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1 Einleitung

1.1  Nikotin

Tabakabhingigkeit hat in der deutschen Erwachsenenbevélkerung eine hohe Privalenz
(28%) (Hoebel et al. 2012). Gleichzeitig stellt sie einen bedeutenden Risikofaktor fiir eine
Vielzahl an schwerwiegenden Erkrankungen dar. Ein wichtiger psychotroper Bestandteil und
verantwortlich fiir die schnelle Abhingigkeitsentwicklung ist das Nikotin (Heishman et al.
1994; Levin et al. 2006). Neben der Entwicklung von Abhingigkeiten spielt Nikotin auch in
zahlreichen Gedichtnisprozessen eine wichtige Rolle und moduliert Neuroplastizitit
(Grundey et al. 2012a; Grundey et al. 2012b).

In Tier- und Humanstudien konnten unter Gabe von Nikotin deutliche Verbesserungen von
Aufmerksamkeit, motorischen Funktionen, Arbeitsgedichtnis und episodischem Gedichtnis
gezeigt werden (Rezvani und Levin 2001; Hahn und Stolerman 2002; Kumari et al. 2003;
Jubelt et al. 2008; Froeliger et al. 2009; Heishman et al. 2010). Die molekularen Grundlagen
der Wirkung von Nikotin auf die oben genannte Bereiche ist weiterhin nicht ausreichend
geklirt, jedoch scheint ein starker Zusammenhang zwischen der Aktivierung nikotinerger
Acetylcholinrezeptoren (nAChR) und deren Beeinflussung von neuronaler Plastizitit zu
bestehen (Grundey et al. 2012a; Grundey et al. 2012b). Zudem moduliert Nikotin auch iiber
serotonerge, adrenerge, dopaminerge, glutamaterge und GABAerge (y-Aminobuttersiure)
Systeme neuronale Plastizitit (Summers et al. 1997; Alkondon et al. 1999; Albuquerque et al.
2009; Huang et al. 2010). Die Interaktionen von Nikotin mit all diesen Transmittersystemen
sind  weitethin  nicht  ausreichend  aufgeklirt und  Gegenstand  aktueller

Forschungsbestrebungen.

1.1.1 Nikotinerge Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR)

Die nAChR sind eine heterogene Gruppe ligandengesteuerter Ionenkanile, welche in
unterschiedlicher Ausprigung in vielen Bereichen des zentralen und peripheren
Nervensystems vorkommen und dort die Wirkung neuronaler Botenstoffe modulieren
(Levin und Simon 1998; Gotti und Clementi 2004). Die heterogene Struktur und Funktion
der nAChR ergibt sich aus ihrer pentameren Struktur. Jeder Rezeptor wird von finf der
aktuell bekannten neun «2-a10- und drei 32-@4-Untereinheiten gebildet (Gotti und Clementi
2004). Die im menschlichen zentralen Nervensystem (ZNS) am haufigsten vorkommenden
Rezeptor-Subtypen sind die Hetero-Oligomeren a4832- und «3B4-Rezeptoren sowie der
Homo-Oligomere o7-Rezeptor. Die hieraus resultierende molekulare und funktionelle
Vielfalt der Rezeptoren sowie die Verbreitung im gesamten Nervensystem deuten auf eine
zentrale modulierende Rolle in viele neuronalen Prozessen hin (Dani und Bertrand 2007;
Gotti et al. 2007; McKay et al. 2007).



1 Einleitung 2

Der Einfluss des cholinergen Systems auf Neuroplastizitat ist aktuell Gegenstand zahlreicher
Forschungsbestreben. Vor einigen Jahren konnten Kuo et al. (2007) zeigen, dass durch
transkranielle Gleichstromstimulation (tDCS) vermittelte exzitatorische Neuroplastizitit
unter Gabe des Cholinesterase-Inhibitors Rivastigmin aufgehoben wurde. Ahnliche Effekte
konnten bei Nicht-Rauchern unter Gabe von Nikotin beobachtet werden. Hier konnten die
exzitatorischen nicht-fokalen Effekte der tDCS unter Nikotingabe in eine Inhibition
umgewandelt werden (Thirugnanasambandam et al. 2011; Grundey et al. 2012b).
Insbesondere nAChR mit Kalziumkanaleigenschaften scheinen hier von zentraler Bedeutung
zu sein. Experimentell konnte gezeigt werden, dass Vareniclin, ein «4@2-Partialagonist und
o7-Agonist, mit Nikotin vergleichbare modulierende Effekte bewirkt (Batsikadze et al. 2017).
Sowohl «4f82- als auch «7-Rezeptoren erhéhen als pri- und postsynaptische
ligandengesteuerte lonenkanile die intrazelluliren Kalziumkonzentrationen sowie die

Freisetzung von Neurotransmittern (Radcliffe und Dani 1998; Fujii et al. 1999).

Diese Effekte von Nikotin und nikotinahnlichen Substanzen auf exzitatorische Plastizitat
legen einen kalziumvermittelten Mechanismus nahe, wihrend die genaueren molekularen

Zusammenhinge noch weitgehend ungeklirt sind.

1.2 Modulation neuronaler Kalziumkonzentrationen

Intrazellulire Effekte von Kalziumionen wurden erstmalig durch Sydney Ringer im Jahre
1883 beschrieben (Ringer 1883). Seit seiner Beschreibung der Wirkung von Kalzium auf
Herzmuskelkontraktionen wurden zahlreiche weitere Prozesse beschrieben, in welchen
Kalzium als sekundirer Botenstoff fungiert. So konnte gezeigt werden, dass Kalziumionen
beispielsweise eine wichtige Rolle bei Genexpression und Apoptose inne haben (Carafoli
2003; Lodish et al. 2008). Die Verinderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration spielt
jedoch auch eine besondere Rolle bei der Induktion von Neuroplastizitit (Bennett 2000).
Eine diesbezligliche Hypothese besagt, dass die neuronale Plastizitit von der
Kalziumkonzentration der Nervenzellen abhingt. Fir die exzitatorische Langzeit-
Potenzierung (LTP) werden demnach hohere und fiir die inhibitorische Langzeit-Depression
(LTD) niedrigere Kalziumkonzentrationen bendétigt. Zwischen den hierfir bendtigten
Kalziumkonzentrationen befindet sich ein als ,,no man’s land“ bezeichneter Bereich, in
welchem keinerlei Plastizitit induziert wird (Lisman 2001). Neben dieser Ubergangsphase
zwischen den L'TD- und LTP-Zonen kann jedoch auch eine zu hohe Kalziumkonzentration
gegensatzliche Wirkungen zeigen. So kann bei zu hoher Kalziumkonzentration eine
Aktivierung von Kalium-Kanilen erfolgen, welche in der Folge die LTP aufheben (Lisman

2001; Misonou et al. 2004). Dieser Bereich wird auch ,,no man’s land 2 genannt.

Die zellulire Kalziumhomdostase wird Uber verschiedene neurophysiologische
Mechanismen  reguliert. Im Rahmen dieser Studie ist die Modulation der

Kalziumkonzentrationen durch Nikotin und Flunarizin von besonderem Interesse. Wahrend
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Nikotin die Kalziumhomoostase primir tiber agonistische Effekte am nAChR beeinflusst,

wirkt Flunarizin primar antagonistisch an spannungsabhingigen Kalziumkanalen (VGCC).

1.2.1 Spannungsabhingige Kalziumkanile (VGCC)

Die VGCC sind lonenkanile, welche unter physiologischen Bedingungen eine selektive
Permeabilitit fir Kalziumionen zeigen und sich nach ihren elektrophysiologischen
Eigenschaften in mehrere Kategorien unterteilen (Bootman et al. 2001; Lason et al. 2011).
Die beiden Hauptvertreter im ZNS bilden die L- und T-Typ-Kalziumkanile, welche bei
physiologischen Ruhemembranpotentialen inaktiv sind. Die haufig in Dendriten
vorkommenden L-Typ-VGCC bewirken aufgrund ihrer langsamen Inaktivierung
langanhaltende Verinderungen der Kalziumkonzentrationen und werden erst durch hohe
Membranpotentiale aktiviert (Bertolino und Llinas 1992; Errington et al. 2005). Im
Gegensatz hierzu werden die in kortikalen Neuronen vorkommenden T-Typ-VGCC bereits
durch geringe Membranpotentiale aktiviert  und bewirken transiente

Konzentrationsverinderungen (Talley et al. 1999; Errington et al. 2005).

Flunarizin ist ein Arzneimittel, welches als Kalziumkanalantagonist zur Prophylaxe bei
Migrine und Behandlung verschiedener Schwindelformen eingesetzt wird. Es wurde 1967
von der Firma Janssen Pharmaceutical entdeckt. Neben seiner Haupteigenschaft als
Kalziumkanalantagonist hat Flunarizin auch Calmodulin-bindende, H;j-antihistaminerge,
antiarrhythmische und antikonvulsive Eigenschaften (Louis und Spierings 1982; Holmes et
al. 1984; Nitsche et al. 2012; Grundey et al. 2018). Die maximale Plasmakonzentration nach
oraler Einnahme ist nach etwa zwei Stunden erreicht, die Eliminationshalbwertszeit betrigt
bei einmaliger Gabe 5 bis 15 Stunden (Holmes et al. 1984). Flunarizin fungiert in vivo in
erster Linie als Antagonist an L- und T-Typ-Kalziumkanilen (Kobayashi und Mori 1998;
Nitsche et al. 2003d). Zudem sorgt Flunarizin in vitro Uber die Antagonisierung
prasynaptischer VGCC fiir eine Reduktion der Glutamat- und in hoéherer Dosis auch der
GABA-Ausschiittung (Cousin et al. 1993; Surbakti et al. 2017). Unter Dosierungen bis zu
10 mg konnten signifikante Effekte auf zentralnervise Systeme und Neuroplastizitit gezeigt
werden (Louis und Spierings 1982; Nitsche et al. 2003d; Grundey et al. 2018).
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1.3 Neuroplastizitit

Unter neuronaler Plastizitit versteht man die Fahigkeit von Nervenzellen sich an wechselnde
interne und externe Einflussfaktoren anzupassen. Es kénnen sowohl funktionelle als auch
strukturelle Verinderungen beobachtet werden. Hierzu zidhlen neben Verstirkung und
Abschwichung bestehender synaptischer Verbindungen auch die Neuschaffung oder
Ausloschung bereits bestehender Verbindungen (Abraham und Williams 2003; Matsuzaki et
al. 2004; Bosch und Hayashi 2012). Als zugrundeliegende Mechanismen stehen vor allem
Langzeit-Potenzierung (LTP) und Langzeit-Depression (LTD) im Zentrum der
Forschungsbestrebungen und werden als wichtiger Teil zahlreicher Lernprozesse angesehen
(Rioult-Pedotti et al. 2000). Erreicht ein Aktionspotenzial eine Nervenendigung, so sorgt die
Spannungsdifferenz tber entsprechende lonenkanile fir den Einstrom von Kationen,
insbesondere Kalzium, in die Zelle. Neurotransmitter werden nun kalziumvermittelt in den
synaptischen Spalt freigesetzt. Im Falle der L'TP und LTD werden Kalzium und Glutamat in
unterschiedlichen Mengen ausgeschiittet. Glutamat bindet anschlieBend unter anderem an
postsynaptischen N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren), welche ebenfalls
Ionenkanaleigenschaften aufweisen und die postsynaptische Erregungsweiterleitung
beeinflussen. Bei Ruhemembranpotentialen unter -30 mV sind die meisten NMDA-
Rezeptoren durch Magnesiumionen geblockt und bei niedrigen intrazelluliren

Kalziumkonzentrationen wenig aktiv.

Im Falle der LTP kommt es zu einer starken Depolarisation der Pri- und Postsynapse mit
prasynaptischer Transmitterausschiittung. Durch die gleichzeitige Depolarisation der Pri-
und Postsynapse werden die NMDA-Rezeptoren entblockt, und das prisynaptisch
ausgeschiittete Glutamat kann an die Rezeptoren binden. Da NMDA-Rezeptoren auch
selbst als Kalziumkanile fungieren, erhoht die Bindung von Glutamat die Permeabilitit der
postsynaptischen Membran fir Kalzium. Es folgt ein starker postsynaptischer
Kalziumeinstrom. Tritt dieser Fall hdufig ein, folgt eine Stirkung der synaptischen
Weiterleitung u.a. iber Hochregulation von Glutamat-Rezeptoren (vor allem AMPA-
Rezeptoren) (Malinow 2003; Malenka und Bear 2004). Hierbei wird die Kalzium-
Kalmodulin-Kinase II phosphoryliert und vermittelt den vermehrten Einbau und die

Aktivierung von membranstindigen AMPA-Rezeptoren (D’Alcantara et al. 2003).

Im Falle der LTD kommt es zu einer asynchronen Depolarisation. Aufgrund einer
niedrigeren prisynaptischen Spannungsinderung wird weniger Kalzium und in der Folge
auch weniger Glutamat ausgeschiittet. Die NMDA-Rezeptoren sind zum Teil aufgrund
mangelnder Depolarisation der Postsynapse weiterhin geblockt. Da diese Blockade jedoch
nur unvollstindig ist und das Konzentrationsgefille einen starken Drang der Kalziumionen
in die Postsynapse bewirkt, kommt es dennoch zu einer postsynaptischen Aktivierung, wenn
auch in geringerem AusmaB. Das hiufige Auftreten dieser Ubertragungen bewirkt
dementsprechende Anpassungsprozesse zur Schwichung der synaptischen Verbindung. Ein

Beispiel hierfiir ist die Reduktion der Glutamat-Rezeptordichte (insbesondere der AMPA-
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Rezeptoren) (Malinow 2003; Malenka und Bear 2004). Durch den wiederkehrenden geringen
Anstieg der Kalziumkonzentration erfolgt eine Dephosphorylierung der Kalzium-
Kalmodulin-Kinase II, welche die postsynaptischen AMPA-Rezeptoren inaktiviert
(D’Alcantara et al. 2003). Sowohl LTD als auch L'TP werden jedoch neben glutamatergen
auch durch GABA-vermittelte Mechanismen moduliert (Caillard et al. 1999a; Caillard et al.
1999b).

