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Procion Brilliant Yellow M4RAN and Procion Yellow
M4R applied to the catfish olfactory mucosa stain intra-
vitally and enter the olfactory receptors by their dendrites.
The dye invades the receptor pericaryon and subsequently
migrates within the axon in distal direction. Fluorescence
microscopy of aldehyd fixed and paraffin sectioned prepa-
rations reveals clear selective staining of the sensory neu-
rons in yellow colour.

Seit Einflihrung von Procion-Farbstoffen in der
Neurobiologie [1] sind verschiedene Arbeiten iiber
Applikationstechniken [2—4] und den erfolgreichen
Einsatz dieser Fluorochrome (Vertebraten und Ever-
tebraten) zur Markierung einzelner Neurone oder
von Neuronenpopulationen, besonders im Zusam-
menhang mit elektrophysiologischen Untersuchungen
erschienen [5—10]. Auch zur Identifizierung etwa
von Schaltneuronen der Retina ist Procion-Injektion
wertvoll [11, 12]. Fir die Darstellung sensorischer
Neurone der Wirbeltierriechschleimhaut fanden diese
Farbstoffe bisher keine Verwendung.

Nach ersten gelungenen intrazelluliren Procion
Gelb-Firbungen der Riechaxone beim Zwergwels
(Abb. 1) und der Regenbogenforelle durch axonale
lontophorese [13] erwies sich auch die weniger auf-
wendige Vitalfluorochromierung iiber die Riech-
schleimhautoberflache als praktikable Moglichkeit
zur Rezeptordarstellung. Dabei konnte festgestellt
werden, daf3 sowohl Procion Brilliant Gelb M4RAN
als auch Procion Gelb M4R [18] nach intravitaler
Applikation selektiv iiber die Rezeptorkdpfchen in
die Dendriten eindringen. Im Verlauf weniger Minu-
ten gelangt der Farbstoff bis zum Perikaryon und
wandert dann — allerdings mit geringerer Geschwin-
digkeit — in den Neuriten. Ein Verlust von Farbstoff
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an den Interzellularraum oder an benachbarte Stiitz-
zellen tritt nicht auf. In der Regel nehmen nur zwi-
schen 10 und 20% der Sinneszellen eines Epithelbe-
zirks Procion auf, seltener sind von den Rezeptoren
kleiner Areale mehr als 50% erfaBt (Abb. 2a,b).
Damit wird eine hohe Durchlissigkeit der peri-
pheren Rezeptormembran fiir Substanzen der Pro-
ciongruppe dokumentiert, aber auch deren beson-
dere Affinitit zum Rezeptorcytoplasma. Fiir die Un-
tersuchung wurde das in seiner Organisation hin-
reichend bekannte Geruchsorgan der Zwergwelsart
Ictalurus nebulosus (Jungtiere 6—8 cm Korperlinge)
herangezogen. In dem hier, wie auch bei anderen
Welsarten meist Flimmerzellen- und Schleimzellen-
freien Sinnesepithel liegen die Perikarien der Re-
zeptoren in einer mittleren Zone, eine fiir die Beur-
teilung der Selektivitidt der Fiarbung giinstige Situa-
tion [14, 15].

Vor Ausfithrung der Firbung wurde die Riech-
hohle des mit MS 222 narkotisierten Fisches zwecks
Entfernung des epithelialen Schleims mehrfach kurz
mit 30 °C warmer 0,5-prozentiger NaCl-Losung und
anschlieBend Aqua dest. gespiilt. Die Einleitung der
Farblosung in die Riechhohle erfolgte kontinuierlich
tiber eine cirka 100 pum weite Glaskaniile durch die
vordere Riechoffnung. Fiir jeden Férbeversuch wur-
den frisch bereitete Losungen (in Aqua dest.) ver-
wendet. Der nicht genau bestimmbare Zeitpunkt
einer befriedigenden, selektiven Rezeptorfirbung
hingt ab von der Farbstoffkonzentration, der Tem-
peratur und der Dicke des Schleimfilms. Liuft der
FirbeprozeB bei einer Temperatur um 22 °C ab, so
resultiert — nach den vorlidufigen Befunden — eine
optimale Firbung der Sinneszellen mit einer 3—4-
prozentigen Procion-Losung schon nach rund 20 min.
Bei 10 °C ist eine 1-prozentige Losung vorzuziehen,
die nach 60—70 min eine besonders markante Axon-
fairbung liefert. Diese Angaben bezichen sich auf
Procion Brilliant Gelb M4RAN [18], das gegeniiber
Procion Gelb M4R intensivere Fluoreszenz und
klarere Bilder erzeugt.

Das Optimum einer Selektivfirbung der Rezep-
toren, vor Einsetzen der Farbstoffaufnahme durch
Stiitzzellen und Basalzellen, 1df3t sich am besten
durch Aldehyd-Fixierung bei pH 5-6,5 ortsstabil
konservieren. Alkoholdehydrierung, Paraffindurch-
trinkung, sowie die EinschluBmittel Entellan und
Caedax beeinflussen die Fiarbung nur minimal. Bei
fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung [19] leuch-
ten alle Prociongefirbten Strukturen tiefgelb.
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Abb. 1. Ictalurus nebulosus. Schnitt durch Riech-
falte nahe Basis. Im beidseitigen Riechepithel
dicht angeordnete, quer oder schrig getroffene
Axonbiindel (Pfeile). Markierung durch axonale
Iontophorese mit Procion Brilliant Gelb M4
RAN. Fluoreszenzaufnahme. 250 x.

