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Histological, Functional, and Specific Regeneration after Section
of Olfactory Fibres in the Goldfish (Carassius auratus)

Summary. 1. After dissection of the olfactory fibres (fila olfactoria, Fig. 1) in
the goldfisch, histological (Fig. 5) as well as functional regeneration takes place.

2. When regeneration of the olfactory fibres was complete, no differences in
training and learning behaviour between operated and untreated control animals
could be observed (Fig. 2).

3. Specific regeneration could also be proved after dissection of the olfactory
fibres: Preoperatively trained discriminative behaviour returned (Figs. 3, 4) when
histological regeneration had reached an advanced state (Figs. 8, 7).

4. Higher concentrations of all substances used for odour training were capable
of exciting the taste receptors or other struktures outside the olfactory mucosa.
The concentrations used for olfactory training, however, were below the thresh-
olds for non-olfactory perception.

5. Neither the surgical procedure nor the anesthesia influenced the memory
function. '

Zusammenfassung. 1. Goldfische kénnen die durchschnittenen Bahnen der Fila
olfactoria anatomisch und funktionell regenerieren.

2. Nach Regeneration der Fila olfactoria unterscheiden sich Lernverlauf und
Dressurleistungen nicht von intakten Tieren.

3. Nach Durchschneidung der Fila olfactoria konnte eine spezifische Regeneration
nachgewiesen werden: Zum Zeitpunkt der fortgeschrittenen histologischen Regene-
ration stellen sich auch die préoperativ andressierten Verhaltensweisen wieder ein.

4. Alle in der Dressur verwendeten Geruchsstoffe wirken in gentigend hoher
Konzentration auch als Geschmacksreize (oder Reize auf Rezeptoren auBerhalb der
Mucosa olfactoria). Die im Geruchstest verwendeten Geruchsstoff-Konzentra-
tionen lagen jedoch unter diesen nicht-olfaktorischen Schwellen.

5. Die Operation und die Narkose selbst beeinfluten die Gedichnisleistungen
nicht.

Einleitung
Die nach zentralnervosen Lisionen einsetzenden Regenerations-

prozesse kénnen wir begrifflich dreifach unterteilen: erstens histologische
(Wiederbildung der Leitungsstrukturen), zweitens funktionelle (Wieder-
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kehr angeborener Fihigkeiten) und drittens spezifische Regenerationen
(Wiederkehr von erworbenen — vor der Lision erlernten — Differen-
zierungsleistungen). Im Riechsystem der Fische konnten histologische
und funktionelle Regenerationen fiir den Tractus olfactorius und die
Commissura anterior (Zippel und Westerman, 1970, dort weitere Litera-
turangaben zur Regeneration im ZNS der Fische) nachgewiesen werden.

Neu entwickelte, straffreie Versuchsanlagen zur Geruchsdressur (Zip-
pel, 1970) gestatteten uns, in der vorliegenden Arbeit die Sinneslei-
stungen der Fische nach Durchtrennung der Fila olfactoria eingehender
zu untersuchen. Unser Programm umfafBte: 1. einen Vergleich von ope-
rierten Tieren nach Regeneration mit nicht operierten Tieren wihrend
der Dressur; 2. die Untersuchung eventueller Geschmackskomponenten
der verwendeten Riechstoffe nach Ausschaltung der Geruchsempfindung ;
3. die Priifung der spezifischen Regeneration der Fila olfactoria, durch
Testung von voroperativ andressierten Geruchsdifferenzierungsleistun-
gen bei fortschreitender Regeneration, dhnlich wie sie von Sperry et al.
im optischen System nachgewiesen wurden.

Histologiseh sollte die Regeneration der Fila olf. nach Bulbus-
kreuzung, d.h. nach Vertauschung der ipsi- und contralateralen Bul-
bi, vergleichbar mit den Untersuchungen Sperrys (1945) am optischen
System, sowie der zeitliche Verlauf der Regeneration der Fila olf. parallel
zum Verhaltensexperiment, dargestellt werden.

Methodik
Die Narkose mit Tricain (Sandoz MS 222) und die Operation mit Erdifnung
der Schidelhéhle wurden bereits ausfithrlich beschrieben (Zippel und Westerman,
1970). Erginzend sei hier die Durchtrennung der Fila olf. kurz erldutert (Abb. 1).
Die Fila olf. blieben bei der Eroffnung der Schédelhéhle von itberhingenden
Knochenstiickchen verdeckt, die ohne Verletzungen der Nase und damit der

Durchschneidung der:
<> Fila olfactoria

Abb. 1. Schematische Operationsskizze: M. obl.
! Tr. olf. med. Medulla oblongata; L. v. Lobi vagi; C Cerebellum;
———Tr. olf. lat. T. opt. Tectum opticum; ¥V Vorderhirn; Tr. olf.

