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Zusammenfassung

Hintergrund: Einer Epilepsie liegt eine komplexe und oft polygene Pathophysiologie
zugrunde, die durch eine Dysregulation biologischer Netzwerke und Zellfunktionen
verursacht wird. Genexpressionsanalysen in Abhangigkeit von epilepsietypischer
Aktivitat kdbnnen das Verstandnis beteiligter zellularer Signalkaskaden verbessern. Bisher
wurden dafur Uberwiegend Tiermodelle eingesetzt, die die humanen Bedingungen nur
eingeschrankt rekapitulieren kdnnen. Durch Verwendung eines in vitro Anfallsmodells
eroffnen sich Perspektiven, anfallsassoziierte Veranderungen der Genexpression auch
in humanem Gewebe ex vivo zu studieren. Als Voraussetzung fur einen translationalen
Forschungsansatz haben wir die grundsatzliche Eignung eines etablierten in vitro Modells
zur Untersuchung der Modulation von Genexpression infolge epilepsietypischer Aktivitat
evaluiert. Dafur haben wir das 4-Aminopyridin-Modell (4-AP-Modell) verwendet. In
Rattenhirnschnitten wurde das Ausbreitungsmuster anfallsartiger Ereignisse (AE) mit den
mMRNA-Spiegeln der untersuchten Gene c-Fos (FOS-Proto-Onkogen), Icer (engl.
inducible cAMP early repressor) und mTor (engl. mechanistic target of rapamycin)

korreliert.

Methoden: Von naiven Ratten (Wistar Han) wurden kombinierte entorhinal-
hippocampale Hirnschnitte (400 pm) angefertigt und AE in vitro durch 4-AP induziert. Die
AE wurden durch Messung extrazellularer Feldpotentiale und intrinsischer optischer
Signale erfasst. Die Interventionsdauer variierte zwischen 1 und 4 Stunden.
AnschlielRend erfolgte eine relative Quantifizierung der mRNA-Spiegel durch Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) unter Verwendung von Ywhaz als

Referenzgen.

Ergebnisse: In den akuten Rattenhirnschnitten konnten durch 4-AP regelmalig
auftretende AE in anhaltend stabiler Frequenz induziert werden. Die meisten AE hatten
ihren Ursprung im temporalen Kortex, breiteten sich zum entorhinalen Kortex aus und
zeigten nur selten eine Einbeziehung der Hippocampusformation. Infolge der Praparation
und Lagerung der Hirnschnitte wurde bereits in den Kontrollschnitten eine Zunahme der
c-Fos und Icer mRNA beobachtet. Die epilepsietypische Aktivitat in vitro resultierte in
einer zusatzlichen zeitabhangigen Induktion der Genexpression von c-Fos und Icer. In

Ubereinstimmung mit dem regionalen Ausbreitungsmuster der AE war der mRNA Anstieg
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beider Gene im temporalen Kortex am stérksten. Fiir mTor lieR sich keine Anderung der

Genexpression infolge epilepsietypischer Aktivitat nachweisen.

Schlussfolgerung: Bei positivem Nachweis einer regionalen und zeitlichen Korrelation
zwischen elektrophysiologisch-optischen und molekularbiologischen Parametern
epilepsietypischer Aktivitat schlussfolgern wir, dass das akute Hirnschnittmodell mit 4-AP
induzierten AE fur Genexpressionsstudien geeignet ist. Daher kdnnen
Transkriptomanalysen in humanen Hirnschnitten perspektivisch Einblicke in die

molekularen Grundlagen der Pathophysiologie von Epilepsien geben.
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Abstract

Background: Epilepsy is considered as a complex and often polygenic disorder caused
by dysregulation of biological networks and cellular functions. Analysis of gene
expression changes due to epileptiform activity may enhance the understanding of
involved molecular signaling cascades. Until now, animal models have been
predominantly used for this purpose, but they can only recapitulate the humane conditions
to a limited extent. In vitro seizure models provide perspectives to determine seizure-
associated changes in gene expression also in human tissue ex vivo. As requirement for
a translational approach, we evaluated the suitability of an established in vitro model to
examine modulation of gene expression caused by epileptiform activity. For this, we used
the 4-aminopyridine model (4-AP model). In rat brain slices, the propagation pattern of
epileptiform activity was correlated with gene expression of the candidate genes c-Fos
(FOS-Proto-Oncogene), Icer (inducible cAMP early repressor) and mTor (mechanistic

target of rapamycin).

Methods: In combined entorhinal-hippocampal brain slices (400 um) prepared from naive
Wistar Han rats, epileptiform events in vitro were induced by 4-AP and monitored using
recordings of extracellular field potentials and intrinsic optical signals. The duration of the
intervention ranged from 1 to 4 hours. The mRNA levels were relatively quantified by
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) using Ywhaz as reference

gene.

Results: In acute rat brain slices, 4-AP was effective in inducing recurrent epileptiform
activity at a persistently stable frequency. The maijority of epileptiform events had their
origin in the temporal cortex, propagated to the entorhinal cortex and rarely showed any
hippocampal involvement. As a result of the preparation and storage of slices, an increase
of c-Fos and Icer mRNA was already apparent in control slices. The epileptiform activity
in vitro resulted in an additional time-dependent induction of c-Fos and Icer gene
expression. Correlating with the regional propagation, the induction of both genes was
strongest in the temporal cortex. The mTor gene expression did not show any changes

following epileptiform activity.

Conclusion: Demonstrating a positive spatiotemporal correlation between

electrophysiological-optical and molecular parameters of epileptiform activity, we
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conclude that the acute brain slice model with 4-AP induced epileptiform events is suitable
for gene expression studies. Perspectively, transcriptome analyses in human brain tissue
may enhance our knowledge of the molecular mechanisms of the pathophysiology of
epilepsies.



Einleitung 5

1 Einleitung

1.1 Epileptische Anfalle und Epilepsie

Ein epileptischer Anfall wird von der Internationalen Liga gegen Epilepsie (ILAE, engl.
international league against epilepsy) als ein transientes Auftreten von Klinisch-
objektivierbaren Zeichen und/oder subjektiven Symptomen definiert, die auf eine
pathologische exzitatorische und synchronisierte neuronale Aktivitdt im Gehirn
zuruckzufihren ist. Eine Epilepsie ist eine Funktionsstorung des zentralen
Nervensystems, die durch eine anhaltend erhohte Pradisposition zur Generierung
epileptischer Anfalle und den damit einhergehenden neurobiologischen, kognitiven,
psychosozialen und sozialen Konsequenzen gekennzeichnet ist (Fisher et al. 2014).
Epilepsien gehdren zu den haufigsten chronisch-neurologischen Erkrankungen, fir das
Jahr 2009 wurde in einer epidemiologischen Untersuchung eine Periodenpravalenz in

der deutschen Bevolkerung von 9,1/1000 ermittelt (Hamer et al. 2012).

1.2 Antiepileptische Pharmakotherapie

Die Hauptsaule in der Behandlung der Epilepsie ist die Pharmakotherapie. Bei mehr als
1/3 aller Patient*innen mit Epilepsie besteht eine Pharmakoresistenz, d.h. es kann unter
einer medikamentdsen Behandlung mit zwei Antiepileptika in ausreichend hoher Dosis
kombiniert oder in Folge keine Anfallsfreiheit fir mindestens 12 Monate erreicht werden
(Kwan et al. 2010). Trotz der Verfugbarkeit von mittlerweile mehr als 15 zugelassenen
antiepileptischen Medikamenten der dritten Generation hat sich die Rate an anfallsfreien
Patient*innen nicht wesentlich verbessert (Chen et al. 2018). Die heutzutage
eingesetzten Antiepileptika zielen auf eine Anfallssuppression durch Reduktion der
neuronalen Exzitabilitdt ab. Es ist bislang nicht gelungen, krankheitsmodifizierende
Medikamente zu entwickeln, die der Epileptogenese nach einer strukturellen Schadigung
des Hirnparenchyms, zum Beispiel infolge eines Hirninfarktes oder nach einem Schadel-

Hirn-Trauma, entgegenwirken konnen (Pitkanen et al. 2011; Pitkanen et al. 2016).

1.3 Experimentelle Epileptologie

Um das pathophysiologische Verstandnis von epileptischen Anfallen und Epilepsien zu

verbessern und neue therapeutische Optionen zu etablieren, ist es notwendig, die daran
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beteiligten komplexen zellularen und molekularen Signalwege aufzudecken. In den
letzten Dekaden wurden insbesondere Tiermodelle entwickelt und nachfolgend genutzt,
um fundamentale krankheitsspezifische Mechanismen zu erforschen (Léscher 2017). In
der experimentellen Epileptologie existieren zahlreiche in vivo sowie in vitro Modelle, zu
letztgenannten zahlen unter anderem akute Hirnschnitte, akute Hirnschnittkulturen und

neuronale Kulturen (Avoli und Jefferys 2016).

1.3.1 Das akute Hirnschnitt-Modell

Eine wichtige Bedingung zur Induktion und Messung epilepsietypischer Aktivitat in vitro
sind die in Hirnschnitten Uber einen langeren Zeitraum vital erhaltenen Neuronen, die
ausreichende funktionell intakte physiologische Verbindungen als neuronales Netzwerk
beibehalten. Insbesondere in hippocampalen Hirnschnitten kdénnen sogenannte
anfallsartige Ereignisse (AE) durch unterschiedliche elektrische und chemische Stimuli
induziert werden (Stasheff et al. 1985; Walther et al. 1986). Eine Mdglichkeit bietet die
Behandlung von naiven Rattenhirnschnitten mit 4-Aminopyridin (4-AP) (Buckle und Haas
1982). 4-AP ist ein nicht-selektiver Inhibitor von spannungsabhangigen Kaliumkanalen,
der durch eine Depolarisation von Neuronen die Anfallsschwelle herabsetzt (Mathie et al.
1998). Zusatzlich werden durch 4-AP der prasynaptische Calcium-Einstrom und die
synaptische Transmission erhdht, was ebenfalls zur Induktion der AE beitragt (Perreault
und Avoli 1991). In vitro fihrt 4-AP zu langanhaltenden Entladungen, die unter
Berucksichtigung des klinischen Korrelats eines Grand mal-Anfalls mit initial tonischer
und anschlieBend klonischer Phase sowie des dazugehoérigen EEG-Musters
korrespondierend zu epileptischen Anfallen in vivo angesehen werden (Avoli et al. 2002).
Elektrophysiologisch zeigt diese iktale Aktivitatinsbesondere in kortikalen Strukturen eine
monomorphe Konfiguration mit einer initialen Potentialnegativierung, gefolgt von
hochfrequenten Oszillationen mit niedriger Amplitude und hiernach niedrigfrequenten
Entladungen mit hdherer Amplitude. Die AE treten regelmallig auf und weisen eine Dauer

von einigen Sekunden bis zu wenigen Minuten auf (Bruckner und Heinemann 2000).

Zusatzlich zu elektrophysiologischen Messungen kann epilepsietypische Aktivitat mithilfe
eines optischen Verfahrens erfasst werden, dabei werden sogenannte intrinsische
optische Signale (10S) aufgezeichnet. Als I0S wird die aktivitatsabhangige Anderung
optischer Eigenschaften in neuronalem Gewebe bezeichnet. Epilepsietypische Aktivitat

geht in akuten Hirnschnitten mit einer Zunahme der Lichttransmission einher, die durch
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eine Schwellung von Neuronen und Astrozyten bedingt zu sein scheint, allerdings sind
die zugrunde liegenden neurobiologischen Mechanismen nicht ganzlich geklart (Pal et al.
2013). Mit einer Kamera konnen die intrinsischen optischen Signale des gesamten
Hirnschnitts aufgezeichnet und somit Anfallscharakteristika wie Ursprung, Ausbreitung

und GrolRe der betroffenen Flache evaluiert werden (Borbely et al. 2014).

1.3.2 Molekularbiologische Ansatze in der Epileptologie

Durch technologische Fortschritte in der molekularbiologischen Forschung werden
Untersuchungen auch zu krankheitsspezifischen genetischen Veranderungen bei
Epilepsien mdglich. Neben monogenetischen Krankheiten bietet das Feld auch Potential,
Veranderungen in der Genom-Editierung und Epigenetik aufzudecken (Kobow und
Blimcke 2018). Durch Analysen des gesamten Transkriptoms mit hoher regionaler
Auflésung (engl. spatial transcriptomics) bis zur Erstellung von Einzelzellprofilen kdnnen
aullerdem anfallsbedingte Modulationen der Genexpression beurteilt werden (Becker et
al. 2002; Guelfi et al. 2019). Im Tiermodell konnten in den vergangenen Jahren zahlreiche

Gene identifiziert werden, die fur epilepsietypische Aktivitat in vivo relevant sind.

Dazu zahlt c-Fos (FOS-Proto-Onkogen), ein induzierbarer Transkriptionsfaktor, der der
Familie der sogenannten frihen Gene (engl. immediate early genes) angehort (Curran
und Morgan 1995). Als etablierter Marker fur neuronale Aktivitat kommt es durch eine
Vielzahl pathophysiologischer Stimuli, wie epilepsietypische Aktivitat, zu einer schnellen
und transienten Induktion der c-Fos Expression (Willoughby et al. 1995; Barros et al.
2015). Als Heterodimer mit Mitgliedern der Jun-Familie wird der Transkriptionsfaktor 1-
AP gebildet, der eine Reihe von zellularen Reaktionen wie Differenzierung, Plastizitat und

Degeneration vermittelt (Chiu et al. 1988; Pennypacker et al. 1994).

Die Genexpression des cAMP-abhangigen Transkriptionsfaktors Icer (engl. inducible
cAMP early repressor) wird ebenfalls infolge epilepsietypischer Aktivitat in vivo induziert
(Fitzgerald et al. 1996; Lund et al. 2008). Es ist bekannt, dass Icer nachfolgend die
Transkription von Zielgenen durch Bindung an die DNA-Regulationseinheit CRE (engl.
cAMP response element) supprimiert (Mioduszewska et al. 2003). Von besonderem
Interesse ist dabei die Repression der Transkription der a1-Untereinheit des GABAa-
Rezeptors im Gyrus dentatus der hippocampalen Formation (Lund et al. 2008).
Veranderungen der Zusammensetzung des GABAa-Rezeptors lassen eine Begunstigung

spontaner Anfalle (Epileptogenese) vermuten. Allerdings konnten andere Studien einen
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antiepileptogenen Effekt von Icer aufdecken: Mause mit Icer Uberexpression zeigten
einen deutlich verzogerten Anfallsbeginn und mildere Anfallsformen (Kojima et al. 2008).
Des Weiteren litten Icer Knockout-Mause nach einem durch Pilocarpin induzierten Status
epilepticus haufiger unter epileptischen Anfallen als ihre Kontroll-Wurfgeschwister (Porter
et al. 2008). Aufgrund der Komplexitat der Genregulation mit Zell- und
Hirnregionspezifitdt kann aktuell die resultierende Auswirkung von Icer auf die

Epileptogenese nicht abschlieend benannt werden.

Zunehmende Bedeutung in der Epileptologie findet auch mTOR (engl. mechanistic,
friher auch mammalian target of rapamycin), ein in allen Saugtieren vorkommendes
Enzym, dessen Signalweg neuronales Wachstum und Proliferation moduliert (Crino et al.
2006). Bei Patienten mit Tuberdser Sklerose, die meist unter schwerer und
pharmakoresistenter Epilepsie leiden, ist der mTOR Signalweg aufgrund von Mutationen
in den TSC17- und TSC2-Genen (engl. tuberous sclerosis complex) hyperaktiviert
(Overwater et al. 2019). Eine Behandlung mit mTOR Inhibitoren wie Everolimus kann die
Anfallshaufigkeit bei bis zu 40% der Betroffenen reduzieren (French et al. 2016). Neben
genetischen Erkrankungen wurde eine Beteiligung des mTor Signalweges auch bei
erworbenen Epilepsien in mehreren in vivo Tiermodellen nachgewiesen (Huang et al.
2010; Zhang und Wong 2012).

1.4 Translationale Epilepsieforschung

In den vergangenen 40 Jahren konnten zahlreiche neue Antiepileptika durch die
Erprobung in Tiermodellen etabliert werden, wodurch die therapeutischen Moglichkeiten
in der Epilepsiebehandlung zweifellos erweitert wurden (Loscher 2017). Tiermodelle
haben einen hohen Stellenwert erlangt, da die induzierten Anfalle ein ahnliches
Ansprechen auf Antiepileptika zeigen wie epileptische Anfalle des Menschen. Fir viele
andere Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) wie Migrane oder bipolare
Storungen existieren keine Tiermodelle mit einem ahnlich hohen pradiktiven Wert
(Léscher 2013). Wahrend die neuen Antiepileptika vor allem ein gunstigeres
Nebenwirkungsprofil aufweisen, zeigen viele dieser Substanzen in Monotherapie aber
keine uberlegende Wirksamkeit im Vergleich zu konventionellen Substanzen wie
Carbamazepin oder Valproinsaure (Marson et al. 2007). Eine Ursache dafur ist das
Beibehalten der gleichen Tiermodelle (vor allem das Maximal-Elektroschock- und

Pentylentetrazol-Modell), die stets Substanzen identifizieren, die einen &ahnlichen
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Wirkmechanismus haben wie die etablierten Antiepileptika (Holtkamp und Meierkord
2007). Daruber hinaus wurden auch die meisten molekularen Erkenntnisse in
tierexperimentellen Versuchen gewonnen, die die humanen Bedingungen nur
eingeschrankt rekapitulieren kénnen. In den letzten Jahren hat die Lucke zwischen
Tiermodellen und klinischer Anwendung zunehmend Aufmerksamkeit erhalten. Folglich
wird in Strategien investiert, die die Reproduzierbarkeit in der Grundlagenforschung
erhdhen und auf eine Verbesserung der Translation in der Epileptologie abzielen
(Léscher 2017). Eine Moglichkeit zur Untersuchung speziesspezifischer
pathophysiologischer Mechanismen besteht in der Verwendung von humanem Gewebe
ex vivo. Dafur bietet sich vitales Hirngewebe nach neurochirurgischen Eingriffen

besonders an.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die bisherigen Untersuchungen zur Modulation von Genexpression infolge
epilepsietypischer Aktivitat basieren Uberwiegend auf in vivo Tierversuchen. Ein solcher
Ansatz ist naturgemal’ im menschlichen Gehirn nicht mdglich. Es ist bisher nicht bekannt,
ob in vitro Modelle die beobachteten Veranderungen der Genexpression reproduzieren
konnen. Als Voraussetzung fur einen translationalen Forschungsansatz haben wir die
grundsatzliche Eignung eines etablierten in vitro Anfallsmodells zur Untersuchung von

Genexpressionsanderungen infolge epilepsietypischer Aktivitat evaluiert.
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2 Methodik

2.1 Experimente in vitro

2.1.1 Versuchstiere

FUr unsere Experimente wurden adulte mannliche Wistar Han Ratten (Janvier, Rennes,
Frankreich) mit einem Gewicht von 220-240 g verwendet (n = 23 Tiere). Die Aufzucht und
Haltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen der zentralen Tierzuchthaltung des
Bereichs Experimentelle Neurologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin. Die
Tierversuche wurden unter Einhaltung des in Deutschland geltenden Tierschutzgesetzes
(TierSchG, 5. Abschnitt, §7-§9 Tierversuche) sowie der Europaischen Richtlinie
2010/63/EU durchgeflihrt und vom institutionellen Tierschutzbeauftragten und dem

Landesamt fur Gesundheit und Soziales in Berlin (T0336/12) genehmigt.