GABA stellt einen der wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter des ZNS dar. Die
entsprechenden GABA-Rezeptoren werden in zwei Subgruppen unterteilt. Die ionotropen
GABAx-Rezeptoren und die metabotropen GABAg-Rezeptoren. Insbesondere die
postsynaptischen GABAs-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in der Modulation
neuronaler Inhibition (Sigel und Steinmann 2012). GABAx-Rezeptoren ermdglichen in
aktiviertem Zustand eine erhohte Permeabilitit fur Anionen, insbesondere Chloridionen,
durch die Zellmembran. Dies fithrt aufgrund des physiologischen Spannungsgefilles in vivo
unter Normalbedingungen zu einem FEinstrom von Anionen in die Zelle. Die genauen
Wirkmechanismen insbesondere auf langanhaltende inhibitorische Prozesse wie die LTD

sind aktueller Gegenstand der Forschung (Kullmann et al. 2012; Sigel und Steinmann 2012).

In den letzten Jahren wurden zahlreiche nicht invasive Hirnstimulationsverfahren entwickelt,
welche es ermoglichen, LTP- und LTD-dhnliche Effekte zu induzieren. Hierzu zdhlen unter
anderem die transkranielle Gleichstromstimulation (tDCS) und die transkranielle

Magnetstimulation (TMS)

1.4 Transkranielle Magnetstimulation (TMS)

Die transkranielle Magnetstimulation (TMS) wurde 1985 von Anthony Barker entwickelt und
stellt ein nicht invasives, schmerzfreies Verfahren zur Stimulation kortikaler Areale dar
(Barker et al. 1985). In den folgenden Jahren etablierte sich die TMS als effektives Verfahren
in Forschung und klinischer Diagnostik. Auf Grundlage der TMS entwickelten sich zudem
Methoden zur Induktion verlingerter kortikaler Erregbarkeitsverinderungen. Durch
repetitive Anwendung der TMS entstand die repetitive transkranielle Magnetstimulation
(¢TMS), durch Kombination von peripherer Nervenstimulation mit TMS entstand die

gepaarte assoziative Stimulation (PAS).

Einen besonderen Stellenwert gewannen TMS-gestiitzte Verfahren in der neurologischen
Diagnostik von z.B. Multipler Sklerose (MS) und Amyotropher Lateralsklerose (ALS). In
Kombination mit der Elektromyographie (EMG) ermoglicht die TMS durch Stimulation
motorischer Kortexareale und sukzessive Ableitung der motorischen Antwort am
betreffenden Muskel eine objektive Einschitzung der motorischen Reizweiterleitung. Bei
TMS iber dem primir motorischen Kortex werden die generierten Aktionspotentiale
zundchst Gber die kortikospinalen Bahnen (auch Pyramidenbahnen) in das Vorderhorn des
Rickenmarks weitergeleitet. Hier werden sie nach Verschaltung auf die efferenten

Nervenfasern zur Muskulatur Gibertragen und 16sen zuletzt die Muskelkontraktion aus. Die
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somit abgeleiteten motorisch evozierten Potentiale (MEP) geben durch ihre Amplitude und
Latenz Hinweise auf die strukturelle und funktionelle Konnektivitit zwischen Stimulations-
und Messort. Kommt es unter stabilen anatomisch-strukturellen Bedingungen und gleicher
Stimulationsintensitit der TMS wiederholt zu einer Erhohung der MEP-Amplituden, so ist
von einer verbesserten Konnektivitit bzw. vermehrten Exzitabilitit von Neuronen
auszugehen. Gleichzeitig deutet eine Verringerung der MEP-Amplituden auf eine

verminderte neuronale Exzitabilitit bzw. Konnektivitit hin (Rothwell 1993).

1.5 Transkranielle Gleichstromstimulation (tDCS)

Die transkranielle Gleichstromstimulation (engl. transcranial direct current stimulation;
tDCS) stellt ein etabliertes, nicht invasives Verfahren zur Induktion kortikaler Plastizitit dar,
welches mittels tonischer Elektrostimulation des Gehirns Exzitabilititsverdnderungen
hervorruft (Nitsche et al. 2008; Fritsch et al. 2010). Bereits Bindman et al. (1964) konnten im
Tiermodell nachweisen, dass die Applikation von Gleichstrom auf den sensomotorischen
Kortex Verinderungen der kortikalen Exzitabilitit hervorruft, welche auch noch Stunden
nach der Applikation persistierten. Wahrend in diesen ersten Versuchen die Elektroden nach
Eroffnung der Schiadeldecke direkt auf dem Kortex der Versuchstiere platziert wurden,
konnte in den folgenden Jahren gezeigt werden, dass bei ausreichender Intensitit der
Gleichstromstimulation diese Effekte auch bei Applikation durch die geschlossene
Schideldecke entstehen (Rush und Driscoll 1968; Dymond et al. 1975; Lolas 1977). Erst viele
Jahre spiter wurden die Auswirkungen anodaler und kathodaler tDCS (ctDCS) insbesondere
auf MEP systematisch untersucht (Priori et al. 1998; Nitsche und Paulus 2000).

Der zugrundeliegende Wirkmechanismus der tDCS besteht in einer unterschwelligen Hyper-
oder Depolarisation des Ruhemembranpotentials (Purpura und McMurtry 1965). Je nach
Ausrichtung der stimulierten Axone und Anordnung der Elektroden (anodale oder kathodale
Stimulation) kann somit die Exzitabilitit bestimmter Kortexareale gesteigert oder vermindert
werden (Bindman et al. 1962; Bindman et al. 1964). Hierdurch wird eine nicht fokale
Plastizitit induziert, welche messbare Verinderungen der Erregbarkeit des motorischen
Kortex hervorruft (Nitsche und Paulus 2000; Nitsche und Paulus 2001; Nitsche et al. 2003b).
Wihrend die anodale tDCS eine Erhéhung der kortikalen Erregbarkeit im Sinne einer L'TP
induziert, wird selbige durch kathodale tDCS im Sinne einer L'TD verringert. Diese Effekte
konnten bei Stimulation motorischer Kortexareale unter Ableitung von motorisch evozierten
Potentialen (MEP) gezeigt werden (Nitsche und Paulus 2000; Monte-Silva et al. 2010;
Batsikadze et al. 2013). Insbesondere fiir die ctDCS hingt die Induktion einer LTD jedoch
eng mit den verwendeten Stimulationsparametern zusammen. So konnten LTD-
induzierende Effekte fir Stromstirken von 1 mA und 3 mA, nicht jedoch fiir 2 mA gezeigt
werden (Batsikadze et al. 2013; Mosayebi Samani et al. 2019; Mosayebi Samani et al. 2020a).

Zudem ist eine Stimulationsdauer von einigen Minuten notwendig, um tiber die eigentliche

Stimulation hinaus bestehende Verinderungen zu generieren (Nitsche und Paulus 2001;
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Nitsche et al. 2003c). Wihrend bei einer kurzen Stimulationsdauer von 5 bis 7 Minuten die
Erregbarkeitsverainderungen lediglich wenige Minuten anhalten, kénnen diese bei einer
Stimulationszeit von 9 bis 30 min fir iber 60 Minuten fortbestehen (Nitsche et al. 2003b;
Monte-Silva et al. 2010; Batsikadze et al. 2013; Mosayebi Samani et al. 2019). Die

molekularen Grundlagen dieser Prozesse werden unter Abschnitt 1.3 niher erlautert.

Die durch tDCS erwirkte Modulation der kortikalen Erregbarkeit ist NMDA- und
kalziumkonzentrationsabhingig (Liebetanz et al. 2002; Nitsche et al. 2003d). Liebetanz et al.
(2002) konnten zeigen, dass die zuvor beschriebenen langanhaltenden Effekte der tDCS
unter Blockade von NMDA-Rezeptoren eliminiert wurden. Die Aktivitit der NMDA-
Rezeptoren wiederum ist neben dem Membranpotential auch entscheidend von der
intrazelluliren Kalziumkonzentration abhingig (Bennett 2000). Somit nimmt die Modulation
der synaptischen Kalziumkonzentration tber direkte sowie indirekte transmittervermittelte
Mechanismen eine zentrale Rolle in der Veranderung neuronaler Plastizitit ein. Nikotin hat
diesbeztglich die interessante Eigenschaft, tiber die Bindung an nAChR sowohl direkt als
Ionenkanal als auch indirekt tiber die dosisabhingige Freisetzung von Glutamat und GABA
die intra- und extrazelluliren Kalziumkonzentrationen zu modulieren (Burnashev 1998;
Dajas-Bailador und Wonnacott 2004). Somit nimmt die Aktivierung von nAChR durch

Nikotin eine zentrale Rolle in der Modulation intrazellularer Kalziumkonzentrationen ein.
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1.6  Zielsetzung

In dieser Studie sollen die physiologischen Grundlagen der Aktivierung von
Nikotinrezeptoren und deren Auswirkungen auf neuroplastische Verinderungen der
synaptischen Verbindungen weiter aufgeklirt werden. Insbesondere soll die Rolle von

Kalzium in der nikotinergen Verdnderung von Neuroplastizitit untersucht werden.

Wir vermuten, dass bei Kombination von Nikotin und ctDCS die intrazellulire
Kalziumkonzentration in das ,,no man’s land* zwischen dem LTP- und LTD-Bereich steigt
und somit keine LTD-dhnliche Neuroplastizitit induzierbar ist. Eine grundlegende, sekundir
tiber NMDA-Rezeptoren vermittelte Kalziumabhingigkeit nikotinerger Effekte auf tDCS-
induzierte Plastizititsverinderungen konnte bereits gezeigt werden (Lugon et al. 2015). Es
fehlen jedoch weiterhin Studien beziiglich der Dosisabhingigkeit dieser Verdnderungen und
deren Auswirkungen insbesondere auf die kathodale tDCS. Ziel dieser Studie ist es somit,
eine grundlegende Kalziumabhingigkeit dieser Effekte zu zeigen und Erkenntnisse tber die

Dosisabhingigkeit selbiger zu gewinnen.

Zu diesem Zweck kombinierten wir ctDCS mit Nikotin und der Gabe von Flunarizin, einem
Kalziumkanalblocker, in unterschiedlicher Dosierung. Wihrend die alleinige Gabe von
Nikotin ~ die  Plastizititsverainderungen = durch  kathodale  tDCS  ausloscht
(Thirugnanasambandam et al. 2011; Grundey et al. 2012b), ist unter zusitzlicher Gabe von
Flunarizin von einer nicht linearen dosisabhingigen Modulation dieser Verinderungen

auszugehen (Mosayebi Samani et al. 2020a).

Insbesondere unter Gabe einer mittleren und hohen Dosis von Flunarizin in Kombination
mit Nikotin ist von einer Reduktion der intrazelluliren Kalziumkonzentration und somit
einer Wiederherstellung der ctDCS induzierten Plastizititsverinderungen auszugehen.
Zudem erwarten wir, dass unter einer niedrigen Flunarizin-Dosis eine mogliche
Unterdosierung diese Effekte maskiert. Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs dieser
Verinderungen ist basierend auf bisherigen Studien mit einer Effektdauer der tDCS von bis
zu 60 Minuten auszugehen, wihrend die grof3ten Effekte in den ersten 30 Minuten zu
beobachten sind (Nitsche et al. 2003b; Monte-Silva et al. 2010; Batsikadze et al. 2013;
Mosayebi Samani et al. 2020b).

Unsere primire Hypothese besagt somit, dass die Blockade von Kalziumkanilen durch
Flunarizin dosisabhingig und nicht linear die durch ctDCS und Nikotin induzierten
Plastizititsveranderungen moduliert. Wir erwarten experimentell - insbesondere unter einer
mittleren und hohen Dosis von Flunarizin - eine Wiederherstellung der durch Nikotin
aufgehobenen, ctDCS bedingten Reduktion der MEP-Amplituden, wihrend wir von
unverinderten MEP-Amplituden unter einer niedrigen Flunarizin-Dosis ausgehen. Unsere
sekundire  Hypothese bezlglich des zeitlichen Verlaufs besagt, dass die
plastizititsverindernden Effekte sich insbesondere in den ersten 30 Minuten nach der tDCS
signifikant von der jeweiligen Baseline bzw. Placebobedingung unterscheiden und sich

anschlieBend bis zum Abend des nichsten Tages auf das Baseline-Niveau normalisieren.
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2

2.1

Material und Methoden

Material

2.1.1 Probanden und Auswahlkriterien

Es handelt sich um eine randomisierte, placebo-kontrollierte, beztiglich der Flunarizin-

Medikation doppelt-verblindete und beziiglich der Nikotin-Gabe einfach-verblindete

Interventionsstudie an Probanden. Die Experimente wurden an zwolf gesunden Probanden

im Zeitraum von November 2014 bis April 2016 durchgefithrt. Es wurden ausschlief3lich

Probanden ohne aktuellen oder fritheren Nikotinkonsum (Nichtraucher) eingeschlossen. Die

Rekrutierung erfolgte iiber 6ffentliche Aushinge in den Gebauden der Universititsmedizin

Gottingen. Bei Erfillen eines der unten genannten Kriterien war eine Teilnahme an der

Studie nicht méglich.

—_

AN R

10.

11.
12.

13.

Herzschrittmacher, tiefe Hirnstimulation

Intrazerebrale Metallimplantate (z.B. Clips nach Operation eines intrazerebralen
Aneurysmas, Implantation einer kiinstlichen Cochlea)

Alter < 18 oder > 40 Jahre

Hinweise auf epileptische Anfille in der Vorgeschichte

Schidelhirntrauma mit Bewusstseinsverlust in der Vorgeschichte

Vortliegen einer gravierenden internistischen Erkrankung oder Vorliegen einer
psychiatrischen Erkrankung mit Einschrankung der Urteilsfihigkeit

Vorliegen einer gesetzlichen Betreuung

Schwangerschaft oder Stillperiode

Alkohol-, Medikamenten- und Drogenabhingigkeit

Rezeptive oder globale Aphasie (Stérung des Sprachverstindnisses bzw. zusitzlich
des Sprechens)

Aktuelle oder chronische Einnahme zentralnervés wirksamer Medikamente
Teilnahme an einer klinischen Arzneimittel- oder Medizinprodukte-Prifung
innerhalb der letzten acht Wochen

Aktueller oder fritherer Konsum von Nikotin (Raucher)

Alle Probanden gaben vor Beginn der Studie ihr informiertes Einverstindnis und wurden

durch drztliches Personal eingehend internistisch-neurologisch untersucht. Akute oder

chronische Erkrankungen fithrten ebenso wie regelmiflige Medikamenteneinnahme zum
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Ausschluss. Diesbeztiglich sind im Besonderen auch Schwangerschaft, Epilepsien sowie

Herzschrittmacher und Metallimplantate jeder Art als Ausschlusskriterien zu nennen.

