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Jorn Walter, Nina Gasparoni

1. EINLEITUNG

1.1 VOM KOMPLEXEN GEWEBE ZUR EINZELZELLSIGNATUR -
NEUE HORIZONTE FUR DIE MODERNE ZELLBIOLOGIE

Seit dem Aufkommen der modernen Zellbiologie Anfang des 20. Jahrhunderts
suchen Wissenschaftler nach Techniken zur Erfassung der molekularen Mecha-
nismen, die biologische Programme in einzelnen Zellen des Organismus steu-
ern. Mit der Einzelzellanalytik steht der Wissenschaft seit Kurzem ein Mittel zur
Verflgung, das umfassende und prazise Daten Uber den molekularen Charakter
und die Funktionsweise einzelner Zellen generiert. Die Interpretation dieser Daten
eroffnet der Forschung tiefgreifende neue Moglichkeiten des Verstandnisses kom-
plexer biologischer Vorgénge in einer Zelle, von komplexen Entwicklungsprozessen
und Alterung bis hin zur Anpassung an Umweltbedingungen, und von kom-
plexen Vorgangen der Organentwicklung bis hin zu Ursachen und Folgen von
Erkrankungen. Mithilfe der neuen Technologien lassen sich diese Prozesse zell-
genau erfassen und zwar simultan fur tausende bis zu Millionen einzelner Zellen.
Neue Verfahren ermdéglichen es, die so gewonnenen Daten fur die Modellierung
der raumlichen Zuordnung der Zelle im Gewebe und in ihrer entwicklungsbiolo-
gischen Dynamik zu nutzen. Damit bringt die Einzelzellanalytik Biologen ihrem
urspringlichen Ziel, Eigenschaften und Funktionsweisen von Zellen im Organismus
prazise zu verorten, zu verstehen und zu beeinflussen, erheblich naher.

Bisherige funktionelle Konzepte zelluldrer Programme griinden sich auf geneti-
sche, biochemische und molekulare Daten. Vor den Méglichkeiten der Einzelzell-
analyse mussten umfassende Untersuchungen an Zellgemischen oder vermeint-
lich homogenen Zellpopulationen durchgefihrt werden, die zuvor aus Geweben
oder Korperflussigkeiten isoliert wurden. Die molekularen Signaturen (wie bspw.
Genexpressionsprofile) solcher Zellpopulationen spiegeln jedoch immer die Summe
der Eigenschaften der einzelnen Zellen wider und erlauben es nicht, die individu-
elle Variations- und Funktionsbreite einzelner Zellen zu erfassen. Veranderungen,
die wahrend der Entwicklung, im Verlauf des Zellzyklus und bei Prozessen des
individuellen Zellalterns auftreten oder die als Auswirkungen ihrer raumlichen
Anordnung entstehen, sind mit den herkdémmlichen Methoden nur bedingt ana-
lysierbar. Derartige individuelle Eigenschaften lassen sich durch die Analyse von
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Zellpopulationen nicht adaquat bestimmen. Hinzu kommt das Problem, dass die
Analyse von Zellpopulationen einer Selektion oder Vorsortierung nach bestimmten
Eigenschaften bedarf, sodass nicht alle Zellen eines Gewebes gleichzeitig erfasst
werden kénnen.

Mit der Entwicklung umfassender Einzelzell-Omics'-Technologien bieten sich nun
tiefgreifende Losungen fur viele dieser Probleme. In Kombination mit neuen
verzerrungsfreien Sortiertechniken, erweiterten Mikroskopie-Verfahren wie Multi-
RNA-FISH? und neuartigen bioinformatischen Ansatzen werden Einzelzellanalysen
Antworten auf bislang unldsbare Fragen liefern und neue systemische Einblicke
in die Funktion einzelner Zellen in einer komplexen biologischen Umgebung
eréffnen.

