874

N

4

Fig. 3. Live culture showing lumen (L) and separating cyst attached
to the cellular process. x 37.
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Fig. 4. Magnified view of the lining of the vesicle showing patches
of ciliated epithelium (—). X 340.
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carbon particles and its binding into mucus droplets were
of significance. If formed in vivo, these would go down
the pharynx by gravitation. The isochronal ciliary move-
ments as observed in culture could not possibly help the
flow in particular direction, but would help the formation
of bigger droplets, which would tend to trap the dust,
bacteria, and other particles and which could finally be
removed by the action of pharyngeal muscles. Thus the
experimental studies seem to contradict the usual belief
that the ciliary movement occurs in a particular direction.
The study of the growth in culture suggests some inter-
esting postulations. The migratory movements (observed
from 3rd week onwards) of growing epithelial column
which surround foreign materials and cell debris, and
the formation of lumina lined with stratified ciliated
columnar epithelium as well as its final separation as a
cyst, suggest possibly a way of getting rid of more sticky
material which cannot be dealt either by mucus adhesion
and ciliary movement alone$.

Résumé. Des cultures d’épithelium naso-pharyngien ont
donné naissance a des couches et des colonnes semblables
a celles de I’épithelium in vivo. Cette distribution irré-
guliére de cellules ciliféres, de mucosités, et de cellules
polyhédriques ont une action coordonnée qui crée un
épithelium auto-détergent qui expulse les corps étrangers.
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Department of Anatomy, University of Singapove,
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Ultrastruktur der Symbionten in Ovozyten von Ornithodorus moubata, Murray (Ixodoidea: Argasidae)
nach simultaner Glutaraldehyd-Osmiumfixierung und Nachbehandlung mit Uranylacetat (Triple-

Fixation)!-?

Mit einer Mischung von Glutaraldehyd und Osmium-
tetroxid (OsO,) konnten Nachteile gebrauchlicher Fixa-
tionen wie OsO, allein (O) oder Glutaraldehyd gefolgt
von 0s0O, (G/O) bei Nierengewebe vermieden werden?®.
Durch zusdtzliche Nachbehandlung mit wéssriger Uranyl-
acetatlésung wurden Strukturerhaltung und Membran-
darstellung von Leukozyten verbessert? Diese leicht
modifizierte Triple-Fixation (TF) erzielte ebenfalls gute
Resultate an freien Zellen, die mittels Membranfiltration
aus kleinsten Volumina von Kérperfliissigkeiten gewon-
nen wurden®.

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss der TF
auf die Ultrastruktur der rickettsiendhnlichen Mikro-
organismen gezeigt werden, welche intrazelluldr in Zek-
kenorganen vorkommen®-13. Dabei gilt unser Interesse
hauptsiachlich der Darstellung membrandser Strukturen
und der Wirkung des Uranylacetats auf die Verteilung
der DNA-haltigen Fibrillen!41% und auf die ribosomen-
artigen Partikel dieser Symbionten.

Matevial und Avbeitsmethoden. Die hier verwendeten
Owwithodorus-Zecken stammen aus der Ulanga-Region
(Tansania) und werden seit mehreren Jahren am Tropen-
institut geziichtet.

Die Sektion der Ovarien!® erfolgte in physiologischer
Kochsalzlésung oder direkt im Fixierungsgemisch bei
0-2°C.

Fir die Fixation hielt ich mich, mit geringen Ab-
weichungen, an das Rezept von Hirsca und FEporko®
Weil die Ovozyten einen bedeutend grésseren Durch-
messer aufweisen als Leukozyten und vor allem in den
spiten Vitellogenesephasen schwer durchdringbar sind,
wurde die Fixierungszeit auf 2 Stunden erhéht.

Fixterungsgemisch (nicht haltbar): 1 Teil A + 2 Teile B
(vor Gebrauch bei 0°C frisch ansetzen).

Losung A (haltbar): 2,5% Glutaraldehyd in 0,10/
Cacodylatpuffer (CP); pH 7,4.