2.1.2 Hirnschnittpraparation

Die Ratten erhielten eine tiefe Isofluran-Narkose (Abbott Arzneimittel GmbH, Hannover,
Deutschland) per inhalationem (4% Isofluran in 100% Sauerstoff). Nach Kontrolle der
Sedierungstiefe erfolgte bei ausbleibender Reaktion auf Schmerzreize eine Dekapitation
mittels einer Guillotine fur Nagetiere (Kent Scientific, Torrington, USA). Nachfolgend
wurden die Gehirne durch vorsichtige Entfernung des Kraniums mit einer Knochenzange
freiprapariert und nach Eréffnung der Dura mater aus der Schadelgrube herausgeldst.
Diese Praparationszeit bis zur vollstandigen Separation des Gehirns betrug maximal 4
Minuten. Die Gehirne wurden nach Entnahme in einer kalten (ca. 4°C) Liquor-ahnlichen
Ldsung (engl. artificial cerebrospinal fluid (aCSF)) mit Zusatz von N-Methyl-D-Glucamin
(NMDG) platziert. Der aquimolare Ersatz von Natrium durch NMDG fuhrt zu einer
verminderten Diffusion von lonen Uber neuronale Membranen und damit zu einer
reduzierten Zellschwellung (Hille 1971). Die Zusammensetzung des NMDG-aCSF ist in
Tabelle 1 angegeben. Die Losung wurde in einem Becherglas zusatzlich mit einem
Gasgemisch, Carbogen bestehend aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlenstoffdioxid,
angereichert. Mit einem Prazisionsschneidegerat (Vibroslicer VT1200S, Leica, Wetzlar,
Deutschland) wurden 400 pm dicke horizontale Hirnschnitte angefertigt, die die
Hippocampusformation (H), den entorhinalen Kortex (EC) und angrenzende Teile des

temporalen Kortex (TC) umfassten (Abbildung 1).
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Abbildung 1 (A) Schematische Darstellung des Gehirns der Ratte mit Lagebeziehung der angefertigten
horizontalen Hirnschnitte. Quelle: modifizierte Abbildung 1 nach Witter et al. 2000. (B) Lichtmikroskopische
Aufnahme eines reprasentativen Hirnschnitts wahrend der nachfolgenden elektrophysiologischen
Messung. Die Schnitte umfassten folgende Strukturen: Hippocampusformation (H) bestehend aus
Subiculum (S), Cornu ammonis (CA1, CA3) und Gyrus dentatus (DG) sowie entorhinaler Kortex (EC) und
temporaler Kortex (TC). Eigene Darstellung.

Von jedem Rattenhirn wurden insgesamt 15 Schnitte von beiden Hemispharen
angefertigt und alternierend drei Gruppen mit je funf Schnitten zugeordnet: (1)
Basalgruppe zur Bestimmung der initialen, von den Experimenten unbeeinflussten
Genexpression; (2) Kontrollgruppe zur Untersuchung der unmittelbaren Auswirkungen
der Praparation und Lagerung der Hirnschnitte auf die Genexpression und (3)
Interventionsgruppe zur Beurteilung der Genexpression in Abhangigkeit induzierter
epilepsietypischer Aktivitat in vitro. Die Schnitte der Kontroll- und Interventionsgruppe
wurden einzeln in einer Messkammer unter sogenannten Interface-Bedingungen
gelagert, dort befanden sie sich zwischen einer flissigen und einer gasformigen Phase.
Das wurde einerseits durch eine kontinuierliche Perfusion (1,5-2,0 ml/min) der
Hirnschnitte mit vorgewarmtem (35°C) und mit Carbogen-angereichertem aCSF (pH 7,4)
erreicht (flussige Phase). Die Zusammensetzung des aCSF ist in Tabelle 1 aufgefihrt.
Wahrend der Lagerung in der Interface-Messkammer wurde zusatzlich erwarmtes (35°C)
und angefeuchtetes Carbogen Uber die Oberflache der Hirnschnitte geleitet (gasféormige
Phase).
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Tabelle 1 Zusammensetzung von aCSF und NMDG-aCSF

Substanz aCSF-Konzentration = NMDG-Konzentration
(mM) (mM)

Natriumchlorid NaCl 129,00 0,00
Kaliumchlorid KCI 3,00 2,50
Natriumdihydrogenphosphat NaH2PO4 1,25 1,20
Natriumhydrogencarbonat NaHCOs 21,00 30,00
Magnesiumsulfat MgSO4 1,80 10,00
Calciumchlorid CaClz 1,60 0,50
Glukose CsH1206 10,00 25,00
N-Methyl-D-Glucamin C7H17NOs 0,00 93,00
Natrium-L-Ascorbat CsH7NaOe 0,00 5,00
Natriumpyruvat CsH3sNaOs 0,00 3,00
Thioharnstoff CH4N2S 0,00 2,00
HEPES CsH18N204S 0,00 20,00

2.1.3 Versuchsaufbau

Nach der Praparation und Platzierung der Schnitte in der Messkammer folgte eine 1,5-
stiindige Regenerationsphase zur Anpassung der Schnitte an die in vitro Umgebung. In
den funf Schnitten der Interventionsgruppe wurden anschlielRend AE pharmakologisch
durch Zugabe von 100 uM 4-Aminopyridin (4-AP, Sigma, Minchen, Deutschland) zur
Perfusionslosung aCSF induziert. Die Behandlungsdauer mit 4-AP betrug 1, 2, 3 oder 4
Stunden, wahrenddessen wurde die epilepsietypische Aktivitat elektrophysiologisch und
optisch gemessen. Die funf Schnitte der Kontrollgruppe verblieben fur einen identischen
Zeitraum in aCSF. Nach Entnahme aus der Messkammer erfolgte in allen Schnitten eine
Mikrodissektion von H, EC und des anteilsmalfdigen TC um die Genexpression in diesen
Regionen getrennt voneinander zu untersuchen. Zur Gewinnung ausreichender mRNA-
Mengen (engl. messenger ribonucleic acid) wurde das Gewebe der gleichen Region und
Gruppe innerhalb eines Experiments gepoolt. Eine Zell-Lyse des gepoolten Gewebes
wurde durch Zugabe von je 1 ml TRIzol® (Invitrogen AG, Carlsbad, USA) induziert. Wir
fuhrten dieses Experiment mit insgesamt 20 Ratten durch, dabei wurden flnf Tiere jeder
4-AP Behandlungsdauer (1, 2, 3 oder 4 Stunden) zugeordnet. Der experimentelle Ablauf
istin Abbildung 2 skizziert.



Methodik 13

A H EC TC

\ =
7 ' 7 Basalgruppe

TRIzol®

5x Basal
/ INTERFACE-MESSKAMMER

r ~ ]
L H EC TC
W & N TUT

—> —> —_— N &7 Intrinsische ' '
@/ Feldpotentiale ™\ optische

— f—L*— Signale TRIzoI®
1 15 5x ]

Ratte Schnitte Epileptiforme aCSF 100 uM 4-AP

Aktivitat Interventionsgruppe \ H EC TC
- -
&—rH= = |
aCSF aCSF TRIzol®
5x Kontrolle  |Regeneration Kontrollgruppe

5x’

5x|

= |

i
|
—_—_— +
Q- ' 5
20 y T ! 1 1 T
Ratten 0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 )

Abbildung 2 (A) Darstellung des experimentellen Ablaufs von der Hirnschnittpraparation bis zur Zell-Lyse
fur die nachfolgende Genexpressionsanalyse, die separat flr die Regionen Hippocampus (H), entorhinaler
Kortex (EC) und temporaler Kortex (TC) erfolgte. (B) Gesamtes Studiendesign: Durchfiihrung oben
skizzierter Experimente mit insgesamt 20 Ratten, Zuordnung von je funf Tieren zu jeder 4-AP
Behandlungsdauer (1, 2, 3 oder 4 Stunden). Quelle: modifizierte Abbildung 1 nach Schiabitz et al. 2021.

2.1.4 Elektrophysiologische Messungen

Die durch 4-AP induzierte epilepsietypische Aktivitat in vitro wurde elektrophysiologisch
durch Messung von extrazellularen Feldpotentialen in 20 ausgewahlten Hirnschnitten der
Interventionsgruppe (ein Schnitt pro Ratte) aufgezeichnet. Um den Einfluss der
Schnittposition auf die epilepsietypische Aktivitat zu kontrollieren, wurden die Hirnschnitte
drei verschiedenen horizontalen Schnittebenen zugeordnet. Der dorsoventralen Achse
des Stereotaxie-Atlas des Rattenhirns entsprechend wurden diese definiert als: ventral (-
7,6 bis -6,4 mm ventral vom Bregma), medial (-6,4 bis -5,2 mm) und dorsal (-5,2 bis -4,0
mm) (Paxinos und Watson 1998).

In den Hirnschnitten erfolgten simultane Messungen im Kortex und der
Hippocampusformation: Eine Elektrode wurde in die tiefen Schichten (IV/V) des lateralen
EC platziert, die zweite Elektrode wurde im Stratum pyramidale der hippocampalen CA1-
Region positioniert (Abbildung 1B). Die dafur eingesetzten Glaselektroden wurden aus
einlumigem Borosilikatglas (GB150F — 8P, Science products GmbH, Hofheim,
Deutschland) angefertigt und das Kapillarlumen mit einer 150 mM Natriumchlorid-Losung

beflllt. Ein chlorierter Silberdraht diente als elektrischer Leiter (Elektrodenwiderstand 1-
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2 MQ). Die Glaselektrode registrierte Anderungen des extrazellularen Feldpotentials,
diese Potentialschwankungen sind durch elektrische Aktivitat von Neuronen bedingt und
vergleichbar mit denen eines Elektroenzephalogramms (EEG). Das elektrische Signal
wurde von einem speziell angefertigten Differenzverstarker (10x) erfasst und verstarkt.
Anschlielend wurde das analoge Signal mit einem A/D-Wandler (Micro 1401 mk I,
Cambridge Electronic Design Limited, Cambridge, UK) digitalisiert und unter Verwendung
der Software Spike2 und Signal (Versionen 7.00 bzw. 3.07, Cambridge Electronic Design
Limited, Cambridge, UK) kontinuierlich auf dem Computer aufgezeichnet. Mit
selbstprogrammierten Algorithmen erfolgte eine Analyse der elektrophysiologischen
Messungen mit der Software Matlab (R2014b, MathWorks, Natick, MA, USA). In
Schnitten der Interventionsgruppe waren wahrend der Exposition mit 4-AP regelmaliig
auftretende AE nachweisbar. Diese AE wurden unter Berucksichtigung der folgenden
Kriterien identifiziert: (1) Abfall des Feldpotentials > 0,3 mV; (2) hochfrequente

Potentialschwankungen nach initialem Potentialabfall und (3) Dauer der AE > 10 s.

2.1.5 Optische Messungen

In allen elektrophysiologisch gemessenen Hirnschnitten wurden zusatzlich intrinsische
optische Signale (10S) erfasst, die auf einer aktivitatsabhangigen Anderung optischer
Eigenschaften in neuronalen Geweben basieren. Die Schnitte wurden dafir auf eine
transparente Membran (0.4 um Millicell culture plate inserts, Millipore, Bedford MA, USA)
in der Interface-Messkammer platziert. Um die fir die 10S-Messung erforderliche
homogene Durchleuchtung der Schnitte zu erreichen, wurde eine Halogenlampe (KL
1500, Schott, Wiesbaden, Deutschland) eingesetzt und das Licht Uber einen gebogenen
und direkt unter dem Schnitt in der Messkammer eingelassenen Glasstab (J 8 mm)
geleitet. Die 10S-Signale wurden mit einem aufrechten binokularen Mikroskop (MS 5,
Leica, Bensheim, Deutschland) unter Verwendung des Objektives zur 4-fachen
VergroRerung, einem monokularen Fototubus (Leica, Bensheim, Deutschland) und einer
CCD-Kamera (engl. charged coupled device, 8 bit, Sanyo, Osaka, Japan) aufgenommen.
Eine Video-Digitalisierungskarte (pciGrabber-4plus, Phytec, Mainz, Deutschland) wurde
zur Umwandlung der analogen Videosignale mit 10 MHz in 320 x 240 Pixel-Bilder
eingesetzt. Sobald in der elektrophysiologischen Messung ein AE auftrat, wurde die
Aufzeichnung der Bildsequenzen manuell gestartet. Es ist bekannt, dass die
Transmission kurz nach dem Einsetzen der iktalen Aktivitat zunimmt (Weissinger et al.

2000). Ein zirkularer Datenpuffer gewahrleistete eine zusatzliche Speicherung von 100
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dem manuellen Aufnahmezeitpunkt vorausgehenden Bildern. Bei einer Bildfrequenz von
10 Bildern pro Sekunde begann die Speicherung der Bildsequenzen damit bereits 10
Sekunden vor dem manuellen Start. Somit konnte die Ursprungsregion der AE durch die
ausreichend frih aufgezeichneten optischen Signale topographisch sicher detektiert
werden. Da auch die Ausbreitung der AE erfasst werden sollte, umfasste die gesamte
Aufzeichnung bis zu 180 Sekunden, abhangig von der Dauer des elektrophysiologisch
gemessenen iktalen Ereignisses. Zur Bearbeitung der Bilder wurden
selbstprogrammierte Algorithmen (Makros) fur Imaged 1.51m9 (Wayne Rasband National
Institutes of Health, USA) und Matlab-Software genutzt. Die Transmission wurde fur jedes
Pixel in einer von 256 differenten Graustufen kodiert. Die Transmissionsanderung (AT)
eines Pixels wurde als Differenz der Transmission zu einer Referenz-Transmission
angegeben. Als Referenz-Transmission nutzten wir den Mittelwert der Transmission der
ersten 20 Bilder in jeder Serie, die vor Beginn der iktalen Aktivitat aufgezeichnet wurden.
Nachfolgend wurde der Quotient aus Transmissionsanderung und der
Referenztransmission (AT/T) ermittelt. Wahrend iktaler Ereignisse erreichte AT/T
Prozentwerte zwischen 1,0% und 7,5%, wahrend das optische Hintergrundrauschen

unter 1,0% lag. Die Amplitude wahrend der AE wurde als max(AT/T) angegeben.

Die Behandlung mit 4-AP senkt durch die neuronale Erregbarkeitssteigerung nicht nur
die Schwelle fur AE, sondern auch fur sich ausbreitende Depolarisationen (engl.
spreading depolarizations (SD)), die wir durch die Messung optischer Signale ebenfalls
erfassen konnten. SD resultieren in einer reduzierten elektrischen Aktivitat, die auf einer
Depolarisationsblockade basiert und einen Verlust der lonenhomdostase widerspiegelt
(Dreier 2011). Im Gegensatz zur iktalen Aktivitat gehen SD mit einer reduzierten
Transmission einher (Muller und Somjen 1999). In unseren Messungen wiesen Regionen

mit SD eine Transmissionsabnahme (AT/T) zwischen -1,0% und -9,2% auf.

Die Anderungen der Lichttransmission im zeitlichen Verlauf geben Aufschluss iber die
Ursprungsregion und Propagation sowohl der epilepsietypischen Aktivitat als auch der
SD im gesamten Hirnschnitt. Die Auswertung der optischen Signale erfolgte separat fur
die drei anatomischen Regionen H, EC und TC unter Verwendung von Rastern aus
quadratischen Feldern (engl. region of interest (ROI)) mit einer Kantenlange von 20
Pixeln. FUr die ROl wurde jeweils der Mittelwert der Transmissionsanderung (AT/T) aller
enthaltenen Pixel berechnet. Optische Signale wurden als signifikant mit einem AE

assoziiert angesehen, wenn die Zunahme der Transmission einen Schwellenwert von
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AT/T > 1,0% erreichte und mit einer SD, wenn die Abnahme der Transmission einen
Grenzwert von AT/T < -1,0% unterschritt. Die zuerst aufgetretene Anderung der
Transmission von mindestens einem Prozentpunkt (+1,0% flr AE; -1,0% fur SD) in einem
ROI definierten wir als Ursprungsregion der AE bzw. SD im Hirnschnitt. Erganzend wurde
auch die Expansion der AE bzw. SD innerhalb der anatomischen Regionen untersucht
und als relativer Anteil von Pixeln mit einer Transmissionsanderung von mindestens
einem Prozentpunkt (+1,0% fur AE; -1,0% fur SD) in > 9 aufeinanderfolgenden Bildern

zur Gesamtheit aller Pixel dieser Hirnregion ausgedruckt.

2.2 Molekularbiologisches Prozedere

Gz.z.g 291 222
ewebe- —> - —> Degradierung der
Homogenisierung und Isolation der RNA grac
Zell-Lyse genomischen DNA
\V
2.2.2 223 2.2.6
N —> | Reverse Transkription ——> i
Aufreinigung der RNA RNA cDNpA Quantitative PCR

Abbildung 3 Schematische Darstellung der ausgefiihrten molekularbiologischen Arbeitsschritte zur
Untersuchung der Genexpression. Eigene Darstellung.

Die im Folgenden beschriebenen molekularbiologischen Arbeitsschritte mit dem Ziel
einer validen Genexpressionsanalyse orientieren sich an den sogenannten MIQE-
Richtlinien (MIQE = Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments) (Bustin et al. 2009). In Abbildung 3 ist ein Uberblick Uber das

molekularbiologische Prozedere gegeben.

2.2.1 RNA-Extraktion

Von den Hirnschnitten wurden zu einem gruppenspezifischen Zeitpunkt der H, EC und
der anteilsmallige TC separiert um die Genexpression in jedem dieser Hirnareale separat
zu quantifizieren. Um ausreichende Mengen an mRNA zu erhalten, wurde Gewebe der
gleichen Region und Gruppe innerhalb eines Experiments gepoolt. Fur eine effiziente
Homogenisierung des Gewebes wurde eine Kugelmuhle (TissueLyser LT, Qiagen N.V.,

Venlo, Niederlande) eingesetzt, die durch schnelles vertikales Schuitteln einer kleinen
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Edelstahlkugel in einer Oszillationsfrequenz von 50 Hz fir 10 Minuten zum mechanischen
Zellaufschluss beitragt. Die Zell-Lyse wurde durch Zugabe von je 1 ml TRIzol® induziert.
Trizol ist eine phenolhaltige Reagenz mit Guanidiniumthiocyanat, die gleichzeitig die
RNA-Integritat erhalt und die RNase-Aktivitat inhibiert. Basierend auf der Methode der
Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion, wurde der Probe Chloroform (200
pl) zugegeben um die RNA zu isolieren (Chomczynski und Sacci 1987). Eine
Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation (15 Minuten bei 12.000g und 4°C),
anschliellend wurde die RNA durch Inkubation in Isopropanol (500 ul) prazipitiert. Das
ausgefallte Pellet wurde anschlieBend mit 75% Ethanol (1 ml, vorgekuhlt bei -20°C)

gewaschen und in RNase-freiem Wasser resuspendiert (25 pl).

