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Etablierung molekularer Endpunkte zur
Weiterentwicklung des Embryonalen
Stammzelltests (EST) mit embryonalen
Stammzellen der Mans (Zeillinie D3)
Andrea Seiler, Anke Visan, Ingeborg Pohl, Elke Genschow, Roland Buesen und Horst Spielmann
Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch CZEBET),Bundesinstitut fur
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV), D-Berlin

Zusammenfassung
Der embryonale Stammzelltest (EST), der in den letzten lahren
bei ZEBET entwickelt wurde, basiert auf der Fiihigkeit embryo-
naler Stammzellen (ES-Zellen) der Maus, in vitro in rhythmisch
kontrahierende Herrmuskelzellen zu differenzieren, die mikro-
skopisch detektiert werden konnen. Im Vergleich zu anderen in
vitro Siiugetier-Modellen kann somit auf den Einsat: trachtiger
Tiere zur Gewinnung embryonaler Gewebe vollkommen ver-
zichtet werden. Mit dem ESTwird der Einfluss von teratogenen
und embryotoxischen Testchemikalien auf die Differenzierung
von embryonalen Stammzellen in kontrahierende Herzmuskel-
zellen untersucht. Diese Ergebnisse werden in Relation zum.
zytotoxischen Effekt der Substanzen auf ES-Zellen und auf
differenzierte Zellen (3T3 Maus-Fibroblasten) bewertet.
Anhand von Konzentraiions- Wirkungskurven werden Halb-
hemmkonzentrationen (ID5o, IC50) bestimmt, die die Klassifi-
zierung der Testsubstanzen in die drei Embryotoxizitdtsklassen
"nicht, schwach oder stark" embryotoxisch gestatten. Die
Klassifizierung erfolgt mit einem biostatistischen Prddiktions-
modell. Ziel unserer gegenwdrtigen Arbeiten in Kooperation
mit Firmen der deutschen Arzneimittel-Industrie ist die Weiter-
entwicklung des EST. Neben der Herrzelldifferenzierung sollen
neue relevante Endpunkte auf molekularer Ebene durch FACS-
Analysen, TaqMan-PCR und der Microarray-Technik erfasst
werden. Die Weiterentwicklung soil aufJerdem die Entwicklung
der ES-Zellen in weitere Gewebe, wie z.B. neuronale Differen-
zierung, Angiogenese/Vaskulogenese und Knorpel- und
Knochendifferenzierung einschliefJen. Erste Ergebnisse zur
Erfassung der Herzzelldifferenrierung durch spezifische An-
fiirbung von gewebespezifischen Markerproteinen und dem
semi-quantitativen Nachweis mittels der FACS-Analyse weisen
darauf hin, dass die neuen molekularen Endpunkte zu einer Ver-
besserung der Embryotoxititatsprufung mit Stammzellen der
Maus im EST fiihren werden.

Summary: Improving the embryonic stem cell test (EST) by
establishing molecular endpoints of tissue specific development
using murine embryonic stem cells (D3 cells).
Blastocyst-derived pluripotent embryonic stem (ES) cells of the
mouse can be induced to differentiate in culture into a variety
of cell types, including cardiac muscle cells. In the embryonic
stem cell test (EST) the capacity of ES cells of the mouse cell
line D3 to differentiate into contracting cardiomyocytes is used
to assess the embryotoxic potential of test compounds and in
addition, the effects on the viability of ES cells and differentia-
ted mouse fibroblasts (cell line 3T3) are compared. The three
endpoints are used to classify the embryo toxic potential of
chemicals after 10 days of exposure: (i) the inhibition of
differentiation of ES cells into cardiomyocytes (ID50) and (ii)
the decrease of viability of 3T3 cells (IC503T3)and (iii) ES cells
(IC50D3) in a MTT cytotoxicity test. Applying linear
analysis of discriminance, a biostatistical prediction model
(PM) was developed to assign test chemicals to three classes of
embryo toxicity. In an international validation study funded by
ECVAM it could be demonstrated that the EST can predict the
embryotoxic potential of a test compound as good as frequently
used mammalian systems based on pregnant animals. In ajoint
project with major German pharmaceutical companies we are
attempting to improve the EST by establishing molecular
endpoints of differentiation (e.g. cardiac, neuronal, chondroge-
nic) in cultured ES cells. We have studied the expression of
tissue specific proteins in ES cell cultures in the presence of
embryotoxic chemicals by immunofluorescent antibody techni-
ques, e.g. FACS analysis. The other groups are focusing on
endogenous gene expression in early development by RT-PCR
methods or the DNA microarray technique. The results obtained
recently using molecular markers specific for cardiac differen-
tiation and employing intracellular flow cytometry for quantifi-
cation will be presented. Molecular endpoints will allow
improvement of the EST by measuring gene expression patterns
in a small number of murine ES cells.

