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reaktion(PCR)-basierte Amplifi kation, iso-
therme Amplifi kation und Hybridverfahren, 
die beide Methoden kombinieren, einteilen. 
Die gängigste Methode zur Amplifi kation 
von DNA aus einer einzelnen Zelle ist die 
mul tiple displacement amplifi cation (MDA). 
Bei der MDA handelt es sich um eine isother-
me Reaktion mit einer High-Fidelity-phi29-
Polymerase. Im Vergleich zu den Standard 
PCR-Polymerasen weist diese eine deutlich 
ge ringere Fehlerrate auf, verfügt über eine 
3‘→5‘-Exonukleaseaktivität und ist in der 
Lage, Fragmente mit einer Länge von >10 kbp 
zu erzeugen. Leider werden Regionen mit 
hohem GC-Gehalt aufgrund der geringen 
Temperatur nicht gut amplifi ziert, was zu 
einer ungleichmäßigen Genomabdeckung 
führt [4]. Darüber hinaus können Artefakte 
wie Chimären und unspezifi sche Produkte 
entstehen, von denen man annimmt, dass sie 
zufällig auftreten, da Sequenzen, die in einer 
MDA-Reaktion überrepräsentiert sind, in 
einer anderen unterrepräsentiert sein kön-
nen. Zur besseren Amplifi kation von Orga-
nismen mit hohem GC-Gehalt kann bei der 
WGA-X-Reaktion eine thermostabilere phi29-
Polymerase verwendet werden [5]. Aller-
dings wird hier über eine geringere Genom-
abdeckung für Organismen mit niedrigem 
GC-Gehalt im Vergleich zur Standard-MDA 
berichtet. In jüngerer Zeit wurde außerdem 
die primäre Template-gesteuerte Amplifi ka-
tion (PTA) entwickelt, bei der Exonuklease-
resistente Terminatoren eingesetzt werden, 
um kleinere Amplikons zu erzeugen [6]. Dies 
begrenzt zum einen die Überrepräsentation 
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ó Die große Mehrheit prokaryotischer 
Spezies ist noch nicht ausreichend erforscht, 
da sie bisher nicht erfolgreich kultiviert 
werden können. Stoffwechsel, Funktionen in 
der Umwelt und biotechnologisches Poten-
zial sind daher oft unbekannt. Wir bezeich-
nen diese Mikroorganismen als mikrobielle 
dunkle Materie (microbial dark matter, MDM) 
[1]. Der Einsatz kultivierungsunabhängiger 
Methoden, wie z. B. der Metagenomik, hat 
unser Verständnis über diese Mikroorganis-
men erheblich verbessert. Aufgrund von 
Stammvariationen sowie der falschen Zuord-
nung von Sequenzen ist es mit bioinformati-
schen Methoden jedoch nach wie vor schwie-
rig, individuelle Genome zuverlässig 
zu sammenzusetzen. Darüber hinaus werden 
stark repetitive Sequenzen oft nicht präzise 
assembliert und 16S-rRNA-Sequenzen sowie 

mo bile genetische Elemente können häufi g 
nicht zugeordnet werden [2]. Daher wurde 
die Einzelzellgenomik (single cell genomics, 
SCG) als ergänzende Methodik entwickelt, 
um die Analyse einzelner Zellen mikrobiolo-
gischer Gemeinschaften zu ermöglichen und 
so unser Wissen über MDM-Taxa zu erwei-
tern (Abb. 1, [3]).

Bei der SCG ist allerdings ein Amplifi ka-
tionsschritt erforderlich (whole genome 
am plifi cation, WGA), um ausreichende Men-
ge an DNA für die Sequenzierung zu gene-
rieren, da eine typische mikrobielle Zelle nur 
wenige Femtogramm (fg) DNA enthält – eine 
Menge, die bislang noch nicht sequenziert 
werden kann. Im Laufe der Jahre wurden ver-
schiedene WGA-Methoden entwickelt und 
verbessert (Abb. 2). Diese Methoden lassen 
sich in die Kategorien Polymerase-Ket ten-

