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MITTEILUNGEN DER SCHWEIZERISCHEN ENTOMOLOGISCHEN GESELLSCHAFT
BULLETIN DE LA SOCIETE ENTOMOLOGIQUE SUISSE
Band XLII  Heft 1 u. 2 15. Mai 1969

Hamolymphenproteine und Vitellogenese
bei Ornithodorus moubata, Murray

(Ixodoidea Argasidae)

von

P. A. Dienr?

Schweizerisches Tropeninstitut, Basel

Einleitung

In den letzten Jahren sind mehrere Arbeiten erschienen, die auf
die Existenz von spezifisch weiblichen Hiamolymphenproteinen bei
Insekten hinweisen (Literaturzusammenfassungen ber CHEN & LEVEN-
Book (1966), Laurer (1960), TeLrer (1965) und WiLLiams (1965)).
Diese « female proteins» treten in verstirktem Masse wihrend der
Vitellogenese auf. Sie gelangen durch Mikropinocytose in das Ei und
werden als Dotter einge]agert.

Es war interessant zu erfahren, ob bei der Zecke Ornithodorus
moubata, einem Vertreter der Chelicerata, die gleiche Art der Dotter-
bildung vorkommt. Erste Hinweise dafiir lieferte WiccLEsworTH (1943),
indem er alkalisches Himatin sowohl in der Himolymphe wie auch im
Ei nachwies. LEES & BEAMENT (]948) zelgten dass Molekiile von grossem
Molekulargewicht wie Oxyhimoglobin via Himocoel in die Oocyte
gelangen konnen. AESCHLIMANN & HECKER (1967, 1969) vermuteten eine
Aufnahme von Substanzen aus der Himolymphe in das Ei mittels Mikro-
pinocytose.

VAN SanDE & KArcHER (1960) unternahmen eine Analyse der Hamo-
lymphenproteine von Ornithodorus moubata mit Hilfe der Agargelelektro-
phorese, ohne jedoch « female proteins » darstellen zu konnen.

Die Vitellogenese wird durch eine Blutmahlzeit und eine Kopulation
ausgelost. Die Ablage der ersten Eier erfolgt nach etwa 10-15 Tagen
(AescHLIMANN 1968). Die sich entwickelnde Eizelle ist nur durch einen
kleinen Stiel von wenigen Zellen (Funiculus) mit dem Ovar verbunden.
Sie wird also nicht wie bei Insekten von Follikelzellen umgeben. Die
Oocyte ragt in das Hamocoel hinein und wird von Hamolymphe um-

! Fiir seine tatkraftige Mithilfe bei den immunologischen Arbeiten bin ich meinem
Freunde N. Weiss zu grossem Dank verpflichtet.
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spiilt. Im Plasma des sich entwickelnden Eies reichern sich peripher,
spiter gleichmassig verteilt, Dotterschollen unterschiedlicher Grésse an.
Sie bestehen aus komplexen Hiamo-glyko-lipoproteiden. Zwischen den
Dotterkugeln finden sich reichlich Glykogen und Lipidtropfen, die
hauptsiachlich Triglyceride enthalten (DienL, in Vorbereitung). Fiir
weitere anatomische und histologische Details des Ovars und der Oocyten

wird auf die Arbeiten von WAGNER- JEVSEENKO (1958) und AESCHLIMANN
& Hecker (1967, 1969) hingewiesen.

Material und Methoden

Die Zecken stammen aus dem Ulanga-District (Tanzania). Sie wer-
den seit mehreren Jahren am Tropeninstitut nach der von Gricy &
Hersic (1955) beschriebenen Methode geziichtet.

Zur Gewinnung der Hiamolymphe wurde den Zecken das vierte
Beinpaar auf der Hohe der Coxa abgeschnitten und die austretende
Flissigkeit mittels Mikropipetten von | ul Inhalt aufgenommen. Die
gewiinschte Menge pro Elektrophoreselauf wurde in 0,1 ml gekiihlte
4 %, Saccharoselosung pipettiert und die Hamocyten bei 3000 r.p.m.
abzentrifugiert. Anschliessend erfolgte sofort die Elektrophorese.

Zur Gewinnung der Eiproteine wurden frisch abgelegte Eier in
gekithlter 4 9, Saccharoselosung homogenisiert und die Zelltriitmmer
abzentrifugiert.

