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Hochdurchsatzscreening

Plant STARR-seq: von der DNA-Sequenz
zur Funktion pflanzlicher Genregulation
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Cis-regulatory elements are promising targets for genome editing in
crop improvement. However, our understanding of their activity is
limited. Plant STARR-seq enables the quantitative, systematic,
high-throughput measurement of regulatory activity. In combination
with machine learning, this approach opens up new possibilities for
the analysis, prediction, and design of regulatory DNA sequences.

DOI: 10.1007/s12268-026-2644-8
© The Author(s) 2026

B Damit Pflanzen sich entwickeln und fle-
xibel an Umweltbedingungen anpassen Kon-
nen, ist die genaue Kontrolle ihrer Genex-
pression essenziell. Diese wird durch cis-
regulatorische Elemente gesteuert — wie

Kernpromotoren, Enhancer, Silencer und
Insulatoren [1]. Bereits kleine Unterschiede
in der Genexpression konnen phéanotypische
Unterschiede verursachen oder Entwick-
lungsprozesse beeinflussen, weshalb die

Aktivitat cis-regulatorischer Elemente quan-
titativ fein abgestimmt und kontextabhdngig
sein muss. Daher beruhen sowohl evolutio-
nédre Anpassungen als auch die Domestizie-
rung von Nutzpflanzen hdufig auf Verdande-
rungen cis-regulatorischer Elemente [2].
Folglich sind sie attraktive Ziele fiir die
gezielte Genomeditierung, um ertragreichere
und widerstandsfahigere Nutzpflanzen zu
entwickeln, die einen Beitrag zur Ernih-
rungssicherheit leisten konnen. Um cis-regu-
latorische Elemente gezielt verbessern zu
konnen, ist es jedoch notwendig, ein tiefer-
gehendes Verstiandnis von deren Funktion
und Aktivitat zu entwickeln.

Das Prinzip von Plant STARR-seq

Die Aktivitdt cis-regulatorischer Elemente
wurde lange Zeit mithilfe von klassischen
Reportergenassays bestimmt. Diese Ansatze
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A Abb. 1: Prinzip von Plant STARR-seq zur Bestimmung der Aktivitat cis-regulatorischer Elemente im Hochdurchsatz. A, B, Vergleich des urspriingli-
chen STARR-seq Assays (A) und der pflanzenspezifischen Anpassung, Plant STARR-seq (B). Wahrend bei Ersterem die Enhancerkandidaten (blau) in die
3’-UTR eines Reportergens kloniert werden, werden sie bei Plant STARR-seq direkt stromaufwérts vom 35S-Minimalpromotor (griin) platziert und mit
einem Reportergen mit einem DNA-Barcode (violett) kombiniert. C, Die Haufigkeit der Barcodes in DNA und mRNA transformierter Pflanzenzellen wird
mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung bestimmt. Das Verhéltnis der Haufigkeit in der mRNA und DNA (mRNA/DNA) dient als MaB fiir die Aktivitat des
zugehdorigen Enhancers.

BlOspektrum | 01.26 | 32.Jahrgang &) Springer



58 | WISSENSCHAFT - PREVIEW ANALYTICA
A B C
y Kernpromotoren
Lichtf + - + - + - + - + - 8
- " _
< 6 = )
S = = E 41 Enhancer
& & E 7o, _ - L{Jorr]
o 1 Q o
: = 2 S
< 5 8 0 H «  Silencer
i) - % &, - -
o o = o
© 0 L _4 i
Insulatoren
16 16 16 16 16 16 20 20 18 18
kein Enh. 35S AB80 Cab-1 rbcS-E9 363,771 926,239
Enhancer genlom‘ Zufalls- Terminatoren
DNA sequenzen - Jorr D

A Abb. 2: Anwendungen von Plant STARR-seq. A, Quantitative Messung von Enhancer-Aktivitdten unter spezifischen Umweltbedingungen. Daten
aus [10]. B, Erfassung der Aktivitat von bis zu einer Million cis-regulatorischer Elemente liber einen groBen Dynamikbereich (unverdffentlichte Daten).
C, Durch Verénderung der Reporter-Konstrukte lasst sich Plant STARR-seq auf weitere cis-regulatorische Elemente (rot markiert) anwenden.

erlauben jedoch nur die Analyse einzelner
Sequenzen und erschweren somit den syste-
matischen Vergleich der regulatorischen
Aktivitdt von mehreren Sequenzen oder
Sequenzvarianten. Als Weiterentwicklung
dazu wurde mit Self-transcribing Active Regu-
latory Region Sequencing (STARR-seq) ein
Hochdurchsatzverfahren zur Messung von
Enhanceraktivitdt in Drosophila entwickelt
[3]. Fiir diese Methode werden Enhancer-
kandidaten in die 3’-untranslatierte Region
(3’-UTR) eines Reportergens Kkloniert
(Abb. 1A). Testsequenzen mit Enhancerakti-
vitdt erhohen die Expression der Reporter-
mRNA, in die sie integriert sind. Die mittels
Hochdurchsatzsequenzierung bestimmte
Haufigkeit der zu einer Testsequenz gehoren-
den Reporter-mRNA dient als MaB fiir deren
Enhancerstérke.

