Rupert Schmidt

as Lernen von Mensch und
Tier kann auf verschiedenen
Untersuchungsebenen  be-

schrieben werden: Verhaltensbiolo-
gen beobachten das Lernen unter
natiirlichen Bedingungen und in der
speziellen Laborsituation von Trai-
ning und Test (siehe Abbildung 1
auf Seite 83). Neuroanatomen ver-
suchen festzulegen, welche Hirnge-
biete sich auf welche Geddchtnis-

leistungen spezialisiert haben. Neu-
ropathologen korrelieren Lernsto-
rungen mit lokalisierten Gehirner-
krankungen. Physiologen studieren
Mechanismen, die dafiir verantwort-
lich sind, daf natiirliche Reize in
Sinnesorganen zu Erregungen der
Nervenzellen umgewandelt, zum
Gehirn weitergeleitet, dort analysiert
und mit Befehlen an Muskel- und
Driisenzellen beantwortet werden.

Biochemiker und Zellbiologen sind
bemiiht, die molekularen und zel-
luldren Voraussetzungen plastischer
Verdnderungen im Nervensystem zu
identifizieren. Die multidisziplindre
Fragestellung erfordert die Zusam-
menarbeit verschiedener Fachleute
und dariiber hinaus experimentelle
Maoglichkeiten mit recht unterschied-
lichen — und zum Teil teuren - Ap-
paraturen, Rahmenbedingungen, die

Was lernen wir daraus, wie Fische lernen?

Wie aus Erfahrungen Gedachtnisinhalte werden

Wer Haustiere hdlt oder Tiere in der , freien” Natur be-

obachtet, ist oft von ihren Lern- und Geddchtnisleistun-

gen iiberrascht. Dem steht die erniichternde Erfahrung

gegeniiber, wie hdufig menschliches Lernvermagen und
Geddchtnis versagen, und wie anfdllig sie oft im Alter

oder durch Krankheit werden. Kénnen wir durch geziel-

te Beobachtungen an Tieren verstehen, auf welchen Me-

chanismen Lernen und Geddchtnisbildung beruhen?
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an der Zentralen Biotechnischen Be-
triebseinheit der Universitdt Gieften
gegeben sind.

Wie lernt ein Tier?

Vielleicht denken wir zuerst an die
andressierten  Kunststiicke  von
Haus- und Zirkustieren - aber die
sind zu schwer zu reproduzieren
und fiir eine detaillierte Analyse
kaum geeignet. Der Verhaltensbio-
loge sucht vielmehr nach modellhaf-
ten Lernsituationen, sogenannten
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Rupert Schmidt ist
liberzeugt, daf}
sich auch komple-
xe Gehirnfunktio-
nen naturwissen-
schaftlich be-
schreiben und
verstehen lassen,
wenn man bereit
ist, seine For-
schungsmetho-
den interdiszipli-
nar zu kombinie-
ren.Nach dem
Studium der Che-
mie, Biologie und
Medizin in Mainz,
Goéttingen und
Marburg lag fur
ihn ein besonde-
rer Reiz in der
Kombination von
Verhaltensbeob-
achtung mit mole-
kularer und zell-
biologischer Ana-
lyse, Er arbeitete
am MP| fur bio-
physikalische Che-
mie in Géttingen,
an einem psychia-
trischen Kranken-
haus in den USA,
an der Harvard
University, der
Anatomie der Uni-
versitdt Marburg,
der Zoologie
(Neurochemie) im
Frankfurter Bio-
zentrum und der
Tierphysiologie an
der RWTH Aachen.
Seit einem Jahr
leitet er die inter-
disziplinar ausge-
richtete Zentrale
Biotechnische Be-
triebseinheit der
Universitit Gie-
Ren.
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Schmidt - Was lernen wir daraus, wie Fische lernen?

Lernparadigmen, die im Labor stan-
dardisiert eingesetzt werden kon-
nen. Ein gutes Beispiel ist die klas-
sische Konditionierung: So wie ein
Haushund schnell lernt, daR auf das
rasselnde Gerdusch des Schliissel-
bundes der ersehnte Spaziergang
folgt, merkt sich ein Fisch, wenn
nach einem Lichtsignal (konditio-
nierter Reiz) regelmdfig ein schwa-
cher Stromstof {iber Elektroden im
Wasser verabreicht wird (siehe Ka-
sten rechts), und er lernt, dieser Be-
strafung durch rechtzeitiges Davon-
schwimmen in den unbeleuchteten
Teil des Aquariums zu entgehen
(konditionierte Meidereaktion in der
Wechselkammer). Wird dieser Fisch
drei Tage spéter erneut in das Trai-
ningsbecken eingesetzt (Testphase
des Experiments), so erinnert er sich
an das gelernte Meideverhalten und
schwimmt schon nach Anschalten
des Lichtsignals in die sichere Half-
te der Apparatur.

Wie lernt ein Gehirn?

Der Neurobiologe behauptet, da
sich in der Zeit zwischen Training
und Test etwas im Gehirn des Ver-
suchstieres verdndert haben miisse.
Aber kann er das auch nachweisen?

Seit hundert Jahren weif man,
dafi auch das Gehirngewebe aus
Zellen aufgebaut ist. Die Nervenzel-
len (Neurone) der Wirbeltiere be-
sitzen lange faserférmige Fortsdtze
(Axone), {iber die sie Nachrichten
kodiert in Form elektrischer Impuls-
folgen unter anderem an kiirzere
Zellausldufer (Dendriten) anderer
Nervenzellen weitergeben. Die Kon-
taktstellen, an denen Axone und
Dendriten aufeinandertreffen, nennt
man Synapsen (Guv = zusammen;
‘omtely = heften). Sie sind der An-
gelpunkt moderner Theorien iiber
das Lernen und das Gedachtnis,
denn Synapsen sind erstaunlich va-
riabel und plastisch:

1. Wahrend der Individualent-
wicklung werden zahlreiche Synap-
sen auf- und abgebaut (das mensch-
liche Gehirn enthilt zum Beispiel
mehr als 100 000 000 000 000).

