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Humane neuromuskulare Organoide
- Anwendung und Perspektive
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Organoids are miniature, organ-like structures derived from stem cells.
While techniques for developing organoids for different tissues have
advanced in the past decade, it has remained a challenge to simulta-
neously grow two different tissues into a single functional organoid.
We have recently developed a 3D neuromuscular organoid that allows
the simultaneous generation of spinal neurons and skeletal muscles.
Here we discuss their future applications in modeling neuromuscular

disorders.
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B Fiir eine kontrollierte Lokomotion ist ein
komplexes neuromuskuldres Netzwerk not-
wendig, das rhythmische Muster der neuro-
nalen Aktivitit erzeugt, welche essenziell fiir
viele Bewegungsabldufe sind. Defekte in
diesem Netzwerk sind die Ursache fir
unheilbare neuromuskulire Krankheiten, die
zur Paralyse und zum Tod fiihren. Die Unter-
suchung von Krankheiten, die dieses System
betreffen, wird durch die limitierte Verfiig-
barkeit von bewéhrten humanen Zellkultur-
modellen erschwert.

Organoide sind miniaturisierte, verein-
fachte, organdhnliche Strukturen, die im
Labor aus Stammzellen generiert werden.
Wiahrend Methoden zur Generierung von
Organoiden fiir verschiedene Gewebe wie das
Gehirn [1, 2] im letzten Jahrzehnt weiterent-
wickelt wurden, ist es nach wie vor eine
signifikante Herausforderung simultan zwei
unterschiedliche Gewebstypen in einem ein-
zigen funktionalen Organoid herzustellen.
Wir haben vor Kurzem ein neuartiges
3D-Modell etabliert um komplexe neuromus-
kulédre Organoide (NMOs) herzustellen. Die-
ses erlaubt die simultane Generierung von
Riickenmarksneuronen, Skelettmuskelzellen
und Schwann-Zellen aus neuromesodermal
progenitors (NMPs), die aus humanen pluri-
potenten Stammzellen (PS-Zellen) gewonnen
wurden [3]. NMOs organisieren sich selbst in
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raumlich getrennte Riickenmarks- und Mus-
kelregionen, bilden reproduzierbar funktio-
nale neuromuscular junctions (NMJs) und
kontrahieren als Antwort auf zentrale
Mustergenerator-dhnliche Schaltkreise. Hier
zeigen wir, dass die Langzeitkultivierung von
NMOs maoglich ist, wobei ihre funktionalen
Komponenten erhalten bleiben. Zusétzlich
diskutieren wir ihre zukiinftigen Anwen-
dungsmoglichkeiten in der Modellierung von
neuromuskuldren Erkrankungen.

Neuromesodermale Vorlduferzellen
sind die Bausteine des
neuromuskulédren Systems

Zahlreiche kiirzlich veroffentlichte Studien,
wie auch unsere Forschungsergebnisse,
haben gezeigt, dass das hintere Neuralrohr
und die Abkommlinge des paraxialen Meso-
derms in enger Beziehung zueinander stehen
und von derselben Linie abstammen. Dabei
handelt es sich um bipotente axiale Stamm-
zellen, die auch als neuromesodermal proge-
nitors (NMPs) bezeichnet werden [4, 5]. Die
Uberlegung, dass der posteriore Embryo aus
den NMPs entsteht, wurde schon 1884 vom
Schweizer Anatomen Albert Kolliker nach
morphologischen Beobachtungen vorge-
schlagen [6], was allerdings vom vorherr-
schenden , Aktivierungs- und Transformati-
onsmodell“ von Pieter D. Nieuwkoop tiber-

schattet wurde [6, 7]. Jiingere Experimente
zur retrospektiven Abstammungsanalyse
haben gezeigt, dass eine einzelne Zelle aus
der hinteren Region des sich ausdehnenden
Embryos Nachkommen erzeugen kann, die
im Rickenmark sowie in der Muskulatur
lokalisiert sind [4]. Somit existiert eine
gemeinsame, bipotente Vorlduferzelle fiir
Neuronen und Muskelzellen, die wichtig fiir
die axiale Ausdehnung des Embryos und pro-
portionales Gewebswachstum ist. NMPs wur-
den in der posterioren Epiblastregion aller
untersuchten Wirbeltiere — vom Fisch bis hin
zum Menschen — identifiziert, was daraufhin
deutet, dass sie zu einer konservierten Popu-
lation gehoren [8].

