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Mit Einzelzell-Genomik die
Entscheidungen von Zellen verfolgen
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During embryonic development, cells need to take a series of succes-
sive fate decisions in order to reach their final differentiated stage.
Understanding the processes that give rise to the multitude of different
cell types in an organism is a major question in developmental biology.
New methods in single cell genomics enable researchers to decipher
the transcriptional programs and gene regulatory mechanisms that
underlie cell fate decisions during embryonic development.
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B In der embryonalen Entwicklung bildet
sich aus einer einzigen Zelle, der befruchte-
ten Eizelle, innerhalb erstaunlich kurzer Zeit
ein kompletter Organismus aus vielen ver-
schiedenen Zelltypen (Muskelzellen, Haut-
zellen, Nervenzellen usw.), die rdumlich
prazise angeordnet sind und spezialisierte
Aufgaben wahrnehmen. Die verschiedenen
Zellen im Korper tragen im Wesentlichen alle
die gleiche genomische Information. Die
Unterschiede zwischen verschiedenen Zell-
typen gehen auf die Genomregulation zuriick,
beruhen also darauf, welche Gene in einem
bestimmten Zelltyp ,aktiv“ und exprimiert
sind. Die Mechanismen zu verstehen, die
zum Entstehen der verschiedenen Zelltypen
im Organismus fiihren, ist eine der zentralen
Fragen der Entwicklungsbiologie.

Identifizierung von Zelltypen mittels
Einzelzellgenomik

Genetische Experimente, bei denen die
Expression oder die Funktion einzelner
Gene gezielt verandert wird, sind und blei-
ben unverzichtbar fiir die Analyse von
Zelldifferenzierung. In den letzten Jahren
haben sich aber zunehmend neue Methoden
der Einzelzell-Genomik etabliert, die unser
Verstandnis fiir entwicklungsbiologische
Differenzierungsvorgange revolutionieren.
Durch Sequenzierung der RNA einzelner
Zellen konnen wir in tausenden Zellen mes-
sen, welche Gene exprimiert werden. Dazu
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wird das zu untersuchende Gewebe in der
Regel in eine Einzelzell-Suspension disso-
ziiert. Die RNA der einzelnen Zellen wird
daraufhin mittels reverser Transkriptase in
DNA umgeschrieben und per next generati-
on sequencing analysiert. Dazu werden die
einzelnen Zellen beispielsweise iber Mikro-
fluidik-Verfahren unabhdngig voneinander
prozessiert (Abb. 1A). Die resultierenden
Datensitze sind groBe Tabellen, bestehend

aus tausenden Genen in tausenden Zel-
len (Abb. 1B). Allerdings ist es mit momen-
tanen molekularbiologischen Methoden
nicht moglich, jedes einzelne RNA-Molekiil
in der Zelle zu detektieren. Je nach Technik
werden Ublicherweise nur zwischen einem
und zehn Prozent der RNA-Molekiile
erfasst. Dieser Informationsverlust fiihrt zu
Rauschen in den Daten und ist eine der
wesentlichen Herausforderungen bei der
Analyse von Einzelzell-Genomik-Daten.
Neben RNA-Sequenzierung (Einzelzell-
Transkriptomik) konnen auch andere geno-
mische Parameter effizient in einzelnen
Zellen gemessen werden (z. B. Chromatin-
Zuganglichkeit oder DNA-Methylierung).
RNA-Sequenzierung ist allerdings bei Wei-
tem die etablierteste Technik der Einzelzell-
Genomik und wird daher im Zentrum dieses
Artikels stehen.

Einer der wichtigsten Vorziige von Einzel-
zell-Transkriptomik ist die Moglichkeit, auf
systematische Weise die verschiedenen Zell-
typen in einem Gewebe zu identifizieren.
Verschiedene Zelltypen sind durch unter-
schiedliche Genexpressionsprofile charakte-
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A Abb. 1: Einzelzell-Transkriptomik. A, Einzelne Zellen werden zusammen mit kleinen Polymerku-
geln, die DNA-Barcodes auf ihrer Oberflache enthalten, in winzige Tropfchen eingebettet. Diese
dienen als Reaktionskammern fiir reverse Transkription. B, Die Daten lassen sich in Form von
Tabellen darstellen, bei denen fiir jede Zelle die Expressionswerte sdmtlicher Gene angegeben

werden.
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A Zellen mit unterschiedlichen
Expressionsprofilen

