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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Informationsprozessierung und Gedéchtnis

Das Lernen und die Informationsspeicherung sind bedeutende kognitive Leistungen. Eine
Struktur, die in diesem Zusammenhang hiufig hervorgehoben wird, ist der Hippocampus.
Daher ist er das Ziel intensiver Studien, welche bis in die in die erste Hilfte des 20.
Jahrhunderts zuriick reichen. Kandel (2001) benennt grundlegende biologische
Voraussetzungen der Gedédchtnisformierung: 1) zellulire und molekulare Strategien fiir die
Formierung des Kurzzeit- und Langzeitgedichtnisses gelten fiir explizite und implizite
Gedéchtnisinhalte und 2) die Codierung bestimmter Aspekte/Phasen des Gedéchtnisses
erfolgt {iber Anderungen der Stirke der synaptischen Transmission. Insbesondere Letzteres
wurde in zahlreichen Studien iiber die mechanistischen Grundlagen des Gedéchtnisses
erforscht. Bliss & Collinridge (1993) betonen ihrerseits, dass Informationsspeicherung im
Gehirn durch Anderungen der synaptischen Effektivitit mitbedingt sei. Die zu speichernde
Information ist im Gehirn als rdumlich-zeitliches Muster neuronaler Aktivitit repréisentiert.
Diese Aktivitdtsmuster wiederrum sind selbst Ursache synaptischer
Anpassungsmechanismen (Bliss & Collinridge 1993). In diesem Zusammenhang beschreibt
der Begriff der ,,synaptischen Plastizitit* persistierende, aktivititsbedingte Anderungen der
synaptischen Effektivitit und gilt als eine Basis der Informationsspeicherung im Gehirn
(Andersen et al., 2007). Als ein dominantes Modell der synaptischen Plastizitat gilt die
,long-term potentiation* (LTP), welcher ein wesentlicher Beitrag zur Gedédchtnisformierung
zugeschrieben wird. Die LTP gilt als iiberdauernde Erhohung der Effektivitdt der
synaptischen Transmission und zeigte sich in elektrophysiologischen Studien u.a. darin, dass
vergroferte Feldpotentiale (fEPSP, field excitatory postsynaptic potentials) nachgewiesen
werden konnten (u.a. Whitlock et al., 2006). Ahnlich wie Erinnerungen, kann eine LTP
schnell generiert werden und wird durch Wiederholung gestirkt. In vielen Studien wurden
mechanistische Grundlagen der Langzeitpotenzierung erforscht. So zeigte sich, dass
schwache Impulse (die selbst keine LTP auslésen konnen) durch zeitliche Paarung mit
starken Impulsen eine LTP des schwachen Impulses auslosen konnen. Dieser Effekt konnte
im Sinne der klassischen Konditionierung interpretiert werden und galt als zelluldres
Analogon des assoziativen Lernens (Malenka, 1994). Weitere Eigenschaften der LTP waren

die Kooperativitit und die Input-Spezifitit. Kooperativitit wurde als die Eigenschaft
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beschrieben, dass LTP durch eine koinzidente Aktivierung einer kritischen Anzahl von
Synapsen induziert werden kann (Citri & Malenka, 2008). Die Input-Spezifitit sahen Citri
& Malenka (2008) als die Eigenschaft, dass nur aktivierte Synapsen und nicht angrenzende,
nicht aktivierte Synapsen eine LTP ausldsen. Ein wichtiger Aspekt bei der Charakterisierung
der LTP ist, dass auch die Reizarten verschieden sein konnen. So konnten behaviorale Reize
(u.a. van Praag et al., 1999; Whitlock et al., 2006), elektrische Reize in vitro (u.a. Malenka,
1994) oder in vivo (u.a. Abraham et al., 2001) als auch magnetische Reize (Tokay et al.,
2009, 2014) einen LTP-Effekt generieren. Die jeweiligen dem Reiz zugrunde liegenden

Stimulationsmuster fiir die Auslésung einer LTP unterschieden sich jedoch.

Gerade die LTP des bereits eingangs erwahnten Hippocampus ist von besonderem Interesse
bei der Frage nach mdglichen Einflissen oder Grundbedingungen bei der
Gedichtnisgenerierung oder im Hinblick auf Pathologien mit folgenden Beeintrachtigungen

des Erinnerungsvermdgens.

1.2. Mechanistische Grundlagen verdnderter synaptischer Effektivitét

Fiir die Erh6hung der Effektivitit synaptischer Transmissionen an Zellen des Hippocampus,
zeigte sich, dass kurze, hochfrequente Stimulationen ausreichend sind. Die Effekte waren
iiber langere Zeit (bis zu Tagen, s. auch Krug et al. 1984) présent und sind als long-term-
potentiation (LTP) bekannt (Citri & Malenka, 2008). Wie bereits eingangs erwéhnt, gilt
LTP als ein dominantes Modell der aktivitits-abhidngigen synaptischen Plastizitit und
konnte an allen erregenden Leitungsbahnen im Hippocampus nachgewiesen werden (Bliss
& Collinridge 1993). Es muss jedoch hervorgehoben werden, dass in die Zeitspanne der LTP
auch andere, weniger zeitumfassende Effekte fallen. Dazu gehdren unter anderem die post-
tetanische Potenzierung (post-tetanic potentiation, PTP) sowie Formen anderer
Kurzzeitpotenzierungs-Prozesse (z.B. Augmentation, siehe Fioravante & Regehr, 2012).
Beispielweise beschreibt die PTP erhohte synaptische Antworten nach einer Periode
hochfrequenter Tetanisierung afferenter Fasern (Lee et al. 2007). Dieser Form der
Kurzzeitpotentierung (im Zeitspektrum von Zehntelsekunden bis zu Minuten, s. auch
Fioravante & Regehr, 2011) wird eine wichtige Rolle bei synaptischen

Verarbeitungsprozessen zugeschrieben (Abbot & Regehr, 2004) und muss zumindest in der
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Anfangsphase einer LTP als mogliche Ursache von Bahnungseffekten gemessener

Potentiale beriicksichtigt werden.

Die long-term potentiation (LTP) wird u.a. durch NMDA-Rezeptoren vermittelt und wird
als zelluldres Substrat des Lernens und Gedichtnisses angesehen (Liischer & Malenka et al.,
2012). Bei der NMDA-abhingigen LTP zwischen CA3-CA1 Synapsen im Hippocampus
gilt insbesondere die Postsynapse als Stitte der Induktion und Expression der zelluldren
Grundlagen dieses Potenzierungseffektes (Liischer & Malenka et al., 2012). Fiir die LTP-
Induktion ist es jedoch notwendig, Pra- und Postsynapse weitgehend zeitgleich zu aktivieren.
Als Effekt der moglichst simultanen Aktivierung werden Signalkaskaden ausgeldst, welche
die verdnderte synaptische Effektivitit ermdglichen und unterhalten. Als grundlegend fiir
den Potenzierungseffekt durch die koinzidente Aktivierung von Pri- und Postsynapse gilt
u.a. der Ca*"-Influx durch die NMDA-Rezeptoren, welcher gesteigert/maximal ist, wenn die
Postsynapse, in dem Moment der Glutamat-Ausschiittung an der Prisynapse, depolarisiert
ist (Liischer & Malenka et al., 2012). Die Rolle des NMDA-Rezeptors wird daher auch als
molekularer ,,Koinzidenz-Rezeptor* interpretiert, der den Calcium-Influx erlaubt, wenn die
afferente Aktivitdt in (zeitlicher) Kombination mit einer Depolarisierung der Zielzelle
(Postsynapse) auftritt (Malenka, 1994). Die NMDA-Rezeptor-Aktivierung wiederrum
bewirkt durch den Ca?"-Einstrom metabolische Prozesse, welche zu langanhaltenden
Erhohungen der durch den AMPA-Rezeptor vermittelten Antworten fithren (Park et al.,
2014). Daher gilt der NMDA-Rezeptor als essenziell fiir die Induktion einer hippocampalen
LTP in vitro (Miyamoto, 2006; s. Abb. 1).
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Abbildung 1: Selektive schematische Darstellung méglicher Mechanismen der LTP-Induktion und der
Aufrechterhaltung. Grundlegend involviert sind Signal-Transduktions-Kaskaden, welche eine
Glutamatausschiittung, Aktivierung von NMDA-Rezeptoren, Ca’*-Influx und Aktivierung von
Calmodulin- und MAP-Kinasen beinhaltet. Eine Erhéhung des Ca’*-Influxes wird durch Aktivierung
von AMPA-Rezeptoren erreicht.

LTP-Eftekte konnten auch durch Verwendung repetitiver magnetischer Stimulationen (rMS)
ausgelost werden. In diesem Zusammenhang wurden die LTP bei Applikation der rtMS in
vivo (Tan et al. 2013) als auch in vitro (Tokay et al., 2009, 2014; Ahmed & Wieraszko,
2006) nachgewiesen. In Bezug auf die Wirkung der rMS betonen Tokay et al. (2009), dass
ein Nachteil der in vivo Exposition und anschlieender in vitro Messung darin besteht, dass
der Hippocampus nicht die einzige neuronale Struktur ist, welche von der rMS stimuliert
wird. So konnten auch spezifische neuronale Verbindungen mitstimuliert werden und die
Wirkung der rMS beeinflussen. Als mogliche Ursache der iiber die Stimulationsdauer
hinausgehenden Potenzierungs- oder Inhibierungseffekte wurden Mechanismen der
synaptischen Plastizitdt verantwortlich gemacht. Tan et al. (2013) hoben in diesem
Zusammenhang hervor, dass auch Alternativmechanismen wie eine verdnderte
Membranerregbarkeit durch Modifikation von Ionenkanélen, des Ruhemembranpotenzials
oder des Schwellenpotenzials fiir die Aktionspotenzial-Auslosung beriicksichtigt werden

miissen. Ahmed & Wieraszko (2006) konnten zusitzlich zeigen, dass die Effekte der rMS
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frequenzabhidngig waren. Hohere Frequenzen (15Hz, appliziert in vivo,
Potenzialmessungen in vitro) zeigten eine VergroBerung des LTP-Effekts, wahrend bei
geringeren Frequenzen (1-8 Hz) keine Beeinflussung der LTP messbar war. Das
Frequenzspektrum der rMS fiir die Auslésung exzitatorischer Effekte benennen Tan et al.
(2013) gar mit Wiederholungsraten der magnetischen Stimulationen ab iiber 2Hz. Es sei
jedoch angemerkt, dass dieser Wert aus Daten von Versuchen am Tiermodell als auch an
Menschen generiert wurde. Uberdies lésst sich jedoch konstatieren, dass héhere Frequenzen

der rMS exzitatorische Effekte auf der Basis synaptischer Potenzierungseffekte bedingen.

