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Single cell genomics (SCG) can provide reliable context for assembled 
genome fragments on the level of individual prokaryotic genomes and 
has rapidly emerged as an essential complement to cultivation-based 
and metagenomics research approaches. Targeted cell sorting 
approaches, which enable the selection of specifi c taxa by fl uorescent 
labeling, compatible with subsequent single cell genomics offers an 
opportunity to access genetic information from rare biosphere members 
which would have otherwise stayed hidden as microbial dark matter.
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ó Die Mehrheit aller Mikroorganismen ist 
hinsichtlich ihrer Phylogenie und Funktion 
unerforscht, wobei schätzungsweise 99 Pro-
zent aller mikrobiellen Spezies nicht in 
axeni schen Kulturen vorliegen. Diese nicht 
kultivierten Mikroorganismen werden oft als 
„mikrobielle dunkle Materie“ bezeichnet. 
Kultivierungsunabhängige omics-Ansätze 
deuten darauf hin, dass diese Organismen 
jedoch in ihren jeweiligen Habitaten aktiv 
sind und einige sogar das Potenzial für 
zukünftige biotechnologische Anwendungen 
hätten [1]. Bioinformatische Assemblierung 
und das binning waren bisher die Methode 
der Wahl, um Genome von noch nicht kul-
tivierbaren Mikroorganismen aus Metage-
nomen zusammenzusetzen (metagenome 
assembled genomes, MAGs). Leider kann die 
Genomrekonstruktion für Mikroben mit 

hoher genomischer Heterogenität auch 
Konsens genome eng verwandter taxonomi-
scher Gruppen anstelle unterschiedlicher 
individueller Genomen erzeugen. Dieses Pro-
blem tritt insbesondere bei Mikroorganismen 
mit geringer Abundanz in einem Habitat auf, 
da die Qualität der Genomrekonstruktion 
weitgehend von der Sequenzabdeckung für 
die Assemblierung sowie dem auf der Abde-
ckungskovarianz basierenden binning 
abhängig ist [2]. Die Untersuchung niedrig 
abundanter Spezies wird daher oft unren-
tabel.

Eine Zelle – ein Genom
Die Einzelzellgenomik (single cell genomics, 
SCG) hat sich als innovative Methode erwie-
sen, um die Nachteile der Genomrekonstruk-
tion aus Metagenomen zu überwinden. Die 

Methoden der Zellbiologie

Gezielte Zellsortierung in der 
Einzelzellgenomik

˘ Abb. 1: Arbeitsschritte der gezielten Zellsortierung in Kombination mit single cell genomics (SCG). 
A, Proben, die nicht sofort analysiert werden, müssen in Gegenwart eines Kryoprotektors tiefgefroren 
werden, um die Integrität der Zelle und ihrer Nukleinsäuren zu bewahren. B, Zellen können statt einer 
unspezifi schen Färbung gezielt mit phylogenetisch spezifi schen Sonden durch eine Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) ohne Fixierung und in Lösung markiert werden. C, Die Isolierung der einzel-
nen Zelle erfolgt typischerweise durch fl uoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS) in 384 Multi-Well-
Platten. D, Danach werden die einzelnen Zellen lysiert, um ihre DNA freizusetzen. E, Da eine typische 
prokaryotische Zelle nur wenige Femtogramm (fg) DNA enthält, ist eine Amplifi kation um einen Faktor 
von ca. 106 erforderlich. F, Nach der Amplifi kation wird mittels PCR gescreent, gefolgt von einer 
 Sanger-Sequenzierung. G, Danach werden die single amplifi ed genomes (SAGs) sequenziert. H, 
 Bioinformatische Pipelines führen die Assem blierung, das open reading frame (ORF)-Calling und die 
Annotation der Gene sowie die Rekonstruktion von Stoffwechsel wegen und Genvergleiche durch. 
© BioRender.com.
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sind außerdem für Mehrfachsortierungen 
ausreichend hoch (Abb. 2). Dies wird durch 
längere Hybridisierungszeiten und höhere 
Sondenkonzentrationen erreicht, um das 
Problem der geringen Zellmembranperme-
abilität zu überwinden, wenn keine zusätz-
lichen Fixier- und Lysiermittel verwendet 
werden können. 

In unserer Studie konnten über gezielte 
Zellsortierung Chlorofl exi, die weniger als 
ein Prozent der gesamten bakteriellen 
Gemeinschaft in einer Umweltprobe aus-
machten, angereichert und dann im Hoch-
durchsatz einzeln sortiert werden. Das Ver-
fahren ermöglichte die Gewinnung von über 
40 (Teil-)Genomen unterschiedlicher 
Chlorofl exi-Spe zies. Dies ist um mindestens 
einen Faktor zehn höher, als statistisch in 
dieser Probe mit der der klassischen SCG zu 
erwarten gewesen wäre. Im Vergleich dazu 
konnten aus dem Metagenom der gleichen 
Probe lediglich zwei MAGs gebinnt werden. 
Unter den SAGs waren daher auch Genome 
vieler Spezies des Phylums Chlorofl exi, die 
aus dem Meta genom nicht rekonstruiert 
werden konnten. Des Weiteren konnten 
SAGs, die aufgrund ihrer Sequenz derselben 
Spezies zugeordnet werden konnten, selek-
tiv kombiniert und damit die Rate der 
Genomrekonstruktion verbessert werden. 
Insgesamt haben wir nach der bioinforma-
tischen Analyse 19 SAGs erhalten, die min-
destens 17 Spezies aus mindestens 5 ver-
schiedenen Chlorofl exi-Klassen zugeordnet 
werden konnten. Die Studie hat gezeigt, 
dass eine gezielte Zellsortierung in Kombi-
nation mit SCG und Metagenomik ein viel-
versprechender Ansatz für die Analyse von 
gering abundanten Mikroorganismen ist. 