8. olf med. Tractus olfactorius medialis; 7'r. olf. lat.
F. olf. Tractus olfactorius lateralis; B. olf. Bulbus olfacto-

M. olf. rius; F. olf. Fila olfactoria; M. olf. Mucosa olfactoria
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Tabelle 1
Untersuchung Dressur Zahl der Fische | Bedingter und | In der Diffe-
unbedingter renzdressur
Reiz verwendete
andere
Geruchsstoffe
Funktionelle Einzeldressur 7 (Einzelfische) Cumarin Amylacetat
Regeneration postoperativ nach und Tubifex
der Fila Wiederherstellung - - -
olfactoria der Riechfihigkeit | 6 nichtoperierte Cumarm-
Kontrollfische und Tubifex
4 nichtoperierte | Amylacetat Cumarin
Kontrollfische und Tubifex
Spezifische prioperative (2 Gruppen a 3) | Cumarin Cumarin
Regeneration Gruppendressur und Tubifex Amylacetat
der Fila Operation S-Phenylaethyl-
olfactoria fortlaufender Test | 12 Amylacetat alkohol
obhne Dressur (2 Gruppen a 3) | und Tubifex Morpholin
Eugenol
Tubifexextrakt
a) Operation: 6 1. Gruppe:
Bulbusexstirpation | (2 Gruppen & 3) Cumarin
und Tubifex
2. Gruppe:
Amylacetat
und Tubifex
b) Scheinoperation: | 6 1. Gruppe:
Test (2 Gruppen & 3) Cumarin
und Tubifex
2. Gruppe:
Amylacetat

und Tubifex

Nasenschleimhaut nicht entfernt werden konnten. Ein feingezogener, an der Spitze
gebogener und stumpfer Glasstab wurde von caudo-lateral hinter den einen Bulbus
olfactorius geschoben und dann an der Innenseite des Schiidels entlang nach
cranio-medial gefiihrt; dabei zerrissen die Fila olfactoria. Der losgeldste Bulbus
wurde mit dem Glasstab vorsichtig um etwas mehr als eine Bulbuslinge nach
hinten geschoben, um sicherzustellen, daB alle Fila olfactoria restlos durchtrennt
waren. Bei der Bulbuskreuzung wurde darauf geachtet, da die dorsale und ven-
trale Seite der Bulbi in unversinderter Orientierung blieben.

Ausarbeitung und Priijfung des bedingten Reflexes

Auf die Ausschaltung stérender AuBlenfaktoren wihrend der Dressur der Ver-
suchstiere sind wir in einer friiheren Arbeit (Zippel und Westerman, 1970) bereits
eingegangen. Ebenso wurden die verwendeten Versuchsanlagen sowie die Dressur ein-

6 Z. vergl. Physiologie, Bd. 69
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gehend beschrieben (Zippel, 1970). Die Untersuchungen wurden mit verschiedenen,
fir die Versuchstiere unbekannten Duftstoffen (s. Tabelle 1 und 2) durchgefiihrt.
Die Geruchsstofflosungen stromten in einer Konzentration von 1 10-¢ bis 1 x 107
m] konzentrierten Geruchsstoffes pro 1 ml Wasser in die Versuchsbecken ein und
vermischten sich dann mit dem Wasser des Aquariums. Als unbedingten Reiz ver-
wendeten wir in allen Fillen Tubifex.

Zur Prifung der funktionellen Regeneration der Fila olfactoria (Test: s. Zippel
und Westerman, 1970) und zu der 14—28 Tage dauernden Gewohnung an die Ver-
suchsanlage (Trichterfiitterung) dressierten wir die operierten parallel mit den nicht
operierten Fischen zunichst auf einen Geruchsstoff (Cumarin), anschlieBend in einer
Differenzdressur auf Cumarin als ,,positiven‘‘ und Amylacetat als ,,negativen‘
Riechstoff (Tabelle 1). Jede Dressur war zugleich auch ein Test (5—30 min Test,
anschlieBend Fiitterung bei weiterlaufendem Geruchsstoff). Zur Priifung der spezi-
fischen Regeneration wurden die Tiere nach Erreichen positiver Kriterien in der
Differenzdressur operiert (Durchschneidung der Fila olfactoria). AnschlieBend priif-
ten wir ihre Reaktion gegeniiber den Riechstoffen (Tabelle 1) mehrmals tiglich. Diein
der Dressur im Anschlufl an den Test folgende Fitterung mufite dabei unter-
bleiben.

Die histologische Aufarbeitung der Gehirne mit einer Farbung nach Bodian ist
in einer fritheren Arbeit (Zippel und Westerman, 1970) beschrieben.

