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J. Philipp Junker, Christian Popp, Nikolaus Rajewsky

2. EINZELZELLGENOMIK VERANDERT DIE ENTWICKLUNGSBIOLOGIE

2.1 EINFUHRUNG

Neue Entwicklungen in der Einzelzellgenomik verandern seit einigen Jahren die
Entwicklungsbiologie grundlegend. Forscher haben schnell das Potenzial der
Einzelzell-Transkriptomik' fur eine systematische Identifizierung von Zelltypen
erkannt, was eine groBe Verbesserung gegentber den zuvor verwendeten
Ansatzen darstellt, die beispielsweise auf der Morphologie (also auf der Struktur
und Form) von Zellen basierten oder mit einer nur geringen Zahl von Markergenen
durchgefuihrt wurden. Neue, umfassende Zelltypatlanten basierend auf Einzel-
zellgenomik sind eine tberaus wertvolle Ressource fiur die Wissenschaft, da sie
beispielsweise eine systematischere Analyse der Auswirkungen von Mutationen
ermoglichen, indem sie zeigen, in welchem Zelltyp das mutierte Gen exprimiert
wird (Projekte: Human Cell Atlas, Tabula Muris oder Fly Cell Atlas, die zum Ziel
haben, alle Zelltypen des jeweils untersuchten Organismus basierend auf Einzelzell-
Transkriptomik zu identifizieren).? Allerdings bewegen sich aktuelle Arbeiten im
Bereich der Einzelzellgenomik, wie im Folgenden néaher erlautert wird, tber die
Zelltypidentifizierung hinaus in Richtung funktionale Informationen Uber die
Auswirkungen von Stérungen, den Ursprung von Zelltypen, Differenzierungspfade
sowie raumliche Architektur von Geweben und Mechanismen der Genregulierung
(Griffiths et al., 2018). Aufgrund ihrer genetischen Zuganglichkeit, ihrer hochgradi-
gen experimentellen Reproduzierbarkeit und des detaillierten Wissens tber wich-
tige Entwicklungsmechanismen, das in jahrzehntelanger Forschung angesammelt
wurde, dienen die entwicklungsbiologischen Modellorganismen aktuell haufig als
Startpunkt fr neue experimentelle und rechnerische Methoden, die dann spater
auf Krankheitsmodelle oder Proben menschlicher Patienten angewendet werden
kénnen. Die Einzelzell-Transkriptomik ist bei Weitem die fortgeschrittenste der

1 Transkriptomik ist die Untersuchung der Gesamtheit aller Transkripte (RNA-Abschriften
der DNA) innerhalb einer Zelle und erméglicht Rickschlusse dartber, welche Gene in einer
bestimmten Zelle exprimiert sind.

2 Bei allen diesen Projekten geht es um die Erstellung von Referenzkarten aller Zellen des
untersuchten Organismus (z.B. Mensch, Maus, Fliege). So ist es das Ziel des Human Cell Atlas,
,umfassende Referenzkarten aller menschlichen Zellen (der grundlegenden Einheiten des Le-
bens) zu erstellen, als Grundlage fiur ein Verstandnis fur die menschliche Gesundheit und fur
die Diagnostik, Uberwachung und Behandlung von Krankheiten”. Siehe unter: https://www.
humancellatlas.org/ [24.06.2019].
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sogenannten Einzelzell-Omics-Technologien und wird somit den groBten Teil dieses
Kapitels ausmachen, das einen Uberblick Uber die aktuellen Entwicklungen zur
Einzelzellgenomik in der Grundlagenforschung liefert. Allerdings entwickeln sich
auch Einzelzellmessungen anderer Parameter, insbesondere die Proteomik und
DNA-Methylierung sowie die Messung offenen Chromatins,? schnell und werden
hier ebenfalls behandelt.