In Studien unseres Labors konnte gezeigt werden, dass eine HFMS bei in vitro Applikation
(an Schnittpriparaten des Hippocampus von Wistar-Ratten) direkt persistierende
Anderungen in der synaptischen Aktivitit in Form einer LTP, gemessen an Schaffer-
Kollateralen-CA1 Synapsen, nach sich zogen (Tokay et al., 2009). Dazu wurden zur
Stimulation Frequenzen von 100 Hz verwendet, welche in zwei verschiedenen
Stimulationsprotokollen (Protokoll 1: 10 trains 4 20 Pulse bei 100 Hz mit 1 Sekunde
Interstimulationsintervall bei 5 Wiederholungen mit 10 Sekunden Intervall; Protokoll 2: 3
trains von 100 Pulsen bei 100 Hz mit 20 Sekunden Intervall) getestet wurden. Im Vergleich
zeigten beide Protokolle der HFMS einen Anstieg der fEPSPs, wobei im Vergleich bei
Protokoll 2 der Anstieg geringer ausfiel. Abbildung 2 illustriert die Ergebnisse unter
Verwendung von Protokoll 1. Die Ergebnisse zeigten, dass die HFMS suffizient ist, eine
LTP bei Schnittpriparaten des Hippocampus zu induzieren. Versuche mit D-APS5
behandelten Priparaten zeigten ferner, dass bei Blockade der NMDA-Rezeptoren keine LTP
ausgelost wurde (s. Abb. 2). Daher wurde geschlussfolgert, dass der postsynaptische
NMDA-Rezeptor zur Erh6hung der synaptischen Transmission infolge einer HFMS (geméf

des jeweils verwendeten Protokolls) beitrégt.

Tokay et al. (2014) gingen in Folgeversuchen der Frage nach, ob die NMDA-Rezeptor-
abhingige Form der Stimulation mittels HFMS einen Effekt auf die synaptische Plastizitét
einer elektrisch induzierten LTP besitzt. Das Konzept, dass die vorhergehenden neuronalen
Aktivierungsmuster die Richtung und das Ausmal} der durch einen bestimmten Reiz
ausgelosten synaptischen Plastizitét beeinflussen, gilt als Metaplastizitit. Fiir das Priming
der hippocampalen Schnitte mittels HFMS wurde das Stimulationsprotokoll 1 (siehe oben;
Tokay et al., 2009) verwendet. Das sich anschlieBende Konditionierungsprotokoll der
elektrischen Stimulation zur LTP-Induktion bestand aus 10 Bursts (jeweils 1 Sekunde Pause)

von 20 Pulsen bei 100 Hz. Vergleichsversuche fanden unter Verwendung von D-AP5
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und/oder MCPG (Gruppe I/Il metabotroper Glutamatrezeptor-Antagonist) und MSOP
(selektiver Gruppe III metabotroper Glutamatrezeptor-Antagonist) statt. Die Ergebnisse
zeigten, dass eine durch die elektrische Stimulation erzeugte LTP bei einem Priming durch
die HFMS nicht weiter nachweisbar war (s. auch Abb. 2) und, im Gegenteil zu den
Versuchen ohne HFMS, sogar eine signifikante LTD aufwies. In den Experimenten zeigte
sich weiterhin, dass mGlu-Rezeptoren wéihrend der HFMS aktiviert werden und so zur LTD
beitragen konnen, eine Blockade dieser Rezeptoren (durch MSOP und MCPG) jedoch nicht
vollstdndig die LTP wiederherstellt (Abb. 2 B). Ferner zeigte sich, dass die zusitzliche
Applikation von D-AP5 den LTD-bewirkenden priming-Effekt der HFMS ausschaltete und
somit die Annahme bestitigt, dass der priming-Effekt NMDA-Rezeptor-abhingig ist (Tokay
et al. 2014).

n=20 n=20

250 - MSOP, MCPG

250
A — C— B
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200 - 2004 @
c |
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2 v it el £ K AR Rt LA i
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Abbildung 2 : A) Ergebnisse von Tokay et al. (2009) unter Verwendung des in der Box
gekennzeichneten Stimulationsprotokolls: In den Kontrollversuchen zeigt sich nach HFMS eine LTP,
die in den Versuchen unter Verwendung von D-AP5 nicht nachweisbar war. B) Ergebnisse von Tokay
et al. (2014): ohne HFMS-Priming (offene Kreise) zeigte sich im Vergleich zu den Versuchen mit
Priming (schwarze Kreise) eine LTP. Die Versuche unter Zugabe von MSOP und MCPG (graue
Kreise) wihrend der HFMS zeigten ebenfalls eine LTP.

Grundlegend wird diskutiert, dass Metaplastizitit eine synaptische Homdostase bedingt,
welche dartiber erklart wird, dass durch diesen Mechanismus Synapsen keiner Sittigung
durch Potenzierung oder Inhibierung unterliegen (Tokay et al. 2014; s. Abb. 3). Diese
Metaplastizitdt involviert sowohl NMDA-Rezeptoren als auch mGlu-Rezeptoren und kann
durch magnetische Stimulationen (als auch elektrische, pharmakologische und behaviorale

Aktivierung) hervorgerufen werden.
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Abbildung 3: Visualisierung des Wirkprinzips der Metaplastizitdt (modifiziert nach Abraham, 2008)
Ein Priming-Stimulus beeinflusst die neuronale Aktivitit (gestrichelte Linie) und die Wirkung des
Plastizitdts-induzierenden Reizes. Die subsequente synaptische Plastizitit kann u.a. als LTD oder
LTP gemessen werden.

Bisher wurde hauptsichlich auf die Anderungen der synaptischen Transmission, als
grundlegender Mechanismus der LTP-Effekte, eingegangen. Wie jedoch eingangs bereits
kurz erwihnt, kann die synaptische Aktivitit nach rMS auch durch Anderungen von Ionen-
Kandlen und der subsequent angepassten elektrophysiologischen Eigenschaften dieser
Kanidle beeinflusst werden. Bei Versuchen unter Verwendung langerfristiger tMS (iiber 14
Tage bei Stimulation in vivo; Protokoll: 20 trains 4 20 Pulse bei 1 Hz mit 10 Sekunden inter-
train-Intervall mit insgesamt 400 Stimulationspulsen) zeigte sich, dass Mechanismen
involviert sind, welche die Auslosung eines Aktionspotenzials (Erhohung der
Spitzenamplitude und des maximalen Slopes, Erniedrigung der Ausloseschwelle)
beeinflussen, sowie einen Anstieg des synaptischen Inputs auf CA1-Neurone bedingen (Tan
et al., 2013). Als ursichlich fiir diese Anpassungen an die rtMS gelten u.a. Verdnderungen
der elektrophysiologischen Eigenschaften von Na*-, K- und Ca?"-Kanilen. Ob und in
welchem Ausmall diese Effekte auch bei der HFMS mit einer sich zeitnah anschlieenden

Ableitung von Potentialen eine Rolle spielen ist bis dato ungeklart.

1.2.1. Rolle der Gruppe-I metabotropen Glutamatrezeptoren

Wie bereits hervorgehoben, spielen die metabotropen Glutamat-Rezeptoren eine kritische
Rolle in der Regulation der LTP und LTD. Dies wurde an Studien in vivo (Naie & Manahan-
Vaughan, 2004; Manahan-Vaughan & Reymann, 1995) als auch in vitro (Tokay et al., 2014;
Neyman & Manahan-Vaughan, 2008) demonstriert. Die verschiedenen mGlu-Subtypen
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werden in drei Gruppen unterteilt, basierend auf ihrer Kopplung an G-Proteine. Wahrend die
Gruppe I-Rezeptoren (mGluR-Subtypen 1 und 5) vorrangig postsynaptisch lokalisiert sind,
finden sich die Gruppe II und III Rezeptoren hauptsachlich priasynaptisch (Andersen et al.,
2007, S. 216). Auch im Hinblick auf den Einfluss der einzelnen Rezeptor-Typen auf
synaptische Transmissionsprozesse zeigen sich Unterschiede. Die Gruppe II- und III-
Rezeptoren bewirken bei entsprechender Aktivierung einen Anstieg der LTP-Schwelle und
fordern bei LTD-Auslosung eine Depression der synaptischen Transmission im
Hippocampus durch prasynaptische Mechanismen (Kamiya et al., 1996; Mukherjee &
Manahan-Vaughan, 2013). Die Gruppe-I-Rezeptoren hingegen bewirken bei Aktivierung
eine Fazilitierung einer hippocampalen LTP (Mukherjee & Manahan-Vaughan, 2013).

