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Zusammenfassung

Aus frithen Embryonalstadien der Maus — Blastomeren von 8-Zell-Embryonen oder
Blastozysten — konnen permanente Zellinien pluripotenter embryonaler Stammzellen
(ESC) etabliert werden. Wir entwickelten ein in vitro-Dilferenzierungssystem, das eine
oplimale Differenzierung von ESC zu spontan pulsierenden Herzmuskelzellen ermog-
licht.

Die differenzierten Herzmuskelzellen reagierten mit typischen chronotropen Antwor-
ten und Verinderungen der Aktionspotentiale auf herzaktive Verbindungen. Die 8-
Adrenozeptor-Agonisten (-)Isoprenalin und Clenbuterol, die Mediatoren des cAMP-
Stoffwechsels Forskolin und Isobutylmethylxanthin und der o,-Adrenozeptor-Agonist
(-)Phenylephrin fiihrten zu positiv chronotropen Reaktionen. Der Cholinozeptor-
Agonist Carbachol und die L-Typ-Ca?*-Kanal-Blocker Nisoldipin, Diltiazem und Gallo-
pamil induzierten.negativ chronotrope Effekte.

In teilweise differenzierten Herzmuskelzellen sind B, -, o,-Adrenozeptoren und Ca?'-
Kaniile, aber keine B,-Adrenozeptoren an der chronotropen Reaktion beteiligt. Termi-
nal differenzierte Herzmuskelzellen exprimierten auch B,-Adrenozeptoren und zeigten
chronotrope Reaktionen gegeniiber Digitoxin.

Die Kontraktionen der spontan pulsierenden Herzmuskelzellen waren synchron zu
rhythmischen Aktionspotentialen. Die Aktionspotentiale zeigten die charakteristische
Form von embryonalen Herzmuskel- und Sinusknotenzellen.

Das vorgestellte ESC-Differenzierungssystem ist ein geeignetes in vitro-Zellmodell zum
Studium von Differenzierung und «Commitment» und dariiberhinaus ein alternatives in
vitro-System fiir pharmakologische und reproduktionstoxikologische Untersuchungen,
die eine Verminderung des Tierverbrauchs erlauben.

Summary: Development of an in vitro cardiomyocytes cell model for embryotoxicological
and pharmacological studies

Permanent cell lines of pluripotent embryonic stem cells (ESC) are established from
carly embryonic stages (blastomeres of 8-cell embryos or blastocysts) of the mouse.
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We developed an in vitro system for differentiation which allowed the optimal develop-
ment of ESC into spontancously pulsating cardiomyocytes.

The ESC-derived cardiomyocytes responded to cardioactive substances with heart-
specific chronotropic reactions and modifications of the action potentials. The B-adre-
noceptor agonists (-)isoprenaline and clenbuterol, the mediators of the cAMP pathway
forskolin and isobutylmethylxanthine as well as the o -adrenoceptor agonist (-)phenyle-
phrine caused positive chronotropic reactions. The muscarinic cholinoceptor agonist
carbachol and the L-type Ca** channel blockers nisoldipine, diltiazem and gallopamil
induced negative chronotropic effects.

B,-, a,-adrenoceptors and Ca?* channels, but no B,-adrenoceptors are involved in the
chrunotroplc reaction of early developmental states of cardiomyocytes. Terminally
differentiated cardiomyocytes expressed B,-adrenoceptors and displayed a positive
chronotropic response to digitoxin.

The contractions of spontaneously pulsating cardiomyocytes were concommitant with
rhythmic action potentials characteristic to those described for embryonic cardiomyo-
cytes and sinusnode cells.

