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Kurzzusammenfassung

Die DRNL-Expression markiert Griinderzellen lateraler Seitenorgane im Infloreszenzmeristem
(IM) von Arabidopsis thaliana. Fir die Analyse des Transkriptoms sowie der Chromatinstruk-
tur der Griinderzellen wurden die DRNL-exprimierenden Zellen (GFP+) von den umgebenden
Zellen (GFP-) des apetalal-1 cauliflower-1 IMs getrennt. Sowohl die Genaktivitat als auch
die mittels ,Assay for Transposase-Accessible Chromatin with hightroughput sequencing”
(ATAC-Seq) identifizierte Chromatinzuganglichkeit weisen genspezifische Unterschiede zwi-
schen den beiden Zelltypen auf. Gene mit Tn5 Transposase hypersensitive Stellen (THSs)
weisen eine starkere Transkription auf, dies spiegelt sich in der haufigen Lokalisation von
THSs am Transkriptionsstart wider. Fir differenziell regulierte Gene konnte eine Korrelation
mit einer erhohten Chromatinzuganglichkeit entweder in GFP+ oder GFP— Zellen (dTHS)
beobachtet werden. In GFP+ Zellen hochregulierte Gene weisen zuganglicheres Chromatin in
den GFP+ Zellen (dTHS+) auf bzw. die herunterregulierten Gene in GFP— Zellen (dTHS-). Eine
Zuordnung der Gene in Genontologiegruppen zeigt funktionelle Ubereinstimmungen fiir die
hochregulierten und dTHS+ Genen bzw. die herunterregulierten und dTHS— Genen. Die GFP+
Zellen haben Anteil an der Bliitenentwicklung und stehen damit im direkten Zusammenhang
zu den DRNL-exprimierenden Griinderzellen, die GFP— Zellen sind im Gegensatz zum groRen
Teil mit der Antwort auf Stress assoziiert. Daher zeigen die Griinderzellen spezifische
Unterschiede in der Genaktivitat in Korrelation mit der Chromatinkonformation im Vergleich
zu den restlichen Zellen des IMs. THSs zeigen eine hohe positionelle Ubereinstimmung mit
konservierten DNA-Sequenzen sowie AP1 und SEP3 Bindestellen; AP1 bindet eher dTHS+
Gene, SEP3 hingegen dTHS— Gene. Die hohe Sensitivitat der ATAC-Seq Methode ermdglicht
daher die Identifikation von cis-regulatorischen Elementen, auch an Positionen die erst zu

einem spateren Zeitpunkt besetzt werden.



Abstract

DRNL-expression marks lateral organ founder cells (LOFCs) in the inflorescence meristem
(IM) of Arabidopsis thaliana. To analyse the transcriptome and chromatin structure of LOFCs
DRNL-expressing cells (GFP+) were separated from their non-expressing neighbours (GFP—)
in the apetalal-1 cauliflower-1 IM. Cell-type specific differences in gene activity as well as in
chromatin accessibility determined by ATAC-Seq (“Assay for Transposase-Accessible Chro-
matin with hightroughput sequencing”) could be identified. An increased chromatin accessi-
bility (THS) is accompanied by an elevated transcription rate correlating to frequent THSs at
the transcription start site. Similarly differentially expressed genes show differential chroma-
tin accessibility in the comparison of GFP+ and GFP— cells (dTHS). In GFP+ cells upregulated
genes exhibit more likely open chromatin in GFP+ cells (dTHS+) and downregulated genes in
GFP— cells (dTHS-), respectively. Networks of gene ontology groups show great similarity of
upregulated and dTHS+ genes or downregulated and dTHS— genes. In GFP+ cells flower deve-
lopment takes place correlating to DRNL-expressing LOFCs whereas GFP— cells are associated
with stress response. Thus specific differences between LOFCs and their adjacent cells could
be established in terms of gene activity corresponding to chromatin structure. The DNA-
sequence in the centre of THSs is often conserved and coincides with AP1 and SEP3 binding
sites, AP1 binds more likely in dTHS+ in contrast to SEP3 correlating with dTHS— genes.
Therefore the high sensitivity of ATAC-Seq enables the identification of cis-regulatory

elements independently of the point in time of transcription factor binding.



1 Einleitung

1.1 Die Modellpflanze Arabidopsis thaliana

Die dikotyle Pflanze Arabidopsis thaliana (A. thaliana) gehort zur Gattung der Brassicaceae
und wird als Modellpflanze bezeichnet (Somerville und Koornneef, 2002), da sie einige Vor-
teile fur wissenschaftliche Experimente bietet und daher haufig verwendet wurde bzw. wird.
Das relativ kleine Genom von ungefahr 140 Mega-Basenpaaren verteilt sich auf finf Chro-
mosomen (Derelle et al., 2006). Aufgrund des diploiden Chromosomensatzes kénnen mole-
kularbiologische Methoden im Vergleich zu polyploiden Pflanzen leicht durchgefiihrt wer-
den. Genetische Manipulationen werden mittels Transformation mit Agrobacterium tumefa-
ciens erreicht. AuRerdem weist A. thaliana eine kurze Generationszeit auf, ist einfach zu

kultivieren und produziert viele Samen.

Das vollstandig sequenzierte Genom von A. thaliana wurde im Jahre 2000 veréffentlicht (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Es konnten 33.602 Gene identifiziert werden (TAIR10),

davon werden 28.496 transkribiert bzw. 27.416 kodieren fiir ein Protein.

1.2 Das Infloreszenzmeristem von A. thaliana

Die zentral im Sprossapikalmeristem (SAM) von A. thaliana liegende Initialenzone umfasst
Stammzellen, von denen nach Teilung Zellen in die periphere Determinationszone lberge-
hen, in der das Schicksal der Zellen festgelegt werden kann. Da am SAM neue Blatter entste-
hen, muss fir die Ausbildung von Bliiten zuerst die Transition aus dem vegetativen SAM in
das reproduktive Infloreszenzmeristem (IM) erfolgen. Verschiedene Signale kénnen fiir die
Transition von SAM zu IM verantwortlich sein; dazu gehoren Gibberellin, Kilte- sowie Licht-
stimuli (Okada und Shimira, 1994). Viele Gene sind an dem Prozess der Signalantwort bzw.
Transition beteiligt und bilden komplexe Genregulationsnetzwerke, die auch zwischen den
Signalwegen der einzelnen Stimuli Uberschneidungen aufweisen (Conti, 2017). Die Zahl der
Stammazellen im Zentrum des IMs wird durch WUSCHEL (WUS, AT2G17950) und drei CLAVA-
TA (CLV) Gene reguliert (Schoof et al., 2000). WUS ist verantwortlich fir die Erhaltung der
Stammzellpopulation, CLV reprimiert die Expression von WUS und férdert dadurch die Spezi-
fizierung bzw. Determinierung der Stammzellen. Weitere Signale, z. B. Auxin, kénnen die

3


https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=34708&type=locus

Spezifizierung von Stammzellen zu Griinderzellen bewirken (Chandler, 2011). Die Griinder-
zellen umfassen einen Teil der lateralen bzw. am Rand des IMs lokalisierten Zellen, an dem

sich neue Organprimordien aushilden.

Flr die Ausbildung von Bliiten wird das florale Meristem neu angelegt und einzelne Organe
werden gebildet, an beiden Vorgdngen ist APETALAL (AP1, AT1G69120) beteiligt (Mandel et
al., 1992; Weigel et al., 1992). Die in vier Wirteln angeordneten Sepale, Petale, Stamen und
das Gynoeceum werden durch Gene definiert, die in das klassische ABC-Modell (Coen und
Meyerowitz, 1991) eingeteilt werden. Zusatzlich konnten die E-Klasse SEPALLATA (SEP) Gene
(Pelaz et al., 2000; Ditta et al., 2004) identifiziert werden; die vier Transkriptionsfaktoren
sind redundant und regulieren im Komplex mit weiteren Transkriptionsfaktoren die Entwick-

lung aller Blitenorgane (Honma und Goto, 2001; Jack, 2001; Ditta et al., 2004).

Die Zielgene von AP1 (Kaufmann et al., 2010b; Pajoro et al., 2014) sowie SEP3 (Pajoro et al.,
2014) wurden im apetalal-1 cauliflower-1 (aplcal) Infloreszenzmeristem (Bowman et al.,
1993) identifiziert. Das Gen CAULIFLOWER (CAL; AT1G26310) ist redundant zu API; in der
aplcal Mutante werden an der Position im IM, an der im Wildtyp Bliten entstehen, weitere
IMs gebildet. Bliten werden in der aplcal Mutante abhangig von den Wachstumsbedingun-
gen spater als im Wildtyp gebildet, die aplcal Mutante hat daher ein groRReres Infloreszenz-
meristem, dessen Zellen langer als im Wildtyp im undifferenzierten Zustand verharren. Die
Transformation von aplcal Pflanzen mit AP1 als translationale Fusion mit dem Ratten Gluko-
kortikoidrezeptor (GR) sowie der induzierbare Kernimport mittels Applikation des syntheti-
schen Glukokortikoids Dexamethason (Dex) (Picard et al., 1988; Lloyd et al., 1994) ermdglicht
die Rettung des aplcal Phenotyps bzw. eine synchronisierte Bliteninduktion. Spezifisch
gebundene DNA-Fragmente konnten nach zwei bzw. acht Tagen kontinuierlicher Dex-Appli-
kation sowie Verwendung von Antikorpern gegen GR bzw. SEP3 mittels Chromatin-Immuno-
prazipitation (Orlando und Paro, 1993) angereichert sowie anschlieRender Hochdurchsatz-
Sequenzierung (ChlIP-Seq) identifiziert werden (Pajoro et al., 2014), um die AP1 bzw. SEP3

Bindestellen bzw. Zielgene zu ermitteln.

1.3 Phytohormone in der Organbildung

Auxin und Cytokinin sind zwei Phytohormone, die an der Ausbildung von Organen am SAM

bzw. IM involviert sind, duBerlich appliziert bewirken sie das Auswachsen von Organen
4
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(Reinhardt et al., 2003; D’Aloia et al., 2011). Im IM aktive YUCCA (YUC) Gene, die an einem
der tryptophanabhangigen Biosynthesewege von Auxin beteiligt sind, lassen darauf schlie-
Ben, dass Auxin in diesem Gewebe biosynthetisiert wird und dies fiir eine wildtypische Blu-
tenbildung notwendig ist (Cheng et al., 2006). Ein gerichteter Transport von Auxin, reguliert
von PIN-FORMED 1 (PIN1, AT1G73590) in Abhdngigkeit von MONOPTEROS (MP, ARFS5,
AT1G19850), fuhrt zur Akkumulation dieses Phytohormons in den Primordien von entste-
henden Bluten im IM (Bhatia et al., 2016). Ein Anstieg der Auxinkonzentration vermittelt die
Bindung des F-box TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEINS
(TIR1/AFB) Auxin Korezeptoren an Aux/IAA Proteine, die sich dadurch von den an Auxin re-
sponsiven Elementen (AuxREs) gebundenen Auxin Response Factors (ARFs) l6sen (Lavy und
Estelle, 2016). Die Aux/IAA Proteine werden daraufhin durch das Proteasom abgebaut und
die Transkription von ARF Zielgenen kann beginnen (Liu et al., 1994; Guilfoyle et al., 1998;
Pandey et al., 2018).

Cytokinin kann in der gesamten Pflanze nachgewiesen werden und wird lber das Leitgewe-
be transportiert (Kudo et al., 2010). Im Gegensatz zu Auxin ist Cytokinin eher im Zentrum des
IMs als in den Primordien zu finden (Besnard et al., 2014), dennoch gibt es auch Uberschnei-
dungen zwischen beiden Signalwegen (Zhang et al., 2011; Besnard et al., 2014). Die Cyto-
kinin-Antwort (Pekarova et al., 2016) erfolgt tGber die Bindung von extrazellularem Cytokinin
an Rezeptoren in der Zellmembran, woraufhin HISTIDINE-CONTAINING PHOSPHOTRANSMIT-
TER (AHPs) phosphoryliert werden. Eine Ausnahme ist AHP6, bei diesem Protein ist Histidin
durch Asparagin ersetzt und verliert dadurch die Fihigkeit zum Ubertragen der Phosphat-
gruppe. AHP6 wirkt daher regulierend bzw. hemmend auf die zeitraumliche Auspragung des

Cytokininsignalwegs (Mahonen et al., 2006; Besnard et al., 2014).

AHP1-5 Ubertragen die Phosphatgruppe auf Typ-B RESPONSE REGULATORS (ARRs) (Pils und
Heyl, 2009), die aktivierend auf die Transkription von Zielgenen wirken; dazu gehéren unter
anderem Typ-A ARRs. Die dritte Gruppe der ARRs, Typ-C, verhilt sich atypisch, da ihre Ex-
pression nicht durch Zugabe von Cytokinin induziert werden kann. Typ-A ARRs sind Teil einer
negativen Rickhopplung, d. h. sie hemmen die Cytokininantwort durch inhibitorische Regu-
lation der Typ-B ARRs auf unbekannte Weise (Ren et al., 2009; Pekarova et al., 2016). Eine
weitere Aufgabe der Typ-A ARRs ist die Regulation von PIN Proteinen in Infloreszenzen, die

sich in einer antagonistischen Reaktion im Vergleich zum Typ-B ARR1 manifestiert (Waldie
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und Leyser, 2018). AufRerdem sind Typ-A ARRs in der Initialenzone des IMs aktiv und regulie-
ren dort die MeristemgroRe (Leibfried et al., 2005; Zhao et al., 2010). Eine Regulation der
Cytokininantwort wird durch den Transport von Cytokinin aus dem Apoplast in die Zelle und

der daraus resultierenden Inaktivierung erreicht (Zircher et al., 2016).

1.4 Festlegung der adaxialen-abaxialen Polaritdt in Organen

Blatter sind durch eine adaxiale sowie abaxiale Seite gekennzeichnet. Auch bei der Entwick-
lung von Biitenorganen konnten Gene, die diese Polaritat festlegen, bereits in Organpri-
mordien nachgewiesen werden (Siegfried et al., 1999; Otsuga et al., 2001). LEAFY (LFY,
AT5G61850), PHABULOSA (PHB, AT5G61850), PHAVOLUTA (PHV, AT1G30490) sowie REVO-
LUTA (REV, AT5G60690) definieren die Zellen auf der adaxialen Seite (Yamaguchi et al., 2012;
Emery et al., 2003). Antagonistisch zu diesen Genen wirken die YABBY (YAB) und KANADI
(KAN) Gene sowie BLADE ON PETIOLE (BOP) 1 (AT3G57130) und 2 (AT2G41370) auf die
Determinierung der abaxialen Seite von Organen (Siegfried et al., 1999; Ha et al., 2007; Wu
et al., 2008; Bonaccorso et al., 2012). BREVIPEDICELLUS (BP, ATAG08150) nimmt durch die
Regulation der Expression von BOP1 und 2 Einfluss auf die adaxiale-abaxiale Polaritdt (Khan
et al.,, 2012; Byrne et al., 2000). Zusatzlich wird eine medio-laterale Achse festgelegt, die
unter anderem von PRESSED FLOWER (PRS, AT2G28610) sowie YAB-Genen beeinflusst wird
(Matsumoto und Okada, 2001).

1.5 Chromatinstruktur und Transkriptionsfaktoren

Verschiedene Methoden kénnen eingesetzt werden, um die Chromatinstruktur zu analysie-
ren. Dazu gehoren die Isolation von nicht im Nukleosom vorliegender DNA mittels ,Formal-
dehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements” (FAIRE) (Simon et al., 2012)und der
Verdau von ungebundener DNA durch Deoxynuklease | (DNase I; Song und Crawford, 2010)
bzw. Micrococcal Nuklease (MNase; Kundaje et al., 2012) mit anschlielender Isolation der
gebunden DNA. Eine folgende Anwendung von ,Next-Generation Sequencing” (NGS; Mardis,
2008) ermoglicht die genomweite Identifikation von offenem bzw. geschlossenem Chroma-
tin. Die DNase-Seq wurde von Pajoro et al. (2014) eingesetzt, um die Regionen mit offenem
Chromatin bzw. DNase | hypersensitive Stellen (DHSs) im apIcal IM zu ermitteln. The , Assay

for Transposase-Accessible Chromatin“ (ATAC) -Seq ist eine relativ neue Methode zur Ana-
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lyse der Chromatinstruktur, in der die Chromatinzuganglichkeit gegeniiber Tn5 Transposase
festgestellt wird und schon mit geringen Zellzahlen durchgefiihrt werden kann (Buenrostro
et al., 2013). Anwendung fand diese Methode zuerst bei tierischen Zellen, seit 2017 wird sie
jedoch auch fiir Pflanzen adaptiert, sodass Tn5 Transposase hypersensitive Stellen (THS) in
Jungpflanzen (Lu et al., 2016), der Wurzel (Maher et al., 2017), Mesophyll- sowie Stamm-
zellen des SAM identifiziert werden konnten (Sijacic et al., 2018). Kombiniert wird ATAC-Seq
haufig mit einer vorausgehenden Isolation der Nuklei mittels ,Fluorescence-Activated Nuclei
Sorting” (FANS) (Lu et al., 2016) bzw. INTACT (“Isolation of Nuclei Tagged in specific cell
types”) (Maher et al., 2017; Sijacic et al., 2018), um die Ausbeute an nuklearer DNA zu maxi-

mieren sowie Kontamination zu minimieren.

Transkriptionsfaktoren binden an spezifische ci-regulatorische Elemente im Chromatin, wo-
durch eine Veranderung in der Chromatinzuganglichkeit (Pajoro et al., 2014) bzw. der Gen-
expression erfolgen kann. Die Bindestelle von Transkriptionsfaktoren umfasst eine kurze
Nukleotidfolge (Franco-Zorrilla et al., 2014; Isakova et al., 2017; Teif und Rippe, 2011), meh-
rere Transkriptionsfaktoren kénnen jedoch einen Komplex bilden, das Enhanceosom, wel-
ches Uber einen groReren Bereich bindet (Carey, 1998; Panne, 2008). TATA-binding Proteine
(TBP) binden beispielsweise an die TATA-Box in Promotoren und rekrutieren den Prainitia-
tionskomplex, sodass die Transkription erméglicht wird (Murakami et al., 2015; Thomas und
Chiang, 2006). Ebenso kann sich die Genexpression abhangig von Histonmodifikationen ver-
andern. Die mit einer dreifachen Methylierung des Lysins 4 von Histon 3 (H3K4me3) assozi-
ierten aktiven Gene bzw. die mit dreifach methyliertem Lysin 27 am Histon 3 (H3K27me3)

markierten inaktiven Gene wurden im aplcal IM identifiziert (Engelhorn et al., 2017).

1.6 Der Transkriptionsfaktor DORNROSCHEN-LIKE

DORNROSCHEN-LIKE (DRNL, AT1G24590) kodiert in A. thaliana fiir einen Transkriptionsfaktor
mit AP2-Domane, die eine Bindung an DNA ermoglicht (lkeda et al., 2006). Ebenso wie das zu
DRNL orthologe Gen LEAFLESS in der Tomate (Capua und Eshed, 2017) ist DRNL an der Bli-
tenbildung beteiligt; die mutierte AP2-Domane der b class modifier 1 (bcm1)/drnl-2 Mutante
bedeutet einen Defekt in der Stamenbildung (Nag et al., 2007). Die DRNL-Expression mar-
kiert sowohl Griinderzellen von lateralen Seitenorganen bzw. des Tragblatts im IM als auch

die Grinderzellen der einzelnen Bliitenorgane (Chandler et al., 2011b; Chandler und Werr,
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2014; Comelli et al., 2016) und ist zu einem friihen Zeitpunkt, vor der Auswdlbung eines
Blitenprimordiums, im IM aktiv (Chandler und Werr, 2014). Auch in aplcal IMs ist die DRNL-
Expression in einer zum Wildtyp dhnlichen Phyllotaxis angeordnet und sollte auch in dieser

Mutante die Griinderzellen lateraler Seitenorgane markieren (Chandler und Werr, 2014).

DRNL und DORNROSCHEN (DRN, AT1G12980) sind paraloge Gene, deren Expressionsdo-
manen sich im IM kaum Uberschneiden. Dennoch weist DRN ebenso wie das nah verwandte
Gen PUCHI (AT5G18560) Redundanz zu DRNL auf (Kirch et al., 2003; Chandler und Werr,
2017). DRNL sowie DRN werden beide nicht nur im IM sondern auch im Embryo exprimiert
und sind an der Ausbildung der apikalen-basalen Polaritat sowie der Entwicklung von Kotyle-
donen beteiligt (Chandler et al., 2008; Chandler et al., 2011a). In friihen Stadien kann die
Expression beider Gene in denselben Zellen nachgewiesen werden, ab dem Torpedostadium
bilden sie jedoch separate Expressionsdomanen aus, DRNL an der Spitze der Kotelydonen
bzw. DRN im SAM (Chandler et al., 2011a). Eine Analyse des Transkriptoms von mittels
,Fluorescence-activated cell sorting” (FACS) isolierten DRN- bzw. DRNL-exprimierenden
Zellen erfolgte in Kallusgewebe von A. thaliana Embryonen (Cole et al., 2013). Fiur die
Sequenzierung der mRNA wurde ein DNA Microarray (Schena et al., 1995) durchgefiihrt,

alternativ konnte auch die NGS-Methode RNA-Seq (Morin et al., 2008) angewendet werden.

Im Vergleich zum Auxinsignal, welches mittels des DR5-Reporters (Ulmasov et al., 1997) dar-
gestellt wurde und ebenfalls Blitenprimordien im IM markiert, (iberschneidet sich die Ex-
pressionsdomane mit DRNL nur geringfligig, aber sie verlaufen zeitlich parallel (Chandler und
Werr, 2014). Anders verhalt es sich im floralen Meristem, dort werden die Griinderzellen der
Blitenorgane zuerst durch DRNL und erst nachfolgend durch Auxin markiert (Chandler und
Werr, 2014). Deletionsexperimente im DRNL-Promotor sowie phylogenetische Analysen
fihrten zur Identifikation von drei Enhancern, von denen zwei Auxin responsive Elemente
(AuxREs) enthalten (Comelli et al., 2016). Da die Expression von DRN im Embryo von MP
reguliert wird, indem es an AuxREs im DRN-Promotor bindet (Cole et al., 2009) und das DR5-
Signal in der drnl-1 Mutante gegenliber dem Wildtyp verdndert ist (Chandler et al., 2011a),

ware eine Interaktion von DRNL mit dem Auxinsignalweg moglich.

