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Zusammenfassung 

Mäuse sind in der neurowissenschaftlichen Grundlagenforschung das Hauptmodellsystem, um 

die Physiologie und die Pathophysiologie des Gehirns zu untersuchen. Aufgrund von Spezies-

spezifischen Unterschieden, ist die Translation der Ergebnisse aus murinen Studien auf den 

Menschen jedoch limitiert. So scheitern z.B. bei einem ischämischen Schlaganfall viele Therapien 

zur Rettung der Zellen in der Penumbra, einer Zone, die den Infarktkern umgibt. Humane 

induzierte pluripotente Stammzell (hiPS)-basierte Modellsysteme sind eine vielversprechende 

Alternative, um murine Modellsysteme zu ergänzen bzw. zu ersetzen. 

 Meine Arbeit widmet sich der Notwendigkeit, humane 3D-Modellsysteme zu 

charakterisieren und zu etablieren. Des Weiteren wurden murine und humane Gehirnzellen 

unter pathophysiologischen Konditionen, wie sie in der ischämischen Penumbra vorliegen, 

untersucht. Die ischämische Penumbra kann in situ bzw. in vitro simuliert werden. Dazu erfolgte 

eine Glukose-freie Perfusion der Zellen mit metabolischen Inhibitoren, die die Glykolyse und 

oxidative Phosphorylierung blockieren („chemische Ischämie“). In Akutschnitten des 

Mausgehirns konnte zunächst durch konfokale Aufnahmen gezeigt werden, dass Astrozyten nach 

einer zehnminütigen chemischen Ischämie nicht anschwellen. Bereits nach einer zweiminütigen 

chemischen Ischämie, konnte mittels des Kalzium-Imagings ein Anstieg von intrazellulärem Ca2+ 

in Astrozyten detektiert werden, der durch verschiedene Manipulationen des Extrazellulärraums 

reduziert werden konnte. Um die chemische Ischämie auch in humanen Gehirnzellen induzieren 

zu können, wurden diese zunächst morphologisch und funktionell charakterisiert. Aufgrund der 

möglichen Langzeitkultivierung von Gehirnzellen an der Luft-Flüssigkeitsgrenze, habe ich ein 

verfeinertes Protokoll zur Generierung von kortikalen Gehirnorganoidschnitten (cBOS) etabliert. 

Die immunhistochemische Analyse zeigte, dass cBOS stark verzweigte Astrozyten und synaptisch 

verbundene neuronale Strukturen aufweisen. Die Funktionalität der Zellen wurde mittels des 

Kalzium-Imagings untersucht, wodurch Spontanaktivität, induzierte synchrone Netzwerkaktivität 

und die Präsenz von ionotropen Glutamat-Rezeptoren verifiziert wurde. Zusätzlich konnte ein 

genetisch kodierter Nanosensor (ATeam1.03YEMK) zur Überprüfung der intrazellulären ATP-Level 

in Neuronen exprimiert werden. Nach einer zweiminütigen chemischen Ischämie wurde ein 

transienter Abfall der neuronalen ATP-Level detektiert.  

Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass cBOS ein robustes Modellsystem sind, welches 

Untersuchungen von humanen Gehirnzellen in Netzwerken ermöglicht. So können zukünftig z.B. 

potentielle pharmakologische Substanzen getestet werden, die zur Reduktion von Zellschäden 

nach einer metabolischen Inhibition beitragen. Des Weiteren kann dieses Modellsystem auch mit 

Patienten-abgeleiteten hiPSs generiert werden, wodurch Einblicke in die Mechanismen 

verschiedenster neurologischer Krankheiten gewonnen werden können.



 

II 

 

Abstract 

Mice are the main model system in neuroscientific basic research to study the physiology and 

pathophysiology of the brain. However, the translation of findings from murine model systems 

to humans is limited due to species-specific differences. For instance, many therapies to rescue 

the cells in the penumbra, a zone surrounding the core, during an ischemic stroke fail. Human 

induced pluripotent stem cell (hiPSC)-based model systems are a promising alternative to 

complement or replace murine model systems.  

My work addresses the necessity of characterizing and establishing human 3D model 

systems. In addition, murine and human brain cells under pathophysiological conditions, like in 

the ischemic penumbra, should be investigated. The ischemic penumbra can be simulated in situ 

or in vitro. Therefore, glucose-free perfusion of the cells with metabolic inhibitors, which block 

the glycolysis and oxidative phosphorylation, was performed (“chemical ischemia”). Confocal 

images of astrocytes in acute slices of the mouse brain showed that astrocytes do not swell upon 

a ten-minute chemical ischemia. Even after a two-minute period of chemical ischemia, an 

increase of intracellular Ca2+ in astrocytes could be detected using calcium imaging, which could 

be reduced by different manipulations of the extracellular space. To induce chemical ischemia 

also in human brain cells, a morphological and functional characterization was done first. Due to 

the possible long-term cultivation of cells at the air-liquid interface, I established a refined 

protocol to generate cortical brain organoid slices (cBOS). Immunohistochemical analysis 

revealed highly ramified astrocytes and synaptically-connected neuronal structures in cBOS. The 

functionality of the cells was analyzed using calcium imaging, which verified spontaneous activity, 

induced synchronous network activity and the presence of ionotropic glutamate receptors. 

Additionally, a genetically-encoded nanosensor (ATeam1.03YEMK) to examine intracellular ATP 

levels in neurons could be expressed. After a two-minute chemical ischemia, a transient 

reduction of neuronal ATP levels could be detected. 

The results of my work show that cBOS are a robust model system which allow 

investigations of human brain cells in networks. Thus, e.g. potential pharmacological substances 

that contribute to the reduction of cell damage after metabolic inhibition can be tested in the 

future. Moreover, this model system can be generated based on patient-derived hiPSCs by which 

insights of mechanisms of many different neurological diseases can be obtained. 

 

 



 

III 

 

  Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzung / 
Einheit  

Bezeichnung 

[X]i/e Intrazelluläre/extrazelluläre Konzentration des Ions  

µM Mikromolar 

µm Mikrometer 

2-DG 2-Deoxy-D-Glukose 

2D Zweidimensional 

3D Dreidimensional 

ACSF Artifizielle Zerebrospinalflüssigkeit 
(Engl.: artificial cerebrospinal fluid) 

ALG Alginat 

ALI-CO Zerebrales Organoid an der Luft-Flüssigkeitsgrenze 
(Engl.: air-liquid interface cerebral organoid) 

AM Acetoxymethylester 

AMPA α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsäure 

AP Aktionspotential 

APV 2-Amino-5-phosphonovaleriansäure 

ATP Adenosintriphosphat 

 bFGF Basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor 
(Engl.: basic fibroblast growth factor) 

BMPs Knochenmorphogenetische Proteine  
(Engl.: bone morphogenetic proteins) 

bRG Basale Radialgliazelle 

Ca2+ Kalzium 

cBOS Kortikale Gehirnorganoidschnitte 
(Engl.: cortical brain organoid slices) 

Cl- Chlorid 

CO2  Kohlenstoffdioxid 

CRISPR 
Gehäuft auftretende, regelmäßig unterbrochene, kurze Palindrom-
Wiederholungen 
(Engl.: clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 

CTIP2 COUP Transkriptionsfaktor interagierendes Protein 2 
(Engl.: COUP-TF interacting protein 2) 
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Cx Connexin 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

EZM Extrazelluläre Matrix 

FLIM Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie 
(Engl.: fluorescence lifetime imaging microscopy) 

FRET Förster-Resonanzenergietransfer 

FWHM Halbwertsbreite 
(Engl.: full duration at half maximum) 

GABA γ-Aminobuttersäure 

GFAP Saures Gliafaserprotein 
(Engl.: glial fibrillary acidic protein) 

GG Gellangummi 

hES Humane embryonale Stammzelle 

hiNPC Humane hiPS-basierte Vorläuferzelle 
(Engl.: hiPSC-derived neural progenitor cell) 

hiPS Humane induzierte pluripotente Stammzelle 

HOMER1 Homer Protein-Homolog 1 

hSyn1 Humanes Synapsin 1 

IPC Intermediäre Vorläuferzelle (Engl.: intermediate progenitor cell) 

K+ Kalium 

Kd Dissoziationskonstante 

Klf4 Krüppel-ähnlicher Faktor 4 
(Engl.: Krüppel-like factor 4) 

LAM Laminin 

LSO Laterale superiore Olive 

MAP2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2 
(Engl.: microtubule-associated protein 2) 

mM Millimolar 

mOsm Milliosmol  

ms Millisekunde 

mV Millivolt 

Na+ Natrium 

NaN3 Natriumazid 

NaVs Spannungsabhängige Natrium-Kanäle 

NBQX 2,3-Dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]chinoxalin-2,3-dion 
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NCX Natrium-Kalzium-Austauscher 
(Engl.: Na+/Ca2+ exchanger) 

NKA Natrium-Kalium-ATPase 

nm Nanometer 

NMDA N-Methyl-D-Aspartat 

O2  Sauerstoff 

OATP1C1 Organische Anionen transportierendes Polypeptid 1C1 
(Engl.: organic anion-transporting polypeptide 1C1) 

OCT3/4 Organischer Kationentransporter 3/4 
(Engl.: organic cation transporter 3/4) 

OGB-1 Oregon Grün BAPTA-1 
(Engl.: Oregon-Green-BAPTA-1) 

pA Pikoampere 

PAX6 Gepaartes Box-Gen 6 
(Engl.: paired box gene 6)  

PSD95 Postsynaptisches Dichteprotein 95 
(Engl.: postsynaptic density protein 95) 

ROI Bereich von Interesse 
(Engl.: region of interest) 

S100ß S100 Kalzium-bindendes Protein B 
(Engl.: S100 calcium-binding protein B) 

SATB Spezielles AT-sequenzbindenes Protein 2 
(Engl.: Special AT-rich sequence-binding protein 2) 

SD Streudepolarisation 
(Engl.: spreading depolarization) 

SOX2 Geschlechtsbestimmende Region Y-Box 2 
(Engl.: sex determining region Y (SRY)-box2) 

SR101 Sulforhodamin 101 

SVZ Subventrikuläre Zone 

SYN1 Synapsin 1 

TGFß Transformierender Wachstumsfaktor ß  
(Engl.: transforming growth factor ß) 

TOM20 Translokase der äußeren Mitochondrienmembran 20  
(Engl.: translocase of outer mitochondrial membrane 20) 

TRPV4   Transienter Rezeptorpotential Vanilloid 4 
(Engl.: transient receptor potential vanilloid 4) 
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TTP Zeit zur Maximalamplitude 
(Engl.: time to peak) 

TTX Tetrodotoxin 

TUJ1 Beta-III Tubulin 

VGLUT1 Vesikulärer Glutamattransporter 1  
(Engl.: vesicular glutamate transporter 1) 

ZNS Zentrales Nervensystem 
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Einleitung  
1 Gehirnzellen 

Das Gehirn, welches zum zentralen Nervensystem (ZNS) gezählt wird, ist die Steuerzentrale für 

nahezu alle im Körper ablaufendenen Prozesse (Purves et al., 2004). Dieses anatomisch 

hochkomplexe Organ besteht bei Säugetieren hauptsächlich aus zwei Zelltypen: den Nerven- und 

Gliazellen, welche weiter in Mikro- und Makrogliazellen differenziert werden (Abbildung 1) (Liu 

et al., 2023). Beim Menschen beläuft sich die Anzahl der Gehirnzellen dabei auf ungefähr 170 

Milliarden, wobei die Hälfte Nervenzellen sind, welche auch Neurone genannt werden, und die 

andere Hälfte nicht-neuronale Zellen sind (Azevedo et al., 2009).  

  

Abbildung 1: Zelltypen im adulten Gehirn. Neben den Neuronen („neurons“) werden im ZNS von Säugetieren die 
Gliazellen in Mikro- und Makrogliazellen differenziert, zu denen die Astrozyten („astrocytes“), Oligodendrozyten 
(„oligodendrocytes“) und Polydodendrozyten („NG2 glia“) gezählt werden. Verwendet unter den Bedingungen der 
Creative-Commons-Lizenz (CC BY-NC 4.0 DEED): Liu, Y., Shen, X., Zhang, Y., Zheng, X., Cepeda, C., Wang, Y., Duan, S., 
& Tong, X. (2023). Interactions of glial cells with neuronal synapses, from astrocytes to microglia and oligodendrocyte 
lineage cells. Glia, 71(6), 1383-1401. doi:10.1002/glia.24343. 
 

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/glia.24343
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1.1 Nervenzellen 

Einer der beiden dominierenden Zelltypen im Gehirn sind die Neurone. Der Begriff „Neurone“ 

wurde bereits 1891 vom Anatom Wilhelm von Waldeyer-Hartz definiert. Er veröffentlichte 

basierend auf Untersuchungen des ZNS vom Histologen Santiago Ramón y Cajal, die 

Neuronentheorie (Waldeyer, 1891). Diese Theorie beschreibt zusammenfassend, dass Neurone 

die kleinste autonome Funktionseinheit im Gehirn bilden und miteinander kommunizieren 

können. Bis heute bildet sie mit einigen Korrekturen und Erweiterungen die Grundlage des 

neurowissenschaftlichen Wissens (Shepherd, 2015; Yuste, 2015).  

Neurone sind elektrisch erregbare Zellen, welche für die Reiz- und Informationsleitung im 

Körper verantwortlich sind (Kandel et al., 2000). Morphologisch zeichnen sich Neurone durch 

einen Zellkörper, das Soma, aus. Vom Soma zweigen sich mehrere Zellfortsätze ab. Stark 

verzweigte Fortsätze werden als Dendriten bezeichnet. Über sie erfolgt in der Regel die 

Aufnahme der Erregungen, welche zum Zellkörper hingeleitet werden (Kandel et al., 2000). Die 

bei den meisten Neuronen vorhandenen kleinen Membranausstülpungen der Dendriten, werden 

als Dornenfortsätze (Engl.: spines) bezeichnet (Hering & Sheng, 2001). Als Axon wird der 

Zellfortsatz bezeichnet, über den die Erregungen weitergeleitet werden. Die Weiterleitung der 

Signale basiert dabei auf Ionenbewegungen über die Membran, gesteuert durch 

spannungsgesteuerte Ionenkanäle (Bear et al., 2020). Das Ruhemembranpotential der Neurone 

liegt in der Regel bei ungefähr -70 mV, was eine Spannungsdifferenz zwischen dem Intra- und 

Extrazellulärraum ist. Diese entsteht wesentlich durch die unterschiedlichen Konzentrationen 

von Kalium (K+)- und Natrium (Na+)-Ionen, welche durch Pumpen aufrechterhalten werden. Wird 

die Spannungsdifferenz positiver (Depolarisation) und ein Schwellenpotential erreicht, erfolgt die 

Generierung eines Aktionspotentials (AP) und dessen Weiterleitung. Die Erregungsfortleitung 

erfolgt dabei entweder langsam (kontinuierlich) an nicht-myelinisierten Axonen oder aufgrund 

der saltatorischen Erregungsfortleitung bei myelinisierten Axonen deutlich schneller (Kandel et 

al., 2000). In den Axonterminalen, den präsynaptischen Endigungen, befinden sich bei 

chemischen Synapsen, der häufigsten Synapsenform, die Botenstoffe. Dies sind meist 

Neurotransmitter oder Neurohormone, welche in Vesikeln vorliegen. Je nach Neurotransmitter 

spricht man von exzitatorischen (erregenden) und inhibitorischen (hemmenden) Neuronen, 

wobei Glutamat als wichtigster exzitatorischer und GABA als wichtigster inhibitorischer 

Neurotransmitter gilt. Sobald ein AP die Präsynapse erreicht, öffnen sich die 

spannungsgesteuerten Kalziumkanäle und es kommt zum Kalzium (Ca2+)-Einstrom. Die Vesikel 
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verschmelzen folglich mit der Membran und es kommt zur Freisetzung von Botenstoffen in den 

synaptischen Spalt. Dies wird als Exozytose bezeichnet. Somit erfolgt schließlich eine 

Umwandlung von elektrischen Signalen in chemische Signale. In der Postsynapse befinden sich 

Rezeptoren mit spezifischen Bindungsstellen für die freigesetzten Botenstoffe. Der 

Informationsaustausch („die Kommunikation“) zwischen Neuronen erfolgt somit über die 

Synapsen (Purves et al., 2004). 

Generell gilt, dass sich Neurone aufgrund von diversen Eigenschaften klassifizieren lassen, 

was aufgrund der Physiologie, der molekularen Eigenschaften oder der Morphologie erfolgen 

kann (Zeng & Sanes, 2017). 

 

1.2 Gliazellen 

Den zweiten dominierenden Zelltyp im Gehirn machen die Gliazellen aus. Sie wurden erstmals 

Mitte des 19. Jahrhunderts von Rudolph von Virchow entdeckt und zunächst aufgrund der 

morphologischen Eigenschaften von den Neuronen unterschieden. Er prägte den Begriff 

„Neuroglia“ und charakterisierte sie zunächst als eine Art Bindegewebe, welches die 

Nervenzellen stützt (Virchow, 1858). Derweil ist bekannt, dass Gliazellen essentiell für eine 

gesunde Hirnfunktion sind und unter anderem an der Hirndurchblutung, der Synapsenformation 

oder der Myelinisierung von Nervenzellen beteiligt sind (Allen & Barres, 2009; Barres, 2008). Im 

menschlichen Gehirn machen Gliazellen einen Anteil von circa 50% aus, wobei das Verhältnis von 

Gliazellen zu Neuronen je nach Hirnareal variiert (Azevedo et al., 2009). Basierend auf dem 

mesodermalen oder ektodermalen Ursprung, werden die Gliazellen des ZNS in Mikro- und 

Makrogliazellen klassifiziert. Mikroglia stammen von myeloischen Zellen des extra-embryonalen 

Dottersacks ab und wandern erst während der frühen Embryonalentwicklung ins Parenchym des 

ZNS ein (Kettenmann et al., 2011; Ransohoff & Cardona, 2010). Sie werden dem so genannten 

mononukleären-phagozytären System zugeordnet (Ransohoff & Cardona, 2010). Dieser stark 

ramifizierte Zelltyp ist hoch dynamisch und motil, und steht im engen Kontakt mit neuronalen 

Strukturen sowie Blutgefäßen und Makrogliazellen (Nimmerjahn et al., 2005). Mikrogliazellen 

sind somit entscheidend an der Immunabwehr und an Entzündungsprozessen im ZNS sowie an 

der Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt (Aguzzi et al., 2013; Block & 

Hong, 2005; Hickman et al., 2018). 