The presented ESC-differentiation system may be useful for in vitro studies of cell
differentiation and commitment. Furthermore, it may provide an alternative model for
pharmacological investigations and for reproductive toxicology thus reducing animal
use,
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Einleitung

Zum Studium der Differenzierung von Siaugerzellen in vitro stehen ver-
schiedenste Zellmodelle zur Verfiigung, die — meist ausgehend von Stamm-
zellen — Untersuchungen z.B. der Gliazelldifferenzierung (0-2A Vorliufer-
Zellen), der Skelettmuskeldifferenzierung (10 T 1/2-Zellen) oder der
Hiématopoese (Friend Erythroleukdmie-Zellen, HL-60-Zellen) erlauben
(16). Dariiberhinaus werden Entwicklungsstudien auch an in vitro differen-
zierenden Organsystemen durchgefiihrt, wie z.B. an den Extremititenknos-
pen von Laborsiiugern, den «limb buds» (12). Alle diese in vitro-Zellsy-
steme gehen allerdings nicht von undifferenzierten, noch nicht determinier-
ten («uncommitted») embryonalen Zellen aus, sondern werden mit bereits
determinierten Stammzellpopulationen durchgefiihrt, die wihrend der i in
vitro-Kultur eine terminale Differenzierung durchlaufen.

In vitro-Untersuchungen der embryonalen Differenzierung, der Differen-
zierungskapazitit und der Differenzierungsrichtung embryonaler Zellen in
eine spezifische «Zellinie» («cell lineage») sind mit solchen bereits deter-
minierten Zellsystemen nicht, bzw. nur eingeschrinkt moglich, Aus diesem
Grund ist man fiir toxikologische Untersuchungen bisher noch auf Studu.n
an Zellen aus neugeborenen Tieren angewiesen.
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Seit langem bestehen deshalb Forderungen nach der Entwicklung neuer in
vitro-Zellmodelle fiir Untersuchungen der frithen Saugerembryogenese,
insbesondere fiir die Reproduktionstoxikologie (11).

Eine Alternative zur Verwendung von neugeborenen Ratten oder Mausen
konnen in vitro-Untersuchungen an den beiden pluripotenten embryonalen
Zellsystemen, den embryonalen Karzinomzellen (ECC) und den embryona-
len Stammzellen (ESC) der Maus sein.’

Eigenschaften der embryonalen Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen, ESC) sind permanente Linien, die
aus den undifferenzierten pluripotenten embryonalen Zellen des Maus-
embryos kultiviert werden (2, 3, 6, 18-20). Sowohl einzelne Blastomeren
von 8-Zell-Embryonen, als auch Zellen der inneren Zellmasse der Blasto-
zyste werden in vitro auf «feeder-layer» embryonaler Maus-Fibroblasten
(18-20) oder in Anwesenheit spezifischer Differenzierungs-Hemmfaktoren
(17, 20) vermehrt und als permanente Zellinien kultiviert (Abb. 1). Diese
ES-Zellen besitzen auch nach Kultivierung die Fihigkeit, in Derivate aller
drei Keimblitter, die entodermale, ektodermale und mesodermale «Linie»
(«lineage») zu differenzieren. So kénnen aus embryonalen Stammzellen
nach in vitro-Differenzierung Entoderm (Magen-Darmtrakt, Leber und
Pankreas), neuronale und epitheliale Zellen (Ekloderm'), Fibroblasten,
Blutzellen, Herz- und Skelettmuskelzellen (Mesoderm) differenzieren. Die-
se differenzierten Zelltypen werden mit Hilfe monoklonaler Antikorper,
iiber den Nachweis der Expression gewebespezifischer Gene, oder durch
pharmakologische Reaktionen charakterisiert (z.B. 8, 9, 20).

Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen kénnen embryonale Karzi-
nomzellen (EC-Zellen, ECC), die Stammzellen von Teratokarzinomen
(Abb. 1), in der Regel nur nach Induktion mit spezifischen Differenzie-
rungsfaktoren in vitro differenzieren (z.B. P19-Linie), zeigen aber wie die
ESC, nach Differenzierung in die ento-dermale, ektodermale und mesoder-
male «lineage» die Ausprigung zellspezifischer Merkmale (8). Embryonale
Stammzellen bilden nach subkutaner Injektion in syngene Méuse (mit iden-
tischem Erbmaterial) Tumoren, Teratome oder Teratokarzinome. Wihrend
erstere gutartig sind, bilden letztere auf Grund der Anwesenheit von undif-
ferenzierten Stammzellen bosartige und transplantable Tumoren. Werden
ECC oder ESC in nicht-adhisiven Kulturschalen kultiviert, differenzieren
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Abb. I: Induktion und Gewinnung embryonaler Stammzellen (ESC) und embryonaler
Karzinomzellen (ECC) aus Blastozysten der Maus, ihre Beziehungen zu frithen Em-

bryonalstadien, sowie ihre Differenzierung in vivo und in vitro.

