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WISSENSCHAFT - METHODEN

Pflanzliche Genregulation

Erlernen der regulatorischen
Grammatik von Pflanzen
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INSTITUT FUR SYNTHETISCHE BIOLOGIE UND EXZELLENZCLUSTER
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Faced with accelerating climate change and rapid population growth,
we need crops with higher yields and greater resilience to ensure food
security. Crop genome engineering will likely play a major role in mee-
ting future food needs. However, we do not understand plant gene reg-
ulation well enough to target engineering and achieve predictable out-
comes. Therefore, we study regulatory DNA and its interactions - the
regulatory grammar - in plants using high-throughput assays and com-

putational approaches.
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B Die prazise Steuerung der Genexpression
ist von entscheidender Bedeutung fiir das
Wachstum, die Entwicklung und die Anpas-
sung an die Umwelt. Sowohl in Pflanzen als
auch in Tieren wird die Genexpression durch
cis-regulatorische Elemente kontrolliert, wie
Promotoren, Enhancer, Silencer und Insula-
toren. Die Genom-Editierung solcher Elemen-
te hat das Potenzial, schnelle Verbesserun-
gen von Nutzpflanzen zu ermoglichen und
damit zur Erndhrungssicherheit beizutragen
[1]. Auch der Evolution und Domestikation
moderner Nutzpflanzen lagen oft Verdnde-
rungen von regulatorischer DNA zugrunde
[2]. Um die Genom-Editierung von regulato-
rischen Elementen routinemaBig zur Verbes-
serung von Nutzpflanzen einsetzen zu kon-
nen, fehlt uns jedoch bisher ein ausreichen-
des Verstandnis der pflanzlichen Genregula-
tion.

Genregulation ist komplex

Der genetische Code, welcher der Uberset-
zung von DNA- zu Proteinsequenzen zugrun-
de liegt, wurde bereits in den Sechzigerjah-
ren entschliisselt. Im Gegensatz dazu steht
die Entschliisselung des genregulatorischen
Codes, der die Verbindung zwischen DNA-
Sequenzen und Genexpression herstellt,
noch aus. Das liegt vor allem an seiner hohen
Komplexitit (Abb. 1). Verschiedene cis-regu-
latorische Elemente beeinflussen die Genex-
pression auf unterschiedliche Weise [3]:
Kern-Promotoren rekrutieren die Transkrip-
tionsmaschinerie und etablieren ein Grund-
niveau der Transkription. Dieses Transkrip-
tionsniveau kann durch Enhancer erhoht
oder durch Silencer verringert werden. Insu-
latoren konnen das Zusammenspiel zwi-
schen umgebenden cis-regulatorischen Ele-
menten blockieren. Um das finale Transkrip-

tionsniveau zu erreichen, miissen die Aktivi-
taten aller beteiligten Elemente integriert
werden. Die einzelnen regulatorischen Ele-
mente selbst bestehen wiederum aus mehre-
ren funktionalen Einheiten, wie z. B. Binde-
stellen fiir Transkriptionsfaktoren. Ob und
von welchem Transkriptionsfaktor die jewei-
ligen Bindestellen besetzt sind, hdangt dabei
u. a. vom Gewebe und den Umweltbedingun-
gen ab. Im Gegensatz zum nahezu universell
giiltigen genetischen Code ist der genregula-
torische Code also kontextabhangig. Zu guter
Letzt ist die Genexpression eine von Natur
aus quantitative Eigenschaft. Es spielt nicht
nur eine Rolle, ob ein Gen {iberhaupt expri-
miert wird, sondern auch wie stark. Selbst
eine relative kleine Anpassung im Transkrip-
tionsniveau eines Gens kann zu deutlichen
phdnotypischen Verdnderungen fiihren. Auf-
grund dieser Komplexitat brauchen wir zur
Untersuchung des genregulatorischen Codes
Methoden, welche die regulatorische Akti-
vitat vieler verschiedener Elemente, allein
und in Kombination mit zusétzlichen Ele-
menten oder Transkriptionsfaktoren, quanti-
tativ messen konnen.