Unterschiede im Transkriptom
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A Abb. 2: Zelltypen und Differenzierungspfade. A, Identifizierung von Zelltypen. Durch rechnerge-
stiitzte Algorithmen werden Cluster von Zellen mit ahnlichen Expressionsprofilen identifiziert. Die-
se Cluster entsprechen den verschiedenen Zelltypen der Probe. B, Identifizierung von Differenzie-

rungspfaden durch pseudo-zeitliches Ordnen von Zellen nach Ahnlichkeit ihrer Expressionsmuster.

risiert. Durch rechnergestiitztes Clustering
lassen sich die Zellen in verschiedene Grup-
pen sortieren, die den unterschiedlichen Zell-
typen in der Probe entsprechen (Abb. 2A).
Anhand der exprimierten Gene konnen wir
die Identitat des Clusters erschliefen und
dem Zelltyp einen Namen zuordnen. Eine
Herausforderung besteht allerdings in der
hohen Dimensionalitit der Daten: Fiir jede
Zelle haben wir tausende Messwerte, nam-
lich die Expressionwerte der einzelnen Gene.
Um die Daten graphisch darzustellen, wer-
den daher Methoden zur Reduktion der
Dimensionalitat gewahlt.

Die Erstellung von ,Atlanten” von Zelltypen
in verschiedenen Organsystemen ist eine
wichtige Basis fiir weiterfiihrende Arbeiten,
z. B. flir das Verstiandnis von Zelltyp-abhangi-
gen Krankheiten. Konsortien wie der Human
Cell Atlas arbeiten daran, alle Zelltypen im
menschlichen Korper zu identifizieren. Die
Anwendungen der Einzelzell-Transkriptomik
gehen aber mittlerweile weit tiber die Identi-
fizierung von Zelltypen hinaus. Insbesondere
das Gewinnen von Informationen tber die
raumliche Anordnung von Zelltypen, tiber
Mechanismen der Zelldifferenzierung und
tber den Ursprung von Zelltypen steht im
Mittelpunkt aktueller Arbeiten [1].

Die Pfade der Zelldifferenzierung

Da die Zellen fiir die Sequenzierung zerstort
werden, ist es nicht moglich, den Differenzie-
rungsprozess einzelner Zellen direkt tran-
skriptomweit zu beobachten. Allerdings
kann diese Einschrankung durch ,pseudo-
zeitliches Ordnen“ von Einzelzell-Transkrip-
tomen zu einem gewissen Grad iiberwunden
werden. Wenn Zellen von Zelltyp A nach B
differenzieren, konnen - sofern ausreichend
Zellen sequenziert werden — auch extrem
seltene und kurzlebige Ubergangszustinde
detektiert werden. So ldsst sich aus einzel-
nen Momentaufnahmen ein dynamisches
Bild der Zelldifferenzierung rekonstruieren
(Abb. 2B, [2]). Diese Methode ist insbeson-
dere fiir die schnellen Differenzierungspro-
zesse der friihen Embryonalentwicklung gut
geeignet und ermdglicht es zu beobachten,
welche Gene entlang eines Differenzierungs-
pfads herauf- oder herunterreguliert werden.

Allerdings bendtigt die rechnergestiitzte
Rekonstruktion von Differenzierungspfaden
héufig zusatzliches Wissen liber das biologi-
sche System. So lasst sich beispielsweise die
Richtung eines Differenzierungsprozess
nicht messen. Eine neue Methode namens
RNA velocity [3] versucht diese Einschran-
kung zu beheben, indem die Richtung eines

Differenzierungsprozess anhand des Verhilt-
nisses von ungespleiten zu gespleiten
Molekiilen (d. h. ,neue“ im Vergleich zu
salten Transkripten) bestimmt wird. Eine
weitere vielversprechende Technik nutzt die
chemische Markierung von RNA-Molekiilen,
um die unmittelbare Vergangenheit von zel-
luldren Transkriptomen zu messen [4].

Barcodes in lebenden Organismen

Das Sortieren von Zellen nach Ahnlichkeit
ihrer Transkriptome gibt uns zeitliche Infor-
mation uber relativ kurze Zeitraume. Fir
bestimmte Fragen ist es allerdings wichtig,
die Verwandtschaftsbeziehungen von Zellen
uber lange Zeitraume zu bestimmen. Das
beinhaltet Fragen nach dem entwicklungs-
biologischen Ursprung adulter Zellen oder
auch Krankheitsprozesse, wie z. B. die Bil-
dung von Tumoren. Das Feld des lineage
tracing, d. h. die Bestimmung von Zellstamm-
baumen, hat eine lange Tradition, die bis ins
19. Jahrhundert zuriickreicht. Ublicherweise
werden visuelle Markierungen (heutzutage
meist fluoreszente Farbstoffe) als lineage
marker verwendet, um Zellen zu markieren
und zu verfolgen. In jlingerer Zeit wird ver-
starkt auch die enorme Speicherkapazitat
des Genoms verwendet, um die Verwandt-
schaftsbeziehungen von Zellen aufzuzeich-
nen. Es gibt dabei zwei konzeptionell unter-
schiedliche Ansatze: Methoden, die natiirlich
auftretende Mutationen ausnutzen, und sol-
che, die das Genom aktiv modifizieren, um
Informationen zu speichern.