Im Vergleich zu den Mikrogliazellen haben Makrogliazellen ebenso wie Neurone einen 

neuroektodermalen Ursprung. Sie werden weiter unterteilt in Oligodendrozyten, 
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Polydendrozyten und Astrozyten (Abbildung 1) (Liu et al., 2023; Ransohoff & Cardona, 2010). 

Oligodendrozyten bilden die Myelinscheiden, welche um die neuronalen Axone gewickelt sind 

und diese isolieren. Dies ermöglicht die saltatorische Propagation von APs und somit schnelle 

Signalweiterleitung und Kommunikation zwischen Nervenzellen (Bradl & Lassmann, 2010; Kandel 

et al., 2000). Polydendrozyten, auch bekannt als NG2-Gliazellen, sind in der grauen und in der 

weißen Hirnsubstanz sowohl während der Entwicklung als auch im adulten Gehirn vorzufinden. 

Sie zeichnen sich durch die Expression des Proteoglykans NG2 sowie durch eine stark verzweigte 

Morphologie aus (Nishiyama et al., 2002). Sie sind an der Bildung neuer Oligodendrozyten und 

weiteren Funktionen beteiligt (Nishiyama et al., 2009). Den größten Anteil der Makrogliazellen 

machen die Astrozyten aus, welche an vielen Prozessen beteiligt sind, die essentiell für eine 

gesunde Hirnfunktion sind. 

 

Astrozyten 

Die Bezeichnung Astrozyt erhielten die Zellen aufgrund von ihrer sternförmigen Morphologie 

(Gr.: ástron = Stern, kýtos = Zelle) (Lenhossék, 1893). Morphologisch zeichnen sie sich durch ein 

Soma aus, von dem sich Primärausläufer abzweigen, welche sich immer weiter verzweigen. 

Gekoppelt sind Astrozyten über so genannte Gap-Junctions, die den Austausch von Ionen und 

kleinen Molekülen ermöglichen (Giaume et al., 1997). Aufgrund von ihrer heterogenen 

Morphologie und Lage im Gewebe, werden sie in fibröse und protoplasmatische Astrozyten 

unterteilt. Fibröse Astrozyten zeichnen sich durch lange und wenig verzweigte Ausläufer aus und 

sind vornehmlich in der weißen Hirnsubstanz vorzufinden. Protoplasmatische Astrozyten 

hingegen besitzen dicke Primärausläufer, welche sehr stark verzweigt und hauptsächlich in der 

grauen Hirnsubstanz vorzufinden sind (Andriezen, 1893; Oberheim et al., 2012). Sie sind in 

Domänen strukturiert, welche sich nur in den äußeren Rändern überlappen und in denen 

Interaktionen zu mehreren tausend neuronalen Synapsen bestehen (Bushong et al., 2002). 

Aufgrund des engen Kontakts von astrozytären Endfüßen zu neuronalen Synapsen wurde das 

Modell der „dreiteiligen Synapse“ eingeführt. Diese Formation besteht aus einem prä- und 

postsynaptischem Ende und einem astrozytären Endfuß, welcher die Synapse ummantelt. 

Astrozyten sind zusammenfassend maßgeblich an der Signalübertragung von Neuronen und der 

Modulation synaptischer Aktivität beteiligt (Araque et al., 1999; Eroglu & Barres, 2010; Perea et 

al., 2009) . 
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2 Modellsysteme zur funktionellen Untersuchung von Gehirnzellen 

Um sowohl die morphologischen Charakteristika der Zellen als auch die intra- und interzellulären 

Mechanismen der Zellen vereinfacht untersuchen zu können, werden Modellsysteme benötigt. 

Abhängig von der experimentellen Fragestellung, welche sowohl physiologische als auch 

pathophysiologische Konditionen adressieren kann, stehen unterschiedliche tierische und 

humane Modellsysteme zur Verfügung. Teilweise ist der Einsatz und Vergleich von mehreren 

Modellsystemen nötig, um bestimmte Hypothesen verifizieren bzw. falsifizieren zu können. 

In diesem Promotionsvorhaben wurde ein murines und mehrere humane Modellsysteme 

verwendet, welche im nachfolgenden Kapitel weiter erläutert werden. Dies umfasst das in situ-

Modellsystem die Akutschnitte des Mausgehirns sowie die humanen in vitro-Modellsysteme die 

dreidimensionalen (3D) Zellkulturen, die 3D-Gehirnorganoide und die kultivierten 

Gehirnorganoidschnitte (Abbildung 2). 

  

Abbildung 2: Schematische Übersicht über die in diesem Promotionsvorhaben verwendeten Modellsysteme. 
Links: Murines in situ-Modellsystem der Akutschnitte des Mausgehirns. Rechts: Gezeigt sind die drei humanen in 
vitro-Modellsysteme der 3D-Zellkulturen, der 3D-Gehirnorganoide und der kultivierten Gehirnorganoidschnitte. 
Unveröffentlicht (Petersilie, 2023). 
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2.1 Murine Modellsysteme 

Seit Jahrhunderten wird von Wissenschaftlern die Anatomie und Physiologie des menschlichen 

Gehirns untersucht. Aufgrund des limitierten Zugangs zu menschlichem Gewebe und des 

eingeschränkten Durchführens von Experimenten am Menschen, griffen sie bereits im antiken 

Griechenland auf Tiermodelle zurück. So konnte Alkmaion von Kroton bereits im 6. Jahrhundert 

v. Chr. anhand von Hundestudien feststellen, dass das Gehirn der Sitz von Intelligenz und 

Bewusstsein ist (Ericsson et al., 2013). 

Die Ära der modernen biomedizinischen Grundlagenforschung wurde mit Beginn des 20. 

Jahrhunderts eingeläutet. Zu dieser Zeit haben sich Nagetiere, speziell Mäuse, als gängigstes 

Modellsystem etabliert (Ericsson et al., 2013). Mäuse sind aufgrund ihrer Körpergröße, einer 

kurzen Lebens- und Reproduktionszeit und damit einhergehenden geringen Kosten ein ideales 

Versuchstier. Des Weiteren gibt eine große physiologische Ähnlichkeit zum Menschen sowie viele 

Analogien von anatomischen Strukturen (Bryda, 2013). Weiterhin lassen sich leicht Inzuchtlinien 

erzeugen, was zu einer geringen genetischen Varianz zwischen den Versuchstieren führt und 

somit die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit von Ergebnissen vereinfacht (Ericsson et al., 

2013; Yoshiki et al., 2022). Seit der vollständigen Entschlüsselung der Genomsequenz der Maus 

im Jahre 2002 (Mouse Genome Sequencing Consortium et al., 2002) sowie der des Menschen ein 

Jahr zuvor (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001), ist geklärt, dass auch eine genetische 

Ähnlichkeit zwischen den beiden Spezies vorhanden ist. Die Übereinstimmigkeit der circa 30.000 

Protein-kodierenden Gene beträgt ungefähr 95% (Bryda, 2013; Mouse Genome Sequencing 

Consortium et al., 2002). Bei der Erforschung von Krankheiten wurde durch die Etablierung von 

Knockout-Mäusen (Capecchi, 1989; Smithies, 1993; Smithies et al., 1985; Kirk R. Thomas & 

Capecchi, 1987; K. R. Thomas et al., 1986) ein großer Meilenstein erreicht. In diesen Mäusen 

können gezielt Gene manipuliert werden. Sie bilden die Grundlage für viele Mausstudien, die zur 

Untersuchung humaner Krankheiten, wie z.B. der angeboren Taubheit (Eitelmann, Petersilie et 

al., 2020), durchgeführt wurden. 

Anwendbar sowohl für das wildtypische als auch das transgene Mausgewebe, haben sich 

in den letzten Jahrzenten diverse Techniken zur Untersuchung der Gehirnzellen etabliert. So 

haben sich neben zweidimensionalen (2D)-Primärkulturen, akute und organotypische 

Hirnschnitte sowie in vivo-Messungen durchgesetzt (Wellbourne-Wood & Chatton, 2018). In 

meiner Arbeit wurde der Fokus auf das murine Präparat der Akutschnitte des Gehirns gelegt. 
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2.1.1 Akutschnitte des Mausgehirns 

Akutschnitte des Mausgehirns haben sich in den 

letzten Jahrzenten der neurowissenschaftlichen 

Forschung zu einem der wichtigsten in situ-Modelle 

entwickelt. Diese Technik kann für wildtypische und 

transgene Mäuse jeglichen Altersstadiums 

angewendet werden und ermöglicht es, durch 

verschiedene Orientierungen des Gewebes, 

Schnitte aus jeder Hirnregion zu generieren (Bsp. 

Abbildung 3). Dazu werden die Gehirne unmittelbar nach deren Präparation in eine eiskalte (3 ± 

1 °C), artifizielle Zerebrospinalflüssigkeit (ACSF, Engl: artificial cerebrospinal fluid) überführt. Die 

Zusammensetzung der ACSF generiert eine Osmolarität von ~310 mOsm und mit Begasung von 

Carbogen (5% CO2, 95% O2) einen pH-Wert von ~7.4 (Eitelmann, Petersilie et al., 2023). Mit Hilfe 

eines Vibratoms werden Schnitte mit einer Dicke von meist 250 μm angefertigt, welche für bis zu 

ungefähr sechs Stunden unter stetiger Perfusion von angepasstem ACSF bei Raumtemperatur 

(RT, 22 ± 1 °C) oder physiologischer Temperatur (PT, 37 ± 1 °C), für Experimente genutzt werden 

können.  

Der Vorteil dieses Präparats ist unter anderem, dass der Zugang zu den Zellmembranen 

für elektrophysiologische Messungen via Patch-Pipette vereinfacht ist, die Zellen im Vergleich zu 

isolierten Zellkulturen weiterhin in ihrer ursprünglichen Umgebung vorliegen und die synaptische 

Konnektivität bestehen bleibt (Edwards et al., 1989). Des Weiteren können einfach 

Manipulationen des Extrazellulärraums durchgeführt werden. Dafür können die 

Zusammensetzung des ACSF verändert oder pharmakologische Substanzen hinzugefügt werden 

(Wellbourne-Wood & Chatton, 2018). Dies ermöglicht es auch mit wildtypischen Akutschnitten 

pathophysiologische Zustände nachzuahmen sowie pharmakologische Substanzen auszutesten. 

Mäuse sind daher ein wichtiges Modellsystem in der biomedizinischen Grundlagenforschung. 

  

Abbildung 3: Akutschnitt des Mausgehirns. 
Übersichtsaufnahme eines parasagittalen 
Hirnschnitts (juveline Maus). Unveröffentlicht 
(Petersilie, 2023). 
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2.1.2 Limitationen von murinen Modellsystemen 

Seit Jahrzenten werden murine Modellsysteme zur 

Erforschung der Physiologie des Gehirns verwendet. 

Zudem werden sie auch zur Erforschung von 

pathophysiologischen Ursachen neurologischer 

Krankheiten und zum Austesten von Medikamenten 

eingesetzt. Bei der Translation von Ergebnissen aus 

murinen Studien auf den Menschen, kommt es 

jedoch immer wieder zu Rückschlägen. Neben den 

vielen Gemeinsamkeiten zwischen Menschen und 

Mäusen, wie z.B. der großen Übereinstimmung von 

Protein-kodierenden-Genen (Bryda, 2013; Mouse Genome Sequencing Consortium et al., 2002), 

gibt es auch einige Spezies-spezifische Unterschiede. Generell gilt, dass Maus und Mensch sich in 

der Physiologie betreffend der Körpergröße, der metabolischen Rate, der Nahrung, der 

unterschiedlichen Lebensräume und dementsprechend auch unterschiedlichen Mikrobiomen 

und Pathogenen unterscheiden (Perlman, 2016). 

Im Hinblick auf das Gehirn, speziell beim Vergleich der Großhirnrinde (Kortex) von Mensch 

und Maus, fällt bereits makroskopisch auf, dass das humane Gehirn im Vergleich zum 

Mausgehirn deutlich größer und komplexer ist (Abbildung 4) (Wong et al., 2023). Der 

oberflächliche Teil der grauen Substanz beim menschlichen Gehirn zeichnet sich durch zahlreiche 

Windungen (Gyri) und Furchen (Syri) aus, was zu einer Flächenvergrößerung führt und als 

Gyrifizierung bezeichnet wird (Welker, 1990). Die Gyrifizierung fehlt beim Mausgehirn komplett 

(Herculano-Houzel, 2009; Herculano-Houzel et al., 2006). Dies wird als lissencephal bezeichnet 

(Kelava et al., 2013). Die unterschiedliche Oberfläche des Kortex basiert darauf, dass in Mäusen, 

der in Menschen sehr häufig vorkommende Zelltyp, die basalen Radialgliazellen (bRGs), sehr 

selten ist. Diese Vorläuferzellen sind maßgeblich am Expandieren des Kortex beteiligt. Das 

Expandieren bezieht sich dabei insbesondere auf die oberen, subgranulären Schichten. Dabei 

befinden sich die bRGs hauptsächlich in der äußeren subventrikulären Zone (SVZ), einer im 

Vergleich zur Maus zusätzlichen proliferierenden Zone beim Menschen (Abbildung 5) (Hansen et 

al., 2010; Lewitus et al., 2013; Nowakowski et al., 2016; Pollen et al., 2015; Seto & Eiraku, 2019). 

Im Vergleich zum murinen Gehirn hat sich also der oberflächliche Teil der grauen Hirnsubstanz 

des Menschen durch die Gyrifierung stark vergrößert (Tallinen et al., 2014; Welker, 1990). Mit 

Abbildung 4: Vergleich des murinen und 
humanen Gehirns. Seitenansicht des 
Mausgehirns (links) und des menschlichen 
Gehirns (rechts). Verwendet und modifiziert 
unter den Bedingungen der Creative-Commons-
Lizenz (CC BY- 4.0 DEED): Wong, H. H., Chou, C. Y. 
C., Watt, A. J., & Sjostrom, P. J. (2023). Comparing 
mouse and human brains. eLife, 12. 
doi:10.7554/eLife. 90017. 
 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://elifesciences.org/articles/90017
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der Größenexpansion des Neokortex wird heutzutage die Steigerung der kognitiven Fähigkeiten 

des Menschen assoziiert (Defelipe, 2011).  

Auch innerhalb der kortikalen Schaltkreise gibt es trotz konservierter Zelltypen große 

Unterschiede zwischen den Spezies Mensch und Maus. Dies basiert auf unterschiedlichen 

Genexpressionen, Verteilungen der Zelltypen in den kortikalen Schichten und Morphologien 

(Hodge et al., 2019). Auch auf subzellulärer Ebene gibt es Unterschiede. So nehmen z.B. im 

somatosensorischen Kortex des Menschen die Spines ein 100 % größeres Volumen ein, als die in 

Mäusen (Defelipe, 2011).  

Abbildung 5: Vergleich des murinen und humanen Neokortex. A Querschnitt durch das Mausgehirn (links) und das 
menschliche Gehirn (rechts). B Spezies-spezifische Unterschiede des sich entwickelnden Neokortex von Maus (links) 
und Mensch (rechts). Abk.: (o)RGC = (äußere) Radialgliazelle (Engl.: (outer) radial glial cells); IPC = intermediäre 
Vorläuferzelle (Engl.: intermediate progenitor cell); (o/i) SVZ = (äußere/innere) subventrikuläre Zone (Engl.: 
(outer/inner) subventricular zone. Verwendet mit Genehmigung: Seto, Y., & Eiraku, M. (2019). Human brain 
development and its in vitro recapitulation. Neuroscience Research, 138, 33-42. 
doi:https://doi.org/10.1016/j.neures.2018.09.011. 
 

https://doi.org/10.1016/j.neures.2018.09.011
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Diese Unterschiede zeigen, dass die Translation von murinen Studien auf den Menschen 

nur limitiert möglich ist. Reviews berichten immer wieder von der geringen Erfolgsquote bei 

Medikamenten die im ZNS von Nagetieren getestet wurden und der geringen Eintrittsquote in 

die klinische Phase I (Geerts, 2009; Kola & Landis, 2004). 

Dadurch wird deutlich, dass die Forschung in Richtung alternativer humaner 

Modellsysteme unabdingbar ist. Des Weiteren gilt es, den Einsatz von Tieren bei 

tierversuchskundlichen Experimenten auf ein Minimum zu reduzieren. Britische Wissenschaftler 

haben bereits 1959 das so genannte „3R-Prinzip“ veröffentlicht. Die drei R stehen dabei für 

vermeiden („replace“), verringern („reduce“) und verbessern („refine“) (Russell & Burch, 1959). 

So soll ausdrücklich geprüf werdent, ob Alternativmethoden für das jeweilige Versuchsvorhaben 

zur Verfügung stehen, ob die Tieranzahl auf ein Minimum reduziert werden kann sowie ob und 

wie die der Einsatz der Tiere verbessert werden kann. Neue Alternativmethoden bieten humane 

Modellsysteme. 