2.2 STORUNGSANALYSE IN ENTWICKLUNGSMODELLSYSTEMEN

Entwicklungsmodelle, die zur Einzelzellanalyse haufig herangezogen werden, sind
klassische Tiermodellorganismen wie Fruchtfliegen, Zebrafische und Méause, die
sich besonders gut fur genetische Studien eignen.* Eine wichtige neuere Ergéanzung
hierzu sind aus humanem Material von Patienten gewonnene Organoide,® die
erstmals menschliches Gewebe fur Genveranderungen zugénglich machen (Camp/
Treutlein, 2017). Dies ist etwa bei humanen Hirnorganoiden von besonderer
Bedeutung, da die einzigartigen Eigenschaften des menschlichen Gehirns im
Tiermodell nur schlecht wiedergeben werden kénnen. Die Einzelzellanalyse ermég-
licht Studien zur Auswirkung genetischer Stérungen auf Entscheidungen Gber das
Zellschicksal. Dies wird bereits regelmaBig in Vergleichen zwischen Wildtypen
und mutierten Tieren durchgefiihrt, oder auch in einer aktuellen Publikation zur
frihen mesodermen® Spezifizierung durch die Analyse von Mosaiktieren (Pijuan-
Sala et al., 2019). In dieser Studie haben die Autoren einen chimaren Mausembryo
aus Wildtyp- und Tal1”~-Zellen geschaffen, der einen direkten Vergleich des

3 Proteomik bezieht sich auf die Untersuchung der Gesamtzahl der in einer einzelnen Zelle
nachgewiesen verschiedenen Proteine. Die DNA-Methylierung ist eine biochemische Modi-
fizierung von DNA, die sich auf den Zustand des Chromatins (Komplex aus DNA und den
zugehorigen Proteinen) auswirkt, der wiederum die Genexpression reguliert und beeinflusst.
Offenes Chromatin meint die Teile des Genoms, die regulatorische Proteine binden kénnen.
Diese Regionen sind typischerweise an der Kontrolle der Genexpression beteiligt.

4 In sog. Stérungsstudien (,perturbation studies”) werden spezifische Gene unterbrochen, um
die Auswirkung dieser Storung auf die Entwicklung der jeweiligen Zelle untersuchen zu kén-
nen. Daraus lasst sich die Funktion des Gens ableiten.

5 Organoide sind dreidimensionale Stammzellkulturen, die auf der funktionalen Ebene Orga-
nen gleichen. Sie sind mehrzellige Einheiten, kénnen dreidimensionale Strukturen bilden und
zeigen Funktionen, die typisch sind fur das nachgeahmte Organ (Bartfeld/Clevers, 2018).

6 Keimblatter bestehen aus verschiedenen Zellschichten im Embryoblasten, die sich fortlaufend
ausdifferenzieren und wahrend der Embryonalentwicklung unterschiedliche Gewebe und
Organe hervorbringen. Die drei Keimblatter nennt man Endoderm (Innenschicht), Ektoderm
(AuBenschicht) und Mesoderm (Mittelschicht). Aus dem Mesoderm bilden sich unter anderem
Blut, Muskeln und Knochen.
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Differenzierungspotenzials des Wildtyps und der mutierten Zelle in demselben
Tier ermoglichte.”

Uber die klassischen genetischen Stérungen hinaus kann die Einzelzellanalyse auch
in idealer Weise die molekularen und zellularen Auswirkungen anderer Stérungen
analysieren. Ein besonders beeindruckendes Beispiel fur diese Art der Anwendung
ist die Regeneration von GliedmaBen beim Axolotl nach deren Amputation. In
einer diesbezlglichen Studie konzentrieren sich Gerber et al. (2018) auf die Identi-
fikation der Zelltypen, die vorlbergehend an der Verletzungsstelle erscheinen, um
die Skelettregeneration in Gang zu bringen. Durch die Kombination der Einzel-
zellanalyse mit der Verfolgung der genetischen Abstammung nach Brainbow
(einer Methode, bei der einzelne Zellen mit fluoreszierenden Proteinen gefarbt
werden) fanden sie heraus, dass es keine bereits existierenden Stammzellen gab.
Stattdessen beobachteten sie, dass eine heterogene Zellpopulation (sogenannte
Fibroblasten) stammzellartige Eigenschaften annahm und sich in Vorlauferzellen
fur die neu zu bildenden Skelettelemente entwickelte.

Seit einigen Jahren ist ein vermehrtes Forschungsinteresse an neuen Modell-
organismen zu beobachten, was vor allem daher rihrt, dass die Einzelzell-
Transkriptomik die Identifizierung von Zelltypen und Differenzierungspfaden
deutlich erleichtert hat. Daneben steht mit dem Aufkommen von Gene-Editing
durch CRISPR/Cas9® ein einfaches Hilfsmittel zur Verfigung, um transgene Tiere
vieler Arten zu produzieren. Neben der oben genannten Arbeit am Axolotl sind
weitere interessante Beispiele Evolutionsstudien an Ringelwirmern und an der
Seeanemone Nematostella (Achim et al., 2018; Sebé-Pedros et al., 2018). Diese
Projekte beginnen, zusammen mit neuartigen Computermethoden zum Vergleich
von Einzelzelldatensatzen unterschiedlicher Spezies, zunehmend interessante
Einblicke in die Entwicklung von Zelltypen zu gewahren.