2.2.2 Degradierung genomischer DNA

Nach der RNA-Isolation folgte eine Behandlung mit DNase |, um eine Verunreinigung mit
genomischer DNA (engl. deoxyribonucleic acid) zu beseitigen und deren spatere
Amplifikation zu verhindern. Daflr wurde ein Mastermix (Gesamtvolumen 35 pul) mit den
in Tabelle 2 aufgefihrten Reagenzien angesetzt (alle Reagenzien von Promega,
Fitchburg, WI, USA).

Tabelle 2 Zusammensetzung des Mastermix zum DNase-Verdau

Substanz Menge in pl Arbeitskonzentration
RQ1 RNase-freie DNase 3,0 1 U/ug RNA
RQ1 RNase-freie DNase 10x Reaktionspuffer: 3,5

e  Tris-Puffer (400 mM Tris-HCI, pH 8,0),

¢ Magnesiumsulfat (100 mM MgSQOa)

e Calciumchlorid (10 mM CaClz2)
Rekombinanter RNasin® Ribonuklease Inhibitor 3,5 4 U/l
Resuspendierte RNA in RNase-freiem Wasser 25,0

Dieser Ansatz zum DNase-Verdau wurde fur 30 Minuten bei 37°C im Thermocycler (Veriti
96 Well Thermal Cycler, AB Applied Biosystems, Waltham, USA) inkubiert. Anschlie®Rend
erfolgte eine erneute RNA-Aufreinigung, dafir wurde das Volumen des DNase-Verdaus
(835 plI) mit nukleasefreiem Wasser (165 pl) auf 200 pl aufgefullt und eine identische
Menge Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (200 pl, Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) hinzugefugt. Nach Zentrifugation (5 Minuten bei 12.000g und 4°C) wurde
die RNA-enthaltene wassrige Phase mit 200 pl Chloroform behandelt, um der Lésung

das restliche Phenol zu entziehen. Die RNA wurde durch Zugabe von Ethanol (550 pl,
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96%) und Ammoniumacetat (6 pl, 10 M) Gber Nacht bei -20°C ausgefallt und nachfolgend
in nukleasefreiem Wasser (16 pl) aufgelost. Die Konzentration der Gesamt-RNA wurde
durch Bestimmung der optischen Dichte bei 260 nm mit einem Spektralphotometer
(NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA) ermittelt und variierte von
143,5 ng/ul bis 738,5 ng/ul pro Probe. Die Reinheit der RNA wurde mit dem Verhaltnis
der Dichtemessung bei 260 nm/230 nm sowie 260 nm/280 nm Uberpruft, wobei Werte

uber 1,8 akzeptiert wurden.

2.2.3 Reverse Transkription

Die einstrangige RNA wurde durch die enzymatische Funktion der Reversen
Transkriptase in doppelstrangige DNA umgeschrieben und lieferte so eine Vorlage (engl.
template) fur die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction (PCR)) im
Rahmen der Genexpressionsanalyse. Die Synthese der komplementaren DNA (engl.
complementary deoxyribonucleic acid (cDNA)) erfolgte unter Einsatz der Moloney-Maus-
Leukamie-Virus-Reverse-Transkriptase (M-MLV RT, Promega, Fitchburg, WI, USA)
gemal’ den Anweisungen des Herstellers mit einigen Modifikationen. Es wurde zunachst
der Ansatz A (Gesamtvolumen 18 pl) mit den in Tabelle 3 aufgefihrten Reagenzien
angesetzt (alle Reagenzien von Roche, Basel, Schweiz). Es wurden je 2 uyg RNA pro
Probe eingesetzt, unter Berucksichtigung der vorherigen RNA-
Konzentrationsbestimmung wurde das probenspezifische Volumen mit nukleasefreiem

Wasser auf 15 pl aufgefullt.

Tabelle 3 Zusammensetzung von Ansatz A fur die reverse Transkription

Substanz Menge in pl | Arbeitskonzentration
Total RNA in RNase-freiem Wasser 15,0 2,0 yg = 0,11pg/ul
zufallige Hexonukleotide 1,5 8,33 uM
(Oligonukleotidsequenzen aus 6 Basen, 100 uM)
Deoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs, je 10 mM): 1,5 je 0,83 mM

e 2’-Deoxyadenosin 5’-triphosphat (dATP)
e 2’-Deoxycytidin 5'-triphosphat (dCTP)

e 2’-Deoxyguanosin 5’-triphosphat (dGTP)
o 2’-Deoxythymidin 5 -triphosphat (dTTP)

Der Ansatz A wurde im Thermocycler 5 Minuten bei einer Temperatur von 65°C inkubiert.
Wahrenddessen wurde der Ansatz B (Gesamtvolumen 8 pl) mit den in Tabelle 4
aufgelisteten Reagenzien vorbereitet (alle Reagenzien von Promega, Fitchburg, WI,
USA).
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Tabelle 4 Zusammensetzung von Ansatz B fUr die reverse Transkription

Substanz Menge in pl | Arbeitskonzentration
MMLV-RT (200 U/ul) 2,0 50 U/pl
Puffer 50
RNasin (40 U/ul) 0,5 2,5 U/l
DTT (0,1 M) 0,5 6,25 mM

Zu jeder Probe im Ansatz A wurde der Ansatz B hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch (Gesamtvolumen 26 ul) nacheinander wie folgt im Thermocycler
inkubiert: (1) 5 Minuten bei 21°C; (2) 60 Minuten bei 37°C und (3) 15 Minuten bei 70°C.
Um sicherzustellen, dass die genomische DNA-Kontamination im DNase-Ansatz
vollstandig degradiert wurde, wurde in jedem Experiment eine -RT-Kontrolle, also ein
cDNA-Syntheseansatz ohne Reverse Transkriptase, mitgefihrt. Die cDNA-Proben

wurden anschlieRend bei -20°C aufbewahrt.

2.2.4 Design und Effizienz von Primern

Primer sind kurze, einzelstrangige, synthetisch hergestellte Oligonukleotide, die im
Rahmen der PCR als Startermolekule fur die DNA-Polymerase bei der Synthese des
Komplementarstranges dienen. Fur die PCR werden je zwei Primer, ein Vorwartsprimer
(engl. forward primer) und ein Ruckwartsprimer (engl. reverse primer) bendtigt
(Abbildung 5). Die Nukleotidsequenz muss spezifisch fur die Sequenz der Ziel-DNA sein
und an eine Position binden, die keine Sekundarstruktur ausbildet. Die von uns fur die
quantitative PCR eingesetzten Primer wurden unter Berlcksichtigung der cDNA-
Sequenzen der sogenannten RefSeg-Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov, letzter Zugriff
12.10.2021) manuell entworfen. Eine Ausnahme bildeten die c-Fos-Primer, deren
Sequenzen aus publizierten Daten Ubernommen wurden (Barros et al. 2015). Die
Spezifitat aller Primer wurde mit dem Primer-BLAST-Programm
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi, letzter Zugriff: 12.10.2021) Uberpruft,
bevor wir eine Primer-Synthese bei Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) in
Auftrag gaben. FUr jedes Primer-Paar wurde die Lange der amplifizierten DNA-Sequenz
mittels Gelelektrophorese (1% Agarosegel) gepruft, zusatzlich wurde das PCR-Produkt
durch eine Sanger-Sequenzierung (Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland)
verifiziert. Die eingesetzten Primer fur Icer amplifizierten zwei von drei mdglichen

Transkriptvarianten von Crem (Variante 2 und 5, siehe Tabelle 5 und Abbildung 4).
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Abbildung 4 Uberpriifung der Lénge aller Primer-spezifischen PCR-Produkte mittels Agarose-
Gelelektrophorese unter Verwendung des DNA-Langenstandards 2Log, dessen Skalierung in Kilobasen
am linken Abbildungsrand angegeben ist. Die Amplifikationslange der untersuchten Gene in Basenpaaren
(BP) ist in Tabelle 5 aufgelistet. Die Icer-Primer amplifizierten zwei von drei mdglichen Transkriptvarianten
von Crem. Zusétzlich erfolgte eine Kontrolle der vollstandigen Degradierung genomischer DNA (-RT).
Eigene Darstellung.

Vor dem Einsatz zur Genexpressionsanalyse erfolgt auRerdem eine Beurteilung der
Primer-spezifischen PCR-Effizienz als Maly flir die PCR-Sensitivitat. Die theoretisch
angenommene Verdopplung der Kopienzahl mit jedem PCR-Zyklus entspricht einer
Effizienz von 100%. Durch den Einfluss verschiedener Faktoren wie unspezifische PCR-
Inhibitoren oder zusatzliche PCR-Komponenten (Polymerase, Puffer) ist die Effizienz im
praktischen Alltag meist geringer. Die PCR-Effizienz wurde anhand der Steigung einer
Standardkurve ermittelt. Daflr erfolgte eine PCR mit einer Verdinnungsreihe der cDNA
bestehend aus 9 Verduinnungsstufen. Dabei wurde der sogenannte Quantifikationszyklus
(engl. quantification cycle (Cq)) gemessen, der den Zyklus der PCR beschreibt, bei dem
ein Fluoreszenzsignal erstmals signifikant Uber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. In
einem Koordinatensystem wurden die ermittelten Cqg-Werte sowie der Logarithmus der
eingesetzten cDNA-Konzentrationen (x = Logi cona) aufgetragen. Mithilfe einer
Regressionsanalyse wurde der Anstieg des linearen Abschnitts dieser Standardkurve
berechnet. Aus dem Anstieg wurde nach der folgenden Formel die PCR-Effizienz E

ermittelt:
E = [10C"m)] - 1 mit E = PCR-Effizienz, m = Anstieg der Standardkurve.

Die PCR-Effizienz unserer Primer lag im Bereich von 0,88 und 1,0. In Tabelle 5 ist eine

Zusammenfassung aller Primer-spezifischen Charakteristika aufgefuhrt.



21

Methodik

"1202 ‘[e 1@ Z}ge|yos Yoeu | 8||age susIZIPOIA 8jend ‘1eisiiebine
Injesadwa)ssajy pun -sbunualsIpUgAH SIp SIMOS SAINYPIEPUE]S JOp ¥ JUSIZIYo0ysuOISSaIbay Wap W zZusiziyI-HOd dleniwie alp ‘(dg) usieedusseg
Ul sapnpoid-YDd sep abuejsuonexidwy abiiamal aip (y) slawidsuemyony sep pun (4) slawidsuemiop sep zuenbag alp aImos yuequaleg-|gON Jep
puayoaidsiue (bagley) zuenbag-zuaisjay aIp 1SI Jawlld 8|2 Jn4 "usiuelieAldISUBL ] 8Ip 0SUSQJS Jad| UOA |je4 W ‘UsweN-uax5) uabijlamal aip jjeyius sjjage] aig

OO1VOVVYOOVILLIOD1OD10VO - o

08 89 6.66'0 L6 69¢ VOOOVLVOOOLLIOOVIVOLO —d4 888801100 AN Gdaay
O111009V1I11019109230 -4
S/ 09 ¥¥66'0 c6 S0l 10VO1100091VIVOOl191l — 4 €85210 AN LudH
09911010VOLIO1IOIIVOOL -
08 29 80660 001 €/¢ OLV.L0010VOLYVOOVOLIOD -4 86L700L00 AN dqy
VOOOVLVYOO1l1VOOVYOVOOO - H
08 89 65660 88 LyE V101v339091910vOVOOIV — 4 vLLE0 AN apy
VVOVVYO1lVOOOOLIVOOVYO - H
6. 86 G666'0 06 el 199VVOOIVOVVOVIOOVOLL — 4 LLOELO AN ZeymAa
019010VVOVIOOOOI09IV -
4] ¥9 99660 001 60¢ 19OVO001VIOIOOVOVOVOOD — 4 9066L0 AN o w

VYV199101VOOI10OVOOVIOV - o

102 G¥Z122100 WN 9
Gzl Z0L1L22100 WN G
6. 19 1660 00l Lol D99IVIODIDIOVODLLIIVIIID — S ¥€€/10 AN Z 189]
110199101 1OVOVIOIVYIOLIL - ¥
08 29 8866'0 88 Gzl YVOOVVYVOOOVYDIILYVOVOOIY — 161220 N S04-0
(2.) (2.) (%) (d9)
anjesadwa) anjesadwa) zudalziyy3 abuej usjueLIEA
-SSON -sbunJuaisipugAH 2 -¥9d -suoneydwy zuanbeg ¢-.G bagjoy -yduysuea] uan)

Jawld uajziasabule Jajje exnsuapeIeyD Jap JYdIsiaqn G dlj9qe L



Methodik 22

2.2.5 NormFinder Analyse

Fur die relative Quantifizierung der Genexpression ist ein Referenzgen notwendig, das
Unterschiede der Ausgangsmaterialmenge, der Effizienz der reversen Transkription und
der eingesetzten cDNA-Menge ausgleicht. Dieses Normalisierungsgen sollte eine stabile
Expression in verschiedenen Zelltypen und Geweberegionen aufweisen, die nicht durch
die experimentellen Bedingungen beeinflusst wird. Die NormFinder Analyse ist ein
etablierter statistischer Algorithmus, um aus einer Gruppe moglicher Kandidatengene
dasjenige mit der hochsten Expressionsstabilitat Gber alle Proben zu ermitteln und damit
das am besten geeignetste Referenzgen fur die quantitative PCR zu identifizieren
(Andersen et al. 2004). Basierend auf Literaturangaben wurden funf Kandidatengene
ausgewahlt: Beta-Aktin (Actb), Tyrosin-3-Monooxygenase/Tryptophan-5-
Monooxygenase-Aktivierungsprotein (Ywhaz), Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase
1 (Hprt1), Rezeptor-Expressionsverbesserungsprotein 5 (Reep5) und TATA-Box-
Bindungsprotein (Tbp) (Sadangi et al. 2017). Die NormFinder Analyse wurde separat fur
die drei anatomischen Regionen (H, EC und TC) durchgefuhrt. Es wurden dabei alle
experimentellen Bedingungen berlcksichtigt und die Cqg-Werte in jeweils zwei
unabhangigen Proben der folgenden neun Gruppen bestimmt: basal; Kontrolle 1 h, 2 h,
3 h, 4 h; 4-AP 1 h, 2 h, 3 h, 4h. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der
freiverfugbaren NormFinder MS Excel-Anwendung, die vom Molekularen Diagnostik-
Labor der Autoren (Abteilung fir Molekulare Medizin, Aarhus Universitatskrankenhaus
Skejby, Danemark) zur Verfligung gestellt wird. Hiermit wurde sowohl die Intra- als auch
die Intergruppenvariation, ausgedrickt als Standardabweichung, berechnet.
Kandidatengene mit einer Standardabweichung > 0,25 wurden ausgeschlossen. Fur die
verbleibenden Kandidatengene wurde der spezifische Stabilitatswert M ermittelt, wobei

niedrige Werte mit einer hdheren Expressionsstabilitat einhergehen.

2.2.6 Quantitative PCR

Die quantitative PCR (engl. real time quantitatve PCR (gqPCR)) ist eine
Vervielfaltigungsmethode von Nukleinsduren. Mit dieser auf dem Grundsatz der
Polymerase-Kettenreaktion basierenden Methode ist eine zusatzliche Quantifizierung der
DNA durch die Messung eines Fluoreszenzsignals moglich. Wir verwendeten dafur den
interkalierenden Cyanin-Farbstoff SYBR® Green | (C32H37N4S™*), der sich unspezifisch in

die doppelstrangige DNA einlagert, bei einer Wellenlange von 480 nm angeregt wird und
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eine maximale Fluoreszenzemission von 520 nm aufweist (Dragan et al. 2012). Der
Reaktionsansatz fur die gPCR (Gesamtvolumen 20 ul) wurde den Herstellerangaben
(Roche Diagnostics International AG, Rotkreuz, Schweiz) entsprechend angesetzt und

enthielt die in Tabelle 6 aufgefuhrten Reagenzien.

Tabelle 6 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur die gPCR

Substanz Menge in pl Arbeitskonzentration
LightCycler® 480 SYBR Green | Master (2x) 10,0 1x
o FastStart Tag DNA-Polymerase
e SYBR Green | Farbstoff

Vorwarts- und Rickwartsprimer (je 10 uM) 1,0 je 0,5 uM
Nuklease-freies Wasser 8,0
cDNA 1,0

Jeder PCR-Lauf enthielt eine -RT-Kontrolle zur Uberpriifung des vorherigen DNase-
Verdaus sowie eine Negativkontrolle ohne cDNA, um eine unspezifische Amplifikation
auszuschlielen. Aullerdem wurde jede Probe zweimal repliziert um Pipettierfehler zu
detektieren. Die qPCR wurde mit dem LightCycler® 480 Il (Roche Diagnostics
International AG, Rotkreuz, Schweiz) durchgefiihrt. Jeder Ansatz wurde zunachst fur 10
Minuten bei 95°C inkubiert, bevor die 45 Amplifikationszyklen mit der nachfolgend

genannten Sequenz erfolgten (schematische Darstellung in Abbildung 5):

(1) Denaturierung, also Auftrennung der DNA-Doppelstrange bei 95°C fur 5 Sekunden

(2) Primer-Hybridisierung (engl. annealing) bei einer Primer-spezifischen Temperatur

fur 10 Sekunden (siehe Hybridisierungstemperatur, Tabelle 5)

(3) Elongation, also Verlangerung der 3’-Enden der angelagerten Primer durch die
DNA-Polymerase bei einer fur die Taq Polymerase optimalen Arbeitstemperatur von
72°C fur 15 Sekunden

(4) Quantifizierung, also Messung des proportional zur Menge der PCR-Produkte
zunehmenden Fluoreszenzsignals des interkalierenden SYBR® Green | wiederum
bei einer Primer-spezifischen Temperatur fur 1 Sekunde (siehe Messtemperatur,
Tabelle 5). Es wird dabei der Cg-Wert ermittelt, der dem Quantifikationszyklus
entspricht, bei dem das Fluoreszenzsignal erstmals signifikant Gber die

Hintergrundfluoreszenz ansteigt.
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Abbildung 5 Schematische Darstellung der quantitativen PCR. (1) Denaturierung, (2) Primer-
Hybridisierung mit Vorwartsprimer (F) und Rickwartsprimer (R), (3) Elongation durch DNA-Polymerase
(P), (4) Quantifizierung des Fluoreszenzsignals des interkalierenden SYBR® Green |. Eigene Darstellung.

Am Ende jedes PCR-Laufs wurde eine Schmelzkurve erstellt und analysiert, diese ist
produktspezifisch und liefert einen unmittelbaren Hinweis auf die Richtigkeit der PCR.
Dafur wurden die folgenden Temperaturschritte durchlaufen: (1) Denaturierung bei 95°C
fur 30 Sekunden; (2) Primer-Hybridisierung bei 70°C fur 30 Sekunden und (3) sukzessive
Temperaturerhohung von 0,11°C/s bis zum Erreichen einer Endtemperatur von 95°C. Die
relative Quantifizierung der Genexpression einer Probe basierte auf dem Verhaltnis der
Cqg-Werte des Zielgens und des stabil exprimierten Referenzgens. Wir wendeten zur
Berechnung die effizienzadjustierte ,Delta-Delta-Ct-Methode® an (Pfaffl 2001). Damit
berechneten wir die relative Anderung der Genexpression (engl. fold change) in Proben
der Kontroll- und Interventionsgruppe im Vergleich zur basalen Genexpression mithilfe

der Formel:

GOI) EACdcor (Mittelwert Cq (basal)—x)

Quotient (RG

~ EACqrg(Mittelwert Cq (basal)-y)

mit GOl = Zielgen (engl. gene of interest), RG = Referenzgen, E = PCR-Effizienz,
Cq = Quantifikationszyklus, x = probenspezifischer Cq-Wert des Zielgens,

y = probenspezifischer Cqg-Wert des Referenzgens.