Die Ei-und Himolymphenproteine wurden mittels der Polyacryl-
amidgel-discelektrophorese nach CLARKE (1964) aufgetrennt. Die Fir-
bungen der Proteine, Glykoproteide und eisenhaltigen Proteide erfolgten
nach der gleichen Vorschrift. Sudanblack B diente zum Nachweis der
Lipoproteide. Die Gele wurden in 3 9 Essigsdure wihrend vier Stunden
fixiert, iber Nacht bei 37°C getrocknet und dann 6-12 Stunden
in einer gesittigten Losung von Sudanblack B in 60 %, Alkohol gefarbt.
Die wihrend des Trocknens aufgetretene Schrumpfung des Gels ver-
schwand be1 der anschliessenden Wasserung.

Zur Messung des relativen Proteingehaltes wurden die mit Amido-
schwarz gefirbten Elektrophoresebanden ausgeschnitten und mit I n
NaOH eluiert. Die Ablesung der Extinktion erfolgte bei 578 nm gegen
das Eluierungsmaittel.

Wir priiften die antigenischen Eigenschaften der Hamolymphen-
und Eiproteine mit Hilfe der indirekten Immunofluoreszenzmethode
nach Coons. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Hiamo-
lymphenproteine wurde der unfixierte Gelzylinder der Linge nach auf
dem Kryostat geschnitten (Dicke 7 u). Die Weiterbehandlung erfolgte
den Vorschriften entsprechend im ersten Schritt mit Antikérpern gegen
Eiproteine, im zweiten Schritt mit fluoreszierenden Antikorpern gegen
Mauseserumproteine (Hersteller Institut Pasteur). Die Auswertung der
Resultate geschah mit dem Fluoreszenzmikroskop. Das Polyacrylamid
und die Proteinbanden zeigten keine Eigenfluoreszenz.
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Antlkorper gegen Eiproteme wurden auf die fo]gende Art hergeste]]t
Wir injizierten 1.p. einer weissen Maus das Homogenisat von je 50 frisch
abgelegten Eiern dreimal in Abstinden von vier Tagen. Nach zwei
Wochen erfolgte eine weitere Boosterinjektion. 15 Tage darauf wurde
das Serum gewonnen.

Ergebnisse
1. Hamolymphenproteine

[.1 beim hungrigen, unbegatteten Weibchen

Die Hémolymphe erscheint klar und wenig viskos. Unter den gewihl-
ten experimentellen Bedingungen wird sie in 24 Banden aufgetrennt
(Abb. 1A). VAN SanDE & KarcHER (1960) unterschieden mittels Agar-
gelelektrophorese 12 Fraktionen.

Die Banden H1-H7 sind schwach vertreten. H6 und H7 sind braun
gefarbt. Beides sind eisenhaltige Glyko-lipoproteide.

HS8 ist weitaus am stirksten vorhanden und ist ein Glyko-lipo-
proteid.

H9-H15 sind deutlich vertreten, wober HIZ und HI13 Glyko-lipo-
proteide, HI14 und HI5 eisenhaltige Glyko-lipoproteide sind. Wie H6
und H7 erscheinen auch H14 und HI5 dem blossen Auge als braune
Banden.

HI16-H?23 sind sehr schwach vorhanden und koénnen nicht immer

nachgewiesen werden.
Die Bande H24 ist immer deutlich zu erkennen. Sie verbindet sich

mit dem als « tracking dye » beigegebenen Bromphenolblau. Thre elektro-
phoretlsche Beweghchkeu 1st etwas grosser als die des menschlichen

Albumins (Rf-Wert =~ 1,1 bezogen auf Rfs;pumin = 1).

1.2 beim begatteten, gefiitterten Weibchen (11 Tage nach der Kopu-
lation und der B]utmahizeit)

Diese Weibchen befinden sich in der Phase der stirksten Eireifung.
Ihre Himolymphe ist durch alkalisches Hamatin braun gefarbt (Wic-
GLESWORTH 1943) und wegen des hohen Proteingehaltes sehr viskos.