Ergebnisse
1. Dressur von Einzelfischen (funktionelle Regeneration )

Verhaltensunterschiede in der Dressur mit einem Riechstoff zwischen
operierten und nicht operierten Fischen miiBten in der Verhaltensana-
lyse deutlich hervortreten. Schon bei oberflichlicher Betrachtung der
Schwimmregistrierungen von operierten Fischen (Abb.2A, B) finden sich
aber auffallende Parallelen zu nicht operierten Tieren.

Fiir die genauere Auswertung der Registrierungen wurden aus jeder
Gruppe Fische mit méglichst gleichartigem Verhalten gegeniibergestellt.
Ein Vergleich der typischen Verhaltensmerkmale in der Dressur ist bei Zip-
pel (1970) dargestellt. In der Schwimmgeschwindigkeit, in der Anzahl der
Bisse auf der positiven Seite, in der Zahl der geschwommenen Kreis-
bewegungen und im Aufenthalt auf der positiven Seite zeigen operierte
Tiere nach Regeneration der Fila olfactoria in der Dressur genau das
gleiche Verhalten wie nicht-operierte Tiere. Nach 80—100 Dressuren ver-
halten sich alle Einzelfische deutlich positiv gegeniiber dem Geruchs-
stoff.

In den ersten Differenzdressuren finden wir auch bei operierten
Tieren das schon frither (Zippel, 1970) fiir nicht-operierte Fische be-
schriebene, stark quantitits- (konzentrations) abhéngige Verhalten gegen-
iiber den gebotenen Riechstoffen. Im weiteren Verlauf der Differenz-
dressur (Abb. 2C, D) lernen unsere operierten Tiere den positiven Ge-
ruchsstoff anhand seiner Qualitdt unabhingig von der Quantitét positiv
zu bewerten.
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Abb. 2A—D. Direkt registrierte Ausschnitte der Schwimmbewegungen operierter
Fische unter verschiedenen Testbedingungen. A Schwimmverhalten und Bisse eines
operierten Fisches gegentiber Cumarin zu verschiedenen Zeiten der Lernperiode
nach Regeneration. 98. Dressur: a) Kontrolle ohne Geruch: leichte Bevorzugung
der linken Seite; b) Test mit Cumarin rechts: deutliche Beantwortung des Geruchs
(Verweilen, Bisse, Kreise und Umkehrbewegungen). B Wechsel der ,,positiven
Seite und Neuorientierung im Test mit Cumarin. C Verhalten eines operierten
Fisches zu verschiedenen Zeiten der Differenzdressur mit Cumarin (bedingter Reiz)
und Amylacetat (konkurrierender Reiz). 141. Dressur (41. Sitzung mit 2 Geruchs-
stoffen): a) Kontrolle ohne Geruch: leichte Bevorzugung der rechten Seite; b) Test
it Cumarin links und Amylacetat rechts: deutliche Beantwortung des bedingten
Reizes mit Verweilen, Bissen, Kreis- und Umkehrbewegungen. D Gleichzeitige Ver-
tanschung der ,,positiven‘’ (Cumarin) und der ,,negativen’ (Amylacetat) Seite
wihrend der Testaufzeichnung mit 2 Geruchsstoffen. ,, Lockversuch durch Beriih-
rung des Trichters L7. Durchgehende Registrierung (8 min) ohne Seitenwechsel:
LA ,,Lockversuch‘ mit 15—25 ml Amylacetat 4 x10-3; LA+ 8 ,, Lockversuch‘
mit 15—25 ml Amylacetat 4 X 10-3; zusétzlich wird versucht, den Fisch mit einem
Glasstab auf die negative Seite zu treiben
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6min

7min

8min



84 H. P. Zippel, R. v. Baumgarten, und R. A. Westerman:

Aus diesen Befunden kann gefolgert werden, daBl das Lern- und Dif-
ferenzierungsvermogen operierter Tiere mit regenerierten Fila olfactoria
(histologische Befunde s.u.) ebenso gut ist wie das nichtoperierter
Tiere: die funktionelle Regeneration der Fila olf. ist in vollem MaBe ein-
getreten.

2. Spezifische Regeneration nach Durchschneidung der Fila olfactoria;
Bulbusexstirpation,; Scheinoperation

Fir die weiteren Fragestellungen wurden folgende Versuchsgruppen
von je 3 Fischen gebildet:

a) Nach Abschluf3 einer Differenzdressur (mindestens 20 aufeinander-
folgende Testsitzungen mit deutlichem Lernerfolg) wurden bei 4 Gruppen
(vgl. Tabelle 2) die Fila olfactoria durchtrennt.

b) Zusétzlich wurden 4 Kontrollgruppen, die in mehr als 90 Sitzungen
auf einen Riechstoff dressiert worden waren, operiert (vgl. Tabelle 2):

Mit zwei Gruppen wurde eine Scheinoperation durchgefiihrt: Narkose,
anschlieBend Offnung der Schidelhdhle ohne weiteren operativen Ein-
griff.

