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Human neural organoids, 3-dimensional cultures derived from induced
pluripotent stem cells, provide a platform to study brain development
in a human-specific context. Using brain region-specific organoids, we
modeled the rare neurological disorder PCH2a, examined the effects of
prenatal exposure to an antiepileptic drug, and studied protein secre-
tion during organoid differentiation. Taken together, neural organoids
provide a versatile model system to study human brain development
and its perturbations by genetic or environmental factors.
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B Die Entwicklung des Saugetiergehirns
wird von prazisen raumlichen und zeitlichen
Interaktionen zwischen intrinsischen gene-
tischen Programmen, interzelluldren Signa-
len und Umweltfaktoren gesteuert. Wahrend
der Entwicklung der Hirnrinde, auch Neokor-
tex genannt, erzeugen Radialgliazellen
zunachst weitere Typen von Vorlauferzellen,
die wiederum Neurone generieren. Die kor-

tikale Entwicklung erfolgt dabei charakteris-
tischerweise ,von innen nach auBen“. Friih
generierte Neurone werden im Inneren des
Gehirns nahe an den Ventrikeln gebildet
und wandern von dort nach auBen, wo sie
letztlich die tiefen Schichten des Neokortex
bilden. Spater gebildete Neurone migrieren
an den friih gebildeten Neuronen vorbei und
bilden die duBeren, oberflachlichen Schich-
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A Abb. 1: Gehirnorganoide dienen der Erforschung der menschlichen Gehirnentwicklung. Patien-
tenspezifische Organoide ermdglichen die Analyse genetischer Eigenheiten und Erkrankungen,
wahrend die gezielte Zugabe von Wirkstoffen oder Noxen die Untersuchung von Umwelteinfliissen
erlaubt. Signalweguntersuchungen etwa lber das Sekretom liefern Einblicke in menschliche Ent-
wicklungsprozesse. Created in BioRender. Mayer, S. (2026) https://BioRender.com/9du8203.

ten des Neokortex aus. Entscheidend ist
dabei das Gleichgewicht zwischen der Bil-
dung von Vorlauferzellen, deren Differen-
zierung in verschiedene Neuronentypen und
die Migration dieser Neuronen. Gesteuert
wird es durch die Wechselwirkung zwischen
genetischen Programmen und der Mikro-
umgebung [1]. Da diese Prozesse pranatal
in utero ablaufen, ist die in vivo-Untersu-
chung ihrer molekularen Mechanismen eine
Herausforderung. Durch Tiermodelle haben
wir tiefe Einblicke in die zelluldren und mole-
kularen Mechanismen der Entwicklung des
Neokortex erhalten, allerdings mit begrenz-
ter Aussagekraft fiir die menschliche Hirn-
entwicklung. So sind bestimmte Vorlauferpo-
pulationen im menschlichen Gehirn stark
vergroBert, die Neurogenese deutlich verldn-
gert und die Zusammensetzung der extrazel-
luldren Matrix (ECM) in den Nischen der
Vorlauferzellen im Menschen einzigartig [2].
Tiermodelle liefern daher nur begrenzte
Erkenntnisse iiber humanspezifische Zell-
dynamiken und umweltbedingte Einfliisse.
Gleichzeitig ist humanes ex vivo-Gewebe
kaum fiir experimentelle Manipulationen
zuganglich. Gehirnorganoide, 3-dimensiona-
le neuronale gewebedhnliche Strukturen, die
aus menschlichen pluripotenten Stamm-
zellen generiert werden konnen, bieten eine
geeignete Alternative: Sie bilden friithe Ent-
wicklungsstadien nach und sind fiir expe-
rimentelle Perturbationen zuganglich [3].
Durch gezielte Zugabe von Wachstumsfak-
toren konnen bestimmte Regionen, wie
etwa der Neokortex oder das Kleinhirn,
nachempfunden werden [4, 5]. Verwendet
man Stammzellen, die krankheitsassoziier-
te Genvarianten tragen oder direkt von
Patient:innen abgeleitet wurden, konnen
gehirnregionsspezifische Phénotypen von
Neuroentwicklungsstorungen (Neurodevelop-
mental Disorders, NDDs) modelliert werden.
Zudem konnen in der Therapieentwicklung
an Organoiden die Effizienz oder Toxizitét
von Wirkstoffen getestet und in der Grund-
lagenforschung Mechanismen der Hirnent-
wicklung im physiologischen Zustand unter-
sucht werden (Abb. 1).
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Seltene neurologische Erkrankungen:
wie Gehirnorganoide genetische
Varianten mit regionsspezifischer
Hirnentwicklung verkniipfen