Der Ethikantrag wurde durch das lokale Ethikkomitee genehmigt und befindet sich im
Einklang mit der Deklaration von Helsinki (Antragsnummer DOK_203_2015). Der
Aufwand der Teilnahme an den Experimenten wurde mit einer Aufwandsentschidigung von

37,50 Euro pro Versuchstag vergiitet.

Die GroB3e der Stichprobe orientiert sich vor dem Hintergrund des explorativen Charakters
der vorliegenden Studie und in Anbetracht der etwaigen pharmakologischen Risiken fur die
Probanden an bisherigen Veroffentlichungen auf dem Gebiet. So konnten in mehreren
Studien mit Probandenzahlen von 11-14 signifikante Effekte unter pharmakologischer
Beeinflussung von tDCS-induzierter Neuroplastizitit erzielt werden (Nitsche et al. 2003d;
Lugon et al. 2015; Grundey et al. 2018; Fresnoza et al. 2020; Mosayebi Samani et al. 2020a).

Es wurde zudem ecine softwaregestitzte Berechnung der StichprobengroB3e durchgefithrt
(G*Power, Version 3.1.9.4; R, Version 4.2.0, t-project.org). Basierend auf bisherigen Studien
wurde unter der Annahme einer mittleren Effektstirke (n* > 0,06), eines kritischen p-Werts
von < 0,05 und einer statistischen Power von 0,8 eine StichprobengroBe von zwolf
Probanden berechnet um signifikante Effekte der Interaktion Nikotin x Flunarizin x
Messzeitpunkt in einer Messwiederholungsvarianzanalyse (engl. repeated measures analysis
of variance; rANOVA) nachzuweisen (Lugon et al. 2015; Grundey et al. 2018).
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2.1.2 Versuchsaufbau

Alle Versuche wurden in speziellen Laborriumen der Universititsmedizin Gottingen,

Abteilung fiir klinische Neurophysiologie durchgefithrt. Der Versuchsaufbau erfolgte fiir alle

Probanden standardisiert nach dem in Abbildung 1 dargestellten Schema (siche auch
Abbildung 11 im Anhang).

Abbildung 1: Probandin mit vollstindigem Versuchsaufbau. Oben: Durch Binder
befestigte tDCS Elektroden mit Kathode iiber dem ADM-reprisentierenden motorischen
Kortexareal und Anode tiber der kontralateralen Orbita. Im Hintergrund: Acht-férmige TMS
Spule. Unten: Angelegte EMG Elektroden tiber dem Muskelbauch des ADM und dem
distalen  Sehnenansatz ~mit blauer Erdungselektrode am  Unterarm. EMG:
Elektromyographie; ADM:  Abductor  digiti  minimi;  tDCS:  Transkranielle

Gleichstromstimulation; TMS: Transkranielle Magnetstimulation

2.1.3 Nikotin

Fir diese Studie wurde den Probanden Nikotin in Form von transdermalen Pflastern der
Firma Pfizer (Nicorette®) mit einer Dosierung von 15 mg und einer GréBe von 13,5 cm?
verabreicht. Die Abgabe erfolgt mit 15 mg tiber 16 Stunden. Die Applikation erfolgte einfach
verblindet auf ein reizloses, trockenes Hautareal am proximalen bis medialen Oberarm. Das
Pflaster verblieb bei jeder Messung bis zur letzten Messung des zweiten Tages auf dem
Oberarm des Probanden. In den Placebo-Versuchen wurde an selber Stelle ein Pflaster der
Firma BSN Medical (Leukomed®) mit einer GroBe von 5 x 7,2 cm geklebt. Zusitzlich wurde
unter Nikotin- und Placebo-Bedingungen das Areal mit einem weiteren Pflaster blickdicht

beklebt, sodass dem Probanden keine optischen Riickschliisse auf die Gruppenzuordnung
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moglich waren. Alle Probanden bekamen zum Zeitpunkt der Applikation und bei Auftreten
von Symptomen ein weiteres Mal nach 2 Stunden jeweils 10 mg Domperidon (Motilium®)
oral verabreicht, um bekannte unerwiinschte Arzneimittelwirkungen wie Ubelkeit,
Erbrechen und andere gastrointestinale Beschwerden zu kupieren. Domperidon ist ein
Dopamin-D2-Antagonist, welcher auf Grund seiner antiemetischen und prokinetischen
Eigenschaften breite klinische Anwendung findet. In der verwendeten Dosis wirkt
Domperidon hauptsichlich peripher und iiberwindet nur zu geringen Anteilen die Blut-Hirn-
Schranke (Barone 1999). Zusatzlich konnten in Vorstudien keine signifikanten Effekte von
Domperidon-Medikation auf die kortikospinale Erregbarkeit festgestellt werden (Grundey
et al. 2013).

2.1.4 Flunarizin

Die Flunarizin-Medikation (Acis Arzneimittel GmbH; Grinwald, Deutschland) wurde in
Tablettenform in unterschiedlicher Dosierung verabreicht. Hierzu wurden Placebo- sowie
Flunarizin-Tabletten der Dosis 2,5, 5 und 10 mg unter doppelverblindeten Bedingungen
verwendet. Diese wurden durch einen wissenschaftlichen Mitarbeiter, welcher nicht in die
Durchfihrung der Studie involviert war, gemeinsam mit den entsprechenden Pflastern (siche
2.1.3.) in je acht blickdichte Umschlige verpackt. AnschlieBend wurde jede Gruppe aus acht
Umschlagen in zufilliger Rethenfolge nummeriert und einer Probandennummer zugeordnet.
Die Zuordnung eines Probanden zu einer Probandennummer erfolgte randomisiert per
Losverfahren durch einen externen wissenschaftlichen Mitarbeiter. Die unterschiedlichen
Versuchsbedingungen wurden in der aufsteigenden Reihenfolge der Nummern
durchgefiihrt. Die Entblindung der Versuchsbedingungen erfolgte erst nach Abschluss aller
Versuchsreihen. Die Tabletten wurden den Probanden jeweils zum ersten Termin einer
Messreihe ausgehiandigt. Die Einnahme erfolgte nach telefonischer Aufforderung 4 Stunden
nach Applikation des Nikotin-Pflasters. Die Probanden wurden instruiert die Medikation mit

ausreichend Flussigkeit einzunehmen.

2.2 Methoden

Zur Induktion von Neuroplastizitit-repriasentierenden Exzitabilititsverdinderungen im
Bereich des motorischen Kortex wurde kathodale transkranielle Gleichstromstimulation
verwendet (ctDCS). Transkranielle Magnetstimulation (TMS) wurde zur Erfassung der

kortikalen Exzitabilitdtsverinderungen eingesetzt.

2.2.1 Transkranielle Gleichstromstimulation (tDCS)

Die Stromerzeugung fir die tDCS erfolgte tuber einen batteriebetriebenen
Gleichstromstimulator (neuroConn GmbH, Ilmenau, Deutschland). Zur Applikation auf die
intakte Kopthaut wurden zwei leitfihige Gummielektroden verwendet, welche mit einem

mit 0,9% Natriumchlorid-Lésung bendssten Schwamm tiberzogen wurden.
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Die Positionierung der kathodalen Elektrode erfolgte anschlieBend auf einem mittels TMS
bestimmten Reprasentationsareal des rechten Musculus abductor digiti minimi (ADM),
wihrend die anodale Elektrode tiber der kontralateralen Orbita befestigt wurde. Um etwaige
Bewegungen der Elektroden zu vermeiden, wurden diese mit Gummibéndern fixiert (siche
Abbildung 10 im Anhang). Die Applikation der tDCS erfolgte ohne vorherige Verblindung.
Gleichstromstimulation in oben genannter Anordnung erzeugt signifikante Verdnderungen
der kortikalen Exzitabilitit, welche in Abhidngigkeit von Stromstirke und -dauer bis zu einer
Stunde nach Stimulation anhalten koénnen (siche Abschnitt 1.4) (Nitsche und Paulus 2001;
Nitsche et al. 2003a; Nitsche et al. 2004a).

2.2.2 Transkranielle Magnetstimulation (TMS)

Als Methode zur Erfassung der kortikalen Exzitabilitit wurden fiir diese Studie motorisch
evozierte Potentiale mittel TMS generiert und dann zur weiteren Analyse aufgezeichnet. Die
Magnetimpulse wurden durch einen Magstim 200 Magnetstimulator (The Magstim
Company, Whitland, Dyfed, United Kingdom) in Verbindung mit einer acht-férmigen Spule
erzeugt. Die Durchmesser der Windungen betrugen 70 mm, die maximale Magnetfeldstirke
2,2 Tesla. Anschlieend wurden die MEP mittels einer Ag/AgCl-Oberflichenelektroden
Uber dem rechten ADM abgeleitet. Hierbei befand sich eine Elektrode tber dem
Muskelbauch des ADM, eine weitere Elektrode tiber dem distalen Sehnenansatz. Beide
Elektroden wurden mit Pflasterstreifen fixiert und zuvor mit Elektrodenleitgel benetzt, um
eine bessere Leitfahigkeit zu gewihrtleisten. Die abgeleiteten Signale wurden verstirkt und
mit einer Zeitkonstante von 10 ms und einem Tiefpassfilter von 2,5 kHz gefiltert. Daraufhin
wurde das Signal mit einer analog-zu-digital Rate von 5 Hz digitalisiert und tber eine
Schnittstelle zur Datenerfassung (CED 1401, Cambridge Electric Devices, Cambridge) an
einen Laborcomputer mit der ,,Signal“-Software (Cambridge Electric Devices, Cambridge)
Ubermittelt. Vor Beginn der Messungen wurde die muskulire Entspannung durch visuelle
Kontrolle des Ruhe-EMG sichergestellt.

Zur Bestimmung des optimalen Stimulationsortes fur TMS und tDCS wurde die
Magnetspule linkshemisphirisch, tangential und im 45° Winkel (Griff nach postero-lateral

ausgerichtet) am Kopf des Probanden positioniert.
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Abbildung 2: Durchfithrung einer MEP Messung. Links: Angelegte EMG-Elektroden
tiber dem Muskelbauch des ADM und dem distalen Sehnenansatz mit blauer
Erdungselektrode am Unterarm. Rechts: Applikation eines Magnetpulses tiber dem ADM-
reprisentierenden motorischen Kortexareal mittels acht-féormiger Magnetspule. EMG:

Elektromyographie; ADM: Abductor digiti minimi

2.2.3 Versuchsablauf

Fir den Versuchsablauf wurde ein placebo-kontrolliertes, randomisiertes und hinsichtlich
der Flunarizin-Medikation doppelt-verblindetes Untersuchungsdesign verwendet (siche 2.1.3
und 2.1.4). Wihrend des Versuchs salen die Probanden in einem bequemen Stuhl mit
gepolsterter Armlehne und verstellbarer Kopfstitze und wurden gebeten sich zu
entspannen. Die EMG-Elektroden wurden wie zuvor beschrieben platziert und fixiert.
AnschlieBend wurde TMS tber dem kortikalen Reprisentationsareal des rechten ADM
appliziert. Um den Punkt mit den konsistent héchsten MEP zu finden, wurde die
Magnetspule entlang der Schideldecke des Probanden bewegt. Dieser Punkt wurde
anschlieBend mit einem wasserfesten Stift markiert und die TMS-Stimulationsintensitit (in
% der maximalen Stimulatorleistung) solange angepasst, bis eine durchschnittliche
Amplitude der MEP von 1 mV (0,8-1,2 mV) erreicht wurde.

Nun wurden 25 MEP mit der vorher festgelegten Stimulationsintensitit aufgezeichnet, um
die erste Baseline (Baseline 1) zu bestimmen. Abhingig von der Versuchskondition
applizierten wir den Probanden nun oben genannte Nikotin- bzw. Placebo-Pflaster auf den
linken Oberarm. Zusitzlich applizierten wir in beiden Gruppen ein weiteres Placebo-Pflaster
Uber das erste Pflaster zur Verblindung des Probanden. Die Pflaster verblieben jeweils bis
zur Messung am nichsten Abend. Ebenso erhielten alle Probanden 20 mg Domperidon

(Motilium®) nach der oben genannten Applikation.

Nach 4 Stunden wurde den Probanden Flunarizin in einer der drei unter Abschnitt 2.1.4
genannten Dosierungen oder Placebo verabreicht. Bei bestehenden gastrointestinalen

Beschwerden im Sinne von Ubelkeit wurden zu diesem Zeitpunkt erneut 20 mg Domperidon
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(Motilium®) gegeben. Bestanden diese Beschwerden nicht, wurde auf die erneute Gabe
verzichtet. Nach weiteren 2 Stunden, also 6 Stunden nach Pflaster-Applikation, wurden
erneut EMG-Elektroden tber dem ADM platziert. Es erfolgte die Aufzeichnung von
25 MEP iber dem zuvor markierten Punkt auf der Schideldecke. Hierzu wurde die zuvor
bestimmte Stimulationsintensitit verwendet (Baseline 2). War es erneut mdglich, eine
durchschnittliche Amplitude der MEP von 1 mV (0,8-1,2 mV) zu erreichen, wurden mit
dieser TMS-Stimulationsintensitit alle weiteren Messungen bis zum Abend des nichsten
Tages durchgefiihrt. War dies nicht moglich, wurde die TMS-Stimulationsintensitit erneut
angepasst, bis Uber 25 MEP eine durchschnittliche Amplitude von 1 mV (0,8-1,2 mV)

erreicht wurde (Baseline 3).

Im Anschluss wurde die kathodale tDCS nach dem in Abschnitt 2.2.1 beschriebenen Aufbau
fir 9 Minuten mit einer Stromstirke von 1 mA appliziert. Sofort nach der ctDCS wurden
erneut 25 MEP mit der festgelegten TMS-Stimulationsintensitit aufgezeichnet. Die
Aufzeichnung wiederholte sich jeweils nach 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 90, 120 und
240 Minuten. Die Probanden verlieSen anschlieBend das Labor und wurden fiir den Morgen
und Abend des Folgetages erneut einbestellt. Hier wurden jeweils erneut 25 MEP nach oben
genanntem Procedere abgeleitet. Im Anschluss an die Abendmessung wurden die Pflaster
fir den Probanden nicht sichtbar entfernt und entsorgt. Aufgrund der prolongierten
Wirkungen von Nikotin und Flunarizin sowie der Mdglichkeit spiter einsetzender MEP-
Verinderungen wurden bewusst Messpunkte bis zum Abend des nichsten Tages gewihlt,
um eine vollstindige Normalisierung der MEP-Amplituden auf das Baseline-Niveau
sicherzustellen (Mosayebi Samani et al. 2020a; Mosayebi Samani et al. 2020b). Die Anzahl
und der Abstand der Messzeitpunkte orientierten sich hierbei im Sinne einer besseren
Vergleichbarkeit an vorangegangenen Studien zur pharmakologischen Beeinflussung von
tDCS-induzierter Neuroplastizitit (Nitsche et al. 2003d; Grundey et al. 2018; Fresnoza et al.
2020).