Bei den zwei anderen Gruppen wurden operativ die Bulbi olfactorii
abgetrennt und entfernt. Damit sollte eine Regeneration der Verbindung
zwischen Mucosa olfactoria und Vorderhirn fir lingere Zeit unterbun-
den werden.

Wie die scheinoperierten Kontrollgruppen zeigen (Tabelle 2, Gruppen
5 CK, 6 AK), beeinflussen Eingriff und Narkose den Lernerfolg nicht
nennenswert, obwohl die Tiere sich 15—25 min in Narkose aufBerhalb
des Wassers befanden. Lediglich die Aktivitdt und die BeiBfreudigkeit
der Tiere ist fiir 1—2 Tage vermindert. Bereits 5 Std nach der Operation
beantworten die Fische eine Riechstoffkonzentration von 1—2x 10-8
(g bzw. ml konzentrierter Geruchsstofflosungen auf 1 ml Frischwasser)
deutlich; eine Konzentration, auf die bulbus-exstirpierte Fische auch
nach vielen Tagen noch nicht reagieren.

Fische mit durchtrennten Fila olfactoria nehmen wenige Stunden
nach der Operation Futter auf, reagieren aber, wie Abb. 3 zeigt, auf
keinen der in der Dressur verwendeten Riechstoffe in der tblichen
Konzentration (Tabelle 2), gleichgiiltig, ob sie auf einer Seite des Aqua-
riums allein (Generalisationstest) oder auf beiden Seiten des Aquariums
(verschiedene Geruchsstoffe, Differenztest) einstromen. Bei ausbleibender
Reaktion auf Tubifexextrakt (Futtergeruch) wurde immer eine nicht-
operierte Kontrollgruppe mit derselben Konzentration getestet (Abb. 3
und 2C). 1—6 Tage nach der Operation 1Bt sich lediglich eine leichte
Aktivitatssteigerung, die meist nach 1—3 min Testdauer abklingt, fest-
stellen. Das gilt sowohl fiir Tiere mit durchtrennten Fila olfactoria als
auch fir Tiere, denen der Bulbus olfactorius herausgeschnitten wurde
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Abb. 4 A—D. Testversuch nach Wiederherstellung der Riechfihigkeit einer auf
Amylacetat trainierten Gruppe (3A). Zehnte Testsitzung nach der Operation (12
Tage post. op.). (Amylacetat als Dressurstoff; Eugenol, f-Phenylaethylalkohol,
Cumarin als zweite Geruchsstoffe). A Kontrolle ohne Geruch mit Bevorzugung der
rechten Seite des Aquariums. B Dressurgeruch in einer Konzentration von 3 x 10-¢
links und ein zweiter Riechstoff (Eugenol) in einer Konzentration von 4 x 10—¢rechts:
positive Reaktion auf Amylacetat (4m) C Amylacetat (Konzentration wie in B),
jetzt rechts, wird ebenfalls positiv beantwortet, wenn links §-Phenylaethylalkohol
(P) in einer Konzentration von 5x10-% einstromt. D Amylacetat links (Konzen-
tration wie in B). Cumarin (Cu) rechts in einer Konzentration von 4 x 10-¢. Positive
Reaktion auf Amylacetat. Angaben iiber Verhéltnis und Konzentrationen der Ge-
ruchsstoffe wie in Abb. 3

{s. Tabelle 2, Gruppe 1C bis 4A, Gruppen 7 CK, 8 AK auch fiir die fol-
genden Ergebnisse). Erhéht man jedoch die Konzentration bis nahe
1x10-% g bzw. ml konzentrierten Geruchstoffes auf 1 ml Wasser (also
etwa die 4—8fache Konzentration gegeniiber der bei den scheinoperierten
Tieren) so reagieren sowohl Versuchstiere mit durchschnittenen Fila
olfactoria als auch Bulbus-exstirpierte Tiere vor allem bei Einleitung
nur eines Stoffes. Das gilt fir alle untersuchten ,, Riechstoffe sowie
fiir Tubifexextrakt von genfigend hoher Konzentration. Bietet man
Fischen mit durchtrennten Fila olfactoria einen zweiten Stoff in der-
artig hoher Konzentration, so wird ibr Verhalten unbestimmt. Offen-
sichtlich handelt es sich dabei um ,, Geschmackswirkungen‘“ der Riech-
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stoffe, die bei Einleitung eines Stoffes allein zur Generalisation fithren;
werden aber zwei Qualititen geboten, so konnen sie wegen der fehlen-
den geschmacklichen Differenzdressur (die Geruchsdressur erfolgt ja mit
niedrigeren als den oben genannten Konzentrationen) nicht unterschie-
den werden.

