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VORWORT

Die vorliegende Zusammenfassung hat das Ziel, weltweit angewandte Techniken auf
dem Gebiet des Klonens, insbesondere des Kerntransferklonens mit somatischen
Zellen, erklärend darzustellen und deren aktuelle Perspektiven und Limitierungen
aufzuzeigen. Erst wenn die technischen Möglichkeiten samt ihren Chancen und
Risiken systematisch untersucht sind, kann ein möglicher Rahmen von Anwendun-
gen definiert und die notwendige gesetzliche Reglementierung durchgesetzt werden.
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1. Definitionen und Erläuterungen

1.1 Klon

Ein Klon (griechisch: ���� Zweig, Schößling) ist eine Gruppe von genetisch iden-
tischen Zellen oder Organismen, die durch Teilung (ungeschlechtliche Fortpflan-
zung) aus einer einzigen Zelle oder einem einzelnen Organismus hervorgegangen ist.

Als Klone kann man demnach eineiige Zwillinge oder Mehrlinge betrachten,
ebenso Tiere, die gezielt durch mikrochirurgische Teilung früher Embryonalstadien,
das so genannte Embryo-Splitting, entstanden sind (Willadsen, 1986). Derzeit wird
aber vor allem von solchen Tieren als Klone berichtet, die durch Kerntransfer ent-
standen sind, wie z.B. das Schaf Dolly (Wilmut et al., 1997). Streng genommen
handelt es sich bei diesen Individuen nicht um echte Klone, sondern um genomische
Kopien, da sie zwar die identische Erbinformation in ihren Zellkernen enthalten, sich
aber hinsichtlich ihrer mitochondrialen DNA unterscheiden können (Wolf, 2000).

Mit Blick auf die oben angeführte klassische Definition ist zu betonen, dass auch
Zellpopulationen, wie z.B. embryonale Stammzellen, Klone voneinander sind, ohne
allerdings zwingenderweise geklont worden zu sein, d.h. sie wurden im Regelfall nicht
aus Embryonen gewonnen, welche aus Kerntransfer stammen (Kennedy, 2003).

1.2 Klonen

Der Begriff Klonen kann also grundsätzlich die Anwendung von zwei Techniken
bedeuten:

I. Embryo-Splitting oder 
II. Kerntransfer 

I. Embryo-Splitting
Die Technik basiert auf der Teilung von Embryonen in frühen Entwicklungsstadien.
So wurden im Jahr 2000 durch Teilung einer Affenzygote vier genetisch identische,
gesunde Klongeschwister geboren (Chan et al., 2000).

Die embryonale Entwicklung beginnt mit der Zellteilung (Furchung) der Zygote
unmittelbar nach der Befruchtung. Die entstehenden Furchungszellen (Blasto-
meren) bilden als sekundäre Struktur zuerst einen soliden Zellverband: die Morula
(von lat. Morus für Maulbeere). Danach folgt das Stadium eines mit Flüssigkeit
gefüllten bläschenartigen Gebildes: die Blastozyste. Im Blastozystenstadium besteht
der Embryo aus Zellen der inneren Zellmasse (ICM, Embryoblast), Zellen der
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äußeren Hülle (Trophoblast) und dem flüssigkeitsgefüllten Hohlraum (Blastocoel).
Erst gegen Ende der Furchung löst sich die primäre Hülle der Eizelle (Zona pellucida)
vom Embryo ab. Damit ist der Embryo reif für die Einnistung in den Uterus (Im-
plantation). Die weitere Entwicklung des Embryos setzt sich nach der Furchung mit
der Keimblattbildung fort (Schnorr, 1989).

Die Embryo-Splitting-Technik ist unter anderem für die Spezies Maus, Kanin-
chen, Schaf, Rind, Schwein, Ratte und Rhesusaffe etabliert. Generell können zwei
Methoden angewandt werden: 1. Zwillinge können durch Spaltung von Morulae
oder Blastozysten entlang einer Mittelachse entstehen. Innere Zellmasse und Tropho-
blast werden dabei gleichmäßig aufgeteilt. 2. Mehrlinge entstehen, indem die Zona
pellucida eines Embryos entfernt, die Blastomeren isoliert und in Gruppen in leere
Eihüllen eingesetzt werden (Escriba et al., 2002).

II. Kerntransfer (Nukleus Transfer; NT)
Beim Kerntransfer, wie er für das Schaf Dolly etabliert wurde (siehe Abbildung 1, S. 13),
wird der Zellkern einer Empfängerzelle, eine Eizelle in der Metaphase der zweiten
Reifeteilung, durch Absaugen mit einer Mikropipette entfernt (Campbell et al., 1994;
Wilmut et al., 1997). Danach wird der Zellkern einer Spenderzelle (Karyoplast) in die
entkernte Empfängerzelle (Zytoplast) übertragen. Durch den Gebrauch von Mi-
kromanipulatoren bleibt die Zona pellucida dabei erhalten. Karyoplast und Zytoplast
werden danach durch elektrische Impulse fusioniert (Elektrofusion) bzw. aktiviert.

Dieses Protokoll wurde nicht nur zum Klonen unterschiedlicher Spezies ver-
ändert (Galli et al., 2003), sondern auch innerhalb einer Spezies, z.B. beim Rind,
wurden viele Variationen des Protokolls experimentell ausgelotet. Als Beispiele sind
der Kerntransfer ohne die Zona pellucida (handmade cloning) oder Protokolle zu
nennen, in denen zuerst der Spenderzellkern transferiert wird und danach die
Entkernung der Empfängerzelle erfolgt (reverse-order cloning) (Peura et al., 2003).
Insbesondere bei der Aktivierung der Eizelle sind viele Variationen bekannt: Je nach
Protokoll kann sie durch elektrische Impulse, virale oder chemische Stimuli (u.a.
Ca++-Ionen, 6-Dimethylaminopurin, Cytoheximide, Cytochalasin B) erfolgen. Die
Eizelle kann vor, während oder nach der Fusion von Karyoplast mit Zytoplast ak-
tiviert werden.

Da die Erbinformation von Eukaryontenzellen im Zellkern in Form von
Chromatin bzw. Chromosomen enthalten ist, verfügen alle Embryonen nach dem
Kerntransfer von Zellen desselben Individuums über die gleiche DNA im Zellkern.
Im Zytoplasma der Empfängerzellen befinden sich die Mitochondrien, Zellorga-
nellen, die für die Energiegewinnung der Zellen verantwortlich sind und eigene,
ringförmige DNA (mtDNA) enthalten. Diese kodiert einen Teil der mitochondrialen
Proteine. Da die Spenderzellkerne in unterschiedliche Empfängerzellen eingesetzt

werden, können sich die so hergestellten Embryonen in ihrer mitochondrialen DNA
unterscheiden. Zudem können beim Verfahren des Kerntransfers auch zytoplas-
matische Anteile der Spenderzelle, inklusive Mitochondrien, mit dem Zellkern über-
tragen werden. Eine solche mitochondriale Heteroplasmie wurde bei geklonten
Rindern vorgefunden (Hiendleder et al., 1999; Steinborn et al., 2000; Takeda et al.,
2003), während Forscher bei anderen Untersuchungen bei geklonten Schafen keine
Heteroplasmie nachweisen konnten (Evans et al., 1999). Mittlerweile gibt es erste
Versuche, die mitochondriale DNA der Spenderzellen und deren Transkripte vor
dem Transfer in die Empfängerzelle zu eliminieren, um eine einseitige Vererbung der
mtDNA, nur von der Empfängereizelle auf den Kerntransferembryo zu garantieren
(Lloyd et al., 2004).

Damit es zur Entwicklung eines durch Kerntransfer entstandenen Embryos
kommen kann, müssen Empfänger- und Spenderzelle hinsichtlich ihrer Zellzyklen
synchron sein. Dies ist Voraussetzung für das Entstehen von Embryonen mit
normalem, euploidem Chromosomensatz (Campbell, 1999 b). Deshalb werden beim
somatischen Nukleustransfer in der Regel Spenderzellkerne in der Ruhephase ihres

Abbildung 1 Reproduktives Klonen durch Kerntransfer

Embryonale Zellen Somatische Zellen Transgene Zellen

GenkonstruktAdultes TierFötusBlastozysteMorulaEizelle

Mitochondrien

Entkernen Kerntransfer Zellkultur Transfektion

Elektrofusion Embryokultur Empfänger
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Zellzyklus (G0) transferiert (Wilmut et al., 1997). Aber auch Spenderzellkerne senes-
zenter Zellen wurden bereits erfolgreich für den Nukleustranfer verwendet (Lanza et
al., 2000 b). Diese sind kurz vor dem Ende ihrer Zellteilungskapazität in der späten
G1-Phase ihres Zellzyklus arretiert. Das optimale Zyklusstadium des Spenderzell-
kerns hängt zudem vom Typ der Spenderzelle ab. So ergaben vergleichende Studien
zum reproduktiven Klonen beim Rind, dass NT von fetalen Fibroblasten in der G0-
Phase zu den meisten lebenden Kälbern führte, während NT von transgenen, fetalen
Fibroblasten in der G1-Phase am effizientesten war (Wells et al., 2003 a).

Als Empfängerzelle beim Kerntransfer mit somatischen Zellen dient in den meis-
ten Fällen eine Eizelle in der Metaphase der zweiten Reifeteilung, selten eine Eizelle
in der Telophase der zweiten Reifeteilung (Baguisi et al., 1999) oder eine Zygote
(Polejaeva et al., 2000). Die entkernte Eizelle in der Metaphase der zweiten Reifetei-
lung ist durch eine hohe Aktivität des M-Phase-Förderfaktors (MPF) charakterisiert,
der aus der regulatorischen Untereinheit Cyclin B sowie der katalytischen Kom-
ponente p34cdc2 besteht. Das aktive Dimer wird durch eine weitere zytoplasmatische
Komponente, den cytostatic factor (CSF) stabilisiert. Werden die Spenderkerne in
einen Zytoplasten mit hoher MPF-Aktivität transferiert, kommt es zur Auflösung der
Kernmembran (nuclear envelope breakdown; NEBD) und zur Kondensation des
Chromatins (premature chromatin condensation; PCC). Nach der Aktivierung der
Eizelle sinkt die Aktivität des MPF durch die Dissoziation seiner Komponenten. In-
folgedessen dekondensiert das Chromatin, die Kernmembran bildet sich wieder, und
die DNA der Spenderzelle wird repliziert. Da diese Vorgänge bei der Verwendung von
Zytoplasten mit hoher MPF-Aktivität immer ablaufen, hängt die Ploidie des Kern-
transferembryos vom Zellzyklusstadium des verwendeten Spenderkerns ab. Befindet
sich der Karyoplast in der G1- oder G0-Phase, entstehen bei der PCC einzelne
Chromatiden, die nach Aktivierung der Eizelle wieder dekondensieren und nach der
Formation der Kernmembran repliziert werden. Nach der Zellteilung liegen dann
zwei normale diploide Zellen vor (Wolf, 2000).

Diese Grundvoraussetzungen eines erfolgreichen Kerntransfers mit somatischen
Zellen waren beispielsweise bei der wichtigen Versuchstierspezies Ratte lange nicht
gegeben, da sich deren Oozyten 60 Minuten nach der Entnahme aus den Eileitern
spontan aktivierten, also ihre MPF-Aktivität verminderten. Erst durch reversible
Stabilisierung der MPF-Aktivität von Oozyten mit dem Proteaseinhibitor MG132
konnten Empfängerzellen mit hoher MPF-Aktivität für den Nukleustransfer zur Ver-
fügung gestellt werden, was dann erstmals zu Nachkommen aus somatischem Kern-
transfer führte (Zhou et al., 2003).

Als Empfängerzelle beim Kerntransfer mit embryonalen Zellen hingegen werden
Zytoplasten mit niedriger MPF-Aktivität verwendet: so genannte präaktivierte Ei-
zellen. Im Gegensatz zu somatischen Zellkernen befinden sich embryonale Zellen
aufgrund ihrer hohen Zellteilungsaktivität hauptsächlich in der Synthesephase (ca.

80 % einer Zellpopulation zu einem bestimmten Zeitpunkt befinden sich in der 
S-Phase). Nach dem Transfer eines solchen embryonalen Zellkerns in eine Eizelle mit
niedriger MPF-Aktivität bleibt die Kernmembran intakt, und die Phase der Zelltei-
lung (M-Phase) kann direkt im Anschluss beginnen.

1.3 Reproduktives Klonen

Als reproduktives Klonen wird die Anwendung der Kerntransfer-Technik zum Zweck
der ungeschlechtlichen Vermehrung von Organismen bezeichnet. Der so gewonnene
Embryo wird zum Austragen in ein Empfängertier eingesetzt (Abbildung 1, S. 13).
Bei der Auswahl von Donor- und Akzeptorzellen gibt es verschiedene Möglichkeiten.
Besonders die Herkunft der Kernspenderzelle verleiht dem reproduktiven Klonen
unterschiedliche Bedeutung.

I. Somatische Zellen als Kernspender (SCNT)
Beim so genannten SCNT (somatic cell nuclear transfer) durchlaufen differenzierte
fetale oder adulte Spenderzellkerne nach dem Einsetzen in die Empfängerzelle eine
Reprogrammierung der Genexpression. Der funktionelle Status des Zellkerns wird
mit dem Transfer in eine enukleierte Eizelle oder Zygote neu definiert. Dieses
Phänomen der Reprogrammierung eröffnet die Perspektive, die Kerntransfertechnik
sowohl in der Grundlagenforschung zur Genregulation in somatischen Zellen als auch
beim so genannten therapeutischen Klonen anzuwenden. Aus diesem Grund setzt sich
die vorliegende Zusammenfassung mit dem SCNT als Schwerpunkt auseinander.
Neben differenzierten Zellen konnten bei der Spezies Rind auch adulte, mesenchymale
Stammzellen durch Kerntransfer erfolgreich reprogrammiert werden (Kato et al., 2004).

II. Embryonale Zellen oder Embryonale Stammzellen als Kernspender 
(ECNT oder ESCNT)
Entnimmt man Zellen aus Embryonen im Morulastadium oder aus der inneren Zell-
masse von Embryonen im Blastozystenstadium, so geht man davon aus, dass deren
Zellkerne noch undifferenziert, also pluripotent, sind. Bemerkenswert ist in diesem
Zusammenhang, dass die Aktivierung des embryonalen Genoms je nach Tierart zu
unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgt. Bei der Maus beginnt dieser Vorgang im 1-bis-
2-Zell-Stadium, beim Schwein im 4-bis-8-Zell-Stadium und bei Schaf und Rind erst
im 8-bis-16-Zell-Stadium, wobei limitierte Transkriptionsaktivität auch bei diesen
Spezies schon ab dem 2-Zell-Stadium beobachtet wird (Campbell, 1999 b; Wolf et al.,
1998). Kerntransfer von Zellkernen embryonaler Spenderzellen war der Wegbereiter
des gleichen Verfahrens mit somatischen Zellen. Die Effizienz ist bei den meisten
Tierarten höher als die des SCNT. So wurden beispielsweise bei Mäusen bis zu 43%
der Blastozysten aus NT embryonaler Zellkerne erfolgreich ausgetragen (Kwon and
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Kono, 1996), während beim SCNT maximal 15,6% Nachkommen aus transferierten
Blastozysten entstanden (Yamazaki et al., 2001). Auch die bei der Spezies Maus zur
Verfügung stehenden embryonalen Stammzellen können als Kernspender verwendet
werden (ESCNT) (Wakayama et al., 1999). In diesem Falle ist die Effizienz des Kern-
transfers ebenfalls meist höher als beim SCNT (17%) (Eggan et al., 2001). Allgemein
wird demnach angenommen, dass Zellkerne von weniger differenzierten Zellen
leichter durch Transfer in eine Eizelle zu reprogrammieren sind.

III. Genetisch modifizierte (transgene) Zellen als Kernspender
Die genetische Modifikation von Spenderzellen embryonalen oder somatischen Ur-
sprungs vor dem Kerntransfer ist in dem Zeitraum möglich, in dem die Zellen kulti-
viert werden. Das Klonen von Säugetieren durch Kerntransfer mit genetisch modi-
fizierten Spenderzellkernen eröffnet die Möglichkeit, das Genom von Nutztieren
gezielt zu verändern (Schnieke et al., 1997). Solche Tiere könnten zum Beispiel zur
Gewinnung therapeutischer Proteine aus dem Blutserum (Kuroiwa et al., 2002) oder
aus der Milchdrüse dienen. Durch Expressionsuntersuchungen der Embryonen vor
dem Einsetzen in das Empfängertier könnten dabei Nachkommen vorselektiert
werden, die solche Proteine tatsächlich produzieren (Chen et al., 2002). Die Tiere
müssten dabei in jedem Falle frei sein von Transmissiblen Spongiformen Enzephalo-
pathien (TSE) (Cyranoski, 2003). Auch als Organspender für die Xenotransplan-
tation (Phelps et al., 2003) oder als Tiermodelle in der TSE-Forschung könnten
transgene Nachkommen aus NT genutzt werden.

IV. Chromatin-Transfer (CT)
Als Fortentwicklung der Idee des SCNT wird beim Chromatin-Transfer die somati-
sche Zelle so vorbehandelt, dass nur noch kondensiertes Chromatin übertragen wird.
Bei ersten Experimenten wurde eine embryonale Entwicklung mit ähnlicher Effi-
zienz wie beim SCNT erreicht, wobei sich während einer einmonatigen Beobach-
tungszeit beim CT eine verbesserte Überlebensrate der Klonkälber abzeichnete
(Sullivan et al., 2004).

1.4 Interspezies-Kerntransfer

Das Einsetzen von Spenderzellkernen einer Spezies in Eizellen einer anderen Spezies
bezeichnet man als Interspezies-Kerntransfer. Man geht davon aus, dass derartige Ex-
perimente bei nah verwandten Spezies Erfolg versprechend sein können, da in diesen
Fällen der Zellkern mit den Faktoren des Zytoplasmas der Eizelle wahrscheinlich
noch kompatibel ist. Bei entfernten Verwandten wie Maus und Rind sind nach Inter-
spezies-Kerntransfer bereits im 2-bis-8-Zell-Stadium aberrante Expressionsmuster
embryonaler Gene festgestellt worden (Arat et al., 2003). Schafeizellen unterstützten

embryonales Wachstum von SCNT-Embryonen mit Rinder- und Schweinezellker-
nen nur in den ersten drei embryonalen Zellzyklen (Hamilton et al., 2003). Beim
Transfer von Zellkernen fetaler Kaninchenfibroblasten in enukleierte Rinderoozyten
teilten sich die entstandenen Embryonen zwar zunächst, erreichten aber nicht das
Blastozystenstadium (Shi et al., 2003 b). Bei Interspezies-Kerntransfer von Ziegen-
zellkernen in Schweineeizellen entwickelten sich die Embryonen bis ins Morula-
stadium (Park et al., 2003). Bovine Oozyten waren sogar in der Lage, nach SCNT mit
Hautzellkernen von Schafen, Schweinen, Affen, Ratten und Ziegen (Dominko et al.,
1999; Park et al., 2003) eine embryonale Entwicklung bis zum Blastozystenstadium
zu unterstützen. Interspezies-Kerntransfer im Sinne des reproduktiven Klonens kann
zur Erhaltung bedrohter Tierarten eingesetzt werden (Kitiyanant et al., 2001; Lanza
et al., 2000 a). Besondere Aufmerksamkeit gilt jedoch stets Interspezies-Kerntransfer-
experimenten mit Beteiligung menschlicher Zellen, wie es im Zusammenhang mit
dem therapeutischen Klonen versucht wird.