1.2 TECHNOLOGISCHE ENTWICKLUNGEN UND DIE
ENTSTEHUNG DER MODERNEN EINZELZELLBIOLOGIE

Die Grundlage der modernen ,Einzelzell-Omics” wurde durch die funktionelle
Annotation des menschlichen Genoms und der Genome aller wichtigen Modell-
organismen gelegt. Die Lokalisierung von Genen und anderen funktionellen
bzw. regulatorischen Teilen des Genoms hat zahlreiche Studien zur funktionellen
Genomik befltgelt, die zum Ziel haben, verschiedenen Zelltypen ihre spezifischen
molekularen Programme zuzuordnen. Diese ,funktionelle Genomrevolution”
wurde durch die schnelle Entwicklung neuartiger technologischer Fortschritte
im Bereich der Hochdurchsatz-Sequenzierung ermdglicht, den sogenannten
Next-Generation-Sequencing-Technologien (NGS-Technologien). NGS-Methoden,
die ursprunglich fur die Genomsequenzierung entwickelt worden sind, wurden
schnell fur Funktionsanalysen von Zellen nutzbar gemacht, zum Beispiel fur die
umfassende Erstellung von Genexpressionsprofilen (zur Darstellung der jeweils in
einer Zelle exprimierten Gene) mit NGS-basierten RNA-Sequenzierungsmethoden
(RNA-seq)3.

1 ,Omics” ist ein Neologismus, der verschiedene Forschungsfelder in den Lebenswissenschaften
beschreibt, die die Wortendung ,,omics” enthalten, z. B. Genomik, Transkriptomik, Metabolo-
mik und Proteomik. Die Wortendung zeigt an, dass der Fokus der Studien auf dem gesamten
zellularen Gehalt an untersuchten Molekulen liegt (d.h. auf der Gesamtheit der Gene, Gen-
transkripte, Stoffwechselprodukte oder Proteine der Zelle).

2 FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) ist eine Methode, bei der bestimmte Molekule ei-
ner Probe mit fluoreszierenden Markern versehen werden, um sie nachweisen zu kénnen.
»In situ” bringt zum Ausdruck, dass die Molekule in ihrer naturlichen Position (also in der
Zelle, im Gewebe) untersucht werden kénnen.

3 Die RNA-Sequenzierung nutzt NGS, um die Anzahl und Anwesenheit von RNA-Transkripten
in einer Probe zum Zeitpunkt der Untersuchung nachzuweisen (auch , Gesamttranskriptom-
Shotgun-Sequenzierung” genannt). Da diese Methode genutzt wird, um das zellulére Tran-
skriptom zu analysieren, gehort sie zur Transkriptomik. 1



Vor etwa 10 Jahren wurden die ersten manuellen Versuche unternommen,
umfassende mRNA“-seq-Signaturen aus einigen wenigen sortierten einzel-
nen Saugetierzellen zu erhalten (Tang et al., 2009). Diese ersten erfolgreichen
Anwendungen haben das neue Forschungsgebiet befligelt und sehr schnell
wurden neue Hochdurchsatzmethoden fir die Einzelzellisolierung und die NGS-
Prozessierung entwickelt, um umfassende RNA-seqg-basierte Genexpressionsprofile
far viele Einzelzellen auf einmal zu erhalten. Alle diese neuartigen Techniken
kombinieren Mikroprozessierungs-Techniken mit anspruchsvollen Protokollen
zur Erstellung komplexer Sequenzier-Bibliotheken einzelner Zellen.> Die neuen
Technologien erweitern die Forschungsmaéglichkeiten in zwei wichtige Richtungen:
i) eine immer umfassendere Darstellung molekularer Signaturen in einzelnen Zellen
und ii) die Méglichkeit, eine groBe Anzahl von Einzelzellen in kostenglinstigeren
Hochdurchsatzsystemen gleichzeitig zu analysieren.®

Das Forschungsfeld begann mit der Erstellung einer Reihe von hochauflésenden
Einzelzellkarten fur Blutzellen, die neue tiefe Einblicke in die Entwicklung sowie
die Anpassung der verschiedenen Immunzelltypen im Verlauf von Erkrankungen
gewahren (Kowalczyk et al., 2015; Wilson et al., 2015). Bald darauf wurden die
ersten umfassenden Einzelzellkarten von Modellorganismen erstellt, gefolgt
von jungsten Veroéffentlichungen zu Geweben und Organen bei Menschen und
Mausen (Han et al., 2018), wie Leber (Halpern et al., 2017; MacParland et al., 2018,
Aizarani et al., 2019), Gehirn (Darmanis et al., 2015; Lake et al., 2018; Rosenberg
et al., 2018), Niere (Magella et al., 2018), Lunge (Treutlein et al., 2014; Xu et al.,

