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Etablierung eines in vitro Modellsystems
zur Differenzierung synaptisch verkniipfter
Nervenzellen aus pluripotenten embryonalen

Stammzellen der Maus
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Zusammenfassung

Die Untersuchung grundlegender Differenzierungspro-
zesse und toxischer Wirkungen wéhrend der embryona-
len Neurogenese wird bis heute durch den Mangel an
adiquaten zelluldren Modellsystemen erschwert. Neuro-
ne aus friithen Stadien der Embryogenese konnen nur in
geringen Mengen und unter erheblichem Einsatz von
Tieren gewonnen werden. Permanente Tumorzellinien,
die in neuronen-édhnliche Zelltypen differenzieren
konnen, stellen nur eine beschrinkte Alternative zum
Einsatz embryonaler Primdirkulturen dar. Keine der
bekannten permanenten Zellinien ist in der Lage, voll-
stéindig differenzierte, synaptisch verkniipfte Nervenzel-
len in vitro zu bilden.

Eine neuwe Maglichkeit zum Studium von Entwicklungs-
prozessen auf zelluliirer Ebene bieten pluripotente
embryonale Stammzellen (ES-Zellen'), die grundséitzlich
Zellen aller drei Keimbliitter bilden konnen. Die erfolg-
reiche Differenzierung von Nervenzellen aus ES-Zellen
wurde bisher noch nicht detailliert beschrieben.

Durch Nutzung der ES-Zellinie BLC 6 und Kultivierung
der Zellen in embryo-ihnlichen Aggregaten (embryoid
bodies) ist es uns gelungen, in vitro neuronale Zellen mit
einer hohen Effektivitit zu differenzieren. Eine elektro-
physiologische Charakterisierung der BLC 6-abgeleite-
ten Neurone zeigt, daf3 diese Zellen die komplexen
elekirischen Eigenschaften postmitotischer Nervenzellen
besitzen und durch inhibitorische und exzitatorische
Synapsen funktionell gekoppelt sind.

Das BLC 6 Modell diirfte das derzeit einzige zelluliire
Entwicklungsmodell darstellen, das Untersuchungen von
einer pluripotenten Stammzelle bis zur terminal differen-
zierten Nervenzelle erlaubt.

Summary: Establishment of an in vitro model system for
the differentiation of synaptically coupled neurons from
mouse embryonic stem cells.

The investigation of fundamental differentiation proces-
ses and toxic effects during the neurogenesis in the
embryo is still difficult, since there are only a few
suitable cellular model systems available so far. The
isolation of neurons from early embryonic origin results
in a very small amount of cells and a high number of
laboratory animals is required for this purpose.
Permanent tumor cell lines, able to differentiate into
neuron-like cell tvpes, are only a limited alternative for
the use of primary cultures. None of the known perma-
nent cell lines is capable to form terminally differentia-
ted, synaptically coupled neurons in vitro.

Embryonic stem (ES) cells can generate cell types of all
three germ layers and provide a new possibility to study
developmental processes on a cellular level. Neverthe-
less the successful differentiation of neurons from ES
cells has not been shown.

By using the ES cell line BLC 6 and cultivation of the
cells in embryo-like aggregates (embryoid bodies), we
were able to differentiate efficiently neuronal cells in
vitro. The electrophysiological characterisation of the
BLC 6-derived neurons shows that these cells carry the
complex electrical properties of postmitotic neurons and
are coupled by inhibitory and excitatory synapses.

The BLC 6 model probably represents the only develop-
mental cell model suitable for studies from pluripotent
stem cells to terminal differentiated neurons.

Keywords: Embryonic stem cells, neuronal development,
electrophysiology, ionic channels, neurotoxicity

! Abkirzungen: AMPA, (+)-a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-
propionsdure; AP-5, ()-2-Amino-5-phosphonopentanolséure; Bicu-
cullin, (-)-Bicucullinmethchlorid; CNQX, 6-cyano-7-nitroquinoxaline-
2 3-dion; EB, embryoid body; ES-Zellen, embryonale Stammzellen-;
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(D)MEM Dulbeccos minimal essential medium; FKS, fétales Kélber-
serum; GABA, g-Aminobuttersdure; l, ly., I, , spannungsabhéngige
K*, Na* und Ca®*-Stréme; NMDA, N-methyl-D-aspartat; RA, all-trans
Retinolsdure; TTX, Tetrodotoxin; ZNS, Zentralnervensystem
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1 Einleitung

Dic onlogenetische  Entwicklung
des zentralen Sdugernervensystem
(ZNS) ist ein hochkomplexer und
vielfiltig regulierter ProzeB. Unser
Wissen iiber die molekularen Grund-
lagen dieser Differenzierungsprozes-
se, inshbesondere wiihrend der frithen
embryonalen Neurogenese, ist bis
heute aber nur sehr beschriankt
(McKay, 1989; Luskin, 1994).
Aufgrund der hohen Durchlissig-
keit der Plazentaschranke ist der sich
entwickelnde Embryo [fast allen
durch den miitterlichen Organismus
aufgenommenen Substanzen zu-
ginglich. Besonders in den frithen
Stadien der Embryogenese fiihren
teratogene und embryotoxische Ein-
fliisse zu schweren MilBbildungen
oder zum prinatalen Tod. Das ZNS
stellt dabei einen der sensibelsten
Punkte fiir prinatale Schiddigungen
dar. Aus diesem Blickwinkel ist es
von groBem Interesse, mehr lber die

embryonalen  Differenzierungsme-
chanismen und damit {iber mogliche
Ansatzpunkte embryoschidigender

Substanzen wiihrend der Neurogene-
se zu erfahren.