Keywords: embryonic stem (ES) cells, embryo toxicity, embryonic stem cell test, mouse, D3 cells, intracellular flow cytometry
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1 Einleitung

Zur Vorhersage der toxischen Wirkung
yon Chemikalien oder Wirkstoffen auf
den komplexen Reproduktionszyklus
kommen bis heute vorwiegend Tierver-
suche zum Einsatz, die zum einen sehr
zeitaufwendig und kostenintensiv und
zum anderen haufig stark belastend fur
die Tiere sind. In den letzten Jahren ge-
hen die Bemuhungen immer mehr dazu
uber, Alternativmethoden zu entwickeln,
urn die Versuchstierzahlen in der chemi-
schen und pharmazeutischen Industrie zu
verringern. Dariiber hinaus ist es bei der
Arzneimittelentwicklung wunschens-
wert, ein Testsystem zu besitzen, das
frtihzeitig das teratogene Potential eines
Arzneimittelkandidaten anzeigt.
Die ersten Ansatze zur Entwicklung

yon Alternativmethoden in der Repro-
duktionstoxikologie wurden bereits Mit-
te der 70er Jahre entwickelt, zunachst urn
Mechanismen normaler und anormaler
Entwicklung zu studieren (Ebert and
Marois, 1975), sparer aber auch als
Screening-Methode fur teratogene
Substanzen (Wilson, 1978; Kimmel et
al., 1982). In vitro Modelle konnen in der
Repraduktionstoxikologie jedoch nur
Teilaspekte des Reproduktionszyklus
erfassen. Vor allem im Bereich der Tera-
togenitat und Embryotoxizitat, also fur
permanente funktionelle und/oder struk-
turelle Storungen des sich entwickelnden
Embryos, wurde eine Reihe von Alterna-
tivmethoden vorgeschlagen, die jedoch
mit Nachteilen behaftet sind. Tests mit
Huhner-, Frosch- und Fischembryonen
sowie mit Embryonen der Fruchtftiege
haben den Nachteil, dass es sich nicht um
Saugetier-Systerne handelt. Ansatze,
die mit etablierten Zelllinien, wie z.B.
ovarialen Tumorzellen der Maus (Braun
et al., 1982) oder menschlichen Zellen
des Gaumenplattenmesenchyms (Pratt et
al., 1982) arbeiten, konnten sich wegen
unzureichender Pradiktivitat nicht durch-
setzen (ECETOC, 1989).
In vitro Saugetier-Systerne mit Kultu-

ren ganzer Rattenembryonen (Rat
Postimplantation Whole Embryo Culture,
Piersma et al., 1996) und die sog. Micro-
mass Kultur yon Zellen der Extremita-
tenknospen von Rattenembryonen
(Micromass Culture, Flint and Orton,
1984; Kistler, 1987) sind in den Labora-
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torien der chemischen und pharmazeuti-
schcn Tndustrie zwar tcilwcisc zum
Screening bei der Substanzentwicklung
etabliert (Kistler, 1987; Cicurel and
Schmid, 1988), haben jedoch den Nach-
teil, dass trachtige Tiere getotet werden
miissen, urn Embryonen oder embryonale
Gewebe zu gewinnen. Eine Alternative
dazu bietet der Embryonale Stammzell-
test (EST), der in den letzten Jahren bei
ZEBET (Zentralstelle zur Erfassung und
Bewertung yon Ersatz- und Erganzungs-
methoden zum Tierversuch) entwickelt
wurde (Spielmann et al., 1997). Er
basiert auf einer permanenten embryona-
len Stammzelllinie der Maus, so dass auf
den Einsatz trachtiger Tiere vollkommen
verzichtet werden kann. Der EST wurde
gerade zusammen mit dem Whole
Embryo Culture Test und dem Micro-
mass Test im Rahmen einer internationa-
len ECVAM (European Centre for the
Validation of Alternative Methods)
Studie erfolgreich validiert. Dabei
konnte gezeigt werden, dass der EST im
Vergleich zu den anderen beiden be-
teiligten in vitro Saugctiermodellen
keinesfalls eine geringere Voraussage-
kraft fur den Menschen besitzt. 1m
Gegenteil, der EST erzielte im Vergleich
zum Micromass Test sogar noch bessere
Resultate in Hinblick auf das Klassifi-
zierungsergebnis. Mit dem EST wurden
fur 78% der Experimente das richtige
embryotoxische Potential vorhergesagt,
wahrend der Micromass Test nur 69%
richtige Klassifizierungen erreichte
(Genschow et aI., 2002).
Pluripotente embryonale Stammzellen

(ES-Zellen), isoliert aus der inneren
Zellmasse der Blastozyste der Maus
(Doetschmann et al., 1985), konnen in
Zellkultur mit Hilfe des Leukemia
Inhibitory Factor (LIF) im undifferen-
zierten Stadium gehalten werden
(Williams et aI., 1988). Unter definierten
Kulturbedingungen und ohne Einwir-
kung yon LIF konnen ES-Zellen in
Zellen der drei Keimblatter Endoderm,
Ectoderm und Mesoderm differenzieren,
und zwar in vielerlei Hinsicht ganz
analog zur fruhen Embryonalentwick-
lung in vivo. So differenziert ein nicht
geringer Teil der Stammzellen in vitro
spontan zu kontrahierenden Herzmuskel-
zellen, die mikroskopisch detektiert
werden konnen. Der EST nutzt diese
Fahigkeit zur Vorhersage des embryoto-

xischen Potentials einer Priifsubstanz.
Mit dem EST wird der Einfiuss von
teratogcnen und embryotoxischen Test-
chemikalien auf die Differenzierung von
embryonalen Stammzellen in kontrahie-
rende Herzmuskelzellen untersucht.
Diese Ergebnisse werden in Relation
zum zytotoxischen Effekt der Substan-
zen auf ES-Zellen und auf differenzierte
Zellen (3T3 Maus-Fibroblasten) bewer-
tet (Abb. 1).Anhand yon Konzentrations-
Wirkungskurven werden Halbhemrnkon-
zentrationen (IDso, IC,o) bestimmt, die
die Klassifizierung der Testsubstanzen in
die drei Embryotoxizitatsklassen .micht,
schwach oder stark" embryotoxisch
gestatten. Die Klassifizierung erfolgt mit
einem etablierten und validierten biosta-
tistischen Pradiktionsmodell (Genschow
et al., 2000, 2002; Rohwedel et aI.,
2002).
Trotz der erfolgreich verlaufenden