Genomische Methoden

Besser und günstiger: Volumen-
reduktion in der Einzelzellgenomik

˚ Abb. 1: Pipeline für prokaryotische Einzelzellgenomik. A, Probenentnahme und -konservierung. B, spezifi sche oder unspezifi sche Zellfärbung. 
C, Zellsortierung. D, Zelllyse. E, Amplifi kation (WGA). F, Genomsequenzierung. G, bioinformatische Analyse. 
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Spot“ für eine signifi kante Verringerung der 
Amplifi kationsverzerrung und eine Erhö-
hung der Genomabdeckung auf fast 90 % ist. 
Die schlechteren Ergebnisse in den kleineren 
Reaktionsvolumina sind wahrscheinlich auf 
Verdunstung und/oder sterische Hinderung 
der Polymerase zurückzuführen. Um die 
gleich mäßige Verteilung der Abdeckung 
im gesamten Genom zu bewerten, wurden 
die Reads in 10-Kilobasen(kb)-Bins gemittelt 
und ihre Lesetiefen aufgetragen, um die 
Ab deckungs tiefe für jedes Reaktionsvolu-
men zu visualisieren. Die Abdeckung des 
Genoms durch Reads ist in größeren Volumi-
na deutlich unvollständiger. Zum Vergleich: 
WGA-X-Reaktion ermöglichte eine E. coli-
Genomab deckung von <60 Prozent, selbst bei 
∼5× mehr sequenzierten Reads. Geringere 
sowie höhere Volumina führen außerdem zu 
geringeren Sequenziertiefen, da ein größerer 
Anteil Reads während der Qualitätskontrolle 
herausgefi ltert wird, weshalb die resultieren-
den Assemblierungen eine geringere Quali-
tät im Vergleich zur 1,25-μl-Reaktion zeigen. 
Bei 10 μl lagen unsere Assemblierungsab-
deckungen im Bereich der Werte von WGA-X 
in 10-μl-Reaktionen publizierten Werte, was 
zeigt, dass WGA-X auch von einer weiteren 

zufälliger Positionen und verringert zum 
anderen die Fehlerfortpflanzung. Diese 
Methode scheint vielversprechend, um die 
Amplifikationsverzerrung zu reduzieren, 
befi ndet sich aber noch in der Testphase 
für Mikroorganismen und ist zudem teurer. 
Eine Hybridmethode, multiple annealing and 
loop ing-based amplifi cation cycles (MALBAC), 
kombiniert PCR- und MDA-Methoden, um 
Amplifi kationsverzerrungen erfolgreich zu 
verringern. Dennoch bleibt MALBAC in mik-
robiellen SCG weitgehend ungenutzt, da die 
Bst- und Taq-Polymerasen aufgrund ihrer 
fehlenden Korrekturlesefähigkeit höhere 
Fehlerraten aufweisen [7]. Ein weiteres Pro-
blem ist, dass die empfohlenen Reaktionsvo-
lumina der WGA-Methoden ihre Anwendung 
sehr kostspielig werden lassen, wenn sie auf 
SCG mit hohem Durchsatz angewendet wer-
den. Außerdem bergen sie das Risiko für eine 
erhöhte Kontamination. Auch verhindert die 
begrenzte Anzahl von Zellen, die analysiert 
werden können, dass niedrig-abundante 
Taxa einer Probe mit SCG erfasst werden [8].

Eine methodisch einfache Lösung für die-
ses Problem besteht darin, das Reaktionsvo-
lumen der WGA zu verringern. In früheren 
Studien wurde dies bei Volumina von weni-

ger als einem Nanoliter (nl) und einem Piko-
liter (pl) in mikrofl uidischen Geräten, Nano-
wells, auf planaren Oberfl ächen, sowie in 
Hydrogelen gezeigt. Viele dieser Ansätze 
blieben außerhalb ihrer jeweiligen Veröffent-
lichungen jedoch ungenutzt – wahrschein-
lich, weil die meisten mikrofluidischen 
Setups und andere Plattformen nicht kom-
merziell erhältlich sind. Frühere Studien 
zeigen auch, dass die Volumenreduzierung 
die Spezifi tät der Polymerase durch „moleku-
lares Crowding“ verbessert. Darüber hinaus 
verringern geringere Reaktionsvolumina die 
Oberfl äche für die unspezifi sche Adsorption 
von Nukleinsäuren an den Wänden der 
Multi well-Platten. Ein zu großes „Gedränge“ 
kann jedoch auch nachteilige Auswirkungen 
haben, indem es eine sterische Hinderung 
verursacht und den Zugang der Polymerase 
zur DNA erschwert [9]. 