7—10 Tage nach der Fila-Durchtrennung (vgl. Tabelle 2) treten be-
reits vereinzelte Reaktionen auf den bedingten Reiz auf: Es werden
wieder Geruchsstoffkonzentrationen wahrgenommen und beantwortet,
die deutlich unter der ,, Geschmacksschwelle** liegen. Diese Reaktionen
bleiben vorwiegend auf den bedingten Reiz bezogen, selbst wenn der
konkurrierende Riechstoff bei oder leicht iiber der ,, Geschmacks-
schwelle** liegt. Das Gesamtverhalten in dieser Periode setzt sich
vorwiegend aus dem Seitenaufenthalt und Bissen auf der Seite des be-
dingten Reizes zusammen; die typischen Kreisbewegungen lassen sich
noch nicht héufig beobachten.

10—12 Tage nach der Operation kann man auch bei Konzentrationen
unter 2x10-¢ deutlich positive Reaktionen, wie sie fiir die letzten
Sitzungen vor der Operation charakteristisch waren (Abb. 3, 1A—G),
beobachten (Abb. 4): Seitenaufenthalt und BeiBbewegungen sowie Kreis-
bewegungen sind in vollem Umfang vorhanden und bleiben auch in
lingeren Testsitzungen bei starkerer Konzentration des konkurrierenden
Riechstoffes stets auf den bedingten Reiz bezogen, obwohl nach der Ope-
ration keine erneute Dressur durchgefiihrt wurde. Hieraus kann ge-
schlossen werden: 1. Das Gedachtnis fir den bedingten Reiz und dessen
praoperativ erlernte Qualitdt bleibt tiber die Regenerationszeit erhalten.
2. Die Regeneration der Fila olfactoria ist so eingetreten, dal eine
,,sinnvolle Ubermittlung** der Geruchsqualitit zum Bulbus olf. gewéihr-
leistet wird. Damit ist die ,,spezifische Regeneration der zuvor er-
lernten olfaktorischen Leistungen eingetreten. Bei Untersuchungen der
,» Geschmackswirkungen ““ an den Bulbus-exstirpierten Tieren stellt sich
heraus, daB die Geschmacksschwellen fiir einzeln eingeleitete Riechstoffe
in den ersten Testsitzungen nach der Operation bei 8 x 105 liegen, spé.-
ter erniedrigen sie sich auf 6 10-%. In spéiteren Sitzungen, 10—20 Tage
nach der Operation, erhilt man niemals eindeutige Reaktionen unter
einer Konzentration von 5x10-%. Das deutlichste Verhalten (Seitenauf-
enthalt, Bisse und Kreisbewegungen genau wie bei der Wahrnehmung
von Riechstoffen) loste bei diesen Konzentrationen Amylacetat aus; Cu-
marin und Eugenol wirkten schwécher, waren aber noch gut registrier-
bar, fir f-Phenyl-aethylalkohol ergab sich selten eine Reaktion unter
1 x10-7. Genauere Untersuchungen iiber das ,,geschmackliche Lernen
und Differenzierungsvermégen bei der Dressur mit Riechstoffen hoher
Konzentration lagen nicht im Interesse dieser Arbeit.
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Abb. 5A—D. AusschnittvergréBerung aus zwei Fischgehirnen 1/, Jahre nach
Durchschneidung der Fila olfactoria und Kreuzung der Bulbi olfactorii. Schnitt-
richtung: horizontal lings; Schnittdicke: 16 u. A UbersichtsvergréBerung mit Mu-
cosa olfactoria (M), regenerierten Fila olfactoria (#), Bulbus olfactorius (B), Trac-
tus olfactorius (7') mit Kreuzung (1 Tractus nur angeschnitten), Vorderhirnhemis-
phéren (V) und Commissura anterior (C). Vergr. etwa 12 X. B AusschnittvergréBe-
rung von der Mucosa olfactoria (M) bis zum Bulbus olfactorius (B). Deutlich sind
die Filamente (F) von der Mucosa bis zum Bulbus olfactorius zu erkennen. Vergr.
etwa 35X. C und D abirrende Fasern aus den Fila olfactoria. C Ausschnittver-
groflerung von der Mucosa olfactoria (M) bis zum Bulbus olfactorius (B). Ein ab-
irrendes Bindel (AF) zieht aus den Fila olfactoria () heraus in Richtung auf den
urspriinglich ipsilateralen Bulbus olfactorius. Vergr. etwa 35x. D dasselbe ab-
irrende Bindel wie in C in stérkerer Vergr. etwa 120 x