1.5 Therapeutisches Klonen

Beim therapeutischen Klonen handelt es sich um die Anwendung der Kerntransfer-
Technik mit dem Ziel, eine Linie autologer, pluripotenter embryonaler Stammzellen
(ES-Zellen) zu erhalten, die man für therapeutische Zwecke nutzen kann. Grundlage
dieser Strategie ist die Reprogrammierung von Kernen individueller Spenderzellen
durch Kerntransfer in enukleierte Eizellen. Aus den sich entwickelnden Kerntrans-
ferembryonen sollen autologe, pluripotente Zelllinien etabliert und in den Zelltyp
differenziert werden, der für die Therapie der betroffenen Patienten benötigt wird
(Wolf, 2000) (Abbildung 2, S.18). Der proof of principle, dass differenzierte Zellkerne
aus somatischen Zellen durch Kerntransfer so reprogrammiert werden können, dass
aus den entstehenden Embryonen Stammzelllinien gewonnen werden können, wurde
von Munsie et al. im Jahre 2000 an Mäusen erbracht (Munsie et al., 2000). Mittler-
weile scheint dieses Prinzip auch für die Spezies Mensch bestätigt (Hwang et al., 2004).

Embryonale Stammzellen sind neben morphologischen und physiologischen Be-
sonderheiten vor allem dadurch gekennzeichnet, dass man sie dauerhaft in
undifferenziertem Zustand kultivieren und vermehren kann. Zu einem beliebigen
Zeitpunkt können embryonale Stammzellen dann in vitro differenziert oder in vivo
transplantiert werden, wo sie zu allen Zelltypen, einschließlich Keimbahnzellen,
differenzieren können (Labosky et al., 1994; Wobus et al., 1997). Embryonale
Stammzellen sind seit den 80er-Jahren für die Spezies Maus bekannt (Evans and
Kaufman, 1981; Martin, 1981). Ähnliche pluripotente Zelllinien wurden seitdem
auch für Kaninchen, Schwein, Rind, Schaf, Huhn und Medaka-Fische generiert
(Prelle et al., 2002). Die Eigenschaft der In-vivo-Pluripotenz, inklusive der Besiedlung
der Keimbahn, wurde bislang jedoch nur bei der Spezies Maus bewiesen. Im Jahr
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1998 gelang erstmals die Etablierung von menschlichen ES-Zelllinien aus Blasto-
zysten von IvF-Embryonen (Thomson et al., 1998) und aus primordialen Keimzellen
von abortierten Feten (Shamblott et al., 1998). Aus ethischen Gründen ist es nicht
möglich zu prüfen, ob humane ES-Zellen nach Injektion in einen Embryo dessen
Keimbahn besiedeln können. Gleichwohl hat sich die Bezeichnung embryonale
Stammzellen in Wissenschaft und Öffentlichkeit durchgesetzt.

Die Möglichkeit, aus der inneren Zellmasse von menschlichen Blastozysten eine
Zelllinie mit den Charakteristika embryonaler Stammzellen zu entwickeln, eröffnet
in Kombination mit dem SCNT die Idee des therapeutischen Klonens:

>> Einem Patienten wird zu therapeutischen Zwecken Zellmaterial 
entnommen, z.B. in Form einer Hautbiopsie. Zellkerne aus den Patien- 
tenzellen werden in jeweils eine entkernte menschliche Eizelle transferiert.
Der resultierende Embryo wird bis zum Stadium der Blastozyste kultiviert.
>> Aus der inneren Zellmasse des Embryos wird eine ES-Zelllinie etabliert,
welche denselben Genotyp trägt wie der Patient.
>> Die embryonalen Stammzellen werden in eine Zellpopulation diffe-
renziert, aus der die für den Patienten benötigten Zellen isoliert werden 
können. Im Zuge einer Zellersatztherapie werden ihm die differenzierten 
Zellen schließlich transplantiert.

1.6 Hemiklonen

Die Vermehrung genetisch gleicher, paternaler oder maternaler Keimzellen bezeich-
net man als Hemiklonen. So kann durch chemische oder physikalische Stimulation
die Furchung einer unbefruchteten Eizelle bis zum Blastozystenstadium induziert
werden (Parthenogenese). Die embryonale Entwicklung einer parthenogenetisch 
aktivierten Eizelle bis zur Geburt eines lebenden Nachkommen wurde bei Säuge-
tieren noch nicht beobachtet: Parthenoten entwickeln sich maximal bis ins Blasto-
zystenstadium (Escriba et al., 2002). Man erklärt dies mit dem Imprinting-Phänomen,
welches für die weitere embryonale Entwicklung die Präsenz von maternalem wie pa-
ternalem Erbgut erfordert (Escriba et al., 2002). Embryonen aus parthenogenetisch
aktivierten Eizellen kann man demnach nicht als totipotent bezeichnen.

Hemiklonen ist zwar nicht zwingend mit NT verbunden und zielt auch nicht auf
den Erhalt genetisch gleicher Nachkommen ab, eröffnet aber auf dem Niveau der
Grundlagenforschung Möglichkeiten, Einzelaspekte der Kerntransfertechnik wie z.B.
die Aktivierung von Eizellen zu erforschen (Escriba et al., 2002). Interessant in
diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass humane parthenogenetisch aktivierte
Eizellen im 1-Zell-Stadium im Gegensatz zu unbefruchteten Eizellen gut kryokon-
serviert werden können (Azambuja et al., 1996). Zudem ist es auf diese Weise

Abbildung 2 Therapeutisches Klonen
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möglich, Stammzellen aus unbefruchteten Eizellen von nicht menschlichen Prima-
ten zu gewinnen (Cibelli et al., 2002).

Cibelli et al. (2002) behandelten Makaken-Eizellen in der Metaphase der zweiten
Reifeteilung derart, dass die Reifeteilung vorzeitig unterbrochen und die Mitose
angeregt wurde. Einige dieser Parthenoten entwickelten sich bis zum Blastozysten-
stadium. Es gelang, aus Zellen der inneren Zellmasse eine ES-Zelllinie zu etablieren.
Die erhaltenen Zellen differenzierten nach Transplantation in immunsupprimierte
Mäuse zu Teratomen und in vitro zu dopaminergen Neuronen. Die Autoren be-
endeten ihren Artikel mit der Einschätzung, eine alternative Perspektive zum thera-
peutischen Klonen insofern eröffnet zu haben, als die Etablierung von Stammzellen
aus unbefruchteten Eizellen beim Menschen möglich erscheint. Im Kommentar
dieses Artikels wird eine Konsequenz dieses hypothetischen Ansatzes verdeutlicht: Es
erscheint unmöglich, auf diese Weise Stammzellen für männliche Patienten zu
erhalten (Holden, 2002).

Ganz außerhalb des Themenbereichs Klonen durch Kerntransfer, dafür eng ver-
bunden mit dem Hemiklonen, seien weitere Beobachtungen von Hubner et al. (2003)
erwähnt. Über die Entwicklung von murinen embryonalen Stammzellen zu eizell-
ähnlichen Zellen hinaus beobachteten die Forscher in der Folge die Bildung von
blastozystenähnlichen Strukturen. Sie gingen von parthenogenetischer Aktivierung
der eizellähnlichen Zellen aus. Je nach Genotyp der Stammzelle konnten die eizell-
ähnlichen Zellen bzw. blastozystenähnlichen Strukturen auch Y-Chromosomen ent-
halten (Hubner et al., 2003).

2. Meilensteine der Kerntransfertechnik

Die Technik des Kerntransfers nimmt ihren Ursprung in den Ideen des deutschen
Entwicklungsbiologen Hans Spemann (1869-1941). Dieser führte mit partieller,
temporärer Abschnürung von Salamanderembryonen Pionierexperimente auf dem
Gebiet des Kerntransfers durch (Spemann, 1938). Briggs und King gelang 1952 der
erste Transfer von Kernen embryonaler Spenderzellen in enukleierte Eizellen von
Fröschen der Spezies Rana pipiens: Die resultierenden Embryonen entwickelten sich
zu Kaulquappen. Bei Säugetieren wurden Kerntransferexperimente erstmals 1983
mit dem Austausch von Vorkernen zwischen befruchteten Eizellen von Mäusen
durchgeführt (McGrath and Solter, 1983). Willadsen (1986) gelang wenig später das
Klonen des ersten Schafes, durch die Fusion einer Blastomere aus einem 8-Zell-
Embryo mit der enukleierten Eizelle (Willadsen, 1986). In der Folge wurde das
Klonen durch Kerntransfer von embryonalen Kernspenderzellen für weitere
Säugetierspezies etabliert: Maus (Tsunoda et al., 1987), Rind (Prather et al., 1987),

Kaninchen (Stice and Robl, 1988), Schwein (Prather et al., 1989), Ziege (Yong and
Yuqiang, 1998), Rhesusaffe (Meng et al., 1997) und Ratte (Roh et al., 2003). Die Ge-
burt des Schafes Dolly (Wilmut et al., 1997) belegte erstmals, dass das Klonen von
Säugetieren durch Kerntransfer auch mit somatischen Zellen als Kernspender
möglich ist. In der Folgezeit wurde diese Technik bei folgenden Säugetieren
angewandt: Maus (Wakayama et al., 1998), Rind (Cibelli et al., 1998), Ziege (Baguisi
et al., 1999), Schwein (Polejaeva et al., 2000), Kaninchen (Chesne et al., 2002), Katze
(Shin et al., 2002), Muli (Woods et al., 2003), Pferd (Galli et al., 2003) und Ratte
(Zhou et al., 2003). Die Möglichkeit, durch Kerntransfer mit transfizierten Spender-
zellen landwirtschaftliche Nutztiere genetisch zu modifizieren, wurde erstmals im
Jahr 1997 mit der Geburt des Schafes Polly realisiert (Schnieke et al., 1997). Im
Februar 2004 wurde schließlich die Etablierung der ersten Stammzelllinie aus
menschlichen Kerntransferblastozysten bekannt gegeben (Hwang et al., 2004).

3. Gesetzliche Regelung des Klonens durch Zellkerntransfer 
in Deutschland

Da durch Kerntransfer eine totipotente Zelle, also eine Zelle, aus der sich ein Gesamt-
organismus bilden könnte, entsteht und diese als Embryo gilt, fallen alle Verfahren
des Kerntransfers beim Menschen unter das Embryonenschutzgesetz (Taupitz,
2002). Nach geltendem ESchG sind sämtliche Verfahren des Klonens von Menschen,
gleichgültig, mit welcher Zielrichtung diese durchgeführt werden, verboten.
Therapeutisches und reproduktives Klonen unterscheiden sich hier lediglich in der
Zielrichtung der Handlung zum Zeitpunkt des Kerntransfers. Klonen ist definiert als
Handlung, die künstlich bewirkt, dass „ein menschlicher Embryo mit der gleichen
Erbinformation wie ein anderer Embryo, ein Fetus, ein Mensch oder ein Verstor-
bener entsteht“ (ESchG §6). Allerdings ist umstritten, ob die Embryonen wegen des
im Zytoplasma der Eizelle enthaltenen mitochondrialen genetischen Materials – beim
Menschen 0,01-0,02% des Gesamtgenoms – wirklich als genetisch gleich zu
bezeichnen sind (Taupitz, 2002). Als übergeordnetes Rechtsgut verpflichtet der Art. 1
des Grundgesetzes der Bundesrepublik Deutschland zum Schutz der Menschenwürde.

Das Klonen von Tieren ist in Deutschland prinzipiell zulässig und unterliegt 
nur bedingt rechtlichen Einschränkungen. So berücksichtigt das Tierschutzgesetz
(TierSchG) in der Fassung vom Mai 1998 das Klonen von Tieren nicht ausdrücklich.
Es ist jedoch durch die Regelungen des §7 TierSchG erfasst, da dieser Paragraph Be-
stimmungen zu Tierversuchen enthält und das Klonen von Tieren überwiegend ex-
perimenteller Natur ist. Für den Fall, dass Kerntransfer bei Nutztieren in der Zukunft
Praxisreife erlangt und durch solche Verfahren quälerische Veränderungen an Tieren
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provoziert werden würden, könnte §11b des TierSchG (Verbot von Qualzüchtung)
zum Tragen kommen. Aus verfassungsrechtlicher Sicht ist das Klonen von Tieren
durch die Grundrechte der Forschenden und Berufstätigen legitimiert: Art.5 Abs.3
GG (Forschungsfreiheit) und Art.12 Abs.1 GG (Berufsfreiheit).

4. Effizienz des Klonens durch Kerntransfer

4.1 Effizienz und Sicherheit des reproduktiven Klonens bei Säugetieren

Das Klonen von Säugetieren durch Kerntransfer somatischer Zellen in entkernte Ei-
zellen wird weltweit mit sehr unterschiedlichen Ergebnissen durchgeführt. Eine
Übersicht der bis dato veröffentlichten Experimente und deren Effizienz bietet Ta-
belle 1 (modifiziert nach Shi et al., 2003b). Ein häufig angeführter Parameter be-
schreibt das Verhältnis „Morulae oder Blastozysten pro fusionierte oder injizierte Ei-
zellen“, der auch als „Blastozystenrate“ bezeichnet wird. Für die verschiedenen
Tierarten liegen die Blastozystenraten bei 5-69% (Rind), 13-21% (Schaf), 42-71%
(Ziege), 1-37% (Schwein), 30-59% (Maus), 57-61% (Kaninchen), 94% (Muli) und
3 % (Pferd). Die Effizienz des Klonens kann man weiterhin über den Parameter
„Nachkommen pro transferierte Embryonen definieren“, der den Erhalt lebend ge-
borener Tiere aus transferierten Embryonen beschreibt. Der Wert variiert stark, ab-
hängig von untersuchter Tierart und untersuchender Arbeitsgruppe. Fasst man zu-
sammen, aus wie vielen Embryonen, die durch Kerntransfer generiert wurden, ein
geklontes Tier geboren wird, so liegt der Prozentsatz durchschnittlich bei 0-4%
(Wilmut et al., 2002), außer bei der Spezies Rind, wo im Schnitt 10% erreicht
werden. Teilweise werden Kerntransfer-Experimente auch nur bis zum Blastozysten-
stadium durchgeführt und davon Aussagen über die Effizienz des durchgeführten
Protokolls abgeleitet. Die so gewonnenen Daten lassen jedoch keine Schlüsse auf das
gesamte Entwicklungspotenzial des Kerntransferembryos zu: Eine Korrelation
zwischen der „Blastozystenrate“ und dem Parameter „Nachkommen per transferierte
Embryonen“ konnte in einer groß angelegten Studie mit insgesamt 167 lebend ge-
borenen Kälbern aus SCNT nämlich nicht festgestellt werden (deLegge et al., 2004).
Diese Bewertung der Effizienz des Klonens durch Kerntransfer mit somatischen
Zellen ist über die Zahlen hinaus in mancherlei Hinsicht zu ergänzen:

I. Einerseits muss das Schicksal der transferierten Embryonen beleuch-
tet werden, die sich nicht zu lebensfähigen Klonen entwickelt haben.

II. Andererseits muss hinterfragt werden, wie gesund die lebensfähigen 
Tiere bzw. wie „normal“ die gesunden Klone wirklich sind.

III. Zudem ist es von Interesse zu wissen, wie ähnlich der Phänotyp der 
erhaltenen Klone dem des Zellkernspenders ist bzw. wie ähnlich die 
Klone einander sind.

I. Die Entwicklung der meisten Kerntransferembryonen sistiert kurz nach dem
Transfer in das Empfängertier. In einem solchen Falle kommt es zur Resorption der
Frucht. Besonders problematisch ist dieser Sachverhalt bei multiparen Tieren wie
Schweinen und Mäusen. Beim Schwein müssen sich mindestens vier Embryonen
einnisten und entwickeln, um eine Trächtigkeit ohne zusätzliche Hormonbehand-
lung einzuleiten und aufrechtzuerhalten (Polejaeva et al., 2000). Werden die Embryo-
nenempfänger dennoch trächtig, so können im Verlauf der Trächtigkeit Komplika-
tionen auftreten, die sich in ihrer Ausprägung und Häufigkeit tierartspezifisch
unterscheiden.

Bei Kerntransferembryonen von Rindern, Schafen und Mäusen stellt die
physiologische Ausbildung der Plazenta oft ein Problem dar. Bei höheren Säugetieren
(Placentalia sive Eutheria) besteht die Plazenta aus einer Pars maternalis und einer
Pars fetalis, die an ineinander greifenden Strukturen (Chorionzotten) verbunden
sind. Die äußere Form der Plazenta wird weitgehend von der Verteilung und An-
ordnung der Chorionzotten bestimmt. Bei Menschen, Primaten, Meerschweinchen,
Kaninchen, Ratten und Mäusen bilden die Chorionzotten eine scheibenförmige
Plazenta (Placenta discoidalis), während bei Wiederkäuern runde Zottenfelder
(Plazentome oder Cotyledonen) flächenhaft verstreut sind (Placenta cotyledonaria).
Des Weiteren unterscheiden sich die feto-maternalen Verbindungsstellen, die
Chorionzotten, in der Ausbildung ihrer Schichten. Während bei Menschen, Primaten
und Meerschweinchen der fetale Blutkreislauf nur durch ein so genanntes Chorionepi-
thel vom maternalen Blutraum getrennt ist (Placenta haemomono-chorialis), trennen
bei Mäusen und Ratten insgesamt drei Chorionepithele den fetalen Blutkreislauf
vom maternalen Blutraum (Placenta haemotrichorialis). Bei Wiederkäuern liegen zu-
sätzlich zum Chorionepithel noch das Uterusepithel und das Endothel der mütter-
lichen Blutgefäße zwischen fetaler Kapillare und mütterlichem Blut (Schnorr, 1989).

Bei SCNT von Rind und Schaf sind vor allem im ersten und zweiten Trächtig-
keitsmonat hohe Verluste von Embryonen zu verzeichnen. Als Hauptursache gilt die
ungenügende Entwicklung der Placenta cotyledonaria (De Sousa et al., 2001; Hill et
al., 2000). Im dritten Trimester der Trächtigkeit kann es bei Rindern zu Miss-
bildungen der Plazenta, wie Hydroallantois, Ödemen, Verminderung der Anzahl der
Plazentome und Vergrößerung der Plazentome bei bis zu 50 % der Empfängertiere
kommen (Heyman et al., 2002; Hill et al., 1999). Die veränderte Plazenta kann Be-
standteil des Large-offspring-Syndroms (LOS) sein, welches bei Rindern und Schafen
auftritt (Heyman et al., 2002). Bei diesem Syndrom kommt es nicht nur zu einem
erhöhten Geburtsgewicht von Feten bzw. Neugeborenen; es kann auch mit erhöhter
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Abortrate, verzögerter Einleitung der Geburt, Schwergeburt, Totgeburt sowie pa-
thologischen Veränderungen von Feten und erhöhter Morbidität oder Mortalität von
Neugeborenen einhergehen (Lazzari et al., 2002; Walker et al., 1996; Young et al.,
1998). Das LOS bei Wiederkäuern wird allgemein mit suboptimalen Bedingungen
bei der In-vitro-Kultur von Oozyten und Embryonen in Verbindung gebracht, kann
also nicht nur bei Nachkommen aus Kerntransfer, sondern z.B. auch bei Embryonen
aus der In-vitro-Fertilisation auftreten. Zu den typischen pathologischen Ver-
änderungen bei Kälbern aus SCNT zählen außerdem die Linksherzinsuffizienz, die
mit Blutstau (Kongestion) in den Lungen und Erweiterung (Dilatation) der rechten
Herzkammer einhergehen kann, sowie Missbildungen von Leber, Nieren und Glied-
maßen (Rhind et al., 2003b). Die erhöhten bzw. erniedrigten Geburtsgewichte korre-
lieren bei Kerntransferkälbern direkt mit deren Lebensfähigkeit (Yang et al., 2004).

Untersuchungen an lebensschwachen Schafen aus Kerntransfer beschreiben ein
erhöhtes Geburtsgewicht, Vorfall von Baucheingeweiden bei angeborenen Bauch-
wanddefekten (Eventeration bzw. Eviszeration), verkürzte Beugesehnen, Kiefer- und
Tarsalgelenksdeformationen sowie Missbildungen von Niere (Zysten oder dilatierte
Nierenbecken), Lunge, Herz und Leber (Rhind et al., 2003 a). Die Art der Läsionen
weist auf Probleme wie Bluthochdruck im Lungenkreislauf, also pulmonale Hyper-
tension und Rückstau in das Nierenbecken während der embryonalen Entwicklung
hin (Rhind et al., 2003 a).

