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Etablierung eines in vitro Modellsystems
zur Differenzierung synaptisch verkniipfter
Nervenzellen aus pluripotenten embryonalen
Stamrnzellen der Malls
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Zusammenfassung

Die Uniersuchung grundlegender Differenzierungspro-
tesse und toxischer Wirkungen wahrend der embryona-
fen Neurogenese wird bis heute durcn den Mangel an
adiiquaten zelluldren Modellsystemen erschwert. Neuro-
ne aus friihen Stadien der Embryogenese konnen nur in
geringen Mengen und unter erhebllchem Einsat: von
Tieren gewonnen werden. Permanente Tumorzellinien,
die in neuronen-iihnliche Zelltypen differenrieren
konnen, stellen nur eine beschrdnkte Alternative zum
Einsat: embryonaler Primarkulturen dar. Keine der
bekannten. permanenten Zellinien ist in der Lage, voll-
standig differenrierte, synaptiscn verknupfte Nervenzel-
Len in vitro zu bilden.
Eine neue Miiglichkeit zum Studium von Entwicklungs-
prozessen auf zellularer Ebene bieten pluripotente
embryonale Stammzellen (ES-Zellen'), die grundsatrlicn
Zellen aller drei Keimblatter bilden konnen. Die erfolg-
reiche Differenzierung von Nervenrellen aus ES-Zellen
wurde bisher nocn nicht detailliert beschrieben.
Durch Nutzung der ES-Zellinie BLC 6 und Kultivierung
der Zellen in embryo-iihnlichen Aggregaten (embryoid
bodies) ist es uns gelungen, in vitro neuronale Zellen mit
einer hohen Effektivitdt zu differenrieren. Eine elektro-
physiologische Charakterisierung der BLC 6-abgeleite-
ten Neurone zeigt, daj3 diese Zellen die komplexen
elektrischen Eigenschaften postmitotischer Nervenrellen
besitzen und durch inhibitorische und exzitatorische
Synapsen [unktionell gekoppelt sind.
Das BLC 6 Modell durfte das derzeit einzige zelluldre
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 afew
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 o.{
laboratory animals is required for this purpose.
Permanent tumor cell lines, able to differentiate into
neuron-like cell types, are only a limited alternative for
the use of primary cultures. None of the known penna-
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

1 Abkurzunqon: AMPA, (±)-a-Amino-3-hydroxy-S-methy/isoxazole-4-
propionsaure; AP-S, (±j-2-Amino-S-phosphonopentanolsaure; Bicu-
cullin, (-j-Bicucullinmethchlorid; CNQX, 6-cyano-7-nitroquinoxa/ine-
2,3-dion; EB, embryoid body; ES-Zellen, embryonale Stammzellen-;
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(OjMEM Oulbeccos minimal essential medium; FKS, f6tales Kalber-
serum; GABA, g-Aminobuttersaure; IK' IN.' lea' spannungsabhangige
W, Ne: und Ca2'-Str6me; NMOA, N-methyl-O-aspartat; RA, all-trans
Retlnolseure; TTX, Tetrodotoxin; ZNS, Zentralnervensystem
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1 Elnleitung

Die ontogenetische Entwicklung
des zentralen Saugcrnervensystern
(ZNS) ist ein hochkumplexer und
vielfaltig rcgulierter ProzeB. Unser
Wissen tiber die molekularen Grund-
lagen dieser Di fferenzierungsprozes-
se, insbesondere wahrend del' fruhen
ernbryonalen Neurogenese, ist bis
heute aber nur sehr beschrankt
(McKay, 1989; Luskin, 1994).
Aufgrund der hohcn Durchlassig-

keit del' Plazentaschranke ist der sich
entwickelnde Embryo fast allen
durch den mutterlichen Organism us
aufgenommenen Substanzen zu-
ganglich. Besonders in den fruhen
Stadien der Emhryogenese fuhren
teratogene und embryotoxische Ein-
fliisse zu schweren MiBbildungen
oder zum pranatalen Tod. Das ZNS
stellt dabei einen der sensibelsten
Punkte fiir pranatale Schadigungen
dar. Aus diesem Blickwinkel ist es
yon groBem Interesse, mehr i..iberdie
embryonalen Differenzierungsme-
chanismen und damit iiber mogliche
Ansatzpunkte embryoschadigender
Substanzen wahrend der Neurogene-
se zu erfahren.
Obwohl es in den vergangenen