2. An Wirbeltiersynapsen wird die
elektrisch kodierte Information in
der Regel in ein chemisches Signal
(den Botenstoff oder Neurotransmit-
ter) iiberfiihrt, das von der axona-
len Endigung freigesetzt wird.

3. Der Botenstoff kann sich an Er-

kennungsmolekiile (Rezeptormole-
kiile) in den Membranen nachge-
schalteter Neurone anlagern und da-
durch Reaktionen ausldsen, die elek-
trische Eigenschaften dieser (post-
synaptischen) Membranen verin-
dern. So wird die elektrische Erre-
gung von einer Nervenzelle auf die
andere {ibertragen.

4. Reaktionsmechanismen zur
Freisetzung der Botenstoffe und Fol-
geprozesse an den Rezeptoren kon-
nen durch Drogen (Pharmaka und
Genufigifte) beeinflufit werden.

5. Das Ubertragungsverhalten von
Synapsen kann sich auch durch wie-
derholte Aktivierung dndern, dhn-
lich wie ein Muskel durch hdufigen

Gebrauch leistungsfahiger wird.
Daraus folgen zentrale Fragestel-

lungen der Lern- und Gedachtnis-

forschung:

* Werden Synapsen beim Lernen ef-
fektiver?

* Werden beim Lernen zusitzliche
Synapsen gebildet?

¢ Verandern Synapsen beim Lernen
ihre Kooperativitit?

Lernen wir durch Molekiile?

Die bahnbrechenden Fortschritte
der Molekularbiologie in der Mitte
unseres Jahrhunderts fiihrten zu der
Hypothese, daft das Geddchtnis auf
einem chemischen Speichermecha-
nismus beruhen kénnte. In einer

Wir lernen in Phasen

Anscheinend lauft im Gehirn ein mehrphasiger ProzeR ab: Zunéchst wird
gelernt, und erst danach wird entschieden, was aus dem sogenannten
Kurzzeitgeddchtnis dauerhaft in das Langzeitgedichtnis iibernommen
wird. Diesen Prozef bezeichnet man als Gedéchtniskonsolidierung.

Zu den Mechanismen des Kurzzeitgedichtnisses gehéren vermehrte
Transmitterbildung an Synapsen, erhéhter Einbau von Rezeptormolekii-
len, Phosphorylierungen von Membranproteinen sowie intrazellulare Si-
gnalkaskaden. Aber diese chemischen Bestandteile des Gehirns unterlie-
gen einem schnellen Umsatz, und die induzierten Verdnderungen sind
vorlibergehender Natur. Nur synaptische Strukturen und Konnektivititen
sind stabil genug fiir das Langzeitgedéchtnis, dessen Mechanismen bis-
her viel weniger verstanden sind, obwohl gerade sie angesichts der stei-
genden Lebenserwartung immer wichtiger werden.

Die semantische Bedeutung der gespeicherten Information ist in den
synaptischen Konnektivitdten kodiert. Die Eingangskanile bestimmen,
was ein Neuron verarbeiten kann. Das einzelne Neuron kann aber an der
Prozessierung vieler verschiedener Informationen beteiligt sein, und ver-
schiedene Aspekte einer Wahrnehmung (z.B. die Form, Geschwindigkeit
und Farbe eines Objektes) werden in verschiedenen Gehirngebieten ge-
speichert. Die temporéren neuronalen Erregungen werden teilweise als
wieder auffindbare Gedéchtnisspur (Engramm) festgeschrieben, weil die
Erregbarkeit der beteiligten Neurcne durch Bildung (und Abbau) neu-
er Synapsen oder durch eine bleibende Verdnderung in der Ubertra-
gungseffizienz schon bestehender Synapsen dauerhaft verindert wird.
Fir solche Konsolidierungsprozesse an Synapsen sind EiweiRmolekiile
erforderlich, die (durch Transkriptionsfaktoren induziert werden und
dann) in prd- oder postsynaptische Membranen eingebaut werden. Es
leuchtet daher ein, dal3 die Hemmung der Proteinbiosynthese die Ge-
déchtniskonsolidierung verhindern kann. Die beteiligten Proteine kén-
nen jedoch zunéchst in einem anderen Kontext, zum Beispiel im Zusam-
menhang der Individualentwicklung, entstanden und erst spéter in den
Funktionskreis der Verhaltensplastizitat eingegliedert worden sein. Kann
man die beteiligten Proteine identifizieren?

Spiegel der Forschung




Fische, die lernen
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Abbildung 1:

In einer klassischen Meidekonditionierung miissen Goldfische ler-
nen, nach Aufleuchten eines Lichtsignals (CS) iiber eine Hiirde (A)
hinweg in die jeweils unbeleuchtete Hilfte einer sogenannten
Wechselkammer zu schwimmen, um einen Elektroschock zu mei-
den, der sonst (iber Elektroden (B) verabreicht wird. Jede Minute
wechselt das Licht auf die andere Seite des Beckens. Lernkurven
zeigen nach 20 Minuten im Mittel 80% richtige Verhaltensantwor-
ten (vgl. Abbildung rechts).

Welche Proteine sind beteiligt?
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Abbildung 3:

Will man wissen, welche Proteine (= Eiweilstoffe) am Lernen be-
teiligt sind, kann man dem Goldfisch radioaktiv markierte Amino-
sauren als Vorstufen der Proteinsynthese ins Gehirn injizieren. Die
gebildeten Proteine werden spéter in elektrischen Feldern nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (x-Achse von links nach
rechts). Wird als Folge des Lernens mehr von einem Protein gebil-
det (durchgezogene Linie), dann lagert es auch mehr von der ra-
dioaktiven Aminosdure ein (Spitzen).

dpm = radioaktive Zerfélle des Proteins pro Minute.