Die Beitrdge der einzelnen Subtypen der Gruppe I mGlu-Rezeptoren (mGluR 1 und mGIluRS)
involvieren unterschiedliche Wirkmechanismen. Wihrend mGlul hauptsichlich die LTP-
Induktion beeinflusst, wirkt mGlu5 sowohl auf die Induktion als auch auf die
Aufrechterhaltung einer persistierenden LTP (Mukherjee & Manahan-Vaughan, 2013).
Knock-out-Versuche dieses Rezeptortyps an Méusen zeigten gar eine stark beeintrachtigte
LTP in der CAl-Region des Hippocampus als auch Verschlechterungen in rdumlichen
Gedéchtnisleistungen der Versuchstiere (Lu et al. 1997). Analog zu diesen Ergebnissen
resultierte eine pharmakologische Blockade der Gruppe-I-mGlu-Rezeptoren in einer
Depression der LTP, des Ausmalles der LTD und behavioraler Effekte wie dem rdumlichen
Lernen (Naie & Manahan-Vaughan, 2004). Als zugrunde liegende Mechanismen wurden
bei einer selektiven Aktivierung von mGlul eine Erhéhung der intrazelluldren Calcium-
Konzentration, einer direkten Depolarisation von CAl pyramidalen Neuronen, einer
erhohten Frequenz spontaner IPSPs sowie einer Hemmung der synaptischen Transmission
in der hippocampalen CA1-Region gezeigt (Naie & Manahan-Vaughan, 2004). Der mGlu5-
Rezeptor wirkte iiber eine Unterdriickung von Calcium-aktivierten Kalium-Strémen und

einer Potenzierung von NMDA-Rezeptor Stromen (Naie & Manahan-Vaughan, 2004).

Die mGlu-Rezeptoren der Gruppe I demonstrieren eine Bedeutung fiir die LTP und das
rdumliche Lernen. Die Hemmung der Rezeptoren resultiert auch in einer Hemmung der
Induktion und Expression einer LTP sowie der Gedéchtnisleistung fiir rdumliche
Lernaufgaben in Tierversuchen (Naie & Manahan-Vaughan, 2004; Mukherjee & Manahan-
Vaughan, 2013). Es wird daher angenommen, dass diese Rezeptoren eine kritische Rolle bei

der Vermittlung zwischen der synaptischen Plastizitdt und dem Lernen einnehmen.
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1.3. Mechanismen der elektrischen und magnetischen Stimulation

Die bisherigen Ausfiihrungen {iber die Wirkung hochfrequenter Stimulationen auf
hippocampale Strukturen stammen sowohl aus Studien unter der Verwendung von
magnetischer als auch elektrischer Stimulationsprotokolle. Wie bereits im vorangegangenen
Abschnitt ausgefiihrt, konnen hochfrequente magnetische Stimulationen eine LTP auslosen.
Die bei Tokay et al. (2009; 2014) verwandten Stimulationsprotokolle fiir die magnetische
Stimulation, waren gewdihlt, da sie bei Versuchen mit elektrischer Stimulation mit
vergleichbaren Parametern (z.B. Stimulationsfrequenz) durchgefiihrt wurden und ebenfalls
eine LTP auslosten. Die Prinzipien der Stimulationsarten per se unterscheiden sich jedoch

im Vergleich.

Die magnetische Stimulation biologischer Gewebe erzielt ihre Wirkung durch die schnell
wechselnden Magnetfelder. Das biologische Gewebe fungiert dabei als sekundirer
Stromkreis, in welchem eine elektrische Spannung induziert wird und das Gewebe somit zu
einem Tréger des induzierten Stroms macht (Hess, 2005). Der Magnetimpuls bewirkt einen
transmembrandsen Stromfluss im Gewebe, welcher parallel zum Strom der Reizspule
verlauft (Siebner & Ziemann, 2007). Wie Tokay et al. (2009) betonen, kann eine pure
magnetische Komponente jedoch nicht ausgeschlossen werden. Dem gegeniiber steht die
elektrische Stimulation durch Injektion der Ladungstriger am Interface der beiden in die
Stimulation involvierten Phasen (Elektrode und biologisches Gewebe/Elektrolytlosung). In
der Elektrode wird die Ladung durch die Elektronen getragen, in den biologischen Geweben
dann durch die Ionen (Na®, Ca?*, K* CI). Somit besteht der zentrale Prozess am
Elektroden/Gewebe-Interface in der Transduktion von Ladungstrdgern von Elektronen in
Ionen (Merrill et al., 2005). Gemein ist den beiden Stimulationsarten, dass fiir eine
Depolarisation eines Axons die Anderungsrate der Feldstirke entlang einer bestimmten
Raumrichtung entscheidend ist (Siebner & Ziemann, 2007). Ist diese Depolarisation

iiberschwellig, entsteht ein Aktionspotential.

Beaulieu & Schneider (2015) weisen iiberdies darauf hin, dass im Vergleich elektrischer und
magnetischer Stimulation ein Unterschied in der Konformation/Bildung des Pulses und der
Dauer anzunehmen ist. Bei in-vivo Versuchen am Menschen ist beispielsweise ein
verdndertes Rekrutierungsmuster bei Muskelstimulationen oder ein weniger starkes
Ansprechen kutaner Nerven bei magnetischer Stimulation nachweisbar (Beaulieu &

Schneider 2015). Der zuletzt genannte Fakt wird darauf zuriickgefiihrt, dass diinne,
9
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oberflichlich gelegene Nerven nicht durch die magnetische Stimulation depolarisiert
werden. In der Theorie erzeugt die magnetische Stimulation ein elektrisches Feld im
gesamten erfassten Gewebe, ein elektrischer Strom flieft jedoch nur in leitenden Strukturen,
wie z.B. einem Nerven (Beaulieu & Schneider 2015). Dieses charakteristische
Reizansprechen schlieBt die Moglichkeit ein, dass auch bei in-vitro Stimulationen des
Hippocampus eine inhédrente Selektivitét in den Stimulationsmechanismen bei magnetischer
und elektrischer Reizsetzung existiert, welche die Effekte der jeweiligen Stimulationsart

mitbeeinflussen kann.

Wie bereits erwéhnt, sind bei der LTP-Auslosung der CA1-Region des Hippocampus bei
Ratten verschiedene Mechanismen involviert. Fiir die elektrische Stimulation ist deren
mechanistische Grundlage bei der LTP-Auslosung gut dokumentiert. Park et al. (2014)
bemerken in Hinblick auf die NMDA-Rezeptor-abhéngige Form der LTP, dass mindestens
drei verschiedene Plastizitits-Prozesse, welche zuweilen zeitlich iiberlappend sind, an der
LTP-Auslosung beteiligt sind. Dabei spielt bei der Unterscheidung der verschiedenen LTP-
Subformen die Erhéhung der Wahrscheinlichkeit des Transmitter-releases durch den
entsprechenden Reiz eine entscheidende Rolle. So resultiert eine elektrische hochfrequente
Stimulation afferenter Fasern u.a. in einer exzessiven Glutamat-Ausschiittung und folglich
einer AMPA-Rezeptor bedingten Depolarisation der postsynaptischen Membran, welcher
den MG?"- Block des NMDA-Rezeptors aufhebt (Park et al. 2014). Ferner weisen die
Autoren darauf hin, dass die Effekte auf die LTP Input-spezifisch sind: unterschiedliche
Stimulationsmuster  bedingen  unterschiedliche = LTP-Mechanismen. Bei diesen
Stimulationsmustern sind zeitliche und rdumliche Charakteristiken der Stimulation
entscheidend. Uber einen solchen Zusammenhang kdnnten Unterschiede zwischen den
Stimulationsarten (magnetisch und elektrisch) begriindet sein, da anzunehmen ist, dass durch
die Natur der Reizgenerierung (siehe auch weiter oben in diesem Abschnitt) Unterschiede
in genau diesen Charakteristiken entstehen konnen. Der messbare Effekt (die LTP) wire
demnach vergleichbar, die genauen Mechanismen im Vergleich von magnetischer und

elektrischer Stimulation jedoch bis dato nicht vollstindig geklart.

Dennoch zeigen sich mechanistische Parallelen. Tokay et al. (2009) konnten unter anderem
zeigen, dass bei magnetischer Stimulation, wie auch bei elektrischer Stimulation, eine
postsynaptische NMDA-Aktivierung fiir die LTP-Induktion anzunehmen ist. Ferner konnte
die Arbeitsgruppe spiter zeigen, dass eine Metaplastizitidt durch Aktivierung von m-Glu-

Rezeptoren und NMDA-Rezeptoren durch magnetische Stimulation erzeugt werden konnte

10
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(Tokay et al., 2014). Diese Effekte konnten bei Versuchen mittels elektrischer Stimulation
(als auch pharmakologischer und behavioraler Aktivierung spezifischer Transmitter-
Rezeptoren) zuvor bereits gezeigt werden (Abraham, 2008). Auch der Beitrag der mGlu-

Rezeptoren lieB sich bei elektrischen Reizungen nachweisen (Qi et al., 2012).

1.4. Zusammenfassende Bemerkungen und Fragestellung

In vielen Studien zeigten sich deutliche Korrelationen zwischen den elektrophysiologisch
messbaren Einfliissen (Bahnung oder Hemmung) auf die LTP und subsequenten
behavioralen Effekten bei geforderten Gedéchtnisleistungen der Versuchstiere. Die
mechanistischen Grundlagen der LTP sind komplex und es wird angenommen, dass sie die
gleichen molekularen Mechanismen involvieren, welche auch fiir das Lernen und das
Gedichtnis benotigt werden. Wie bisher dargestellt, sind die Stimulationscharakteristika als
auch die Reizart entscheidende Komponenten des LTP-Effekts. LTP-auslosende
Stimulationsprotokolle erwiesen sich sowohl bei elektrischen als auch magnetischen
Reizungen bei in vitro-Versuchen als suffizient. Dennoch muss beriicksichtigt werden, dass
der LTP-Effekt selbst zwar das dquivalente Resultat dieser Stimulationen darstellt,
grundlegende Mechanismen aufgrund der Natur der Reizapplikation jedoch moglich sind.
Vorangegangene Studien unseres Labors konnten zeigen, dass magnetische Stimulationen
zum einen eine NMDA-Rezeptor abhidngige Form der LTP auslosen konnten, und zum

anderen, dass sie eine NMDA-abhingige Form der Metaplastizitit bedingen.