Die Modellierung einer genetischen Erkran-
kung mithilfe von Organoiden ist uns zuletzt
mit patientenabgeleiteten induzierten pluri-
potenten Stammzellen von Patient:innen mit
pontozerebelldrer Hypoplasie Typ 2a (PCH2a)
gelungen [6]. PCH2a ist eine autosomal-
rezessive neurologische Erkrankung, die
durch eine Variante in TSEN54 (A307S)
verursacht wird [7, 8]. Klinisch zeigen betrof-
fene Kinder eine schwere Hypoplasie von
Kleinhirn und Briicke (Pons), eine progressi-
ve Mikrozephalie (vermindertes GroBhirn-
wachstum), ausgepragte motorische Beein-
trachtigungen und Entwicklungsverzoge-
rungen sowie eine stark verkiirzte Lebenser-
wartung. Traditionelle Modellsysteme
konnen die regional selektive Pathologie der
Patient:innen nicht angemessen abbilden.
Induzierte pluripotente Stammzellen aus
Hautzellen von PCH2a-Patient:innen und
neurotypischen Individuen wurden daher zu
Kleinhirn- und Neokortexorganoiden diffe-
renziert. Das jeweilige Wachstumsverhalten
wurde {ber die frithen Entwicklungsstadien
hinweg tiberwacht und die Vorldauferzell-
populationen quantifiziert. PCH2a-Linien
bildeten dabei konsistent deutlich kleinere
Kleinhirnorganoide aus, wiahrend Neokortex-
organoide nur geringere Unterschiede zu
neurotypischen Modellen aufwiesen — ein
Muster, das der regionsspezifischen Patho-
logie in vivo entspricht. Dariiber hinaus
konnten wir Unterschiede in den Vorlau-
ferzellpopulationen feststellen. Damit wurde
erstmals gezeigt, dass neben neurodegenera-
tiven Prozessen auch entwicklungsneuro-
biologische Prozesse die Krankheitsentste-
hung beeinflussen konnen. Zusammen-
fassend zeigt diese Studie, dass Hirnorga-
noide genutzt werden konnen, um Krank-
heitsmechanismen seltener genetischer
Erkrankungen in einem menschlichen
3-dimensionalen neuralen Kontext zu model-
lieren.

Neurotoxizitat: Modellierung der Aus-
wirkungen pranataler Antiepileptika-
Exposition in Organoiden

Organoide ermoglichen aber nicht nur Ein-
blicke in genetische Besonderheiten, son-
dern auch die Untersuchung der Wirkung
von Umgebungseinfliissen auf die neuronale
Entwicklung. So ist die pranatale Exposition
mit dem hdufig verschriebenen Antiepilepti-
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A Abb. 2: Neokortikale Organoide, erzeugt nach dem Protokoll von Velasco et al. [4], wurden von
Tag 21 bis Tag 35 mit 0,5 mM VPA behandelt. Zu diesem friihen Stadium werden ventrikeldhnliche
Strukturen gut ausgebildet, bei fortgesetzter VPA-Exposition sind diese Strukturen jedoch gestort
(siehe signifikante Differenz zu Kontroll-Organoiden im Artikel). Fiir proliferierende Zellen wurde

ein Anti-Ki67-Antikorper (cyan) und fiir radiale Gliazellen ein Anti-SOX2-Antikorper (magenta) ver-
wendet.

kum Valproat (VPA) beim Menschen mit
einem erhohten Risiko fiir angeborene Fehl-
bildungen und Neuroentwicklungsstorungen
verbunden [9]. Welche Mechanismen dabei
speziell die Entwicklung des menschlichen
Neokortex beeinflussen, ist jedoch bislang
nur unzureichend verstanden. Durch den
Einsatz von Neokortexorganoiden, die wir
ab Tag 21 fiir einen Zeitraum von bis zu
30 Tagen VPA aussetzten, konnte die Aus-
wirkung wahrend der friihen Neurogenese
auf Gewebe-, Zell- und Molekiilebene analy-
siert werden (Abb. 2, [10]). Die Behandlung
mit VPA fiihrte zu deutlichen Stérungen ven-
trikelahnlicher Strukturen innerhalb der
Organoide, was auf beeintrachtigte Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktionen hindeutet.
Transkriptomische Analysen zeigten zudem
eine gestorte Regulation von Genen, die an
der Organisation der ECM und an Zelladha-
sion beteiligt sind. Einzelzell-Transkriptom-
analysen zeigten weiterhin, dass Vorlaufer-
zellen besonders empfindlich auf VPA
reagierten und Verdanderungen in mechano-
sensitiven Signalwegen aufwiesen. Proteomi-
sche Untersuchungen bestdtigten zudem,
dass VPA die Sekretion von Matrixproteinen
und damit auch die Mikroumgebung der Zel-
len verdndert. Diese Ergebnisse zeigen, dass
man an Organoiden auch Verdnderungen
durch Umwelteinfliisse auf zellularer und
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molekularer Ebene untersuchen kann. Somit
konnen auch mechanistische Prozesse im
Gewebe erforscht werden, die in klassischen
Zellkultur- oder Tiermodellen nur schwer
zuganglich sind.