4 mRNA ist die Abkurzung fur messenger- (deutsch ,Boten-") RNA und bezeichnet das Molekul,
das Produkt der Genexpression ist. Im Zuge eines Prozesses, der , Transkription” genannt wird,
dient die DNA als Vorlage fur den Aufbau der RNA, die wiederum zu mRNA prozessiert wird.
Die mRNA verlasst den Zellkern und wird in eine Aminosauresequenz tbersetzt und bildet so
ein Protein. mRNA ist daher das Transkript (Abschrift) der korrespondierenden DNA, und das
Studium des RNA-Gehaltes einer Zelle wird Transkriptomik genannt. Das Transkriptom einer
Zelle enthalt ihre gesamte RNA und ermoglicht Ruckschlusse darauf, welche Gene in einer
bestimmten Zelle (zu einem bestimmten Zeitpunkt) exprimiert sind.

5 Vom Transkriptom werden DNA-Kopien erstellt (mRNA wird in DNA umgeschrieben, soge-
nannte cDNA fur komplementare DNA), d.h. es wird eine ,Bibliothek” der in einer Zelle vor-
handenen einzelnen mRNA Molekdule erstellt, die dann mit Hilfe von Hochdurchsatz-Sequen-
zierung (NGS) ausgelesen werden kann. Man bestimmt so das Vorhandensein und die Anzahl
der mRNA-Kopien eines Gens.

6 Aktuelle RNA-seq-Methoden nutzen entweder Mikrofluidik-Systeme, wie die géangigsten
.Drop-seq”-Methoden, oder sie verwenden ,zellcontainerdhnliche” Lésungen in Mikrotiter-
platten. In beiden Systemen werden die RNA-Bibliotheken einzelner Zellen mittels ausgefeil-
ter individueller (Adapter-) Kodierungstechniken markiert, um die Expressionsprofile einzel-
ner Zellen unterscheiden zu kénnen. Einige der neuen Technologien wie ,MARS-seq” (Jaitin
et al., 2014; Keren-Shaul et al., 2019), , Drop-seq” (Macosko et al., 2015), ,Seq-Well” (Gierahn
et al., 2017), ,SPLiT-seq” (Rosenberg et al., 2018) — um nur einige der aktuellen ,Spitzenrei-
ter” zu nennen - haben einen hohen Durchsatz erreicht, der die Generierung von RNA-seq-
Signaturen fur Millionen von Zellen zu angemessenen Sequenzierungskosten erméglicht.
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2016), oder sogar zu ganzen Tieren (Drosophila, Embryonalstadien der Maus:
Karaiskos et al., 2017; Mohammed et al., 2017). Diese ersten umfassenden Analysen
von Geweben und sich entwickelnden Organismen zeigen, dass es neben der
Identifizierung neuer (bisher nicht spezifizierter) Zelltypen oder Zellzustande
méglich ist, Ahnlichkeiten und Verdnderungen von Zellfunktionen Gber Gewebe
hinweg zu identifizieren. So kann die Dynamik von Zellpopulationen, d. h. deren
Auftreten bzw. Verschwinden, wahrend der Entwicklung ebenso erfasst werden
wie die Heterogenitat von Zelltypen in erkrankten Geweben (z. B. Krebs) oder
die Variationsbreite der Zellzusammensetzung in alternden Geweben - um nur
einige der faszinierendsten Facetten zu nennen.