Es konnten bereits funf Zielgene von DRNL identifiziert werden, (lkeda et al., 2006; Eklund et
al., 2011): HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6 (AHP6, AT1G80100), CYCLIN D1;1
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(CYCD1,1, AT1G70210), CUPSHAPED COTYLEDON 1 (CUC1, AT3G15170), LATERAL ROOT PRI-
MORDIUM 1 (LRP1, AT5G12330) sowie STYLISH 1 (STY1, AT3G51060). Der Nachweis der
Interaktion von DRNL mit diesen Genen sowie der GCC-Box als Bindestelle erfolgte in der
Wurzel bzw. ganzen Jungpflanzen von A. thaliana mittels veranderter Genexpression auf-
grund einer mutierten GCC-box bzw. nach einem induzierten DRNL-Kernimport. Uber AHP6
kann eine Verbindung von DRNL zum Cytokininsignalweg hergestellt werden. AHP6 fehlt
anders als den AHPs 1-5 das fiir die Ubertragung der Phosphatgruppe notwendige Histidin
und enthalt stattdessen ein Asparagin. Daher ist auch die Wirkung von AHP6 eine andere, es
wirkt regulierend bzw. hemmend auf die zeitraumliche Auspragung des Cytokininsignalwegs
(Mahonen et al., 2006). Exprimiert wird AHP6 im IM in den Blitenprimordien, dhnlich wie
DRNL und beeinflusst die Phyllotaxis von Bliitenprimordien (Besnard et al., 2014). Die nach-
gewiesene Interaktion von MP mit dem AHP6-Promotor kdnnte eine Regulation der AHP6-
Expression als Auxinantwort durch Bindung von MP bedeuten (Besnard et al., 2014) und

einen Schnittpunkt zwischen den Signalwegen von Auxin, Cytokinin und DRNL darstellen.

1.7 Ziel der Doktorarbeit

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollen die DRNL-markierten Griinderzellen von lateralen Sei-
tenorganen im IM vor dem Anlegen von floralen Meristemen untersucht bzw. mit den DRNL-
nicht exprimierenden Zellen verglichen werden. Es wird mit aplcal Pflanzen gearbeitet, da
diese ein Uberproliferierendes IM aufweisen. Die Zahl der DRNL-exprimierenden Zellen ist im
aplcal IM gegeniiber dem Wildtyp erhoht bzw. die Zellen befinden sich in einem dhnlichen
entwicklungsbiologischen Stadium. Fir eine Trennung der Griinderzellen von den restlichen
Zellen des IMs wird das Transgen DRNL::erGFP genutzt, um die Isolation der DRNL-exprimie-
renden Grinderzellen mittels FACS zu ermoglichen. AnschlieRend kann das Transkriptom
mittels RNA-Seq sowie die Chromatinstruktur mittels ATAC-Seq analysiert werden. Die da-
raus resultierenden Ergebnisse sollen Aufschluss liber die Expression bzw. Chromatinstruktur
von Genen in Grinderzellen im Vergleich zum restlichen IM sowie mogliche Korrelationen
zwischen Genaktivitat und Chromatinzuganglichkeit geben. Aullerdem soll eine ChIP-Seq
durchgefiihrt werden, um weitere direkte Zielgene von DRNL zu ermitteln bzw. eine physika-
lische Bindung an die bereits identifizierten Zielgene nachweisen zu kénnen. Eine Korrelation

der Bindestellen von DRNL bzw. anderer Transkriptionsfaktoren im aplcal IM mit THSs
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konnte die biologische Bedeutung der Chromatinkonformation eruieren. Die Kombination
von RNA-, ChIP- sowie ATAC-Seq Ergebnissen soll helfen die Prozesse in den Griinderzellen
besser interpretieren zu kdnnen sowie Zusammenhéange zwischen DRNL und genregulato-
rischen Netzwerken, z. B. in Bezug auf Phytohormone bzw. die adaxiale-abaxiale Polaritat,

aufzuklaren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Firmen fiir Bestellungen von Laborbedarf

Firmen Adresse

Ambion by life technologies Darmstadt, Deutschland
Applied Biosystems by life technologies Darmstadt, Deutschland
Bioline Luckenwalde, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, Deutschland
Cologne Center for Genomics Koln, Deutschland
Duchefa Biochemie Haarlem, Niederlande
GATC Biotech Konstanz, Deutschland
Merck Millipore Darmstadt, Deutschland
Illumina Eindhoven, Niederlande
Invitrogen by life technologies Darmstadt, Deutschland
Qiagen Hilden, Deutschland
PanReac AppliChem Darmstadt, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, Inc. Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh Minchen, Deutschland
Thermo Scientific Darmstadt, Deutschland

2.1.2 Vektoren
pGPTV-Bar ist ein binidrer Vektor (Uberlacker und Werr, 1996), der eine Selektion von

Pflanzen mittels des Herbizids Basta (Kat.-Nr.: 45520, Sigma-Aldrich) ermoglicht. Zuséatzlich
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enthalt der Vektor ein Gen fiir Kanamycin-Resistenz (Neomycin Phosphotransferase 1), um
selektiv transgene Bakterien der Art Agrobacterium tumefaciens kultivieren zu kénnen. Eine
Insertion von DRNL::DRNL-GR (von Petra Comelli) wurde Uber eine Ascl-Schnittstelle

erreicht. Die entsprechenden DNA-Sequenzen befinden sich im Anhang B 8.1.

2.1.3 Antibiotika

Name Endkonzentration in (w/v) Firma Katalognummer
Kanamycin 5% Duchefa Biochemie K0126
Gentamycin 2,5% Duchefa Biochemie G0124
Rifampicin 5% Duchefa Biochemie RO146

Zur Herstellung einer konzentrierten Losung wurde der jeweilige Antikorper in ddH,0 fir
Kanamycin sowie Gentamycin bzw. Dimethylsulfoxid fir Rifampicin gelést. Nach steriler

Filtration erfolgte die Lagerung bei -20 °C.

2.1.4 Antikorper

Bezeichnung Verwendung Firma und Katalognummer
Glucocorticoid Receptor Anti-GR Thermo Scientific, PA1-516

alpha Antibody
Goat anti-Rabbit (H+L) Cross sekundarer Antikorper Thermo Scientific, 31462

Adsorbed

2.1.5 Maedien

Flussiges LB-Medium (,lysogeny broth“) besteht aus 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v)
Trypton sowie 1% (w/v) NaCl und wird auf pH 7 eingestellt. Fir die Herstellung von Petri-
schalen gefiillt mit festem LB-Medium wurde dem flissigen LB-Medium 1,5% (w/v) Agar

hinzugefigt.

YEB-Medium (,yeast extract broth”) ist aus 0,5% (w/v) Rinderextrakt, 0,5% (w/v) Pepton,

0,5% (w/v) Saccharose, 0,1 (w/v)% Hefeextrakt sowie 0,05% (w/v) MgCl, zusammengesetzt.
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Alle Medien wurden nach der Herstellung autoklaviert. Durch Zugabe von Antibiotika konnte

eine Selektion erfolgen.

2.1.6 Bakterienstimme

Agrobacterium tumefaciens des Stamms GV3101 (Koncz und Schell, 1986) ermoglichte die

Transformation von Pflanzen. Dieser Stamm ist resistent gegen Gentamycin und Rifampicin.

2.1.7 Kits

Bezeichnung

Invitrap Spin Plant RNA Mini Kit
MinElute PCR Purification Kit
Nextera DNA Library Preperation Kit

NucleoSpin Plant Il Kit

Firma

Stratec
Qiagen
llumina

Macherey-Nagel

QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen

2.1.8 Software

Bezeichnung Internetadresse

Adobe Photoshop CS5.1

BINGO www.psb.ugent.be/cbd/papers/BiNGO/
Home.html

Cytoscape www.cytoscape.org/

Imaris 6.2.1

Jbrowse https://phytozome.jgi.doe.gov/jbrowse/

Leica Application Suite V4.5

NCBI Primerblast www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Katalognummer

1064100300
28004
FC-121-1030
740770

205311

Verwendung

Bildbearbeitung

Analyse von RNA-Seq sowie
ATAC-Seq Ergebnissen
Plattform fur BINGO
Bildbearbeitung
Phylogenetic Shadowing
Stereomikroskop

Primerdesign
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Oligo Calc www.basic.northwestern.edu/biotools/ Analyse der Sekundar-

oligocalc.html struktur von Primern
Phytozome 12 Plattform fur Jorowse
Tm Calculator www.neb.com/tools-and-resources/ Berechnung der Schmelz-

interactive-tools/tm-calculator temperatur von Primern
Venny 2.1 http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/  Erstellung von Venn-

Diagrammen
7500 Software v2.3 von Applied Biosystems gPCR
Zen lite https://www.zeiss.com/microscopy/int/ Konfokales Mikroskop
products/microscope-software/zen-lite.
html
2.1.9 Pflanzenmaterial

Es wurde mit Infloreszenzen von A. thaliana Pflanzen (Abbildung 1A) gearbeitet, die auf Erde

unter Langtagbedingungen, 16 h Licht und 8 h Dunkelheit, herangezogen wurden.

Abbildung 1: Infloreszenz in A. thaliana
Infloreszenzen von A. thaliana Wildtyp Pflanzen (A), der ap1-1 cal-1 Doppelmutante (B) und der b class modifier 1 Mutante
(C). Der Malstab betragt 5 mm.

Es wurden apetalal-1 cauliflower-1 (aplcal; Bowman et al., 1993) (Nottingham Arabidopsis
Stock Centre N6161) Pflanzen verwendet, die ein proliferative Infloreszenzmeristem aufwei-
sen (Abbildung 1B). Fiir ChIP-Seq Experimente wurden zusatzlich b class modifier 1 (bcm1;
Nag et al., 2007) Pflanzen im Landsberg erecta Okotyp untersucht (Abbildung 1C).
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Das Sortieren von Protoplasten nach ihrer DRNL-Expression wurden mittels Verwendung von
DRNL::erGFP aplcal Pflanzen (Frerichs et al., 2016) erreicht. Fir den Nachweis von spezi-
fischen Bindungen des DRNL-Proteins an Chromatin mittels ChIP-Seq wurden Pflanzen mit
dem Transgen DRNL::DRNL-GR in aplcal generiert bzw. in bcm1 (von Petra Comelli) unter-

sucht.

Fiir RNA-, ATAC- sowie ChlIP-Seq wurden Infloreszenzen circa finf Wochen nach dem
Aussdhen vor der histologischen Evidenz von Bliten gesammelt und entsprechend der

nachfolgenden Methode weiter behandelt.

Fiir die Bestatigung der erfolgreichen Transformation von Pflanzen wurde gDNA aus Blattern

unter Verwendung des NucleoSpin Plant Il Kits isoliert sowie mittels PCR genotypisiert.

2.2 Methoden

2.2.1 Identifikation von konservierten Regionen

Der Vergleich von orthologen Genomsequenzen mehrerer Arten nennt sich , Phylogenetic
Shadowing” (Boffelli et al., 2003). Das Department of Energy's Joint Genome Institute (Kali-
fornien, USA) veroffentlichte das Programm Phytozome 12, mit dem die Genome verschie-
dener Pflanzenarten untersucht werden kdnnen. Die in Phytozome vorliegenden Daten
konnen im Zusammenhang mit dem Programm JBrowse (https://phytozome.jgi.doe.gov
/jbrowse/) genutzt werden, um die Darstellung des Konservierungsgrades der DNA-Sequenz
zwischen verschiedenen Pflanzenarten zu ermdglichen. Es wurde die genomische DNA-
Sequenz von Arabidopsis thaliana (TAIR10) mit denen der folgenden den Brassicaceae
angehdrenden Arten verglichen: Arabidopsis halleri v1, Arabidopsis lyrata v1, Brassica rapa
vl, Boechera stricta v1, Capsella grandiflora v1, Capsella rubella vl sowie Eutrema
salsugineum v1. Nicht-transkribierte Regionen zwischen einzelnen Genen, die eine
Ubereinstimmung der DNA-Sequenz von mindestens 75% aufweisen, werden als konserviert

angesehen und markiert.
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2.2.2 Mikroskopie
Makroskopische Aufnahmen von Infloreszenzen wurden mit dem Stereomikroskop Leica
MZ16 FA von Leica Microsystems durchgefiihrt und mit Leica Application Suite V4.5

bearbeitet.

Die Dokumentation von Fluoreszenzemission in A. thaliana Zellen wurde mit dem Zeiss LSM
700 konfokalem Mikroskop sowie dem Programm Zen lite durchgefiihrt. Die Detektion der
GFP-Fluoreszenz erfolgte nach Anregung bei 488 nm Uber eine Messung der Fluoreszenz-
emission bei 480 bis 560 nm. Die Autofluoreszenz der Chloroplasten wurde bei 639 nm
angeregt und bei 640 - 700 nm detektiert. Die nachfolgende Bildbearbeitung wurde mit dem

Programm Imaris 6.2.1 durchgefiihrt.

2.2.3 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation von A. tumefaciens mit DRNL::DRNL-GR im pGPTV-Vektor erfolgte
mittels Elektroploration (modifiziert nach: Wen-Jun und Forde, 1989). Es wurde 1 ul Plasmid
(ca. 20 ng) im Verhaltnis zu 50 pl A. tumefaciens (ODggo = 0,1 — 0,5) eingesetzt und fir 5 min
auf Eis inkubiert. Die Elektroploration wurde in einer Kiivette in einem Elektroporator bei
einer angelegten Spannung von 1,8 V fiir 1 —2 s durchgefihrt. Zur Regeneration der Zellen
wurde sofort 700 pul YEB-Medium hinzugefiigt, eine Inkubation von 2 h bei 28°C unter
standiger Bewegung der Flissigkeit folgte. Im Anschluss konnten die Zellen auf YEB-Medium
mit den Antibiotika Kanamycin, Gentamycin und Rifampicin ausgestrichen werden. Die

Platten wurden fiir zwei Tage bei 28°C inkubiert.

2.2.4 Transformation von Pflanzen

Die Transformation von A. thaliana Pflanzen erfolgte nach der ,Floral Dip“-Methode (Clough
und Bent, 1998). Zuerst wurde 10 ml LB-Medium mit den Antibiotika Kanamycin, Genta-
mycin und Rifampicin versetzt sowie mit einer Einzelkolonie von A. tumefaciens angeimpft.
Aus dieser Vorkultur wurden 2 ml in eine Hauptkultur, bestehend aus 30 ml LB-Medium und
ebenfalls den entsprechenden Antibiotika, Gberfihrt. Die Inkubation der Kulturen erfolgte
jeweils bei 28°C fiir circa 24 h. Nach Zentrifugation der Hauptkultur (5.000 g, 15 min) wurde
das Pellet aus A. tumefaciens in 11| Infiltrationsmedium (146 mM Saccharose, 0,02% (v/v)

Silwet L-77) resuspendiert. Die zu infiltrierenden Pflanzen wurden fir jeweils 15 min in das
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Infiltrationsmedium mit A. tumefaciens getaucht. Zur Infiltration von aplcal Pflanzen wur-
den circa sieben bis acht Wochen alte Pflanzen mit A. tumefaciens transformiert. Transgene
Pflanzen enthalten zusatzlich zu dem Gen von Interesse eine Basta-Resistenz, somit kann

eine Selektion mit einer 0,125%igen Basta-Losung erfolgen (Akama et al., 1995).

2.2.5 Isolation von Nukleinsauren
Die Isolation von RNA wurde mit dem Invitrap Spin Plant RNA Mini Kit von Stratec durch-

gefiihrt.

Fiir Genotypisierungen von Pflanzen wurde die gDNA mit dem NucleoSpin Plant Il Kit von

Macherey-Nagel isoliert.

Die Aufreinigung der gDNA im Anschluss an die ATAC- bzw. ChIP-Methode erfolgte mit dem

MinElute PCR Purification Kit von Qiagen.

Die Anweisungen der Hersteller wurden beziiglich der Versuchsdurchfiihrung befolgt.

2.2.6 Reverse Transkription

Fir die Herstellung von cDNA aus mRNA wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit von
Qiagen verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte wie im Protokoll der Hersteller beschrieben.
Die maximalen Mengenangaben von 1 pug RNA bzw. 12 ul Probenvolumen pro Reaktion

wurden nicht Uberschritten.

2.2.7 Design von Primern

Primer wurden mit dem Programm Primer-Blast des National Center for Biotechnology Infor-
mation ausgewihlt. Eine zusatzliche Uberpriifung konnte mittels Tm-Calculator von New
England Biolabs GmbH zur Bestatigung der Schmelztemperatur sowie dem Oligoneucleotide

Properties Calculator (Kibbe, 2007) zur Vermeidung von Sekundarstrukturen erfolgen.

Fiir den Einsatz von Primern in der gPCR missen weitere Kriterien beachtet werden. Das zu
amplifizierende Fragment sollte bei einer GroRRe von 48 - 145 bp bei Einsatz des SYBR Select
Master Mix (life technologies) bzw. 80 - 200 bp liegen, wenn das Sensi FAST SYBR Lo-ROX Kit
von Bioline verwendet wurde. Es wurde eine Hybridisierungstemperatur von 60°C ange-

strebt, die Differenz der Schmelztemperatur von Forward und Reverse Primer sollte nicht

17


http://www.neb-online.de/
http://www.neb-online.de/

mehr als 1°C betragen. Nukleotidwiederholungen sowie die Positionierung der Nukleinbase
Guanin am 5°-Ende bzw. mehr als zwei der Nukleinbasen Guanin/Cytosin am 3'-Ende sollten

vermieden werden.
Die Herstellung der Primer wurde bei der Firma Sigma-Aldrich in Auftrag gegeben.

Die verwendeten Primer sind im Anhang A 7.1 zu finden.

2.2.8 Polymerase-Kettenreaktion

Fir die Amplifikation von DNA-Sequenzen wird die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach
Mullis et al. (1987) angewandt. Es wurde der C1000 Thermal Cycler der Firma Biorad ver-
wendet. Die Hybridisierungstemperatur und die Elongationszeit wurden entsprechend der
Schmelztemperatur der Primer bzw. der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments ein-
gestellt. Anschliefend konnten die DNA-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese an-
hand ihrer GroRe aufgetrennt werden. Es wurde der my-Budget 5x PCR Mastermix RtL von

Bio-Budget verwendet.

2.2.9 Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR (gPCR) (Higuchi et al., 1993) wurde mit dem System 7500 Fast
Real-Time PCR System von Applied Biosystems durchgefiihrt. Es wurde der SYBR Select Mas-
ter Mix (life technologies) oder das Sensi FAST SYBR Lo-ROX Kit (Bioline) eingesetzt. Es
wurden die jeweiligen Angaben der Hersteller fiir die Versuchsdurchfiihrung befolgt, Modifi-
kationen resultierten aus der Verwendung von Primern mit einer Hybridisierungstemperatur
unter 60°C. Es wurden pro Versuchsansatz auf einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mindestens
zwei biologische Replikate sowie drei technische Replikate analysiert. Bedingt durch niedrige
DNA-Mengen waren in Ausnahmefallen nur zwei technische Replikate moglich. Es wurde bei
jedem Versuch das Primerpaar ACTIN 2 (AT3G18780) als Kontrolle eingesetzt, um eine
Normalisierung und Vergleichbarkeit von mehreren Versuchen zu erreichen. Nach jedem
Versuchsdurchlauf wurde im Anschluss an die Amplifikation eine Schmelzkurve erstellt, um

die Anreicherung eines spezifischen DNA-Fragments zu bestatigen.

Die Quantifizierung der amplifizierten DNA-Fragmente konnte mittels Detektion der SYBR
Green Fluoreszenz der doppelstrangigen DNA erreicht werden. Erste Analysen erfolgten mit

dem Programm 7500 Software v2.3 (Applied Biosystems), welches als Vergleichswert zwi-
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schen den einzelnen Reaktionsabldufen auf einer Mikrotiterplatte den Ct (,,cycle threshold®)
-Wert ausgibt. Fiir die weitere Auswertung wurde die AACt Methode (Livak und Schmittgen,
2001) genutzt. Hierfiir wird der Ct-Wert einer Probe in Relation zu einer Kontrollprobe
gesetzt. Zusatzlich erfolgte eine Normalisierung unter Einberechnung der Primereffizienz
sowie der Amplifikation von ACTIN 2. Unterschied sich der Ct-Wert eines der drei techni-
schen Replikate um mehr als 0,5 von den zwei anderen, wurde dieses technische Replikat
nicht in den weiteren Berechnungen bericksichtigt. Wenn keine Amplifikation messbar war,

wurde ein Ct-Wert von 40 angenommen.

2.2.10 DNA-Sequenzierung

Einzelne PCR-Produkte wurden von der Firma GATC Biotech sequenziert.

Genomweite Sequenzierungen in Zusammenhang mit RNA-Seq, ATAC-Seq und ChlP-Seq sind

bei der Firma Cologne Center for Genomics in Auftrag gegeben worden.