Aufbauend auf den geschilderten Vorarbeiten sollen in dieser Studie weitere grundlegende
Mechanismen von in vitro Stimulationen hippocampaler Schnittpriparate mittels
hochfrequenter Magnetstimulation adressiert werden. Die folgenden Fragestellungen sind

dabei zentral:

1. Sind die zuvor beschriebenen Effekte einer durch die magnetische

Stimulation induzierten Metaplastizitit reproduzierbar?

2. Welchen Einfluss hat der Verlauf der Schaffer-Kollateralen relativ zum

induzierten magnetischen Feld auf die resultierende neuronale Antwort?

3. Gibt es einen selektiven Einfluss der Gruppe 1 mGlu-Rezeptoren nach
hochfrequenter Magnetstimulation auf fEPSPs hippocampler Neurone der

CA1-Region?
11
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere und Priparation

Die Experimente erfolgten an Schnittprdparaten von 2-3 Monaten alten Wistar-Ratten
(Charles-River- Laboratories, Sulzfield, Deutschland). Die Préparation wurde durchgefiihrt
unter Zustimmung des Landesamtes fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und
Fischerei Mecklenburg-Vorpommern sowie unter Beachtung der Richtlinien der Tierschutz-
Versuchstierverordnung. Die Tiere wurden zunichst tief anisthetisiert mittels Diethyl-Ather
und anschlieBend nach Priifung der Narkosetiefe anhand der Halte-, Stell- und
Schmerzreflexe dekapiziert. Die Schiddelkalotte wurde mit einem vom Foramen magnum
aus nach rostral verlaufenden Schnitt sowie zwei von lateral nach kranial fiihrenden
Schnitten eroffnet. Das Zerebellum wurde mit einem Skalpell entfernt und das Zerebrum
anschlieBend entnommen und sofort in oxygenierte (95% O, 5% CO»), eisgekiihlte
Succrose-Losung (pH 7,4, Osmolaritét: 306-314) tiberfiihrt. Das Gehirn wurde anschlieBend
an der Konvexitit mittels Klebstoff auf einem magnetischen Zylinder fixiert, in einer
Schnittvorrichtung befestigt und sofort in oxygenierter Succroselosung gebadet. Zur
Verhinderung moglicher Hypoxie-Schiaden betrug die Priparationszeit maximal eine
Minute. Anschlieend wurden 400 pm dicke Schnitte in transversaler Ebene (s. Abb. 4) der
hippocampalen Formation angefertigt (ca. 8-12 Schnitte pro Priparat). Die Schnitte
erfolgten mit einem Schneidegerit Typ Vibratome (Campden Instruments, Loughborough,
England) mit einer Frequenz von 100 Hz bei einem Vortrieb von 6-7 pm/s. Nach dem
Schneiden wurden die Schnittprdparate in einer Kammer, welche mit oxygenierter
Succroselosung gefiillt war, bei Zimmertemperatur aufbewahrt und mindestens fiir 60

Minuten ruhen gelassen. Die Schnitte wurden permanent mit 95% O und 5% CO> begast.
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2.1.1. Ubersicht der verwendeten Versuchslosungen

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Versuchslosungen

Methoden

Losung Inhalt mM MW (g/mol) g/l

ACSF NaCl 124,5 58,44 7,2758
NaHCO;3 26 84,01 2,1843
KCl 3 74,56 0,2237
NaH2PO4 1,25 120 0,1500
CaCl» 2,5 147,02 0,3676
MgCl» 1,3 95,22 0,1238
Glucose 10 180,16 1,8016

Sucrose NaCl 87 58,44 5,0843
NaHCO:3 25 84,01 2,1002
KCl 2,5 74,56 0,1864
NaH2PO4 1,25 137,99 0,17249
CaCl» 0,5 147,02 0,0735
MgCl 7 95,22 0,6665
Glucose 10 180,16 1,8016
Sucrose 75 3423 25,6725

Die Losungen hatten eine Osmolalitidt von 308-320 mosmol/kg H>O. Der pH-Wert wurde

auf 7,4 eingestellt.

2.1.2. Ubersicht der verwendeten Stammldsungen

Gabazin (SR 95531 hydrobromide): Vor Beginn der Messversuche wurden die

Hippocampus-Schnitte fiir ca. 30 Minuten mittels Gabazin versetzter ACSF perfundiert (0,5

pM). Gabazin fungiert als selektiver, kompetitiver GABA-Rezeptor-Antagonist. Durch die

Zugabe von Gabazin war es moglich, die Rolle der GABAergen Hemmung in den Versuchen

Zu minimieren.
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DHPG ((RS)-3,5-DHPG): Ein Teil der Versuche wurde unter Beimischung von DHPG zu
ACSF durchgefiihrt. DHPG ist ein selektiver Gruppe-1 metabotroper Glutamat-Rezeptor-
Agonist, welcher mGLU; und mGLUj5 aktiviert. In den entsprechenden Versuchen wurden

100 uM zur ACSF hinzugefiigt und iiber 20 Minuten perfundiert.

CHPG: Zur ndheren Differenzierung moglicher Funktionsmechanismen der HFMS wurde
in einigen Versuchen CHPG verwendet. CHPG ist ein selektiver mGLUs metabotroper
Rezeptor-Agonist. In den entsprechenden Versuchen wurden 250 uM zur ACSF-Ldsung

hinzugefiigt und die Schnitte mit diesem Gemisch fiir 20 Minuten perfundiert.

2.2. Datenaufnahme und elektrische Stimulation der Hippocampus-Schnitte

Die Schnitte wurden im Anschluss an die 60-miniitige Ruhephase in eine
Stimulationskammer (BSC-HAT, Harvard Apparatus, Holliston, USA) transferiert und fiir
ca. 30 Minuten mit vortemperierter, oxygenierter und mit Gabazin versetzter ACSF
perfundiert. Die Flussgeschwindigkeit wurde mittels einer Infusionspumpe (MCM-500;
MC-Medizintechnik GmbH, Alzenau, Deutschland) bei ca. 2 ml/min konstant gehalten. Die
Temperatur der Schnitte in der Stimulationskammer betrug 32 + 1 °C, was mittels eines
Messgerites (TC-10, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland) kontrolliert wurde. Zur
Stimulation und Ableitung der Feldpotentiale kamen Glaspipetten aus Borosilikatrohrchen
(GB 150-8P, Science Products, Hotheim, Deutschland) zum Einsatz. Die Pipetten selbst
wurden fiir jede Messung individuell unter Nutzung eines Pipettenziehgerites (PIPS, HEKA
Elektronik, Lambrecht, Deutschland) angefertigt. Der Elektrodenwiderstand der Pipetten
betrug 2-3 MQ. Fiir die Messung der Feldpotentiale wurden die Pipetten mit ACSF gefiillt.
Die Messkammer war auf einem vibrationsgeddmpften Tisch positioniert, welcher durch
einen geerdeten faradayschen Kifig abgeschirmt wurde. In die mittels ACSF-Losungen
befiillten Mess- und Stimulationspipetten wurde ein chlorierter Silberdraht eingefiihrt,
welcher mit dem Verstéirker, bzw. dem Stimulationsgerét (Pulsstimulator ISO-STIM 01D
npi electronics, Tamm, Deutschland) verbunden wurde. Zur Stimulation der Schnitte sowie
zur Ableitung der Feldpotentiale wurden die Pipetten im Stratum radiatum der CA1-Region

des Hippocampus platziert (s. Abb. 4B).
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Cerebellum
Cerebraler Cortex
v
.

Dorsaler Hippocampus

Stimulation Ableitung EPSP

Abbildung 4: (4) Anatomische Schemazeichnung des Rattengehirns und Lage des Hippocampus mit
Hervorhebung der in diesen Versuchen gewdhlten transversal verlaufenden Schnittebene (blau). (B)
Hippocampale  Schnitte in der schematischen Darstellung mit Positionierung der
Stimulationselektrode und der extrazelluldren Ableit-Elektrode im Stratum radiatum zur Aufnahme
der EPSPs der CA1-Region.

In dieser Arbeit wurden Feldpotentiale (field excitatory postsynaptic potentials; fEPSP)
gemessen. Dazu wurde eine Einzelpuls-Stimulation, welche liber einen Master-8-Stimulator
(A.M.P.L., Jerusalem, Israel) appliziert wurde, genutzt. Nach der Messung der maximalen
Amplitude der fEPSP (fEPSPmax) wurde die Stimulationsstirke zur Messung der
Langzeiteffekte der Stimulation auf 40-50% der fEPSPnax eingestellt. Die gemessenen
Signale wurden vorverstirkt und Tiefpass gefiltert bei 1 kHz. Die analogen Daten wurden
digitalisiert durch einen Micro1401 Analog-Digital-Wandler (CED, Cambridge, UK) und
fiir die weitere Verarbeitung gespeichert unter Nutzung der Signal 2.16 Software (CED,
Cambridge, UK).