In unserer Studie [10] haben wir einzelne 
Escherichia coli-Zellen in 384-Well-Platten 
sortiert, ihre DNA in verschiedenen Reak-
tionsvolumina amplifi ziert und die Einzel-
zellgenome (single amplifi ed genomes, SAGs) 
bioinformatisch verglichen (Abb. 3). Unsere 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein MDA-
Reaktionsvolumen von 1,25 μl der „Sweet-

˚ Abb. 2: Unterschiedliche WGA-Methoden. Schematische Darstellung und relevante Charakteristika der unterschiedlichen Reaktionen MDA (multiple 
displacement amplifi cation), WGA-X™ (whole genome amplifi cation-X), PTA (primary template-directed amplifi cation) und MALBAC (multiple annealing 
and looping based amplifi cation cycles).
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sich auf die Aufklärung des genomischen 
Potenzials seltener Taxa und/oder neuartiger 
MDM in Umweltproben konzen trieren. ó
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Zeit- und Kostenvorteile einer Volumen-
reduktion auf nl- und pl-Reaktionen im Rah-
men einer Studie sinnvoll sind. Die Volumen-
reduzierung in Standard-384-Well-Platten 
und mit handelsüblichen Zellsortierern 
und Flüssigkeitsdispensern macht diesen 
Ansatz für andere Forscher und Forsche-
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wertige Assemblierungen ausreicht, vergli-
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nen Verbesserungen auch für andere Einzel-
zellstudien von großem Interesse sein und 
daher den Einsatz von SCG erhöhen werden, 
insbesondere für Forschungsarbeiten, die 

Volumenreduzierung profitieren könnte. 
Auch hier funktioniert die Reaktion im 
1,25-μl-Maßstab besser (unveröffentlichte 
Daten). Im Vergleich zu anderen Ansätzen 
zur Volumenreduktion lagen unsere Assem-
blierungsabdeckungen im Bereich der Reak-
tionen in pl-Tröpfchen (88–91%) und nl-Wells 
(88–94 %) bei ähnlichen Sequenztiefen.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass 
die MDA in einem Reaktionsvolumen von 
1,25 μl erheblich verbessert wird, indem sie 
deutlich weniger verfälschte, weniger verun-
reinigte und vollständigere SAGs produziert 
als die größeren Standardreaktionsvolumina. 
Unsere Ergebnisse zeigen außerdem, dass 
eine weitere Volumenreduzierung in spe-
zialisierten und komplexen Systemen (z. B. 
mikrofluidischen Chips) wahrscheinlich 
nicht notwendig ist, um mikrobielle Genome 
von höherer Qualität zu erhalten. Daher 
sollte jede:r für sich selbst abschätzen, ob die 
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˚ Abb. 3:  Read-Prozessierungs- (A–C) und Assemblierungsstatistik (D–I) von E. coli SAGs. A, prozentualer Anteil der während der Qualitätskontrolle 
entfernten Reads. B, prozentualer Anteil der entfernten PCR-Duplikate. C, prozentualer Anteil der Reads nach dem Herausfi ltern der Kontaminationen. 
D, fi nale Sequenztiefe. E, durchschnittliche Gesamtlänge der Assemblierungen. F, N50-Wert, Länge des kleinsten Contigs, der 50 % Abdeckung der 
Gesamtnukleotide der Assemblierung repräsentiert. G, prozentuale Abdeckung des Genoms von E. coli. H, Vollständigkeit der Assemblierungen. I, pro-
zentuale Kontamination der Assemblierungen. Die Linie innerhalb der Boxen zeigt den Median, das x den Mittelwert aus 5 unabhängigen Replikaten.
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