H6, H7 und H8 haben an Konzentration ausserordentlich zugenom-
men (Abb. 1B und 2A). H6 und H7, in viel schwicherem Ausmasse
auch H14 und HI15, sind von blossem Auge als braune Banden sichtbar.
Sie verursachen die Braunfirbung der Hamolymphe, denn nach der
elektrophoretischen Entfernung der Proteine ist der Hamolymphen-
iiberstand farblos. Das alkalische Hamatin 1st offenbar als Himoproteid
an H6 und H7, in kleiner Menge auch an HI14 und HI5 gebunden.
Bei der Schildzecke Boophilus microplus scheint das Hiamatin ebenfalls
an Hiamolymphenproteine gekoppelt zu sein (BREMNER 1959).

Die andern Banden erfahren keine sichtbare Veranderung und besit-
zen etwa die gleichen Konzentrationen wie im Falle 1.1,
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Abb. 1. — Elektrophoresemuster der Hamolymphen- und Eiproteine von Ornitho-

dorus moubata. Aufgetragene Mengen: 2 ul Hamolymphe resp. 5 Eier pro Lauf.

Die Front liegt bei H24. Laufzeit : 23 Minuten. Spannung : 400 V. Die verschieden

starken Schraffierungen sollen die unterschiedliche Intensitit der Banden wiedergeben.

A = Hamolymphe von ungefiitterten, unbegatteten $9. B = von 2%, 11 Tage nach

der Fiitterung und Kopulation. C = von % nach der Eiablage. D = von unbegat-

teten 99, 11 Tage nach der Fiitterung. E = von unbegatteten $%, 11 Wochen nach der
Fiitterung. F = Eler, die sich in Vitellogenese befinden.

1.3 beim Weibchen nach der Eiablage (ca. drei Wochen nach der
Fiitterung und der Kopulation)

Die Héamolymphe erscheint viel klarer und weniger viskos als im
Falle 1.2.

H6, H7 und H8 sind deutlich weniger konzentriert als in 1.2, jedoch
starker als in 1.1. (Abb. 1C, 2A)

1.4 beim gefiitterten, aber unbegatteten Weibchen

Eine meist unvollendete, zeitlich verzogerte Vitellogenese wird immer
beobachtet. Eine Eiablage findet jedoch nur selten statt (AESCHLIMANN
1968). Die Verdauung der Blutmahlzeit scheint sehr langsam und nur
unvollstinding zu geschehen.

I.4.1 11 Tage nach der Fiitterung :

Die Banden H6 und H7 sind sehr schwach vorhanden, aber
doch stirker als im Falle des unbegatteten, ungefiitterten Weib-
chens (Abb. 1D, 2B). Die Konzentration von H8 jedoch ist etwa
gleich hoch wie im Falle von 1.2.
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1.4.2 11 Wochen nach der Fiitterung :

Die Hémolymphe ist braun gefirbt und viskés. H6 und H8
besitzen dhnliche Konzentrationen wie bei 1.2. (Abb. 1E, 2B),

wihrend H7 weniger stark vorhanden ist.
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Abb. 2. — Zeitlicher Verlauf der relativen Proteinkonzentrationen von H6 (--—-—-- ),
|5 3 (R ) und H8 (— — ). — Bei Abb. 2A handelt es sich um gefiitterte,
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Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der Extinktion bestimmt.
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1.5 beim Minnchen

Die Banden H6 und H7 sind ausserst schwach vertreten. Sonst
ist das Elektrophoresemuster beim hungrigen Mannchen nicht von dem
des unbegatteten, ungefiitterten Weibchens zu unterscheiden.

In der Phase der Verdauung nimmt die Konzentration von H8 zu
und nimmt dann wieder ab. H6 und H7 jedoch bleiben unverandert.

Bei den Banden H6 und H7 handelt es sich um typische « female
proteins », die bei den Minnchen nur in ganz geringen Mengen
vorkotimen. Beim gefiitterten und kopuherten Weibchen sind sie
wihrend der Vitellogenese in hohen, nach der Eiablage in weit gerin-
geren Konzentrationen vorhanden (Abb. 2ZA). Beim gefiitterten, aber
unbegatteten Weibchen steigt 1thr Spiegel nur langsam an (Abb. 2B).
Die Kopulation hat also einen deutlichen Einfluss auf die Bildungs-
geschwindigkeit dieser beiden Proteine.