Die Kombination aus Einzelzellgenomik und CRISPR/Cas9-Genome-Editing hat
nicht nur zu gesteigertem Interesse an neuen Modellsystemen gefuhrt, sondern
inspiriert auch die Methodenentwicklung in anderen Bereichen wie zum Beispiel

7 Mosaiktiere bestehen aus mindestens zwei unterschiedlichen Zellpopulationen mit unter-
schiedlichem Chromosomengehalt. Der beschriebene chimédre Mausembryo ist so ein Mosaik
aus normalen Zellen (,Wildtyp”) und sogenannten Tal17/--Zellen, denen der Transkriptionsfak-
tor Tal1 auf beiden Chromosomen fehlt. Tal1 (die Abklrzung steht fur ,T-cell acute lympho-
cytic leukemia protein 1”) spielt eine Rolle in der Regulierung von Genen, die mit Leukamie in
Zusammenhang stehen.

8 CRISPR/Cas ist eine Methode zur Bearbeitung von Genen durch Einschnitte an bestimmten
vordefinierten Stellen im Genom, die von Guide-RNA identifiziert werden.
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Perturbation Screening und Lineage Tracing® (wobei auf Letztere im Folgenden
naher eingegangen werden soll). Bei CRISPR-Screens wird Cas9 in kultivierte Zellen
eingebracht, zusammen mit einer Vielzahl sogenannter ,single guide RNAs”
(sgRNAs),"® die auf unterschiedliche Gene abzielen. Eine Auslesung durch Einzelzell-
Transkriptomik ermdglicht dann eine Verbindung der Aktivitat einer spezifischen
sgRNA mit Veranderungen in der Genexpression (Dixit et al., 2016; Jaitin et al.,
2016; Datlinger et al., 2017). Diese Methoden sind zwar aktuell noch auf kultivierte
Zellen beschrankt und noch nicht anwendbar auf Entwicklungsmodellsysteme,
aber sie versprechen viel fur die systematische Identifizierung genregulierender
Netzwerke.

2.3 RAUMLICHE INFORMATIONEN

In Geweben und Organen sind Zellen in speziellen rdumlichen Strukturen angeord-
net, die fur deren ordnungsgemaBe Funktion notwendig sind. AuBerdem werden
Zellen stark von ihrer Umgebung beeinflusst (z.B. die Umgebung von Stammzellen,
sog. Stammzellnischen) sowie von den Signalen, die sie sich untereinander zusen-
den. Die Einzelzellgenomik erfordert typischerweise allerdings eine Trennung
der Proben in eine Einzelzellsuspension, sodass bei den meisten Ansatzen alle
Informationen Uber die raumliche Anordnung verloren gehen. Aktuell konzent-
riert man sich in der akademischen Welt wie auch in der industriellen Forschung
stark darauf, die raumlichen Informationen bei der Einzelzellanalyse zu erhalten.
Entsprechende Ansatze kdnnen grob in drei Kategorien unterteilt werden:

1. Methoden, die zusatzliche raumliche Informationen nutzen, die in der
Mikroskopie erfasst wurden. Wenn die rdaumlichen Expressionsmuster zell-
typspezifischer Markergene bekannt sind, dann kénnen Zellen nach diesen
Orientierungsgenen ausgerichtet werden (Satija et al., 2015; Karaiskos et al.,
2017). Interessanterweise haben die Labore von Rajewsky und Friedman kuirz-
lich gezeigt, dass die raumlichen Expressionsmuster gréBtenteils aus ersten
Prinzipien abgeleitet werden kénnen, auch ohne zuséatzliche Informationen,

9 Pertubation Studies untersuchen systematisch den Einfluss von Stérungen der Genexpression
(z.B. durch gezieltes Editieren, Ausschalten bzw. Uberexprimieren von Genen) auf den Pha-
notyp und die Entwicklung von Zellen. Als Lineage Tracing bezeichnet man die Untersuchung
aller Nachkommen einer Zelle. Die beiden Methoden kénnen auch miteinander kombiniert
werden.

10 ,Single guide RNA" (,ribonucleic acid“; Ribonukleinsaure) lenkt Cas9 an die Stelle, an der geschnit-
ten werden soll.