 

2.2 Humane Modellsysteme  

Die Einführung und Etablierung von humanen Modellsystemen als Alternativmethoden zu 

murinen Modellsystemen ist unabdingbar. Im Gegensatz zu dem verhältnismäßig einfachen 

Zugriff auf murines Gewebe, ist das Erhalten von humanen Gewebe durch chirurgische Eingriffe 

oder post mortem-Gewebe erschwert (K. Lee et al., 2020; Wong et al., 2023) und mit deutlich 

mehr ethischen Restriktionen besetzt. Aufgrund dem begrenzten Zugriff auf das Gewebe wird 

oftmals pathologisches Gewebe verwendet und Faktoren wie das Alter, das Geschlecht sowie die 

Hirnregion vernachlässigt (K. Lee et al., 2020). Des Weiteren haben die meisten angewandten 

Techniken einen geringen Durchsatz (Wong et al., 2023). Viele Studien konnten und können 

daher nicht an primärem menschlichen Hirngewebe durchgeführt werden. In vivo-Messungen, 

welche mit Manipulationen zum Nachteil des Menschen verbunden sind, sind ebenfalls nicht 

realisierbar. Eine mögliche Alternative bilden die Stammzell-basierten Modellsysteme.  

 

2.2.1  Humane induzierte pluripotente Stammzell (hiPS)-basierte Modellsysteme 

Neben dem eingeschränkten Einsatz von humanem Gewebe, welches direkt vom Menschen 

gewonnen wird, bieten Stammzell-basierte Modellsysteme eine Alternative, um humane 

Modellsysteme zu etablieren. Stammzellen besitzen die Eigenschaft sich selbst zu erneuern, in 
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dem sie sich symmetrisch in zwei identische Stammzellen teilen oder durch eine asymmetrische 

Teilung eine Stammzelle und eine differenzierte Zelle bilden. Sie haben die Fähigkeit, sich in 

spezialisierte Zelltypen aus allen drei Keimblättern zu differenzieren. Dies umfasst das: Ektoderm, 

das Endoderm und das Mesoderm (Wobus & Boheler, 2005). 

Takahashi und Yamanaka leisteten 2006 Pionierarbeit, in dem sie erstmals erfolgreich aus 

murinen Fibroblasten, pluripotente Stammzellen induzieren konnten (Takahashi & Yamanaka, 

2006). Sie konnten zeigen, dass sowohl embryonale als auch adulte ausdifferenzierte Zellen 

(Fibroblasten), durch die retrovirale Transduktion der vier Transkriptionsfaktoren Oct3/4, SOX2, 

c-Myc und Klf4, in einen humanen embryonalen Stammzell (hES)-ähnlichen Zustand 

zurückprogrammiert werden können. Diese unterscheiden sich sowohl morphologisch als auch 

von ihren Wachstumseigenschaften kaum voneinander (Takahashi & Yamanaka, 2006). Im 

Folgejahr konnten sowohl Takashi und Kollegen, als auch Yu und Kollegen, mit den gleichen 

Transkriptionsfaktoren beziehungsweise mit einer anderen Faktorkombination, aus Fibroblasten 

humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSs) generieren (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 

2007). Viele der ethischen Restriktionen sollten so überwunden sein, da der Einsatz von 

embryonalen Stammzellen und damit die Verwendung von humanen Föten und Embryonen 

aufgrund der Vergleichbarkeit zu hiPSs nicht mehr notwendig ist (J. Choi et al., 2015). 

Mittlerweile lassen sich gut charakterisierte, gesunde Spenderzelllinien kommerziell erwerben. 

Diese sollten strengen Richtlinien zur Qualitätssicherung unterliegen, um die Vergleichbarkeit der 

Zelllinien aus verschiedenen Laboratorien zu gewährleisten (Sullivan et al., 2018).  

Ein weiterer Vorteil der hiPS-basierten Modelle ist, dass auch von erkrankten Patienten 

stammende Fibroblasten, für eine hiPS-Induktion verwendet werden können, welche genetisch 

bedingte Krankheiten ideal widerspiegeln (Soldner & Jaenisch, 2012; Sterneckert et al., 2014). 

Die Generierung von isogenen Zelllinien durch das CRISPR/Cas9-System ermöglichen so den 

genauen Vergleich zwischen Kontroll- und Patienten-abgeleiteten Zelllinien (Grobarczyk et al., 

2015). 
Die neuroektodermale Differenzierung der hiPSs kann schließlich durch die Zugabe von 

bestimmten Wachstumsfaktoren und Inhibitoren im Medium erfolgen (Distler et al., 2021; Le et 

al., 2021; Lorenz et al., 2022). Je nach Fragestellung können die Zellen als 2D- oder als 3D-

Zellkulturen kultiviert werden. Ein Nachteil der 2D-Zellkulturen ist unter anderem, dass die 

Biologie und Komplexität des Gehirns nicht widergespiegelt wird (Lovett et al., 2020), die Zell-

Zell-Interaktionen fehlen (Kapr, Petersilie et al., 2021) und die Organisation von 



Einleitung 

13 

 

Gewebsstrukturen nicht untersucht werden kann (Chiaradia & Lancaster, 2020). Diese 

Charakteristika können jedoch durch die Verwendung von 3D-Zellkulturen erhalten bleiben. In 

den folgenden Abschnitten werden ausgewählte hiPS-basierte 3D-Modellsysteme beschrieben. 

 

2.2.1.1 3D-Zellkulturen 

Eine Möglichkeit, um Zellen als 3D-Modelle zu kultivieren, ist der Eins atz von Biomaterialien, z.B. 

in Form von Hydrogelen. Hydrogele rekapitulieren aufgrund ihrer spezifischen Eigenschaften 

Gewebs-ähnliche Strukturen, die die extrazelluläre Matrix (EZM) nachbilden. Ihr poröser Aufbau 

entsteht durch zahlreiche hydrophile Polymere. Dadurch können Hydrogele große 

Wassermengen speichern, und weisen eine große Flexibilität auf (Bahram et al., 2016). Aufgrund 

dieser Eigenschaft lassen sich Zellen einfach in Hydrogele einbetten (Abbildung 6).  

Diese werden weiterhin mit Nährstoffen versorgt und können somit weiter differenzieren (Yla-

Outinen et al., 2019). Die fortschreitende Differenzierung, das Zellwachstum sowie die 

Überlebensrate der Zellen und die daraus resultierende Entwicklung der 3D-Zellkulturmodelle, 

hängt jedoch stark vom jeweiligen Hydrogelgemisch ab (Kapr, Petersilie et al., 2021). Diverse 

Studien konnten bereits zeigen, dass sich die Zellen innerhalb der Hydrogele zu Sphäroiden 

aggregieren können, welche teilweise diverse Zelltypen enthalten (Dingle et al., 2015; Distler et 

al., 2021; Kim et al., 2023; Wen et al., 2019). 

  

Abbildung 6: Schema von in Hydrogel eingebetten Zellen. Neurosphären werden kultiviert, 
geschnitten und in Hydrogel eingebettet. Verwendet und modifiziert unter den 
Bedingungen der Creative-Commons-Lizenz (CC BY 4.0 DEED): Distler, T., Lauria, I., Detsch, 
R., Sauter, C. M., Bendt, F., Kapr, J., Rütten, S., Boccaccini, A. R., & Fritsche, E. (2021). 
Neuronal Differentiation from Induced Pluripotent Stem Cell-Derived Neurospheres by the 
Application of Oxidized Alginate-Gelatin-Laminin Hydrogels. Biomedicines, 9(3). 
doi:10.3390/biomedicine s9030261. 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/2227-9059/9/3/261


Einleitung 

14 

 

2.2.1.2 3D-Gehirnorganoide 

Neben der großen Vielfalt von Biomaterialen zur Entwicklung von 3D-Gewebsmodellen, hat sich 

auch die Organoid-Technologie stark weiterentwickelt (Lovett et al., 2020). Gehirnorganoide 

reflektieren dabei die humane Zytoarchitektur des sich entwickelnden Gehirns und weisen eine 

spezifische humane Genexpression auf. Die Generierung der 3D-Zellaggregatte basiert dabei auf 

hESs oder hiPSs (Eichmüller & Knoblich, 2022; Lancaster et al., 2013; C. T. Lee, Bendriem, et al., 

2017), welche sowohl von gesunden Personen, als auch von erkrankten Patienten mit 

Gendefekten stammen können. Patienten-hiPS-basierte Gehirnorganoide können so ideal 

genetische und idiopathische Krankheiten nachbilden (Kelava & Lancaster, 2016). Es konnten 

bereits 3D-Gehirnorganoide erfolgreich zur Testung von pharmazeutischen Substanzen genutzt 

werden und Modellsysteme für infektiöse Krankheiten, wie z.B. für das Zika-Virus (Gabriel et al., 

2017) oder SARS-CoV2 (Pellegrini, Albecka, et al., 2020), bilden. Sie sind somit ein neues, 

vielversprechendes Modellsystem in der neurowissenschaftlichen Grundlagenforschung. 

Erstmals erfolgreich generiert wurden Gehirnorganoide von Lancaster und Kollegen, 

wobei sie zunächst zerebrale (ungerichtete, selbstbestimmte Ganzhirnorganoide; Engl.: 

unguided self-patterned whole brain organoids) einführten (Lancaster et al., 2013). Im gleichen 

Jahr konnte auch ein Protokoll für gerichtete, kortikale Organoide („guided patterned cortical 

organoids“) veröffentlicht werden (Kadoshima et al., 2013). Der Unterschied dieser 

Differenzierungsmöglichkeiten (Abbildung 7), liegt darin, dass bei ungerichteten Organoiden für 

die Induktion in zerebrale Strukturen der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF, Engl.: 

basic fibroblast growth factor) und Retinolsäure verwendet werden (Del Dosso et al., 2020; 

Lancaster et al., 2013). Diese Art der Differenzierung führt zur Entwicklung von dorsalen 

Vorderhirnstrukturen. Dies geht jedoch mit einer großen Variabilität sowohl zwischen den hiPS-

Zelllinien als auch zwischen den Organoiden einher. Der Grund dafür ist, dass eine Vielzahl der 

Zellen in Organoiden entweder ektodermalen Ursprungs (hauptsächlich Nerven- und Gliazellen) 

oder nicht-ektodermalen Ursprungs (z.B. Mikroglia- und Endothelzellen) sind und aus 

verschiedenen Hirnregionen stammen. Die Zellvariabilität kann in bestimmten Fragestellungen 

als Vorteil angesehen werden, erschwert jedoch aufgrund der großen Heterogenität der 

Organoide die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen und den Einsatz für Krankheitsmodelle (Del 

Dosso et al., 2020).  

Demgegenüber stehen Protokolle für die gerichtete Differenzierung, wobei bereits viele 

Hirnregionen wie z.B. das Zerebellum (Muguruma et al., 2015), der Hippokampus (Sakaguchi et 
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al., 2015) oder der Plexus choroideus (Pellegrini, Bonfio, et al., 2020) nachgebildet werden 

konnten. Durch die Zugabe von exogenen Faktoren können Entwicklungssignale für das neurale 

ektodermale Zellschicksal der hESs beziehungsweise hiPSs gesendet werden. Dafür erfolgt eine 

duale Inhibition des SMAD Signalwegs von knochenmorphogenetischen Proteinen (BMPs, Engl.: 

bone morphogenetic proteins) und dem transformierenden Wachstumsfaktor ß (TGFß, Engl.: 

transforming growth factor ß) (Chambers et al., 2009). Zusätzliche Morphogene verstärken die 

Zelltypdiversität von bestimmten Gehirnregionen. Die regionalisierten Gehirnorganoide bilden 

somit ein robustes, homogenes Modelsystem, um die Zytoarchitektur und die physiologischen 

Eigenschaften von Zellen aus bestimmten Hirnregionen zu untersuchen (Del Dosso et al., 2020). 

Mehrere Studien konnten bereits zeigen, dass durch den Einsatz von so genannten 

Assembloiden, der Fusion von mehreren Regionen-spezifischen Gehirnorganoiden, auch die 

Interaktion dieser untersucht werden kann (Birey et al., 2017; Miura et al., 2020; Pasca, 2019). 

Der Fokus während dieses Promotionsvorhabens lag auf der Charakterisierung von kortikalen 

Gehirnorga noiden.  

Abbildung 7: Übersicht über verschiedene Differenzierungsmöglichkeiten von Gehirnorganoiden. Vergleich von 
ungerichteten, selbstbestimmten Gehirnorganoiden („self-patterned“) und gerichteten („patterned“) 
Gehirnorganoiden. Verwendet mit Genehmigung: Del Dosso, A., Urenda, J. P., Nguyen, T., & Quadrato, G. (2020). 
Upgrading the Physiological Relevance of Human Brain Organoids. Neuron, 107(6), 1014-1028. 
doi:10.1016/j.neuron.2020.08.029. 
 

https://doi.org/10.1016/j.neuron.2020.08.029
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2020.08.029
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Kortikale Gehirnorganoide 

Kortikale Gehirnorganiode sind der meist verwendete und am besten charakterisierte 

Gehirnorganoidtyp (Qian et al., 2019). Sie spiegeln einzigartige Eigenschaften des humanen sich 

entwickelnden Kortex, der kortikalen Platte, wieder. Ein wichtiges Merkmal ist, dass sie die 

ventrikulären Strukturen rekapitulieren (Benito-Kwiecinski & Lancaster, 2020; Jeong et al., 2020; 

C. T. Lee, Bendriem, et al., 2017; C. T. Lee, Chen, et al., 2017). In etwas reiferen kortikalen 

Gehirnorganoiden bilden sich die SVZ, die äußere SVZ sowie Neurone der tiefen und hoch 

gelegenen Schichten des Kortex. Identifiziert werden können die Neurone durch den Marker des 

COUP Transkriptionsfaktor interagierenden Proteins 2 (CTIP2, Engl.: COUP-TF interacting protein 

2), welcher die Neurone der tiefer gelegenen Schichten markiert und durch den Marker des 

spezielles AT-sequenzbindenden Proteins 2 (SATB2, Engl.: Special AT-rich sequence-binding 

protein 2), welcher die Neurone der oberflächlichen Schichten markiert (Abbildung 8) (Di Lullo & 

Kriegstein, 2017). Speziell die Entwicklung der äußeren SVZ sowie die große Anzahl der bRGs (s. 

Abbildung 8: „oRG“) in kortikalen Gehirnorganoiden (s. Abschnitt 2.1.2) (Hansen et al., 2010; 

Nowakowski et al., 2016; Pollen et al., 2015), zeigen die Bedeutsamkeit dieses Modellsystems.  

Abbildung 8: Vergleich von unreifen („immature“) und weiterentwickelten („more mature“) kortikalen 
Gehirnorganoiden. Gezeigt sind die Ventrikel-ähnlichen Strukturen und deren Schichtung sowie die Identifikation 
der Zelltypen durch spezifische Marker. Verwendet mit Genehmigung: Di Lullo, E., & Kriegstein, A. R. (2017). The use 
of brain organoids to investigate neural development and disease. Nature Reviews Neuroscience, 18(10), 573-584. 
doi:10.1038/ nrn.2017.107. 
 

http://dx.doi.org/10.1038/nrn.2017.107
http://dx.doi.org/10.1038/nrn.2017.107
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Limitationen von 3D-Gehirnorganoiden 

Der Einsatz der kortikalen sowie der ungerichteten zerebralen Gehirnorganoide wird 

jedoch auch durch einige Faktoren limitiert. Bei den Regionen-spezifischen Gehirnorganoiden 

fehlt meist die akkurate Gewebearchitektur, obgleich die genetische Vielfalt widergespiegelt 

wird. So fehlt z.B. bei den kortikalen Organoiden trotz Vorhandensein der äußeren SVZ (Di Lullo 

& Kriegstein, 2017), die Gyrifizierung der kortikalen Oberfläche (Li et al., 2017; Scott & Huang, 

2022). Studien argumentieren damit, dass Gehirnorganoide noch nicht das Entwicklungsstadium 

erreicht haben, in dem die primären Gyri entstehen. Dies erfolgt beim Menschen in der Mitte der 

Schwangerschaft (Andrews & Nowakowski, 2019; Qian et al., 2019). Eine weitere Hypothese ist, 

dass die kortikalen Gehirnorganoide mit einer Größe von circa 3-4 mm zu klein sind (Qian et al., 

2019). Das könnte damit zusammenhängen, dass die Gyrifizierung des Kortexes mit der Dicke 

und der Oberflächengröße skaliert (Mota & Herculano-Houzel, 2015). Es existieren bereits viele 

Studien, die diese Limitation adressieren (Karzbrun et al., 2018; Li et al., 2017; Qian et al., 2019; 

Scott & Huang, 2022). 

Eine weitere Limitation ist, dass nicht-neuronale Zellen wie Mikroglia- und Endothelzellen 

in vielen Gehirnorganoiden fehlen, da sie nicht ektodermalen Ursprungs sind. Erste Studien 

konnten bereits erfolgreich Mikroglia in Gehirnorganoiden generieren (Marton et al., 2019; 

Schafer et al., 2023; Wenzel et al., 2023). Der Faktor der fehlenden Vaskularisierung wurde 

ebenfalls in einigen Studien adressiert, in dem Endothelzellen hinzugefügt wurden und sich 

dadurch Gefäß-ähnliche Strukturen gebildet haben (Cakir et al., 2019; Pham et al., 2018; Ye, 

2023). Weiteren Studien geling dies durch den Einsatz von Biomaterialien wie Silk-Mikrofasern 

(Sozzi et al., 2022) oder durch das Transplantieren von Organoiden ins Mausgehirn (Mansour et 

al., 2018; Revah et al., 2022) . 

Die größte Limitation der Gehirnorganoide ist jedoch, dass sich mit einer längeren 

Kultivierungszeit und somit mit zunehmender Größe, ein nekrotischer Kern im Inneren bildet. 