Nachfolgend wurden die so ermittelten Expressionswerte von Proben der Kontroll- und
Interventionsgruppe miteinander ins Verhaltnis gesetzt, um die effektive Auswirkung der

4-AP induzierten epilepsietypischen Aktivitat auf die Genexpression zu bestimmen.

2.3 Zelltod-Assay

Um die Viabilitat der Hirnschnitte unter den Kontroll- und Interventionsbedingungen in

Abhangigkeit der Dauer der Experimente zu beurteilen, fuhrten wir ein Zelltod-Assay
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durch. Wir verwendeten daflir den interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid
(PI), der die perforierten Membranen von toten Zellen, nicht jedoch intakte Membran von
vitalen Zellen durchdringen kann und somit ein anerkannter Indikator fur Zelltod ist
(Buskila et al. 2014). Fur diese zusatzliche Untersuchung wurden insgesamt 41
Hirnschnitte von drei Ratten prapariert und alternierend den folgenden Gruppen
zugeordnet: basal; Kontrolle 1 h und 4 h; 4-AP 1 h und 4 h. Nach der oben genannten
gruppenspezifischen Behandlung wurden alle Schnitte mit Pl (1 ug/ml) in Carbogen-
angereichertem aCSF fur 1 Stunde inkubiert. Bei den Schnitten der Interventionsgruppe
wurde der Farbeldsung zusatzlich 4-AP (100 uM) beigeflgt. Nachfolgend wurden die
Schnitte mit Paraformaldehyd (4%) in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (0,2 M) far 30
Minuten fixiert. Anschliellend erfolgte eine Farbung aller Zellkerne mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, 2 pg/ml) fur 10 Minuten. Mit
einem inversen konfokalen Mikroskop (LSM 700, Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
wurden Bilder mit 20-facher VergroRerung aufgenommen. Es wurde fir jeden Hirnschnitt
(400 um) ein Bildstapel entlang der Z-Ebene mit Akquisition einzelner Bilder im Intervall
von 2,47 ym, ausgehend von der Schnittoberflache bis zu einer Tiefe von 40-50 ym,
angefertigt. Das DAPI-Signal wurde durch Laseranregung mit einer Wellenlange von 405
nm und Fluoreszenzmessung bei einer Wellenlange von 470 nm erfasst. Fur die
Aufzeichnung der PI-Signale erfolgte eine Laseranregung mit 555 nm und eine
Fluoreszenzmessung bei 617 nm. Die Bilder wurden mit ImageJ 1.51m9 verarbeitet und
analysiert. In insgesamt 8 Hirnregionen der Hippocampusformation (Stratum granulosum
des Gyrus dentatus, Stratum pyramidale von CA3, CA1 sowie Subiculum) und des Kortex
(Schicht I-lIl und Schicht IV-VI von EC bzw. TC) wurden DAPI- und Pl-positive Zellen in
einem Sichtfeld von 500 x 300 ym gezahlt. Die Viabilitat der Hirnschnitte wurde als
Verhaltnis zwischen Pl-positiven und DAPI-positiven (tote/gesamte) Zellen fir jede

untersuchte Region bewertet.

2.4 Datenauswertung und statistische Auswertung

Alle Rohdaten wurden mit Imaged 1.51m9, Matlab und MS Excel analysiert. Die
statistische Auswertung und Erstellung der Diagramme erfolgte mit dem
Statistikprogramm Prism7 (Graphpad Software, La Jolla, USA). Unter Anwendung des
D'Agostino-Pearson-Tests wurden alle Daten zunachst auf Normalverteilung Uberpruft.

Wenn die GruppengrolRe fur eine Testung der Normalverteilung zu klein war, wurde der



Methodik 26

nicht-parametrische Test nach Kruskal-Wallis verwendet. Die statistische Signifikanz
zwischen den Gruppen wurde mittels einfaktorieller ANOVA (normalverteilte Daten) oder
dem Kruskal-Wallis-Test (nicht normalverteilte Daten oder kleine Gruppengrofde) mit
nachfolgender Post-hoc Mehrfachanalyse mittels Tukey- oder Dunnett-Test beurteilt.
Unterschiede zwischen den Gruppen mit einem Niveau von p < 0,05 wurden als
signifikant, mit einem Niveau von p < 0,001 als hochsignifikant eingeschatzt. Die mit
parametrischen Tests analysierten Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben, wahrend die mit nicht-parametrischen Tests ausgewerteten Daten als
Median % Interquartilsbereich ausgedrickt werden. Als Grafiksoftware wurde OmniGraffle
7 (The Omni Group, Seattle, WA, USA) zur Erstellung aller Abbildungen fur die

Publikation und den Manteltext verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Parameter der epilepsietypischen Aktivitat in vitro

FUr die Experimente in vitro wurden 20 Tiere prapariert. Epilepsietypische Aktivitat wurde
in insgesamt 100 Rattenhirnschnitten (finf Schnitte pro Ratte) durch 4-AP induziert. Die
extrazellulare Messung von Feldpotentialen erfolgte in 20 ausgewahlten Schnitten (ein
Schnitt pro Ratte) an zwei Lokalisationen (EC und CA1) und resultierte in einer
Aufzeichnung von insgesamt 572 AE (Abbildung 6A). Nach dem Einwaschen von 4-AP
setzte die iktale Aktivitat nach durchschnittlich 18,0 Minuten (x 7,5 Minuten) ein.
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Abbildung 6 (A) Schematische Darstellung eines Hirnschnitts mit Lokalisation der Messelektroden in
Schicht IV/V des lateralen EC sowie der Pyramidenzellschicht der hippocampalen CA1-Region. Die
Schnitte umfassten folgende Strukturen: Hippocampusformation bestehend aus Subiculum (S), Cornu
ammonis (CA1-CA3) und Gyrus dentatus (DG) sowie medialer entorhinaler Kortex (MEnt), lateraler
entorhinaler Kortex (LEnt) und temporaler Kortex (TC). (B) Reprasentative elektrophysiologische
Aufnahme Uber 4 Stunden im EC mit regelmaRig auftretenden, monomorph konfigurierten anfallsartigen
Ereignissen (AE). (C) Simultane Aufzeichnung von interiktalen Spikes in der hippocampalen CA1-Region
wahrend dieses Experiments. (D-F) Elektrophysiologische Eigenschaften der AE im EC fiir jede 4-AP
Behandlungsdauer (1, 2, 3 oder 4 Stunden). Streudiagramme stellen Einzelmessungen, die tberlagerten
Kasten den Median + Interquartilsbereich dar. Quelle: Modifizierte Abbildung 2 nach Schlabitz et al. 2021.
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Im lateralen EC traten in regelmaRiger und stabiler Frequenz monomorph konfigurierte
AE Uber den gesamten Messzeitraum von maximal 4 Stunden auf. Die AE weisen als
typische Charakteristika eine initiale Potentialnegativierung auf, gefolgt von
hochfrequenten Entladungen mit niedriger Amplitude als elektrophysiologisches Korrelat
der tonischen Phase und hiernach niedrigfrequenten Oszillationen mit hdherer Amplitude
als Ausdruck der klonischen Phase (Abbildung 6B). Im Gegensatz dazu imponierten in
simultanen Messungen der hippocampalen CA1-Region interiktale Spikes, wahrend AE
nur in 11 der 20 gemessenen Schnitte aufgezeichnet wurden (Abbildung 6C). Alle
untersuchten elektrophysiologischen Parameter zeigten sich im gesamten Messzeitraum
stabil (fur EC vgl. Abbildung 6D-F). Die AE wiesen eine Frequenz von 0,24 + 0,09 / min
im EC und 0,22 £ 0,05 / min in CA1; eine Amplitude 0,81 £ 0,52 mV in EC und 0,62 +
0,29 mV in CA1 sowie eine Dauer von 50,54 + 28,39 s in EC und 51,88 £ 40,31 s in CA1
auf (Angabe aller Parameter als Median * Interquartilsabstand). In funf ventralen
Hirnschnitten manifestierte sich eine persistente epilepsietypische Aktivitat, sodass keine
separaten AE abgegrenzt werden konnten und diese Schnitte von der weiteren

elektrophysiologischen Analyse ausgeschlossen wurden (Abbildung 7).

Ventraler EC

30 min

2mV

Abbildung 7 Durch 4-AP induzierte persistierende iktale Aktivitdt im entorhinalen Kortex (EC) wurde
ausschlieBlich in ventralen Rattenhirnschnitten (-7,6 bis -6,8 mm vom Bregma) detektiert. Quelle:
Modifizierte Abbildung S1 nach Schlabitz et al. 2021.

3.2 Optische Parameter in akuten Rattenhirnschnitten

3.2.1 Induzierte epilepsietypische Aktivitat durch 4-AP

Zeitgleich mit der elektrophysiologischen Messung der Feldpotentiale wurden intrinsische
optische Signale im gesamten Hirnschnitt aufgezeichnet. Jedes elektrophysiologisch
detektierte AE konnte somit auf Ursprungsregion und Propagation untersucht werden
(Abbildung 8A).
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Abbildung 8 (A) Ausbreitung eines reprasentativen anfallsartigen Ereignisses (AE) mit farbcodierter
Amplitude (AT/T). (B-E) Optische Eigenschaften der AE fur die untersuchten anatomischen Regionen
Hippocampus (H), entorhinaler Kortex (EC) und temporaler Kortex (TC). Streudiagramme stellen

Einzelmessungen, die Uberlagerten Kasten den Median + Interquartilsbereich dar (* p < 0,05, *** p < 0,001).
Quelle: Modifizierte Abbildung 3 nach Schlabitz et al. 2021.
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Hinsichtlich der Ursprungsregion wurde die Mehrheit der AE in temporalen Strukturen
(61,1% in TC) generiert, wahrend ein Beginn im EC bei 27,4% und im H 0,0%
(Medianwerte) aller AE nachgewiesen wurde (Abbildung 8B). Zuséatzlich fanden sich in
13 Schnitten insgesamt 57 AE (10,0%) mit einem multiregionalen Ursprung in
voneinander entfernten anatomischen Regionen. Nur 49 AE (8,6%) in neun Schnitten
blieben auf die anatomische Ursprungsregion begrenzt, wahrend der Grofteil der AE (>
90%) mindestens in eine benachbarte Region propagierte. Dabei breiteten sich die AE
Uberwiegend innerhalb neokortikaler Strukturen aus und zeigten nur selten eine
Beteiligung der Hippocampusformation (6,7%) (Abbildung 8C). Die grofite Ausdehnung
innerhalb einer anatomischen Region zeigte die epilepsietypische Aktivitat im TC
(68,8%), gefolgt vom EC (68,1%) (Abbildung 8D). Korrelierend mit der untergeordneten
Rolle hippocampaler Strukturen in der Generierung und Ausbreitung iktaler Aktivitat war
die Expansion der AE innerhalb der Hippocampusformation gering (34,0%) und betraf
wie vorbeschrieben zumeist das Subiculum (Heuzeroth et al. 2019). Die Amplitude der
AE-assoziierten Zunahme der Lichttransmission war im TC am groten (AT/T = 2,94%),
gefolgt vom EC (AT/T = 2,23%) und im H am niedrigsten (AT/T = 1,98%) (Abbildung
8E). In Zusammenschau der Ergebnisse sticht die Bedeutung des TC als haufigste
Ursprungsregion der AE mit zudem grofter intraregionaler Ausdehnung und maximaler

Amplitude heraus.
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3.2.2 Einfluss der Schnittebene der dorsoventralen Achse

Die Hirnschnitte wurden der dorsoventralen Achse des Rattenhirns entsprechend drei
horizontalen Ebenen (ventral, medial, dorsal) zugeordnet (Abbildung 9A). Es konnte
eine Abhangigkeit der Ursprungsregion und Propagation der epilepsietypischen Aktivitat
von der Schnittposition des untersuchten Hirnschnitts nachgewiesen werden (Abbildung
9B-C). Besonders hervorzuheben ist hierbei, dass ein hippocampaler Beginn der AE fast
ausschlieBlich in ventralen Schnitten auftrat. Ebenso wurde eine Ausbreitung der AE in

die hippocampale Formation Uberwiegend in ventralen Hirnschnitten beobachtet.

A B Hippocampaler Beginn Entorhinaler Beginn

N — @ O G
-40mm — b
n=54 n=181 n=337
n=103

Temporaler Beginn

-52mm

C Hippocampale Propagation Entorhinale P

-6,4mm
-7,6 mm \ S C —
AN - 7 )
-10,0 mm S ——— St -
n=96 n =290

Abbildung 9 (A) Graphik eines sagittalen Rattenhirnschnitts zur Verdeutlichung der Einteilung der
Schnittebenen entlang der dorsoventralen Achse ausgehend vom Bregma. Eigene Darstellung. (B)
Ursprungsregion und (C) Propagation der epilepsietypischen Aktivitat in Abhangigkeit der Ebene des
untersuchten Hirnschnitts. Quelle: Modifizierte Abbildung 3 nach Schlabitz et al. 2021.

3.2.3 Ausbreitende Depolarisationen

Die I0S-Messung bot uns auch die Mdglichkeit, sich ausbreitende Depolarisationen (SD)

zu detektieren.

A SD-Inzidenz B SD-Expansion innerhalb C SD-Amplitude
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Abbildung 10 (A-C) Optische Eigenschaften der sich ausbreitenden Depolarisationen (SD) fur die
untersuchten anatomischen Regionen Hippocampus (H), entorhinaler Kortex (EC) und temporaler Kortex
(TC). Streudiagramme stellen Einzelmessungen, die Uberlagerten Kasten den Median =+
Interquartilsbereich dar (* p < 0,05). Quelle: Modifizierte Abbildung 3 nach Schlabitz et al. 2021.
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Insgesamt waren 16,5% der AE mit einer simultan auftretenden Depolarisation assoziiert.
Dabei konnte kein statistisch signifikanter interregionaler Unterschied in der Inzidenz der
SD nachgewiesen werden (Abbildung 10A). Die relative Expansion der SD innerhalb
einer anatomischen Region war geringer im Vergleich zur Ausdehnung der
epilepsietypischen Aktivitat und zeigte ebenfalls keinen interregionalen Unterschied mit
statistischer Signifikanz (Abbildung 10B). Alle SD wiesen eine Abnahme der
Lichttransmission auf, deren Amplitude im TC (AT/T =-1,77%) am ausgepragtesten war,
gefolgt vom EC (AT/T =-1,27%) und H (AT/T =-1,19%) (Abbildung 10C).

3.3 Zelltod-Assay

Um die Auswirkungen des Zelltodes auf unsere Ergebnisse abzuschatzen, fuhrten wir
eine kombinierte PIl- und DAPI-Farbung in 41 akuten Hirnschnitten durch. Eine
Zellzahlung erfolgte dabei separat in acht verschiedenen anatomischen Regionen
(Abbildung 11A-B). Die Viabilitat der Hirnschnitte wurde als Verhaltnis zwischen PI-
positiven und DAPI-positiven (tote/gesamte) Zellen bewertet. In allen untersuchten
Hirnregionen nahm der Zelltod sowohl in der Kontroll- als auch in der Interventionsgruppe
mit 4-AP induzierter epilepsietypischer Aktivitat zeitabhangig zu (Abbildung 11C). In
basalen Schnitten, die nach der Praparation umgehend gefarbt wurden, schwankte der
relative Anteil toter Zellen interregional zwischen 3,4% (£ 8,8%) in oberflachlichen TC-
Schichten und 11,6% (£ 4,5%) im Gyrus dentatus. Infolge der Lagerung in der Interface-
Kammer war in den Kontrollschnitten eine im Vergleich zu den Basalwerten statistisch
signifikante Zunahme des Zelltodes in allen Hirnregionen nach 4 Stunden nachweisbar.
Im Hippocampus variierte die Rate des Zelltodes nach vierstindiger Lagerung unter
Kontrollbedingungen zwischen 14,8% (x 5,4%) im Subiculum und 39,0% (x 17,1%) im
Gyrus dentatus. Auch in den neokortikalen Regionen nahm der Zelltod zeitabhangig zu,
dieser war in den tiefen Schichten starker ausgepragt (Schicht I-ll: 15,9% in EC, 9,7% in
TC; Schicht IV-VI: 24,9% in EC, 25,5% in TC). In den Schnitten der Interventionsgruppe
mit Exposition zu 4-AP war Kkein signifikanter Unterschied im Vergleich zu
Kontrollschnitten mit zeitgleicher Lagerung in der Messkammer nachweisbar, die
Induktion hochfrequent auftretender AE verstarkte die zum Zelltod fihrenden Prozesse
nicht. Interessanterweise zeichnete sich sogar eine reduzierte Zelltodrate in den mit 4-
AP behandelten Schnitten des vierstiindigen Interventionszeitraums im Vergleich der

Kontrollschnitte ab, ohne dabei allerdings ein signifikantes Ausmal} zu erreichen.
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Abbildung 11 (A) Schematische Darstellung eines Hirnschnitts mit den acht Sichtfeldern (500 x 300 um)
zur Zellzahlung: 2 Schichten vom entorhinalen (EC1, EC2) und temporalen Kortex (TC1, TC2), Subiculum
(S), CA1, CA3 und Gyrus dentatus (DG). (B) Reprasentative Mikroskopie-Aufnahme (20x VergréRRerung),
links: DAPI-Farbung, mittig: Pl-Farbung, rechts: beide Farbungen Uberlagert. Balkenskala 100 um. (C)
Viabilitdt der Schnitte als Verhaltnis von PI (toten Zellen) zu DAPI (alle Zellen) in allen untersuchten
anatomischen Regionen. Streudiagramme stellen Zellzédhlungen einzelner Hirnschnitte, die Uberlagerten
Kasten den Median * Interquartilsbereich dar (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). Quelle: Modifizierte
Abbildung 4 nach Schlabitz et al. 2021.

3.4 Auswahl des Referenzgens fir die quantitative Genexpression

Die etablierte NormFinder Analyse wurde angewendet, um ein Referenzgen fir die
quantitative Genexpression zu identifizieren. Fur die ausgewahlten Kandidatengene
Actb, Ywhaz, Hprt1, Reep5 und Tbp wurde die Intra- und Intergruppenvariation,
ausgedruckt als Standardabweichung, berechnet. Gene mit einer Standardabweichung
> 0,25 wurden ausgeschlossen (Reepb im H, Tbp im TC). Unter allen verbleibenden
Kandidaten erwies sich Ywhaz als das am stabilsten exprimierte Gen in allen Regionen
(Stabilitatswert M: H 0,069; EC 0,09; TC 0,071) und wurde in den folgenden
Experimenten als Referenzgen fur die qPCR verwendet (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Stabilitatswert M der mithilfe der NormFinder Analyse untersuchten Referenzgene fir die
Regionen (A) Hippocampus, (B) entorhinaler Kortex und (C) temporaler Kortex. Ein niedriger Stabilitatswert
zeigt eine stabile Genexpression an. Quelle: Modifizierte Abbildung S2 nach Schlabitz et al. 2021.

