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ó Mit der routinemäßigen Nutzung der Gen-
schere CRISPR [1] ist die Generierung 
genom editierter Zelllinien heute einfach wie 
nie. Die Anwendungen reichen über Generie-
rung von Knockout-Modellen bis hin zur 
komplexen Einführung gerichteter Mutatio-
nen durch Knock-In, Base- oder Prime-
Editing [2]. Unabhängig davon ob eine resul-
tierende Zelllinie für die Forschung oder für 
den Einsatz in Patienten verwendet werden 
soll, ist es essenziell, Mutationen eindeutig 
nachzuweisen. Klassisch wird hierfür die 
Sequen zierung nach Sanger benutzt, die auf 
der Synthese eines DNA-Strangs anhand 
einer Vorlage basiert. Fluoreszenzmarkierte 
Didesoxy ribonukleosidtriphosphate führen 
zu stochastisch verteilten Abbrüchen der 
Reaktion und ermöglichen es so, die Zielse-
quenz abzulesen (Abb. 1). Die Sanger-
Sequenzierung bietet jedoch zwei entschei-
dende Nachteile, nämlich geringen Durch-
satz und geringe Sensitivität zum Aufspüren 
seltener Mutationen. Beide Nachteile werden 
durch next generation sequencing (NGS) [3] 
überwunden.

Sequenzierung durch Synthese
Die am weitesten verbreitete NGS-Methode 
der Firma Illumina basiert ebenfalls auf der 
Sequenzierung durch Synthese unter Ver-
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Sequenzierung

Moderne Sequenzierungstechnologien 
und ihre Anwendungen

¯ Abb. 1: Übersicht über die wichtigsten 
Sequenzierungs-Techniken. Bei der Sanger-
Sequenzierung (Kettenabbruch-Methode) wird 
anhand einer Vorlage ein Komplementärstrang 
synthetisiert. Durch Zugabe fl uoreszenzmarkier-
ter Stopp-Nukleotide bricht die Synthese immer 
dann ab, wenn ein solches eingebaut wird. Mit-
tels Gelelektrophorese werden die Fragmente 
nach ihrer Größe aufgetrennt und das jeweils 
zuletzt eingebaute kann so einer Position in der 
Sequenz zugeordnet werden. Beim next genera-
tion sequencing durch Synthese werden fl uo-
reszenzmarkierte Nukleotide eingebaut, die 
über ein hochsensitives Mikroskop detektiert 
und so einer Sequenz zugeordnet werden kön-
nen. Die Nanopore-Sequenzierung hingegen 
basiert auf der Spannungsänderung beim 
Durchschleusen von DNA durch eine Nanopore 
und ermöglicht die Analyse von Sequenzen 
nahezu beliebiger Länge.
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wendung fl uoreszenzmarkierter Nukleotide. 
DNA von ca. 300–500 bp Länge wird hierbei 
parallel in Millionen von Clustern anhand 
eines DNA-Vorlagestrangs synthetisiert. 
Nach jedem Zyklus detektiert ein hochemp-
fi ndliches Mikroskop das jeweils eingebaute 
Nukleotid (Abb. 1). Anschließend wird mit-
tels bioinformatischer Methoden die erhalte-
ne Sequenz mit einer Vorlage verglichen. 
Durch die extreme Genauigkeit (lediglich 
0,1 bis 1 % Fehlerrate) können so geringe 
Mutationsraten zuverlässig aufgedeckt wer-
den. Dies ist besonders bei geringen Editie-
rungseffi zienzen ausschlaggebend. Entschei-
dende Nachteile sind die hohen Geräte-
Anschaffungskosten, die Notwendigkeit 
bioinformatischer Kenntnisse, und ein ent-
sprechend leistungsstarker Computer für die 
Analyse. Weitere Methoden zur Sequenzie-
rung durch Synthese sind Ion-Torrent-NGS 
und die von PacBio angewandte single mole-
cule real time(SMRT)-Methode. Während bei 
Ion-Torrent-NGS eingebaute Nukleotide über 
eine Veränderung des pH-Werts ausgelesen 
werden, können mittels SMRT lange DNA-
Fragmente (im Schnitt bis zu 15.000 bp) über 
den Einbau fl uoreszenzmarkierter Nukleo-
tide identifi ziert werden. Da beide Technolo-
gien allerdings nicht die Relevanz von Illu-
mina-NGS besitzen, seien sie hier nur der 
Vollständigkeit halber erwähnt. Seit kurzem 
gibt es zudem einen weiteren Akteur, der für 
gehörige Bewegung im NGS-Bereich sorgt: 
Die Nanopore-basierte Sequenzierung, auf 
die im folgenden Abschnitt genauer einge-
gangen wird.