Jahren gelungen ist, einige Vorlau-
ferzellen neuronaler Zelltypen aus
dem Embryo zu isolieren und zu
kultivieren (Temple und Raff, J 985;
Anderson und Axel, 1986; Temple,
1989), besteht ein Hauptproblem
beim Studium der friihcn neuronalen
Entwicklung weiterhin in der Zu-
ganglichkeit geeigneten Zellmateri-
also
Die Isolation von fri..ihen primaren

ernbryonalen Zellen erfordert einen
sehr hohen Einsatz an Tieren, und
die Zahl der gewonnenen Zellen ist
in del' Regel so gering, daB keine
biochernischen oder molekularbio-
logischen Methoden zu ihrer Unter-
suchung eingesetzl werden konnen.
Ein Mauseernbryo besteht am Tag 8
nach Befruchtung, ei nem Zeitpunkt,
an dern sich bereits erste neuronale
Zelltypcn gehildet haben, aus unge-
fahr 25.000 Zellen. Bei einer Ein-
zelzellpraparation konnten aus die-
sem Stadium etwa 0.1 % neuron ale
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Zellen gewonncn werden, d.h. 25
ZeIIeni
Die Nutzung pcrmunenter Tumor-

zellinicn enniiglicht eine einlache
Kultivierung und Gewinnung relativ
groBer Zellmengcn Iiir biochemischc
Untersuchungen und toxikologische
Screeningverfahrcn. Eine ganze Rei-
he solcher Linien, abgeleitet yon
neuronal en bzw. neuruendokrinen
Tumoren (z.B. PCI2, SHSY-5Y)
oder Teratokarzinomen (P19, NT2),
kann ZLI Neuronen-ahnlichen Zellen
differenziert werden. Allerdings ist
das DifferenzierungspotentiaJ dieser
Zellinien beschrankt, und die gebil-
deten neuronalen Zellcn unterschei-
den sich in wichtigen Merkmalcn
yon reifen Nervenzellen, es fehlt z.B.
eine KoppJung durch funktionelle
Synapsen.
Einen neuen Zugang zum Studium

fri..iher embryonaler Entwicklungs-
etappen bieten ES-Zellinien (Evans
und Kaufman, 1981). Diese Zellen
konnen als "seJbsternellernde"
Stammzellen permanent in Kultur
verrnehrt werden. Sie vereinigcn die
Vorteile einer perrnanenten Zellinie
nichttransformierten pluripotenten
Phanotyps mit del' Fahigkeit, in vitro
in Zelltypen aller drei prirnaren
Kcimblatter differenzieren ZLI kon-
nen (Doetschrnann et al., 1985; Wo-
bus und Hescheler, 1992; Maltsev et
aI., 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 Starnmzellen
abgeleiteten Neurone aile wescntli-
chen Eigenschaften differenzierter
Nervenzellen, inklusive der synapti-
schen Kopplung besitzen.
Das BLC 6 Modell bietet damit

nicht nur neue Moglichkeiten zur
Untersuchung zellularer Entwick-
lungsvorgange, sondern stellt auch
ein relativ einfaches System zur Te-
stung toxischer Substanzen wahrend
der Nervenzelldifferenzierung dar.

2 Material und Methodcn

2.1 ZelJlmItur und Zell-
differenzlerung:

BLC 6 Stammzellen wurden auf
embryonalen Mausfibroblasten als
.feeder layer" kultiviert (Rohwedel
et aI., 1994) und in einem Abstand
von 2 Tagen passagiert. Zur Diffe-
renzierung wurden die Zel1en in em-
bryo-ahnliche Aggregate (embryoid
bodies) uberfuhrt. Das angewandte
Differenzierungsprotokoll wird in
Abbildung 1 beschrieben. Aile im
folgenden angegeben Zeitpunkte be-
ziehen sich auf das Plattieren der
embryoid bodies (EBs) in Multiwell-
schalen. Wahrend der Differen-
zierung wurden die Zellen in
(D)MEM (Biochrom, Berlin, FRG),
supplementiert mit 20% fotalern Kal-
berscrum (FKS, Gibco BRL, Eggen-
stein, FRG), 2 mM Glutarnin (Gibco
BRL), nichtessentiellen Arninosau-
ren (Stocklosung I: 100, Biochrom),
J00 UII00 ug/ml Penicillin/Strepto-
mycin (Biochrom) und 50 11M B-
Mercaptoethanol (Serva, Heidelberg,
FRG), gehaltcn.

2.2 Elektrophysiologie:

EBs, kultiviert fur 2 bis 20 Tage auf
gelatinierten Deckglasern, wurden in
eine Perfusionskamrner (4 ml/min)
transferiert und die neuronalen Zel-
len in den Els-Auslaufem identifi-
ziert. Ganzzell-Patch-Clamp-Experi-
mente [Hamill et aI., 198 J] wurdcn
bei 37°C durchgefiihrt (rnit Ausnah-
me yon Experimenten zur Bestim-
mung del' TTX-Sensitivitat yon Na+-
Kanalen, die bei 8°C durchgefuhrt
wurden). Patch-Pipetten mit Pi pel-
tenwiderstanden zwischen 3 und 6
MQ wurden aus Borosilikatglas-
kapi Ilaren (Jcncons, Leight Buzzard,
UK) hergestellt. Ionenstrorne wur-
den mit einem List LM I EPC 7
Patch-Clamp- Verstarker (List Elec-
tronics, Darrnstadt, FRG) sowie dem
CED Interface (Cambridge Electro-
nic Design, Cambridge, UK) autge-
zeichnet. Die Zellkapazittitcn 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)
durchgefi.ihrt. Statistische Werte sind
als Mittelwerte ± SEM angegeben.
Die Patchpipetten wurden mit ei-

