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licher oder männlicher Sterilität auch in der 
Pfl anzenzüchtung relevant. In den letzten 
Jahrzehnten wurden hierfür verschiedene 
Methoden etabliert, wie die phototoxische 
Induktion des Zelltods durch Laserablation 
oder die gewebespezifi sche Expression bak-
terieller Toxine. Das kürzlich etablierte 
CRISPR-Kill-System erweitert das Repertoire 
nun um eine DNA-basierte Methode zur 
gewebespezifi schen Zellablation in Arabido-
psis [1].

Das CRISPR-Kill-System: Schreddern 
repetitiver DNA-Bereiche
Basierend auf dem CRISPR/Cas-System 
ermöglicht das CRISPR-Kill-System die kon-
trollierte Initiierung des Zelltods durch die 
simultane Induktion multipler DNA-Doppel-
strangbrüche (DSB) in eukaryotisch hoch-
konservierten, funktionell aktiven Genom-
bereichen (Abb. 1, [1]). Hierbei wird als Ziel-
sequenz für die Cas9-Nuklease aus Staphylo-
coccus aureus (SaCas9) [2] die abundant 
vorkommenden Sequenzwiederholungen der 
45S ribosomalen DNA (rDNA) oder der zen-
tromerischen Satelliten verwendet, sodass 
multiple DSB gleichzeitig induziert werden. 
Wird die SaCas9-Nuklease systemisch unter 
der Kontrolle des UBIQUITIN-Promotors 
(pUBI) in Arabidopsis thaliana exprimiert, 
resultiert besonders die Bruchinduktion in 
der internal transcribed spacer 2(ITS2)-
Sequenz der 45S rDNA in einem starken 
letalen Effekt. Für die Anwendung im 
Tissue Engineering kann durch einfaches 
Austauschen des pUBI-Promotors gegen 
einen gewebespezifischen Promotor die 
Induktion des Zelltods auf defi nierte Zell-
typen beschränkt und die Organogenese blo-
ckiert werden. So konnte unter Verwendung 
des wurzelspezifi schen xylem pole pericycle-
Promotors (pXPP) die Bildung von Seiten-
wurzeln durch die Ablation von pXPP-positi-
ven Seitenwurzelgründerzellen an den 
Xylempolen blockiert werden [1]. Werden 
allerdings Promotoren verwendet, welche 
bereits in frühen oder mehreren Entwick-
lungsstadien aktiv sind, ist eine konstitutive 
Expression des CRISPR-Kill-Systems letal, 
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ó Die gezielte Zellablation ermöglicht es, 
verschiedenste entwicklungsbiologische 
Frage stellungen zur Zelldifferenzierung, 
Organbildung und -regeneration oder zur 

interzellularen Signaltransduktion zu beant-
worten. Neben der Anwendung in der Grund-
lagenforschung ist die gezielte Ablation aus-
gewählter Organe sowie die Induktion weib-

CRISPR/Cas

Induzierbares CRISPR-Kill-System zur 
zelltypspezifi schen Gewebeeliminierung

˚ Abb. 1: Der CRISPR-Kill-vermittelte Zelltod beruht auf der DSB-Induktion in den ITS2-Sequen-
zen der 45S rDNA, wobei diese simultane Induktion hunderter Brüche zur Fragmentierung des 
funktionellen Bereichs führt. Während eine systemische Expression des Systems letal ist, kann 
die gewebespezifi sche Expression des Systems zur präzisen Eliminierung von Zielzellen eingesetzt 
werden.
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zient der Zelltod induziert werden kann. So 
konnte bei der Verwendung des im Wurzel-
apikalmeristem aktiven SCARECROW-Promo-
tors (pSCR) der Zelltod entlang des pSCR-
typischen, U-förmigen Expressionsmusters 
detektiert werden (Abb. 3), was durch forma-
tive Zellteilungen in einer bemerkenswerten 
Störung der orientierten Zellteilungsmuster 
resultierte [3]. Daher scheinen umliegende 
Zellen erneut teilungsaktiv zu werden, um 
nach der Redifferenzierung den Verlust von 
pSCR-positiven Zellen zu kompensieren. Für 
die Erforschung der zugrunde liegenden 
Wundreaktionsmechanismen könnten die 
etablierten, induzierbaren CRISPR-Kill-Linien 
eine vielversprechende Grundlage zur Auf-
klärung der Signalkaskaden in der restaura-
tiven Musterbildung darstellen. Zudem eig-
net sich das induzierbare CRISPR-Kill-Sys-
tem für die Applikation in komplexeren 
Kontexten, in welchen der eingesetzte Pro-
motor in mehreren Entwicklungsstadien 
aktiv ist und eine konstitutive Expression des 
Systems letal ist. Ein solches regulatorische 
Element ist der ARABIDOPSIS HISTI DINE 
PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6-Promotor 
(pAHP6), welcher sowohl in den meristema-
tischen Zellen der Wurzel als auch des Spros-
ses aktiv ist. Tatsächlich konnte die Letalität 
eines entsprechenden konstitutiven Ansat-
zes durch die Anwendung des induzierbaren 
Systems umgangen werden und erfolgreich 
das Entwicklungsstadium, in welchem die 
pAHP6-kontrollierte CRISPR-Kill-Expression 
das weitere Wachstum behindert, identifi -
ziert werden. Dabei entwickelten sich die 
DEX-induzierten Keimlinge zwar, stagnier-
ten jedoch folgend in der Entwicklung, was 
auf eine umfassende Gewebeeliminierung in 