3. Histologische Regeneration und spezifische Regeneration nach
Durchtrennung der Fila olfactoria

a) Regeneration der Fila olfactoria nach Abschiufi der Einzeldressur
(1], Jahre nach der Operation ). Beidiesen Fischen waren bei der Operation
neben der Durchtrennung der Fila olfactoria zusatzlich die Bulbi olfactorii
von der ipsi- zur contralateralen Seite verlegt worden. Damit war die
restlose Durchtrennung der Fila olfactoria sichergestellt, die allerdings
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D

Abb. 5C und D

auch beim Zuriickziehen des Bulbus um eine Bulbuslinge gewéahrleistet
ist. AuBerdem sollte am olfaktorischen System die bilaterale Gleich-
wertigkeit der olfaktorischen Strukturen aufgezeigt werden (vgl. Sperry,
1945: Uberkreuzung der Sehbahnen). Die Nase ist funktionell monor-
rhin; fir die Ubermittlung der Informationen ist es gleichgiiltig, iiber
welche Stationen (linker oder rechter Bulbus) sie im folgenden Zen-
trum, dem Vorderhirn, eintreffen. Die histologischen Befunde bestéatigen
diese Annahme in vollem MaBe: Der grofite Teil der aus der Mucosa
olfactoria ziehenden Fila olfactoria (Abb. 5) hat mit dem urspriinglichen
contralateralen Bulbus olfactorius Kontakt aufgenommen und damit die
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Abb. 6. A Ausschnittvergroferungen aus einem Fischgehirn 1 Tag nach Durch-
schneidung der Fila olfactoria. Schnittrichtung und Schnittdicke wie in Abb. 5.
a Ubersicht von der Mucosa olfactoria (M) tiber die Fila olfactoria (F) mit der
Schnittstelle (SF) der Fila und Blutpfropt (BL) in Bulbusnshe (B). Vergr. etwa
35%. b die stirkere VergroBerung der Abb. A zeigt die restlose Durchtrennung der
Fila olfactoria. Vergr. etwa 170 X. B Ausschnittvergroferung aus einem Fischhirn
7 Tage nach Durchtrennung der Fila olfactoria. a Ubersicht von der Mucosa
olfactoria (M) iiber die Fila olfactoria () mit der Schnittstelle (SF) der Fila und
Blutpfropf (BL) in Bulbusnihe (B). Vergr. etwa 35x. b die stirkere Vergroferung
der Abb.a zeigt deutlich ,, Verdringungspfade durch den Blutpfropf (Pfeile).
Vergr. etwa 140 X%

Verbindung zur contralateralen Vorderhirnhélfte hergestellt (Mucosa-ipsi-
lateral —~ Bulbus-contralateral — Vorderhirnhemisphére-contralateral).
Diese regenerierten Bahnen liefen sich bei allen Fischen histologisch
eindeutig nachweisen.

Neben diesem Befund lieen sich — ebenfalls bei allen Versuchs-
tieren — auch Faserziige aus der Mucosa olfactoria verfolgen, die nach
dem Austritt aus der Lamina cribriformis des Ethmoids nicht zum
contralateralen Bulbus ziechen, sondern — die operativ erzeugte Bulbus-
kreuzung wieder aufhebend — zum urspriinglich ipsilateralen Bulbus
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Bb

Abb. 6Ba und Bb

zurickziehen (Abb. 5C). Hier strahlen sie in die Masse der contrala-
teral ziehenden Fila olfactoria aus der gegeniiberliegenden Mucosa ein
und sind nicht eindeutiz weiter zu verfolgen. Es handelt sich bei
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diesen abirrenden Fasern um den wesentlich geringeren Anteil der aus
der Mucosa zum Bulbus ziehenden Faserbiindel, der groBte Teil zieht zum
contralateralen Bulbus. Aus diesen Befunden kann geschlossen werden,
dal} die funktionelle Regeneration (s. 0.) nach Durchschneidung der Fila
olfactoria durch die morphologische Regeneration der durchschnittenen
Bahnen eingetreten ist.

b) Histologische Kontrollserie fiir die spezifische Regeneration (1,2, 4,
7, 16 Tage nach Durchschneidung der Fila olfactoria). Diese Operationen
wurden ohne Bulbusiiberkreuzungen durchgefiihrt, um eine moglichst
rasche Kontaktaufnahme der Fila mit dem zugehdrigen Bulbus olfac-
torius zu gewéhrleisten (Verlingerung der Regenerationsstrecke fir die
Fila olfactoria bei Bulbuskreuzung). Einen Tag nach der Durchschnei-
dung der Fila olfactoria sieht man bei allen Tieren die Ausbildung eines
Blutpfropfes, der die Lage der Schnittstelle kennzeichnet. Zusétzlich
hélt er den durchtrennten Stumpf der aus der Mucosa olfactoria aus-
tretenden Fila olfactoria in ihrer urspriinglichen Lage zum Bulbus
olfactorius fest (Abb.6A, a, b) und dirfte damit die Regenerations-
richtung im Sinne einer Leitstruktur beeinflussen.