ner K'-Losung (II) gefullt, die fol-
gende Substanzen enthielt: 20 mM
K4-BAPTA, 50 mM KCI, 1 mM
MgCI2, 3 mM Mg2ATP, 10 mM
Hepes, pH eingestellt auf 7.4 mit
KOH bei 37°C. Fur die Isolation von
einwartsgerichteten Ba2+- und Na+-
Strornen verwendeten wir eine Cs"-
Pipettenlosung mit: 120 mM CsCI,
1 mM MgCI2, 3 mM Mg2A TP, 10
mM Hepes, 10 mM EGT A, pH 7.4
eingestellt mit CsOH bei 37°C.
Die extrazellulare Standardlosung

eEl) enthielt: 140 mM NaCl, 5.4 mM
KCI, 1.8 mM CaCI2, 1 mM MgC12,

10 mM Glukose, 10 mM Hepes, pH
eingestellt auf 7.4 mit NaOH bei

Zeitplan
(Tage)

ES Zellen BLC 6
kultiviert auf 'feeder layer'

~... ····Preparai'i·on·einer··Ze·lisuspe·nslorl··un·cr..·
Kullivierung von 400 Zellen/20 ~I Medium

in hangenden Trapfen

II 2:'" -'J-'~i'# -''?II
Bildung Embryo-ahnlicher Aggregate

I="=~ "0 _ -::~_ :::.:'J•....·····Sam·mei;;-de·r··Agg·regat·e··("~mb~yoicj·-bocii·e·s)
und weitere Kultivierung in Suspension

It. ' •••~ .-;-.~~I

•

o

en
§ ---.- Patch-clamp-Studien
;;;
.~ ---.- Immunfluoreszenz
~ intrazellulare

...............:? _Cat•-Mes_sungen

Plattieren der embryoid bodies in
24er Multiwell-Kulturschalen

[JUUL.::JUUI1

Auftreten erster neuronaler Zellen

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 Deckqlaschen in Multiwellschalen
plattiert. Mit Hilfe des gezeigten Proto-
kolls ist es mbglich, eine Differenzie-
rungseffektivitiit (in % der EBs, die
neuronale Zelien enthalten) von ungefiihr
80-90% zu erreichen. Ohne Induktion
mit RA betriigt die Differenzierungseffek-
tivitat im Vergleich nur etwa 20-30%.
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37°C. Strome durch NMDA-Rezep-
toren wurden in einer modifizierten
extrazellularen Losung (El-OMg)
bestimmt, die wie EI zusammenge-
setzt war, jedoch kein MgC12 ent-
hielt.
Fur die Messung von Ba2+- Stro-

men durch Ca2+ - Kanale wurde eine
Losung mit: 120 mM D(-)-N-Me-
thylglukamin, J 0.8 mM BaCI2, 5.4
mM CsCI, 1 mM MgCI2, 10 mM
Glukose, LO mM Hepes, pH einge-
stellt auf 7.4 mit HCI bei 37°C,
benutzt.
Isradipin wurde freundlicherweise

von Sandoz (Basel, Switzerland) zur
Verfugung gestellt. co-Contoxin
GVIA und co-Agatoxin IVA wurden
von Alomone Labs (Jerusalem, Isra-
el), 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-
dion (CNQX) und (±)-2-Amino-5-
phosphonopentanolsaure (AP-5) von
RBI (Natick, USA) geliefert. Aile
anderen ChemikaJien 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 zunachst in 3-dimen-
sionalen EBs kultiviert, wie in Ab-
bildung 1 gezeigt. 2 Tage nach dem
Plattieren der EBs in Multiwellscha-
len konnten die ersten neuronalen
Zellen morphologisch von anderen
Zelltypen unterschieden werden
(Wobus et aI., 1988; Rohwedel et
al., 1994). Die differenzierten Neu-
rone erscheinen zuerst als ZelJen 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 10-7 M Retinol-

saure (RA) wahrend der Formation
der EBs erhohte die Anzahl der
gebildeten neuronalen ZelJen, ohne
deren Morphologie zu beeinflussen.
Vergieichende 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
aI., 1994», zeigen, daf sich diese
Zellen in Bezug auf die Expression
von Ionenkanalen und die Form von
Aktionspotentialen nicht von den un-
ter RA-EinfluB entwickelten Zellen
unterscheiden.