Klassisches STARR-seq ist fiir Pflanzen
nicht direkt tibertragbar, da Pflanzenenhan-
cer in transkribierten Regionen (und damit
auch in der 3"-UTR) oft keine oder nur gerin-
ge Aktivitat zeigen [4, 5]. Daher wurde Plant
STARR-seq als angepasste Methode fiir Pflan-
zen entwickelt, bei der die Testsequenzen
nicht im transkribierten Bereich liegen
(Abb. 1B). Fiir Plant STARR-seq wird eine
Bibliothek von Enhancerkandidaten direkt
stromaufwarts eines 35S-Minimalpromotors
platziert und mit einem Reportergen kombi-
niert, das einen kurzen DNA-Barcode enthilt
(Abb. 1C). Der Barcode ermoglicht die ein-
deutige Zuordnung der Reporter-mRNA zu
dem zugehorigen Enhancerkandidaten. Die

Bibliothek wird anschlieBend zur transienten
Transformation von Pflanzenzellen, bei-
spielsweise Tabakblédttern oder Maisproto-
plasten, verwendet. Nach ein bis zwei Tagen
wird daraus die Reporter-mRNA extrahiert.
Mittels Hochdurchsatzsequenzierung wer-
den schlieBlich die extrahierte mRNA sowie
die DNA der Reportergenbibliothek sequen-
ziert. Da Enhancer die mRNA-Transkription
erhohen, gibt das Verhdltnis der Haufigkeit
von mRNA zu DNA direkt Aufschluss tiber
die Aktivitét des jeweiligen Enhancerkandi-
daten.

Messung regulatorischer Aktivitat
mit Plant STARR-seq

Mit Plant STARR-seq konnen unterschiedli-
che Aspekte der Aktivitdt von cis-regulatori-
schen Elementen systematisch untersucht
werden. So ermdglicht die Methode die quan-
titative Bestimmung der Aktivitat von Enhan-
cern unter verschiedenen Umweltbedingun-
gen (Abb. 2A) und in unterschiedlichen Spe-
zies, wie etwa Tabak und Mais. Durch den
Einsatz von Hochdurchsatzsequenzierung
konnen mit Plant STARR-seq sehr groBe Bib-
liotheken mit bis zu einer Million Testse-
quenzen in einem einzelnen Experiment
untersucht werden (Abb. 2B). Die daraus
resultierenden Aktivitdtswerte decken dabei
einen groBen Dynamikbereich ab, der selbst
geringe Unterschiede in der regulatorischen
Aktivitat sichtbar macht.

Uber Enhancer hinaus kann Plant STARR-
seq auch genutzt werden, um weitere cis-

regulatorische Elemente zu untersuchen
(Abb. 2C). Beispielsweise wurde die Starke
von liber 75.000 Kernpromotoren aus Arabi-
dopsis, Sorghum und Mais bestimmt [6].
Dabei wurden mehrere Kernpromotorele-
mente, darunter die TATA-Box, charakteri-
siert, die einen entscheidenden Einfluss auf
die Promotorstarke haben. Neben cis-regula-
torischen Elementen, die die Transkription
initiieren oder verstarken, lassen sich mit
Plant STARR-seq auch Elemente wie Insula-
toren und Silencer untersuchen, die die Tran-
skription begrenzen oder unterdriicken. In
einer aktuellen Studie wurden bekannte
Insulatoren in kleinere Fragmente zerlegt
und systematisch getestet [7]. Viele dieser
Fragmente blockierten die Wirkung von
Enhancern und zeigten dementsprechend
Insulator-Aktivitat. Stromaufwérts von
schwachen Enhancern wirkten die gleichen
Fragmente jedoch wie Silencer, was die Kon-
textabhédngigkeit regulatorischer Elemente
verdeutlicht. Selbst Elemente, die nicht
direkt die Transkriptionsregulation beein-
flussen, konnen mittels Plant STARR-seq
untersucht werden. So wurde der Einfluss
nahezu aller Terminatoren aus Arabidopsis
und Mais auf mRNA-Stabilitat und Prozessie-
rung ermittelt [8].