Obwohl es in den vergangenen
Jahren gelungen ist, einige Vorliu-
ferzellen neuronaler Zelltypen aus
dem Embryo zu isolieren und zu
kultivieren (Temple und Raff, 1985;
Anderson und Axel, 1986; Temple,
1989), besteht ein Hauptproblem
beim Studium der frithen neuronalen
Entwicklung weiterhin in der Zu-
ginglichkeit geeigneten Zellmateri-
als.

Die Isolation von frithen priméren
embryonalen Zellen erfordert einen
sehr hohen Einsatz an Tieren, und
die Zahl der gewonnenen Zellen ist
in der Regel so gering, dall keine
biochemischen oder molekularbio-
logischen Methoden zu ihrer Unter-
suchung cingesetzt werden konnen.
Ein Miuseembryo besteht am Tag 8
nach Befruchtung, einem Zeilpunkt,
an dem sich bereits erste neuronale
Zelltypen gebildet haben, aus unge-
fahr 25.000 Zellen. Bei ciner Ein-
zelzellpraparation kinnten aus die-
sem Stadium etwa 0.1% neuronale
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Zellen gewonnen werden, d.h, 25
Zellen!

Dic Nutzung permanenter Tumor-
zellinien ermiiglicht eine cinluche
Kultvierung und Gewinnung relativ
grofier Zellmengen fiir biochemische
Untersuchungen und toxikologische
Screeningverfahren. Eine ganze Rei-
he solcher Linien, abgeleitet von
neuronalen bzw. neuroendokrinen
Tumoren (z.B. PCIl2, SHSY-5Y)
oder Teratokarzinomen (P19, NT2),
kann zu Neuronen-ihnlichen Zellen
differenziert werden. Allerdings ist
das Differenzierungspotential dieser
Zellinien beschriinkt, und dic gebil-
deten necuronalen Zellen unterschei-
den sich in wichtigen Merkmalen
von reifen Nervenzellen, es fehlt z.B.
eine Kopplung durch tfunktionelle
Synapsen.

Einen neuen Zugang zum Studium
friiher embryonaler Entwicklungs-
etappen bieten ES-Zellinien (Evans
und Kaufman, 1981). Diese Zellen
konnen  als  ,selbsterneuernde”
Stammzellen permanent in Kultur
vermehrt werden. Sie vereinigen die
Vorteile einer permanenten Zellinie
nichttransformierten  pluripotenten
Phiinotyps mit der Fihigkeit, in vitro
in Zelltypen aller drei primiren
Keimblitter differenzieren zu kon-
nen (Doetschmann et al., 1985; Wo-
bus und Hescheler, 1992; Maltsev et
al., 1994; Rohwedel et al., 1994).

In der vorliegenden Studie nutzten
wir die ES-Zellinic BLC 6 (Wobus et
al., 1988) zur in vitro Differcnzie-
rung neuronaler Zellen. Mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik, einer hoch-
empfindlichen  elektrophysiologi-
schen MeBmethode, konnten wir zei-
gen, daf} die aus BLC 6 Stammzellen
abgeleiteten Neurone alle wesentli-
chen Eigenschaften differenzierter
Nervenzellen, inklusive der synapti-
schen Kopplung besitzen.

Das BLC 6 Modell bietet damit
nicht nur neue Madoglichkeiten zur
Untersuchung  zelluldrer Entwick-
lungsvorginge, sondern stellt auch
ein relativ einfaches System zur Te-
stung toxischer Substanzen wihrend
der Nervenzelldifferenzierung dar.

: J‘}'f%"*
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur und Zell-
differenzicrung:

BLC 6 Stammzellen wurden auf
embryonalen Mausfibroblasten als
feeder layer™ kultiviert (Rohwedel
et al., 1994) und in einem Abstand
von 2 Tagen passagicrt. Zur Diffe-
renzierung wurden die Zellen in em-
bryo-idhnliche Aggregate (embryoid
bodies) Uberfiihrt. Das angewandte
Differenzierungsprotokoll  wird in
Abbildung | beschrieben. Alle im
folgenden angegeben Zeitpunkte be-
ziehen sich auf das Plattieren der
embryoid bodies (EBs) in Multiwell-
schalen. Wihrend der Differen-
zierung wurden die Zellen in
(D)MEM (Biochrom, Berlin, FRG),
supplementiert mit 20% fotalem Kal-
berserum (FKS, Gibco BRL, Eggen-
stein, FRG), 2 mM Glutamin (Gibco
BRL), nichtessentiellen Aminosiu-
ren (Stockldsung 1:100, Biochrom),
100 U/100 pg/ml Penicillin/Strepto-
mycin (Biochrom) und 50 puM B-
Mercaptoethanol (Serva, Heidelberg,
FRG), gehalten.