Abb. 2a—c. Ictalurus nebulosus. Vertikalschnitte
durch Riechepithelbezirke mit selektiver Re-
zeptordarstellung. Vitalfluorochromierung mit
Procion Brilliant Gelb M4RAN. Fluoreszenz-
aufnahmen: a) Selektivfirbung nur weniger Re-
zeptoren. 3-prozentige Procionlosung, 15 min,
bei 22 °C. 400 x. b) Cirka 60% der vorhandenen
Rezeptoren gefirbt. Einsetzen der Farbstoffauf-
nahme durch andere Zellen. 1,5-prozentige Pro-
cionlosung, 80 min, bei 12 °C. 380 x. c¢) Einzel-
rezeptor zwischen ungefirbten Nachbarzellen.
Behandlung wie bei a). 1550 x. 1. Riechkdpf-
chen an Epitheloberfliche; 2. Dendrit mit artefi-
ziell bedingten Aufblihungen; 3. Perikaryon; 4.
Axon mit vereinzelten Anschwellungen.

Procionfarbstoffe  (Verbindungen
Aminoazofarbstoffe mit Cyanursidurechlorid) wirken
offenbar nicht cytotoxisch [4]. Mit Carbohydraten
und Proteinen gehen sie covalente Bindungen ein,
mit ein Grund dafir, daB vital gefirbte Neuronen
den Farbstoff nicht wieder abgeben. Da die Bindung,

bestimmter

die von der Temperatur abhiingig ist, relativ lang-
sam vonstatten geht, kann ungebundenes Procion in
noch ungefirbte Zellbereiche einwandern [4]. Inso-
fern wirkt sich eine niedrige Arbeitstemperatur von
8—10°C giinstig auf die Farbstoffbewegung aus. In
Riechepithelschnitten von Priiparationen mit dem
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fiir niedrige Temperatur optimalen Fixierungszeit-
punkt sind die Axone gefirbter Rezeptoren als
feinste Fiserchen bis zur Basallamina eindeutig er-
kennbar. Dabei wird der zuniichst senkrechte oder
schriige, entlang der Basalzellenzone dann horizon-
tale Axonverlauf mit lockerer Biindelung und schlieB3-
lich der Ubertritt stirkerer Axon-Biindel ins Binde-
gewebe besonders deutlich.

Bemerkenswert ist die hohe Durchlissigkeit der
peripheren Rezeptormembran fiir Procion-Verbin-
dungen. So zeigen die Befunde, daBl sowohl die
Riechkopfchen als auch die sensorischen Cilien be-
reits nach weniger als 30sec Farbezeit deutliche
Gelbfluoreszenz aufweisen. Hier kann nur vermutet
werden, da3 die Membranorganisation und -ladungs-
verhiiltnisse eine schnelle Passage des Farbstoffs er-
maoglichen. Dazu darf auf Untersuchungen iiber die
Einschleusung elektronenmikroskopisch nachweisba-
rer Substanzen durch die Rezeptormembran (Riech-
und Geschmacksrezeptoren von Fischen) hingewie-
sen werden, bei denen fiir Thorotrast Werte im
Sekundenbereich registriert wurden [17].

Die Farbstoffwanderung vom Perikaryon in den
proximalen Axonbezirk (iiber Distanzen von 10 bis
15pum) verldauft dahnlich schnell wie die ,Fiillung"”
des Perikaryons iiber den Dendritenabschnitt. Im
weiteren Axonverlauf ist die Procion-,,Bewegung*
(der Terminus Transport wird bewuf3t vermieden)
jedoch zunehmend langsamer. Mitbestimmend, aber
nicht entscheidend dafiir diirfte der geringe Faser-
durchmesser der Riechaxone von unter 0,3 pm sein.
Immerhin sind Procion-Fiillungen (Iontophorese)
neuronaler Strukturen mit 0,2 um Kaliber bekannt
[4, 6]. Fiir den Zwergwels konnten schlieB3lich iiber
Distanzen von mehr als 120 um durchziehende
Féarbungen einzelner Riechaxone nachgewiesen wer-
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den. Erschwert wird allerdings die Wahrnehmung
einer weiterfiihrenden Axonfirbung im Bindegewebe
wegen dessen relativ starker Autofluoreszenz (oran-
ge). Die hier beobachtete proximo-distale Procion-
wanderung steht im Gegensatz zur retrograden
Axonfiillung durch axonale lontophorese [4, 13].

Nicht erreichbar war die quantitative Erfassung
der Sinneszellen aller Riechepithelbezirke. Wiahrend
in einzelnen, kleineren Bezirken iiber 50% der Re-
zeptoren Selektivfiarbung zeigen, liegt die Procion-
Markierung in den iibrigen Arealen bei hochstens
20%, mit einer Minimalquote an der Faltenbasis
(Abb. 2a, b). Dies spricht fiir eine den Farbstoff-
eintritt (in die Rezeptorkopfchen) stérende Wirkung
des Schleimfilms, dessen Beseitigung gerade an der
Faltenbasis erschwert ist. AuBerdem dirfte aber
auch die Art des Losungsmittels und der Zusatz
bestimmter lonen zur Farblosung unter Umstinden
eine Rolle spielen. So lieBen sich in einigen Fillen
durch Procion-Losungen mit KCI-Beigaben (0.01 M)
etwas bessere Resultate erzielen.

Inwieweit die Procioneinschleusung in olfactori-
sche Rezeptoren zum Zwecke einer zum Bulbus
ofactorius durchziehenden Firbung und damit fir
eine fluoreszenzmikroskopisch registrierbare Axon-
markierung geeignet ist, kann nach den vorldufigen
Befunden noch nicht abschlieBend beurteilt werden.
Als Routinemethode zur Darstellung der Rezeptor-
geometrie innerhalb des Riechepithels liefert die
vitale Procion-Fluorochromierung jedenfalls beacht-
liche Resultate und erweist sich Trypanblau-Fir-
bungen [16] als {iberlegen.
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