Entwicklungsbiologie: Entschliisselung
der unbekannten Bedeutung sezer-

nierter Signale auf die Entwicklung

Uber die Modellierung spezifischer geneti-
scher oder umweltbedingter Einfliisse hinaus
bieten Gehirnorganoide einen Einblick in die
physiologischen Prozesse der menschlichen
Gehirnentwicklung. Das Sekretom, also die
Gesamtheit der Proteine, die von Zellen in
ihre extrazellulare Umgebung freigesetzt
wird, liefert Aufschluss iiber extrazellulare
Signale, Matrixorganisation und Nischen-
interaktionen, die wiederum die verschie-
densten zelluldren Prozesse steuern konnen
[11]. Durch unsere Analysen des Sekretoms
von Neokortexorganoiden iiber frithe Ent-
wicklungsstadien hinweg (Tag 20, 35 und
50) wurde sichtbar, wie dynamisch die
Sekretion ist. Sie spiegelt keineswegs einfach
das intrazellulare Proteom wider [12]. Im
vorlduferzellreichen Stadium (Tag 35, ver-
gleichbar mit der embryonalen Entwick-
lung im ersten Trimenon der Schwanger-
schaft) waren synaptische Adhdsionsmole-
kiile, Zelladhdsionsproteine und extrazellu-
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A Abb. 3: 2-Photonen-Mikroskopieaufnahmen von Schnitten eines Neokortexorganoids. Die Orga-
noide wurden 105 Tage lang nach dem Protokoll von Velasco et al. [4] kultiviert und am Tag 105 in
300 pm dicke Schnitte geschnitten und an der Luft-Flissigkeits-Grenzflache (Air-Liquid Interface,
ALI) kultiviert. Nach AAV-vermittelter Expression eines Kalziumindikators wurde an Tag 120 die
intrinsische Aktivitat der Neuronen per Kalziumimaging gemessen. Die Kalziumtransienten einzel-
ner Zellen wurden Uber die Zeit aufgetragen. Die Fluoreszenzintensitat wurde anhand der Formel
(F-F0)/FO gemessen und das AusmaR der Zellkérper als ROl angenommen. MaBstab: 20 pm.
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lare Proteasen besonders reichlich vorhan-
den. Bislang werden diese Proteine mit
merklich spateren Entwicklungsstadien
assoziiert, in denen die Ausbildung von
Synapsen vorherrscht [13]. Neurexin- und
Neuroligin-Gene sind im kortikalen Gewebe
ab etwa 9-12 postkonzeptionellen Wochen
auf Transkriptebene nachweisbar [14].
Obwohl diese Gene in transkriptomischen
Datensidtzen des frithen menschlichen Neo-
kortexes dokumentiert sind, war ihre friihe
Sekretion in die extrazellulire Umgebung
bislang nicht beschrieben. In denselben
Organoiden wurde im Sekretom von Tag 50,
einem Zeitpunkt mit zunehmender Neuro-
nenausbildung, beobachtet, dass vor allem
ECM-Proteine vorherrschen. Hervorzuheben
ist, dass diese Dynamik konsistent in drei
verschiedenen Zelllinien beobachtet wurde.
Dies unterstreicht die Starke der Organoid-
modelle, grundlegende und konservierte
Mechanismen der menschlichen Gehirnent-
wicklung zuverldssig abzubilden. Diese sys-
tematische Analyse sezernierter Proteine
deckt eine bislang wenig untersuchte Ebene
entwicklungsbedingter Signaliibertragung
auf, die potenziell eine entscheidende Rolle
in der menschlichen Gehirnentwicklung ein-
nimmt.

Zusammenfassung und Ausblick

Menschliche Gehirnorganoide haben sich
zu vielseitigen, menschlichen, 3-dimensio-
nalen Modellsystemen entwickelt, die die
Relevanz fiir die menschliche Entwicklung
mit experimenteller Zugdnglichkeit und
Skalierbarkeit verbinden. Unsere Studien
mit patientenabgeleiteten PCH2a-Modellen,
kontrollierter VPA-Exposition und Sekretom-
Analyse zeigen, dass Organoide zur Aufkla-
rung zuvor unzuganglicher Prozesse der
friihen neuronalen Entwicklung auf mecha-
nistischer Ebene genutzt werden konnen.
Damit vereinen sie biologische Aussagekraft,
Verfiigbarkeit und experimentelle Manipu-
lierbarkeit in einem Modell. Dennoch beste-
hen technische Herausforderungen, wie
etwa die Variabilitdt in der Struktur und
Zellzusammensetzung, die verminderte Zell-
viabilitdt im Inneren der Organoide durch
fehlende Vaskularisierung, sowie begrenzte
zelluldre Diversitét [15]. Dies kann die Rei-
fung und Reproduzierbarkeit in Krankheits-
modellen und Wirkstofftests einschranken
[16]. Auch die Messung neuronaler Aktivitit
bleibt schwierig, da neuronale Netzwerke
nur begrenzt ausreifen. Kalzium-Imaging

(Abb. 3) und Mikroelektrodenarrays (MEA)
ermoglichen jedoch, die entstehende Netz-
werkaktivitdt in Organoiden zu messen
und mit der Zellzusammensetzung sowie
der strukturellen Reifung zu verkniipfen
[17]. Ein aktuelles Forschungsfeld ist die
weitere Optimierung von Kulturbedingungen
und funktionellen Messmethoden, um die
bestehenden Hiirden schrittweise zu iiber-
winden.
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