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Mikrokinematographische
Neurodifferenzierungs- und
Neurotoxizititsstudien an einem in vitro Modell
unter Verwendung embryonaler Stammzellen

der Maus

Stefan Arnhold, Christian Andressen, Jiirgen Hescheler* und Klaus Addicks
Institut I fiir Anatomie und “Institut fiir Neurophysiologie der Universitit zu Koln, D-Kéln

Zusammenfassung

Die Ontogenese des Nervensystems der Sduger ist in weiten
Teilen unbekannt. Dies beruht auf dem Fehlen von experimen-
tellen Systemen, die die Aufkldrung von zelluldren Mechanis-
men wéihrend der neuronalen Reifung unterstiitzen. In jiingster
Zeit wurde die erfolgreiche Gewinnung neuronaler Zellen
unter Verwendung embryonaler Stammzellen der Zellinie BLC-
6 durch unsere Gruppe beschrieben. Diese Zellen bilden
komplexe neuronale Netzwerke mit typischen elektrophysiolo-
gischen Eigenschaften inklusive der synaptischen Kopplung,
wie sie aus in vivo Befunden bekannt sind.

Eingehende Untersuchungen zur Transmitterausstattung haben
eine Reihe von neuroaktiven Substanzen nachweisen kénnen,
darunter auch Glutamat. Fiir diesen excitatorischen Neuro-
transmitter ist eine Beteiligung bei ischimiebedingter Neuro-
degeneration beschrieben worden. Da bekannt ist, dafy eine
erhohte Glutamat-Freisetzung die neuronale Fortsatzbildung
sowie die neuronale Vitalitiit beeinfluf3t, wurde das in vitro
Modell der embryonalen Stammzellen herangezogen, um die
Effekte einer Glutamatintoxikation iiber den Glutamat-
Agonisten NMDA wiéihrend der frithen embryonalen Entwick-
lung zu untersuchen. Trotz des Vorhandenseins der entspre-
chenden Rezeptoren in allen morphologischen Phénotypen
zeigte die eingesetzte Vitalbeobachtung eine erhohte Degene-
ration morphologisch differenzierter bi- und multipolarer
Neurone im Vergleich zu undifferenzierten apolaren Neuronen.

Summary:Microcinematographic studies on neurodifferentiati-
on and neurotoxicity in vitro using mouse embryonic stem cells
The ontogeny of the mammalian nervous system remains
largely unknown, mainly because of the lack of experimental
systems that will allow identification of cellular mechanism
involved in neuronal maturation. Recently the succesful
differentiation of neurons from embryonic stem cells of the
BLC-6 cell line has been shown by our group, and these cells
are able to form complex neuronal networks with typical
electrophysiological characteristica including postsynaptic
potentials, comparable to the situation in vivo. Further
characterization of neuronal cells revealed characteristic
phenotypes, equipped with various neurotransmitters, e.g.
glutamate. This excitatory neurotransmitter is reported to be
involved in ischemia dependent neurological disorders. As the
investigation of toxic effects during neuronal maturation in the
embryo is usually rather difficult, due to the limited isolation
of early embryonic neurons, the ES cell line seems to be an
appropriate model to study effects of neurotoxicological
substances. Because of the well known effect of glutamate on
dendritic outgrowth and neuronal survival, the in vitro system
of embryonic stem cells was applied to study the effect of
glutamate intoxication by the receptor agonist NMDA during
early neuronal development using videomicroscopic time lapse
studies. The results point out that the NMDA induced neuroto-
xicity correlates with the degree of neuronal differentiation.
Despite the existence of NMDA receptors in apolar, bipolar
and multipolar neurons, the latter two populations were
affected more dramatically than undifferentiated apolar
neurons.

Keywords: embryonic stem cells, neuronal development, neurotransmitters, glutamate toxicity

1 Einleitung

Embryonale Stammzellen sind klonale
Zellinien, die aus der inneren Zellmasse
der Blastozyste der Maus gewonnen wer-
den (Evans und Kaufmann, 1981; Martin,
1981). ES Zellen besitzen drei Eigenschaf-
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ten, die sie zusammen zu einem gut ge-
eigneten System zum Studium der Ent-
wicklungsmechanismen bei Sdugern ma-
chen:

L. sie besitzen das Potential, sich in Zel-
len aller drei embryonaler Keimblitter zu
differenzieren. Diese totipotente Kapazi-

tit embryonaler Stammzellen wird am
deutlichsten durch ihre Eigenschaft illu-
striert, nach Injektion in eine Blastozyste
funktionell an der normalen embryonalen
Entwicklung teilnehmen zu kénnen (Ros-
sant und Chapman, 1983; Gosslar et al.,
1989),
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II. sie lassen sich in Kultur in einem un-
differenzierten Status nahezu unbegrenzt
vermehren. Selbst nach iiber 250 Teilungs-
zyklen in Kultur behalten ES Zellen ihre
Totipotenz (Suda et al., 1987). Damit sind
sie ideal fiir eine genetische Manipulation
einsetzbar (Thomas und Capecci, 1987).
III. diese Zellen sind in ihrer Differenzie-
rung sowohl fiir elektrophysiologische als
auch vitalmikroskopische Untersuchun-
gen zuginglich.