1.3 INITIATIVEN ZUR ENTWICKLUNG DES BEREICHS DER EINZELZELL-OMICS

Mit dem Aufkommen von Einzelzellmessungen wurde schnell klar, dass fur ver-
gleichende Analysen eine Art Standardisierung sowohl auf experimenteller als
auch auf der Ebene der Dateninterpretation erforderlich sein wird. Internationale
Forschungskonsortien wie der Human Cell Atlas (HCA)” und auch LifeTime® wur-
den gegrindet, um das sich schnell entwickelnde Forschungsfeld in diesen
Aufgaben voranzubringen durch die Bereitstellung von qualitativ hochwertigen
Einzelzelldaten mit definierten Standards und Kontrollen in Referenzdatenbanken.
Erste Datenbanken wurden fur Maus, Mensch und Drosophila eingerichtet,
von denen solche zellspezifischen Einzelzelldaten abgerufen werden kénnen.®
Der Human Cell Atlas war das erste internationale Konsortium, das 2017 mit
dem Ziel gegrindet wurde, einen umfassenden Einzelzellatlas aller menschlichen
Zellen zu erstellen und neue ,cloud”-basierte Informatiklésungen zur Daten-
speicherung und -analyse zu entwickeln. Die im Jahr 2018 gestartete europdische
Initiative LifeTime erganzt diese Bemuhungen, indem sie sich auf medizinische
Anwendungen in verschiedenen krankheitsrelevanten Bereichen konzentriert.
Ein Hauptziel ist die Entwicklung und Analyse krankheitsrelevanter Modelle
sowie die Entwicklung neuartiger Ansatze, die auf die klinische Verwendung
von Einzelzelldaten Ubertragen werden kénnen. In Deutschland wurde dari-
ber hinaus 2018 das vom BMBF geférderte Netzwerk Single Cell Omics Germany
(SCOG)™ mit dem Ziel gegriindet, ein erstes Netzwerk von Laboren aufzubauen,

7 Siehe: https://www.humancellatlas.org/ [13.08.2019].
8 Siehe: https:/lifetime-fetflagship.eu/ [13.08.2019]. Siehe auch: Junker, Popp, Rajewsky, Kapitel 2.

9 Eine umfassende Datenbankliste ist abrufbar unter: https://www.singlecell.de/index.php/re-
sources/databases/ [13.08.2019].

10 Siehe: https://www.singlecell.de/ [16.08.2019].
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die Einzelzellanalysen durchfiihren, und Weiterbildungen in Einzelzelltechnologien
anzubieten, insbesondere in aufstrebenden Bereichen wie der Einzelzell-Multi-
Omics, der umfassenden Datenanalyse und -interpretation.

Diese gemeinsamen Bemuhungen sind darauf ausgerichtet, eine wissenschaftliche
Gemeinschaft aufzubauen und zu foérdern, die zusammen einen vollstandigen
Atlas aller Zelltypen des menschlichen Kérpers in Einzelzellauflésung ausarbeitet,
welcher auch komplexe Szenarien wie Gewebe, Organalterung und Krankheiten
umfasst. Diese Daten sollen der Forschungsgemeinschaft frei zuganglich gemacht
und neue informatische Ansatze fur ihre tiefgehende biologische Interpretation
entwickelt werden. Die Komplexitat der Einzelzelldaten und die vielen neuen
Fragestellungen, die mit dieser Art von hochauflésenden Daten beantwortet
werden kénnen, erfordern die Entwicklung neuer bioinformatischer Ansatze, die
weit Uber die fur NGS-Daten entwickelten Anwendungen hinausgehen. Dieser
Aspekt wird in Kapitel 4 von Aliee, Sacher und Theis naher erlautert.

1.4 AKTUELLE ENTWICKLUNGEN IM BEREICH DER EINZELZELL-OMICS

Gegenwartig konzentriert sich die Mehrzahl der Einzelzell-Omics-Messungen auf
RNA-seq, wobei hauptsachlich Expressionssignaturen des letzten Exons' eines
Gens erfasst werden (z.B. Chromium (Zheng et al., 2017), Drop-seq). Solche Ansatze
sind recht robust und eignen sich gut fur die Erzeugung von groben Zellsignaturen,
die eine Unterscheidung von Hauptzelltypen ermdéglicht. Allerdings erlauben
sie nicht die Untersuchung komplexerer Veranderungen in genregulatorischen
Programmen, wie alternative Transkript- oder SpleiB-Varianten von Genen, die
haufig eine andere und wichtige funktionelle Rolle spielen. Um das Spektrum der
Gentranskription in groBerer Tiefe zu erfassen, werden umfassendere RNA-seq-
Methoden zur Herstellung von Bibliotheken entwickelt, wie zum Beispiel Smart-
seq2 (Picelli et al., 2013) und andere (Chen et al., 2019). Solche Ansatze sind zwar
noch recht kostspielig, werden aber durch sinkende Sequenzierungskosten immer
mehr zur Routine, da die Fulle solcher Daten eine bessere und tiefergehende
Interpretation ermdoglicht.