Bei der Maus stellt, anders als bei Rind und Schaf, die In-vitro-Kultur von Embryo-
nen per se keinen Grund für das Auftreten des LOS dar (Suemizu et al., 2003). Bei
SCNT-Experimenten mit der Spezies Maus wurden lediglich Vergrößerungen der
Plazenta beschrieben (Ogura et al., 2000a; Wakayama and Yanagimachi, 1999). Beim
Transfer von Kernen embryonaler Stammzellen wurde zusätzlich zur Plazentomega-
lie von pathologischen Veränderungen der funktionellen Plazentaschichten (Suemizu
et al., 2003) und übergroßen Feten (Eggan et al., 2001) berichtet. Der größte Teil der
geklonten Mausembryonen jedoch wird kurz nach der Einnistung in den Uterus resor-
biert (Ogura et al., 2000 a; Wakayama et al., 1998; Wakayama and Yanagimachi, 1999).

NT-Embryonen von Schwein, Ziege, Kaninchen (Challah-Jacques et al., 2003)
und Katze werden ebenfalls vornehmlich in der frühen Trächtigkeit resorbiert. Bei
etablierter Trächtigkeit kann es bei Ziege und Schwein zur verzögerten Einleitung der
Geburt kommen (Wilmut et al., 2002). Beim Schwein wird teilweise von verminder-
tem Geburtsgewicht der Klonferkel berichtet (Polejaeva et al., 2000).

Laut Studien, die mehr als fünf lebend geborene Nachkommen aus SCNT beschrie-
ben, überlebten je nach Tierart 15-85% (Schaf), 50-100% (Rind), 57-100% (Schwein),
74-100% (Maus), 77-100% (Ziege) bzw. 66% (Kaninchen) der Neugeborenen die erste
Lebenswoche. Unterschiedliche Ausprägungen neonataler Sterblichkeit sind in Tabelle 2
(S. 60 ff.) in der Spalte „Komplikationen bis sieben Tage nach der Geburt“ näher be-
schrieben.

II. Jungtiere aus SCNT, deren prä- und neonatale Entwicklung klinisch unauffällig
verläuft, wachsen in der Regel zu klinisch gesunden, fertilen Vertretern ihrer Art he-
ran. In den in Tabelle 2 (S. 60 ff.) erfassten Versuchen sind beispielsweise, mit Aus-
nahme der Mäuse (74%), 100% der angepaarten Rinder, Schafe, Ratten und Kanin-
chen aus SCNT fruchtbar. Dies wird als Anzeichen für eine gute Gesamtverfassung
der Tiere interpretiert.

Es wird allerdings auch von Spätfolgen des Kerntransfers berichtet (Tabelle 2,
S. 60 ff.). So beschrieb eine französische Arbeitsgruppe einen Fall letaler Immun-
defizienz bei einem sieben Wochen alten geklonten Kalb (Renard et al., 1999). Auch
bei Ziegen aus SCNT wurden Beeinträchtigungen des Immunsystems festgestellt
(Keefer et al., 2001), was sich in verstärkter Anfälligkeit für Lungenentzündungen
manifestierte. Dieser Eindruck wurde darüber hinaus bei Mäusen aus SCNT be-
stätigt: Die Antikörperproduktion bei 20 männlichen vier bis fünf Monate alten Klo-
nen war im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant reduziert (Ogonuki et al., 2002).

Studien von Tamashiro et al. (2000) berichteten von Fettleibigkeit, bedingt durch
veränderten Metabolismus bei Mäusen aus SCNT ab einem Alter von acht bis zehn
Wochen. Züchtete man mit besagten Mäusen weiter, so erhielt man Nachkommen
mit normalem Körpergewicht (Tamashiro et al., 2002). Andere Forscher konnten
diese Symptomatik bei Mäusen aus SCNT nicht entdecken (Ogonuki et al., 2002;
Ogura et al., 2002), dafür aber eine signifikante Verkürzung des Lebenszeit (50% der
Mäuse aus SCNT starben mit 550 Tagen im Vergleich zu 1028 Tagen bei der Kontroll-
gruppe). Dies war wahrscheinlich auf die pathologischen Veränderungen, welche bei
der Autopsie diagnostiziert wurden, zurückzuführen: Pneumonien, Lebernekrosen,
Leukämie und Lungentumoren (Ogonuki et al., 2002; Ogura et al., 2002).

Bei einem 17 Tage alten Schwein aus SCNT diagnostizierten Lai et al. 2002 eine
Dilatation der rechten Herzkammer mit Verdickung des Herzseptums (Lai et al.,
2002; Lee et al., 2003). Drei Schweine aus SCNT verendeten im Alter von fünf bis
sechs Monaten an akutem Herzversagen (Lee et al., 2003). Dieses Phänomen wurde
als adult clone sudden death syndrome bezeichnet (Pearson, 2004). Bei einer Gruppe
männlicher Nachkommen aus SCNT, die innerhalb der ersten zwei Lebensmonate
plötzlich verendeten, wurden entzündliche Erkrankungen von Hirn und Hirnhäuten
(Cerebromeningitiden) sowie Blutstau in Leber und Lungen diagnostiziert (Park et
al., 2004). Studien an transgenen Schweinen aus SCNT berichten ebenfalls von
erhöhter Mortalität bei adulten Tieren (Carter et al., 2002).

Bei Untersuchungen an 21 klinisch unauffälligen Kälbern aus SCNT wurden in der
ersten bis siebten Lebenswoche eine erhöhte Körpertemperatur und erhöhte Leptin-
werte im Plasma bei gleichzeitig erniedrigtem Schilddrüsenhormonspiegel (T4) im
Blut diagnostiziert (Chavatte-Palmer et al., 2002). Zusätzlich war die Igf2-Konzen-
tration im Plasma kurz nach der Geburt in den Nachkommen aus SCNT erhöht und
zwei Wochen nach der Geburt im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt. Auch bei
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Schafen aus SCNT wurden in den ersten vier Lebenswochen Störungen des
endokrinen Systems mit erhöhter ACTH-Konzentration im Plasma (Adreno-
corticotropes Hormon) beschrieben (Edwards et al., 2002).

In der Debatte über verdeckte Langzeitfolgen bei Tieren aus SCNT wurde ins-
besondere das Beispiel des Schafs Dolly oft angeführt (Wilmut et al., 1997). Das erste
Schaf aus SCNT lebte fünf Jahre und sieben Monate (Schafe haben eine Lebens-
erwartung von 10 bis 15 Jahren) (Rhind et al., 2004). Bereits 1999 wurden bei Dolly
Epimutationen in Form verkürzter Telomere diagnostiziert (Shiels et al., 1999). Nach
fast fünf Jahren mit gutem Allgemeinbefinden, leichtem Übergewicht und drei
erfolgreichen Trächtigkeiten, aus denen sechs gesunde Lämmer hervorgingen, ent-
wickelte das Mutterschaf eine Arthritis in Hüft- und Kniegelenk. Arthritiden
kommen bei Schafen dieser Altersgruppe durchaus häufig vor. Ungewöhnlich war in
diesem Falle die Lokalisation der Erkrankung, die normalerweise die Ellenbogen be-
trifft (Adam, 2002). Ein Jahr später wurde Dolly wegen viral induzierter Lun-
gentumoren (Ovine Pulmonale Adenomatose, verursacht durch das Jaagsiekte-sheep-
Retrovirus) euthanasiert (Rhind et al., 2004). Als verdeckte Spätfolge von SCNT
werden derzeit lediglich die Arthritis und die verkürzte Telomerlänge interpretiert
(Rhind et al., 2004).

Insgesamt steht also fest, dass durch SCNT Phänotypen generiert werden können,
die klinisch zwar unauffällig, subklinisch jedoch pathologisch sind. Während
manche Forscher aufgrund der beschriebenen Folgen des Kerntransfers die Frage
stellten: „Are there any normal cloned mammals?“ (Wilmut, 2002), gab es bereits Ver-
mutungen von anderen Wissenschaftlern: „There may be no normal clones.“ (Vogel,
2003b). Zur Beantwortung dieser Frage ist man darauf angewiesen, die Tiere genau
und über einen längeren Zeitraum zu untersuchen. Bei der Bewertung von Langzeit-
folgen des Kerntransfers sollte man bedenken, dass für eine Langzeitstudie an einer
Population geklonter Rinder im Durchschnitt 15 Jahre lang klinische Daten und
Ergebnisse molekularbiologischer Untersuchungen gesammelt werden müssten
(Giles and Knight, 2003). Abgesehen von Aufwand und Kosten solcher Studien,
wurde das erste Rind erst 1998 geklont, d.h. bis dato können nur begrenzte Erkennt-
nisse über Langzeitfolgen vorliegen.

III. Kommt es nach reproduktivem Klonen zur Geburt mehrerer lebensfähiger Nach-
kommen, so hat man seit der Etablierung des NT mit embryonalen Spenderzellker-
nen festgestellt, dass der Phänotyp der Klone untereinander wie auch im Vergleich
zum Zellkernspender variieren kann. Bei morphometrischen Untersuchungen an
SCNT-Rinderembryonen an den Tagen 50, 100 und 150 der Trächtigkeit variierten
insbesondere die Charakteristika der embryonalen Membranen und die Ausbildung
der Plazentae ebenso wie die fetalen Organgewichte der Kerntransferembryonen
stärker untereinander als bei Feten aus künstlicher Besamung (Lee et al., 2004). Bei

Rinderklonen aus NT mit embryonalen Kernspendern variierten nicht nur die Ge-
burtsgewichte stärker als bei Kontrollgruppen (verwandte Kälber aus natürlicher An-
paarung, künstlicher Besamung oder Embryotransfer) (Wilson et al., 1995); auch
Körpergröße, Gewichtszunahme und Musterung unterschieden sich (Renard, 1998).
Schweine aus NT variierten in der Dicke ihres Rückenspeckes fast wie Vollgeschwis-
ter (Lamberson, 1994). Schweine aus SCNT legten ähnlich individuelle Verhaltens-
muster an den Tag wie verwandte Kontrollschweine (Archer et al., 2003). Die aus
SCNT hervorgegangene Katze Copycat unterschied sich in Farbe und Körperbau von
der Katze, welche die Zellkerne gespendet hatte (Evers, 2003; Shin et al., 2002).

4.2 Gründe für die niedrige Effizienz des Klonens (Epigenetik)

Als Ursache für die niedrige Effizienz des Kerntransfers mit somatischen Zellen wird
eine unvollständige oder abnorme epigenetische Reprogrammierung der Spender-
zellkerne nach dem Transfer in die Eizelle vermutet. Man spricht in diesem Zu-
sammenhang von „Epimutationen“ bzw. „Epimutanten“ (Reik et al., 2003). Beim
Phänomen epigenetische Programmierung (oder Genregulation) handelt es sich um
ein Zusammenwirken von Mechanismen, die über die Anordnung der DNA im Zell-
kern (Chromatinstruktur) festlegen, welche Gene wann und wo aktiv werden (Shi et
al., 2003b). Nur so können Organismen funktionieren, welche sich wie Säugetiere
aus einer Vielfalt von Zellen zusammensetzen, die in Morphologie und Funktion
unterschiedlich, genetisch jedoch gleich sind (Ausnahmen bilden Lymphozyten und
Keimzellen). Bei SCNT wird somit die festgelegte, differenzierte Genexpression im
Spenderzellkern, welche mit epigenetischen Modifikationen des Chromatins verbun-
den ist, revidiert. Um die Totipotenz des SCNT-Embryos herzustellen, müssen epi-
genetische Programme neu definiert werden. Folgende Mechanismen spielen im
Zuge der epigenetischen Reprogrammierung des Spenderzellkerns nach dem Ein-
setzen in die Eizelle eine Rolle (Reik et al., 2003; Shi et al., 2003b):

I. DNA-Methylierung
II. Modifizierung der Histone
III. Imprinting von Genen
IV. Inaktivierung des X-Chromosoms
V. Remodellierung des Chromatins
VI. Erhalt der Telomere
VII. Vererbung von epigenetischen Strukturen

Globale Methylierungsmuster, Chromatinstruktur und Expression von imprin-
tierten und/oder embryonalen Genen in Embryonen, Feten, Neonaten und adulten
Nachkommen aus SCNT stehen derzeit im Mittelpunkt des Forscherinteresses. Diese
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Fragestellungen gehen beim reproduktiven Klonen insofern über Trächtigkeitsraten
und pathologische Befunde bei Tieren aus SCNT hinaus, als man sich um das Ver-
ständnis jener molekularen Mechanismen bemüht, die den Erfolgen oder Miss-
erfolgen des Kerntransfers zugrunde liegen.

I. Durch DNA-Methylierung, d.h. die Bindung von Methylresten an Cytosine, im Be-
reich von Cytosin-Guanin-Dinukleotiden, wird die Expression von Genen beein-
flusst. Bei den meisten Genen bewirkt eine Methylierung der DNA die Unterdrü-
ckung der Expression (Repression). Die Methylierung von DNA wird durch Enzyme,
so genannte DNA-Methyltransferasen (Dnmt), bewirkt. Die Dnmt1 ist für den Erhalt
von Methylierungsmustern zuständig, während die Dnmt3a und -3b eine De-novo-
Methylierung bewirken können. Durch Inhibitoren der DNA-Methyltransferasen,
wie 5-aza-2'-Deoxycytidine (5-aza-dC), kann die DNA-Methylierung unterbunden
werden. Die Methylierung des Genoms während der Reifung der Keimzellen und
später nach der Befruchtung in der frühen embryonalen Entwicklung ist ein dyna-
mischer Prozess, dem folgendes Muster zugrunde liegt: globale Demethylierung des
Genoms in primordialen Keimzellen mit darauf folgender globaler Remethylierung
in den gereiften Keimzellen. Nach der Befruchtung folgt eine zweite Demethylie-
rungswelle, einhergehend mit der Aktivierung des embryonalen Genoms, mit da-
rauf folgender Remethylierungswelle ab dem Blastozystenstadium. Diese Vorgänge
variieren nicht nur tierartspezifisch in Zeitablauf und Ausprägung, sondern darüber
hinaus bei jedem einzelnen Embryo in maternalen und paternalen Allelen.

Nach dem Transfer differenzierter, stark methylierter Zellkerne aus somatischen
Zellen in Eizellen kann es zu aberranter De- und Remethylierung im frühen Embryo
mit weit reichenden Folgen für dessen Entwicklung kommen (Reik et al., 2003; Shi 
et al., 2003b).

II. Die Bindung von Acetylresten (Acetylierung) an die in den Nukleosomen vor-
kommenden Histonproteine H3 und H4 wird in der Regel mit der Expression von
Genen in Verbindung gebracht. Das Gleiche gilt für die Inhibition von Histondeace-
tylasen durch Behandlung mit Trichostatin A (TSA). Deacetylierung und Methylie-
rung der Histone wiederum werden generell mit der Repression von Genen assozi-
iert. Auch hier gibt es genspezifische Ausnahmen und Besonderheiten (Reik et al.,
2003; Shi et al., 2003b).

III. Das imprinting betrifft im Säugetiergenom 0,1-1% aller Gene. Es handelt sich um
einen epigenetischen Effekt, der während der Ontogenese eines Organismus die Gen-
expression von der Herkunft der Gene abhängig macht. Bei imprintierten Genen
werden in verschiedenen Abschnitten der Entwicklung entweder das von der Mutter
oder das vom Vater vererbte Allel inaktiviert, sodass es zu einer mono-allelischen 

Genexpression kommt (Surani et al., 1984). Die Genregulation wird dabei vor allem
über die Methylierung von Cytosinresten auf Cytosin-Guanin-Dinucleotiden (CpG-
Inseln) gesteuert, die sich in sog. differentially methylated regions (DMRs) konzen-
trieren. Imprints, also die Methylierungsmuster der CpG-Inseln, werden während der
Reifung der Keimzellen (Gametogenese) im Genom von Ei- und Samenzellen gesetzt.
Man geht davon aus, dass die imprints während der frühen embryonalen Entwick-
lung trotz der globalen De- und Remethylierungswelle im embryonalen Genom er-
halten bleiben. Imprintierte Gene spielen in den Bereichen Reproduktion, Plazenta-
tion, Homöostase des Energiestoffwechsels, Laktation und Verhalten eine Rolle (Shi
et al., 2003 b). Ob imprintierte Gene in geklonten Embryonen korrekt exprimiert
werden, ist Gegenstand vieler Untersuchungen (Hiendleder et al., 2004a; Inoue et al.,
2002; Young et al., 2001).

IV. Die Inaktivierung eines X-Chromosoms erfolgt bei weiblichen Säugetieren, um
eine Überproduktion X-Chromosom-spezifischer Genprodukte zu vermeiden. Das
inaktivierte X-Chromosom (Xi) ist, im Gegensatz zum aktiven X-Chromosom (Xa),
durch epigenetische Modifikationen der DNA wie DNA-Methylierung und H3/H4-
Hypoacetylierung gekennzeichnet. Das RNA-Transkript Xist (x inactive specific trans-
cript), wird nur vom inaktiven X-Chromosom exprimiert und erhält dessen Repres-
sion (Shi et al., 2003b).

V. Chromatin ist die räumliche Struktur, welche die genomische DNA in Verbindung
mit Histon- und Nicht-Histon-Proteinen bildet. Diese Struktur verändert sich in je-
der Zelle in Abhängigkeit von ihrem Zyklusstadium und ihrer Differenzierung. Be-
findet sich die Zelle z.B. in der G1-Phase ihres Zyklus, so liegt das Chromatin de-
kondensiert vor. Befindet sich die Zelle in der M-Phase, so liegt das Chromatin
kondensiert, in der Form von Chromosomen vor. Ein Grundelement des Chroma-
tins stellt das Nukleosom dar: Es besteht aus einem DNA-Strang (167 bp), der um
Histonproteine (H2A, H2B, H3, H4) gewunden ist. Zwischen den Nukleosomen be-
finden sich kurze, „linke“ DNA-Stränge und H1-Histon-Proteine. Die Organisation
von DNA in Nukleosomen unterdrückt die Expression von Genen, da die Bindungs-
stellen für die Transkription blockiert sind. Nukleosomen können sich jedoch dyna-
misch verändern. Deshalb stellt die Remodellierung von Chromatin im Sinne einer
Dekondensation die Voraussetzung für Transkriptionsaktivität auf einem Gen dar
(Shi et al., 2003b). Eine bereits diskutierte Voraussetzung für die Entstehung eines
euploiden Kerntransferembryos beim SCNT besteht darin, dass Spenderzellkerne
mit dekondensiertem Chromatin in Eizellen mit hoher MPF-Aktivität transferiert
werden, wo dann nach dem nuclear envelope breakdown eine premature chromatin
condensation stattfinden kann. Die Remodellierung von Chromatin in der weiteren Ent-
wicklung des Kerntransferembryos beinhaltet aber noch zahlreiche andere Aspekte.



3130

Regine Schreiner Klonen durch Zellkerntransfer – Stand der Forschung

VI. Telomere, repetitive DNA-Sequenzen am Ende von Chromosomen der Euka-
ryonten, schützen die Chromosomenenden vor Degradation, erleichtern den Ab-
schluss der DNA-Replikation und unterstützen die Positionierung der Chromoso-
men in den Zellkernen. Bei somatischen Zellen geht die Verkürzung der Telomere
mit Verlust der Zellteilungskapazität (Seneszenz) einher (Shi et al., 2003b). Derzeit
stehen nicht genügend Daten zur Verfügung, um eine direkte Korrelation zwischen
verkürzter Telomerlänge und frühzeitiger Alterung oder verlängerten Telomeren und
Anfälligkeit für Tumoren in Tieren aus SCNT zu belegen (Sedivy, 2003).