ECVAM Validierungsstudie (Genschow
et al., 2002) weist der EST einige Nach-
teile auf. Die Testdauer ist mit 10 Tagen
verhaltnismafsig lang, die mikroskopi-
sche Auswertung der Kontraktion der
sich entwickelnden Herzmuskelzellen
zeitaufwendig und die Erfassung kaum
automatisierbar. Dariiber hinaus wird nur
die Differenzierung in Herzmuskelzellen
(mesodermal) erfasst. Ziel unserer ge-
genwartigen Arbeiten in Kooperation mit
Firmen der deutschen Arzneimittel-Indu-
strie ist die Weiterentwicklung des EST.
Neben der Herzzelldifferenzierung
sollen neue relevante Differenzierungs-
Endpunkte (z.B. neuronale Differenzie-
rung, Angiogenese/Vaskulogenese sowie
Knorpel- und Knochendifferenzierung)
auf molekularer Ebene durch FACS-
Analysen, TaqMan-PCR und der Micro-
array-Technik erfasst werden. Dariiber
hinaus solI die Testdauer verkurzt und
die Methode fur den Einsatz im High
Throughput Screening (HTS) optimiert
werden. Ein anderer Ansatz, der im
ECVAM Labor verfolgt wurde, ist der
Einsatz yon Reporter Gene Assays unter
Verwendung transfizierter, embryonaler
ES-Zellen, die GFP (Green Fluorescence
Protein) unter Kontrolle eines herzspezi-
fischen Promotors (alpha-Actin) expri-
mieren (Bremer et al., 1999, 2001).
1mZEBET Labor wurde ein standardi-

siertes Testprotokoll (SOP, standard
operating procedure) zur Erfassung
der Herzzelldifferenzierung mit Hilfe der
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FACS- (fluorescence-acTivated cell sorter)
Analyse erarbeitet. Dabei standen Unter-
suchungen zur Auswahl geeigneter
monoklonaler Antikorper gegen herzzell-
spezifische intrazellulare Antigene und
die Optimierung der Testdauer im
Vordergrund.
Die FACS-Analyse bietet die Moglich-

keit, die Expression bestimmter Gene
anhand des expnrruerten Proteins
quantitativ und schnell zu bestimmen.
Dazu werden die Zellen mittels spezifi-
scher Antikorper gegen intrazellulare
Proteine mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert und einzeln an einem Licht-
strahl vorbeigeleitet. Die Zellen senden,
da sie Fluoreszenz-markiert sind, charak-
teristisehe Liehtsignale aus. Mit Hilfe
yon Photodetektoren werden die Licht-
streuung und die Fluoreszenzintensitat
der Zellen quantifiziert.
Die Anwendbarkeit der neuen Metho-

de wurde anhand positiver und negativer
Kontrollsubstanzen aus der ECVAM
Validierungsstudie iiberpruft und die
erzielten Ergebnisse mit der herkommli-
chen mikroskopisehen Auswertung ver-
gliehen. 1mFolgenden berichten wir iiber
erste Ergebnisse, die mit dem neuen
Endpunkt - Erfassung der Herzzelldiffe-

renzierung auf rnolekularer Ebene - er-
zielt wurden.

2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur
Murine embryonale Stammzellen der
Linie D3 (Rolf Kemler, Max-Planck-
Institut, D-Freiburg) wurden in Dulbeeeos
modifiziertem Eagle Medium (DMEM;
Gibeo, D-Karlsruhe) mit 15% fotalem
Kalberserum (HyClone; B-Erembode-
gem-Aalst), Glutarnin (2 mM; Gibco),
Penicillin (50 U/ml; Gibco), Strepto-
mycin (50 ug/ml; Gibco), nicht-essenti-
ellen Arninosauren (1%; Gibco),
~-Mercaptoethanol (0,1 mM; Sigma,
D-Deisenhofen) und mLIF (murine
leukemia inhibitory factor, 1000 U/rnl;
Chemicon, D-Hofheim) kultiviert. Die
Zugabe von mLIF diente als wesentliche
Voraussetzung, die embryonalen Stamm-
zellen (ES-Zellen) in einem undifferen-
zierten Zustand zu halten und somit eine
Vermehrung und eine Subkiiltivierung zu
ermoglichen. Diese erfolgte im Abstand
von 2 bis 3 Tagen. Fiir die Differenzie-
rung der ES-Zellen zu myokardialen
Zellen wurde Medium in derselben

Endpunkt 1:

Hemmung der Oifferenzierung
zu kontrahierenden
Herzmuskelzellen der
ES- Zelilinie 03