3.5 Genexpressionsanalyse in akuten Rattenhirnschnitten

In Rattenhirnschnitten wurde die aktivitatsabhangige Genexpression fur die Gene c-Fos,
Icerund mTorin Bezug zur Ywhaz Expression bestimmt. AnschlieRend wurde die relative
Induktion der Genexpression in Proben der Kontroll- und Interventionsgruppe im

Vergleich zur basalen Genexpression berechnet.
3.5.1 c-Fos Expression

Die Untersuchung der basalen Hirnschnitte, in denen unmittelbar nach der Praparation
eine Zell-Lyse und Inhibition der RNase induziert wurde, gibt Aufschluss Uber die
unbeeinflusste Genexpression im naiven Rattenhirn. Fur c-Fos variierte die relative
Expression bezogen auf das Referenzgen Ywhaz in basalen Schnitten interregional und
erreichte im TC die hochsten Werte, gefolgt vom EC und den niedrigsten Werten im H (c-
Fos/Ywhaz(Median): H = 0,0033, EC = 0,0080, TC = 0,0134). Im Vergleich zu den
Basalwerten erhohte sich die c-Fos Genexpression in den Kontrollschnitten nach
Lagerung in der Interface-Kammer und Inkubation in aCSF deutlich (Abbildung 13).
Diese Induktion der c-Fos mRNA war in allen Regionen der Kontrollschnitte nach einer
Stunde am starksten ausgepragt. Die hippocampale c-Fos Induktion Ubertraf dabei mit
69,5-fachem Anstieg der mRNA-Level eindeutig die vom EC (20,1-facher Anstieg) und
TC (7,8-facher Anstieg). Bei langerer Lagerung der Kontrollschnitte kam es in allen
Regionen zu einer Abnahme der c-Fos Expression, die mRNA-Level korrelierten dabei
negativ mit der Inkubationszeit. In den Schnitten der Interventionsgruppe zeichnete sich
eine ahnliche Dynamik ab. Es war eine starke Zunahme der c-Fos Genexpression infolge
der 4-AP Exposition von einer Stunde nachweisbar, bei langerer Behandlungsdauer kam

es zu einer erneuten Abnahme der c-Fos mRNA.
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Abbildung 13 Relative Induktion der c-Fos Genexpression in Bezug zur basalen Genexpression in
Rattenhirnschnitten fir die Regionen (A) Hippocampus, (B) entorhinaler Kortex und (C) temporaler Kortex.
Ywhaz wurde als Referenzgen fur die quantitative PCR genutzt. Streudiagramme stellen Mittelwerte der
gepoolten Proben einzelner Ratten (n = 20), die Uberlagerten Linien den Median * Interquartilsbereich dar
(* p <0,05, ™ p<0,001). Quelle: Modifizierte Abbildung 5 nach Schlabitz et al. 2021.

Um die effektive Auswirkung der 4-AP-induzierten epilepsietypischen Aktivitat auf die
Genexpression zu bewerten, wurden die Expressionswerte von Proben der Kontroll- und
Interventionsgruppe paarweise fur jede Ratte miteinander ins Verhaltnis gesetzt und die
4-AP/Kontrolle-Ratio berechnet. So konnte verdeutlicht werden, dass c-Fos in der
Interventionsgruppe starker induziert wurde. Dabei korrelierte das Ausmal® der c-Fos
Genexpression mit der Dauer der induzierten epilepsietypischen Aktivitat (Abbildung
16A). Dieser zeitabhangige Anstieg der c-Fos mRNA variierte interregional. Im
Hippocampus erhdhte die 4-AP Behandlung die c-Fos Level nur geringfugig mit einer
(nicht signifikanten) Steigung von 0,19, wahrend im EC und TC signifikante Steigungen
von 0,64 (p < 0,05) und 2,18 (p < 0,01) beobachtet wurden.

3.5.2. Icer Expression

Die Icer Genexpression wies eine mit c-Fos vergleichbare Dynamik in geringerer
Auspragung auf (Abbildung 14). Schon in den basalen Schnitten war die Expression von
Icer deutlich geringer als die von c-Fos (Icer/Ywhaz(Median): H = 0,0002, EC = 0,0003,
TC = 0,0003). Als Folge der Hirnschnittpraparation und deren Lagerung in aCSF stiegen
die Icer mRNA-Level in den Kontrollschnitten an (Abbildung 14). In allen Regionen
wurde das Maximum der Genexpression nach 3 Stunden beobachtet. In den Schnitten
der Interventionsgruppe zeigte die Icer Expression ebenfalls einen regionenspezifischen

und zeitabhangigen Anstieg.
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Abbildung 14 Relative Induktion der Icer Genexpression in Bezug zur basalen Genexpression in
Rattenhirnschnitten fir die Regionen (A) Hippocampus, (B) entorhinaler Kortex und (C) temporaler Kortex.
Ywhaz wurde als Referenzgen fur die quantitative PCR genutzt. Streudiagramme stellen Mittelwerte der
gepoolten Proben einzelner Ratten (n = 20), die Uberlagerten Linien den Median * Interquartilsbereich dar
(* p <0,05, ™ p<0,001). Quelle: Modifizierte Abbildung S4 nach Schlabitz et al. 2021.

Die 4-AP/Kontroll-Ratio deckte auch fur Icer eine positive zeitliche Korrelation mit
zunehmender Induktion der Genexpression bei anhaltender epilepsietypischer Aktivitat
bis zu 4 Stunden auf (Abbildung 16B). Im H und EC war dieser Effekt nur marginal, im
TC erreichte die 4-AP Exposition einen signifikanten Icer Anstieg von 0,41 (p < 0,05).

3.5.3 mTor Expression

Die mTor Genexpression war in basalen Hirnschnitten im Vergleich zu c-Fos und Icer

starker ausgepragt (mTor/Ywhaz(Median): H = 0,0137, EC = 0,0151, TC = 0,0145).
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Abbildung 15 Relative Induktion der mTor Genexpression in Bezug zur basalen Genexpression in
Rattenhirnschnitten fiir die Regionen (A) Hippocampus, (B) entorhinaler Kortex und (C) temporaler Kortex.
Ywhaz wurde als Referenzgen fir die quantitative PCR genutzt. Streudiagramme stellen Mittelwerte der
gepoolten Proben einzelner Ratten (n = 20), die Uberlagerten Linien den Median * Interquartilsbereich dar
(*p <0,05, ™ p<0,001). Quelle: Modifizierte Abbildung S4 nach Schlabitz et al. 2021.
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In den Schnitten der Kontroll- und Interventionsgruppe lieR sich eine leichte
zeitabhangige Abnahme der mTor mRNA-Level nachweisen, die in 4-AP exponierten
Schnitten nach 4 Stunden ein signifikantes Ausmal} erreichte (Abbildung 15). Die 4-
AP/Kontroll-Ratio verdeutlichte, dass epilepsietypische Aktivitat in vitro keinen Einfluss

auf die mTor Genexpression innerhalb von 4 Stunden hatte.

3.6 Korrelation der Genexpression mit Inkubationsdauer und Aktivitat

Zeitliche Korrelation
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Abbildung 16 Positive Korrelation zwischen der Dauer der epilepsietypischen Aktivitat und der induzierten
Genexpression von (A) c-Fos sowie (B) Icer fur die Regionen Hippocampus, entorhinaler Kortex und
temporaler Kortex. Ebenfalls positive Korrelation zwischen der regionalen Auspragung der iktalen Aktivitat
im Hirnschnitt fur die Parameter (C) Ursprungshaufigkeit der anfallsartigen Ereignisse (AE), (D)
intraregionale AE-Expansion sowie (E) AE-Amplitude und der Genexpression nach der Interventionszeit
von 4 Stunden. Streudiagramme stellen die fur jede Ratte individuell berechnete 4-AP/Kontrolle-Ratio dar,
Regressionslinien verdeutlichen einen signifikanten mRNA-Anstieg in Abhangigkeit der aufgefiihrten
Parameter. Quelle: Modifizierte Abbildung 6 nach Schlabitz et al. 2021.
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Die Genexpression der von uns untersuchten Gene war von der Dauer der Lagerung der
Hirnschnitte in der Messkammer abhangig. Wir konnten dartber hinaus einen Einfluss
der 4-AP Behandlung auf die Expression von c-Fos und Icer nachweisen: Die
epilepsietypische Aktivitat hatte eine ebenfalls zeitabhangige Induktion beider Gene zur
Folge (Abbildung 16A-B). Neben dieser zeitlichen Assoziation fanden wir auch eine
Korrelation der regionalen Auspragung der iktalen Aktivitdt im Hirnschnitt und der
Genexpression (Abbildung 16C-E). Der regionale c-Fos mRNA Anstieg korrelierte
positiv mit der Haufigkeit des Ursprungs der AE in dieser anatomischen Region.
Dementsprechend wurde die starkste c-Fos Induktion im TC gemessen, wo die Mehrheit
der AE generiert wurde. Diese positive Korrelation war auch fir die mittels 10S
gemessenen Parameter der AE-Expansion innerhalb einer anatomischen Region sowie
der AE-Amplitude nachweisbar. Flir /Icer wurde eine &ahnliche Assoziation der
Genexpression und der regionalen Parameter in allerdings geringerer Auspragung

aufgezeigt. Fir mTor wurde eine derartige Korrelation nicht beobachtet.
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4 Diskussion

4.1 Kurzzusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie haben wir den Zusammenhang zwischen neuronaler Aktivitat in akuten
Rattenhirnschnitten und der Genexpression dreier Kandidatengene evaluiert. Fir c-Fos
und /cer konnten wir eine positive regionale und zeitliche Korrelation epilepsietypischer
Aktivitat in vitro und der Genexpression nachweisen, fir mTor fand sich keine solche
Assoziation. Die durch epilepsietypische Aktivitat induzierte Modulation der
Genexpression konnte zudem von Anderungen infolge der Hirnschnittpraparation und der

Inkubationszeit in aCSF unterschieden werden.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Die starkste Korrelation zwischen epilepsietypischer Aktivitat in vitro und Genexpression
fanden wir flr c-Fos, einem etablierten Marker neuronaler Aktivitat (Willoughby et al.
1995; Mihaly et al. 2001; Szyndler et al. 2009). Viele pathophysiologische Stimuli,
darunter prokonvulsive Substanzen, haben in Tiermodellen in vivo eine schnelle und
transiente Induktion sowohl der c-Fos Gen- als auch Proteinexpression zur Folge (Barros
et al. 2015; Yang et al. 2019). Bis heute ist die Datenlage zur c-Fos Expression in
Hirnschnitten nach iktaler Aktivitat in vitro sehr begrenzt. In einer Arbeit von Massamiri et
al. (1994) konnte eine Induktion der c-Fos Genexpression in adulten hippocampalen
Rattenschnitten nach einer Behandlung mit der exzitatorisch wirkenden Kainsaure
demonstriert werden, wahrend diese Beobachtung nach Exposition der Schnitte mit
GABA und dem GABA-Antagonisten Bicucullin nicht eintrat. Diese Arbeit weist allerdings
methodische Limitationen auf, da bei Verzicht einer elektrophysiologischen Messung
epilepsietypischer Aktivitat und einer fur Subregionen spezifischen Analyse der
Genexpression eine direkte Assoziation nicht moglich ist. Auch im humanen Neokortex
konnte unabhangig von der Atiologie der epileptogenen Lasion ein regionaler Anstieg der
c-FOS mRNA nachgewiesen werden (Rakhade et al. 2005).

In unserer Studie war epilepsietypische Aktivitat in vitro, speziell im temporalen Kortex,
auch mit einer zeitabhangigen Induktion der Genexpression von [cer, einem cAMP-
abhangigen Transkriptionsfaktor, assoziiert. Nach unserem Kenntnisstand konnten wir

erstmalig eine Modulation der Icer Genexpression in einem in vitro Anfallsmodell
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nachweisen. In 1996 wurde von Fitzgerald et al. (1996) erstmals aufgezeigt, dass
elektrokonvulsive Anfalle in vivo zu einem Anstieg der Crem und Icer mMRNA im Rattenhirn
fuhren. Eine Stunde nach den epileptischen Anfallen erreichte die Icer Induktion ein
Maximum und war dabei in der Kornerzellenschicht des Gyrus dentatus des
Hippocampus sowie der tiefen Schicht der Gro3hirnrinde am deutlichsten exprimiert. Als
weiteres in vivo Modell resultierte auch der durch Pilocarpin induzierte Status epilepticus
bei Ratten in einem Icer mRNA-Anstieg im Gyrus dentatus nach einer Stunde, das
Expressionsmaximum trat dabei nach 6 Stunden ein (Lund et al. 2008).
Bemerkenswerterweise war die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREP (engl.
cAMP response element-binding protein), der die Expression des ICER Gens mutmallich
positiv beeinflusst, auch in der epileptogenen Zone des humanen Neokortex nach

epilepsiechirurgischen Eingriffen erhoht (Rakhade et al. 2005).

Fur die Serin/Threonin-Kinase mTor, die als wichtiger Regulator fur Proliferation und
Differenzierung gilt (Crino et al. 2006), konnten wir keine Aktivierung der Genexpression
infolge epilepsietypischer Aktivitat in vitro nachweisen. Im Gegenteil, wir fanden Hinweise
fur eine Suppression der mTor Genexpression im entorhinalen und temporalen Kortex
durch die in vitro Lagerung der Hirnschnitte in der Interface-Kammer. Neben genetischen
Erkrankungen wie der Tuberdsen Sklerose konnte allerdings eine Aktivierung des mTor
Signalweges in mehreren in vivo Anfallsmodellen demonstriert werden (Zhang und Wong
2012; Wang et al. 2018). In den Untersuchungen wurde stets eine mTor Aktivierung durch
Proteinphosphorylierung beobachtet, unter Berlcksichtigung unserer Ergebnisse ergab
sich bisher kein Anhalt fur eine simultane Induktion der mTor Genexpression. In zwei
chronischen Epilepsiemodellen mit Einsatz von Pilocarpin und Kainsaure fand sich dabei
eine biphasische mTor Aktivierung. Auf eine initiale, wenige Stunden andauernde mTor
Aktivierung folgte eine zweite chronische Phase, die die Epileptogenese zu férdern
scheint (Zeng et al. 2009; Huang et al. 2010). Auch durch Pentylentetrazol (PTZ)
induzierte akute Anfalle in vivo resultierten in einer transienten mTor Aktivierung im
Hippocampus und Neokortex von Ratten, diese setzte eine Stunde nach Anfallsbeginn
ein und dauerte 16 Stunden an (Zhang und Wong 2012). Mdglicherweise wurde in diesem
Modell keine sekundare Aktivierung des Signalweges beobachtet, weil die PTZ
Exposition und die dadurch induzierten Anfalle nicht zu einer Etablierung einer Epilepsie

bei den Ratten mit neuropathologischen Veranderungen fihren (Holmes et al. 1984;
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Wong et al. 2003). Die anfallsinduzierte mTor Aktivierung allein scheint somit fur eine

Induktion der Epileptogenese nicht ausreichend zu sein.

4.3 Reproduktion in humanen Hirnschnitten

Wir konnten die Ergebnisse zur Induktion der c-Fos Genexpression in humanen
Hirnschnittpraparationen, die im Rahmen epilepsiechirurgischer Eingriffe gewonnen
wurden, in Teilen reproduzieren. Diese Untersuchung wurde von der Doktorandin Laura
Monni, die ebenfalls der AG Klinische und Experimentelle Epileptologie, Charité —
Universitatsmedizin Berlin angehort, durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden zusammen
mit den tierexperimentellen Daten publiziert (Schlabitz et al. 2021). Von funf Patientinnen
(Alter zum Zeitpunkt der Resektion 21-58 Jahre) mit mesialer Temporallappenepilepsie
erhielten wir reseziertes Hirngewebe. Vom humanen Gewebe wurden, korrelierend zum
Studienprotokoll der Rattenhirne, ebenfalls 400 ym dicke Hirnschnitte angefertigt und
alternierend auf drei Gruppen (basal, Kontrolle und Intervention) aufgeteilt. In der
Kontrollgruppe wurden die humanen Schnitte fur 4 Stunden in aCSF inkubiert. In den
Schnitten der Interventionsgruppe wurde epilepsietypische Aktivitat Uber einen
identischen Zeitraum durch Zugabe von 4-AP (100 uM) und Kalium (8 mM) induziert. Um
die epilepsietypische Aktivitat zu detektieren, wurden neben extrazellularen
Feldpotentialen ebenso intrinsische optische Signale aufgezeichnet. In einem
signifikanten Anteil der untersuchten humanen Hirnschnitte variierte die Ursprungsregion
der AE im Verlauf des Experiments. In diesen Schnitten wurde der Bereich, in dem die
meisten AE generiert wurden, als Ursprungsregion definiert. Die quantitative PCR wies
auch in den humanen Schnitten einen Anstieg der c-FOS Genexpression infolge der
vierstundigen Lagerung in aCSF nach. Wie bei den Rattenschnitten flhrte die
epilepsietypische Aktivitat zu einer zusatzlichen ¢c-FOS Induktion. Der relative ¢-FOS
Anstieg war unter den Interventionsbedingungen (26,1-fach) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (15,7-fach) signifikant héher (p-Wert 0,0031). Im Gegensatz zu den
tierexperimentellen Ergebnissen konnten wir keinen Unterschied in der c¢-FOS

Expression zwischen der AE-Ursprungsregion und dem ubrigen Hirnschnitt feststellen.