£
A Start Ende B E -
- . § 10 ms
12 mv -
10 ms

=1 Peak slope

Abbildung 5: A: Beispiel der gemessenen Feldpotentiale (fEPSP) und B: des differenzierten Signals
und die Bestimmung des maximalen Anstiegs (slope). Die vertikalen roten Linien in A verdeutlichen
den definierten Start sowie das Ende der fEPSPs und somit den Bereich, in welchem der slope
bestimmt wurde.
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In diesen Versuchen wurde als Messparameter der Anstieg (slope) der Feldpotentiale
gemessen. Dazu wurde der Start und das Ende der Messungen bestimmt und in diesem
Intervall der maximale Anstieg ermittelt, indem der Maximalwert des differenzierten Signals

bestimmt wurde (Abb. 5 verdeutlicht die Vorgehensweise).

2.3. Stimulation der Schnitte mittels HFMS

In dieser Arbeit wurden die Schnittpridparate der Hippocampus-Region mittels high-
frequency magnetic stimulation (HFMS) einem Priming vor der Messung der fEPSPs
unterzogen. Dazu wurde ein MagPro R100 Stimulator der Firma MagVenture (Dénemark)
verwendet. Die Stimulation erfolgte entsprechend eines vordefinierten Protokolls, welches
sich bereits in anderen Studien unseres Labors als suffizient erwies, eine LTP in Schnitten
des Hippocampus zu evozieren (Tokay et al. 2009, s. Abb. 7). Fiir die Stimulation wurde
eine Rundspule (MC125, MagVenture, Dinemark) verwendet. Das Profil des induzierten
Feldes im prinzipiellen Versuchsaufbau ist der Abb. 6¢ zu entnehmen, Abb. 6 a,b
demonstrieren die Ausrichtung des Feldes in Relation zu den Hippocampus-Schnitten nach

der Positionierung der Spule iiber der Messkammer.

125 mi

--='8mm

Abbildung 6: Prinzipieller Aufbau der Messungen mit Orientierung der Spule in Relation zu den
Schnittprdaparaten und resultierendem Verlauf der magnetischen Feldlinien wdhrend der
Stimulation. (modifiziert nach Tokay et al. 2009)

Das verwendete Stimulationsprotokoll bestand aus 10 Trains & 20 Magnetpulsen mit einer

Frequenz von 100 Hz (Tokay et al., 2009, 2014). Der Abstand zwischen den Trains betrug
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1 Sekunde. Dieses Schema wurde 5x wiederholt mit einem jeweiligen Abstand von 10

Sekunden. Die Abb. 7 visualisiert das Stimulationsprotokoll.

10 x 20 Pulse bei 100 Hz

2 3 4 5 6 7
. -

ITl: 1 sec 20 Pulse

0

9 1
X 5 mit ISI von 10 sec

Abbildung 7: Stimulationsprotokoll der HFMS. ISI= Intersequenzintervall, ITI= Intertrainintervall

Die Intensitét der Stimulationen betrug 50% der maximalen Stimulatorleistung, was einem
Output von ca. 75 mA/s entsprach. Um den Leistungsverlust durch Uberhitzung der Spule
entgegenzuwirken, wurde die Spule zuvor in einem Eisbad auf eine Temperatur von ca. 16°C

herunter gekiihlt.

Modifizierend zu den Arbeiten von Tokay et al. (2009, 2014) wurden in diesen Versuchen
jeweils zwei Schnittpréparate in entgegengesetzter Orientierung in eine Kammer gelegt. Die
Ausrichtung der Schnitte erfolgte so, dass jeweils das Stratum radiatum der CA1-Region
moglichst parallel zum Verlauf der Feldlinien ausgerichtet war, bei gleichem Abstand der
Préparate zur Spule (s. Abb. 8). Um eine Untersucher-Bias zu reduzieren erfolgte die Wahl
der Ausrichtung des ,,oberen” oder ,,unteren® Schnitts in jedem einzelnen Versuch (ob

Position 1 oder Position 2) mittels eines Miinzwurfs.
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4 4 9
Position 1
Position 2
e N v
Messkammer 1 & Messkammer 2

Abbildung 8:  Orientierung der Schnitte in der Messkammer sowie Positionierung der
Messelektroden.

2.4. Versuchsprotokolle

Vor Ableitung der Potentiale, wurden alle hippocampalen Schnitte mit dem unter Punkt 2.3
beschriebenem Stimulationsprotokoll der HFMS ausgesetzt. Demzufolge fanden alle
Versuche unter der Annahme statt, dass durch die HFMS ein Priming-Effekt evoziert wurde
(Tokay et al., 2014). Die Versuchsreihen fanden unter Verwendung von CHPG oder DHPG
statt, um den moglichen Beitrag der jeweils agonistisch beeinflussten Rezeptortypen

differenzieren zu konnen.

Vor Beginn der Quantifizierung der Langzeiteffekte wurden Input-output-Messungen
mittels elektrischer Stimulation der Priparate durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten

entsprechend der in Tabelle 1 dargestellten Stufen.

Tabelle 2: Stufen der Input-output-Messungen vor Beginn der Langzeitmessungen

Versuchsnummer |1 |2 | 3 4 5 6 7 8 9 10| 11 12 13

14

mA 5 (5|75 |75 (10 |10 | 12,512,515 |15|17,5|17,5|20

20
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AnschlieBend wurde die elektrische Stimulationsintensitdt fiir die Langzeit-Messungen auf

40-50% (s. auch Punkt 2.2) der maximal gemessenen Amplitude eingestellt. Es folgte eine

Baseline-Messung fiir 30 min an welche sich die Messung der Feldpotentiale fiir 60 min

anschloss. Die Abb. 9 verdeutlicht nochmals die einzelnen Arbeitsschritte dieser Versuche.

Praparation

Ruhephase 30 min

Schnittplatzierung
(Position 1 oder 2)

ACSF + Gabazin

HFMS

=

Elektrodenplatzierung

/O

Messung Baseline

>

Langzeitmessungen
(60 min)

Abbildung 9: Arbeitsschritte in diesen Versuchen.

{}

[ nativvs. cHPG vs. DHPG

Die Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber die Anzahl der getesteten Schnittpriparate in jeder

untersuchten Modalitét.

Tabelle 3: Aufschliisselung der Anzahl der Versuche nach Modalitéit

Testmodalit:it Anzahl der untersuchten Schnitte
Ohne HFMS 13

Mit HFMS 34 (davon je 17 in Position 1 und 2)
Mit HFMS, mit CHPG 5

Ohne HFMS, mit CHPG 3

Mit HFMS , mit DHPG 4

Ohne HFMS, mit DHPG 9

2.5. Statistik

Die Datenauswertung und -darstellung erfolgte mit JMP 14 (SAS Institute Inc., USA), sowie

Microsoft Excel 2010 (Microsoft, USA). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert +

Standardabweichung oder + Standardfehler.
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Fiir die Uberpriifung der Normalverteilungsannahme der Daten wurde der Shapiro-Wilk-
Test gewihlt. Die konsekutive Auswahl des statistischen Tests zur Uberpriifung von
Unterschieden zwischen den Stichproben wurde auf der Grundlage des Ergebnisses auf

Normalverteilung getétigt.

Die statistische Priifung auf Signifikanz der Unterschiede erfolgte fiir die nicht
normalverteilten Daten mittel s des Kruskal-Wallis Tests mit Dunn’s post hoc Analyse. Im
Falle einer Normalverteilung wurden die Gruppenunterschiede mittels des Student-t-Tests

fiir ungepaarte Stichproben getestet. Das Signifikanzniveau lag jeweils bei p< 0,05.
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3. Ergebnisse

3.1. Priming-Effekt

Grundlage dieser Versuche war u.a. ein Priming der hippocampalen Schnitte mittels
HFMS. Dafiir wurden die Schnitte des Hippocampus dem Priming mittels HFMS
unterzogen, die magnetische Spule entfernt und die elektrophysiologischen Aufnahmen der
Schaffer Kollateralen der CA-1-Region durchgefiihrt. Die Abbildung 10 visualisiert die
Input-Output-Beziehung von Schnitten mit und ohne vorheriges Priming.

Input-Output

1000
Legende

T ---HFMS priming (n=34)
T T T —keinHFMS priming (n=13)

-1000 T

-2000 L+ —

-3000 L -+

fEPSP slope [mV/s]

-4000 T

-5000

-6000

0 50 100 150 200
Stimulus Strength [pA]

Abbildung 10: Input-Output-Kurven mit und ohne vorherige HFMS (Fehlerbalken reprdsentieren
den Standardfehler, die Kurven basieren auf den Mittelwerten). * kennzeichnet statistisch
signifikante Unterschiede (t-Test, p < 0,05) zwischen den Stichproben (kein HFMS priming vs.
HFMS priming; s. Tabelle 4).

Die Abbildung 10 dokumentiert erwartungsgeméll einen Anstieg des fEPSP-slope mit
zunehmender Stimulationsstirke. Ferner konnte ein Unterschied zwischen den Versuchen
mit und ohne HFMS gezeigt werden. Die Uberpriifung auf Normalverteilung mittels des
Shapiro-Wilk-Tests zeigten, dass die Daten mit einem p-Wert < 0,0001 als nicht
normalverteilt gelten. Zur Testung des Einflusses des Parameters HFMS-priming wurde der

Kruskal-Wallis-Test fiir nichtparametrisches Testverfahren angewandt.
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Die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests demonstrierten einen signifikanten Effekt fiir den
Faktor HFMS-Priming auf die abhéngige Variable fEPSP-slope (p = 0,004).

Als post hoc Analyse wurde der Dunn’s Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse finden sich in
Tabelle 4.

