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Single‐cell genome sequencing: Why/When?

Current applications:

1. Microorganisms that cannot be cultured

2. Genome heterogenity in tumors

3. Genome heterogenity among different cells of multicellular organisms

4. Genome heterogenity among different cells of a cell line

5. Gametogenesis and prenatal genetic diagnosis/screening



Single‐cell genome sequencing: How?

Main steps:

1. Single cell isolation and lysis

2. DNA amplification

3. DNA sequencing

4. Data analysis

Nawy. Nat Methods Special feature: Method of the Year 2013



Blainey FEMS Microbiol Rev 2013

Single cell isolation



DNA amplification

Blainey FEMS Microbiol Rev 2013



Multiple Displacement Amplification (MDA)

Blainey FEMS Microbiol Rev 2013
Dean et al. Proc Natl Acad SCI U S A  2002

Phi29 polymerase:
‐ Creates and displaces overlapping synthesis 

products from the template as single‐
stranded DNA 

‐ Works under isothermal conditions
‐ 3′–5′ exonuclease‐mediated proofreading 
‐ Strong processivity

Qiagen, Repli‐g Single cell kit

Random hexamer



Multiple Annealing and Looping‐based Amplification Cycles (MALBAC)

Zong et al. Science 2012

MALBAC primers:
Common 27‐nt + 8 variable nt
Can evenly hybridize to gDNA at 0°C

DNA polymerase with displacement 
activity

Five cylces of quasi‐linear 
amplification

Final exponential ampification via 
PCR using primers annealing to the 
common sequence of MALBAC 
primers







a) Single cell isolation from tumor

b‐d) DAPI‐stained nuclei 
(subpopulations based on ploidy) FACS 
sorted in 96‐well plate with lysis buffer

e) Whole genome amplification

f) Sonication to remove specific 28 bp
adapters

g) Illumina single‐end libraries are 
prepared 

h) Each library is sequenced on 
individual flow‐cell lanes

Tumor‐derived single cell genome sequencing

≈6% of genome coverage per cell



Tumor‐derived single cell genome sequencing: WGA

‐ Through Sigma  GenomePlex® WGA kit

‐ Random fragmentation of gDNA and generation of 
PCR‐amplifiable OmniPlex® Library molecules 
flanked by universal priming sites

‐ The OmniPlex® library is then amplified using 
universal oligonucleotide primers and a limited 
number of cycles

‐ Require ng of gDNA with yields of 5‐10 µg 
following PCR

‐ Suitable with a variety of purified DNA samples 
(whole blood, buccal swabs, plant sources, FFPE)

‐ Suitable for various applications (TaqMan®,  STR, 
SNP, Sequencing, CGH, Microarrays)

Sigma



Tumor‐derived single cell genome sequencing: validation (I)



Tumor‐derived single cell genome sequencing: validation (II)



Analysis of 100 single cells from a polygenomic breast tumor

Histologic analysis:
‐ 63% normal and 37% tumour cells
‐ Heavily infiltrated with leukocytes

FACS analysis:
‐ Hypodiploid fraction (F1) exclusive to sectors 1–3
‐ Diploid 2N fraction (F2) in all sectors (mainly lymphocytes)
‐ Two sub‐tetraploid fractions (F3 andF4) in sectors 4–6

100 single cells from multiple sectors and ploidy fractions sequenced.



Analysis of 100 single cells from a polygenomic breast tumor

‐ 3 major ‘advanced’ tumour subpopulations (H, AA and AB) with highly clonal with complex 
genomic rearrangements, probably representing three clonal expansions

‐ Each subpopulation is related to the others by many shared genomic alterations, but they 
have also diverged and developed distinct attributes



Analysis of 100 single cells from a monogenomic breast tumor and its liver metastasis

Histologic analysis:
‐ 50% normal and 50% tumour cells
‐ Low leukocyte infiltration

FACS analysis:
‐ Diploid 2N fraction (F1) both in primary and metastatic tumor in all sectors
‐ Tetraploid fraction (F2) both in primary and metastatic tumor in all sectors

100 single cells from multiple sectors and ploidy fractions sequenced.



