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Zusammenfassung

Die vorliegende Studie hat zum Ziel, das Potential des kerntransferbasierten Klonens
flr die grundlagenorientierte und angewandte biomedizinische Forschung zu untersu-
chen, seine nach heutigem Wissen erkennbaren Grenzen und Risiken zu benennen, so-
wie vorhandene Alternativen zu diskutieren. Sie tut dies in vier Schritten:

(1) Der erste Teil ist der Untersuchung des Beitrags des Klonens fir die biologische
und medizinische Grundlagenforschung gewidmet. Dabei geht es zum einen darum,
welchen Beitrag das Klonen als Methode zur Erweiterung des Wissens uber grundle-
gende biologische Prozesse leisten kann. Zum anderen aber stellt das Klonen ein Pha-
nomen dar, Uber dessen grundlegende Mechanismen wenig bekannt ist, und das selber
der Untersuchung bedarf.

Grundlage fur die hier vorgenommene Potentialeinschéatzung ist eine Bestandsauf-
nahme des Wissens zur Differenzierung und Dedifferenzierung von Zellen und zur Em-
bryonalentwicklung. Im Ergebnis zeigt sich, dall noch weitgehend unklar ist, warum das
Klonen einerseits berhaupt méglich ist, und warum es andererseits so ineffizient er-
folgt. Eine der entscheidenden Fragen dabei ist, wie das ,,Rlcksetzen” des Genoms ei-
ner differenzierten Zelle in einen quasi embryonalen Zustand erfolgt. Anhand bekannter
zell- und molekularbiologischer bzw. -genetischer Mechanismen, die bei Differenzie-
rungsprozessen eine Rolle spielen (wie z.B. das selektive Ablesen des Genoms oder
seine Organisation in Doménen) werden mogliche Modelle dafur diskutiert.

Eine zentrale Rolle scheinen epigenetische Prozesse zu spielen, die das Klonen zu-
gleich ermdglichen als auch erschweren. Epigenetische Prozesse werden der nach den
Gesetzen der klassischen Genetik erfolgenden Vererbung gleichsam aufgelagert. Es
handelt sich dabei um prinzipiell reversible Zustande des Erbguts, die seinen Informati-
onsgehalt nicht verandern, wohl aber seine Umsetzung. Bekannte epigenetische Pha-
nomene lassen sich in zwei Gruppen einteilen:

* Zum einen in solche, die in individuellen Zellen wirksam werden und die dazu
fihren, dal die Erbinformation selektiv und sequentiell abgelesen wird, was letztlich zu
einer Differenzierung und funktionellen Spezialisierung der betreffenden Zelle fiihrt.
Die Methylierung, die Organisation von Genen in Doménen und die Chromatinstruktu-
ren sind solche epigenetischen Eigenschaften des Genoms, die nicht unmittelbar durch
seine Sequenz bedingt sind, sondern ein Resultat der spezifischen Organisations- und
»Verpackungsweise* des Erbmaterials in den Zellen sowie von vorangegangenen Ent-
wicklungsschritten. Sie beeinflussen das Expressionsverhalten von Genen, nicht aber



deren in der DNA-Sequenz festgelegten Informationsgehalt. Sie sind dem Genom
gleichsam als ,,Zusatzvermerke* aufgelagert, die der Zelle sagen, wie sie mit dem je-
weiligen Sequenzinhalt verfahren soll. Beim kerntransferbasierten Klonen kénnten sol-
che Zusatzvermerke im Zuge der vollstdndigen Reprogrammierung des Donorzellkerns
verfalscht werden, mit dem Ergebnis, das wichtige Gene kiunftig nicht mehr zur Expres-
sion gelangen oder am falschen Ort zur falschen Zeit aktiviert werden. Unsere Analyse
publizierter experimenteller Untersuchungen zeigt, dal® solche epigenetisch bedingten
Expressionsveranderungen nach einem Kerntransfer tatsachlich auftreten kénnen, und
hierin konnte das eigentliche Problem der Klonprozedur, bzw. die Ursache fur ihre ge-
ringe Effizienz und die hohe Mortalitéat der Tiere liegen.

Aus den bisherigen Befunden laRt sich weiterhin schliel3en, daR das kerntransferba-
sierte Klonen statistischen Einflissen unterliegt; es gehorcht also keiner direkten Kau-
salbeziehung in dem Sinne, dal’ der Transfer eines Zellkerns in eine entkernte Eizelle
unweigerlich zur Entstehung eines entwicklungsféahigen Embryos fuhrt. Vielmehr sind
das Zurlcksetzen der differenzierten Zelle in den Embryonalzustand und ihre Re-
programmierung* durch das Zytoplasma der Eizelle komplexe Prozesse, deren Einzel-
schritte voneinander unabhéngig abzulaufen scheinen. Um die normale Entwicklung
eines Embryos bzw. Lebewesens sicherzustellen, missen alle fehlerfrei durchgefihrt
werden. Geschieht das nicht, sterben die Embryonen ab oder der betreffende Organis-
mus entwickelt frilher oder spater Funktionsstérungen. Die Uberlebensrate klonierter
Embryonen ist somit das Produkt der einzelnen Erfolgswahrscheinlichkeiten unabhén-
giger Reaktionen.

* Ein zweiter Typ epigenetischer Prozesse resultiert in einer unterschiedlichen
Vorpréagung von Genen in der méannlichen und weiblichen Keimbahn. Dieses Phanomen
wird ,,Imprinting” genannt. Forschungsarbeiten der letzten zwei Jahrzehnte zeigen, dal3
der Phé&notyp eines Organismus nicht nur durch die im Erbgut enthaltenen Informatio-
nen und die Umgebungsbedingungen beeinfluRt wird, sondern auch von diesen Vorpra-
gungen. Das Zytoplasma der Eizelle spielt dabei eine zentrale Rolle. Beim Klonen kann
es das Genom des Spenderkerns mit ,,falschen* epigenetischen Vermerken versehen
oder vorhandene wichtige streichen. Dies kann die Ablesung des Spendergenoms un-
gunstig beeinflussen. Das Zytoplasma der empfangenden Eizelle kontrolliert also Gber
epigenetische Mechanismen mit, welchen Phanotyp ein durch Kerntransfer erzeugtes
Tier entwickelt. Aufgrund solcher Umprogrammierungen im Genom kann nicht ausge-
schlossen werden, dal? durch das Klonen mobile genetische Elemente wie z.B. endoge-
ne Retroviren oder retrovirale Sequenzen aktiviert werden, auch wenn es dafiir bislang
keine experimentelle Evidenz gibt. Das kerntransferbasierte Klonen birgt also das Risi-



ko, daB sich epigenetische Modifikationen des Spendergenoms andern, und diese Ande-
rungen sich unter Umstanden sogar auf die méglichen Nachkommen eines geklonten
Tieres vererben. Die Bedingungen, unter denen solche Fehler geschehen, bedurfen der
naheren Untersuchung.

(2) Im zweiten Teil geht es um die mogliche Bedeutung des Klonens fir die ange-
wandte biomedizinische Forschung. Zentrale Fragestellung dieses Teils ist, ob und in
welchen Bereichen das Klonen dazu beitragen kann, die Bearbeitung vorhandener wis-
senschaftlicher oder technischer Probleme in der angewandten biomedizinischen For-
schung zu beférdern, und ob es selber auch neue Handlungsfelder fiir die Medizin er-
Offnet.

Behandelt wird zunachst das sogenannte ,,Gen-Pharming®. Darunter versteht man die
Verwendung transgener Tiere zur Erzeugung therapeutisch nutzbarer (humaner) Protei-
ne in der Milch. Hier liegt auf absehbare Zeit eines der Hauptanwendungsgebiete des
kerntransferbasierten Klonens, da es die Erzeugung der entsprechenden transgenen Tie-
re im Vergleich zu den herkdmmlichen Verfahren effektiver und zielgerichteter macht.
Auch ist der dafir bendtigte Zeitaufwand aufgrund der durch die Zellkultur gegebenen
Vorselektionsmoglichkeiten geringer. Bei Verfligbarkeit solcher Tiere kann die Wirk-
stoffproduktion in groRen Mengen und verhaltnismaRig preiswert erfolgen. Eine aus
wenigen Tieren bestehende Herde kann u.U. ausreichen, um den weltweiten Bedarf
eines Wirkstoffs zu befriedigen. Dies kann im Einzelfall zu einer Reduktion der Zahl
der dafurr benétigten Versuchs- oder Produktionstiere fihren. Allerdings enstehen fir
die Tiere auch Risiken, die durch die Transgenesis, durch die biologische Aktivitét des
produzierten Proteins und durch das Klonverfahren selber bedingt sind. Gefahrdungen
fir Menschen kdnnen durch Veranderungen der Produkte sowie durch die mogliche
Aktivierung und Ubertragung von Krankheitserregern entstehen, wobei vor allem erste-
re durch sorgfaltige Arzneimittelprifungen weitgehend ausgeschlossen werden kénnen.

Ein weiterer Bereich, in dem der Einsatz transgener Tiere vorgesehen ist, ist die Xe-
notransplantation. Um jedoch ein ,,ideales Organspender-Schwein® zu konstruieren,
miflten bis zu etwa einem Dutzend Gene beim Schwein verandert werden. Mit den her-
kémmlichen Methoden der Transgenesis ist dies praktisch nicht machbar; die Konstruk-
tion entsprechender Tiere wirde viel zu lange dauern. Durch das Klonen ist nun die
Madglichkeit gegeben, zunéchst Zellen in der Zellkultur mit den gewtinschten geneti-
schen Veranderungen zu versehen, bevor aus ihnen mit Hilfe des kerntransferbasierten
Klonens ein vielfach transgenes Tier regeneriert werden kénnte. Aber auch wenn das
ideale Spendertier auf diesem Wege geschaffen werden kann, wéren damit noch nicht
alle Probleme der Xenotransplantation geldst. Die chronische AbstofRung bleibt vermut-



lich bestehen. Auch ist nicht gesichert, dal} das Xenoorgan seine Funktion im Rezipien-
ten tatsachlich erfillt. Bestehen bleibt auch das Problem der moglichen Adaptation tie-

rischer Viren an die menschliche Population. Zur Ldsung der beiden zuletzt genannten

Probleme kann das Klonen kaum etwas beitragen.

Wozu es aber maglicherweise einen groRen Beitrag leisten konnte ist die Zlichtung
von humanem Ersatzgewebe. Hierzu sind prinzipiell zwei Wege denkbar: a. Mit Hilfe
der Kerntransfermethode wirde ein friher Embryo erzeugt.Aus diesem kdénnten in Kul-
tur pluripotente embryonale Stammzellen gewonnen werden. Die Gewinnung solcher
Zellen ist beim Menschen allerdings auch aus in vitro-gezeugten Embryonen noch nicht
gelungen. AuBerdem wiirde ein solches Verfahren die ethisch problematische Erzeu-
gung und Verwertung eines menschlichen Embryos erfordern - es sei denn, es konnten
Eizellen von Tieren als Empfanger der Zellkerne verwendet werden. Doch diese Ent-
wicklung steht ganz am Anfang und beinhaltet eigene Probleme. b. Der zweite Weg
liegt vermutlich in noch fernerer Zukunft und wirde auf die Etablierung eines in vitro-
Systems zur Dedifferenzierung und Redifferenzierung von somatischen Zellen hinaus-
laufen. Dadurch kénnte das Zurlicksetzen der Spezialisierung somatischer Zellen und
ihre - mit zuvor isolierten Faktoren induzierte - Differenzierung in vitro erreicht wer-
den, ohne dal’ ein Kerntransfer in eine Eizelle erfolgen oder ein Embryo erzeugt werden
muf.

Untersucht wird auch, welche neuen Perspektiven das Klonen fir die Gentherapie
Offnet. Hier richtet sich die Hoffnung auf die Zlichtung transgener pluripotenter Zellen,
die als Vektoren fiir die Ubertragung therapeutischer Gene dienen konnten. Die Ent-
wicklung solcher Zellen ist jedoch auch mit Hilfe der Kerntransfermethode mit erhebli-
chen Schwierigkeiten konfrontiert. Durch das Klonen eréffnet sich weiterhin die M6g-
lichkeit, mitochondrial bedingte Krankheiten dadurch zu behandeln, dai? der Zellkern
eines betroffenen Embryos in die entkernte Eizelle einer gesunden Spenderin Ubertra-
gen wird. Obwohl dieses Verfahren relativ einfach ist und weder das Klonen eines er-
wachsenen Menschen noch die Vervielfaltigung von Embryonen beinhaltet, besteht sein
Problem darin, dal} es sich dabei um eine Keimbahnmanipulation handelt.

Ein letzter Bereich, in dem das Klonen in der anwendungsorientierten biomedizini-
sche Forschung moglicherweise nutzbringend eingesetzt werden konnte, ist die Herstel-
lung von transgenen Tieren als Tiermodelle fur menschliche Krankheiten. Erstmalig
lieRen sich auf diesem Wege auch Krankheitsmodelle in transgenen GroRtieren schaf-
fen, die je nach zu untersuchender Krankheit im Hinblick auf anatomische, physiologi-
sche oder genetische Charakteristika bisherigen Mausmodellen tberlegen sein kénnen.
Inwieweit solche Modelle sich tatsachlich realisieren lassen, héngt nicht nur von ver-
besserten Kenntnissen Uber die Genetik von GroRtieren ab, sondern vor allem auch von



den fir den Umgang mit Groftieren notwendigen praktischen Gegebenheiten. Grund-
sétzlich mul jedoch bei der Konzeption von Tiermodellen sorgfaltig geprift werden, ob
das Krankheitsmodell, das unter den bei dem betreffenden Tier gegebenen biologischen
Voraussetzungen nach genetischen Eingriffen und Klonierung erzeugt werden kann,
tatsdchlich mit der beim Menschen vorfindbaren Krankheit vergleichbar ist.

Der Herstellung genetisch identischer Tiere mittels des Klonens zur vergleichenden
Untersuchung von Arzneimitteln kommt vermutlich keine Bedeutung zu.

(3) Im dritten Teil der Untersuchung geht es spezifischer um die biologischen Risi-
ken und technischen Grenzen des kerntransferbasierten Klonens. Die Erzeugung von
Tieren mithilfe eines technischen Verfahrens, das in radikaler Weise die natirlichen
Prozesse der Reproduktion und frithen Embryonalentwicklung manipuliert, provoziert
weitreichende Fragen nach seinen Unsicherheiten, Risiken und Grenzen. Die Tatsache,
dafi? die meisten der durch dieses Verfahren erzeugten Embryonen sich nicht weiterent-
wickeln, zeugt davon, dal? das kerntransferbasierte Klonen ein héchst riskantes Verfah-
ren ist.

Die Grundlagen fiir die Erdrterung der hier zu behandelnden Fragen wurden im ers-
ten Hauptteil bereits gelegt. Folgende Risiken fur die klonierten Organismen wurden
identifiziert: a. Veranderung von Imprinting- und Methylierungsmustern, wodurch die
Expression wichtiger Proteine verandert werden kann; b. Verwendung von Zellen mit
unbekannten (somatischen) Mutationen, die das Entwicklungspotential eines Klonemb-
ryos beeintrachtigen kénnen; c. Ubertragung der Veranderungen auf nachfolgende Ge-
nerationen; d. Bildung von neuen infektiosen Agentien durch Aktivierung endogener
viraler Sequenzen. Zumindest aus der Perspektive dessen, was wir heute tiber die Kom-
plexitat der Prozesse wahrend des Klonens wissen, werden auch seine Risiken von un-
abhangig wirkenden Faktoren bestimmt, die schwer vorherzusehen und zu kontrollieren
sind.

(4)  Technikfolgenabschatzung bleibt in ihrer analytischen Tiefe beschrénkt, wenn
nicht auch die Alternativen zu der betrachteten Technik untersucht werden. Erst ein
Vergleich verschiedener verfligbarer Optionen zur Bearbeitung einer Frage oder eines
Problems ermdglicht ihre Bewertung.

Aus diesem Grunde wurde zundchst untersucht, welche Alternativen zum Klonen auf
der methodischen Ebene existieren. Hier zeigt sich, da es eine Querschnittstechnik ist,
die in unterschiedlichen Bereichen zur Erzeugung von zelluléren Studienobjekten,
transgenen Tieren, embryonalem bzw. pluripotentem Gewebe, und nicht zuletzt auch
zur Herstellung menschlicher Embryonen eingesetzt werden kann. Es erscheint uns des-
halb nicht mdglich, eine einzige methodische Alternative zu benennen, sondern die ver-



schiedenen Einsatzfelder des Verfahrens mussen separat untersucht werden. Vor allem
im Hinblick auf die Erzeugung humanen Ersatzgewebes kdnnte die Entwicklung eines
in vitro-Systems zur Zelldifferenzierung und Dedifferenzierung eine wissenschaftlich
technische Option mit groRen Potentialen zu sein, die das Entstehen und die Verwer-
tung von menschlichen Embryonen bei der Erzeugung von Ersatzgewebe vermeiden
helfen kdnnte. Entsprechende Forschungsaktivitaten sind aus unserer Sicht forderungs-
wirdig.

Zum zweiten wurden konzeptionelle Alternativen im Bereich der entwicklungsbio-
logischen Grundlagenforschung und im Hinblick auf die Entwicklung von Tiermodellen
fir menschliche Krankheiten diskutiert. Es zeigt sich, da’ dem dominierenden geneti-
schen Paradigma in beiden Bereichen konkurrierende Konzepte gegeniiber gestellt wer-
den koénnen, die von Wissenschaftlern selber artikuliert werden, und die alternative In-
terpretationen der Bedeutung von Genen bei Entwicklungs- und Krankheitsprozessen
zur Folge haben. Ob und wie weitgehend diese Konzepte zu einer Veradnderung des Me-
thodenspektrums in der biomedizinischen Forschung oder gar dazu fiihren wirden, dal
das Klonen zwar als Methode zur Herstellung von Klonen, nicht aber als Methode zur
Gewinnung relevanter biologischer oder medizinischer Erkenntnis angesehen wird, muf}
offen bleiben, denn der Forschungsprozel® wird zumindest ebenso sehr von methodi-
schen, wie von konzeptionellen Innovationen vorangetrieben.



1 Einfihrung

Klone im Sinne von genetisch identischen Molekdilen oder Zellen sind aus der moder-
nen biologischen und medizinischen Forschung nicht mehr wegzudenken. Fur Gentech-
niker, Molekular- und Zellbiologen sind sie Werkzeug und Studienobjekt zugleich. Oh-
ne Klonierungstechniken 1aRt sich weder die Basensequenz eines Gens bestimmen noch
ein menschliches Protein wie etwa Insulin in Bakterien herstellen, jedenfalls nicht mit
den bislang tblichen Methoden. Klonierungstechniken gaben den biomedizinischen
Wissenschaften in den letzten Jahren enormen Anschub.

Das Wort ,,Klon* stammt aus dem Griechischen und bedeutet SproR oder Zweig. In
der Biologie versteht man unter einem Klon ein Individuum, das mit einem anderen im
Idealfall genetisch identisch, also erbgleich, ist, oder eine Gruppe solcher genetisch
identischer Individuen. Der Begriff ist mithin doppeldeutig — er bezeichnet einzelne
Individuen wie auch eine Gruppe. Individuen in diesem Sinne kdnnen sein: DNA-
Molekdile (molekulare Klone), einzelne Zellen (zellulare Klone, zum Beispiel Einzeller
wie Bakterien oder Kulturen von Zellen eines vielzelligen Organismus) oder vielzellige
Organismen (beispielsweise aus Ablegern gezogene Pflanzen oder eineiige Zwillinge).
Klone sind das Ergebnis ungeschlechtlicher Vermehrungsvorgange, etwa einer Zelltei-
lung oder der Aufspaltung eines frilhen Embryos in zwei sich nebeneinander weiterent-
wickelnde Embryonen, wie es bei der Entstehung von eineiigen Zwillingen geschieht.!

Bisher waren fiir die biomedizinische Forschung vornehmlich molekulare und zellu-
lare Klone von Belang. Solche Klone erlauben die Analyse von DNA-Molekilen und
die Untersuchung physiologischer und pathologischer Vorgange auf Zellebene (etwa
die Entartung einer normalen Zelle zur Krebszelle). Nur in der Masse erbgleicher Zellen
oder DNA-Molekdile lassen sich Dinge erkennen, die auf der Ebene einer einzelnen
Zelle oder eines einzelnen Nukleinsdauremolekils kaum erfal3bar sind.2

Organismische Klone hingegen waren bislang von untergeordneter Bedeutung, nicht
zuletzt deswegen, weil sie gerade bei Saugern recht schwierig zu erzeugen sind. Letzte-

1 Ein weiterer ungeschlechtlicher Vermehrungsvorgang ist die Parthenogenese (,,Jungfernzeugung*), wie
sie etwa bei bestimmten Insekten (beispielsweise Blattlausen) und manchen Reptilien vorkommt. Doch
nicht zwangslaufig sind parthenogenetisch entstandene Nachkommen Klone ihrer Mutter. Wenn ihrer
Entstehung eine Meiose vorausging, ist das Genom der Mutter halbiert und umsortiert, so daB die SproR-
linge nicht alle Allele der Mutter erben, mit ihr also nicht genetisch identisch sind.