Fische, die sich (nicht) erinnern
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Abbildung 2:

Nach dem Lernen (links) ist das Erinnerungsvermdgen im Test
(drei Tage spater, rechts) gut, selbst wenn die Fische mit Neutral-
serum (NRS, offene Kreise} injiziert wurden. Wenn aber ein be-
stimmtes Eiweif}, das Ependymin, aus der Extrazellularflissigkeit
des Gehirns mit Antikdrpern weggefangen wird, kénnen sie sich
im Test zundchst nicht erinnern. Sie missen neu lernen, weil die
Gedachtnishildung gestort wurde (AS, geschlossene Kreise).

Wandlungsfihige Molekiile
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Abbildung 4:

Abgeleitete Struktur der Ependymine. Variable Regionen der Pri-
marstruktur (Aminosduresequenz) sind schwarz wiedergegeben,
konservierte Regionen weil3. Links: Monomere von 31 bzw. 37 kDa
besitzen eine bzw. zwei N-glycosidisch gebundene Kohlenhydrat-
seitenketten (kleine ,Biumchen”) und mindestens ein HNK-1-Epi-
top. Ependymine binden Calcium (Ca**) an ihre Kohlenhydratket-
ten. Mitte: Ependymin-Untereinheiten bilden durch Schwefelbriik-
ken Homo- und Heterodimere, die durch Zinkkationen (Zn?®') sta-
bilisiert werden. Rechts: Polymerisation von Ependyminen nach
Entfernung der Metallkationen durch EDTA.



Schmidt - Was lernen wir daraus, wie Fische lernen?

Zeit, in der zahlreiche neue Boten-
stoffe entdeckt wurden, lag es nahe
anzunehmen, daft vielleicht jede
erlernte Information durch eine spe-
zifische chemische Substanz, zum
Beispiel ein definiertes Fett-, Eiweif2-
oder Sduremolekiil im Gehirn repra-
sentiert werden kénnte. Schliefilich
ist ja auch die Erbinformation in der
genauen Zusammensetzung von
Sduren (Desoxyribonukleinsduren)
kodiert gespeichert.

Der Triumph war zundchst grof,
als mit Experimenten an Goldfischen
und Mdusen gezeigt werden konn-
te, dafk trotz erfolgreichem Lernen
keine anhaltende Erinnerung an das
neu Gelernte moglich war, wenn ih-
nen bis zu Stunden nach dem Ver-
haltenstraining Substanzen injiziert
wurden, welche die Synthese von
EiweifRmolekiilen (Proteinen) im Ge-
hirn verhindern. Was schon lange
zuvor erlernt worden war, wurde
durch solche Gifte nicht beeinflufit.
Damit schien ein alter Traum in Er-
fiillung zu gehen: Wenn es geldnge,
die richtigen Eiweifimolekiile zu
identifizieren und diese Proteine
kiinstlich herzustellen, kéinnte man
sie dann nicht ,einfach” in das Ge-
hirn injizieren, und so die langjdh-
rigen Bemiihungen-der Lehrer und
Studenten auf eine kurze Behand-
lung reduzieren? Sollte man die Ge-
hirne verstorbener Gelehrter aufar-
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)\ Auge mit Retina

beiten, um deren Wissen von ihren
unterbewufiten Neigungen zu sepa-
rieren? War man daran, die mole-
kularbiologische Variante eines
Niirnberger Trichters zu entwickeln?

Aber der Triumph war von kur-
zer Dauer: Die ersten nach Lernver-
suchen an Ratten isolierten Peptide
(~ kleine Proteine) wurden bald als
Analoga natiirlicher Hormone ent-
larvt, die nach Injektion zwar das
Verhalten der Versuchstiere beein-
flussen, aber kein Wissen ibertra-
gen konnten. Der Befund, daf} Inhi-
bitoren der Proteinbiosynthese mit
der Geddchtnisbildung nach dem
Lernen interferieren, blieb zunéchst
unverstanden.

Wie findet man die beteiligten
Proteine?

Um jene Proteine zu identifizie-
ren, die zur Geddchtnisbildung not-
wendig und hinreichend sind und
deren Umsatz zum Zeitablauf der so-
genannten  Geddchtniskonsolidie-
rung paft (siehe Kasten auf Seite
82), bedient man sich der Tatsache,
daf® Proteine nur aus bestimmten
Vorstufen, den Aminosduren, aufge-
baut werden. Aminosduren enthal-
ten unter anderem Wasserstoff- und
Kohlenstoffatome. Deshalb kann

man einen einfachen Trick anwen-
den: Man injiziert dem Versuchstier,
zum Beispiel einem Goldfisch, der

gerade das Meideverhalten erlernt
hat (siehe Abbildung 3 auf Seite 83),
eine Aminosdure, in welcher der
Wasserstoff durch radioaktiven Was-
serstoff (Tritium) ersetzt ist. Dieje-
nigen Goldfische, die es — aus wel-
chen Griinden auch immer — nicht
geschafft haben, die Meidereaktion
zu erlernen, bekommen stattdessen
eine Aminosdure in das Gehirn inji-
ziert, in der normaler Kohlenstoff

Abbildung 5: Gehirnspezifische Proteine. Ein diinnes Scheib-
chen wurde aus einem Fischgehirn herausgeschnitten und mit
einer Ldsung von Antikirpern gegen Ependymin behandelt,
die durch chemische Modifizierung so verdndert wurden, dafl
sie fluoreszieren (Sekunddrantikérpertechnik). Uberall dort,
wo sich Ependyminmolekiile im Gehirn befinden, bindet jetzt
der anti-Ependymin-Antikdrper. Die Hirnhaut (oben rechts)
und Tvp-I-Neurone leuchten daher griin auf. Die Lage des
Scheibchens in einem wichtigen Reflexzentrum, dem Tectum,
ist in Abbildung 6 rot eingezeichnet.