2.2 Elektrophysiologie:

EBs, kultiviert fiir 2 bis 20 Tage auf
gelatinierten Deckglidsern, wurden in
eine Perfusionskammer (4 ml/min)
transferiert und die neuronalen Zel-
len in den EB-Ausliufern identifi-
ziert. Ganzzell-Patch-Clamp-Experi-
mente [Hamill et al.,, 1981] wurden
bei 37°C durchgefiihrt (mit Ausnah-
me von Experimenten zur Bestim-
mung der TTX-Sensitivitit von Na'-
Kaniilen, die bei 8°C durchgefiihrt
wurden). Patch-Pipetten mit Pipet-
tenwiderstinden zwischen 3 und 6
MQ wurden aus Borosilikatglas-
kapillaren (Jencons, Leight Buzzard,
UK) hergestellt. Tonenstrome wur-
den mit emem List LM / EPC 7
Patch-Clamp-Verstirker (List Elec-
tronics, Darmstadt, FRG) sowie dem
CED Interface (Cambridge Electro-
nic Design, Cambridge, UK) aufge-
zeichnet. Die Zellkapazitiiten wur-
den durch 2 ms lange Spannungs-
rampenpulse von —80 zu —100 mV
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bestimmt. Die Daten wurden gefil-
tert (3 kHz) und auf Harddisk oder
DAT-Recorder gespeichert. Off line
Datenanalyse wurde mit Hilfe der
CED Software und SigmaPlot 5.0
(Jandel Corp., Corte Madeira, USA)
durchgefiihrt. Statistische Werte sind
als Mittelwerte + SEM angegeben.

Die Patchpipetten wurden mit ei-
ner K*-Ldsung (11) gefiillt, die fol-
gende Substanzen enthielt: 20 mM
K-BAPTA, 50 mM KCI, 1 mM
MgCl,, 3 mM MgATP, 10 mM
Hepes, pH eingestellt auf 7.4 mit
KOH bei 37°C. Fiir die Isolation von
einwiirtsgerichteten Ba®*- und Na'-
Stromen verwendeten wir eine Cs'-
Pipettenlosung mit: 120 mM CsCl,
I mM MgCl,, 3 mM Mg,ATP, 10
mM Hepes, 10 mM EGTA, pH 7.4
eingestellt mit CsOH bei 37°C.

Die extrazellulire Standardlosung
(E1) enthielt: 140 mM NaCl, 5.4 mM
KCl, 1.8 mM CaCl,, I mM MgCl,,
10 mM Glukose, 10 mM Hepes, pH
eingestellt auf 7.4 mit NaOH bei
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Abbildung 1: Experimentelles Protokoll
zur in vitro Differenzierung neuronaler
Zellen aus ES-Zellen der Linie BLC 6.
Am Tag 4 wurden die EBs auf gelati-
nierte Deckgléschen in Multiwellschalen
plattiert. Mit Hilfe des gezeigten Proto-
kolls ist es moglich, eine Differenzie-
rungseffektivitat (in % der EBs, die
neuronale Zellen enthalten) von ungefahr
80-90% zu erreichen. Ohne Induktion
mit RA betragt die Differenzierungseffek-
tivitat im Vergleich nur etwa 20-30%.
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37°C. Strome durch NMDA-Rezep-
toren wurden in einer modifizierten
extrazelluliren Losung (E1-OMg)
bestimmt, die wie E1 zusammenge-
setzt war, jedoch kein MgCl, ent-
hielt.

Fiir die Messung von Ba- Stro-
men durch Ca**-Kanile wurde eine
Losung mit; 120 mM D(-)-N-Me-
thylglukamin, 10.8 mM BaCl,, 54
mM CsCl, 1 mM MgCl,, 10 mM
Glukose, 10 mM Hepes, pH einge-
stellt auf 7.4 mit HCl bei 37°C,
benutzt.

Isradipin wurde freundlicherweise
von Sandoz (Basel, Switzerland) zur
Verfiigung  gestellt.  ®-Contoxin
GVIA und w-Agatoxin IVA wurden
von Alomone Labs (Jerusalem, Isra-
el), 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-
dion (CNQX) und (£)-2-Amino-5-
phosphonopentanolsdure (AP-3) von
RBI (Natick, USA) geliefert. Alle
anderen Chemikalien wurden von
Sigma (Deisenhofen, FRG) bezogen.

3 Ergebnisse

3.1 Differenzierungsinduktion
neuronaler Zellen durch
Retinolsaure:

Zur Generierung neuronaler Zellen
aus pluripotenten BLC 6 ES-Zellen
wurden diese zuniichst in 3-dimen-
sionalen EBs kultiviert, wie in Ab-
bildung | gezeigt. 2 Tage nach dem
Plattieren der EBs in Multiwellscha-
len konnten die ersten neuronalen
Zellen morphologisch von anderen
Zelltypen  unterschieden  werden
(Wobus et al., 1988; Rohwedel et
al., 1994). Die differenzierten Neu-
rone erscheinen zuerst als Zellen mit
kurzen Neuriten an der Peripherie
der plattierten EBs und bilden nach
kurzer Zeit (2-3 Tage nach Plattie-
ren) untereinander sichtbare Verbin-
dungen.

Die Induktion mit 107 M Retinol-
saure (RA) wiihrend der Formation
der EBs erhohte die Anzahl der
gebildeten neuronalen Zellen, ohne
deren Morphologie zu beeinflussen.
Vergleichende Patch-Clamp-Unter-
suchungen an Neuronen, die in der

Abwesenheit von RA differenziert
wurden (in (D)MEM unter Zusatz
von 15% DCC FKS (Rohwedel et
al., 1994)), zeigen, dafl sich diese
Zellen in Bezug auf die Expression
von Tonenkanilen und die Form von
Aktionspotentialen nicht von den un-
ter RA-Einflul} entwickelten Zellen
unterscheiden.