3.2 Aktionspotentiale und
spannungsabhangige Ionenkanale
in BLC 6 Neuronen:

Um elektrische und chemische Si-
gnale weiterzuleiten und zu verarbei-
ten, besitzen aIle Zellen spezialisier-
te, integrale Membranproteine, soge-
nannte Ionenkanale, die durch Ande-
rungen ihrer elektrischen Leitfahig-
keit zellulare Antworten auslosen
konnen. Ionenkanale spielen in elek-
trisch erregbaren Zellen, wie Neuro-
nen, eine besondere physiologische
Rolle und wurden in dies en Zellen
eingehend charakterisiert. Sowohl
die pharmakologischen Eigenschaf-
ten als auch die Lokalisation von
Ionenkanalen in .unterschiedlichen
Bereichen des Nervensystems sind
gut untersucht, und aus dem Set von
Ionenkanalen einer Zelle, sozusagen
ihrem "elektrophysiologischen Fin-
gerabdruck", lassen sich prazise
RUckschlUsse auf den vorliegenden
Zelltyp ziehen. Ebenso beruhen eine
ganze Reihe von pathophysiologi-
schen Erscheinungen im ZNS, wie
Epilepsien, Folgewirkungen zerebra-
ler Ischamien (Tymianski et aI.,
1993), aber auch genetische
Schadigungen, z.B. das Angleman
Syndrom (Nakatsu et aI., 1993), di-
rekt oder indirekt auf Veranderungen
der Aktivitat oder Expression von
Ionenkanalen.
Wir untersuchten die elektrischen

Eigenschaften und die Entwicklung
von Ionenkanalen wahrend 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 wah-

rend der ersten 2-3 Tage nach dem
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Pluttieren nicht elektrisch erregbar,
entwickelten aber nachfolgend
schnelle, Tetrodotoxin (TTX)-sensi-
tive Aktionspotentiale (Abh. 2), de-
ren Form und regulares Muster mit
Akrionspotcntiulen von Tnterncuro-
nen aus dem Rattencortex (Hestrin,
1993) vergleiehbar sind. Die Hernrn-
barkeit der Aktionspotentiale durch
TTX zeigt an, daB diese hauptsach-
lieh durch Na-Kanale (siehe unten)
vermittelt werden.
Wir charakterisierten im folgenden

die Ionenstrome, welche die Grund-
lage del' beobachteten Aktionspoten-
tiale darsteJlen, und konnten zeigen,
daB spannungsabhangige K+-, Na"-
und Ca2+ -Strome (lK' IN"' IeJ mit
ansteigender Stromdiehte wahrend
der neuronalen Differenzierung ex-
primiert wurden. Da die zeitliche
Abfolge der Expression spannungs-

Kon

..~JjjllijillH
0,1 jJMTTX

100 ms

Abbildung 2: Stimulierte TTX-sensitive
Aklionspotentiale in neuronal differen-
zierten BlC 6 Zellen
Aktionspotentiale eines 7 Tage alten
BLC 6 Neurons wurden unter Standard-
bedingungen (11, E1) in der Ganzzellkon-
figuration der Patch-Clamp-Technik
gemessen.
Aktionspotentiale wurden durch die
Injektion eines positiven Stromes von 2
nA ausqelost, Gezeigt sind Aufzeichnun-
gen vor (Kon) und wahrend der Applika-
tion von 0,1 11MTTX. Die gestrichelte
Linie gibt ein Potential von 0 mV an.
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abhiingiger Ioncnkanale kritiseh fur
die weitere Zelldifferenzierung und
Entwicklung sein konnte (Spitzer ct
al., 1994), wurdc der zeitliche An-
stieg yon TK• IN"und lea wahrend der
gesamten Ditterenzierungsperiode
(2-20 Tage nach Plattieren) unter-
sucht. Wir konnten aile 3 Kanaltypen
bereits am Difterenzierungstag 2
(nach Plattieren) naehweisen und
fanden, daB sich der Anstieg ihrer
Stromdiehten durch monoexponenti-
elle Funktionen (Abb. 3) besehreiben
laBt. Weitcrhin stellten wir fest, daB

IK'
200
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100
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IN" 300

u:-2OO

i
~100

80

60

40

20

12 16

Tage (d) nach Ausotatneren

Abbildung 3: Entwicklungsabhangige
Expression spannunqsabhanqiqer
lonenkanate in neuronalen BLC 6 Zellen
Von Tag 2 bis 20 nach Plattieren der
EBs wurden spannunqsabhanqiqe
K+(IK)-, Na+(lNa)- und Ca2+(lcal-Kanale in
neuronalen Zellen gemessen. IK' INaund
Ica wurden durch Spannungspuise zu
+40, -20 bzw. 0 mV ausqelost. Das
Haltepotential betrug in allen Fallen
-ao mV.
Die Stromdichten (lfCm) von IK' INaund ICa
wurden als MaG fUr die Kanaldichte
bestimmt und gegen die Zeit aufgetra-
gen. Die Werte sind als Mittelwerte ±
SEM von ;::3 Experimenten angegeben
und wurden mit monoexponenliellen
Funklionen (f=a.(1-exp( -xiI))) gefittet
(Linien).
Unter den Zeitverlauten sind reprasenta-
live Stromableitungen eines frOhen ( 3 d)
und spaten (19-20 d) Differenzierungs-
stadiums gezeigt.