Abbildung 6: Projektion vom Auge ins
Gehirn. Im Knochenfisch kreuzt der
Sefinerv vollstidndig und erreicht ein
Mittelhirngebiet, das Tectum, der ande-
ren Korperseite. Der Faserverlauf folgt
dabei strengen Regeln: Zum Beispiel
projizieren die Fasern von den nasalen
Retinabereichen in das caudale Tectum,
die temporalen in das rostrale Tectum
usw. Das Fisch-Tectum proliferiert zeit-
lebens an seinem caudalen Rand. Reti-
nale Ganglienzellen werden dagegen
konzentrisch auflen nachgebildet. Um
die retinotectale Zuordnung beizubehal-
ten, miissen deshalb in der Individual-
entwicklung stindig Synapsen aufge-
lost und neu gebildet werden.
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Gabriele Pradel
hat in ihrer Dok-
torarbeit mit Un-
tersuchungen zur
Beteiligung ver-
schiedener Zell-
adhasionsmolekii-
le an der Gedacht-
nishildung nach-
gewiesen, dal die
Ependymine kein
Sonderfall sind.
Frau Pradels Ver-
suchstier ist ein
Verwandter des
Goldfisches, der
Zebrabérbling.
«Zebrabdrblinge
haben Vorteile,”
sagt sie,,denn jhre
Erbsubstanz ist
molekular weitge-
hend beschrieben,
so daf} bald trans-
gene Fische far
Untersuchungen
zur Verfligung ste-
hen werden.”
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Rupert Schmidt

durch ein radioaktives Isotop (C-14)
ausgetauscht wurde. Die radioakti-
ven Vorstufen werden ebenso in Pro-
teine eingebaut, wie die natiirlichen
Aminosduren. Aus den Gehirnen
beider Tiergruppen werden dann die
Proteine mit gdngigen, wenn auch
aufwendigen, biochemischen Me-
thoden (Affinitatschromatographie,
Fallungen, Molekularsiebfiltrationen
usw.) isoliert. Schlieflich werden die
Proteine in starken elektrischen
Spannungsfeldern nach ihrer Gro-
Re sortiert. Mit speziellen Gerdten
kann gemessen werden, wieviel Tri-
tium und wieviel radioaktiven Koh-
lenstoff sie enthalten. Proteine, die
mehr Tritium als Kohlenstoff-14 ein-
gebaut haben, miissen nach dem
Lernen bevorzugt synthetisiert wor-
den sein (siehe Abbildung 3 auf Sei-
te 83).

Es sind zwei kleine, 18sliche Pro-
teine (der Masse 31 bzw. 37 kDa),
die deutlich verstarkt im Goldfisch-
gehirn gebildet werden, nicht nur
nach der Meidekonditionierung in
der Wechselkammer, sondern auch
nach ganz anderen Lernparadigmen.
Da diese Proteine also nicht fiir ei-
nen bestimmten Lernprozef charak-
teristisch sind, konnen sie auch

" nicht die ,semantische” Bedeutung

des Gelernten kodieren. Sie sind
vielmehr an biochemischen Mecha-
nismen nach verschiedenen Lern-
aufgaben beteiligt und immer im
Fischgehirn anzutreffen.

Wo findet man die Proteine?

Wenn ein Biochemiker seinen Ehr-
geiz verwirklicht hat, ein zu 95%
reines Protein in Handen zu halten,
kann er einen weiteren Trick der
Natur nutzen: Er injiziert das Prote-
in zum Beispiel einem Kaninchen.
Dessen Korper wehrt sich gegen das
artfremde Eiweifs, indem er Abwehr-
stoffe, auch Antikdrper oder Immun-
globuline genannt, gegen das Pro-
tein bildet, die dann im Blut des Ka-
ninchens zirkulieren. Man kann sie
aus dem Serum isolieren. Im-
munglobubline besitzen die Fahig-
keit, die urspriinglich injizierten Pro-
teine selektiv zu erkennen, und sie
gehen stabile chemische Bindungen
mit ihnen ein. Diese Eigenschaft
kann selbst dann erhalten bleiben,
wenn an die Immunglobuline ein
Farbstoff gekoppelt wird, der in
blauem Licht griin fluoresziert.
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Zeitpunkt der Antikérperinjektion [Stunden nach Training]

Abbildung 7: Geddchtnisliicken nach Zeitplan. Goldfische wurden in der Wechsel-
kammer konditioniert und zu unterschiedlichen Zeiten vor (-0.5 Stunden) bzw.
nach (0,5 bis 72 Stunden) dem Training mit anti-Ependymin in die Hirnventrikel
injiziert. Gegen diesen Injektionszeitpunkt ist der mittlere relative Erinnerungswert
(REW) aufgetragen. Er setzt mit einem Algorithmus die Zahl der Fehler im Test-
und im Trainingsdurchlauf zueinander in Beziehung. Erinnert sich ein Fisch im
Test sofort, so wird sein REW = 1. REW wird 0, wenn der Fisch im Test nicht er-
folgreicher ist, als im Training. Ob es zur Amnesie kommt, hdngt also vom Zeit-

punkt der anti-Ependymin-Injektion ab.

Behandelt man ein diinnes Scheib-
chen eines Fischgehirns mit fluores-
zenzmarkierten Antikorpern gegen
die Proteine, welche nach dem Ler-
nen verstarkt synthetisiert werden,
dann werden sie an jene Stellen ge-
bunden, an denen sich die untersuch-
ten Proteine befinden (siehe Abbil-
dung 5 auf Seite 85). Wer sich in der
Anatomie eines Fischgehirns zurecht-
findet, kann nun unter spezieller Be-
leuchtung im Fluoreszenzmikroskop
erkennen, an und in welchen Zell-
gruppen die untersuchten Proteine
auftreten. Erstaunlicherweise wur-
den die beiden Proteine in densel-
ben Zellpopulationen aufgespiirt: In
der Hirnhaut, in bestimmten Neuro-
nenklassen und in der ependymalen
Zone um die Hirnventrikel. Weil sie
hier durch Shashoua und Mitarbei-
ter an der Harvard Medical School

zuerst nachgewiesen worden waren,
wurden sie ,,Ependymine” genannt.
Spater konnten wir zeigen, daf die
beiden Proteine (Glycosylierungs-)
Varianten desselben Ependyminmo-
lekiils sind (Abbildung 4 und Kasten
auf Seite 89).