VII. Einige der beschriebenen epigenetischen Modifikationen der DNA sind vererb-
bar (Shi et al., 2003b). Dies führt zu der Fragestellung, ob auch epigenetische Muta-
tionen, welche bei Tieren aus SCNT nachweislich häufig vorkommen, weitervererbt
werden (Transgenerationen-Effekte). Der Ausschluss solcher Transgenerationen-Ef-
fekte wäre eine Voraussetzung für die Nutzung von Tieren aus SCNT als Zuchttiere.

4.2.1 DNA-Methylierung und Modifikation der Histone 

I. DNA-Methylierung
Bei geklonten Rinderembryonen stellten Dean et al. (2001) eine frühzeitige Hyper-
methylierung von Zellkernen der Trophoblasten fest. Auch Kang et al. (2002) be-
schrieben eine aberrante Methylierung von Satellit-I-Sequenzen im Trophektoderm
von Rinderembryonen aus SCNT. Da sich aus dem Trophektoderm der embryonale
Anteil des Mutterkuchens bildet, wird dieses Phänomen mit Missbildungen der Pla-
zenta bei Wiederkäuern aus Kerntransfer in Zusammenhang gebracht. Auch patho-
logische Befunde bei Neonaten wie Rechtsherzdilatation und Blutstau in den Lungen
können als Folge von embryonalem Bluthochdruck interpretiert werden, dem ein ge-
störter Blutaustausch durch Missbildung der Plazenta zugrunde liegt (Rhind et al.,
2003 b). Des Weiteren gibt es Untersuchungen, die Anhaltspunkte für eine immuno-
logische Abstoßung des SCNT-Fetus durch das Muttertier an der Plazenta liefern
(Hill et al., 2002). Bei den meisten Spezies bedingt die anfängliche Repression des
MHC-Klasse-I-Antigens in den Trophoblasten eine erfolgreiche Trächtigkeit. Bei ge-
klonten Rinderembryonen im ersten Trimester wurde eine aberrante Expression des
MHC- Klasse-I-Antigens im Trophoblasten und Lymphozyteninfiltration im mater-
nalen Teil der Plazenta nachgewiesen. Eine solche Immunreaktion beeinflusst den
Verlauf der Plazentaentwicklung wahrscheinlich negativ (Edwards et al., 2003) und
könnte deshalb einen Grund für die Resorption zahlreicher SCNT-Feten im ersten
Drittel der Trächtigkeit darstellen (Hill et al., 2002).

Insgesamt bestätigte sich im Zuge weiterer Untersuchungen bei Rindern der
erhöhte Methylierungsgrad von Blastozysten bzw. Morulae aus SCNT im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Bourchis et al., 2001; Kang et al., 2001; Kang et al., 2002). Der

epigenetische Status der Blastomeren erinnerte also mehr an den der Spenderzell-
kerne als an den embryonaler Zellen (Reik et al., 2003). Übereinstimmend damit
wiesen Untersuchungen an 60 Tage alten, übergroßen Rinderfeten aus Kerntransfer
auf eine signifikante Hypermethylierung fetalen Lebergewebes hin (Hiendleder et al.,
2004 b). Damit wurde ein direkter Zusammenhang der Symptome des LOS mit
aberranter, globaler Methylierung fetalen Gewebes hergestellt (Hiendleder et al.,
2004 c). Die Ergebnisse stehen allerdings im Gegensatz zu Daten, die eine signifikante
Hypomethylierung fetalen Hautgewebes in geklonten, normalgewichtigen Rinder-
embryonen beschreiben (Cezar et al., 2003). Als Begründung für diese Diskrepanz
werden derzeit Unterschiede im Aufbau der Experimente wie unterschiedliches
Testgewebe, unterschiedlicher Spenderzelltyp und das unterschiedliche Alter der
untersuchten Feten diskutiert. Zudem liegen alle beschriebenen DNA-Methy-
lierungslevel im Experiment von Cezar et al. (10 – 40%) außerhalb des Referenz-
bereichs für DNA-Methylierung bei Wirbeltieren (3 – 5%), der von anderen Autoren
angeführt wird (Hiendleder et al., 2004c).

Da die Methylierung genomischer DNA durch DNA-Methyltransferasen bewirkt
wird, wurde die Transkriptionsaktivität bei Genen, die diese Enzyme kodieren, bei
Rinderembryonen aus Kerntransfer untersucht. Die Aktivität des Dnmt3a-Gens war
bei Kerntransferembryonen im Blastozystenstadium im Vergleich zur Kontroll-
gruppe signifikant erhöht (Wrenzycki et al., 2004). Möglicherweise ist dies ein Hin-
weis auf eine verstärkte De-novo-Methylierung, die im Zusammenhang mit Hyper-
methylierung embryonalen Gewebes aus SCNT stehen könnte (Dean et al., 2001;
Reik et al., 2003). Eine abnorme Regulation der Dnmt1 wurde auch bei Maus-
embryonen aus SCNT beobachtet (Chung et al., 2003).

In geklonten Mausblastozysten wurde zudem eine aberrante Methylierung von
DMRs-imprintierten Genen festgestellt (Mann et al., 2003). Auch in Haut und
Plazenta von neugeborenen Mäusen aus Kerntransfer wurden aberrante Methylie-
rungsmuster nachgewiesen, wobei die Mäuse augenscheinlich normal, die Plazentae
jedoch pathologisch vergrößert waren (Ohgane et al., 2001). Auch nach dem Transfer
muriner ES-Zellen wurden aberrante Genmethylierungsmuster in Neonaten nach-
gewiesen (Humpherys et al., 2001).

II. Modifikation der Histone
Bei Untersuchungen zur Acetylierung der Histone von Spenderzellkernen verglich
man Fibroblasten mit Kumuluszellen. Beide Zelltypen werden besonders häufig
beim SCNT eingesetzt, wobei sich aus Kerntransferembryonen mit Kumuluszellen in
vielen Fällen mehr Blastozysten und in der Folge mehr lebensfähige Nachkommen
entwickeln (Forsberg et al., 2002; Tian et al., 2003). Unabhängig von der Dauer der
Zellkultur befanden sich in beiden Gruppen 80% der Zellen in der G0/G1-Phase ih-
res Zellzyklus, also dem bevorzugten Zustand für Kerntransfer (Enright et al.,
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2003 a). Die Acetylierungsmuster in Kumuluszellen und Fibroblasten unterschieden
sich jedoch: In der G0/G1-Phase waren der Grad der Acetylierung der Histone H3
und H4 sowie die absolute Menge an Histon1 bei Kumuluszellen höher als bei Fibro-
blasten (Enright et al., 2003 a). Dies stellt eine mögliche Begründung für die bessere
Reprogrammierbarkeit der Kumuluszellen im Vergleich zu Fibroblasten dar. Mit Ver-
längerung der Zellkultur (über 15 Passagen) kommt es dann sowohl bei Fibroblasten
als auch bei Kumuluszellen zu einer verstärkten Acetylierung der Histone, also zum
Abbau epigenetischer Modifikationen (Enright et al., 2003 b). Dies könnte ein Grund
für die verbesserte SCNT-Effizienz sein, die bei Verwendung von Spenderzellen aus
verlängerter Zellkultur (15 Passagen) beobachtet wurde (Arat et al., 2001).

Bei bovinen Kerntransferembryonen korreliert die Hypermethylierung der Histon-
H3-Lysine (H3-K9) mit der Hypermethylierung der DNA und darüber hinaus mit dem
Entwicklungspotenzial des Embryos bis zum Blastozystenstadium (Santos et al., 2003).

Die Hypothese, dass somatische Zellen leichter zu reprogrammieren wären, wenn
deren epigenetische Modifikationen wie DNA-Methylierung oder Histon-Acetylierung
vor dem Transfer in die Empfängereizellen ausgelöscht sind, ist von einigen Gruppen
untersucht worden (Enright et al., 2003 b; Jones et al., 2001; Shi et al., 2003a): Bei
Rind und Maus führte die Hypomethylierung von Spenderzellkernen vor dem
Transfer in die Eizelle mittels 5-aza-dC zu einer Verschlechterung der embryonalen
Entwicklungsrate bis zur Blastozyste (Enright et al., 2003 b; Jones et al., 2001; Zhou
et al., 2002). Die Inkubation der Spenderzellen mit dem Deacetylase-Inhibitor TSA
hingegen kann beim Rind zu einer signifikanten Verbesserung der Blastozystenrate
führen (Enright et al., 2003 b). Schon bei geringfügig abweichenden Konzentrationen
oder Inkubationszeiten jedoch hat TSA keinen Effekt mehr (Shi et al., 2003 a) oder
beeinflusst die Blastozystenentwicklung negativ (Enright et al., 2003 b; Zhou et al.,
2002). Ein positiver Einfluss von Stoffen, die epigenetische Modifikationen der
Spenderzellkerne vor dem Kerntransfer verringern, auf die Effizienz der Blastozys-
tenentwicklung konnte somit nur für TSA gezeigt werden. Ein höherer Acety-
lierungsgrad der Histone scheint, in engen Grenzen, einen positiven Einfluss auf die
Reprogrammierbarkeit von Spenderzellkernen zu haben.

4.2.2 Genexpressionsmuster

Unabhängig davon, wie Gene epigenetisch modifiziert sind, z.B. ob imprintiert oder
nicht imprintiert, ist für die Entwicklung des Kerntransferembryos am Ende die 
Expression der korrekten Gene zur richtigen Zeit entscheidend. Betrachtet man das
Gesamtgenom zu einem beliebigen Zeitpunkt, so stellt man fest, dass im Verhältnis
wenige Gene aktiv und viele Gene inaktiv sind (Reik and Dean, 2003). Ein solches
Genexpressionsprofil ist je nach Entwicklungsstadium unterschiedlich, d.h. in
somatischen Zellen adulter Organismen sind andere Gene aktiv als in embryonalen
Zellen. Zwar ist durch SCNT das Prinzip der Reprogrammierbarkeit eines soma-

tischen Zellkerns bewiesen, in welchem Maße jedoch bei den einzelnen Nachkommen
aus SCNT die der Entwicklung entsprechenden Gene exprimiert werden, ist
unterschiedlich. Bei der Expression imprintierter Gene ist, abgesehen von der Menge
an Transkript, entscheidend, ob das richtige Allel aktiv ist.

Bei Mäusefeten aus SCNT (Tag 4) wurde z.B. eine aberrante Expression von Oct4
und neun weiteren, Oct4-verwandten Genen nachgewiesen (Boiani et al., 2002; Bortvin
et al., 2003). Oct4 wird als „Pluripotenzgen“ bezeichnet (Reik and Dean, 2003). Es ist
nur in Embryonen und primordialen Keimzellen aktiv. So verwundert es nicht, dass
in einer Kontrollgruppe, bestehend aus Mäusefeten aus ESCNT, Oct4 und verwandte
Gene korrekt exprimiert wurden (Bortvin et al., 2003). Bei weiteren Untersuchungen
an Mausblastozysten aus SCNT (Mann et al., 2003) wurde für zwei imprintierte
Gene, die bereits in der frühen embryonalen Entwicklung aktiv sein sollten, bei der
Hälfte der NT-Embryonen gar keine Transkription festgestellt. Bei morphologischer
Einteilung der Blastozysten in die Klassen „exzellent“, „gut“ oder „schlecht“, waren
die Ausfälle meist Embryonen von guter bzw. schlechter Qualität zuzuordnen. Bei
der Untersuchung der Allelspezifität der Expression von fünf imprintierten Genen
zeigte sich, dass die meisten NT-Blastozysten nicht in der Lage waren, ein oder
mehrere imprintierte Gene gleichzeitig allelspezifisch korrekt zu exprimieren (Mann
et al., 2003). Die Autoren weisen darauf hin, dass der Anteil korrekt exprimierender
NT-Embryonen ähnlich niedrig liegt wie der Anteil lebensfähiger Nachkommen aus
SCNT mit Kumuluszellen, und schließen, dass die Dysregulation von Genen in Em-
bryonen aus SCNT bereits in der frühen embryonalen Entwicklung beginnt (Mann
et al., 2003). Dies könnte die Resorption zahlreicher geklonter Mäuseembryonen zu
Beginn der Trächtigkeit erklären.

Bei murinen Feten (Tag 9,5) aus Kerntransfer mit Sertolizellen waren bei aus-
gewählten imprintierten Genen sowohl in fetalem Gewebe als auch in den dazuge-
hörigen Plazentae die korrekten Allele aktiv (paternal exprimiert: Igf2, PegMest;
maternal exprimiert: Igf2r, H19, Meg1/Grb10, Meg3/Gtl2, p57kip2) (Inoue et al., 2002;
Ogura et al., 2002).

Humpherys et al. (2002) verglichen neugeborene Mäuse aus natürlicher Anpaa-
rung mit Nachkommen aus Kerntransfer mit embryonalen murinen Stammzellen
bzw. mit Kumuluszellen. Über die Quantifizierung von RNA wurden bei den Mäusen
aus Kerntransfer sowohl im Lebergewebe als auch in den dazugehörigen Plazentae
aberrante Genexpressionsprofile festgestellt. Makroskopisch fielen alle Nachkommen
aus SCNT durch fetalen Riesenwuchs und übergroße Plazentae auf. Im direkten Ver-
gleich der Transkriptionsaktivität von 10000 Genen waren in den NT-Plazentae 4%
der Gene aberrant exprimiert. Unterschiede zwischen Genexpressionsmustern bei
Plazentae von Kumuluszell-Nachkommen im Vergleich zu ES-Zell-Nachkommen
waren dabei vorhanden. Die aberrante Transkriptionsaktivität in den Lebern ge-
klonter Mäuse betraf eine geringere Anzahl von Genen und andere Gene. Auch bei
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imprintierten Genen war bei beiden Gruppen aus Kerntransfer eine aberrante Ex-
pression in Plazenta (u.a. Nnat; Meg1/Grb10; Peg1/MEST; Dlk1; Slc22a1l; U2af1-rs1;
Sgce) und Leber (u.a. H19; Cdkn1c (p57); Igf2; Sgce) festzustellen. Im Gegensatz zu
früheren Untersuchungen (Inoue et al., 2002) ziehen die Autoren den Schluss, dass
Mäuse aus ESCNT eine ähnlich schwer wiegende Dysregulation imprintierter Gene
aufweisen wie Mäuse aus SCNT mit somatischen Zellen (Humpherys et al., 2002).
Die Tatsache, dass bei lebend geborenen Mäusen aus ESCNT die aberrante Ex-
pression einiger imprintierter Gene nicht direkt mit erhöhtem Geburtsgewicht und
erhöhtem Plazentagewicht korrelierte, weise lediglich darauf hin, dass wahr-
scheinlich nicht genügend Gene untersucht wurden (Humpherys et al., 2001).

Bei Wiederkäuern wurde das Auftreten des LOS in Zusammenhang mit
aberranter Expression imprintierter Gene wie dem Insulin-like-growth-factor-II-Re-
zeptor-Gen (Igf2r) gebracht (Young et al., 2001). Young et al. hatten Schafoozyten,
die in vivo befruchtet worden waren, fünf Tage in vitro kultiviert, bevor man sie in
Empfängertiere einsetzte (2001). Mit diesem Protokoll entwickelten 25% der Schaf-
embryonen das Hauptmerkmal des LOS: ein unphysiologisch hohes Gewicht. Die
Igf2r-Expression war bei diesen übergroßen Feten im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant verändert. Das Methylierungsmuster des Igf2r-Gens und die Expression
von Igf2r unterschieden sich signifikant von der Kontrollgruppe. Abweichend von
diesen Ergebnissen wurde in übergroßen Rinderfeten aus IVF ein korrektes Me-
thylierungsmuster des imprintierten Igf2r-Gens festgestellt (Hiendleder et al., 2004 a).
Der LOS-Phänotyp korrelierte aber auch hier mit veränderter Igf2r-Plasmakonzen-
tration. Unter Umständen handelt es sich hier um tierartspezifische Unterschiede.

4.2.3 Inaktivierung des X-Chromosoms

Bei weiblichen Embryonen aus natürlicher Befruchtung sind vor der Implantation
bzw. Nidation beide X-Chromosomen aktiv. Im Laufe der Differenzierung wird dann
ein Chromosom ausgewählt und inaktiviert. Beim SCNT erhält der weibliche Em-
bryo jedoch ein aktives (Xa)- und ein inaktiviertes (Xi)-Chromosom. Diese epi-
genetische Markierung der Gonosomen scheint bei Kerntransferembryonen der
Spezies Maus keine Probleme zu bereiten (Eggan et al., 2000). In weiblichen, nicht
lebensfähigen Kälbern aus Kerntransfer hingegen wurde bei neun von zehn unter-
suchten Genen der X-Chromosomen eine aberrante Expression entdeckt (Xue et al.,
2002). Auch das Xist-Gen war bei diesen Tieren hypomethyliert (Xue et al., 2002).
Weitere Untersuchungen an weiblichen Rinderembryonen aus SCNT zeigten bereits
im Blastozystenstadium eine signifikant erhöhte Transkription der mRNA des 
Xist-Gens (Wrenzycki et al., 2002; Wrenzycki et al., 2004). Beim weiblichen Rind
lassen diese Ergebnisse also auf eine aberrante Inaktivierung der X-Chromosom-
spezifischen Gene nach SCNT schließen.

4.2.4 Erhalt der Telomere 
Als das Schaf Dolly (Wilmut et al., 1997) mit fünf Jahren eine Arthritis in Hüft- und
Kniegelenk entwickelte, rief der Pionier der Kerntransfertechnik Ian Wilmut zu genau-
eren Gesundheitskontrollen bei Nachkommen aus SCNT auf (Adam, 2002). Vermutet
wurde ein Zusammenhang zwischen der Arthritis und dem fortgeschrittenen geneti-
schen Alter von Dolly, postuliert aufgrund einer festgestellten Verkürzung der Telomere
(Shiels et al., 1999). Die Länge der Telomere nimmt bei somatischen Zellen im Alter ab
und resultiert im Verlust der Zellteilungskapazität (Harley et al., 1990). Werden somati-
sche Zellen als Spender beim Kerntransfer verwendet, so ergibt sich die Frage, ob die ver-
kürzten Telomerlängen des Spenderzellkerns nach dem Einsetzen in die Oozyte beibe-
halten oder im Zuge der Reprogrammierung des Zellkerns wieder verlängert werden.
Eine Verlängerung der Telomere während der embryonalen Entwicklung des SCNT-
Embryos wurde von einigen Autoren als Verjüngung des Spenderzellkerns interpretiert.

Verlängerte oder dem Alter der Klone entsprechende Telomerlängen wurden
mittlerweile in mehreren Studien bei Rindern und Mäusen aus SCNT beschrieben
(Betts et al., 2001; Lanza et al., 2000 b; Tian et al., 2000; Wakayama et al., 2000). Abge-
sehen von Dolly (Rhind et al., 2004; Shiels et al., 1999) wurden noch bei weiteren
Schafen aus SCNT verkürzte Telomerlängen gefunden (Alexander et al., 2004).
Interessanterweise waren die Telomerlängen der Klon-Nachzucht aus natürlicher
Anpaarung nicht verändert (Alexander et al., 2004). Es wird vermutet, dass die
Telomerlängen bei Tieren aus Kerntransfer tierartspezifischen und spenderzelltyp-
spezifischen Variationen unterliegen und darüber hinaus von der Kulturdauer der
Spenderzellen beeinflusst werden (Rhind et al., 2004; Sedivy, 2003; Xue and Yang,
2003). Unabhängig von Alter und Rasse der Kernspendertiere scheint der Donorzell-
typ den größten Einfluss auf die Länge der Telomere zu besitzen (Miyashita et al.,
2002). Verkürzte Telomere wurden bei Rindern aus Kerntransfer mit Euterepithel-
zellen und Eileiterepithelzellen gefunden, normale Telomerlänge bei  Rindern aus
Kerntransfer mit Muskelzellen und verlängerte Telomere bei  Rindern aus Kern-
transfer mit embryonalen Zellen (Miyashita et al., 2002). Die Autoren ziehen daraus
den Schluss, dass der Vorgang des Kerntransfers im Allgemeinen eine Verlängerung
der Telomere bewirkt, die absolute Telomerlänge der Klone aber vom Spenderzelltyp
abhängt. Die verkürzten Telomere bei Dolly wären damit keine Ausnahme, sondern
ein Tribut an ihre Kernspenderzelle – eine Euterepithelzelle.