2.2.11 Fluoreszenzabhiangige Sortierung von Zellen

Bei der FACS-Methode (,,Fluorencense-activated cell sorting”; Birnbaum et al., 2005) werden
Protoplasten anhand ihrer Fluoreszenzemmission sortiert. Es wurden Infloreszenzmeristeme
von circa 700 DRNL::erGFP aplcal Pflanzen verwendet. Zum Zeitpunkt des Erntens zeigten
die Pflanzen noch keine histologischen Anzeichen der Blitenentwicklung. Zur Gewinnung
von Protoplasten wurden die geernteten Infloreszenzen in 30 ml FACS-Medium (10 mM KCl,
2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 1 g/l BSA, 0,4 g/l MES, 109,3 g/| Mannitol, pH 5,5) erganzt mit den
Enzymen Cellulase (20 g/lI; Kat.-Nr.: C1794, Sigma-Aldrich) und Pectolyase (1 g/lI; Kat.-Nr.:
P3026, Sigma-Aldrich) fir 90 min unter standiger Bewegung der Losung inkubiert. Eine an-
schlielende Trennung von FACS-Medium und Protoplasten vom (brigen Pflanzengewebe
erfolgte Uber ein 40 um Sieb. Die Protoplasten wurden nachfolgend pelletiert (500 rpm,
10 min, 4°C) sowie in 0,5—-2 ml FACS-Medium resuspendiert, um eine Konzentration von
etwa 7 x 10’ Zellen/ml zu erreichen. Im Anschluss konnten die Protoplasten mit einem FACS
Vantage SE (Becton Dickinson) in einem Zeitraum von maximal 1 h anhand ihrer GFP-Expres-
sion sortiert (FlieRrate: 36.000 Zellen/s, Diisendurchmesser: 100 um) werden (Herzenberg et
al., 1976). Die Fluoreszenz von GFP wurde mit einem Filter der Wellenldange 500 — 520 nm

gemessen. Als Kontrolle diente ein Filter zur Detektion der Autofluoreszenz von Phycoery-
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thrin, ein akzessorisches Pigment der Photosynthese, bei 564 — 606 nm. Die Anzahl der
gesammelten Protoplasten sowie das Medium, in dem die sortierten Zellen gesammelt
wurden, korrespondierten mit der jeweils nachfolgenden Methode (siehe RNA-Seq 2.2.12

bzw. ATAC-Seq 2.2.14).

2.2.12 Isolation und Sequenzierung des Transkriptoms

Zur Analyse des Transkriptoms von Infloreszenzen von aplcal DRNL::erGFP A. thaliana Pflan-
zen wurde aus 100.000 bis 700.000 sortierten Protoplasten RNA isoliert sowie sequenziert
(RNA-seq) (Lister et al., 2008). Die nach ihrer Fluoreszenzemission sortierten Protoplasten
wurden in 9,9 ml Lysis Solution DCT (Kat.-Nr.: 1064100300, Invitrap Spin Plant RNA Mini Kit,
Stratec), supplementiert mit 100 pl Dithiothreitol und 10 ul RNase Inhibitor (1 U/ul; Kat.-Nr.:
AM2694, ambion by life technologies), aufgefangen. Die Isolation der RNA erfolgte mit dem
Invitrap Spin Plant RNA Mini Kit. Es wurden jeweils vier biologische Replikate am Cologne
Center for Genomics sequenziert. Zusatzlich wurde RNA direkt aus aplcal Infloreszenzen mit

dem Invitrap Spin Plant RNA Mini Kit isoliert und ebenfalls sequenziert.

Die Sequenzierung der Proben mit jeweils einer Gesamtmenge von 200 ng RNA erfolgte mit

dem 2 x 100nt v3 ,,paired end” Protokoll auf einem Illlumina GAllx Sequenzierer.

2.2.13 Isolation von spezifisch gebundenen Chromatinregionen

Die hier verwendete ChIP-Seq Methode beruht mit einigen Adaptionen auf dem Protokoll
von Kaufmann et al. (2010a). Dexamethason (0,1 mM Dex von Sigma Aldrich, Kat.-Nr.:
D1756, 0,1% (v/v) Ethanol, 0,015% (v/v) Silwet L-77) wurde auf Infloreszenzen von
DRNL::DRNL-GR in aplcal bzw. bcm1 oder AP1/35S::AP1-GR in aplcal A. thaliana Pflanzen
circa finf Wochen nach Aussaat vor der histologischen Auspragung von Bliten appliziert. Die
nach 2 - 4 bzw. 16 - 20 h Induktion geernteten Infloreszenzen wurden zu 0,8 —-1,5 g pro
Probe auf Eis gesammelt. Als Vergleichsprobe wurden zusatzlich Infloreszenzen ohne
Dexamethason-Behandlung geerntet. Es folgte eine kovalente Vernetzung der Proteine mit
DNA, RNA und anderen Proteinen mit dem ,Crosslinker” Formaldehyd. Dies wurde als erster
Schritt mittels Zugabe von 1% (v/v) Formaldehyd zu dem geernteten Pflanzenmaterial sowie
einer Inkubation fiir 30 min auf Eis erreicht. AnschlieBend wurde das Pflanzenmaterial in

flissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C gelagert.
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Die Proben wurden fiir die weitere Verarbeitung mit 25 ml MC-Puffer (100 mM Saccharose,
10 mM NaPO,4 pH 7, 50 mM NacCl) versetzt. Optional konnte ein zusatzlicher ,,Crosslinker”
eingesetzt werden, um auch eine nicht direkte Bindung von Proteinen an DNA mit einer
groReren Entfernung zueinander nachweisen zu kdnnen (Zeng et al., 2006). Das ausgewahlte
EGS (ethylene glycol bis(succinimidyl succinate) wurde der Probe nach Zugabe von 25 ml
MC-Puffer in einer Konzentration von 5 mM zugesetzt. Es folgte eine Inkubation bei Raum-
temperatur flr 1 h. Als nachster Schritt wurde den Proben Formaldehyd in einer Endkonzen-
tration von 1% (v/v) hinzugefiigt. Zur besseren Infiltration des Pflanzengewebes mit Formal-
dehyd erfolgte eine Inkubation unter Vakuum fiir 15 min auf Eis. Nach einem Durchmischen
der Proben folgte eine erneute Inkubation fiir 14 min unter Vakuum auf Eis. Ein Abstoppen
der Vernetzungsreaktion konnte durch die Zugabe von 2,5 ml 1,25 M Glycin pro Probe er-
reicht werden. Nach mehrmaligem Invertieren der Proben folgte eine weitere Inkubation fir
2 min unter Vakuum auf Eis. Das Pflanzenmaterial wurde anschliefend dreimal mit 25 ml
MC-Puffer gewaschen, getrocknet sowie in fliissigen Stickstoff aufbewahrt. Nach dem direk-

ten Morsern in flissigem Stickstoff wurden die Proben bei -80°C gelagert.

Zu dem gemorserten Pflanzenmaterial wurden 20 ml M1-Puffer (10 mM NaPO, pH 7,
100 mM NaCl, 1 M 2-methyl-2,4-pentanediol, 10 mM B-Mercaptoethanol, 1 SigmaFAST Pro-
tease Inhibitor Tablette (S8820) auf 50 ml Puffer) hinzugefiigt. Der fllissige Bestandteil wur-
de von den groberen Pflanzenmaterialresten mittels eines Siebes (100 um) getrennt und ge-
sammelt. Das Sieb wurde zusatzlich mit 5 ml M1-Puffer gewaschen. Die weitere Isolation der
Nuclei sowie die Ultraschallbehandlung zur Fragmentierung des Chromatins erfolgte wie im
Protokoll von Kaufmann et al. (2010a) beschrieben. Es wurde der Ultraschall-Desintegrator
Sonifier 1l w-450 von Branson mit den Einstellungen Duty Cycle 80% sowie Output Control 7
fiir 18 min bei 4°C eingesetzt. Die DNA-Fragmente sollten fir eine anschlieRende Sequenzie-
rung in einem GrélRenbereich von 200 bis 500 bp liegen. Die verwendeten Protein A-Agarose
Kigelchen (sc-2001) wurden von Santa Cruz Biotechnology, Inc. bezogen. Da der Einsatz
eines Praimmunserums nicht moéglich war, wurden die Proben nach Zugabe des IP-Puffers
(50 mM HEPES-Puffer pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,01 mM ZnSOj,, 1% (v/v) Triton X-
100, 1,7 mM SDS) sowie Abnahme der 120 ul Negativ Kontrollproben (NK) 1,5 h bei 4°C auf
einem Rotator mit 80 pl Protein A-Agarose Kiigelchen inkubiert. Eine spezifische Isolation

von Protein-gebundenen DNA-Fragmenten sollte mit dem Einsatz von 1 ug des Glucocorti-
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coid Receptor alpha Antibody fiir das Fusionsprotein DRNL-GR bzw. AP1-GR erreicht werden.
Als Vergleichsprobe wurde anstatt des Antikorpers das entsprechende Volumen an Wasser
eingesetzt. Die Aufreinigung der DNA-Fragmente erfolgte mit dem MinElute PCR Purification

Kit. Das eingesetzte Volumen des Elutionspuffers betrug pro Probe 20 pl.

Die anschliefende Sequenzierung wurde am Cologne Center for Genomics der Universitat zu
K6In durchgefiihrt (Rehimi et al., 2017). Fir die Praparation der DNA-Bibliothek wurde das
TruSeq DNA Nano Kit (Illumina) verwendet. Das Protokoll wurde ohne vorherige, zusatzliche
Fragmentierung mit dem Reparieren der Enden sowie Polyadenylierung von DNA-Fragmen-
ten und der Ligation von Adaptoren begonnen. Die Amplifikation erfolgte mit 15 bzw. 18
PCR-Zyklen. Die Sequenzierung wurde auf einem Illumina HiSeq 4000 ,single end” (1x51nt)

oder ,,paired end” (2x76nt) durchgefiihrt.

2.2.14 Genom-weite Sequenzierung von offenem Chromatin

Modifikationen der ATAC-Seq nach Buenrostro et al. (2015) resultierten aus der Verwendung
von aplcal DRNL::erGFP Infloreszenzen, die Zellen wurden protoplastiert sowie anhand ihrer
GFP-Expression getrennt. Die 95.000 — 300.000 in 10 ml FACS-Medium gesammelten Proto-
plasten wurden zentrifugiert (500 rpm, 10 min, 4°C) sowie in 500 ul FACS-Medium resuspen-
siert. Nach einer Wiederholung des Zentrifugationsschritts sowie der erneuten Resuspension
in 500 pl FACS-Medium folgte die Zugabe eines Lysepuffers (10 mM NaCl, 10 mM TrisHCI
pH 7,4, 3 mM MgCl,, 0,1% (v/v) IGEPAL CA-630) mit anschlieRender Inkubation auf Eis fur
30 min. Die lysierten Zellen wurden zuerst flir 10 min sowie in einem zweiten Schritt flr zu-
satzliche 2 min zentrifugiert (1.000 g, 4°C), um den Uberstand moglichst restlos zu entfer-
nen. Mittels Zugabe von 15 ul Nuklease-freiem H,0, 25 pl Tagment DNA Puffers sowie 10 pl
des Tagment DNA Enzyms (Nextera DNA Library Preperation Kit von Illlumina; Kat.-Nr.: FC-
121-1030) konnte die Integration von Adaptoren in das offene Chromatin wahrend einer
Inkubation bei 37°C fur 30 min erreicht werden. Im Anschluss wurden die Proben direkt mit

dem MinElute PCR Purification Kit aufgereinigt.

Die anschliefende Sequenzierung wurde am Cologne Center for Genomics der Universitat zu
Koln durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurden die Fragmente in 12 bzw. 15 PCR-Zyklen
mit Reagenzien des lllumina TruSight One Library Preparation Kit amplifiziert, um Indices und

allgemeine Adaptoren fir die Generierung von Clustern zu integrieren. Nach der Aufreini-
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gung mittels Beckman Coulter Ampure XP Beads (Kat.-Nr.: NC9933872) sowie Quantifizie-
rung mittels KAPA Library Quantification kit (Peqlab) wurden die Fragmente auf einer 2200
TapeStation (Agilent Technologies) Gberprift und mittels KAPA Library Quantification kit
(Peglab) und den 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) quantifiziert. Die
Sequenzierung erfolgte auf einem lllumina HiSeq4000 Sequenzierer mit dem 2x75nt paired

end Protokoll.

2.2.15 Bioinformatische Auswertung der Rohdaten von genomweiten Sequenzierungen

RNA-Seq

Die Prozessierung der Rohdaten, die Zuordnung der sequenzierten RNA-Fragmente zu den
korrespondierenden A. thaliana Genomdaten (TAIR10; ftp://ftp.arabidopsis.org/home/tair/
Genes/TAIR10_genome_release) sowie die Erstellung der Hauptkomponentenanalyse erfolg-
te unter Verwendung des QuickNGS Systems (Wagle et al., 2015) in der bioinformatischen
Abteilung des Exzellenzcluster Cellular Stress Responses in Aging-Associated Diseases unter
der Leitung von Dr. Peter Frommolt (Frerichs et al., 2016). Berechnungen wurden mit den
Programmen DeSeq2 (Love et al., 2014) bzw. Cufflinks (Trapnell et al., 2012) durchgefiihrt.
Sofern nicht anders erwahnt, wurde fiir weitere Analysen in dieser Arbeit mit den Ergebnis-
sen aus DeSeq2 gearbeitet, welches die Transkriptmengen als Fragmente normalisiert zur

Lange eines Gens pro Million (,,Fragments Per Kilobase Million“; FPKM) ausgibt.

ChiP-Seq

Die bioinformatische Auswertung der ChIP-Seq Rohdaten wurde von Dr. Julia Engelhorn
(Universitat von Warwick, UK) Gbernommen. Die Verankerung der erhaltenen DNA-Frag-
mente erfolgte auf das A. thaliana Genom nach TAIR10. Zur Identifikation von potentiellen
Peaks in einer Probe wurde das Programm MACS (Zhang et al., 2008) mit einer GenomgroRe

von 1,2 x 10® verwendet. Weitere Voreinstellungen wurden nicht verandert.

ATAC-Seq

Die bioinformatische Auswertung der Rohdaten wurde von Dr. Julia Engelhorn (Universitat
von Warwick, UK) durchgefiihrt (unveroffentlichte Daten). Fir eine Zuordnung der sequen-
zierten Fragmente zum A. thaliana Genom diente TAIR10 als Referenz. Identische Fragmente

ebenso wie DNA-Sequenzen von Chloroplasten oder Mitochondrien wurden verworfen. Zur
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Identifizierung von Chromatinregionen, die eine Zuganglichkeit fir die Transposase aufwie-
sen, wurde die Funktion SICER-df-rb des Programms SICERV V1.1 (Zang et al., 2009) genutzt.
Es wurde jeweils ein Wert fiir die effektive GenomgroRRe (0,9), der e-Wert fiir angereicherte
Regionen nach ATAC-Seq (100) und der p-Wert fir die Identifizierung von Regionen mit
unterschiedlich hoher Zuganglichkeit (0,0001) gesetzt. Flir eine Visualisierung der Daten
wurden diese in GBrowse geladen sowie Heatmaps generiert (Engelhorn et al., 2017). Fur die
Darstellung der Tn5 Transposase Schnittpunkte wurde eine Korrektur, wie in Buenrostro et

al. (2013) beschrieben, durchgefiihrt.

Gene mit THSs bzw. dTHSs sind im Anhang B 8.2 aufgefiihrt.

2.2.16 Funktionelle Zuordnung von Genen in ein Gen-Ontologie Netzwerk

Gen-Ontologie (GO) Netzwerke wurden mittels des Programms Biological Networks Gene
Ontology tool (BINGO, Maere et al., 2005) erstellt und auf Cytoscape (Shannon et al., 2003)
visualisiert. Fir eine funktionelle Zuordnung der Gene in GO-Gruppen wurde eine Datei mit
Informationen Uber die annotierten Gene des A. thaliana Genoms von der Internetseite
http://geneontology.org (20. Juni 2015) als Referenz genutzt. Die Einstellung GOSlim_Plants
sowie der Fokus auf das Netzwerk Biologischer Prozess gewahren eine moglichst lGbersicht-
liche Darstellung der Daten. GO-Gruppen mit einer signifikant (p-Wert < 0,05 bzw. < 0,01)
erhohten Anzahl an Genen gegenliber einer statistischen Verteilung wurden entsprechend
ihrem p-Wert farblich markiert. Um die Zahl der falsch Positiven zu reduzieren, erfolgte eine
Korrektur nach Benjamini und Hochberg (Benjamini und Yekutieli, 2001). Eine Mehrfachnen-
nung eines Gens in verschiedenen GO-Gruppen ist moglich. Das Programm BiNGO beschrif-
tet automatisch die einzelnen GO-Gruppen mit englischen Begriffen, diese wurden zum Teil,

um eine bessere Ubersicht zu erreichen, durch deutsche Abkiirzungen ersetzt.

24



3 Ergebnisse

3.1 Sortierung von Zellen anhand ihrer Fluoreszenzemission

Zellen aus dem DRNL::erGFP aplcal Infloreszenzmeristem (Abbildung 2A) wurden fiir eine

nachfolgende fluoreszenzabhéngige Sortierung (FACS) protoplastiert und vereinzelt

(Abbildung 2B).

Abbildung 2: Zellen des aplcal Infloreszenzmeristems
Zellen des aplcal Infloreszenzmeristems mit dem Transgen DRNL::erGFP (A) wurden protoplastiert (B) und anhand ihrer
Fluoreszenzemission sortiert. Der Malstab betragt 20 um.

Die Detektion der GFP-Fluoreszenzemission sowie der Autofluoreszenz der Chloroplasten
von vereinzelten Protoplasten ermoglicht die Trennung der GFP-exprimierenden (GFP+) von
den GFP-nicht exprimierenden (GFP—) Protoplasten (Abbildung 3), sodass in nachfolgenden
Versuchen zwischen Zellen mit einem aktiven bzw. inaktiven DRNL-Promotor verglichen
werden kann. Der Anteil an gesammelten GFP+ Zellen belauft sich auf circa 5 — 10% aller sor-

tierten Protoplasten, diese Zellen bilden damit eine Minderheit des aplcal Infloreszenz-

meristems.
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Abbildung 3: Darstellung der mittels FACSVantage SE sortierten Protoplasten
Die Protoplasten wurden anhand der GFP-Fluoreszenzemission bei 500 — 520 nm sowie der Autofluoreszenz ihrer Chloro-
plasten (564 — 606 nm) sortiert. Die flr GFP+ (griin) und GFP— (rot) markierten Zellen wurden gesammelt und analysiert.
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Tabelle 1: GFP-Transkripte in GFP+ und GFP- Zellen von vier biologischen Replikaten
Anzahl an GFP-Transkripten in vier biologischen Replikaten sowie als Mittelwert der biologischen Replikate im Vergleich von

GFP+ und GFP- Zellen

Biologische Replikate GFP- GFP+
1 21 1.433
2 4 983
3 6 1.926
4 16 1.012
Mittelwert 11,75 1.338,5

Die geringe Anzahl an GFP-Transkripten in den GFP— Zellen bzw. die Anreicherung in GFP+
Zellen (Tabelle 1) bestatigt die erfolgreiche Trennung der GFP+ und GFP— Zellen in vier biolo-

gischen Replikaten.

3.2 Genexpression im Sprossapikalmeristem

Nach einer Trennung der protoplastierten Griinderzellen von den restlichen Zellen des
aplcal Infloreszenzmeristems (IMs) von A. thaliana anhand ihrer Fluoreszenzemission wurde
die RNA isoliert. Die anschlieRende Umwandlung in cDNA mittels reverser Transkription so-
wie eine Hochdurchsatz-Sequenzierung (RNA-Seq) ermdglicht die Analyse des Transkriptoms
von GFP+ bzw. GFP— Zellen. Im Vergleich der beiden Zelltypen kdnnen signifikant (p < 0,01)
differenziell regulierte Gene identifiziert werden, die entweder héhere Transkriptmengen in
GFP+ gegeniber GFP—- Zellen (hochreguliert) bzw. niedrigere Transkriptlevel in GFP+ als in
GFP- Zellen (herunterreguliert) aufweisen. Zur Detektion von moglichen Veranderungen in
der Transkription aufgrund des Sortierens wurde zusatzlich RNA aus nicht protoplastierten
Infloreszenzmeristemen isoliert und sequenziert. Als Mal} der Genexpression wurden die
,steady state” Transkriptmengen, ermittelt als FPKM (,fragments per kilobase of exon per
million reads mapped”), miteinander verglichen. Diese resultieren, falls nicht anders er-
wahnt, aus dem Programm DeSeq2 und beschreiben die Anzahl der Fragmente normalisiert
zur Lange eines Gens pro Million als einen Wert fiir die biologischen Replikate. Die hier ge-
zeigten Auswertungen fokussieren sich auf die nuklearen Gene, d.h. 133 Chloroplasten- bzw.
146 Mitochondriengene wurden ignoriert. Unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ kénnen

die Daten mit dem Zugriffsschliissel GSE81401 eingesehen werden.
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3.2.1 Distinkte Transkriptome in verschiedenen Zelltypen

Der Grad an Ubereinstimmung von verschiedenen Proben wurde mittels Hauptkomponen-
tenanalyse untersucht. Die vier bzw. zwei biologischen Replikate von GFP+ und GFP— Zellen
bzw. von unprotoplastierten Zellen des IMs (apIcal IM) sind jeweils dicht beisammen grup-

piert (Abbildung 4). Im Gegensatz dazu sind die Trankriptome der verschiedenen Zelltypen

distinkt voneinander abgegrenzt.
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Abbildung 4: Hauptkomponentenanalyse der Genexpression
Die Hauptkomponentanalyse zeigt den Grad an Ubereinstimmung zwischen vier biologischen Replikaten von GFP+ und

GFP— Zellen sowie zwei des aplcal IMs. Die Berechnungen efolgten anhand der logarithmierten (log,) FPKM aus dem
Programm cufflinks.

3.2.2 Uberpriifung der RNA-Seq Ergebnisse mittels qPCR sowie der Wirkung des Proto-
plastierens auf die Genexpression

Die RNA-Seq Ergebnisse wurden exemplarisch an ausgewahlten Genen mittels qPCR Uber-

prift. Die Transkriptmengen wurden in GFP+ Zellen im Verhaltnis zu GFP— Zellen sowie bei

vier Genen zusatzlich im Vergleich von unsortierten Protoplasten gegeniber nicht protoplas-

tierten Infloreszenzmeristemzellen (Gesamtapex) untersucht. Die Auswahl umfasst hoch-

und herunterregulierte Gene, darunter DRNL, Gene mit Beteiligung an der Blitenentwick-

lung sowie Gene involviert in der Stressantwort.