7 Tage nach der Operation lassen sich bereits einige im Mikroskop
hell erscheinende Bahnen erkennen, die den Blutpfropf in Richtung
auf den Bulbus olfactorius durchdringen (Abb. 6B, a, b). Es lassen sich
in diesen Bahnen gréBere Zellelemente feststellen, die sich lichtmikro-
skopisch bei starkster VergroBerung nicht von den Schwannschen Zellen
der aus der Mucosa ziehenden Fila olfactoria unterscheiden. Wir méchten
obwohl Einzelfasern nicht eindeutig zu erkennen sind (Einzelfasern von
0,2 u. Dicke sind lichtmikroskopisch in diesen Praparaten nicht aufzu-
losen), annehmen, dafl es sich hier bereits um Fasern oder kleinere
Faserbiindel handelt, die in ihrem Regenerationsgang wieder in die Nahe
des Bulbus olfactorius gelangt sind oder bereits mit ihm Kontakt aufge-
nommen haben. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Verhaltens-
befunde.

10—12 Tage nach der Operation, d. h. etwa zum Zeitpunkt des Wieder-
erscheinens positiver Reaktion (s. 0.), erkennt man bei Tieren aus den
Dressurserien deutlich Faserverbindungen, die sich durchgehend von der
Mucosa olfactoria bis zum Bulbus olfactorius verfolgen lagsen (Abb. TA
und B). Die Schnittstelle, an der die Fila olfactoria durchtrennt waren,
ist auf vielen Schnitten noch deutlich zu sehen: der Blutpfropf ist
fast vollig verschwunden.

Damit ist auch histologisch die Grundlage fir die spezifisch-funk-
tionelle Regeneration auf Geruchsstoffe dressierter Tiere nachgewiesen:
der Eintritt der histologischen Regeneration entspricht dem Zeitpunkt,
zu dem auch die Riechfihigkeit wiederhergestellt ist.
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Abb. 7A und B. AusschnittvergroBerung aus einem Fischgehirn 12 Tage nach Durch-

trennung der Fila olfactoria (Fisch aus der Gruppe 3 A, s. Abb. 4. Schnittrichtung

und Schnittdicke wie in Abb. 5). A Ubersicht von der Mucosa olfactoria (M) itber die

Fila olfactoria (F) bis zum Bulbus olfactorius (B). Vergr. etwa 45 x. B die stéirkere

Vergréfierung der Abb. A zeigt die restlose Verdringung des Blutpfropfs und

Faserbtindel, die in den Bulbus olfactorius einstrahlen. Vergr, etwa 170 x. Nihere
Erlduterungen im Text

Diskussion

Als spezifisch im strengeren Sinne bezeichnen wir eine Regeneration
dann, wenn die vorher in der Dressur gebahnten Verbindungen wieder
funktionstiichtig werden, d. h., wenn die Tiere die erlernte Aufgabe nach
der Regeneration wieder beherrschen; funktionell kann man eine Re-
generation nennen, die es dem Fisch erméglicht, wieder die gleichen dem
jeweiligen System zukommenden Aufgaben, in erster Linie angeborene
Leistungen, zu vollbringen. Der Nachweis einer histologischen Regenera-
tion allein gibt nur Auskunft tiber das Vorhandensein von Strukturen,
jedoch noch nicht iiber ithre Funktion.

Eine vollstindige funktionelle und histologische Regeneration lief
sich fiir die Fila olfactoria nachweisen. Die regenerierten Strukturen
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und Funktionen unterscheiden sich nicht von normalen. In diesen
Operationen wurden zusétzlich die ipsilateralen Bulbi olfactorii zur con-
tralateralen Seite gebracht; der grofite Teil der Fila olfactoria regene-
rierte zum angebotenen contralateralen Bulbus. Diese Befunde decken
sich mit den von Sperry u. Mitarb. durchgefiihrten Untersuchungen am
optischen System. Die abirrenden Faserbiindel, welche zum urspriing-
lichen ipsilateralen Bulbus olfactorius ziehen, unterscheiden sich ana-
tomisch nicht von den oben beschriebenen. Uber ihre Funktion kann,
da elektrophysiologische Untersuchungen fehlten, vorerst nichts ausge-
sagt werden.