Uber die bei der neuronalen Differen-
zierung beteiligten Faktoren ist noch we-
nig bekannt. Erste Hinweise iiber betei-
ligte Mechanismen wurden sowohl aus in
vivo als auch in vitro Untersuchungen un-
ter Verwendung neuronaler Zellkulturen
gewonnen. Fiir die Zellinie BLC-6 (Strii-
bing et al., 1995) werden zur Induktion
einer neuronalen Differenzierung dieser
totipotenten Zellen zwei Stimuli verwen-
det: Die Zellen aggregieren in der von uns
verwendeten Priparation des hingenden
Tropfens zu soliden Zellhaufen, was zur
Expression spezifischer Gene fiihrt (ein
ProzeB, der die Bildung der inneren Zell-
masse wihrend der Embryogenese imi-
tiert), und zweitens ist die Behandlung der
Stammzellen mit Retinsdure eine wichti-
ge Voraussetzung, um die neuronale Dif-
ferenzierung zu férdern (Bain et al. 1995,
Striibing et al., 1995).

In der vorliegenden Studie haben wir in
einem ersten Schritt die sich entwickeln-
den Neurone aus der ES Zellinie BLC-6
beziiglich ihrer Transmitterausstattung
untersucht. Dabei wurde auBer den klas-
sischen exzitatorischen und inhibitori-
schen Transmittern auch das Vorkommen
einiger Neuropeptide untersucht. Parallel
dazu wurden reifungsabhidngige morpho-
logische Verinderungen dokumentiert.
Dabei konnte eine Korrelation differenzie-
rungsabhingiger Phinotypen (apolare,
bipolare und multipolare Nervenzellen)
mit der Transmitterausstattung der Neu-
rone fiir GABA, Glutamat und Glycin her-
ausgearbeitet werden.

Aufgrund der guten Zuginglichkeit der
Neurone bietet das Modell der ES Zellen
neben dem Studium der neuronalen Dif-
ferenzierung die Méglichkeit, Neurotoxi-
zititsstudien durchzufiihren.

Es ist bekannt, daf bei neurodegenera-
tiven Erkrankungen wie Schlaganfall,
Schidel-Hirn-Trauma und Epilepsie er-
héhte Spiegel des physiologischerweise
im zentralen Nervensystem vorkommen-

60

den Neurotransmitters Glutamat auftreten
(Choi, 1987). Diese Erhéhung kommt
duch eine primidre Schidigung einiger
Nervenzellen durch Sauerstoffminderver-
sorgung zustande. In der Folge wird durch
Zellschiidigung der Neurotransmitter un-
kontrolliert und in unphysiologischen
Konzentrationen in den Extrazellularraum
freigesetzt, was iiber eine dadurch beding-
te permanente Stimulation benachbarter
Neurone zu deren Schidigung fiihrt. Die-
se Situation haben wir in unserem System
durch Stimulation des hauptsiichlich dar-
an beteiligten Glutamatrezeptors iiber den
Rezeptoragonisten N-methyl-D-aspartic-
acid (NMDA) imitiert, um so vitalmikro-
skopisch die Effekte in Analogie zu einer
Glutamatneurotoxizitit zu untersuchen.

Insgesamt zeigen unsere Befunde, daf
das ES-Zellsystem ein geeignetes in vitro
Modell zur Untersuchung zelluldrer und
morphologischer Entwicklungsvorginge
darstellt. Dariiber hinaus dient es aber auch
als experimenteller Zugang fiir die Durch-
fiihrung von Neurotoxizititsstudien wih-
rend der Nervenzelldifferenzierung.

2 Material und Methoden

Zellkultur und Zelldifferenzierung

ES-Zellen der Linie BLC-6 (Wobus et al.,
1988) wurden auf konfluent in Gewebe-
kulturschalen (Durchmesser 6 cm) wach-
senden embryonalen Mausfibroblasten
(,feeder layer) kultiviert (siche Rohwe-
del et al., 1994). Das weitere Kultivie-
rungsschema zum Studium von neurona-
len Entwicklungsschritten ist in Abb. 1
dargestellt. Nach Herstellung einer Zell-
suspension durch Trypsinierung aggregier-
ten die Zellen in einem hingenden Trop-
fen (400 Zellen/20p] Medium) innerhalb
von 2 Tagen zu sogenannten embryoid
bodies (EBs). Als Medium verwendeten
wir DME Medium (Biochrom, Berlin,
FRG), supplementiert mit 15% fotalem
Kilberserum (FKS, Gibco BRL, Eggen-
stein, FRG), 2mM Glutamin (Gibco BRL),
nichtessentiellen Aminosiuren (Stamml-
sung 1:100, Biochrom), 100 U/100 pg/ml
Penecillin/Streptomycin (Biochrom, Ber-
lin, FRG) und 50 uM B-Mercaptoethanol
(Serva, Heidelberg, FRG). Wiihrend der
Kultivierung im hiingenden Tropfen (Dif-
ferenzierungstage 1 und 2) wurde dem
Medium all-trans Retinsidure (RA) (Ser-
va, Heidelberg, FRG) als Induktor einer
neuronalen Reifung zugesetzt. RA wurde
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in Ethanol (96%) geldst und als Stamm-
16sung (10 M) bei -80°C im Gefrier-
schrank gelagert. Aliquots wurden jeweils
nur einmal verwendet und frisch vor je-
dem Differenzierungsansatz in Medium
auf die Konzentration von 107 M ver-
diinnt. Nach der Bildung der EBs wurden
diese in einer Suspensionskultur fiir 2
weitere Tage in DME Medium ohne RA
gehalten. Danach erfolgte das Ausbringen
dieser Aggregate (Plattieren) auf mit Ge-
latine (0,1% w/v) beschichteten Deckglis-
chen in Multiwellschalen. In diesen Scha-
len wurde die weitere Kultivierung der
EBs bis zum Einsatz in den Versuchen
durchgefiihrt. Alle folgenden Altersanga-
ben der Kulturen beziehen sich auf dem
Zeitraum nach Plattieren der EB.