DRNL und AHP6 weisen eine hohere Anzahl an Transkripten sowohl nach RNA-Seq als auch
gPCR in GFP+ gegenliber GFP— Zellen auf (Abbildung 5). Im Vergleich der protoplastierten
Zellen zum unbehandelten Gesamtapex ergibt sich ein negativer Wert fir die relative

Expression dieser beiden Gene, die Genexpression ist also aufgrund des Protoplastierens
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reduziert. Im Gegensatz dazu konnten bei den Genen kodierend fiir das Hitzeschock Protein
HSP70 (AT3G12580) und BP eine hohere Transkriptmenge in GFP— als in GFP+ Zellen festge-
stellt werden. BP zeigt, dahnlich wie DRNL und AHP6, eine verminderte Genexpression nach
dem Protoplastieren. HSP70 hingegen wird in protoplastierten Zellen gegeniiber unproto-

plastierten Zellen verstarkt transkribiert.

10 B qPCRGFP+vs. GFP—

B RNA-Seq GFP+ vs. GFP—

N

log,(relative Expression)

B qPCR protoplastiert vs.
! Gesamtapex

Q.
xQ

DRNL
AHP6
HSP70

Abbildung 5: Transkriptmengen nach RNA-seq bzw. qPCR von DRNL, AHP6, HSP70 und BP

Die relative Expression von DRNL, AHP6, HSP70 und BP ist als log,-Wert im Vergleich von GFP+ gegenliber GFP— Zellen nach
gPCR (grau) bzw. nach RNA-seq (blau) sowie von unsortierten Protoplasten gegeniiber dem unprotoplastierten Gesamtapex
nach gPCR (schwarz) aufgetragen. Die Standardabweichung der qPCR Werte resultieren aus zwei bis drei biologischen
Replikaten. Die RNA-seq Daten stammen aus einer DeSeq2 Analyse, dieses Programm ermittelte einen Wert fir das
Transkriptlevel aus den vier biologischen Replikaten, daher konnte hier keine Standardabweichung berechnet werden.

Die in Abbildung 6 gezeigten 14 Gene sind unter anderem an der BlUtenentwicklung, der

Erhaltung der Stammzellpopulation, im Auxinsignalweg oder der Zellzykluskontrolle beteiligt.

gPCR GFP+ vs. GFP—
8 RNA-seq GFP+ vs. GFP—

-8 L

Iogz(relative expression)

LEAFY
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1AA20
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GA30X3
CYCBI;1
NRT1.7

Abbildung 6: Transkriptmengen von 14 Genen im Vergleich von RNA-Seq und gPCR

Die relative Expression der ausgewahlten Gene ist als log,-Wert im Vergleich von GFP+ gegeniiber GFP— Zellen nach gqPCR
(grau) bzw. nach RNA-Seq (blau) aufgetragen. Die Standardabweichung der qPCR Werte resultieren aus zwei bis drei
biologischen Replikaten.
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Eine mittels RNA-Seq festgestellte Hoch- bzw. Herunterregulation der Genexpression im Ver-
gleich von GFP+ zu GFP- Zellen konnte fiir jedes Gen mittels gPCR bestatigt werden. Die
Transkriptmengen von DRNL, AHP6 und BP sind aufgrund des Protoplastierens reduziert,

HSP70 wird im Gegensatz nach Stress hochreguliert.

3.2.3 Genexpression in GFP+ und GFP- Zellen im Vergleich zum IM

Von den 28.496 (TAIR10) in A. thaliana transkribierten Genen werden 21.870 (Abbildung 7)
in nicht-protoplastierten Zellen des IMs exprimiert (FPKM > 1). Im Vergleich dazu ist die
Anzahl an transkribierten Genen in GFP+ (23.053) bzw. GFP— Zellen (24.558) erhoht. Ein
GroRteil (20.907) der Gene konnte in jeder der drei Kategorien identifiziert werden, einige
Gene werden jedoch spezifisch in einer bzw. in zwei der drei Zelltypen/Gewebe transkribiert.
Insgesamt unterscheidet sich das Transkriptom der GFP— Zellen bei FPKM > 1 am stdrksten
von den anderen beiden Zelltypen und hat mit 1.147 spezifisch exprimierten Genen 3,2-mal

mehr als das IM bzw. 8-mal mehr als die GFP+ Zellen.

Abbildung 7: Genexpression in GFP+ und GFP- Zellen im Vergleich zu unprotoplastierten Infloreszenzmeristemzellen
Die hier betrachteten nuklearen Gene haben einen FPKM=> 1. Die Anzahl an exprimierenden Genen wird von GFP+ (griin)
und GFP— (blau) im Verhaltnis zum unprotoplastierten IM (grau) dargestellt.

Im Vergleich von GFP+ bzw. GFP— Zellen gegenilber den IM-Zellen (Tabelle 2) werden 12.264
bzw. 11.460 Gene differenziell transkribiert (p-Wert < 0,01). Bei einem zuséatzlich zum p-
Wert gesetzten Grenzwert, der beschreibt um welchen Faktor sich der FPKM der beiden
Proben unterscheidet (FC), reduzieren sich diese Zahlen. In jeder der drei Kategorien zeigt
GFP+ im Vergleich zu den IM-Zellen eine hohere Anzahl an differenziell exprimierten Genen

als GFP-.
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Tabelle 2: Anzahl an differenziell transkribierten, nuklearen Genen in GFP+ bzw. GFP- Zellen im Vergleich zu unprotoplas-
tierten Infloreszenzmeristemzellen

Differenziell transkribierte Gene in GFP+ bzw. GFP— Zellen im Vergleich zu Infloreszenzmeristemzellen (IM) bei einem p-
Wert von mindestens 0,01 sowie zusatzlich einem FC > 1,5 bzw. 2.

differenziell transkribierte Gene
p-Wert < 0,01 p-Wert £0,01; FC2 1,5 p-Wert <0,01; FC 22
GFP+ zu IM 12.264 10.471 7.864
GFP-zu M 11.460 9.581 6.957

Die Anzahl an transkribierten Genen in den GFP+ sowie GFP— Zellen ist vermutlich aufgrund
von Stress durch das Protoplastieren sowie Sortieren gegenliber dem IM erhoht. In einer
funktionellen Zuordnung der spezifisch in GFP+ sowie GFP— Zellen gegenliber dem IM trans-
kribierten Gene in Ontologie (GO-) Gruppen mittels BINGO konnte nur eine Uberreprasen-
tierte Kategorie (,,Pollination”) und nicht die erwarteten Stress-assoziierten Gruppen ermit-
telt werden. Abhangig von dem gesetzten FPKM- bzw. FC-Grenzwert weisen entweder GFP-

oder GFP+ Zellen groRere Unterschiede zum IM auf.

3.2.4 Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Genexpression von GFP+ und GFP-
Zellen gegeniiber dem Infloreszenzmeristem

Fiir eine genauere Analyse der Unterschiede zwischen GFP+ bzw. GFP— Zellen und dem IM

werden im Folgenden die exprimierten Gene (FPKM 2 1), die im Vergleich zum IM auch eine

differenzielle Regulation ihrer Genexpression erfahren (FC > 1,5; p-Wert < 0,01), nadher

betrachtet. 7,3% der 1.147 Gene, die nur in GFP— Zellen exprimiert werden, bzw. 1,4% der

143 nur in GFP+ Zellen exprimierten Gene weisen einen FC > 1,5 auf. Im Vergleich zum IM

werden circa 10.000 Gene in den GFP+ bzw. GFP— Zellen differenziell reguliert (Tabelle 3).

Tabelle 3: Anzahl an Genen, die in GFP+ bzw. GFP- im Vergleich zum Infloreszenzmeristem (IM) hoch- bzw. herunter-
reguliert sind

Anzahl an Genen mit FPKM 2 1; FC 2 1,5; p-Wert < 0,01
GFP+ zu IM GFP-zu IM
hochreguliert 5.726 6.260
herunterreguliert 4.746 3.321

Eine funktionelle Einordnung dieser differenziell transkribierten Gene zeigt hohe Uberein-
stimmungen in den GO-Netzwerken der in den GFP+ und GFP— Zellen gegeniiber dem IM
ahnlich regulierten Gene. Das bedeutet, dass sowohl die in den GFP+ sowie GFP— Zellen

hochregulierten Gene (Anhang A 7.2, Abbildung 28) bzw. herunterregulierten Gene
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(Abbildung 8) eine dhnliche Funktion aufweisen. Die GO-Gruppen der hochregulierten Gene

sind unter anderem mit Blitenentwicklung sowie Zelldifferenzierung assoziiert. Gene die

einer Stressantwort zugeordnet werden, kdnnen sowohl bei den hoch- als auch bei den

herunterregulierten Genen gefunden werden, bei den hochregulierten Genen treten diese

GO-Gruppen jedoch deutlich prominenter auf.
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Abbildung 8: GO-Netzwerk von herunterregulierten Genen in GFP+ oder GFP- Zellen im Vergleich zum Infloreszenz-

meristem

Die Einordnung der Gene in funktionelle GO-Gruppen erfolgte mittels BiNGO fiir die herunterregulierten (FPKM > 1; FC >
1,5; p-Wert £ 0,01) Gene in GFP+ (A) oder GFP— (B) Zellen gegenliber Infloreszenzmeristemzellen. Eine im Vergleich zu einer
statistischen Verteilung erhohte Anzahl an Genen in einer GO-Gruppe wird bei einem p-Wert < 0,05 als signifikant

angesehen und farblich markiert.

Die hohe Ubereinstimmung in den GO-Netzwerken zwischen den hoch- bzw. herunterregu-

lierten Genen beruht darauf, dass die Transkription sowohl in GFP+ als auch GFP— Zellen

gegenlber dem IM von einem groRBen Teil dieser Gene dhnlich differenziell reguliert wird

(Tabelle 4, GFP+ und GFP-).

Tabelle 4: Anzahl an Genen die gemeinsam in GFP+ und GFP- Zellen oder nur in GFP+ bzw. GFP- Zellen gegeniiber dem

IM differenziell transkribiert werden

Anzahl an Genen mit FPKM 2 1; FC 2 1,5; p-Wert < 0,01
GFP+ und GFP- nur GFP+ nur GFP-
hochreguliert 4950 775 1310
herunterreguliert 2621 2125 700
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Eine Zuordnung dieser gemeinsamen Gene in funktionelle GO-Gruppen zeigt eine dhnliche
Verteilung wie das Netzwerk aller hoch- und herunterregulierten Gene in GFP+ und GFP-
Zellen (Anhang A 7.2, Abbildung 29). Zusatzlich gibt es Gene die ausschlieBlich in GFP+ (nur
GFP+) oder GFP— Zellen (nur GFP-) gegeniliber dem IM differenziell transkribiert werden
(Tabelle 4). Die GO-Gruppen der Gene, die nur in GFP+ Zellen herunterreguliert werden
(Abbildung 9B), sind dhnlich zu den Kategorien der in GFP+ sowie GFP— Zellen herunterregu-
lierten Gene (Anhang A 7.2, Abbildung 29). Spezifisch in GFP+ Zellen werden Gene hoch-
reguliert (Abbildung 9A), die mit der Blutenentwicklung assoziiert werden. GO-Gruppen mit

Bezug auf eine Reizantwort sowie Transkription werden im Gegensatz dazu nicht angezeigt.
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Abbildung 9: GO-Netzwerk von Genen, die nur in GFP+ Zellen gegeniiber dem Infloreszenzmeristem differenziell trans-
kribiert werden

Eine Zuordnung der nur in GFP+ Zellen hoch- (A) bzw. herunterregulierten (B) Gene im Vergleich zum Infloreszenzmeristem
erfolgte mittels BINGO. Eine statistische Uberreprasentation an Genen in einer GO-Gruppe wird bei einem p-Wert < 0,05 als
signifikant angesehen und farblich markiert.

Das GO-Netzwerk der nur in GFP— Zellen hochregulierten Gene zeigt nur vier liberreprasen-
tierte GO-Gruppen (Anhang A 7.2, Abbildung 30A). Im Gegensatz dazu konnen die spezifisch
in GFP— Zellen herunterregulierten Gene fiinfmal mehr signifikante GO-Gruppen (Anhang A
7.2, Abbildung 30B) zugeordnet werden. Die GO-Gruppen der nur in GFP— Zellen herunterre-

gulierten Gene weisen eine hohe Ubereinstimmung mit dem Netzwerk der nur in GFP+ hoch-
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regulierten Gene auf. Alle GO-Gruppen der nur in GFP+ hochregulierten Gene treten auch in
dem BiNGO-Netzwerk der nur in GFP— Zellen herunterregulierten Gene auf, obwohl sich die

beiden Datensets in nur sechs Genen Uberschneiden.

Aufgrund des Protoplastierens sowie Sortierens der Zellen verandern sich die Transkriptlevel
von Genen in den GFP+ sowie GFP— Zellen im Vergleich zum IM, unter anderem werden
Blitenentwicklungsgene herunterreguliert bzw. Stressgene hochreguliert. Obwohl von vielen
Genen die Transkription in den sortierten Protoplasten im Vergleich zum IM ahnlich reguliert
wird, gibt es dennoch auch Unterschiede im Transkriptom der GFP+ und GFP— Zellen. Die
funktionelle Zuordnung in GO-Gruppen zeigt, dass GFP+ Zellen weniger stark auf Stress
reagieren als die GFP— Zellen, dafiir werden auch weiterhin Gene transkribiert, die eine Rolle

in der Blutenentwicklung spielen.

3.2.5 Direkter Vergleich der Genexpression von GFP+ zu GFP- Zellen
Im direkten Vergleich von GFP+ zu GFP— Zellen (Abbildung 10) werden 24.918 nukleare Gene
transkribiert (FPKM > 1). Ein Teil davon weist eine signifikant unterschiedliche Genexpression

zwischen den beiden Zelltypen auf.

24918 =

exprimierte
Gene

Abbildung 10: Transkribierte Gene in GFP+ und GFP- Zellen

Ein Teil aller exprimierten Gene (FPKM 2 1) in GFP+ oder GFP— Zellen (grau) wird zwischen den beiden Zelltypen signifikant
(p-Wert < 0,01) differenziell transkribiert. Eine hohere Transkriptmenge in GFP+ Zellen bei einem FC > 1,5 ist rot markiert,
die Gene mit einer um einen FC von mindestens 2 unterschiedlichen Genexpression sind anteilig in dunkelrot dargestellt.
Entsprechend fiir die herunterregulierten Gene in GFP+ gegenliber GFP— werden die differenziell transkribierten Gene mit
einem FC > 1,5 (hell- und dunkelgriin) bzw. 2 (dunkelgriin) gezeigt.

Bei einem FC von mindestens 1,5 werden 717 Gene hochreguliert, im Gegensatz dazu wer-
den fast finfmal (3.356) so viele Gene herunterreguliert (Tabelle 5). Ein strikterer FC (> 2)
reduziert die Anzahl an hochregulierten Genen um den Faktor 6,6 bzw. an herunterregulier-

ten Genen um 16,5% auf 2.801.
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Tabelle 5: Differenziell transkribierte Gene im Vergleich von GFP+ zu GFP- Zellen
Die Anzahl an Genen, die in GFP+ und GFP- Zellen signifikant (p-Wert < 0,01) mit einem FC > 1,5 bzw. 2 differenziell
exprimiert werden, wird im Vergleich von hoch- und herunterregulierten Genen dargestellt.

differenziell transkribierte Gene
FC 2 1,5; p-Wert < 0,01 p-Wert <0,01; FC22
hochreguliert 717 109
herunterreguliert 3.356 2.8301

Um Gene wie z. B. MP (FC = 1,67) in die weiteren Datenanalysen mit einzubeziehen, werden
im Folgenden die nuklearen Gene mit einem FC 2> 1,5 bei einem p-Wert < 0,01 betrachtet.

Herunterregulierte Gene sind durch einen negativen FC gekennzeichnet.

3.2.6 Einordnung von differenziell regulierten Genen in Gen-Ontologie Gruppen

Die funktionelle Einordnung von differenziell regulierten Genen im direkten Vergleich von
GFP+ und GFP- Zellen in Gen-Ontologie (GO) Gruppen erfolgt mittels BINGO. Die GO-Netz-
werke der herunterregulierten Gene bzw. der hochregulierten Gene sind in Abbildung 11
dargestellt. Die vollstandigen Bezeichnungen der GO-Gruppen sowie die Anzahl an Genen in

der jeweiligen Kategorie sind in Tabelle 6 aufgelistet.
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Abbildung 11: Zuordnung der hoch- und herunterregulierten Gene in Gen-Ontologie (GO) Gruppen

Die Einordnung in GO-Gruppen erfolgte mittels BINGO fiir herunter- (A) bzw. hochregulierte (B)Gene (FC > 1,5; p-Wert <
0,05) im direkten Vergleich von GFP+ und GFP— Zellen. Eine im Vergleich zu einer statistischen Verteilung erhéhte Anzahl an
Genen in einer GO-Gruppe wird bei einem p-Wert < 0,05 als signifikant angesehen und farblich markiert. Die englische
Beschriftung der einzelnen GO-Gruppen, generiert mittels BINGO, wurde fiir eine bessere Ubersicht durch Abkiirzungen
ersetzt.
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Tabelle 6: GO-Gruppen der herunter- und hochregulierten Gene mit der jeweiligen Genanzahl
Auflistung der GO-Gruppen, die eine signifikante (p-Wert < 0,05) erhéhte Anzahl an herunter- bzw. hochregulierten Genen
aufweisen, mit ihrer vollstandigen Bezeichnung sowie der totalen Anzahl bzw. dem prozentualen Anteil an Genen

Herunterregulierte Gene Hochregulierte Gene
GO Gruppe Anzahl Anteil GO Gruppe Anzahl Anteil
an Genen [%] an Genen [%]
asm  Anatomische Struktur 251 3,11 asm Anatomische Struktur 101 3,38
Morphogenese Morphogenese
aas  Antwort auf abiotischen Stimulus 379 4,70 - Biologischer Prozess 2.988 100
abs  Antwort auf biotischen Stimulus 289 3,59 az Ausdifferenzierung von Zellen 58 1,94
aen  Antwort auf endogenen Stimulus 346 4,29 be Bliitenentwicklung 88 2,95
aexe Antwort auf externen Stimulus 121 1,50 bp Biosynthetischer Prozess 237 7,93
aexa Antwort auf extrazelluldren Stimulus 69 0,86 d DNA Metabolismus 143 4,79
- Biologischer Prozess 8.613 100 emo  Entwicklung von multizelluldren 214 7,16
bp Biosynthetischer Prozess - - Organismen
emo Entwicklung von multizelluldren 520 6,45 erg Epigenetische Regulation der 91 3,05
Organismen Genexpression
fs Fettstoffwechsel 248 3,08 - Metabolismus 378 12,65
ge Generierung von Vorlaufer fur 112 1,39 n Nukleinbase, Nukleosid, Nukleotid 260 8,70
Metaboliten und Energie und Nukleinsdure Metabolismus
kp Katabolischer Prozess 303 3,76 ozb Organisation von zelluldren 179 5,99
mpk  Metabolismus der Kohlenhydrate 366 4,54 Bestandteilen
- Metabolismus 1.506 18,69 pee Postembryonische Entwicklung 150 5,02
n Nukleinbase, Nukleosid, Nukleotid - - pd Protein Modifikation 140 4,69
und Nukleinsdure Metabolismus pt Protein Metabolismus 165 5,52
p Photosynthese 105 1,30 r Reproduktion 150 5,02
sa Stressantwort 618 7,67 tr Transkription 80 2,68
sm Sekundarer Metabolismus 214 2,66 - Zellularer Prozess 429 14,36
st Signallibertragung 159 1,97 2z Zellzyklus 125 4,18
t Tod 24 0,30
ta Transport 554 6,87 Gesamtanzahl an Genen 2.988
tr Transkription 250 3,10
w Wachstum 97 1,20
zas Zelluldrer Aminosdure- und 208 2,58
derivativer Stoffwechsel
zh Zellulare Homoostasis 94 1,17
zk Zellkommunikation 81 1,01
- Zellularer Prozess 1.585 19,67
zt Zelltod 24 0,30
w Zellwachstum 90 1,12
Gesamtanzahl an Genen 8.613

Die 3.356 herunterregulierten Gene (Abbildung 11A) verteilen sich auf insgesamt 29 GO-
Gruppen, von denen 26 eine signifikant erhohte Anzahl an Genen aufweisen. Charakteris-
tische Kategorien der herunterregulierten Gene sind haufig mit der Antwort auf einen Reiz
oder allgemeine zelluldre Prozesse wie Zellhomdostase oder Photosynthese assoziiert. Die
18 GO-Gruppen der 717 hochregulierten Gene (Abbildung 11B) weisen generell eine deutlich
hohere Signifikanz auf als die der herunterregulierten Gene. Im Unterschied zu den herun-

terregulierten Genen treten im BiNGO-Netzwerk der hochregulierten Gene die GO-Gruppen
35



der Bliitenentwicklung sowie des Zellzyklus jedoch keine, die mit einer Stressantwort

assoziiert sind, auf.

Die hoch- bzw. herunterregulierten Gene werden durch unterschiedliche GO-Gruppen repra-
sentiert, sie lberschneiden sich nur in drei Kategorien wie z. B. Transkription. Das GO-
Netzwerk der hochregulierten Gene ist gepragt durch Bliitenentwicklung und Zellzyklus bzw.

der herunterregulierten Gene durch die Reaktion auf Stress.

3.2.7 Verdnderungen in der Aktivitit von Genen der Biosynthese- und Signalwege von
Auxin

Da DRNL in Griinderzellen des Infloreszenzmeristems von A. thaliana exprimiert wird und

Phytohormone wie Auxin eine Rolle bei Wachstum und Ausdifferenzierung von Zellen spie-

len, werden die Transkriptmengen von Genen, die in Biosynthese- bzw. Signalwegen dieses

Phytohormons involviert sind, naher untersucht.