Die Bande HS8 ist nicht geschlechtsspezifisch. Thre Konzentration
nimmt wihrend der Verdauung der Blutmahlzeit zu, nachher wieder
ab. Die Bildungsgeschwindigkeit in den ersten 10-15 Tagen scheint
von einer Kopulation unabhéngig zu sein (Abb. 2A und ZB). Vielleicht
handelt es sich um ein « Nahrprotem », das 1n Bezlehung zur Ernahrung
der Gewebe steht. Bei Insekten treten mogllcherwmse solche Proteine
auf (CuHEN & LEVENBOOK 1966).

Die iibrigen Banden scheinen wihrend der Verdauung resp. der
Vitellogenese nicht sichtbar beeinflusst zu werden.

2. Eiproteine

Die wasserlsslichen Proteine von Eiern, die sich in der Vitellogenese
befinden, werden in 18 Banden aufgetrennt (Abb. 1F).

E1-E3 und E5 sind sehr schwach vorhanden. E3 und E5 sind Glyko-
lipoproteide.

E4 ist starker vertreten und ist von blossem Auge als braune Bande
erkenntlich (alkalisches Hamatin). Farberisch ist es ein eisenhaltiges
Glyko-lipoproteid.

ist am weitaus stirksten vorhanden. Beim frisch abgelegten Ei
entfallen ca. 94 00 aller Elproteme auf diese Fraktion. Sie entsprlcht
daher dem Reserveprotein der Dotterkugeln. Wie E4 erscheint auch
sie dem Auge dunkelbraun wegen ihres Gehaltes an alkalischem Hamatin
(WiccLEswORTH 1943). Sie ist ebenfalls ein eisenhaltiges Glyko-lipo-
proteid (= Hamo-glyko-lipoproteid). Im Ei von Boophilus microplus
1st das Protoham auch an das Reserveprotein als Hémoproteid gebunden
(BREMNER 1959).

E6 zeigt das gleiche fiarberische Verhalten und den gleichen Rf-Wert
wie H6 (Abb. 1). Ber Mischungen von Hadmolymphe mit Eiextrakt
lassen sich die beiden Banden auch bei lingeren Laufzeiten nicht von-
einander trennen.
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Die Fraktion E7 ist schwach vertreten. Auch sie enthilt wie E4 und
E6 alkalisches Hiamatin und ist ein eisenhaltiges Glyko-lipoproteid.
Sie li)_tiesitzt den gleichen Rf-Wert und das gleiche firberische Verhalten
wie H7.

Die Banden E8 und EO9 sind schwach vorhanden. E8 ist ein Glyko-
lipoproteid, E9 ein Glykoproteid.

E10-E16 sind sehr schwach, E17 und EI8 etwas stiarker vertreten.
Die Rf-Werte der Frontproteine E18 und H24 sind etwa gleich gross.

3. Immunologische Reaktionen

Die Ubereinstimmung der Rf-Werte und des farberischen Ver-
haltens von H6 und E6 resp. H7 und E7 sind erst Anhaltspunkte fiir
deren Identitit. Weitere Hinweise kann die Anwendung von 1mmuno-
logischen Methoden liefern.

Mit Hilfe der indirekten Immunofluoreszenzreaktion (Ausfithrung
sieche be1 Material und Methoden) erwiesen sich die erwihnten Banden
H6 und E6 resp. H7 und E7 als antigenisch identisch oder doch nahe
verwandt,

Die gleiche Methode wurde auch auf Kryostatschnitte von sich
entwickelnden Eiern angewendet. Neben den Dotterkuge]n war vor
allem die periphere Zone zwischen Basalmembran, Eischale und angren-
zendem Eicytoplasma stark fluoreszierend. Dies spricht fiir eine Kon-
zentration der antigenisch wirksamen Eiproteine in dieser Region.

4. Schlussfolggung

Die oben geschilderten Resultate weisen darauf hin, dass das Ei
von Ornithodorus moubata die « female proteins» H6 und H7 aus der
Hiamolymphe aufnimmt und als Dotter speichert.