Zu allen Messzeitpunkten wurden etwaige unerwiinschte Wirkungen deskriptiv erfasst. Jeder
Proband durchlief jeweils achtmal den hier beschriebenen Versuchsablauf. Jeweils vier
Messungen mit Nikotin-Pflaster in Kombination mit Placebo oder Flunarizin in jeder der
drei verwendeten Dosierungen und vier Messungen mit Placebo-Pflaster erneut kombiniert
mit Placebo oder Flunarizin in jeder der drei Dosierungen (siche Abbildung 3). Die jeweiligen
Versuchsabliufe fanden in randomisierter Reithenfolge statt. Um tberlappende Effekte der
jeweiligen Versuche zu vermeiden, betrug der minimale Abstand zwischen zwei

Versuchsablaufen eine Woche.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. Dargestellt ist zunachst
die Bestimmung der TMS-Intensitit, um MEP-Amplituden von 1 mV zu erreichen (Baseline
1). AnschlieBend wurden Nikotin- oder Placebo-Pflaster appliziert (NP/PP). 4 Stunden
spiter erfolgte die Gabe von Placebomedikation (0) oder Flunarizin in einer Dosis von 2,5,
5, 10 mg (2,5/5/10). Weitere 2 Stunden spiter wurden erneut 25 MEP abgeleitet und die
Stimulationsintensitit gegebenenfalls angepasst (Baseline 2/3). Nun wurde kathodale tDCS
appliziert und es wurden zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 90, 120, 240 Minuten
nach tDCS, sowie am nichsten Morgen und Abend erneut 25 MEP abgeleitet. Modifiziert
nach J. Grundey et al. (Grundey et al. 2018). MEP: Motorisch evoziertes Potential; nm:
Nichster Morgen; ne: Nichster Abend; NP: Nikotinpflaster; PP: Placebopflaster; 0:
Placebomedikation; 2,5/5/10: Flunarizin in einer Dosis von 2,5, 5 oder 10 mg; O:
Placebomedikation; BL1= Baseline 1; BL.2/3 = Baseline 2/3

2.2.4 Datenanalyse und Statistik

Das Auslesen der MEP-Amplituden erfolgte mit der "NuCursor"-Software (Sobell-Lab,
London). Fir die weitere Auswertung wurden als Statistikprogramme SPSS (Version 20,
IBM) und Excel (Version 1811, Microsoft) genutzt.

Um durch medikamentdse Intervention bedingte Verdnderungen der Ruhemotorschwelle zu
erfassen, wurde die Stimulationsintensitit in Prozent (%) der maximalen Stimulatorleistung
vor und nach der Medikamentengabe (Baseline 1 und Baseline 2/3) bestimmt. Zusitzlich
wurden die Stimulationsintensititen zwischen Nikotin- und Placebo-Pflaster verglichen. Hier
wurden ebenso Zweistichproben-t-Tests fiir abhingige Stichproben (kritischer p-Wert:
p < 0,05) durchgefiihrt.

Zunichst wurden die individuellen Mittelwerte der 25 MEP-Amplituden fiir alle Probanden
und zu allen Messzeitpunkten berechnet. AnschlieBend wurden die Mittelwerte der MEP-
Amplituden im Bezug zum jeweiligen MEP-Mittelwert der Baseline normalisiert, es wurde
also jeweils der Quotient der MEP-Mittelwerte nach Intervention zu den MEP-Mittelwerten
der jeweiligen Baseline-Messung bestimmt. Mit diesen Werten wurde anschliefend eine
Messwiederholungsvarianzanalyse (engl. repeated measures analysis of variance; rANOVA)

durchgefithrt. Die normalisierten Mittelwerte der MEP-Amplituden waren die abhingige
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Variable. Nikotin (Placebo-/Nikotin-Pflaster), Flunarizin (Placebo/2,5 mg/5 mg/10 mg)
sowie die verschiedenen Messzeitpunkte wurden als Messwiederholungsfaktoren
einbezogen. Der Mauchly-Test auf Spharizitit wurde durchgefiihrt und wenn notwendig mit
der Greenhouse-Geisser Methode korrigiert. Die jeweiligen Effektstirken wurden als
partielles Eta-Quadrat (°) berechnet. Eine gro3e Effektstirke wurde fiir Werte von n* > 0,14
angenommen. In Abhingigkeit von signifikanten Werten der tANOVA wurden post hoc
Zweistichproben-t-Tests fiir abhingige Stichproben (kritischer p-Wert: p < 0,05)
durchgefiihrt, um die normalisierten MEP-Amplituden vor der ctDCS mit den jeweiligen
MEP-Amplituden zu den Messzeitpunkten nach ctDCS in jeder der Konditionen zu
vergleichen. Zusitzlich wurden die normalisierten MEP-Amplituden der verschiedenen
Flunarizin-Dosierungen (Placebo/2,5 mg/5 mg/10 mg) untereinander zu festen

Zeitpunkten verglichen.

Zusitzlich erfolgte aufgrund der zum Teil hohen intra-individuellen Schwankungen (siche
4.5.1) zwischen einzelnen Messzeitpunkten eine Auswertung der gepoolten Daten, also der
Mittelwerte der normalisierten MEP Amplituden (MEP-Ratio) der ersten 30 Minuten nach
der Stimulation. Hierdurch konnten bereits in vorangegangenen Studien die Effekte der
pharmakologischen Interaktionen verdeutlicht werden (Grundey et al. 2018; Mosayebi
Samani et al. 2020a). Zudem stellen die ersten 30 Minuten den Zeitraum dar, in welchem
bisher unter dhnlichen Versuchsbedingungen die deutlichsten ctDCS-Effekte gezeigt werden
konnten (Nitsche et al. 2003d; Grundey et al. 2018). Fir die Auswertung der gepoolten Daten
wurden jeweils die zur Baseline normalisierten MEP-Amplituden (MEP-Ratio) zu allen
Messzeitpunkten in den ersten 30 Minuten nach ctDCS zusammengefasst. Die jeweiligen
Messwerte aller Probanden fiir die jeweilige Versuchsmedikation wurden einbezogen und ein
Mittelwert gebildet. Es erfolgte ein Zweistichproben-t-Tests fir abhingige Stichproben
(kritischer p-Wert: p < 0,05) und es wurde das 95%-Konfidenzintervall bestimmt.
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3  Ergebnisse

3.1 Probandenkollektiv

Fir die Studie wurden insgesamt 13 Probanden rekrutiert, von welchen 12 die Studie
abschlossen. Ein Proband brach die Studie ohne weitere Angabe von Griinden nach der
ersten Messung ab. Die Altersspanne der verbleibenden zwolf Probanden lag zwischen 19
und 33 Jahren, das durchschnittliche Alter betrug 24,53 Jahre (SD = 4,19). Alle Probanden
waren Nichtraucher. Von den zw6lf Probanden, welche die Studie abschlossen, waren finf
weiblich (~41,7%).

3.2 Allgemeine Anmerkungen

Die medikamentése Intervention wurde ebenso wie die Stimulationen mittels ctDCS und
TMS im Allgemeinen gut vertragen. Fiinf Probanden berichteten unter Gabe von Nikotin
tber leichtes Unwohlsein und Ubelkeit. Zwei Probanden beschriecben unter
Verummedikation mit Flunarizin 5 und 10 mg vermehrte Midigkeit. Ein Proband gab unter
ctDCS starken Juckreiz unterhalb der Elektroden an und vier Probanden gaben einen
leichten Schwindel unter Nikotingabe an. Es traten keine weiteren unerwinschten
Arzneimittelwirkungen und insbesondere keine schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse
auf. Alle genannten Nebenwirkungen sistierten bis zur Stimulation mittels kathodaler tDCS

spontan oder unter Gabe von Domperidon.

Die Stimulationsintensititen in Prozent (%) der maximalen Stimulatorleistung (MSO)
zeigten im Vergleich vor und nach Medikamentengabe (Baseline 1 vs. Baseline 2/3), sowie
zwischen Nikotin- und Placebo-Pflaster zum Zeitpunkt der Baseline 2/3 keine signifikanten
Unterschiede (siche Anhang, Tabellen 2 und 3).

Die rtANOVA ergab signifikante Effekte fur die Faktoren Nikotin (F(1) = 58,468, p < 0,001),
Flunarizin (F(3) = 8,109, p < 0,001), sowie Nikotin x Messzeitpunkt (F(2,679) = 2,974,
p <0,05) und Flunarizin x Messzeitpunkt (F(5,127) = 2,164, p < 0,001). Der Faktor
Messzeitpunkt sowie die Interaktionen Flunarizin x Nikotin und Flunarizin x Nikotin x
Messzeitpunkt zeigten keine signifikanten Effekte. Die Ergebnisse der rANOVA sind

zusammen mit den jeweiligen Effektstirken in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Ergebnisse der Messwiederholungs-ANOVA (rANOVA). df: Freiheitsgrade,
F: F-Wert, Sig.: Signifikanzniveau; *: p < 0,05; n* Partielles Eta-Quadrat

df F Sia. n2
Mikotin 1 53,468 =0001* 842
Flunarizin 3 8108 =0,001* 424
Messzeitpunkt 13 703 758 060
Mikotin x Flunarizin 3 03g 840 003
Mikotin x Messzeitpunkt 13 24874  =0,001* 213
Flunarizin x Messzeitpunkt 39 2164  =0001* 64
Mikotin x Flunarizin x Messzeitpunkt 38 7649 842 065

3.3 Einfluss von Flunarizin auf ctDCS-induzierte Neuroplastizitit

ohne Nikotin

Die Messungen beinhalten die Untersuchung der durch MEP-Amplituden
operationalisierten kortikalen Erregbarkeitsverdinderungen unter ctDCS ohne Nikotin. Pro
Proband wurden hierzu vier Messungen mit jeweils unterschiedlicher Medikation (Placebo,
Flunarizin in 2,5 mg, 5 mg und 10 mg Dosis) durchgefihrt. Der Faktor Flunarizin und die
Interaktion Flunarizin x Messzeitpunkt ergaben in der rtANOVA jeweils signifikante
Ergebnisse (p <0,05). Sowohl der Faktor Flunatizin (n* = 0,842) als auch die Interaktion
Flunarizin x Messzeitpunkt (1> = 0,164) zeigten zudem jeweils groBe Effektstirken
(0> > 0,14; siehe Tabelle 1). Die Messung ohne Nikotin mit Placebomedikation wird im
Folgenden als Placebobedingung 1 bezeichnet.

3.3.1 Untersuchung mit Placebomedikation (Placebobedingung 1)

Die post hoc Zweistichproben-t-Tests ergaben im Vergleich zu den Baseline-Werten eine
signifikante (p < 0,05) Reduktion der MEP-Amplituden zu jedem Messzeitpunkt bis 60 min
nach Stimulation. Es bestand auch fiir alle nicht-signifikanten Messungen des ersten Tages
eine Tendenz zur Verringerung der MEP-Amplitude verglichen mit der Baseline-Messung
(siche Abbildung 4).

3.3.2 Untersuchung mit Flunarizin

Unter der Applikation von Flunarizin in einer Dosis von 2,5 mg ergaben die post hoc
Zweistichproben-t-Tests keine signifikanten Verdnderungen im Vergleich zu den Baseline-
Werten. Im Vergleich zur Placebobedingung 1 zeigten sich jedoch signifikante Unterschiede
(p < 0,05) zu den Zeitpunkten 5, 10, 15, 25 und 30 min. Insgesamt lagen die MEP-
Amplituden nahe am Baselineniveau (siche Abbildung 4).
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Untersuchungen mit einer Dosis von 5 mg Flunarizin ergaben im t-Test signifikante
Unterschiede (p < 0,05) zur Baseline bei 0, 5, 10, 15, 20, 25 und 60 min. Verglichen mit der
Placebobedingung 1 waren die Effekte zu keinem der Messzeitpunkte signifikant
unterschiedlich. Es besteht eine zur Placebobedingung 1 vergleichbare Reduktion der MEP-
Amplitude (siche Abbildung 4).

Unter einer Flunarizin Dosis von 10 mg zeigten sich verglichen mit der Baseline keine
signifikanten Effekte. Verglichen mit der Placebobedingung 1 hingegen waren zu den
Zeitpunkten 5, 20, 25 und 30 min signifikante Effekte ersichtlich (p < 0,05). Mit Ausnahme
der Messungen zu den Zeitpunkten 20 und 25 Minuten befanden sich die Werte erneut nahe

dem Baselineniveau (siche Abbildung 4).
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Abbildung 4: Verlauf der normalisierten MEP-Amplituden (MEP-Ratio) unter
Applikation von Placebo-Pflaster und Flunarizingabe in den unterschiedlichen
Dosierungen. Dargestellt in der obigen Grafik sind die mittleren MEP-Amplituden +/-
Standardfehler (Fehlerbalken) zu den verschiedenen Messzeitpunkten (x-Achse) im
Vergleich zur MEP-Baseline (MEP-Ratio; y-Achse) bei Anwendung der ctDCS ohne Nikotin
und nach Gabe von Flunarizin in o. g. Dosierung. Ausgefiillte Symbole kennzeichnen
signifikante Veranderungen der MEP-Amplituden nach kathodaler tDCS gegentiber
Baselineniveau. Die mit einem Stern markierten Symbole stellen signifikante Verinderungen
der MEP-Amplitude durch Flunarizingabe gegeniiber der Placebobedingung 1
(Placebopflaster mit Placebomedikation) bei identischem Zeitfenster dar. Signifikanzniveau:
p < 0,05. MEP: Motorisch evoziertes Potential; nm: Nachster Morgen; ne: Nichster Abend;
MEP: Motorisch evoziertes Potential; PLC1: Placebobedingung 1; PP: Placebo-Pflaster;
PP+2,5: Placebo-Pflaster und Flunarizin 2,5 mg; PP+5: Placebo-Pflaster und Flunarizin 5
mg: PP+10: Placebo-Pflaster und Flunarizin 10 mg.