Zeitplan

ES-Zellen (BLC 6)
{Tage)

kultiviert auf “feedar layer”

i Praparation einer Zellsuspension und

Kultivierung von 400 Zellen/20 pl Medium
in hangenden Tropfen

T & &)
Tt

Bildung von "embryodhnlichen”
Zellaggregatan

AWAWAWRWS]

Sammein der Aggregate (EB) und
weitere Kultivierung in Suspension

Plattieren der EB auf mit Gelatine
beschichteten Deckglaschen in
24er Multiwell-Kulturschalen

[ e pa]

geaf— e gt tneasis Bis
Erscheinen der ersten
neuronalen Zellen

—+ Elektrophysiologie
— Vilaimikroskopie
— Neurotoxizitat

Abb. 1 Differenzierungsschema zur in vi-
tro Differenzierung neuronaler Zellen aus
ES Zellen (BLC-6).

Nach Aggregation von ES Zellen in der
Praparation des hangenden Tropfens un-
ter Zugabe von Retinsdure innerhalb von
2 Tagen werden die gebildeten Zellaggre-
gate (EB) abgespiilt und fiir weitere 2 Tage
in Suspension kultiviert. Am 4. Tag erfolgt
die Plattierung der EBs auf gelatinierte
Deckglaschen in Multiwell-Schalen.

Immuncytochemie

Der Nachweis verschiedener neuronaler
Marker erfolgt unter Verwendung geeig-
neter polyklonaler Primidrantikdrper aus
dem Kaninchen. Dazu wurden Priméran-
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tikdrper zum Nachweis folgender Antige-
ne eingesetzt:: die Neuronen spezifische
Enolase, (NSE, 1:6000, Polyscience), Syn-
aptophysin als Nachweis von synaptischen
Verschaltungen (Biomol, 1:1000), die
Neurotransmitter Glutamat, GABA, Gly-
cin und Serotonin (alle 1:1000, freundli-
cherweise zur Verfiigung gestellt von Prof.
Veh, Berlin), sowie die Neuropeptide Sub-
stanz P, Vasointestinales Polypeptid, Neu-
ropeptid Y (alle 1:2000, Sigma). Als Se-
kundarantikérper zur Detektion der ein-
gesetzten Primidrantikdrper dienten bioti-
nylierte Immunglobuline aus der Ziege (1:
400, DAKOQ). Der enzymatische Nachweis
dieser Antikorperkomplexe erfolgte tiber
Avidin konjugierte Meerrettich-Peroxyd-
ase (DAKO, 1:100) mit Diaminobenzidin
(Sigma) und H,0, (Merck) als Substrat.

Vitalmikroskopie

EBs wurden zu verschiedenen Zeiten nach
Plattieren (2-20 Tage) in eine temperierte
Kammer (37° C) transferiert, die auf dem
Kreuztisch eines Inversmikroskops ange-
bracht ist. Diese Kammer wurde fiir die
Dauer der Beobachtung mit einer wasser-
dampfgesittigten Mischung aus 95% Luft
/5% CO, begast. Mit Hilfe einer compu-
tergestiitzten Bildaufnahme- und Analy-
seeinheit (Lucia M, Nikon) wurden in
Zeitabstidnden von 30 Minuten Bilder aus-
gewihlter Neuronenpopulationen digita-
lisiert und die morphologischen Veriinde-
rungen innerhalb des Beobachtungszeit-
raumes von bis zu 24 Stunden analysiert.

Elektrophysiologie
Alle elektrophysiologischen Messungen
wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Tech-
nik durchgefiihrt (Hamill et al., 1981).
In der hier beschriebenen Untersuchung
wurden EBs verschiedener Plattierungs-
stadien (2-15 Tage) verwendet. Dazu wur-
den sie in eine Perfusionskammer auf ei-
nem Inversmikroskop transferiert. Die
Messungen wurden bei 37°C durchge-
fithrt. Die neuronalen Zellen wurden an-
hand ihrer charakteristischen Morpholo-
gie ausgewihlt und elektrophysiologisch
anhand eines fiir neuronale Zellen typi-
schen Na*Einwirtsstromes charakterisiert,
der mit Hilfe des Kugelfischgiftes Tetro-
dotoxin (TTX, 0,1 uM, RBI, UK) spezi-
fisch blockiert werden kann. Die Ablei-
tung der Zellen erfolgte mit Hilfe fein aus-
gezogener Glaskaniilen (Patch Pipetten)
aus Borosilikatglas (Jencons, Light Buz-
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zard, UK) mit Pipettenwiderstinden zwi-
schen 3-5 MW.