NMPs organisieren sich selbst in 3D,
um funktionale humane NMJs zu
generieren

Entsprechend der Signalwege der murinen
Embryonalentwicklung haben wir erfolg-
reich NMP-Zellen in vitro aus murinen und
humanen PS-Zellen gewonnen [9, 10]. Die
in vitro-Generierung dieser Zellen eroffnet
neue Moglichkeiten zur Erforschung und
Behandlung neuromuskuldrer Erkrankun-
gen, da hiermit ein beispielloser Zugang zur
simultanen Entwicklung von neuralen und
mesodermalen Zelltypen in der Petrischale
geschaffen wurde. Wir haben uns vor kurzem
die NMPs zur Etablierung eines neuartigen
3D-NMO-Modells zunutze gemacht, das die
simultane Generierung und Selbstorganisa-
tion von Neuronen des Riickenmarks und
Skelettmuskelzellen erlaubt, die funktionale
NMJs bilden [3]. In 3D plattierte NMPs bilden
anfangs spharische Aggregate, die einen
morphogenetischen Wandlungsprozess
unterlaufen, um ein komplexes Organoid mit
abgrenzenden neuroektodermalen und meso-
dermalen Kompartimenten zu generieren
(Abb. 1A). Diese charakteristische Morpho-
logie wird aufrechterhalten, wihrend das
Organoid heranreift. Lichtmikroskopische
Aufnahmen von Organoiden verschiedener
Entwicklungsstufen erlauben die Beobach-
tung der transparenten neuralen Region und
des kontrastreicheren, kompakten Bereichs,
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A Abb. 1: Erzeugung und Langzeitkultivierung von humanen Organoiden zur Modellierung der
Entwicklung des zentralen Nervensystems (ZNS). A, Organoide kénnen verwendet werden, um
anteriore sowie posteriore Regionen des ZNS zu modellieren. Entsprechend der Signalwege der
Embryonalentwicklung (links) kénnen humane pluripotente Stammzellen (hPS-Zellen) in 3D kulti-
viert werden und organisieren sich selbst in ein Hirnorganoid mit kortikalen Faltungen. Eine Limi-
tierung des Hirnorganoidmodells ist die Entwicklung eines nekrotischen Kerns nach langerer Kul-
tivierung (oberer Abschnitt). Um Organoide mit posteriorer Identitdt herzustellen, kénnen humane
PS-Zellen zunéchst WNT/FGF-Signalen ausgesetzt werden, was ihre Differenzierung in bipotente
NMPs einleitet. Durch das Plattieren der NMPs unter 3D-Bedingungen differenzieren sie in selbst
organisierende Vorlauferzellen des Riickenmarks und der Skelettmuskulatur, um funktionale neu-
romuskuldre Organoide zu generieren (unterer Abschnitt). B, NMOs kénnen langfristig kultiviert
werden. Nach sechs Monaten erreichen sie eine GréBe, die mit bloBem Auge sichtbar ist (links).
NMOs bewahren eine homogene Morphologie abgrenzend in neurales (heller Bereich) und Mus-
kelgewebe (dunkler Bereich), ohne Anzeichen eines nekrotischen Kerns (rechts).