Fir den gepoolten Datensatz der normalisierten MEP-Amplituden (MEP-Ratio) ergaben
sich signifikante Unterschiede zwischen der Placebobedingung 1 und den Messungen mit
Flunarizin in den Dosierungen 2,5 und 10 mg (p < 0,05). In beiden Fillen zeigt sich eine
signifikante Zunahme der MEP-Amplituden im Vergleich zur Placebomedikation, die
Erregbarkeitsverminderung nach ctDCS war somit nicht mehr nachweisbar. Unter der Gabe
von Flunarizin in 5 mg Dosierung ergaben sich keine signifikanten Differenzen der MEP-

Amplituden zur Placebomedikation (siche Abbildung 5).
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Abbildung 5: Verinderung der gepoolten, normalisierten MEP-Amplituden (MEP-
Ratio) bis 30 Minuten nach ctDCS unter Applikation von Placebo-Pflaster und
Flunarizingabe in den unterschiedlichen Dosierungen. Dargestellt in der obigen Grafik
sind die mittleren MEP-Amplituden zusammengefasst fiir die ersten 30 Minuten nach ctDCS
unter Applikation des Placebo-Pflasters mit Placebomedikation oder Flunarizin in
unterschiedlichen Dosierungen (x-Achse) fiir alle Probanden. Jede Siule stellt den Mittelwert
der MEP-Amplituden im Vergleich zur MEP-Baseline (MEP-Ratio; y-Achse) +/- 95%-
Konfidenzintervall fiir die ersten 30 Minuten nach Stimulation dar. Die mit einem Stern
markierten Sdulen stellen signifikante Verinderungen der MEP-Amplitude durch
Flunarizingabe gegentiber der Placebobedingung 2 (Placebopflaster mit Placebomedikation)
bei identischem Zeitfenster dar. Signifikanzniveau: * p < 0,05; ** p < 0,01. MEP: Motorisch
evoziertes Potential; PLC1: Placebobedingung 1; PP: Placebo-Pflaster; PP+2,5: Placebo-
Pflaster und Flunarizin 2,5 mg; PP+5: Placebo-Pflaster und Flunarizin 5 mg: PP+10:

Placebo-Pflaster und Flunarizin 10 mg.

Insbesondere in einer Flunarizin-Dosis von 2,5 und 10 mg konnten signifikante
Verinderungen der MEP-Amplituden im Vergleich zur Placebobedingung 1 nachgewiesen
werden. Unter einer Dosierung von 5 mg Flunarizin kam es hingegen zu keinen signifikanten
Effekten verglichen mit der Placebobedingung 1, was fiir eine nicht lineare Dosis-Wirkungs-
Bezichung spricht. Bezogen auf unsere sckundire Hypothese konnten wir fir die
Versuchsbedingungen ohne Nikotin zeigen, dass ab einem Zeitpunkt von 30 Minuten nach
der ctDCS keine signifikanten Unterschiede zur Placebobedingung 1 und nach 60 Minuten

zur jeweiligen Baseline nachweisbar waren.
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3.4 Einfluss von Flunarizin auf ctDCS-induzierte Neuroplastizitit
mit Nikotin

Die Messungen beinhalten die Untersuchung der durch MEP-Amplituden
operationalisierten kortikalen Erregbarkeitsverinderungen unter ctDCS nach Gabe von
Nikotin. Pro Proband wurden hierzu vier Messungen mit jeweils unterschiedlicher
Medikation (Placebo, Flunarizin in 2,5 mg, 5 mg und 10 mg Dosis) durchgefiihrt. Die
Faktoren Nikotin und Flunarizin sowie die Interaktionen Nikotin x Messzeitpunkt bzw.
Flunarizin x Messzeitpunkt ergaben in der rANOVA jeweils signifikante Ergebnisse (p <
0,05). Beide Faktoren (n° = 0,842 bzw. 0,424) und beide Interaktionen (> = 0,213 bzw.
0,164) zeigten zudem jeweils groBe Effektstirken (n° > 0,14; sieche Tabelle 1). Fiir die
Interaktionen Nikotin x Flunarizin und Nikotin x Flunarizin x Messzeitpunkt ergaben sich
keine signifikanten Effekte in der tANOVA. Die Messung mit Nikotinpflaster und

Placebomedikation wird im Folgenden als Placebobedingung 2 bezeichnet.

3.41 Untersuchung mit Placebomedikation (Placebobedingung 2)

Mittels post hoc Zweistichproben-t-Tests ergaben sich signifikante Effekte (p < 0,05) fir die
Messzeitpunkte 0 und 5 min im Vergleich zur Baseline-Messung. Zu beiden Messzeitpunkten
zeigte sich eine Exzitabilititssteigerung, welche sich ab dem Zeitpunkt 10 min nicht mehr
nachweisen lieB. Im Gegensatz zur Placebobedingung 1 (Placebo + Placebo) kam es zu

keinem Messzeitpunkt zu einer Verringerung der MEP-Amplituden (siche Abbildung 6).

3.4.2 Untersuchung mit Flunarizin

Nach Gabe von 2,5 mg Flunarizin waren in den t-Tests signifikante Unterschiede (p < 0,05)
zur Baseline zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 und 90 min ersichtlich. Die Werte
waren zu den genannten Zeitpunkten verglichen mit der Baseline signifikant erhoht. In
Bezug zur Placebobedingung 2 (Nikotin + Placebo) ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede, es bestand jedoch tber alle Messwerte eine Tendenz zu erhéhten MEP-
Amplituden. Es besteht somit im Gegensatz zur Placebobedingung 1 (Placebo + Placebo)
tendenziell eine Erregbarkeitssteigerung (siche Abbildung 6).

Bei einer Dosis von 5 mg bestand ein signifikanter Effekt (p < 0,05) verglichen mit der
Baseline lediglich bei 0 min. Im Vergleich zur Placebobedingung 2 (Nikotin + Placebo)
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Die Messwerte befanden sich mit Ausnahme

der Messung nach 5 Minuten annihrend auf Baselineniveau (siche Abbildung 0).

Nach Applikation von 10 mg Flunarizin verglichen mit der Baseline waren die Ergebnisse
des t-Tests bei 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 90 und 120 min sowie am nichsten Morgen und
Abend signifikant unterschiedlich (p < 0,05). Verglichen mit der Baseline-Messung zeigte
sich zu diesen Messzeitpunkten eine Erh6hung der MEP-Amplituden. Auch bezogen auf die
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Placebobedingung 2 (Nikotin + Placebo) ergaben sich bei 15 und 25 min signifikant erhéhte
MEP-Amplituden (siche Abbildung 6).
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Abbildung 6: Verlauf der normalisierten MEP-Amplituden (MEP-Ratio) unter
Applikation von Nikotin-Pflaster und Flunarizingabe in den unterschiedlichen
Dosierungen. Dargestellt in der obigen Grafik sind die mittleren MEP-Amplituden +/-
Standardfehler (Fehlerbalken) zu den verschiedenen Messzeitpunkten (y-Achse) im
Vergleich zur MEP-Baseline (MEP-Ratio; y-Achse) bei Anwendung der ctDCS mit Nikotin
und nach Gabe von Flunarizin in o. g. Dosierung. Ausgefiillte Symbole kennzeichnen
signifikante Veridnderungen der MEP-Amplituden nach kathodaler tDCS gegentiber
Baselineniveau. Die mit einem Stern markierten Symbole stellen signifikante Verinderungen
der MEP-Amplitude durch Flunarizingabe gegentiber der Placebobedingung 2
(Nikotinpflaster mit Placebomedikation) bei identischem Zeitfenster dar. Signifikanzniveau:
p < 0,05. MEP: Motorisch evoziertes Potential; nm: Nichster Morgen; ne: Nichster Abend;
PLC2: Placebobedingung 2; NP: Nikotin-Pflaster; NP+2,5: Nikotin-Pflaster und Flunarizin
2,5 mg; NP+5: Nikotin-Pflaster und Flunarizin 5 mg: NP+10: Nikotin-Pflaster und

Flunarizin 10 mg.

Fir den gepoolten Datensatz der normalisierten MEP-Amplituden (MEP-Ratio) mit
Nikotin-Pflaster zeigte sich nach Gabe von Flunarizin 10 mg eine signifikante Steigerung der
MEP-Amplitude (p < 0,05) und bei Gabe von 2,5 mg ebenfalls ein Trend zu einer
Erregbarkeitssteigerung, allerdings statistisch nicht signifikant. Nach Gabe von Flunarizin in
einer Dosierung von 5mg ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zur
Placebobedingung 2 (Nikotin + Placebo), sodass die MEP-Amplituden auf Baselineniveau
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verblieben (siche Abbildung 7). Die einzelnen Ergebnisse der t-Tests sind der Tabelle 4 im

Anhang zu entnehmen.

14 -

1,3 -

——— %

1,2 -

0,9 -

Normalisierte MEP-Amplitude (MEP-Ratio)

0,8 -
PLC2 NP+2.5 NP+5 NP+10

Versuchsbedingungen

Abbildung 7: Verinderung der gepoolten, normalisierten MEP-Amplituden (MEP-
Ratio) bis 30 Minuten nach ctDCS unter Applikation von Nikotin-Pflaster und
Flunarizingabe in den unterschiedlichen Dosierungen. Dargestellt in der obigen Grafik
sind die mittleren MEP-Amplituden zusammengefasst fiir die ersten 30 Minuten nach ctDCS
unter Applikation des Nikotin-Pflasters mit Placebomedikation oder Flunarizin in
unterschiedlichen Dosierungen gepoolt fir alle Probanden. Jede Siule stellt den Mittelwert
der MEP-Amplituden im Vergleich zur MEP-Baseline (MEP-Ratio) +/- 95%-
Konfidenzintervall fir die ersten 30 Minuten nach Stimulation dar. Die mit einem Stern
markierten Sdulen stellen signifikante Verinderungen der MEP-Amplitude durch
Flunarizingabe gegeniiber der Placebobedingung 2 (Nikotinpflaster mit Placebomedikation)
bei identischem Zeitfenster dar. Signifikanzniveau: p < 0,05. MEP: Motorisch evoziertes
Potential; PLC2: Placebobedingung 2; NP: Nikotin-Pflaster; NP+2,5: Nikotin-Pflaster und
Flunarizin 2,5 mg; NP+5: Nikotin-Pflaster und Flunarizin 5 mg: NP+10: Nikotin-Pflaster

und Flunarizin 10 mg.

Zusammenfassend konnte in der Versuchsbedingung mit Nikotin und 10 mg Flunarizin eine
signifikante Erh6hung der MEP-Amplituden im Vergleich zur Placebobedingung 2 gezeigt
werden. In einer Dosierung von 2,5 und 5 mg waren die entsprechenden Effekte nicht
signifikant. Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs und bezogen auf die jeweilige Baseline-
Messung ergaben sich fiir den Zeitraum tber 30 Minuten unter einer Dosierung von 2,5 mg
Flunarizin einmalig nach 90 Minuten signifikante Verinderungen der MEP-Amplituden.
Gleiches gilt unter einer Dosierung von 10 mg jeweils nach 60, 90 und 120 Minuten sowie

am nichsten Morgen und Abend.
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Anmerkungen

In der Zusammenschau der Ergebnisse ist von einer kalziumabhingigen Modulation der
Plastizititsveranderungen unter ctDCS und Nikotin auszugehen. Entgegen unserer initialen
Hypothese kam es nicht zur Wiederherstellung der unter Nikotin aufgehobenen LTD,
sondern - insbesondere in einer hohen Flunarizin-Dosis - zur Induktion einer LTP. Auch
konnte entgegen unserer Hypothese in der Versuchsbedingung ohne Nikotin bereits unter
einer niedrigen Dosis Flunarizin eine Aufhebung der LTD nachgewiesen werden. Insgesamt
legen diese Befunde einen komplexeren Zusammenhang zwischen der Beeinflussung
intrazelluldrer Kalziumkonzentrationen und deren Auswirkungen auf Neuroplastizitit nahe.
Unter der Voraussetzung, dass Flunarizin in Abhidngigkeit von der Dosis unterschiedliche
Effekte erzielt, lasst sich somit ein Wirkmechanismus in Einklang mit dem gegenwirtigen
Stand der Forschung postulieren (sieche Abbildung 9). Es ist insbesondere beziiglich der hier
postulierten synaptischen Wirkmechanismen einschrinkend anzumerken, dass diese im
Rahmen der vorliegenden Studie nicht direkt gemessen wurden (siche 4.5.1). Vielmehr
wurden diese aus den Verinderungen der MEP-Amplituden und vor dem Hintergrund
bisheriger Studien in Zellkulturen und am Menschen abgeleitet (Cousin et al. 1993; Surbakti
et al. 2017).

4.2 Untersuchungen ohne Nikotin

In der Placebobedingung 1 (Placebo + Placebo) wird mittels ctDCS eine Langzeit-
Depression (LTD) induziert (siche Abbildung 8). Hierbei kommt es durch die ctDCS zu
einer Hyperpolarisation der Zellmembranen (Purpura und McMurtry 1965). AnschlieBend
erfolgt bei Eintreffen eines Aktionspotentiales eine pra- und postsynaptische Depolarisation.
Durch die geringe Depolarisation der Prisynapse kommt es zu einem verminderten
Kalziumeinstrom und in der Folge zu einer verminderten kalziumabhingigen
Glutamatausschuttung in den synaptischen Spalt (Malarkey und Parpura 2008). Gleichzeitig
sind Rezeptorbindungsstellen der postsynaptischen NMDA-Rezeptoren aufgrund der
geringen  postsynaptischen  Depolarisation zu groBen Teilen weiterhin durch
Magnesiumionen geblockt. Zusammen bewirken diese Mechanismen eine verminderte
Bindung von Glutamat an NMDA-Rezeptoren, da zum einen die NMDA-Rezeptoren
geblockt sind, zum anderen aber auch weniger Glutamat im synaptischen Spalt zur
Verfigung steht. Da NMDA-Rezeptoren unter anderem als Kalziumkanile fungieren, fithrt
dies zu einem verminderten Einstrom von Kalziumionen in die Postsynapse. Tritt dieser
Prozess gehiuft auf, so wird die synaptische Verbindung unter anderem durch Verringerung
der Glutamat-Rezeptordichte geschwicht. Es entsteht eine LTD. Bei Applikation der ctDCS

Gber dem primir motorischen Kortex kommt es, in Folge der induzierten L'TD, zu einer
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verringerten Weiterleitung der Aktionspotentiale zu den kortikospinalen Bahnen. Somit
generieren die in diesem Versuchsaufbau durch TMS ausgelosten Aktionspotentiale eine
geringere motorische Antwort am abgeleiteten Muskel (ADM). Experimentell zeigt sich dies
durch signifikant verringerte MEP-Amplituden im Vergleich zur Baseline. Die vorliegenden
Ergebnisse stehen somit im Einklang mit vorangegangen Studien zu dieser Thematik
(Nitsche und Paulus 2000; Mosayebi Samani et al. 2020a).