Um die Ionenstrome der Zelle elektro-
physiologisch zu messen, wurde die ,,per-
forated patch™ Methode angewandt. Fiir
diese Methode wird die Zelle nach dem
Ansaugen der Zellmembran mit der Pipet-
te durch das Einwirken des Fungizids
Amphotericin B (Sigma, Deisenhofen)
eroffnet. Uber den Ableit-Verstirker
(Axon Instruments, USA) wurde unter den
Bedingungen der Spannungsklemme ein
Haltepotential von -80 mV angelegt. Die
Zellkapazitit als Mal fiir die Oberfliche
der Zellmembran wurde mit Hilfe von 2
ms langen Spannungsrampenpulsen von -
80 zu -100 mV bestimmt.

Die Patchpipetten wurden mit einer K*-
Losung gefiillt, die folgende Substanzen
enthielt: 20 mM K -BAPTA, 50 mM KCl,
1 mM MgCl,, 3 mM Mg, ATP, 10 mM
Hepes, der pH wurde mit KOH bei 37°C
eingestellt auf 7,4. Die extrazelluliire Stan-
dardlgsung enthielt: 140 mM NaCl, 5.4
mM KCl, 1,8 mM CaCl,, | mM MgCl,, 10
mM Glukose, 10 mM Hepes, der pH wur-
de mit NaOH bei 37°C auf 7,4 eingestellt.

Das Rezeptorprofil der untersuchten
Neurone wurde durch Zugabe der entspre-
chenden Transmitter bzw. Rezeptoragoni-
sten (GABA, Glycin und Kainat fiir den
Glutamatrezeptor) in die Extrazellulirl6-
sung ermittelt.

Neurotoxizititsstudie

Selektive Areale der EB Priiparation mit
neuronalen Netzen werden fiir mindestens
3 Stunden beobachtet, um den Fortschritt
der neuronalen Differenzierung unter Be-
obachtungsbedingungen zu dokumentie-
ren. Nach diesem Zeitraum wird durch
Applikation des Glutamatrezeptoragonisten
N-methyl-D-aspartic-acid (NMDA, Sigma,
500 uM) in das Inkubationsmedium eine
Glutamatintoxikation simuliert. Nach 5
Minuten wird das Medium gewechselt, und
die Effekte der mit Hilfe des NMDA Re-
zeptoragonisten simulierten Glutamatinto-
xikation werden in Zeitintervallen von 30
Minuten bis zur volligen Degeneration der
neuronalen Zellen beobachtet.

3 Ergebnisse

Anordnung der Zellen des EB nach
Plattierung

Sofort nach Plattieren des EB kommt es
zu einem Anwachsen auf die mit Gelatine

beschichteten Deckglidschen. Durch die-
se Kontaktstimulation des plattierten EB
146t sich eine kontinuierliche Migration
von Zellen aus einem zentralen Zellhau-
fen in die Peripherie beobachten. Dabei
entspricht das Zentrum dem urspriingli-
chen Zellaggregat, das sich im hiingenden
Tropfen gebildet hat. Bei den auswachsen-
den Zellen handelt es sich um epitheliale
Zellen, die einen nahezu zweidimensio-
nalen Zellverband bilden (Abb. 2 a, b).
Bereits 2 Tage nach Plattierung kdnnen
iiber die Zytomorphologie dieser Zellen
zwei konzentrische Zonen im Zellrasen
unterschieden werden (Abb. 2¢, d): i) eine
intermediiire Zone mit Pflasterstein-idhn-
lichen polygonalen Zellen, und ii) eine
dubere Zone, mit groflen polymorphen
Zellen. Mit fortschreitender Zeit nach Plat-
tierung flacht sich die zentrale Zellan-
sammlung durch ein kontinuierliches Aus-
wandern von Zellmaterial in die Periphe-
rie weiter ab.

Morphologische Charakterisierung
neuronaler Zellen

Neurone lassen sich bereits zwei Tage
nach Plattieren mit Hilfe von Antikérpern
gegen NSE nachweisen. Die NSE positi-
ven Zellen zeigen typische neuronale
Morphologien, die sich aufgrund von Fort-
satzbildung in apolare, bipolare und mul-
tipolare Neurone unterscheiden lassen.
Apolare und bipolare Zellen finden sich
vorzugsweise in der Intermedidrzone auf
den Pflasterstein-dhnlichen Zellen, wobei
die apolaren Neurone hiufig in sogenann-
ten sekundiren Zellclustern anzutreffen
sind. Bipolare Neurone werden iiblicher-
weise in der Nachbarschaft zu diesen Zell-
clustern apolarer Neurone angetroffen.
Einige dieser bipolaren Zellen haben be-
reits untereinander neuronale Kontakte
gebildet, was sich durch den immunhisto-
chemischen Nachweis fiir Synaptophysin
bestitigen ld6t. Obwohl in der Intermedi-
drzone liberwiegend bipolare Zellen ge-
funden werden, kommen auch multipola-
re Zellen vor, ihre Dichte ist jedoch deut-
lich geringer. Die priferentielle Lokalisa-
tion dieses letztgenannten Zelltyps ist je-
doch in der dufieren Zone auf den poly-
morphen Zellen der Untergrundschicht
(sieche Schema Abb. 2b).