Endpunkt2:

Zytotoxische Effekte
auf embryonale
Stammzellen der Linie D3

Endpunkt3:

Zytotoxische Effekte
auf differenzierte
Fibroblasten-Zellen der
Maus Linie 3T3

Bestimm ung der Endpunkte: Konzentrati ons-Wi rkungs-Kurve n
1. Hemmung der Oifferenzierung zu Herzmuskelzellen
2. Zytotoxische Effekte auf embryonale Stammzellen
3. Zytotoxische Effekte auf differenzierte Fibroblasten

-+ 1050
-+ Iyo 03
-+ ly03TI

Abb. 1: Der Embryonale Stammzelltest (EST). Schematische Darstellung des Test-
Prinzips und der im Test zu bestimmenden Endpunkte.
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Zusammensetzung ohne mLIF verwen-
det. Die Maus-Fibroblastenzelllinie 3T3
(Klon A31) wurde yon der Finna ICN-
Flow (D-Eschwege) bezogen und in
DMEM mit 10% fotalem Kalberserum,
Glutarnin (4 mM), Penicillin (50 U/rnl)
und Streptomycin (50 ug/ml) kultiviert
und im Abstand yon 2 bis 3 Tagen passa-
giert.

2.2 Testchemikalien
Als positive Kontrollsubstanzen mit
einem hohen embryotoxischen Potential
kamen 5-Fluorouracil (CAS Nr. 51-21-8,
Sigma) und all-rrans-Retinsaure (CAS
Nr. 302-79-4, Sigma) zum Einsatz.
Penicillin G (CAS Nr. 69-57-8, Sigma),
wurde als negative Kontrollsubstanz
verwendet. Yon allen drei Substanzen
wurden Verdunnungsreihen angefertigt,
welche im Differenzierungsassay (siehe
Abschnitt 2.3) als auch im Zytotoxizitats-
test (siehe Abschnitt 2.4) eingesetzt
wurden, um die Anwendbarkeit des
neuen Testendpunktes, der FACS-Analy-
se, zu uberpriifen. Nach Auswertung der
Assays wurden Dosis-Wirkungskurven
erstellt und mit den Ergebnissen der
konventionellen mikroskopischen Aus-
wertung verglichen.

2.3 Differenzierungs-Assay
Die Zellkulturtechnik zur Differenzie-
rung der ES D3-Zellen in kontrahierende
Herzmuskelzellen wurden im ZEBET
Labor, basierend auf den Methoden yon
Rudnicki and McBurney (1987) sowie
Wobus et al. (1991) etabliert. 60 bis 80
Tropfen (20 J1l)einer ES-Zellsuspension
(3,75 x 104 Zellenlml) wurden auf die
Innenseite des Deckels einer Petri-
Schale als hangende Tropfen kultiviert
(Tag 0). In den einzelnen Tropfen kam es
wahrend dieser Phase der Kultivierung
zur Zellaggregatbildung (embryoid
bodies, EBs). Nach 3 Tagen wurden
diese heruntergespult und fur weitere 2
Tage in bakterielle Petri-Schalen
iiberfilhrt. Die Beschaffenheit dieser
Kulturgefafse verhinderte eine Anheftung
der ES-Zellen. Am Tag 5 wurden die
einzelnen EBs in Mikrotiterplatten
(24-well) uberfuhrt, In diesem letzten
Kultivierungsschritt kam es zur An-
heftung der EBs und zur Ausdifferen-
zierung der ES-ZeBen in Herzmuskelzel-
len. Am Tag 7 und Tag 10 der Differen-
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zierung erfolgte dann die rnikroskopi-
sche Erfassung der schlagenden Herz-
muskelzellen und eine quantitative
Erfassung mittels der FACS-Analyse
(siehe Abschnitt 2.6). Zur Beurteilung
der inhibitorischen Wirkung der Testsub-
stanz auf die Differenzierung wurde dem
Kulturmedium die Testsubstanz in unter-
schiedlichen Konzentrationen wahrend
der Differenzierung zugesetzt. Anhand
der angefertigten Konzentrationsreihen
konnte eine Dosis- Wirkungskurve
erstellt und der 1Dso-Wert (halbmaximale
Inhibierung der Differenzierung) als
Endpunkt des Tests ermittelt werden. Zur
Auswertung wurden die Messwerte fur
die unterschiedlichen Konzentrationen
der Testsubstanz auf die Kontrollwerte
(100%) normiert.

2.4 Zytotoxizitatstest
Die Zytotoxizitat der ausgewahlten Test-
chemikalien wurde anhand der 3T3-
Fibroblasten und der ES-Zellen unter-
sucht. Dabei wurde die Wirkung der
Substanzen auf das exponentielle Wachs-
tum der beiden Zelllinien uber einen
Inkubationszeitraum von 7 und 10 Tagen
mit Hilfe des MTT-Zytotoxizitatstests
(Mosman, 1983) uberpruft. ES-Zellen
und Fibroblasten wurden auf Mikrotiter-
platten (96-well) plattiert (5x 102