2 Mit der PCR-Methode (Polymerase-Kettenreaktion) lassen sich unter optimalen Bedingungen auch
einzelne Zellen oder DNA-Molekiile untersuchen. Freilich ist die PCR strenggenommen ebenfalls ein
Klonierungsvorgang: ein DNA-Molekuilabschnitt wird identisch vervielfaltigt. Nur geschieht dies hier
rein enzymatisch; man kommt dabei, anders als bei den ,,klassischen* Klonierungstechniken, ohne leben-
de Systeme aus.
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res gilt trotz der klonierten Schafe Dolly und Polly und anderer geklonter Sduger nach
wie vor. Gleichwohl zeigt Cumulina, die erste aus adulten Zellen geklonte Maus, da
die Technik zum Klonen von Saugetieren fortschreitet.

Zur Erzeugung organismischer Klone bei Saugern gibt es prinzipiell zwei Wege.

e Zum einen das Embryosplitting, also die Durchtrennung eines friilhen Embryos, in
Nachahmung der natiirlichen Entstehung eineiiger Zwillinge, die erstmals 1892 von
Hans Driesch an friihen Seeigelembryonen durchgefiihrt wurde.

e Zum anderen ein Verfahren, das in der Natur ohne Beispiel ist: die Uberfiinrung ei-
nes diploiden Zellkerns in das Zytoplasma einer entkernten Eizelle. Der eingebrachte
fremde Zellkern kann die Entwicklung der Eizelle zum Embryo steuern, mitunter
auch bis zum ausgewachsenen Tier. Dieses besitzt dann die genetische Ausstattung
des Organismus, aus dem der Zellkern stammt, und hat mit der urspriinglichen Eizel-
le — wenn man vom mitochondrialen Genom3 absieht — genetisch nichts gemein. Es
ist gleichsam ein verspéteter eineiiger Zwilling des Kernspenders.

Zumeist wird dabei von Zellkerntransplantation oder Zellkerntransfer gesprochen, ob-
wohl bei der bislang bei Sdugern gangigen Methode nicht allein der Zellkern transfe-
riert wird. Vielmehr wird mittels elektrischer Impulse die gesamte zu klonende Zelle
mit einer entkernten (genauer: ihrer Metaphaseplatte beraubten) reifen Eizelle ver-
schmolzen; es gelangen also auch die Zytoplasmakomponenten der Spenderzelle in das
Fusionsprodukt hinein. Auf diese Weise ist das Klonschaf Dolly erzeugt worden (Wil-
mut et al. 1997). Grundsétzlich ist die Methode bereits seit Mitte der achtziger Jahre
verfiigbar (Willadsen 1986). Schon vor Dolly sind Schafe, Rinder und andere Sauger
nach dem gleichen Prinzip entstanden, allerdings nicht aus Zellen erwachsener Tiere.

Mit einer abgewandelten Methode (nicht durch Zellfusion, sondern durch Injektion
weitgehend zytoplasmafreier Zellkerne in entkernte Eizellen) ist es Ryozu Yanagimachi
von der Universitat von Hawaii und seiner internationalen Arbeitsgruppe inzwischen
auch gelungen, Mduse aus adulten Zellkernen zu klonen, unter anderen besagte Cumu-
lina (Wakayama et al. 1998). Das ist ein Ergebnis, das in seiner Bedeutung dem von
Dolly kaum nachsteht, und ihn aus zwei Griinden vielleicht noch tbertrifft: Zum einen
galten gerade Mause nach bisheriger wissenschaftlicher Erfahrung als besonders schwer
zu klonen; Fachleute hielten es fur kaum moglich, von einer ausgewachsenen Maus

3 Mitochondrien sind durch Membranen abgegrenzte Strukturen (Organellen) im Zytoplasma, die die
Energieversorgung der Zelle sicherstellen und ein eigenes kleines Genom besitzen. Die meisten ihrer
Funktionen werden jedoch vom Genom des Zellkerns gesteuert. Gleichwohl ist das mitochondriale Ge-
nom nicht unwichtig: Schadigungen darin kénnen zu Krankheitsbildern fiihren. Bei der Kerntransfer-
technik durch Zellfusion gelangen die Mitochondrien der Spenderzelle zwar ebenfalls in die entkernte
Eizelle, diese steuert jedoch den weitaus gréBeren Anteil der Organellen zum entstehenden Embryo bei.
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einen Klon herzustellen, jedenfalls nicht in praktikabler Weise4. Cumulina zeigt jedoch,
daf? die technischen Grenzen, die zunéchst aufgrund speziesspezifischer Eigenarten
gegeben waren, tberwindbar sein kénnen und dal vermutlich jedes Saugetier geklont
werden kann, inklusive des Menschen.

Zum anderen ist Cumulina fir die Grundlagenforschung insofern besonders bedeut-
sam, als sich an Mausen weit bequemer, billiger und schneller Forschung betreiben laRt
als an Schafen oder Rindern. Auch (und nicht zuletzt aus diesem Grund) ist das bisher
angesammelte Grundlagenwissen, auf dem aufgebaut werden kann, bei Mausen erheb-
lich umfangreicher als bei jedem anderen Séuger. Das Klonen von Mausen aus adulten
Zellen eroffnet daher neue Wege, Klonierungstechniken zu verbessern, Risiken fir die
betroffenen Tiere zu untersuchen und grundlegende Fragen der Embryonalentwicklung
sowie des beim Klonen notwendigen Riicksetzungs der Spezialisierung oder Differen-
zierung von Zellen zu erforschen.

Hintergrund bei der Erzeugung von Dolly war freilich nicht das Interesse an Grund-
lagenfragen, sondern die Produktion therapeutisch einsetzbarer Proteine mit Hilfe von
transgenem Milchvieh. Transgene Tiere tragen ein oder mehrere kinstlich eingebrachte
Gene in ihrem Genom, die sie auch an die Nachkommen vererben kénnen. Die Kern-
transfertechnik hat zwar mit der Produktion transgener Tiere zundchst nichts zu tun;
anders wird es jedoch, wenn zur Herstellung von Klonen Zellkerne von Zellen verwen-
det werden, die zuvor in Kultur genetisch manipuliert wurden. Wie sich gezeigt hat, ist
dies maoglich: Das Schaf Polly wurde aus einer solchen Zelle geklont und tragt das
menschliche Gen fir den Blutgerinnungsfaktor 1X (Schnieke et al. 1997).

Madglicherweise lassen sich mit einem erweiterten Verfahren auch gezielt Gene von
GroRtieren ausschalten beziehungsweise neue Gene an bestimmte Stellen ihres Chro-
mosomensatzes einfiihren. Diese Verfahren werden ,,Gen-Knockout* und ,,Gen-
Targeting” genannt. Bei Mausen wurden sie bereits erfolgreich angewandt (,,Knockout-
Mause*). Das bei der Maus eingesetzte Verfahren konnte jedoch bislang nicht auf ande-
re Sauger Ubertragen werden. Mit Hilfe des kerntransferbasierten Klonens riicken Gen-
Targeting und Gen-Knockout nun auch bei Nutztieren in den Bereich der Machbarkeit.
Dadurch lieRen sich etwa Untersuchungsmodelle fiir menschliche Krankheiten schaffen,
die in der Maus nur schlecht simuliert werden kénnen, oder Schweine erzeugen, deren
Organe nach Transplantation in den Menschen besser vertréaglich sind.

Noch ist unklar, wie realistisch diese Hoffnungen und Perspektiven sind. Unklar ist
auch, mit welchen in der Biologie von Tieren begriindeten Grenzen das Klonen kon-

4 Siehe Interview mit Davor Solter in der ZEIT (Albrecht et al. 1998). Und Alan Colman, einer der von
uns befragten Experten, meinte zu Cumulina: ,,I was quite surprised.”
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frontiert sein wird, und welche Risiken es fiir die Tiere mit sich bringt. Die molekularen

Vorgange bei der Reprogrammierung differenzierter Zellkerne nach dem Transfer in

Eizellen sind noch weitgehend ungeklart, und die geringe Effizienz des Klonens ist ein

Hinweis darauf, dal? bei diesem Prozel viele Fehler passieren kénnen.

Diese Untersuchung hat zum Ziel,

1.

den derzeitigen Stand der Kenntnis (ber die Grundlagen des Klonierens sowie die
dabei relevanten biologischen Fragen darzustellen;

. die Mdglichkeiten und Grenzen des Klonens in der biomedizinischen Grundlagen-

forschung zu explorieren, wobei der Schwerpunkt auf den Fragen der Differenzie-
rung und Dedifferenzierung von Zellen sowie der Embryonalentwicklung liegt;

die Mdglichkeiten und Grenzen des Klonens in der angewandten medizinischen For-
schung auszuloten, und zwar in den Bereichen des Gen-Pharmings, der Xe-
notransplantation, der Zelltherapie, der autologen Transplantation und der Genthera-
pie, sowie der praklinischen Forschung;

die bereits heute erkennbaren und aufgrund indirekter Hinweise maglichen biologi-
schen Risiken des kerntransferbasierten Klonens fir die betroffenen Tiere und Dritte
zu untersuchen, sowie

der Frage nachzugehen, ob und wenn ja in welchem Bereich und auf welcher Ebene
Alternativen zum Klonen vorhanden oder vorstellbar sind, die zumindest einen par-
tiellen Verzicht auf dieses gesellschaftlich umstrittenen Verfahrens moglich erschei-
nen lassen.

Aufgabe dieser Untersuchung ist es nicht, die ethischen Aspekte des kerntransferbasier-
ten Klonens und seiner Anwendungsmaoglichkeiten zu untersuchen. Allerdings behalten
sich die AutorInnen vor, auf Befunde oder Entwicklungen hinzuweisen, die in Hinblick
auf eine nicht nur die biologischen oder medizinischen Fragestellungen betreffende
Bewertung relevant sind.
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2 Klonen in der biologischen und medizinischen
Grundlagenforschung

2.1 Entwicklung des kerntransferbasierten Klonens

Bereits in den 30er Jahren hatte der deutsche Embryologe und Nobelpreistrdger Hans
Spemann die Idee, Kerne aus Zellen verschiedener Differenzierungsstadien in entkernte
Eizellen einzubringen und deren Entwicklung zu beobachten. Ein solch ,,phantasti-
sches* Experiment, wie er selbst es nannte, sollte geeignet sein, das Entwicklungspoten-
tial differenzierter Zellkerne zu analysieren und nachzuprufen, ob sie noch die komplet-
te genetische Information besitzen. Dies war damals noch keineswegs Klar. Freilich sah
er kaum die technische Maglichkeit, ein derartiges Experiment durchzufuhrens. Doch
1952 wurde Spemanns Gedanke von Robert Briggs und Thomas King am Leo-
pardfrosch Rana pipiens verwirklicht: Sie fiihrten Zellkerne aus friihen Froschembryo-
nen (im Blastulastadium) in Froscheier ein. Ihre Experimente fihrten immerhin zur
Entwicklung von Kaulquappen (Briggs & King 1952). John Gurdon (1962, 1986) konn-
te schliel3lich beim Krallenfrosch Xenopus laevis mittels der Kerntransferprozedur auch
adulte Frosche entstehen lassen. Dies geschah jedoch nur, wenn er Kerne aus Zellen
von Embryonen bis hin zu friihen Kaulquappen verwendete. Kerne aus adulten Fro-
schen indes konnten die Entwicklung einer entkernten Eizelle nur bis zum Stadium der
Kaulquappe steuern. Wie diese Experimente nahelegten, scheint das Potential eines
Zellkerns die Entwicklung eines Lebewesens bis zum adulten Stadium zu steuern, und
damit die Effizienz des kerntransferbasierten Klonens mit steigendem Differenzie-
rungsgrad der Spenderzelle abzunehmen.

Bei Séugern gelang das kerntransferbasierte Klonen erst in den achtziger Jahren, und
vor Dolly nur mit Kernen embryonaler Zellen. Den Anfang machten, wie es zunachst
schien, Karl llimensee von der Universitat Genf und Peter Hoppe vom Jackson-
Laboratorium in Bar Harbor (US-Bundesstaat Maine): 1981 behaupteten sie, ihnen sei
es gelungen, drei Mduse aus relativ weit entwickelten embryonalen Zellkernen zu klo-
nen (llimensee & Hoppe 1981). Doch konnten weder sie noch sonst jemand dieses Ex-
periment erfolgreich wiederholen, so dal3 ihre Veroffentlichung bald als Betrug galt
(Kolata 1997a S. 156 ff., Albrecht 1998). James McGrath und Davor Solter (1984a),
seinerzeit am Wistar-Institut in Philadelphia (Pennsylvania), kamen sogar zu dem Er-
gebnis, dal? es biologisch unmdglich sei, Méuse selbst aus Kernen von frithen embryo-
nalen Zellen (Blastomeren) zu klonen. Damals nahm man allgemein an, dies gelte fiir

5 Spemann 1936, zitiert nach Kolata 1997a, S. 82f
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alle Sauger. Gleichwohl erwies sich das Klonen von Sdugern — auf Basis und unter
Weiterentwicklung der von McGrath und Solter (1983) entwickelten Kerntransfertech-
nik — schlieRlich doch als durchfiihrbar.

Zunachst allerdings nur mit embryonalen Zellen bzw. Zellkernen. Als erster hatte
Steen Willadsen am AFRC-Institut fir Tierphysiologie in Cambridge (UK) bei Schafen
Erfolg: Er fusionierte Blastomeren aus Embryonen des 8-Zell-Stadiums mit entkernten
Oozyten und gewann aus diesem Experiment offensichtlich gesunde Lammer (Willad-
sen 1986). Kurz darauf zog die Arbeitsgruppe um Randall Prather und Neil First von
der Universitat Wisconsin in Madison mit Rindern nach: lhr gelang es, mittels der
Kerntransfertechnik Kalber aus Blastomeren des 8- bis 16-Zell-Stadiums zu klonen
(Prather et al. 1987). Stephen Stice und James Robl von der Universitat Massachusetts
in Amherst dokumentierten im anschlieRenden Jahr das Klonen von Kaninchen aus
Blastomerenkernen des 8-Zell-Stadiums (Stice & Robl 1988). Ebenso gelang das Klo-
nen von Schweinen aus Blastomerenkernen des 4- bis 8-Zell-Stadiums (Prather et al.
1989, Robl & Stice 1989), von Méusen aus solchen des 2-, 4- und 8-Zell-Stadiums
(Tsunoda et al. 1987, Kono et al. 1992, Cheong et al. 1993), von Ziegen aus 32-Zell-
Blastomeren (Zhang et al. 1991, Zhang & Li 1998) und schlielRlich auch von Primaten:
Die Gruppe um Don Wolf vom Oregon Regional Primate Research Center in Beaverton
Klonte im letzten Jahr Rhesusaffen aus Blastomerenkernen des 4- bis 8-Zell-Stadiums
(Meng et al. 1997).

Doch nicht nur die Zahl der erfolgreich durch Kerntransfer geklonten Séugerarten
stieg, auch bei der Verwendung von Spenderzellkernen aus weiter differenzierten Zel-
len wurden Fortschritte gemacht. Bei den obigen Beispielen stammen die Spenderkerne
noch aus friihen Blastomeren, also aus Zellen, die bei den ersten Furchungsteilungen
einer befruchteten Eizelle entstehen. Solche Blastomeren sind in der Regel ohnehin
totipotent: Wenn sich etwa die Blastomeren eines 4-Zell-Sdugerembryos voneinander
I6sen, kann sich theoretisch aus jeder von ihnen noch ein vollstandiges Tier entwi-
ckelné. Man konnte also zur Gewinnung von Klonen aus einem 4-Zell-Embryo, oft auch
noch aus einem 8-Zell-Embryo, diesen einfach durchtrennen und ware auf die Kern-
transfertechnik gar nicht angewiesen. Anders wird es, wenn der Embryo sich weiter-
entwickelt und an Zellzahl zunimmt: Irgendwann verlieren seine Zellen ihre urspringli-
che Totipotenz — das heift, eine solche Zelle ist dann alleine und aus sich heraus nicht
mehr imstande, sich zu einem ganzen Tier zu entwickeln. Derartige Zellen haben be-
gonnen, sich zu differenzieren, also bestimmte Entwicklungsbahnen einzuschlagen:
Ihnen ist nunmehr vorherbestimmt, ob ihre Tochterzellen sich an der Plazenta und an

6 Ausfihrlichere Darstellungen und Diskussionen zur Totipotenz von Blastomeren finden sich bei Beier
1996, Kollek und Held 1997, und Kollek 1998b.
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der Fruchtblase beteiligen oder am eigentlichen Fetus. Und Zellen wiederum, die am
eigentlichen Fetus partizipieren werden, schlagen alsbald Entwicklungswege ein, die
ihre Nachkémmlinge etwa zu Haut- oder Nervenzellen, zu Muskel- oder Knochenzellen
oder zu Zellen des Verdauungstrakts werden lassen. Doch wie sich zeigte, bewahren die
Kerne von Zellen fortgeschrittener Embryonen offenbar ihr Potential zur Totipotenz
und kénnen, in eine Eizelle eingebracht, diese Totipotenz wiedergewinnen:

So erwiesen sich bei Kaninchen Kerne aus 32- bis 64-Zell-Embryonen (Yang et al.
1992) und bei Rindern Kerne aus 48- bis 64-Zell-Embryonen (Bondioli et al. 1990)
noch als fahig, die Entwicklung einer Eizelle zumindest bis zur Geburt zu steuern. Glei-
ches zeigte sich flr Kerne aus der inneren Zellmasse (1ZM) von Blastozysten’ aus
Schafen (Smith & Wilmut 1989) und Rindern (Sims & First 1994, Keefer et al. 1994,
Collas & Barnes 1994). Ferner gelang es, embryonale Zellen von Rindern und Schafen
in Kultur zu vermehren und solche kultivierten Zellen erfolgreich zum kerntransferba-
sierten Klonen einzusetzen (Sims & First 1994, Campbell et al. 1996a, Wells et al.
1997). Damit zeichnete sich bereits die Moglichkeit ab, Zellen vor dem Kerntransfer in
Kultur genetisch zu manipulieren (siehe Abschnitt 3).

Und schlie3lich demonstrierten lan Wilmut und seine Mitarbeiter vom Roslin-
Institut bei Edinburgh und von der Firma PPL Therapeutics, daf? nicht nur Kerne aus
frihen embryonalen, sondern auch aus fetalen und sogar adulten Zellen nach Transfer
in Eizellen ihre urspriingliche Totipotenz wiedergewinnen kénnen (Wilmut et al. 1997):
Sie klonten Schafe aus Fibroblasten (Bindegewebszellen), die aus Feten8 stammten,
sowie aus Euterzellen eines bereits erwachsenen Schafes — letzteres Experiment lie
Dolly entstehen. Damit hatte Wilmut ein Dogma umgestol3en: Zuvor galt die Lehrmei-
nung, dal3 das Genom einer ausdifferenzierten Zelle nicht mehr in den undifferenzierten
Embryonalzustand riickversetzt werden kann.

Da Dolly das einzige Tier war, das sich aus 277 Transferversuchen mit adulten Eu-
terzellen erzeugen lieR, wurden freilich rasch Zweifel laut, ob die Spenderzelle wirklich
ausdifferenziert war. Wilmut selbst rdumte ein, Dolly kénne aus einer relativ undiffe-

7 Die Blastozyste ist das zweite Stadium der Embryonalentwicklung bei Saugern nach der anfanglichen
himbeerahnlichen Morula (Maulbeerkeim): Die aus den ersten Furchungsteilungen entstandene Morula
kompaktiert sich, bildet in ihrem Innern ein flissigkeitsgefillte Hohle (Blastocoel) und wird dadurch zur
Blastozyste. Die inneren Zellen der vormaligen Morula sammeln sich an einem Randbereich des Blasto-
coels und bilden dort die innere Zellmasse (IZM), auch Embryonalknoten genannt. Aus der 1ZM entwi-
ckelt sich der eigentliche Fetus und schlieRlich das Neugeborene (Tier oder Mensch), wéhrend die duBe-
ren Zellen der Blastozyste den Trophoblasten (oder das Trophektoderm) bilden, aus dem Anteile der
Fruchtblase und der Plazenta hervorgehen. Damit wird eine erste Aufspaltung unterschiedlich differen-
zierter Zellen im Embryo augenfallig.