26



da die meisten Gene in einfachen Mustern mit glatten Ubergdngen exprimiert
werden (novoSpaRc").

2. Andere Methoden nutzen die Mikroskopie-basierte Detektion von Gen-
expression mit raumlicher Auflésung (FISH™?). Da diese mikroskopischen
Methoden nur eine geringe Zahl von Genen nachweisen kénnen, werden
mehrere Runden von Experimenten benétigt, um Hunderte von Genen zu
detektieren. Kurzlich wurde dieser Ansatz zum ersten Mal auf die Ebene des
gesamten Transkriptoms gehoben (Eng et al., 2017). Ein wichtiger Vorteil dieser
bildbasierten Techniken ist deren viel hohere Transkript-Erkennungsrate als
bei sequenzbasierten Ansatzen, da sie auf Hybridisierung und nicht auf der
oft ineffizienten reversen Transkriptionsreaktion beruhen. Dennoch sind diese
Methoden noch immer arbeitsaufwendig im Aufbau und zeitaufwendig in der
Durchfuhrung.

3. Zudem gibt es neuartige Methoden, bei denen molekulare Barcodes (in Form
kurzer DNA-Sequenzen) raumliche Informationen direkt in Gewebeschnitten
codieren. Diese Ansatze basieren entweder auf Abfolgen von Primern™ mit
Barcodes fur die reverse Transkription, die auf eine Oberflache aufgebracht
werden (Stahl et al., 2016), oder auf Kugelchen mit Barcodes, die auf einer
Oberflache positioniert werden (Rodriques et al., 2019).

2.4 ZEITLICHE INFORMATIONEN - PSEUDOTEMPORALE ORDNUNG

Neben der raumlichen Information gibt es eine weitere groBe Herausforderung in
der Einzelzellgenomik, die Aufnahme zeitlicher Informationen. Da Zellen wéahrend
der Sequenzierung zerstért werden, ist es nicht moglich, Veranderungen in ihrer
Expression sowie Entscheidungen Uber ihr Schicksal in Echtzeit nachzuverfolgen.
Wenn aber die Anzahl Zellen in einer Probe groB genug ist, dann kénnen auch

11 novoSpaRc ist eine Rechenmethode zur Vorhersage von Lokalisierungen einzelner Zellen
im Raum allein durch die Nutzung von Daten aus Einzelzell-RNA-Sequenzierung. Abstéande
einzelner Zellen im Expressionsraum werden dabei in deren physische Abstande im Gewebe
Ubertragen.

12 FISH ist eine Technik, bei der die spezifische Bindung bestimmter Zielgene bzw. ihrer Tran-
skripte an Nukleinsauresequenzen genutzt und durch fluoreszierende Marker sichtbar ge-
macht wird. Diese Fluoreszenz erlaubt Ruickschltsse auf das Vorhandensein und ggf. die raum-
liche Verteilung der Nukleinsauren in der Probe.

13 Primer sind Oligonukleotide, also kurze Schnipsel aus DNA oder RNA (bis ca. 30 Basen lang),
die als Ausgangspunkt fur die Synthese von DNA oder RNA durch bestimmte Enzyme (Polyme-
rasen) dienen.
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vorUbergehende (und somit seltene) Zustande im Datensatz erkannt werden. Somit
ist es moglich, Zellen entlang einer abgeleiteten, sogenannten pseudotemporalen
Trajektorie ' anzuordnen (Moignard et al., 2015; Setty et al., 2016; Haghverdi et
al., 2016; Kester/van Oudenaarden, 2018). Fur kurzfristige Prozesse, die konti-
nuierlich ablaufen (wie z. B. Hdmatopoese), kann so der gesamte Vorgang der
transkriptionellen Verénderungen in einem einzigen Experiment erfasst und per
Computer rekonstruiert werden (siehe Aliee, Sacher, Theis, Kapitel 4).

Waéhrend mit den Methoden der pseudotemporalen Ordnung von Einzelzell-
Transkriptomen Zellen effizient entlang kontinuierlicher Trajektorien geord-
net werden, geht die Richtung des Differenzierungsvorgangs aus den Daten
allein nicht eindeutig hervor. La Manno et al. (2018) haben kurzlich die RNA-
Geschwindigkeitsanalyse vorgestellt, eine Rechenmethode, bei der die Richtung
im Genexpressionsraum, in die Zellen sich bewegen, basierend auf ungesplice-
ten vs. gespliceten’ (d.h. ,neuen” vs. ,alten”) Transkriptmolekulen abgeleitet
wird. Eine weitere neue Methode, um in die unmittelbare Zukunft von Zellen zu
blicken, ist die metabolische Markierung von RNA (Hendriks et al., 2018; Erhard
et al., 2019), durch die, basierend auf Markierungen, die experimentell in einem
vorgegebenen Zeitfenster in RNA-Molekule eingebracht werden, alte von neuen
Molekulen getrennt werden kénnen.