Zellen/Vertiefung) und 2 h zur An-
heftung im Brutschrank (37°C, 5% CO2)

vorinkubiert. Danach wurden die Platten
mit 150 ul Kulturmedium, das die
Testsubstanz in unterschiedlichen Kon-
zentrationen enthielt, beschickt und
weiter inkubiert. Am Tag 3 und 5 der
Kultivierung erfolgte je ein Medium-
wechsel. Dazu wurde das Kulturmedium
abgesaugt und durch frisches Medium
mit entsprechenden Substanz- bzw.
Losungsmittelkonzentrationen ersetzt.
Am Tag 7 und Tag 10 der Kultivierung
erfolgte dann die Bestimmung des
zytotoxischen Wirkungsgrades der Test-
substanz fur beide Zelllinien (3T3 und
D3) mittels des MTT-Tests. Dazu
wurden 20 ul einer M'I'T'Losung (5 mg
3-[4,5-dimethyldiazol-2-ylJ-2,5-diphenyl-
tetrazliumbromid auf 1 ml PBS; Sigma)
in die Vertiefungen gegeben. Danach
erfolgte eine zweisttindige Inkubation
im Brutschrank. Wahrend dieser Zeit
wird MTT durch die mitochondriale
Succinatdehydrogenase in einen blauen
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Farbstoff umgesetzt, der anschlieBend
mit 130 f1l M'Tl-desorb-solution (3,49%
SDS [20%ig] und 96,51% Isopropanol)
extrahiert wird. Die optische Dichte
wurde mit einem ELISA-Reader (Dyna-
tech, D-Denkendorf) bei einer Wellen-
Hinge von 570 nm und einer Referenz-
wellenlange von 630 nm gemessen.
Anhand der angefertigten Konzentrati-
onsreihen konnten wiederum Dosis-
Wirkungskurven erstellt und somit die
ICso- Werte (halbmaximale Hemmung des
Zellwachstums) ftir die D3- als auch die
3T3-Zellen als weitere Testendpunkte er-
mittelt werden.

2.5 Immunfluoreszenz Mikroskopie
Die ES-Zellen wurden wie unter
Abschnitt 2.3 beschrieben kultiviert. Am
Tag 5 des Differenzierungsprotokolls
wurden die einzelnen EBs auf Gelatine-
beschichtete Deckglaser uberfuhrt und

fiir weitere 2 Tage kuitiviert. Zur
Markierung intrazcllularer, herzzcllspezi-
fischer Antigene mittels monoklonaler
Antikorper (mABs) wurden die Zellen
am Tag 7 der Differenzierung fixiert (20
min, 4% Paraformaldehyd), mil Saponin
(0,15%) permeabilisiert und mit den
primaren mABs anti-a-Aktinin (EA-53;
Chemicon, D-Hofheim; Verdiinnung:
1:1600) und anti-Sarcomeric Myosin
Heavy Chain (anti-MHC, MF20; Hybri-
doma Bank, USA; Verdunnung: 1:200)
fiir eine Stunde inkubiert. Danach wurde
ein zweiter, Fluorochrom-konjugierter
Antikorper (lndocarbocyanin, Cy3; Dia-
nova, D-Hamburg; Verdtinnung: 1:1200)
eingesetzt. Die spezifisch angefarbten
Zellen wurden unter dem Fluoreszenz-
mikroskop (Olympus BX 51) ausgewertet
und entsprechend den Vorschriften des
Herstellers mit einem hochempfindlichen
Film (3200 ASA) fotografiert.

2a

2b

Abb. 2a, 2b: Almmunfluoreszenz-Mikroskopische Darstellung spezifisch markierter
Herzmuskelzellen. Die Farbunq erfolgte mit monoklonalen Antikorpern gegen die
rnuskularen Strukturproteine a-Aktinin (EA-53), VergroBerung: 125-fach, Tag 10 der
Differenzierung (A) und Sarcomeric Myosin Heavy Chain (anti-MHC, MF20), VergroBerung
4500-fach, Tag 7 der Differenzierung (8).
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2.6 Durchflusszytomctrie (FACS-
Analyse)

Die Zellen wurden durch eine 30-
minutige Inkubation mit TrypsinJEDTA
(Gibco) und DNase 1 (Sigma) vereinzelt
und mit Paraforrnaldehyd (2%; Sigma)
fixiert. Die Schritte zur Permeabilisie-
rung und spezifisehen Anfarbung der
differenzierten Herzrnuskelzellen erfolg-
ten wie zuvor in Absehnitt 2.5 besehrie-
ben. Urn die Spezifitat der verwendeten
Antikorper zu prufen, wurden als negativ
Kontrolle isotypisehe Kontrollen in
derselben Konzentration wie der Testanti-
korper eingesetzt bzw. Verdiinnungspuf-
fer ohne Antikorper verwendet. Die
indirekte Anfarbung erfolgte uber einen
zweiten biotinylierten Antikorper (Dia-
nova, D-Hamburg; Verdtinnung 1:1000)
und Phycoerythrin-konjugiertes Strepta-
vidin (Dianova, D-Hamburg), welches
eine sehr hohe Affinitat zu Biotin
aufweist. Die FACS-Analysen wurden
bei 570 nrn unter Verwendung eines
FACSCalibur®Gerates der Firma Becton
Dickinson (D-Heidelberg) durchgeftihrt
und die Daten mit Hilfe der Cell Quest"-
Software analysiert.