Werden die mikroskopischen
Schnitte von Goldfischen hergestellt,
die kurz nach dem Vermeidungsler-
nen getdtet wurden, so erkennt man
mehr Ependymin in der Hirnhaut.
Vier Stunden spater ist die Anfar-
bung vermehrt an Nervenzellen in
einem zentralen Reflexzentrum des
Fischgehirns zu beobachten, dem
optischen Tectum. Wir haben im-
munchemische Mefverfahren ent-
wickelt, mit denen kleine Konzen-
trationsanderungen des Ependymins
bestimmt werden konnten (10'* mol
in RIAs und ELISAs): Auf den vor-
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libergehenden Anstieg der zelluli-
ren Ependyminkonzentration nach
dem Lernen folgt eine signifikant er-
hohte Sekretion in die Extrazellu-
larfliissigkeit des Gehirns, die erst
acht Stunden nach verschiedenen
Lernaufgaben ihr Maximum er-
reicht.

Ursache oder Folge?

Die Befunde einer spezifischen
Syntheseleistung und Umverteilung
erlaubten aber noch keine Aussage
iiber eine funktionelle Bedeutung
des Proteins. Messen wir vielleicht
nur das Epiphdnomen eines durch
die Lernsituation veranderten Stoff-
wechsels? Oder wird Ependymin fiir
das Lernen und Geddchtnis in Fi-
schen bendtigt?

Wir haben versucht, Ependymin
durch Injektion von Antikérpern aus
der Extrazelluldrfliissigkeit des Ge-
hirns wegzufangen und dadurch das
Lernen zu blockieren. Als Kontrolle
sollten Fische dienen, denen die
Antikorper erst nach dem Lernen
iiber die Hirnventrikel verabreicht
wurden.

Das Experiment ergab ein uner-
wartetes Ergebnis: Vor dem Training
injizierte Fische konnten normal ler-
nen und sich im Test erinnern. Wur-
den die Antikérper jedoch nach dem
Lernen appliziert, so konnten sich
diese Fische im Verhaltenstest nicht
erinnern (siehe Abbildung 2 und 7).

Durch Variation des Injektions-
zeitpunktes konnte Marie Piront,
eine Doktorandin unserer Arbeits-
gruppe, nachweisen, daft das Epen-
dymin weder beim Lernen, noch
beim Kurzzeitgeddchtnis, noch bei
der Erinnerungsleistung der Goldfi-
sche involviert ist; es ist aber fiir
die Konsolidierung des Langzeitge-
ddchtnisses erforderlich und zwar
nach unterschiedlichen Lernparadig-
men. Offen blieb zundchst, an wel-
chem physiologischen Elementar-
prozef es beteiligt ist.

Abbildung 8: Axone wachsen auf Ependymin. Wachstum
retinaler Ganglionzellaxone auf Ependymin in vitro. Gold-
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Wirkt hier ein
Relikt aus der Entwicklung?

Biochemische und molekularbio-
logische Untersuchungen (siehe
Abbildung 4 und Kasten auf Seite
89) ergaben, daft Ependymin mit
Zelladhasionsmolekiilen verwandt
ist.

Homologe Proteine wurden in vie-
len Fischfamilien nachgewiesen.
Auch im embryonalen Sdugetierge-
hirn tritt ein immunologisch ver-
wandtes Protein in geringer Menge
auf. Allerdings gelang es bisher
nicht, ein Ependymin-Gen im Siu-
ger zu identifizieren.

Die Netzhaut (Retina) des Wirbel-
tierauges entwickelt sich aus Gehirn-
gewebe. Thre Nervenzellen teilen
sich noch im adulten Knochenfisch,
und ihre Axone kénnen regenerie-
ren. Das gelingt sogar an isolierten
Retinae in Kultur (,in vitro*). Um
zu testen, ob Ependymin Zelladha-
sionseigenschaften fiir Nervenzellen
besitzt, wurde die Netzhaut von
Goldfischen auf Glaspldttchen ex-
plantiert, auf die zuvor Ependymin
in Form feiner Streifen aufgetragen
worden war. Tatsidchlich wuchsen
die regenerierenden Axone der Re-
tina in die Ependyminstreifen hin-
ein (siehe Abbildung unten). Epen-
dymin ist also ein Adhdsionsmole-
kiil, das in vitro zentrale Axone di-
rigieren kann.

Auch am lebenden Fisch bleiben

Netzhaut und Gehirn plastisch: Sin-
neseindriicke werden von Knochen-
fischen liberwiegend im Tectum ver-
arbeitet und mit Reflexen beantwor-
tet. Es ist bekannt, auf welche Neu-
rone verschiedene Sinnesmodalita-
ten projizieren. Zum Beispiel kreuzt
der Sehnerv vollstindig, und es be-
steht eine streng retinotope Projek-
tion: Dabei verlaufen die Fasern von
benachbarten nasalen Retinaberei-
chen zu benachbarten Regionen im
caudalen Tectum, jene von der tem-
poralen Retina in das rostrale Tec-
tum usw. (siehe Abbildung 6).

Durchtrennt man den Sehnerv
beim adulten Goldfisch, so werden
die Axone aus der Retina zundchst
abgebaut. Danach regenerieren sie
und finden wieder den Weg in ihr
altes Innervationsgebiet. Wenn sie
es etwa drei Wochen nach der Ver-
letzung fast erreicht haben, steigt die
Ependyminsynthese an.