Tabelle 4 Ergebnisse der post-hoc-Analyse mittels des Dunn’s-Test zum Vergleich der Stichproben
(HFMS priming vs. Kein HFMS priming) fiir jedes Level der Input-output-Messungen

kein HFMS-priming vs. HFMS-priming
pA 0 50 75 100 125 150 175 200
p-Wert | 0,2297 | 0,8771 | 0,8398 | 0,1790 | 0,1193 | 0,0805 | 0,0984 | 0,1033

Der Kruskal-Wallis-Test zur Uberpriifung der Hypothese, dass das Priming einen Einfluss
auf den fEPSP-slope besitzt, zeigt eine signifikante Tendenz. Die Post-hoc-Analyse mittels
des Dunn Tests brachte im Vergleich der Gruppen in Abhingigkeit des jeweiligen Input-
Output-Levels jedoch keine individuell signifikanten Ergebnisse bei einem o-Niveau von

0,05.

3.2. Effekt der Orientierung der Schnitte

In diesen Versuchen wurden die hippocampalen Schnitte in zwei verschiedenen
Ausrichtungen in die Messkammer eingelegt (s. Punkt 2.3.). Beiden Ausrichtungen war
gemein, dass die CA1-Region zur Seite der Spule hin orientiert war, sich der Faserverlauf
der Schaffer-Collateralen im magnetischen Feld jedoch diametral entgegenstanden. Die
Abbildung 11 ist eine sekundéire Analyse der Daten aus Abbildung 10. Im Vergleich zu den
Primérdaten wurden die Schnitte mit HFMS-Priming nochmals nach Threr Ausrichtung im
magnetischen Feld differenziert (Position 1 oder Position 2) und in Bezug zu den Schnitten

ohne HFMS-Priming gesetzt.
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Abbildung 11: Input-Output-Kurven mit und ohne vorherige HFMS nach getesteter Position
(Fehlerbalken reprdsentieren den Standardabweichung, die Kurven basieren auf den

Mittelwerten).

Die Daten der Schnitte mit voran gegangenem HFMS-Priming wurden mittels des Kruskal-

Wallis-Test im Hinblick auf den Einfluss der Orientierung der Schnitte (3 Subgruppen: Kein
HFMS, Position 1 und Position 2) auf die Variable fEPSP-slope getestet.

Die Daten zeigen eine statistische Signifikanz (p = 0,015) fiir die 3 getesteten Subgruppen.

Um den Effekt der Orientierung der Schnitte zu evaluieren, wurde in einem zweiten Schritt

eine post-hoc-Testung der drei Subgruppen vorgenommen (s. Tabelle 5). Hier zeigten sich

(passend zu den Ergebnissen unter 3.1.) zwar signifikante Unterschiede zwischen den

Schnitten mit und ohne HFMS-Priming, der Vergleich zwischen den unterschiedlichen

Orientierungen im Magnetfeld (Position 1 oder Position 2) zeigte jedoch keine statistisch

signifikanten Unterschiede.
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Tabelle 5 Ergebnisse der post-hoc-Analyse mittels des Dunn’s Test zum Vergleich der Stichproben

(HFMS priming Position 1 & 2 vs. Kein HFMS priming; abhdngige Variable = fEPSP-slope).

Signifikanz:
Position 1 vs. 0,605
Position 2
Position 1 vs. 0,006*
Keine HFMS
Position 2 vs. 0,022*
Keine HFMS

3.3. Effekt des CHPG
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Abbildung 12: Zeitverlauf des CHPG-Effekts auf Schnitte mit und ohne HFMS. Jeder Kreis

reprdsentiert den Prozentsatz des EPSP-slope relativ zum mittleren Baseline-Wert. Die Zeitpunkte
der Zugabe des CHPG zur ACSF-Losung sowie der Applikation der HFMS sind gekennzeichnet. In

den Versuchen mit HFMS wurde 3-mal die Position 1 und 2-mal die Position 2 verwendet.

24




Ergebnisse

CHPG ist ein selektiver mGLUs metabotroper Rezeptor-Agonist. Um den Effekt des HFMS-
primings ndher zu untersuchen, wurde CHPG zur ACSF-Losung hinzugegeben. Die
Ergebnisse des Zeitverlaufs sind in Abbildung 12 aufgezeigt. In den Versuchen mit HFMS
wurde 3-mal die Position 1 und 2-mal die Position 2 verwendet. Die Abbildung 13 spiegelt
anhand dieser Daten die Mittelwerte im Zeitbereich von 40-60 min nach Zugabe des CHPG
wieder. Der Effekt der Zugabe des CHPG zeigte sich in einer Depression des fEPSP-slope

in den Versuchen mit HFMS, welche sich in der statistischen Analyse als signifikant erwies.

40-60 min nach CHPG-Zusatz

*_l ohne HFMS
120,00 F I_ - mit HEMS

Abbildung 13: Mittelwerte des fEPSP-slope 40 bis 60 Minuten nach Zugabe des CHPG mit
(schwarzer Balken) und ohne (grauer Balken) vorherige HFMS. Die Depression des fEPSP-slope
im Vergleich erwies sich als signifikant (t-Test: p < 0,05).

3.4. Effekt des DHPG

DHPG ist ein selektiver Agonist der Gruppe-1 metabotropen Glutamat-Rezeptoren mGLU;
und mGLUs. Die Ergebnisse des Zeitverlaufs sind in Abbildung 14 aufgezeigt. In den
Versuchen mit HFMS wurde 2-mal die Position 1 und 2-mal die Position 2 verwendet. Die
Abbildung 15 spiegelt anhand dieser Daten die Mittelwerte im Zeitbereich von 40-60 min
nach Zugabe des CHPG wieder. Der Effekt der Zugabe des DHPG zeigte sich in einem
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Anstieg des fEPSP-slope nach HFMS, welche sich in der statistischen Analyse als

signifikant erwies.

200 -

150 4

fEPSP slope (% baseline)

DHPG

®DHPG ohne HFMS (n=9)

ODHPG mit HFMS (n=4; 2x Position 1, 2x Position 2)

Zeit (min)

50 60

Abbildung 14: Zeitverlauf des DHPG-Effekts auf Schnitte mit und ohne HFMS. Jeder Kreis
reprdsentiert den Prozentsatz des EPSP-slope relativ zum mittleren Baseline-Wert. Die Zeitpunkte
der Zugabe des DHPG zur ACSF-Lésung sowie der Applikation der HFMS sind gekennzeichnet. In
den Versuchen mit HFMS wurde 2-mal die Position 1 und 2-mal die Position 2 verwendet.

A40-60 min nach DHPG-Zusatz

X

ohne HFMS

Bl it HFMS

Abbildung 15: Mittelwerte des fEPSP-slope 40 bis 60 Minuten nach Zugabe des DHPG mit
(schwarzer Balken) und ohne (grauer Balken) vorherige HFMS. Der Anstieg des fEPSP-slope nach

HFMS erwies sich als signifikant (t-Test p < 0,05).
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4. Diskussion

Die repetitive Magnetstimulation (rTMS) ist eine nicht invasive Stimulationstechnik. Im
wissenschaftlichen Kontext findet die rTMS u.a. Anwendung bei der Evaluation der
Beteiligung verschiedener Hirnregionen, welche kognitive Prozesse wie Aufmerksamkeit,
Gedéchtnis, Sprache oder Wahrnehmung modulieren oder steuern (Beynel et al. 2019). Die
grundlegenden Mechanismen des Effekts der rTMS sind jedoch bisher unzureichend
aufgeklirt. Gerade bei in-vivo Studien stellt sich beispielsweise das Problem der rdumlichen
Identifikation des Stimulationsziels (Beynel et al. 2019) oder der Kontrolle des Volumens
des stimulierten neuronalen Gewebes. Ersteres kann z.B. durch funktionale Bildgebung
(bspw. funktionale MRT) und Neuronavigation gezielt geplant werden. Jedoch kann auch
bei zielgenauer Navigation bspw. die Geometrie der Sulci und Gyri einen Einfluss auf das
induzierte elektrische Feld der rTMS besitzen (Thielscher et al., 2011). In diesem
Zusammenhang ist die Ausrichtung der Stimulationsspule in Relation zum stimulierten
neuronalen Gewebe als essentiell anzusehen (Richter et al, 2013; Opitz et al., 2011). Das
Magnetfeld bei in vitro Studien erfasst in der Regel das gesamte neuronale Zielgewebe. Auch
hierbei kann der Ausrichtung des Gewebes in Relation zu den magnetischen Feldlinien eine
entscheidende Funktion in der Ausprigung und Art der neuronalen Antwort auf die
Stimulation zukommen. Verdnderungen in der Lokalisation oder Ausrichtung der
Stimulationstechnik relativ zum neuronalen Zielgewebe kann auch differentielle Effekte auf
die synaptische Transmission und die postsynaptische Depolarisation nach sich ziehen (Lenz

etal., 2015).