Nanopore-Sequenzierung
Bei der Oxford-Nanopore-Technologies(ONT)-
basierten Sequenzierung können DNA-Frag-
mente (theoretisch) beliebiger Länge sequen-
ziert werden. Außerdem ist diese Technolo-
gie nicht auf die Synthese angewiesen, was 
simultan die Analyse von Nukleotid-Modifi -
kationen, etwa epigenetischer Natur, ermög-

˚ Abb. 2: Tools zur Sequenz-Analyse. In unserem Labor entwickelte Tools ermöglichen es, ohne 
bioinformatische Kenntnisse die Stärke von Sequenzierungen zu nutzen. CRISPRnano dient der 
Identifi kation genomeditierter Zellen, indem es niedrigqualitative Nanopore-Sequenzdaten direkt 
unmittelbar vom Sequenziergerät mit einer Referenz abgleicht und so Mutationen ermitteln 
kann. Duesselpore ermöglicht fortgeschrittene Transkriptom-Analysen, z. B. differenzielle Gen-
expressions-Analysen, durchzuführen. Diese können ebenfalls unmittelbar nach einem Sequen-
zier-Lauf durchgeführt werden und ermöglichen dadurch eine nahtlose nutzerfreundliche Analyse.

¯ Abb. 3: Duesselpore ermöglicht das Auslesen 
von Sequenzdaten ohne bioinformatische 
Datenprozessierung. A–B, Im dargestellten Bei-
spiel wurden Nanopore-Sequenzdaten ausge-
wertet. C–D, Diese zeigten, dass kohlenstoffhal-
tige Parti kel (CNP) aus der Umgebungsluft 
gegenüber einer Kontrolle (CAC) das zystische 
Fibrose assoziierte CFTR-Gen herunterregulie-
ren (C) und oxidative Stress-Markergene modu-
lieren (D). Abbildung aus [7]. Reproduzierbarkeit 
gewährleistet unter einer Creative Commons 
Attribu tion 4.0 International License.
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licht. Die ONT-Methode basiert auf der Trans-
lokation von Nukleinsäuren mittels eines 
Motorproteins durch eine Nanopore und 
gleichzeitiger Messung elektrischer Signale, 
die charakteristisch für einzelne die Pore 
durchlaufende Nukleotide sind (Abb. 1C). 
Das Übersetzen der elektrischen Signale in 
Nukleotide erfolgt in Echtzeit und ermöglicht 
eine dynamische Versuchsanordnung. Als 
weitere Vorteile sind zudem eine geringe 
Grundinvestition (ab ∼ 1000 R) und die Mobi-
lität der Geräte zu nennen. So weist das 
kleinste eigenständig betriebsfähige Gerät 
etwa die Größe einer Brieftasche auf. Auch 
die zu Beginn recht hohe Fehlerquote 
(≥ 10 %) wurde stetig verbessert und ermög-
licht inzwischen teils nahezu identische 
Genauigkeitsraten zu den zuvor besproche-
nen Systemen.

Identifi zierung genomeditierter Zellen
Die Sequenzierung kurzer DNA-Fragmente 
mittels Synthese stellt den Goldstandard zur 
Identifi zierung genomeditierter Zellen dar, 
wenn hunderte von Zellklonen simultan ana-
lysiert werden. Daher existiert eine große 
Zahl an freien Softwaretools zur Auswertung 
der generierten Sequenzdaten. Allerdings ist 
die Geräte-Grundanschaffung mit mehreren 
Zehntausend Euro hoch. Die geringen 
Grundanschaffungskosten von ONT-Geräten 
(s. o.) wurden jedoch gerade zu Beginn durch 
ihre hohe Fehleranfälligkeit erkauft. Im 
Zusammenspiel mit ihrer relativen Neuheit 
besteht für ONT-Sequenzierung somit 
Nachhol bedarf, um die einfache Identifi zie-
rung ge nomeditierter Zellen zu ermöglichen. 
Aus diesem Grund entwickelten wir einen 
 Workflow mit zugehöriger Software, der 
es erstmals ermöglicht, kostengünstige 
ONT-Sequenzierung zur Identifizierung 
genom editierter Zellen einzusetzen. 
 CRISPRnano (Abb. 2A, [4]) benutzt einen 
Smith-Waterman-Algorithmus zur Sequenz-
Zuordnung, der es ermöglicht, niedrigquali-
tative ONT-Sequenzdaten, etwa durch 
erlaubte Lücken an den Enden eines PCR-
Produkts, schnell, zuverlässig und effi zient 
zu identifi zieren, quantifi zieren und visuali-
sieren. CRISPRnano benötigt keine Internet-
verbindung oder hochleistungsfähige Com-
puter-Hardware und unterstützt somit die 
breite Nutzung einfacher, kostengünstiger 
Sequenzierung durch jedes Labor. 