4.4 Starken und Schwiachen der Studie

Eine Limitation unserer Studie ist die geringe Anzahl an Proben in den untersuchten

Gruppen, was dem tierexperimentellen Ansatz und dem Bestreben nach einer geringen
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Anzahl an Versuchstieren geschuldet war. Neben tierethischen Aspekten bietet das in
vitro Anfallsmodell allerdings den Vorteil, mehrere experimentelle Bedingungen in einem
Tier gleichzeitig studieren und intraindividuelle Ergebnisse erhalten zu kénnen. Durch
den lamellaren Netzwerkaufbau ist eine Untersuchung des neuronalen Netzwerks im
entorhinal-hippocampalen Hirnschnittpraparat moglich (Andersen et al. 1971). Dennoch
ist davon auszugehen, dass ein Teil der bestehenden Faserverbindungen durch den
Schneideprozess unterbrochen wird und die in vivo Bedingungen sicher unvollstandig
abgebildet werden (Boulton et al. 1992). Vereinbar damit konnten wir demonstrieren,
dass die Schnitth6he in Bezug auf die dorsoventrale Achse die optisch gemessenen
Anfallsparameter beeinflusst. Um diesen Effekt zu kontrollieren, erfolgte die Verteilung
der Schnitte auf die drei Gruppen streng alternierend. Aufgrund unseres
Versuchsaufbaus mit Kopplung der elektrophysiologischen und intrinsischen optischen
Messung waren zeitgleiche Untersuchungen mehrerer Hirnschnitte  der
Interventionsgruppe technisch nicht mdglich, sodass ein Schnitt pro Ratte gemessen
wurde. In diesem akuten in vitro Hirnschnittmodell verwendeten wir naives neuronales
Gewebe und induzierten epilepsietypische Aktivitat durch 4-AP. Die einer Epilepsie
zugrunde liegenden Pathologien wurden hierbei allerdings nicht bericksichtigt.
Stattdessen wurde epilepsietypische Aktivitat durch pharmakologische Modifizierung mit
einem einzigen Mechanismus erzeugt. Alternativen stellen das Hoch-Kalium-Modell
sowie das Niedrig-Magnesium-Modell dar (Traynelis et al. 1989; Buchheim et al. 2000).
Wir bevorzugten das robuste 4-AP Modell aufgrund der stabilen Frequenz der AE uber
mehrere Stunden. Eine weitere Einschrankung der akuten Hirnschnittmodelle im
Vergleich zu in vivo Modellen ist der durch den Neuronen-Untergang limitierte
experimentelle Zeitraum von deutlich unter 24 Stunden. Die Ergebnisse unseres Zelltod-
Assays basierend auf der PI/DAPI-Farbung deuten aber darauf hin, dass das 4-AP-
Modell zur Untersuchung der Genexpression in vitro geeignet ist. Zwar nahm der Zelltod
erwartungsgemall mit zunehmender Inkubationszeit zu, wir konnten aber keine
signifikanten Unterschiede zwischen Schnitten der Kontroll- und Interventionsgruppe
feststellen. Interessanterweise flhrte eine vierstindige 4-AP Exposition zu einer
reduzierten Zelltodrate im Vergleich zu zeitlich angepassten Kontrollschnitten. Diese
Beobachtung ist konsistent mit den Ergebnissen friherer Studien, die Hinweise fur eine
Beteiligung von 4-AP an der Neuroprotektion aufdeckten, obwohl die genauen

Mechanismen unklar sind (Hardingham et al. 2002; Tauskela et al. 2008).
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4.5 Implikation fiir zukuinftige Forschung

In Zusammenschau unserer Ergebnisse schlussfolgern wir, dass in vitro Modelle fur die
Untersuchung der Genexpression in Abhangigkeit von epilepsietypischer Aktivitat
prinzipiell geeignet sind. Die erwahnten Einschrankungen muissen bei zuklnftigen
Studien berlcksichtigt werden. Im humanen ZNS-Gewebe ist der ex vivo Ansatz zur
Analyse der Genexpression sogar alternativios. Durch die in den letzten Jahren
optimierten molekularbiologischen Methoden werden Analysen des gesamten
Transkriptoms mit hoher regionaler Auflosung (engl. spatial transcriptomics) bis zur
Erstellung von Einzelzellprofilen mdglich (Guelfi et al. 2019, Armand et al. 2021). In einem
auf diese Studie aufbauenden Projekt planen wir nun, in Hippocampusresektaten von
Patient*innen mit mesialer Temporallappenepilepsie nach epilepsiechirurgischem Eingriff
transkriptomweite Untersuchungen durchzufihren. Diese Daten sollen, in Kooperation
mit dem Institut fir Neuropathologie der Charité, mit den Ergebnissen der
histopathologischen Farbungen und schliel3lich auch mit den klinischen Angaben zur
Epilepsie  korreliert  werden. Die mesiale @ Temporallappenepilepsie  mit
Hippocampussklerose reprasentiert das haufigste Epilepsiesyndrom bei Erwachsenen
mit pharmakoresistenter fokaler Epilepsie (Wieser 2004). Sie wird als polygene
Erkrankung angesehen, deren komplexe Pathophysiologie mit Dysregulation neuronaler
Netzwerke und zelluldrer Signalkaskaden noch immer unzureichend verstanden ist.
Unser Ziel ist es, das pathophysiologischen Verstandnis der Epilepsie, insbesondere der
mesialen Temporallappenepilepsie, zu verbessern. Perspektivisch erdffnen sich dadurch
Madglichkeiten, neue Biomarker und therapeutische Optionen sowie auch genetische
Risikofaktoren zu identifizieren, welche die Epilepsie und deren Pharmakoresistenz

gunstig beeinflussen.
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Epileptiform activity alters gene expression in the central nervous system, a
phenomenon that has been studied extensively in animal models. Here, we asked
whether also in vitro models of seizures are in principle suitable to investigate changes
in gene expression due to epileptiform activity and tested this hypothesis mainly in
rodent and additionally in some human brain slices. We focused on three genes
relevant for seizures and epilepsy: FOS proto-oncogene (c-Fos), inducible cAMP early
repressor (lcer) and mammalian target of rapamycin (mT7or). Seizure-like events (SLEs)
were induced by 4-aminopyridine (4-AP) in rat entorhinal-hippocampal slices and by 4-
AP/8 mM potassium in human temporal lobe slices obtained from surgical treatment
of epilepsy. SLEs were monitored simultaneously by extracellular field potentials and
intrinsic optical signals (I0S) for 1-4 h, mRNA expression was quantified by real time
PCR. In rat slices, both duration of SLE exposure and SLE onset region were associated
with increased expression of c-Fos and Icer while no such association was shown for
mTor expression. Similar to rat slices, c-FOS induction in human tissue was increased
in slices with epileptiform activity. Our results indicate that irrespective of limitations
imposed by ex vivo conditions, in vitro models represent a suitable tool to investigate
gene expression. Our finding is of relevance for the investigation of human tissue that
can only be performed ex vivo. Specifically, it presents an important prerequisite for
future studies on transcriptome-wide and cell-specific changes in human tissue with the
goal to reveal novel candidates involved in the pathophysiology of epilepsy and possibly
other CNS pathologies.

Keywords: epileptiform activity in vitro, 4-aminopyridine, intrinsic optical signals, gene expression, c-Fos, Icer,
mTor, cell death
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INTRODUCTION

According to the World Health Organization, diseases of the
central nervous system represent a major health risk for the
world population (World Health Organization, 2006). To address
this risk appropriately and to pursue new therapeutic options,
it is critical to understand diverse and often complex molecular
mechanisms leading to pathology. For decades, basic research
in neurobiology together with disease-specific animal models
served as a framework to understand fundamental mechanisms
of neurological disorders. This effort led to many useful insights,
however, the translational and predictive value of animal models
has remained limited (Loscher, 2017). In recent years, this gap
between animal models and clinical application has received
increasing attention. Consequently, more effort has been put into
models that reflect the clinical setting more closely and into novel
strategies to increase reproducibility in basic research, aiming for
improvement of translation (Bauer et al., 2017).

One of the possibilities to bridge differences between
animal models and clinical neurology is to use human tissue-
derived ex vivo models and to investigate functional disease
mechanisms in a species-specific manner. So far, the approaches
include the use of resected specimen from brain surgery
procedures, investigation of post mortem tissue (Verwer et al.,
2002) and the recently evolving field of brain organoids (Di
Lullo and Kriegstein, 2017). With the exception of brain
organoids, functional investigation of human-derived CNS tissue
is constrained by the naturally limited life span of ex vivo
samples. The recent development of organotypic cultures is
a promising advance to overcome this conundrum, however,
as of now it still poses challenges associated with low
reproducibility and large protocol variety (Jones et al., 2016).
According to a recent study on disease burden (GBD 2015
Neurological Disorders Collaborator Group, 2017), epilepsy
constitutes one of the most common neurological diseases with
a prevalence between 0.5 and 1.0% in the developed world
(Fiest et al, 2017). Up to one third of individuals afflicted
with epilepsy suffer from pharmacoresistance (Chen et al,
2018). Although numerous in vivo and in vitro animal models
established throughout the years increased our knowledge
about disease mechanisms, many questions including how to
address pharmacoresistance remain unanswered (Becker, 2018).
Recent technological advances in the field of transcriptomics
and single cell analysis (Becker et al., 2002; Guelfi et al,
2019) made it possible to discover novel disease-specific genetic
alterations in epilepsy. Importantly, these findings include not
only monogenetic mutations as singular causative factors. Also,
seizure-related modulation of gene expression and gene editing
as well as epigenetic modulation during epileptogenesis have been
reported (Kobow and Bliimcke, 2018).

Modulation of gene expression is mostly studied in vivo.
However, for obvious reasons such approach is not possible in
human tissue - in this case only ex vivo studies on resected
tissue would be possible. To our knowledge, it is not known
whether or to what degree in vitro models can recapitulate
changes in gene expression observed under in vivo conditions.
Here, in a proof-of-principle study, we aimed to assess the

general, species-independent suitability of in vitro models of
acute seizures to investigate changes in gene expression due
to epileptiform activity. In a first step in that direction, we
aimed to test our hypothesis mainly in rat tissue, for which
modulation of gene expression due to epileptiform activity has
been studied in vivo before. In addition, we extended our
studies to some human slices. We focused on three genes
relevant for seizures and epilepsy: FOS proto-oncogene (c-Fos),
inducible cAMP early repressor (Icer), and mammalian target of
rapamycin (mTor). Expression of these genes and/or the involved
pathways has been described before to be positively modulated
by seizure activity and, in case of Icer and mTor, also to be
involved in epileptogenesis (Lund et al., 2008; Porter et al., 2008;
Szyndler et al, 2009; Zeng et al, 2009; Huang et al., 2010;
Barros et al., 2015).

MATERIALS AND METHODS

Rat Slice Preparation

All animal procedures were conducted according to the
German Animal Welfare Act as well as the European Directive
2010/63/EU for animal experiments and were approved by
the Institutional Animal Welfare Officer and the responsible
local authority (Landesamt fiir Gesundheit und Soziales, Berlin,
Germany, T0336/12). Institutional security procedures were
followed. Experiments were performed using combined
hippocampal-entorhinal cortex (EC) slices from rats as
previously reported (Heuzeroth et al, 2019) with some
modifications. The study design is represented in Figure 1.
Briefly, adult male Wistar-Han rats (220-240 g) were deeply
anesthetized by inhalation of isoflurane (4% in 100% O) and
then decapitated. Their brains were rapidly removed and placed
into ice-cold N-methyl-D-glucamine (NMDG) containing
artificial cerebrospinal fluid (NMDG-aCSF) (Ting et al., 2014).
Equimolar replacement of sodium by NMDG leads to decreased
permeation of ions via neuronal membranes and subsequent
reduced cell swelling (Hille, 1971). Carbogenated NMDG-aCSF
(95% O3, 5% CO,) contained (in mM): NMDG (93), KCI (2.5),
NaH; POy (1.2), NaHCOs3 (30), MgSO4 (10), CaCl, (0.5), glucose
(25), HEPES (20), sodium l-ascorbate (5), thiourea (2), and
sodium pyruvate (3). Horizontal slices (400 um) enclosing the
hippocampal formation (H), the entorhinal cortex (EC), and
adjacent parts of the temporal cortex (TC) were cut using a
vibratome (Vibroslicer VT1200S, Leica, Wetzlar, Germany).
From each rat brain, 15 slices were collected and assigned in an
alternating manner to three groups, five slices each: (1) basal
group to determine initial gene expression; (2) control group to
investigate effects of slicing and storage; and (3) intervention
group in which epileptiform activity was induced. Slices of the
control and intervention group were individually placed in an
interface chamber and continuously perfused (1.5-2.0 ml/min)
with prewarmed (35°C) and carbogenated aCSF (95% O,
5% CO;, pH 7.4), containing (in mM): NaCl (129), KCI (3),
NaH,POy (1.25), NaHCO3 (21), MgSOy4 (1.8), CaCl, (1.6), and
glucose (10). During storage and experiments, warmed, humified
carbogen was directed over the slice surface. All slices were
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FIGURE 1 | Study design for rat tissue. (A) Chronological sequence of each experiment: rat brain preparation; allocation of 15 horizontal slices to three different
groups (basal, control and intervention); recovery of 10 slices (control and intervention group) for 1.5 h in an interface chamber with incubation in carbogenated aCSF
(95% Oy, 5% COp, pH 7.4); induction of epileptiform activity by 100 M 4-AP in five slices (intervention group) and recording of field potentials as well as intrinsic
optical signals; five control slices in aCSF for same amount of time; microdissection of slices into hippocampus (H), entorhinal cortex (EC), and temporal cortex (TC)
and subsequent cell lysis of pooled tissue in TRIzol before RT-gPCR. (B) Procedure was performed with 20 rats in total; five rats were assigned to each 4-AP
treatment duration of 1, 2, 3, or 4 h.

allowed to recover 1.5 h after preparation. In the intervention
group, seizure-like events (SLEs) were induced by 100 pM
4-aminopyridine (4-AP, Sigma, Munich, Germany), which
non-selectively blocks voltage-dependent potassium channels,
augments presynaptic calcium influx (Mathie et al., 1998) and
enhances synaptic transmission (Perreault and Avoli, 1991).
In vitro addition of 4-AP to aCSF results in long lasting ictal-like
discharges considered as correspondent to focal to bilateral
seizures in vivo (Avoli et al., 2002). The intervention group was
treated with 4-AP for either 1, 2, 3, or 4 h, while the control slices
remained in aCSF for the same amount of time. This procedure
was performed with 20 rats in total and five rats were assigned to
each treatment duration.

Human Slice Preparation

Brain temporal lobe tissue was obtained from surgical treatment
of epilepsy in five female donor patients (age at resection: 21-
58 years) diagnosed with mesial temporal lobe epilepsy (mTLE).
The experimental protocol was approved by the local Ethics
Committee (EA2/111/14) in agreement with the Declaration of
Helsinki. Written informed consent was given by all patients
before surgery. Cortex specimens were collected in the operating
room, immediately immersed in cold (~4°C) carbogenated
NMDG-aCSF (95% O,, 5% CO,). The same solution was used
for transportation and tissue processing, which took in total up
to 2 h. 400 pm-thick slices were then sectioned and assigned
as basal, control and intervention as described above. Before
start of experiments, slices recovered in standard aCSF for 5 h.

After the stabilization period, on average three slices per patient
were further incubated for the duration of 4 h in standard aCSF
(control) or with aCSF containing 8 mM potassium and 100 pM
4-AP (pH 7.4) (intervention) to examine the effects of slicing and
storage and epileptiform activity on gene expression, respectively.
In human brain slices, the application of neither 4-AP alone
nor 10 or 12 mM potassium is sufficient to induce epileptiform
activity (Gabriel et al., 2004). Therefore, SLEs were evoked by
applying a combination of high potassium (8 mM) and 4-AP
(100 wM), while adjusting the increased osmolarity of aCSF
by lowering the concentration of NaCl from 129 to 124 mM
(Kraus et al., 2019).

Electrophysiological and Optical
Recordings

Epileptiform activity was monitored by local field potential
recordings in 20 selected slices of the intervention group (one
slice per rat and three slices per human sample). To control for
the influence of the slice position, rat slices were classified to
different locations along the dorsoventral axis defined as ventral
(—7.6 to —6.8 mm ventrally from bregma), medial (—6.4 to
—5.6 mm), and dorsal (—5.2 to —4.4 mm) (see also Paxinos and
Watson, 1998). Extracellular field potentials were measured with
glass electrodes (filled with 150 mM NaCl, electrode resistance
1-2 MQ). In rats, one electrode was placed in layer IV or
V of the lateral EC, the second electrode was positioned in
the stratum pyramidale of the hippocampal CAIl region. In
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human tissue, SLEs were recorded for at least 40 min with
one electrode placed on the superficial cortical layers of human
slices (layers II/III, 200-700 pum from pial surface) (Kohling and
Avoli, 2006). Electrophysiological signals were acquired with a
custom-made amplifier (10x) connected to an A/D interface
(Micro 1401 mk II, Cambridge Electronic Design Limited,
Cambridge, United Kingdom). Data were recorded with Spike2
and Signal (versions 7.00 and 3.07, respectively, Cambridge
Electronic Design Limited, Cambridge, United Kingdom) and
analyzed using custom-written algorithms in MATLAB (R2014b,
MathWorks, Natick, MA, United States). SLEs were identified
using the following criteria: (1) field potential decrease > 0.3 mV,
(2) duration of field potential shift > 10 s and (3) superimposition
by ripple-like discharges during negative field potential shift.
Intrinsic ~ optical ~imaging was employed in each
electrophysiologically recorded slice according to previous
reports (Weissinger et al, 2017). In brief, slices were
positioned on a transparent membrane (0.4 pm Millicell
culture plate inserts, Millipore, Bedford MA, United States)
and homogeneously illuminated from below by a halogen cold
light source (KL 1500, Schott, Wiesbaden, Germany) and a
curved glass rod (@ 8 mm). Images were received using an
upright binocular microscope (MS 5, Leica, Bensheim, Germany)
with a 4x objective, a monocular phototube (Leica, Bensheim,
Germany) and a CCD camera (8 bit, Sanyo, Osaka, Japan).
In-house macros for Image] 1.51m9 (Wayne Rasband National
Institutes of Health, United States) and MATLAB software were
applied for the processing of the images. 8-bit video signals
were converted at a 10 MHz ratio into 320 x 240-pixel images
employing a frame-grabber board (pciGrabber-4plus, Phytec,
Mainz, Germany). Images were only saved when triggered by
the experimenter in case ictal activity became apparent in the
electrophysiological recording. Using a circular data buffer, the
first image was captured 5-10 s before the onset of the SLE, the
recording continued for 50-180 s depending on the duration
of the electrophysiologically recorded ictal event. The time
course of light transmittance was calculated for each SLE as
difference in light transmittance (AT) between a given image
and the control image (mean of the first 20 images in each
series recorded before start of ictal activity), and expressed as
percentage of the control image transmittance (AT/T). During
ictal events, AT/T typically ranged from 1.0 to 7.5% whereas
background noise never exceeded 1.0%. The amplitude during
SLEs is expressed as max(AT/T). Optical imaging also enabled
us to detect spreading depolarizations (SDs) associated with
decreased light transmittance (Miiller and Somjen, 1999). In
regions displaying SD, AT/T decreased in the range of —1.0
to —9.2%. Changes of light transmittance over time provided
insight into onset, direction and evolution of both ictal activity
and SDs in the entire slice. Using squared regions of interests
(ROI) sized 20 x 20 pixels each, the optical signal was quantified
separately for the anatomical regions (H, EC, and TC) assigned
to later gene expression analysis. Optical signals were considered
significantly associated with a SLE when the increase of light
transmittance was above a threshold of >1.0% and with a SD
when the decrease of light transmittance was <—1.0%. The
onset of SLE activity was determined by the first region where

transmittance increase above threshold was observed. For
calculation of the SLE area, every pixel within a given anatomical
region that reached at least 1% AT/T in > 9 subsequent images
during one SLE was considered to be involved in this SLE. The
SLE area was calculated for each region separately and expressed
as percentage of the total area for a given anatomical region.