Die meisten Gene des Auxinbiosyntheseweges mit IPA als Zwischenstufe weisen sowohl in
GFP+ als auch in GFP— Zellen eine niedrige Genaktivitat auf (Abbildung 12). Die vier Gene
YUC1, 4, 6 und TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1 (TAA1) werden starker
als die Gbrigen Gene exprimiert, von denen nur YUC6 und TAA1 einen signifikanten Unter-
schied zwischen den beiden Zelltypen zeigen. In beiden Fillen werden die Gene starker (FC 2

2) in GFP— Zellen exprimiert.
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Abbildung 12: Transkriptmengen von Auxinbiosynthese-Genen

Die Transkriptmengen sind als FPKM in GFP+ (griin) sowie GFP— Zellen (pink) von zwolf Genen, die am Auxinbiosyntheseweg
Uber Indol-3-pyruvat beteiligt sind, dargestellt. Signifikant (p-Wert < 0,01) unterschiedliche Transkriptlevel zwischen den
beiden Zelltypen sind mit einem Sternchen gekennzeichnet.
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Die 23 ARF-Gene weisen haufig nicht signifikant unterschiedliche Transkriptmengen zwi-
schen GFP+ und GFP— Zellen auf (Abbildung 13), acht Gene werden in keinem der Zelltypen
exprimiert (ARF12-15, 20-23). Im Gegensatz dazu werden sechs Gene signifikant (p-Wert <
0,01) unterschiedlich exprimiert, von denen vier Gene eine hdhere Expression in GFP+ Zellen
(ARF3, 4, 5, 18) bzw. zwei Gene eine stirkere Genaktivitdt in GFP— Zellen (ARF17, 19)

aufweisen.
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Abbildung 13: Transkriptmengen der 23 ARF (AUXIN RESPONSE FACTOR)-Gene
Die Genexpression der 23 ARF-Genen ist als FPKM der GFP+ (griin) und GFP— (pink) Zellen dargestellt. Ein signifikanter (p-
Wert £0,01) Unterschied in den Transkriptmengen der beiden Zelltypen ist mit einem Sternchen gekennzeichnet.

Wenige der untersuchten mit Auxin assoziierten Gene werden im Vergleich der GFP+ und
GFP- Zellen differenziell transkribiert. Besteht eine differenzielle Regulation liegt haufig eine
Herunterregulation vor, besonders ist dies bei den Aux/IAA sowie PIN Genen zu beobachten
(Anhang A 7.3, Abbildung 31). Ausnahmen wie z. B. MP und ETTIN (ETT, ARF3, AT2G33860)

werden in den GFP+ Zellen hochreguliert.

3.2.8 Verdnderungen in der Expression von Genen des Cytokininsignalweges

Da Cytokinin dahnlich wie Auxin in der Entwicklung einer Pflanze involviert ist, werden eben-
falls die Transkriptmengen von Genen, die am Cytokininsignalweg beteiligt sind, ndher be-
trachtet. Die Transkriptlevel der einzelnen sechs AHP-Gene von A. thaliana sind unterschied-
lich hoch (Abbildung 14), die Genexpression ist jedoch nur in AHP4 und 6 zwischen GFP+ und
GFP— Zellen verandert. AHP4 weist geringe Transkriptzahlen auf und ist in GFP— Zellen

starker exprimiert. Im Gegensatz wird AHP6 in GFP+ Zellen stark hochreguliert (FC = 18,08).
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Abbildung 14: Transkriptlevel von HISTIDINE-CONTAINING PHOSPHOTRANSMITTER (AHP)
Die Transkriptanzahl ist als FPKM der sechs AHPs in GFP+ (griin) und GFP— (pink) Zellen dargestellt. Ein signifikanter (p-Wert
<0,01) Unterschied in den Transkriptmengen der beiden Zelltypen ist mit einem Sternchen gekennzeichnet.

Die drei Typ-C ARRs werden weder in GFP+ noch in GFP— Zellen exprimiert (Abbildung 15).
Im Gegensatz dazu kénnen von den meisten Typ-A und Typ-B ARRs Transkripte in GFP+ oder
GFP- Zellen nachgewiesen werden. Generell weisen Typ-B ARRs hohere Transkriptlevel als
Typ-A ARRs auf, aber Typ-A ARRs werden o6fter signifikant unterschiedlich transkribiert bzw.
herunterreguliert. Im Vergleich dazu werden zwei der Typ-B ARRs (ARR11, 12) hochreguliert.
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Abbildung 15: Transkriptmengen der RESPONSE REGULATOR (ARR)

Die Transkriptmengen der Typ-A, Typ-B und Typ-C ARRs sind als FPKM im Vergleich von GFP+ (griin) und GFP— Zellen (pink)
dargestellt. Ein signifikanter (p-Wert < 0,01) Unterschied in den Transkriptmengen der beiden Zelltypen ist mit einem
Sternchen gekennzeichnet.

Ein Teil der hier gezeigten Gene des Cytokininsignalweges werden differenziell reguliert,
meistens konnte eine Herunterregulation nachgewiesen werden. Eine der Ausnahmen stellt

AHP6, welches in den GFP+ Zellen hochreguliert wird.
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3.3 Identifikation von DRNL Zielgenen

Zur ldentifizierung von moglichen Zielgenen des Transkriptionsfaktors DRNL wurde die Me-
thode der Chromatin-Immunoprazipitation mit nachfolgender Hochdurchsatzsequenzierung
(ChIP-Seq) angewendet. Fiir eine Etablierung der Methode wurde angestrebt die Ergebnisse
von Kaufmann et al. (2010b) zu replizieren. Nach einem induzierten Kernimport des AP1-GR
Fusionsproteins, exprimiert unter dem nativen bzw. dem Cauliflower Mosaic Virus 35S Pro-
motor, wurden Infloreszenzen von aplcal A. thaliana Pflanzen geerntet. Eine Uberpriifung
von drei Genomregionen zeigt eine spezifische Anreicherung der DNA-Sequenzen nach
Dexamethason-Applikation im Vergleich zu unbehandelten Infloreszenzen (Abbildung 16).
Die veroffentlichten Ergebnisse konnten fiir beide Promotoren fiir die untersuchten DNA-

Sequenzen bzw. mit der adaptierten Methode bestatigt werden.
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Abbildung 16: qPCR von ChIP-Proben des apcal Infloreszenzmeristems von Pflanzen mit dem Transgen AP1/35S::AP1-GR
Proben einer ChIP von aplcal Infloreszenzmeristemen mit und ohne Dexamethason-Applikation, deren Zellen das Fusions-
protein AP1-GR unter dem nativen AP1-Promotor bzw. dem Cauliflower Mosaic Virus 35S Promotor exprimieren, wurden
mittels gPCR auf eine Anreicherung an DNA-Fragmenten in den mit Dexxamethason behandelten Infloreszenzen in Bezug
auf die Gene TARGET OF EARLY ACTIVATION TAGGED 1 (TOE1, AT2G28550), APETALA 2 (AP2, AT4G36920) und FD
(AT4G35900) anhand ihrer logarithmierten relativen Expression Gberpruft.

Die Versuchsdurchfiihrung wurde auf DRNL::DRNL-GR aplcal bzw. bcm1 Infloreszenzmeris-
temen zur Identifikation von DRNL Zielgenen Ubertragen, im Durchschnitt konnten ungefahr
440.000 in aplcal bzw. 214.000 in bcm1 deduplizierte Fragmente isoliert werden. Eine
signifikante Anreicherung von spezifisch gebundenen DNA-Sequenzen konnte auch nach
Veranderungen im Versuchsablauf, wie zum Beispiel Verlangerung der Zeit zwischen Dexa-
methason Applikation und Ernte der Infloreszenzen sowie Einsatz des zusatzlichen ,,Cross-

linkers” EGS, nicht erreicht und daher keine direkten Zielgene von DRNL identifiziert werden.
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3.4 Identifizierung von zuganglichen Chromatinregionen

Mittels ATAC-Seq wurden die signifikant zuganglichen Chromatinregionen (THS) in den Zel-
len mit aktivem bzw. inaktivem DRNL-Promotor des aplcal A. thaliana IM identifiziert. Eine
THS kann zwischen GFP+ (griin) und GFP— Zellen (blau) unterschiedlich hoch sein (differen-
zielle THS, dTHS), daher kann zwischen Genen mit einer hoheren dTHS in GFP+ Zellen

(dTHS+) bzw. in GFP— Zellen (dTHS-) unterschieden werden.

3.4.1 Gro6Renverteilung der sequenzierten Fragmente

Aus den Zellkernen von 95.000 bis 300.000 Protoplasten pro Probe ergeben sich 118 bis 142
Millionen sequenzierte Fragmente. Nach Deduplikation sowie Entfernen des Anteils von Mi-
tochondrien- bzw. Chloroplasten-DNA (~40%) verbleiben im Durchschnitt 25 Millionen Frag-
mente, die dem A. thaliana Genom (TAIR10) zugeordnet werden kénnen. Die sequenzierten
Chromatinfragmente besitzen eine GrofSe von circa 100 — 800 bp (Abbildung 17). Wie schon
in Buenrostro et al. (2013) beschrieben, lasst die Frequenz der auftretenden Fragment-
grofRen die helikale Windung von circa 10,5 bp erkennen. Ein gehduftes Vorkommen an Frag-
menten derselben Grofle bei ungefahr 200 bzw. 380 bp kénnte die Position von Nukleo-

somen markieren, deren Abstand in Buenrostro et al. (2013) mit 200 bp angegeben wurde.
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Abbildung 17: Verteilung der ATAC-Seq Fragmente anhand ihrer GroRe

Die Anzahl der Fragmente wird nach ihrer Lange in bp aufgetragen. Die spezifische Verteilung in den drei biologischen
Replikaten lasst die helikale Windung mit 10,5 bp als auch die Position von benachbarten Nukleosomen mit einem Abstand
von etwa 180 bp in GFP+ (griin) und auch GFP— (blau) Zellen erkennen.

3.4.2 Effizienz der ATAC-Seq Methode gegeniiber DNase-Seq
Genomweit konnten 24.605 Regionen mit THS in aplcal A. thaliana IMs identifiziert werden

(Abbildung 18), circa dreimal mehr als die von Pajoro et al. (2014) veroffentlichten DHSs
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(7.754). 95% (7.431) der DHSs wurden ebenfalls mit der ATAC-Seq Methode identifiziert.
Zusatzlich konnte mittels ATAC-Seq die Differenzierung von DHSs in mehrere THSs erreicht
werden, die 7.431 DNase | zuganglichen Stellen entsprechen daher 11.768 THSs. Zusatzlich
wurden spezifisch mittels ATAC-Seq 12.837 Regionen mit offenem Chromatin identifiziert.
Daher zeigt die ATAC-Seq Methode gegenliber DNase-Seq eine hohere Sensitivitdt bzw.

Effizienz in der Identifikation von Chromatinstrukturen.

gesamte Anzahl an
THSs: 24.605

gesamte Anzahl an
DHSs: 7.754

Abbildung 18: Effizienz der ATAC-Seq gegeniiber DNase-Seq in der Identifizierung von zuganglichem Chromatin

Von der Gesamtanzahl der mittels ATAC-Seq identifizierten THS (24.605; dunkelblau) kdnnen knapp die Halfte auch nach
DNase | Behandlung ermittelt werden (11.768; hellblau). Mittels DNase-Seq wurden insgesamt 7.754 DHSs ermittelt (rot),
von denen 7.431 mit THSs korrelieren (hellrot).

3.4.3 Position von THSs in Relation zum Gen

Zur |ldentifikation der Position von THSs in Relation zu einem Gen werden THSs, die in dem
zu transkribierenden Bereich eines Gens sowie den umgebenden Regionen in einem Abstand
von 5 kb liegen, jeweils diesem Gen zugeordnet (Abbildung 19). Es ist moglich, dass nach
dieser Definition ein Gen sowohl eine THS in GFP+ als auch in GFP— Zellen aufweist. Von den
33.602 Genen (TAIR10), die bisher in A. thaliana identifiziert werden konnten, zeigen 25.995
in GFP+ Zellen bzw. 26.171 in GFP— Zellen eine signifikant erhéhte Zuganglichkeit gegeniber
der Tn5 Transposase (Anhang B 8.2). Fast alle der nuklearen Gene, die in A. thaliana transkri-
biert werden (TAIR10: 28.496), weisen demnach eine THS auf. Das Auftreten von THSs in Re-
lation zum Transkriptionsstart (TSS) oder der Transkriptionsterminationsstelle (TTS) unter-
scheidet sich kaum zwischen den beiden Zelltypen; die héchste Anreicherung an Fragmenten
kann in einem Bereich direkt vor dem TSS sowie in schwacherer Form nach dem TTS fest-
gestellt werden, jeweils in einem Abstand bis ungeféhr 1 kb. Der zu transkribierende Bereich

weist im Gegensatz dazu die niedrigste Zugdnglichkeit auf.
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Im Vergleich zu epigenetischen Chromatinmodifikationen in apIcal IMs mit dreifach methy-
liertem Lysin 4 bzw. 27 des Histons 3 zum Zeitpunkt t0 (Engelhorn et al., 2017), die eine Akti-
vierung bzw. Hemmung der Genexpression bewirken, fallt eine komplementare Verteilung
auf. Die Anzahl der mittels ChIP-Seq ermittelten Fragmente ist flr beide Histonmodifikatio-
nen kurz nach dem TSS am hochsten und weist kurz vor dem TSS und am TTS die niedrigste

Anreicherung auf.
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Abbildung 19: Genomweite Verteilung von THSs und Histonmodifikationen in Relation zu Transkriptionsstart (TSS) und
Transkriptionsterminationsstelle (TTS) eines Gens

Die Verteilung der ATAC-Seq Fragmente pro eine Million Fragmente ist tiber einen Bereich von -5 kb bis 5 kb in Bezug auf
den Transkriptionsstart (TSS) bzw. der Transkriptionterminationsstelle (TTS) in GFP+ (griin) und GFP— Zellen (blau) der drei
biologischen Replikate im Vergleich zu Dreifachmethylierungen am Lysin K4 bzw. K27 des Histons 3 (H3K4me3 (violett) bzw.
H3K27me3 (orange)) aufgetragen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde der Bereich zwischen TSS und TTS als 1 kb fest-
gelegt und der tatsachlich zu transkribierende Bereich eines Gens relativ dazu aufgetragen.

Die Mehrheit der THSs ist in Relation zum Gen direkt vor dem TSS lokalisiert.

3.4.4 THSs im DRNL-Promotor und ihre Korrelation mit bekannten Motiven

Die DNA-Sequenz ab dem Startcodon von DRNL bis zum TSS des Gens AT1G24600 wird als
DRNL-Promotor definiert und zeigt eine hohe Kongruenz in der Verteilung von ATAC-Seq
Fragmenten in drei biologischen Replikaten von GFP+ sowie GFP— Zellen (Abbildung 20A).
Daher ist die Tatsache, dass der DRNL Promotor aufgrund des Transgens zweimal vorhanden
ist, vernachldssigbar; die Position der THSs verandert sich nicht, nur die Anzahl der betrach-
teten DNA-Fragmente ist erhoht. Der DRNL-Promotor enthalt drei THSs (Abbildung 20B), von
denen eine sich mit einer DHS (Pajoro et al., 2014) (iberschneidet (Abbildung 20C) sowie
mittels ATAC-Seq in vier diskrete Peaks unterteilt werden kann. Eine signifikant unterschied-
liche Verteilung an Fragmenten kann im Vergleich von GFP+ zu GFP— Zellen tber den gesam-
ten Promotorbereich in zwei bzw. drei der drei biologischen Replikate festgestellt werden

(Abbildung 20B). Besonders deutlich ist dieser Unterschied in der Region bis 0,5 kb vor dem
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offenen Leseraster von DRNL zu sehen, in der eine dTHS+ lokalisiert ist bzw. die in den GFP—

Zellen unzuganglich ist.
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Abbildung 20: Position von THSs im DRNL Promotor und ihre Korrelation mit bekannten Motiven

Im DRNL Promotor (A) konnten THSs (B) sowie dTHSs (B) in 2 (hellgrau) bzw. 3 (dunkelgrau) der 3 biologischen Replikate in
GFP+ (griin) und GFP- (blau) Zellen identifiziert werden. Die Position von THSs korreliert mit DNase | hypersenstiven Stellen
(DHS; C), konservierten Regionen nach ,Phylogenetic Shadowing” (D) sowie den funktionellen Elementen (E) Enhancer,
SEPALLATAS3 Bindestellen (violett), APETALA1 Bindestellen (tlrkis) und einer H3K27me3 Histonmodifikation (rot). Der OLR
von DRNL ist in dunkelrot markiert. Der positive FC beschreibt den Faktor, mit dem die Transkriptmenge in GFP— Zellen
multipliziert werden muss um das Transkriptlevel von GFP+ Zellen zu erreichen.

THSs bzw. einzelne Peaks liberschneiden sich haufig mit Bereichen (Abbildung 20D), deren
DNA-Sequenz laut ,,Phylogenetic Shadowing” konserviert ist. Eine Anreicherung an Fragmen-
ten konnte auch an Positionen von bereits identifizierten, funktionellen Motiven (Abbildung
20E) nachgewiesen werden, wie am Beispiel der drei Enhancer (En) von DRNL (Comelli et al.,
2016) zu sehen. Des Weiteren kénnen Bindestellen der MADS-box Transkriptionsfaktoren
SEP3 und AP1 (Pajoro et al., 2014) im DRNL-Promotor mit ATAC-Seq Peaks korreliert werden.
Die DRNL-Expression wird aufgrund der dreifachen Methylierung des Lysins 27 von Histon 3
im aplcal IM gehemmt (Engelhorn et al., 2017).

Der Promotor von DRNL weist mehrere THS bzw. dTHS auf, die teilweise in mehrere Peaks
unterteilt werden konnen, die DNA-Sequenz ist an diesen Positionen haufig konserviert

sowie Uberschneidet sich mit funktionellen Motiven.
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3.4.5 Zuganglichkeit des Chromatins im Enhancer 2 und am Transkriptionsstart von DRNL
Zum genaueren Betrachten der Schnittpunkte der Tn5 Transposase werden exemplarisch
jeweils 90 bp des En2 (i) bzw. am TSS (ii) aus Abbildung 21A vergréBert in Abbildung 21B
dargestellt.

Die Position von Schnittstellen am En2 ist in beiden Zelltypen ahnlich (Abbildung 21B i), die
Chromatinzuganglichkeit ist in GFP+ Zellen jedoch hoher als in GFP— Zellen. Die zwei puta-
tiven AuxREs im En2 weisen unterschiedliche Chromatinstrukturen auf, das distale AuxRE ist
unzuganglich bzw. das proximale AuxRE ist offen. Das Chromatin am Transkriptionsstart (+1)
von DRNL ist zuganglich in GFP+ bzw. geschlossen in GFP— Zellen (Abbildung 21B ii). Im
Gegensatz ist die TATA-Box, die sich 30 bp vor dem TSS befindet (Comelli et al., 2016), in
beiden Zelltypen unzuganglich.
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Abbildung 21: Schnittstellen der Tn5 Transposase im Enhancer 2 und am Transkriptionsstart von DRNL

Die Verteilung der ATAC-Seq Fragmente im DRNL Promotor ist als Mittelwert der drei biologischen Replikate dargestellt (A).
Eine VergroRerung des Enhancers 2 (B i) sowie des Transkriptionsstarts (B ii), markiert mit +1, zeigt die Schnittpunkte der
Tn5 Transposase. Rote Kasten markieren mogliche Auxin responsive Elemente (AuxRE) bzw. eine TATA-Box.

3.4.6 Bestatigung der im DRNL-Promotor identifizierten Korrelation von THSs mit
bekannten Motiven

Im DRNL-Promotor korreliert die Position von THSs bzw. einzelnen Peaks mit bekannten Mo-

tiven, daher wurde dieser Zusammenhang bei weiteren Genen Ulberprift. Die hier im Detail

untersuchten acht Gene kdnnen in vier Kategorien eingeteilt werden: 1. Beteiligung an der

Blitenentwicklung oder Hochregulation der Genexpression in GFP+ Zellen, 2. Zellzyklus-

kontrolle, 3. Haushaltsgene sowie 4. hohere Genexpression in GFP— gegeniiber GFP+ Zellen.
44



Die Promotorregionen von AHP6, BOP1 und ROXY1 (AT3G02000) sowie des im Zellzyklus
involvierten Gens AT4G22860 (Abbildung 22) weisen alle THS bzw. dTHS+ auf, die zum Teil in
mehrere Peaks differenziert werden kdnnen. Auffallig ist, dass bei allen vier Genen direkt vor
dem Transkriptionsstart ein Peak identifiziert werden kann, ebenso wie im DRNL-Promotor
bzw. in der allgemeinen Verteilung von THSs genomweit (Abbildung 19) zu sehen, und dieser

eine erhohte Zahl an ATAC-Seq Fragmenten in GFP+ gegeniiber GFP— Zellen aufweist.
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Abbildung 22: THSs und ihre Korrelation mit bekannten Motiven von drei Genen der Blitenentwicklung sowie einem Gen
der Zellzykluskontrolle

Die Anzahl der ermittelten Fragmente pro eine Million Fragmente wird als Mittelwert aus drei biologischen Replikaten in
den Genen HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6 (A), BLADE ON PETIOLE 1 (B), ROXY1 (C) und AT4G22860 (D) gezeigt.
Die Position von THSs bzw. einzelne Peaks kann mit DNase | hypersensitiven Stellen (DHS), SEPALLATA3 (SEP3) Bindestellen
(BS), APETALA1 (AP1) BS, Dreifachmethylierungen des Lysins 4 (H3K4me3) bzw. Lysins 27 (H3K27me3) am Histon 3 sowie
konservierten Regionen resultierend aus Phylogenetic Shadowing korreliert werden. Der FC beschreibt den Wert aus RNA-
Seq, mit dem die Transkriptmenge in GFP— Zellen multipliziert werden muss, um das Transkriptlevel in GFP+ Zellen zu
erreichen.