Die Wirkung repetitiver Magnetstimulation auf den Hippocampus war und ist Gegenstand
der Forschung. Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass diese Art der Stimulation zu
persistierenden Anderungen in der kortikalen Erregbarkeit fiihren kann und, je nach
Protokoll, in der Lage ist LTP- als auch LTD-Effekte zu induzieren. In diesem
Zusammenhang konnten Tokay et al. (2009, 2014) zeigen, dass hochfrequente repetitive
Magnetstimulation (high frequency magnetic Stimulation; HFMS) unter Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren LTP-Effekte evozieren kann und dieser Prozess postsynaptisch
stattfindet. Zusitzlich konnte eine HFMS-induzierte Metaplastitzitdt demonstriert werden,

welche mGlu- als auch NMDA-Rezeptoren involviert (Tokay et al., 2014).
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4.1. Priming mittels HFMS

Grundlegende Effekte der HFMS wurden in vorangegangenen Studien (Tokay et al. 2009,
2014) unter Nutzung des gleichen Setups bereits initial beschrieben. Aufbauend auf den
bisherigen Betrachtungen wurden in dieser Arbeit zunichst Versuche ohne und mit HFMS
und subsequenter Ableitung der EPSPs an hippocampalen Schnittpriparaten durchgefiihrt.
Im ersten Teil der Experimente untersuchten wir die Wirkung der HFMS hinsichtlich der
Wirkung auf unkonditionierte Schnittpriaparate des Hippocampus. Wir konnten zeigen, dass
nach HFMS die abgeleiteten fEPSPs signifikant gesteigerte Anstiege bei input/output-
Messungen aufwiesen. Diese Ergebnisse sind als konkordant zu den zuvor aufgezeigten
LTP-Effekten nach HFMS (Tokay et al., 2009) zu werten. Unter Nutzung des gleichen
Stimulations-Protokolls konnten Tokay et al. (2009) bereits einen LTP-Effekt nachweisen
und in Folgeuntersuchungen (2014) auch bestitigen. In diesen Versuchen wurde der
potenzierende Effekt der HFMS zusétzlich durch die Input-Output-Charakteristik anhand
einer groferen Spanne (0- 20 mA) an Stimulationsstarken untersucht und ein signifikanter
Haupteffekt fiir die Anwendung der HFMS nachgewiesen werden. Entsprechend der
geschilderten Ergebnisse ist anzunehmen, dass der Effekt der HFMS durch eine erhdhte
synaptische Effizienz (input) und eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir die Auslosung eines
Aktionspotentials (output) die Ergebnisse erkldren kann. Obwohl in diesen Untersuchungen
die grundlegende mechanistische Frage nicht direkt adressiert wurde, kann die HFMS eine
Verschiebung der  1/O-Beziehung  bewirkt  haben, sodass eine  erhohte
Antwortwahrscheinlichkeit auf synaptische Stimuli resultiert (s. auch Lafon et al., 2016). In
den bereits erwihnten Voruntersuchungen konnte die Beteiligung von postsynaptischen

NMDA-Rezeptoren nachgewiesen werden (Tokay et al., 2009).

4.2. HFMS und der Effekt der Orientierung der Schnitte

Die hippocampalen Schnittpriparate wurden in vorangegangenen Studien jeweils einzeln
und in gleicher Orientierung mit Verlauf der Schaffer-Kollateralen entlang der magnetischen
Feldlinien positioniert (s. Abb. 6). In den dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuchen
wurden zwei Schnitte in entgegengesetzter Ausrichtung (Position 1 oder 2) in den
Messkammern positioniert. Der experimentelle Aufbau als auch die Magnet-Spule

(Rundspule MC125, MagVenture, Dianemark) bedingten jeweils eine Stimulation des
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gesamten Volumens des Schnittpréparats. Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich der beiden Positionen anhand der gemessenen EPSPs
untereinander. Ferner zeigte sich der Effekt der magnetischen Stimulation im Vergleich zu
den nativen (nicht stimulierten) Schnittpriparaten in signifikant groeren EPSPs nach
Stimulation bei beiden Positionen (siche auch Abschnitt 4.1.). Die Ergebnisse bestdtigen die
Resultate anderer Arbeitsgruppen bei Untersuchungen der Effekte magnetischer Stimulation
in vitro bei ebenfalls gleichsinniger Ausrichtung der Schnitte im magnetischem Feld (z.B.
Vlachos et al., 2012; Lenz et al., 2015). Grundlegend wird bei Stimulation neuronaler
Gewebe mittels Magnetfeldern nach dem Faraday’schen Gesetz eine Spannung in das
Gewebe induziert, wobei das stimulierte Zielgewebe als sekundérer Stromkreis fungiert
(Hess, 2005). Studien mittels transkranieller magnetischer Stimulation belegen zusétzlich,
dass die Ausrichtung des induzierten Magnetfelds entscheidend fiir die Auslosung von
Aktionspotentialen ist und den Effekt der Stimulation beeinflussen kann. Dazu zeigten
beispielsweise Richter et al. (2013) einen deutlichen Effekt auf die motorische Schwelle bei
verdnderter Ausrichtung der Magnetspule (und damit der Ausrichtung des induzierten
Magnetfelds) relativ zum Kortex. Die Untersuchungen in dieser Arbeit waren in-vitro
Experimente, welche eine gezielte Ausrichtung der Priparate im magnetischen Feld
erlaubten. Mdgliche Magnetfeld-Inhomogenitdaten durch das das Zielgewebe umgebende
Gewebe wurden in diesen Versuchen durch das experimentelle Setup minimiert. Dennoch
bedingte die entgegengesetzte Ausrichtung der Schnitte, dass auch der Verlauf der Schaffer-
Kollateralen relativ zum magnetischen Feld im Vergleich der Positionen entgegengesetzt
war. Es muss jedoch darauf verwiesen werden, dass durch die Spule das gesamte Volumen
der Schnitte stimuliert wurde. Im Gegensatz dazu nutzen beispielsweise Lee und Fried
(2014) fokussierte magnetische Stimulation kortikaler Neurone mittels einer Sub-Millimeter
Spule. Die Forscher konnten eine Selektivitit der jeweils stimulierten Region (apikaler
Dendrit, Soma oder Axonhiigel) nachweisen. Diese Selektivitidt manifestierte sich in einer
Heterogenitét der abgeleiteten Potentiale nach Stimulation in Abhingigkeit vom Ort der
Stimulation. Insbesondere die Region des apikalen Dendriten und des proximalen Axons
zeigten sich sensitiv fiir die repetitive magnetische Stimulation. Auch hier war die
Orientierung der Spule (parallel oder senkrecht zur Hauptachse des Neurons) ein
entscheidendes Kriterium mit den besten Resultaten bei paralleler Spulenorientierung (Lee
und Fried 2014). Gestiitzt werden diese Ergebnisse durch Lenz et al. (2015) unter Nutzung
einer groferen Spule und simultaner Stimulation mehrerer (gleichsinnig ausgerichteter)

entorhino-hippocampaler Schnitte. Eine unselektive Stimulation des gesamten Volumens
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des neuronalen Gewebes (wie auch in dieser Arbeit erfolgt) kann bedingen, dass nicht alle
Strukturen eine gleichsinnige Antwort auf die Stimulation liefern (Lenz et al. 2015). Die
Identifikation des Ursprungs der Antwort auf die magnetische Stimulation kann dadurch
beeintrachtigt sein (Salvador & Miranda, 2009). Eine entsprechende ndhere Aufschliisselung
moglicher differentieller Effekte in Abhdngigkeit vom Ort der Stimulation war jedoch nicht

Gegenstand der zugrundeliegenden Betrachtungen.

Ergebnisse von Kabakov et al. (2017) belegen zusitzlich, dass die Ausrichtung von
Neuronen in einem elektrischen Feld den Effekt einer Stimulation (bei Versuchen mit
transcranial direct current stimulation) umkehren oder in der Amplitude modulieren kann.
Folglich kann die Orientierung der Schnitte im magnetischen Feld einen entscheidenden
Einfluss auf die Reizantwort (in Form der EPSPs) bei in vivo als auch bei in vitro-Versuchen
haben. Ferner ist der Effekt der magnetischen Stimulation auf das neuronale Zielgewebe
abhingig von der Geometrie und Orientierung der Spule. (Lee und Fried, 2014, Miranda,
2013). Letzteres wurde in diesen Versuchen konstant gehalten, sodass der Einfluss dieser

Parameter als gering (wenn auch experimentell hier nicht belegt) anzusehen ist.

In Zusammenschau mit den Studien von Tokay et al. (2009, 2014) stiitzen die Ergebnisse
eine Form der Metaplastizitit unter Beteiligung von NMDA- und metabotropen Glutamat-
Rezeptoren. Die Effekte waren zudem in beiden getesteten Positionen nachweisbar, sodass
in diesen Versuchen bei relativ zum Magnetfeld gleichsinniger Ausrichtung der Schaffer-

Kollateralen keine signifikanten Unterschiede nachweisbar waren.

4.3. Regulation der mGlu-Rezeptoren 1 und 5

Metabotrope Glutamat-Rezeptoren spielen eine entscheidende Rolle in einer Vielzahl von
Glutamat-abhingigen Antworten in der CAl-Region des Hippocampus (Mannaioni et al.,
2001) und gelten als essentiell fiir die synaptische Plastizitdit und Lernprozesse in
hippocampalen Verschaltungskreisldufen (Gil-Sanz et al., 2008). In diesem Zusammenhang
wird diesem Rezeptor-Typ ein wesentlicher Beitrag bei der Induktion und Modulation einer
LTD als neuronales Korrelat fiir regulative hippocampale Prozesse zugeschrieben (u.a.
Collingridge et al., 2004). Uber diesen Mechanismus (in Zusammenspiel mit anderen
neuromodulatorischen Prozessen wie u.a. LTP) konnen Lernprozesse auf molekularer Ebene

reguliert werden. Dariiber hinaus konnten Tokay et al. (2014) zeigen, dass die mGlu-
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Rezeptoren 1 und 5 (Gruppe 1 mGluRs), zusammen mit NMDA-Rezeptoren, auch bei der
Auspragung einer neuronalen Antwort auf eine elektrische Stimulation nach
vorausgegangener HFMS beteiligt sind. Dieser Effekt gilt als Metaplastizitit. Eine Inhibition
der Gruppe 1/2 mGlu-Rezeptoren fiihrte dabei zu einer signifikanten Hemmung des HFMS-
priming Effekts auf eine subsequent induzierte LTP (Tokay et al. 2014). In dieser Studie
wurden zur ACSF-Losung wihrend der Versuche zusétzlich entweder DHPG (Wirkung auf
mGIluR 1 & 5) oder CHPG (Wirkung auf mGluR5) hinzugegeben. Die Ergebnisse zeigen,
dass die Charakteristik der elektrophysiologischen Antworten nach HFMS-priming je nach
Art der zugegebenen Chemikalie eine entgegengesetzte Auspragung aufwies: im Falle des
CHPG zeigte sich ein signifikante Verringerung des slopes der fEPSPs, wihrend nach
Zugabe von DHPG ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen war (s. Abb. 13 und 15). Die
Daten sind somit grundlegend in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Tokay et al.
(2009, 2014) und belegen einen Einfluss der Gruppe 1 mGlu-Rezeptoren auf HFMS-
induzierte Metaplastizitdt. Tokay et al. (2014) nutzten in ihren Versuchen einen Blocker fiir
die Gruppe 3 mGlu-Rezeptoren (MSOP) oder einen Blocker fiir die Gruppe 1/2 (MCPG).
Bis dato ungeniigend untersucht ist jedoch die Frage, ob es einen selektiven Einfluss der
Gruppe 1 mGlu-Rezeptoren nach HFMS-priming gibt. Als grundlegende mechanistische
Annahme in diesen als auch den vorangegangenen Versuchen von Tokay et al. gilt dabei,
dass nach HFMS préd- und postsynaptische mGlu-Rezeptoren durch vermehrte Glutamat-
Ausschiittung als Folge der HFMS aktiviert werden (Tokay et al., 2014).