IK, INaund Ic" unterschiedlich schnell
ihre maxirnalen Stromdiehten errei-
chen (ausgedruckt in den Zcitkon-
stanten (t) von 4,4; 6,4 bzw. 11,9 d
Iilr IK, TN"und let.).
Die pharmakologische Charakteri-

sierung der spannungsabhangigen
Stromkomponenten zeigte eine
"Neuronen-typische" Sensitivitat der
Kanale fur bestimmte Hemmstoffe,
INa war hoehempfindlich fur das
Neurotoxin TTX. Der K-Wert fur
die Hemmung von INa durch TTX
wurde mit 15 nM bestimmt (Abb. 4),
ein Wert, der gut mit friiher beschrie-
benen Werten ftir neuronale Na"-
Kanale (Agnew, 1984) i.iberein-
stirnmt,
Die pharmakologische Evaluie-

rung des Ganzzellkalziumstromes
(zusammengefaBt in der Tabelle)
zeigte, daf mindestens 4 verschiede-
ne Cat-Kanalsubtypen (die als L-.
N-, P- und R-Typ bezeiehnet wer-
den) in neuronalen BLC 6 Zellen
vorkommen. Darunter finden sieh
aueh die fiir Nervenzellen charakteri-
stischen P- (Purkinje) und N- (neuro-
nal) Typ Kanale.

20

30 nM

lOOm'"_~50 \

;fi K,,15nM \.

o •
·9 ·8 -7

log rrrxj M

15 nM

10 nM

Kon

Abbildung 4: TTX-Sensitivitat des
spannunqsabhanqiqen Na' Kanals in
BLC 6-abgeleiteten Nervenzellen
INawurde bei SOC durch Spannungspulse
von -SO auf -20 mV aktiviert. Gezeigt
sind der Kontrollstrom (Kon) und Strome
nach kumulativer Applikation der
angegebenen TTX-Konzentrationen in
extrazellularer l.osunq (E1). Die gestri-
chelte Linie gibt den Nullstrom an.
Das Inset zeigt die Abhanqiqkeit der INa
Hemmung von der TTX-Konzentralion.
Die Daten wurden mit Hilfe der allgemei-
nen Dosis-Wirkungs-Gleichung gefittet.
Die ermittelte halbmaximal-wirksame
nX-Konzentration (Kj) bstraqt 15 nM.
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Tabelle Hemmbarkeit des Gesamtkalziumstroms (lca) in BLC 6 Neuronen durch
spezifische Kalziumkanalblocker

Ca2• Kanalsubtyp Kanalblocker (Konz.) % Hemmung des Ica
(Mittelwert ± SEM, n=8)

L-Typ Isradipin (3 j.1M) 31 ± 9%

N-Typ w-Conotoxin GVIA 34 ± 10%
(3-10 Il-M)

P-Typ co-Aqatoxin IVA 12± 6%
(100-200 nM)

R-Typ Cd2+(50 Il-M) 23 ± 11%

3.3 Rezeptor-operierte Ionen-
kanale und synaptische
Verbindungen:

1m Unterschied zu spannungsakti-
vierten Ionenkanalen werden Rezep-
tor operierte Ionenkanale durch Bin-
dung von Neurotransmittern oder
anderen Signalmolekiilen gesteuert.
Diese Kanale spiel en eine essentielle
Rolle bei der schnell en synaptischen
Ubertragung, sind aber auch an der
Vermittlung trophischer und zytoto-
xischer Prozesse sowie der Synap-
senbildung wahrend der neuronalen
Entwicklung (Lipton und Kater,
1989; Lauder, 1993; Scheetz und
Constantine-Paton, 1994) beteiligt.
Wir testeten die funktionelle Ex-

pression Rezeptor-operierter Ionen-
kanale durch Messung der Stromant-
worten nach extrazellularer Applika-
tion verschiedener Neurotransmitter
oder selektiver Rezeptoragonisten.
BLC 6 Neurone reagierten auf die
Applikation von y-Aminobuttersaure
(GABA), Glyzin, Kainat und N-
Methyl-D-Aspartat (NMDA), aber
nicht auf Nikotin (Abb. 5).
Der Effekt von GABA (1 mM)