Die meisten THSs korrespondieren mit DHSs sowie mit Bindestellen der MADS-box Trans-
kriptionsfaktoren SEP3 bzw. AP1, aullerdem korrelieren einzelne Peaks einer THS haufig mit
konservierten Regionen. Eine niedrigere Genexpression von AHP6, BOP1 und ROXY1 in den
GFP— gegenliber GFP+ Zellen spiegelt sich in H3K27me3 Histonmodifikationen wider. Im
Gegensatz dazu konnte in AT4G22860 eine H3K4me3 Markierung identifiziert werden; dies
korreliert mit hohen Transkriptmengen in beiden Zelltypen, deren Zahl in GFP+ Zellen leicht

hoher ist als in den GFP— Zellen.

Die Genexpression der zwei Haushaltsgene ACT2 (Abbildung 23A) und PFIFFERLING (PFlI,
AT1G71440; Abbildung 23B) verandert sich nicht signifikant zwischen den zwei Zelltypen.
Beide Gene weisen THSs, aber keine dTHS oder DHSs, in ihrem Promotor auf, einzelne Peaks

korrelieren jedoch mit SEP3 Bindestellen sowie konservierten Regionen.
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Abbildung 23: THSs und ihre Korrelation mit bekannten Motiven von zwei Haushaltsgenen

Die Anzahl der ermittelten Fragmente pro eine Million Fragmente wird als Mittelwert aus drei biologischen Replikaten in
den Genen ACTIN2 (A) sowie PFIFFERLING (B) gezeigt. Die Position von THSs wird mit DNase | hypersensitiven Stellen (DHS),
SEPALLATA3 (SEP3) Bindestellen (BS), APETALA1 (AP1) BS, Dreifachmethylierungen des Lysins 4 (H3K4me3) am Histon 3
sowie konservierten Regionen resultierend aus Phylogenetic Shadowing verglichen. Der FC beschreibt den Wert aus RNA-
Seq, mit dem die Transkriptmenge in GFP— Zellen multipliziert werden muss, um das Transkriptlevel in GFP+ Zellen zu
erreichen. Bei einem negativen FC erfolgt die reziproke Rechnung, da hier die Genexpression hoher in GFP— als in GFP+
Zellen ist.

Zwei Beispiele flr herunterregulierte Gene mit THSs sind AT5G44530 (Abbildung 24A), ein
Enzym der Subtilase-Familie, bzw. AT4G30460 (Abbildung 24B), ein glycinreiches Protein.
Eine erhdhte Zuganglichkeit in diesen Chromatinregionen wurde ebenfalls mittels DNase-Seq
nachgewiesen, ATAC-Seq bietet im Vergleich jedoch eine hohere Auflésung bzw. identifiziert
mehrere Peaks. Auffillig ist bei diesen beiden Genen die Verteilung der Fragmente im
Vergleich der beiden Zelltypen, im Promotor von AT5G44530 konnte eine dTHS— bzw. von
AT4G30460 eine dTHS+ identifiziert werden. Ein weiterer Unterschied sind die Histonmodifi-
kationen, die bei AT5G44530 nicht nachzuweisen sind, AT4G30460 ist im Gegensatz dazu mit

einer H3K27me3 Markierung, ahnlich wie DRNL, assoziiert.
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Abbildung 24: THSs und ihre Korrelation mit bekannten Motiven von zwei Genen mit hoherer Genexpression in GFP- als
in GFP+ Zellen

Die Anzahl der ermittelten Fragmente pro eine Million Fragmente wird als Mittelwert aus drei biologischen Replikaten in
den Genen AT5G44530 (A) sowie AT4G30460 (B) gezeigt. Die Position von THSs wird mit DNase | hypersensitiven Stellen
(DHS), SEPALLATA3 (SEP3) Bindestellen (BS), APETALA1 (AP1) BS, Dreifachmethylierungen des Lysins 4 (H3K4me3) am
Histon 3 sowie konservierten Regionen resultierend aus Phylogenetic Shadowing verglichen. Der negative FC beschreibt den
Wert aus RNA-Seq, mit dem die Transkriptmenge in GFP+ Zellen multipliziert werden muss, um das Transkriptlevel in GFP—
Zellen zu erreichen.

Die bereits im DRNL-Promotor beobachtete Differenzierung von THSs in mehrere Peaks so-
wie ihre Korrelation mit DHSs, Transkriptionsfaktorbindestellen und konservierten Regionen,
konnte flir weitere acht Gene bestatigt werden. Verdanderungen in der Chromatinzuganglich-

keit zwischen GFP+ und GFP— Zellen spiegelt sich meistens in der Genexpression wider.
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3.4.7 Einordnung der mit THSs korrelierten Gene in funktionelle GO-Gruppen

Um eine funktionelle Analyse der Gene mit dTHS zu ermdoglichen, werden zuerst die Gene
mit einer dTHS in einer maximalen Entfernung von 1 kb identifiziert sowie anschlieBend GO-
Gruppen zugeordnet (Abbildung 19). Die Region bis 1kb stromauf- bzw. —abwarts enthalt am
haufigsten THSs, zusatzlich wird die Wahrscheinlichkeit einer falschen Zuordnung minimiert,
die bei der Auswahl eines groReren Bereichs aufgrund von geringen Abstdanden zwischen
benachbarten Genen auftreten kann. 309 Gene sind mit einer dTHS+ assoziiert (Abbildung
25A), demgegeniber stehen 750 Gene mit einer dTHS— (Abbildung 25B). Zwei Gene kommen
in beiden Kategorien vor, d.h. sie weisen sowohl eine dTHS+ als auch dTHS— auf. Die
Signifikanz der GO-Gruppen von dTHS+ Genen ist hoher als die der Gene mit dTHS—. Ab-
gesehen von Ubergeordneten Kategorien sind die GO-Gruppen Transkription sowie

,response to endogenous stimulus” in beiden Netzwerken vertreten.
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Abbildung 25: Funktionelle Einordnung von Genen mit dTHS in GO-Gruppen
Gene mit einem hoheren dTHS in GFP+ Zellen (dTHS+) bzw. in GFP— Zellen (dTHS-) werden GO-Gruppen mittels des
Programms BiNGO zugeordnet. Eine signifikante Anreicherung ist entsprechend farblich markiert.

Die GO-Gruppen des dTHS— Netzwerks sind zu einem groRRen Teil mit der Antwort auf einen
Reiz bzw. Stress assoziiert. Im Gegensatz sind die dTHS+ Gene gepragt durch die GO-

Gruppen Zelldifferenzierung und Bliitenentwicklung.
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3.4.8 Genomweite Korrelation von THSs mit AP1 bzw. SEP3 Bindestellen

DRNL sowie die Beispielgene aus Abschnitt 3.4.6 zeigen eine haufige Ubereinstimmung in
der Position von THSs bzw. einzelnen Peaks mit Bindestellen der Transkriptionsfaktoren AP1
und SEP3. Auch genomweit kann diese positive Korrelation bestatigt werden (Anhang A 7.4,
Abbildung 32 A-D), ein Gen mit AP1 bzw. SEP3 Bindestelle (Pajoro et al., 2014) weist zu min-
destens 99,95% auch eine THS in einem Bereich bis zu 5 kb stromauf- und -abwérts auf. Bei
der Betrachtung eines 1 kb Bereichs, in dem die meisten THSs identifiziert wurden, verrin-
gert sich die Zahl auf circa 95%. Da fast alle der AP1 bzw. SEP3 Bindestellen in offenen Chro-
matinregionen zu finden waren, soll nachfolgend Uberprift werden, ob AP1 bzw. SEP3 die

Bindung von dTHS+ oder dTHS— préaferieren (Anhang B).

Von den insgesamt 309 Genen mit dTHS+ korrelieren nach zwei Tagen Dexamethason-Appli-
kation (t2) circa 44% mit AP1 und/oder SEP3 Bindestellen (Abbildung 26A), diese Anzahl
steigt nach acht Tagen (t8) auf 75% an (Abbildung 26B); dies beruht hauptsachlich auf einer
Zunahme der SEP3 Bindestellen. Nach zwei Tagen Induktion weisen die 750 Gene mit dTHS—
wenige AP1 und/oder SEP3 Bindestellen auf, im Vergleich zu t8 wird die Anzahl an dTHS-
Genen mit AP1 bzw. SEP3 Bindestellen von 7% auf 53% erhoht. Dies beruht hauptsachlich
auf einem Anstieg der Bindestellen, die nur von SEP3 und nicht von AP1 gebunden werden;

hier ist ein fast neunfacher Anstieg von t2 zu t8 zu vermerken.

A B

SEP3 BS t8
(8.263)

SEP3 BSt2
(1.956)

Abbildung 26: Venn-Diagramm von Genen mit dTHS sowie AP1 und/oder SEP3 Bindestelle

Die dargestellten Venn-Diagramme zeigen die Korrelation von dTHS+ bzw. dTHS— Genen mit AP1 und SEP3 Bindestellen (BS)
aus ChIP-Seq Experimenten nach zwei (A) bzw. 8 (B) Tagen kontinuierlicher Dexamethason-Applikation in AP1::AP1-GR
aplcal IMs.

Es kann eine positive Korrelation zwischen Transkriptionsfaktorbindestellen und THS bzw.
dTHS festgestellt werden. AP1 Bindestellen befinden sich eher in den dTHS+ Genen und wer-
den vielfach schon bei t2 gebunden. SEP3 Bindestellen binden bei t2 eher dTHS+ Gene, zum
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Zeitpunkt t8 verdndert sich diese Verteilung und die meisten der Gene mit SEP3 Bindestelle
korrelieren mit dTHS— Genen. Neben den bereits in 3.4.6 gezeigten Beispielgene konnte
unter anderem fiir die Gene STY1, FD (AT4G35900), LFY und PRS, die AP1 und/oder SEP3

Bindestellen aufweisen, ebenfalls eine dTHS+ identifiziert werden.

3.5 Korrelation von differenzieller Chromatinzuganglichkeit mit Veran-
derungen in der Genexpression

Ein Zusammenhang zwischen Chromatinzuganglichkeit sowie Genexpression konnte bereits
fir DRNL sowie acht weiteren Gene (3.4.6) hergestellt werden und wird im Folgenden
genomweit analysiert. Die in den GFP+ sowie GFP— Zellen transkribierten Gene weisen zu
mindestens 80% eine THS auf, im Gegensatz zu maximal 44% der nicht exprimierten Gene
(Anhang A 7.57.4, Tabelle 8). Es konnte ebenfalls eine positive Korrelation von differenziell
exprimierten Genen mit einer erhohten Chromatinzuganglichkeit festgestellt werden. Bei
mindestens 88% der 717 hochregulierten Gene konnte eine THS identifiziert werden (An-
hang A 7.5, Abbildung 33 A). Von den 3.356 herunterregulierten Genen weisen mindestens
72% auch eine erhohte Chromatinzuganglichkeit auf (Anhang A 7.5, Abbildung 33 B).

Abbildung 27: Korrelation von Chromatinzuganglichkeit und Genexpression
Das Venn-Diagramm zeigt eine Korrelation von Genen mit dTHS+ und hochregulierten Genen bzw. Genen mit dTHS—und
herunterregulierten Genen in DRNL::erGFP aplcal Infloreszenzen.

Ein Vergleich der differenziell regulierten Gene mit den dTHS Genen (Abbildung 27) zeigt,
dass von den Genen mit einer dTHS+ knapp 30% differenziell reguliert werden, der grofite
Teil entfdllt dabei auf hochregulierte Gene. Diese Fraktion ist sechsmal grofRer als die der

herunterregulierten Gene mit dTHS+. Im Gegensatz dazu korrelieren Gber 45% dTHS— Gene
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mit den herunterregulierten Genen. Eine Ausnahme bildet ein Gen, das eine dTHS— aufweist,

aber hochreguliert wird.

Eine genauere Betrachtung der hoch- und herunterregulierten Gene in einer ,Heatmap”
(Anhang A 7.5 Abbildung 34) zeigt, dass sich die genomweit ermittelte Position von THS in
Relation zu einem Gen hier widerspiegelt und eine erhohte Zuganglichkeit haufig in der
Region vor dem Transkriptionsstart und selten im transkribierten Bereich zu finden ist. Die
717 hochregulierten Gene sind hauptsachlich mit einer hoheren Chromatinzuganglichkeit in
GFP+ gegeniiber GFP— Zellen korreliert. Im Gegensatz dazu sind die 3.356 herunterregulier-
ten Gene eher mit einer niedrigeren Zuganglichkeit in GFP+ im Vergleich zu GFP— Zellen
assoziiert. Nach einer FC-abhéangigen Sortierung der Gene scheinen die hochregulierten Ge-
ne mit einem hohen FC bzw. die herunterregulierten Gene mit einem niedrigen FC zugang-

licher zu sein.

Es kann festgestellt werden, dass generell die Genexpression und Chromatinzuganglichkeit
miteinander korrelieren. Hochregulierte Gene weisen eher eine dTHS+ auf, wahrend fir

herunterregulierte Gene haufiger eine dTHS— identifiziert werden kann.
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4 Diskussion

4.1 Das Transkriptom von Griinder- sowie Infloreszenzmeristemzellen

Die Analyse von Griinderzellen lateraler Seitenorgane im IM von aplcal Pflanzen soll Zusam-
menhadnge in Bezug auf die Spezifizierung von Zellen aufkldren. Die Trennung der durch die
DRNL::erGFP Expression markierten Griinderzellen vom restlichen IM konnte mittels FACS
effizient durchgefiihrt werden. Eine Hauptkomponentenanalyse bestatigt das Transkriptom
der Grinderzellen (GFP+) als distinkt unterschiedlich zu den restlichen IM-Zellen (GFP-)

sowie gegeniber dem gesamten, nicht-protoplastierten IM.

4.1.1 Verdnderungen in der Genexpression aufgrund von Stress

Um die Auswirkungen von Stress in Form des Protoplastierens sowie Sortierens auf die
Genexpression zu Uberprifen, wurde das Transkriptom der protoplastierten GFP+ bzw. GFP—
Zellen mit dem von unbehandelten IMs verglichen. Von vielen der nuklearen Gene von A.
thaliana kdénnen Transkripte im IM nachgewiesen werden, von denen (iber 20.000 auch in
GFP+ und GFP- Zellen zu finden sind. Ein Unterschied zwischen den einzelnen Transkripto-
men ist die hohere Anzahl an exprimierten Genen in den GFP+ sowie GFP— Zellen als im IM.
Eine funktionelle Zuordnung mittels BINGO konnte nicht bestatigen, dass diese zusatzlichen
Gene mit der Reaktion auf Stress assoziiert sind. Daher wurden die Gene, die in den GFP+
bzw. GFP— Zellen im Vergleich zum IM differenziell regulierten werden, ermittelt sowie GO-
Gruppen zugeordnet. Die GFP+ und GFP- Zellen zeigen eine hohe Ubereinstimmung an
gegeniiber dem IM hoch- bzw. herunterregulierten Genen. Dazu gehdren Stressgene, die
nach dem Protoplastieren sowie FACS haufig hoch- aber teilweise auch herunterreguliert
werden, moglicherweise aufgrund von Genen die an der Stressantwort beteiligt sind, aber
denen auch noch andere Aufgaben zugeschrieben werden. Gene der Blitenentwicklung so-
wie Zelldifferenzierung werden im Gegensatz nach Stress herunterreguliert. Diese Beobach-
tungen konnten fiir einzelne Gene in der gPCR bestatigt werden; DRNL, AHP6 und BP
werden nach Stress herunterreguliert, das Hitzeschock Protein HSP70 (Lindquist, 1986) ist

jedoch hochreguliert. Die Zellen des IMs reagieren demnach auf Stress mit einer Veran-
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derung der Genexpression, wodurch sich zelluldre Prozesse verdndern bzw. der Impuls

BlUten zu bilden reduziert wird.

Neben den vielen Genen die gegeniliber dem IM sowohl in GFP+ als auch GFP- Zellen
entweder hoch- oder herunterreguliert werden, gibt es auch Gene, die entweder spezifisch
in GFP+ oder GFP— Zellen differenziell transkribiert werden. Spezifisch in den Griinderzellen
werden im Gegensatz zu den GFP— Zellen auch nach Stress immer noch Blitenentwicklungs-
gene, jedoch keine Stressgene, spezifisch hochreguliert. Die Hochregulation der Blitenent-
wicklungsgene konnte damit begriindet werden, dass die Griinderzellen nur eine Minderheit
im IM darstellen, Unterschiede in der Genexpression zwischen GFP+ Zellen und IM werden
daher starker wahrgenommen als im Vergleich der GFP— Zellen mit dem IM, da die GFP—
Zellen die Mehrheit der IM-Zellen reprasentieren. Dennoch kann festgestellt werden, dass
auch nach Stress in den GFP+ aber nicht in den GFP— Zellen Gene der Blitenentwicklung
transkribiert werden. Es ware auch moglich, dass die Stressreaktion in GFP— Zellen schneller
bzw. starker erfolgt als in GFP+ Zellen, deren Genexpression bereits mit Ziel auf die
Differenzierung der spezifizierten Zellen reguliert wurde und sie weniger flexibel auf Stress
reagieren kénnen. Dafiir spricht auch, dass keins der spezifisch in GFP+ Zellen hochregu-
lierten Gene der GO-Gruppe Transkription zugeordnet werden kann. Dies zeigt, dass obwohl
GFP+ und GFP- Zellen grofRe Gemeinsamkeiten in ihrem Transkriptom aufweisen, die ver-
mutlich darauf beruhen, dass sie aus dem gleichen Gewebe stammen und auf Stress reagie-
ren mussten, es doch auch zelltypspezifische Unterschiede in Bezug auf Stressantwort und

Blitenentwicklung gibt.

4.1.2 Das Transkriptom der Griinderzellen im direkten Vergleich zu den GFP- Zellen

Die im direkten Vergleich von GFP+ und GFP— Zellen differenziell transkribierten Genen sind
Uberwiegend herunterreguliert (3.356) und nur ein kleiner Teil wird hochreguliert (717). Drei
GO-Gruppen sind sowohl bei den hoch- als auch den herunterregulierten Genen vertreten,
diese beschreiben allgemein wichtige Prozesse in der Zelle, wie z. B. die Beteiligung an der
Transkription. Davon abgesehen sind die GO-Netzwerke unterschiedlich, die herunterregu-
lierten Gene sind unter anderem mit der Stressantwort und dem Zelltod involviert, die
hochregulierten Gene hingegen mit der Bliitenentwicklung. Die schon im Vergleich zum IM

beobachteten Unterschiede im Transkriptom der protoplastierten Zellen kdnnen in der
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direkten Gegeniiberstellung von den in GFP+ zu GFP- Zellen hoch- bzw. herunterregulierte
Gene bestatigt werden, die Grinderzellen sind mit der Blitenentwicklung und die GFP—

Zellen mit der Stressantwort assoziiert.

Das nach DRNL in den Griinderzellen am starksten hochregulierte Gen ist AHP6 (FC = 18,08),
ein Zielgen von DRNL, auch zwei weitere der insgesamt funf Zielgene (STY1, CUC1) werden
hochreguliert. Dies spricht daflir, dass DRNL als Aktivator der Transkription agiert. Des
Weiteren werden Gene, die in Blattern die adaxiale-abaxiale Polaritdt beeinflussen, in den
Grinderzellen differenziell reguliert. Dazu gehoren z. B. LFY, YAB1, BOP1 sowie BOP2, die
hochreguliert und der GO-Gruppe Blitenentwicklung zugeordnet werden. Weitere Gene, die
adaxiale bzw. abaxiale Zellen in einem Organ definieren, wie z. B. PHB, PHV, REV oder drei
der vier KAN-Gene (Emery et al., 2003; Wu et al.,, 2008; Fukushima und Hasebe, 2014)
werden gemeinsam in den Griinderzellen exprimiert. BP wird in den Griinderzellen repri-
miert und reguliert die Expression von BOP 1 und BOP2, wodurch die adaxiale-abaxiale Pola-
ritat beeinflusst wird. Die Beteiligung von DRNL an der Regulation des Zellzyklus (Seeliger et
al., 2016) spiegelt sich in der entsprechenden GO-Gruppe der hochregulierten Gene wider,
damit Gbereinstimmend wird CYCLIN B1;1 (AT4G37490) (Schnittger und De Veylder, 2018) in

den Griinderzellen starker exprimiert als in den GFP— Zellen.

Die differenziell exprimierten Gene erfahren eine zelltypspezifische Regulation ihrer Genex-
pression in den Griinderzellen im Vergleich zu den GFP— Zellen, die jeweiligen Zellen werden
durch ihre biologischen Prozesse bzw. GO-Gruppen charakterisiert. Die Grinderzellen
unterscheiden sich deutlich von den GFP— Zellen und sind mehr in der Blitenentwicklung

jedoch weniger in der Stressantwort involviert als die restlichen IM-Zellen.

4.1.3 Phytohormonperzeption in den Griinderzellen

Die aulierliche Applikation von Auxin auf das SAM bzw. IM bewirkt die Bildung von Blattern
bzw. Bliten (Reinhardt et al., 2003; Capua und Eshed, 2017), daher ist Auxin notwendig fiir
die Bildung von lateralen Seitenorganen im IM, aber ist nicht der alleinige Faktor in diesem
Prozess (Chandler, 2011). Das Auxinsignal detektiert mittels des DR5-Reporters (Ulmasov et
al., 1997) ist ahnlich wie DRNL in Zellen am Rand des IMs lokalisiert, beide Expressionsdoma-
nen Uberschneiden sich jedoch nur marginal (Chandler und Werr, 2014). Es stellt sich daher

die Frage, ob DRNL und Auxin miteinander interagieren oder unabhangig sind. Der fiir die
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Detektion des Auxinsignals verwendete DR5-Reporter bildet nur einen Teil der Auxinantwort
ab (Liu et al., 1994) und kann auch auf Brassinosteroide reagieren (Bao et al., 2004). Daher
kdnnte ein Vergleich mit dem Auxin Sensor DII-VENUS (Brunoud et al., 2012) weitere Infor-
mationen Uber die zeitliche sowie raumliche Aktivitat von Auxin im IM bzw. den Grinderzel-
len im Verhaltnis zum DRNL-Promotor liefern. Der DRNL-Promotor enthélt putative AuxREs,
es wadre daher moglich, dass die DRNL-Expression von Auxin reguliert wird. Daflir spricht

auch, dass MP im Embryo an das zu DRNL paraloge Gen DRN bindet (Cole et al., 2009).