Die Erzeugung hochauflésender Signaturen einzelner Zellen geht zu Lasten der
raumlichen Orientierung der einzelnen Zellen. Das bedeutet, dass die Forscher

11 Exons sind Teile des urspringlichen RNA-Transkripts, die die mRNA infolge eines als ,Splei-
Ben” (Splicing) bezeichneten Prozesses bilden. Die Detektion des letzten Exons dient als Nach-
weis daflr, dass das Gen transkribiert worden ist.
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nicht wissen, welche Umgebung und Position die Zelle innerhalb des Gewebes
hatte. Dieses Wissen ist jedoch wichtig, um die Einzelzelldaten richtig interpretie-
ren und in das vorhandene Wissen Uber Gewebe und den gesamten Organismus
integrieren zu kénnen. Zur Lésung dieses Problems werden derzeit Methoden
entwickelt, die eine rdaumliche Anordnung der analysierten Einzelzellen in ,vir-
tuelle Gewebe” erlauben. Die wichtigsten gangigen Verfahren verwenden hoch-
auflésende Bildgebungsverfahren, um Expressionssignaturen in Geweben fir eine
ausreichende Anzahl von Genen und Zellen zu erstellen, zum Beispiel durch mehr-
farbigen RNA-FISH. Derartige in situ quantifizierte Expressionsbilder von Genen in
einzelnen Zellen von Gewebeschnitten nutzt man dann als ,Ankerpunkte” fir eine
raumliche Rekonstruktion der Einzelzell-RNA-seg-Signaturen, um anschlieBend aus

|

den Einzelzelldaten eine Art ,virtuell” rekonstruiertes Gewebe zu erzeugen. Damit
wissen die Forscher genau, wann und wo ein Gen in einer Zelle des Organismus
angeschaltet ist. Auf diese Verfahren gehen Junker, Popp und Rajewsky in Kapitel 2
genauer ein. Ein alternativer Ansatz, um Ankerpunkte zu generieren, ist das
Sammeln weniger oder einzelner Zellen aus definierten Regionen innerhalb von
Gewebeschnitten mittels Laser-Capture-Mikroskopie, gefolgt von einer tiefen

(Einzel-)Zellsequenzierung (Nichterwitz, 2016; Chen et al., 2017).

Die umfassende und mechanistische Interpretation von Einzelzell-Omics-Daten
ist zudem angewiesen auf den Vergleich mit anderen (idealerweise eben-
falls Einzelzell-)Omics-Daten wie zum Beispiel genomischen und funktionel-
len Epigenomik-Daten (Chromatin und DNA-Modifikationen). Bisher wurden
Referenzdaten zur Genomik und funktionellen Genomik nur fir Zellgemische
von Konsortien wie dem Internationalen Krebs-Genom-Konsortium (ICGC),"
4DNucleome,” der Enzyklopadie der DNA-Elemente (ENCODE)," dem Inter-
nationalen Human-Epigenom-Konsortium (IHEC)'> und anderen generiert. Fur
einige Methoden, zum Beispiel ATAC-seq, wurden einzelzellbasierte Protokolle
entwickelt (Buenrostro et al., 2015), die auch bereits kommerzialisiert sind. Die
meisten der anderen genomischen und epigenomischen NGS-basierten Methoden
sind jedoch technisch anspruchsvoll und auf Einzelzellebene nur bedingt anwend-
bar. Bis vor Kurzem erschien es unmoglich, die Genexpression einzelner Zellen
direkt mit deren epigenetischen Profilen zu verknupfen. Pilotversuche von Clark
et al. (2018) haben nun gezeigt, dass auch Einzelzelldaten zur Genexpression,

12 Siehe: https://icgc.org/ [13.08.2019].

13 Siehe: https://www.4dnucleome.org/ [13.08.2019].
14 Siehe: https://www.encodeproject.org/ [13.08.2019].
15 Siehe: http://ihec-epigenomes.org/ [13.08.2019].
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DNA-Methylierung und Chromatinzugénglichkeit'® gleichzeitig von derselben Zelle
erhalten werden kénnen. Darliber hinaus wurden die ersten hochtechnischen
Ansatze entwickelt, um die dreidimensonale Konfiguration von Chromosomen in
Einzelzellen zu bestimmen. Man gewinnt daraus Erkenntnisse Gber die rdumliche
Anordnung von Genen im Zellkern und die Bedeutung fur die Regulierung der
Genaktivitat (Nagano et al., 2017).