Die Zukunft ist hell
In Zukunft könnten auch andere FISH-Ver-
fahren, wie Hybridisierungskettenreaktion
(HCR)-FISH, schwache Signale überwinden, 
die auftreten, wenn sich die Zellen in einem 
Zustand geringer Aktivität befi nden, wie es 
bei den meisten Proben aus oligotrophen 
Umgebungen der Fall ist [6]. In der jünge-
ren Vergangenheit wurde auch eine funk-
tionsgetriebene SCG propagiert, wobei Zel-
len auf der Grundlage eines bestimmten 
funktionellen Merkmals oder Phänotyps 
ausgewählt werden. Einige dieser Studien 
haben wichtige ökologische und biotechno-
logische Erkenntnisse geliefert. So konnte 
z. B. mit genspezifi schen Markierungen 
(RING-FISH) ein bisher nicht kultivierbaren 
Methanoxidierer sortiert werden, bei dem 

Technik ermöglicht die direkte Separation 
einzelner Zellen, gefolgt von der Sequenzi-
erung und Assemblierung ihrer individuel-
len Genome und besteht aus einer Reihe 
von integrierten Prozessen  (Abb. 1, [3]). 
Seit ihrer ersten Anwendung bei Prokaryo-
ten im Jahr 2005 hat sich die Einzelzellge-
nomik zu einem leistungsfähigen Werk-
zeug ent wickelt. Eine zunehmende Anzahl 
von single amplifi ed genomes (SAGs) ist in 
öffentlichen Datenbanken wie der Genomes 
OnLine Database (GOLD) hinterlegt (Stand 
Februar 2021 bereits 8.717 SAGs). Der 
Erfolg der Genomrekonstruktion aus einzel-
nen Zellen kann jedoch stark variieren – 
von null Prozent bis zu einem kompletten 
Genom. Der konven tionelle SCG-Workfl ow 
erfordert eine unspezifi sche Färbung der 
mikrobiellen Populationen vor der Zellsor-
tierung [4]. Für die Genomrekonstruktion 
niedrig-abundanter Mikroorganismen ist 
das ein Problem, da diese statistisch 
schlicht selten vorkommen. Wie die Meta-
genomik war SCG daher kein kosteneffi zi-
enter Ansatz, um gering abundante Mikro-
organismen zu untersuchen.

Die Guten ins Töpfchen,  d ie 
Schlechten ins Kröpfchen
Kürzlich ist es uns gelungen, Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH) mit einer 
gezielten Zellsortierung zu koppeln, um 
Genome von niedrig abundanten Mikroor-
ganismen aus einer komplexen Gemein-
schaft zu sequenzieren (Abb. 1, [5]). FISH 
ist eine etablierte Methode für die spezifi -
sche Markierung von Bakterien und 
Archaea aus komplexen Proben und ein-
fach anzuwenden. Normalerweise erfordert 
die Fluoreszenzmar kierung jedoch Fixie-
rungsmittel wie Para formaldehyd, um das 
Fluoreszenzsignal zu erhöhen, da es die 
Permeabilität der Zellmembran erhöht und 
damit das Eindringen der fl uoreszenzmar-
kierten Sonde ermöglicht. Da das Verfahren 
jedoch die Zellwand schwächt, kann es 
während des Sortiervorgangs zur Lyse der 
markierten Zellen kommen, noch bevor die-
se die Kavität der Platte erreicht haben. 
Außerdem kompromittiert Paraformalde-
hyd die Downstream-Prozesse der SCG, 
nämlich die Amplifi kation der genomischen 
DNA. Wir haben nun ein fi xierungsfreies 
FISH-Protokoll ohne Paraformaldehyd in 
Lösung entwickelt, dass die Zielzellen wäh-
rend des Sortiervorgangs intakt lässt und 
die Amplifizierung der Einzelzell-DNA 
erlaubt. Die Fluoreszenzsignale der Zellen 
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das spezifi sche Methanmonooxygenase-Gen 
bekannt war, nicht aber die 16S rRNA [7]. 
Ohne vorherige Kenntnis der Physiologie 
sind diese Methoden jedoch schwierig umzu-
setzen. Die derzeitigen Einschränkungen 
bezüglich Signalstärke, Spezifi tät der Subst-
ratanaloga und Quantifi zierung der Aktivi-
tätsraten schränken ihren breiten Einsatz 
bisher ein und müssen für Hochdurchsatzan-
wendungen weiter verbessert werden [8].
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˚ Abb. 2: Epifl uoreszenzmikroskopische und durchfl usszytometrische Analyse von markierten Zellen mittels FISH-Verfahren ohne Fixierung und in 
Lösung. A, Negativkontrolle der Umweltprobe ohne Sonden. B, FISH-markierte Chlorofl exi-Zellen in der Umweltprobe. C, FISH-markierten 
 Chlorofl exi-Zellen in einer Mischkultur mit 99 % Escherichia coli. D, Erste gezielte Sortierung mittels FACS. E, Anreicherung der markierten Zellen.
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