Weitere NGS-Anwendungen
Zusätzlich zur Identifi zierung genomeditier-
ter Zellen bietet NGS vielfältige weitere 

Anwendungen. Dazu gehört etwa die Identi-
fizierung genomischer Mutationen, die 
besonders in der personalisierten Medizin 
und Diagnostik von unschätzbarem Wert ist. 
Weiterhin ist die Identifi zierung von Varian-
ten pathogener Keime, z. B. SARS-COV2 zu 
nennen, die es beispielsweise ermöglicht 
nachzuvollziehen, welche Varianten zu 
einem bestimmten Zeitpunkt besonders 
stark in der Bevölkerung kursieren. Studien 
zur epigenetischen Gen-Regulierung, wie die 
Analyse von DNA- oder RNA-Methylierung, 
sind ein weiteres wichtiges Anwendungsfeld 
für Sequenzierungs-Technologien. Hier bie-
tet ONT-Sequenzierung einen inhärenten 
Vorteil, da Modifikationen ohne weitere 
Manipulation der Nukleinsäuren analysiert 
werden können. Ein viertes Beispiel stellt das 
Monitoring der Integrität mitochondrialer 
DNA (mtDNA) dar, deren Analyse eine spe-
zielle Herangehensweise voraussetzt [5]. 

Integritätsanalyse mitochondrialer 
DNA
Im Gegensatz zur 
Analyse der nukle-
ären genomischen 
D N A  m i t t e l s 
Genom-Sequenzie-
rung verlangt die 
Analyse der zirku-
lären, multiploiden 
mtDNA einen spe-
ziellen Ansatz. So 
gibt es eine erheb-
liche Anzahl nukle-
ärer mitochondria-
ler Sequenzen, die 
Sequenzzuordnun-
gen erschweren. 
Dies erfordert die 
rigorose Daten-Prä-
prozessierung. Da 
bereits ein gerin-
ger Anteil an Muta-
tionen in mtDNA, 
eine Heteroplas-
mie, ausreichen 
kann, ein Krank-
heitsbild zu mani-
festieren, ist es von 
enormer Wichtig-
keit, ihre Integrität 
in Patienten nach-
zuweisen. Auch 
hier existiert ein 
Mangel an einfach 
durchzuführenden 

Analysen, weshalb wir aktuell eine kombi-
nierte Lösung aus Arbeitsablauf und Soft-
ware entwickeln, die sich diesem Problem 
widmet.

Genexpressionsanalysen
Ein weiterer Hauptanwendungsbereich für 
NGS sind Transkriptom-Analysen. Hierbei 
wird ausgehend von der mRNA, die zum Ent-
nahmezeitpunkt X die Menge aller expri-
mierten Gene einer Probe darstellt, eine 
Transkript-Bibliothek erstellt, die anschlie-
ßend sequenziert wird. Bioinformatisch wer-
den dann die erhaltenen Sequenzen identifi -
ziert und ausgezählt. Dadurch können unter 
anderem aktivierte Signalkaskaden als Reak-
tion auf eine Behandlung oder negative 
Umwelteinfl üsse identifi ziert werden. Die 
Entdeckung neuartiger Marker-Gene für 
Krankheiten oder physiologische Prozesse 
ist ein weiteres Anwendungsgebiet. Bis vor 
wenigen Jahren war NGS jedoch nicht 
um fassend zugänglich und für die Analyse 
die Hilfe eines Bioinformatikers nötig. Hier 
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bietet sich wiederum eine Nische für ONT-
Sequenzierung, da eine extrem niedrige Feh-
lerquote für die Zuordnung langer DNA-
Sequenzen zu Transkripten im Normalfall 
nicht essenziell ist. Um solche Sequenzdaten 
auszuwerten, sind aber auch hier bioinforma-
tische Kenntnisse unabdingbar. Um diese 
Lücke zu schließen und Transkriptom-Ana-
lysen massentauglich zu machen, entwickel-
ten wir Duesselpore (Abb. 2). Duesselpore ist 
eine lokal ohne Internetverbindung laufende 
Software, die es ermöglicht, ohne jegliche 
bioinformatische Kenntnisse ONT-Transkrip-
tom-Sequenzdaten auszuwerten und grafi sch 
darzustellen [6]. Duesselpore bietet automa-
tische differenzielle Genexpressions- und 
Signalweg-Analysen, um Unterschiede zwi-
schen experimentell behandelten Proben 
aufzudecken und ihre Bedeutung einzuord-
nen (Abb. 3, [7]). Auf diese Weise ermöglicht 
es Duesselpore, die Portabilität von ONT-
Geräten voll auszunutzen und Transkriptom-
Analysen ortsungebunden durchzuführen.

Fazit
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass 
NGS einen essenziellen Bestandteil der Ana-
lyse-Batterie in der wissenschaftlichen For-
schung darstellt. Mit unserer Arbeit tragen 
wir dazu bei, dass eine breite Nutzerschaft 
von den vielfältigen Möglichkeiten profi tie-
ren kann. Denn nicht jedes Labor kann es 
sich leisten, teures Equipment anzuschaffen 
und einen Bioinformatiker zu beschäftigen. 
Auf diese Weise unterstützen wir den wis-
senschaftlichen Fortschritt, denn seit jeher 
trägt eine Demokratisierung der Forschungs-
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