8 Als Fetus wird eine Leibesfrucht bezeichnet, deren Organe bereits angelegt sind; vorher nennt man die
Frucht Embryo. In einem Fetus haben also bereits weitreichende Differenzierungsvorgénge stattgefun-
den.
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renzierten Stammzelle des Eutergewebe entstanden sein. Andere mutmaften sogar, sie
sei fetalen Ursprungs, da das Schaf, das die Euterzellen lieferte, zum Zeitpunkt der Ge-
websentnahme trachtig war. Fetale Zellen kénnen in den miditterlichen Organismus -
bertreten und dort vagabundieren, so dal} auch im Eutergewebe von Dollys genetischer
»~Mutter” (oder besser: alterer Zwillingsschwester) fetale Zellen vorhanden gewesen
sein konnten. Eine solche kdnnte mithin auch Dollys Ursprungszellkern geliefert haben.
Zudem sei ein einziger Erfolg unter mehreren hundert Versuchen kein Beweis, sondern
eher als Anekdote zu werten (Sgaramella et al. 1998; Kommentare: Butler 1998a, Pen-
nisi 1998a). Gleichwonhl sind viele Fachleute der Uberzeugung, daB an Dollys adultem
Ursprung wenig Zweifel bestehen, so etwa der schon erwéhnte Pionier der Kerntrans-
fertechnik Davor Solter (heute am Max-Planck-Institut fir Immunbiologie in Freiburg)
in einem Interview in der ZEIT (Albrecht et al. 1998). In gleicher Weise auf3erten sich
James Robl, dem als erstem das Klonen von Kaninchen gelungen war, sowie David
Wells vom Ruakura-Forschungszentrum in Hamilton, Neuseeland, und Jean-Paul Re-
nard vom INRA-Forschungszentrum in Jouy-en-Josas bei Paris, die beide daran arbei-
ten, das Dolly-Experiment an Rindern zu wiederholen (Butler 1998a). Inzwischen ist
Dollys DNA genauer untersucht worden, und aus den Ergebnissen folgt, daB sie mit an
Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit das ist, was von ihr behauptet wird: der Klon
eines erwachsenen Saugetiers (Ashworth et al. 1998, Signer et al. 1998, Solter 1998).
Zudem gibt es aus Frankreich und Japan Meldungen tber aus adulten Zellkernen ge-
klonte Kélber®. Wie schon eingangs bereits erwéhnt, ist nunmehr auch das Klonen von
Mausen aus adulten Zellkernen gelungen (Wakayama et al. 1998), was zuvor als zwar
nicht ausgeschlossen, aber impraktikabel galt. Gerade angesichts dieses letzteren Er-
gebnisses scheint es nunmehr mdglich, jedweden Sauger einschliellich des Menschen
mittels der Kerntransfertechnik aus adulten Zellen zu klonen.

2.2 Differenzierung, Dedifferenzierung und Embryonalentwicklung

Zu den biologischen Grundvorgéngen, zu deren Verstandnis die Methode des kerntrans-
ferbasierten Klonens beitragen kann, zdhlen zwangslaufig solche, die mit dem Klonen
selbst zu tun haben, es erméglichen oder ihm entgegenstehen. Die betreffenden Prozes-
se sind fur die Entwicklung von S&ugetieren von feudamentaler Bedeutung, denn letzt-
lich handelt es sich teilweise um genau diejenigen, die auch aus einer normalen Zygote
einen vielzelligen Organismus entstehen lassen: Prozesse der Differenzierung, der fri-
hen Embryonalentwicklung, der gesteuerten Aktivierung und Inaktivierung von Genen.

9 Butler 1998b, Saegusa 1998a, Nature 394 S. 114, New Scientist vom 21.3, 18.4., 11.7. und 25.7.1998.
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Nur dafl} beim Klonen aus differenzierten Zellen zusétzlich ein umgekehrter VVorgang
vonstatten geht: Das Genom des Donorzellkerns muf3 seine Spezialisierung verlieren —
die empfangende Eizelle muR} es ,,dedifferenzieren* oder ,,reprogrammieren®, ihm die
Fahigkeit zurtickverleihen, kiinftig alle Programme auszufiihren, die bei der Entwick-
lung des geklonten Tieres gebraucht werden.

Hinzu kommt, daB die Technik des Kerntransfer-Klonens selbst eine Vielzahl neuer
Fragen aufgeworfen hat, die sich mdglicherweise nur mit Hilfe ebendieser Technik be-
antworten lassen. Damit erweist sich das Klonen als eine wissenschaftlich-methodische
Innovation, mit der alte Fragen der Zelldifferenzierung und -dedifferenzierung erstmals
der Bearbeitung auf zellularem Niveau zugénglich werden, die gleichzeitig aber auch
eine Fllle von neuen Fragen aufwirft. Das schlief3t nicht generell aus, dal} es keine an-
deren Methoden gibt, um die genannten Prozesse zu untersuchen (vgl. Abschnitt 5);
dennoch zeichnet sich ab, dal? das gelungene Klonen aus differenzierten Zellen bzw.
Zellkernen eine Art von Initialfunktion flr die Untersuchung von Differenzierungspro-
zessen auf molekularer Ebene hat, deren Potentiale und Grenzen im folgenden darge-
stellt und diskutiert werden sollen. Dies setzt allerdings die grundsatzliche Akzeptanz
einer solchen Forschung voraus, deren Erdrterung nicht Aufgabe dieser Studie ist.

2.2.1 Molekulare Prozesse bei der Zelldifferenzierung: Sachstand

Die Diskussion, ob Dolly ,,echt* sei oder, wie in der ZEIT formuliert, eine ,,Ente” (Alb-
recht 1998), ob es also mdglich ist, ganze Saugetiere aus ausdifferenzierten adulten
Zellkernen zu klonen, diirfte spatestens mit der Klonmaus Cumulina ihr Ende gefunden
haben. Der Streit hatte ohnehin eher akademischen Charakter. Denn grundsétzlich war
die alte Lehrmeinung, Zellen verléren im Verlauf der Differenzierung unwiederbring-
lich ihre Totipotenz, schon dadurch unterminiert, daR aus fetalen Zellen mittels Kern-
transfer Tiere geklont werden kénnen, was nie jemand angezweifelt hat.

Fetale Zellen sind zwar nicht terminal differenziert, also noch nicht am Endpunkt ih-
rer Entwicklung angelangt, doch haben sie bereits wesentliche Differenzierungsschritte
durchlaufen — sie sind, anders als friihe embryonale Blastomeren, nicht mehr totipotent.
Um so mehr gilt dies fur ausdifferenzierte adulte Zellen. Kerne aus beiderlei Zellen
kdnnen also durch Transfer in Eizellen ihren totipotenten Embryonalzustand zurtickge-
winnen. Dies zeigt, daB Differenzierungsvorgange nicht unumkehrbar sind. Ob man
allerdings Techniken entwickeln kdnnen wird, um jedweden terminal differenzierten
Zellkern eines jeden S&ugers wieder in den entwicklungsoffenen Anfangszustand zu-
rickzubringen, sei dahingestellt und ist nicht vorauszusehen, wohl auch eher zu bezwei-
feln. Denn offensichtlich gibt es tierartspezifische Unterschiede bei der Effizienz des
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kerntransferbasierten Klonens (siehe unten), und offensichtlich ist es leichter, ein Tier
aus einer embryonalen Zelle zu klonen als aus einer fetalen, und fetale Zellen wiederum
scheinen dazu besser geeignet als adulte, zumindest nach der bisherigen Erkenntnislage.
Zudem zeigen verschiedene adulte Zelltypen unterschiedliche Effizienzen als Kern-
spender furs Klonen (Wakayama et al. 1998). Beim kerntransferbasierten Klonen
herrscht noch, berspitzt gesagt, das Prinzip des Ausprobierens — wenn's kKlappt, ist's
gut, warum es klappt (oder auch nicht), wird spater untersucht.

Daher ist noch weitestgehend unklar, welche Auswirkungen die Klonprozedur auf
die Entwicklung des dadurch entstandenen Embryos haben kann. Ebenso ist das vor-
handene Wissen um mogliche Gefahren und Folgen des Verfahrens fir ein geklonte
Tier und dessen eventuelle Nachkommen sehr durftig. Unbekannt ist, durch welche
molekularen Mechanismen differenzierte Zellkerne nach ihrem Transfer in Eizellen in
den undifferenzierten Embryonalzustand riickprogrammiert werden. Informationen dar-
uber lassen sich bislang nur indirekt aus dem, was Uber Differenzierungsvorgange be-
kannt ist, und aus Beobachtungen, wie sich ein eingebrachter Zellkern in der aufneh-
menden Eizelle verhélt, erschlieRen. Welche molekularen Entgleisungen dabei auftreten
kdnnen, ist ganzlich unklar. Dal3 offensichtlich Fehler passieren, wird allein schon an
der Tatsache deutlich, dal’ Hunderten von Kerntransfers nur wenige Geburten von
Klontieren gegenuberstehen (Wilmut et al. 1997, Wakayama et al. 1998), daR MiRbil-
dungen auftreten und selbst kurz vor und kurz nach der Geburt die geklonten Tiere noch
absterben kdnnen (Campbell et al. 1996b, Schnieke et al. 1997; lan Wilmut, personliche
Mitteilung) (vgl. auch Abschnitt 4).

Differenzierung ist ein Vorgang, durch den Zellen innerhalb einer Entwicklungslinie
allméhlich ihre Gestalt verandern. Als Ergebnis entstehen schliellich terminal differen-
zierte Zellen, die im ausgewachsenen Korper bestimmte Funktionen erfullen — Nerven-
zellen, Hautzellen, Leberzellen, Darmzellen, Muskelzellen und viele andere Zelltypen
mehr. Was etwa eine Nervenzelle zu dem macht, was sie ist, sind u.a. die Gene, die sie
abliest: Heutiger Theorie zufolge exprimiert sie im wesentlichen nur das Sortiment von
Genen, deren Produkte sie fur ihre Funktionen benétigt, den Rest des Genoms ignoriert
sie. Entsprechendes gilt flr alle anderen Zelltypen. Grundsétzlich besitzen alle Zellen
eines Organismus dasselbe Genom, also — von spontanen Mutationen abgesehen — die-
selbe DNA-Sequenz in ihrem Chromosomensatz0. Spemann wul3te das seinerzeit noch
nicht. Das von ihm vorgeschlagene ,,phantastische Experiment” des Kerntransfers in
entkernte Eizellen ist nun inzwischen mehrfach durchgefiihrt und zeigt, dal3 der Infor-

10 Ausnahmen bei Saugern sind: reife Keimzellen, bei denen der Chromosomensatz halbiert ist, reife
Lymphozyten, die ihre Gene fiir Antikdrper beziehungsweise T-Zell-Rezeptoren umgebaut haben, und
Erythrozyten und Thrombozyten, die ihren Kern verlieren und somit gar kein Genom mehr besitzen.
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mationsgehalt des Genoms im Zuge der Differenzierung (bis auf die erwéhnten Aus-
nahmen) offenbar grundsatzlich erhalten bleibt.

Einer der springenden Punkte ist also, wie eine gegebene Zelle den Informationsge-
halt ihres Genoms verwertet — auf welche Weise sie selektiv abliest. Nach dem, was wir
heute wissen, spielen dabei verschiedene Mechanismen mit, die ineinandergreifen und
sich gegenseitig beeinflussen. Dazu gehdren im wesentlichem (Lewin 1998a, S. 681-
710):

e Wechselwirkungen zwischen transkriptionsregulierenden Proteinen (Transkriptions-
faktoren)!! und Kontrollabschnitten auf der DNA (Enhancern und Promotoren),

e chemische Modifikationen der DNA (Methylierung), die deren eigentlichen Informa-
tionsgehalt unberihrt lassen, nicht aber dessen Umsetzung, und

o die Verpackungsweise der DNA im Chromatini2 und damit die Erreichbarkeit eines
gegebenen Gens fir den zelluldren Transkriptionsapparat.

Eine differenzierte Zelle produziert ein bestimmtes Sortiment von allgemeinen und ge-
webespezifischen Transkriptionsfaktoren, mit deren Hilfe sie diejenigen Gene abliest,
die sie fur ihre Funktionen und fiir ihr Uberleben braucht. Diese Gene liegen in der Re-
gel in einer aufgelockerten Chromatinstruktur vor und sind zumeist nicht oder nur ge-
ring methyliert. Andere, nicht bengtigte Gene hingegen sind haufig hypermethyliert und
befinden sich in einer starker kondensierten Chromatinstruktur — sie sind gleichsam in
Schubladen verschlossen und fiir den Ablese- oder Transkriptionsapparat nicht mehr
zugéanglich. Allerdings gibt es Ausnahmen: Mitunter kann ein Transkriptionsfaktor auch
einen Promotor erkennen, der im Chromatin eng eingebunden ist, ndmlich dann, wenn
die Erkennungsstrukturen des Promotors innerhalb des Chromatins so présentiert wer-
den, dal der Transkriptionsfaktor trotzdem binden kann (Pifia et al. 1990). Dabei kann
es zu Strukturveranderungen im Chromatin kommen und das betreffende Gen aktiviert
werden (Truss et al. 1994). Auf diese Weise lassen sich verschlossene ,,Genomschubla-
den* offenbar wieder 6ffnen.

Ein weiterer Punkt, der bei der Differenzierung von Belang sein konnte, ist die Or-
ganisation der DNA in Domanen. Viele Befunde sprechen daftr, dal? die DNA ab-
schnittsweise am Proteinskelett des Zellkerns (Kernmatrix) verankert ist. Ein solcher

11 Dje Ablesung von Genen wird als Transkription bezeichnet.

12 DNA ist im Zellkern mit Histonen und anderen Proteinen zum Chromatin komplexiert. Die Packungs-
weise des Chromatins kann relativ dicht oder eher aufgelockert sein, und viele Hinweise sprechen dafiir,
dal’ die Chromatinstruktur eines Gens oder einer ganzen chromosomalen Domane die Ablesharkeit der
enthaltenen genetischen Information beeinflut. Eine aufgelockerte Chromatinstruktur beglnstigt die
Transkription, stark kondensiertes Chromatin (Heterochromatin) dagegen verhindert sie. So ist zum Bei-
spiel bei weiblichen Saugern eines der beiden X-Chromosomen inaktiv, und diese Inaktivierung geht mit
einer dichten Chromatinpackung und DNA-Methylierung einher. (Das inaktive X-Chromosom ist bei
geeigneter Anfarbung als punktférmiges Barr-Kdrperchen in weiblichen Interphase-Kernen lichtmikro-
skopisch erkennbar [Barr 1959].)
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DNA-Abschnitt reprasentiert haufig eine chromosomale Doméne, die einer gemeinsa-
men Regulation unterstehen kann, zum Beispiel Uber eine Locus-Kontrollregion, wie
sie fur die benachbart gelegenen Globin-Gene bekannt ist. Mitunter sind chromosomale
Doménen durch ,,Abschirmungssequenzen* (Isolatoren) von Nachbardomanen abge-
grenzt. Solche Isolatoren verhindern, daR regulatorische Wirkungen von einer Domane
in die néchste Ubergreifen (Lewin 1998a, S. 700ff.).

Eine differenzierte Zelle ist also durch einen bestimmten Satz von Transkriptionsfak-
toren, ein bestimmtes Methylierungsmuster ihrer DNA und eine bestimmte Struktur und
Organisation ihres Chromatins gekennzeichnet. Dadurch unterscheidet sie sich von Zel-
len anderer Gewebe, und dadurch ist gewéhrleistet, dal? sie nur die Gene exprimiert, die
sie bendtigt. Gleichwohl ist dieser differenzierte Zustand des Genoms nicht starr: Wenn
man etwa unterschiedliche somatische Zelltypen miteinander fusioniert, beispielsweise
eine Muskelzelle mit einer Zelle aus einem anderen Gewebe, kdnnen Transkriptionsfak-
toren der Muskelzelle im Zellkern des Fusionspartners muskelspezifische Gene aktivie-
ren (Blau et al. 1985). Auf ahnliche Weise lassen sich auch Globin-Gene in Kernen von
Zellen einschalten, die nicht der Erythrozyten-Linie angehdren (Baron & Maniatis
1986.)

Fusioniert man nun eine differenzierte Zelle mit einer entkernten Eizelle, geschieht
offenbar entsprechendes: Man nimmt an, dal} zytoplasmatische Faktoren der Eizelle das
eingebrachte Genom reprogrammieren, so dal? es seinen spezialisierten Zustand verliert,
sein derzeitiges Expressionsverhalten also einstellt und in die Lage versetzt wird, kiinf-
tig wieder alle Expressionsmuster auszufiihren, die bei der Entwicklung des Embryos
und spater im ausgewachsenen Tier gebraucht werden!3, Bei einigen friih in der Embry-
onalentwicklung exprimierten Genen konnte das Ergebnis der Reprogrammierung di-
rekt beobachtet werden. So kénnen Kerne aus spateren Embryonalzellen der Maus ein
im 2-Zell-Stadium exprimiertes Gen (das sie selbst also bereits abgeschaltet haben)
nach dem Transfer in eine entkernte befruchtete Eizelle zur richtigen Zeit wieder akti-
vieren (Latham et al. 1991). Ein anderes Gen bei Rindern, das erst im 32-Zell-Stadium
zur Expression gelangt, wird nach dem Transfer von Kernen aus diesem Stadium in der
Eizelle zunéchst folgerichtig aus- und bei Erreichen des 32-Zell-Stadiums erwartungs-
gemal wieder eingeschaltet (van Stekelenburg-Hamers et al. 1994). Freilich kann die
Sachlage anders aussehen, wenn man eine Vielzahl von Genen beziehungsweise Protei-
nen gleichzeitig untersucht: Nach Transfer von Kernen aus 8-Zell- in 1-Zell-Embryonen
der Maus stellten Solter und Mitarbeiter Expressionsveranderungen bei mindestens 50
Proteinen fest (Latham et al. 1994).

13 Zumindest geschieht das ansatzweise, denn in den meisten Fallen gelangt ein durch Kerntransfer er-
zeugter Embryo nicht zur vollstandigen Entwicklung. Vgl. Abschnitt 4.
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Nach der Fusion zwischen entkernter Oozyte und Kernspenderzelle lassen sich eine
Reihe von morphologischen Veranderungen des eingebrachten Zellkerns beobachten:
Typischerweise kommt es zu einem Abbau der Kernhlle und zu einer Kondensation
der Chromosomen, der Kern bildet sich dann neu und schwillt auf ein Vielfaches seiner
urspringlichen GroRe an (First & Prather 1991, Collas & Robl 1991, Fulka et al. 1996).
Bei der Injektionsmethode, die bei Cumulina angewendet wurde, geschieht zunachst
entsprechendes — Auflésung des eingebrachten Kerns und Chromosomenkondensation.
Wakayama et al. (1998) berichten dann jedoch Uber die Neubildung zweier Kerne, die
sie als Pseudovorkerne bezeichnen. Das entsprache der Situation nach einer normalen
Befruchtung, bei der das befruchtende Spermium einen Kern mit einfachem Chromo-
somensatz mitbringt, die Eizelle besitzt bereits einen solchen. Somit hat eine befruchte-
te Eizelle zwei Vorkerne oder Pronuclei. Offenbar besteht die Tendenz, nach Injektion
eines diploiden Kerns in eine kernlose Eizelle diesen Zustand nachzuahmen, daher
wahlten Wakayama et al. vermutlich diesen Begriff.

Die Auflésung des eingebrachten Zellkerns und die Chromosomenkondensation er-
folgt offenbar unter EinfluB eines Faktors mit dem Kiirzel MPF (fir maturation promo-
ting factor oder M-phase promoting factor) (Fulka et al. 1996), der den Eintritt einer
Zelle in die Mitose kontrolliert (Lewin 1998a, S. 880ff.). Benutzt man hingegen Eizel-
len, die einige Zeit vor der Fusion aktiviert wurden!4, unterbleiben Auflésung der Kern-
hille und Chromosomenkondensation, da in solchen Eizellen der MPF-Spiegel bereits
gesunken ist (Fulka et al. 1996). Gleichwohl kénnen sich aus solchen Fusionsprodukten
ebenfalls lebensfahige Embryonen entwickeln, doch offenbar mit geringerer Effizienz
als wenn man Eizellen mit hoher MPF-Aktivitat verwendet (Campbell et al. 1996a).
Vermutlich 1aRt die MPF-gesteuerte Auflosung des eingebrachten Zellkerns dessen Ge-
nom sogleich mit Proteinfaktoren der empfangenden Oozyte in Kontakt geraten, so dal3
im Vergleich zu MPF-verarmten Empfangeroozyten mehr Zeit zur Verfiigung steht, um
das Donorgenom zu reprogrammieren. Dies ist offenbar dann besonders wichtig, wenn
man einen differenzierten (fetalen oder adulten) Zellkern in die Eizelle einbringt.

Das Zeitfenster, innerhalb dessen die Reprogrammierung des Spendergenoms erfol-
gen kann, scheint beim kerntransferbasierten Klonen von groRRer Bedeutung zu sein,
zumal bei der Verwendung differenzierter Donorzellen. Vermutlich muf3 die Re-
programmierung abgeschlossen sein, bevor die Aktivierung und Transkription des emb-
ryoeigenen (beim kerntransferbasierten Klonen also des Donor-)Genoms einsetzt (Ste-

14 Aktivierung einer Eizelle bedeutet, sie zur Teilung anzuregen. Dies kann kiinstlich durch einen Strom-
impuls oder durch andere Behandlungen, etwa mit bestimmten Salzl6sungen, geschehen. (Natlrlicher-
weise erfolgt die Aktivierung durch den Befruchtungsvorgang). Die Teilung beginnt nicht sofort nach der
Aktivierung, so daft man auch nach der Aktivierung noch eine Fusion mit einer Kernspenderzelle durch-
fiuhren kann.
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wart 1997). Wahrend der ersten Furchungsteilungen einer befruchteten Eizelle (Zygote)
wird ndmlich das Genom nicht oder kaum abgelesen, da die Eizelle schon vor der Be-
fruchtung hinreichend mit den erforderlichen (vom mitterlichen Genom stammenden)
RNA- und Protein-Molekdilen ausgestattet worden ist, so dal? die ersten Schritte der
Embryonalentwicklung ohne Transkription ablaufen kénnen. Doch nach einiger Zeit
mul} der Embryo auf sein eigenes Genom zurtickgreifen, um neue Proteine synthetisie-
ren zu konnen. Der Ubergang zur embryonalen Genexpression erfolgt bei unterschiedli-
chen Sédugern zu verschiedenen Zeiten.