Dieser entsteht durch eine verminderte Nährstoff- und Sauerstoffzufuhr (Lancaster & Knoblich, 

2014; Qian et al., 2019). Der Einsatz von Bioreaktoren oder Rüttelplatten während der 

Kultivierungszeit der Gehirnorganoide verbessert zwar die Diffusion im Gewebe, verhindert 

jedoch nicht die Entwicklung der Nekrose (Lancaster & Knoblich, 2014). Durch die Generierung 

von kultivierten Schnittpräparaten ist eine Langzeitkultivierung ohne nekrotischen Kern möglich.   
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2.2.1.3 Kultivierte Gehirnorganoidschnitte 

Kultivierte Hirnschnitte, welche auch als organotypische Hirnschnitte bezeichnet werden, sind 

ein vor Jahren etabliertes Vorgehen, welches sowohl für das Gehirn von Nagetieren (Lerchundi, 

Kafitz, Farfers, et al., 2019; Stoppini et al., 1991) als auch von Menschen (Schwarz et al., 2017) 

angewendet wird. Das Prinzip basiert darauf, dass die Schnitte auf semipermeablen Membranen 

an der Luft-Flüssigkeits-Grenze kultiviert werden, wobei sich das Medium unter der Membran 

befindet (Humpel, 2015; Stoppini et al., 1991). Durch diese Technik können die Schnitte, vor 

allem im Vergleich zu Akutschnitten, welche nur einige Stunden vital sind, länger kultiviert 

werden und so die Maturation der Zellen verbessert werden (Humpel, 2015). Des Weiteren 

ermöglicht diese Technik den einfachen Zugang zu den Zellen, wodurch viele Methoden wie 

elektrophysiologische Messungen (K. Lee et al., 2020), Virus-Transduktionen (Lerchundi, Kafitz, 

Farfers, et al., 2019), Immunfluoreszenzfärbungen und Langzeit-Zeitrafferaufnahmen (Gordon et 

al., 2021), einfach durchgeführt werden können. Erstmals für Gehirnorganoide eingeführt wurde 

diese Technik von Giandomenico und Kollegen (Giandomenico et al., 2019). Sie nutzten zerebrale 

Ganzhirnorganoide und kultivierten sie an der Luft-Flüssigkeitsgrenze (ALI-COs, Engl.: air-liquid 

interface cerebral organoids) (Abbildung 9). Sie konnten zeigen, dass im Vergleich zu den ganzen 

Organoiden, die Überlebensrate der Zellen in den ALI-COs deutlich erhöht werden konnte, dass 

sich reife Neuronen schneller entwickelt haben, dass verschiedene Neuronentypen und 

Gliazellen vorhanden waren und dass sich funktionale Axonstränge gebildet haben. Des Weiteren 

konnten sie zeigen, dass diese Präparate für einen sehr langen Zeitraum von bis zu einem Jahr in 

Kultur gehalten werden können (Giandomenico et al., 2019; Giandomenico et al., 2021). 

Mittlerweile konnten auch andere Gruppen erfolgreich dieses Modelsystem basierend auf 

zerebralen Gehirnorganoiden anwenden und auch für die Erforschung von Krankheiten 

verwenden (Szebenyi et al., 2021). Die Etablierung und Charakterisierung von kortikalen 

Gehirnorganoidschnitten ist weiterhin notwendig. 
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Abbildung 9: Vergleich von einem ganzen Gehirnorganoid und ALI-CO. A Schema der Generierung und des 
Transfers von ALI-COs. B Immunohistochemische Färbungen von Axonen (rot), Dendriten (grün) und Zellkernen 
(blau) in einem ganzen Organoid (links) und in einem ALI-CO (rechts). Maßstabsbalken: 500 µm. Verwendet mit 
Genehmigung und modifiziert: Giandomenico, S. L., Mierau, S. B., Gibbons, G. M., Wenger, L. M. D., Masullo, L., Sit, 
T., Sutcliffe, M., Boulanger, J., Tripodi, M., Derivery, E., Paulsen, O., Lakatos, A., & Lancaster, M. A. (2019). Cerebral 
organoids at the air-liquid interface generate diverse nerve tracts with functional output. Nature neuroscience, 22(4), 
669-679. doi:10.1038/s41593-019-0350-2. 

https://doi.org/10.1038/s41593-019-0350-2
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2.3 Methoden zur funktionellen Untersuchung von Gehirnzellen 

Die Etablierung und Charakterisierung von neuen Modellsystemen geht mit dem Einsatz von 

diversen Techniken zur funktionellen Untersuchung von Gehirnzellen einher. Je nach 

experimenteller Fragestellung kann die Analyse sowohl von einzelnen Zellen als auch von 

zellulären Netzwerken erfolgen. In der Regel wird zunächst die zelluläre Organisation der 

vorhandenen Zelltypen sowohl in murinen als auch humanen Präparaten untersucht.  

 

2.3.1 Visualisierung und Identifikation von Zelltypen 

Um eine Analyse der Organisation der Zelltypen durchführen zu können, muss zunächst die 

Visualisierung und Identifikation erfolgen. In der Vergangenheit erfolgte die Unterscheidung der 

Zelltypen hauptsächlich durch den Einsatz der klassischen histologischen Färbetechniken wie der 

Golgi- und Nissl-Färbung (Pilati et al., 2008; Schröder et al., 2020). Diese Techniken geben 

insbesondere über die Morphologie der Zellen Aufschluss, wodurch die Unterscheidung von 

Zelltypen nicht immer eindeutig ist.  

Dafür wird heutzutage vornehmlich die Immunfluoreszenztechnik sowohl für murines als 

auch humanes Gewebe verwendet. Basierend auf dem Einsatz von fluoreszierenden Antikörpern, 

können Epitope von spezifischen Antigenen im Gewebe detektiert und sichtbar gemacht werden 

(Schröder et al., 2020). Dadurch können Erkenntnisse über die zelluläre Organisation im Gewebe, 

die Zellmorphologie oder die Expression von spezifischen Proteinen generiert werden (Ramos-

Vara, 2005). So können immunohistochemische Untersuchungen auch zur Identifikation von 

verschiedenen Zelltypen, wie z.B. Neurone und Astrozyten, genutzt werden. Dies erfolgt jedoch 

ausschließlich im fixierten Gewebe (Lyck et al., 2008).  

Um im lebenden Gewebe zwischen Neuronen und Astrozyten unterschieden zu können, 

können Akutschnitte des Maushirns mit dem vitalen Fluoreszenzfarbstoff Sulforhodamin 101 

(SR101) inkubiert werden. Dieser wird unter Einhaltung eines bestimmten Protokolls (Kafitz et 

al., 2008) von Astrozyten in akuten Mausgehirnschnitten durch das organische Anionen-

transportierende Polypeptid 1C1 (OATP1C1, Engl.: organic anion-transporting polypeptide 1C1) 

aufgenommen (Schnell et al., 2012; Schnell et al., 2015). Visualisiert werden können so die 

astrozytären Somata, die Primärausläufer und die Endfüße an den Blutgefäßen (Abbildung 10B) 

(Kafitz et al., 2008; Nimmerjahn et al., 2004). 

  



Einleitung 

21 

 

2.3.2 Ionen-Detektion  

Neben der Visualisierung von Zelltypen können zusätzlich auch die physiologischen 

Eigenschaften von Zellen untersucht werden. Dazu kann die Injektion mit einem chemischen 

fluoreszierenden Ionenindikator durchgeführt werden (Abbildung 10A). Dies kann in der 

ausgewählten Region an mehreren Stellen im Präparat erfolgen. Dadurch kann das gesamte 

ausgewählte Netzwerk mit dem Indikator beladen werden (Grienberger & Konnerth, 2012). 

Durch die Kombination mit SR101 in Akutschnitten des Mausgehirns kann so eine Zelltyp-

spezifische Signaldetektion erfolgen.  

Mittels der Fluoreszenzmikroskopie und dem dynamischen Imaging kann so eine Ionen-

spezifische Detektion von intrazellulären Veränderungen erfolgen (Lakowicz, 2006). Bei den 

chemischen Indikatoren bildet die Basis ein Chelator und ein Fluophor. Durch die Bindung des zu 

detektierenden Ions (z.B. Ca2+), ändert sich die emittierende Fluoreszenz (Grienberger & 

Konnerth, 2012; Tsien, 1980). So wird beispielsweise einer der etabliertesten hochaffinen Ca2+-

Indikatoren Oregon Grün Bapta-1 Acetoxymethyl (OGB-1 AM), mit einem Kd von 170 nM, bei 

einer Wellenlänge von 488 nm angeregt und die Emission bei > 520 nm gesammelt (Paredes et 

al., 2008). Neben OGB-1 AM wurde in diesem Promotionsvorhaben der ratiometrische Ca2+-

Indikator Fura-2 AM, mit einem Kd von 140 nM, verwendet (Grienberger & Konnerth, 2012). 

Dieser wird bei 357/380 nm angeregt und die Emission bei > 440 nm gesammelt. Der 

isosbestische Punkt bzw. die insensitive Wellenlänge liegt dabei bei 357 nm und die Ca2+-sensitive 

Wellenlänge bei 380 nm (Haack et al., 2014). 

Der nicht-invasive Eintritt des Indikators durch die Membran der Zellen wird durch das Anhängen 

einer AM-Gruppe ermöglicht, wodurch ein polarer, geladener und fluoreszierender Ca2+-

Abbildung 10: Zellen im Akutschnitt des Mausgehirns. A, B OGB-1- und SR101-beladene Zellen bzw. Astrozyten im 
somatosensorischen Neokortex (Schicht II/III) der Maus. C Überlagerung der in B und C gezeigten Kanäle. 
Unveröffentlicht (Petersilie, 2023). 
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sensitiver Komplex entsteht. Erst durch den Prozess der Hydrolyse, bei dem die intrazellulären 

Esterasen die AM-Gruppe abspalten, können Ca2+-Signale detektiert werden (Tsien, 1981). Dies 

kann z.B. durch den Einsatz der Weitfeld-Mikroskopie erfolgen, wobei das Präparat vollständig 

durchleuchtet wird (Lakowicz, 2006). Xenon-Lampen werden dafür am häufigsten als Lichtquelle 

verwendet. Die Trennung der Exzitations- und Emissionswellenlängen erfolgt durch einen 

dichroischen Spiegel (Grienberger & Konnerth, 2012) und die Bildakquisition via CCD-Kamera 

(Lasser-Ross et al., 1991). 

 

Kalzium als Marker für Aktivität 

Für die physiologische Charakterisierung von murinen und humanen Modellsystemen wurde in 

diesem Promotionsvorhaben das Weitfeld-Kalzium-Imaging gewählt. Dieses ermöglicht die 

Detektion von intrazellulären Signalen und folglich die Untersuchung der Netzwerkaktivität 

(Grienberger & Konnerth, 2012). Ca2+-Ionen sind an vielen Prozessen, wie z.B. der Regulation von 

Gedächtnis- und Lernprozessen und der neuronalen Plastizität beteiligt (Zundorf & Reiser, 2011) 

sowie in der Entwicklung des ZNS involviert (Spitzer, 2006). Des Weiteren ist Ca2+ als sekundärer 

Botenstoff maßgeblich an der Signalübertragung im Gehirn beteiligt und dessen Konzentration 

daher von großer Bedeutung. Intrazellulär liegt diese bei ~100 nM, während die extrazelluläre 

Konzentration im Bereich von mM liegt. Dieser starke Konzentrationsgradient wird durch Ca2+-

puffernde Proteine sowie Membran-eigene Mechanismen aufrechterhalten, die die Ca2+-Ionen 

vom Zytosol in den Extrazellulärraum transportieren können (Purves et al., 2004). Intrazellulär 

sind das endoplasmatische Retikulum (ER) und die Mitochondrien die größten Speicher für Ca2+-

Ionen. So ist neben der Bewegung über die Plasmamembran auch eine Bewegung der Ca2+-Ionen 

zwischen den Organellen an vielen Zellfunktionen beteiligt. Zusammenfassend sind an der 

Regulation von Ca2+- Bewegungen über die Membranen zahlreiche G-Protein-gekoppelte-

Rezeptoren, Ionenkanäle und -Austauscher, Ca2+-bindende Proteine sowie 

Transkriptionsnetzwerke beteiligt (Zundorf & Reiser, 2011). Die basale [Ca2+]i kann demnach 

durch elektrische oder Rezeptor-vermittelte Stimulation ansteigen (Marambaud et al., 2009). 

Generell gilt, dass das das Aufrechterhalten der Ionen-Homöostase in Gehirnzellen essentiell für 

eine gesunde Hirnfunktion ist (Bear et al., 2020). Unter pathophysiologischen Bedingungen, wie 

z.B. während eines ischämischen Schlaganfalls, kommt es zu einem Zusammenbrechen der 

Ionen-Homöostase, wodurch Zellschädigungen- und -tod die Folge sein können (Pietrobon & 

Moskowitz, 2014; Rossi et al., 2007).  
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2.3.3 Simulation von pathophysiologischen Konditionen – am Beispiel eines Modells des 
ischämischen Schlaganfalls 

Durch die Verwendung von Modellsystemen 

können auch pathophysiologische Konditionen, 

wie sie z.B. während eines ischämischen 

Schlaganfalls vorliegen, untersucht werden. Der 

ischämische Schlaganfall ist der häufigste Subtyp 

der Schlaganfälle (Durukan & Tatlisumak, 2007) 

und einer der häufigsten Ursachen für 

Behinderungen und Todesfälle beim Menschen 

weltweit (Murray & Lopez, 1997). Ausgelöst wird 

dieser meist durch eine Embolie oder Thrombose 

der mittleren Gehirnschlagader (Durukan & 

Tatlisumak, 2007). Dies geht mit einer 

verminderten Durchblutung einher, welches eine 

reduzierte Sauerstoff- und Glukosezufuhr in dem 

betroffenen Hirnareal zur Folge hat (Dreier & 

Reiffurth, 2015; Moskowitz et al., 2010). Dies 

führt folglich dazu, dass die Hauptproduktion von 

Adenosintriphosphat (ATP), dem 

Hauptenergieträger im Gehirn, während der 

oxidativen Phosphorylierung der Mitochondrien 

zum Erliegen kommt. Der hohe Energieverbrauch des Gehirns kann durch den raschen ATP-Abfall 

nicht mehr ge deckt werden (Moskowitz et al., 2010). In Folge kommen ATP-abhängige Prozesse 

wie die Aktivität der Natrium-Kalium-ATPase (NKA) zum Erliegen. Die NKA gilt als 

Hauptkonsument von ATP im Gehirn und ist für das Aufrechterhalten des Natrium- und 

Kaliumgradienten verantwortlich (Erecinska & Silver, 1994). Dies führt zu einem Anstieg der 

intrazellulären Natriumkonzentration ([Na+]i) sowie der extrazellulären Kaliumkonzentration 

([K+]e). Die Neurone depolarisieren und die Glutamatfreisetzung ist erhöht, was zur Aktivierung 

von NMDA- und AMPA-Rezeptoren führt und zum weiteren Einstrom von Na+ und Ca2+ in die 

Zellen. Die erhöhte [Ca2+]i kann exzitotoxische Prozesse einleiten die zum Zelltod im Infarktkern 

führen können (D. W. Choi & Rothman, 1990; Durukan & Tatlisumak, 2007; J. M. Lee et al., 1999). 

Abbildung 11: Schema der sich ausbreitenden 
Streudepolarisationen (SDs) im embolischen 
Schlaganfallmodell. A Anteil der depolarisierten 
Neurone. Vom Kern („core“) ausgehende SDs breiten 
sich in das umliegende, gesunde Gewebe aus. Zellen 
im Kern bleiben dauerhaft depolarisiert. B Zonen des 
zerebralen Blutflusses. Zellen im Kern befinden sich 
in der ischämischen Zone. Verwendet mit 
Genehmigung und modifiziert: Dreier, J. P., & 
Reiffurth, C. (2015). The stroke-migraine 
depolarization continuum. Neuron, 86(4), 902-922. 
doi:10.1016/j.neuron.2015.04.004. 

https://doi.org/10.1016/j.neuron.2015.04.004
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Im ischämischen Kern sind die Zellen dauerhaft depolarisiert, der Blutfluss komplett inhibiert und 

der Zelltod nicht mehr vermeidbar (Abbildung 11) (Dreier & Reiffurth, 2015).  

Der Fokus aktueller Forschungsarbeiten wird immer mehr auf die Penumbra, die Zone die 

den Kern umgibt gelegt. In der Regel ist in dieser Zone eine Rettung der Gehirnzellen noch 

möglich und die Zellen können sich potentiell erholen, sobald die verminderte Durchblutung 

gestoppt wird (Moskowitz et al., 2010; Rakers & Petzold, 2017). Der zeitliche Faktor ist hier 

entscheidend, da sich der Infarktkern immer weiter ausbreitet. So genannte 

Streudepolarisationen (SDs) werden durch das ionische Ungleichgewicht ausgelöst, welche sich 

über die Region ausbreiten und zu zusätzlichem metabolischen Stress führen (Lauritzen et al., 

2011; Rakers & Petzold, 2017). SDs sind durch Depolarisationen der Zellmembranen, erhöhte 

[K+]e und Glutamatkonzentrationen sowie verminderte extrazelluläre Konzentrationen Natrium 

([Na+]e), Chlorid ([Cl-]e) und Kalzium ([Ca2+]e) gekennzeichnet (Pietrobon & Moskowitz, 2014). 

Begleitet wird dies meist durch eine Ansäuerung der Zellen sowie von einem Zellschwellen (Zhou 

et al., 2010), welches Hirnödeme zur Folge hat (Unterberg et al., 2004). Momentan existiert keine 

standardmäßige Behandlung von Patienten, welche gezielt für die Rettung der Zellen in der 

Penumbra während eines ischämischen Schlaganfalls angewendet wird (Passarelli et al., 2022). 