3.2 Aktionspotentiale und
spannungsabhingige lonenkaniile
in BLC 6 Neuronen:

Um elektrische und chemische Si-
gnale weiterzuleiten und zu verarbei-
ten, besitzen alle Zellen spezialisier-
te, integrale Membranproteine, soge-
nannte Tonenkanile, die durch Ande-
rungen ihrer elektrischen Leitfdhig-
keit zellulire Antworten auslosen
konnen. Ionenkaniile spielen in elek-
trisch erregbaren Zellen, wie Neuro-
nen, eine besondere physiologische
Rolle und wurden in diesen Zellen
eingehend charakterisiert. Sowohl
die pharmakologischen Eigenschaf-
ten als auch die Lokalisation von
Tonenkanilen in unterschiedlichen
Bereichen des Nervensystems sind
gut untersucht, und aus dem Set von
lonenkanilen einer Zelle, sozusagen
threm ,.elektrophysiologischen Fin-
gerabdruck®, lassen sich prizise
Riickschliisse auf den vorliegenden
Zelltyp ziehen. Ebenso beruhen eine
ganze Reihe von pathophysiologi-
schen Erscheinungen im ZNS, wie
Epilepsien, Folgewirkungen zerebra-
ler Ischimien (Tymianski et al.,
1993), aber auch  genetische
Schiidigungen, z.B. das Angleman
Syndrom (Nakatsu et al., 1993), di-
rekt oder indirekt auf Verinderungen
der Aktivitit oder Expression von
Tonenkanilen.

Wir untersuchten die elektrischen
Eigenschaften und die Entwicklung
von Jonenkaniilen wihrend der Dif-
ferenzierung von BLC 6 Neuronen
mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik
in der ,,Ganzzellkonfiguration™, die
es erlaubt, definierte Ionenstrom-
komponenten einzelner Zellen zu
erfassen.

Die neuronalen Zellen waren wih-
rend der ersten 2-3 Tage nach dem
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Plattieren nicht elektrisch erregbar,
entwickellen  aber  nachfolgend
schnelle, Tetrodotoxin (TTX)-s¢nsi-
tive Aktionspotentiale (Ahh. 2), de-
ren Form und reguliires Muster mit
Aktionspotentiulen von Interncuro-
nen aus dem Rattencortex (Hestrin,
1993) vergleichbar sind. Die Hemm-
barkeit der Aktionspotentiale durch
TTX zeigt an, dal diese hauptsich-
lich durch Na*-Kaniile (sieche unten)
vermittelt werden.

Wir charakterisierten im folgenden
die Tonenstrome, welche die Grund-
lage der beobachteten Aktionspoten-
tiale darstellen, und konnten zeigen,
dall spannungsabhiingige K*-, Na'-
und Ca*-Strome (Ig, Iy, Ic,) mit
anstcigender Stromdichte withrend
der neuronalen Differenzierung ex-
primiert wurden. Da die zeitliche
Abfolge der Expression spannungs-

[+100 mv
r Kon

| £100 mV

Abbildung 2: Stimulierte TTX-sensitive
Aktionspotentiale in neuronal differen-
zierten BLC 6 Zellen

Aktionspotentiale eines 7 Tage alten
BLC 6 Neurons wurden unter Standard-
bedingungen (I1, E1) in der Ganzzellkon-
figuration der Patch-Clamp-Technik
gemessen.

Aktionspotentiale wurden durch die
Injektion eines positiven Stromes von 2
nA ausgeldst. Gezeigt sind Aufzeichnun-
gen vor (Kon) und wahrend der Applika-
tion von 0,1 uM TTX. Die gestrichelte
Linie gibt ein Potential von 0 mV an.

abhiingiger Tonenkanile kritisch fur
dic weilere Zelldifferenzierung und
Entwicklung sein konnte (Spitzer et
al.,, 1994), wurde der czeitliche An-
stieg von Iy, L, und I, wihrend der
gesamten  Diflerenzierungsperiode
(2-20 Tage nach Plattieren) unter-
sucht. Wir konnten alle 3 Kanaltypen
bereits am Ditferenzierungstag 2
(nach Plattieren) nachweisen und
fanden, daB sich der Ansticg ihrer
Stromdichten durch monoexponenti-
elle Funktionen (Abb. 3) beschreiben
ldlt. Weiterhin stellten wir fest, dal3
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Abbildung 3: Entwicklungsabhangige
Expression spannungsabhangiger
lonenkanéle in neuronalen BLC 6 Zellen
Von Tag 2 bis 20 nach Plattieren der
EBs wurden spannungsabhéngige
K*(I,)-» Na*(lya)- und Ca™*(lc,)-Kanale in
neuronalen Zellen gemessen. Iy, |y, und
lca wurden durch Spannungspulse zu
+40, —20 bzw. 0 mV ausgeldst. Das
Haltepotential betrug in allen Fallen

—80 mV.

Die Stromdichten (I/C,,) von I, ly, und I,
wurden als Maf fiir die Kanaldichte
bestimmt und gegen die Zeit aufgetra-
gen. Die Werte sind als Mittelwerte +
SEM von =3 Experimenten angegeben
und wurden mit monoexponentiellen
Funktionen (f=a.(1-exp(-x/t))) gefittet
(Linien).

Unter den Zeitverlaufen sind reprasenta-
tive Stromableitungen eines frihen ( 3 d)
und spéten (19-20 d) Differenzierungs-
stadiums gezeigt.

I, Iy, und I, unterschiedlich schnell
ithre maximalen Stromdichten errei-
chen (ausgedriickt in den Zcitkon-
stanten (t) von 4.4; 6,4 bzw. 11,9 d
fiir T, Ty, und I.).