3 Ergebnisse

Zur Etablierung des neuen Endpunktes -
quantitative Erfassung der Herzzell-
differenzierung mit Hilfe der FACS-Ana-
lyse - mussten zunachst geeignete
monoklonale Antikorper gegen herzzell-
spezifische intrazellulare Antigene
ausgewahlt werden. Diese wurden dann
zur Uberprufung der Zelltypspezifitat in
der Fluoreszenzrnikrokopie eingesetzt
und in der FACS-Analyse auf ihre
Eignung ausgetestet. Dabei standen die
Reproduzierbarkeit und die Einfachheit
der Messung (quantitativ standardisier-
bares Signal) im Vordergrund. Die
Anwendbarkeit des neuen Endpunktes
wurde anhand der Testung yon positiven
(Retinsaure, 5-Fluorouraeil) und negati-
yen (Penicillin G) Standard- Testsubstan-
zen iiberpriift. Bei Retinsaure handelt
es sich urn einen teratogenen Stoff,
der im Tierrnodell Effekte auf die Herz-
differenzierung zeigt (Lammer et al.,
1985), wahrend 5-Fluorouracil vor-
wiegend Missbildungen an Extremitaten
und zahlreiche viseerale Defekte auslost
(Stephens et al., 1980).

3.1 Etablierung des neuen
toxikologischen Endpunktes

ES-Zellen der Zelllinie D3 der Maus
wurden nach einern Standardprotokoll zu
Herzrnuskelzellen differenziert und mit
monoklonalen Antikorpern gegen die
muskularen Strukturproteine o.-Aktinin
und das sarcomere Myosin Heavy Chain
(MHC, MF20) angefarbt, Zur Beurtei-
lung der Zellspezifitat der ausgewahlten
Antikorper haben wir die Markierung der
Zellen fluoreszenzrnikroskopiseh unter-
sucht. Beide Antikorper zeigten eine
spezifische Farbung der Herzmuskelzel-
len am Tag 10 bzw. Tag 7 der Differen-
zierung. In Abb. 2a ist die Farbung mit
dem Antikorper gegen rx-Aktinin gezeigt.
Aufgrund der stark angefarbten gestreif-
ten Muskulatur lieBen sieh die Herzmus-
kelzellen yon den restliehen Zellen ein-
faeh unterseheiden. Abb. 2b zeigt die
Markierung mit dem Antikorper MF20.
Hier ist die Farbung der Filamentprote-
ine yon einzelnen Zellen zu erkennen,
wobei die markierten Proteine im
Vergleich zur Anfarbung mit o-Aktinin
nieht die geordnete quergestreifte Mor-
phologie aufweisen. Die Quantifizierung

Kontrolle ohne 1.Antikorper anti - a.- actini narti -sa-corneric MHC (MF 20)

Total Events: 10000 Tctal E'Jerts: 10000 Total Events: 10000

Region Everts % Tct<ll % G<lted Regirn Events % Total % Gated Region Events %Tctal % Gated

R1 7792 77 fJ2 100 R1 8597 85,97 100 R1 8570 85}O 100

R2 10 0,10 0.13 R2 1699 16,99 19,76 R2 583 5,83 6.80

Abb. 3: Quantifizierung der Herzmuskelzellen mittels der
FACS-Analyse, dargestellt im Dot Plot Verfahren am Tag 7 der
Differenzierung. Auf der x-Achse ist die Fluoreszenzintensitat im
Kanal FL-2 aufgetragen, auf der y-Achse die gemessenen

Ereignisse im Messkanal FSC. In der Tabelle ist die statistische
Auswertung dargestellt. Vergliehen wird das Ergebnis der
Kontrolle ohne den 1. Antikorper mit den Ergebnissen der MF20
und anti alpha-Aktinin markierten Zellen.
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der entsprechenden Signale mittels der
FACS-Analyse ist in Abbildung 3 darge-
stellt. Beide Antikorper zeigten ein
starkes, gut reproduzierbares Signal, das
sich einfach vom unspezifischen Hinter-
grund trennen lieB.
Zur Optimierung der Testdauer haben

wir den zeitlichen Verlauf der Herzmus-
kelzelldifferenzierung anhand der beiden
Markerproteine o-Aktinin und Myosin
Heavy Chain (MF20) uber einen Zeit-
raum von insgesamt 12 Tagen mittels
FACS-Analysen untersucht (Abb. 4).
Das starkste Signal fiir beide Markerpro-
teine wurde am Tag 7 der Differenzie-
rung beobachtet, wobei mit dem Antikor-
per MF20 im Durchschnitt 17% von
10.000 Zel1en positiv waren und mit dem
Antikorper gegen das o-Aktinin der An-
teil positiver Ereignisse bei 4.5% lag.

3.2 Testung yon Kontrollsubstanzen
Zur Standardisierung des neuen End-
punktes haben wir die Wirkung yon stan-
dard-positiven (5-Fluorouracil, Retinsau-
re) und standard-negativen (Penicillin G)
Testsubstanzen auf die Differenzierung
der Herzmuskelzellen am Tag 7 und am
Tag 10 der Differenzierung untersucht.