4.2.5 Remodellierung des Chromatins 

Eine veränderte räumliche Anordnung von genomischer DNA in Kerntransfer-
embryonen wurde bei Primaten erstmals von Simerly et al. (2003) publiziert. Die 
Forscher beschrieben die fehlerhafte Positionierung von Chromosomen während der
Mitose bei NT-Primatenembryonen, die durch das Fehlen von Spindelproteinen er-
klärt werden konnte (Simerly et al., 2003). Bei Kerntransferembryonen der Spezies
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Maus wurde eine abnorme Spindelmorphogenese beobachtet (Nguyen et al., 2004).
Es gab bereits Überlegungen, durch reverse order cloning das vorzeitige Entfernen von
Spindelproteinen durch die Enukleation der Eizelle zu unterbinden (Simerly et al.,
2003) und so die Effizienz des NT bei Maus und Primaten zu erhöhen (Wakayama et
al., 2003). Bei der Maus konnte die Effizienz des Kerntransfers auf diese Weise al-
lerdings nicht erhöht werden (Wakayama et al., 2003).

4.2.6 Vererbung epigenetischer Modifikationen 

Studien von Tamashiro et al. (2000) berichten von Fettleibigkeit, bedingt durch ver-
änderten Metabolismus, bei Mäusen aus SCNT ab einem Alter von acht bis zehn
Wochen. Züchtete man mit besagten Mäusen weiter, so erhielt man Nachkommen
mit normalem Körpergewicht (Tamashiro et al., 2002). Die Tatsache, dass diese
Störung des Metabolismus weder von der maternalen noch von der paternalen Seite
weitervererbt wurde, weist auf epigenetische Modifikationen als Ursache hin, die
noch während der Gametogenese in den Klonen eliminiert oder korrigiert wurden
(Tamashiro et al., 2002). Auch Alexander et al. (2004) stellten fest, dass verkürzte
Telomerlängen bei Schafen aus Kerntransfer nicht an die nächste Generation weiter-
vererbt wurden. Diese Beobachtungen illustrieren die allgemein geäußerte Ansicht,
dass Nachkommen von geklonten Tieren in der Regel normal sind (The Lancet
Editorial, 2003). Im Gegensatz zu manchen epigenetischen Modifikationen der DNA
vererben sich epigenetische Mutationen anscheinend nicht. Dies ist sehr wichtig für
eine eventuelle Zuchttauglichkeit von Tieren aus SCNT, insbesondere dann, wenn die
Auswirkungen der Epimutationen nicht zu einem klinischen Bild beim Träger
führen. Mehrfach wurden bereits bei klinisch unauffälligen Nachkommen aus SCNT
epigenetische Mutationen und deren Folgen beschrieben, so z.B. veränderte Ex-
pressionsmuster einiger imprintierter Gene in Niere, Herz und Leber von neu-
geborenen Mäusen aus ESCNT. Da sich die Tiere trotz der beschriebenen Dys-
regulationen der Gene unauffällig entwickelten, vermuten die Autoren auch bei
augenscheinlich gesunden Nachkommen aus Kerntransfer Fälle von abnormer Gen-
expression (Humpherys et al., 2001).

4.2.7 Variationen im Phänotyp der Klone

Die Tatsache, dass Nachkommen aus somatischem Nukleustransfer nicht zwangs-
läufig den gleichen Phänotyp wie der Zellkernspender entwickeln, erklärt sich wahr-
scheinlich mit dem Epigenotyp der Klone, welcher nachweislich stark variiert. Die
Ausbildung der Scheckung bei Rindern z.B. hängt von der Auswanderung der
Melanozyten im frühen Embryo ab. Dieser Vorgang beinhaltet lange Wirkungsketten
von Genprodukten. Sind die beteiligten Gene unterschiedlich modifiziert, kommt es
zu Variationen im Endergebnis, in diesem Falle also der Fellfarbe (Wolf, 2000). Zu-
sätzlich spielen hier noch Umwelteffekte im Uterus der verschiedenen Empfän-

gertiere und Chimärismus der mitochondrialen DNA eine Rolle. Bei Mäusen mit der
Fellfarbe Agouti, die gleichzeitig Träger von so genannten intra-cisternal A particles
(IAPs) sind, gibt es ein einfaches Modell, wie der Epigenotyp den Phänotyp beein-
flusst. Wird die Kontrollregion AIAP des Agouti-Gens methyliert, so entwickeln die
Mäuse eine charakteristische dunkelbraune Haut und braunmeliertes Fell; ist die Re-
gion unmethyliert, so entwickeln die Mäuse ein cremefarbenes Fell. Ist das Me-
thylierungsmuster nicht in allen Körperzellen einheitlich, so kommt es zur Bildung
von Mosaiken mit gesprenkeltem Fell (Jaenisch and Bird, 2003).

Um die Effizienz des Kerntransfers mit somatischen Zellen zu erhöhen und damit
auch realistische Perspektiven für das therapeutische Klonen zu eröffnen, gilt es, epi-
genetische Modifikationen des Erbguts grundlegend zu erforschen. Praktisch be-
inhaltet dies unter anderem, Effekte von Variationen der zahlreichen Schritte des
Klonens durch Kerntransfer experimentell auszuloten. Es geht also in einem
gewissen Rahmen um technische Probleme. Viele Experimente bewegen sich dabei
auf dem Niveau der Embryonenforschung, d.h. sie gehen nicht über embryonale
Stadien hinaus. So wurden beispielsweise 80 Tage alte Rinderembryonen aus SCNT
untersucht, bei denen Granulosazellen (Braunvieh) in Empfängereizellen mit unter-
schiedlichem genetischen Hintergrund (Braunvieh, Fleckvieh, Zwergzebu) transferiert
wurden. Die Effizienz des SCNT hing mit den unterschiedlichen Nukleus-Zytoplasma-
Kombinationen zusammen (Hiendleder et al., 2004d). Weitere aktuelle Ansätze, die
Effizienz des Kerntransfers zu erhöhen, sind in Tabelle 3 (S. 69) zusammengefasst.

4.3 Effizienz und Sicherheit des therapeutischen Klonens bei Säugetieren

Ein essenzieller Schritt des therapeutischen Klonens beim Menschen wurde bereits
unternommen: die Generierung einer ES-Zelllinie aus menschlichen Kerntransfer-
blastozysten (Hwang et al., 2004). Das komplette Verfahren des therapeutischen
Klonens hingegen, vom Kerntransfer über die Etablierung von ES-Zellen bis hin zur
Zellersatztherapie, ist bisher lediglich vereinzelt im Tierversuch durchgeführt
worden (Barberi et al., 2003; Rideout, III et al., 2002). Die theoretische Aufgliederung
des Vorgangs „therapeutisches Klonen“ in drei Schritte erlaubt die Auswertung einer
breiten Datenbasis aus Experimenten an Mensch und Tier, die Rückschlüsse auf Effi-
zienz und Sicherheit des gesamten Prozedere zulassen.

I. Geringe Effizienz bei der Gewinnung von Stammzellen aus Kerntransfer-
embryonen
Der Effizienz des ersten Schrittes, der Generierung eines Embryos im Blasto-
zystenstadium aus SCNT, könnte man sich über den Prozentsatz Morulae oder
Blastozysten per fusionierte oder injizierte Eizelle nähern, der beim reproduktiven
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Klonen je nach Tierart und Arbeitsgruppe zwischen 1 und 69% variiert (Tabelle 1,
S. 58 f.). Beim Menschen konnten 17% Blastozysten aus fusionierten Embryonen
gewonnen werden (Hwang et al., 2004). Diese Prozentsätze sind allerdings kritisch zu
hinterfragen. Zum einen fließt bei manchen Veröffentlichungen das Embryonal-
stadium Morula in die Bewertung ein. Zellen aus der inneren Zellmasse des Embryos,
die zur Etablierung einer ES-Zelllinie benötigt werden, können aber erst im späteren
Blastozystenstadium entnommen werden, sodass die Prozentsätze nach unten kor-
rigiert werden müssten. Zum anderen spiegeln die Zahlen lediglich das Ergebnis
einer morphologischen Untersuchung der Embryonen wider. Auch Embryonen,
deren Zellkerne unvollständig oder abnorm reprogrammiert wurden oder die Zellen
mit aneuploiden Chromosomensätzen enthalten (Simerly et al., 2003), sind in diesen
Zahlen enthalten. So gibt der für das reproduktive Klonen gültige Durchschnitt von
0 – 4% (mit Ausnahme von 10% beim Rind) geborene Tiere aus Zygoten, die durch
Kerntransfer generiert wurden, eine realistischere Vorstellung über den Anteil
korrekt reprogrammierter Blastozysten aus SCNT.

Der zweite Schritt, die Etablierung einer ES-Zelllinie, beginnt mit der Isolierung
der inneren Zellmasse aus Embryonen im Blastozystenstadium. Die isolierten Zell-
klumpen können auf Feeder-Zellen kultiviert werden, bis sich primäre Kolonien mit
der Morphologie von ES-Zellen bilden. Diese werden selektiert, dissoziiert und
bilden die Grundlage für die Kultur von embryonalen Stammzellen (Hogan et al.,
1994). Bei der Etablierung humaner ES-Zelllinien aus IVF-Blastozysten benötigten
Thomson et al. (1998) 36 gespendete menschliche Embryonen, von denen sich 20 bis
ins Blastozystenstadium entwickelten. Davon wurden 14 zur Gewinnung von ICM-
Zellen selektiert. Insgesamt konnten fünf ES-Zelllinien von fünf verschiedenen Em-
bryonen etabliert werden, sodass für eine ES-Zelllinie durchschnittlich 7,5 Em-
bryonen benötigt wurden. Die Effizienz des zweiten Schrittes birgt große artspezi-
fische Unterschiede. Es ist wesentlich zu begreifen, dass für Spezies mit hoher
SCNT-Effizienz wie z. B. das Rind [4 – 87% Nachkommen per transferierte Blasto-
zysten (Tabelle 1, S. 58 f.)] bis dato Schwierigkeiten bei der Etablierung von ES-Zell-
linien bestehen (Prelle et al., 2002), während die Spezies Maus eine mit etablierten
Methoden zur Generierung von ES-Zelllinien niedrige Effizienz beim SCNT aufweist
[0,5 – 15,6% Nachkommen per transferierte Embryonen im Blastozystenstadium
(Tabelle 1, S. 58 f.)]. Infolgedessen sind Tierversuche, die therapeutisches Klonen
umfassend untersuchen wollen, mit speziesspezifischen Problemen behaftet.

Beim Versuch, murine Stammzellen aus Kerntransferembryonen zu generieren,
benötigten Wakayama et al. (2001) für die Etablierung einer pluripotenten Stamm-
zelllinie mit normalem Karyotyp aus SCNT-Embryonen im Durchschnitt 54 Ei-
zellen, wobei die Effizienz je nach Mäusestamm und Gewebe, aus dem die Spender-
zelle stammte, variierte. Bei der Spezies Rind benötigten Cibelli et al. (1998) für die
Generierung einer ES-ähnlichen Zelllinie aus SCNT-Embryonen 15 Eizellen.

Vor der Etablierung der ersten humanen Stammzelllinie aus Kerntransferblasto-
zysten (Hwang et al., 2004) wurde aufgrund der vorliegenden Daten die Menge der
benötigten Eizellen pro Linie auf ca. 100 bis 280 geschätzt (Colman and Kind, 2000;
Mombaerts, 2003). Die Schätzungen der Wissenschaftler stellten sich als realistisch
heraus: Für die Etablierung einer humanen Stammzelllinie aus menschlichen Kern-
transferblastozysten wurden aus 242 gespendeten Eizellen 176 Eizellen in der
Metaphase II ihrer zweiten Reifeteilung für SCNT ausgewählt (Hwang et al., 2004).
Die Übertragbarkeit von Erkenntnissen über SCNT bei Tieren auf entsprechende Ex-
perimente beim Menschen wird hier deutlich.

Es wurde bereits diskutiert, ob sich Kerntransferembryonen zu einem geringeren
Prozentsatz in vivo zu lebenden Nachkommen entwickeln als in vitro zu ES-Zelllinien
(Rideout, III et al., 2002). Dies würde eine höhere Effizienz für die Entwicklung von
ES-Zellen aus SCNT als für die Entwicklung lebender Nachkommen aus SCNT
bedeuten. Als Begründung ist vorstellbar, dass aus der inneren Zellmasse der
Blastozysten nur die Zellen in vitro expandieren, welche erfolgreich reprogrammiert
wurden. Die Autoren führen als Begründung ihrer Hypothese folgendes Beispiel an:
Während 2,2% ES-Zellen aus murinen SCNT-Embryonen von Schwanzspitzen-
Zellen gewonnen werden konnten (Wakayama et al., 2001), entwickelten sich ledig-
lich 0,5% lebende Nachkommen aus murinen SCNT-Embryonen von Schwanz-
spitzen-Zellen (Wakayama and Yanagimachi, 1999). Es ist allerdings zu bedenken,
dass die Effizienz des reproduktiven Klonens mittels somatischen Kerntransfers bei
der Maus zwischen 0% und 15,6% variiert und dass sich bei anderen Veröffent-
lichungen auch Gegenbeispiele zu dieser Hypothese finden: so z.B. bei Ogura et al.
(2000), der 2,7% lebende Mäuse aus SCNT-Embryonen von transgenen Schwanz-
spitzen-Zellen erhielt (Ogura et al., 2000b). Zudem liegt die Entwicklungseffizienz
für die Spezies Mensch mit 0,6% ES-Zelllinien aus SCNT-Embryonen (Hwang et al.,
2004) eindeutig in der Spanne der Entwicklungseffizienzen beim reproduktiven
Klonen (0-4%, außer beim Rind 10%).

II. Konsequenz der niedrigen Effizienz: hoher Bedarf an Eizellen 
Die beschriebenen niedrigen Entwicklungsraten von Kerntransferembryonen bei
Mensch und Tier implizieren für das therapeutische Klonen einen großen Bedarf an
Eizellen pro Patient, der therapiert werden soll. Menschliche Eizellen werden bei der
In-vitro-Fertilisation durch hormonelle Stimulation der Eierstöcke gewonnen. Pro
Hormonbehandlung werden durchschnittlich 10, im Einzelfall über 30 Eizellen ge-
wonnen. Jene, die den richtigen Reifegrad aufweisen, können befruchtet werden.
Überzählige, unbefruchtete Eizellen überleben bei Kryokonservierung nur zu einem
geringen Prozentsatz einen Einfrier-Auftau-Zyklus. Alternativen zu gespendeten
menschlichen Eizellen stellen tierische Eizellen (Interspezieskerntransfer) oder
menschliche Eizellen aus Stammzellen dar.
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Murine ES-Zellen können zu Keimbahnzellen beiderlei Geschlechts differen-
zieren. Dieses Phänomen ist in vivo wohl bekannt (Joyner, 1993), wo sich Keimbahn-
chimären aus Blastozysteninjektion mit Stammzellen entwickeln können. Der Nach-
weis in vitro wurde erst später erbracht (Geijsen et al., 2004; Hubner et al., 2003;
Toyooka et al., 2003). Hubner et al. beschrieben erstmals die Entwicklung von murinen
ES-Zellen zu eizellähnlichen Zellen in vitro. Die Zellen exprimierten jedoch einen
wichtigen eizellspezifischen Marker nicht, das Zona-pellucida-Protein-1 (ZP1). Toyooka
et al. publizierten (2003) die Entwicklung von murinen ES-Zellen zu Spermien, zuerst
über die In-vitro-Differenzierung zu primordialen Keimzellen und danach über In-
vivo-Reifung nach Transplantation in Samenkanälchen von Mäusen (Toyooka et al.,
2003). Geijsen et al. (2004) führten die Ergebnisse weiter, indem sie mit in vitro
differenzierten Spermien Mäuseeizellen befruchteten. Die entstandenen Embryonen
entwickelten sich zu Blastozysten (Geijsen et al., 2004). Der endgültige Beweis, dass es
sich tatsächlich um Zellen mit den gleichen Eigenschaften wie Keimzellen handelt, ins-
besondere ob das genetische imprinting während der Reifung der Zellen korrekt statt-
findet, steht also noch aus. Dazu müssten aus solchen Zellen nach Befruchtung und
Trächtigkeit lebensfähige Nachkommen geboren werden (Vogel, 2003a).

Sollten humane ES-Zellen ein ähnliches Differenzierungsvermögen wie murine
ES-Zellen besitzen, so stünden durch In-vitro-Differenzierung von menschlichen
Stammzellen zu Eizellen unendlich viele Empfängerzellen für das therapeutische
Klonen zur Verfügung (Surani, 2004). Die Möglichkeit, dass solche Oozyten auf-
grund der In-vitro-Reifung genetische oder epigenetische Mutationen tragen, wäre in
diesem Falle nicht problematisch, da die Eizellen ohnehin entkernt würden. Die
Tatsache, dass Eizellen und Spermien aus humanen Stammzellen differenziert
werden könnten, geht darüber hinaus. Es gibt rein theoretisch einen unendlichen Zy-
klus, aus dem nach Bedarf sowohl Stammzellen als auch Keimzellen entnommen
werden könnten: von der Stammzelle zu Keimzellen, zur Befruchtung, zu Blasto-
zysten, zur Gewinnung von neuen Stammzellen (Abbildung 3, S. 41).

Durch Interspezies-Kerntransfer, in diesem Fall durch Transfer humaner
somatischer Zellkerne in bovine Eizellen, gelang es 1998 erstmals, eine embryoähn-
liche Struktur (von insgesamt 56) ins 60-bis-400-Zell-Stadium zu entwickeln und
aus dieser nachfolgend eine Zelllinie mit den Charakteristika embryonaler Stamm-
zellen zu etablieren (WO 98/07841)a (Robl et al., 1998). Im folgenden Jahr wurde ein
weiterer Patentantrag eingereicht, der NT humaner Spenderzellkerne in Schweineoo-
zyten beschrieb, ebenfalls mit dem Ziel, daraus eine ES-Zelllinie zu etablieren (WO
99/21415). Schließlich wurde im Jahr 2003 ein Interspezieskerntransfer-Experiment
publiziert, bei dem menschliche Hautzellen in Kanincheneizellen eingesetzt und Zell-

a Dem Artikel war keine genauere Angabe der Zellzahl zu entnehmen. Da humane Blastozysten aber normaler-
weise am 4. Tag nach der Befruchtung aus ca. 60 Zellen bestehen und Stammzellen erst ab diesem Stadium 
entnommen werden können, hat die beschriebene embryoähnliche Struktur also mindestens 60 Zellen. 

linien mit den Charakteristika embryonaler Stammzellen etabliert worden waren
(Chen et al., 2003). Der Versuch zeigt, dass Zellkerne von männlichen wie weiblichen,
alten wie jungen Menschen durch Kerntransfer in Kaninchenoozyten reprogrammiert
werden können (Chen et al., 2003). Experten bezweifeln jedoch, dass die erhaltenen
chimären Zellen als Stammzellen bezeichnet werden können, da sie nicht alle wichtigen
Charakteristika embryonaler Stammzellen besitzen (Dennis, 2003). So teilen sich die
erhaltenen Zellen nicht unendlich, sondern höchstens 44-mal (Chen et al., 2003).

Abbildung 3 Klonen von Keimzellen
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III. Differenzierung embryonaler Stammzellen 
Der letzte Schritt beim therapeutischen Klonen, die Entwicklung humaner ES-Zellen
zu differenzierten Zellen und deren Einsatz in der Zellersatztherapie oder beim Tissue-
Engineering, deckt sich zu 100% mit dem weiten Feld der Stammzellforschung (BT-
Drs. 14/7052). Diese ist selbst jedoch nicht bedingt durch das Vorhandensein eines
Embryos aus SCNT und wird deshalb in ihrer Gesamtheit von dieser Abhandlung nicht
erfasst. Hier kann nur grundsätzlich eine Übersicht gegeben werden, verbunden mit aktu-
ellen Versuchen, die im Zusammenhang mit dem Klonen durch Kerntransfer stehen.