wurde durch 100 !JM (-)Bicucullin
und der von Glyzin (1 mM) durch 30
!JM Strychnin vollstandig gehemmt,
was fur eine Aktivierung des Stro-
mes iiber GABAA bzw. Glyzin-Re-
zeptoren spricht.
Glutamat, der wichtigste exzitato-

rische Transmitter im ZNS, wirkt
uber 3 pharmakologisch und funktio-
nell unterschiedliche Klassen iono-
troper Rezeptoren - NMDA -, (X-

amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxa-
zolepropionsaure (AMPA)- und
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Kainat-Rezeptoren (Seeburg, 1993).
In hohen Konzentrationen werden
durch Glutamat auch neurotoxische
Effekte, z.B. wahrend neuronaler
Hypoxie oder Ischamie ausgelost. In
neuronal en BLC 6 Zellen losen 100
!JM NMDA einen nicht-inaktivieren-
den Strom in der Anwesenheit yon
10 j..IMGlyzin und Abwesenheit yon
Mg2+ (Abb. 5) aus. Dieser Strom
wurde fast vollstandig durch 50 !JM
AP-5 oder durch Entfernen des ex-
trazellularen Glyzins gehemmt, in
Ubereinstimmung mit dem pharma-

Kainat
(300 IlM)

'"

kologischen Prohl yon NMDA-Re-
zeptoren.
Das Neurotoxin Kainat induziert

schnell desensitisierende Strornant-
worten durch Bindung an Kainat-
Rezeptoren. Es bindet allerdings
auch an AMPA-Rezeptoren und lost
dabei einen nicht-inaktivierenden
Strom aus (Herb et aI., 1992). Ein
solcher, nicht-inaktivierender Strom
konnte in unserem Modell beob-
achtet und durch den unspezifi-
schen AMPA/Kainat-Rezeptorblok-
ker CNQX (20 !JM) vollstandig ge-
hemmt werden.
Aus diesen Ergebnissen schlufsfol-

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

Nikotin ··.··c~··•••• •••••;;,;;;;;i•••••••;O';O;;;'O;;;;;;,.. •••••••••(30 IlM) ••• ~U ••• u·r'u.

...

......
·)""'·····••·.,.-..,r··--·i.·1-- ••-•••__ 0'··h • .,. •••• -.

7 d 12 d
--.J~
1sec J>2 d

Tage nach Ausplattieren (d)

Abbildung 5: Expression von Rezeptor-operierten lonsnkanalen in neuronalen BLC 6
Zel/en
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 reprasentative 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 Pleile zeigen den Beginn und das Ende der Applikation des
jeweiligen Agonisten an. Strome durch NMDA-Rezeptoren wurden in einer Mg2+-lreien
Tyrodel6sung (E1-0Mg) in der Anwesenheit von 10 11MGlyzin und 1 11M8lrychnin
ausqelost,
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den durch eine drastischc Erhohung
der intrazellularen Ca'<Konzenrrati-
on eingeleitct. In vurWufigen Experi-
menten mit Hille des Kalzium-bin-
denden Farbstoffes Fura 2 konnten
wir einen Glutamut-bedingten An-
stieg der intrazellularen Kalzium-
konzentration aueh in ditTerenzierten
BLC 6 Neuronen zeigen.
Neben dem Nachweis yon Rezep-

tor-operierten lonenkanalen wurde
auch ihr Auftreten im Verlaufe der
Nervenzelldifferenzierung unter-
sucht. Ebenso wie bei den span-
nungsabhangigen Kaniilen vergro-
Berte sich die Stromdichte (ein MaB
fur die Anzahl der exprimierten Ka-
nale) der nachgewiesenen Rezeptor-
operierten Kanale im Zuge auf der
Differenzierung (Abb. 5). Wir konn-
ten feststellen, daB GABAA - 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
ungefahr 3 und yon NMDA nach
ungefahr 4 Tagen gemessen werden.
Aus diesen Daten lei ten wir ein
zeitliches Schema der Expression
yon Ionenkanalen ab, das in Abbil-
dung 6 gezeigt ist.
Eine ganz ahnliche 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 yon BLC 6 Nervenzellen
lauft nach einem auch im Embryo
ausgepragten Zeitplan ab.
Das Auftreten der unterschiedli-

chen Rezeptor-operierten Ionenkana-
Ie sowie synaptischer Strome (siehe
unten) wurde von uns zu einer ver-
einfachten Einteilung der BLC 6
Neurogenese in drei Entwicklungs-
stadien (fruh, intermediar, terminal)
benutzt (siehe Abb. 6). Das fruhe
Stadium ist durch das Vorhandensein
spannungsabhangiger Ionenkanale,
GABAA- und Glyzin-Rezeptoren
gekennzeichnet, im mittleren Stadi-
um werden zusatzlich Glutarnat-Re-
zeptoren 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 faBt aile Daten zur
Expression von spannunqsabhanqiqen-
und Rezeptor-operierten lonenkanalen
sowie von synaptischen Strornen in BLC
6 Neuronen zusammen. Die Reihenfolge
wurde anhand des Zeilpunkles des
ersten Auftretens sowie der Zeitkonstan-
te festgelegt, mil der die Stromdichten
der jeweiligen Kanale anstiegen.
Die zeitliche 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-
quenz von spannunqsabhanqiqen und
Rezeptor-operierten lonenkanalen in
Nervenzellen des embryonalen Ratten-
tectums gezeigt (nach Grantyn et aI.,
1989).