Plant STARR-seq: ein Hochdurch-
satzverfahren zur Untersuchung
regulatorischer DNA

Wir haben kiirzlich Plant STARR-seq entwi-
ckelt, ein Hochdurchsatzverfahren mit dem
die Aktivitat von regulatorischer DNA gemes-
sen werden kann [4]. Dazu wird eine Biblio-
thek von Enhancer-Kandidaten stromauf-
waérts von einem 35S-Minimalpromotor klo-
niert. Der Promotor kontrolliert die Expres-
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A Abb. 1: Die Genexpression wird durch das komplexe Wechselwirkungsnetzwerk zwischen cis-regulatorischen Elementen (z. B. Promotoren,
Enhancer, Silencer und Insulatoren) und trans-aktivierenden Proteinen (z. B. Transkriptionsfaktoren, TF) kontrolliert.
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A Abb. 2: Plant STARR-seq - ein Hochdurchsatzverfahren zur Untersuchung regulatorischer DNA. A, Ein mit einem DNA-Barcode versehenes Reporter-
Gen wird mit einer Enhancer-Bibliothek kombiniert. Per Hochdurchsatz-Sequenzierung wird bestimmt, wie oft die Barcodes in der DNA und mRNA von
transformierten Pflanzenzellen vorkommen. Das mRNA/DNA-Verhaltnis gibt Aufschluss iiber die Enhanceraktivitat. B, Plant STARR-seq kann die Aktivi-
tat verschiedener regulatorischer Elemente (rot) messen. C, Die Aktivitat von koexprimierten Transkriptionsfaktoren kann mit Plant STARR-seq

bestimmt werden.

sion eines mit einem DNA-Barcode versehe-
nen Reporter-Gens. Alle Reporter-Konstrukte
werden gemischt und zur transienten Trans-
formation von Tabakbléttern oder Mais-Pro-
toplasten verwendet. Nach ein bis zwei
Tagen Inkubation in den Pflanzenzellen wer-
den die mRNAs des Reporter-Gens extrahiert
und zusammen mit der DNA der Reporter-
Bibliothek sequenziert. Das Verhdltnis der
Haufigkeit eines Barcodes in der mRNA rela-
tiv zur DNA gibt Auskunft iiber die Aktivitat
des entsprechenden Enhancers (Abb. 2A).
Durch die Verwendung von DNA-Barcodes
und Hochdurchsatz-Sequenzierung konnen
bis zu einer Million verschiedene Enhancer-
Kandidaten gleichzeitig in einem Experiment
analysiert werden. Neben Enhancern kann
mit Plant STARR-seq auch die Aktivitit von
diversen anderen regulatorischen Elementen
gemessen werden (Abb. 2B). Wir haben die
Methode z. B. zur Bestimmung der Starke
von tiber 75.000 Kernpromotoren von Arabi-
dopsis, Mais und Sorghum verwendet [5].
Selbst Sequenzen, die klassischerweise nicht
zu den cis-regulatorischen Elementen gezahlt
werden, aber mRNA-Level beeinflussen kon-
nen, wie beispielsweise Terminatoren, lassen
sich mit Plant STARR-seq untersuchen [6].
Statt zur Charakterisierung von vielen
regulatorischen Elementen gleichzeitig kann
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Plant STARR-seq auch verwendet werden,
um einzelne Elemente im Detail zu studieren.
Durch die Kombination von Plant STARR-seq
mit Sattigungsmutagenese identifizierten
wir in drei Enhancern von Photosynthese-
assoziierten Genen die Regionen, die ent-
scheidend zur Aktivitat der Enhancer beitra-
gen [7]. Ausgehend von diesen Plant STARR-
seq-Daten haben wir Sequenzlogos erstellt,
welche die quantitativen Beitrage aller Nuk-
leotide innerhalb einer Region zu ihrer
Gesamtaktivitat beschreiben. Die Sequenzlo-
gos konnten bekannten Motiven zur Bindung
von Transkriptionsfaktoren zugeordnet wer-
den; dabei war jedoch auffallig, dass die
Enhancer-Sequenzen oft von den optimalen
Bindemotiven abweichen. Solche suboptima-
len Bindestellen sind vermutlich nétig, um
sicherzustellen, dass volle Enhanceraktivitat
nur dann erreicht wird, wenn alle relevanten
Transkriptionsfaktoren anwesend und aktiv
sind. Kooperative Wechselwirkungen zwi-
schen den Transkriptionsfaktoren fiihren
dazu, dass diese, trotz reduzierter Affinitat
zu den jeweiligen Bindestellen, an den
Enhancer binden konnen. Die Verwendung
von suboptimalen Transkriptionsfaktor-
Bindestellen zur Feinjustierung der Enhan-
ceraktivitat ist auch aus tierischen Systemen
bekannt [8,9].