Bei der Maus beginnt die Expression des embryonalen Genoms bereits im 2-Zell-
Stadium. In Rindern, Schafen und Kaninchen hingegen setzt die embryonale Transkrip-
tion heutigem Wissen zufolge erst im spaten 4-Zell-Stadium ein und erreicht ihr Maxi-
mum im 8- bis 16-Zell-Stadium (Prather & First 1990). Dieser Unterschied kdnnte ein
Grund dafur sein, dal es bislang so schwierig war, Mause durch Kerntransfer zu erzeu-
gen: Vor Cumulina ist es nicht gelungen, Donorzellen jenseits des embryonalen 8-Zell-
Stadiums zum Klonen von Méusen zu verwenden (Cheong et al. 1993, Tsunoda & Kato
1993). Die friihe Aktivierung des embryonalen Genoms in der Maus l&Rt nur wenig
Zeit, um ein Donorgenom aus einer differenzierten Zelle rechtzeitig und vollstandig zu
reprogrammieren. Daher erscheint die nach den friiheren Ergebnissen leichtere Klonier-
barkeit von Rindern und Schafen nur folgerichtig: Immerhin stehen drei bis vier Zelltei-
lungen zur Verfugung, um das Donorgenom wieder in den undifferenzierten Zustand zu
versetzen. Dabei wird jedesmal die Kernhiille aufgeldst, so daR Proteinfaktoren aus dem
Zytoplasma erleichterten Zugang zur DNA erhalten. Zudem finden damit drei bis vier
DNA-Replikationsvorgange je sich ergebender Zelle statt, und man nimmt an, dal3 wéh-
rend einer Replikation die Chromatinstruktur des Genoms relativ leicht umgeformt wer-
den kann (Lewin 1998a, S. 696ff.).

Der Trick bei Cumulina war wahrscheinlich der, die Eizelle erst einige Stunden nach
der Kerninjektion zu aktivieren (Wakayama et al. 1998). Damit wurde das Zeitfenster
zur Reprogrammierung offenbar erweitert.

Ziegen entsprechen bei der embryonalen Genomaktivierung den Méusen, Schweine
nehmen eine Zwischenstellung zwischen Mausen und Schafen ein: Ihr embryonales
Genom erreicht den Hohepunkt seiner Transkriptionsaktivitat im 4-Zell-Stadium
(Prather et al. 1987). Der Mensch wiederum entspricht, wie in so vielen physiologi-
schen Dingen, eher dem Schwein: Die transkriptionelle Aktivierung des Genoms von
Humanembryonen erfolgt im 4- bis 8-Zell-Stadium (Braude et al. 1988). Schweine lie-
Ren sich unseres Wissens bislang nur aus embryonalen Zellen klonen (Prather et al.
1989, Robl & Stice 1989), nicht aus fetalen oder adulten. Doch nach Cumulina ist an-
zunehmen, dal auch letzteres tiber kurz oder lang gelingen wird.
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Zwei weitere Umstande scheinen die Effizienz des Klonens aus differenzierten Zellen
gunstig zu beeinflussen. Zum einen: Wahrend man bei friiheren Kerntransferexperimen-
ten befruchtete Eizellen (Zygoten) als Empfénger verwendet hat (McGrath & Solter
1983, 1984a), benutzt man heute in der Regel unbefruchtete. Dadurch verlangert sich
wahrscheinlich die zur Verfiigung stehende Reprogrammierungszeit. Uberdies ist denk-
bar, dal ein GroRteil der zur Reprogrammierung notwendigen (hypothetischen) zy-
toplasmatischen Proteinfaktoren nach der Befruchtung vom Genom der beiden Vorker-
ne abgefangen werden (Solter 1996). Folglich wirden in einer Zygote weniger ,,Re-
programmierungsfaktoren* bereitstehen als in einer unbefruchteten Eizelle; mithin wére
letztere besser geeignet, einen differenzierten Spenderzellkern in den entwicklungsoffe-
nen Anfangszustand riickzusetzen. Die bisherige Erfolgsbilanz spricht fur diese Sicht-
weise.

Zum anderen ist offenbar die Synchronisation der Zellzyklen5 von Donorzelle und
Empfangeroozyte wichtig (Collas et al. 1992a, Fulka et al. 1996, Stewart 1997). Wenn
der Donorzellkern in eine Oozyte gelangt, die MPF-Aktivitat besitzt (siehe oben), wird
eine Zellteilungsrunde initiiert (Campbell et al. 1993). Befand sich der Donorzellkern
vor der Fusion mit der Oozyte seinerseits in der S-Phase, so war er bereits partiell
tetraploid: Eine neue Replikationsrunde, die vor dem AbschluR der bereits begonnenen
einsetzt, kann daher zu chromosomalen Aberrationen und Aneuploidien fuhren (Collas
et al. 1992b), welche die Entwicklung des Embryos beeintrachtigen und schlieBlich zum
Stillstand kommen lassen. Die Gruppe um Wilmut erreichte die Synchronisation da-
durch, daB sie die Spenderzellen in Kultur hungern liel3en, so dal? sie ihre Zellteilungs-
aktivitat aufgaben und in die diploide Gg-Phase eintraten (Campbell et al. 1996, Wilmut
et al. 1997, Schnieke et al. 1997). Und Yanagimachis Gruppe verwendete zur Erzeu-
gung ihrer Klonméuse von vornherein Zellen, von denen bekannt ist, daf3 sie sich be-
reits im Korper nicht mehr teilen (Wakayama et al. 1998).

15 Der Zellzyklus umfaRt die verschiedenen Phasen der Zellteilung. Er besteht aus der G1-Phase (G steht
flir gap oder Liicke, so bezeichnet, weil in dieser Phase bezuglich der Zellteilung nichts Erkennbares
geschieht), der anschliefenden S-Phase (S flir Synthese, da in dieser Phase die DNA der Zelle verdop-
pelt, also eine DNA-Kopie synthetisiert wird), der Go-Phase (die zweite ,,Liickenphase*) und schliellich
der M-Phase (M fir Mitose, der eigentlichen Zellteilung). In der G1-Phase ist eine S&ugerzelle diploid,
hat also den normalen doppelten Chromosomensatz. Da die gesamte DNA in der S-Phase verdoppelt
wird (damit spéter beide Tochterzelle den kompletten diploiden Chromosomensatz mitbekommen), ist die
Zelle mit Erreichen der Go-Phase tetraploid, das heifit, sie besitzt einen vierfachen Chromosomensatz.
Wenn Zellen sich nicht mehr teilen, etwa weil sie terminal differenziert sind oder weil die Umgebungs-
bedingungen einer Teilung entgegenstehen (beispielsweise Nahrungsmangel), so befinden sie sich in der
sogenannten Gg-Phase. Gg-Zellen sind wie G1-Zellen diploid.
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2.2.2 Offene Fragen

Nach obigen Schilderungen kann der Eindruck entstehen, viele wichtige Fragen bezlig-
lich des kerntransferbasierte Klonens von Saugern seien geklart. Das mag sogar sein,
denn anders hatten Dolly, Polly, George und Charly und schlie3lich Cumulina kaum
entstehen kdnnen. Genauer betrachtet jedoch entspricht der aktuelle Wissensstand
gleichsam dem eines durchschnittlichen Fernsehkonsumenten tber die Funktionsweise
seines TV-Gerats: Er weil, da Netzstecker und Antennenkabel mit den richtigen
Steckdosen verbunden sein missen und er den Einschaltknopf driicken muf3, dann er-
scheinen bunte Bilder. Doch wie diese eigentlich zustande kommen, weil er nicht. Im-
merhin hat er den Vorteil, daB jedesmal, wenn er auf den Knopf drtickt, die Bilder auf-
tauchen (falls sein Gerat nicht defekt ist). Um Sauger durch Kerntransfer zu klonen,
mul} man dagegen mitunter viele hundert Male ,,auf den Knopf driicken*, bis man end-
lich Erfolg hat.

Klonen ist FleiRarbeit, formuliert Davor Solter in der ZEIT (Albrecht et al. 1998).
Kerntransferbasiertes Klonen gelingt nur mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit. Und
die Erfolgswahrscheinlichkeit ist offenbar um so héher, je weniger differenziert die
verwendete Spenderzelle ist und je langer die Zeitspanne reicht, die zur Reprogrammie-
rung des eingebrachten Kerns zur Verfligung steht. Durch Kunstgriffe a6t sich, wie bei
Cumulina, diese Zeitspanne zwar offenbar verlangern, doch auch dann erreichen nur
hochstens eines oder zwei Tiere aus hundert Kerntransfers die Geburt.

Damit scheint Klonen eine Prozedur, die statistischen Einflissen unterliegt: Das Ver-
fahren gehorcht keiner direkten Kausalbeziehung in dem Sinn, da man einen Zellkern
in eine entkernte Eizelle verpflanzt und dadurch unweigerlich ein Tier erhalt. Vielmehr
gehen die meisten der so erzeugten Embryonen zugrunde, und selbst die, die sich fort-
entwickeln, sterben nicht selten noch kurz vor oder kurz nach der Geburt ab. lan Wil-
mut bestatigte uns das im Interview: ,,Der zeitliche Verlauf der Absterberate entspricht
einer Kurve, wie man sie vom radioaktiven Zerfall kennt: Sie beginnt mit einem hohen
Wert, fallt dann steil ab und wird schlieRlich flacher. Viele der geklonten Schafembryo-
nen sterben, die meisten gleich am Anfang ihrer Entwicklung, andere spater, und man-
che sogar noch nach der Geburt.”

Das legt nahe, daR auch die tberlebenden Tiere mit wie auch immer gearteten ,klei-
nen Fehlern“ behaftet sein kdnnen, die zwar ihrer bisherigen Entwicklung nicht im We-
ge standen, jedoch mdglicherweise noch kinftig ihre Gesundheit und ihr Wohlergehen
beeintréachtigen. Wilmut: ,,Es mussen viele Dinge im Genom passieren, damit ein Klon
sich richtig entwickeln kann, und nur selten geschehen alle zusammen. Das ist meiner
Ansicht nach die wahrscheinlichste Erklarung fur die geringe Effizienz. Die vielen
Schritte, die erfolgen missen, verlaufen unabhéngig voneinander, so dal} der Erfolg des
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Klonens eine Frage von kombinierten Wahrscheinlichkeiten wird. Wenn man also eine
ganze Population von Kerntransfer-Embryonen untersuchen kénnte, werden manche
davon wohl keine der notwendigen Veranderungen im Genom zeigen, und diese wirden
rasch absterben. Andere hatten alle notwendigen Veranderungen, und daraus entstiinden
die Tiere, die zur Geburt gelangen. Die meisten jedoch wirden irgendwo dazwischen
liegen, entwickeln sich eine Woche lang oder zwei oder auch sechs Monate, je nach-
dem, und sterben dann ab.“

Zu bestimmten Zeitpunkten der Individualentwicklung miissen bestimmte Gene akti-
viert werden. Wenn diese Aktivierung nicht moglich ist, aus welchem Grund auch im-
mer, stirbt der Embryo oder das Tier oder erleidet zumindest Schaden. Wilmut fuhrte
auch das Beispiel der Chorea Huntington (Veitstanz) an, einer Erbkrankheit beim Men-
schen, die erst im mittleren Alter auftritt. Verantwortlich dafiir ist ein einzelnes Gen,
und es mag sein, dafl im Zuge der Klonprozedur ,,Webfehler* im Genom auftreten, die
sich wie diese Krankheit erst im fortgeschrittenen Alter manifestieren.

Ob dies auf Dolly und die anderen aus mehr oder weniger differenzierten Zellen er-
zeugten Klontiere tatsachlich zutrifft, ist bislang offen. Das Problem ist, daf? man nicht
weil3, welche Mechanismen im einzelnen zur Reprogrammierung und Dedifferenzie-
rung des Donorgenoms fiihren, wie die daran beteiligten ,,Reprogrammierungsfaktoren®
beschaffen sind und wo die Fehlerquellen liegen, die das kerntransferbasierte Klonen
derzeit so ineffizient machen. Einer der Griinde dafir ist schlicht der, dal3 auch tber die
Mechanismen der differentiellen Genaktivierung in normalen Zygoten recht wenig be-
kannt ist. Letztlich sind Spermium und Oozyte ebenfalls hochdifferenzierte Zellen, de-
ren Chromatin nach dem Befruchtungsvorgang umgeformt und reprogrammiert werden
mul} (Clarke 1992, Albrecht et al. 1998, Clarke et al. 1998). Die Frage drangt sich auf,
welche Unterschiede es zwischen diesem nattrlichen Umformungsprozel? gibt und dem,
der nach einem kunstlichen Kerntransfer stattfindet.

Eine Schlisselrolle bei der Reprogrammierung kommt wahrscheinlich der Chroma-
tinstruktur zu. Die DNA in Spermienkernen ist Giberwiegend mit einer Proteinsorte
komplexiert, die man Protamine nennt (Clarke 1992, Doenecke et al. 1997). Protamine
dienen offenbar dazu, den genomischen Inhalt eines Spermienkerns groRtméglich zu
kompaktieren, damit das Spermium in seiner Bewegungsfreiheit méglichst wenig be-
hindert ist. Nach dem Befruchtungsvorgang missen die Protamine des ménnlichen Vor-
kerns durch Histone ersetzt werden. Die Eizelle besitzt demgegeniber eine Chromatin-
zusammensetzung, die eher der von somatischen Zellen entspricht: In ihr ist die DNA
wie ublich weitgehend mit Histonen komplexiert. Gleichwohl gibt es hier ebenfalls Un-
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terschiede: Das Histon H1, auch als Linker-Histon16 bezeichnet, ist in Eizellen anders
beschaffen als in gewdhnlichen Kdrperzellen (Clarke et al. 1998). In der friihen Embry-
onalentwicklung wird dieser oozytentypische H1-Subtyp gegen somatische Formen
umgetauscht. Bei Mausen geschieht dies im 4-Zell-Stadium, also nach der zweiten Fur-
chungsteilung (Clarke et al. 1992), bei Rindern nach der vierten bis sechsten (Smith et
al. 1995). Zugleich geht das Chromatin allméhlich von einem generell repressiven
(transkriptionsunterdriickenden) teilweise in einen transkriptionskompetenten Zustand
uber: Es wird fir Transkriptionsfaktoren zugénglich, Histone werden chemisch modifi-
ziert, und spezifische Enhancer (transkriptionsférdernde Kontrollsequenzen auf der
DNA) beginnen zu wirken (Nothias et al. 1995, Schultz & Worrad 1995, Wiekowski et
al. 1997).

Ein somatischer Zellkern dagegen besitzt weder Protamine noch oozytenspezifische
Linkerhistone. Je nach Differenzierungszustand sind in ihm andere Genombereiche in
einer transkriptionskompetenten Chromatinkonfiguration und andere Gene aktiv. Es
stellt sich die Frage, ob nach einer Transplantation in eine entkernte Oozyte sein Chro-
matin zuerst auf den Oozytenzustand gebracht wird — die somatischen Linkerhistone
also gegen den oozytenspezifischen Subtyp ausgetauscht werden — oder ob die Umfor-
mung in den Embryonalzustand ohne diesen Umweg geschieht. Beim Krallenfrosch
Xenopus laevis gibt es Hinweise daflr, daR der erstere Weg eingeschlagen wird: Di-
mitrov und Wolffe (1996) vom Albert-Bonniot-Institut in La Tronche (Frankreich) setz-
ten Kerne von Erythrozytenl’ Eizytoplasma-Extrakten aus und stellten fest, daf die so-
matischen Linkerhistone effizient durch die eispezifischen ersetzt werden, und zwar
unter Vermittlung eines Hilfsproteins namens Nucleoplasmin. Infolge der Umformung
werden schlieBlich in den Erythrozytenkernen bereits abgeschaltete Gene wieder akti-
viert.

Ob beim Kerntransfer in Sdugeroozyten &hnliches geschieht, ist unbekannt. Auf je-
den Fall muf3 das jeweilige Expressionsprogramm des eingebrachten Donorkerns zu-
nachst auf irgendeine Weise abgeschaltet werden, da es dem einer differenzierten Zelle
entspricht und fur die Embryonalentwicklung nicht bendtigt wird, ja sogar stérend wir-
ken durfte. Im nachsten Schritt mussen die fur die Embryonalentwicklung notwendigen
Gene und Genombereiche nach und nach aktiviert werden. Es gibt Hinweise, dal3 eine

16 Die Grundeinheit des Chromatins ist das Nukleosom. Es besteht aus acht Proteinmolekiilen, den Core-
Histonen, die zusammen eine scheibenférmigen Struktur bilden, und natiirlich aus DNA, die sich um
diese Proteinscheibe knapp zweimal herumwindet. Insgesamt entsteht dabei eine perlschnurartige Struk-
tur, in der je zwei Nukleosomen durch ein kurzes DNA-Verbindungsstiick (Linker-DNA) zusammen-
gehalten werden. An diese Linker-DNA bindet wiederum das Histon H1 (daher Linker-Histon), das an
der Bildung hoherer Organisationsstufen des Chromatins beteiligt ist und als genereller Repressor der
Transkription gilt.

17 Frosch-Erythrozyten sind im Gegensatz zu denen von Saugern kernhaltig.



27

solche Ereignisfolge tatsdchlich stattfindet (Kanka et al. 1996). Man weiB freilich nicht,
wie schnell das Eizytoplasma das Chromatin des Donorkerns umformen und dessen
jeweiliges Expressionsprogramm vollstandig ausschalten kann. Méglicherweise kann
dieser sein spezifisches Gensortiment oder Teile davon noch einige Zeit weiter transkri-
bieren — eine solche Restaktivitat konnte den Erfolg des Klonens negativ beeinflussen.
Zudem gelangt nach der Verschmelzung von Spenderzelle und entkernter Eizellel8 das
gesamte Zytoplasma der ersteren mit sémtlichen enthaltenen Organellen, Proteinen und
sonstigen Molekulen in das Fusionsprodukt. Der Volumenanteil ist gegentiber dem der
Oozyte zwar relativ klein, gleichwohl kénnten die in der Donorzelle enthaltenen Protei-
ne und Transkriptionsfaktoren den Reprogrammierungsprozel stéren und zu epigeneti-
schen ,,Webfehlern* im Genom flihren (siehe nachsten Abschnitt), die méglicherweise
an die nachsten Zellgenerationen weitergegeben werden und die Effizienz des Klonens
vermindern. Und neben Proteinen sind im Spenderzytoplasma auch mRNA-Molekiile®
enthalten, die in der Empfangereizelle noch in Proteine Ubersetzt werden kénnen (Parry
& Prather 1995). Zumindest beim Frosch hat man beobachtet, dal? Proteine aus adulten
Zellen, in befruchtete Froscheier injiziert, zu Abnormitéten in der Entwicklung fuhren
kdnnen (Prather & First 1990). Einen Hinweis, daR auch bei Sédugern zytoplasmatische
Komponenten der Donorzelle den Reprogrammierungs- und Entwicklungsprozel3 im
geklonten Embryo stéren kénnen, fand die Gruppe um Eckhard Wolf an der Universitét
Minchen und am Bayrischen Forschungszentrum fur Fortpflanzungsbiologie in Ober-
schleiBheim. Die Forscher verschmolzen Kernspenderzellen und entkernte Eizellen von
Rindern in unterschiedlichen GroRenverhéltnissen und stellten fest, dal das Entwick-
lungspotential der so erzeugten Embryonen tendenziell um so gréf3er war, je geringer
das Zytoplasmavolumen der Spenderzelle gegenuiber dem der Empfangeroozyte ausfiel
(Zakhartchenko et al. 1997). Mit anderen Worten: je geringer der Anteil des Spenderzy-
toplasmas, desto geringer auch der Anteil darin enthaltener Bestandteile mit potentiell
negativem EinfluR auf die Embryonalentwicklung. Wohlgemerkt, potentiell negativ,
denn auch bei unginstigen VVolumenverhaltnissen konnten sich einige der Kerntransfer-
Embryonen zu Blastozysten entwickeln, nur eben seltener. Was wiederum ein Hinweis
dafir ist, daB das kerntransferbasierte Klonen keiner deterministischen Regel folgt, son-
dern einem mehr oder weniger gerichteten Zufall, einer statistischen Unscharfe, unter-
liegt. In diesem Zusammenhang ist interessant, dafl Yanagimachis Gruppe beim Klonen
von Mausen aus adulten Zellen, was bislang ja als extrem schwierig galt, nicht auf die

18 Wie bereits erwahnt, wird beim kerntransferbasierten Klonen nicht nur der Donorkern verpflanzt,
sondern die gesamte Donorzelle mit der aufnehmenden Eizelle verschmolzen.