RNA Extraction and Reverse

Transcription

All investigated rat slices were microdissected into H, EC and
TC in order to separately quantify mRNA levels within these
brain areas. In human cortical slices, microdissection was aimed
to separate the seizure onset region (named “onset site” group)
determined by electrophysiology and optical imaging from the
rest of the slice (named “rest” group). Basal slices were snap
frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C immediately
after preparation while slices from the intervention and control
groups were frozen immediately after the assigned experimental
time period (1-4 h in rat and 4 h in human slices). To obtain
sufficient amounts of mRNA, tissue from different slices within
one experiment but the same anatomical region and group was
pooled. Pooled tissue was lyzed in 1 ml TRIzol (Invitrogen AG,
Carlsbad, United States). Tissue homogenization and cell lysis
were facilitated by highspeed shaking (50 Hz) with stainless
steel beads for 10 min (TissueLyser LT, Qiagen N.V., Venlo,
Netherlands). Based on the acid guanudinium thiocyanate-
phenol-chloroform extraction method, chloroform (200 l)
was added to the sample to isolate RNA (Chomczynski and
Sacchi, 1987). Phase separation was conducted by centrifugation
(15 min at 12,000 x g and 4°C) and subsequent precipitation
of RNA by incubation with 500 pl isopropanol for 10 min and
3.5 ul Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega,
Fitchburg, WI, United States) resuspended RNA in 25.0
pl nuclease-free water. Additional RNA purification was
accomplished by refilling the remaining volume to 200 pl and
adding an equal volume of Roti-Phenol/Chloroform/Isoamyl
alcohol (Carl Roth, Karlsruhe, Germany). Following short-time
centrifugation (5 min), the RNA containing aqueous phase was
treated with 200 pl chloroform to remove residual phenol from
the solution. RNA was then recovered by overnight precipitation
with 550 pl ethanol (96%) and 6 1l ammonium acetate (10 M) at
—20°C and dissolved in 16 pl nuclease-free water. Concentration
of total RNA was determined by measuring the optical density
at 260 nm with NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, United States) and ranged
from 143.5 to 738.5 ng/pl per rat sample and from 71.4 to
2,224.2 ng/pl per human sample. Purity was checked using
the 260/230 nm as well as the 260/280 nm ratios (accepted
values > 1.8). First strand cDNA synthesis was carried out using
moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (M-MLV
RT, Promega, Fitchburg, WI, United States) according to the
manufacturer’s instructions with several modifications. In brief,
a mixture of 15.0 pl diluted, purified RNA (2.0 pg for rat sample,
0.5 pg for human sample), 1.5 pl random hexamers (100 WM,
Roche, Basel, Switzerland) and 1.5 pl dANTPs (10 mM each,
Roche, Basel, Switzerland) was incubated at 65°C for 5 min. The
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mixture was then assembled with a prepared reaction volume,
consisting of: 2.0 pl M-MLV-RT (200 U/pl), 5.0 ul M-MLV RT
Reaction Buffer (Promega, Fitchburg, WI, United States), 0.5
il Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul) and
0.5 pl DTT (100 mM, Promega, Fitchburg, WI, United States).
Reverse transcription mixture was successively incubated as
follows: 5 min at 21°C, 60 min at 37°C, 15 min at 70°C. To
assess genomic DNA contamination in the RNA preparation,
a minus RT-control was included in each quantitative reverse
transcription PCR (RT-qPCR) experiment. cDNA samples were
stored at —20°C until further analysis.

Primer Design and Efficiency

Quantitative PCR (qPCR) primer design was based on mRNA
sequences from the RefSeq database'. Specificity was verified
using the Primer-BLAST program®. Primers were synthesized
by EUROFINS genomics (Ebersberg, Germany). In addition
to electrophoresis in 1% agarose gel, PCR products were also
verified by sanger sequencing (EUROFINS). In case of rat c-
Fos, sequences were adapted from published data (Barros et al.,
2015), while in case of the human ¢-FOS, the primer pair
was designed de novo using Primer-Blast. The Icer primers
amplificated two of three possible transcript variants of CREM
(2, 5). The optimal annealing temperature, the amplification
efficiency and R? of the standard curve were determined for each
primer pair (Table 1) and calculated as follow. PCR efficiency
of each primer pair was evaluated by performing a dilution
series of the target assay and standard curve analysis of the
Cq data points using MS excel. The slope of the standard
curve (E = [10-V/™] — 1 with E = amplification efficiency,
m = slope) was used to calculate the amplification efficiency,
which ranged from 0.88 to 1.

NormFinder Analysis

The NormFinder algorithm was used to assess expression
stability in a set of candidate genes and to identify the most
suitable reference gene for RT-qPCR analysis (Andersen
et al., 2004). For rat tissue, five candidate reference genes
were selected based on literature: beta-actin (Actb), tyrosine
3-monooxygenase/tryptophan ~ 5-monooxygenase  activation
protein (Ywhaz), hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(Hprtl), receptor expression-enhancing protein 5 (Reep5),
and TATA box binding protein (Tbp) (Sadangi et al., 2017).
NormFinder analysis was separately performed for the three
anatomical ROI (H, EC, and TC). To consider all experimental
conditions, gene expression was determined in two independent
samples of the following nine groups: basal; control 1, 2, 3, and
4h;4-AP 1,2, 3, and 4 h. For human tissue, three candidate genes
were selected: ACTB, TBP and ribosomal protein L13A (RPL13A)
(Vandesompele et al., 2002; Rydbirk et al., 2016). NormFinder
analysis was performed considering all four experimental
conditions and examined in two independent samples of the
following groups: basal, control, onset site and rest. NormFinder
MS Excel application was used to calculate both the intra- and

'www.ncbi.nlm.nih.gov

2www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi

intergroup variation expressed as standard deviation. Candidate
genes with a standard deviation > 0.25 were excluded from the
subsequent determination of gene stability value, the remaining
candidate genes were ranked according to their gene stability
value with increasing values implying less stability.

Quantitative PCR

Quantitative PCR was conducted using the LightCycler 480 II
(Roche Diagnostics International AG, Rotkreuz, Switzerland).
The reaction assay contained 10 pl LightCycler 480 SYBR
Green I Master (Roche Diagnostics International AG, Rotkreuz,
Switzerland), 1 pl of forward and reverse primers (0.5 wM each),
1 pl of template cDNA and was diluted by 8 pl H,O to a final
volume of 20 pl. In the case of primer pairs of the human genes,
the quantities of forward and reverse primers were lowered to 0.6
wl (0.3 wM each) for ¢-FOS and 0.4 pl (0.2 wM each) for ACTB
and RPLI3A, in order to improve their amplification efficiency.
All assays included a minus RT-control to verify previous DNase
digestion as well as a negative control without cDNA (NTC),
to reveal any non-specific amplification, and were replicated
twice. Each PCR reaction was pre-incubated at 95°C for 10 min
followed by 45 amplification cycles with the following sequence:
melting at 95°C for 5 s, annealing at a primer specific temperature
for 10 s, elongation at 72°C for 15 s and quantification at a
primer specific temperature for 1 s. After the amplification, melt
curve analysis was run with the following sequence: denaturation
at 95°C for 30 s, annealing at 70°C for 30 s, followed by the
acquisition increasing the temperature to 95°C at a transition
rate of 0.11°C/s in continuous mode. Relative quantification
of mRNA levels was done using the efficiency-adjusted “delta-
delta Ct method” (Pfaffl, 2001). According to this approach, we
calculated fold induction of our selected genes relative to basal
gene expression:

ACqgoy(mean of basal Cq—x)
GOI E
Ratio ( ) = oL

ACqpg(mean of basal Cq—y)

Epg
with GOI = gene of interest, RG = reference gene,
E = amplification efficiency, Cq = quantification cycle,

x = individual Cq of gene of interest, y = individual Cq
of reference gene.

To determine the actual effect of 4-AP induced
epileptiform activity on gene expression, the ratio of 4-AP
to control was calculated.

Cell Death Assay

To evaluate the spatiotemporal profile of slice viability, we
performed fluorescent staining with propidium iodide (PI), an
indicator of cell death (Buskila et al., 2014). 41 brain slices were
taken from three rats and alternatingly assigned to the following
groups: basal, control 1 h, control 4 h, 4-AP 1 hand 4-AP 4 h. At
the end of each experiment, slices were exposed to PI (1 pg/ml) in
carbogenated aCSF for 1 h. In 4-AP treated slices, 4-AP (100 wM)
was also added to the staining solution. Following PI staining,
slices were fixed by paraformaldehyde (4%) in phosphate buffered
saline (0.2 M) for 30 min and subsequently incubated in DAPI
(2 ng/ml) for 10 min. Images were acquired using an inverted

Frontiers in Molecular Neuroscience | www.frontiersin.org

March 2021 | Volume 14 | Article 643763



Epileptiform Activity and Gene Expression

Schlabitz et al

‘(b 0¥ <) 8|qeIo8IeP 10U ‘gN ‘J043u0d Breidwse) ou ‘DN ied eseq ‘dq LJswud esiena. ‘Y Lewild premio) Y
‘pajsy| osfe e.e Jred Jewild yore 10j oyjoeds einjelsedwe) uogedyuENb pue sinjeiedwe) buliesuuy “UOIIBS SPOYIBW PUB S[ELeIBW Ul PEqLOSSp SB PejBNofed 81em eAINd PIBPUB)S 8y} WOy 4 pue Aousioye uoieoydwy
ured Jewid yoes 1oy uoojduwe ayj Jo yibus syl 0s/e SMoys ajqe; 8y Palsl| ae siswud ayj JO 8ousnbes pue aousiajel Yuegquay) ‘sjueleA jduosues Yred Jewud bujpuodse.iod pue ausb ayj JO S8j0ads ‘Buru ausL)

D19011991900919VOIVY - d

2e'8e 11 89 6660 16 18 WIVLIVYOOODOVYVOOOOD - 4 6££€00 AN uewny ddl
VOO091VOOLOVOOVOVOOD - d

aN 8 99 98660 88 4" OVLO1VOD09D191OVOVOOIV - 4 LOLLOO AN uewiny g10v
YWOLOLLIVIOIOIOIOOVOOVOLL - d

anN 1/ 09 66660 ¥6 (849 VOVOVVVOOVOYWOVOOVOO 10D - 4 €2rgL0 NN uewny veLIdd
D110900101910199119V - d

L7'8e 18 09 8660 06 68t VOLVOOVOWWOLOLIDOODL - 4 252500 NN uewiny SO4-2
OOIVOVVOOVOLLIODIDOLOVO - H

1288 08 89 6.66°0 16 69¢ VOOOVLVOOOLLIOOVIVOLO - 4 88880+ 1L00 AN el Gdeay
OLIIOOOVIILIIOIDIONDD - d

6.'7E S. 09 ¥66°'0 6 SOk 1OVOLLOO0OIVIVOOLLIOLL - 4 £€85210 AN el LHAH
0991101IOVOLLOLIOIIVOOL - d

anN 08 29 80660 0ok €l¢ OIVIOO1OVOLIVYYOOVOLLOD - 4 861700100 AN el [ele}
VOOOVLVOOLIVOOYOVOOD - d

12'S€ 08 89 65660 88 845 V.LO1vOO09D1910VOVOOQY - 4 y11E0 AN lel aqry
YWOVVOLVODOOLIVOOVYD - d

1198 6. 89 56660 06 selt 199VYVOOOVOVVOVOOVOLL - 4 LHOSLO AN el ZBUMA
O19010VWOVIOOODDIOOIY - H

16'9¢ 28 79 99660 00t 60C 19VOO0LVOODOVOVOVOOD - 4 906610 AN 1el Jorw
WYWLOOLOIVOOOL0OVOOVIOY - d

202 S¥gh/200 AN 9
Gek 20L122100 NN S

00'0% 6. 19 1660 00t K] OOOOVLIOOIOIOVOOLLLIVILLIO - 4 €ELL0 AN 4 1el 189]
110190101 1OVOVOOOVYOOLOL - d

anN 08 29 88660 88 ek YVOOVVVOOOVVYOOILVYVOVOOIY - o /61220 NN el $04-0

(90)
OI1N Jo ainjesadwal |(9.) aumesadway (%) (dqg) ybus| aouaiajal SjueLieA
by uonesynuenpd Buljeauuy 2 Kouaidiye YOd uooidwy aouanbes g- 5 yueguen 1duosues) so10adg auan

"d0db Joy ssousnbass uswid spnosjonuobijo Buipuodsaliod pue ssusy | | 319V.L

March 2021 | Volume 14 | Article 643763

Frontiers in Molecular Neuroscience | www.frontiersin.org



Schlabitz et al

Epileptiform Activity and Gene Expression

confocal microscope (LSM 700, Zeiss, Oberkochen, Germany) at
20x magnification. DAPI signals were obtained at 470 nm by
laser excitation at 405 nm, while PI signals were measured at
617 nm upon excitation at 555 nm. Z plane image stacks were
acquired at intervals of 2.47 pm beginning at the surface up to
40-50 mm depth. Images were visualized using ZEN software and
processed using ImageJ 1.51m9. DAPI and PI/DAPI positive cells
were counted in the somata containing areas of the hippocampal
formation (st. granulosum of dentate gyrus, st. pyramidale of
CA3, CA1l and subiculum) and two cortical depths (layer I-IIT
and layer IV-VI of the EC and TG, respectively) in a visual field
sized 500 x 300 pwm. Slice viability was assessed as the ratio
between PI positive and DAPI positive (dead/total) cells for each
investigated region.

Data Analysis and Statistics

Raw image data were analyzed with Image] 1.51m9, MATLAB
and MS Excel. Statistical analysis and processing of graphs were
performed using GraphPad Prism 5 or 7 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, United States). All data were first tested for
normality distribution with D’Agostino and Pearson omnibus
normality test. If the evaluation of normality was not possible
due to too small sample size, Kruskal-Wallis non-parametric
test was used. To assess statistical significance between groups,
continuous variables were examined using ordinary one-way
ANOVA with multiple comparisons (normally distributed
data) or Kruskal-Wallis test (non-normally distributed data
or small sample size) and post-hoc Tukey’s or Dunnett’s
multiple comparison of individual groups. Values of p < 0.05
were considered statistically significant. All data analyzed by
parametric tests are expressed as mean =+ standard deviation
while data analyzed by non-parametric tests are shown as
median = interquartile range. OmniGraffle 7 (The Omni Group,
Seattle, WA, United States) was used as graphical software
to process images.

RESULTS

Properties of 4-AP Induced SLEs in

Acute Rat Brain Slices

Epileptiform activity due to 4-AP treatment was induced in
100 rat slices (five slices per animal). Local field potentials
were recorded in 20 selected slices and yielded 572 SLEs.
In the lateral EC, SLE activity started on average 18.0 min
(£7.5 min) after 4-AP onset and maintained a stable frequency
throughout the entire 4 h incubation period. SLEs displayed
the following electrophysiological properties: incidence median
024 £+ 0.09/min in EC and 0.22 £+ 0.05/min in CAl;
amplitude median 0.81 + 0.52 mV in EC and 0.62 £ 0.29
mV in CAl; duration median 50.54 + 28.39 s in EC
and 51.88 + 40.31 s in CAl (Figure 2). SLE activity
never occurred in slices incubated in standard aCSF. In
five ventral slices with respect to the dorsoventral axis, the
4-AP induced activity differed such that no separate SLE
but rather a persistent epileptiform activity was observed
in the course of the experiment (Supplementary Figure 1).

These slices were excluded from further electrophysiological
analysis. Simultaneous to electrophysiological recordings, the
spatiotemporal evolution of SLEs was monitored by IOS within
the entire slice (Figure 3A). Each SLE was assessed for onset
and propagation region, respectively. SLE onset in the TC
was observed in 61.1% of SLEs followed by 27.4% in the EC
and 0.0% in the H (median numbers). In addition to single
regions, 57 SLEs (10.0%) in 13 slices had a multiregional
onset in anatomical regions distant from each other. The onset
region was dependent on the slice origin with respect to the
dorsoventral axis such that hippocampal onset almost exclusively
occurred in ventral slices while TC and EC onset was more
frequent in medial and dorsal slices. Regarding propagation, 49
SLEs (8.6%) in nine slices stayed limited to the onset region
while the remaining (>90%) SLEs propagated at least to one
neighboring region. The vast majority of SLEs propagated within
neocortical regions and invaded hippocampal structures only
to a minor degree (6.7%), and, similar to onset, mainly in
ventral slices. Propagation to the TC and EC was frequently
observed in dorsal and medial slices, respectively. SLE extent
assessed by comparing the affected area with the total size of
a given region revealed the largest expansion of epileptiform
activity in the TC (68.8%) followed by the EC (68.1%). In
line with the low rate of onset and propagation, expansion of
SLEs within the hippocampus was low (34.0%) and involved
in most of the cases the subiculum as previously reported
(Heuzeroth et al,, 2019). All SLEs were associated with an
increase in light transmittance with the maximum in the TC
(AT/T = 2.94%) followed by the EC (AT/T = 2.23%) and
the H (AT/T = 1.98%). Summary of optical results is given
in Figures 3B-G. Overall, the TC stood out such that it
presented as the most frequent onset region, displayed the largest
intraregional expansion and showed the maximal increase of
light transmittance.

Spreading Depolarizations

Increasing excitability not only decreases the threshold for
SLEs but also for spreading depolarizations (SDs) that
reflect a propagation of neuronal silencing due to loss of
ion homeostasis and a depolarization block (Dreier, 2011).
Electrophysiologically, SDs are distinguished from SLEs by
their massive amplitude, duration > 1 min and subsequent
block of interictal activity. 16.5% of SLEs were associated
with simultaneous SDs. No preferred region of SD occurrence
could be detected (median numbers, Figure 3H). The relative
SD expansion within a given anatomical region was smaller
than SLE expansion and showed no significant interregional
difference (Figure 3I). In IOS recordings, SDs led to a marked
decrease of light transmittance which was pronounced in the
TC (AT/T = —1.77%) followed by EC (AT/T = —1.27%) and H
(AT/T = —1.19%) (Figure 3J).

Cell Death Assay

Neuronal activity in acute brain slices can be recorded up to
8 h after slice preparation. Within this time frame, occurrence of
cell death with impact on gene expression and neuronal activity
is likely (Buskila et al., 2014) and needs to be considered. To
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FIGURE 2 | Electrophysiological recordings in rat slices. (A) Schematic drawing of a combined hippocampal-entorhinal cortex slice with localization of two
extracellular recording electrodes in layer IV/V of the lateral EC and stratum pyramidale of the hippocampal CA1 region, respectively. TC = temporal cortex,

LEnt = lateral entorhinal cortex, MEnt = medial entorhinal cortex, S = subiculum, CA1-3 = hippocampal cornu ammonis, DG = dentate gyrus. (B) Exemplary trace of
local field potentials in the EC during a 4 h experiment with stable occuring seizure-like events (SLEs). Single SLE marked in rectangle with enlarged presentation
below. Monomorphic configuration of SLE with an initial sharp transient superimposed by a tonic and then clonic-like phase. (C) Representative recording of
simultaneous interictal spikes in hippocampal CA1 during the same experimental period, enlarged depiction in the lower trace. (D-F) SLE properties in the EC
remain stable as demonstrated by similar frequency (D), amplitude (E), and duration (F) for each treatment duration in a total number of n = 20 slices (five slices for
each 4-AP treatment duration of 1, 2, 3, or 4 h). Scatter plots represent individual recordings for 4-AP treatment duration of 1-4 h, superimposed boxes show

4-AP incubation time (h)

assess the impact of cell death on our results, we performed
combined PI and DAPI staining in acute brain slices stored
for different time periods. In all investigated brain regions, cell
death increased time-dependently under 4-AP treatment as well
as control conditions (Figure 4): In basal slices not subjected to
storage, the rate of cell death ranged between 3.4% (£8.8%) in
the superficial TC layers and 11.6% (+4.5%) in the dentate gyrus.
Upon incubation for 4 h (5.5 h when including recovery), the
extent of cell death markedly increased. In the hippocampus it
varied between 14.8% (45.4%) in subiculum and 39.0% (£17.1%)
in dentate gyrus. In neocortical regions, incubation increased
the rate of cell death in deep as well as superficial layers (layer
I-1II: 15.9% in EC; 9.7% in TC, layer IV-VI: 24.9% in EC; 25.5%
in TC). No differences were observed when comparing 4-AP

treatment and control, suggesting that 4-AP and the associated
epileptiform activity do not increase processes leading to cell
death. 4-AP treatment even tended to reduce the cell death rate
within the 4 h intervention period when compared to time-
matched controls.