sie in Embryo-ihnliche Zellaggregate, die sogenannten «embryoid bodies»
(Abb. 1, zur Morphologie siche Abb. 3).

Nach Riickfiihrung der embryonalen Stammzellen in frithe Embryonal-
stadien, z.B. nach Injektion in Blastozysten, konnen die totipotenten ESC
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an der nachfolgenden embryonalen und fétalen Entwicklung teilnehmen
und Gewebe und Organsysteme des Embryos bilden (1). Wenn totipotente
ESC in diesen Chimiren neben somatischen Geweben auch die Keimzellen
bilden, erméglicht dies die Ubertragung der genetischen Information der
ESC auf die Nachkommen. Die Totipotenz der ESC erlaubt damit Strategi-
en des Gentransfers in Siuger, wie z.B die Ubertragung von Genen, bzw.
die Ausschaltung («knock out») von Genfunktionen iiber <homologe Re-
kombination» in ES-Zellen und deren nachfolgende Ubertragung in Blasto-
zysten. Fiir grundlegende Untersuchungen der Sédugerembryogenese sind
ES-Zellen deshalb seit einigen Jahren unverzichtbares Versuchsobjekt (13).
Wir haben uns in unseren Arbeiten auf die Differenzierungskapazitit der
ES-Zellen in vitro konzentriert und insbesondere die Herzzelldifferenzie-
rung untersucht.

In vitro-Differenzierung embryonaler Stammzellen in Herzmuskelzellen

Solange ES-Zellen auf «feeder-layer»-Zellen kultiviert werden, vermehren
sie sich im undifferenzierten Zustand ohne zu reifen. Eine Differenzierung

Embryablast Zellbiologische , toxikologische und
Trophoblast & ("Innere elektrophysiologische Untersuchungen
L.ﬁ Zelimasse”) 1
Differenzierung u.a.in Herzmuskelzellen
Blastozysten der Maus A
g Kultivierung | 2-10 Tage
s
£
F l
) . Plattierung auf ‘ Mikrotestplatte
Kultivierung auf "feeder-layer"
L =4 ﬁ
S|E “"embryoid bodies”
3 2 7 Tage
Kultivierung im oMo
=S
" Thangenden Troplen” —
Isclierung pluripotenter Differenzierung in
embryonal?rE SS’(t:a)mmze!linien "embryoid bodies™

Abb. 2: Methode der in vitro-Differenzierung von embryonalen Stammzellen (ESC) zu
Herzmuskelzellen.
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der ES-Zellen wird erst ausgelost, wenn diese ohne «feeder-layer». in gerin-
ger Zelldichte, oder in der Form von Zellaggregaten, den sogenannten
«embryoid bodies», kultiviert werden (Abb. 2, 3). Fiir unsere Betrachtun-
gen kommt vor allem der Kultivierung von ES-Zellen in.«embryoid bodies»
eine besondere Bedeutung zu, da diese Form der in vitro-Kultur die Ver-
hiltnisse am lebenden Embryo am besten widerspiegelt: ein vier bis fiinf
Tage kultivierter «embryoid body» entspricht in seinem prinzipiellen zel-
luldren Aufbau einer Blastozyste zum Zeitpunkt der Implantation (undif-
ferenzierte Stammzellen sind von einer Schicht entodermaler Zellen umge-
ben), wiihrend ein sieben bis acht Tage alter «embryoid body» etwa einem
Embryo des Eizylinder-Stadiums entspricht (neben entodermalen Zellen
haben sich auch ektodermale und mesodermale Zellen entwickelt).