Die integrierte Interpretation solcher Multi-Omics-Einzelzelldaten stellt ein wich-
tiges Zukunftsfeld in der Einzelzellbiologie dar. Sie schléagt Briicken zwischen
(deskriptiven) transkriptionellen Signaturen einzelner Zellen und den Mecha-
nismen, wie diese Genprogramme festgelegt und ausgeftihrt werden. Funktionelle
Multi-Omics-Daten ermoglichen die Betrachtung biomedizinischer Fragen mit
einer nie zuvor erreichten Auflésung und ebnen damit den Weg fiir ein prazises
Verstandnis der Mechanismen der Genregulation. Die Komplexitat der generierten
Daten stellt die Einzelzell-Bioinformatik jedoch vor gro3e Herausforderungen, da
unterschiedliche Datentypen (mit unterschiedlichen Dynamikbereichen) integriert
und analysiert werden mussen.

1.5 EINZELZELLANALYSEN UND ENTWICKLUNGSBIOLOGIE

Studien im Bereich der Entwicklungsbiologie werden in hohem MafBe von der
Verwendung der Einzelzell-(Multi-)Omics profitieren. Die Auflésung auf Einzel-
zellebene bietet einen neuartigen umfassenden Uberblick Gber Anderungen des
Zellprogramms und deren dynamische Anpassung wahrend der Entwicklung. Es
ist wahrscheinlich, dass Einzelzelldaten unsere derzeitige Sicht auf (stochastische
und gerichtete) Mechanismen, die Differenzierungsprozesse vorantreiben, sowie
moglicherweise auch unsere (eher statische und auf Vorwissen basierende) Sicht
auf die Definition von Zelltypen veréandern. Sie werden sicherlich auch unser
Verstandnis daflr verbessern, wie Zellen sich an veréanderte Umweltbedingungen
anpassen.

Far Planarien (Strudelwlrmer; Cao et al., 2017), frihe Mausembryonen (Peng
et al., 2016; Mohammed et al., 2017) und Drosophila-Larven (Taufliegenlarven;

16 Chromatin ist ein Komplex aus DNA und begleitenden Proteinen. Dabei ist die DNA um die
sogenannten Histon-Proteine gewickelt und in sich verdrillt. Der Grad der Verdrillung (Kon-
densation) beeinflusst die Zuganglichkeit des Chromatins fur weitere Proteine, die etwa Gene
aktivieren oder inaktivieren kénnen. Die DNA-Methylierung ist eine biochemische Modifizie-
rung der DNA, die sich auf das Bindeverhalten regulatorischer Proteine und auf die Chroma-
tin-Konformation auswirkt und so die Genexpression beeinflusst.
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Karaiskos et al., 2017) wurden erste eindrucksvolle Beispiele fiur ,, Karten des Ent-
wicklungsschicksals” erstellt. Diese Daten liefern Einblicke in dynamische Ver-
anderungen zelluldrer Programme, die in kurzen Phasen selbst-reorganisieren-
der Prozesse auftreten (z. B. wahrend der Gastrulation). Sie ermdglichen es, die
Bildung und Organisation von Zellen wahrend der Entwicklung zum Beispiel des
Gehirns, der Niere, des Herzens usw. raumlich und zeitlich zu verfolgen und die
vorprogrammierten und stochastischen Mechanismen zu identifizieren, die die
Diversifikation und Differenzierung der Zellen (z.B. bei der frihen Saugetier-
entwicklung) antreiben. Es wurden komplexe Rechenmodelle etabliert, um die
Dynamik der Entwicklungstrajektorien von Zelllinien abzuleiten und zellulare
Verédnderungsablaufe, die die Zelltypentwicklung festlegen, zu verfolgen. In
Kombination mit genetischer Markierung oder einer Uberlagerung mit mikro-
skopischen Referenzdaten ermoglichen solche hochauflésenden Omics-Daten
ein tiefgehendes Verstandnis der Mechanismen, die die raumliche und zeitliche
Organisation von Entwicklungsibergéngen in verschiedenen Organismen regu-
lieren. Diese Aspekte werden im Kapitel 2 von Junker, Popp und Rajewsky sowie
im Kapitel 4 von Aliee, Sacher und Theis naher erlautert.