Verabreicht man Flunarizin in einer Dosis von 2,5 mg, so zeigt sich dies experimentell durch
MEP-Amplituden auf dem Niveau der Baseline-Messung jedoch mit signifikanter Differenz
zur Placebobedingung 1 (Placebo + Placebo; siche Abbildung 8). Es kann hier von einer
weiteren Reduktion der Glutamatausschiittung in Folge der Medikation mit Flunarizin
ausgegangen werden (Cousin et al. 1993; Surbakti et al. 2017). In neuronalen Zellkulturen
von Sidugetieren konnte eine dosisabhingige Reduktion der prisynaptischen
Glutamatausschuttung durch Flunarizin bereits gezeigt werden (Cousin et al. 1993). Als
moglicher Mechanismus wurde die Antagonisierung prasynaptischer VGCC mit konsekutiv
verringertem Einstrom von Kalziumionen postuliert. Dies fiihrt in der Folge zu einer
verminderten Exozytose von Glutamat in den synaptischen Spalt (Cousin et al. 1993). Auch
in vivo konnten verringerte Glutamatkonzentrationen im Serum von Probanden unter Gabe
von Flunarizin beobachtet werden (Surbakti et al. 2017). Obwohl weitere Studien auf diesem
Gebiet notwendig sind, legen die bisherigen Beobachtungen eine durch Flunarizin bedingte
verringerte Ausschiittung von Glutamat in den synaptischen Spalt nahe. Eine verminderte
Glutamatausschuttung fithrt somit zu einer geringeren Aktivitit der NMDA-Rezeptoren und
es kommt nur zu einem sehr geringen Anstieg der postsynaptischen Kalziumkonzentration.
Dieser reicht jedoch nicht aus, um LTD-dhnliche Effekte zu erzielen (Cummings et al. 1996).
Diesbeziiglich konnte bereits in anderen Studien gezeigt werden, dass die tDCS-generierte
LTP- und LTD-dhnliche Neuroplastizitit von der NMDA-Rezeptoraktivitit abhangig ist
(Liebetanz et al. 2002). Dies erklirt zusammen mit der verminderten Glutamatausschiittung
eine Aufhebung der ctDCS-induzierten LTD. In einer Studie von Mosayebi Samani et al.
(2020a) konnte unter Gabe von 2,5 mg Flunarizin nach ctDCS keine Normalisierung der
MEP-Amplituden auf das Baseline-Niveau erzielt werden. Im Gegensatz zur vorliegenden
Studie erfolgte die ctDCS jedoch mit abweichenden Stimulationsparametern, weswegen ein

direkter Vergleich nur eingeschrinkt méglich ist (Mosayebi Samani et al. 2020a).

Bei einer Dosis von 5 mg konnte Flunarizin nach dem hier postulierten Wirkmechanismus
nun eine Reduktion der GABA-Ausschuttung bewirken (Cousin et al. 1993). In vitro konnte
Flunarizin, in hoheren Dosierungen, durch Antagonisierung der VGCC nicht nur die
Glutamat-, sondern auch die GABA-Ausschuttung aus der Prisynapse signifikant reduzieren
(Cousin et al. 1993). Obgleich diesbeztglich weitere Studien in vivo fehlen, kénnen unter
Berticksichtigung der Ergebnisse dieser Studie relevante Effekte von Flunarizin auf die
GABA-Ausschiittung angenommen werden. Hierdurch wird das Gleichgewicht zwischen
Glutamat als aktivierendem und GABA als inhibierendem Transmitter wiederhergestellt. Die

verminderte GABAerge Aktivitit fihrt zu einem geringeren Einstrom von Anionen
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(insbesondere Chloridionen) und somit zu einer stirkeren Depolarisation der Postsynapse
bei Eintreffen eines Aktionspotentiales. In der Folge ergibt sich, nach dem hier postulierten
Wirkmechanismus, ein erhShter postsynaptischer Kalziumeinstrom. Somit kommt es erneut
zu einer LTD. Diese zeigt sich in signifikant erniedrigten Werten der MEP zur Baseline (siche
Abbildung 8). Ahnliche Effekte auf ctDCS-induzierte Neuroplastizitit konnten bereits von
Nitsche et al. (2003) unter einer Flunarizin-Dosis von 10 mg gezeigt werden, wihrend

Mosayebi Samani et al. (2020a) unter 5 mg Flunarizin eine Aufthebung der LTD berichteten.

Flunarizin in einer hohen Dosis (10 mg) konnte eine direkte Antagonisierung der
postsynaptischen Kalziumkanile und somit eine Verminderung des Kalziumeinstroms
bewirken (Nitsche et al. 2003d; Grundey et al. 2018). Die Kalziumkonzentration steigt
hierdurch postsynaptisch erneut nur sehr gering an und reicht nicht aus, um eine LTD zu
induzieren. Durch diesen Effekt wird die ctDCS-induzierte LTD aufgehoben. Die MEP-
Amplituden zeigen hier ebenfalls signifikante Unterschiede zur Placebobedingung 1 (Placebo
+ Placebo) mit einer Tendenz zum Baselineniveau (siche Abbildung 8). Eine Studie, in
welcher die ctDCS mit 3 mA und 20 Minuten Stimulationsdauer erfolgte, konnte ebenfalls
eine Aufhebung der LTD unter einer Dosis von 10 mg Flunarizin zeigen und unterstitzt
somit die hier genannten Beobachtungen (Mosayebi Samani et al. 2020a). Ahnliche Effekte
konnten in anderen Studien ebenfalls fiir die anodale tDCS gezeigt werden (Nitsche et al.
2003d).

In allen Versuchsbedingungen ohne Nikotin konnten keine signifikanten Effekte tiber einen
Zeitpunkt von 60 Minuten nach der Stimulation hinaus nachgewiesen werden. Signifikante
Unterschiede der MEP-Amplituden zur Placebobedingung 1 traten nur innerhalb der ersten
30 Minuten nach ctDCS auf. Unsere sekundire Hypothese konnten wir fur die
Versuchsbedingungen ohne Nikotin somit bestitigen. Dies entspricht den Ergebnissen
anderer Studien mit vergleichbaren Versuchsablidufen (Nitsche et al. 2003b; Monte-Silva et
al. 2010; Batsikadze et al. 2013). Die bereits genannte Untersuchung von Mosayebi Samani
et al. (2020a) kam jedoch zu einem anderen Ergebnis. Dort konnten unter Anwendung eines
alternativen Stimulationsprotokolls signifikante Effekte der ctDCS in Kombination mit 10

mg Flunarizin fir bis zu 120 Minuten nachgewiesen werden (Mosayebi Samani et al. 2020a).
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Abbildung 8: Vorgeschlagener Wirkmechanismus von Placebo und Flunarizin in
unterschiedlichen Dosierungen auf intrazellulire Kalziumkonzentrationen und
durch kathodale tDCS-induzierte LTD-4dhnliche Plastizitit. Die Grafik stellt den hier
postulierten Wirkmechanismus dar. Auf der y-Achse befinden sich die Verinderungen der
intrazelluliren Kalziumkonzentration und die hiermit verbundenen Plastizititsinderungen.
Auf der x-Achse sind die unterschiedlichen Versuchsbedingungen dargestellt. Die
Verinderungen der Kalziumkonzentrationen koénnen zu LTD- oder LTP-ihnlichen
Plastizitiatsveranderungen fihren. Zwischen beiden Bereichen und bei sehr starken
Kalziumeinstrémen ergeben sich keine Plastizititsverainderungen (,,no man’s land 1 und 2%).
Die schwarzen Pfeile zeigen die Verinderungen durch kathodale tDCS an, die weillen Pfeile
die zusitzlichen Effekte durch Flunarizin. Modifiziert nach J. Grundey et al. (Grundey et al.
2018). LTP: Langzeit-Depression; LTP: Langzeit-Potenzierung; PLC1: Placebobedingung
1; PP: Placebo-Pflaster; PP+2,5: Placebo-Pflaster und Flunarizin 2,5 mg; PP+5 Placebo-
Pflaster und Flunarizin 5 mg: PP+10: Placebo-Pflaster und Flunarizin 10 mg.
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4.3 Untersuchungen mit Nikotin

Figt man Nikotin als zusitzlichen Faktor hinzu, gelten dieselben Grundannahmen wie bei
den Placebobedingungen. In der Placebobedingung 2 (Nikotin + Placebo) findet keine
Plastizititsinduktion durch ctDCS statt (siche Abbildung 9). Durch Gabe von Nikotin und
den konsekutiven nAChR bedingten starken prid- und postsynaptischen Kalziumeinstrom
wird der Konzentrationsbereich des Kalziums oberhalb des LTP-Bereichs erreicht (,,no
man’s land 2 siehe Abschnitt 1.5) (Lisman 2001; Misonou et al. 2004). Neben dieser
direkten Wirkung als liganden-gesteuerte Ionenkanile modulieren die aktivierten nAChR
zudem die Ausschiittung von unter anderem Glutamat und GABA (Summers et al. 1997;
Alkondon et al. 1999; Albuquerque et al. 2009; Huang et al. 2010). Dies legt einen
weitreichenden Einfluss von nAChR auf die synaptische Plastizitit nahe. Betrachtet man
jedoch zunichst nur die starke Erhéhung der postsynaptischen Kalziumkonzentration, so
vermutet man, dass intrazellulire Regulationsmechanismen aktiviert werden, um das
resultierende Konzentrations- und Spannungsgefille auszugleichen. Hierbei kommt es
beispielsweise zur Aktivierung von spannungsabhingigen Kaliumkanilen in der
postsynaptischen Zellmembran (Lisman 2001; Misonou et al. 2004). Durch den Ausstrom
von Kaliumionen aus der Postsynapse wird ein Gegengewicht zum starken Kalziumeinstrom
gebildet und die resultierende  Depolarisation  vermindert.  Infolge  dieser
Regulationsmechanismen  werden die tDCS-induzierten  Plastizititsverinderungen
aufgehoben. Experimentell befinden sich die gemessenen MEP-Amplituden annihernd auf

Baselineniveau.

Die weitere Literatur beziglich der nikotinergen Modulation ctDCS-induzierter
Neuroplastizitit ist gegenwirtig uneinheitlich. Wihrend einige Studien ebenfalls eine
Aufthebung  der  LTD-dhnlichen  Effekte unter Nikotin  zeigen  konnten
(Thirugnanasambandam et al. 2011; Grundey et al. 2012b), ergaben andere unter Gabe von
Cholinesterasechemmern eine Stirkung und Prolongation selbiger (Kuo et al. 2007;
Batsikadze et al. 2017). Fir die anodale tDCS hingegen konnte bereits in mehreren Studien
eine Aufhebung der dort induzierten LTP-Effekte unter Nikotin gezeigt werden
(Thirugnanasambandam et al. 2011; Grundey et al. 2012b; Grundey et al. 2018). Insgesamt
ist fur die Untersuchungen mit Nikotin und Flunarizin von einer komplexen Interaktion
zwischen den pharmakologischen Effekten beider Substanzen auf den intrazelluliren
Kalziumspiegel sowie den stimulationsbedingten Verinderungen, insbesondere von GABA
und Glutamat auszugehen (Cousin et al. 1993; Summers et al. 1997; Alkondon et al. 1999;
Albuquerque et al. 2009).

Unter Gabe von Flunarizin in der Dosis 2,5 mg ergibt sich nun erneut eine Reduktion der
Glutamatausschuttung und konsekutiv der NMDA-Rezeptoraktivitit (siche Abschnitt 4.2)
(Cousin et al. 1993; Surbakti et al. 2017). Zunichst besteht, bedingt durch die Gabe von
Nikotin, eine vermehrte Aktivitit pra- und postsynaptischer nAChR, welche zu einer

vermehrten Ausschittung von Glutamat und erhohten Aktivitit der NMDA-Rezeptoren
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fihrt (siehe Abschnitt 1.5.1) (Lisman 2001; Misonou et al. 2004). Flunarizin wiederum
vermindert nun in niedriger Dosis vor allem die Ausschiittung von Glutamat tber die
Antagonisierung prasynaptischer VGCC. Dieser Effekt scheint in vivo in niedrigen
Dosierungen besonders ausgeprigt zu sein und mit steigender Dosis abzunehmen (Cousin
et al. 1993; Surbakti et al. 2017). Somit bildet die verminderte Glutamatausschiittung durch
Flunarizin ein Gegengewicht zur vermehrten NMDA-Rezeptoraktivitit durch Nikotin.
Zusammenfassend stromen weniger Kalziumionen in die Postsynapse ein und die
Kalziumkonzentration an der postsynaptischen Membran sinkt in den Bereich, der eine LTP
auslosen kann (Lisman 2001). Aufgrund der, relativ zur Placebobedingung 2 (Nikotin +
Placebo) gesehen verminderten Kalziumkonzentration ergibt sich ein geringeres
Spannungsgefille. Somit treten die bereits erwihnten Regulationsmechanismen mit
Aktivierung der postsynaptischen Kaliumkanile weniger stark in Erscheinung und es
entsteht eine LTP-dhnliche Neuroplastizitit (Lisman 2001; Misonou et al. 2004). Die MEP-
Amplituden sind gegentiber der Baseline signifikant erhoht.

Bei Gabe von 5 mg Flunarizin kénnte nun erneut die GABAerge Wirkung reduziert werden
(Cousin et al. 1993). Als zugrundeliegender Mechanismus kommt die bereits unter
Abschnitt 4.2 beschriebene Antagonisierung der priasynaptischen VGCC in Frage, welche in
héheren Dosierungen neben der Glutamat- auch die GABA-Ausschiittung hemmt. Hierbei
kommt es zu einem verminderten Einstrom von Anionen und die Kalziumkonzentration
steigt ins ,,no man’s land 2.“ Die bereits zuvor fur die Placebobedingung 2 (Nikotin +
Nikotin) beschriebenen Regulationsmechanismen wie beispielsweise die Aktivierung
postsynaptischer Kaliumkanile greifen aufgrund des erhéhten Spannungsgetilles erneut und
verhindern die Bildung einer LTP-dhnlichen Plastizitit (Lisman 2001; Misonou et al. 2004).
Es wird somit wie bei der Untersuchung ohne Nikotin, das Gleichgewicht zwischen
glutamaterger und GABAerger Wirkung wiederhergestellt. Experimentell befinden sich die
MEP-Amplituden auf Baselineniveau. Wie bereits unter Abschnitt 4.2. erldutert, bleiben die
hier postulierten GABAergen Effekte von Flunarizin weiterhin spekulativ. Wihrend in
neuronalen Zellkulturen bereits eine gleichzeitige Reduktion der Glutamat- und GABA-
Ausschiittung unter Flunarizin gezeigt werden konnte, fehlen weiterhin entsprechende in

vivo-Studien zu den hier verwendeten Dosierungen (Cousin et al. 1993).