Die funktionell-spezifische Regeneration, die von Sperry et al. fiir das
optische System bewiesen wurde, tritt nach Durchschneidung der Fila
olfactoria in der erstaunlich kurzen Zeit von 10—14 Tagen auf. Etwa
ebensolange dauert die histologisch nachweisbare Wiederverheilung der
durchtrennten Bahnen. Aus diesem Befund ist zu folgern, dafl die
,, Behaltezeit ¢ fiir das Gelernte erheblich linger als die ,, Regenerations-
zeit* sein diirfte. Vergessenstests lagen jedoch auBlerhalb des Rahmens
dieser Arbeit. Der Regenerationsgang lieB sich in einer Serie fir die
spezifische Regeneration nach Durchtrennung der Fila olfactoria histolo-
gisch verfolgen. Ahnlich wie von Kirsche (1950) fir das Riickenmark
beschrieben, konnten wir nach der Operation als erstes Anzeichen fiir die
Regeneration ein Durchdringen des Narbengewebes (Blutpfropf) durch
aussprossende Faserziige feststellen, wobei sich in unserem Fall die Ein-
zelfasern (0,2 y im Durchmesser) lichtmikroskopisch nicht darstellen
lieBen. Etwa gleichzeitig mit der funktionell-spezifischen Regeneration
lieB sich auch der Wiedereintritt von Fasern iiber die urspriingliche
Schnittstelle der Fila olfactoria hinweg bis zum Bulbus olfactorius ver-
folgen.

Anders als im optischen System (Sperry u. Mitarb.) konnte im ol-
faktorischen System eine Punkt-zu-Punkt-Regeneration der Mucosa zum
Bulbus olfactorius oder vom Bulbus olfactorius zum Vorderhirn bisher
nicht sicher beschrieben werden. Sheldon (1912) diskutiert zwar eine
solche Projektion der Mucosa zum Bulbus (laterale Mucosa-Bezirke zu
lateralen Bulbusteilen), doch fehlen hier bisher ebenso wie hinsichtlich
der Projektion der aus dem Bulbus in das Vorderhirn einstrahlenden
Tractus-Fasern, die vorwiegend zu bestimmten Kerngebieten ziehen sol-
len, eingehende elektrophysiologische Untersuchungen.

Die Kontrollversuche mit Fischen, denen nach Ausbildung des be-
dingten Reflexes die Bulbi olfactorii entfernt worden waren, legen es
nahe, auch an die Mitbeteiligung des Geschmackssinnes zu denken.
Méglicherweise spielte er auch bei dhnlichen Untersuchungen anderer
Autoren mit: Sowohl Cumarin (Strieck, 1942: Elritze) als auch Euge-
nol und S-Phenylaethylalkohol (Neurath, 1949: Elritze) wie weiterhin
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Amylacetat (Sanders, 1940: Goldfisch) und Futter (Parker, 1910) sollen
als Riechstoffe, nicht aber geschmacklich wahrgenommen werden, obwohl
z. B. Cumarin fiir menschliches Empfinden einen ausgesprochen bitteren
Beigeschmack hat. Diese Behauptungen sind schwer zu halten angesichts
unserer positiven Tests mit diesen Stoffen nach totaler Bulbusexstirpa-
tion. Es zeigte sich ganz eindeutig — vor allem fiir Amylacetat ab
5x 103 — eine positive, bleibende Reaktion, deren Verhaltenskompo-
nenten sich nicht von den typischen Geruchsreaktionen unterschieden.
Das Gleiche gilt, allerdings bei etwas hoheren Konzentrationen, fir
Cumarin und Eugenol. Die schwichste und héufig nicht deutliche Reak-
tion (ab 1x10-%) konnten wir bei [-Phenylaethylalkohol feststellen.
Auch stark konzentrierter Tubifexextrakt fithrte bei bulbus-exstirpierten
Fischen zu einer Bevorzugung der Seite des Aquariums, auf der er
eingeleitet wurde. Diese Befunde mogen durch die straffreie Versuchs-
anordnung begiinstigt sein, denn wenn die Versuchstiere mit Strafe
(“shock avoidance training”) davon abgehalten werden, auf irgendeinen
anderen als ausschlieflich den bedingten Reiz zu antworten, dann
durfte bei Ausschaltung des Geruchssinnes nach einer Differenzdressur
unterhalb der Geschmacksschwelle auch kaum eine Reaktion (Generali-
sation) selbst auf héher konzentrierte Riechstoffe und damit auf deren
Geschmackskomponenten zu erwarten sein.

Ob sich nach Ausschaltung des Bulbus olfactorius mit den oben be-
schriebenen Riechstoffen bei geniigend starker Konzentration auch eine
geschmackliche Differenzdressur durchfithren 186%, soll in einer spiteren
Arbeit untersucht werden.

Bei den kritischen Geruchstests an intakten und operierten Tieren
lagen jedoch die Konzentrationen der Duftstoffe stets unterhalb der Ge-
schmacksschwellen, auBer bei einigen Sitzungen im Gruppentraining fiir
die spezifische Regeneration, oder gelegentlich absichtlich im Test nach
der Operation. Bei diesen niedrigen Konzentrationen ist an der echt
olfaktorischen Natur der beobachteten sensorischen Leistungen nicht
zu zweifeln.
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