schlieBlich auch postsynaptische
Strome nachgewiesen werden, ein
charakteristisches Merkmal postmi-
totischer Nervenzellen, deren Haupt-
aufgabe die Verarbeitung yon Infor-
mationen in einem synaptischen
Netzwerk ist. FUr keines der zahl-
reichen auf Tumorzcllinien basieren-
den neuronalen Madelle 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-Clump-
Technik abgeleitet werden konnen.
Diese Strome werden durch die Bin-
dung von prasynaptisch freigesetzten
Transmittermolekulen an die post-
synaptisch lokalisierten Rezeptor-
operierten Ionenkanale hervorgeru-
fen.
Da die Sekretion von Neurotrans-

mittern ein Ca't-abhangiger Prozef
ist, soli ten die basale prasynaptische
Transmitterfreisetzung und die da-
durch aktivierten synaptischen Stro-
me auch durch Erhohung del' intra-
zellularen Kalziumkonzentration in
den Nervenzellen stimulierbar sein.
Wir untersuchten das Auftreten
spontaner postsynaptischer Strome
sowie ihre Stimulation durch extra-
zellulares K+ und Glutamat, die eine
Erhohung der intrazellularen Kalzi-
umkonzentration induzieren. Bis
zum Tag 8 (nach Plattieren) wurde
keinerlei synaptische Aktivitat 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 GABAA-Rezeptorant-
agonisten Bicucullin hemmbar wa-
ren. Die Bicucullin-Sensitivitat der
postsynaptischen Strome spricht fur
einen Synapsentyp, bei dem GAB A
als Transmittersubstanz auftritt
(GABA-erge Synapse). Obwohl in
den meisten Fallen 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, schluSfolgern wir, daB auch
glutamaterge Synapsen zwischen ei-
nigen der differenzierten Nervenzel-
len ausgebildet werden.
Diese Daten zeigen, daf 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 yon
ciner undifferenzierten Stammzelle
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Abbildung 7: Glutamat-induzierte postsynaptische Strome in terminal differenzierten
BLC 6 Nervenzellen
Gezeigt sind Stomableitungen von einem BLC 6 Neuron am Tag 8 nach Ausplattieren.
Die Strome wurden in den Standardlosungen (11, E1) bei einem konstanten Haltepo-
tential von -80 mV gemessen.
Unter Kontrollbedingungen (Kon) ist nur ein geringer Ruhestrom erkennbar, der nach
Applikation von 100 11MGlutamat (Glu) von postsynaptischen Strornen (abwartsqe-
richtete Stromfluktuationen) uberlaqert wird. In der Anwesenheit von Glutamat konnen
die synaptischen Strome durch Zugabe von 50 fl.M Bicucullin (Bic) reversibel gehemmt
werden.
Die unterstrichenen Abschnitte sind noch einmal in verqrofserter Darstellung gezeigt.
Die gestrichelte Linie markiert den Nullstrom.

bis hin zur Bildung neuronaler Netz-
werke zu verfolgen.

4 Diskussion

Das yon uns benutzte Differenzie-
rungsprotokoll erlaubt die spontane
Genese yon Neuronen aus undiffe-
renzierten ES-Zellen, die durch In-
duktion mit dem Morphogen RA
wahrend der EB-Bildung verstarkt
wird. Auf zellularer 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 GliedmaJ3en, des Nervensy-
stems und des Gesichtes. Beim Ver-
gleich der RA Wirkung in vivo und
in vitro ist aber zu beachten, daB die
externe RA Administration am Em-
bryo zu einer Uberlagerung und Ver-
starkung der bereits naturlich vor-
handenen RA-Gradienten fiihrt. In
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einigen Gewebeabschnitten des Em-
bryos, z.B. dem fur die Neurogenese
wichtigen Hensenschen Knoten,
wurden in situ RA-Konzentrationen
yon ungefahr 33 nM, also einem
Drittel der in unseren Versuchen
eingesetzten Konzentration nachge-
wiesen (Chen et aI., 1992). In Uber-
einstimmung mit unseren Resultaten
konnten in friiheren in vitro Studien
erst bei Konzentrationen yon I )..lM
RA teratogene Effekte an neuronalen
Zellen van Neuralleistenexplantaten
gezeigt werden (Greenberg, 1983).
Aufbauend auf den umfangreichen
Studien zur spezifischen Transkripti-
onsaktivierung van Entwicklungs-
kontroll (= Hox)-Genen (Boncinelli
et al., 199 L;Kessel und Gruss, 1991)
konnen wir davon ausgehen, daB RA
in der yon uns eingesetzten Konzen-
tration kcine toxischen oder teratoge-
nen Wirkungen an den sich entwik-
kelnden Nervenzellen hervorruft,
sondern a1s physiologischer Diffe-
renzierungsfaktor die Neurogenese
stimuliert.