Die morphologische Charakterisierung
der Nervenzellen zu verschiedenen Zei-
ten nach Plattierung zeigt, dab alle drei
Phiinotypen (apolar, bipolar, multipolar)
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withrend des gesamten Untersuchungszeit-
raumes (2-21 Tage nach Plattieren) ange-
troffen werden kénnen, daf aber die pro-
zentualen Hiufigkeiten sich mit zuneh-
mendem Alter zugunsten des multipola-
ren Zelltyps verschieben (vergleiche Ab-
satz zur Vitalmikroskopie).

Charakterisierung der Zellen nach
ihrem Gehalt an Neurotransmittern
und Neuropeptiden

Zeitgleich mit dem Auftreten von NSE
positiven Zellen ab dem Tag 2 nach Plat-
tierung lassen sich bipolare und multipo-
lare Neurone immunhistochemisch nach-
weisen, die sowohl exzitatorische (Glut-
amat, Serotonin) als auch inhibitorische
Transmitter (GABA, Glycin) synthetisie-
ren (Abb. 3a-d). In apolaren Zellen kann
jedoch wihrend des gesamten Untersu-
chungszeitraumes keine Immunpositivitit
fir die 0.g. Neurotransmitter, sondern nur
fur NSE nachgewiesen werden. Eine ge-
nauere morphologische Analyse der im-
munhistochemisch gefirbten Nervenzel-
len mit Hilfe von Zell-Zeichnungen ergibt
eine strenge Korrelation von Phinotyp und
Neurotransmittergehalt (Abb. 3e). Zellen,
bei denen immunhistochemisch der Trans-
mitter Glutamat nachgewiesen wurde, sind
ausschlieBlich vom multipolaren Phéno-
typ und iiberwiegend in der &ufleren Zone
lokalisiert. Demgegeniiber sind Zellen mit
dem Transmitter GABA entweder bipolar
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oder multipolar, wobei entsprechend den
0.2. Zonen im EB die bipolaren Neurone
in der Intermediéirzone und die multipo-
laren Zellen eher in der dufleren Zone auf-
zufinden sind.

Vitalmikroskopische Zellbeobachtung
Mit Hilfe der vitalmikroskopischen Zell-
beobachtung kann kurz nach Plattierung
das Auswandern sich differenzierender
neuronaler Zellen aus der zentralen Zell-
masse des EBs direkt beobachtet werden.
Diese Zellwanderungen laufen entlang
fester Leitstrukturen in die Peripherie, wo
die Zellen ihre weitere Differenzierung
erfahren (Abb. 4). Die Wanderungsge-
schwindigkeit betridgt 20-30 im pro Stun-
de.

Ausgehend von einer zeitabhingigen,
immunhistochemisch detektierbaren Zu-
nahme an morphologisch differenzierten,
d.h. bipolaren und multipolaren Zellen
erlaubt die vitalmikroskopische Beobach-
tung auch den direkten Nachweis einer
Morphogenese individueller Neurone von
apolaren (Abb. 4a) zu bi- (Abb. 4b) bzw.
multipolaren Neuronen (Abb. 4¢). Dabei
werden die Zellen tiber mehrere Stunden
bis Tagen in Aufnahmeintervallen von 30
Minuten iiber ein computergestiitztes di-
gitales Aufnahmeverfahren als Bilddatei-
en abgespeichert. Phianotypische Verin-
derungen lassen sich in kurzen Zeitriu-
men beobachten. Die vitalmikroskopische

R
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Abb. 2 (a) AbguB einer EB Préparation um
den Tag 5 nach Plattieren zur Darstellung
der rdumlichen Organisation.

(b) Schematische Darstellung zur Eintei-
lung des plattierten EBs in einen zentra-
len Zellhaufen sowie flachig ausgepragter
Intermediér- und duBerer Zone. Die Eintei-
lung der konzentrischen Zonen nach den
Phénotypen der Zellen des Zellrasens (Un-
tergrundzellen) sind durch schematische
Zellzeichnungen auf rechten Seite ange-
deutet. Die unterschiedlichen Morphologi-
en dieser Zellen (polygonal und multiform)
sind in den mikroskopischen Aufnahmen
deutlich zu erkennen (¢ und d). Auf der lin-
ken Seite des Schemas (b) sind die ver-
schiedenen neuronalen Zelltypen und ihre
Verteilung angedeutet, wohei in der Inter-
medidrzone hauptséchlich a-und bipolare
Zellen lokalisiert sind, wiahrend sich mul-
tipolare Neurone vorwiegend in der auBe-
ren Zone finden.

Analyse (Abb. 5) zeigt, daB apolare Zel-
len (Abb. 5a), die sich entweder aus dem
zentralen Zellhaufen oder aus einem Se-
kundércluster geldst haben und damit ty-
pischerweise in der Intermedidrzone an-
gesiedelt sind, innerhalb von 1-2 Stunden
eine Morphogenese zu pseudounipolaren
Neuronen (Abb. 5b) durchmachen. Wei-
tere 2 Stunden spiter erfihrt dieselbe Zel-
le, die durch ihre Lage zu den benachbar-
ten Zellen identifiziert wird, eine phino-
typische Veridnderung zu einer bipolaren
Zelle (Abb. 5¢). Nach ca. 4-5 Stunden
entsteht aus dem bipolaren Neuron eine
multipolare Zelle, die iiber ihre Fortsitze
Kontakt zu Nachbarnervenzellen auf-
nimmt (Abb. 5d). Dabei betriigt die Ge-
schwindigkeit der Fortsatzbildung ca. 1-
3 um pro Fortsatz innerhalb von einer
Stunde. Der letzte Schritt, also die Um-
wandlung von der bipolaren zur multipo-
laren Zelle, kann jedoch unterbleiben, so
daB die Differenzierung der Zelle zum
bipolaren Neuron ebenfalls ein endgiilti-
ges Differenzierungsstadium darstellen
kann.