Natiirlich auftretende somatische Muta-
tionen eignen sich hervorragend als lineage
marker, da sie direkt per DNA-Sequenzierung
ausgelesen werden konnen. Da keine Eingrif-
fe in den Organismus notig sind, konnen die
Verwandtschaftsbeziehungen von Zellen
auch im Menschen ausgelesen werden. In den
letzten Jahren wurde dieser Ansatz in eini-
gen Arbeiten verwendet, um frithe embryo-
logische Zellentscheidungen zu verfolgen.
Die Kosten fiir das Sequenzierung ganzer
Genome in vielen einzelnen Zellen sind bis-
lang jedoch sehr hoch. Lineage tracing basie-
rend auf den (wesentlich hdufigeren) Muta-
tionen in Mitochondrien ist daher eine inte-
ressante Alternative, um Zellstammbéaume in
Menschen zu rekonstruieren [5].

Fiir Modellorganismen sind jedoch meist
Techniken besser geeignet, bei denen das
Genom aktiv modifiziert wird. Wir und andere
haben Methoden zur Bestimmung von Zell-
stammbdumen in tausenden einzelnen Zellen
mittels Einzelzell-Transkriptomik entwickelt
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A Markierung von Zellen
mit lineage barcodes
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A Abb. 3: Rekonstruktion von Zellstamm-
baumen. A, Cas9 erzeugt einen Doppel-
strangbruch in einem Transgen. Nach der
DNA-Reparatur entsteht eine ,genetische
Narbe*, die als lineage barcode benutzt wer-
den kann. B, Rekonstruktion von Zellstamm-
bdumen anhand der genetischen Narben,
die wéhrend der embryonalen Entwicklung
geschaffen wurden.

(Abb. 3). Diese Techniken verbinden das
Erstellen von lineage barcodes durch CRISPR/
Cas9 mit Zelltyp-Identifizierung via Einzel-
zell-Transkriptomik [6-8]. Auch wenn es
einige technische Unterschiede im Detail
gibt, liegt allen diesen Methoden das gleiche
Prinzip zugrunde: Cas9 erzeugt Doppel-
strangbriiche in exprimierten Transgenen.
Wihrend des Reparaturprozesses entstehen
»genetische Narben*, kleine Reparaturfehler,
die als lineage barcodes verwendet werden
konnen. Diese genetischen Narben sind ideal
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B Rekonstruierter Zellstammbaum
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A Detektierte Zelltypen
in Zebrafisch-Larven
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A Abb. 4: Beispiel: Zellstammbaum in der Zebrafischlarve. A, Clustering von Einzelzell-Transkrip-
tomen in Zebrafischlarven. In der Darstellung sind die detektierten Zelltypen farblich codiert
gemaB ihrer Zugehdrigkeit zu verschiedenen entwicklungsbiologischen Kategorien. B, Mithilfe von
lineage barcodes kann ein Zellstammbaum rekonstruiert werden. Die Tortendiagramme zeigen
den Anteil verschiedener Zelltypen an den jeweiligen Knotenpunkten des Stammbaums. Jeder
Knotenpunkt entspricht einem spezifischen lineage barcode (modifiziert nach [6]).

als Informationstrager fiir Abstammungsbe-
ziehungen geeignet, da sie nach Erstellung
nicht mehr verandert werden konnen, tiber
die gesamte Lebensdauer des Organismus
stabil sind, und bei der Zellteilung an beide
Tochterzellen weitergegeben werden. Ein
Beispiel fiir einen auf diese Weise rekonstru-
ierten Zellstammbaum in einer Zebrafisch-
Larve ist in Abbildung 4 gezeigt. Auch wenn
viele Herausforderungen bestehen, hat
lineage tracing mittels CRISPR-Cas9 groBes
Potenzial, um den Ursprung samtlicher Zell-
typen zu verstehen und die Mechanismen
Zelltyp-abhdngiger Krankheiten zu ent-
schliisseln. [ |
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