(\.

Wir konnten nun feststellen, dass die Differenzierungskapazitiit der em-
bryonalen Stammzellen in Herzmuskelzellen vor allem von der Grosse des
Aggregates, d.h., von der Zahl der ES-Zellen im «embryoid body», abhidngt
(20). Aus diesem Grund nutzten wir ein Kultivierungssystem (8, 15, 20), das
eine Differenzierung der ES-Zellen in «embryoid bodies» definierter Gros-
se ermoglicht, die Kultur im «hidngenden Tropfen» (Abb. 2). Eine Zell-
suspension, die etwa 400 Zellen in 20 pl enthilt, wird auf die Deckel von
Petrischalen pipettiert, die mit einer physiologischen Pufferlosung gefiillt
sind. Die Zellen sammeln sich im Tropfen und bilden wihrend der zwei- bis
dreitigigen Inkubation die «embryoid bodies», die fiir weitere Tage in bak-
teriologischen Petrischalen kultiviert werden. Danach werden die sieben

Abb. 3: Lichtmikroskopische Aufnahme cines vier Tage alten «embryoid body» (links)
und eines Areals differenzierter spontan pulsierender Herzmuskelzellen (rechts). Pha-
senkontrast, Balken = 100 pm.
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Tage alten «embryoid bodies» auf Mikrotest-Gewebekulturschalen iiber-
tragen, wo sie auf dem Gelatine-beschichteten Substrat anhaften. Wihrend
der darauffolgenden Kultivierung wachsen verschiedene Zelltypen aus, und
bereits nach ein bis zwei Tagen sind die ersten spontan pulsierenden Herz-
muskelzellen innerhalb der differenzierenden Zellpopulation zu beobach-
ten (Abb. 3).

Dieses Kultursystem kann mit verschiedenen Differenzierungszeiten prinzi-
piell auch fiir andere Differenzierungen, wie z.B. der Hamatopoese (9, der
Angiogenese und Vaskulogenese (7), sowie der Skelettmuskeldifferenzie-
rung (19) eingesetzt werden.

Ergebnisse

In vitro differenzierte Herzmuskelzellen pulsieren spontan

ES-Zellen zweier permanenter Linien (D3- und BL17 Zellinie), die sieben
Tage als «embryoid body» kultiviert und nach Auswachsen auf Gewebekul-
turschalen differenzierten, entwickeln zeitabhangig spontan pulsierende
Herzmuskelzellen (3,20): zwei bis zehn Tage nach Ausplattierung der
«embryoid bodies» enthalten etwa 80 bis 90 % der ausgewachsenen «em-
bryoid body»-Kolonien spontan und synchron pulsierende Herzmuskelzel-
len. Wiihrend der Kultivierungszeit variiert auch die basale Pulsationsrate.
Maximale Schlagfrequenzen von etwa 115 Pulsationen/ min werden sechs
bis neun Tage nach Ausplattierung der «embryoid bodies» ermittelt. Elek-
trophysiologische Untersuchungen zur Messung der Membranpotentiale
ergaben, daB die spontan pulsierenden Herzmuskelzellen rhythmische
Aktionspotentiale ausbilden, die den typischen Verlauf von embryonalen
Kardiomyozyten und Sinusknotenzellen (5, 14) zeigen. Wihrend der Dia-
stole zeigt das Membranpotential eine Depolarisation von etwa -55 mV auf
-40 mV. Von dieser Schwelle aus werden langsame (Steigung wihrend der
Aufstrichphase ca. 1,4 V/s) Aktionspotentiale ausgelost. Die maximale
Gesamtamplitude der Aktionspotentiale betriigt etwa 70 mV, die mittlere
Dauer etwa 100 ms (Abb. 5 A, obere Reihe). Zusammenfassend ergab die
elektrophysiologische Charakterisierung der aus ESC differenzierten Herz-
muskelzellen, daB kein signifikanter Unterschied zu den im lebenden Orga-
nismus entwickelten Herzmuskelzellen besteht (10).