bei dem es sich um den Muskel handelt. Die
NMOs konnen langfristig kultiviert werden,
wihrend die Gewebsregionen wachsen,
interagieren und heranreifen, ohne Anzei-
chen von Gewebszerfall zu zeigen (Abb. 1B).
Die Analyse von 180 Tage alten NMOs zeigt,
dass Skelettmuskelfasern sich in einer orga-
nisierten Region des Organoids angesiedelt
haben und TITIN exprimieren, wahrend der
neurale Bereich mit TUBB3*-Neuronen ange-
reichert ist, dessen terminale Axone das
Muskelkompartiment innervieren (Abb. 2B).
Die Muskelfasern besitzen eine hoch organi-
sierte Ausrichtung und weisen eine fiir aus-
gerichtete Sarkomere typische Streifenbil-
dung auf (Abb. 2A). Dariiber hinaus wurde
eine hohe Anzahl von Acetylcholinrezeptor
(AChR)-Clustern durch Féarbung mit
a-Bungarotoxin (oBTX) detektiert, an denen
sich TUBB3*-terminale Axone zum Skelett-
muskel erstrecken, womit der Erhalt

der NMJs bestdtigt wird (Abb. 2B und C).
180 Tage alte NMOs wiesen ein fortgeschrit-
tenes Reifestadium auf, ersichtlich durch die
weitreichende Expression des reifen Neuro-
filamentmarkers SMI-32 im GroBteil des neu-
ralen Bereichs. AuBerdem wurde die Expres-
sion von SMI-32 ebenfalls im Muskelkompar-
timent detektiert, wo die Axonbahnen die
Skelettmuskelfasern innervierten (Abb. 2A).
Eine Population reifer Motorneuronen (MN)
konnte durch die Expression von Cholinace-
tyltransferase (ChAT) in der spinalen Region
des Organoids in der Ndhe des Muskelkom-
partiments nachgewiesen werden (Abb. 2A).
Zusammenfassend bestétigen diese Ergeb-
nisse, dass eine Langzeitkultivierung von
NMOs ohne Anzeichen von Gewebszerfall
moglich ist. Die fortlaufende Interaktion der
funktionalen Schliisselkomponenten, ein-
schlieBlich Skelettmuskeln und Motorneuro-
nen, wurde durch den Nachweis funktionaler

NMJs in sechs Monate alten Organoiden
bewiesen.

NMOs ebnen den Weg zur
personalisierten Medizin
Neuromuskulédre Krankheiten umfassen ein
breites Spektrum an Pathologien:
(i) Motorneuronerkrankungen, wie amyo-
trophe Lateralsklerose (ALS) und spina-
le Muskelatrophie (SMA),
spezifische Myopathien, wie Becker-
und Duchenne- Muskeldystrophien, und
(iii) neuromuskuldre Autoimmunerkran-
kungen wie Myasthenia gravis [11].
Diese werden entweder durch funktionale
Defekte des Nervensystems und der Skelett-
muskulatur ausgelost oder entstehen durch
Defekte an den NMJs [12]. Die NMJ stellt eine
hochgradig organisierte chemische Synapse
dar, die zwischen Motorneuronen und Ske-
lettmuskeln gebildet wird und mit den termi-
nalen Schwann-Zellen einen zusitzlichen
wichtigen Zelltyp enthélt. In einigen der
genannten Storungen ist zunachst nur die
Muskulatur oder die neurale Komponente
betroffen. In vielen Fillen ist es allerdings
schwierig, die primére Ursache und den Zell-
typen zu identifizieren, der als erstes dys-
funktional ist. Die diversen genetischen
Ursachen und unterschiedlich einsetzenden
Krankheitsverlaufe der lihmenden neuro-
muskuldren Erkrankungen standen bisher
der Entwicklung von patientenspezifischen
Therapeutika im Weg.