Unter 10 mg Flunarizin erfolgt vermutlich eine direkte Blockade postsynaptischer
Kalziumkanile und der LTP-Konzentrationsbereich wird erneut erreicht (Nitsche et al.
2003d; Grundey et al. 2018). Durch den verminderten Kalziumeinstrom verringert sich das
Spannungsgefille und die bereits mehrfach erwihnten Kompensationsmechanismen zur
Reduktion desselbigen treten weniger stark in Erscheinung. Unter einer Dosis von 10 mg
Flunarizin reicht dieser Effekt jedoch nicht aus, um die Kalziumkonzentration noch weiter
in den Bereich des ,,no man’s land* oder gar den LTD-Bereich zu senken (Lisman 2001;
Misonou et al. 2004). Eine mogliche Erklarung hierfur ist, dass die nikotinbedingte erhéhte
Glutamatausschittung und NMDA-Rezeptoraktivitit an der Postsynapse weiterhin

gegenliufige Effekte bewirken. Zusitzlich nimmt insbesondere in héheren Dosierungen von
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Flunarizin ~ die durch  VGCC  vermittelte ~Hemmung der  priasynaptischen
Glutamatausschuittung ab, wodurch ebenfalls mehr Glutamat in den synaptischen Spalt
ausgeschiittet wird (Surbakti et al. 2017). Es kann jedoch vermutet werden, dass in noch
héherer Dosierung von Flunarizin durch weitere direkte Blockade der postsynaptischen
Kalziumkanile ein erneutes Erreichen des LTD-Bereiches mdglich wire. Die MEP-
Amplituden sind durch Induktion einer L'TP im Vergleich zur Baseline-Messung mit Nikotin
und 10 mg Flunarizin signifikant erhéht. Zudem differieren sie signifikant von der
Placebobedingung 2 (Nikotin + Placebo).

AbschlieBend bleiben insbesondere die hier postulierten Wirkmechanismen fur die
Dosisbereiche von 2,5 und 5 mg in Ermangelung weiterer In-vivo-Studien spekulativ.
Insbesondere die Beeinflussung von Glutamat und GABA durch Flunarizin sollte weiter

erforscht werden.

Beziiglich des zeitlichen Verlaufs der Plastizititsverdinderungen konnten signifikante
Unterschiede gegentiber der Baseline-Messung bis zum nichsten Abend in der Gruppe mit
10 mg Flunarizin nachgewiesen werden. Hierdurch wurde unsere sekundire Hypothese fiir
die Versuchsbedingungen mit Nikotin widerlegt. Prolongierte MEP-Verinderungen unter
Flunarizin 10 mg wurden bereits in einer anderen Studie beschrieben, dort jedoch ohne die
zusitzliche Gabe von Nikotin (Mosayebi Samani et al. 2020a). Einschrinkend ist fir die
genannte Studie jedoch anzumerken, dass Mosayebi Samani et al. (2020a) die Messungen nur
bis 120 Minuten nach der ctDCS weiterfuhrten und ein anderes ctDCS-Protokoll verwendet
wurde. Um etwaige lang-anhaltende Plastizititseffekte der Kombination von Flunarizin
10 mg mit Nikotin nachzuweisen sind jedoch bisweilen weitere Studien mit lingeren

Beobachtungszeitriumen und gréBeren Stichproben notwendig.
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Abbildung 9: Vorgeschlagener Wirkmechanismus von Nikotin, Placebo und
Flunarizin in unterschiedlichen Dosierungen auf intrazellulire
Kalziumkonzentrationen und durch kathodale tDCS-induzierte LTD-dhnliche
Plastizitit. Die Grafik stellt den hier postulierten Wirkmechanismus dar. Auf der y-Achse
befinden sich die Verinderungen der intrazelluliren Kalziumkonzentration und die hiermit
verbundenen Plastizititsinderungen. Auf der x-Achse sind die unterschiedlichen
Versuchsbedingungen dargestellt. Die Verdnderungen der Kalziumkonzentrationen kénnen
zu LTD- oder LTP-dhnlichen Plastizititsverinderungen fithren. Zwischen beiden Bereichen
und bei sehr starken Kalziumeinstrémen ergeben sich keine Plastizititsverinderungen (,,no
man’s land 1 und 2%). Die schwarzen Pfeile zeigen die Veridnderungen durch kathodale tDCS
an, die weiBen Pfeile die zusitzlichen Effekte durch Flunarizin. Unter zusitzlicher
Applikation von Nikotin-Pflastern kommt es zu einem starken Kalziumeinstrom, welcher
durch den grauen Pfeil dargestellt ist. Modifiziert nach J. Grundey et al. (Grundey et al. 2018).
LTP: Langzeit-Depression; LTP: Langzeit-Potenzierung; PLC1: Placebobedingung 1; PP:
Placebo-Pflaster; PP+2,5: Placebo-Pflaster und Flunarizin 2,5 mg; PP+5 Placebo-Pflaster
und Flunarizin 5 mg: PP+10: Placebo-Pflaster und Flunarizin 10 mg; NP: Nikotin-Pflaster;
NP+2,5: Nikotin-Pflaster und Flunarizin 2,5 mg; NP+5: Nikotin-Pflaster und Flunarizin 5
mg: NP+10: Nikotin-Pflaster und Flunarizin 10 mg



4 Diskussion 34

4.4 Auswirkungen auf kognitive Leistungen

Die Modulation von LTP und LTD stellt eine der neurophysiologischen Grundlagen fiir
unterschiedliche kognitive Funktionen dar (Rioult-Pedotti et al. 2000). Wahrend Nikotin im
Allgemeinen fir die Verbesserung dieser kognitiven Funktionen bekannt ist, so zeichnen
zahlreiche Studien in der nicht-rauchenden Bevoélkerung ein uneinheitliches Bild (Rezvani
und Levin 2001; Hahn und Stolerman 2002; Kumari et al. 2003; Jubelt et al. 2008; Froeliger
et al. 2009; Heishman et al. 2010). Die Ergebnisse dieser Arbeit legen zwei Erklarungen fir

die unterschiedlichen Effekte von Nikotin auf kognitive Prozesse nahe.

Zunichst liasst sich eine nicht lineare Beziehung zwischen der neuronalen
Kalziumkonzentration und der Modulation von Neuroplastizitit vermuten (Lisman 2001).
Die Induktion einer L'TD unter ctDCS konnte bereits in zahlreichen Studien belegt werden
(Nitsche und Paulus 2000; Monte-Silva et al. 2010; Batsikadze et al. 2013; Mosayebi Samani
et al. 2020a). Auch in der vorliegenden Studie konnte mittels ctDCS und ohne Medikation
eine LTD fir bis zu 60 Minuten ausgel6st werden. Dieser Effekt konnte ohne Nikotin in
Dosierungen von 2,5 und 10 mg Flunarizin aufgehoben werden, wihrend unter 5 mg
weiterhin eine LTD induzierbar war (siche Abbildung 4). Unter kombinierter Gabe von
Nikotin und Flunarizin in einer Dosis von 2,5 und 10 mg konnte nicht nur die LTD
aufgehoben, sondern zusitzlich eine L'TP induziert werden (sieche Abbildung 6). Ahnliche
nicht lineare Effekte von Flunarizin konnten bereits in anderen Studien fir die anodale und
kathodale tDCS gezeigt werden (Grundey et al. 2018; Mosayebi Samani et al. 2020a). Da die
Induktion von LTP eine entscheidende Rolle in zahlreichen Lernprozessen spielt, stellt die
nicht lineare Kalziumabhingigkeit der Induktion von LTP eine mogliche Erklirung fur die
bisher heterogenen Studienergebnisse auf diesem Gebiet dar und betont die Notwendigkeit
einer individualisierten Dosisfindung (Rezvani und Levin 2001; Hahn und Stolerman 2002;
Kumari et al. 2003; Jubelt et al. 2008; Froeliger et al. 2009; Heishman et al. 2010; Mosayebi
Samani et al. 2020a).

Des Weiteren scheint der Ausgangszustand der synaptischen Kalziumkonzentration im
Probanden von grofier Bedeutung fiir die Modulation von Neuroplastizitit zu sein (Lugon
et al. 2015). So moduliert die Gabe von Flunarizin in den unterschiedlichen Dosierungen
jeweils die gleichen synaptischen Prozesse, induziert jedoch in Abhingigkeit von der initialen
Kalziumkonzentration unterschiedliche Effekte (siche Abbildung 9). Wihrend beispielsweise
in der Placebo-Gruppe eine hohe Flunarizin-Dosis durch Verminderung der
Kalziumkonzentration zur Authebung der LTD fihrte, konnte sie in der Nikotin-Gruppe
einen GbermafBigen Anstieg der Kalziumkonzentration in das ,,no man’s land 2° verhindern
und erneut eine L'TP induzieren. Ahnliche Effekte fiir den Ausgangszustand konnten bereits
fiir Raucher unter Nikotinentzug gezeigt werden (Grundey et al. 2012a). Da Raucher durch
ithre chronische Nikotinexposition eine Desensibilisierung ihrer nikotinergen Kalziumkanale
bewirken, entsteht in Abwesenheit von Nikotin eine niedrigere neuronale

Kalziumkonzentration. Wihrend Raucher sich im Nikotinentzug befanden, war es
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beispielsweise nicht méglich, durch anodale tDCS eine LTP-dhnliche Neuroplastizitit zu
erzeugen. Dieser Effekt war jedoch unter Gabe von Nikotin reversibel (Grundey et al.
2012a). Auch konnte eine reduzierte Leistungsfihigkeit des Arbeitsgedichtnisses im
Nikotinentzug gezeigt werden. Diese lie3 sich bei Rauchern erneut durch Nikotin-Gabe
verbessern, jedoch nicht bei Nicht-Rauchern (Grundey et al. 2015). Diese Beobachtungen
legen die These nahe, dass erst durch Aktivierung der nikotinergen Kalziumkanile eine
ausreichende Ausgangskonzentration von Kalzium erreicht werden konnte, um eine LTP-

ahnliche Plastizitit zu induzieren (Lisman 2001; Lugon et al. 2015).

Hieraus ergeben sich moglicherweise weitreichende Konsequenzen fiir die Behandlung von
neuropsychiatrischen FErkrankungen, welche ebenfalls mit einem cholinergen Defizit
einhergehen. Ein Beispiel hierfiir stellt die Alzheimer-Demenz dar (Bartus et al. 1982;
Wilcock et al. 1982; Muir 1997). Aufgrund der niedrigeren Ausgangskonzentrationen fir
Kalzium und dessen nicht-linearem Effekt auf Neuroplastizitit konnte hier bei erkrankten
Patienten eine exakte und individualisierte Dosisfindung cholinerger Substanzen in Zukunft
von groferer Bedeutung sein. Auch hier koénnten zu hohe oder zu niedrige
Kalziumkonzentrationen die gewtnschten Effekte cholinerger Substanzen verhindern und
eine mogliche Erklirung fir das bisher sehr heterogene Therapieansprechen unter diesen
Medikamenten liefern (Birks 2006). Dies bleibt jedoch in Anbetracht der aktuellen
Studienlage bisweilen spekulativ (Rezvani und Levin 2001; Hahn und Stolerman 2002;
Kumari et al. 2003; Jubelt et al. 2008; Froeliger et al. 2009; Heishman et al. 2010).

Aufgrund der uneinheitlichen Ergebnisse der bisher zu diesem Thema durchgefiihrten
Studien sollte zukiinftig iberprift werden, inwiefern die hier ethobenen Verinderungen von
MEP-Amplituden auch mit héheren kognitiven Funktionen korrelieren. Denkbar wire
diesbeztglich eine Beurteilung der Leistung des Arbeitsgedichtnisses unter dem hier

verwendeten Versuchsaufbau.

Zum aktuellen Zeitpunkt ist anzunehmen, dass sich fir die Versuche mit Nikotin und
Flunarizin in einer Dosis von 2,5 und 10 mg eine verbesserte kognitive Leistungsfihigkeit
infolge der induzierten L'TP ergibt (Morris et al. 1986; Whitlock et al. 2006; Nabavi et al.
2014). Dies konnte in einer unspezifischen Verschiebung des kortikalen Gleichgewichts in
Richtung einer Erregbarkeitssteigerung begriindet sein (Thirugnanasambandam et al. 2011).
Fir die Probanden ohne Nikotin, sowohl unter Placebo als auch unter 2,5 mg Flunarizin ist
eine LTD-bedingte schlechtere kognitive Leistungsfahigkeit erwartbar. Auch hier stellt die
Verschiebung des Gleichgewichts, diesmal zugunsten einer Inhibition, einen der wichtigsten
Faktoren dar (Thirugnanasambandam et al. 2011). In den letzten Jahren konnte zudem eine
gewisse Wichtigkeit LTD-dhnlicher Neuroplastizitit fiir Hippocampus-assoziierte Lern- und
Gedichtnisvorginge gezeigt werden, sodass fiir eine genauere Einschitzung weitere Studien

notwendig sind (Collingridge et al. 2010; Dong et al. 2013).