Die pharmakologische Charakteri-
sierung der spannungsabhidngigen
Stromkomponenten  zeigte  eine
»Neuronen-typische’ Sensitivitit der
Kanile fir bestimmte Hemmstoffe.
Iy, war hochempfindlich fiir das
Neurotoxin TTX. Der K,-Wert fiir
die Hemmung von I, durch TTX
wurde mit 15 nM bestimmt (Abb. 4),
ein Wert, der gut mit friiher beschrie-
benen Werten fiir neuronale Na'*-

Kanile (Agnew, 1984) iiberein-
stimmt.
Die pharmakologische Evaluie-

rung  des Ganzzellkalziumstromes
(zusammengefalt in der Tabelle)
zeigte, dall mindestens 4 verschiede-
ne Ca**-Kanalsubtypen (die als L-,
N-, P- und R-Typ bezeichnet wer-
den) in neuronalen BLC 6 Zellen
vorkommen. Darunter finden sich
auch die fiir Nervenzellen charakteri-
stischen P- (Purkinje) und N- (neuro-
nal) Typ Kaniile.

Bom/

30 nM

15 nM

10 nM

5ms

Abbildung 4: TTX-Sensitivitat des
spannungsabhangigen Na“ Kanals in
BLC 6-abgeleiteten Nervenzellen

Ina Wurde bei 8°C durch Spannungspulse
von —80 auf —20 mV aktiviert. Gezeigt
sind der Kontrollstrom (Kon) und Stréme
nach kumulativer Applikation der
angegebenen TTX-Konzentrationen in
extrazellularer Lésung (E1). Die gestri-
chelte Linie gibt den Nullstrom an.

Das Inset zeigt die Abhéngigkeit der I,
Hemmung von der TTX-Konzentration.
Die Daten wurden mit Hilfe der allgemei-
nen Dosis-Wirkungs-Gleichung gefittet.
Die ermittelte halbmaximal-wirksame
TTX-Konzentration (K;) betragt 15 nM.
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Tabelle: Hemmbarkeit des Gesamtkalziumstroms (I.,) in BLC 6 Neuronen durch

spezifische Kalziumkanalblocker

Ca? Kanalsubtyp

Kanalblocker (Konz.)

% Hemmung des I,
(Mittelwert + SEM, n=8)

L-Typ Isradipin (3 uM) 311 9%

N-Typ w-Conotoxin GVIA 34 £ 10%
(3—10 uMm)

P-Typ w-Agatoxin IVA 12+ 6%
{100—200 nM)

R-Typ Cd?* (50 uM) 23+ 11%

3.3 Rezeptor-operierte Ionen-
kaniile und synaptische
Verbindungen:

Im Unterschied zu spannungsakti-
vierten Ionenkaniilen werden Rezep-
tor operierte lonenkanile durch Bin-
dung von Neurotransmittern oder
anderen Signalmolekiilen gesteuert.
Diese Kaniile spielen eine essentielle
Rolle bei der schnellen synaptischen
Ubertragung, sind aber auch an der
Vermittlung trophischer und zytoto-
xischer Prozesse sowie der Synap-
senbildung wihrend der neuronalen
Entwicklung (Lipton und Kater,
1989; Lauder., 1993; Scheetz und
Constantine-Paton, 1994) beteiligt.

Wir testeten die funktionelle Ex-
pression Rezeptor-operierter lonen-
kanile durch Messung der Stromant-
worten nach extrazelluldrer Applika-
tion verschiedener Neurotransmitter
oder selektiver Rezeptoragonisten.
BLC 6 Neurone reagierten auf die
Applikation von y-Aminobuttersiure
(GABA), Glyzin, Kainat und N-
Methyl-D-Aspartat (NMDA), aber
nicht auf Nikotin (Abb. 5).

Der Effekt von GABA (I mM)
wurde durch 100 uM (-)Bicucullin
und der von Glyzin (1 mM) durch 30
UM Strychnin vollstindig gehemmt,
was fiir eine Aktivierung des Stro-
mes iiber GABA, bzw. Glyzin-Re-
zeptoren spricht.

Glutamat, der wichtigste exzitato-
rische Transmitter im ZNS, wirkt
iiber 3 pharmakologisch und funktio-
nell unterschiedliche Klassen iono-
troper Rezeptoren — NMDA —, o-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxa-
zolepropionsiure  (AMPA)-  und
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Kainat-Rezeptoren (Seeburg, 1993).
In hohen Konzentrationen werden
durch Glutamat auch neurotoxische
Effekte., z.B. wihrend neuronaler
Hypoxie oder Ischimie ausgeltst. In
neuronalen BLC 6 Zellen 16sen 100
UM NMDA einen nicht-inaktivieren-
den Strom in der Anwesenheit von
10 uM Glyzin und Abwesenheit von
Mg?* (Abb. 5) aus. Dieser Strom
wurde fast vollstindig durch 50 uM
AP-5 oder durch Entfernen des ex-
trazelluldren Glyzins gehemmt, in
Ubereinstimmung mit dem pharma-

kologischen Profil von NMDA-Re-
zeptoren.

Das Neurotoxin Kainat induziert
schnell desensitisierende Stromant-
worten durch Bindung an Kainat-
Rezeptoren. Es bindet allerdings
auch an AMPA-Rezeptoren und 16st
dabei einen nicht-inaktivierenden
Strom aus (Herb et al., 1992). Ein
solcher, nicht-inaktivierender Strom
konnte in unserem Modell beob-
achtet und durch den unspezifi-
schen AMPA/Kainat-Rezeptorblok-
ker CNQX (20 uM) vollstindig ge-
hemmt werden.