Der Fisch kann dann aber noch
nicht scharf sehen, denn die Nerven-
zellen im Mittelhirn antworten noch
auf Lichtreize, die aus einem unphy-
siologisch grofen Blickwinkel stam-
men. In den folgenden Wochen ver-
schdrfen sich die rezeptiven Felder
durch die lichtinduzierte, synchrone
Aktivitdt in benachbarten Axonen
auf den physiologischen Wert unver-
letzter Tiere. John Schmidt in Alba-
ny hat gezeigt, daft diese Verschér-
fung der rezeptiven Felder unter-
bleibt, wenn Goldfischen nach

Juliane Hohmann
hat eine zoologi-
sche Diplomarbeit
an der Zentralen
Biotechnischen
Betriebseinheit
begonnen, Sie un-
tersucht, ob mit
der Immun-Elek-
tronenmikrosko-
pie nach Lernver-
suchen Zelladha-
sionsmolekile
verstirkt an den
funktionellen Kon-
taktzonen zwi-
schen Nervenzel-
len, den soge-
nannten Synap-
sen, nachgewie-
sen werden kén-
nen.

200 pm

fisch-Retinae wurden explantiert und bilden auf Glasplitt-
chen regenerierende Axone, die bevorzugt in Ependymin/La-
minin-Gemische einwachsen. Im unteren Teil der Abbildung
steht man die Wachstumszapfen dieser von links einwachsen-
den Zellausidufer bet héherer Vergrofierung. (Experimente in
Zusammenarbeit mit Johin Schimidt, Albany, und Claudia

Stiirmer, Konstanz)
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Uber Proteininduktion...

Abbildung 9:

Zur Synthese von Proteinen wird in den Zellen des Organismus
zunédchst eine mRNA-Kopie der Erbinformation hergestellt. Sie

kann mit radioaktiv markierten Oligodesoxynucleotid-Sonden
sichtbar gemacht werden. Diese autoradiographische Darstellung
zeigt die Ependymin-mRNA in Frontalschnitten durch Goldfisch-

gehirne. Ein kurz zuvor konditionierter Fisch (unten rechts) zeigt

mehr Ependymin-mRNA als ein nicht trainierter Fisch (oben links).

Links unten als Strefkontrolle ein Fisch, der den Licht- und Straf-
reizen in stochastischer Folge ausgesetzt wurde. Das Autoradio-
gramm rechts oben stammt von einem Ubertrainierten Tier, das

die Meidereaktion schon lange zuvor erlernt hatte.

...und Membranbindung...

Abbildung 10:
Obwohl das Ependymin in Fibroblasten der Hirnhaut hergestellt
wird, findet man es an spezifischen Nervenzellen wieder. Hier

werden Ependyminmolekiile im Elektronenmikroskop durch Anti-
kérper detektiert, die mit kleinen Goldkigelchen (schwarze Punk-
te) beladen sind. Man erkennt das Protein an Synapsen, die opti-
sche Fasern und Marginalfasern mit den Typ-I-Neuronen in einem
wichtigen Reflexzentrum (Tectum) des Fischgehirns bilden. Die
Typ-I-Neurone kdnnen Erregungen integrieren, die fiir die Meide-
konditionierung in der Wechselkammer essentiell sind. Eine zen-
trale Frage ist daher, ob die Zelladhasionseigenschaften der Epen-
dymine diese Synapsen bei der Geddchtnisbildung nach dem Ler-
nen verandern.

...zur neuronalen Konnektivitdt

Abbildung 11:

Hypothese zur Gedachtniskonsolidierung mit zwei Regelkreisen.
Oben: StreBhormone (Cortisol u.a.) regulieren die Synthese des
sekretorischen Zelladh&sionsmolekiils Ependymin in Fibroblasten
(griin) der Hirnhaut. Unten: Veranderungen der Konzentration von
Metallkationen (Ca*, Zn*) in der Mikroumgebung von Neuronen
(gelb), die in der vorangegangenen Lernphase aktiviert wurden,
fihren zur Ablagerung des Ependymins an jenen Synapsen der
Typ-I-Neuronen, die bei der Gedachtniskonsolidierung stabilisiert
werden mussen. CS, Erregung durch den konditionierten Stimulus
tber die optische Faser; MF, Marginalfaser; OF, optische Faser; US,
Erregung durch den unkonditionierten Stimulus tber die Margi-
nalfaser.



Schmidt » Was lernen wir daraus, wie Fische lernen?

Durchtrennung des Sehnerven anti-
Ependymin-Antikérper in das Gehirn
infundiert werden. Sie ,lernen“ also
nicht mehr, scharf zu sehen.

Vielleicht war das Ependymin in
der Evolutionsgeschichte urspriing-
lich an der synaptischen Feinabstim-
mung wihrend der Individualent-
wicklung und bei Regenerationspro-
zessen beteiligt, ehe die hierbei ein-
gesetzten Zelladhdsionsmechanis-
men auf andere Funktionen der ver-
haltensinduzierten neuronalen Pla-
stizitdt libertragen wurden?

Eine solche Spekulation fiel lan-
ge Zeit auf wenig Gegenliebe. Kiirz-
lich hat Gabriele Pradel in ihrer Dok-
torarbeit aber zeigen kdnnen, daff
auch weitere Zelladhdsionsmoleki-
le (L1.1 und NCAM) im nahe ver-
wandten Zebrabdrbling an der Ge-
ddchtnisbildung beteiligt sind. Von
anderen Arbeitsgruppen wurden in
den letzten drei Jahren vergleichba-
re Befunde an Sdugetieren und Vo-
geln erhoben.

Wo werden die Proteine gebildet?

