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Induzierbares CRISPR-Kill-System zur
zelltypspezifischen Gewebeeliminierung
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Recently, the repertoire of CRISPR/Cas-based techniques has been
expanded with CRISPR-Kill, enabling tissue engineering through targe-
ted genome elimination. Through SaCas9-mediated induction of multi-
ple double-strand breaks in evolutionary conserved repetitive genomic
regions, targeted cell death can be achieved. To exert temporal control
over cell ablation, a chemically inducible system has been implemen-
ted in Arabidopsis thaliana, providing a valuable tool for the investiga-
tion of the developmental plasticity of specific cell types.
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B Die gezielte Zellablation ermoglicht es,
verschiedenste entwicklungsbiologische
Fragestellungen zur Zelldifferenzierung,
Organbildung und -regeneration oder zur

CRISPR-Kill-System: Zielsequenz

Tandemwiederholungen
der 455 ribosmalen DNA (rDNA)
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IG5 = intergenic spacer
ITS = internal transcribed spacer

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

CRISPR-KIll-System: Prinzip
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Aktivitat in spezifischen Zellen

Gewebeablation

A Abb. 1: Der CRISPR-Kill-vermittelte Zelltod beruht auf der DSB-Induktion in den ITS2-Sequen-
zen der 458 rDNA, wobei diese simultane Induktion hunderter Briiche zur Fragmentierung des
funktionellen Bereichs fiihrt. Wahrend eine systemische Expression des Systems letal ist, kann
die gewebespezifische Expression des Systems zur prézisen Eliminierung von Zielzellen eingesetzt

werden.
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licher oder mannlicher Sterilitat auch in der
Pflanzenziichtung relevant. In den letzten
Jahrzehnten wurden hierfiir verschiedene
Methoden etabliert, wie die phototoxische
Induktion des Zelltods durch Laserablation
oder die gewebespezifische Expression bak-
terieller Toxine. Das kiirzlich etablierte
CRISPR-Kill-System erweitert das Repertoire
nun um eine DNA-basierte Methode zur
gewebespezifischen Zellablation in Arabido-
psis [1].

Das CRISPR-Kill-System: Schreddern
repetitiver DNA-Bereiche

Basierend auf dem CRISPR/Cas-System
ermoglicht das CRISPR-Kill-System die kon-
trollierte Initiierung des Zelltods durch die
simultane Induktion multipler DNA-Doppel-
strangbriiche (DSB) in eukaryotisch hoch-
konservierten, funktionell aktiven Genom-
bereichen (Abb. 1, [1]). Hierbei wird als Ziel-
sequenz fiir 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(1TS2)-
Sequenz der 45S rDNA in einem starken
letalen Effekt. Fiir die Anwendung im
Tissue Engineering kann durch einfaches
Austauschen des pUBI-Promotors gegen
einen gewebespezifischen Promotor die
Induktion des Zelltods auf definierte Zell-
typen beschrinkt und die Organogenese blo-
ckiert werden. So konnte unter Verwendung
des wurzelspezifischen xylem pole pericycle-
Promotors (pXPP) die Bildung von Seiten-
wurzeln durch die Ablation von pXPP-positi-
ven Seitenwurzelgriinderzellen an den
Xylempolen blockiert werden [1]. Werden
allerdings Promotoren verwendet, welche
bereits in frithen oder mehreren Entwick-
lungsstadien aktiv sind, ist eine konstitutive
Expression des CRISPR-Kill-Systems letal,
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Gewebespezifitat

induzierbares CRISPR-KIll

pGS = gewebespezifischer Promotor

GR-LhG4 = DEX-aktivierbarer Transkriptionsfaktor

pOp6-TATA = induzierbarer Promator

DEX = Induktor Dexamethason

PU266| guideRNA

pUB-26 = RNA-Polymerase ||| Promotor

A Abb. 2: Die Gewebesperzifitdt des induzierbaren CRISPR-Kill-Systems wird durch die Expression des Transkriptionsfaktors GR-LhG4 in den Zielzellen
ermoglicht. 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.

weshalb neben der raumlichen Regulation
eine temporale Kontrolle notwendig ist.

Das induzierbare CRISPR-Kill-System

Um eine zeitlich steuerbare, gewebespezifi-
sche Induktion des Zelltods zu ermoglichen,
wurde ein induzierbares CRISPR-Kill-System
auf Grundlage des Dexamethason(DEX)-indu-
zierbaren GR-LhG4/pOp6-vermittelten Trans-
aktivierungssystems etabliert [3]. Hierbei
wird die Zelltypspezifitit durch einen gewe-
bespezifischen Promotor gewahrleistet, wel-
cher die Expression des chimaren Transkrip-
tionsfaktors GR-LhG4 ausschlieBlich 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 ermdglicht
den nuklearen Import des DEX-aktivierten
GR-LhG4-Transkriptionsfaktors und fiihrt
zur transkriptionellen Aktivierung von
Expressionskonstrukten, 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 gewebespezifischen Genex-
pression zur Verfiigung 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-
spezifische guideRNA konstitutiv exprimiert
(Abb. 2, [3]). Somit kann die Expression der
SaCas9-Nuklease in den Zielzellen flexibel
iiber den Zeitpunkt der Induktorzugabe
gesteuert und dadurch neben der raumlichen