1.6 EINZELZELLANALYSEN IN DER KRANKHEITSFORSCHUNG

Die Zusammensetzung und relative Lokalisierung von Zellen in einem Gewebe
bzw. Organ sind wichtige Parameter, um deren physiologische Funktionen in
Zusammenhang mit der naturlichen Organfunktion, der Homdostase, dem Altern,
der Regeneration, aber auch mit Krankheiten zu verstehen. Einzelzell-Omics bieten
einen unvoreingenommenen' Ansatz, um den genauen Zusammenhang zwischen
der Zellzusammensetzung und der Organbiologie zu untersuchen. Daruber hin-
aus lassen sich die Folgen einer lokalen Funktionsstérung von Zellen im Organ
verfolgen, zum Beispiel bei Prozessen, die zu Verletzungen, Narbenbildung,
Fibrose (Vermehrung von Bindegewebe), Steatose (Verfettung) usw. fuhren.
Die Einzelzellanalyse wird es erméglichen, Veréanderungen in der Zellzusammen-
setzung, die in pathologischen Situationen wie abnormaler Organentwicklung,
Autoimmunerkrankungen, chronischen Krankheiten oder Krebs auftreten, direkt
zu untersuchen. Die Bestimmung der zelluldren Heterogenitat in Tumoren oder in
einzelnen Leukamiezellen er6ffnet eine neue diagnostische Ebene zur Bestimmung
der Herkunft, Progression und Heterogenitat des Tumors fir eine genauere,

17 ,Unvoreingenommen” bedeutet in diesem Zusammenhang, dass Forschende Ergebnisse er-
langen kénnen, ohne die Bandbreite moglicher Ergebnisse durch eigene, der Durchfuhrung
des Experiments vorangehende, Hypothesen einschranken zu mussen.
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tumorspezifische Diagnose und bessere Vorhersagen fur den erfolgreichen Einsatz
therapeutischer MaBnahmen. Aschenbrenner, Mass und Schultze gehen in Kapitel 3
naher hierauf ein. Die umfangreichen medizinischen Anwendungsmaoglichkeiten
der Einzelzellanalyse lassen dabei auch die Frage aufkommen, inwiefern dieses
Arbeitsfeld ethische Fragen aufwirft. Dieser Aspekt wird in Kapitel 6 von Fangerau,
Marx-Stolting und Osterheider untersucht.

1.7 HERAUSFORDERUNGEN UND GRENZEN DER EINZELZELLTECHNOLOGIEN

Wie bei allen neuen technologischen Entwicklungen sind auch Einzelzellanalysen
mit technischen und konzeptionellen Herausforderungen verbunden. Heraus-
forderungen fur die breite und routinemaBige Anwendung stellen insbesondere
Schwierigkeiten der Vorbereitung von Einzelzellsuspensionen aus komplexen
Geweben dar sowie Einschrankungen, RNA oder DNA (aber auch Lipide und
Proteine) in ausreichender Menge und qualitativ hochwertig aus Einzelzellen
gewinnen zu kénnen (siehe Muller-Réber, Kapitel 5, zur weiteren Erérterung
dieses Problems in Bezug auf Pflanzenzellen). Physikalische Einschrankungen wie
Schwierigkeiten, bestimmte Zelltypen zum Beispiel in Gehirngeweben zu verein-
zeln, kdnnen Experimente stark beeintrachtigen. Neue Ansatze zur Verwendung
isolierter Kerne und zur Analyse neugebildeter RNA kénnen einige dieser Pro-
bleme Uberwinden (Krishnaswami et al., 2016) und sogar die Untersuchung von
Krankheiten wie Alzheimer in konservierten Post-mortem-Geweben ermdéglichen
(siehe auch Aschenbrenner, Mass, Schultze, Kapitel 3).