Die Herstellung patientenspezifischer neu-
romuskuldrer Organoide ermdglicht uns die
Untersuchung des genauen Ursprungs und
des Fortschreitens der Krankheiten, die die
NMJs betreffen. Der einzigartige Vorteil des
Systems besteht darin, dass erstmalig der
Zugang zu einem vollstdndig von Patienten
stammenden NM]J-3D-Modell geschaffen
wird. SchlieBlich erlauben patientenspezifi-
sche NMOs einen tieferen Einblick in die
pathologischen Mechanismen von neuromus-
kuldren Erkrankungen, indem sie den
Zugang zu zuvor - aufgrund des Mangels an
Modellen mit humaner NMJ-Biologie —unzu-
ganglichen Merkmalen eroffnen.

NMOs weisen eine funktionale Aktivitat
auf und konnen, wie wir hier gezeigt haben,
langfristig ohne Verlust der Schliisselkompo-
nenten des neuromuskuldren Systems kulti-
viert werden. Diese Eigenschaften, kombi-
niert mit der Reproduzierbarkeit des in vitro-
Protokolls, machen NMOs sowohl zu einem
attraktiven Modell fiir die Erforschung der
Mechanismen von neuromuskuldren Erkran-
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kungen als auch fiir die Entwicklung und das
Screening von potenziellen therapeutischen
Anséatzen (Abb. 3). Durch Verwendung von
induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-
Zellen) von Patienten mit neuromuskuldren
Erkrankungen, ist es moglich NMOs zu gene-
rieren, in denen alle Zelltypen patientenspe-
zifisch sind und so Modelle zum Zweck der
personalisierten Medizin mit Einzelzell-RNA-
Sequenzierung zu kombinieren. Die groBe
Starke des komplexen Organoidmodells ist
die Moglichkeit, die Pathogenese in einem
humanen, funktional manipulierbaren
Modell zu untersuchen. Dies wird es erlau-
ben, das primére Angriffsziel der Krankhei-
ten zu identifizieren und die Entwicklung
von zielgerichteten Therapien zu erleichtern.
Dariiber hinaus bietet die Langzeitkultivie-
rung Einblicke in frithe sowie auch spéte
Phénotypen in der Krankheitsentwicklung
und macht damit auch die Modellierung von
neuromuskuldren Erkrankungen mit spaten
Krankheitsausbriichen moglich.

Ausblick

Zukiinftig kann die Komplexitdt der NMOs
durch die Weiterentwicklung der Kulturbe-
dingungen zusitzlich erhoht werden, um
NMOs mit anterior-posterior-Identititen zu
entwickeln und somit alle Segmente des
Riickenmarks und der assoziierten Muskula-
tur nachbilden zu konnen. Das erlaubt uns
die jeweiligen Anfdlligkeiten der Motorneu-
ronen spezifischer Riickenmarkssegmente
gegeniiber neuromuskuldaren Krankheiten zu
untersuchen. Bei der spinalen Muskelatro-
phie beispielsweise sind ausschlieBlich die
Motorneuronen unterer Segmente betroffen,
wihrend die oberen intakt bleiben. Im
Gegensatz dazu sind in den meisten ALS-
Fallen Motorneuronen des oberen als auch
unteren Segments betroffen, obwohl {iberra-
schenderweise die Funktion der Harnblase
und des Darms sowie die Bewegung der
Augen davon verschont bleibt [13]. Die
Mechanismen, die der Besonderheiten der
neuromuskuldren Erkrankungen zugrunde
liegen, sind groBtenteils ungeklart. Dies liegt
hauptsédchlich an der mangelnden Fahigkeit
ausreichende Mengen an spezifischen Motor-
neuron- und Muskeltypen zu gewinnen, um
mechanistische Studien durchfiihren zu kon-
nen. Daher ist die Erzeugung beider Zell-
typen mit praziser kompartimentérer Identi-
tdt aus humanen iPS-Zellen notwendig, um
die Mechanismen der neuromuskuldren
Krankheiten zweckméBig zu erforschen. Um
das Heranreifen der NMOs zu begiinstigen,
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A Abb. 2: Schliisselkomponenten der NMOs bleiben nach sechsmonatiger Kultivierung erhalten.
A, Der reife Neurofilamentmarker SMI-32 wurde im neuralen Bereich des NMO detektiert. ChAT*-
Motorneuronen (MN) sind in der Néhe der Skelettmuskelzellen organisiert. B, Axone der TUBB3*-
Neuronen erstrecken sich durch Selbstorganisation in das Kompartiment der Skelettmuskelzel-
len, das durch myosin skeletal fast (MySF) gekennzeichnet wurde. Ihr Kontakt resultiert in der Bil-
dung von a-Bungarotoxin®(atBTX)-AChR-Cluster, das charakteristisch fiir funktionale NMJs ist. C,
Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von fiinf Monate alten Organoiden zeigen
die Bildung von NMJs. MN befinden sich in der Ndhe der Muskelzelle und synaptische Spalten bil-
den sich an den Kontaktstellen. Schwarze Pfeile deuten auf Einstiilpungen der Plasmamembran in
der Muskelzelle an der Motorneuronen-Muskel-Kontaktstelle hin.