Aus diesen Ergebnissen schluf3fol-
gern wir, dal BLC 6 abgeleitete
Nervenzellen sowohl NMDA- als
auch AMPA-Rezeptoren exprimie-
ren. Diese Eigenschaft konnte bisher
nur fiir eine permanente Zellinie, die
Teratokarzinomlinie NT2-N, gezeigt
werden (Younkin et al., 1993) und
kann als Indiz dafiir dienen, dal3
BLC 6 Neuronen den Differenzie-
rungsgrad postmitotischer ZNS Neu-
rone erreichen. Glutamat-Rezeptor-
vermittelte zytotoxische Effekte wer-

1sec
Kainat ik v & o
(300 M) e b L b
0.5sec
NMDA .Y v : s Al D &
CIR0RMY i Sep vy a3
=
05sec
Nikotin =l2% oo oo 00 G Bsien v
(30 UM) b e 5
2d 7 d 12 d o >

Tage nach Ausplattieren (d)

Abbildung 5: Expression von Rezeptor-operierten lonenkanalen in neuronalen BLC 6

Zellen

Die Wirkung verschiedener Agonisten wurde an neuronalen BLC 6 Zellen wahrend
der gesamten Differenzierungsperiode (2-20 Tage nach dem Plattieren der Zellen)
getestet. Gezeigt sind représentative Experimente von verschiedenen Tagen (2, 7,

12 d) nach dem Ausplattieren der EBs.

In allen Experimenten wurden die Zellen bei einem konstanten Haltepotential von —80
mV gemessen. Die Pfeile zeigen den Beginn und das Ende der Applikation des
jeweiligen Agonisten an. Strome durch NMDA-Rezeptoren wurden in einer Mg™*-freien
Tyrodeldsung (E1-0Mg) in der Anwesenheit von 10 pM Glyzin und 1 uM Strychnin

ausgelost.
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den durch eine drastische Erhohung
der intrazelluliren Ca’*-Konzentrati-
on eingeleitet. In vorliiufigen Experi-
menten mit Hilfe des Kalzium-bin-
denden Farbstoffes ['ura 2 konnten
wir einen Glutamat-bedingten An-
stieg der intrazellularen Kalzium-
konzentration auch in differenzierten
BLC 6 Neuronen zeigen.

Neben dem Nachweis von Rezep-
tor-operierten lonenkanilen wurde
auch ihr Auftreten im Verlaufe der
Nervenzelldifferenzierung unter-
sucht. Ebenso wic bei den span-
nungsabhingigen Kanilen vergro-
Berte sich die Stromdichte (ein MaB
fiir die Anzahl der exprimierten Ka-
niile) der nachgewiesenen Rezeptor-
operierten Kanille im Zuge auf der
Differenzierung (Abb. 5). Wir konn-
ten feststellen, daB GABA,- und
Glyzin-Rezeptoren bereits ab Tag 2
(nach Plattieren) exprimiert wurden,
wobei ein groBerer Anteil der Zellen
auf GABA reagierte. Dagegen konn-
ten Effekte von Kainat erst nach
ungefihr 3 und von NMDA nach
ungefiihr 4 Tagen gemessen werden.
Aus diesen Daten leiten wir ein
zeitliches Schema der Expression
von lonenkanilen ab, das in Abbil-
dung 6 gezeigt ist.

Eine ganz dhnliche Expressionsse-
quenz wurde interessanterweise an
Primiirkulturen embryonaler Neuro-
nen des Rattentectums beschrieben
(Grantyn et. al, 1989) (Abb. 6,
unterer Teil), d.h. die in vitro Diffe-
renzierung von BLC 6 Nervenzellen
lauft nach einem auch im Embryo
ausgepriigten Zeitplan ab.

Das Auftreten der unterschiedli-
chen Rezeptor-operierten lonenkani-
le sowie synaptischer Strome (siehe
unten) wurde von uns zu einer ver-
einfachten Einteilung der BLC 6
Neurogenese in drei Entwicklungs-
stadien (friih, intermediér, terminal)
benutzt (siche Abb. 6). Das friihe
Stadium ist durch das Vorhandensein
spannungsabhidngiger Ionenkanile,
GABA,- und Glyzin-Rezeptoren
gekennzeichnet, im mittleren Stadi-
um werden zusdtzlich Glutamat-Re-
ceptoren exprimiert. In der termina-
len Entwicklungsetappe der BLC 6-
Nervenzelldifferenzierung  konnten
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Abbildung 6: Zeitliche Abfolge der
lonenkanalexpression und Synapsenbil-
dung in neuronalen BLC 6 Zellen

(A) Die Tabelle faB3t alle Daten zur
Expression von spannungsabhéngigen-
und Rezeptor-operierten lonenkanalen
sowie von synaptischen Strémen in BLC
6 Neuronen zusammen. Die Reihenfolge
wurde anhand des Zeitpunktes des
ersten Auftretens sowie der Zeitkonstan-
te festgelegt, mit der die Stromdichten
der jeweiligen Kanéle anstiegen.

Die zeilliche Einteilung der Differenzie-
rungsperiode in 3 funktionell unterschied-
liche Entwicklungsstadien von BLC 6
Neuronen ist unter der Tabelle illustriert.
(B) Zum Vergleich ist die Expressionsse-
guenz von spannungsabhangigen und
Rezeptor-operierten lonenkanalen in
Nervenzellen des embryonalen Ratten-
tectums gezeigt (nach Grantyn et al.,
1989).

schlieflich auch postsynaptische
Strome nachgewiesen werden, ein
charakteristisches Merkmal postmi-
totischer Nervenzellen, deren Haupt-
aufgabe die Verarbeitung von Infor-
mationen in einem synaptischen
Netzwerk ist. Fiir keines der zahl-
reichen auf Tumorzellinien basieren-
den neuronalen Modelle konntc bis-
her eine funktionelle synaptische
Kopplung von Neuronen — gezeigt
werden.