19 Boten-RNAs, Abschriften (Transkripte) von Genen, die ja auf der DNA im Zellkern lokalisiert sind.
Anhand der Bauanleitungen in den mRNAs stellt die Zelle im Zytoplasma ihre Proteine her.
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Methode der Zellfusion setzten, sondern auf die Injektion weitgehend zytoplasmafreier
Kerne in die entkernten Empfangeroozyten (Wakayama et al. 1998).

Madglicherweise gibt es differenzierte (fetale und/oder adulte) Zelltypen, deren
Chromatinstruktur iber das gesamte Genom, deren eventuelle genomische Restaktivitét
in der aufnehmenden Eizelle und deren zytoplasmatische Komponenten weniger sto-
rend auf die Reprogrammierung und anschlielende Embryonalentwicklung nach einem
Kerntransfer wirken als andere. Bisher liegen dazu kaum dokumentierte Erfahrungen
vor. Man kann also derzeit nicht sagen, wie eine differenzierte Spenderzelle beschaffen
sein muf3, damit man aus ihr mit héchstmoglicher Wahrscheinlichkeit ein lebensfahiges
Tier klonen kann. Beim Klonen von Mausen zumindest erwiesen sich Cumulus-Zellen
in ihrer Eigenschaft als Kernspender als Giberlegen gegenuber Sertoli- und Nervenzel-
len20 (Wakayama et al. 1998).

Neben der Chromatinstruktur wird das Methylierungsmuster der DNA als Faktor disku-
tiert, der die Reprogrammierung des Spendergenoms und die Erfolgsbilanz des kern-
transferbasierten Klonens beeinflussen kann (Kono 1997). Wie bereits erwahnt, sind
transkriptionsaktive Gene haufig untermethyliert, ssummgeschaltete Gene dagegen
meist Gbermethyliert. Das Methylierungsmuster eines differenzierten Spendergenoms
mufRte folglich riickgesetzt werden, damit es nach dem Kerntransfer wieder alle geneti-
schen Programme ausfiihren kann, die fir die Entwicklung des Embryos notwendig
sind. Im Durchschnitt ist die DNA einer differenzierten Zelle relativ stark methyliert.
Spermien-DNA ist im Vergleich dazu etwas und Oozyten-DNA deutlich untermethy-
liert. Wahrend der friihen Entwicklung eines normalen Embryos (d.h. vor dessen Ein-
nistung in die Gebarmutterschleimhaut) kommt es zu einer weiteren Demethylierung
der von Spermium und Oozyte stammenden DNA, worauf nach der Gastrulation eine
fortschreitende und gewebsspezifische Neumethylierung folgt (Monk et al. 1987). Bis-
lang weill man nicht, ob bei Kerntransfer-Embryos diese Demethylierungs- und Neu-
methylierungsprozesse in gleicher Weise ablaufen. Es ist denkbar, dal? die gegenuber
Keimzellen hohere Ausgangsmethylation differenzierter Donorzellen diese Prozesse
unglnstig beeinflussen kann und moéglicherweise dazu fuhrt, dal’ einzelne Gene oder
ganze Genombereiche mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit methyliert bleiben und
daher in der spateren Entwicklung nicht ordnungsgemal eingeschaltet werden.
Hinweise auf die Vollstandigkeit der Demethylierung nach einem Kerntransfer kénn-
ten etwa Untersuchungen der X-Chromosomen geklonter weiblicher Tiere liefern. In

20 Cumulus-Zellen umgeben die Eizelle nach der Ovulation und dienen ihr als Néhrgewebe, sind aber
rein somatischen Ursprungs (sie entstehen aus dem Mesoderm, wahrend die Keimzellvorlaufer aus dem
Ektoderm kommen). Sertolizellen sind bestimmte Zellen im Hodengewebe, die den Cumulus-Zellen in
mancherlei Hinsicht entsprechen.
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weiblichen Saugern wird eines der beiden X-Chromosomen in der friithen Embryonal-
entwicklung inaktiviert, um eine doppelte Expressionshéhe der auf diesem Chromosom
befindlichen Gene zu vermeiden?!. Die Inaktivierung geht (neben einer Kondensation
des Chromatins) mit einer DNA-Ubermethylierung einher — viele Gene auf dem inakti-
vierten X-Chromosom sind also stark methyliert. Im eigentlichen Embryo erfolgt diese
Inaktivierung zufallig: Sie kann in manchen Zellen das vom Vater, in anderen das von
der Mutter stammende erfassen22 — in bezug auf die Expression X-chromosomaler Gene
sind weibliche S&uger daher genetische Mosaike (Monk 1992).

Wenn sich auch Dolly als ein solches X-chromosomales Mosaik erweist, wiirde das
dafir sprechen, daf? in ihrer Embryonalentwicklung das adulte DNA-Methylierungsmu-
ster aus dem Genom der Euterzelle, der sie ihre Existenz verdankt, ordnungsgeman ge-
I6scht wurde (zumindest was das X-Chromosom anbelangt). Stellt sich dagegen heraus,
dafi? in all ihren Zellen das gleiche X-Chromosom inaktiviert ist (dasjenige, welches
auch in der Kernspenderzelle inaktiv war23 ) mifite man auf eine unvollstandige L6-
schung der vorgegebenen DNA-Methylierung schlielen. Entsprechende Untersuchun-
gen stehen jedoch noch aus; Wilmut gab uns gegenuber freimitig zu, dal’ dieser Aspekt
bei Dolly noch nicht analysiert worden ist.

DNA-Methylierung und Chromatinstruktur sind epigenetische Eigenschaften des Ge-
noms, die zumindest nicht direkt durch seine Sequenz bedingt sind, sondern ein Resul-
tat seiner strukturellen Eigenschaften und von Entwicklungsprozessen. Sie beeinflussen
das Expressionsverhalten von Genen und Genombereichen, nicht aber deren eigentli-
chen, in der DNA-Sequenz festgelegten Informationsgehalt. Sie sind dem Genom
gleichsam als ,,Zusatzvermerke* beigefiigt, die der Zelle sagen, wie sie mit dem jewei-
ligen Sequenzinhalt verfahren soll. Wie die Sequenz des Genoms selbst sind auch sie
vererbbar, jedenfalls in gewissen Grenzen, etwa innerhalb von Zellabstammungslinien
im selben Organismus, bisweilen aber auch tber Generationen hinweg (Holliday 1987,
Roemer et al. 1997, Lewin 1998b), so daR sie die Ablesbarkeit eines Gens mitunter
dauerhaft beeinflussen. Beim kerntransferbasierten Klonen kdnnten solche ,,Zusatzver-
merke* im Zuge einer unvollstdndigen Reprogrammierung des Donorkerns verfalscht
werden, mit dem Ergebnis, dal3 wichtige Gene kunftig nicht mehr zur Expression gelan-
gen oder — der umgekehrte Fall — Gene zur unpassenden Zeit und am falschen Ort akti-
viert werden. Das hatte Konsequenzen flr den betreffenden Embryo und das Tier, das

21 Mannliche Tiere besitzen ja nur ein X-Chromosom, und offensichtlich sind Sauger an eine einfache
Gendosis X-chromosomaler Gene angepaldt, daher schalten Weibchen zur Dosiskompensation eines ihrer
beiden X-Chromosomen stumm.

22 pagegen wird in extraembryonalen Geweben bevorzugt das vom Vater geerbte inaktiviert, ein Phano-
men des Imprintings, siehe Abschnitt 2.3.

23 Was sich allerdings wohl nicht mehr nachpriifen laRt.
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eventuell aus diesem entsteht. Hier kdnnte eine wesentliche Problematik der Klonpro-
zedur liegen, da dieser innerzelluldre ProzeR durch eine Modifikation des Verfahrens
kaum zu kontrollieren sein durfte. Es gibt Hinweise, daR solche epigenetisch bedingten
Expressionsverédnderungen nach einem Kerntransfer tatsachlich auftreten kénnen. Wir
werden darauf im nachfolgenden Abschnitt intensiver zuriickkommen und wollen uns
vorher einigen anderen ungeklarten Aspekten des Verfahrens zuwenden.

Ein weiterer Faktor, der den Klonierungserfolg und das langfristige Wohlergehen
geklonter Tiere beeinflussen kénnte, ist die L&nge der Telomere an den Chromosomen-
enden des Spenderkerns. Telomere sind gleichsam die Schutzkappen an den Enden ei-
nes Chromosoms. Wie man aus Zellkulturbefunden schlieRen kann, geht in priméaren
Zellen?4 bei jeder Zellteilung ein kleines Telomerstiick an beiden Enden eines Chromo-
soms verloren; mithin stellt die Telomerlange ein MaR oder Zahlwerk fir das Alter ei-
ner Zellabstammungslinie dar. Sind die Telomere schliel3lich ,,abgenagt®, kann sich die
Zelle zwar noch teilen, doch ihre Tochterzellen verlieren unter Umsténden essentielle
genetische Informationen am Ende der Chromosomen; zudem kann es zu fatalen Chro-
mosomenumlagerungen kommen (Weinberg 1996, Blasco et al. 1997). Wenn man also
einen ,,vergreisten* Zellkern mit kurzen Telomeren zum kerntransferbasierten Klonen
verwendet, kénnte ein daraus entstandenes Tier friih altern oder zumindest vorzeitige
Schéden in Geweben erleiden, die besonders teilungsaktiv sind — es sei denn, die Telo-
mere werden im Verlauf der Embryonalentwicklung wieder aufgefilit.

Es gibt ein Enzym namens Telomerase, das dazu imstande ist: Stattet man primare
menschliche Zellen mit einem aktiven Gen fur Telomerase aus, so verléangert sich ihre
Lebensspanne in Kultur (Bodnar et al.1998)25 . Andererseits sind Mause, in denen eine
funktionelle Komponente der Telomerase kinstlich ausgeschaltet wurde, normal le-
bensfahig (Blasco et al. 1997), und ebenso gibt es permanente Zellinien, die sich auch
ohne erkennbare Telomerase-Aktivitat unablassig weiterteilen (Reddel et al. 1997). Of-
fenbar existiert also ein alternativer Mechanismus, der das Zahlwerk der Zellalterung
wieder zuriickstellen kann. Bisher ist nicht untersucht, was mit den Telomeren der
Chromosomen eines Spenderzellkerns nach der Kerntransferprozedur und anschlief3en-
den Embryonalentwicklung passiert und welchen Einfluf? dies auf das geklonte Tier hat.
Zumindest gibt es einige indirekte Hinweise, dal ,,abgenutzte” Telomere nach klassi-
schem Mechanismus wieder verlangert werden kénnten: So liel3 sich bei Ratten in Oo-

24 Das sind solche, die man direkt aus einem Organismus gewonnen hat und in Kultur nimmt. In der
Regel sind primare Zellen nur begrenzt kultivierbar: nach einer gewissen Zahl von Zellteilungen geht die
Kultur zugrunde. Anders ist es bei permanenten Zellkulturlinien: Zellen solcher Linien sind potentiell
unsterblich und haben offenbar einen Weg gefunden, ihre Telomere wieder aufzufllen.

25 Diese Veroffentlichung wurde auch in der deutschen Tagespresse in iibertriebener Weise als Entde-
ckung des ,,Unsterblichkeitsgens* gefeiert, sicherlich als Ergebnis geschickten Marketings: Die Autoren
gehoren einer Firma an, die sich kommerziell mit Altersforschung beschéftigt.
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zyten und 4-Zell-Embryonen Telomerase-Aktivitat nachweisen (Eisenhauer et al.
1997), beim Menschen zumindest in Blastozysten und in den meisten Geweben (auler
Gehirn) von 16 bis 20 Wochen alten Feten (Wright et al. 1996). Nach der Geburt
kommt die Telomerase-Expression beim Menschen offenbar zum Erliegen. In der Pla-
zenta und in kultivierten Amniozyten konnten Wright und Mitarbeiter keine Telomera-
se-Aktivitat nachweisen. Das hatte moglicherweise Konsequenzen fiirs kerntransferba-
sierte Klonen: Wenn in den extraembryonalen N&hrgeweben kein alternativer Weg zur
Telomerverlangerung mobilisiert wird, kdnnte ein aus einer gealterten Zelle geklonter
Embryo absterben, obwohl er selbst vielleicht gar nicht an Telomerverkiirzung leidet.
Es reicht, daB seine Plazenta vorzeitig zugrunde geht; damit wird auch seine Nahrungs-
und Sauerstoffzufuhr unterbrochen, und er selbst stirbt ebenfalls. Zudem ist fraglich, ob
die fur normal entstandene Embryonen gewonnen Beobachtungen hinsichtlich der Te-
lomerase-Aktivitat unbedingt auf Kerntransfer-Embryonen tibertragbar sind.

Ferner bedarf das Konzept der Keimbahn wohl einer neuen Definition. VVor Dolly
galt, daf3 alle sich normal differenzierenden somatischen Zellen unweigerlich sterben
mussen und nur die Zellen der Keimbahn, also jene, aus denen die Keimzellen entste-
hen, potentiell unsterblich sind. Denn nur Keimzellen (Spermien und Oozyten) konnten
bisher zu einem neuen Lebewesen beitragen und in Form nachfolgender Generationen
Uberdauern.26 Die Frage, die sich zunéchst daraus ergab, war also, ob Dolly und andere
Klontiere, deren Spenderkern aus differenzierten, nicht mehr der Keimbahn angehéren-
den Zellen stammt, Uberhaupt fruchtbar sind und sich sexuell fortpflanzen kénnen. In-
zwischen ist diese Frage beantwortet: Wie uns Wilmut bestatigte, hat Dolly hat ein
weibliches Lamm geworfen (,,Bonnie*), und ebenso hat sich Cumulina als fruchtbar
erwiesen (Wakayama et al. 1998). Die Grenze zwischen Soma und Keimbahn erweist
sich somit zumindest beim kerntransferbasierten Klonen als durchléssig.

2.3 Anderung epigenetischer Vorpragungen des Genoms

Wie ein Lebewesen aussieht, wie es sich verhalt und auch welche Krankheiten es ent-
wickelt — kurz gesagt sein Phanotyp — wird nach klassischer Sichtweise durch zweierlei
Einflisse bestimmt: Zum einen durch seinen Genotyp — die im Erbgut enthaltene In-
formation, festgelegt in der Basensequenz der DNA. Und zum anderen durch dufere
Bedingungen und Einflisse wie Nahrungsangebot, Umstande des Heranwachsens, dem
Wirken von Giften, Krankheitserregern oder schadigender Strahlung, denen das Indivi-

26 Auch Krebszellen sind zwar potentiell unsterblich, doch diese ihre Eigenschaft manifestiert sich nur in
Zellkultur. Wenn der Patient geheilt ist, sind sie tot, wenn er stirbt, gehen auch sie zugrunde. Zu einer
neuen organismischen Generation kénnen sie nicht beitragen.
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duum im Laufe seines Lebens vielleicht ausgesetzt ist. Nach dieser Auffassung mufte
ein geklontes Tier, das unter den gleichen Umweltbedingungen wie sein Genomspender
aufwachst, auch dessen Phénotyp entwickeln2?. Allerdings diirfte es nicht ganz einfach
sein, die Identitat der Bedingungen tatsachlich zu gewahrleisten.

Forschungsarbeiten der letzten ein bis zwei Jahrzehnte lieRen jedoch zunehmend er-
kennen, daB die Sachlage so einfach nicht ist. Es gibt eine dritte Art von Einfliissen auf
den Phéanotyp, die unter dem Begriff ,,Epigenetik” subsummiert werden — Phdnomene,
die der Vererbung nach den Gesetzen der klassischen Genetik gleichsam aufgelagert
sind (das Prafix epi steht fur ,,auf*). Sie fihren dazu, daf? sich ein Gen bei gleicher Se-
quenz und unabhangig von Umweltbedingungen unterschiedlich verhalten kann — mal
wird es abgelesen und mal nicht. Es handelt sich also um prinzipiell reversible Zustande
des Erbguts, die seinen Informationsgehalt nicht verandern, jedoch dessen Umsetzung.
Wie schon erwahnt, wird die Ablesbarkeit eines Gens wesentlich dadurch bedingt, in
welcher Form seine DNA und insbesondere seine Kontrollsequenzen (Promotor und
eventuelle Enhancer) im Chromatin eingebunden sind, ob diese Kontrollsequenzen me-
thyliert oder sind oder nicht, ob sich das Gen in einer Gibergeordnet regulierten Genom-
doméne befindet und schliellich davon, ob das vorhandene Sortiment an Transkripti-
onsfaktoren ausreicht, um die Ablesung des Gens zu bewerkstelligen. Ein bestimmter
Zustand der Ablesbarkeit kann vererbt werden, auf Tochterzellen im selben Organis-
mus, mitunter aber auch tber die Keimbahn an die nachfolgende Generation (Holliday
1987, Roemer et al. 1997, Lewin 1998b). Ein Beispiel fur die Keimbahnvererbung epi-
genetischer Zustande ist das sogenannte Imprinting, die unterschiedliche ,,\Vorpragung*
einer Reihe von Genen in der weiblichen und ménnlichen Keimbahn (Latham et al
1995). Das Imprinting fihrt dazu, daB in einem (natdrlich entstandenen) Embryo be-
stimmte Gene nur dann abgelesen werden, wenn sie von der Mutter stammen, andere
Gene wiederum sind nur auf dem vom Vater ererbten Chromosomensatz aktiv. Ursache
dafir ist in der Regel offenbar eine spezifische DNA-Methylierung (Li et al. 1993, Reik
& Allen 1994): Die betreffenden Gene erhalten je nach vererbendem Geschlecht ein
anderes Methylierungsmuster. Der Embryo erbt also von Vater und Mutter unterschied-
lich methylierte Allele eines solchen Gens und exprimiert nur eines davon. Zur voll-
stdndigen Entwicklung bedarf ein Embryo daher nicht irgendeines diploiden Chromo-
somensatzes?8, sondern die H&lfte davon mul} aus einer weiblichen Keimzelle und die

2T Abgesehen von den Beitragen, die das mitochondriale Genom der Empfangeroozyte und eventuelle
spontane Mutationen zum Phanotyp liefern.

28 Hohere Organismen sind in der Regel diploid, das heift, sie besitzen in ihren Korperzellen einen dop-
pelten Chromosomensatz. Ein Satz stammt von der Mutter, der andere vom Vater. Bei der Keimzellent-
wicklung wird der doppelte Satz halbiert, so da Spermium und Eizelle jeweils einen einfachen Chromo-
somensatz besitzen — sie sind haploid. Nach deren Vereinigung zur Zygote hat diese wieder den norma-
len doppelten Satz.
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andere aus einer mannlichen stammen: Kinstlich erzeugte Embryonen, die beide Chro-
mosomenséatze aus Keimzellen desselben Geschlechts bezogen haben, kénnen sich nicht
vollstandig entwickeln (McGrath & Solter 1984b).

Diese Beobachtungen haben fiir das kerntransferbasierte Klonen zweierlei Implikatio-
nen.

e Zum einen stellt sich die Frage, inwieweit das ererbte Imprintingmuster des Genoms
einer somatischen Zelle nach der Kerntransferprozedur konserviert wird. Dal} es of-
fenbar in funktioneller Weise erhalten bleiben kann, zeigt die Existenz von Dolly:
Sie wére wahrscheinlich kaum lebensfahig, wenn sich infolge des Kerntransfers die
Imprintingmuster ihres Spenderkerns veréndert hatten. Andererseits sind ihre 276
»Geschwister noch wahrend der Embryonalentwicklung gestorben (Wilmut et al.
1997), und es ist nicht auszuschlieRRen, dal3 eine Veranderung des Imprintings dazu
beigetragen hat. Wolf Reik (Cambridge, UK) wies im Gespréch mit uns darauf hin,
dal bei der Reprogrammierung nach einem Kerntransfer nach derzeitiger VVorstel-
lung Methylierungsmuster im Genom unterschiedlich behandelt werden mussen:
Solche, die im Zuge der Differenzierung einer Zelle entstehen, mussen geldscht wer-
den (wie oben schon geschildert), wahrend solche, die im Zuge des Imprintings ent-
stehen, erhalten bleiben mussen; andernfalls konnten Probleme in der Entwicklung
auftreten.

e Zum anderen, und dies hatte mdglicherweise erhebliche Konsequenzen flr Nutzan-
wendungen des kerntransferbasierten Klonens, 1a(3t sich aus den Untersuchungen zu
den epigenetischen Einflissen auf die Ablesbarkeit von Genen folgern, daB der pri-
mare Informationsgehalt eines Genoms nicht ausreicht, um den Phénotyp eines mit
Hilfe dieses Genoms geklonten Individuums vorherzusagen. Das wirde bedeuten,
daf? sich ein geklontes Tier unter Umstanden anders entwickelt, dal es anders aus-
sieht, sich anders verhé&lt und moglicherweise auch fiir andere Krankheiten anféllig
ist als sein genetisch identischer Genomspender. Die Frage ist, wie eine entkernte
Eizelle bei der Klonprozedur mit den vorhandenen ,,aufgedruckten* epigenetischen
Zusatzvermerken des eingebrachten Spendergenoms verfahrt — ob sie die notwendi-
gen (etwa die Imprintingmuster) beibehalt und die stérenden (etwa solche, die im
Zuge der Differenzierung der Spenderzelle entstanden sind und die nunmehr die
Embryonalentwicklung behindern) in korrekter Weise léschen kann. Es ist denkbar,
dal die empfangende Eizelle das Genom des Spenderkerns gelegentlich mit ,,fal-
schen® epigenetischen Zusatzvermerken versieht oder vorhandene wichtige irrtim-
lich streicht, mit dem mdglichen Ergebnis, dal? die Ablesung des Spendergenoms
ungunstig beeinfluldt wird.