Die pharmakologische Charakteri-
sierung von Ionenkanalen in neuro-
nalen BLC 6 Zellen zeigte, daB
verschiedene Typen spannungsab-
hangiger K+- und Ca2+-KanaJe sowie
ein neuronaler, hoch TTX-sensitiver
Nat-Kanal (Agnew, 1984) expri-
miert werden. Zwei Ca't-Stromkom-
ponenten wurden als N- und P-Typ-
Kanale identifiziert, die in neurona-
len und neuroendokrinen Zel1en vor-
kommen (Mintz et aI., 1992; Scher-
ubl et al., 1993). Dariiber hinaus
konnten wir Rezeptoren fur GABA,
Glyzin und Glutamat (AMPA- und
NMDA-Rezeptoren), die wichtigsten
inhibitorischen und exzitatorischen
Neurotransmitter im ZNS, nachwei-
sen.
Diese Kanale stell en die molekula-

ren Wirkorte vieler Pharmaka, z.B.
Nifedipin und Verapami1 an Ca2+-

Kanalen, Barbiturate und Diazepam
am GABAA-Rezeptor, aber auch an-
derer antiepileptisch und analgetisch
wirksamer Neuropharmaka, sowie
Lokalanasthetika dar. Auch fur tera-
togene Substanzen, wie Alkohole,
konnten Effekte auf Ionenkanale ge-
zeigt werden (Covarrubias und Ru-
bin, 1993). Untersuchungen zur zel-
lularen Wirkung solcher Substanzen
auf die Neurogenese erscheinen da-
her an diesem Modell sinnvoll. Be-
sonders interessant diirften neuronale
BLC 6 Zellen fur das Studium Glut-
amat -Rezeptor -vermittelter exzi toto-
xischer Prozesse sein, da, abgesehen
yon primaren Nervenzellen, nur die
TeratokarzinomLinie NT2-N diese
Rezeptoren in Kultur exprimiert.
Die Fahigkeit yon BLC 6 Zel1en,

volldifferenzierte NervenzelJen zu
bilden, wird weiter durch die Tatsa-
che gestutzt, daB funktionelle Synap-
sen an diesen Zellen nachweisbar
waren. Inhibitorische postsynapti-
sche Strome wurden durch GABA-
erge Synapsen ausgelost, die in vivo
iiberwiegend in noheren zerebralen
Regionen vorkommen.
Un sere Daten demonstrieren, daB

BLC 6 Stammzellen in vitro hochdif-
ferenzierte postmitotische Nerven-
zelJen bilden. Die Form der Aktions-
potentiale, das Ionenkanalmuster
und die Art der synaptischen Uber-
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tragung ahneln hauptsachlich denen
inhibitorischer zerebraler Interneuro-
ne. Auf die Existcnz einer kleinen
Population von exzitatorischen Neu-
ronen (" 5-10% aller neuronalen
Zellen) kann aus dem Auftrcten exzi-
tatorischer glutamaterger synapti-
scher Strome geschlossen werden.
Auch im Saugetiercortex entwickeln
sich exzitatorische Pyramidenzellen
und inhibitorische Interneuronen ge-
trennt von einem sehr fruhen Zeit-
punkt der Neurogenese an (Luskin et
al., 1988; Parnavelas et al., 1991).
Unsere Untersuchungen lassen

schluBfolgern, daB 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 Primarkul-
turen embryonaler Saugernerven-
zellen.
Daruber hinaus bietet das BLC 6

Modell neue Moglichkeiten, an einer
permanenten Zellinie pharmakologi-
sche und toxikologische Untersu-
chungen an Nervenzellen wahrend
der embryonalen Entwicklung
durchzufuhren, die uber bisherige
Untersuchungen an neuronal en Tu-
morzellinien wesentlich hinausge-
hen. Des weiteren errnoglicht das
ES-Zellmodell die Untersuchung
neuronaler Funktionen nach Diffe-
renzierung von ES-Zellen mit inakti-
vierten Genen ("loss of function"
Mutationen). Auf Grund eines fru-
hen Absterbens der Embryonen sind
solche Analysen in vivo haufig un-
durchfiihrbar. Da es sich bei ES-
Zellinien um permanente Linien han-
delt, wird die Verwendung von neu-
ronalem Zellmaterial aus lebenden
Saugern 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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