Bei der synaptischen Ubertragung
entstehen in den postsynaptischen

Zellen charakteristische Stromfluk-
tuationen, die mit der Patch-Clamp-
Technik abgeleitet werden kénnen.
Diese Strome werden durch die Bin-
dung von prisynaplisch freigesetzten
Transmittermolekiilen an die post-
synaptisch lokalisierten Rezeptor-
operierten lonenkandle hervorgeru-
fen.

Da die Sekretion von Neurotrans-
mittern ein Ca’*-abhingiger Prozef
ist, sollten die basale prisynaptische
Transmitterfreisetzung und die da-
durch aktivierten synaptischen Stro-
me auch durch Erhéhung der intra-
zelluldren Kalziumkonzentration in
den Nervenzellen stimulierbar sein.
Wir untersuchten das Auftreten
spontaner postsynaptischer Strome
sowie ihre Stimulation durch extra-
zelluldres K* und Glutamat, die eine
Erhohung der intrazelluldren Kalzi-
umkonzentration induzieren. Bis
zum Tag 8 (nach Plattieren) wurde
keinerlei synaptische Aktivitit fest-
gestellt, danach konnten jedoch spon-
tane und stimulierte postsynaptische
Strome beobachtet werden.

In Abbildung 7 sind Glutamat-
induzierte postsynaptische Strome
gezeigt, die durch gleichzeitige Ap-
plikation des GABA ,-Rezeptorant-
agonisten Bicucullin hemmbar wa-
ren. Die Bicucullin-Sensitivitidt der
postsynaptischen Strome spricht fiir
einen Synapsentyp, bei dem GABA
als  Transmittersubstanz  auftritt
(GABA-erge Synapse). Obwohl in
den meisten Fillen GABA-erge Syn-
apsen nachgewiesen wurden, zeigten
einige Zellen (n = 4), aber auch
Bicucullin insensitive postsynap--
tische Strome. Da diese Strome
durch Glutamatrezeptorantagonisten
(CNQX und AP-5) blockierbar wa-
ren, schluBfolgern wir, daB auch
glutamalerge Synapsen zwischen ei-
nigen der differenzierten Nervenzel-
len ausgebildet werden.

Diese Daten zeigen, daB terminal
differenzierte BLC  6-abgeleitete
Neuronen  durch  inhibitorische
(GABA-erge) und exzitatorische
(glutamaterge) Synapsen gekoppelt
sind. Damit erlaubt das BLC 6 Mo-
dell, in vitro die Neurogenese von
ciner undifferenzierten Stammzelle
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Abbildung 7: Glutamat-induzierte postsynaptische Stréme in terminal differenzierten

BLC 6 Nervenzellen

Gezeigt sind Stomableitungen von einem BLC 6 Neuron am Tag 8 nach Ausplattieren.
Die Strome wurden in den Standardidsungen (I1, E1) bei einem konstanten Haltepo-

tential von —80 mV gemessen.

Unter Kontrollbedingungen (Kon) ist nur ein geringer Ruhestrom erkennbar, der nach
Applikation von 100 uM Glutamat (Glu) von postsynaptischen Stromen (abwartsge-
richtete Stromfluktuationen) Uberlagert wird. In der Anwesenheit von Glutamat kénnen
die synaptischen Stréme durch Zugabe von 50 pM Bicucullin (Bic) reversibel gehemmt

werden.

Die unterstrichenen Abschnitte sind noch einmal in vergréBerter Darstellung gezeigt.

Die gestrichelte Linie markiert den Nullstrom.

bis hin zur Bildung neuronaler Netz-
werke zu verfolgen.

4 Diskussion

Das von uns benutzte Differenzie-
rungsprotokoll erlaubt die spontane
Genese von Neuronen aus undiffe-
renzierten ES-Zellen, die durch In-
duktion mit dem Morphogen RA
wihrend der EB-Bildung verstirkt
wird. Auf zelluldrer Ebene wiesen
die mit oder ohne RA differenzier-
ten neuronalen Zellen keine morpho-
logischen oder elektrophysiologisch
erkennbaren Unterschiede auf.

In der eingesetzten Konzentration
wirkt RA im Embryo als Teratogen
und induziert vor allem MiBbildun-
gen der Gliedmalen, des Nervensy-
stems und des Gesichtes. Beim Ver-
gleich der RA Wirkung in vivo und
in vitro st aber zu beachten, dali die
externe RA Administration am Em-
bryo zu einer Uberlagerung und Ver-
stirkung der bereits natiirlich vor-
handenen RA-Gradienten fiihrt. In
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einigen Gewebeabschnitten des Em-
bryos, z.B. dem fiir die Neurogenese
wichtigen Hensenschen Knoten,
wurden in situ RA-Konzentrationen
von ungefihr 33 nM, also einem
Drittel der in unseren Versuchen
eingesetzten Konzentration nachge-
wiesen (Chen et al., 1992). In Uber-
einstimmung mit unseren Resultaten
konnten in fritheren in vifro Studien
erst bei Konzentrationen von | uM
RA teratogene Effekte an neuronalen
Zellen von Neuralleistenexplantaten
gezeigt werden (Greenberg, 1983).
Aufbauend auf den umfangreichen
Studien zur spezifischen Transkripti-
onsaktivierung von Entwicklungs-
kontroll (= Hox)-Genen (Boncinelli
et al., 1991; Kessel und Gruss, 1991)
kénnen wir davon ausgehen, dall RA
in der von uns eingesetzten Konzen-
tration kecine toxischen oder teratoge-
nen Wirkungen an den sich entwik-
kelnden Nervenzellen hervorruft,
sondern als physiologischer Diffe-
renzierungsfaktor die Neurogenese
stimuliert.