Um ein Protein zu synthetisieren,
wird im Organismus in einem er-
sten Schritt die zugehdrige Erbin-
formation abgelesen und in eine
Matrize (die mRNA) umgeschrie-
ben. Diese mRNA 14ft sich mit mo-
lekularbiologischen Sonden nach-
weisen, so daft der Ort der Protein-
synthese bekannt wird. Obwohl das
Ependymin in verschiedenen Zell-
populationen auftritt, konnte seine
Synthese ausschlieflich in der wei-
chen Hirnhaut dokumentiert werden
(Abbildung 9). Im Elektronenmikro-
skop sieht man durch Einsatz von
Antikorpern, an die kleine Goldkii-
gelchen gebunden sind (fiir die De-
tektion ersetzen sie im Elektronen-
mikroskop den Fluoreszenzfarbstoff
der Lichtmikroskopie), daft Ependy-
min in markanten, krakenfdrmigen
Fibroblasten der Endomeninx gebil-
det wird. Diese Fibroblasten sind
jenen der Saduger-Arachnoidea ho-
molog und fiir ihre sekretorische Ak-
tivitat bekannt.

Die Expression der Ependymin-
mRNA wurde auch nach Lernexpe-
rimenten untersucht. Im Vergleich
zu nicht trainierten und zu trainier-
ten, aber nicht lernenden, Kontrol-
len ergab sich ein spektakuldrer
Anstieg der Ependymin-mRNA nach
dem Lernen (Abbildung 9). Verzd-
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gert nach der mRNA steigt die Kon-
zentration des Proteins zundchst in
den Zellen und dann nach Sekreti-
on auch in der Extrazellularfliissig-
keit des Gehirns an. Durch negative
Riickkoppelung fillt die mRNA spé-
ter wieder ab, wenn die Menge an
extrazelluldr zirkulierendem Epen-
dymin steigt.

Stefan Rother, der die mRNA-Ex-
pression in unserem Labor unter-
suchte, hat noch einen weiteren Zu-
sammenhang aufgespiirt: ,Strefit*
man den Fisch durch eine stochasti-
sche Folge von Lichtreizen und Elek-
troschocks, dann féllt die mRNA-Ex-
pression voriibergehend noch unter
das Kontrollniveau unbehandelter
Tiere ab, gerade so, als wiirde der
Stref} blockierend wirken (Abbildung
9). Anscheinend liefert erst Stunden
spater das Abklingen der Strefireak-
tion ein Signal dafiir, die Ependymin-
synthese iiber neue mRNA wieder
voll aufzunehmen. Stref fiihrt be-
kanntlich zu einer Fiille von physio-
logischen Reaktionen, die dem Ge-
hirn insbesondere durch Hormone

der Nebennierenrinde, die
sogenannten Glucocortico-
ide (Cortisol u.a.), mitge-

teilt werden.

Wenn der Konzentrati-
onsabfall der Glucocorti-
coide beim Abklingen ei-
ner Strefireaktion die Ge-
dichtniskonsolidierung
auslosen kann, erweist sich
ein zweiphasiger Lernvor-
gang als sinnvoller Mechanis-
mus. Biologisch relevante Lernsi-
tuationen sind bei Wirbeltieren im-
mer von Stref} begleitet, egal ob das
Tier Futter sucht oder einen Partner
oder — noch schlimmer - ob es vor
einem Freffeind flieht. Und immer
wenn eine erinnerungswerte Verhal-
tensantwort gefunden worden ist,
klingt die physiologische Strefireak-
tion ab. Organismen, die jene Ver-
haltensweisen konsolidieren, die
ihre Strefreaktionen verminderten,
erwerben mit Sicherheit Selektions-
vorteile, Ein solcher Gedadchtnisme-
chanismus, der erst nach dem Ler-
nen selektiert, was erinnert werden

hasionsmolekile wirken?

Molekulare Eigenschaften der Ependymine

Warum zeigte sich zwischen dem 31-kDa- und dem 37-kDa-Ependymin
Kreuzreaktivitit, so dal Antikérper gegen das eine auch das andere Pro-
tein im Radioimmunoassay erkannten und immunbhistologisch im Fisch-
gehirn eine identische Verteilung gefunden wurde? Scatchard-plot-Ana-
lysen ergaben gemeinsame antigene Determinanten, die Aminosédure-
zusammensetzungen stellten sich als nicht unterscheidbar heraus, und
begrenzte Proteolysen fiihrten zu fast identischen Peptidkarten. Die Kl&-
rung brachte erst der molekularbiologische Ansatz nach der Klonierung:
Beide Ependymine besitzen dieselbe Primarstruktur, mit zwei N-Glyco-
sylierungsstellen. Das 31-kDa-Ependymin ist die mono-N-glycosylierte,
das 37-kDa-Ependymin die bi-N-glycosylierte Form (siehe auch Abbil-
dung 4 auf Seite 83), die beide mikroheterogene Varianten bilden. lhre
Kohlenhydratseitenketten lassen sich mit Enzymen abtrennen. Darlber
hinaus bilden diese monomeren Formen Uber Schwefelbriicken dime-
re Tertidrstrukturen, welche von den amnestisch wirkenden Antikérpern
nicht erkannt werden, also wahrscheinlich auch nicht an der Gedacht-
niskonsolidierung beteiligt sind. Die monomeren Ependymine binden
Calciumionen an ihren Zuckerketten, die dimeren werden wahrschein-
lich durch Zinkionen stabilisiert. Noch wichtiger war die schon zuvor
von Shashoua und Mitarbeitern gemachte Entdeckung, da3 Ependymi-
ne in ihren Kohlenhydratseitenketten eine endstandige, 3-sulfatierte Glu-
curonsaure besitzen, die fiir viele Zelladhasionsmolekiile der Immunglo-
bulin-Superfamilie charakteristisch ist. Kdnnen Ependymine als Zellad-

Schon frith erga-
ben Obduktio-
nen, daft das Ge-
hirnt hohi ist.
Man vermutete,
daf} die Erfahrun-
gen beim Lernen
iiber feine Ner-
venleitungen wie
durch Réhren in
diese Hohlrdume
gepumpt werden.
In dieser Zeich-
nung aus der En-
zyklopddie ,Mar-
garita Philosophi-
ca” des Gregor
Reisch (um 1500)
ist das menschli-
che Gehirn als
Schachtelsystem
dargestellt, in
dem allerlei un-
tergebracht wer-
den kann. Im IV.
Hirnventrikel ist
die Memorativa
eingetragen, das
Geddchtnis. Je-
doch kann man
den Inhait dieser
Hohlrdume aus-
tauschen, ohne
daf das Gedicht-
nis verblafit. Seit
Ende des 17.
Jahrhunderts
weifs man, dafs
das Geddchtnis in
den Nervenzell-
verbdnden der
Hirnrinde ver-
steckt ist.
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soll, miifte sich also in der Evoluti-
on bewahren.