Vorhersage von regulatorischer
Aktivitat mit maschinellem Lernen

Da mit Plant STARR-seq die regulatorische
Aktivitat von sehr vielen DNA-Sequenzen
direkt und quantitativ bestimmt werden
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A Abb. 3: Nutzung von Plant STARR-seg-Daten fiir maschinelles Lernen. A, Auf Basis von Plant STARR-seq Daten kénnen Computermodelle trainiert
werden, um die Aktivitat regulatorischer Sequenzen vorherzusagen. B, Vorhersage der Aktivitat verschiedener cis-regulatorischer Elemente. Daten aus
[6, 8] sowie unveréffentlicht. C, Die Interpretation der Modellvorhersagen erméglicht die Identifikation von Sequenzmerkmalen (wie z. B. einer TATA-
Box), die fiir die regulatorische Aktivitét relevant sind.

kann, eignen sich die gewonnenen Daten
besonders gut fiir maschinelles Lernen. Im
Gegensatz zu vielen Methoden der funktio-
nellen Genomik, die auf bindrem Peak-
Calling beruhen, erzeugt Plant STARR-seq
kontinuierliche Aktivititsmessungen und
formuliert die Lernaufgabe damit als Regres-
sionsproblem [9]. Diese kontinuierlichen
Werte bewahren Informationen liber Aktivi-
tatsstarke und -dynamik, was wichtig ist, um
auch subtile regulatorische Effekte zu model-
lieren.

Fiir Plant STARR-seq-Modelle bestehen
die Eingabedaten aus Sequenzen fester
Lange (170 bp in unserem Fall; Abb. 3A), die
sich einfach im 1-aus-n-Code (One-Hot-Enco-
ding) mathematisch darstellen lassen. Dabei
wird jede Base in einen vierstelligen Vektor
umgewandelt (z. B.: [1, 0, 0, 0] fiir A oder
[0, 1, 0, O] fiir C), sodass fiir jede Sequenz
eine 170 x 4-Matrix entsteht. Diese Matrizen
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konnen anschlieBend als Eingabe fiir eine
Vielzahl von maschinellen Lernmodellen ver-
wendet werden, von kiinstlichen neuronalen
Netzwerken bis hin zu komplexeren Archi-
tekturen. Mit solchen Modellen kann die
Aktivitat von Kernpromotoren, Terminatoren
und Enhancern mit hoher Genauigkeit vor-
hergesagt werden (Abb. 3B).

Entgegen einer weit verbreiteten Annah-
me fungieren diese Modelle dabei nicht als
reine ,Black Boxes“. Mithilfe von Feature-
Attributionsmethoden lasst sich nachvoll-
ziehen, welche Sequenzmerkmale die Vor-
hersagen der Modelle beeinflussen (Abb. 3C).
Bei Enhancern hoben diese Analysen vor
allem Transkriptionsfaktor-Bindemotive her-
vor, wahrend sich die Modelle bei Kernpro-
motoren stark auf das Vorhandensein und
die Positionierung von TATA-Boxen stiitzten.
Solche Analysen sind sehr hilfreich, um
funktionelle DNA-Motive in cis-regulatori-

schen Elementen zu identifizieren oder die
Auswirkungen von gezielten Mutationen
vorherzusagen.

Zukunftsaussichten

Angesichts der zentralen Rolle der Gen-
regulation fiir viele biologische Prozesse ist
ihr Verstindnis von grundlegender Bedeu-
tung fiir die Pflanzenforschung und -ziich-
tung.

Plant STARR-seq beschleunigt durch Hoch-
durchsatzanséatze die Analyse cis-regulatori-
scher Elemente erheblich. Neben einzelnen
Elementen konnen auch Wechselwirkungen
zwischen mehreren Elementen untersucht
werden, die aufgrund ihrer kombinatori-
schen Komplexitdt bislang nur schwer
zuganglich waren. Die dabei gewonnenen
Daten konnen zur Erstellung von Computer-
modellen genutzt werden, um die regulatori-
sche Aktivitdt von ungetesteten Sequenzen
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vorherzusagen. Auf diese Weise leistet Plant
STARR-seq einen direkten Beitrag zur Ent-
wicklung ertragreicherer und resilienterer
Nutzpflanzen, sei es durch klassische Ziich-
tung oder durch die gezielte Verdnderung
regulatorischer DNA. |
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