Fur die Interpretation von Multi-Omics-Einzelzelldaten und deren Modellierung
wird es wesentlich sein, Parameter auf Einzelzellebene zu erschlieBen, die nicht
ausschlieBlich auf Nukleinsauren basieren, sondern auch das Vorhandensein von
Proteinen, Lipiden und Stoffwechselprodukten in einer Zelle im Blick zu haben.
Erste experimentelle Erfolge, die zeigen, dass dies leistbar ist, wurden bereits
veroffentlicht, jedoch bleiben die technischen Méglichkeiten einer umfassen-
den Darstellung von Proteom- und Metabolom- sowie Lipidomspektren aus
Einzelzellen noch immer sehr eingeschrankt (Duncan et al., 2019; Marx, 2019;
Pasarelli et al., 2019).

Da sich Einzelzellanalysen auf Methoden stitzen, die Zellen nach ihren Ahnlich-

keiten in Expressionsprofilen gruppieren, ist es wichtig zu kontrollieren, ob die
erhaltenen Gruppen und Muster das erwartete und vollstandige Zellspektrum in
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der Ausgangs-Einzelzellsuspension reprasentieren. Bei vielen Anwendungen, ins-
besondere beim Nachweis seltener Zellen, muss auch die Effizienz bei der Gener-
ierung einer Einzelzellbibliothek und bei der Sequenzierungstiefe bertcksichtigt
werden, da diese Anwendungen Ublicherweise mit hohen Vorbereitungs- und
Sequenzierungskosten verbunden sind. Dartber hinaus mussen experimentelle
und bioinformatische Standards festgelegt werden, um eine Uberinterpretation
der NGS-Daten einzelner Zellen zum Beispiel aufgrund von technisch bedingten
Ausfallen' einzelner Gensignaturen zu vermeiden (Van den Berge et al., 2018).
SchlieBlich erfordert die Identifizierung und biologische Interpretation gruppierter
Zellen bestimmte Vorkenntnisse, fur die Schatzung der Zellzusammensetzung, zum
Beispiel eine ungefdhre Kenntnis der Anzahl der Zelltypen, und fur die raumliche
Rekonstruktion eine Orientierung durch zellspezifische ,,Marker- bzw. Anker-Gene”
(siehe Aliee, Sacher, Theis, Kapitel 4). Neue und alte Ansatze mussen (weiter-)
entwickelt werden, um diesem Bedarf gerecht zu werden.

1.8 SCHLUSSBEMERKUNG

Einzelzell-Omics sind ein schnell wachsender und duBerst wichtiger Bereich der
funktionellen Genomik. lhr breites Anwendungs- und Datennutzungsspektrum
wird die moderne Biologie und Medizin revolutionieren, in vielen Aspekten berei-
chern und in eine neue, tiefgreifend molekulare Richtung fuhren. Konzepte der
Zell- und Systembiologie werden tiefer ergriindet und teilweise in neuem Licht
betrachtet werden. NGS-basierte Einzelzelldaten werden nahezu jedes biologi-
sche Forschungsfeld beeinflussen: von der grundlegenden Zellbiologie bis zur
Entwicklungsbiologie, von der Physiologie bis zur Pathologie, von der Taxonomie
bis zur Okologie. Fur die Medizin ist die Einzelzelldiagnostik eines der heiBes-
ten aufstrebenden Gebiete in der personalisierten Medizin mit einem hohen
Potenzial, die Prazisionsdiagnostik auf eine neue Ebene zu heben. Der Erfolg der
Einzelzellanalyse hangt dabei in hohem MaBe von der Entwicklung neuartiger
experimenteller und bioinformatischer Losungen ab. Die Kernstrukturen fur eine
solche Entwicklung sind gegeben, erfordern aber eine standige Investition und
Anpassung.

18 Ausfall bedeutet in diesem Zusammenhang, dass Transkripte aus technischen Grinden nicht
nachgewiesen werden, z.B. unter anderem durch ineffizientes Umschreiben von RNA in cDNA.
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