Elektrophysiologische Charakterisie-
rung der Nervenzellen

Die elektrophysiologische Charakterisie-
rung der zunichst morphologisch identi-
fizierten Neurone zeigt, daB sie alle einen
fiir neuronale Zellen typischen Na* Ein-
wirtsstrom besitzen. Der Strom kann auf-
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Abb. 3 Immunhistochemische Darstellung von Neuronen mit Antikérpern gegen (a) Glut-
amat, (b) Serotonin, (¢ ) Glycin und (d) GABA als Neurotransmitter.

(e) Zellzeichnungen zur Darstellung einer Korrelation von neuronalen Phénotypen und
Ausstattung mit verschiedenen exzitatorischen (Glutamat, Serotonin) und inhibitori-
schen Neurotransmittern (Glycin, GABA) bzw. Neuropeptiden (Vasointestinales Poly-
peptid/VIP, Substanz P/SP, Neuropeptid Y/ NPY) und ihr praferentielles Vorkommen in

der Intermediér- oder duBeren Zone.

grund seiner Inhibierbarkeit durch den
selektiven Na* Kanalblocker TTX, durch
den der Strom bereits in niedrigen Kon-
zentrationen (0,1 pM) vollstindig ge-
hemmt wird, zweifelsfrei als Na* Strom
identifiziert werden (Abb. 6a).

Dariiber hinaus kann in den Neuronen
des EB die Existenz verschiedener Ionen-
kanile, die an einen Rezeptor gekoppelt
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sind, nachgewiesen werden (Abb. 6b). Die
entsprechende Rezeptorantwort wird
durch die extrazellulire Applikation ent-
sprechender Neurotransmitter wie GABA,
Glycin und Kainat als Agonist fiir Kainat
sensitive sogenannte AMPA-Glutamat-
Rezeptoren ausgeldst. Dabei fillt auf, daB
in der Mehrzahl der untersuchten Neuro-
ne Rezeptoren fiir die hdufigsten exzita-

torischen und inhibitorischen Neurotrans-
mitter des Zentralnervensystems expri-
miert werden. Die Detektion dieser Rezep-
toren erfolgt bereits in sehr frithen Stadi-
en nach Platticrung (2 Tage), wenn vor-
wiegend apolare Neurone dominieren und
in diesen Zellen immunhistochemisch
noch keine Neurotransmitter detektiert
werden kinnen. Es werden jedoch zu kei-
nem Zeitpunkt nikotinische Cholinozep-
toren, die durch Acetylcholin aktiviert
werden, gefunden.

Analyse der Glutamat induzierten
Neurotoxizitat iiber die vital-
mikroskopische Zellbeobachtung
Neuronal differenzierte ES Zellen werden
fiir 5 Minuten in Anwesenheit des Glut-
amatrezeptoragonisten NMDA (500 uM)
inkubiert und direkt danach wieder in
NMDA freies Medium iiberfiihrt und in
die Beobachtungskammer verbracht. Mit
dem vitalmikroskopischen Zellbeobach-
tungssystem wird die Kultur vor und nach
NMDA-Inkubation beobachtet. Die Aus-
wertung der off-line Analyse (Abb. 7 a-d)
ergibt eine deutliche zytomorphologische
Verdnderung nach ca. 3 Stunden. Die mei-
sten Zellen, insbesondere bi- und multi-
polare Neurone, weisen degenerative Ver-
dnderungen auf; sie ziehen innerhalb von
3 Stunden ihre Fortsdtze zuriick, runden
sich ab und lagern sich in Clustern von
apolaren Zellen zusammen. Nach weite-
ren 3 Stunden haben sich die Zellen von
der Zellunterlage abgeldst und lassen sich
nur noch als Zelltriimmer nachweisen. Im
Gegensatz zu dem Riickgang neuronaler
Zellen zeigen die nicht-neuronalen Zellen
des zentralen Zellhaufens bzw. die Zellen
des unterlicgenden Zellrasens weiterhin
die Tendenz zur Zellproliferation. ((Abb.
7a-d))

4 Diskussion

ES Zellen der Zellinie BLC-6 differenzie-
ren nach Retinséiure-Induktion in Neuro-
ne mit einer Vielzahl von morphologisch
und immunzytochemisch unterschiedli-
chen Eigenschaften. Die phinotypische
Differenzierung dieser Neurone erfolgt
nach einem Auswandern von apolaren
Neuronen aus der zentralen Zellmasse in
die Peripherie. Dabei finden sich bipolare
und einige multipolare Zellen vorzugswei-
se in der Intermediérzone, withrend in der
duBeren Zone hauptsichlich multipolare
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Abb. 4 Neuronale Wanderung von apolaren Neuronen aus dem zentralen Zellhaufen in
die Peripherie auf festen, radial angeordneten Migrationsrouten nach Beobachtungsin-
tervallen von jeweils 3 Stunden.