Lésung B (haltbar): 19, OsO, in 0,1 CP; pH 7,4.
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Fig. 1. Liangliche Symbionten (LS) im Cytoplasma einer Ovozyte.
Nach Uranylacetat-Behandlung umbhiillt ein feiner, dunkler Hof (»)
die Bakterien, welche von 2 Membranen umgeben sind {4ussere
Membran dicker: p, innere Membran diinner: ). Im granuliren
Cytoplasma (Cy) sind die DNA-haltigen Fibrillen schlecht sichtbar.
X 81000,

Man fixiert bei 0-2°C, da bei erh6hter Temperatur
schwarzes, reduziertes Osmium ausfdllt®. Verfarbt sich
die Lésung im Laufe der Fixation (violett-schwarz), so
wird sie gegen neu angesetztes Gemisch ausgetauscht.
Fixierungstemperaturen unter 0°C haben sich nicht be-
wahrt, weil ultrastrukturelle Schiden durch Eiskristall-
bildung auftreten. Die Priparate werden iiber Nacht bei
4°Cin 0,1 M CP + 59, Saccharose gewaschen.

Nachfixiert wird mit 0,259% Uranylacetat, geldst in
0,1M Natriumacetat, pH 6,1, wihrend 2 Stunden bei
4°C. Die Uranylacetat-Behandlung wurde bei einigen
Priparaten weggelassen. Der Einfluss der Nachfixation
auf gewisse Strukturen wird unten beschrieben.

Entwissern: Acetonreihe und Propylenoxid; Durch-
dringen: Propylenoxid/Epon; Einbetten: Epon; Schnei-
den: Glasmesser, Reichert OmU,, LKB Ultrotome I;
Kontrast: Uranylacetat, Bleizitrat; Aufnahmen: Philips
EM 300, Zeiss EM 9.

Resultate. In den Ovozyten von O. moubata kommen
lingliche und runde rickettsiendhnliche Symbionten
voriZ, Die langen Formen sind von 2 Membranen um-
geben, wobei nach TF die dussere deutlich dicker und
komplexer ist als die innere (Figur 1). Das Zytoplasma
erscheint fein granuliert. Zwischen den Granula liegen
feinste, nur undeutlich sichtbare Fiden, die wahrschein-
lich DNA enthalten, wie dies bei anderen Bakterien
gezeigt worden ist!% 15, Ein abgrenzbares Nukleoid mit
fibrillirem Nukleoplasma existiert nicht. Die Symbionten
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Fig. 2. Ohne Uranylacetat-Nachfixierung sind die linglichen Sym-
bionten (LS) geschrumpft. Der umbhiillende Hof tritt kaum in
Erscheinung oder fehlt, die DNA-haltigen Fibrillen sind verklumpt
(=) und deshalb gut sichtbar. x 66000.

werden gegen das Wirtsplasma hin von einer diinnen
Schicht mittlerer Elektronendichte umschlossen (Figur 1),
welche ohne Uranylacetat-Behandlung kaum in Erschei-
nung tritt oder fehlt (Figur 2). Ohne diese Nachfixation
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Fig. 3. Runder Symbiont (RS) nach TF. Membranen des Ovozytenplasmas (») und 2 eigene Membranen () umgeben den Mikro-
organismus. Das Nukleoplasma ist fein fibrillar {—), die vernetzten, ribosomenartigen Partikel sind hier an einer Stelle konzentriert (X).
Als Vergleich dazu inhomogene Ribosomen (R) der Ovozyte. x196000.

schrumpfen die Bakterien merklich; die DNA-Fibrillen
sind nicht mehr verteilt, sondern zusammengeballt und
deshalb deutlich erkennbar (Figur 2).