Rechnergestiitzte Verfahren
unterstiitzen die Erforschung der
pflanzlichen Genregulation

Aufgrund der Komplexitat des genregulato-
rischen Codes bedarf es nicht nur neuartiger
experimenteller Ansdtze, sondern auch
moderner computergestiitzter Verfahren zur
Untersuchung der regulatorischen Gramma-
tik [10]. Die Menge der Daten, die von Hoch-
durchsatzverfahren wie Plant STARR-seq
erzeugt wird, erfordert fortschrittliche rech-
nergestiitzte Methoden fiir die Analyse,
Interpretation und Visualisierung. Der Ein-
satz von Deep Learning, einer Spezialform
des maschinellen Lernens mit kiinstlichen
neuronalen Netzwerken, hat sich besonders
fiir diesen Zweck bewéhrt. Neuronale Netz-
werke, die mit Daten aus Plant STARR-seq
trainiert wurden, konnen die Aktivitat von
neuen Sequenzen vorhersagen, die zugrunde
liegenden funktionellen DNA-Motive identi-
fizieren und die regulatorische Aktivitat
durch in silico-Evolution verbessern (Abb. 3;
[5, 6).

Deep-Learning-Modelle konnen auch mit
genomischen Datensétzen trainiert werden,
um beispielsweise Bindestellen fiir Tran-
skriptionsfaktoren oder die Zugidnglichkeit
von Chromatin vorherzusagen. Auch bei der
Vorhersage der Genexpression basierend auf
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A Abb. 3: Plant STARR-seq + Deep Learning: eine leistungsfahige Kombination. A, Ein kiinstliches neuronales Netzwerk (KNN) wurde mit Plant STARR-
seqg-Daten fiir Kernpromotoren trainiert und kann die Stérke von neuen Promotoren vorhersagen. B, Schema der in silico-Evolution. C, Die Stérke von
Kernpromotoren vor (0 Runden) und nach 3 oder 10 Runden in silico-Evolution wurde per Plant STARR-seq bestimmt. Daten aus [5].

der umliegenden DNA-Sequenz wurden
jingst deutliche Fortschritte erzielt [11]. In
der Zukunft konnte die Kombination von
genomischen Datensdtzen mit Daten aus
Hochdurchsatzexperimenten dazu beitragen
noch genauere Modelle zu erstellen.

Zukunftsaussichten

In den letzten Jahren wurden bedeutende
Fortschritte bei der Charakterisierung regu-
latorischer DNA in Pflanzen gemacht. Bisher
lag dabei der Fokus jedoch meist auf der
Aktivitét einzelner Elemente. In der Zukunft
miissen vermehrt die Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen regulatorischen
DNA-Abschnitten untersucht werden, um zu
verstehen, wie die Aktivitat aller beteiligten
Elemente bei der Genexpression integriert
wird. Die Erkenntnisse aus solchen Studien
konnen dazu beitragen, mittels Optimierung
entsprechender regulatorischer DNA ertrags-
reichere und widerstandsfihigere Nutzpflan-
Zen zu erzeugen. |
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