Die Effekte wurden sowohl mit der
FACS-Analyse anhand der Markerprotei-
ne (X-Aktinin und MHC quantifiziert als
auch mit der konventionellen Methode
(mikroskopische Auswenung) erfasst
und rniteinander verglichen. Die in Ab-
bildung 5 dargestellten reprasentativen
Konzentrations- Wirkungskurven fur die
drei getesteten Substanzen zeigen, dass
beide Methoden (FACS / Mikroskop) zu
sehr ahnlichen Kurvenverlaufen fiihren.
Dem zufolge wurden fur beide Methoden
fast identische Halbhemmkonzentrationen
(IDso-Werte) ermittelt, auch wenn die
Testdauer um 3 Tage verktirzt wurde
(Abb. 6). Bei den stark embryotoxischen
Substanzen 5-Fluorouracil und Retinsau-
re lagen die ID50-Werte im Vergleich zu
der nicht-embryotoxischen Substanz
Penicillin G deutlich niedriger. Die aus
den Konzentrations- Wirkungskurven
ermittelten Endpunkte wurden berechnet
und in die drei linearen Diskriminanz-
funktionen des Pradiktionsrnodells ein-
gesetzt. Das Klassifizierungsergebnis lag
bei 100% korrekter Einstufungen der
Einzelexperimente. Sornit konnte fur alle
drei getesteten Prtifsubstanzen das
embryotoxische Potential richtig vorher-

I:
j!
~
ooo
ci
I:o
>
<1'-

6 7
an=4±SEM

• alpha-Aktinin

!:I MF20

10 12
Zeit [d]

Abb. 4: Zeitlicher Verlauf der Herzmuskelzelldifferenzierung, gemessen am Tag 6, 7, 10
und 12 der Differenzierung. 24 EBs wurden gepoolt, eine Einzelzellsuspension hergestellt
und geteilt. Die Halfte der Zellen wurde mit dem mAB anti-a.-Aktinin (EA-53), die andere
Halfte der Zellen mit dem mAB anti-Sarcomeric Myosin Heavy Chain (anti-MHC, MF20)
markiert und im FACS (Dot Plot Analyse) der prozentuale Anteil positiver Ereignisse
quantifiziert. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus vier unabhangigen Experimenten.
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gesagt werden, und zwar fiir beide
Methoden zur Bestimmung der IDlo-

Werte (FACSlMikroskop) und fur die
beiden gcmcssencn Zeitpunkte (Tag 7
und Tag 10 der Differenzierung).
Der unterschiedliche Verlauf der Zyto-

toxizitatskurven bei den 3T3 Zellen ba-
siert darauf, dass einige stark embryoto-
xische Substanzen (z.B. 5-Fluorouracil),
bei geringer Konzentration, neben dem
stark embryotoxischen Potential ein ho-
hes zytotoxisches Potential aufweisen
(Abb.5).

4 Diskussion

Zur Weiterentwicklung des embryonalen
Starnrnzelltestes haben wir ein standardi-
siertes Testprotokoll (SOP, standard
operating procedure) zur Erfassung der
Herzmuskelzelldifferenzierung auf
molekularer Ebene mittels der FACS-
Analyse entwickelt. Dabei standen
Untersuchungen friihembryonaler Diffe-
renzierungsprozesse unter Verwendung
verschiedener monoklonaler Antikorper
gegen exprimierte Markerproteine im
Vordergrund.
Wahrend der Embryonalentwicklung

erfolgt die Expression gewebespezifi-
scher Gene und die Ausbildung
typischer Strukturproteine und Rezepto-
ren in einem stark zeitlich regulierten
Programm. So konnte auch fiir die Diffe-
renzierung der embryonalen Stammzel-
len zu Herzmuskelzellen gezeigt werden,
dass zunachst Mesoderm-spezifische
Gene exprirniert werden, u.a. die kardia-
len Strukturprotein-kodierenden Gene,
wie (X- und ~-MHC (myosin heavy
chain), spater dann auch Gene, die im
Vorhof (artrial natriuretic factor, ANF)
und in der Herzkarnrner (myosin light
chain-2v, MLC-2v) exprimiert werden
(Wobus and Guan, 1998). Ebenso
werden herzspezifische Proteine des Sar-
komerapparates (u.a. o-Aktinin und
Myosin) strukturell organisiert und phy-
siologische Eigenschaften (herzspezifi-
sche Aktionspotentiale und Ionenkanale)
in einem charakteristischen zeitlichen
Muster ausgepragt (Guan et al., 1999a;
Hescheler et al., 1997).
Als besonders gut geeignete Marker-