weshalb neben der räumlichen Regulation 
eine temporale Kontrolle notwendig ist.

Das induzierbare CRISPR-Kill-System
Um eine zeitlich steuerbare, gewebespezifi -
sche Induktion des Zelltods zu ermöglichen, 
wurde ein induzierbares CRISPR-Kill-System 
auf Grundlage des Dexamethason(DEX)-indu-
zierbaren GR-LhG4/pOp6-vermittelten Trans-
aktivierungssystems etabliert [3]. Hierbei 
wird die Zelltypspezifi tät durch einen gewe-
bespezifi schen Promotor gewährleistet, wel-
cher die Expression des chimären Transkrip-
tionsfaktors GR-LhG4 ausschließlich im Ziel-
gewebe sicherstellt. In Abwesenheit des 
Induktors verbleibt der GR-LhG4-Transkrip-
tionsfaktor im Zytosol der Zielzellen und 
wird abgebaut. Erst die Zugabe des synthe-
tischen Glucocorticoids DEX ermöglicht 
den nuklearen Import des DEX-aktivierten 
GR-LhG4-Transkriptionsfaktors und führt 
zur transkriptionellen Aktivierung von 
Ex pressionskonstrukten, welche unter der 
Kontrolle des induzierbaren pOp6-Promotors 
stehen [4]. Basierend auf diesem Transakti-
vierungssystem wurde ein umfassendes 
Repertoire transgener Arabidopsis-Linien 
etabliert, wodurch ein modulares System zur 
induzierbaren gewebespezifi schen Genex-
pression zur Verfügung steht [5]. Um dieses 
mit dem CRISPR-Kill-System zu kombinieren, 
wurde die codierende Sequenz der SaCas9-
Nuklease unter die Kontrolle des induzier-
baren pOp6-Promotors gestellt und die ITS2-
spezifi sche guideRNA konstitutiv exprimiert 
(Abb. 2, [3]). Somit kann die Expression der 
SaCas9-Nuklease in den Zielzellen fl exibel 
über den Zeitpunkt der Induktorzugabe 
gesteuert und dadurch neben der räumlichen 

Kontrolle eine zeitliche Regulation des 
CRISPR-Kill-Effekts ermöglicht werden.

Eliminierung jedes Zelltyps zu jedem 
Zeitpunkt
Durch die Kombination des CRISPR-Kill-
Systems mit dem pOp6/GR-LhG4-Transakti-
vierungssystem kann in Abhängigkeit des 
Promotors, welcher die Expression des DEX-
aktivierbaren GR-LhG4-Transkriptionsfak-
tors reguliert, das Zielgewebe defi niert wer-
den. Wird hierbei ein systemisch-aktiver 
Promotor verwendet, kann nach der DEX-
Zugabe die Expression der SaCas9-Nuklease 
und somit der Zelltod im gesamten Organis-
mus induziert werden. So konnte durch den 
Einsatz des pUBI-Promotors abhängig vom 
Induktionszeitpunkt das Absterben der 
gesamten Pfl anze in unterschiedlichen Ent-
wicklungsstadien erzielt werden (Abb. 3, 
[3]). Wird hingegen ein gewebespezifi scher 
Promotor verwendet, kann die Aktivität des 
CRISPR-Kill-Systems präzise auf defi nierte 
Zelltypen oder Organe begrenzt werden. Ana-
log zum konstitutiven CRISPR-Kill-Ansatz 
kann eine pXPP-vermittelte Expression des 
GR-LhG4-Transkriptionsfaktors die Aktivität 
des induzierbaren Systems auf Seitenwurzel-
gründerzellen beschränken. Dabei resultier-
te der spezifi sch in pXPP-positiven Zellen 
hervorgerufene Zelltod in einer drastisch 
reduzierten Seitenwurzelanzahl, was die Eig-
nung des induzierbaren CRISPR-Kill-Systems 
zur effizienten Organablation bestätigt 
(Abb. 3, [3]). Auch für die Untersuchung ent-
wicklungsbiologischer Fragestellungen eröff-
net diese zeitlich und räumlich steuerbare 
Zelleliminierung neue Möglichkeiten, da 
auch in Zellen mit Stammzellcharakter effi -