Da Injektionen von Antikorpern
vor dem Lernen nicht amnestisch
wirken (Abbildung 7 auf Seite 86),
sind anscheinend nur die neu syn-
thetisierten Ependyminmolekiile an
der Gedichtniskonsolidierung betei-
ligt. Das konnte mit sogenannten
Antisense-Sonden iiberpriift wer-
den, die in die Fibroblasten aufge-
nommen werden und im lebenden
Fisch durch Hybridisierung mit der
komplementdren mRNA die Neu-
synthese des Ependymins verhin-
dern. Mit Antisense-Sonden behan-
delte Goldfische lernten normal, er-
wiesen sich im Test jedoch als eben-
so amnestisch wie die mit Antikor-
pern injizierten Fische. Dies war der
erste Nachweis filir die Interferenz
einer spezifischen Antisense-Sonde
in einem Verhaltensexperiment.

Da die Antisense-Sonden nicht auf
das schon gebildete Protein einwir-
ken, sind tatsdchlich nur die neu
synthetisierten Ependyminmolekii-
le an der Gedachtnisbildung betei-
ligt. Zwei Erkldrungsmoglichkeiten
bieten sich an: (1.) Sezernierte
Ependyminmolekiile kénnen schnell
an Zellmembranen gebunden wer-

* den, oder sie konnen (2.) ihre Kon-

formation (~ rdumliche Gestalt),
z.B. durch Wechselwirkung mit Me-
tallkationen, verdndern (vgl. Abbil-
dung 4 auf Seite 83) und danach fiir
andere Reaktionen nicht mehr zur
Verfiigung stehen.

Wo wirken die Proteine?

Wird ein Goldfischgehirn schnell
eingefroren, so findet man das Epen-
dymin weit iiber die Zellzwischen-
rdume verteilt. Wascht man das Ge-
hirn dagegen vor der immunhisto-
chemischen Firbung durch Perfusi-
onsmethoden von extrazelluldren
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Substanzen frei, so erkennt man das
Ependymin an einzelnen Zellpopu-
lationen, insbesondere den grofien
Typ-I-Neuronen (im Stratum fibro-
sum et griseurn superficiale, vgl.
Abbildung 5 auf Seite 85 und Abbil-
dung 10 auf Seite 88) des Tectum,
also an Zellen, die es nicht selbst
synthetisieren, sondern aus der Ex-
trazelluldrfliissigkeit gebunden oder
aufgenommen haben miissen.

Der Fachmann weiR, daff diese
Typ-I-Neurone visuelle Informatio-
nen von der
Netzhaut erhal-

formulieren, aber es ist nie zu friih,
die erhobenen Daten in Form eines
interpretierenden Cartoons zur Dis-
kussion zu stellen (Abbildung 11 auf
Seite 88).

Maglicherweise greifen zwei Re-
gelkreise ineinander: Hormone kon-
nen die vorangegangene Lernphase
nach ihrer biologischen Bedeutung
gewichten und kénnten so regulie-
ren, wann und wieviel Zelladhési-
onsmolekiile synthetisiert und sezer-
niert werden. Dagegen zeigen loka-

ten. Auflerdem
endigen an ih-
nen die diinnen
Marginalfasern
(vom Torus lon-
gitudinalis), die
wahrscheinlich
Informationen
iiber die zeitli-
che Einordnung

Jedermann klagt tiber
sein Gedachtnis,
niemand Uiber seinen
Verstand.

La Rochefoucauld

von erwarteten
Ereignissen wei-
tergeben (Abbildung 11 auf Seite
88). Wiahrend der im triilben Gewas-
ser lebende Goldfisch nicht beson-
ders begabt im Erlernen rdumlicher
Beziehungen ist, kann er sich zeitli-
che Assoziationen sehr exakt ein-
pragen.

Die Typ-I-Neurone erscheinen
stirker mit dem Immunglobulin
markiert, wenn der Fisch zuvor die
zeitliche Assoziation zwischen
Lichtsignal und Elektroschock ge-
lernt hat. Juliane Hohmann unter-
sucht an der Zentralen Biotechni-
schen Betriebseinheit mit dem Elek-
tronenmikroskop, ob das Ependy-
min nach dem Lernen bevorzugt an
Synapsen dieser Nervenzellen abge-
lagert wird (Abbildung 10 auf Seite
88). Victor Shashoua von der Har-
vard Universitdt in Boston hat ndm-
lich gemessen, daf bei Aktivierung
der Projektionen auf die Typ-I-Neu-
rone der Calciumgehalt in ihrer Mi-
kroumgebung abfallt, und er berich-
tet, da® Ependymine in Abwesen-
heit von Calciumionen faserformi-
ge Prazipitate bilden (vgl. Abbildung
4 auf Seite 83).

Eine Spekulation
iiber den Wirkungsmechanismus

Natiirlich ist die Zeit lange noch
nicht reif, um eine schliissige Theo-
rie der Geddchtniskonsolidierung zu

le Anderungen der lonenkonzentra-
tionen, welche spezifischen Ver-
schaltungen beim Lernen aktiviert
wurden. Sie reprisentieren dadurch
nicht nur den semantischen Aspekt
der neuen Information, sondern lie-
fern zugleich ein Signal, um die se-
zernierten Zelladhdsionsmolekiile in
ihrer Konformation zu verandern.
Diese molekulare Reaktion kann ge-
nau dort stattfinden, wo die synap-
tische Effizienz durch Bindung der
Adhisionsmolekiile an Membranen
verbessert werden soll. ®
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