In vitro differenzierte Herzmuskelzellen zeigen herzzell-spezifische
pharmakologische Eigenschaften
Wir untersuchten die funktionelle Expression herzzellspezifischer Rezep-
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toren und Signaltransduktions-Mechanismen, sowie die Wirkung kardiotro-
per Pharmaka an den aus ESC der Linien D3 und BL17 differenzierten
Herzmuskelzellen. Desweiteren interessierte uns die Frage, ob das Zellsy-
stem eine differenzierungsabhiingige Charakterisierung dieser Parameter
erlaubt. Folgende Substanzen wurden getestet (15, 20):

Substanz Wirkung

(-)Isoprenalin B-Adrenozeptor-Agonist

Forskolin Aktivator der Adenylatzyklase
Isobutylmethylxanthin Inhibitor der cAMP-abbauenden Phosphodiesterase
(-)Phenylephrin o,,-Adrenozeptor-Agonist

Clenbuterol B,-Adrenozeptor-Agonist

Carbachol Muskariner Cholinozeptor-Agonist
Digitoxin Herzglykosid

Nisoldipin. Isradipin Ca?'-Kanal-Blocker: 1 4-Dihydropyridin-Typ
Gallopamil Ca?-Kanal-Blocker: Phenylalkyl-Typ
Diltiazem Ca?'-Kanal-Blocker: 1.5-Benzothiazepin-Typ
BayK 8644 Ca?'-Kanal-Offner: | 4-Dihydropyridin-Typ

Wir konnten nachweisen, dal die in vitro aus ESC differenzierten Herzmus-
kelzellen Adrenozeptoren und muskarine Cholinozeptoren sowie Calcium-
Kanile des L-Typs entwickelten und eine chronotrope Reaktion gegeniiber
Digitoxin zeigten (20): (-)Isoprenalin, Forskolin, Isobutylmethylxanthin,

(-) Phenylephrin, Clenbuterol und Digitoxin fiithrten zu positiv chronotro-
pen Effekten; Carbachol, Nisoldipin, Gallopamil und Diltiazem resultierten
in negativ chronotropen Effekten an den in vitro differenzierten Herzmus-
kelzellen. Als Beispiel sind in Abb. 4 Konzentrations-Wirkungskurven dar-
gestellt, die den positiv chronotropen Effekt von (-)Isoprenalin (A) zeigen,
der durch den B,-Adrenozeptor-Antagonist Bisoprolol, aber nicht durch
den B,-Adrenozeptor-Antagonist ICI 118.551 aufgehoben wird. Der negativ
chronotrope Effekt von Carbachol (B) wird durch den muskarinen Choli-
nozeptor-Antagonist Atropin gehemmt.

Die negativ chronotropen Effekte der Ca?-Kanal-Blocker sind in Abb. 5 B
dargestellt. Der Befund, dal3 aus ESC differenzierte Herzmuskelzellen &hn-
liche pharmakologische Reaktionen wie neonatale Herzmuskelzellen (21)
zeigten, wurde durch elektrophysiologische Messungen der Membran-
potentiale bestétigt. Abb. 5 A demonstriert den Einflu3 des Ca**-Kanal-
Blockers Isradipin und des Ca2*-Kanal-Aktivators BayK 8644 auf dic Ak-
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Abb. 4: Konzentrations-Wirkungs-Kurve des chronotropen Effektes von (-)Isoprenalin
(A) und Carbachol (B) an Herzmuskelzellen aus zwei Tage differenzierten «embryoid
bodies».
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Abb. 5: Effekte eines Ca**-Kanal-Blockers (Isradipin) und -Offners (BayK 8644) auf
differenzierte Herzmuskelzellen der ESC-Linie D3.

(A): Messungen von Aktionspotentialen von Kontrollzellen (obere Reihe), von Zellen
nach Behandlung mit Isradipin (mittlere Reihe) und BayK 8644 (untere Reihe).