Die Expression von Genen des IAA Bioysntheseweges durch YUC-Proteine sowie der ARF-,
Aux/IAA- und PIN-Gene des Auxinsignalweges variiert stark zwischen einzelnen Genen. Kann
eine differenzielle Transkription beobachtet werden, ist meistens der FPKM in GFP— Zellen
hoher als in den Griinderzellen. Davon ausgenommen sind vier ARF Gene, die eine héhere
Expression in GFP+ Zellen aufweisen, darunter sind ETT (ARF3) und MP (ARF5). Beide Trans-
kriptionsfaktoren konnten in entstehenden Blitenprimordien nachgewiesen werden und
sind notwendig fir die wildtypische Auspragung von Bliiten (Sessions et al., 1997; Bhatia et
al., 2016). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Perzeption bzw. die Reaktion auf ein

Auxinsignal in den Griinderzellen nur Gber wenige Gene erfolgt.

Das Phytohormon Cytokinin ist dahnlich wie Auxin auch an der Entwicklung von Bliten betei-
ligt (Ferreira und Kieber, 2005; Miiller und Sheen, 2007; D’Aloia et al., 2011), ist aber anders
als Auxin eher im Zentrum des IMs lokalisiert (Besnard et al., 2014). Die AHP-Gene sind Teil
des Cytokininsignalweges und werden meist dhnlich stark in den GFP+ und GFP— Zellen
exprimiert. Auffallig ist das DRNL Zielgen AHP6, welches in den Griinderzellen stark transkri-
biert und auch gegeniiber den GFP— Zellen mit dem insgesamt zweithdchsten FC (18,08) der
hochregulierten Gene differenziell reguliert wird. Dies lasst vermuten, dass DRNL aktivierend
auf die Transkription von AHP6 in den Griinderzellen wirkt. Da sich die Expressionsdomanen
von DRNL und AHP6 (berschneiden (Besnard et al., 2014; Thoma und Chandler, 2015) und
AHP6 den Cytokininsiganlweg inhibiert, scheint Cytokinin nicht bzw. kaum biologische
Prozesse in den Griinderzellen zu regulieren bzw. wird Cytokinin nicht unmittelbar fir die

Spezifizierung bzw. Differenzierung der Zellen benétigt.

Auch in den GFP- Zellen scheint der Cytokininsignalweg gehemmt zu werden, da viele der

Typ-A ARRs, die Typ-B ARRs auf noch nicht geklarte Weise inhibitorisch regulieren (Ren et al.,
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2009; Pekarova et al., 2016), starker in den GFP— als in den GFP+ Zellen exprimiert werden.
Die starkere Transkription der Typ-A ARRs in den GFP- Zellen kénnte jedoch auch damit
erklart werden, dass Typ-A ARRs mit dem genregulatorischem Netzwerk von WUS und CLV3
interagieren und so die Stammzellpopulation, die Teil der GFP— Zellen ist, regulieren

(Leibfried et al., 2005; Zhao et al., 2010).

Die Grinderzellen von lateralen Seitenorganen im IM von A. thaliana zeigen wenig Regu-
lation in ihrer Genexpression durch Auxin oder Cytokinin, da Gene, die mit einem der beiden
Phytohormone assoziiert sind sowie differenziell transkribiert werden, meistens hohere
Transkriptzahlen in GFP— als in GFP+ Zellen aufweisen. Mogliche Regulation durch die Phyto-
hormone konnte sich in einer posttranskriptionalen Modifikation manifestieren. Eine wei-
tere Moglichkeit fir eine Regulation durch Auxin bzw. Cytokinin in den Griinderzellen kénnte
mittels verdanderter Expression von einzelnen Genen wie z. B. von MP, ETT sowie AHP6, die
in den Griinderzellen hochreguliert werden, hervorgerufen werden. Die direkte Verbindung
des Auxinsignalweges mit AHP6 durch die potenzielle Bindung von MP (Besnard et al., 2014)
sowie die Hemmung des Cytokininsignalweges durch AHP6 in den GFP+ Zellen lasst vermu-
ten, dass die Genexpression in den Griinderzellen eher als Antwort auf Auxin als auf

Cytokinin reguliert wird.

4.2 Identifikation der DRNL Zielgene

Direkte Zielgene von DRNL sollten mittels der adaptierten ChIP-Methode von Kaufmann et
al. (2010a), mit der erfolgreich Bindestellen des Transkriptionsfaktors AP1 in apIcal Inflores-
zenzen bestatigt werden konnten, identifiziert werden. Es konnten jedoch weder im aplcal
IM, in dem mehr Zellen DRNL exprimieren als im Wildtyp, noch in bcm1 IMs, in denen die
Konkurrenzsituation in der DNA-Bindung des nativen sowie transgenen DRNL vermieden
wird, spezifisch gebundene DNA-Fragmente angereichert werden. Da nicht bekannt ist, ob
DRNL direkt an die DNA bindet oder Uber andere Transkriptionsfaktoren rekrutiert wird,
wurde zuséatzlich der ,,Crosslinker” EGS, mit dem Protein-DNA-Vernetzungen (iber grofRere
Entfernungen im Vergleich zu Formaldehyd erreicht werden kénnen, verwendet. Da auch
dies nicht zur Identifikation von DRNL-Zielgenen fiihrte, ist die DRNL-Expression im IM
vermutlich zu gering um spezifisch DNA anzureichern, dafiir sprechen auch die niedrigen

Zahlen an isolierten DNA-Fragmenten. Im Vergleich zu AP1 ist die Transkriptionsrate von
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DRNL im aplcal IM geringer, AP1 weist in den GFP+ Zellen einen FPKM von 1.702 bzw. in
GFP— Zellen von 1.062 auf, DRNL hingegen 200 bzw. 5. Die Expressionsdomane von AP1 ist
daher groRer als die von DRNL und auch die Transkriptionsstarke von AP1 ist hoher. In einem
weiteren Versuch kénnte die Menge an DRNL-GR durch Expression unter dem Cauliflower
Mosaic Virus 35S (CaMV 35S) Promotor (Odell et al., 1988; Benfey und Chua, 1990) bzw.
eines anderen Promotors, der in vielen Zellen starke Aktivitdt aufweist, erhoht werden, um
so das Sensitivitatsproblem zu vermeiden. Dies birgt jedoch den Nachteil der ektopischen
DRNL-Expression; das Bindeverhalten von DRNL kdnnte in den Zellen ohne aktiven, nativen
DRNL-Promotor z. B. aufgrund von unterschiedlicher Chromatinstruktur oder Proteomen

gegenlber den Griinderzellen verandert sein.

4.3 Veranderungen der Chromatinzuganglichkeit in den Griinderzellen

Die hier vorgestellten Chromatinstrukturen von aplcal Infloreszenzmeristemen aus ATAC-
Seq zeigen eine hohe Reproduzierbarkeit zwischen mehreren biologischen Replikaten.
Aufgrund der ermittelten Chromatinkonfiguration konnen Riickschliisse auf die biologische
Relevanz von Genomregionen gezogen werden. Insbesondere die Trennung von DRNL-
exprimierenden (GFP+) von den nicht-exprimierenden (GFP-) Zellen ermdoglicht die Identifi-
kation von Veranderungen in der Chromatinzuganglichkeit von Griinderzellen im Vergleich

zu den umgebenden, lbrigen Infloreszenzmeristemzellen.

4.3.1 Hohe Sensitivitat in der Erkennung von Chromatinstrukturen

Die Tn5 Transposase integriert Adaptoren sowohl in die DNA des Zellkerns als auch in die
von Mitochondrien und Chloroplasten; der Anteil an identifizierten, nicht nuklearen DNA-
Sequenzen nach Deduplikation ohne vorheriges Isolieren der Nuklei betragt ungefahr 40%.
Der Anteil an Organellen-DNA in den untersuchten Proben des aplcal IM ist damit im
Vergleich zu publizierten ATAC-Seq Ergebnissen gering; Proben ohne Isolation von Zellkernen
mittels INTACT von sieben bis acht Tage alten Pflanzen (Lu et al., 2016) bzw. von Stamm- und
Mesophyllzellen Sijacic et al. (2018) von A. thaliana enthielten 52% bis 79% DNA-Fragmente,
die nicht auf dem nuklearen Genom verankert werden konnten. Diese Unterschiede in der
Menge an nuklearer bzw. Organellen-DNA sind moglicherweise auf die gewebespezifische

Anzahl an Chloroplasten in den jeweiligen Zellen zurickzufiihren (Charuvi et al., 2012;
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Dolzblasz et al., 2016). Die Verteilung der sequenzierten DNA-Fragmente mit ahnlicher Lange
lasst sowohl die helikale Windung der DNA von circa 10,5 bp (Buenrostro et al.,, 2013),
korrespondierend mit der zugdnglichen, auBenliegenden, kleinen Furche im Nukleosom
(Zhong et al., 2018), als auch den Abstand von benachbarten Nukleosomen erkennen, der

bei A. thaliana Bliiten in etwa 180 bp betragt (Zhang et al., 2015).

Fiir eine erste Einschatzung der Bedeutung von Tn5 Transposase hypersensitiven Stellen
(THSs) wurde ihre Position mit der von DNase | hypersensitiven Stellen (DHSs) verglichen;
95% der von Pajoro et al. (2014) im aplcal IM identifizierten DHSs Uberschneiden sich mit
THSs. Die wenigen DHSs, die mit ATAC-Seq nicht erkannt wurden, sind moglicherweise auf
die unterschiedlichen Transgene oder den gesetzten Schwellenwert fir signifikante THSs
zuriickzufiihren. Generell zeigte die ATAC-Seq Methode eine deutlich héhere Sensitivitat in
der Erkennung von Chromatinstrukturen als die DNase-Seq; es konnten insgesamt circa
dreimal mehr THSs als DHSs identifiziert werden. Knapp die Halfte der ermittelten THSs
korrelieren mit DHSs, daher konnten viele zugangliche Chromatinregionen nur mittels ATAC-
Seq identifiziert werden. Aullerdem ermdglicht ATAC-Seq die Unterteilung von THSs in
Bereiche, in denen das Chromatin, obwohl es generell zuganglich ist, doch feine Unterschie-
de in dem Grad der Zuganglichkeit aufweisen kann. Dies wird in Form von einzelnen Peaks
innerhalb einer THS sichtbar und kann zum Beispiel im DRNL-Promotor beobachtet werden.
Aus diesen Griinden bietet die Verwendung der ATAC-Seq Methode neben der geringeren
Menge an bendétigten Zellen (Buenrostro et al., 2013) den Vorteil aufgrund der hdheren

Sensitivitat gegenlber der DNase-Seq Chromatinstrukturen detaillierter darzustellen.

4.3.2 Position der THSs in Relation zu einem Gen

Von den 28.496 nuklearen Genen (TAIR10), die in A. thaliana transkribiert werden, zeigen
Uber 91% eine signifikant erhohte Zuganglichkeit gegeniiber der Tn5 Transposase in einem
Bereich von 5 kb stromaufwarts des TSS bzw. stromabwarts des TTS sowie im offenen Lese-
raster (OLR). Auch in einem kleineren betrachteten Bereich von 1 kb weisen noch tber 72%
der Gene eine THS auf. Ein GroRteil der Gene ist daher zuganglich, obwohl mit dem IM ein
spezifisches Gewebe zu einem bestimmten Zeitpunkt, der aktiven DRNL-Expression, analy-

siert wurde. Die haufig offene Chromatinstruktur von Genen ermoéglicht schnelle Verande-
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rungen in der Regulation der Transkription durch Bindung von Aktivatoren bzw. Repressoren

zu bewirken, wie es vermutlich bei der Ausdifferenzierung der Griinderzellen von Vorteil ist.

Die Position der THSs in Relation zu einem Gen unterscheidet sich, genomweit betrachtet,
kaum zwischen GFP+ und GFP- Zellen. Unterschiede ergeben sich aus einzelnen Genen,
deren THS Position von der genomweiten Verteilung abweicht bzw. die dTHSs aufweisen,
wie zum Beispiel in AHP6 sowie DRNL am TSS. Am haufigsten traten THSs direkt vor dem TSS
bis in eine Entfernung von 1 kb und selten im kodierenden Bereich auf. Diese Verteilung
konnte spezifisch fir Pflanzen sein, da dhnliche Ergebnisse fir die Wurzel (Maher et al.,
2017), Stammzellen des SAM sowie Mesophylizellen (Sijacic et al., 2018) ermittelt wurden, in
menschlichen a- und B-Zellen des Pankreas zugangliche Regionen jedoch haufiger in Introns
als im Promotor zu finden waren (Ackermann et al., 2016). Es kdnnte ein Zusammenhang
zum grofReren Genom sowie zur durchschnittlichen Genlange von Homo sapiens (Piovesan et
al., 2016) im Vergleich zu A. thaliana (Derelle et al., 2006) bestehen. Die Position von THSs
relativ zum Gen korreliert in den GFP+ und GFP— Zellen mit einer komplementaren Vertei-
lung von Histonmarkierungen am Lysin 4 bzw. 27 des Histons 3, die eine Aktivierung bzw.
Hemmung der Genexpression vermitteln. Am TSS konnten wenige Histonmodifikationen
identifiziert werden; dies beruht vermutlich auf der Abwesenheit von Nukleosomen in dieser
Region (Zhong et al., 2018). Dennoch konnten auch an dieser Position signifikante
Veranderungen in der Chromatinkonfiguration ermittelt werden. Wie am Beispiel von DRNL
beobachtet werden kann, ist diese Region in den Griinderzellen zuganglich aber in den GFP—
Zellen geschlossen. Das offene Chromatin am TSS bietet die Moglichkeit flr die Bindung von
Transkriptionsfaktoren, z.B. eines TATA-binding Proteins (TBP), das den Prainitiationskom-
plex rekrutiert und so die Transkription ermoglicht (Murakami et al., 2015; Thomas und

Chiang, 2006).

4.3.3 Chromatinzuganglichkeit von DRNL

Im DRNL-Promotor konnten drei THSs identifiziert werden, von denen eine in mehrere Peaks
unterteilt wird, zusatzlich konnte in den Grinderzellen im Gegensatz zu den GFP— Zellen
zugangliches Chromatin am TSS nachgewiesen werden. Generell ist die DNA-Sequenz im
Zentrum eines Peaks im DRNL-Promotor haufig konserviert, ihre funktionelle Bedeutung

wird durch die positionelle Korrelation mit Bindestellen der Transkriptionsfaktoren AP1 und
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SEP3 (Pajoro et al., 2014) sowie drei Enhancern (Comelli et al., 2016) verifiziert. Diese

Beobachtungen konnten fiir weitere exemplarisch ausgewahlte Gene bestatigt werden.

Aufgrund der Isolation der Griinderzellen mittels FACS kdnnen Unterschiede in der Chroma-
tinzuganglichkeit von GFP+ und GFP— Zellen (dTHS) ermittelt werden. Der DRNL-Promotor
weist mehrere Bereiche mit dTHS auf, besonders auffillig ist dies am TSS sowie dem Enhan-
cer 3 (En3); diese Chromatinregion weist in den DRNL-exprimierenden Zellen eine offene
Konfiguration auf, ist im Gegensatz jedoch in den GFP— Zellen kaum zuganglich. Dies spiegelt
sich in der Genexpression von DRNL wider; wenige GFP-Transkripten bzw. DRNL-Transkripte
wurden in den GFP— Zellen nachgewiesen, im Vergleich dazu ist das DRNL-Transkriptlevel um
den FC = 34,32 in den Griinderzellen erhoht. Das zuganglichere Chromatin in den Griinder-
zellen korreliert demnach mit einer gesteigerten Genexpression. Genomweit weist diese
Region kurz vor dem TSS am haufigsten THSs auf, wie auch im AHP6-Promotor zu sehen, und
spricht damit fur die groRe Bedeutung in der Veranderung der Chromatinzuganglichkeit an
dieser Position. Aufgrund der Bindung von einzelnen Transkriptionsfaktoren, eines Enhan-
ceosoms (Panne, 2008; Carey, 1998) bzw. des Prainitiationskomplexes (Thomas und Chiang,
2006; Murakami et al., 2015) in offenem Chromatin kann die Genaktivitat reguliert bzw. die

Transkription gestartet werden.

Eine genauere Betrachtung der Tn5 Transposase Schnittpunkte am TSS von DRNL zeigt eine
fast ganzlich geschlossen vorliegende TATA-Box in den GFP+ sowie GFP— Zellen. Im Gegen-
satz dazu ist der TSS zuganglich, jedoch nur in den Griinderzellen. Dies konnte mit der
Bindung der TATA-Box von einem aktivierenden Transkriptionsfaktor in den GFP+ Zellen bzw.
von einem Repressor (Brower et al., 2010) in den GFP- Zellen erkldrt werden, die daraufhin
eine zelltypspezifische Regulation der Genexpression bewirken. Eine weitere Ursache fiir das
geschlossene Chromatin der TATA-Box bzw. offene am TSS konnte die Sequenzspezifitat der
Tn5 Transposase sein; das Enzym schneidet bevorzugt in einer eher GC- als AT-reichen DNA-
Sequenz (Madrigal, 2015). Da die TATA-Box jedoch in einer AT-reichen Regionen liegt und
die umgebenden Regionen mit einem hoheren GC-Gehalt in den GFP+ Zellen hoch signifikant

zuganglich sind, ist dieser Bias zu vernachlassigen.

Der Enhancer 2 (En2) des DRNL-Promotors liegt innerhalb einer THS und weist sowohl in

GFP+ als auch GFP- Zellen offene Chromatinstrukturen auf, die Zuganglichkeit ist jedoch in
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den Grinderzellen héher. Der En2 enthalt zwei putative AuxREs, die wichtig fir die wild-
typische Expression von DRNL sind (Comelli et al., 2016). Das zum TSS proximale AuxRE
scheint eine groRere bzw. das distale eine untergeordnete Bedeutung fiir die Blitenentwick-
lung aufzuweisen (unveroffentlichte Daten) und stimmt daher mit der erhéhten Chromatin-

zuganglichkeit des proximalen bzw. dem geschlossenen Zustand des distalen AuxRE Uberein.

Mittels ATAC-Seq kdnnen daher Veranderungen in der Chromatinstruktur mit einer hohen
Auflosung erkannt werden, auch wenn nur von wenigen Basenpaaren die Zuganglichkeit
verandert ist, sodass die Identifikation von fiir die Regulation der Genexpression wichtigen

Chromatinregionen ermaoglicht wird.

4.3.4 Funktionelle Unterschiede der Gene mit dTHS+ oder dTHS—

Die Gene mit dTHS+ bzw. dTHS— kdénnen unterschiedlichen funktionellen Kategorien zuge-
ordnet werden; von den (iberreprasentierten GO-Gruppen ist nur eine (Transkription) in bei-
den GO-Netzwerken vertreten. Die GO-Gruppen der dTHS+ Gene sind unter anderem mit
der Blutenentwicklung sowie Zelldifferenzierung assoziiert. Im Gegensatz dazu sind die Gene
mit dTHS— weniger durch biologische Prozesse, die im Zusammenhang mit einem Gewebe
oder Entwicklungszustand stehen, sondern z. B. durch Transport oder Stressantwort charak-
terisiert. Diese funktionelle Zuordnung erinnern sehr an die der differenziell regulierten
Gene; viele GO-Gruppen Uberschneiden sich zwischen den hochregulierten sowie dTHS+
Genen bzw. den herunterregulierten sowie dTHS— Genen. Von den Genen mit dTHS— sind
mehr mit der Stressantwort assoziiert als von den dTHS+ Genen (195 zu 48). Dies zeigt, dass
in den GFP— Zellen nicht nur Stressgene starker hochreguliert werden als in den Grinder-
zellen, sondern auch ihr Chromatin in den GFP— Zellen eine héhere Zuganglichkeit aufweist.
Eine Veranderung in der Expression von Stressgenen kann so in den GFP— Zellen leichter

erfolgen als in den Griinderzellen.

4.3.5 Korrelation von THS sowie dTHS mit Transkriptionsfaktorbindestellen

Da sowohl im Promotor von DRNL als auch fiir weitere acht Gene haufig eine positionelle
Ubereinstimmung von AP1 und SEP3 Bindestellen (Pajoro et al., 2014) mit THS bzw. einzel-
nen Peaks in einer THS beobachtet werden konnte, wurde ebenfalls ihre genomweite Korre-

lation analysiert. Die Bindestellen von einzelnen Transkriptionsfaktoren bestehen aus einer
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kurzen Nukleotidfolge (Teif und Rippe, 2011; Franco-Zorrilla et al., 2014; Isakova et al.,
2017), daher werden Veranderungen in der Chromatinzuganglichkeit durch Bindung von
Transkriptionsfaktoren nur bei Betrachtung von kleinen Chromatinregionen bzw. Schnittstel-
len der Tn5 Transposase erwartet, wie am Beispiel des proximalen AuxRE im En2 des DRNL-

Promotors zu sehen ist.

Die AP1 bzw. SEP3 Bindestellen sind zu mindestens 94% innerhalb oder in der Ndhe einer
THS lokalisiert. Daher zeigt die ATAC-Seq Methode eine héhere Sensitivitat in der Erkennung
von offenem Chromatin im Vergleich zu DNase-Seq, mit der maximal eine Ubereinstimmung
von 75% von DHS mit Transkriptionsfaktorbindestellen erzeugt werden konnte (Pajoro et al.,
2014). Obwohl AP1 friiher aktiv ist als SEP3, ist die Uberschneidung an Genen mit Bindestelle
sowie THS vergleichbar. Dies bedeutet, dass auch wenn ein Transkriptionsfaktor erst zu
einem spateren Zeitpunkt bindet, das Chromatin an der Bindestelle schon zu einem fritheren

Zeitpunkt zugdnglich ist.