Apolare Zellen verlassen diese Routen nach Erreichen ihrer Terminationsgebiete, die
entweder in der Intermediérzone oder in der auBeren Zone am distalen Ende der Migra-
tionsrouten (groBe Pfeile) liegen kdnnen. In diesen Zielgebieten erfolgt ihre morpholo-
gische Reifung (kleine Pfeile). Im unteren rechien Bildrand ist jeweils der zentrale Zell-
haufen erkennbar.

Abb. 5 Lebendbeobachtung neuronaler Differenzierung liber einen Zeitraum von 12
Stunden (a-d) zeigt die Morphogenese von (a) apolaren iiber (b, ¢) bi- zu (d) multipola-
ren Neuronen (Pfeile).

Neurone zu finden sind. Diese rdumlich
abhiingige Differenzierung von neurona-
len Phiinotypen zeigt, daf} tiber die Induk-
tion durch die Retinsiiure hinaus auch sy-
stemimmanente Faktoren existicren, die
die Neurodifferenzierung beeinflussen.
Dabei komimt insbesondere den Zellen des
Zellrasens, der den Neuronen als Substrat
dient, eine entscheidende Rolle zu. Unse-
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re Untersuchungen zur Gliogenese in
Stammzellpriiparationen zeigen, dafl un-
ter den substratbildenden Zellen immun-
histochemisch unterschiedliche Populatio-
nen glialer Zellen vorkommen (Angelov
et al., 1998).

Obwohl die Differenzierungsprozesse
im EB in einer riiumlich abhidngigen Wei-
se ablaufen, konnen keine Anhaltspunkte

fiir eine Kompartimentierang im Sinne ei-
ner terminalen Differenzierung bestimm-
ter Hirnabschnitte wie z.B. Cortex, Cere-
bellum oder Hirnstamm gefunden werden.
Es ist also davon auszugehen, daf es sich
in dem hier verwendeten in vitro System
um frithe neuronale Differenzierungspro-
zesse handelt.

Trotz dieser frithen Entwicklungsstadi-
en der untersuchten Neurone zeigen diese
aber bereits cine feste Zuordnung von
Phiinotyp und Neurotransmittergehalt. So
sind glutamaterge Neurone vorzugsweise
multipolar, wihrend GABAerge und gly-
cinerge Zellen sowohl bi- als auch multi-
polar sein knnen.

Unsere Untersuchungen gehen mit die-
sen Befunden iiber dic bereits bestehen-
den Beschreibungen der neuronalen Dif-
ferenzierung aus embryonalen Stammzel-
len (Bain et al., 1995; Fraichard et al.,
1995; van Inzen et al., 1996; Striibing et
al., 1995) hinaus, in denen weder auf die
neuronale Diversitiit noch auf eine Korre-
lation der neurochemischen Eigenschaf-
ten mit bestimmten Morphologien einge-
gangen wird. Die von uns beschriebene
Korrelation jedoch entspricht Befunden
zum Zentralnervensystem. So ist bei-
spielsweise der Neurotransmitter Glut-
amat typischerweise in multipolaren Pro-
jektionsneuronen des cerebralen Cortex zu
finden, iiber die subcorticale Zielstruktu-
ren angesteuert werden (Divac etal., 1977;
Ottersen, 1991: Storm-Mathisen und Vag-
lum, 1994). Fiir GABAerge Neurone des
ZNS kann keine solche einheitliche Zu-
ordnung zu einem bestimmten Phinotyp
vorgenommen werden. Diesem in vifro
Befund entspricht die Beobachtung, daf
die Morphologie GABA synthetisierender
Zellen in vivo stark vom Netzwerk des je-
weiligen Hirnabschnittes abhiingig ist (sie-
he Mugnainy und Oertel, 1985; Freed,
1992).

Die Mechanismen, die fiir die beobach-
tete typische Verteilung neurochemisch
definierter Neurone verantwortlich ge-
macht werden, sind noch weitgehend un-
bekannt. Unsere Befunde iiber eine Rezep-
torausstattung bei gleichzeitigem Fehlen
jeglicher Transmitter in apolaren, juveni-
len Neuronen weisen auf einen grundle-
genden Mechanismus der neuronalen On-
togenese hin. Tatséichlich lassen auch Be-
funde aus in vivo Untersuchungen den
Schluf zu, daf8 die Rezeptorausstattung,
die schon vor dem Einwachsen entspre-
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Abb. 6 (a) Elektrophysiologischer Nach-
weis der Existenz des fiir Nervenzellen
typischen schnellen Na+-Einwiértsstroms,
der Uber TTX hemmbar ist.

(b) Fiir die so identifizierten Nervenzellen
lassen sich verschiedene Neurotransmit-
ter-Rezeptoren liber die Aktivierung rezep-
torgekoppelter lonenkanéle durch Appli-
kation spezifischer Rezeptoragonisten
nachweisen.

chender afferenter Fasern zu finden ist,
EinfluB auf die Synaptogenese nimmt und
damit zumindest teilweise fiir die weitere
Differenzierung verantwortlich sein kann
(Ostermann et al., 1995, Moser et al.,
1996). Dariiber hinaus spielen sicherlich
noch andere, lokale Faktoren fiir die ter-
minale Differenzierung der Neurone eine
Rolle.