Trotz der relativen Neuartigkeit der pseudotemporalen Ordnung gibt es bereits
zahlreiche biologische Anwendungsbereiche. Dazu gehéren eine vollstandige
Differenzierungstrajektorie fur Planarien (Plass et al., 2018) sowie eine Studie,
die Uberginge zwischen Venen und Arterien in der koronaren Entwicklung
bei der Maus aufgezeigt hat (Su et al., 2018). In erweiterten Ansatzen werden
Einzelzell-Transkriptome in unterschiedlichen Entwicklungsstadien gemessen und
anschlieBend mit dem Computer die verschiedenen Zeitpunkte zu kontinuierlichen
Trajektorien verbunden (Farrell et al., 2018; Wagner et al., 2018).

14 Fur die pseudotemporale Analyse (Pseudozeitanalyse) werden die sequenzierten Zellen nach
Ahnlichkeit ihres Transkriptoms geordnet. Die daraus resultierende Folge an Einzelzell-Tran-
skriptomen wird als , Trajektorie” (Entwicklungsverlauf) bezeichnet und als zeitliche Abfolge
von Zellzustanden interpretiert, d.h. als gradueller Ubergang vom Stammzellenstadium hin
zur differenzierten Zelle.

15 Nach der Transkription durchlauft die RNA Modifizierungen, die zu deren Reifung fihren.
.Splicing” ist der Vorgang, bei dem bestimmte Teile der Original-RNA (Introns) ausgeschnit-
ten und entsorgt werden, wahrend die verbleibenden Teile (Exons) zu einer reifen RNA ver-
bunden werden.
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2.5 ZEITLICHE INFORMATIONEN - ABSTAMMUNGSANALYSE
MIT HOHEM DURCHSATZ

Wahrend die pseudotemporale Ordnung und die metabolische RNA-Markierung
kurzfristige zeitliche Informationen liefern, waren Informationen tiber Verhaltnisse
zwischen Zellen Uber langere Zeitrdume wiinschenswert — Uber Tage, Monate,
ja sogar Jahre. Der Bereich der Abstammungsverfolgung macht sich schon lange
visuelle Marker (z.B. Fluorophore) zunutze, um Zellen zu markieren und nachzuver-
folgen. In neuerer Zeit ist es mit dem Aufkommen der Einzelzellgenomik méglich
geworden, die enorme Informationsspeicherkapazitat des Genoms zu nutzen,
um die Abstammungsverbindungen von Zellen zu bestimmen. Sequenzbasierte
Methoden zur Abstammungsanalyse fallen grob in zwei Kategorien: solche, bei
denen naturlich vorkommende Mutationen genutzt werden, und solche, bei denen
das Genom aktiv modifiziert werden soll.

In der Theorie sind naturlich vorkommende somatische Mutationen (wie z.B.
Einzelnukleotidvariationen oder Variationen in der Anzahl Kopien) leistungsstarke
Abstammungsmarker, die in der Sequenzierung ausgelesen werden kénnen. Da die
Abstammungsnachverfolgung anhand somatischer Mutationen nicht invasiv ist und
keine kontinuierliche Beobachtung erfordert, ist sie ideal zur Untersuchung huma-
ner Proben geeignet. In den letzten Jahren wurde diese Strategie in Pionierstudien
far frihe Entscheidungen Uber embryonische Abstammung Ubernommen. An
Organoiden aus einzelnen Mauszellen (Behjati et al., 2014) und in groBen Mengen
analysierten Humanblutproben (Lodato et al., 2015) haben Analysen somatischer
Mutationen eine Rekonstruktion friher embryonischer Abstammungsbaume
ermdglicht. In einem neueren richtungsweisenden Paper des Walsh-Labors haben
die Autoren nach Genom-Sequenzierung einzelner Zellen Neuronen aus postmor-
talen menschlichen Gehirnen in einen entwicklungsbezogenen Abstammungsbaum
geordnet (Ju et al., 2017). Die generelle Anwendung dieses Ansatzes wird aktuell
aber noch durch die hohen Kosten der Sequenzierung des gesamten Genoms
einer groBBen Anzahl Einzelzellen gebremst. Die Abstammungsnachverfolgung
basierend auf Mutationen in Mitochondrien (die eine viel h6here Mutationsrate
haben) ist eine vielversprechende Alternative zur Abstammungsnachverfolgung
mit hohem Durchsatz bei Menschen (Ludwig et al., 2019).