Reference Gene ldentification

To identify a reference gene not dependent on neuronal activity
or storage duration, we compared Actb, Ywhaz, Hprtl, Reep5,
and Tbp. Cq variability did not differ across investigated regions
(H: 19.1-32.8; EC: 19.5-29.8; TC: 19.6-31.5) (Supplementary
Figure 2A). In all investigated regions, Actb was the most
abundantly expressed gene and Tbp showed the lowest gene
expression (Supplementary Figure 2B). In order to obtain a
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FIGURE 3 | Intrinsic optical imaging (I0S) in rat slices. (A) Color-coded SLE amplitude (AT/T) over time during an exemplary SLE generated in the temporal cortex
and propagating to the entorhinal cortex without further invading the hippocampal formation. Characteristics of SLEs (B-E) and spreading depolarizations (SDs)
(H-J) measured by I0S in n = 20 slices (five slices for each 4-AP treatment duration of 1, 2, 3, or 4 h), scatter plots represent means of individually recorded slices,
superimposed boxes show median =+ interquartile range (o < 0.05, ***p < 0.001). (F-G) SLE origin is influenced by the anatomical slice origin (dorsoventral axis)
separated in ventral (—7.6 to —6.8 mm ventrally from bregma), medial (—6.4 to —5.6 mm) and dorsal (—5.2 to —4.4 mm) regions.

more robust stability ranking, the NormFinder algorithm was et al., 2004). Reference genes with standard deviation > 0.25
applied to calculate the gene stability value M based on standard ~ (Reep5 in H and Tbp in TC) were excluded. Among the remaining
deviation expressed intra- and intergroup variation (Andersen candidates, Ywhaz turned out to be the most stably expressed

Frontiers in Molecular Neuroscience | www.frontiersin.org 9 March 2021 | Volume 14 | Article 643763



Schlabitz et al

Epileptiform Activity and Gene Expression

*k o
0.6 *HK 0.6 **
L 2
T © *
< * x
o 04 a 04
g g Lol
o o
13 '™
of, W1t
0.0 4+~
B 1h 4h 1h 4h B 1h 4h 1h 4h
Control 4-AP Control 4-AP
CA1 CA3
0.8 0.8
*k
0.6 ok 0.6 "o
2 K]
© ©
g . g
a 04 o 04
< . <
Q . e .
E . E ale .
021 ° f 'I;
oo LY |
B 1h 4h 1h 4h B 1h 4h 1h 4h
[E— [— [E— [E—
Control 4-AP Control 4-AP

“p < 0.001).

FIGURE 4 | Cell death assay for rat slices. (A) Schematic depiction of a rat slice with eight visual fields (500 x 300 wm) in which cells were counted: two layers of
each entorhinal (EC1 and EC2) and temporal cortex (TC1 and TC2) as well as subiculum (S), CA1, C3 and dentate gyrus (DG). (B) Exemplary images acquired by an
inverted confocal microscope (20x magnification, merged Z plane image stack), left: DAPI staining (2 j.g/ml), in center: Pl staining (1 wg/ml), right: merged. Scale
bar 100 um. (C) Slice viability measured as ratio of Pl (dead) and DAPI (total) positive cells in n = 41 slices (9 x basal, 8 x control 1 h, 8 x control 4 h, 8 x 4-AP 1 h,
8 x 4-AP 4 h). Scatter plots represent PI/DAPI-Ratio of individually stained slices, superimposed boxes show median =+ interquartile range (p < 0.05, *p < 0.01,
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gene across all groups (stability value M: H 0.069; EC 0.09; TC
0.071) (Supplementary Figure 2C) and was therefore used as the
reference gene for qPCR in the following experiments.

Gene Expression Analysis

Investigation of activity-dependent gene expression in rat brain
slices was performed for the genes c-Fos, Icer, and mTor
referenced to Ywhaz expression as stated above. In basal slices
immediately processed after the slice procedure, relative c-Fos
expression varied between regions with the lowest expression in
the H and the highest expression in the TC (median c-Fos/Ywhaz:
H = 0.0033, EC = 0.0080, TC = 0.0134). Basal c-Fos mRNA

levels were positively correlated with the duration of the brain
slice preparation (Supplementary Figure 3). In comparison to
basal values, incubation in aCSF markedly increased c-Fos gene
expression. This increase was strongest after 1 h of incubation
(corresponding to 2.5 h when including recovery) and most
distinctive in the H (median fold induction of 69.5 relative to
basal) followed by the EC (median fold increase of 20.1) and the
TC (median fold increase of 7.8). Compared to 1 h, incubation for
longer intervals (2-4 h or 3.5-5.5 h including recovery) resulted
in weaker c-Fos expression which was negatively correlated with
incubation time (Figure 5). In 4-AP treated slices, a similar
time course of c-Fos expression with the strongest increase
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FIGURE 5 | Activity and time dependent c-Fos gene expression in rat slices. Induction of c-Fos mRNA relative to basal gene expression in (A) Hippocampus, (B)
Entorhinal cortex, and (C) Temporal cortex, respectively. All investigated conditions are represented: control slices (control), 4-AP treated slices (4-AP) with
experimental duration of 1, 2, 3 or 4 h. For relative quantification in RT-gPCR, Ywhaz was used as reference gene. Scatter plots show means of individual rats
(n = 20) since tissue was pooled before RT-qgPCR, superimposed lines represent median =+ interquartile range (*p < 0.05, **p < 0.001).

after 1 h of incubation and subsequent decrease was observed.
Strikingly, when comparing c-Fos expression in 4-AP treated
slices to time-matched controls, c-Fos expression was consistently
higher in the intervention group (Figure 5). Correlation of the
duration of intervention and c-Fos expression revealed a time-
dependent increase of c-Fos mRNA that largely differed across
examined brain regions (Figure 6A). In the hippocampus, 4-
AP treatment increased c-Fos mRNA levels only marginally
with a (non-significant) slope of 0.19 while significant slopes
of 0.64 (p < 0.05) and 2.18 (p < 0.01) were observed in the
EC and TC, respectively. The spatiotemporal pattern of Icer
expression was similar to c-Fos but showed a weaker increase.
In all investigated regions of basal slices, Icer mRNA levels
were low when compared to c-Fos mRNA (median Icer/Ywhaz
H = 0.0002, EC = 0.0003, TC = 0.0003). Reflecting the effect
of slice preparation and storage, Icer gene expression was also
induced in control slices. In contrast to c-Fos, the strongest
increase of Icer mRNA levels was observed in control slices
incubated in aCSF for 3 h (median fold induction relative to
basal: H 15.1; EC 15.0; TC 6.3) (Supplementary Figures 4A-
C). Comparing Icer expression between 4-AP and control, slices
revealed a region and time-dependent increase of Icer mRNA in
4-AP treated slices (Figure 6B): while in the H and the EC, 4-
AP treatment had only a marginal effect, it clearly induced an
increase in Icer expression in the TC with a significant slope of
0.41 (p-value 0.0271). In basal slices, mTor mRNA did not largely
differ between the investigated regions (median mTor/Ywhaz
H = 0.0137, EC = 0.0151, TC = 0.0145). Interestingly, in all
investigated regions, a weak, time-dependent decrease of mTor
expression in both control and 4-AP treated slices was observed.
In the EC and TC, the decrease of mTor mRNA levels got
significant in 4-AP treated slices after 4 h (Supplementary
Figures 4D-F). Compared to time-matched control slices, 4-AP
induced epileptiform activity did not show any effect on mTor
gene expression.

So far, our data demonstrated that gene expression of all
examined genes depends on the duration of storage and in

case of c-Fos and Icer additionally to the chosen condition
(control/intervention). Gene expression was also associated with
the pattern of epileptiform activity: in case of c-Fos, the 4-AP
induced increase of gene expression and the rate of SLE onset
were positively correlated with highest values in the TC and
lowest values in the H (Figure 6C). This positive correlation
was also observed between c-Fos expression and the intraregional
SLE expansion and the maximum increase of IOS intensity
(Figures 6D-E). Similar effects could be confirmed for Icer
(Figures 6C-E), albeit to a weaker extent. Naturally, no such
correlation was observed for mTor that did not show changes in
gene expression.

Gene Expression Analysis in Human

Tissue

In human tissue, the NormFinder algorithm revealed RPLI3A
as the most stable gene (stability values M: RPLI3A 0.068;
ACTB 0.07; TBP 0.115) (Supplementary Figure 5) and therefore
employed as reference gene for the following qPCR experiments.
To identify the region of seizure onset in human slices, we
likewise performed electrophysiological recordings combined
with optical imaging (Figure 7A). During 4 h of application,
SLEs (Figure 7B) were recorded for a minimum of 40 min to
identify the seizure onset site. In a significant proportion of
investigated slices, the onset site varied in the course of the
experiment. In these slices, the area with the highest number
of SLE onsets was assigned as the onset region and further
processed. qPCR revealed that c-FOS expression increased both
during 4 h storage in standard aCSF (control) and epileptogenic
aCSF (intervention). Similar to rat slices, the relative increase
of ¢-FOS in the intervention group was higher compared to
control and basal conditions (Kruskal-Wallis test, p-value 0.0031;
Dunnet’s post hoc test, Basal vs. Onset 4+ Rest p-value < 0.01).
Values from onset site and the remaining slice were pooled as
no difference in ¢-FOS expression could be detected between
these regions. As depicted in Figure 7C, in slices subjected to
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FIGURE 6 | Spatiotemporal correlation of epileptiform activity and gene expression in rat slices. Summary of results from rat slices demonstrating spatial and
temporal dependence of c-Fos and Icer expression. (A,B) Scatter plots show means of MRNA expression ratios of 4-AP vs. control from individual rats (n = 20) and
different incubation intervals for hippocampus (H), entorhinal cortex (EC), and temporal cortex (TC), respectively. Regression lines show significant temporal
correlation between 4-AP exposure and c-Fos (A) or Icer expression (B). (C-E) Spatial dependence of gene expression following 4-AP treatment duration of 4 h
(n = 5) shown by spatial parameters such as rate of SLE onset (C), SLE expansion within anatomical region (D) as well as SLE amplitude (E). Note that data in C-E
are presented as median and do not sum up to 100%.
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FIGURE 7 | Activity-dependent c-FOS expression in human slices. (A) Example of a typical I0S image of a SLE in a human cortex slice at 60 s after start. (B)
Example of an electrophysiological trace showing a SLE recorded in human cortical layers I/l upon application of aCSF containing 8 mM potassium and 100 uM
4-AP. (C) Scatter plots showing c-FOS expression fold changes relative to basal condition. All data are normalized to the reference gene RPL13A and expressed as
median + interquartile range. c-FOS expression in slices displaying SLE activity is higher when compared to basal condition (**p < 0.01, n = 5).

Fold induction of (h)c-FOS mRNA

seizure-like activity, c-FOS expression was increased 26.1-fold
relative to basal conditions. In contrast, control slices incubated
with standard aCSF showed a median fold-increase of ¢-FOS
expression of 15.7.

DISCUSSION

In the present proof-of-principle study, we investigated the
association between neuronal activity and gene expression
in acute brain slice preparations, mainly from rodents. For
the activity-dependent genes c-Fos and Icer, we found a
positive spatiotemporal correlation between gene expression and
epileptiform activity while no correlation was found for mTor.
Increases induced by neuronal activity could be differentiated
from increases inherent to slice preparation, temperature
variations and incubation time. We were able to partly reproduce
the results on c-Fos mRNA increase observed in rat slices in
human brain slice preparations from epilepsy surgery.

The highest correlation between gene expression and
epileptiform activity was observed in case of c-Fos, its expression
is well established as a marker of neuronal activity (Willoughby
et al., 1995; Mihdly et al., 2001; Szyndler et al.,, 2009; Barros
et al,, 2015). As an immediate early gene within the family of
inducible transcription factors, c-Fos is involved in regulating
cellular responses including differentiation, plasticity and cell
degeneration (Chiu et al, 1988; Pennypacker et al, 1994).
Proconvulsant stimuli result in an increase of c-Fos mRNA
as well as c¢-FOS protein in rat brains in vivo (Barros et al.,
2015; Yang et al., 2019). A regional and persistent induction
of ¢-FOS gene expression was also found in human epileptic
neocortex regardless of the underlying pathology (Rakhade et al.,
2005). So far, only little data exists about ¢-Fos induction in
brain slices (Massamiri et al., 1994), and this work suffered
from technical limitations as changes in c-Fos expression
were assessed semiquantitatively using southern blots without
accounting for differences between subregions and impact
of exposure time.

With a weaker extent than c-Fos, SLE activity was also
associated with increased Icer mRNA. Icer is a member of cAMP-
dependent transcription factors (Crem = cAMP response element
modulator). Electroconvulsive seizures in vivo increased Crem

and Icer mRNA in rat brains with a maximum at 1 h after
seizures and with a most prominent increase in the dentate
gyrus and deep layers of cerebral cortex (Fitzgerald et al.,
1996). In a different model using pilocarpine-induced status
epilepticus in rats, Icer mRNA assessed in the dentate gyrus
peaked at 6 h and declined to control levels after 1 week (Lund
et al., 2008). Interestingly, phosphorylation of cAMP response
element-binding protein (CREP) that is assumed to positively
affect ICER gene expression was regionally increased in seizure
onset zone of human neocortex measured following epilepsy
surgery (Rakhade et al., 2005), suggesting that involvement of the
CREM/ICER pathways is likely in the pathophysiology of human
epilepsy. Several studies support the idea that activation of the
ICER pathway upon seizures represents an adaptive mechanism
aiming to reduce excess neuronal activity. Crem/Icer null mutant
mice suffered from more frequent seizures following status
epilepticus than their control littermates (Porter et al., 2008), and
overexpression of Icer negatively regulated neuronal plasticity
(Kojima et al., 2008). By revealing a positive correlation of Icer
expression and epileptiform activity, we were able to reproduce
these results in vitro specifically in the TC.

Finally, we investigated gene expression of mTOR, a member
of a complex regulatory pathway modulating proliferation
and neuronal activity. In patients with tuberous sclerosis
complex suffering from severe and treatment-resistant
epilepsy, the mTOR pathway is hyperactivated due to
mutations in TSC1 and TSC2 genes (Overwater et al,
2019). In these patients, treatment with mTOR inhibitors
such as everolimus reduced seizure frequency in up to 40%
of individuals (French et al, 2016). Apart from tuberous
sclerosis complex, the involvement of the mTor pathway
in structural epilepsy was shown in several animal models
(Huang et al., 2010; Zhang and Wong, 2012; Wang et al., 2018),
including chronic models induced by kainate and pilocarpine.
Importantly, the acute phase of mTor activation seems to be
directly driven by epileptiform activity. Pentylenetetrazole
(PTZ)-induced seizures caused a transient mTor activation
in rat hippocampus and neocortex starting by 1 h and
returning to baseline by 16 h after seizure onset (Zhang
and Wong, 2012). Activation of the mTor pathway is
believed to occur by protein phosphorylation rather than
gene activation (Zengetal,2009; Zhangand Wong, 2012).
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In our study, we did not find evidence for additional
activation of mTor gene expression by epileptiform
activity. Rather conversely, mTor expression seems to be
negatively affected by in vitro storage as demonstrated
by decreased mTor mRNA levels in the entorhinal and
temporal cortex.

The results from our cell death assay based on PI/DAPI
staining imply that the 4-AP in vitro model represents a
suitable tool to examine gene expression in vitro. Although
cell death expectedly increased with increasing incubation
intervals, we did not observe spatial or temporal differences
between control and intervention groups. Interestingly, 4-
AP treatment for 4 h tended to decrease the cell death rate
when compared to time-matched controls. Previous studies
demonstrated that preconditioning with 4-AP for 48 h protects
rat cellular granule neuron culture against excitotoxicity by a
number of stressors (glutamate, NMDA and 3-nitropropionic
acid) (Smith et al, 2009). The results are consistent with
an earlier investigation of 4-AP induced protection of
hippocampal and cortical neuron culture (Hardingham
et al., 2002; Tauskela et al., 2008). Overall, exposure to 4-AP
or other proconvulsant agents such as the GABAj4-receptor
antagonist bicuculline, seems to be involved in neuroprotection
(Hardingham et al., 2002; Tauskela et al., 2008), although the
exact mechanisms remain unclear.

In our approach, we aimed to systematically overcome
previous technical limitations by using various internal controls,
applying quantitative means to measure gene expression and
comparing different regions within a slice as well as different
exposure times to the applied proconvulsant. As an acute in vitro
model of seizures, we used 4-AP as in this model epileptiform
activity remains stable over hours. We could clearly detect
spatial differences demonstrated by the highest increase of c-
Fos expression in the TC, the most frequent onset region for
SLEs, while in the hippocampus, only a marginal increase in c-
Fos mRNA was observed. This correlation applied also to the
intraregional SLE expansion and activity-dependent increase of
light transmittance.

Our work poses several limitations. According to previous
reports, hippocampal slice preparation causes a remarkable
induction of c-Fos mRNA within 6 h when compared to intact
hippocampus (Taubenfeld et al., 2002). We confirmed these
results with a hippocampal c¢-Fos mRNA increase up to 70-
fold while increase in the entorhinal and temporal cortex was
much lower. We assume that structural differences between the
investigated regions including strong reciprocal connectivity in
the hippocampus renders the latter more sensitive to the transient
but massive neuronal activation during slice preparation. This
high sensitivity with massive c-Fos increase in basal hippocampal
slices presents a limiting factor as gene expression is not
unlimited. It seems rpossible that strong initial hippocampal c-
Fos increase made a further increase upon SLE induction less
likely. This aspect together with the low incidence of SLEs in
the hippocampal formation might explain the weak effects of
SLE activity on hippocampal gene expression. The artificial,
in vitro setting presents a general limitation that cannot be
easily overcome. Gene expression observed in vitro might largely

differ from the natural in vivo situation. Therefore, future
observations from human samples investigated in vitro need to
be interpreted with caution.

In human slices, ¢-FOS expression correlated with
epileptiform activity, but we did not find increased expression
in the onset zone, most likely due a high variability of the SLE
onset and consequently probable imprecise definition. This onset
variability as compared to rat tissue is likely due to the overall
variability of human tissue obtained from different patients with
consequent impact on the activity in vitro (Andersson et al.,
2016; Wickham et al., 2018; Kraus et al., 2019) and also due
to differences in tissue or different slicing angles (Kraus et al.,
2020). All these variables not only influence neuronal survival
and network excitability, but also could have affected gene
expression. Finally, the infrequent availability and low number
of human samples allowed only for a limited analysis and also
precluded detailed comparison with rat tissue.

The discussed limitations need to be considered in future
studies. In case of human tissue, however, using an ex vivo
approach remains without alternatives. Overall, our results
indicate that irrespective of limitations mostly imposed by ex vivo
conditions, in vitro models in general represent a suitable
tool for the investigation of gene expression by epileptiform
activity. As an outlook, transcriptome-wide approaches including
spatial transcriptomics as well as investigation of single cell
profiles might reveal novel candidates involved in the human
pathophysiology of epilepsy and possibly other CNS pathologies.
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