Analysis of 100 single cells from a monogenomic breast tumor and its liver metastasis

‐ Primary tumour formed by a single clonal expansion of an aneuploid cell

‐ One of the cells from this primary tumor subsequently seeded the metastatic tumour with 
little further evolution



Current achievements:

‐ Proof‐of‐principle for the study of tumor genomic heterogeneity and possible evolution

Future applications:

Tumor single cell sequencing – summary and future applications

Navis & Hicks. Genome Med 2011







Human oocyte meiosis

(4C)



MALBAC of single human oocytes: goal



Single‐oocyte MALBAC sequencing



Summary of sequencing information

‐ Oocytes from 8 young healthy donors

‐ Fertilization performed by intracytoplasmic sperm injection (ICSI) 

‐ First and second polar bodies (PB1 and PB2) and, for verification, female pronuclei (FPN) 
isolated with laser‐assisted micromanipulation

‐ hetSNPs determined using single‐cell sequencing data of all oocytes of a donor



Phasing of donor’s hetSNPs

‐ Haplotype determined based onhaploid PB2 using two independent algorythms

‐ 91‐95% hetSNPs confidentially phased for each donor at the chromosome level



Crossover inference

‐ Crossovers on each chromosome were inferred based on the phased haplotype and on 
sequencing data using a hidden Markov Model



Distribution characteristics of crossovers in human oocytes



Deduction of female pronucleus haplotype: principle

At each heterozygous locus of the donor:

‐ If PB1 is heterozygous, the haplotype of FPN should be different from that of PB2

‐ If PB1 is homozygous, the haplotype of FPN should be the same as that of PB2



Deduction of female pronucleus haplotype: proof‐of‐principle

91% of predicted haplotype for FPN were correct



Identification of maternal Mendelian diseases

‐ Screen for undesirable alleles predicted to be in female pronucleus

‐ Predicted alleles were confirmed by Sanger sequencing of the MALBAC product



High‐resolution and accurate deduction of aneuploidies



Current achievements:

‐ First comprehensive analysis of female meiosis recombination (included detailed analysis of 
chromosome and chromatide interference)

‐ Proof‐of‐principle application for prenatal genetic screen in in vitro fertilization for the 
unbiased identification of aneuploidies and disease‐associated alleles without touching the 
growing embryo

Current limitations and future improvements:

‐ Paternal‐inherited abnormalities are not detected
‐ The same procedure can be applied to blastocysts

‐ Expensive procedure
‐ Sequencing and analysis costs are expected to further decrese 

MALBAC for oocytes – summary and future improvements





Microwell Displacement Amplification System: MIDAS

‐ All liquid handling procedures (cell seeding, lysis, DNA denaturation, neutralization and 
addition of amplification master mix) require one pump of a pipette per step per array

‐ Working volume: 12 nl/well



MIDAS: seeding

1 cell/well seeeding:
Most wells should have 1 cell
26% of wells could have more than 1 cell

0.1 cell/well seeeding:
Most well should be empty
0.5% of wells could have more than 1 cell

0.1 cell/well seeding used for subsequent analyses



MIDAS: real time DNA amplification

‐ SYBR Green I‐labeled amplicons followed in real‐time
‐ Continuing growing until saturation (after 5‐6 h)
‐ Amplicons are randomly distributed, in line with random seeding
‐ No amplicons in abutting wells, excluding inter‐well contamination



MIDAS: amplicon extraction

‐ Successful removal of desired amplicon with micropipette
‐ Performed manually (≈10 extraction/hour)



‐ 98‐99% of the genome sequenced at >1x coverage
‐ ≈90% of the genome was correctly assembled de novo
‐ >96% E.coli genes correctly annotated

MIDAS sequencing of 3 individual E.coli cells: MIDAS vs MDA sequencing of individual E.coli cells:

With respect to MDA:
‐ Lower amplification bias
‐ Higher genome coverage with less sequencing

Generation of a near‐complete assembly from single E. coli



Identification of copy number variations in single neurons

MIDAS In‐tube MDA

‐ Neuronal nuclei FACS‐sorted from post‐mortem brain of an invididual with Down syndrome 
and from a control subject

‐ MIDAS, but not in‐tube MDA, could correctly identify Chr. 21 trisomy



Current achievements:

‐ Successful assembly of E.coli genome

‐ Successful identification of CNVs in neurons

Current limitations and future improvements:

‐ Only 10% of wells are exploited for amplification/sequencing due to low cell seeding
‐ Increasing cell seeding density and implementing fluorescence monitoring of 

amplification to exclude wells with >1 cell or with cross‐contamination from 
neighboring  wells 

‐ Access to microfabrication facility required 
‐ Commercial availability of hydrophilic microwell arrays

‐ Amplicon extraction performed manually
‐ Implementing robotic automation for micropipetting

MIDAS – summary and future improvements



Single‐cell genome sequencing: what next?

Shapiro et al. Nat Rev Genet 2013

‐ Further refinements and wider applications

‐ Integration of:
‐ Single‐cell genomics
‐ Single‐cell transcriptomics
‐ Single‐cell epigenomics
‐ Single‐cell proteomics