Solche Ansatze sind zwar ideal fur menschliche Proben geeignet, aber fur Modell-

organismen sind Techniken der Abstammungsnachverfolgung basierend auf expe-
rimenteller Modifikation normalerweise die bessere Wahl, weil dabei eine bessere
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Kontrolle méglich ist. Experimentell kontrollierte Genommodifikationen zur
Abstammungsnachverfolgung sind per Rekombination durch synthetische Cre/lox-
Kassetten' (Pei et al., 2017) oder mit der CRISPR/Cas9-Technologie mdglich.
Abstammungsnachverfolgung mit hohem Durchsatz basierend auf CRISPR/Cas9
in Kombination mit Zelltypidentifizierung per Einzelzell-RNA-Sequenzierung
wurde kurzlich an Zebrafischen (Alemany et al., 2018; Raj et al., 2018; Spanjaard
et al., 2018) und Mausen (Kalhor et al., 2018; Chan et al., 2019) durchgefuhrt. Es
bleiben zwar viele experimentelle und rechnerische Herausforderungen bestehen,
aber die CRISPR/Cas-Methode zur Abstammungsnachverfolgung ist als genereller
Ansatz zur Identifizierung des entwicklungsbezogenen Ursprungs von Zelltypen
und fur Einblicke in Mechanismen zelltypabhangiger Erkrankungen besonders
vielversprechend.

2.6 MESSUNG ANDERER PARAMETER ALS RNA

Wie bereits erwahnt, ist die RNA-Sequenzierung die am weitesten entwickelte
Technologie in der Einzelzellgenomik. Aber Messungen anderer Parameter sind auf
dem Vormarsch, insbesondere die Messung offenen Chromatins, DNA-Methylierung
und Einzelzellproteindetektion. Einzelzell-ATAC-Sequenzierung (scATAC-seq), eine
neue Methode zur Messung offenen Chromatins, kann inzwischen dank neuer
Protokolle zum Einfigen von DNA-Barcodes in einzelne Zellen routinemaBig an
Tausenden von Zellen durchgefiihrt werden. Zu den Anwendungsméglichkeiten
gehoren Atlanten zur Zuganglichkeit von Chromatin bei Mausen (Cusanovich/Hill
et al., 2018) und in der Entwicklung von Drosophila (Cusanovich/Reddington et
al., 2018). In einer bemerkenswerten neueren Publikation haben Yoshida et al.
(2019) Epigenom- und Transkriptommessungen an 86 primaren Immun-Zelltypen
aus der Maus generiert und dadurch wichtige Erkenntnisse dartiber gewonnen,
welche Mechanismen der Genregulation fur die Steuerung von Zelldifferenzierung
im Immunsystem wichtig sind.

Wahrend scATAC-seq von der Wissenschaft schnell angenommen wird, ist
der Einsatz der Einzelzell-DNA-Methylierung bisher beschrankt auf relativ
wenige Labore, was wahrscheinlich vor allem an den hohen Kosten der DNA-
Methylierungsanalyse liegt. Dabei hat sie bereits wichtige Einblicke geliefert,
insbesondere in die frihe Entwicklung. Rulands et al. (2018) haben beispielsweise

16 Cre/lox-Kassetten sind ein System, das Genverdnderungen in bestimmten Zelllinien in
lebenden Tieren ermdéglicht.
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unerwartete Schwankungen im Genombereich in der DNA-Methylierung
beim Austritt aus der Pluripotenz festgestellt. Wichtig ist hier, dass die DNA-
Methylierung bereits erfolgreich mit RNA-Messungen aus denselben Einzelzellen
kombiniert werden konnte (Clark et al., 2018).