ist der Input des Motorkortex notwendig.
Daher konnte es moglich sein, durch Zusam-
mensetzen von NMOs mit unterschiedlichen
anterior-posterior-Identitdten und zerebralen
Organoiden die komplexen Netzwerke zwi-
schen den verschiedenen Regionen des zen-
tralen Nervensystems in einem in vivo-dhn-
lichen Kontext zu erforschen.
Zusammenfassend prisentieren unsere
Daten NMOs als ein spannendes neues
Modell, um ein besseres Verstindnis der
Mechanismen von neuromuskuldren Erkran-
kungen zu erlangen. Um die Entwicklung
von zielgerichteten Therapien zu verbessern,
konnten NMOs zur Etablierung einer Platt-
form fiir Wirkstoffscreenings verwendet wer-
den, wo Kandidaten fiir therapeutische
Anwendungen validiert und die Langzeiteffi-

zienz sowie Sicherheit von neuen, in der pra-
klinischen Testphase befindlichen Behand-
lungen gepriift werden. Das erlaubt uns
ebenfalls die Identifikation friiher Zeitpunk-
te fiir eine klinische Intervention vor Einset-
zen von Symptomen und des kritischen Zeit-
fensters, in welchem diese Wirkstoffe die
Motorneurondegeneration verhindern.
AbschlieBend konnten NMOs der Wende-
punkt zur Untersuchung von neuromuskula-
ren Krankheiten sein. IThre Anwendung in
verschiedenen Krankheitskontexten konn-
ten das neuromuskuldre Stammzellfor-
schungsfeld enorm bereichern und bietet
eine einfach zu bedienende, robuste Platt-
form fiir Wirkstoffscreenings zur Optimie-
rung personalisierter Therapieoptionen fiir
Patienten.
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A Abb. 3: Zukiinftige Anwendungsmdoglichkeiten von NMOs in der personalisierten Medizin und
in der Wirkstoffentwicklung. Aus Patienten mit neuromuskuléren Erkrankungen isolierte Zellen
kdénnen in induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) reprogrammiert werden. Die Generie-
rung von NMOs aus patientenspezifischen iPS-Zellen erlaubt die Erforschung von Krankheitsme-
chanismen in einem humanen 3D-NMJ-Modell. Des Weiteren kénnten mechanistische Hinweise
aus Untersuchungen des transkriptomischen Profils patientenspezifischer NMOs auf Einzelzelle-
bene erlangt werden. Durch die Verwendung von NMOs als Plattform fiir zielgerichtetes Wirkstoff-
screening konnen Wirkstoffe in einem relevanten in vitro-Modell getestet werden, womit die Effi-
zienz von verfligbaren therapeutischen Optionen fiir Patienten mit neuromuskulédren Erkrankun-
gen erhoht werden kann.
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