Die Daten dieser Studie lassen vermuten, dass eine selektive Regulation der mGluR1 und 5
eine entscheidende Rolle spielt. Durch die Nutzung selektiver Antagonisten wére der
priming Effekt der HFMS iiber die Gruppe 1 mGlu-Rezeptoren vermehrt durch die Wirkung
auf den mGluRS erklérbar (resultierend in einer hoheren LTD nach Blockade, s. Abb. 13).
Ferner kann im Vergleich der Versuche mit DHPG und CHPG spekuliert werden, dass die
synaptische Transmission die mGluR1-Aktivierung involviert, resultierend in einer
Antwort-Charakteristik mit einer LTP-dhnlichen Auspriagung gegeniiber der Versuche ohne
HFMS (s. Abb. 15). Ein grundlegender Mechanismus konnte in diesen Zusammenhang darin
bestehen, dass in den Versuchen mit Zusatz von CHPG das extrazellulire Glutamat nach
HFMS erhoht ist bis zu einer Konzentration, an welcher Antagonisten die Transmission
reduzieren konnen. Bei Blockade beider Gruppe 1 mGlu-Rezeptoren durch DHPG wire
dann ein selektiver Einfluss des mGIuR 1 moglich, resultierend in einer verminderten LTD

im Vergleich zu der selektiven mGluR5-Blockade durch CHPG.
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Die Annahme einer distinkten Regulation von mGlurl und mGIuRS in dieser Studie ist in
Ubereinstimmung mit einer Vielzahl von Studien. Mannaioni et al. (2001) konnten zeigen,
dass beide Gruppe 1-Rezeptor-Subtypen separate Funktionen an CAl-Pyramidenzellen
erfiillen und u.a. die Erregbarkeit an CA1l hippocampalen Neuronen durch mGluRS5-
Stimulation moduliert werden kann. Korrespondierend dazu zeigten u.a. Neyman &
Manahan-Vaughan (2008), dass mGluR 1 und 5 unterschiedliche Funktionen in den initialen
und spéten Phasen der LTD austiben.

Aus einer funktionalen Perspektive zeigen diese differenten Regulationsmechanismen u.a.
einen  FEinfluss auf die Gedichtniskonsolidierung und den  Abruf von

Gedichtnisinformationen im Tiermodell (Gieros et al., 2012).

In Bezug auf den Einfluss der magnetischen Stimulation konnten Lee et al. (2014a) zeigen,
dass repetitive hochfrequente Magnetstimulation auch nach einmaliger Anwendung die
Transkription von mGluR1 reduziert und subsequent eine Reduktion der LTD bedingt.
Somit stiitzen die Ergebnisse von Lee et al. (2014a) grundlegend die Resultate dieser Studie.
Die in diesen Versuchen beobachtete reduzierte LTD im Vergleich der Versuche mit CHPG
und DHPG wire iiber eine verminderte Transkription des mGluR1 als Folge der HFMS
moglich. Es muss in diesem Zusammenhang jedoch auch auf die unterschiedliche Methodik
im Vergleich zu Lee et al. verwiesen werden. In diesen Versuchen wurden die Stimulationen
in vitro gemacht, wihrend Lee et al. in vivo stimulierten und erst nach erfolgter
Magnetstimulation das Hirngewebe aus dem Schédel entfernten zur weiteren Untersuchung.
Obwohl beide Studien ein hochfrequentes Stimulationsprotokoll nutzten (in dieser Studie
100Hz, bei Lee et al. 20Hz) sind Unterschiede in der Rekrutierung der mGluRs durch das

jeweils die neuronalen Effekte induzierende Protokoll ebenfalls nicht auszuschlieen.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Experimente zeigen, dass die in vitro-Applikation von HFMS einen potenzierenden
Effekt an Schaffer-Kollateralen-CA1 Synapsen besitzt und somit in Ubereinstimmung mit
vorangegangenen Arbeiten ist. Ferner steht zu vermuten, dass der neuromodulatorische
Effekt der HFMS auch differentielle Effekte auf die Regulation von mGlurl und mGIluR5

als mogliche grundlegende mechanistische Basis flir eine hippocampale Metaplastizitét
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besitzt. Ein Effekt der Orientierung der Stimulationsspule in Relation zum Verlauf der

Schaffer-Kollateralen konnte nicht nachgewiesen werden.

In diesen Studien erfolgte eine antiparallele Orientierung der Schaffer Kollateralen zum
Magnetfeld in den getesteten Positionen und eine konstante Nédhe der Schnittpraparate zur
Spule. Ein mogliche Ergidnzung zu diesen Studien, um zukiinftig eine Standardisierung der
Nutzung magnetischer Stimulationstechniken bei in vitro Studien zu ermdéglichen, wére die
Frage nach dem Effekt eines Versatzes der Schnittpriparate um 90° oder den Einfluss einer
Variation des Abstandes zur Spule auch unter Beriicksichtigung der Spulengeometrie. Bei
den letzten beiden genannten Punkten sind insbesondere die physikalischen Verhéltnisse zu
beachten. Thielscher und Kammer (2004) konnten hierzu zeigen, dass Fokalitdt und
Effizienz der Stimulationen entscheidend von der Spulengeometrie, den Eigenschaften des
dadurch erzeugten Magnetfeldes als auch dem neuronalen Zielgewebe selbst abhingt.
Unklar ist ferner, ob die gewéhlten Positionen optimale Winkel fiir die Effizienz der HFMS
darstellten. In der Literatur finden sich Hinweise auf ein unterschiedliches Ansprechen des
stimulierten Zielgewebes bei unterschiedlichen Rotationswinkeln der Spule (Richter et al.,

2013).

Die Versuche in diesen Studien wurden als in vitro-Untersuchungen durchgefiihrt. In den
Ausfiihrungen wurde auf die Sensitivitidt des untersuchten Zielgewebes auf eventuelle
Magnetfeldinhomogenitéten, bedingt durch umgebendes Gewebe oder die zugrundliegende
Gewebearchitektur und —geometrie reflektiert. Ob und welcher Form in vivo-Versuche diese

Experimente belegen kdnnen, bliebt bis dato ungeklart.
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1.
12.

Thesen

. Thesen

. Der Hippocampus spielt eine grole Rolle fiir physiologische und pathologische

Prozesse in Bezug auf das Lernen und die Gedédchtnisformierung, Krankheiten wie
Morbus Alzheimer und Epilepsie.
Aktivitatsabhingige synaptische Plastizitét ist eine wichtige neurophysiologische

Voraussetzung hippocampaler Synapsen fiir die Gedichtnisformierung.

. Die long-term potentiation (LTP) ist Ausdruck einer Erhohung der Effektivitit

synaptischer Transmissionen an Zellen des Hippocampus.
Die LTP gilt u.a. als zelluldres Substrat des Lernens und des Gedéchtnisses und wird

durch verschiedene Rezeptortypen an hippocampalen Synapsen vermittelt.

. Die eine LTP induzierenden Stimuli sind vielfaltiger Natur und umfassen bei in vitro

Studien vorranging hochfrequente elektrische oder magnetische (high frequency
magnetic stimulation, HFMS) Stimulationsprotokolle.

Die Richtung und das Ausmal} der durch einen bestimmten Reiz ausgeldsten
synaptischen Plastizitdt konnen durch entsprechende zuvor applizierte Reize
beeinflusst werden. Dies gilt als Metaplastizitit.

Mittels HFMS konnen u.a. durch Aktivierung postsynaptischer NMDA-Rezeptoren
LTP-Effekte ausgelost werden. Eine Metaplastizitit kann mittels HFMS iiber mGlu-
und NMDA-Rezeptoren erzeugt werden.

Das Priming hippocampaler Schnittpréparate mittels HFMS fiihrt zu signifikant
gesteigerten Anstiegen der EPSPs bei input/output-Messungen.

Bei der Applikation hochfrequenter magnetischer Stimulationen in vivo hat die
parallele oder antiparallele Orientierung der Schaffer-Kollateralen in Relation zu den
magnetischen Feldlinien keinen signifikanten Einfluss auf EPSPs.

Die mGlu-Rezeptoren der Gruppe 1 (mGlu 1 und mGlu 5) besitzen einen Einfluss auf
eine HFMS-vermittelte Metaplastizitét.

Es ist eine distinkte Regulation von mGlul und mGlu5 anzunehmen.

Eine selektive Blockade des mGluRS fiihrt zu LTD-&hnlichen Effekten nach HFMS-

Priming.
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