Es gibt in der Tat eine Reihe von Hinweisen, dal sich die Ablesbarkeit eines Genoms
nach einem Kerntransfer verandern kann — dal3 also Gene nicht mehr ordnungsgeman
exprimiert werden. Bereits erwahnt wurde die Arbeit von Latham, Garrels und Solter
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(1994): Die Autoren fanden nach Kerntransfer von Maus-Blastomeren des 8-Zell-
Stadiums in entkernte 1-Zell-Embryonen, daB in der weiteren Entwicklung die Synthe-
seraten von mindestens 50 Proteinen gegenlber normalen Mausembryonen verandert
waren. Als Ursache dafiir vermuten sie eine fehlerhafte oder mangelhafte Reaktivierung
von Genen — zum einen solcher, die im kernspendenden 8-Zell-Embryo bereits abge-
schaltet waren, zum anderen solcher, die in 8-Zell-Embryonen aktiv sind, nach dem
Kerntransfer in den 1-Zell-Embryo jedoch inaktiviert wurden und dann nicht wieder
ordnungsgeman eingeschaltet werden konnten. Ahnliche Beobachtungen machte eine
chinesische Arbeitsgruppe an Kaninchen (Liu et al. 1995).

Offensichtlich kénnen dabei Bestandteile des aufnehmenden Zytoplasmas von Be-
deutung sein: Je nach Beschaffenheit des Empféangerzytoplasmas kann sich ein Spen-
derkern unterschiedlich verhalten, wird sein Genom unter Umstanden anders abgelesen.
Wenn man zum Beispiel bei der Maus androgenetische 1-Zell-Embryonen konstruiert —
das sind Embryonen mit zwei mannlichen Vorkernen2® und ohne einen weiblichen —, so
zeigt sich deren Entwicklungspotential davon abhédngig, von welchem Mausstamm das
aufnehmende Eizytoplasma stammt. Der Ursprung der ménnlichen Vorkerne hingegen
spielt eine untergeordnete Rolle. Sind die beiden mannlichen Vorkerne ,,zu Gast" in
einem Ei des Mausstammes C57BL/6, so entwickelt sich der Embryo meist bis zur Bla-
stozyste. Ein Embryo aus zwei méannlichen Vorkernen und dem Eizytoplasma des
Stammes DBA/2 hingegen entwickelt sich kaum Uber das 16-Zell-Stadium hinaus.
Keith Latham und Davor Solter (1991), die Autoren dieser Studie, folgern, daB die ein-
gebrachten mannlichen Vorkerne je nach aufnehmendem Eizytoplasma unterschiedlich
modifiziert werden — sprich andere epigenetische Zusatzvermerke aufgepragt bekom-
men. Offensichtlich unterscheiden sich die Oozyten der beiden Mausstamme in ihrem
Gehalt an Faktoren, die solche Modifikationen durchfuhren kdnnen. Besonders bemer-
kenswert dabei ist, dal? selbst der voriibergehende Kontakt mit dem entwicklungshem-
menden DBA/2-Zytoplasma die mannlichen VVorkerne offenbar stabil ,,einrasten® 1aft:
Ein anschlielender Transfer in das entwicklungsoffenere C57BL/6-Zytoplasma kann
das nunmehr verminderte Entwicklungspotential nicht mehr riicksetzen — es scheint im
Genom der Vorkerne fest eingepragt und vererbt sich offensichtlich auch im eigentlich
permissiven Zytoplasma auf die Blastomeren der ersten Furchungsteilungen (Latham
1994).

29 Nach der Befruchtung hat die Zygote, wie schon in einer vorigen FuRnote erwahnt, zunichst zwei
haploide Zellkerne: einen von der Eizelle und einen vom Spermium. Diese Kerne bezeichnet man als
Vorkerne oder Pronuclei. Sie verschmelzen nach der ersten Furchungsteilung. Zur Erzeugung eines an-
drogenetischen Embryos entfernt man im 1-Zell-Stadium dessen weiblichen Vorkern und stattet ihn mit
einem zweiten méannlichen aus.
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Ein weiteres Beispiel flr die epigenetische Aktivitat des empfangenden Eizytoplas-
mas auf einen dorthinein transplantierten Kern demonstrierten Jean-Paul Renard und
seine Mitarbeiter (Chastant et al. 1996). Die franzésische Gruppe untersuchte die Akti-
vitat des Promotors fur das Gen HSP70.1 in zweizelligen Mausembryonen. Das Gen
gehort zu den ersten, die im Mausembryo aktiv werden; die Regulation seiner Expressi-
on erfolgt offenbar in erster Linie ber Chromatinstrukturveranderungen (Thompson et
al. 1995). Wie die Autoren zunéchst herausfanden, wird HSP70.1 in zweizelligen Emb-
ryonen des Mausstammes CH3 etwa doppelt so hoch exprimiert wie in solchen vom
Stamm BALB/c. Nach Kerntransfer zwischen unterschiedlichen Stimmen30 erwies sich,
daf? die Expressionshéhe nicht vom eingebrachten Kern bestimmt wird, sondern vom
empfangenden Eizytoplasma: Auch in den Transferexperimenten zeigte sich die Ex-
pressionsaktivitat des HSP70.1-Promotors im BALB/c-Empféngerzytoplasma etwa
doppelt so hoch wie im CH3-Zytoplasma, unabhédngig von der Herkunft des Donor-
kerns! Offenbar nehmen also Faktoren aus dem Empfangerzytoplasma epigenetischen
EinfluB auf das eingebrachte Genom und modifizieren es so, dal? es seine eigene Ables-
barkeit nicht mehr selbst bestimmt.

Wie diese Arbeiten erkennen lassen, kontrolliert das Zytoplasma der empfangenden
Eizelle Uber epigenetische Effekte mit, welchen Phanotyp ein durch Kerntransfer ge-
klontes Tier entwickelt. Das bedeutet, Spenderkern und Empféngerzytoplasma missen
miteinander ,,kompatibel“ sein, wenn ein Klontier erzeugt werden soll, das mit seinem
Genomspender phéanotypisch moglichst identisch ist. Die Bedingungen fir diese Kom-
patibilitat sind kaum erforscht. Bei der Maus hat man immerhin Hinweise auf eine Rei-
he von Genen gefunden, die epigenetische Genomzustande wie Methylierungs- und
Imprintingmuster beeinflussen (Sapienza et al. 1989, Allen et al. 1990, Engler et al.
1991, Latham 1994). Die Produkte dieser Gene verhalten sich in verschiedenen inge-
zlichteten Mausstdmmen teilweise unterschiedlich und kénnten dazu fiihren, dafl Oozy-
ten je nach Inzuchtstamm einem eingebrachten Kern andere epigenetische Stempel auf-
setzens!, Bei anderen Saugetieren, etwa Rindern und Schafen, ist tiber solche Gene noch
nichts bekannt. Das liegt zum Teil daran, dal? es nur bei M&usen genetisch gut charakte-
risierte Inzuchtstamme gibt, die die Suche nach derartigen Genen erheblich erleichtern.

30 Als Donorzellen wurden Blastomeren des 8-Zell-Stadiums zweier Hybridstamme benutzt, als Empfan-
ger entkernte 1-Zell-Embryonen von BALB/c- und CH3-Mausen.

31 Es mag etwas widerspriichlich klingen, daR Gene epigenetische Effekte kontrollieren — damit wére der
Begriff Epigenetik ja eigentlich hinféllig, wenn doch wieder alles von den Genen abhinge. In der Tat
werden die Rahmenbedingungen flir epigenetische Phanomene letztlich durch genetische Einfliisse ge-
setzt, was aber nicht heil3t, dall Gene alle Aspekte der Epigenetik kontrollieren. Wenn Tiere mittels Kern-
transfer geklont werden, gewinnt die Sachlage eine zusatzliche Dimension: Die Eizelle, die das Spender-
genom empfangt, ist von ihrem eigenen (inzwischen entfernten) Genom bereits mit molekularen Faktoren
ausgestattet, welche die Ablesbarkeit des Spendergenoms beeinflussen kénnen. Dadurch verliert dieses
zumindest teilweise seine eigene Steuerfahigkeit.
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Gleichwonhl ist anzunehmen, dal? sie auch bei anderen S&ugern existieren und sich auf
die Entwicklung von Kerntransfer-Embryonen auswirken kénnen. Chastant et al. (1996)
weisen sogar darauf hin, dal3 epigenetische Effekte bei Rindern und Schafen nach einem
Kerntransfer noch deutlicher ausgepragt sein kénnten als bei Mausen, da das Genom
dieser Nutztiere nicht vor dem 8- bis 16-Zell-Stadium aktiviert wird und damit erheb-
lich langer dem ausschlielRlichen Einfluf} zytoplasmatischer Faktoren der Empfangeroo-
zyte ausgesetzt ist als bei der Maus.

Doch damit nicht genug: Nach einem Kerntransfer konnen Gene derart stabil in ei-
nen veranderten Ablesbarkeitszustand ,.einrasten*, dal? sich dieser nicht nur auf das
ausgewachsene Tier auswirkt, sondern sogar auf dessen Nachkommen vererbt. Dies
zeigte die Arbeitsgruppe um Wolf Reik und Irmgard Roemer (Berlin): Die Wissen-
schaftler transplantierten weibliche VVorkerne aus den Eizellen zweier Mausstdmme
(C57BL/6 und DBA/2) in befruchtete Eizellen des jeweils anderen Stammes, deren ei-
genen weiblichen Vorkern sie zuvor entfernt hatten. Damit erhielten sie ,,nukleozy-
toplasmatische Hybride* — die verpflanzten weiblichen VVorkerne befanden sich nun-
mehr in der Umgebung eines Eizytoplasmas mit fremden genetischen Entstehungshin-
tergrund. Aus diesen Embryonen entstanden Tiere, die langsamer wuchsen als normal,
verédnderte DNA-Methylierungsmuster zeigten und eine reduzierte Expression einer
Reihe von Genen in Leber, Herz und Hirn aufwiesen (Reik et al. 1993, Roemer et al.
1997). Eines davon ist in der Leber fiir die Bildung eines Proteins (MUP, major urinary
protein) zustandig, das im Urin offenbar einen mannlichen Sexuallockstoff, ein Phero-
mon, transportiert und dessen Wirkung auf andere Méuse vermittelt: Weibliche Mause
finden den Pheromongeruch attraktiv und reagieren, falls noch nicht erfolgt, mit dem
Einsetzen der Pubertat; geschlechtsreife Mannchen st6l3t der Geruch ab (Mucignat-
Caretta et al. 1995, 1998). Ein zweites betroffenes Gen kodiert bemerkenswerterweise
ein Protein, das an der Geruchswahrnehmung im Gehirn beteiligt ist (OMP, olfactory
marker protein, siehe Buiakova et al. 1996). Man kann sich leicht vorstellen, daR bei
Mausen, denen diese Proteine fehlen, in Sexualentwicklung und -verhalten einiges
durcheinandergerét.

Wie gesagt, erwiesen sich diese epigenetisch bedingten Phénotypveranderungen in
anschlieBenden Kreuzungsversuchen als tibertragbar auf die nachste und nach vorlaufi-
gen Untersuchungen offenbar auch auf die Uberndchste Generation von Mausen. Auf
welche Weise dieser epigenetische Vererbungsvorgang erfolgt, ist unbekannt. Wolf
Reik weil daftir, wie er uns erzéhlte, bislang keine stichhaltige Erklarung.

Zudem stellten die Autoren fest, dal3 ein geringer Prozentsatz ihrer Kontrolltiere den
verénderten Phanotyp ebenfalls aufwies. Diese Méuse waren aus Embryonen entstan-
den, die ebenfalls manipuliert worden waren, in denen jedoch der genetische Hinter-
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grund von Zytoplasma und weiblichem Vorkern Gibereinstimmte. Auch in der Kontroll-
gruppe zeigte sich der veranderte Phénotyp auf die néchste Generation vererbbar.

Ausgehend von den Ergebnissen von Reik und Roemer lassen sich eine Reihe wichtiger
Schlisse ziehen:

e Erstens kann der Kerntransfer in ein genetisch fremdes Eizytoplasma zu epigeneti-
schen Genomveranderungen fiihren, welche Expressionsveranderungen nach sich
ziehen und sich auf den Phéanotyp des entstehenden Tieres auswirken. Diesen Schluf3
legen auch die zuvor beschriebenen Arbeiten von Latham und Solter (1991) und
Chastant et al. (1996) nahe. Durch die Hybridsituation zwischen Kern und Zytop-
lasma kann die Eintrittswahrscheinlichkeit einer epigenetischen Veranderung sehr
grol3 werden: Unter 28 Tieren, die Roemer, Reik und Mitarbeiter aus nukleozy-
toplasmatischen Hybriden gewannen, befand sich nur eines, das normal geblieben
war.

o Zweitens kdnnen allein durch die Manipulation eines friihen Embryos — ohne dal}
eine genetische Hybridsituation zwischen Spenderkern und Empfangerzytoplasma
vorliegen muf’ — offenkundig ebenfalls epigenetische Verédnderungen entstehen, nur
mit niedrigerer Wahrscheinlichkeit. Grundsatzlich scheint also die Embryomanipula-
tion als solche schon zu geniigen, um in dessen Genom das gelegentliche ,,Umkip-
pen“ epigenetischer Zusatzvermerke herbeizufiihren. Die Hybridsituation scheint die
Eintrittswahrscheinlichkeit lediglich zu verschieben — von gering nach hoch. Dem-
nach ware weder das Eintreten noch das Nichteintreten einer phénotypischen Verén-
derung bei einem gegebenen manipulierten Embryo mit Sicherheit voraussagbar.
Dies wirde die These unterstiitzen, dal der Erfolg beim kerntransferbasierten Klo-
nen einem mehr oder weniger gerichteten Zufall unterliegt. Es sei darauf hingewie-
sen, dal’ nicht nur Kerntransplantationen, sondern auch andere Manipulationen am
frihen Embryo sich auf das Erscheinungsbild des entstehenden Individuums auswir-
ken kénnen. Schon allein die kinstliche Embryokultivierung fuhrt bei Rindern und
Schafen bisweilen zum ,,large calf syndrome* — zu ungewohnlich groRen Kélbern
beziehungsweise Lammern (Campbell et al. 1996b). Sowohl Reik als auch Wilmut
halten es fur mdglich, daB dieses Syndrom durch Imprintverdnderungen entsteht, ge-
Klart ist dies jedoch nicht.

Beim Menschen hat man nach in vitro-Fertilisationen gehduft Friihgeburten und
unterdurchschnittliches Geburtsgewicht beobachtet (Doyle et al. 1992). Und Méuse,
die aus eingefrorenen Embryonen entstanden sind, zeigen eine signifikant hohe Rate
von morphologischen, physiologischen und Verhaltensanderungen, die teilweise erst
im Alter auftreten — mithin sind nach Embryomanipulationen auch Spéatfolgen mog-
lich, die am neugeborenen Tier noch nicht unbedingt ins Auge fallen (Dulioust et al.
1995). Es ist nicht auszuschliel3en, daB epigenetische Effekte zumindest eine Teilur-
sache fur all diese Phanomene sind: Unphysiologische molekulare Einfliisse unter
den Bedingungen der kiinstlichen Embryokultivierung und (noch ungeklarte) physi-
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kochemische Prozesse beim Einfrieren und Auftauen von Embryonen kdnnten epi-
genetische Vermerke im Genom gleichsam verwischen. So wére zum Beispiel beim
Einfrieren und Auftauen von friithen Embryonen eine partielle ,,Umkristallisierung*
der Chromatinstruktur denkbar, die zu Expressionsveranderungen betroffener Gene
fihren kdnnte. Die Chromatinstruktur des Genoms beruht auf relativ lockeren Bin-
dungen zwischen DNA und beteiligten Proteinen, und es ist nicht auszuschlieRen,
daf? es beim Einfrier- und oder Auftauvorgang zu gelegentlichen Molekulverschie-
bungen kommt. DNA-Methylierungsmuster hingegen dirften sich dabei kaum &n-
dern, denn die fraglichen Methylgruppen sind tber kovalente Bindungen fest mit der
DNA verknupft. Ein unphysiologisches Kulturmedium wiederum kénnte Komponen-
ten enthalten (etwa bestimmte Proteine oder auch eine falsche Konzentration von
Calciumionens32), die ein friiher Embryo als Signal zur Umstellung seiner Genexpres-
sion fehlinterpretiert und die ihn zur Verénderung epigenetischer Vermerke veran-
lassen, wodurch es durchaus zu den beobachteten mehr oder weniger subtilen Phéno-
typverédnderungen kommen konnte.

Nun sind Kultivierung und Kryopréservation von Embryonen vergleichsweise
geradezu ,,sanfte” Manipulationen. Wenn solche Techniken bereits Folgen fir die
entstehenden Lebewesen nach sich ziehen kénnen, ist dies fur einen derart massiven
Eingriff wie den Kerntransfer um so mehr erwarten. Hinzu kommt die Kombination
der Techniken: Beim kerntransferbasierten Klonen mu3 man die Empfangeroozyte
zwangslaufig in Kultur nehmen, um sie mit der kernspendenden Donorzelle zu fusi-
onieren, und je nach Kapazitat an Arbeitskréften und Tragetieren kann es durchaus
vorkommen, dal die gewonnenen friihen Kerntransfer-Embryonen vortbergehend
eingefroren werden.

e Der dritte Schlul? aus den Arbeiten von Roemer, Reik und Mitarbeitern schlielich
lautet, dall manipulationsbedingte — mithin erworbene — epigenetische Veranderun-
gen sich derart stabil ins Genom einprégen kénnen, dal} sie sich auch auf nachfol-
gende Generationen auswirken. Offenbar kann es dabei sogar zu einer Verschlimme-
rung des Zustands kommen: Die Sterblichkeitsrate innerhalb der Sdugephase war bei
betroffenen Tieren der zweiten Generation deutlich hoher als bei den urspriinglichen
nukleozytoplasmatischen Hybrid-Mausen des Anfangsexperiments (Roemer et al.
1997). Inwieweit diese Beobachtung signifikant ist, sei angesichts der relativ gerin-
gen Zahl der Tiere in diesem Einzelexperiment dahingestellt, doch es gibt durchaus
Befunde, nach denen epigenetische Modifikationen des Genoms sich im Verlauf von
mehreren Generationen verfestigen und zu einer zunehmend stérkeren Beeinflussung
des Phanotyps fiinren kénnen (Allen et al. 1990). Uberdies konnte sich ein einmal
gesetzter epigenetischer ,,Kristallisationspunkt“ auf benachbarte Chromosomenbe-
zirke ausbreiten. So ist von der Taufliege Drosophila das Phanomen der Positionsef-

32 Calciumionen nehmen innerhalb der Zelle vielfaltige Steuerfunktionen wahr, ihre Konzentration kann
die Aktivitat vieler zellulérer Proteine beeinflussen, darunter auch Transkriptionsfaktoren und andere
Proteine, die sich auf die Ablesbarkeit des Genoms auswirken.
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fekt-Variegation bekannt: Gene, die auf einem Chromosom in der Nachbarschaft von
Heterochromatinregionen liegen (Heterochromatin ist stark kondensiertes Chroma-
tin, das keine Genablesung mehr erlaubt), werden bisweilen von der Heterochromati-
sierung mit erfa8t und kénnen dann nicht mehr abgelesen werden. Wie weit die He-
terochromatisierung reicht, ist offenbar vom Zufall abhangig. In manchen Zellen der
Fliege werden angrenzende Gene noch exprimiert, in anderen nicht, so daR genetisch
identische Zellen sich ph&notypisch unterscheiden. Dabei wird ein Gen um so héufi-
ger inaktiviert, je dichter es an der Heterochromatinregion liegt (Lewin 1998a,
S.644f). Bei Sdugern hat man ferner beobachtet, da3 der Methylierungszustand in-
tegrierter fremder DNA auf benachbarte Wirtssequenzen bergreifen kann (Jahner &
Jaenisch 1985, Hasse & Schulz 1994).