4 Diskussion 36

4.5 Limitationen

4.5.1 Methodisch

Der hier postulierte Wirkmechanismus ist in Anbetracht der Komplexitit der genannten
Prozesse sicher spekulativ. Dies gilt insbesondere, da die Wirkmechanismen auf zellulirer
Ebene nicht direkt gemessen, sondern lediglich indirekt aus den Verdnderungen der MEP-
Amplituden und unter Heranziehung anderer Studien abgeleitet wurden. Weitere Studien,
auch im tierexperimentellen Bereich, sind notwendig, um die hier genannten Ergebnisse zu
erhirten (Euskirchen et al. 2021). Wihrend die Durchfihrung einer solchen Studie im
Menschenmodell deutliche Vorteile beztglich der etwaigen klinischen Relevanz bringt, so
entsteht jedoch auch eine hohere Variabilitit. Es konnten in einigen Studien deutliche Inter-
Subjekt-Unterschiede beziiglich der Verinderungen von MEP-Amplituden unter gleichen
Stimulationsbedingungen gezeigt werden (Nitsche et al. 2004b; Nitsche et al. 2004a; Horvath
et al. 2014). Eine altersbedingte Reduktion der tDCS-Wirkung konnte diesbeziiglich fir die
anodale, nicht jedoch fir die kathodale tDCS gezeigt werden (Ghasemian-Shirvan et al.
2020). Die Modulation neuroplastischer Prozesse durch circadiane, anatomische,
metabolische oder hormonelle Faktoren muss jedoch weiterhin in Betracht gezogen werden
(Inghilleri et al. 2004; Sale et al. 2008; Mosayebi Samani et al. 2021). Auch bleiben die
Annahmen tiber kognitive Auswirkungen im Rahmen dieser Studie in Abwesenheit expliziter
neuropsychologischer Testungen spekulativ. Zusammenfassend handelt es sich bei der
vorliegenden Arbeit um eine explorative Studie. Somit sind grundsitzlich weitere Studien mit
héheren Probandenzahlen wiinschenswert, um die Ergebnisse zu replizieren und zu

erweitern.

Ebenfalls sind trotz eines moglichst reizabschirmenden Settings und der Maf3gabe an die
Probanden sich zu entspannen, motorische und kognitive Storvariablen nicht sicher
auszuschlieBen. Insbesondere willktitrliche und unwillkiitliche motorische Aktivititen, sowie
kognitive =~ Anstrengung  konnen  signifikante  Effekte —auf  tDCS-induzierte
Plastizititsveranderungen haben (Quartarone et al. 2004; Antal et al. 2007; Horvath et al.
2014). Auch eine Verinderung der Sitz- und Kopfposition zwischen den Messzeitpunkten
kann moglicherweise die Messung der MEP-Amplituden beeinflussen (Mikkonen und
Laakso 2019).
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4.5.2 Pharmakologisch

Die Metabolisierung von Nikotin ist von zahlreichen inter- und intrapersonellen Faktoren
wie zum Beispiel Alter, Geschlecht, Ernidhrungsgewohnheiten und Leberenzymstatus
abhingig (Benowitz et al. 2009). Verinderungen insbesondere des CYP2D6-Enzyms kénnen
sowohl die Blutplasmaspiegel von Flunarizin als auch - in geringem Maf3e - von Nikotin
verindern (Narimatsu et al. 1993; Caporaso et al. 2001). Diesbeziiglich sind auch die zum
Teil unterschiedlichen Verabreichungsformen von Nikotin beispielsweise als Spray oder
Pflaster zu erwahnen. Aufgrund der unterschiedlichen Pharmakokinetik und der raschen
Hochregulation der nAChR-Rezeptoren unter Nikotingabe muss von einer hierdurch
bedingten Verinderung der neuronalen Effekte ausgegangen werden (Flores et al. 1992;
Alkondon und Albuquerque 2004; Mukhin et al. 2008). Zudem wirkt Nikotin nicht selektiv
an nAChR, sondern moduliert zahlreiche weitere Neurotransmittersysteme. Dies erklirt
moglicherweise, warum andere Studien unter Gabe von Rivastigmin (einem
Cholinesteraschemmer) oder Vareniclin (ein o4f82-Partialagonist und «7-Agonist)
prolongierte LTD-dhnliche Effekte zeigen konnten (Kuo et al. 2007; Batsikadze et al. 2017),
wihrend sich in dieser und anderen Studien unter Nikotingabe eine Aufhebung selbiger
nachweisen lief3 (Thirugnanasambandam et al. 2011; Grundey et al. 2012b). Des Weiteren
bewirkt Nikotin eine Aktivierung dopaminerger Systeme, welche ebenfalls tDCS-induzierte
Effekte modulieren (Fresnoza et al. 2014; Wei et al. 2018).

Fiar Kalziumkanalblocker, zu welchen auch Flunarizin gehort, konnte eine enzymbedingte
und altersabhingige Verinderung der Wirkung gezeigt werden (Xu et al. 2017). Im Rahmen
dieser Studie wurden keine Blutspiegel der hier genannten Medikamente bestimmt, sodass
eine Aussage Uber die tatsichliche Resorption und Metabolisierung nicht moglich ist. Des
Weiteren wirkt Flunarizin nicht ausschlief3lich als Kalziumantagonist und beeinflusst, ahnlich
wie Nikotin, zahlreiche weitere Rezeptorsysteme. Die genaue Wirkweise ist zum
gegenwirtigen Zeitpunkt nicht ausreichend geklirt, so dass konkurrierende Effekte auf
Rezeptorebene wie die Inhibition von Natriumkanilen in Betracht gezogen werden mussen
(Cousin et al. 1993). Zudem besitzt Flunarizin auch modulierende Effekte auf Calmodulin,
dessen Auswirkung auf Kalziumkonzentration und etwaige Enzymaktivititen hier nicht
berticksichtigt wurde (Kubo et al. 1984). Wihrend ein starker Einfluss der postsynaptischen
Verinderungen der Kalziumkonzentrationen auf L'TP- und LTD-dhnliche Neuroplastizitit
als gesichert gilt, ist weiterhin unklar, inwieweit auch direkte Effekte der NMDA-
Rezeptoraktivitit diese beeinflussen. Vermutlich sind fir die durch tDCS induzierten
Plastizitdtsverainderungen, sowohl  Kalziumkonzentrations- als auch  NMDA-
rezeptorabhingige Mechanismen von entscheidender Bedeutung (Liebetanz et al. 2002;
Nitsche et al. 2003c). Weiterhin sind die dosisabhingigen Verinderungen von Glutamat und
GABA in Ermangelung weiterer Studien zu diesem Thema noch nicht hinreichend ergriindet
(Cousin et al. 1993; Surbakti et al. 2017).



4 Diskussion 38

4.6 Ausblick

Im Rahmen zukiinftiger Studien kénnte unter dem hier genannten experimentellen Ablauf
die Gabe von héheren Flunarizin-Dosierungen in Kombination mit Nikotin von Interesse
sein. Der hier postulierte Wirkmechanismus legt in diesem Fall eine weitere Reduktion der
Kalziumkonzentration durch direkte Blockade postsynaptischer Kalziumkanile nahe. Durch
starke Reduktion des Kalziumeinstroms liefe sich somit vermutlich erneut eine LTD-
ahnliche Plastizitit induzieren. Zudem konnte die Inter- und Intra-Subjektvariabilitit durch
die Rekrutierung groflerer Probandenzahlen sowie Anwendung von Neuronavigation und
Erfassung von hormonellen und metabolischen Faktoren vermindert werden (Ahdab et al.
2010). Insbesondere die computergestiitzte, individualisierte Simulation elektrischer Felder
anhand von MRT-Daten konnte hier in ersten Studien bereits vielversprechende Ergebnisse
erzielen (Antonenko et al. 2019; Laakso et al. 2019; Mosayebi Samani et al. 2021).

In der klinischen Anwendung kénnten die hier gewonnenen Erkenntnisse zum weiteren
Verstindnis zahlreicher neurodegenerativer Erkrankungen beitragen. Bei der Alzheimer-
Demenz stellt beispielsweise der Untergang cholinerger Neurone durch ibermafligen
Einstrom von Kalziumionen mit konsekutiver Exzitotoxizitit einen moglichen
Pathomechanismus dar (Koch et al. 2004; Lipton 20006). Die gezielte Modulation
intrazelluldrer Kalziumkonzentration im ZNS kénnte hier in Zukunft einen entscheidenden
Beitrag zur Therapie dieser Erkrankung beitragen. Wihrend schon heute Cholinesterase-
Inhibitoren wie Rivastigmin regelhaft zur Verbesserung kognitiver Defizite eingesetzt
werden, konnten fiir die klinische Anwendung von direkten nAChR-Agonisten bisher keine
signifikanten Effekte gezeigt werden (Gee et al. 2017). Eine mégliche Erklirung stellt die
Notwendigkeit einer exakten Dosisfindung zur Vermeidung eines Wirkverlustes bei zu
statken oder zu schwachen Anderungen der Kalziumkonzentration dar. Insgesamt
verdeutlichen die Ergebnisse dieser Studie die zukiinftige Wichtigkeit einer individualisierten
Dosisfindung nikotinerger Substanzen unter Einbeziehung der nicht linearen Effekte von

Kalzium auf Neuroplastizitat.
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5 Zusammenfassung

Nikotin  moduliert Neuroplastizitit und  kognitive  Prozesse tber multiple
Neurotransmittersysteme und Verdnderung der neuronalen Kalziumkonzentrationen. Die
Gabe von Nikotin schwicht die durch nicht invasive Hirnstimulationsverfahren wie die
transkranielle  Gleichstromstimulation (tDCS) induzierten Plastizititsverinderungen
vermutlich durch einen tibermiBigen intrazelluliren Kalziumeinstrom. Um diese Hypothese
zu testen, analysierten wir die Effekte des Kalziumkanalblockers Flunarizin auf die durch
kathodale tDCS induzierten Plastizititsverinderungen in gesunden Nichtrauchern unter
zusitzlicher Nikotingabe. Wir applizierten hierfir jeweils kathodale tDCS und verabreichten
Nikotin oder Placebo, sowie Flunarizin in drei verschiedenen Dosierungen (2,5, 5 und
10 mg) oder Placebo. Als Messparameter der Plastizititsverinderungen wurden Amplituden
motorisch evozierter Potentiale (MEP) tiber dem M. abductor digit minimi verwendet. Unter
Nikotin ~ wurden  die  durch  kathodale tDCS  bedingten  LTD-dhnlichen
Plastizititsveranderungen aufgehoben. Unter kombinierter Gabe von Nikotin mit 2,5 mg
und 10 mg Flunarizin, jedoch nicht bei Gabe von 5 mg, konnte neben dieser Aufhebung
auch eine LTP-dhnliche Plastizitit generiert werden. Unter alleiniger Gabe von Flunarizin
(ohne Nikotin) konnten die LTD-dhnlichen Plastizititsverinderungen unter 2,5 mg und
10 mg Gabe aufgehoben werden. Unter Gabe der mittleren Dosis von 5 mg ergab sich eine
LTD-dhnliche Plastizitit, auf dem Niveau der Placebogabe. Die Ergebnisse dieser Studie
legen ecine zentrale Rolle der Modulation intrazellulirer Kalziumkonzentrationen in der
Beeinflussung LTD-dhnlicher Plastizitit durch Nikotin im Menschen nahe. Diese Ergebnisse
erginzen das bestehende Wissen tber neuronale Plastizitit im Menschen und tragen
moglicherweise in Zukunft zur Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten zur Behandlung

kognitiver Dysfunktionen bei.
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6  Anhang

6.1 Tabellen

Tabelle 2: Ergebnisse des t-Tests fiir gepaarte Stichproben fiir die bendtigte
Stimulationsintensitit (in % der maximalen Stimulatorleistung; % MSO) vor und

nach Medikamentengabe. df: Freiheitsgrade, T: t-Wert, Sig.: Signifikanzniveau.

T df Sig. (2-seifig)

%MSO (Baseline 2/3) - % -1,584 a5 17
MS0 (Baseline 1)

Tabelle 3: Ergebnisse des t-Tests fiir gepaarte Stichproben fiir die bendétigte
Stimulationsintensitit (in % der maximalen Stimulatorleistung; % MSO) unter

Placebo- bzw. Nikotin-Pflaster. df: Freiheitsgrade, T: t-Wert, Sig.: Signifikanzniveau.

T df Sig. (2-seitig)

%MS0 (Placehbo) - %MSO -1,103 47 276
(Mikotin)

Tabelle 4: Ergebnisse der t-Tests fiir gepaarte Stichproben fiir die gepoolten,
normalisierten MEP-Amplituden (MEP-Ratio) bis 30 Minuten nach ctDCS unter
Placebo-Pflaster oder Nikotin-Pflaster und Flunarizin in wunterschiedlichen
Dosierungen. df: Freiheitsgrade, t: t-Wert, Sig.: Signifikanzniveau; PLC1: Placebobedingung
1; PP: Placebo-Pflaster; PP+2,5: Placebo-Pflaster und Flunarizin 2,5 mg; PP+5 Placebo-
Pflaster und Flunarizin 5 mg: PP+10: Placebo-Pflaster und Flunarizin 10 mg; NP: Nikotin-
Pflaster; NP+2,5: Nikotin-Pflaster und Flunarizin 2,5 mg; NP+5: Nikotin-Pflaster und
Flunarizin 5 mg: NP+10: Nikotin-Pflaster und Flunarizin 10 mg

Differenz der Standard-

Mittelwerte abweichung t df Sig.
Paarenl PP+2.5-PLC1 ,27351 ,23080 4,105 11 ,002
Paaren2 PP+5-PLC1 ,04835 ,24503 ,684 11 ,508
Paaren3 PP+10-PLC1 ,31526 ,36737 2,973 11 ,013
Paaren4 NP+2.5- PLC2 ,20706 44759 1,603 11 ,137
Paaren5 NP+5—PLC2 ,00163 ,27399 ,021 11 ,984
Paaren6 NP+10 - PLC2 ,24410 ,36547 2,314 11 ,041
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6.2 Abbildungen

Abbildung 10: Durchfithrung der kathodalen tDCS. Links: Durch Binder befestigte
tDCS-Elektroden mit Kathode tiber dem ADM-reprisentierenden motorischen Kortexareal
und Anode iber der kontralateralen Orbita. Rechts:  Batteriebetriebener
Gleichstromstimulator (neuroConn GmbH, Ilmenau, Germany). ADM: Abductor digiti

minimi; tDCS: Transkranielle Gleichstromstimulation

Abbildung 11: Versuchsaufbau inklusive verwendeter Materialien. Im Hintergrund:
Schnittstelle zur Datenerfassung (CED 1401, Cambridge Electric Devices, Cambridge) mit
angeschlossenem Laborcomputer. Rechts: Magstim 200 Magnetstimulator (The Magstim
Company, Whitland, Dyfed, United Kingdom) mit acht-férmiger Magnetspule. Mitte:
Probandin  unter  laufender  kathodaler =~ tDCS.  Unten:  batteriebetriebener
Gleichstromstimulator (neuroConn GmbH, Ilmenau, Germany). ADM: Abductor digiti

minimi; tDCS: Transkranielle Gleichstromstimulation
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