Bei der Kultur und Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro werden in
der Regel folgende Stadien durchlaufen: Undifferenziert wachsen embryonale
Stammzellen in Kolonien, meist auf einer Lage Feeder-Zellen. Bei humanen ES-
Zellen kann es sich dabei um Maus-Fibroblasten handeln; mittlerweile wurden auch
feeder-unabhängige Kulturbedingungen für humane ES-Zellen entwickelt (Xu et al.,
2001). Nach dem Verbringen von ES-Zellkolonien in Suspensionskultur lagern sich
die Zellen zu Zellaggregaten, so genannten embryoid bodies (EB) oder Embryoid-
körperchen zusammen. Nach ein paar Tagen werden die Zellen der EBs dann enzy-
matisch voneinander getrennt und auf Zellkulturplatten ausgebracht. Dort ent-
wickeln sie sich zu differenzierten embryonalen Zellen (DE) (Prelle et al., 2002). Um
embryonale Stammzellen in vivo zu differenzieren, werden ES-Zellkolonien in
Versuchstiere z.B. immunsupprimierte Mäuse transplantiert. Dort kommt es zur
spontanen Ausbildung von Teratomen oder Teratokarzinomen: gut- oder bösartigen
Tumoren, die Zelltypen aller drei Keimblätter enthalten (Prelle et al., 2002).

Die drei Keimblätter Ektoderm, Entoderm und Mesoderm bilden sich in der
embryonalen Entwicklung aller Wirbeltiere nach dem Blastozystenstadium. Bei
diesen frühen embryonalen Strukturen handelt es sich um flächenhafte Zellver-
bände, die der Bildung von Organanlagen dienen. Aus den Zellen des Ektoderms
entwickeln sich im Laufe der embryonalen Entwicklung Haut und deren Anhangs-
gebilde, Nervensystem, Sinnesorgane sowie Schleimhäute. Zellen des Entoderm
bilden epitheliale Anteile des Atmungs- und Verdauungsapparates, einschließlich
Leber und Pankreas, sowie Epithelien des Harn- und Geschlechtsapparates. Das
Mesoderm differenziert zu Binde- und Stützgewebe, Kreislaufapparat, Niere,
Nebenniere, Keimdrüsen und Geschlechtsgängen. Menschliche embryonale
Stammzellen entwickeln in vitro spontan ein Gemisch aus differenzierten em-
bryonalen Zellen aller drei Keimblätter (Itskovitz-Eldor et al., 2000; Schuldiner et
al., 2000). Problematisch ist die Steuerung der Differenzierung. So muss zum Zeit-
punkt der Transplantation nicht nur der gewünschte Zelltyp in ausreichender
Menge vorhanden sein, sondern alle transplantierten Zellen müssen auch voll-
ständig differenziert sein, da sonst die Gefahr von Teratom- oder Teratokarzinom-
bildung besteht. Wie viele der verabreichten Zellen sich nach einer Transplantation
tatsächlich am erforderlichen Ort ansiedeln, ist ebenfalls schwer vorhersehbar.

Da humane embryonale Stammzellen als pluripotent gelten, könnten sie theo-
retisch für die Behandlung einer sehr breiten Palette von Krankheiten eingesetzt
werden (Lanza et al., 1999). Praktisch wurden humane Stammzellen bereits in neuro-
nale, hämatopoietische und endokrine Vorläuferzellen differenziert (Hochedlinger
and Jaenisch, 2003). Klinische Studien mit humanen embryonalen Stammzellen
wurden bis dato noch nicht begonnen (Zerhouni, 2003). Im Rahmen der so genann-
ten regenerativen Medizin könnten humane Stammzellen therapeutische Bedeutung
im Hinblick auf die Gewebe erlangen, die beim erwachsenen Menschen ein nur sehr
geringes Regenerationsvermögen aufweisen. Dies trifft insbesondere für das zentrale
Nervensystem zu. Als mögliche Einsatzfelder der Stammzellen beim Zell- und Gewe-
beersatz werden aber nicht nur neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkin-
son und Chorea Huntington, sondern auch Herzinfarkte, Schlaganfälle, Lähmungen,
Epilepsie, Diabetes mellitus (Typ 1), Leukämien und Immunschwächen genannt.

Trotz der enormen Entwicklungsmöglichkeiten von embryonalen Stammzellen
sollte man nicht vergessen, dass sich murine embryonale Stammzellen, murine em-
bryonale Stammzellen aus Kerntransfer, humane embryonale Stammzellen und
humane embryonale Stammzellen aus Kerntransfer unterscheiden können. Obwohl
keine Hinweise auf Unterschiede im Entwicklungspotenzial zwischen murinen em-
bryonalen Stammzellen und murinen embryonalen Stammzellen aus Kerntransfer
vorliegen (Hochedlinger and Jaenisch, 2003), ist im Prinzip erst seit der Generierung
humaner Stammzellen aus menschlichen Kerntransferembryonen der Beweis
möglich, dass humane Stammzellen aus Kerntransfer die Erwartungen erfüllen, die
durch humane Stammzellen geweckt wurden (Hwang et al., 2004).

Es gibt bereits in vivo Modelle, bei denen humane embryonale Stammzellen in
differenzierte embryonale (DE-) Zellen entwickelt und danach transplantiert wurden.
2001 gelang es, humane embryonale Stammzellen (hES) in vitro zu neuronalen Vor-
läuferzellen zu entwickeln und diese nach Selektion in das Gehirn neugeborener
Mäuse zu transplantieren. Dort kam es zur Verteilung und endgültigen Differen-
zierung zu Astrozyten, Nerven- und Gliazellen (Reubinoff et al., 2001; Zhang et al.,
2001). Die Bildung von Teratomen wurde nicht beobachtet. Die Forscher sahen dies
als Beweis für die erfolgreiche Selektion von differenzierten neuronalen Vorläufer-
zellen vor der Transplantation.

Eine weitere Variante im Tierversuch ist die Durchführung des therapeutischen
Klonens ohne die Etablierung von embryonalen Stammzellen. Zawada et al. (1998)
generierten Rinderembryonen aus SCNT, setzten diese in Empfängertiere ein und
entnahmen die Feten am Tag 42-50 der Trächtigkeit. Aus den Feten wurden dopa-
minerge Neuronen isoliert, kultiviert und schließlich in immunsupprimierte Ratten,
ein Tiermodell für Parkinson, transplantiert. Bei Parkinson handelt es sich um eine
Erkrankung, in deren Verlauf erst die dopaminergen Neuronen im mittleren Teil des
Gehirns und danach im Bereich des Striatums degenerieren. Infolgedessen kommt es
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bei den Betroffenen zu motorischen Ausfällen. Nach der Transplantation kam es zur
Verbesserung des klinischen Bildes der Ratten (Zawada et al., 1998).

Barberi et al. (2003) beschrieben erstmals ein Parkinson-Modell des therapeu-
tischen Klonens bei der Maus. Aus murinen Kerntransferembryonen wurden 
embryonale Stammzelllinien etabliert und diese zu dopaminergen, GABAergen,
serotonergen und cholinergen Neuronen sowie Gliazellen differenziert. Nach Trans-
plantation in ein Modell für die Parkinson-Erkrankung (Mäuse mit 6-Hydro-
xidopamin-induzierten Läsionen) kam es zur nachhaltigen Verbesserung der klini-
schen Symptome. Obwohl nach der Transplantation bei einigen Mäusen die
vierfache Anzahl an dopaminergen Neuron-entsprechenden Zellen im Striatum
nachzuweisen war, kam es nicht zur Überkompensation der Erkrankung. Acht
Wochen nach der Transplantation wurde zudem bei Mäusen, die Neuronen aus ge-
klonten Stammzellen erhalten hatten, die doppelte Anzahl an Neuronen nach-
gewiesen wie bei Mäusen der Kontrollgruppe, welche Neuronen aus herkömmlichen
Stammzellen erhalten hatten. Des Weiteren wurde keine Entwicklung von Teratomen
beobachtet. Diese Beobachtung ist besonders erfreulich, da vormals für ein
Parkinson-Rattenmodell, welches mit dopaminergen Neuronen aus embryonalen
Stammzellen therapiert worden war, die Entwicklung von Tumoren bei 5 von 19 be-
handelten Tiere beschrieben worden war (Bjorklund et al., 2002).

Die erste Kombination von therapeutischem Klonen mit Gentherapie beschreibt
eine Veröffentlichung von Rideout et al. (2002). Mäuse, die aufgrund eines
genetischen Defekts immundefizient waren, wurden als Zellkernspender für SCNT
genutzt. Aus den resultierenden Embryonen wurde eine Stammzelllinie etabliert,
welche den ererbten Defekt (Rag2-/-) trug. In der Zellkultur wurde der genetische
Defekt durch homologe Rekombination korrigiert. Die resultierenden, gesunden ES-
Zellen wurden in vitro zu hämatopoietischen Vorläuferzellen differenziert und
schließlich erfolgreich in die Mäuse rücktransplantiert. Diese entwickelten nach drei
bis vier Wochen Zellen der Immunabwehr und Antikörper (Rideout, III et al., 2002).
Ein ähnliches Verfahren scheint auch für den Menschen möglich, seit erstmals eine
erfolgreiche homologe Rekombination in humanen ES-Zellen beschrieben wurde
(Zwaka and Thomson, 2003). Die Prozedur wäre eine potenzielle Therapieoption bei
Erkrankungen wie z.B. der Sichelzellenanämie (Hochedlinger and Jaenisch, 2003).

5. Veröffentlichungen im Hinblick auf Kerntransfer
beim Menschen 

Die Etablierung der ersten humanen Stammzelllinie aus geklonten menschlichen
Embryonen wurde im Januar 2004 publiziert (Hwang et al., 2004). Das Protokoll ist
detailliert beschrieben, insbesondere die vorgenommene Anpassung an die Spezies
Mensch:

>> Eine Zeitspanne von zwei Stunden zwischen Fusion und Aktivierung 
der Eizelle (reprogramming time) wirkte sich besonders günstig auf die 
Entwicklung der Embryonen aus.
>> Die Aktivierung der Kerntransferkomplexe erfolgte chemisch durch 
Inkubation mit A23187, einem Calcium-Ionophor, und 6-Dimethylamin- 
opurin (6-DMAP).
>> Während der Embryokultur in humaner synthetischer Oviduct-Flüssig-
keit, supplementiert mit Aminosäuren (hmSOFaa), wurden humanes Serum 
Albumin und Fructose zugesetzt. Die Forscher bezeichneten dies als 
Energiesubstrat.

Kennzahlen zum SCNT beim Menschen nach Hwang et al. (2004)
Gespendete Eizellen 242 (von 16 freiwilligen Spenderinnen)
Geeignete Eizellen 176 in Metaphase der zweiten Reifeteilung
Karyoplasten aus Kumuluszellen der Spenderinnen (autologer Kerntransfer)
Blastozysten 30 (17 % Blastozysten per fusionierte Embryonen)
Isolation der ICM aus 20 Blastozysten
ES-Zelllinie 1 SCNT-hES-1 (> 70 Zellpassagen mit stabilem Karyotyp)

Die Tatsache, dass die Eizellspenderinnen auch als Zellkernspenderinnen fungierten,
verhindert den endgültigen Ausschluss der Möglichkeit, dass die Eizellen womöglich
nicht durch Kerntransfer, sondern im Zuge einer Parthenogenese aktiviert wurden.
Dieser Verdacht wird in der Arbeit von Hwang durch den Nachweis heterozygoter
Chromosomen und biparentaler Expression imprintierter Gene entkräftet und ist
letztendlich wohl nur als „Schönheitsfehler“ zu betrachten (Müller-Jung, 2004a).

Die Publikation von Hwang widerlegt Schlüsse, die im Jahr zuvor aus Erkennt-
nissen von Simerly et al. gezogen worden waren. Aufgrund von Untersuchungen zum
Klonen von Primaten hatten die Forscher das Gelingen von SCNT nach herkömm-
lichen Protokollen bei der nah verwandten Spezies Mensch für unwahrscheinlich er-
klärt (Simerly et al., 2003; Vogel, 2003b).

Dass weltweit erst zwei Primaten durch Kerntransfer von embryonalen Zell-
kernen geklont werden konnten (Meng et al., 1997), hatten die Forscher zum Anlass
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genommen, die Entwicklung von Primatenembryonen direkt nach erfolgtem Kern-
transfer zu untersuchen. An frühen Embryonalstadien wurde gezeigt, dass Embryo-
nen mit unauffälliger Morphologie viele Zellen mit verändertem Chromosomensatz
enthielten. Als Ursache dafür entdeckte man, dass die mitotischen Spindeln,
Strukturen, die während der Zellteilung die Chromosomen positionieren, verändert
waren. Zwei der für Funktion und Morphologie der Spindeln wichtigen Proteine
fehlten. Dieses Phänomen erklärte man mit der Lokalisation der Spindelproteine in der
unbefruchteten Eizelle von Primaten. Im Gegensatz zu allen anderen Spezies konzen-
trieren sich diese bei Primaten in der Nähe der Chromosomen, sodass Simerley et al.
davon ausgingen, dass die Spindelproteine mit dem Entkernen der Eizelle entfernt
würden. Als Folge davon käme es zu einer unregelmäßigen Verteilung des Erbmaterials
während der ersten embryonalen Teilungen und schließlich zum Sistieren der em-
bryonalen Entwicklung. Die Forscher gingen davon aus, dass in den Eizellen der nah
verwandten Spezies Mensch eine ähnliche Verteilung der Spindelproteine besteht.

Hwang et al. diskutieren diesen Aspekt (2004) in ihrer Publikation. Dass die
SCNT-hES-Zellen euploid sind, schließt nicht aus, dass andere aneuploide Kern-
transferblastozysten produziert worden waren, die dann aber bei der Weiterentwick-
lung zu einer Stammzelllinie versagten. Hwang et al. verweisen insbesondere darauf,
dass sich Protokolle und Medien bei beiden Publikationen unterscheiden. Es wird
angenommen, dass die Vorgehensweise bei Simerly et al. weniger an Rhesusaffen
adaptiert war als das Protokoll von Hwang et al. an den Menschen. Gleich nach der
Veröffentlichung von Hwang et al. bezeichneten einige Wissenschaftler die Erkennt-
nisse von Simerly et al. einfach als „Komplikationen (durch) technische Probleme“
(Müller-Jung, 2004a).

Die Ergebnisse von Hwang et al. gehen über die Arbeiten der Firma ACT weit
hinaus, die im November 2001 Fotos von menschlichen Kerntransferembryonen im
4- bzw. 6-Zell-Stadium veröffentlicht hatte. Deren embryonale Entwicklung sistierte
spätestens im 6-Zell-Stadium (Cibelli et al., 2001).

Abgesehen von diesen ersten Schritten des therapeutischen Klonens beim Men-
schen ist die Öffentlichkeit immer wieder mit Meldungen zum Thema reproduktives
Klonen von Menschen konfrontiert worden. Zum Teil handelt es sich um Wunsch-
gedanken bekannter Personen, die in regelmäßigen Abständen die Geburten von
„Klonbabys“ verkünden, seit der amerikanische Reproduktionsmediziner Richard
Seed (1997) erklärte, er wolle Menschen klonen. Es gibt aber bereits ernst zu neh-
mende Veröffentlichungen, wie z.B. über eine vorzeitig beendete Drillingsschwan-
gerschaft mit menschlichen Embryonen aus Kerntransfer (Zhang et al., 2003). In
diesem Falle wurden allerdings Vorkerne aus befruchteten Zygoten in enukleierte Ei-
zellen transferiert, sodass die entstandenen Embryonen nicht als Klone im eigent-
lichen Sinne bezeichnet werden können. Nach erfolgreichem Einsetzen von fünf
Kerntransferembryonen in eine 30-jährige Patientin wurde ein Fetus am Tag 33 

abgetrieben, um die Schwangerschaft auf eine Zwillingsschwangerschaft zu redu-
zieren; ein weiterer Fetus wurde nach einem Membranriss in der 24. Woche
entbunden und starb kurz darauf an Atmungsinsuffizienz. Der dritte Fetus wurde
wegen Nabelschnurvorfalls in der 29. Woche tot entbunden (Zhang et al., 2003).

Als besonders Besorgnis erregend wird derzeit empfunden, dass es neben Wissen-
schaftlern, die ihre Studien zum Kerntransfer beim Menschen mit ausführlichem
Protokoll publizieren, Forscher gibt, die sich am Rande der Legalität bewegen. In
diesem Sinne appelliert Robert Lanza an die internationale Gemeinschaft: „Nun, da
das Verfahren öffentlich zugänglich ist, müssen wir weltweit Gesetze beschließen, um
den Missbrauch der Technik zum reproduktiven Klonen (von Menschen) zu ver-
hindern“ (Müller-Jung, 2004b).

6. Nutzen und Risiken

6.1 Nutzen und Risiken des reproduktiven Klonens

Reproduktives Klonen bietet die einzigartige Möglichkeit, den Vorgang der epi-
genetischen Reprogrammierung von Erbmaterial zu erforschen. Betrachtet man das
reproduktive Klonen also nicht als sinnvolle Handlung an sich, sondern als funk-
tionierendes Testsystem für derartige Fragestellungen, so eröffnen sich Möglich-
keiten für die Grundlagenforschung, die weit über das Bestimmen von Gensequen-
zen hinausgehen: „Der Mensch ist mehr als die Summe seiner Gene“ (Winnacker,
2001). Welche epigenetischen Strukturen determinieren normalerweise die Ak-
tivierung oder Inaktivierung von Genen? Welche Faktoren in der Eizelle beeinflussen
diese Strukturen derart, dass die ursprüngliche Genexpression des Spenderzellkerns
vorerst inaktiviert wird (Alberio and Campbell, 2003)? Welche Faktoren in der Eizelle
induzieren im Folgenden die Expression embryonaler Gene? Die Beantwortung
dieser Fragen führt vordergründig zu Möglichkeiten wie erhöhter Effizienz des Kern-
transfers und daraus resultierenden realistischen Perspektiven für das therapeutische
Klonen. Darüber hinaus ergeben sich aber auch Möglichkeiten, die so genannte
Transdifferenzierung zu verstehen: die Veränderung von Genexpressionsmustern
differenzierter Zellen ohne vorherigen Kerntransfer in eine Eizelle, in so genannten
„eizellfreien Systemen“.

Bereits bei wenig differenzierten Zellen wie adulten Stammzellen wird die Plastizität
der Zellkerne, also ihr Potenzial zur Transdifferenzierung, kontrovers diskutiert (Kocher
et al., 2001; Joshi and Enver, 2002; Morshead et al., 2002). Nur vereinzelt behandeln Ver-
öffentlichungen bis dato die Transdifferenzierung adulter Zellen (Miettinen et al., 1994).
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Überraschenderweise ist es bereits gelungen, die Genexpression von humanen
Lymphozytenkernen durch Injektion in Xenopus-Eizellen derart zu beeinflussen,
dass das Pluripotenzgen bzw. das embryonale Markergen Oct4 transkribiert wurde
(Byrne et al., 2003). Diese Studie ist kein typisches Interspezies-Klonen, da nach dem
Kerntransfer keine Zellteilung und damit keine embryonale Entwicklung induziert
wurde. Andererseits ist der Transfer in eine Eizelle ein Element des Versuchs, sodass
es sich auch nicht direkt um eine Transdifferenzierung im oben definierten Sinne
handelt. Der Versuch unterstützt dennoch das Prinzip der Transdifferenzierung inso-
fern, als er zeigt, dass für die Reprogrammierung von Zellkernen die Induktion von
Zellteilung nicht notwendig ist.