Wahrend die Proteindetektion in Einzelzellen im Bereich des vollen Proteoms bis-
her nicht erfolgreich etabliert werden konnte, gibt es bereits duBerst vielverspre-
chende Ansatze zum Nachweis von Protein-Panels: Die Einzelzell-Massenzytometrie
(Bendall et al., 2011) ermoglicht durch den Einsatz von mit Schwermetallen mar-
kierten spezifischen Antikérpern den parallelen Nachweis zahlreicher Proteine
in Einzelzellen. Dafur binden Antikorper gepaart mit bestimmten Isotopen
von Ubergangselementen an ihre Epitope, also an ihre Bindungsstellen an den
zu untersuchenden Proteinen. Einzelne Zellen werden dann vaporisiert und
zu Plasma ionisiert, und elementare lonen werden mithilfe von sogenannter
Flugzeitmassenspektrometrie erkannt.” Ein weiterer Sequenzierungsansatz
ist CITE-seq (Stoeckius et al., 2017), die einen gleichzeitigen Nachweis von mit
Oligonukleotiden markierten Antikorpern und Transkriptom-Messungen in einer
effizienten Einzelzellablesung ermdéglicht.

Mit mehr und mehr Datensatzen auf der Basis unterschiedlicher Messtechniken
wird in diesem Bereich immer deutlicher, dass neuartige Computermethoden
zur Datenintegration erforderlich sind. Dazu gehort u.a. die Abstimmung der
Zelltypen, die durch scRNA-seq and scATAC-seq identifiziert wurden, aber auch
die Entfernung von Unterschieden zwischen scRNA-seq-Datensatzen, die auf
technische Artefakte zurtckzufuhren sind (z.B. Masseneffekte durch Dissozia-
tionstechniken). In letzter Zeit wurden mehrere vielversprechende Computer-
verfahren vorgestellt (Barkas et al., 2018; Butler et al., 2018; Haghverdi et al., 2018).

Die Einzelzellanalyse verandert unser Verstandnis von biologischer Entwicklung.
Mithilfe neuer Methoden und Ansatze haben Entwicklungsbiologen Hilfsmittel
an die Hand bekommen, mit denen sie lang verborgene Geheimnisse in der
raumlichen und zeitlichen Gewebeorganisation luften kénnen. Dieses funda-
mentale Wissen bietet nicht nur eine bessere Sicht auf biologische Prozesse im
gesunden Zustand, es bietet auch Gelegenheit, sich auf Abweichungen von der
Norm zu konzentrieren, die zu Krankheiten fuhren. Im letzten Abschnitt wird die
neue europadische Initiative LifeTime vorgestellt, die die Einzelzellanalyse in die

17 In der Flugzeitmassenspektrometrie wird das Verhaltnis der Masse eines lons zu dessen La-
dung mit Flugzeitmessung bestimmt. lonen werden durch ein elektrisches Feld von bekannter
Starke beschleunigt.
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Lage versetzen soll, unser Versténdnis, die frihe Diagnostik, Uberwachung und
Behandlung verschiedenster Erkrankungen in Richtung Innovation und persona-
lisierte Medizin voranzutreiben.

2.7 LIFETIME: EINE NEUE INITIATIVE BASIEREND AUF EINZELZELLANALYSE

Die Aussagekraft von Einzelzellanalysetechnologien wurde nicht nur kurzlich
von der Fachzeitschrift Science anerkannt, die diese als ,,Durchbruch des Jahres
2018" feierte (Pennisi, 2018), sondern hat auch die Grindung der europaischen
Forschungsinitiative LifeTime inspiriert. Das Konsortium besteht aus Hunderten
von Forschern in 18 europaischen Landern und wird von allen wichtigen europa-
ischen Wissenschaftsakademien, von vielen nationalen Regierungen sowie von
Uber 70 Firmen unterstutzt. Ihr Ziel besteht darin, menschliche Zellen zu begreifen
und zu kartieren, um dann in der Behandlung von Krankheiten bei Patienten
direkt ansetzen zu kénnen. Durch das Ausschopfen des vollen Potenzials von
Einzelzelltechnologien, kinstlicher Intelligenz und individuell gestalteten experi-
mentellen Krankheitsmodellen (wie Organoiden) mdchten die LifeTime-Forscher
den Krankheitsbeginn besser vorhersagen und Krankheiten durch gezielte Analyse
des patienteneigenen Gewebes behandeln. Um dies erreichen zu kénnen, muss
erst verstanden werden, wie Genome innerhalb von Zellen funktionieren, um zu
entziffern, wie Zellen Gewebe bilden, und die Dynamiken zu identifizieren, die
von einer gesunden Zelle oder vom gesunden Gewebe zu einem pathologischen
Zustand fuhren.