(B): Negativ chronotrope Effekte (B) der Ca**-Kanal-Blocker Nisoldipin (/\), Gallopa-
mil (O) und Diltiazem (@).
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tionspotentiale der in vitro differenzierten Herzmuskelzellen. Isradipin
fithrte zu einer Verlangsamung der diastolischen Depolarisation (Abb. 5 A,
mittlere Reihe), BayK 8644 zu einer Beschleunigung (Abb. 5 A, untere
Reihe). : .

Funktionelle Expression von Rezeptoren in Abhingigkeit vom
Differenzierungsstadium der Herzmuskelzellen

Wiihrend die B -, o,-Adrenozeptoren und muskarinen Cholinozeptoren be-
reits in einem frithen Differenzierungszustand, ndmlich bereits zwei Tage
nach Ausplattierung der «embryoid bodies», funktionell aktiv waren, sind
B,-Adrenozeptoren offenbar noch abwesend: Clenbuterol, ein selektiver 3,-
Agonist, fiithrte an diesen friih differenzierten Herzmuskelzellen zu keiner
pharmakologischen Reaktion. Erst vier bis fiinf Tage nach Ausplattierung
der «embryoid bodies» wurde ein positiv chronotroper Effekt von Clenbu-
terol nachgewiesen, der sich mit zunehmender Differenzierungsdauer er-
héhte (20). Ebenso war das herzaktive Glykosid Digitoxin in frithen Ent-
wicklungsstadien funktionell nicht aktiv, und erreichte signifikant positiv
chronotrope Effekte erst nach etwa fiinf Tagen der «embryoid body»-Diffe-
renzierung. Eine parallel durchgefiihrte Untersuchung an neonatalen Herz-
muskelzellen (kultiviert nach Ref. 4) ergab iibereinstimmende chronotrope
Reaktionen der sechs Tage kultivierten neonatalen Herzmuskelzellen der
Maus mit ESC-differenzierten Herzmuskelzellen, die nach sieben bis neun
Tagen der «embryoid bodies» differenziert waren. Die Befunde sprechen
dafiir, da3 wihrend der in vitro-Differenzierung eine entwicklungsabhingi-
ge Kontrolle der funktionellen Expression spezifischer Rezeptoren erfolgt.

Ausblick

Ein optimaler Zeitpunkt fiir Untersuchungen iiber pharmakologische
Reaktionen an in vitro differenzierten Herzmuskelzellen ist fiinf Tage nach
Ausplattierung sieben Tage alter «embryoid bodies» (20).

Da es bisher noch keine permanenten Zellinien pulsierender Herzmuskel-
zellen gibt, konnten Untersuchungen an diesen differenzierten Herzmus-
kelzellen den Verbrauch von Siugerembryonen fiir Kardiotoxizititsstudien
weitgehend vermeiden.

Dariiberhinaus besteht die Moglichkeit, das ESC-Differenzierungssystem
fiir Untersuchungen iiber kardiotrope Effekte embryotoxischer Substanzen
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im Rahmen von reproduktionstoxikologischen Studien einzusetzen. Die
induktionsabhidngige ECC-Linie (P19) gestattet weiterhin, die Auswirkung
von Differenzierungsfaktoren und Pharmaka auf die Differenzierungs-
kapazitit in die myogene «lineage» zu studieren.

In gegenwiirtigen Experimenten untersuchen wir den Einflufl von zu ver-
schiedenen Zeiten wihrend der in vitro-Differenzierung applizierten Phar-
maka und embryotoxischen Verbindungen auf die Herzzelldifferenzierung.
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Die beiden Verfasser dieses Artikels, Anna M. Wobus und Jiirgen
Hescheler, wurden gegen grosse Konkurrenz mit dem Hildegard-Doe-
renkamp/Gerhard-Zbinden-Preis 1991 ausgezeichnet. Die Preisverlei-
hung fand im April 1992 in Baltimore am «10th Anniversary Symposium
CAATY> statt. Wir gratulieren herzlich und freuen uns, die international
anerkannte Arbeit hier vorzustellen. Die Redaktion
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