proteine fiir die Quantifizierung der Dif-
ferenzierung zu Herzmuskelzellen mit-
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Abb. 5: Reprasentative Dosis-Wirkungskurven fUr die fUnt ermittelten Endpunkte im
EST. Inhibierung der Difterenzierung der D3 Zellen, gemessen mit der konventionellen
Methode - mikroskopische Evaluierung - und im Vergleich mit der FACS-Analyse, und
Zytotoxizitat bei den embryonalen Stammzellen (D3) und den differenzierten Fibroblasten
(3T3 Zellen) am Tag 7. Ahnliche Kurvenverlaufe wurden fur den Tag 10 der Differenzierung
ermittelt (Daten nicht gezeigt). A: Positive Kontrollsubstanz Hetinsaure, B: Positive
Kontrollsubstanz 5-Fluorouracil, C: Negative Kontrollsubstanz Penicillin G.
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tels der FACS-Analyse erwiesen sich die
rnuskularen Strukturproteine des Sarko-
merapparates Myosin und u-Aktinin.
Spezifische monoklonale Antikorper, die
ein reproduzierbares und quantitativ
standardisierbares Signal in der Irnmun-
fiuoreszenz und der Durchflusszytome-
trie ergaben, konnten fur beide Marker-
proteine ·identifiziert werden. Dabei
handelt es sich urn die monoklonalen An-
tikorper MF20 (Bader et al., 1982) bzw,
EA-53 (Goncharova et al., 1992). MF20
ist ein gut charakterisierter Antikorper,
der bereits haufig sowohl in der Grundla-
genforschung als auch in der angewand-
ten Forschung zum Nachweis der Kar-
diogenese bzw, als myogener Marker bei
einer Vielzahl yon Studien sowohl in vi-
vo als auch in vitro eingesetzt wurde, Da-
bei konnte gezeigt werden, dass er eine
starke Bindung an sarcomeres Myosin
aller embryonalen Stadien in vivo auf-
weist und sowohl die nativen als auch de-
naturierte Formen erkennt. EA-53 er-
kennt spezifisch das sarcomere
a-Aktinin der Z-Bande in Skelett- und
Herzmuskeln. Nicht-sarcomere Muskel-
elemente (Bindegewebe, Epithelium,
Nerven, glatte Muskulatur) werden nicht
erkannt. Folgende Grunde sprechen je-
doch dafur, dass in den Experimenten
groistenteils Herzmuskelzellen analysiert
wurden: Einerseits entwickeln sich die
Herzmuskelzellen im Verlauf der Diffe-
renzierung vor den Skelettmuskelzellen
(am Tag 7 der Differenzierung liegt der
Anteil an Skelettmuskelzellen unter 5%,
Guan et al., 1999b), zum anderen war
mikroskopisch die Kontraktion der Herz-
muskelzellen sichtbar,

Wie aus den Konzentrations- Wir-
kungskurven zu ersehen ist, eignete sich
die Durchfiusszytometrie durchaus zur
Quantifizierung toxikologischer Effekte,
Bemerkenswert ist, dass ein funktionaler
Test, namlich die mikroskopische Be-
wertung der schlagenden Herzrnuskel-
zellen, und die Quantifizierung auf Pro-
teinebene mitteIs der FACS-Analyse zu
fast identischen Ergebnissen fuhrten. Ein
besonderer Vorteil des neuen Endpunktes
ist jedoch, dass die Erfassung der Diffe-
renzierung zu Herzmuskelzellen repro-
duzierbar zu einem friiheren Zeitpunkt,
namlich am Tag 7 der Differenzierung,
erfolgen konnte. Diese Verkurzung der
Testdauer ist mit der konventionellen
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Abb. 6: Vergleichende Darstellung der ID50-Werte, ermittelt mit der mikroskopischen
Erfassung und der FAGS-Analyse fOr aile drei getesteten Substanzen und die beiden
gemessenen Zeitpunkte, Tag 7 und Tag 10 der Oifferenzierung. Oie dargestellten 1050-
Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhanqiqen Experimenten ± der
Standardabweichung (SO).

Methode, der mikroskopischen Auswer-
tung, nicht immer moglich, da schlagen-
de Herzmuskelzellen zu diesem Zeit-
punkt nicht zuverlassig detektierbar sind,
und deshalb hierflir Tag 10 der Differen-
zierung gewahlt werden muss.

Die Weiterentwicklung des embryona-
len Stammzelltestes schafft die Voraus-
setzung dafur, den Test zu automatisieren
und damit mit hoherem Durchsatz zur
Substanzauswahl (High Throughput
Screening) einzusetzen. Dies ist ins-
besondere fiir die Etablierung und An-
wendung des Stammzelltestes in der
pharmazeutischen und chemischen Indu-

strie als ein in vitro Screeningverfahren
zur frtihzeitigen Erfassung des teratoge-
nen Potentials eines Arzneimittelkandi-
daten wichtig. Die Durchflihrung von
aufwendigen Tierversuchen mit hohen
Versuchstierzahlen kann somit reduziert
werden. Besonders die Ergebnisse der
ECVAM Validierungsstudie zeigten, dass
der EST sich als ein Screeningverfahren
von stark embryotoxischen Substanzen
eignet, da deren Potential zu 100% richtig
vorhergesagt wurde (Genschow et aI.,
2000, 2002). Ein weiterer Vorteil ist, dass
der EST die Analyse von teratogenen
Toxizitatsparametern an Embryo-ahnli-
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chen Strukturen erlaubt, die in reinen
Ze11kultursystemen nicht erfasst werden
konnen,

Der EST leistet somit einen wichtigen
Beitrag zum Tierschutz. Durch seinen
Einsatz wird vcrrnicden, dass stark be-
lastende Substanzen in den Tierversuch
gelangen oder dass trachtige Tiere zur
Gewinnung embryonaler Gewebe und
Organe getotet werden mtissen. Dies
konnte insbesondere fur die Umsetzung
der "Strategie fur eine zuktinftige
Chemikalienpolitik der EU" wichtig
sein, da Behorden und Industrie toxiko-
logische Risikoabschatzungen grund-
satzlich mit tierversuchsfreien Alternativ-
methoden durchflihren 8011en, und die
Durchftihrung von Tierversuchen nur in
besonders begriindeten Hillen gestattet
wird.
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