Einzelzelltechnologien bieten eine gute Méglichkeit zur Uberwindung einiger
der grundlegenden Defizite in unseren aktuellen wissenschaftlichen Ansatzen,
zum Beispiel durch die Losung der raumlichen zelluldren Heterogenitat oder
die Erfassung zellularer Veranderungen im Laufe der Zeit. Wichtig ist, dass die
Erfindung und Nutzung neuer Computer-Tools und kiinstlicher Intelligenz von
entscheidender Bedeutung fur das Erreichen der Ziele von LifeTime sein werden.
Dadurch wird es erst moglich sein, die generierten Daten zu integrieren und
nicht nur den gesunden Zustand, sondern auch die Ursache und Biologie von
Krankheiten zu verstehen. Die Verbesserung experimenteller Krankheitsmodelle
durch die Anwendung neuer Technologien in der Genommodifikation und
Zellumprogrammierung wird es den LifeTime-Forschern méglich machen, Genome
und Zellen aus Patientengeweben zu verandern.
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Zur Erleichterung der Profilierung mehrerer Schichten der Genomregulierung —ein
wichtiger Schritt hin zu den Zielen von LifeTime — mussen auch Einzelzell-Multi-
Omics und Bildgebung weiterentwickelt und integriert werden (z.B. Transkriptom,
Epigenom, Metabolom, Proteom etc.). AuBerdem werden starke BemUhungen in
der experimentellen Skalierung nétig sein, um den erforderlichen Probendurchlauf
mit der richtigen analytischen Auflésung zu erreichen. Angesichts der Erfahrung
mit der Entwicklung anderer Technologien in der Vergangenheit (z.B. DNA-
Sequenzierung) kénnen innerhalb von einigen Jahren adaquate Fortschritte und
damit einhergehende signifikante Kostensenkungen erwartet werden. Tatsachlich
ist dies bei einigen Einzelzelltechnologien bereits heute der Fall, die aktuell mit
Millionen von Zellen pro Probe arbeiten.

Weitere Entwicklungen werden auch bei anderen Technologiesaulen erforderlich
sein, auf denen LifeTime aufgebaut ist — nicht zuletzt an der Schnittstelle zwischen
technologischen Bereichen. Manche sind naturgeméaB eng miteinander verbunden
wie zum Beispiel die Anpassung rechnerischer und statistischer Techniken an die
Skalierung und Integration von Einzelzell-Multi-Omics. Auch werden mit dem
Aufkommen detaillierter molekularer und raumlicher Zellreferenzkarten neue
Machine-Learning-Tools nétig sein, um die Integration von Patiententrajektorien
zu erleichtern und den Krankheitsweg des Patienten anhand elektronischer
Krankenakten vorhersagen zu kénnen. AuBerdem wird es notwendig sein, neue
Computermethoden zu entwickeln, um mechanistisch zu verstehen, was den
Transkriptionszustand einer Zelle vorantreibt und letztlich, was dessen prazise
Funktion im Zusammenhang mit einem spezifischen Gewebe ist (siehe Aliee,
Sacher, Theis, Kapitel 4). Dieses verbesserte Wissen um Ursache und Wirkung
in zellularen Regulierungsprofilen wird ein Sprung in Richtung personalisierte
Medizin sein. Mit der Anwendung von patientenabgestimmten Organoiden und
Organ-on-a-Chip-Modellen, die ebenfalls weiterentwickelt und verbessert werden,
mochten die LifeTime-Forschenden die Translation in die Klinik erreichen. Dies
wird den Ubergang von personalisierten experimentellen Krankheitsmodellen
zu aussagekraftigen Vorhersagesystemen vorantreiben.

Das LifeTime-Toolkit aus Methoden und Technologien (LifeTime Technology
Platform) wird fur eine groBe Bandbreite an Erkrankungen nutzbar sein. Dazu
gehoren neurologische Erkrankungen, Infektionskrankheiten, Krebserkrankungen
und viele andere Krankheitsfelder. Die Auswahl der Erkrankungen, die mit der
LifeTime Technology Platform untersucht werden sollen, erfolgt Gber einen inter-
aktiven, transparenten und von Kollegen gepruften Prozess, genannt ,LifeTime
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Launchpad”. Darin wird eine Reihe von Parametern bertcksichtigt, wie zum Beispiel
die Auswirkungen auf die Gesellschaft, die Heterogenitat auf der Zellebene, die
Verfligbarkeit von Zellmodellen, die klinische Machbarkeit etc. Der Mechanismus
bleibt auch wahrend der Umsetzungsphase von LifeTime erhalten, damit neue
Ideen und Gelegenheiten untersucht werden kénnen, sobald sie aufkommen.
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