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

Eliminierung jedes Zelltyps zu jedem
Zeitpunkt

Durch die Kombination des CRISPR-Kill-
Systems mit dem pOp6/GR-LhG4-Transakti-
vierungssystem kann in Abhangigkeit des
Promotors, welcher die Expression des DEX-
aktivierbaren GR-LhG4-Transkriptionsfak-
tors reguliert, das Zielgewebe definiert 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 abhdngig vom
Induktionszeitpunkt das Absterben der
gesamten Pflanze in unterschiedlichen Ent-
wicklungsstadien erzielt werden (Abb. 3,
[3]). Wird hingegen ein gewebespezifischer
Promotor verwendet, kann die Aktivitat des
CRISPR-Kill-Systems prizise auf definierte
Zelltypen oder Organe begrenzt werden. Ana-
log zum konstitutiven CRISPR-Kill-Ansatz
kann eine pXPP-vermittelte Expression des
GR-LhG4-Transkriptionsfaktors die Aktivitat
des induzierbaren Systems auf Seitenwurzel-
griinderzellen beschranken. Dabei resultier-
te der spezifisch in pXPP-positiven Zellen
hervorgerufene Zelltod in einer drastisch
reduzierten Seitenwurzelanzahl, was die Eig-
nung des induzierbaren CRISPR-Kill-Systems
zur effizienten Organablation bestatigt
(Abb. 3, [3]). Auch fiir die Untersuchung ent-
wicklungsbiologischer Fragestellungen eroff-
net diese zeitlich und rdumlich steuerbare
Zelleliminierung neue Mdoglichkeiten, da
auch in Zellen mit Stammzellcharakter effi-

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-formigen Expressionsmusters
detektiert werden (Abb. 3), was durch forma-
tive Zellteilungen in einer bemerkenswerten
Storung 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. Fiir
die Erforschung der zugrunde liegenden
Wundreaktionsmechanismen kénnten die
etablierten, induzierbaren CRISPR-Kill-Linien
eine vielversprechende Grundlage zur Auf-
klarung der Signalkaskaden in der restaura-
tiven Musterbildung darstellen. Zudem eig-
net sich das induzierbare CRISPR-Kill-Sys-
tem fiir 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 HISTIDINE
PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6-Promotor
(pAHP6), welcher sowohl in den meristema-
tischen Zellen der Wurzel als auch des Spros-
ses aktiv ist. Tatsdchlich konnte die Letalitét
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
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A Abb. 3: Die Kombination eines gewebespezifischen Promotors mit dem induzierbaren CRISPR-
Kill-System erméglicht die gezielte Eliminierung jedes Zelltyps zu jedem Zeitpunkt. So fiihrt eine
systemische Expression nach der DEX-Zugabe zum Absterben des gesamten Organismus, wéh-
rend die Expression in Seitenwurzelgriinderzellen die Ausbildung von Seitenwurzeln inhibiert.
Auch in komplexeren Kontexten kann eine gezielte Zellablation induziert werden und erméglicht
die Untersuchung entwicklungsbiologischer Fragestellungen.

den Organprimordien hindeutet, welche die
Ausbildung der ersten (echten) Blatter sowie
weiterer Pflanzenorgane verhindert (Abb. 3).
Weiterhin konnte der Zelltod zu spateren
Zeitpunkten in pAHP6-positiven Zellen des
Bliitenstandmeristems sowie der Primér-
wurzel unabhingig voneinander induziert
werden [3]. Mit dem induzierbaren CRISPR-
Kill-System kann somit der Zelltod effizient
und zeitlich kontrolliert zu jedem Zeitpunkt
in jedem Zelltyp ausgelost werden.

Potenzial des CRISPR-Kill-Systems

Das CRISPR-Kill-System ermdoglicht die kon-
trollierte Induktion des Zelltods in jedem
Zelltyp zu genau definierten Zeitpunkten,
sodass wertvolle Einblicke in die Entwick-
lungsplastizitat bestimmter Zelltypen, aber
auch in die zellularen sowie molekularen
Reaktionen auf die Zelleliminierung in Kom-
bination mit Positionssignalen und der inter-
zellularen Kommunikation gewonnen wer-
den konnen. Dabei stellt das induzierbare
CRISPR-Kill-System eine prédzise und leicht
kontrollierbare Alternative zu bisherigen
Ablationsansétzen dar. Neben dem Einsatz
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fiir vielféltige Fragestellungen in der Grund-
lagenforschung, ware eine Anwendung des
CRISPR-Kill-Systems ebenfalls in der synthe-
tischen Biologie oder der Landwirtschaft
denkbar. So konnte eine gewebespezifische
Zelleliminierung die Manipulation des
pflanzlichen Sekundarmetabolismus ermog-
lichen oder eine friihzeitige, kontrollierte
Ablation von infizierten, transgenen Wirts-
zellen die Ausbreitung von pflanzenspezifi-
schen Pathogenen sowie entsprechende phy-
siologischen Folgen unterbinden. Aufgrund
der hochkonservierten Zielsequenzen sollte
das CRISPR-Kill-System zudem relativ leicht
fiir die Anwendung in anderen mehrzelligen
Eukaryoten adaptiert werden kénnen, wobei
kiirzlich veroffentlichte Daten zur Eliminie-
rung von Krebszellen durch die Induktion
multipler DSB in nicht-codierenden repetiti-
ven Sequenzen [6] diese These stiitzen. Da
das CRISPR-Kill-System auf dem Anvisieren
spezifischer Genombereiche basiert, weist es
neben Anwendungen im Tissue Engineering
zudem ein beachtliches Potenzial in Genome
Engineering-Ansétzen auf und schafft die
Moglichkeit, durch eine chromosomenspezi-

fische Induktion multipler DSB einzelne
Chromosomen zu eliminieren.
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