung mit TCH: Die Eihülle (Eh) und die Pinocytose-
region (Pr) ist unmarkiert. Im Grundcytoplasma zeigen die a- und /5-Glykogen-
anteile eine Silberreaktion. A Annulate lamellae, Dv Dottervorstufe, G
Golgi-Feld, Mi Mitochondrium, Mv Microvilli; Vergr. 18 OOOfach.

Abb. 70. 48stündige TCH-Behandlung: Während die Eihülle (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 OOOfach.
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terkomponente dar. Die Bildung des «-Glykogens läßt sich vom Ovo-
cytenzentrum nach außen hin verfolgen. Zuletzt erscheinen auch im
peripheren Ooplasma die eben erwähnten Glykogenformen. Nun sind
praktisch keine /j-Glykogengranula mehr vorhanden. Nach 48stündi-
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 gänzlich

aus den Schnitten herausgelöst, währenddem die Dotterkugeln
amylaseresistent sind (Abb. 67).

Die von Longo & Anderson (1970) aufgeführte Methode zeigte
ebenfalls eine positive Reaktion (Abb. 68).

In keiner Ovocytenform ist eine Reaktion in der Eihülle oder in
den Micropinocytosebläschen zu beobachten (Abb. 69, 70). Eine
Aufnahme von Glykogen oder komplexen Polysacchariden aus der
Hämolymphe. wie sie Favard-Sereno (1969) in Grillenovocyten fand, kann
in den Ovocyten von O. moubata ausgeschlossen werden. Es ist
anzunehmen, daß diese Ovocyten wie diejenigen von Insekten (Engels &
Bier 1967; Engels & Drescher 1964) Glucose aus der Hämolymphe
aufnehmen und durch cytoplasmatische Glykogensynthetase das
Glykogen aufbauen.

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

V. Zusammenfassende Diskussion

Die während der Vitellogénèse in der Ovocyte von O. moubata
eingelagerten Proteindottersubstanzen stammen aus zwei verschiedenen
Quellen. Der Einbau des 3H-Leucins im Stadium A zeigt deutlich, daß
zu Beginn der Vitellogénèse die primären Proteindotterschollen endogen
synthetisiert werden. Diese autoradiographischen Ergebnisse
unterstützen die Resultate von Aeschlimann & Hecker (1967. 1969).

Im nachfolgenden Stadium B erfolgt eine Stoffaufnahme aus der
Hämolymphe durch Micropinocytosevorgänge. Dadurch wird die endogene

Synthese des Proteindotters von der exogenen Synthese ergänzt,
überdeckt und abgelöst, wie die Inkubation der Ovocyten in 60 Min.
alter «heißer» Hämolymphe deutlich zeigen. Dabei bleiben die
aufgenommenen Proteine durch das Verschmelzen der Micropinocytose-
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