Abgesehen davon stellt das reproduktive Klonen durch SCNT eine besonders ge-
eignete Methode dar, das Genom von landwirtschaftlichen Nutztieren zu verändern.
Daraus ergeben sich folgende interessante Perspektiven:

I. Gene farming 
II. Xenotransplantation 
III. Prionenforschung
IV. Artenschutz

I. Gene farming bedeutet Produktion medizinisch oder verfahrenstechnisch wichtiger
Proteine in der Milchdrüse (Schnieke et al., 1997), im Blutserum (Kuroiwa et al.,
2002) oder in Eiern (Powell, 2003a) von Nutztieren. Vorstellbar in diesem Zu-
sammenhang ist die Produktion von humanen Blutgerinnungsfaktoren, Fibrinogen,
humanem Serumalbumin oder Immunglobulinen. Diese Ideen existieren seit der
Möglichkeit, transgene Tiere durch DNA-Mikroinjektion zu generieren (Clark,
1998). Mit SCNT steht erstmals eine Methode zur Verfügung, die Spenderzellen vor
dem NT gezielt durch so genanntes gene targeting zu verändern (McCreath et al.,
2000). Zudem bietet SCNT die Möglichkeit, transchromosomale Tiere zu generieren,
indem in den Spenderzellkern vor dem NT ein künstliches Chromosom eingesetzt
wird. Künstliche Chromosomen sind große DNA-Sequenzen, die komplexe thera-
peutische Gene kodieren können. Transchromosomale Nachkommen aus SCNT
können gewünschte Proteine im Blut produzieren (Robl et al., 2003). Beim gene far-
ming mit Kerntransfertieren ist zu erwarten, dass nur einige wenige Gründer einer
gentechnisch veränderten Zuchtlinie geklont sein müssten. Sie könnten ihre Eigen-
schaften durch konventionelle Züchtung auf ihre Nachkommen übertragen (Beh-
boodi et al., 2004). Der Vorteil einer solchen Prozedur besteht nicht nur darin, den
riskanten und wenig effizienten Prozess des SCNT nicht oft wiederholen zu müssen,
sondern darin, dass epigenetische Mutationen wie aberrante imprints während der
Gametogenese im geklonten Tier korrigiert werden. Die Nachkommen wären von
solchen Unregelmäßigkeiten dann nicht mehr betroffen (Powell, 2003b).

Bislang ist es jedoch sehr kostenintensiv, therapeutische Proteine auf einem
Niveau, das durch Qualitätskontrolle und -sicherung standardisiert ist und somit für
eine Arzneimittelprüfung geeignet wäre, zu produzieren (Faber et al., 2003; Powell,
2003a). Die erste Arzneimittelzulassung eines Gene-farming-Proteins aus Kern-
transfer-Tieren, rekombinantes �1-Antitrypsin (recAAT) (McCreath et al., 2000),
wurde für Mitte 2005 erwartet. Es sollte zur Behandlung von Patienten eingesetzt
werden, die an zystischer Fibrose leiden. Im Juni 2003 wurde die Entwicklung von
recAAT in der klinischen Phase II bis auf weiteres gestoppt. In einer Pressemitteilung
vom 22. März 2004 bestätigte der Vorstand von PPL Therapeutics, dass Angebote zum
Verkauf der Firma geprüft würdenb. Diese enttäuschende Entwicklung sollte man al-
lerdings nicht ausschließlich mit der Qualität des potenziellen Arzneimittels aus
SCNT in Zusammenhang bringen. Den zuständigen Behörden die Nachweise der
Unbedenklichkeit dieser neuartigen Wirkstoffe zu erbringen, ist aufwendige Pionier-
arbeit, die bislang von drei kleinen Unternehmen mit wenig Kapitaldeckung (PPL,
GTC, Pharming) geleistet wurde. Auch Missmanagement führte insbesondere bei PPL
zum Vertrauensverlust bei Aktionären und potenziellen Partnern (Powell, 2003a).

II. Unter Xenotransplantation wird die Übertragung von Organen, Geweben oder
Zellen zwischen zwei verschiedenen Spezies verstanden, etwa vom Schwein auf den
Menschen. Eine solche Möglichkeit wird wegen der Knappheit von Spenderorganen
in Erwägung gezogen, wobei eine Transplantation oft die letzte therapeutische Op-
tion bei Organversagen darstellt. Das Schwein stellt aufgrund von Organgröße,
Physiologie und guter Verfügbarkeit einen potenziellen Organspender für den Men-
schen dar. Bei einer solchen Transplantation käme es jedoch zu einer hyperakuten
Abstoßungsreaktion (HAR) durch natürliche menschliche Antikörper gegen Disac-
charide [Galactose-�(1,3)-Galactose] auf den Schweinezellen (Niemann et al., 2003;
Prather et al., 2003). Durch Kerntransfer ist es inzwischen gelungen, Schweine zu klo-
nen, bei denen beide Allele des Enzyms inaktiviert wurden, welches die Synthese der
Zucker katalysiert: (�1,3)-Galactosyl-Transferase (Phelps et al., 2003). Erste Trans-
plantationsversuche sind abzuwarten.

III. Als Tiermodell für die Forschung an Transmissiblen Spongiformen Enzephalopa-
thien, wie z.B. BSE oder der neuen Variante der Kreutzfeld-Jakob-Krankheit, standen
bis vor kurzem nur prionproteindefiziente Mäuse (PrP -/-) zur Verfügung (Prusiner
et al., 1993). Geklonte Schafe (PrP -/+) hatten in einem einzigen veröffentlichten Ex-
periment maximal zwölf Tage überlebt (Denning et al., 2001). So stellt die Geburt
mehrerer, wahrscheinlich BSE-resistenter Kälber in Korea einen großen Fortschritt
dar (Cyranoski, 2003). Das Team des Tiermediziners Hwang, derselbe, der die erste

b http://www.ppl-therapeutics.com/news (geladen 22.3.2004)
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menschliche Stammzelllinie aus geklonten menschlichen Embryonen etablierte
(Hwang et al., 2004), hat zwei unterschiedliche Ansätze, BSE-resistente Rinder zu
klonen, als weltweites Patent eingereicht. Ein Ansatz beruht auf der Überexpression
von mutiertem PrPc, welches selbst bei Kontakt mit PrPsc keine Formationsänderung
vornehmen sollte (Perrier et al., 2002). Vier geklonte Kälber dieser Art sind bereits
geboren. Der alternative Ansatz beinhaltet einen Knock-out des PrPc (Bueler et al.,
1993). Es wird von fortgeschrittenen Trächtigkeiten mit geklonten Kälbern dieser Art
berichtet. Es ist abzuwarten, ob Knock-out-Kälber ausgetragen werden, wie sich die
geborenen Kälber gesundheitlich entwickeln und ob sie sich bei Belastung mit PrPsc

über das Futter tatsächlich als BSE-resistent erweisen.

IV. Ein weiteres Einsatzgebiet des Kerntransfers ist der Artenschutz. So wurde in Chi-
na ein Programm initiiert, in dem die Population des Großen Pandas (umfasste 1998
noch 1000 Exemplare weltweit) vergrößert werden soll. Durch Interspezies-Kern-
transfer von Pandazellkernen in Eizellen von Schwarzbären wurden die raren Panda-
eizellen geschont (Saegusa, 1998). Aus demTransfer von Zellkernen Nordafrikani-
scher Falbkatzen (Felis silvestris lybica) in Oozyten von Hauskatzen (Felis silvestris
catus), wurden drei Nachkommen geboren, welche aber innerhalb von 36 Stunden an
Atmungsinsuffizienz verendeten (Gómez et al., 2004). Durch Transfer von somati-
schen Zellen verstorbener Europäischer Mufflons (Ovis orientalis musimon) in Eizel-
len von Hausschafen (Ovis aries) kam es 2001 zur Geburt eines Nachkommen, des-
sen Kern-DNA und Phänotyp dem eines Mufflons entsprachen (Loi et al., 2001).
Versuche, die Riesen-Elenantilope (Taurotragus derbianus) durch Kerntransfer mit
Elen- oder Rindereizellen reproduktiv zu klonen, resultierten nur in embryonaler
Entwicklung bis ins Blastozystenstadium (Damiani et al., 2003). Das Klonen von
Wild, z.B. von Prachthirschen, wird von US-amerikanischen Forschern vorangetrie-
ben (Long et al., 2003). Hier stehen allerdings, im Gegensatz zum Artenschutz, kom-
merzielle Motive im Vordergrund.

Reproduktives Klonen ist derzeit durch die insgesamt niedrige Effizienz der Prozedur
mit einem hohen Risiko für Aborte, Missbildungen und lebensschwache Nach-
kommen behaftet. Momentan sind als Spätfolgen von SCNT unter anderem die
Beeinträchtigung des Immunsystems (beschrieben für Maus, Rind, Schaf, Ziege),
Fettleibigkeit (Maus), Leberschäden (Maus, Rind) und Verkürzung der Lebenszeit
(Maus, Schwein) bekannt (Tabelle 2, S. 60 ff.). Sollte die Effizienz des reproduktiven
Klonens entschieden verbessert werden, so käme eine Nutzung bei der Zucht land-
wirtschaftlicher Nutztiere infrage. Generell hat die Tierzucht zum Ziel, wertvolle
Tiere möglichst schnell zu vermehren. Besonders die Selektionsintensität auf der
weiblichen Seite könnte theoretisch durch den Einsatz der Kerntransfertechnik weiter
erhöht werden. Dies bedeutet, dass die Anzahl der Nachkommen eines weiblichen

Zuchttiers, die bei natürlicher Fortpflanzung durch die maximale Anzahl der
Trächtigkeiten limitiert ist, durch die Spenden von Zellkernen deutlich erhöht werden
könnte. Die erwünschten Merkmale können dabei unterschiedlich sein. Zu traditio-
nellen tierzüchterischen Charakteristika landwirtschaftlicher Nutztiere, wie z.B.
hohe Milchleistung oder gute Fleischqualität, sind mittlerweile Eigenschaften hin-
zugekommen, die auf gentechnischer Veränderung der Tiere beruhen.

Theoretisch sollte die Prüfung von Nachkommen aus Kerntransfer eine hohe Ge-
nauigkeit der Zuchtwertschätzung für Fleischleistungs- und Qualitätsmerkmale
sowie eine genauere Schätzung von Genotyp-Umwelt-Interaktionen ermöglichen
(Wolf, 2000). Ein Beispiel wäre die Zuchtwertschätzung für Qualitätsmerkmale bei
Rindfleisch, wie z.B. Zartheit. Kerngenomidentische Rinder aus SCNT könnten pro-
beweise geschlachtet und deren Fleischqualität bewertet werden. Bei positiver Beur-
teilung könnte der Zellkernspender verstärkt vermehrt werden (Kleiner, 2002).
Lebensfähige Nachkommen aus Kerntransfer mit Zellen aus Schlachtkörpern, die be-
reits 48 Stunden gekühlt waren, sind bereits beschrieben (Adams et al., 2004).

Weitere Ziele für den Einsatz von SCNT in der Tierzucht sind unter anderem die
Erhöhung von Krankheitsresistenz, Wachstumsraten oder Futterverwertung durch
transgene landwirtschaftliche Nutztiere aus SCNT (Prather et al., 2003). In Neusee-
land sind bereits neun transgene Kühe aus Kerntransfer in Laktation, die in ihrer
Milch 8-20% mehr ss-Kasein und die doppelte Menge an �-Kasein produzieren
(Brophy et al., 2003). Die Milch ist mit diesem veränderten �-Kasein/Gesamt-
Kasein-Verhältnis besonders gut geeignet für die Herstellung von Käse und Joghurt.
Die Hersteller verzichten darauf, die Produkte auf den US-Markt zu bringen, bis die
FDA (Food and Drug Administration) den gesetzlichen Rahmen für den Verzehr von
Lebensmitteln aus Kerntransfertieren geschaffen hat (Lee et al., 2003).

Derzeit sind in den USA bereits geklonte Zuchtrinder auf dem Markt: Im
September 2003 erzielte eine preisgekrönte Kuh aus Kerntransfer auf einer Auktion
170000 Dollar. Konservative Schätzungen liegen bei einem Gewinn von einer Million
Dollar pro Jahr, der mit dem Verkauf von Samen eines preisgekrönten geklonten
Bullen verdient werden könnte (Powell, 2003b). Wichtig ist im Zusammenhang mit
solchen Erwartungen wieder die rechtliche Situation. Die Frage, ob tierische Erzeug-
nisse, wie z.B. Milch und Fleisch von geklonten Tieren bzw. von Nachkommen ge-
klonter Tiere, zum Verzehr freigegeben werden können, wurde bereits von der FDA
in den USA bearbeitet (FDA, 2003). In einer Zusammenfassung des Berichts der
Behörde vom November 2003 wurde die Einschätzung geäußert, dass Milch und
Fleisch von geklonten Tieren wahrscheinlich so sicher seien wie die Erzeugnisse
herkömmlich gezüchteter Tiere. Die Kommission stellte allerdings fest, dass das vor-
handene Datenmaterial für eine umfassende Beurteilung eigentlich nicht ausreicht.
Insbesondere fehlt es an Daten über die Nachkommen geklonter Tiere, die wahr-
scheinlich anstelle der teuren Klone in die Nahrungskette gelangen würden (Powell,
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2003b). Die gegenwärtig dürftige Datenmenge lässt sich gut am Beispiel einer Ver-
öffentlichung von Walsh et al. (2003) illustrieren: Die vergleichende Studie zur 
Zusammensetzung der Milch geklonter Kühe und herkömmlich gezüchteter Kühe
kommt zu dem Schluss, dass sich die Milch nicht signifikant voneinander unter-
scheidet (Walsh et al., 2003). Die Autoren erwähnen dabei in ihrer Einleitung, dass
ihnen keine vergleichbare Studie bekannt ist.

Gegenwärtig wird der Routineeinsatz von SCNT bei der Zucht landwirtschaftlicher
Nutztiere allerdings aufgrund der hohen Kosten und Risiken als unwahrscheinlich
eingeschätzt (Cyranoski, 2003). Für die Anwendung in der Tierzucht prophezeien ei-
nige Wissenschaftler bereits die Renaissance des Kerntransfers mit embryonalen
Spenderzellen (ECNT), welcher bekanntermaßen effizienter ist (Wells et al., 2003b).

6.2 Nutzen und Risiken des therapeutischen Klonens

Die offensichtlich niedrige Effizienz einzelner Schritte des therapeutischen Klonens
und die Tatsache, dass bislang nur wenige Tierversuche das komplette Szenario be-
schreiben, hinterlassen Zweifel an der Praktikabilität der Methode. Besonders nach-
teilig ist der hohe Bedarf an menschlichen Eizellen bzw. Embryonen. Es stehen
jedoch noch keine ausgereiften Alternativen zur Verfügung. Umso klarer sollte der
ursprüngliche Grund für das therapeutische Klonen dargestellt werden: Bei der Ver-
wendung von Stammzellen als Zell- und Gewebeersatz muss aus klinischer Sicht
zwischen allogenen (heterologen) und autologen Zellen unterschieden werden.
Während allogene Zellen eine andere genetische Ausstattung besitzen als der Emp-
fänger des Gewebes, liegt bei autologen Zellen eine genetische Identität vor (BT-Drs.
14/7052). Zu allogenen Transplantaten würden ES-Zellen aus etablierten ES-Zelllinien
gehören. Die individuell aus SCNT-Embryonen etablierten ES-Zellen könnten die
Grundlagen für autologe Transplantate bilden.

Das aufwendige Verfahren des therapeutischen Klonens verspricht demnach die
Überwindung eines schwer wiegenden Problems der Transplantationsmedizin: der
Abstoßung von Transplantaten aufgrund von Immunreaktionen (Kind and Colman,
1999; Lanza et al., 1999). Die Tatsache, dass sich Nachkommen aus SCNT in ihrer mi-
tochondrialen DNA von ihrem Zellkernspender unterscheiden, führte zu der
Befürchtung, dass von mitochondrialer DNA kodierte Peptide, auch wenn es sich nur
um einige wenige handelt, immunogen wirken könnten. In Mäusen kodiert mtDNA
Minor-histocompatibility-Antigene (miHAs), die nach Präsentation durch nicht 
klassische MHC-1-Moleküle eine T-Zell-Reaktion stimulieren können (Fischer et al.,
1991). Bei dieser Spezies können zytotoxische T-Zellen bereits auf die Substitution
eines Nukleotids im mitochondrialen ND1-Gen reagieren (Loveland et al., 1990).
Eine Untersuchung bei der Spezies Rind zeigte, dass embryonales Nieren-, Skelett-

und Herzmuskelgewebe, welches aus SCNT stammte und mtDNA des Eizellspenders
exprimierte, bei Transplantation in den Zellkernspender nicht zwangsläufig eine
Immunreaktion hervorrief (Lanza et al., 2002). Die Autoren räumten jedoch ein, dass
dieses Ergebnis nicht für alle beliebigen Kombinationen von Kernspender und Ei-
zellspender gültig sein müsse.

Wissenschaftler aus der Biotechnologiebranche gehen so weit zu behaupten, pro
Tag würden 3000 Amerikaner an Krankheiten sterben, die zukünftig durch Stamm-
zelltherapie geheilt werden könnten (Lanza et al., 2001). Sie beziehen sich dabei auf
Erkrankungen, die aktuell:

>> medikamentös gut therapiert werden können, wie z.B. Diabetes mellitus,
>> medikamentös nicht gut therapiert werden können, wie z.B. Multiple Sklerose,
>> nur durch Organtransplantation therapiert werden können.

Derzeit wird auch der Begriff pharmacogenetics im Zusammenhang mit dem
therapeutischen Klonen verwendet (Wilmut, 2003). Dahinter steht, dass es bei der
Einnahme von Arzneimitteln zu individuell unterschiedlicher Pharmakodynamik im
Patienten kommt. An Zellen aus Kerntransferembryonen könnten der Metabolismus
der benötigten Medikamente vor der Einnahme individuell getestet und auf diese
Weise falsche Dosierungen vermieden werden (Wilmut, 2003).

Die Probleme bei Organtransplantationen sind Knappheit der Spenderorgane
und Abstoßungsreaktionen bei Immuninkompatibilität. Man benötigt also re-
generierbare Organquellen, die außerdem immunologisch mit dem Patienten kom-
patibel sein sollten. Diese Anforderungen erfüllen autologe ES-Zellen, welche
therapeutisch geklont wurden. Die Anforderungen erfüllen auch allogene ES-Zellen,
welche in Stammzellbanken zusammengefasst werden, aus denen die unter immu-
nologischen Aspekten passenden Linien angefordert werden könnten (Winnacker,
2003). Die Anforderungen erfüllen ebenfalls autologe oder allogene, adulte und
neonatale Stammzellen, sodass der Nutzen des therapeutischen Klonens zwar
evident ist, durch andere Methoden aber gleichermaßen erzielt werden kann. Dies
relativiert möglicherweise die postulierte Notwendigkeit der Strategie des thera-
peutischen Klonens.

Ein Risiko bei der Zellersatztherapie mit jeder Art von pluripotenten Stammzellen
ist die Bildung von Teratomen oder Teratokarzinomen nach der Transplantation. Dazu
kann es kommen, wenn gemischte Zellpopulationen verpflanzt werden, die noch
undifferenzierte Stammzellen enthalten. Ebenfalls befürchtet wurde vor der Entwick-
lung feeder-unabhängiger Kulturbedingungen eine Übertragung von tierischen
Krankheitserregern auf die humanen ES-Zellen während der Zellkultur.
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Ein exklusives Problem von therapeutisch geklonten ES-Zellen ist die Gefahr, dass
die transferierten Zellkerne entweder durch die Manipulation bereits Erbgut-
schädigungen, z.B. durch UV-Strahlung, enthalten oder durch abnorme epige-
netische Reprogrammierung während des Klonens verändert sein könnten. Auch
dies könnte nach Transplantation der Zellen in einen Patienten eine Krebser-
krankung verursachen. Ebenfalls nicht zu vernachlässigen ist die Zeit, die vor dem
Beginn der Zellersatztherapie benötigt würde, um die für den Patienten benötigte
Zelllinie zu etablieren, zu charakterisieren und zu vermehren.