Fazit ist: Das kerntransferbasierte Klonen birgt das Risiko, dal} sich epigenetische Mo-
difikationen des Spendergenoms andern und diese Anderungen sich unter Umstanden
sogar auf die moglichen Nachkommen eines geklonten Tieres vererben. Wolf Reik hélt
nach unseren Nachfragen ein solches Geschehen fur durchaus mdglich, betont aber, dal}
dies naher untersucht werden musse. lan Wilmut betrachtet die Ergebnisse von Reik
und Roemer als einen Sonderfall, der sich auf die spezielle Inzuchtstammsituation in
dem Experiment bezieht, gab aber zu, dal} so etwas passieren kénne, nur wiirde man es
unter den vielen anderen moglichen Reprogrammierungsfehlern wahrscheinlich kaum
bemerken.

Die Bedingungen, unter denen epigenetische Reprogrammierungsfehler geschehen,
bedurfen daher naherer Untersuchung. Epigenetische Effekte kdnnen keineswegs nur,
wie oben angedeutet, das Sexualleben eines Individuums beeinflussen. Beim Menschen
stehen eine Reihe von Krankheiten, darunter auch Krebs, mit epigenetischen Phanome-
nen in Zusammenhang (Solter 1992, Lalande 1996). Beispiele sind das Prader-Willi-
und das Angelman-Syndrom (Cassidy & Schwartz 1998, siehe auch DER SPIEGEL
17/1998, S. 174ff), das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (Weksberg et al. 1993, Reik et
al. 1995) und der Wilms-Tumor (Rainier et al. 1993, Ogawa et al. 1993). Diese Krank-
heitsbilder sind nicht gerade selten: Das Prader-Willi-Syndrom, eine Stérung, die mit
Minderwuchs, Ubergewicht, geistiger Behinderung und anderen Anomalien einhergeht,
trifft eines von 10 000 Neugeborenen; das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (oder E-
xomphalos-Makroglossie-Gigantismus-Syndrom), gekennzeichnet unter anderem durch
Uberwuchs und hypertrophierte Organe im Kindesalter sowie eine erhohte Neigung zur
Bildung maligner Tumoren (darunter auch der Wilms-Tumor), tritt mit einer Rate von
1:15 000 auf, und der Wilms-Tumor, eine bdsartige Geschwulstform der Niere, ist mit
7,5 Prozent eine der haufigeren Krebserkrankungen im Kindesalter (Pschyrembel
1994).
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Die Entstehungsursachen dieser Krankheiten sind vielféltig, beteiligt sind meist auch
zusétzliche ,klassische* Mutationen, etwa Verluste von Chromosomenstticken. Doch
manche Beckwith-Wiedemann-Patienten besitzen einen offensichtlich normalen Chro-
mosomensatz, und ihre Krankheit scheint allein daher zu rihren, daR das Imprinting-
muster mindestens eines oder zweier Gene sich verandert hat (Weksberg et al. 1993,
Reik et al. 1995): Ein normalerweise nur vom vaterlichen Chromosomensatz exprimier-
tes Gen fur einen Wachstumsfaktor (IGF2) ist bei diesen Patienten auch auf dem mdt-
terlichen Satz aktiv — es trégt dort félschlich denselben Imprint wie sein vom Vater er-
erbtes Gegenstiick. Daher produzieren diese Patienten die doppelte Menge dieses
Wachstumsfaktors, was wahrscheinlich der Grund fiir ihre Uberwuchssymptome ist.
Zusétzlich kann der Gegenspieler des IGF2-Gens, das Gen H19, das normalerweise nur
auf dem mutterlich ererbten Chromosom aktiv ist, dort lahmgelegt sein — es tragt dann
ebenfalls das falsche vaterliche Methylierungsmuster, was bei diesem Gen zur Inakti-
vierung flhrt. Der Informationsgehalt der fraglichen Gene ist nicht betroffen, lediglich
ihre Ablesbarkeit. Besonders eindrucksvoll zeigt sich die epigenetische Grundlage des
Beckwith-Wiedemann-Syndroms an Zwillingsstudien: VVon eineiigen Zwillingsge-
schwistern, also genetisch identischen klonalen Individuen, kann eines die Krankheit
entwickeln, wéhrend das andere davon verschont bleibt (Clayton-Smith et al. 1992).

Bei einem Teil der Patienten mit Wilms-Tumor findet sich ein &hnliches Bild: Sie
exprimieren aufgrund falscher Imprintingmuster IGF2 von beiden Allelen und/oder H19
von keinem (Rainier et al. 1993, Ogawa et al. 1993). Das ist zwar nicht die alleinige
Ursache fir den Krebs, doch offenbar ein wesentlicher Schritt zu seiner Entstehung.
Das Krebsgeschehen ist ein Mehrstufenprozel3: Es reicht nicht aus, dall nur ein Gen in
seiner Expression oder seiner Sequenz verandert wird, um einen malignen Tumor ent-
stehen zu lassen; in der Regel sind mehrere Gene daran beteiligt. Gene, die das Zell-
wachstum fordern, kénnen Ubermélig aktiv werden, Gene, die es bremsen oder die den
physiologisch notwendigen programmierten Zelltod (die Apoptose) herbeifuihren, kon-
nen lahmgelegt sein — beide Arten von Verénderungen tragen zur Tumorentstehung bei
(Weinberg 1996)33. Bislang galten in erster Linie ,,klassische* Mutationen als Ursache
flr Tumoren, ebenso kénnten aber auch epigenetische Effekte zu nachteiligen Expressi-
onsveranderungen tumorrelevanter Gene fuihren, ohne daf3 sich deren Sequenz verén-
dern muf (MacLeod 1996). So beruht die karzinogene Wirkung bestimmter Substanzen,
zum Beispiel Nickel, mdglicherweise weniger auf ihren mutagenen Eigenschaften als

33 zusétzlich ist allerdings zu beriicksichtigen, daB auch der Status des Immunsystems der betroffenen
Menschen dabei nicht unerheblich ist; es kann besser oder schlechter in der Lage sein, Tumorzellen zu
eliminieren.
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vielmehr darauf, dal? sie die Methylierung tumorrelevanter Gene beeinflussen (Klein &
Costa 1997).

2.4 Aktivierung mobiler genetischer Elemente

Ein weiterer epigenetischer Effekt des kerntransferbasierten Klonens kdnnte in der Ak-
tivierung ,,springender Gene* oder Transposons liegen. Bislang gibt es nach unseren
Recherchen keine Untersuchungen dartber, ob nach einem Kerntransfer solche mobilen
genetischen Elemente tatséchlich aktiviert werden, und auch Wilmut wulte nichts dar-
uber. Die Moglichkeit ist jedoch nicht auszuschlieBen. Wie Jeffrey Yoder, Colum
Walsh und Timothy Bestor von der Columbia-Universitat in New York schreiben, ent-
halt das Genom von S&ugern Uber eine Million Transposons. Mehr als 35 Prozent des
menschlichen Genoms besteht aus solchen Elementen oder deren Uberresten — die Au-
toren bezeichnen sie als ,,intragenomische Parasiten* (Yoder et al. 1997). Dazu gehdren
in erster Linie sogenannte L1- und Alu-Elemente sowie endogene Retroviren oder en-
dogene retrovirale Sequenzen34. Das Gen fur das Enzym reverse Transkriptase, mittels
derer diese Elemente im Genom springen, z&hlt mit mehreren hundert Kopien zu den
haufigsten proteinkodierenden Sequenzen im menschlichen Genom Gberhaupt35.

Die meisten dieser Elemente sind infolge von Mutationen defekt und kénnen aus ei-
gener Kraft nicht mehr in andere Stellen des Genoms springen beziehungsweise, wie im
Falle endogener Retroviren, infektiose Partikel bilden. Dartiber hinaus sind sie praktisch
alle hochgradig methyliert und damit nicht transkriptionsaktiv, folglich sind auch die
intakten lahmgelegt. Yoder et al. postulieren die etwas provokante These, daf3 in dieser

34 Retroviren (wie zum Beispiel das Aidsvirus HIV) sind Viren, die ein RNA-Genom enthalten, nach der
Infektion einer Wirtszelle dieses aber in eine DNA-Kopie ,,zuriickschreiben®, in Umkehrung des norma-
len genetischen Informationsflusses. Dazu benutzen sie ein eigenes mitgebrachtes Enzym namens reverse
Transkriptase. Die DNA-Kopie des Virusgenoms baut sich dann an zufalliger Stelle in den Chromoso-
mensatz der befallenen Zelle ein und wird dort zu einem stabilen Bestandteil deren Genoms. Von dort
aus veranlassen die retroviralen Gene die Produktion neuer Viruspartikel, die von der befallenen Zelle
abknospen und weitere Zellen infizieren kdnnen. Gelegentlich kann es vorkommen, dall Retroviren Zel-
len der Keimbahn infizieren und ihr Genom dort stabil einbauen. Es vererbt sich dann wie ein normales
Wirtsgen auf die Nachkommen des befallenen Individuums. Solche vererbbaren integrierten Retrovirus-
genome bezeichnet man als endogene Retroviren. Haufig bleiben sie nicht als vollstandige Virusgenome
erhalten, sondern es gehen Teile davon verloren, so dal nur noch retrovirale Teilsequenzen brig bleiben.
35 Die meisten Transposons bei hoheren Organismen sind Retrotransposons: Sie werden zunachst wie ein
normales Gen in RNA umgeschrieben (transkribiert), von dieser RNA wird dann aber wie bei Retroviren
durch die reverse Transkriptase eine DNA-“Rickschrift* erstellt, die dann an neuer Stelle ins Wirtsge-
nom integriert. Der Einfachheit halber wird dieser VVorgang oft ,,Springen* genannt, obwohl der Begriff
etwas mif3verstandlich ist: Das urspriingliche Transposon verbleibt an seinem alten Platz im Genom,
lediglich seine Kopie ,,springt” in eine neue Stelle. Retrotransposons im engeren Sinne kénnen eine Zelle
nicht verlassen und daher nur innerhalb desselben Genoms springen. Im weiteren Sinne zahlt man auch
die Retroviren dazu, die zwischen verschiedenen Zellen wandern kdnnen. Wenn in diesem Text das Wort
,» Transposon“ benutzt wird, sind die Retroviren mit eingeschlossen.
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Inaktivierung mobiler genetischer Elemente die Hauptfunktion der DNA-Methylierung
zu sehen sei, da zum einen der weitaus Uberwiegende Teil der methylierten DNA-
Bausteine des Sdugergenoms sich innerhalb solcher Elemente befindet und zum anderen
Organismen, in denen es keine DNA-Methylierung gibt (zum Beispiel Insekten, also
auch Drosophila), weit starker unter den Auswirkungen von Transposons leiden als
Sauger. Zu diesen Auswirkungen gehdren vor allem Mutationen: Weil Transposons
zufallig in neue Genomstellen integrieren, kdnnen sie wichtige Gene unterbrechen und
dadurch lahmlegen. Da héhere Organismen ein diploides Genom besitzen, hat das oft
keine Konsequenzen: Das Allel auf dem homologen zweiten Chromosom kann haufig
die Funktion alleine tibernehmen. Kritisch wird es jedoch, wenn dieses bereits defekt
ist, wenn das Zielallel auf dem einzig aktiven X-Chromosom liegt oder zu den Genen
gehort, die ein Imprintingmuster tragen und daher monoallelisch exprimiert werden,
oder wenn die Funktionserfullung eine Gendosis erfordert, die die Expression beider
Allele verlangt. Hinzu kommt, daR bisweilen unvollstandige Transposons in die neue
Genomstelle integrieren. Im Falle integrierter, unvollstandiger retroviraler Genome ist
bekannt, dal3 dadurch zellulare Gene tberméalig aktiviert werden kdnnen: Wenn ein
partielles Retrovirusgenom mit einem funktionellen Promotor sich dicht neben ein Gen
einbaut, gelangt das Gen unter den EinfluR des retroviralen Promotors, das heif3t, dieser
steuert nunmehr die Transkription des Gens. Das bedeutet in der Regel, dal’ das betrof-
fene Gen weit héher exprimiert wird als normal, da die retroviralen Kontrollsequenzen
zur Transkriptionssteuerung deutlich wirksamer sind als die meisten zellularen Promo-
toren. Ein expressionsférdernder Effekt auf Wirtsgene kann auch indirekt entstehen,
etwa indem sich nach der Integration des Retrovirus die Chromatinstruktur eines be-
nachbarten Gens zugunsten einer erhdhten Expressionsrate andert oder dessen Promotor
unter den EinfluB transkriptionsverstarkender retroviraler Sequenzen (Enhancer) gerat.
Wenn das fragliche Wirtsgen das Zellwachstum férdert, kann dadurch ein erster Schritt
zur Krebsentstehung gesetzt sein. Viele Tumoren in Labormausen sind auf diese Weise
entstanden und haben zur Identifizierung krebsrelevanter Gene gefuhrt (Rohdewohld &
Breindl 1985). Ferner kann es auch vorkommen, daB retrovirale Sequenzen mitten in
ein Gen integrieren und dann von diesem nur noch ein Teilstlick exprimiert wird. Das
entsprechend verstummelte Genprodukt kann in seiner Funktion verandert sein und
physiologische Ablaufe storen. Uberdies kénnen Transposons Chromosomenbriiche und
-umlagerungen induzieren (Yoder et al. 1997).

Trotz der Haufigkeit von Transposons im Saugergenom haben sie normalerweise
kaum eine mutagene Wirkung. Yoder et al. berichten, dal3 nur eine von 500 Keimbahn-
mutationen beim Menschen auf der Aktivitat von Transposons beruht, und diese geringe
Rate flihren sie auf die Schutzfunktion der DNA-Methylierung zuriick. Wie im Ab-
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schnitt 2.3 geschildert, kdnnen sich Methylierungsmuster nach einem Kerntransfer je-
doch @ndern. Uns sind zwar keine Untersuchungen bekannt, nach denen DNA-
Methylierungen infolge von Kerntransplantationen geléscht werden, doch gehen wir
davon aus, daR solches ebenso mdglich ist wie die Addition neuer Methylierungen, wie
von Roemer, Reik und Mitarbeitern berichtet. Zumindest kdnnen Gene nach einem
Kerntransfer starker exprimiert werden als in ihrer urspriinglichen zellularen Umgebung
(Latham &Solter 1991, Chastant et al. 1996), und es ist nicht auszuschlieRen, dal} dies
auch flr Transposons gilt. Ebenso vermutet Wilmut, dal? Gene im Zuge von Re-
programmierungsfehlern nach der Kerntransferprozedur nicht nur irrtimlich ab-, son-
dern auch eingeschaltet werden kénnen.

Die Aktivitat von Transposons kann sich gerade in Hybridsituationen stark erhéhen,
also dann, wenn man Tiere unterschiedlicher Stdmme oder Arten miteinander kreuzt. So
gibt es bei Drosophila das relativ gut untersuchte Phdnomen der Hybrid-Dysgenese
(Lewin 1998a, S. 476ff): Kreuzt man Ménnchen eines bestimmten Stammes (P) mit
Weibchen eines anderen (M), so wird eine bestimmte Klasse von Transposons (P-
Elemente) im P-Chromosomensatz aktiviert. (Der M-Chromosomensatz enthalt diese
Elemente nicht). Diese Transposons richten dann im Genom des Fliegenembryos aller-
lei Unheil an, flihren zu Mutationen und Chromosomenumlagerungen, und die aus die-
sen Kreuzungen entstehenden Fliegen sind héufig steril. Die umgekehrte Kreuzung,
zwischen M-Maénnchen (ohne das P-Element) und P-Weibchen (mit P-Element), zeigt
diesen Effekt nicht. Das liegt daran, daR im Zytoplasma von Fliegen des P-Stammes ein
Repressormolekil vorhanden ist, das die Transposition des Elements unterdriickt. Die
Eier eines P-Weibchens enthalten also in ihrem Chromosomensatz zwar das P-Element,
aber in ihrem Zytoplasma auch den zugehdrigen Repressor, so daR das P-Element still-
gelegt bleibt, auch wenn sie von einem P-Spermium befruchtet werden. Die Eier eines
M-Weibchens hingegen enthalten weder das Element noch den Repressor. Werden sie
von einem P-Spermium befruchtet, kann das in dessen Chromosomen enthaltene P-
Element daher ungehindert sein Unwesen treiben. Auf die Kerntransfermethode tber-
tragen, wiirde das bedeuten, daf die Transplantation eines somatischen Zellkerns mit P-
Elementen in ein entkerntes Ei vom M-Typ, also ohne den entsprechenden Repressor
im Zytoplasma, zur Aktivierung von P-Elementen fuhren mufte, die im Genomspender
bislang unauffallig geblieben waren.

In S&ugern gibt es durchaus vergleichbare Situationen. So werden bei Kreuzungen
zwischen Mausen der Stamme SWR/J und RF/J in den entstehenden Embryonen in ho-
hem Male endogene Retroviren aktiviert, auch in Zellen der Keimbahn (Jenkins & Co-
peland 1985). Und in einer aktuellen Arbeit tiber Kreuzungen zwischen verschiedenen
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Kénguruharten konnten Rachel Waugh O'Neill und ihre Koautoren von der La Trobe-
Universitat in Bundoora (Australien) und der Princeton-Universitat in New Jersey zei-
gen, daf in den Hybridkanguruhs in weiten Genombereichen Methylierungsmuster ge-
I6scht, Retrotransposons aktiviert und Chromosomenstiicke umgelagert werden (Waugh
O'Neill et al. 1998).

Fazit: Mit diesen Betrachtungen sei nicht behauptet, daR das kerntransferbasierte Klo-
nen zwangslaufig zur Ausschaltung wichtiger Gene, zu Krebs und anderen Stérungen
oder zur Aktivierung von mobilen genetischen Elementen fiilhren muR. Die bislang vor-
liegenden Befunde zu epigenetischen Effekten des Kerntransfers und zu den Besonder-
heiten von Hybridsituationen legen aber nahe, dal} derartige Risiken bestehen. Wie
schon mehrfach erwéhnt, scheint der Zufall eine groRRe Rolle zu spielen. Unter welchen
Bedingungen sich die Wahrscheinlichkeit flr epigenetische Effekte beim kerntransfer-
basierten Klonen in die eine oder andere Richtung verschiebt, kann nur durch genauerer
Untersuchungen geklart werden. Hybridsituationen zwischen Spendergenom und emp-
fangender Eizelle bergen offenbar ein stark erhéhtes Risiko fur unerwinschte epigeneti-
sche Effekte.

Vor diesem Hintergrund sind besonders Versuche zum ,, Transspezies-Klonen®, bei
denen somatische Zellkerne einer schwierig zu klonenden Sdugerart in entkernte Eizel-
len einer leichter klonbaren transferiert werden, als problematisch anzusehen. So hat
eine amerikanische Gruppe um Maisam Mitalipova, Tanja Dominko und Neill First
bereits Zellkerne aus Ratten, Schafen, Schweinen und Affen in Rinderoozyten (Pennisi
1998a), eine chinesische Gruppe Kerne von Méausen in Kanincheneizellen (Mei et al.
1993) transferiert. Bislang ist aus solchen Experimenten zwar noch kein lebendes Tier
hervorgegangen, doch spricht man auf der Internet-Nachrichtenseite der Universitat von
Wisconsin in Madison, wo ein Teil der amerikanischen Experimente stattfand, bereits
enthusiastisch von Kuheizellen als ,,universellen Empfangeroozyten®, fir Anwendun-
gen von der Erzeugung von Transplantationsgeweben fur den Menschen bis hin zur
Erhaltung geféhrdeter Tierarten. Tatséchlich kénnen sich nach solchen artiibergreifen-
den Kerntransplantationen offenbar Embryonen zumindest bis zu dem Stadium entwi-
ckeln, in dem sie sich in die Gebarmutterschleimhaut eines Tragetieres einnisten wir-
den. Doch bleibt abzuwarten, wie solche Tiere, wenn sie sich denn weiterentwickeln
sollten, aussehen werden oder wie die Zellen und Gewebe beschaffen sind, die man auf
diese Weise fiir Transplantationszwecke gewinnen will. Die Gefahr, dal? in so erzeugten
Zellen oder Tieren mobile genetische Elemente aktiviert und Gene des Spendergenoms
in veranderter Weise exprimiert werden, dirfte ausgesprochen hoch sein. Hinzu kommt,
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dal? man nicht weif3, wie gut das Genom in den Mitochondrien der Empfangereizelle
mit dem artfremden Genom des Spenderkerns zusammenarbeiten kann.

2.5 Ausblick und Forschungsperspektiven

Das Klonen hat also nicht nur Spemanns Frage beantwortet, ob ein ausdifferenzierter
Zellkern die Entwicklung eines Eies bis zum erwachsenen Individuum steuern kann,
sondern gleichzeitig eine Vielzahl neuer Fragen aufgeworfen. Insofern hat sich diese
methodische Innovation als ungemein fruchtbar fur die Grundlagenforschung erwiesen.
An Schafen oder Kuhen ware die Untersuchung dieser Fragen allerdings aufgrund der
langen Tragzeiten, geringen WurfgréRen und aufwendigen Haltung sehr zeitraubend
und kostspielig. Alex Kind, einer der Mitarbeiter im Team, das Dolly und Polly erzeugt
hat, brachte es im Gespréch mit uns auf den Punkt: ,,I1f you work with cows, you can do
just ten experiments, and then you retire” (Wenn man an Kiihen arbeitet, kann man ge-
rade mal zehn Experimente machen, und schon geht man in Rente.).