Im Gegensatz zu den Genen mit THS zeigen die Gene mit dTHS ein geringeres Ausmal an
Uberschneidungen mit AP1 oder SEP3 Bindestellen. Da der OLR sowie 1 kb stromauf- sowie -
abwarts betrachtet wird, finden einige dTHS, die mit AP1 bzw. SEP3 Bindestellen tberlappen,
keine Beachtung, wie am Beispiel von DRNL und BOP1 zu sehen ist. Dennoch kann eine deut-
liche Korrelation zwischen Genen mit dTHS und AP1 bzw. SEP3 Bindestellen beobachtet
werden. Gene mit dTHS+ weisen hadufig eine AP1 Bindestelle auf, die Anzahl an Genen
verandert sich im Vergleich von zwei (t2) und acht Tagen (t8) Dex-Applikation (Pajoro et al.,
2014) nur geringfligig, ebenso werden 58 der Gene zu beiden Zeitpunkten gebunden. Im
Gegensatz zu AP1 verandert sich die Verteilung der SEP3 Bindestellen zwischen den beiden
Zeitpunkten. An t2 sind mehr SEP3-Zielgene unter den dTHS+ Genen zu finden; nach acht
Tagen nimmt die Zahl der Gene mit SEP3 Bindestelle sowie dTHS stark zu, woraufhin die
SEP3 Zielgene hauptsachlich mit dTHS— Genen korrelieren. Dies zeigt, dass SEP3 Zielgene
generell spater gebunden werden als die AP1 Zielgene, korrespondierend zu ihrer Funktion
bei der Bliitenentwicklung. Die Transkriptionsfaktorbindestellen kénnen also, anders als in
Pajoro et al. (2014) beschrieben, schon zu einem relativ friihen Zeitpunkt zuganglich sein,
dhnlich wie in einem Vergleich von Stamm- und Mesophyllzellen beschrieben (Sijacic et al.,

2018).
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Werden putative Zielgene von DRNL (Eklund et al., 2011; Ikeda et al., 2006) betrachtet, sind
vier dieser finf Gene, u.a. AHP6 und STY1, in den Griinderzellen hochreguliert. Zusatzlich
weist jedes dieser Gene in seinem Promotor eine THS auf, die fir AHP6 und STY1 auch eine
dTHS+ ist. Als moégliche Bindestelle von DRNL wurde die GCC-Box ermittelt, die in vier der
funf Gene innerhalb der THS identifiziert werden konnte. Dies unterstitzt die Theorie, dass
es sich bei dieser Nukleotidfolge um die DRNL-Bindestelle handelt, bzw. unterstreicht die
hohe Bedeutung dieser zuganglichen Chromatinregion fiir die Regulation und Expression der
putativen Zielgene von DRNL. Die ATAC-Seq Methode kénnte also, besonders im Zusammen-
hang mit phylogenetischen Analysen, eingesetzt werden, um maogliche Transkriptionsfaktor-

bindestellen in Pflanzen zu identifizieren.

4.4 Veranderungen in der Chromatinzuganglichkeit korrelieren mit differen-

ziell regulierter Genexpression
Viele Gene, von denen in A. thaliana Transkripte nachgewiesen werden konnten, zeigen eine
erhohte Chromatinzuganglichkeit gegenliber der Tn5 Transposase in IM-Zellen (> 72%).
Daher stellt sich die Frage, ob diese Chromatinregionen fir die Kontrolle der Genexpression
essenziell sind und ob sie eine unmittelbare Bedeutung fiir das hier untersuchte Gewebe
haben oder zum Teil erst in spateren Stadien, wie in Sijacic et al. (2018) beschrieben, ihre
Relevanz zeigen. Die Analyse von in Griinderzellen exprimierten bzw. nicht-exprimierten
Genen zeigt, dass aktive Gene haufiger (>90%) eine THS aufweisen als inaktive Gene (<45%).
Auch fast alle der im Vergleich von GFP+ und GFP— Zellen differenziell regulierten Gene
weisen eine THS auf, diese Korrelation ist jedoch bei den hochregulierten Genen starker aus-
gepragt. Dies spricht flr die erfolgreiche Identifikation von fiir die Genexpression regulato-
risch wichtigen Chromatinregionen, die bereits im IM relevant fiir Veranderungen in der
Genexpression sind. Da Gene mit THSs eher exprimiert sowie hochreguliert als nicht-expri-
miert sowie herunterreguliert werden, konnte dies bedeuten, dass offenes Chromatin in den
hier untersuchten Zellen eher von aktivierenden Transkriptionsfaktoren gebunden wird als

von reprimierenden.

Es weisen mehr Gene eine dTHS— als eine dTHS+ auf, da auch mehr Gene herunter- als hoch-
reguliert werden, konnte hier ein Zusammenhang bestehen. In der Tat korrelieren die Gene
mit dTHS+, wie z. B. AHP6, eher mit den hochregulierten Genen bzw. dTHS— Gene mit den
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herunterregulierten Genen. Eine Zunahme der Genexpression wird also von einer Offnung
des Chromatins begleitet bzw. geht dieser voraus. Zu einem entsprechenden Ergebnis ge-
langten Ackermann et al. (2016) bei der Analyse von mittels FACS getrennten menschlichen
a- und B-Zellen des Pankreas fir die a-Zellen. In dieser Publikation (Ackermann et al., 2016)
konnte ebenfalls beobachtet werden, dass nicht alle der Gene mit dTHS auch differenziell
transkribiert werden, die publizierten Werte sind jedoch niedriger als die im Rahmen dieser
Doktorarbeit ermittelten Zahlen. Dennoch zeigen die Gene mit dTHS eine hohe Ubereinstim-
mung in ihrer biologischen Funktion, identifiziert mittels BINGO, mit denen der hoch- bzw.
herunterregulierten Gene. Dies lasst vermuten, dass die dTHS+ Gene, deren BiNGO-Netz-
werk unter anderem die GO-Gruppen Zelldifferenzierung sowie Blitenentwicklung enthalt,
ebenso wie die hochregulierten Gene eine wichtige Rolle in der Spezifizierung oder in der
Ausdifferenzierung von Griinderzellen einnehmen. Weitere Experimente konnten Uberpri-
fen, ob einige dieser Gene direkt von DRNL reguliert werden. Aullerdem weisen viele Gene,
die fur die Einrichtung einer adaxialen-abaxialen Polaritat in entstehenden Organen sorgen
(4.1.2), eine erhohte Chromatinzuganglichkeit sowie eine starkere Expression in den DRNL-

exprimierenden Griinderzellen auf.

Es konnte bestatigt werden, dass die identifizierten, zuganglichen Chromatinregionen bereits
im IM funktionelle Bedeutung haben und die Chromatinkonfiguration sich in der Genexpres-
sion widerspiegelt. Gene mit dTHS+ stehen aufgrund ihrer zugeordneten GO-Gruppen wie
Blitenentwicklung sowie Zelldifferenzierung im direkten Zusammenhang mit DRNL bzw. den

Grunderzellen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Mehrheit der Gene von A. thaliana werden im aplcal IM exprimiert, diese Gene weisen
meist zugangliches Chromatin auf im Gegensatz zu den nicht-transkribierten Genen. Dieser
Zusammenhang von Genexpression und Chromatinstruktur besteht sowohl in den DRNL-ex-
primierenden (GFP+) Zellen als auch in den Ubrigen Zellen des IMs (GFP-). An offenes
Chromatin koénnen Transkriptionsfaktoren binden und so die Genaktivitat regulieren, die
haufig am Transkriptionsstart lokalisierten Tn5 Transposase hypersensitiven Stellen (THSs)
bieten die Moglichkeit flr die Bindung des Pradinitiationskomplexes mit nachfolgendem Start

der Transkription.

Veranderungen in der Chromatinzuganglichkeit korrelieren nicht nur mit der Genaktivitat
sondern auch mit zwischen GFP+ und GFP— differenziell regulierten Genen. In den Griinder-
zellen zuganglichere Gene (dTHS+) werden meist hochreguliert, darunter befinden sich DRNL
Zielgene wie AHP6, wohingegen herunterregulierte Gene eher durch eine héhere Zugang-
lichkeit in GFP— Zellen (dTHS-) charakterisiert sind. Eine Erhohung der Transkriptionsrate
wird daher von einer Zunahme der Chromatinzuganglichkeit begleitet, wodurch eine zelltyp-
spezifische Genexpression erreicht wird. Obwohl nur ein Teil der dTHS Gene auch diffe-
renziell exprimiert wird, kénnen Uberschneidungen in den Aufgaben der Gene beobachtet
werden. Hochregulierte sowie dTHS+ Gene sind unter anderem mit der adaxialen-abaxialen
Polaritat sowie Blutenentwicklung assoziiert und stehen damit im direkten Zusammenhang
zu DRNL als Marker der Grinderzellen. Auch in gestressten Protoplasten, die eine vermin-
derte Expression von Blitenentwicklungsgenen aufweisen, konnen in den Griinderzellen
gegeniber dem IM noch aktive Gene der GO-Gruppe Blitenentwicklung gefunden werden,
GFP— Zellen sind im Gegensatz zu einem grof3en Teil mit der Stressantwort beschaftigt. Die
DRNL-exprimierenden Griinderzellen grenzen sich daher deutlich in ihren Aufgaben von
denen des restlichen IMs ab und werden durch spezifisch hochregulierte sowie verstarkt
zugangliche Gene, die mafigeblich an der Ausbildung von Bliiten beteiligt sind, charakt-

erisiert.

Eine Korrelation der THSs mit DHSs, DRNL Zielgenen sowie der Position von AP1 und SEP3

Bindestellen verdeutlicht die hohe Sensitivitdt von ATAC-Seq und zeigt, dass mittels dieser

64



Methode im Chromatin cis-regulatorische Elemente identifiziert werden kénnen. Gene mit
AP1 Bindestellen weisen haufig eine erhohte Zuganglichkeit in den Grinderzellen auf, im
Gegensatz dazu sind SEP3 Bindestellen vermehrt unter den dTHS— Zellen zu finden. Kor-
respondierend zu der Aufgabe von AP1 im floralen Meristem bzw. der Beteiligung von SEP3
bei der Entwicklung von einzelnen Bliitenorganen, werden die Bindestellen der dTHS+ Gene
schon friih von AP1 bzw. die SEP3 Bindestellen in dTHS— Genen erst spater gebunden.
Daraus lasst sich schliefSen, dass Chromatinregionen bereits zuganglich sein kénnen, obwohl

die Besetzung durch einen Transkriptionsfaktor erst zu einem spateren Zeitpunkt erfolgt.

Die Isolation des Transkriptoms von DRNL-exprimierenden Zellen zu einem Zeitpunkt, an
dem bereits die Blutenblitenbildung histologisch sichtbar wird, konnte Informationen
dariber liefern, wie sich die Expression von Genen der Griinderzellen im IM gegeniiber dem
floralen Meristem verdandert. Des Weiteren konnte die Verwendung der bcm1 Mutante
Veranderungen im Transkriptom aufzeigen, wenn DRNL nicht an DNA binden kann. Die
Implementation eines induzierbaren DRNL-Kernimports, optional mit der Unterbindung der
Translation mittels Einsatz von Cycloheximid, kénnte zur Identifikation von DRNL-Zielgenen
fihren. Da jedes der fiinf DRNL Zielgene eine THS bzw. dTHS+ aufweist sowie meist hochre-
guliert wird, konnten weitere Gene, die ebenfalls diese Kriterien erfillen, Gberpriift werden,
um zusatzliche Zielgene bzw. zusammen mit phylogenetischen Analysen mégliche Binde-

stellen von DRNL zu identifizieren.
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7 AnhangA

7.1 Liste der verwendeten Primer

Tabelle 7: Liste der verwendeten Primer
Die aufgefiihrten Primer wurden in Genotypsierungsexperimenten sowie zur Bestatigung von RNA- bzw. ChIP-Seq Ergebnis-
sen verwendet. Die Bezeichnung und die entsprechende DNA-Sequenz jedes Primers sowie die GroRe des Amplikons in bp,
die Primereffiezienz und die eingestellte Hybridisierungstemperatur der Primerpaare sind aufgefihrt. Das Kirzel FP
(,forward primer“) bzw. RP (,,reverse primer”) beschreibt die Orientierung des Primers in Bezug auf das Gen von Interesse.

Bezeichnung DNA-Sequenz

Genotypisierung

DRNL-GRFP  CGACGTTGTTCACGAGTCCT
DRNL-GRRP CAGTGGCTTGCTGAATCCCT

Bestatigung der RNA-Seq Ergebnisse

Actin2 FP
Actin2 RP
AHP6 FP
AHP6 RP
ARR9 FP
ARR9 RP
BOP2 FP
BOP2 RP
CYCB1;1FP
CYCB1;1RP
DRNL FP
DRNL RP
Ga3ox3 FP
Ga3ox3 RP
HSP70 FP
HSP70 RP
IAA20 FP
IAA20 RP
KNAT1 FP
KNAT1 RP
LEAFY FP
LEAFY RP
MP FP

MP RP
NRT1.7 FP
NRT1.7 RP
PRS FP
PRS RP
PUCHI FP

GTGTTGTTAGCAACTGGGATGA
CTCTTCAGGAGCAATACGAAGC
CCGCAACCTTAGATTATTGTTGAT
CCCTACGAGCACCAATGC
TCGCAACCGCTGTCTGATCT
TCCCCTCTCTGCATTCCCTACT
CGTACCCGCTAGCCCAACAA
TGTTTCTGCGGCACGATGGA
TGTGCAAAGCTGTTGGCGTA
AGGGATCAAAGCCACAGCGA
GGTCAAGTACCATTGAGAACGA
TTTTGGTAAGAAGCCTTGAACA
TCTGGTCCAAACCCGAACCC
CACCCCATTCCTCACAGGCT
CAGACAACCAGCCCGGTGTA
CGGTACACCTCGTGGAGCAG
ACGGACCTGAGACTCGGACT
CCGCCACATATTCCGCATCC
CAACAGCGGTCAACACCGTC
TGGGCCTTGTTAGCTCCTCAC
TTCAAGCACCACCTCCGGTT
CTTCGCCGCCGTGTAGAAAC
AACCGCCAACCGTACTCCTT
CTGAGAGCTGAGACCCGCAT
CTTCCCTTCTACGACCGCGT
CACAATGCCCGCAACGATCA
TGGCTTCAACGAGGTGGTGT
ACGCCAAGTGAGCTGTGATCT
TGCATTGTCCCAAACCACTGC

Amplikon-
groBe [bp] zienz [%]

482

80

110

131

135

123

104

108

122

115

115

137

113

135

120

100

99,12

107,36

115,84

102,44

115,06

105,40

101,37

96,83

99,55

95,14

78,10

105,60

136,43

111,41

117,95

55

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

Primereffi- Hybridisierungs-
temperatur [°C]
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PUCHI RP AGGCTTTGCTTGCTACCGGA
ROXY1 FP AGAGCGCGGTGGTGATCTTC 142 123,63 60
ROXY1 RP ATGAGGGCTCGCTGGATGTC
STY1 FP CGCGGTGAGAGCGTTCCTAA 135 110,92 60
STY1RP CACCGCCGATGAACTCACCT
WOX4 FP AGGACATGTAGGAGCTGGGGAT 125 122,90 60
WOX4 RP AGAGGAAAAAGCTCGAGGGTTACA
YAB1 FP TCCGATGTGGTTGCTGTACCA 144 113,08 60
YAB1 RP ACGGTGCATCTCTCAGCTCC
Bestatigung der ChIP-Methode
AP2 FP TCATATATGTCGCATAACGAGGGAGT 100 60
AP2 RP TGCTCATATAAAACAAAACCAAAGAAACA
FDFP1 TATCTTCTTTTGGCCCAATTTCATTT 100 60
FDRP1 TTGGTTGCTTAAAAGAATACACAGCA
TOE1 FP ACTTTTGTGCCCTTTCCCAT 144 60
TOE1RP AGGTAACGAGGAGACCCATT
7.2 GO-Netzwerke von GFP+ und GFP- Zellen im Vergleich zum IM
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Abbildung 28: GO-Netzwerk von hochregulierten Genen in GFP+ oder GFP- Zellen im Vergleich zum Infloreszenzmeristem
Die Einordnung der Gene in funktionelle GO-Gruppen erfolgte mittels BINGO fir die hochregulierten (FPKM = 1; FC > 1,5; p-
Wert < 0,01) Gene in GFP+ (A) oder GFP— (B) Zellen gegeniiber Infloreszenzmeristemzellen. Eine im Vergleich zu einer
statistischen Verteilung erhéhten Anzahl an Genen in einer GO-Gruppe wird bei einem p-Wert < 0,05 als signifikant
angesehen und farblich markiert.
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Abbildung 29: GO-Netzwerk von Genen, die in GFP+ und GFP- Zellen gegeniiber dem Infloreszenzmeristem gleich

differenziell transkribiert werden

Die Einordnung der Gene in funktionelle GO-Gruppen erfolgte mittels BiNGO fir die gemeinsam in GFP+ und GFP— Zellen
gegeniber Infloreszenzmeristemzellen hoch-(A) bzw. herunterregulierten (B) Gene (FPKM > 1; FC > 1,5; p-Wert < 0,01). Eine
im Vergleich zu einer statistischen Verteilung erhdhten Anzahl an Genen in einer GO-Gruppe wird bei einem p-Wert < 0,05

als signifikant angesehen und farblich markiert.
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Abbildung 30: GO-Netzwerk von Genen, die nur in GFP- Zellen gegeniiber dem Infloreszenzmeristem differenziell
transkribiert werden

Eine Zuordnung der nur in GFP— Zellen hoch- (A) bzw. herunterregulierten (B) Gene im Vergleich zum Infloreszenzmeristem
erfolgte mittels BiNGO. Eine statistischen Uberreprisentation an Genen in einer GO-Gruppe wird bei einem p-Wert < 0,05
als signifikant angesehen und farblich markiert.

7.3 Transkriptmengen der /IAA und PIN Gene
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Abbildung 31: Transkriptlevel von Aux/IAA und PIN Genen
Die Transkriptmengen der Aux/IAA und PIN Gene wird als FPKM fiir die GFP+ bzw. GFP— Zellen aufgetragen. Ein Sternchen
markiert eine signifikant (p-Wert < 0,01) unterschiedliche Expression in den beiden Zelltypen.
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7.4 Veranderungen in der Chromatinzuganglichkeit

A alleTHSsin 5 kb AP1BSs t8 B all THSs in 1 kb AP1BSs t8
(26.377) (1.145) (21.582) (1.145)

SEP3 BSs t8 SEP3 BSs t8

(8.263) (8.263)

C alle THSs in 5 kb AP1 BSst2 D alle THSs in 1 kb AP1BSst2
(26.377) (527) (21.582) (527)
SEP3 BSs t2 SEP3 BSs t2

(1.956) (1.956)

Abbildung 32: Venn-Diagramm von Genen mit THS sowie AP1 oder SEP3 Bindestelle

Gene, die AP1 und/oder SEP3 Bindestellen (BSs) nach acht Tagen Dexamethason-Applikation auf AP1::AP1-GR aplcal Inflo-
reszenzen aufweisen, besitzen haufig auch mindestens eine THS in einer Entfernung von 5 kb (A) bzw. 1 kb (A). Diese
Korrelation lasst sich auch schon nach zwei Tagen Dexamethason-Applikation flir Gene mit THS innerhalb eines Abstands
von 5 kb (C) bzw. 1 kb (D) feststellen.
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7.5 Korrelation von Veranderungen in der Genexpression mit der Chroma-

tinzuganglichkeit

o

o

Abbildung 33: Venn-Diagramm von THS-Genen im Vergleich zu differenziell transkribierten Genen

Die mittels RNA-Seq identifizierten hoch- bzw. herunterregulierten Gene des direkten Vergleichs von GFP+ und GFP— Zellen

weisen haufig auch mindestens eine THS in einer Entfernung von 5 kb (A) bzw. 1 kb (B) zum Gen auf.

Tabelle 8: Anteil an transkribierten bzw. nicht transkribierten Genen bei denen THSs identifiziert werden konnten
Nukleare Gene in GFP+ und GFP— Zellen mit einem FPKM > 1 gelten als transkribiert und mit einem FPKM < 1 als nicht trans-
kribiert. Die Anzahl bzw. der prozentuale Anteil aller Gene, die exprimiert oder nicht exprimiert werden und bei denen im
OLR sowie 5 kb bzw. 1 kb stromauf- und -abwarts mindestens eine THS identifiziert wurde, ist hier aufgelistet.

Alle Gene mit Gene mit THSs | Gene mit Gene mit THSs

Gene THSs in5 kb | in 5 kb [%] THSs in1 kb | in 1 kb [%]
GFP+ (FPKM 21) | 22.985 21.493 93,5 18.204 79,2
GFP+ (FPKM < 1) | 10.294 4.502 43,7 2.532 24,6
GFP— (FPKM 21) | 24.777 22.730 91,7 19.097 77,1
GFP— (FPKM < 1) 8.502 3.441 40,5 2.001 23,5
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Abbildung 34: Heatmap der Chromatinzuganglichkeit der hoch- und herunterregulierten Gene

Die Zuganglichkeit des Chromatins wurde im transkribierten Bereich des jeweiligen Gens sowie in den Regionen 1kb vor
dem TSS bzw. nach dem TTS aufgetragen. Die Gene wurden nach ihrem FC sortiert. Eine erhdhte, aber nicht zwingend
signifikante Chromatinzugdnglichkeit ist in GFP+ Zellen in griin bzw. in GFP— Zellen in blau dargestellt. Der Grad an
Zuganglichkeit wird durch die Farbintensitat widergegeben.
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8 AnhangB

8.1 DNA-Sequenzen

8.2 Gene mit THS bzw. dTHS in Korrelation zu Hoch-, Herunterregulation,

AP1 bzw. SEP3 Bindestellen

Gene mit THS im transkribierten Bereich sowie 5 kb bzw. 1 kb stromauf- und —abwarts sowie
dTHS+ und dTHS—- kdnnen mit einem FC 2 1,5 sowie p-Wert < 0,01 hoch- bzw. herunterre-

guliert (+) werden sowie mit AP1 oder SEP3 Bindestellen (Pajoro et al., 2014) korrelieren (+).
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