7. Aussichten

7.1 Kerntransfer beim Menschen

Die Herstellung der ersten menschlichen Blastozysten aus Kerntransfer und die Eta-
blierung der ersten menschlichen Stammzelllinie aus Kerntransferembryonen
(Hwang et al., 2004) entspricht dem, was aufgrund von Tierversuchen für SCNT
beim Menschen erwartet wurde. Nicht nur der Eizellbedarf, die Blastozystenrate und
der Prozentsatz gewonnener ES-Zelllinien aus fusionierten Embryonen liegen in der
erwarteten Spanne; auch der Spenderzelltyp (Kumuluszelle) scheint bei allen Spezies
besonders effizient zu sein (Tian et al., 2003). Anders als noch 2003 vermutet
(Simerly et al., 2003), stellen Primaten also keine Ausnahme für den Vorgang des
Kerntransfers dar. So kann man möglicherweise eine Schnittmenge an Daten, die aus
Kerntransfer-Experimenten bei zehn Spezies zugänglich ist, auf den Menschen über-
tragen: Menschliche Kerntransferembryonen zeichnen sich wahrscheinlich durch
hohe epigenetische Variabilität aus, was für den Fall einer Nutzung beim repro-
duktiven Klonen zu sehr hohen Risiken für Mutter und Kind führen würde.
Inwiefern Epimutationen das Differenzierungspotenzial der Stammzelllinie SCNT-
hES-1 beeinflussen, wird möglicherweise bald beschrieben.

7.2 Reproduktives Klonen von Tieren

Wahrscheinlich steigt die Zahl der Spezies, die durch Kerntransfer vermehrt werden
können, in Zukunft noch weiter an. Insbesondere bei den Primaten sind Fragen
offen. Durch die mittlerweile zur Verfügung stehende wachsende Population von
Tieren aus Kerntransfer, insbesondere von Tieren mittleren oder hohen Alters,
werden Studien über Langzeitfolgen des SCNT, über Fleisch-, Milch- und
Eierqualität von Tieren aus SCNT und deren Nachzucht möglich. Zur Erhöhung der
Effizienz des reproduktiven Klonens wird ein Fokus wissenschaftlicher Arbeit auf der

epigenetischen Reprogrammierung der Spenderzellkerne bzw. auf Epimutationen
bei Kerntransferembryonen und lebensfähigen Tieren aus SCNT sowie deren Nach-
zucht liegen. Insgesamt stellt das reproduktive Klonen von Tieren ein einzigartig
komplexes und funktionierendes Testsystem für die Erforschung der epigenetischen
Programmierung von Genen dar (Reik et al., 2003). Es ermöglicht Grundlagenfor-
schung, die über das Bestimmen von Gensequenzen hinaus den nächsten logischen
Schritt, den der funktionellen Genomanalyse, wagt.

7.3 Mögliche Relativierung der postulierten Notwendigkeit 
des therapeutischen Klonens

Das therapeutische Klonen beim Menschen wird wahrscheinlich aufgrund der nied-
rigen Gesamteffizienz zugunsten von folgenden Konzepten in den Hintergrund treten:

>> Therapie mit allogenen, embryonalen Stammzellen und Zusammen-
fassung der Linien in Stammzellbanken, die immunologisch große Teile 
der Bevölkerung abdecken (Winnacker, 2003)
>> Therapie mit differenzierten autologen, adulten Stammzellen (Joshi and 
Enver, 2002)
>> Therapie mit transdifferenzierten autologen, adulten Stammzellen 
bzw. autologen, somatischen Zellen.

Der Beweis, dass humane embryonale Stammzellen, ähnlich wie murine embryonale
Stammzellen, in vitro zu Oozyten (Hubner et al., 2003) heranreifen können, steht
noch aus. Die Bewertung des therapeutischen Klonens könnte sich mit der Er-
schließung dieser alternativen Quelle für menschliche Eizellen verändern. Darüber
hinaus würde das Potenzial humaner Stammzellen, in vitro zu weiblichen wie männ-
lichen Keimzellen zu differenzieren, den moralischen Status von Stammzellen neu
definieren.
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Effizienz des reproduktiven Klonens mittels Kerntransfer 
von somatischen Zellkernen bei verschiedenen Säugetierspezies

(modifiziert nach Shi et al., 2003)

Tabelle I, Teil 1

Spezies Spenderzelle Morulae oder Nachkommen  Referenz
Blastozysten per per transferierte
fusionierte oder  Embryonen
injizierte Eizelle

Rind Kumulus Zellen 18/47 (38%) 5/6 (83%) Kato et al., 19981

Ovidukt Zellen 20/94 (21%) 3/4 (75%) Kato et al., 1998 
Granulosa Zellen 383/552 (69%) 10/100 (10%) Wells et al., 1999 
Euterepithel Zellen 36/140 (26%) 1/4 (25%) Zakhartchenko et al., 1999 

48/149 (32%) 2/45 (4%) Kishi et al., 2000 
Fetale Fibroblasten 24/92 (26%) 7/8 (87%) Urakawa et al., 20011

Hautzellen vom Ohr Kalb n.b. (n.b.) 1/6 (17%) Renard et al., 19992

Hautzellen vom Ohr Kuh 49/82 (60%) 1/16 (6%) Zakhartchenko et al., 1999 
80/197 (41%) 2/43 (5%) Kishi et al., 2000 

Adulte Fibroblasten 131/440 (30%) 6/54 (11%) Kubota et al., 20003

Adulte, fetale und  980/2529 (39%) 24/172 (14%) Kato et al., 20004

neonatale Zellen 
Primordiale Keimzellen n.b. 17/3945 (4%) Forsberg et al., 2002 
Adulte, mesenchymale  67/274 (24%) 1/13 (8%) Kato et al., 2004 
Stammzellen aus  
Knochenmark 
Transgene fetale  33/276 (12%) 4/28 (14%) Cibelli et al., 1998 
Fibroblasten 87/1896 (5%) 6/79 (8%) Lanza et al., 2000 

205/1041 (20%) n.b. (n.b.%) Kuroiwa et al., 2002 
n.b. 24/126 (19%) Brophy et al., 2003 
89/198 (45%) 4/20 (20%)6 Chen et al., 2002

Transgene, reklonierte  82/482 (17%) 6/61 (10%) Kuroiwa et al., 2002 
fetale Fibroblasten
Transgene fetale 324/508 (64%) 15/102 (15%) Wells et al., 2003
Fibroblasten (G0 )
Transgene fetale 42/128 (33%) 9/24 (38%) Wells et al., 2003
Fibroblasten (G1) 

Effizienz 5 – 69% 4 – 87%  

Schaf Euterepithel Zellen 29/227 (13%) 1/29 (3%) Wilmut et al., 1997 
Transgene fetale 42/201 (21%) 3/40 (8%) Schnieke et al., 1997
Fibroblasten 80/417 (19%) 14/80 (18%) McCreath et al., 2000

141/845 (17%) 7/120 (6%) Denning et al., 2001
Effizienz 13 – 21% 3-18%  

Ziege Granulosa Zellen n.b. (n.b.) 2/54 (4%) Keefer et al., 2002 
Fetale Fibroblasten n.b. (n.b.) 2/20 (10%) Behboodi et al., 2001 

n.b. (n.b.) 7/91 (8%) Keefer et al., 2002 
Transgene fetale 897/125 (71%) 3/67 (5%) Baguisi et al., 1999
Fibroblasten 

1 Aktuell die höchste Effizienz des Klonens; Empfängeroozyten wurden Japanischen Fleischrindern entnommen;
2 Kernspendertier stammte selbst aus Kerntransfer mit embryonalen Zellen;
3 Kernspenderbulle war 17 Jahre alt;
4 Adulte Zellen: Kumulus, Ovidukt, Uterus, Haut, Ohr, Herz, Leber, Niere; Zellen von Neugeborenen: Haut, Ohr, Herz,

Muskel, Uterus, Leber, Niere, Lunge, Euter, Hoden, Nebenhoden; Fetale Zellen: Haut, Niere, Darm, Muskel, Zunge;
5 doppelte Anzahl der Embryotransfers, da generell zwei Embryonen pro Empfängertier eingesetzt wurden;

Effizienz des reproduktiven Klonens mittels Kerntransfer 
von somatischen Zellkernen bei verschiedenen Säugetierspezies

(modifiziert nach Shi et al., 2003)

Tabelle I, Teil 2

Spezies Spenderzelle Morulae oder Nachkommen  Referenz
Blastozysten per per transferierte
fusionierte oder  Embryonen
injizierte Eizelle

Ziege Fibroblasten n.b. (n.b.) 1/27 (4%) Keefer et al., 2001 
2257/396 (57%) 5/184 (3%) Reggio et al., 2001 
52/125 (42%) 5/38 (13%) Zou et al., 2002 

Effizienz 42 – 71% 3 – 13%  

Schwein Granulosa Zellen n.b. (n.b.) 5/72 (7%) Polejaeva et al., 2000 
Fetale Fibroblasten 587/210 (28%) 1/110 (1%) Onishi et al., 2000

25/108 (23%) 2/773 (0,26%) Boquest et al., 2002
(1-5%) 1/46 (2%) De Sousa et al., 2002
41/279 (15%) 4/150 (3%) Hoelker et al., 2004

Transgene fetale 53/557 (10%) 4/458 (0,9%) Park et al., 2001
Fibroblasten 
KO fetale Fibroblasten8 n.b. (n.b.) 7/338 (2%) Lai et al., 2002

n.b. (n.b.) 6/2513 (0,2%) Dai et al., 2002
Doppelt KO fetale n.b. (n.b.) 5/n.b. (n.b.) Phelps et al., 2003
Fibroblasten
Doppelt transgene 41/112 (37%) 4/685 (0,6%) Lee et al., 2003
Fibroblasten9

Effizienz 1 – 37% 0,6 – 7%  

Maus Kumulus Zellen 1385/2468 (56%) 16/1385 (1%) Wakayama et al., 1998 
Fetale Ovar Zellen 108/191 (57%) 4/108 (4%) Wakayama & Yanagimachi, 2001 
Fetale Hoden Zellen 114/212 (54%) 2/112 (2%) Wakayama & Yanagimachi, 2001 
Unreife Sertoli Zellen 210/646 (33%) 7/215 (3%) Ogura et al., 2000a
Fetale Fibroblasten 278/932 (30%) 5/272 (2%) Ono et al., 2001
Schwanzspitzen- 341/633 (54%) 3/x (0,5%) Wakayama & Yanagimachi, 1999
Fibroblasten
Transgene Schwanzspitzen- 281/832 (34%) 8/301 (3%) Ogura et al., 2000b
Firoblasten
Fetals Hirnzellen aus 32/91 (35%) 5/32 (16%) Yamazaki et al., 2001
gesamter Hirnrinde

Effizienz 30 – 59% 0,5 – 16% 

Kaninchen Kumulus Zellen 3717/612 (61%) 6/371 (2%) Chesne et al., 2002 
Follikel Zellen 1007/176 (57%) 1/87 (1%) Challah-Jacques et al., 2003 

Effizienz 57 – 61% 1 – 2% 

Katze Kumulus Zellen n.b. (n.b.) 1/87 (1%) Shin et al., 2002 
Muli Fetale Fibroblasten 113/12010 (94%) 111/113 (1%) Woods et al., 2003 
Pferd Hautzellen 22/841 (3%) 1/17 (6%) Galli et al., 2003
Ratte Fetale Fibroblasten n.b. (n.b.) 3/129 (2%) Zhou et al., 2003
6 Die Blastozysten wurden am Tag 6 biopsiert (Entnahme von 4 des Embryos), um die Expression des Transgenes zu testen;

exprimierende Embryonen, die am Tag 7 wieder ein Blastocoel gebildet hatten, wurden in Empfängertiere eingesetzt;
7 2-bis-4-Zell-Embryonen;
8 Knock-out (KO) bedeutet das Ausschalten eines Allels eines funktionellen Gens;
9 Intrazytoplasmatische Ganz-Zell-Mikroinjektion;
10 Anzahl der transferierten Embryonen, keine Angaben zum embryonalen Stadium;
11 Zwei weitere Trächtigkeiten (Tag 255 & 310) standen zur Drucklegung noch aus

Regine Schreiner Klonen durch Zellkerntransfer – Stand der Forschung
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Tabelle II, Teil 9

Auswahl von Faktoren, welche die Effizienz 
von SCNT beeinflussen

Tabelle III

Faktor Optionen Spezies S.  Referenz

Dauer der In-vitro-Kultur von < 10 Passagen Rind IV (Miyoshi et al., 2003);
Spenderzellen vor NT 10-15 Passagen (Shi et al., 2003a)

> 15 Passagen
Immortalisierte Linie

Zellzyklusstadium der Abhängig vom Zelltyp der Rind IV (Wells et al., 2003a)
Spenderzelle bei NT Spenderzelle

Stimulus zum Stopp des  Medium mit niedrigem  Rind IV (Gibbons et al., 2002)
Zellzyklus der Spenderzelle Serumanteil oder Roscovitine-Zusatz

Vorauswahl der Spenderzellen Molekularbiologische Methoden Rind, Ziege IV (Destrempes et al., 
(Southern Blot, FISH) 2003)

Vorauswahl der Spenderzellen Morphologische Auswertung Rind II (Cho et al., 2003)

Aktivierung der Eizelle Physikalischer oder chemischer Rind I (Bormann et al., 2003)
Stimulus

Aktivierung der Eizelle Unterschiedliche chemische Stimuli Rind II (Rho et al., 2003)

Entkernen der Eizelle UV-Licht und Färbung Ziege III (Gavin et al., 2003)
oder polarisiertes Licht

Entkernen der Eizelle Vor oder nach der Fusion mit Schaf II (Peura et al., 2003)
dem Spenderzellkern

Behandlung der injizierten Zusatz von Lektin Rind II (Du et al., 2003)
Eizelle vor der Fusion (agglutinationsfördernd)

Fusion und Aktivierung Unterschiedliches Timing Rind III (Akagi et al., 2003)

Behandlung der Embryonen Zusatz von Apoptoseinhibitoren n.b. II (Hwang et al., 2003)
in Kultur

Behandlung der Embryonen Einhüllen in Natrium-Alginat Schwein IV (Iwamoto et al., 2003)
in Kultur

Embryotransfer Kotransfer mit Blastozysten aus Rind IV (Kobayashi et al., 2003)
Parthenogenese

Behandlung frühreifer, Hormonbehandlung des Rind IV (Schmidt et al., 2003)
lebensschwacher Empfängertieres oder des
Nachkommen aus SCNT Neugeborenen

S.: Stadium; 
Stadium I: Untersuchungen an parthenogenetisch aktivierten Embryonen; 
Stadium II: SCNT bis zur Embryonenkultur in Morula oder Blastozystenstadium; 
Stadium III: SCNT inklusive Embryotransfer in Empfängertiere; 
Stadium IV: SCNT bis zur Geburt von Nachkommen; 
n.b.: nicht beschrieben

Regine Schreiner Klonen durch Zellkerntransfer – Stand der Forschung
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Abkürzungsverzeichnis

5-aza-dC 5-aza-2´-deoxycytidine
6-DMAP 6-Dimethylaminopurin
Abs. Absatz
ACTH Adenocorticotropes Hormon
Art. Artikel
bp Basenpaare
BSE Bovine Spongiforme Enzephalopathie
BT-Drs. Bundestagsdrucksache
CpG cytosine-guanin dinucleotide
CSF cytostatic factor
CT Chromatin-Transfer
DE differenzierte embryonale Zellen
DMR differentially methylated regions
DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid)
Dnmt DNA-Methyltransferasen
EB embryoid bodies
ECNT embryonic cell nuclear transfer
ES-Zellen embryonale Stammzellen
ESchG Embryonenschutzgesetz
ESCNT embryonic stem cell nuclear transfer
FDA Food and Drug Administration
FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
GG Grundgesetz
H1, H2A, H2B, 
H3, H4 Histonproteine 1, 2A, 2B, 3 und 4
HAR Hyperakute Abstoßungsreaktion
hES humane embryonale Stammzellen
hmSOFaa human serum oviductal fluid with amino acids
ICM inner cell mass
IVF In-vitro-Fertilisation
LOS large offspring syndrome
MHC major histocompatibility complex
miHA minor histocompatibility antigene
MPF M-Phase-Förderfaktor
mt DNA mitochondriale DNA
NEBD nuclear envelope breakdown
NT Nukleus-Transfer (nuclear transfer)
PCC premature chromatin condensation
PrPc bzw. sc proteinase resistant protein (cellular bzw. scrapie)
SCNT somatic cell nuclear transfer
T4 Thyroxin
TBS TATA-binding-Protein
TierSchG Tierschutzgesetz
TSA Trichostatin A
TSE Transmissible Spongiforme Enzephalopathie
Xa Aktives X-Chromosom
Xi Inaktives X-Chromosom
Xist X inactive specific transcript
ZP Zona pellucida
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Glossar

AIAP Allel mit intracisternal A particles, retroviralen Elementen, die im Agouti-Gen von Mäusen 
auftreten können

Allele Ausprägungen eines Gens, die auf homologen Chromosomen am gleichen Genort 
lokalisiert sind

Chimären Organismus, der sich aus einem Mosaik von mindestens zwei genetisch unterschiedlichen
Zelltypen zusammensetzt

Chorea Huntington „Veitstanz“, Extrapyramidales Syndrom mit Hyperkinesen und allgemeiner Hypotonie 
der Muskulatur

Euploidie Bezeichnung für einen artspezifischen, vollständigen Chromosomensatz

Feeder-Zellen Ammenzellen

GABA Gammaaminobuttersäure (-acid), wichtigster inhibitorischer Neurotransmitter im ZNS

Gen Spezifikationen
Grb10 GeneID: 14783, alias Meg1, Maus, growth factor receptor bound protein 10
Gtl2 GeneID: 17263, alias Meg3, Maus
Mest GeneID: 17294, alias Peg1, Maus
Nnat GeneID: 18111, alias Peg5, Maus, neuronatin
Dlk1 GeneID: 13386, alias Peg9, Maus, delta-like homolog
Slc22a1I GeneID: 18400, alias Slc22a18, Maus, solute carrier family 22
U2af1-rs1 GeneID: 22183, alias SP2, Maus, U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliary factor 1 

related sequence 1
Sgce GeneID: 20392, Maus, sarcoglycan epsilon
Cdkn1c (p57) GeneID: 12577, alias P57kip2, Maus, cyclin-dependent kinase inhibitor 1C
Oct4 GeneID: 18999, alias Pou5f1, Maus, Pou domain, class 5, transcription factor 1
H19 GeneID: 14955, Maus
Igf2 GeneID: 16002, Maus, insulin-like growth factor 2
Igf2r GeneID: 16004, Maus, insulin-like growth factor 2 receptor/

GeneID: 281849, Rind, insulin-like growth factor 2 receptor

G0/G1 Phase Postmitotische Ruhephasen des Zellzyklus: diploide Interphase (Vorliegen einzelner 
Chromatiden) mit kontinuierlicher Erhöhung der RNA und Proteinsynthese; Eine G1-Phase
ohne nachfolgende S-Phase wird als G0-Phase bezeichnet

Hämatopoietisch Involviert in die Blutbildung

Homöostase Konstanz bzw. Aufrechterhaltung des inneren Körpermilieus

In vitro Im (Reagenz-) Glas d. h. außerhalb des Organismus

In vivo In einem lebendigen Organismus

Karyotyp Anzahl und Form der im Zellkern vorhandenen Chromosomen

Keimbahnzellen Alle Zellen, die in einer Zelllinie von der befruchteten Eizelle bis hin zu den Ei- und 
Samenzellen des aus ihr hervorgegangenen Lebewesens führen

Kryokonservierung Bei –196°C erfolgende Kälte- oder Tiefgefrierkonservierung
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