Dies basiert hauptsächlich darauf, dass die frühen Prozesse nach einer metabolischen Inhibition 

noch weitestgehend unerforscht sind.  

Chemisch können die kurzzeitigen metabolischen Inhibitionen in der Penumbra durch 

pharmakologische Substanzen in situ und in vitro induziert werden. Um die zelluläre ATP-

Produktion zu inhibieren wird zu einer Glukose-freien ACSF 2 mM des Glukoseanalogs 2-Deoxy-

D-Glukose (2-DG) hinzugefügt, um die Glykolyse zu blockieren sowie 5 mM des Cytochrom-C-

Oxidase (Komplex IV)-Blockers Natriumazid (NaN3), um die mitochondriale Atmung zu blockieren 

(„chemische Ischämie“) (Gerkau et al., 2018). Die Gewebe können für einen definierten Zeitraum 

mit dieser modifizierten ACSF perfundiert werden. Zusammenfassend können so die Effekte des 

ischämischen Zustands auf die Gehirnzellen untersucht werden. 
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Ziele der Arbeit  
Murine Modellsysteme die zur Erforschung der Physiologie und Pathophysiologie des Gehirns 

verwendet werden sind unerlässlich. Die Translation von Ergebnissen auf den Menschen, speziell 

aus Studien die neurologischen Krankheiten adressieren, ist jedoch aufgrund von Spezies-

spezifischen Unterschieden der Gehirne, limitiert. So gilt auch in der Schlaganfallforschung, dass 

viele neuroprotektive Therapien, die erfolgreich in Nagetieren getestet wurden, in klinischen 

Studien fehlschlagen (Braeuninger & Kleinschnitz, 2009; Sommer, 2017; Wang et al., 2015; Xu & 

Pan, 2013). hiPSs bilden die Grundlage für zahlreiche neue humane Modellsysteme, die die 

murinen Modellsysteme ergänzen bzw. ersetzen könnten. Ein Hauptziel der Arbeit ist es zunächst 

ein murines, gut charakterisiertes Modellsystem (Akutschnitte des Mausgehirns) zu verwenden, 

um den Einfluss einer kurzzeitigen metabolischen Inhibition auf die Gehirnzellen zu untersuchen. 

Dazu soll ein bereits bestehendes Versuchsprotokoll verwendet werden, welches chemisch die 

Penumbra in einem ischämischen Schlaganfall in vitro simuliert („chemische Ischämie“) (Gerkau 

et al., 2018). Durch den schnellen Beginn einer medikamentösen Therapie während eines 

ischämischen Schlaganfalls können die Zellschäden in dieser Zone gerettet werden (Moskowitz 

et al., 2010). Weitere Hauptziele sind es mehrere hiPS-basierte Gehirnzellen von 3D humanen 

Modellsystemen zu charakterisieren, wozu in Hydrogel eingebettete neurale Netzwerke, 3D-

Gehirnorganoide und kortikale Gehirnorganoidschnitte zählen. Schließlich sollen die 

Auswirkungen der metabolischen Inhibition auf Gehirnzellen in einem humanen Modellsystem 

untersucht werden. Zur morphologischen und funktionellen Untersuchung der murinen und 

humanen Gehirnzellen sollen diverse Techniken und Bildgebungsverfahren angewendet werden. 

Die Hauptziele dieser Arbeit lassen sich folgendermaßen gliedern: 

1. Pathophysiologische Charakterisierung von Gehirnzellen in Akutschnitten des 
Mausgehirns. 

2. Funktionelle Charakterisierung von neuralen Netzwerken in humanen 3D-Zellkulturen. 
3. Morphologische Charakterisierung von Gehirnzellen in humanen kortikalen 3D-

Gehirnorganoiden. 
4. Morphologische und funktionelle Charakterisierung von Gehirnzellen in humanen 

kortikalen Gehirnorganoidschnitten. 
5. Pathophysiologische Charakterisierung von Gehirnzellen in humanen kortikalen 

Gehirnorganoidschnitten.
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Ergebnisse und Diskussion 
Im folgenden Kapitel werden die konkreten Beiträge von mir zu den während des 

Promotionsvorhabens veröffentlichten Publikationen bzw. eingereichten Manuskripten 

beschrieben. 

 

3 Pathophysiologische Charakterisierung von Gehirnzellen in Akut-
schnitten des Mausgehirns  

Akutschnitte des Mausgehirns sind ein bereits seit Jahrzenten verwendetes Modellsystem, um 

die Physiologie des Gehirns zu untersuchen. Zudem werden sie auch zur Erforschung 

pathophysiologischer Ursachen von Krankheiten eingesetzt, wobei transgene Mäuse einen 

großen Beitrag leisten. So konnten auch in der Studie Eitelmann, Petersilie et al. (2020) durch 

Mausmodelle der menschlichen erblichen Taubheit neue Erkenntnisse über die astrozytäre 

Netzwerk-Topographie der auditorischen Hirnstammkerne gewonnen werden (Eitelmann, 

Petersilie et al., 2020). Die Netzwerke (Synzytien) von Astrozyten werden durch Gap-Junction-

Kanäle gebildet, wobei Connexine (Cxs) die kleinste Einheit der Kanäle bilden (Bennett et al., 

2003). In der Cochlea, ein Teil des Innenohrs, definieren die Netzwerke deren Physiologie und 

beeinflussen somit auch das Hörvermögen (Nickel & Forge, 2008; Verkhratsky & Nedergaard, 

2018). Die in dieser Studie verwendeten KO-Mäuse tragen jeweils Mutationen in sich, die die 

erbliche Taubheit verursachen. Um die Netzwerke analysieren zu können habe ich in dieser 

Studie die Immunoreaktivität von Cx43 und Cx30 in Hirnschnitten im Wildtyp sowie in zwei KO-

Mauslinien dokumentiert (siehe Abbildung 1Aa-Cb in Eitelmann, Petersilie et al., 2020). Dies habe 

ich mittels eines Weitfelds- und Konfokalmikroskops durchgeführt. Durch die Expressionsmuster 

der Cxs gezeigt konnte gezeigt werden, dass teilweise die Größe der Kerne und die 

Expressionslevel der Cxs im Vergleich zum Wildtyp in den Mutanten verändert sind (Eitelmann, 

Petersilie et al., 2020).  

Neben dem Einsatz von transgenen Mäusen zur Erforschung von Krankheiten, können auch 

in situ- bzw. in vitro-Modelle genutzt werden, um pathophysiologische Konditionen von 

Gehirnzellen zu simulieren. Ein Hauptziel dieses Promotionsvorhabens war es, die Auswirkungen 

eines kurzzeitigen Energiemangels, welcher chemisch induziert wird, auf Gehirnzellen zu 

untersuchen. Die frühen Prozesse nach einer metabolischen Inhibition, ausgelöst durch den 
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raschen ATP-Abfall, sind noch weitestgehend unerforscht. Dazu wurde das in situ-Modell der 

ischämischen Penumbra in einem gut charakterisierten Mausmodell, den Akutschnitten des 

Mausgehirns, angewandt. Die Ergebnisse in den nachfolgenden Abschnitten wurden in 

parasagittalen Schnitten des somatosensorischen Kortex von Balb/C Mäusen beiden Geschlechts 

und im Alter von 14-21 postnatalen Tagen erhoben. 

 

3.1 Astrozyten schwellen während transienter chemisch induzierter Ischämie 
nicht an 

Die Bildung von Hirnödemen zählt zu einem der ersten Ereignisse, was während des 

pathophysiologischen Zustands des ischämischen Schlaganfalls auftritt (Unterberg et al., 2004). 

Hirnödeme werden durch Wasseransammlungen sowohl in Neuronen als auch in Astrozyten 

ausgelöst (Klatzo, 1987; Liang et al., 2007).  

Studien deuten darauf hin, dass Hirnödeme mitunter durch Volumenveränderungen von 

Gliazellen ausgelöst werden (Benesova et al., 2009; Kimelberg, 2005; Panickar & Norenberg, 

2005; Risher et al., 2009). Speziell Astrozyten reagieren aufgrund der Beteiligung an der 

Wasserhomöostase und der hohen Wasserpermeabilität schnell mit Volumenveränderungen auf 

veränderte intra- und extrazelluläre Osmolaritäten (Hirrlinger et al., 2008; MacAulay & Zeuthen, 

2010; Risher et al., 2009). Der Ein- oder Ausstrom von Wasser in die Astrozyten ist dabei immer 

mit dem Ein- bzw. Ausstrom von Chlorid (Cl-) verbunden (van Putten et al., 2021). Daher rücken 

Astrozyten bei der Entwicklung von neuen therapeutischen Ansätzen zur Behandlung von 

Hirnödemen nach einem Schlaganfall immer mehr in den Fokus aktueller Studien.  

In einer Kooperation mit dem Institut für Biologische Informationsprozesse (IBI-1) unter 

der Leitung von Prof. Christoph Fahlke (Forschungszentrum (FZ) Jülich GmbH), konnten neue 

Erkenntnisse zu Volumenveränderungen von Astrozyten in der ischämischen Penumbra generiert 

werden (Engels, Kalia, Rahmati, Petersilie et al., 2021). Aufgrund des Zusammenhangs von [Cl-]i 

und der astrozytären Volumenveränderungen, wurde von Dr. Miriam Engels (IBI-1, FZ Jülich 

GmbH, Jülich) zunächst die [Cl-]i unter physiologischen Konditionen sowie nach einer 

zehnminütigen Perfusion mit metabolischen Inhibitoren („chemische Ischämie“, s.2.3.3) mittels 

der Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie (FLIM) gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass in 

neokortikalen Astrozyten eine zehnminütige chemische Ischämie nur einen leichten Anstieg der 

[Cl-]i von 14.0 auf 19.3 mM auslöste (Engels, Kalia, Rahmati, Petersilie et al., 2021). Um zusätzlich 
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zu überprüfen, ob die Astrozyten nach einer zehnminütigen chemischen Ischämie schwellen, 

wurden von mir im nächsten Schritt die Volumenveränderungen analysiert.  

Dafür habe ich zusammengefasst parasagittale Akutschnitte des Mausgehirns angefertigt, 

die Astrozyten mit SR101 gefärbt und die Akutschnitte konstant mit ACSF perfundiert. Die 

chemische Ischämie wurde durch die Perfusion mit metabolischen Inhibitoren induziert. Die 

Dokumentation der SR101-gefärbten neokortikalen Astrozyten habe ich mittels einem 

motorisierten Konfokalmikroskop durchgeführt und Z-Stapel zu drei Zeitpunkten angefertigt. 

Erstens unter Kontrollbedingungen, zweitens fünf Minuten nach der chemischen Ischämie sowie 

nach einer zwanzigminütigen Erholungsphase. Für die Auswertung habe ich Maximum-

Intensitätsprojektionen der konfokalen Z-Stapel angefertigt und entfaltet (für Details siehe 

Engels, Kalia, Rahmati, Petersilie et al., 2021).  

Ich konnte zeigen, dass eine zehnminütige chemische Ischämie im Mittel weder eine 

signifikante Veränderung des Volumens der Somata, noch der Form und Lage der Ausläufer 

auslöste. (Abbildung 12A, B). Es ist jedoch zu erwähnen, dass einige Astrozyten mit einem 

Schwellen, andere mit einem Schrumpfen der Zellsomata reagierten (Abbildung 12B) (Engels, 

Kalia, Rahmati, Petersilie et al., 2021).  

Im Gegensatz dazu konnte ich ein reversibles Schwellen der astrozytären Somata sowie 

eine Veränderung der Lage der primären und sekundären Ausläufer durch eine zehnminütige 

Perfusion mit einem hypoosmolaren ACSF (Osmolarität: 220 mOsm) auslösen (Abbildung 12C,D) 

(Engels, Kalia, Rahmati, Petersilie et al., 2021).  

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Studie, dass Astrozyten während einer 

kurzzeitigen metabolischen Inhibition, welche chemisch induziert wurde, die [Cl-]i kontrollieren 

und ihr Zellvolumen aufrechterhalten können (Engels, Kalia, Rahmati, Petersilie et al., 2021). 

Basierend darauf, dass Volumenveränderungen einen Wassereinstrom benötigen, welcher auf 

dem Fluss von elektroneutralen Elektrolyten basiert, ist ein Zellschwellen ohne große 

Veränderungen von [Cl-]i nicht möglich (Hamann et al., 2010; MacAulay et al., 2004; Simard & 

Nedergaard, 2004). Diese Hypothese kann durch die in dieser Studie aufgezeigten Ergebnisse 

verifiziert werden.  
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Abbildung 12: Astrozyten schwellen bei transienter chemischer Ischämie nicht an. A SR101-positive Astrozyten in 
Schicht II/III des Neokortex der Maus unter Kontrollbedingungen („control“), fünf Minuten nach einer zehnminütigen 
chemischen Ischämie („ischemia“) und nach einer zwanzigminütigen Erholungsphase („recovery“). Pfeile markieren 
die leicht geschrumpften Somata nach der chemischen Ischämie. Das überlagerte Bild („merge“) zeigt die gleiche 
Zelle unter Kontrollbedingungen (in grün) und unter ischämischen Bedingungen (in rot). B Boxplots zeigen die 
astrozytären Somatadurchmesser (in µm) zu den drei in A gezeigten Zeitpunkten. C SR101-positive Astrozyten in der 
neokortikalen Schicht II/III des Neokortexes der Maus unter Kontrollbedingungen („control“), fünf Minuten nach 
einer zehnminütigen Perfusion mit einer hypoosmotischem ACSF („hypo“) und nach einer zwanzigminütigen 
Erholungsphase („recovery“). Pfeile markieren die geschwollenen Somata. Das überlagerte Bild („merge“) zeigt die 
gleiche Zelle unter Kontrollbedingungen (in grün) und unter hypoosmotischen Bedingungen (in rot). D Boxplots 
zeigen die astrozytären Somatadurchmesser (in µm) zu den drei in C gezeigten Zeitpunkten. B, D Boxplots zeigen die 
Mittelwerte (schwarze Quadrate), Mediane (schwarze Linien), Minimal- und Maximaldatenpunkte (Whisker), die 
Standardabweichung (Box) und die einzelnen Datenpunkte (blaue Diamanten). Abk.: n.s. = nicht signifikant; p ≥ 0.05; 
**p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001, einfache ANOVA mit Bonferroni Post-hoc-Test. Verwendet unter den Bedingungen der 
Creative-Commons-Lizenz (CC BY 4.0 DEED): Engels, M., Kalia, M., Rahmati, S., Petersilie, L., Kovermann, P., van 
Putten, M. J. A. M., Rose, C. R., Meijer, H. G. E., Gensch, T., & Fahlke, C. (2021). Glial Chloride Homeostasis Under 
Transient Ischemic Stress. Frontiers in Cellular Neuroscience, 15, 735300. doi:10.3389/ fncel.2021.735300. 
 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.3389/fncel.2021.735300
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3.2 Intrazellulärer Kalziumanstieg in Astrozyten während transienter chemisch 
induzierter Ischämie 

Das initiale Schwellen von Astrozyten sowie die astrozytären Veränderungen der [Cl-]i zählen zu 

den ersten Ereignissen, die bei einem ischämischen Schlaganfall durch die sich vom Kern 

ausbreitenden SDs ausgelöst werden (Engels, Kalia, Rahmati, Petersilie et al., 2021). Des 

Weiteren lösen die SDs auch einen Anstieg der [Ca2+]i und eine Ansäuerung in Astrozyten aus 

(Gerkau et al., 2018; Pietrobon & Moskowitz, 2014; Rakers & Petzold, 2017). Momentan ist 

ungeklärt, welchen Einfluss die SDs auf die Gap-Junction-Verbindungen von Astrozyten haben, 

deren Leitfähigkeit sensitiv auf intrazelluläre pH- und Ca2+-Veränderungen reagieren (Giaume et 

al., 1997).  

In der Studie Eitelmann, Everaerts, Petersilie et al. (2023) konnte ich durch das Weitfeld-

Kalzium-Imaging Mechanismen adressieren, welche die Veränderungen der Gap-Junction-Kanäle 

auslösen könnten. Um Fluoreszenzänderungen in [Ca2+]i konvertieren zu können, habe ich 

zunächst wie zuvor beschrieben (Ziemens et al., 2019) eine in situ-Kalibrierung mit OGB-1 AM 

durchgeführt (Ziemens et al., 2019). Die Auswirkungen der zweiminütigen chemischen Ischämie 

auf die [Ca2+]i wurden schließlich in neokortikalen Astrozyten analysiert. Dafür habe ich 

parasagittale Akutschnitte des Mausgehirns angefertigt, die Astrozyten mit SR101 gefärbt, mit 

OGB-1 AM beladen und die Akutschnitte konstant mit ACSF perfundiert. Die chemische Ischämie 

wurde durch die Perfusion mit metabolischen Inhibitoren induziert. Wie bereits zuvor gezeigt, 

konnte ich einen Anstieg von [Ca2+]i verzeichnen (Gerkau, Rakers, Durry, Petzold, & Rose, 2018; 

Pietrobon & Moskowitz, 2014; Rakers & Petzold, 2017). Durch die Cluster-Analyse, welche Dr. 