˚ Abb. 2: Die Gewebespezifi tät des induzierbaren CRISPR-Kill-Systems wird durch die Expression des Transkriptionsfaktors GR-LhG4 in den Zielzellen 
ermöglicht. Wird DEX zugegeben, bindet dieser an GR-LhG4 und aktiviert die Expression des Reporters sowie von SaCas9. Dadurch werden die Ziel-
zellen markiert und gleichzeitig der CRISPR-Kill-vermittelte Zelltod induziert.
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fische Induktion multipler DSB einzelne 
Chromosomen zu eliminieren. ó
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für vielfältige Fragestellungen in der Grund-
lagenforschung, wäre eine Anwendung des 
CRISPR-Kill-Systems ebenfalls in der synthe-
tischen Biologie oder der Landwirtschaft 
denkbar. So könnte eine gewebespezifi sche 
Zelleliminierung die Manipulation des 
pfl anzlichen Sekundärmetabolismus ermög-
lichen oder eine frühzeitige, kontrollierte 
Ablation von infi zierten, transgenen Wirts-
zellen die Ausbreitung von pfl anzenspezifi -
schen Pathogenen sowie entsprechende phy-
siologischen Folgen unterbinden. Aufgrund 
der hochkonservierten Zielsequenzen sollte 
das CRISPR-Kill-System zudem relativ leicht 
für die Anwendung in anderen mehrzelligen 
Eukaryoten adaptiert werden können, wobei 
kürzlich veröffentlichte Daten zur Eliminie-
rung von Krebszellen durch die Induktion 
multipler DSB in nicht-codierenden repetiti-
ven Sequenzen [6] diese These stützen. Da 
das CRISPR-Kill-System auf dem Anvisieren 
spezifi scher Genombereiche basiert, weist es 
neben Anwendungen im Tissue Engineering 
zudem ein beachtliches Potenzial in Genome 
Engineering-Ansätzen auf und schafft die 
Möglichkeit, durch eine chromosomenspezi-

den Organprimordien hindeutet, welche die 
Ausbildung der ersten (echten) Blätter sowie 
weiterer Pfl anzenorgane verhindert (Abb. 3). 
Weiterhin konnte der Zelltod zu späteren 
Zeitpunkten in pAHP6-positiven Zellen des 
Blütenstandmeristems sowie der Primär-
wurzel unabhängig voneinander induziert 
werden [3]. Mit dem induzierbaren CRISPR-
Kill-System kann somit der Zelltod effi zient 
und zeitlich kontrolliert zu jedem Zeitpunkt 
in jedem Zelltyp ausgelöst werden.

Potenzial des CRISPR-Kill-Systems
Das CRISPR-Kill-System ermöglicht die kon-
trollierte Induktion des Zelltods in jedem 
Zelltyp zu genau defi nierten Zeitpunkten, 
sodass wertvolle Einblicke in die Entwick-
lungsplastizität bestimmter Zelltypen, aber 
auch in die zellulären sowie molekularen 
Reaktionen auf die Zelleliminierung in Kom-
bination mit Positionssignalen und der inter-
zellulären Kommunikation gewonnen wer-
den können. Dabei stellt das induzierbare 
CRISPR-Kill-System eine präzise und leicht 
kontrollierbare Alternative zu bisherigen 
Ablationsansätzen dar. Neben dem Einsatz 

˚ Abb. 3: Die Kombination eines gewebespezifi schen Promotors mit dem induzierbaren CRISPR-
Kill-System ermöglicht die gezielte Eliminierung jedes Zelltyps zu jedem Zeitpunkt. So führt eine 
systemische Expression nach der DEX-Zugabe zum Absterben des gesamten Organismus, wäh-
rend die Expression in Seitenwurzelgründerzellen die Ausbildung von Seitenwurzeln inhibiert. 
Auch in komplexeren Kontexten kann eine gezielte Zellablation induziert werden und ermöglicht 
die Untersuchung entwicklungsbiologischer Fragestellungen.
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