Dieser Schluss wird gestiitzt durch die elektronenmikroskopischen
Befunde an Eizellen wihrend der Vitellogenese (AEscHLIMANN & HECKER
1967, 1969). Die Oocytenmembran beim ungefiitterten und unbegatteten
Weibchen erscheint flach und ohne deutliche Oberflichenvergrssserung.
Eier, die in Vitellogenese begriffen sind, zeigen jedoch einen ausgeprig-
ten Mikrovillisaum mit Bildung von Pinocytoseblaschen, die mit elektro-
nendichtem Material erfiillt sind. Diese scheinen sich zu grosseren
Komplexen (multivesiculated bodies) zu vereinigen, evt. zusammen mit
dhnlichen aus Dictyosomen und Ergastoplasma stammenden Blaschen.
Die « multivesiculated bodies » werden dann unter Auflésung der Mem-
branen zu Dotterkugeln umgewandelt. Beir diesen durch Pinocytose
aufgenommenen Substanzen handelt es sich unter anderem wohl auch
um die « female proteins » H6 und H7. Die beobachtete starke Fluo-
reszenz 1m Bereiche Basallamina-Mikrovillisaum weist ebenfalls darauf
hin. Dies konnte einer Oberflichenkonzentration der aufzunehmenden
Proteine an den Membranen entsprechen, wie sie auch bei andern

Zellen auftritt (BarcmannN 1964, HoLTer 1965).
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Damit scheint der bei gewissen Insekten auftretende Mechanismus
der Dotterbildung durch Einlagerung von Hamolymphenproteinen auch
ber Ornithodorus moubata zu gelten.

Diskussion

Von den Hamolymphenproteinen scheinen nur H6 und H7 in nach-
weisbaren Mengen 1n die Eizelle aufgenommen zu werden. Die Natur
dieses selektiven Mechanismus bleibt ungeklért. Doch gibt es Hinweise
dafiir, dass die sog. « coated vesicles » der Mikropinocytose eine Rolle
spielen konnten (Fawcert 1966). Solche scheinen auch beim Ei von
Ornithodorus moubata aufzutreten (AESCHLIMANN & HEckEr 1969).

Die Rolle von E6 als Reserveprotein des Eies ist klar. Die Funktion
der iibrigen Eibanden ist jedoch nicht bekannt. Interessant ist, dass
E7 trotz hoher Konzentration in der Himolymphe im sich entwickelnden
Ei nur schwach vorhanden ist.

Es ist moglich, dass die Oocyte einen Teil des Reserveproteins
selber endogen synthetisiert, da sie reich mit Ribosomen, Dictyosomen,
Mitochondrien und einem Endoplasmatischen Reticulum versehen ist
(AescHLIMANN & HEecker 1969).

Résumé

]) Pendant la vitel]ogénése, deux « female proteins » (Hf) et H7) appa-
raissent en grandes concentrations dans I'hémolymphe d’Ornitho-
dorus moubata. Ce sont des hémo~glyco-]ipoprotémes.

2) Parmi les protéines de l'ceuf, on trouve deux bandes (E6 et E7)
ayant les mémes mobilités électrophorétiques que H6 et H7. Ce
sont aussi des hémo-glyco-lipoprotéines.

3) H6 et E.é, resp. H7 et E7 sont antigéniquement identiques ou du
moins trés proches 'une de l'autre.

4) On suppose que H6 et H7 pénétrent dans I'ceuf par micropinocytose.
Ces protéines serviront plus tard de protéines de réserve.

5) Dans I'hémolymphe de femelles vierges et nourries, les « female
proteins » n'atteignent qu aprés plusieurs semaines des concentrations
comparables a celles trouvées dans ’hémolymphe de femelles gorgées
et copulées depuis 10 a 12 jours. Ainsi, la copulation exerce une nette
influence sur la vitesse de synthése de H6 et H7.

Summary

1) During yolk formation two female proteins (H6/H7) are found in
high concentrations in the hemolymph of Ornithodorus moubata ;
they are hemo-glyco-lipoproteins.

2) Amongst the water-soluble egg proteins there are two bands (E6/
E7) of the same electrophoretical mobilities as H6 and H7 ; they
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too are hemo-glyco-lipoproteins. E6 formes the reserve protein
of the yolk platelets.

3) With respect to their antigenic properties, H6/E6 and H7/E7, are
either 1dentical or at least very similar.

4) It is supposed that H6 and H7 are taken up into the oocyte by
mlcropmocytosm and that they are stored there as yolk

5) The H6- and H7-concentrations are compared in fed, ,,non-
copulated’” females and in fed, ,,copulated” females. [t takes several
weeks before the level observed during yolk formation in the latter
group 1s reached in the former.
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