Sara Eitelmann (Institut für Neurobiologie (INB), Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf (HHU), 

Düsseldorf) auf meine ausgewerteten Daten anwandte, konnten zwei Cluster von Astrozyten 

identifiziert werden. Eine Gruppe reagierte mit einem moderaten (~60 nM) und eine mit einem 

fünffach höheren Anstieg (~320 nM) von [Ca2+]i (Abbildung 13A1,2, A6, B). Durch das Entfernen 

von [Ca2+]e konnte der Ca2+-Einstrom reduziert und nur noch ein vergleichbarer Anstieg (~ 50 nM) 

wie in Cluster 1 detektiert werden (Abbildung 13A3, A6, B). Eine stärkere Reduktion auf ~31 nM 

konnte durch die Zugabe des NCX-Blockers KB-R7943, des NMDA-Rezeptor-Blockers APV und des 

TRPV4-Kanal-Blockers HC-067047 erzeugt werden (Abbildung 13A4, A6, B) (Eitelmann, Everaerts, 

Petersilie et al., 2023). Dr. Jonathan Stephan (INB, HHU, Düsseldorf) hat zusätzlich Experimente 

mit Trifluoperazin, einem Inhibitor für das kalziumbindende Protein und Gap-Junction Modulator 
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Calmodulin (Zou et al., 2014), durchgeführt. Damit konnte die Kalziumbeladung auf ein Cluster 

von ~46 nM reduziert werden (Abbildung 13A5, A6, B) (Eitelmann, Everaerts, Petersilie et al., 

2023).  

Dass eine Reduktion von [Ca2+]i einen schützenden Effekt während der SDs hat, konnte 

bereits von Rakers und Kollegen gezeigt werden (Rakers & Petzold, 2017). Weitere Studien 

konnten zeigen, dass sich die Gap-Junction-Verbindungen von Astrozyten in Reaktion auf eine 

erhöhte [Ca2+]i schließen und die Zellen so elektrisch und metabolisch voneinander entkoppeln 

(Cotrina et al., 1998; Zou et al., 2014). Dies konnte ebenfalls in dieser Studie belegt werden, in 

dem der Zusammenhang zwischen [Ca2+]i und dem Entkoppeln von Astrozyten verifiziert und 

gezeigt werden konnte, dass die Konzentration und dementsprechend die Entkopplung der 

Astrozyten durch Manipulationen des ACSF, reduziert werden konnte (Eitelmann, Everaerts, 

Petersilie et al., 2023). Die Schlussfolgerung, dass die Entkopplung einen protektiven Effekt hat 

oder dass sie zum Propagieren der SDs beitragen, wird kontrovers diskutiert. So zeigten einige 

Studien, dass durch das Entkoppeln die gesunden Zellen von den beschädigten Zellen isoliert und 

so geschützt werden (Nakase et al., 2003; Peracchia, 2004). Andere zeigten, dass Zellschäden 

durch bereits betroffene Zellen vergrößert werden (Lin et al., 1998). 

Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie schlagen wir vor, dass die Astrozyten während 

einer kurzzeitigen metabolischen Inhibition entkoppeln und somit die Ausbreitung der 

Zellschäden in der ischämischen Penumbra reduziert werden kann (Eitelmann, Everaerts, 

Petersilie et al., 2023). Demnach können die astrozytären Kalziumwege als mögliche 

therapeutische Ansätze in der Schlaganfalltherapie genutzt werden. Dies konnten auch bereits 

z.B. Rakers und Kollegen aufzeigen (Rakers & Petzold, 2017). 
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Zusammenfassend konnten in den zwei Studien erfolgreich Pfade untersucht werden, die 

nach einem kurzzeitigen Energiemangel beim Zellschwellen von Astrozyten bzw. bei der 

Kalziumbeladung in Astrozyten im Mausgehirn mitwirken. Die Ergebnisse der Studien könnten in 

Zukunft dazu beitragen potentielle therapeutische Ziele zu identifizieren, die die Zellschäden in 

der ischämischen Penumbra reduzieren. 

  

Abbildung 13: Einfluss der chemisch induzierten Ischämie auf [Ca2+ ]i. A1-A5 Gezeigt sind die SR101-gefärbten und 
mit OGB-1 AM beladenen Astrozyten sowie drei Zeitpunkte unter Kontrollbedingungen („t1“), kurz nach einer 
zweiminütigen chemischen Ischämie („t2“) und nach einer Erholungsphase („t3“). ROIs markieren die ausgewählten 
Zellen, dessen Beispielspuren visualisiert wurden Gezeigt sind vier verschiedene Konditionen. A6 Cluster-Analyse der 
vier gezeigten Konditionen. B Boxplots zeigen die Mittelwerte (bunte Quadrate), Mediane (schwarze Linien), 
Minimal- und Maximaldatenpunkte (Whisker), die Standardabweichung (Box) und einzelnen Datenpunkte (graue 
Diamanten). Abk.: ROI = Bereich von Interesse (Engl.: region of interest); n.s. = nicht signifikant; *p<0.005; 
***p<0.001. Verwendet unter den Bedingungen der Creative-Commons-Lizenz (CC BY 4.0 DEED): Eitelmann, S., 
Everaerts, K., Petersilie, L., Rose, C. R., & Stephan, J. (2023). Ca 2+-dependent rapid uncoupling of astrocytes upon 
brief metabolic stress. Frontiers in Cellular Neuroscience, 17, 1151608. doi:10.3389/fncel.2023.1151608. 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.3389/fncel.2023.1151608
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4 Funktionelle Charakterisierung von neuralen Netzwerken in 
humanen 3D-Zellkulturen  

Ein weiteres Ziel dieses Promotionsvorhabens war es, zur Etablierung und Charakterisierung von 

3D humanen Modellsystemen beizutragen. Diese sollen die Translation der Ergebnisse aus 

murinen Studien auf den Menschen verbessern und eine Alternativmethode zu Tierversuchen 

bilden. Dazu habe ich in mehreren Modellsystemen mittels verschiedener Techniken 

morphologische und physiologische Charakterisierungen von hiPS-basierten Gehirnzellen 

durchgeführt. Humane 3D-Zellkulturen ermöglichen es, die Zytoarchitektur von Geweben zu 

erhalten und Zell-Zellinteraktionen zu studieren (Dingle et al., 2015; Distler et al., 2021). Dazu 

wurde eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe (AG) „Entwicklung von Alternativmethoden zur 

umwelttoxikologischen Testung“ unter der Leitung von Prof. Ellen Fritsche (IUF, Leibniz-Institut 

für umweltmedizinische Forschung gGmbH) eingegangen, welche intensiv an 

Alternativmethoden zu Tierversuchen forscht. In der Studie Kapr, Petersilie et al. (2021) konnten 

neue Erkenntnisse über die Verwendung von Biomaterialien in Bezug auf die Differenzierung von 

humanen hiPS-basierten Vorläuferzellen (hiNPCs, Engl.: hiPSC-derived neural progenitor cells) 

gemacht werden. Der Fokus dieser Studie wurde auf den Einsatz von Hydrogelmischungen gelegt, 

um ein humanes 3D-Zellkulturmodell zu etablieren (Kapr, Petersilie et al., 2021). Als Alternative 

zu Monoschichten von Neurosphären, welches Zellaggregate aus hiNPCs sind, kann durch den 

Einsatz von Hydrogelen eine EZM erzeugt werden, wodurch die Struktur der Neurosphären im 

Netzwerk erhalten bleibt (Zhuang et al., 2018).  

Dafür wurden in dieser Studie zwei verschiedene Alginat/Gellan-Gummi/Laminin 

(ALG/GG/LAM)-Hydrogelmischungen verwendet. ALG und GG sind jeweils natürlich 

vorkommende Polysaccharide, wobei ALG aus Braunalgen (Phaeophyceae) extrahiert wird (K. Y. 

Lee & Mooney, 2012) und GG aus einem Bakterium namens Sphingomonas elodea produziert 

wird (Bajaj et al., 2007). Durch ein so genanntes „Cross-linking“, der Zugabe von Ca2+-Ionen, 

können Polysaccharide in Gele konvertiert werden (Smith et al., 2007). Diese Gele haben eine 

geringe Dichte, ermöglichen somit den Sauerstoffaustausch und weisen eine ähnliche Elastizität 

wie das Gehirn auf (Lovett et al., 2020). LAM unterstützt das Zellwachstum und die Entstehung 

von Netzwerken (Wen et al., 2019). Neben dem Austesten verschiedener Hydrogel-

kompositionen (1.5% ALG/0.5% GG/0.01% LAM und 0.3% ALG/0.8% GG/0.01% LAM) wurden 

auch verschiedene Differenzierungsstrategien für hiNPCs ausgetestet. Dabei wurde der Vergleich 
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zwischen hiNPCs gemacht die entweder direkt eingebettet und für 21 Tage kultiviert wurden 

oder nach einer einwöchigen 3D neuralen Vordifferenzierung für eine weitere Woche 

eingebettet wurden. Um die Funktionalität der eingebetteten hiNPC-basierten Netzwerke zu 

untersuchen, habe ich in dieser Studie das Weitfeld-Kalzium-Imaging angewendet (Kapr, 

Petersilie et al., 2021). Die physiologische Aktivität der Zellen in Form von Ca2+-Signalen kann 

somit detektiert werden. 

Nach unserem Wissen bin ich die Erste, die das Kalzium-Imaging in Schnitten von 3D-

kultivierten neuralen Zellverbänden etabliert hat. Dafür habe ich von Julia Kapr (IUF – Leibniz-

Institut für umweltmedizinische Forschung gGmbH) die Hydrogele samt eingebetteter hiNPCs 

erhalten. Diese habe ich mit einem Vibratom geschnitten und die Zellen mit Fura-2 AM beladen 

(Abbildung 14A, B). Die Kondition der vordifferenzierten hiNPCS in der 0.3% ALG/0.8% GG/0.01% 

LAM Mischung konnte nicht geschnitten werden, da die Gele zu weich waren und somit konnte 

kein Kalzium-Imaging durchgeführt werden. Meine Auswertung zeigt, dass in allen anderen drei 

Konditionen spontane Ca2+-Signale detektiert werden konnten, wobei die in 1.5% ALG/0.5% 

GG/0.01% LAM vordifferenzierten hiNPCs mit 74% spontanaktiven Zellen und einer Frequenz von 

3,2 Signalen pro Minute die stärkste Aktivität aufzeigten (Abbildung 14C, D, E). Ein möglicher 

Ansatz, um auch mehr Aktivität in nicht vordifferenzierten Zellen zu detektieren wäre, die 

Kultivierungszeit zu erhöhen. Die heterogenen Signale innerhalb der Hydrogele lässt sich 

vermutlich darauf zurückzuführen, dass die Signale von verschiedenen Zelltypen detektiert 

wurden. Die Präsenz von neuronalen Subtypen (dopaminerge Neurone) und Astrozyten konnte 

in dieser Studie durch immunohistochemische Färbungen identifiziert werden (Kapr, Petersilie 

et al., 2021).  

Zusammenfassend konnte durch meine Ergebnisse in dieser Studie gezeigt werden, dass 

sich drei der vier getesteten Hydrogelkompositionen als EZM für die Etablierung von 3D-

Zellkulturen eignen, welche lebende, aktive Zellnetzwerke ausbilden. Diese Alternativmethode 

zu Tiermodellen kann in Zukunft weiterentwickelt werden und somit die Grundlage für z.B. 

Neurotoxizitätsstudien bilden (Kapr, Petersilie et al., 2021). Durch die kurze Generierungs- und 

Kultivierungszeit eignen sich die hier vorgestellten Modelle für Hochdurchsatztestungen. Eine 

Limitation der Hydrogele ist jedoch unter anderem, dass Hydrogele nicht für eine Langzeit-

kultivierung von Zellen geeignet sind, da sie relativ schnell degradieren. Des Weiteren ist die 

Sauerstoff- und Nährstoffzufuhr in den Gelen vermindert, je dichter die Zellbesiedlung ist (Lovett 

et al., 2020).  
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Abbildung 14: hiNPCS-basierte neurale Netzwerke in 1.5% ALG/0.5% GG/0.01% LAM und 0.3% ALG/0.8% 
GG/0.01% LAM Hydrogelen. A hiNPCs wurden auf eine Größe 0.1 mm geschnitten und anschließend in die 
jeweiligen Hydrogelmischungen eingebettet. hiNPCs wurden für 21 Tage innerhalb der Gele differenziert, dann 250 
µm-dicke Schnitte angefertigt und das Kalzium-Imaging durchgeführt. 0.3 mm große vordifferenzierte Sphären 
wurden nicht geschnitten, sondern für eine Woche in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren vordifferenziert. 
Anschließend wurden sie in die jeweiligen Hydrogelmischungen eingebettet und für eine weitere Woche 
differenziert. B Transmissions- und Weitfeldaufnahme, die die Fura2-Fluoreszenz (Anregung bei 380 nm) in einem 
vordifferenzierten neuralen Netzwerk in einem 1.5% ALG/0.5% GG Hydrogel zeigt. ROIs 1-4 wurden in C analysiert. 
C ROIs zeigen die spontanen Ca2+-Signale während einer zehnminütigen Messung. Eingezeichnet sind die Basislinien 
(gepunktete schwarze Linien), die 5x Standardabweichung der Basislinie (gepunktete graue Linie), die 
Maximalamplituden ΔR/R (in %, rote Punkte) und die FWHM (in s, rote Linien) in zwei exemplarischen Spuren. D 
Kreisdiagramme zeigen das Verhältnis von aktiven zu inaktiven ROIs in allen analysierten Proben von 
vordifferenzierten Sphären, welche in 1.5% ALG/0.5% GG/0.01% LAM Gelen differenziert wurden (schwarz, links), 
von nicht vordifferenzierten hiNPCs, welche in 1.5% ALG/0.5% GG/0.01% LAM Gelen (dunkelblau, Mitte) 
differenziert wurden und von nicht differenzierten hiNPCs, welche in 0.3% ALG/0.8% GG/0.01% LAM Gelen (hellblau, 
rechts) differenziert wurden. Diagramme zeigen die Durchschnittsfrequenz („average frequency“; 
Durchschnittswerte ± Standardfehler) der Ca2+-Signale innerhalb von 10 Minuten (E), die Auswertung der Maximal-
amplituden von einzelnen Ca2+-Signalen (in %, „Peak Amplitude“ ΔR/R,) (F) und die Auswertung der Halbwertsbreite 
von einzelnen Ca2+-Signalen (in s, „FWHM“) (G). F, G Jede Farbe repräsentiert einzelne Ns. Aus Illustrationszwecken 
wurden sieben Datenpunkte der vordifferenzierten hiNPCs in 1.5% ALG/0.5% GG Hydrogelen, die Maximal-
amplituden von über 20% überschritten haben, nicht gezeigt. Abk.: ROI = Bereich von Interesse (Engl.: region of 
interest); FWHM = Halbwertsbreite (Engl.: full duration at half maximum); ALG = Alginat; GG = Gellangummi; LAM = 
Laminin; N = Anzahl der Gele; n = Anzahl der Zellen; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. Verwendet unter den 
Bedingungen der Creative-Commons-Lizenz (CC BY-NC 4.0 DEED): Kapr, J., Petersilie, L., Distler, T., Lauria, I., Bendt, 
F., Sauter, C. M., Boccaccini, A. R., Rose, C. R., & Fritsche, E. (2021). Human Induced Pluripotent Stem Cell-Derived 
Neural Progenitor Cells Produce Distinct Neural 3D In Vitro Models Depending on Alginate/Gellan Gum/Laminin 
Hydrogel Blend Properties. Advanced Healthcare Materials, 10(16), e2100131. doi:10.1002/adhm.202100131. 
 

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
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5 Morphologische Charakterisierung von Gehirnzellen in humanen 
kortikalen 3D-Gehirnorganoiden 

5.1 Kortikale Gehirnorganoide weisen Astrozyten und Neurone sowie neurale 
Vorläufer und gesunde Mitochondrien auf  

In der in Kapitel 4 aufgeführten Studie konnte erfolgreich gezeigt werden, dass Biomaterialien 

zur Bildung von 3D-Zellnetzwerken eingesetzt werden können. Die Zellen zeigten spontane 

Kalziumaktivität und wiesen neuronale und gliale Zelltypen auf (Kapr, Petersilie et al., 2021).  

Im weiteren Verlauf dieses Promotionsvorhabens habe ich mich auf die Etablierung und 

Charakterisierung eines weiteren 3D humanen Modellsystems, die 3D-Gehirnorganoide, 

fokussiert. In einer Kooperation mit der AG Prigione (Klinik für Allgemeine Pädiatrie, 

Neonatologie und Kinderkardiologie, UK Düsseldorf) wurde ein Gehirnorganoidprotokoll 

charakterisiert (Le, Petersilie et al., 2021), welches eine modifizierte Version des Protokolls von 

Velasco und Kollegen ist (Velasco et al., 2019) und robuste, runde kortikale Organoide generiert 

(Abbildung 15). Der Vorteil dieses Protokolls ist, dass kein Einbetten der Organoide in eine EZM 

notwendig ist und die Organoide als Alternative zu Bioreaktoren, in Wellplatten auf 

Schüttelplatten kultiviert werden können (Le, Petersilie et al., 2021)  

Abbildung 15: Gesamtstruktur von kortikalen Gehirnorganoiden. Repräsentative zusammengefügte Weitfeld-
aufnahmen zeigen das Verhältnis zwischen Dendriten (MAP2-positive Strukturen) und Axonen (SMI312-positive 
Strukturen) sowie zwischen Dendriten und vermeintlichen Astrozyten (S100ß-positive Strukturen) in 78-Tage- alten 
Gehirnorganoiden. Hoechst-Färbungen identifizieren die Zellkerne. Die überlagerten Bilder („merge“) zeigen alle 
drei Kanäle. Maßstabsbalken: 500 µm. Abk.: MAP2 = Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2; S100ß = S100 Kalzium-
bindendes Protein B. Verwendet mit Genehmigung und modifiziert: Le, S., Petersilie, L., Inak, G., Menacho-Pando, 
C., Kafitz, K. W., Rybak-Wolf, A., Rajewsky, N., Rose, C. R., & Prigione, A. (2021). Generation of Human Brain 
Organoids for Mitochondrial Disease Modeling. JoVE (Journal of Visualized Experiments)(172), e62756. 
doi:10.3791/62756. 
 

https://dx.doi.org/10.3791/62756
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Zunächst wurde die zelluläre Organisation der kortikalen Organoide mittels 

immunohistochemischer Färbungen untersucht. Dafür wurden von Stephanie Le (Klinik für 

Allgemeine Pädiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie, UK Düsseldorf) Organoide generiert 

sowie die immunohistochemischen Färbungen durchgeführt. Die Vorbereitungen für die 

Färbungen, was die Fixierung, das Einbetten, die Schnittgenerierung und den Transfer auf 

Objektträger umfasst, wurden von mir durchgeführt. Die anschließende Dokumentation wurde 

ebenfalls von mir übernommen, wofür ich sowohl ein Weitfeld- als auch ein Konfokalmikroskop 

verwendet habe (Abbildung 15, 16). 