Zwel gleich aussehende, eigene Membranen umgeben
die runden Formen. Diese werden, im Gegensatz zu den
langlichen Symbionten, durch zusétzliche Membranen der
Ovozyte von der Wirtszelle getrennt (Figur 3). Das
Plasma der Mikroorganismen ist nach TF locker und
elektronendurchlidssig. Nur an der Peripherie befinden
sich Orte hoherer Dichte. Die nach G/O verteilten, ribo-
somenartigen Partikel? erscheinen nach TF wie vernetzt
und sind manchmal als dichte Masse an einer Stelle in
der Zelle konzentriert. Man erkennt ein fibrilldres Nukleo-
plasma, das den grossten Teil des Symbionten einnimmt
(Figur 3). Ohne Nachfixation in Uranylacetat geht diese
Anordnung der DNA-haltigen Fibrillen verloren: die
feinen Faden sind verklumpt (Figur 4). Auch fehlen die

Ansammlungen der ribosomenidhnlichen Partikel. Das
Zytoplasma hat grobere, flockige Struktur.

Diskussion. Mit der TF lasst sich das Nukleoplasma
rickettsiendhnlicher Mikroorganismen in seiner fibrilldren
Organisation fiir elektronenmikroskopische Untersuchun-
gen erhalten. Die TF erzielt in dieser Hinsicht dhnliche
Resultate wie die Standardmethode zur Tixation von
DNA enthaltendem Plasma$15. Die ribosomenartigen
Partikel der Symbionten besitzen nach TF keine scharf
begrenzten Umrisse. Sie scheinen gegenseitig vernetzt
und bilden manchmalin den runden Formen ein nukleolus-
dhnliches Gebilde. Wie weit dieser Struktur auch die
Funktionen eines Kernkorperchens zukommen, ldsst sich
noch nicht beurteilen. Die beschriebene, diinne Schicht,
welche die langen Formen vom Wirtsplasma trennt, be-
steht vielleicht aus Stoffwechselprodukten der Mikro-
organismen. Eventuell handelt es sich dabei auch um
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Fig. 4. Ohne Uranylacetat-Nachfixierung sind die DNA-haltigen
Fibrillen grob verklumpt (—). x 66000.
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einen Schutz der Bakterien vor einer mdglichen Ver-
dauung durch die Ovozyte. Es ist auffallend, dass die
runden Formen, ohne diese Hiille, viel mehr in Verbin-
dung stehen mit lysosomalen Abbaustrukturen 2.

Wenn O oder G/O {fixiert wird oder wenn die Simultan-
fixierung ohne wéssrige Uranylacetat-Behandlung vor-
genommen wird, so ist die grobe Zusammenballung der
DNA-haltigen Fibrillen neben anderen strukturellen Ver-
dnderungen am augenfilligsten. Diese Resultate zeigen,
dass das Uranylacetat auch nach Simultanfixation auf
bestimmte Systeme als Fixierungsmittel wirkt.

Weitere Versuche sollen zeigen, ob mittels Modifika-
tionen der hier beschriebenen TF noch bessere Aussagen
iber die Verteilung der RNA und DNA rickettsiendhn-
licher Mikroorganismen gemacht werden kénnen.

Summary. The nucleoplasm of rickettsia-like micro-
organisms living in the oocytes of the soft tick Ownitho-
dorus moubata is preserved by TF (triple-fixation) in a
fine fibrillary form, resembling the results obtained by
the ‘standard’-method#:1% for DNA-containing plasms.

H. HEcker
Schweizerisches Tropeninstitut,

© Socinstrasse 57, CH-4000 Basel (Schweiz),

30. Januar 1970.

Ultrastruktur der Ovozyten von Ornithodorus moubata, Murray (Ixodoidea: Argasidae) nach Triple-

Fixation1.2

Am Schweizerischen Tropeninstitut wurde im Zusam-
menhang mit der transovariellen Ubertragung der Riick-
fallfieberspirochaete, Borrelia duttoni das Ovar von
Ornithodorus moubata histologisch bearbeitet®:4. In den
letzten Jahren sind zur Untersuchung der Vorgidnge
wihrend Dotter- und Eihiillenbildung bei Zecken elek-
tronenmikroskopische®-7 und histochemische® Arbeiten
durchgefithrt worden, beziehungsweise sind noch im
Gange?19,