Die pharmakologische Charakteri-
sierung von lonenkanilen in neuro-
nalen BLC 6 Zellen zeigte, daB
verschiedene Typen spannungsab-
hingiger K*- und Ca**-Kaniile sowie
ein neuronaler, hoch TTX-sensitiver
Na*-Kanal (Agnew, 1984) expri-
miert werden. Zwei Ca**-Stromkom-
ponenten wurden als N- und P-Typ-
Kanile identifiziert, die in neurona-
len und neuroendokrinen Zellen vor-
kommen (Mintz et al., 1992; Scher-
tibl et al, 1993). Dariiber hinaus
konnten wir Rezeptoren fiir GABA,
Glyzin und Glutamat (AMPA- und
NMDA-Rezeptoren), die wichtigsten
inhibitorischen und exzitatorischen
Neurotransmitter im ZNS, nachwei-
sen.

Diese Kanile stellen die molekula-
ren Wirkorte vieler Pharmaka, z.B.
Nifedipin und Verapamil an Ca™-
Kaniilen, Barbiturate und Diazepam
am GABA ,-Rezeptor, aber auch an-
derer antiepileptisch und analgetisch
wirksamer Neuropharmaka, sowie
Lokalaniisthetika dar. Auch fiir tera-
togene Substanzen, wie Alkohole,
konnten Effekte auf Ionenkaniile ge-
zeigt werden (Covarrubias und Ru-
bin, 1993). Untersuchungen zur zel-
luliiren Wirkung solcher Substanzen
auf die Neurogenese erscheinen da-
her an diesem Modell sinnvoll. Be-
sonders interessant diirften neuronale
BLC 6 Zellen fiir das Studium Glut-
amat-Rezeptor-vermittelter exzitoto-
xischer Prozesse sein, da, abgesehen
von primidren Nervenzellen, nur die
Teratokarzinomlinie NT2-N diese
Rezeptoren in Kultur exprimiert.

Die Fihigkeit von BLC 6 Zellen,
volldifferenzierte Nervenzellen zu
bilden, wird weiter durch die Tatsa-
che gestiitzt, daB funktionelle Synap-
sen an diesen Zellen nachweisbar
waren. Inhibitorische postsynapti-
sche Strome wurden durch GABA-
erge Synapsen ausgeldst, die in vivo
iiberwiegend in hoheren zerebralen
Regionen vorkommen.

Unsere Daten demonstrieren, dal
BLC 6 Stammzellen in vitro hochdif-
ferenzierte postmitotische Nerven-
zellen bilden. Die Form der Aktions-
potentiale, das lonenkanalmuster
und die Art der synaptischen Uber-
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tragung ihneln hauptsichlich denen
inhibitorischer zerebraler Intcrneuro-
ne. Auf die Existenz einer kleinen
Population von exzitatorischen Neu-
ronen (* 5-10% aller neuronalen
Zellen) kann aus dem Auftreten exzi-
tatorischer glutamaterger synapti-
scher Strome geschlossen werden.
Auch im Siugetiercortex entwickeln
sich exzitatorische Pyramidenzellen
und inhibitorische Interneuronen ge-
trennt von einem sehr frithen Zeit-
punkt der Neurogenese an (Luskin et
al., 1988; Parnavelas et al., 1991).

Unsere  Untersuchungen lassen
schluBfolgern, dafl dieses Modell ge-
eignet ist, effektiv neuronale Diffe-
renzierungsprozesse in vitro zu stu-
dieren. Terminal differenzierte BLC
6 Neurone sind in ihren elektrophy-
siologischen (und soweit bisher un-
tersucht auch biochemischen) Eigen-
schaften vergleichbar mit Primérkul-
turen embryonaler Sdugernerven-
zellen.

Dariiber hinaus bietet das BLC 6
Modell neue Méglichkeiten, an einer
permanenten Zellinie pharmakologi-
sche und toxikologische Untersu-
chungen an Nervenzellen wiihrend
der  embryonalen  Entwicklung
durchzufithren, die iiber bisherige
Untersuchungen an neuronalen Tu-
morzellinien wesentlich hinausge-
hen. Des weiteren ermdoglicht das
ES-Zellmodell die Untersuchung
neuronaler Funktionen nach Diffe-
renzierung von ES-Zellen mit inakti-
vierten Genen (,loss of function™
Mutationen). Auf Grund eines frii-
hen Absterbens der Embryonen sind
solche Analysen in vive hiufig un-
durchfiihrbar. Da es sich bei ES-
Zellinien um permanente Linien han-
delt, wird die Verwendung von neu-
ronalem Zellmaterial aus lebenden
Siugern vermieden. Unsere Untersu-
chungen leisten damit einen Beitrag
zur  Schaffung von Tierersatz-
modellen in vitro und zur Vermei-
dung von Tierversuchen in der medi-
zinischen Forschung und in phar-
makologisch-toxikologischen Unter-
suchungen.
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