Es konnte gezeigt werden, dass 78-Tage-alte Gehirnorganoide, welche mit dem zuvor 

charakterisierten Protokoll generiert wurden, reife Neurone enthalten. Diese wurden durch die 

Markierungen von Axonen (SMI312), Dendriten (Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2, MAP2) und 

neuronalen Mikrotubulielementen (Beta-III Tubulin, TUJ1) identifiziert (Abbildung 15, 16A, B, C) 

(Le, Petersilie et al., 2021). Zusätzlich konnten S100 Kalzium-bindendes Protein B (S100ß)-

positive Strukturen identifiziert werden (Abbildung 15, 16A), welche charakteristisch für 

Astrozyten sind (Hagiwara & Sueoka, 1995). Die neuralen Vorläufer in den kortikalen Organoiden 

konnten durch Geschlechtsbestimmende Region Y-Box 2 (SOX2)-positive Strukturen identifiziert 

werden, welche in Ventrikel-ähnlichen Strukturen angeordnet waren (Abbildung 16B) (Le, 

Petersilie et al., 2021; Petersilie et al., in Revision). Diese Erkenntnisse stimmen auch mit anderen 

Studien überein, die ebenfalls zeigen konnten, dass Organoide proliferierende neurale Vorläufer 

besitzen (Lancaster et al., 2013; Mariani et al., 2015), welche in den Ventrikel-ähnlichen 

Strukturen angeordnet sind (Camp et al., 2015; Mariani et al., 2015; Velasco et al., 2019). Zuletzt 

konnte die gesunde Mitochondrienmorphologie der Zellen, durch das Färbemuster des 

Mitochondrien-markers TOM20 verifiziert werden (Abbildung 16C) (Le, Petersilie et al., 2021).  
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Abbildung 16: Zelluläre Organisation von kortikalen Gehirnorganoiden. A Repräsentative konfokale 
Maximumintensitätsprojektionen zeigen im Detail das Verhältnis zwischen Dendriten (MAP2-positive Strukturen, 
Dreiecke) und Axonen (SMI312-positive Strukturen, Pfeile) sowie zwischen Dendriten und vermeintlichen Astrozyten 
(S100ß-positive Strukturen) in 78-Tage-alten Gehirnorganoiden. B Repräsentative konfokale Maximumintensitäts-
projektionen zeigen die Anordnung von Neuronen (TUJ1-positive Strukturen, Dreiecke) sowie von neuralen 
Vorläuferzellen (SOX2-positive Strukturen, Pfeile). C Repräsentative konfokale Maximumintensitätsprojektionen 
zeigen die Anordnung von Neuronen (TUJ1-positive Strukturen, Dreiecke) sowie von Mitochondrien (TOM20-
positive Strukturen, Pfeile). A, B, C Hoechst-Färbungen identifizieren die Zellkerne. Die überlagerten Bilder („merge“) 
zeigen jeweils alle drei Kanäle. Maßstabsbalken: 50 µm. Abk.: MAP2 = Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2; S100ß = 
S100 Kalzium-bindendes Protein B. TUJ1 = Beta-III Tubulin; SOX2 = Geschlechtsbestimmende Region Y-Box 2 (Engl.: 
sex determining region Y (SRY)-box2); TOM20 = Translokase der äußeren Mitochondrienmembran 20 kDA 
Untereinheit (Engl.: translocase of outer mitochondrial membrane 20). Verwendet mit Genehmigung und 
modifiziert: Le, S., Petersilie, L., Inak, G., Menacho-Pando, C., Kafitz, K. W., Rybak-Wolf, A., Rajewsky, N., Rose, C. R., 
& Prigione, A. (2021). Generation of Human Brain Organoids for Mitochondrial Disease Modeling. JoVE (Journal of 
Visualized Experiments)(172), e62756. doi:10.3791/62756. 
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In der Studie Petersilie et al. (in Revision) wurden die Organoide weiter charakterisiert. 

Dabei konnte Dr. Ruchika Anand (Institut für Biochemie und Molekularbiologie I, UK 

Düsseldorf) durch den Einsatz von Elektronenmikroskopie (EM) die längliche Morphologie von 

Mitochondrien mit lamellenartigen Cristae visualisieren und somit die Präsenz von gesunden 

Mitochondrien bestätigen (Petersilie et al., in Revision). Diese morphologischen Eigenschaften 

sind charakteristisch für reife Mitochondrien (Duong et al., 2021). Sonja Heiduschka (Klinik für 

Allgemeine Pädiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie, UK Düsseldorf) hat in dieser Studie 

immunohistochemische Färbungen der kortikalen Organoide durchgeführt und die zelluläre 

Organisation dokumentiert.  

Dabei konnte das Vorhandensein der neuralen Vorläufer durch PAX6-positive Strukturen in 

Ventrikel-Formation verifiziert werden (Petersilie et al., in Revision). Da die Organisation von 

Vorläuferzonen in ventrikulären Strukturen ein spezifisches Merkmal für die menschliche 

Hirnentwicklung ist (Hansen et al., 2010; Zecevic et al., 2005), kann mit diesem Ergebis bestätigt 

werden, dass dieses Protokoll Gehirnorganoide generiert, welche diese Strukturen rekapitulieren 

(Le, Petersilie et al., 2021; Petersilie et al., in Revision). Das Vorhandensein von vermeintlichen 

Astrozyten konnte mit dem Marker GFAP und die Formation der kortikalen Platte mit dem 

Marker CTIP2 verifiziert werden, welche Neurone der tief gelegenen Schichten markiert 

(Giandomenico et al., 2019; Szebenyi et al., 2021). Zuletzt wurde die Präsenz von chemischen 

Synapsen und Synapsen-haltiger Neurone durch die Visualisierung von prä- (SYN1 & VGLUT1) 

und postsynaptischen (HOMER1 & PSD95) Marken verifiziert (Quadrato et al., 2017; Yakoub & 

Sadek, 2019).  

Zusammenfassend wird in den zwei Studien ein verbessertes Protokoll zur Generierung von 

humanen kortikalen Gehirnorganoiden vorgestellt, welche wichtige Merkmale der humanen 

Neuroentwicklung rekapitulieren, diverse Zelltypen enthalten und gesunde Mitochondrien 

aufweisen (Le, Petersilie et al., 2021; Petersilie et al., in Revision). Auch hier gilt, dass dies eine 

Alternativmethode zu Tiermodellen darstellt und dass das Protokoll auch für Gehirnorganoide 

von Patienten-abgeleiteten hiPSs angewendet werden kann, um Krankheiten zu erforschen. 
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6 Morphologische und funktionelle Charakterisierung von 
Gehirnzellen in humanen kortikalen Gehirnorganoidschnitten 

6.1 Generierung von kortikalen Gehirnorganoidschnitten 

Je nach experimenteller Fragestellung ist ein gewisser Reifegrad der Zellen notwendig, 

welches mit einer Langzeitkultivierung der Gehirnorganoide einhergeht. Dies ist auch für das 

weitere Hauptziel dieses Promotionsvorhabens zutreffend, welches war, ein humanes Modell zu 

etablieren mit dem ebenfalls die frühen Ereignisse nach einer metabolischen Inhibition studiert 

werden sollten. Die größte Limitation der Gehirnorganoide ist jedoch, dass sich mit zunehmender 

Größe der 3D-Strukturen ein nekrotischer Kern bildet (Lancaster & Knoblich, 2014; Qian et al., 

2019), wodurch die weitere Differenzierung und Reifung der Gehirnzellen begrenzt ist. Um dies 

zu umgehen, wurden kürzlich ALI-COs, basierend auf zerebralen Gehirnorganoiden, eingeführt 

(Giandomenico et al., 2019; Giandomenico et al., 2021). Zerebrale Organoide enthalten 

überwiegend Zellen des gesamten Großhirns und bauen den morphogenetischen Gradienten 

selber auf. Dieser ist entscheidend für die neuroektodermale Identität und führt 

dementsprechend bei der Generierung der Organoide zu sehr heterogenen Kulturansätzen, 

wodurch die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen sowie die Identifikation von möglichen 

Phänotypen in Krankheitsmodellen erschwert ist (Del Dosso et al., 2020). Für das Austesten der 

pharmakologischen Substanzen z.B. zur Behandlung der ischämischen Penumbra ist die 

Reproduzierbarkeit von Ergebnissen essentiell. Aus diesem Grund habe ich das Prinzip der ALI-

COs für regionalisierte, kortikale Gehirnorganoide angewandt. Diese bilden ein homogenes und 

robustes Grundgerüst (Le, Petersilie et al., 2021; Velasco et al., 2019), um kultivierte Schnitte 

anzufertigen (Petersilie et al., 2023). Dafür wurden die in der Kooperation mit der AG Prigione 

generierten kortikalen Gehirnorganoide als Grundlage verwendet und mir die Organoide von 

Stephanie Le und Sonja Heiduschka (beide Klinik für Allgemeine Pädiatrie, Neonatologie und 

Kinderkardiologie, UK Düsseldorf) zur Verfügung gestellt (Le, Petersilie et al., 2021). Die 

Herstellung der kultivierten Gehirnorganoidschnitte (cBOS, Engl.: „cortical brain organoid slices“) 

erfolgte auf Basis von einem von mir verfeinerten Protokoll aus vorherigen murinen und 

humanen Studien (Giandomenico et al., 2019; Lerchundi, Kafitz, Winkler, et al., 2019; Stoppini et 

al., 1991). In Kürze wurden zwischen 70- und 79-Tage-alte kortikale Gehirnorganoide gewaschen, 

in Agar eingebettet und mit Hilfe eines Vibratoms 300 µm-dicke Schnitte generiert, welche 

anschließend auf eine Membran transferiert und in der Regel für einen weiteren Monat kultiviert 
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wurden (Abbildung 17). Die Präparation von mehreren cBOS aus einem Gehirnorganoid erhöht 

weiter die Robustheit des Modells und den Durchsatz (Petersilie et al., in Revision). 

cBOS behielten dabei ihre runde Form und konnten bis zu zehn Monate in Kultur gehalten 

werden, wobei sie weiterhin ein dichtes Netzwerk aus DAPI-positiven Zellen im Schnittinneren 

zeigten (Abbildung 19A) (Petersilie et al., in Revision). 

Zusammenfassend wird eine einfache Generierung von cBOS vorgestellt. Die homogenen 

DAPI-Färbungen im Schnittinneren deuten darauf hin, dass in cBOS trotz einer langen 

Kultivierungszeit, eine reduzierte Form des nekrotischen Kerns vorzufinden ist (Giandomenico et 

al., 2019; Szebenyi et al., 2021). Bereiche mit starker Nekrose wurden dagegen bei der 

Langzeitkultivierung von 3D-Gehirnorganoiden vorgefunden (Bhaduri et al., 2020; Lancaster & 

Knoblich, 2014),  

  

Abbildung 17: Generierung von kortikalen Gehirnorganoidschnitten (cBOS). Die kortikalen Gehirnorganoide 
wurden gewaschen, in Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt eingebettet und mit einem Vibratom geschnitten. Die 
Schnitte wurden anschließend auf eine Membran transferiert und für bis zu 315-Tage kultiviert. Maßstabsbalken: 1 
mm. Abbildung aus eingereichten Manuskript entnommen und modifiziert: Petersilie, L., Heiduschka, S., Nelson, J. 
S. E., Neu, L. A., Le, S., Anand, R., Kafitz, K. W., Prigione, A., & Rose, C. R. (2023). Cortical brain organoid slices (cBOS) 
are a robust model system for the functional study of human-derived neural cells in intact minimal networks. 
iScience; in Revision. 
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6.2 Kortikale Gehirnorganoidschnitte weisen Astrozyten und Neurone auf  

Neben der erfolgreichen Etablierung des Protokolls zur 

Generierung von cBOS erfolgte von mir eine Analyse der 

zellulären Organisation von cBOS mittels 

Immunfluoreszenzfärbungen. Diese habe ich durch den 

Einsatz eines Weitfeld- und Konfokalmikroskops 

dokumentiert. Die Analyse zeigte, dass cBOS ein dichtes 

Geflecht aus MAP2-positiven neuronalen Strukturen 

aufweisen (Abbildung 19B, C), welche Filopodien und Spine-

ähnliche Strukturen entlang der Dendriten zeigen (Abbildung 

20B). Im Vergleich zu den S100ß-positiven Strukturen in 

ganzen Gehirnorganoiden (Abbildung 16A), befinden sich in 

cBOS Astrozyten (GFAP- und S100ß-positive Strukturen) mit 

sehr stark verzweigten Ausläufern (Abbildung 19B, C). Diese Beobachtungen konnten ebenfalls 

in 10-Monate-alten cBOS gemacht werden (Abbildung 18). Das Vorhandensein von reifen 

chemischen Synapsen wurde durch die eindeutigen Färbungen der prä- (SYN1 & VGLUT1) und 

postsynaptischen (HOMER1 & PSD95) Marker verifiziert (Abbildung 20A) (Petersilie et al., in 

Revision).  

 

 

 

 

Abbildung 18: MAP2- und GFAP-
positive Zellen in einem 10-Monate-
alten cBOS. Maßstabsbalken: 10 µm. 
Abk.: MAP2 = Mikrotubuli-assoziiertes 
Protein 2; GFAP = Saures Gliafaser-
protein (Engl.: glial fibrillary acidic 
protein). Unveröffentlicht (Petersilie, 
2023). 
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Abbildung 19: cBOS beinhalten reife Neurone und Astrozyten. A Repräsentative zusammengefügte 
Weitfeldaufnahmen zeigen die Gesamtstruktur und Größe von cBOS zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten 
(DIV98 bis DIV 315). Zellkerne sind mit DAPI markiert. Maßstabsbalken: 500 µm. B Repräsentative konfokale 
Maximumintensitätsprojektionen zeigen die zelluläre Organisation von MAP2- und S100ß-positiven Zellen in 98-100-
Tage-alten cBOS. Die überlagerten Bilder („merge“) zeigen jeweils alle drei Kanäle. Maßstabsbalken: 100 µm. C 
Repräsentative konfokale Maximumintensitätsprojektionen zeigen detailreich die zelluläre Organisation von GFAP- 
und MAP2-positiven Zellen in 98-102-Tage-alten cBOS. Die überlagerten Bilder („merge“) zeigen jeweils zwei Kanäle. 
Maßstabsbalken: 100 µm (links), 50 µm (rechts). Abk.: MAP2 = Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2; S100ß = S100 
Kalzium-bindendes Protein B. GFAP = Saures Gliafaserprotein (Engl.: glial fibrillary acidic protein). Abbildung aus 
eingereichten Manuskript entnommen: Petersilie, L., Heiduschka, S., Nelson, J. S. E., Neu, L. A., Le, S., Anand, R., 
Kafitz, K. W., Prigione, A., & Rose, C. R. (2023). Cortical brain organoid slices (cBOS) are a robust model system for 
the functional study of human-derived neural cells in intact minimal networks. iScience; in Revision. 
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Zusammenfassend kann gezeigt werden, dass cBOS intakte, synaptisch verbundene 

Netzwerke beherbergen, welche aus Neuronen und Astrozyten bestehen (Petersilie et al., in 

Revision). 

 

  

Abbildung 20: cBOS zeigen prä- und postsynaptische Marker und mutmaßliche dendritische Spines. A 
Immunfluoreszenzmarkierungen für die Prä- (SYN1 und VGLUT1) und Postsynapse (HOMER1 und PSD95) in 125-
Tage- alten cBOS. Zellkerne sind mit DAPI markiert. Die überlagerten Bilder („merge“) zeigen jeweils beide Kanäle. 
Maßstabsbalken: 50 µm. B Schnappschuss der Volumenansicht identifiziert die neuronale Morphologie durch MAP2-
positive Markierungen in einem 112-Tage-alten cBOS. Im Detail sind Filopodien sowie mutmaßliche dendritische 
Spines sichtbar, welche sich durch einen Hals und Köpfchen auszeichnen (B1, B2; gelbe Dreiecke). Maßstabsbalken: 
15 µm (links), 5 µm (rechts). Abk.: SYN1 = Synapsin 1; VGLUT1 = Vesikulärer Glutamattransporter 1; HOMER1 = 
Homer-Protein-Homolog 1; PSD95 = Postsynaptisches Dichteprotein-95. MAP2 = Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2. 
Abbildung aus eingereichten Manuskript entnommen: Petersilie, L., Heiduschka, S., Nelson, J. S. E., Neu, L. A., Le, S., 
Anand, R., Kafitz, K. W., Prigione, A., & Rose, C. R. (2023). Cortical brain organoid slices (cBOS) are a robust model 
system for the functional study of human-derived neural cells in intact minimal networks. iScience; in Revision. 
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6.3 Kortikale Gehirnorganoidschnitte zeigen spontane und synchrone 
Netzwerkaktivität 

Neben der zellulären Organisation und Morphologie der Zellen in cBOS, wurde die Funktionalität 

der Zellen untersucht. cBOS ermöglichen den direkten Zugang zu einzelnen Zellen und dem 

Netzwerk. Somit ist ein invasiver Eingriff, wie es zum Beispiel bei den 3D-MEA-Messungen der 

Fall ist, nicht nötig (Passaro & Stice, 2020). Die Validierung der Funktionalität und Aktivität 

einzelner kortikaler Zellen, wurde zunächst mittels der Patch-Clamp-Technik durchgeführt. Diese 

wurden von Joel Nelson (INB, HHU, Düsseldorf) in den von mir hergestellten und kultivierten 

cBOS untersucht. Dabei konnte durch Ganzzell-Patch-Clamp Messungen im Current-Clamp 

Modus ein durchschnittliches Ruhemembranpotential von -51.5 ± 12.5 mV der Zellen gemessen 

werden (Petersilie et al., in Revision). Eine ähnliche Beobachtung konnte in der Studie von 

Giandomenico und Kollegen gemacht werden, wobei Zellen in ALI-COs ein 

Ruhemembranpotential von -62.5 ± 1.3 mV aufwiesen (Giandomenico et al., 2019). Des Weiteren 

zeigten einige der Zellen spontane Aktionspotentiale, die in Präsenz von Tetrodotoxin (TTX), ein 

Blocker für spannungsabhängige Natrium-Kanäle (NaVs), geblockt werden konnten. Außerdem 

zeigten die Zellen spontane Einwärtsströme sowie unterschwellige Depolarisationen; beides 

konnte in Präsenz von TTX geblockt werden. Diese Beobachtungen sind ein Hinweis dafür, dass 

cBOS reife Neurone beherbergen, die funktionelle NaVs exprimieren (Petersilie et al., in Revision). 