Nach der Einfithrung der Triple-Fixation!t-14 (TF:
Simultanfixierung in einem Gemisch von Glutaraldehyd
und Osmiumtetroxid, Nachbehandlung in wissriger
Uranylacetatldsung) stellte sich uns die Frage, ob diese
Technik zur Abkldrung ultrastruktureller Vitellogenese-
vorgidnge geeignet ist. Eventuell treten Unterschiede in
der Strukturerhaltung auf gegeniiber klassischen Fixie-
rungsmethoden, wie zum Beispiel Osmiumtetroxid-
Fixation allein {O) oder Glutaraldehyd, gefolgt von Os-
miumtetroxid (G/O). Vielleicht bietet die TF auch die
Moglichkeit, die wihrend der Eireifung auftretenden
kleinen Vesikel an der Peripherie der Ovozyten in ver-
schiedene Typen einzuteilen3-?. Die Arbeitsmethoden
wurden in einer fritheren Publikation beschrieben?4.

Resultate. Es sei kurz daran erinnert, dass die Ovozyten
von O. moubata mit dem Ovar nur durch einen zelluldren
Funiculus verbunden sind. Von keinem Follikularepithel
umgeben, ragen sie in das Haemocoel hinein. Eine Basal-
lamina umschliesst Ovar und Ovozyten und bildet die
Begrenzung zur Haemolymphe, welche die Zeckenorgane
umspiilt¥:8. Sie hat nach TF ein leicht flockiges bis fila-
ment6éses Aussehen mittlerer Elektronendichte (Figur 1).

Das Oolemma, die Zellmembran der Ovozyte, mit ihren
Einstiilpungen und mit den, vor der Vitellogenese noch
wenig prominenten Microvilli, ist deutlich dreischichtig
(Figur 1).

Den grossen Ovozytenkern umgeben. zwei; von zahl-
reichen Poren durchsetzte Membranen (Figuren 2 und 3).
Die nach O oder G/O gut sichtbaren Diaphragmen der
Kernporen®sind nach TF schlecht erkennbar. Das Nukleo-
plasma wird diffus dargestellt, wobei man stellenweise den
Eindruck hat, es enthalte vernetzte, feine Fiden (Figur 2).
Heterochromatin 1dsst sich, wie auch nach G/O, nicht
zeigen. Der Nukleolus ist gross und locker gebaut. Er
besteht aus Strdngen fein granuldrer bis filamentdser
Substanz. Dazwischen befinden sich Inseln, welche aus
gréberen Granula zusammengesetzt sind (Figuren 2 und
4). Oft umfassen die beschriebenen Teile des Nukleolus
eine michtige, zentrale «Vakuole» und enthalten selber
auch noch kleinere «Vakuolen». Der Inhalt dieser mem-
branlosen Strukturen ist weniger elektronendurchlissig
als das Nukleoplasma (Figur 5).

1 Die Arbeit wurde vom Schweiz. Nationalfonds unterstiitzt.

? Frau S. LarscHA-STOLLER danke ich fiir ihre unentbehrliche tech-
nische Mitarbeit.

3 A. AESCHLIMANN, Acta trop. 75, 15 (1958).

4 O. WAGNER-JEVSEENKO, Acta trop. 75, 118 (1938).

5 A. AescHLIMANN und H. HECKER, Acta trop. 24, 225 (1967).

6 A. ArscrLiMANN und H. HECKER, Acarologia 77, 180 (1969).

7 H. HEckER und A. AESCHLIMANN, Z. Tropenmed. Parasit. 27, 31,
(1970).

8 P. A. Dienr, Bull. Soc. ent. Suisse 42, 117 (1969).

® P. A. DrenL, in Vorbereitung.

10 7., JENNI, in Vorbereitung.

11 B. F. Trump and R. E. BULGER, Lab. Invest. 75, 368 (1966).

12 J. G. HirscH and M. E. FEDoORKoO, J. Cell Biol. 38, 615 (1968).

13 G. Ki1sTLER, W. ScHERLE und T. HauswirTH, Experientia 26, 331
(1970).

14 H. HecKER, Experientia 26, im Druck (1970).