Fiir die Bearbeitung der Fragestellun-
gen nach einer Determination von Neuro-
nen iiber lokale Faktoren bietet sich das
hier vorgestellte in virro Modell an. Erste
Hinweise lassen auf ein Zusammenspiel
mit glialen Zellen schlieBen. So kommen
zu frithen Zeitpunkten {iberwiegend radia-
le Gliazellen vor, die sich radial von der
zentralen Zellmasse in die Peripherie er-
strecken (Andressen et al., 1998), wihrend
gliale Zellen wie Typ1- bzw. Typ2-Astro-
zyten sowie Oligodendrozyten (nach Ca-
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meron und Rakic, 1991), aber auch Mi-
krogliazellen, eine Zonenabhangigkeit auf-
weisen (Angelov et al., 1998)

Mit Hilfe der vitalmikroskopischen Zell-
beobachtung lassen sich nicht nur physio-
logische, sondern auch pathophysiologi-
sche Verdnderungen unmittelbar studieren.
Unsere Befunde tiber die Glutamat indu-
zierte Neurotoxizitit zeigen, daf} das Mo-
dell der ES-Zellen, in dem die Neurone mit
allen Zellen ihrer Umgebung einschlieB-
lich Gliazellen in Kontakt treten konnen,
fiir toxikologische Fragestellungen beson-
ders geeignet ist. In einer weiteren neuro-
pharmakologischen Fragestellung untersu-
chen wir zur Zeit den Einfluf} von Gluco-
corticoiden auf die Calcium-Homdostase
und die damit verbundenen Einfliisse auf

Neuritenwachstum und Zelldifferenzie-
rung. Ebenso wird in einem weiteren Ver-
such die Wirkung von proliferativen und
antiproliferativen Faktoren (basischer Fi-
broblastenwachstumsfaktor und Stick-
stoffmonoxyd) auf die neuronale Reifung
untersucht.

Unsere Befunde zeigen, dal der exzita-
torische Glutamatrezeptoragonist NMDA
ein bemerkenswert potentes, schnellwir-
kendes Neurotoxin in der embryonalen
Stammezellkultur darstellt. Nach Applika-
tion von 500uM NMDA kénnen nach ei-
nem Beobachtungszeitraum von 3 Stun-
den bereits deutliche Schidigungen und
nach weiteren 3 Stunden ein vollstindi-
ges Verschwinden der Neuronen beobach-
tet werden. Die eingesetzte NMDA Kon-

e _ﬁz’*ﬁ ;;_ g

Abb. 7 Neurotoxische Veranderungen nach Applikation des Glutamat-Agonisten NMDA.
(a,b) Wahrend die neuronalen Zellen innerhalb des Beobachtungszeitraums vor Applika-
tion keine degenerativen Verdnderungen zeigen, kommt es (c) nach Applikation zu einer
initialen Retraktion von Zellfortsétzen innerhalb von 3 Stunden und (d) verzégerter Dege-
neration der apolaren Nervenzellen innerhalb eines Zeitraums von weiteren 3 Stunden,
wiahrend die nicht-neuronalen Zellen des Zellrasens sowie des zentralen Zellhaufens (rech-
ter Bildrand) keine Degenerationserscheinungen aufweisen bzw. weiter proliferieren.
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zentration betrigt in diesem Ansatz maxi-
mal die Hiilfte der Glutamatkonzentrati-
on von 1 mM, die normalerweise in den
terminalen Nervenendigungen des ZNS
gefunden wird (Waelsch, 1951; siche auch
Cote und Crutcher, 1991). In Ubereinstim-
mung mit Befunden aus der kortikalen
Primérkultur (Choi et al., 1987) kénnen
bi- und multipolare Neurone bereits nach
3 Stunden nicht mehr detektiert werden.
Daf} auch juvenile (apolare) Neurone im
EB Modell deutliche Degenerationser-
scheinungen in unserem Versuchsansatz
zeigen, kann auf den lingeren Beobach-
tungszeitraum unserer Untersuchungen
(bis zu sechs Stunden nach Toxingabe)
zuriickgefiihrt werden.

Diese Befunde zeigen, daf sich mit dem
Modell der embryonalen Stammzellkultur
sowoh! neuronale Entwicklungsprozesse
als auch degenerative neurotoxische Pro-
zesse untersuchen lassen. Dariiber hinaus
weisen die hier dargestellten Ergebnisse
eine hohe Ubereinstimmung mit Befun-
den aus in vive und Primérzelluntersu-
chungen auf. Damit ist dieses in vitro
Modell ein geeignetes System, um neuro-
toxikologische Fragestellungen unter
Umgehung einer erheblichen Anzahl von
Tierversuchen zu bearbeiten. Dabei ver-
einigt das System des EB die Vorteile der
beiden anderen Untersuchungsbedingun-
gen (Entwicklungsdynamik analog zur
Situation, wie sie im lebenden Organis-
mus auftritt und Zuginglichkeit der Zel-
len, wie dies nur in der Zellkultur még-
lich ist), so daf} es sich als Routine-Mo-
dell zur Untersuchung embryoneurotoxi-
kologischer Substanzen (Ethanol, Gluco-
corticoide) anbietet.
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