Das Vorhandensein dieser konnte auch in weiteren Gehirnorganoidstudien durch 

unterschiedliche Methoden, wie z.B. MEA-Elektroden (Sharf et al., 2022; Trujillo et al., 2019) oder 

extrazelluläre Messungen mit Silizium-Mikroelektroden, verifiziert werden (Quadrato et al., 

2017). 

Zusätzlich zu den elektrophysiologischen Messungen von einzelnen Zellen, sollte von mir 

die Funktionalität der Zellen im Netzwerk untersucht werden. Dafür habe ich das konventionelle 

Fluoreszenzbildgebungsverfahren des Kalzium-Imagings verwendet. Wie bereits in den zuvor 

aufgeführten Studien gezeigt, ist Kalzium ein Indikator für neurale Aktivität und kann Aufschlüsse 

über viele Mechanismen geben. Dazu habe ich die Zellen mit OGB-1 AM beladen (Abbildung 21A) 

und zunächst die Spontanaktivität bei Raumtemperatur (RT, 22 ± 1 °C) und physiologischer 

Temperatur (PT, 37 ± 1 °C) detektiert. Dabei zeigten 32% der analysierten Zellen bei RT 

Spontansignale. Eine vermehrte Aktivität konnte bei PT mit 51% detektiert werden. Diese konnte 

in Präsenz von TTX auf 34% reduziert werden (Abbildung 21B, C). Die Schlussfolgerung, dass die 
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Zellen NaVs exprimieren und spontane Aktivität aufweisen, stimmt mit den Beobachtungen der 

Patch-Clamp-Messungen überein (Petersilie et al., in Revision). Die Netzwerkaktivität in 

Gehirnorganoiden konnte auch in anderen Studien belegt werden (Samarasinghe et al., 2021; 

Sharf et al., 2022; Trujillo et al., 2019). 

Um eine synchrone Netzwerkaktivität zu induzieren, habe ich die Zellen mit einem 

magnesiumfreien ACSF, welcher mit dem GABAA-Rezeptor-Blocker Bicucullin-Methiodid (BIC) 

versetzt wurde, perfundiert (Petersilie et al., in Revision). Dabei handelt es sich um ein in murinen 

Modellsystemen etabliertes Protokoll, welches Glutamat-getriebene Netzwerkaktivität induziert 

(Gerkau et al., 2019; Karus et al., 2017; Karus et al., 2015). Zellen in cBOS reagierten nach einigen 

Minuten mit großen, synchronen Ca2+-Oszillationen (Abbildung 21D) (Petersilie et al., in 

Revision). 

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass eine Disinhibition der NMDA-Rezeptoren und das 

Blockieren der GABAA-Rezeptoren in cBOS zu einer synchronisierten Netzwerkaktivität führt 

(Petersilie et al., in Revision). 

 

6.4 Kortikale Gehirnorganoidschnitte besitzen ionotrope Glutamatrezeptoren 

Um zu überprüfen, ob cBOS dafür verwendet werden können die zellulären Prozesse an 

glutamatergen Synapsen nach einer metabolischen Inhibition zu adresserieren, habe ich die 

Präsenz von ionotropen Glutamatrezeptoren verifiziert. Dies erfolgte durch Badapplikationen 

von Glutamat. Dabei konnten transiente Glutamat-induzierte Signale detektiert werden, welche 

sowohl in alleiniger Präsenz von APV als auch in Kombination mit dem AMPA-Rezeptor-Blocker 

NBQX stark reduziert werden konnten (Abbildung 21E, F).  

Die Ergebnisse verifizieren die Expression von NMDA-Rezeptoren in cBOS sowie die starke 

Kopplung der Zellen im Netzwerk (Petersilie et al., in Revision). Obwohl glutamaterge Neurone 

meist den häufigsten Zelltyp ausmachen, berichten andere Studien auch von der Präsenz von 

GABAergen Neuronen sowie Interneuronen in Gehirnorganoiden (Chiaradia & Lancaster, 2020; 

Giandomenico et al., 2019; Trujillo et al., 2019).  
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Abbildung 21: cBOS zeigen spontane und evozierte Netzwerk-Kalziumsignale. A Weitfeldaufnahme (MIP der ersten 
fünf Aufnahmen) einer OGB-1 AM beladenen Zelle in einem 147-Tage-alten cBOS. Gestrichelte Linien umranden die 
Bereiche von Interesse („ROIs“) 1-4. Maßstabsbalken: 25 µm. B ROIs zeigen die spontanen Ca2+-Signale unter 
Kontrollbedingungen (links) und nach der Badperfusion mit TTX (rechts). C Kreisdiagramme zeigen das Verhältnis 
von aktiven zu inaktiven ROIs unter Kontrollbedingungen („Ctrl“) und in Präsenz von TTX („+TTX“). D Synchrone 
Kalziumoszillationen in fünf Zellen (ROIs 1-5), welche durch eine Perfusion mit Magnesiumfreien ACSF und 10 µM 
des GABAA-rezeptor Antagonist Bicucullin-Methiodid („0 Mg2+/Bic“). Der Einsatz zeigt die Signale in höherer 
Auflösung. E Ca2+-Veränderungen ausgelöst durch repetitive Badapplikationen von Glutamat (1 mM/ 10 Sek., 
schwarze Dreiecke). Links: Kontrollbedingungen; Mitte: nach dem Einwasch des NMDA-Rezeptor-Blockers APV (100 
µM) und rechts: nach dem Einwasch von APV und dem AMPA-Rezeptor-Blockers NBQX (50 µM). Gezeigt ist eine 
Beispielmessung mit 22 Einzelzellen (graue Linien) und die Mittelspur (schwarze Linien). F Boxplots zeigen die 
Auswertung der Maximalamplituden ΔF/F (in %) der durch Glutamat-induzierten Ca2+-Signale in 
Kontrollbedingungen („glut“) und in Präsenz der Blocker („glut + APV“, „glut + APV, NBQX“). Illustriert sind die 
Mittelwerte (rote Quadrate), Mediane (schwarze Linien), 25/75 Perzentile (Boxen), 1x Standardabweichung 
(Whiskers) und einzelne Datenpunkte (graue Diamanten). N = 93, n= 3. Abk.: TTX = Tetrodotoxin; APV = 2-Amino-5-
phosphonovaleriansäure; NBQX = 2,3-Dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]chinoxalin-2,3-dion; N = Anzahl der 
Schnitte; n = Anzahl der Zellen. Abbildung aus eingereichten Manuskript entnommen: Petersilie, L., Heiduschka, S., 
Nelson, J. S. E., Neu, L. A., Le, S., Anand, R., Kafitz, K. W., Prigione, A., & Rose, C. R. (2023). Cortical brain organoid 
slices (cBOS) are a robust model system for the functional study of human-derived neural cells in intact minimal 
networks. iScience; in Revision. 



Ergebnisse und Diskussion 

50 

 

7 Pathophysiologische Charakterisierung von Gehirnzellen in 
humanen kortikalen Gehirnorganoidschnitten 

7.1 Kortikale Gehirnorganoidschnitte exprimieren genetisch-kodierte Sensoren 
um intrazelluläre ATP-Level zu überprüfen 

Die Charakterisierung der diversen humanen 3D-Modellsysteme, wozu in Hydrogel eingebettete 

neurale Netzwerke, 3D-Gehirnorganoide und cBOS zählen zeigte, dass cBOS eine 

Langzeitkultivierung und Untersuchungen von glutamatergen Synapsen ermöglichen. Aus 

diesem Grund wurde sich im weiteren Verlauf des Promotionsvorhabens auf cBOS konzentriert, 

um dem letzten Hauptziel nachzugehen: ein humanes Modellsystem anzuwenden, mit dem die 

Auswirkungen einer kurzzeitigen metabolischen Inhibition auf humane Gehirnzellen erforscht 

werden können. Aufgrund dessen, dass die frühen Ereignisse nach einer metabolischen Inhibition 

hauptsächlich durch den raschen ATP-Abfall ausgelöst werden, haben wir zunächst das ATP-

Imaging in cBOS etabliert. Dafür habe ich cBOS generiert, kultiviert und in Zusammenarbeit mit 

Louis Neu (INB, HHU, Düsseldorf) die Transduktion eines genetisch-kodierten Sensors in cBOS 

etabliert. Die Neurone konnten erfolgreich mit dem unter dem humanen Synapsin 1-Promotor 

(hSyn1) exprimierten und FRET-basierten Nanosensor ATeam1.03YEMK transduziert werden, 

wodurch zelltypspezifische ATP-Level detektiert werden konnten (Abbildung 22A, B) (Petersilie 

et al., in Revision). 

 

7.2 Intrazellulärer ATP-Abfall in Neuronen während transienter chemisch 
induzierter Ischämie 

Durch die erfolgreiche Transduktion des Nanosensors ATeam konnte Louis Neu (INB, HHU, 

Düsseldorf) unter meiner Anleitung die ATP-Messungen durchführen. Eine zweiminütige 

chemische Ischämie führte dabei zu einem Abfall der ATeam-Ratio, was indikativ für die 

intrazellulären ATP-Level ist. Nach einigen Minuten erreichten diese wieder den Grundlinien-

Wert (Abbildung 22C) (Petersilie et al., in Revision). Neben dem Einsatz von chemischen 

Ionenindikatoren wie z.B. beim Kalzium-Imaging, wobei die Ergebnisse aus allen Zelltypen 

stammen, konnten durch den Einsatz eines genetisch-kodierten Sensors, nun auch Zelltyp-

spezifische Signale in cBOS detektiert werden. Basierend auf der Kalibrierung des Sensors in 

organotypischen Schnitten des Mausgehirns (Lerchundi et al., 2020), und einem angenommenen 

ATP-Grundlevel von 2.5 mM, ergaben die Messungen einen transienten ATP-Abfall von 0.11 mM 
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(Petersilie et al., in Revision). Die Anwendung des gleichen Protokolls bei 33 ± 1 °C führte in 

organotypischen Mausschnitten in neokortikalen Neuronen zu einem doppelt so starken Abfall 

(Pape & Rose, 2023).  

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass sich die Neurone in cBOS nicht in 

einem beeinträchtigten Stoffwechselzustand befinden, welches einige Studien berichten 

(Bhaduri et al., 2020; Pollen et al., 2019). Neurone in cBOS konnten nach der temporären 

Inhibition der Hauptstoffwechselwege für die ATP-Produktion, ihr ATP-Grundlevel 

widerherstellen (Petersilie et al., in Revision). 

Abbildung 22: cBOS ermöglichen die Expression von genetisch-kodierten Sensoren um intrazelluläres ATP zu 
überprüfen. A Konfokalaufnahme von ATeam1.03YEMK-transduzierten Neuronen (Anregung bei 488 nm) unter der 
Expression des humanen Synapsin1-Promotors („hSyn1“). Aus Illustrationsgründen wurde das Bild invertiert. 
Maßstabsbalken: 25 µm. B Links: Weitfeldaufnahmen der Fluoreszenzemissionen (oben: Venus/527 nm; unten: 
eCFP/475 nm) von ATeam1.03YEMK-transduzierten Neuronen. Mitte & rechts: Weitfeldaufnahmen der Fluoreszenz-
Ratio von Venus/eCFP beim Basislevel („BL“) und während der chemischen Ischämie („C.I.“). Die gefärbte Skala zeigt 
die FRET-Ratio (Venus/eCFP), wobei blau niedrige und rot hohe Werte repräsentiert. Maßstabsbalken: 25 µm. C 
Relative Änderungen der ATeam1.03YEM-Ratio welche durch eine zweiminütige chemische Ischämie (blauer Balken) 
in acht Neuronen in einem 120-Tage alten cBOS induziert wurden. Graue Linien zeigen einzelne Spuren, die schwarze 
Linie zeigt die Mittelspur. D Auswertung der relativen Veränderungen in der ATeam1.03YEMK-Ratio, welche durch 
eine chemische Ischämie induziert wurden. Analysiert wurden die Maximalamplituden ΔR/R (in %), Zeit zur 
Maximalamplitude („TTP“) und Halbwertsbreite („FWHM“). Boxplots zeigen die Mittelwerte (rote Quadrate), 
Mediane (schwarze Linien), 25/75 Perzentile (Boxen), 1x Standardabweichung (Whiskers) und einzelne Datenpunkte 
(graue Diamanten). N = 48, n= 7. Abk.: N = Anzahl der Schnitte; n = Anzahl der Zellen. Abbildung aus eingereichten 
Manuskript entnommen: Petersilie, L., Heiduschka, S., Nelson, J. S. E., Neu, L. A., Le, S., Anand, R., Kafitz, K. W., 
Prigione, A., & Rose, C. R. (2023). Cortical brain organoid slices (cBOS) are a robust model system for the functional 
study of human-derived neural cells in intact minimal networks. iScience; in Revision. 
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Fazit 
Aufgrund der Komplexität des Gehirns werden Modellsysteme benötigt, um vereinfacht zelluläre 

Mechanismen unter physiologischen und pathophysiologischen Konditionen untersuchen zu 

können. So sind z.B. auch die frühen Prozesse nach einer metabolischen Inhibition auf die 

Gehirnzellen beim ischämischen Schlaganfall noch weitestgehend unerforscht und die 

Therapiemöglichkeiten limitiert. Um potentielle neue therapeutische Ziele zu identifizieren, 

stehen wie zuvor ausführlich beschrieben unterschiedliche Modellsysteme zur Verfügung. 

Mausmodelle haben sich dabei in der biomedizinischen Grundlagenforschung am meisten 

etabliert. Sie sind aktuell und zukünftig die Grundlage für viele Studien oder zusätzlich 

notwendig, um gewisse Hypothesen adressieren zu können. 

In dieser Arbeit konnten zunächst im murinen Präparat der akuten Hirnschnitte die 

Auswirkungen des kurzzeitigen Energiemangels auf Volumenveränderungen von Astrozyten 

(Engels, Kalia, Rahmati, Petersilie et al., 2021) und den Anstieg von intrazellulärem Kalzium in 

neokortikalen Astrozyten analysiert werden (Eitelmann, Everaerts, Petersilie et al., 2023). 

Ergänzend dazu sollten humane Alternativmethoden zu Tiermodellen etabliert werden, wozu in 

dieser Arbeit mehrere humane 3D-Modellsysteme charakterisiert wurden. Dies beinhaltete in 

Hydrogel eingebettete neurale Netzwerke (Kapr, Petersilie et al., 2021), 3D-Gehirnorganoide (Le, 

Petersilie et al., 2021) und cBOS (Petersilie et al., in Revision). Mit cBOS konnte ein humanes 

Modellsystem vorgestellt werden mit dem eine Langzeitkultivierung sowie die morphologische 

und funktionelle Analyse von menschlichen Gehirnzellen in intakten Netzwerken möglich ist. 

Schließlich sollten die Auswirkungen der chemischen Ischämie auf humane Gehirnzellen 

untersucht werden. Dafür konnte erfolgreich eine kurzzeitige metabolische Inhibition in 

humanen Zellen ausgelöst werden und ein rascher ATP-Abfall in Neuronen detektiert werden 

(Petersilie et al., in Revision). 

Das Vorhandensein dieses neuen humanen Modellsystems kann eine Grundlage dafür 

bilden, die Auswirkungen einer metabolischen Inhibition auf menschliche Gehirnzellen während 

eines ischämischen Schlaganfalls zu untersuchen. In zukünftigen Studien können, wie z.B. in 

Abschnitt 3.2 in einem Mausmodell gezeigt, Pfade untersucht werden, die nach einem 

kurzzeitigen Energiemangel zu Zellschäden beitragen. Des Weiteren können potentielle 

pharmakologische Substanzen ausgetestet werden, die zur Reduktion dieser beitragen. Neben 
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der chemischen Simulation von pathophysiologischen Zuständen kann das Modell der cBOS auch 

für Patienten-abgeleitete Gehirnorganoide verwendet werden. So könnten neue Einblicke in die 

Mechanismen von neurologischen Krankheiten geliefert werden. In künftigen Studien sollten 

auch die Limitationen von 3D-Gehirnorganoiden bzw. von cBOS adressiert werden. 
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