Da nunmehr das Klonen von Mausen mdglich geworden ist, lassen sich viele der
Fragen wohl auf praktikable Weise untersuchen. Mause haben kurze Tragzeiten, werfen
viele Junge und sind einfach zu halten. Zudem ist Gber ihre Genetik sehr viel mehr be-
kannt als Giber die von anderen Saugern (mit Ausnahme vielleicht des Menschen). U-
berdies sind Labors der biomedizinischen Grundlagenforschung in der Regel auf das
Halten von Mausen eingerichtet; Forschungsleiter mifiten also keine zusétzlichen In-
vestitionen zum Halten von Schafen einplanen oder beantragen, wenn sie die Bedin-
gungen des Klonens analysieren oder sich diese Technik anderweitig zunutze machen
wollen.

Eine unserer Fragen an lan Wilmut war, ob es typische Pathologien gabe, die bei ab-
sterbenden Kerntransfer-Feten gehduft auftraten. Er wuBte es nicht und gab zu, daf es
bisher kaum einen Weg gab, um dies in praktikabler Weise zu tberprifen. Er schlug
eine Untersuchungsreihe vor, in der eine grof3e Zahl von Kerntransfer-Feten zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten ihrer Entwicklung auf Fehlbildungen und eventuelle Todesur-
sachen analysiert wirden, was freilich mit dem Toten der Tragetiere verbunden waére:
A way to look at this is to slaughter the foster mothers to recover the fetuses at particu-
lar times and check them; though, we haven't done that. But this should be realistic in
mice.*

In &hnlicher Weise machte Wolf Reik im Interview einen Vorschlag, die Haufigkeit
epigenetischer Verénderungen zu untersuchen: ,,Charakterisiere den epigenetischen
Zustand des somatischen Kerns, den du transplantierst, und dann schau' nach, was pas-
siert, nachdem er transferiert worden ist, und dies zu verschiedenen Zeitpunkten der
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Entwicklung. Nach Moglichkeit vergleichst du Embryos, die erfolgreich geklont wur-
den, mit solchen, die absterben, um herauszufinden, was anders ist zwischen beiden
Gruppen. Das wird in Zukunft wichtig sein, um die Methode zu optimieren.* Mit Mau-
sen ist dies machbar, mit Schafen oder Rindern kaum, darauf hat Reik ebenfalls hinge-
wiesen.

Ebenso laRt sich ein eventueller EinfluR des Klonens auf die Lebenserwartung der
betreffenden Tiere untersuchen, indem man etwa Zellkerne aus unterschiedlich alten
Mausen und/oder aus Zellen, die unterschiedlich lange in Kultur gehalten wurden, zum
Transfer verwendet und verfolgt, wie lange die entstehenden Mause leben und woran
sie sterben. Ferner liele sich die Frage studieren, ob das Klonen infolge epigenetischer
Effekte und/oder akkumulierten Mutationen in den somatischen Spenderzellen zu einer
erhohten Krebsanfalligkeit oder sonstigen Pathologien in den Klontieren fiihren kann.
In diesem Zusammenhang ist auch die Verwendung von etablierten Zellkulturlinien als
Kernspender kritisch zu betrachten, wie sie etwa Davor Solter in seinem Kommentar zu
Cumulina vorschlagt (Solter 1998). Genetisch gut charakterisierte Zellkulturlinien als
Kernspender furs Klonen kénnen bei der Untersuchung von Grundlagenfragen wie den
oben beschriebenen sehr hilfreich sein, da sich genau nachprifen 1aRt, mit welchem
Genotyp (und auch, welchem epigenetischen Zustand des Genoms) man beginnt und
diese Zellen immer wieder aufs Neue benutzt werden kénnen, so daf3 sich je nach Be-
dingungen des Einzelexperiments wertvolle und aussagekréftige Vergleiche ziehen las-
sen. Freilich stehen solche Zellen nicht unter dem Selektionsdruck, einen funktionsfahi-
gen kompletten Organismus zu bilden — sie kdnnten daher nach langer Zeit in Kultur
eine Vielzahl von Mutationen akkumuliert haben, die zwar ihre Lebensfahigkeit als
Einzelzellen nicht beeintrachtigt und somit in Kultur unbemerkt blieben, die aber die
Fahigkeit ihres Genoms zur Heranbildung eines ganzen Kaorpers erheblich einschranken
kdnnten.36 Solter weist auf unsere Nachfrage zu diesem Punkt darauf hin, dal? dies zwar
zutreffen kénne, aber in gleicher Weise auch fiir somatische Zellen im Organismus gel-
te. Auch eine Hautzelle beispielsweise muf3 nicht mehr einen ganzen Organismus bilden
und konnte in gleicher Weise Mutationen angehduft haben, die ihren Zellkern das Po-
tential verlieren lassen, die Entwicklung eines kompletten Kérpers zu steuern. Wir wer-
den die Problematik somatischer Mutationen in Kernspenderzellen in Abschnitt 4 naher
diskutieren.

Interessant ist auch die Frage, ob jede adulte Zelle (bzw. jeder Zellkern) wieder toti-
potent gemacht werden kann. Wilmut bezweifelt das, und die Experimente von Wakay-
ama und Mitarbeitern (1998) zeigen unterschiedliche Effizienzen der verwendeten

36 Allerdings ist bisher noch nicht erwiesen, ob sich Méause tiberhaupt aus kultivierten Zellen klonen
lassen: Wakayama et al. (1998) benutzten Zellen, die sie direkt aus dem Kdérper adulter Mause gewannen.
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Spenderzellen. Welche VVoraussetzungen mussen also vorliegen, damit ein ausdifferen-
zierter Zellkern wieder totipotent werden und die Entwicklung eines kompletten Orga-
nismus steuern kann, welche seiner Eigenschaften bedingen eine solche Kompetenz?
Kann man vielleicht eine Spenderzelle so manipulieren, daf? ihr Kern zum Klonen bes-
ser geeignet wird und die Effizienz des Klonens damit steigt? (Wilmut: ,,We have to do
different things to the donor cells, to potentiate efficiency, to make it really work.*)

Und wie erfolgt die Reprogrammierung, welche Faktoren der Eizelle fiihren diese
durch? Gibt es Unterschiede gegentber der nattirlichen Reprogrammierung der haploi-
den Keimzellvorkerne? Lassen sich aus Eizellen molekulare Reprogrammierungsfakto-
ren isolieren und charakterisieren und mit ihrer Hilfe ausdifferenzierte Zellen dediffe-
renzieren, ohne ihren Kern in eine Eizelle transferieren zu miissen? Kénnten mit Hilfe
solcher Faktoren Zellen dedifferenziert und gezielt zur Neudifferenzierung angeregt
werden, ohne dald ein Kerntransfer-Embryo erzeugt werden muf3? Wilmut und Alan
Colman halten dies auf lange Sicht fir méglich, und das wéare von enormer medizini-
scher Bedeutung: Man kdnnte dann Ersatzgewebe flr Transplantationszwecke direkt
aus dem Patienten gewinnen, also gesundes eigenes Gewebe der einen Sorte so veran-
dern, dal} es krankes Gewebe der anderen Sorte funktionell ersetzen kann, und wiirde
damit nicht nur alle AbstoRungsprobleme umgehen, sondern miite auch keinen zuvor
erzeugten Embryo opfern (siehe dazu Abschnitt 3.3). Doch das ist noch Zukunftsmusik
und sehr spekulativ. Durch die Forschungsmadglichkeiten, die das kerntransferbasierte
Klonen erdffnet, erscheint die Entwicklung solcher therapeutisch einsetzbarer Zellen
jedoch zumindest theoretisch nicht mehr ausgeschlossen.

Ferner lassen sich, wie schon anfangs erwéhnt, mit Hilfe des kerntransferbasierte
Klonens transgene Tiere herstellen. Da dieser Aspekt derzeit vorwiegend angewandte
Bereiche bertihrt, werden wir ihn in den folgenden Abschnitten néher erdrtern. Des wei-
teren gibt es Vorstellungen, mittels des Kerntransfer-Verfahrens Gentherapie durchzu-
fihren. Auch darauf werden wir noch zuriickkommen (Abschnitt 3.3).
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3 Klonen in der angewandten medizinischen Forschung

Derzeit werden im wesentlichen vier mdgliche Anwendungsfelder des kerntransferba-
sierten Klonens fir medizinische Zwecke diskutiert:

o die Herstellung transgener Tiere zur Erzeugung therapeutisch nutzbarer Proteine in
der Milch (,,Gen-Pharming®, Abschnitt 3.1),

e das Konstruieren und Vermehren von Tieren, die als Organspender fur den Men-
schen dienen kénnten (Xenotransplantation, Abschnitt 3.2),

¢ die Nutzung des Kerntransferverfahrens zur Gewinnung von autologem Transplanta-
tionsgewebe und in der Gentherapie (Abschnitt 3.3), und

¢ die Nutzung durch Kerntransfer geklonter Tiere in der préklinischen Forschung, etwa
als Modelle fur menschliche Krankheiten und/oder zum Testen von Pharmaka (Ab-
schnitt 3.4).

Beim Gen-Pharming, bei der Entwicklung von Krankheitsmodellen in Grof3tieren und
bei der Xenotransplantation ist zunachst weniger das genetisch identische Vervielfalti-
gen von Tieren interessant als vielmehr die Mdoglichkeit, das Kerntransferverfahren als
ein Mittel zu benutzen, um transgenes Vieh zu erzeugen — also fremde Gene stabil in
Nutztiere einzubringen. Das war bislang sehr mihselig, zudem war nur die Addition
neuer Gene maglich, nicht dagegen das Ausschalten oder Modifizieren bereits vorhan-
dener Gene, wie es in der Maus schon langer moéglich ist (siehe unten). Das Einbringen
neuer Gene in das Genom von Schafen ist mittels Kerntransfer bereits gelungen
(Schnieke et al. 1997, Pennisi 1998b), an der Modifikation vorhandener Gene wird ge-
arbeitet (Pennisi 1998b, Mitchell 1998; Alan Colman, personliche Mitteilung). SchlieR3-
lich war die Suche nach einem effizienteren Weg zur Herstellung transgener Nutztiere
der eigentliche Hintergrund bei der Entstehung von Dolly, wie lan Wilmut im Gesprach
mit uns bestétigte.

Denn das Kerntransferverfahren ermdglicht nicht nur das Kopieren eines natirlichen
Genoms in ein neues Tier, sondern auch das eines kinstlich veréanderten. Als Kernspen-
der furs Klonen eignen sich grundsétzlich auch kultivierte Zellen (Sims & First 1994,
Campbell et al. 1996a, Wells et al. 1997, Schnieke et al 1997), und eine Zelle in Kultur
ist der genetischen Manipulation leicht zuganglich. Durch verschiedene Methoden las-
sen sich auf relativ einfache Weise neue Gene in kultivierte Zellen einbringen. Zudem
kdnnen die erfolgreich verédnderten Zellen mit Hilfe gleichzeitig eingebrachter Re-
sistenzgene bequem selegiert und in Kultur angereichert, und anschlielend daraufhin
Uberprift werden, ob sie das neue Gen als intaktes Ganzes in ihr Genom aufgenommen
haben, oft sogar auch, ob sie es in gewiinschter Weise ablesen (exprimieren). Erfolg-
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reich manipulierte Zellen lassen sich dann unter geeigneten Umstéanden dazu verwen-
den, durch Kerntransfer Tiere mit dem neuen Gen zu erzeugen.

DaR dieser Ansatz funktionieren kann, dokumentierte Wilmuts Team unter Federfiih-
rung von Angelika Schnieke Ende letzten Jahres (Schnieke et al. 1997; kommentierte
Vorberichte u.a. in der New York Times [Kolata 1997b] und in Science [Pennisi 1997]).
Die Gruppe brachte das menschliche Gen fir den Blutgerinnungsfaktor IX in fetale
Schafsfibroblasten ein und klonte daraus mittels Kerntransfer Schafe (darunter Polly,
uber die auch in deutschen Medien berichtet wurde), die das neue Gen enthalten. Kurz
nach Schniekes Veroffentlichung berichteten James Robl und Steven Stice auf einem
Kongrel3 der International Embryo Transfer Society, sie hatten auf &hnliche Weise
transgene Kalber (George und Charlie, seinerzeit ebenfalls in der deutschen Tagespres-
se erwéhnt), die ein fremdes Testgen tragen, aus genetisch manipulierten fetalen Rin-
derfibroblasten erzeugt (Pennisi 1998b).

Der urspriingliche Weg zur Transgenesis von Saugetieren verldauft dagegen quasi
nach dem Prinzip der Katze im Sack: Das einzubringende Gen wird in eine befruchtete
Eizelle injiziert; diese 1alt man von einem Ersatzmuttertier austragen und hofft, dal das
so gewonnene Tier das transgene Merkmal aufweist — eine sehr aufwendige Methode,
da nur ein Bruchteil der behandelten Embryonen das injizierte Gen tatsachlich stabil
aufnimmt und davon wiederum nur ein Bruchteil dieses auch exprimiert (Campbell et
al. 1996b, Schnieke et al. 1997, Velander et al. 1997, Pennisi 1998b, siehe auch unten).
Die Verlegung der eigentlichen Transgenesis in die Zellkultur hat den Vorteil, daf? ge-
prift werden kann, ob das Transgen tatsachlich ins Genom der Empféngerzellen einge-
baut worden ist, bevor aus ihnen Tiere erzeugt werden.

Bisher waren zellkulturbasierten Techniken zur Transgenesis von Sdaugern nur bei der
Maus maglich, allerdings nicht auf Grundlage des Kerntransfers, sondern unter Ver-
wendung bestimmter embryonaler Stammzellinien (ES-Zellen). Diese ES-Zellen sind
pluripotent: Injiziert in eine Blastozyste, kdnnen sie sich an allen Geweben der entste-
henden Maus beteiligen, auch an ihrem Keimgewebe. Selber konnen diese Zellen sich
allerdings nicht zu einem vollstandigen Embryo entwickeln. Der Weg bei Mausen ist
daher der, als erstes ES-Zellen in Kultur genetisch zu manipulieren — ein fremdes Gen
hinzuzufiigen oder ein eigenes Gen auszuschalten beziehungsweise durch ein malige-
schneidertes neues gezielt zu ersetzen.3” Im néchsten Schritt isoliert man die erfolgreich

37 Letzteres ist als Gen-Targeting oder Gen-Knockout bekannt. Zumeist integrieren kiinstlich eingebrach-
te Gene zwar an zufalliger Stelle im Chromosomensatz der manipulierten Zellen, manchmal kann aber
ein fremdes Gen genau an der Stelle eingebaut werden, an der sich ein dhnliches zelleigenes Gen befindet
— und dieses ersetzen. Ein solcher Vorgang wird als homologe Rekombination bezeichnet. Durch ge-
schickt gewahlte Selektionsverfahren kann man innerhalb einer genetisch manipulierten Zellkultur nicht
nur die Zellen herausfinden, die das eingebrachte Gen (iberhaupt stabil aufgenommen haben, sondern
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verénderten Zellen und injiziert sie in Maus-Blastozysten. Es entstehen dann zundchst
Méause, die genetische Chiméren oder Mosaike sind: Ein Teil ihrer Zellen stammt von
der Empfangerblastozyste ab, der andere Teil von den injizierten ES-Zellen. Mit etwas
Glick gehen aus den injizierten ES-Zellen auch Keimzellen hervor, und durch natrli-
che sexuelle Fortpflanzung lassen sich dann schliel3lich Mause erzeugen, die keine
Chimaren mehr sind, sondern das Transgen in all ihren Zellen enthalten.

Pluripotente Stammzellen, die auch an der Keimbahn partizipieren, lief3en sich von
anderen Séaugern bisher jedoch nicht gewinnen (Campbell 1996b; lan Wilmut, personli-
che Mitteilung; Alan Colman, persénliche Mitteilung). Zudem hat das ES-Zell-
Verfahren den Nachteil, dal? eine zusétzliche Generation abgewartet werden mufR3, bevor
Tiere entstehen, die genetisch einheitlich sind, und das bedeutet bei Rindern und Scha-
fen einen erheblichen Zeitverlust. Mduse vermehren sich innerhalb von Wochen, Grol3-
vieh dagegen innerhalb von Jahren. Die im vorigen Abschnitt zitierte Bemerkung von
Alex Kind kommt durchaus nicht von ungefahr.

Der Ausweg bei Nutztieren war also, auf das Kerntransferverfahren zu setzen, und
offenkundig ist dieser Weg gangbar: Transgene Schafe und Rinder kénnen dadurch
erzeugt werden. Ob auf diese Weise auch Gen-Targeting und Gen-Knockout bei Nutz-
oder Grolitieren durchftihrbar werden, bleibt abzuwarten, erscheint aber realistisch.
Welche Anwendungensmoglichkeiten sich dadurch fir die Medizin im einzelnen eroff-
nen, werden wir im folgenden diskutieren, ebenso die mdglichen Nutzanwendungen des
Klonens ohne begleitende Transgenesis.

3.1 Gen-Pharming

Am weitesten fortgeschritten ist die praktische Anwendung des kerntransferbasierten
Klonens beim Gen-Pharming. Die Suche nach Mdglichkeiten, billiger als bisher
menschliche Proteine fiir pharmazeutische Zwecke zu gewinnen, war ein wesentliches
Ziel bei den Forschungen, die zur Entstehung von Dolly flihrten. Es gibt eine Reihe von
Krankheiten, die auf den Mangel an bestimmten Proteinen zurtickzufuhren sind. Insu-
linabh&ngiger Diabetes mellitus etwa ist ein klassisches Beispiel dafir. Weitere Krank-
heiten infolge des Fehlens eines Proteins sind etwa die Bluterkrankheit (Mangel an den
Blutgerinnungsfaktoren VIII oder 1X), der a;-Antitrypsinmangel (eine erblich bedingte
Form von Lungenemphysem, auch Laurell-Eriksson-Syndrom genannt, hdufigste Stoff-

auch diejenigen seltenen Exemplare, die es infolge einer homologen Rekombination genau an der ge-
winschten Stelle in ihrem Genom tragen. Auf diese Weise lassen sich vorhandene Gene gezielt durch
neue ersetzen. Oder auch komplett lahmlegen: Dadurch ndmlich, dafl man ein vorsatzlich defekt gemach-
tes Gen an die Stelle seines funktionsféahigen natirlichen Gegenstiicks ins Genom hineinrekombinieren
14kt (Capecchi 1989, 1994).
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wechselerbkrankheit in Europa) oder der Antithrombin-111-Mangel (ebenfalls erblich
bedingt, Haufigkeit 1:5000, erhohte Neigung zu Thrombosen und Embolien).

Insulin l&Rt sich inzwischen gentechnisch in Bakterien herstellen, so dafl man nicht
mehr auf die Gewinnung dieses Proteinhormons aus Rindern oder Schweinen angewie-
sen ist. Die gentechnische Produktionsweise in Bakterien ist jedoch nicht immer gang-
bar, da in Sdugern vielen Proteinen nach ihrer Synthese zusétzliche Molekilgruppen
angehangt werden, die ihre biologische Aktivitat zumindest mitbedingen. Bakterien
kdnnen solche ,,posttranslationalen Modifikationen* nicht durchfiihren. Proteine dieser
Art multen daher bislang direkt aus menschlichem Blutplasma gewonnen werden, was
jedoch sehr teuer und in vielen Fallen gar nicht praktikabel ist, da die Konzentrationen
der gewtiinschten Proteine im Plasma meist viel zu niedrig liegen. Zudem sind mit dieser
Gewinnungsweise Infektionsrisiken verbunden: Viele Bluterkranke haben sich in der
Vergangenheit tber Plasmapréparate mit Aids oder Hepatitis infiziert.

Ein alternativer Weg ist die Produktion solcher Proteine in Sdugerzellkulturen. Dies
ist jedoch aufwendig, da Saugerzellen weit anspruchsvoller sind als Bakterien, weit
teurere N&dhrmedien bendtigen und ihre Kultivierung entsprechend kostspielig ist. Oft
missen allein in Bioreaktoren 40 Millionen Mark oder mehr investiert werden, um auch
nur mélige Mengen eines seltenen Proteins in Zellkultur zu erzeugen (Velander et al.
1997). Einfacher und billiger wére es, therapeutische Proteine von transgenen Tieren
herstellen zu lassen. Karatzas und Turner (1997) zitieren Schéatzungen, nach denen die
Produktion eines Gramms an humanem Gewebe-Plasminogenaktivator3s in Bakterien
20.000, in Saugerzellkultur 10.000 und in transgenen Kiihen gerade mal zehn US-Dollar
kosten wirde. Ob diese enorme Kostendifferenz so stimmt, mag bezweifelt werden,
doch gibt sie zumindest einen Eindruck ber die erwartete Effizienz der Methode. Auch
machen die unmittelbaren Herstellungskosten haufig nur einen kleineren Teil der Kos-
ten eines Produktes aus, der gréRRere Teil entfallt auf Entwicklung, Prifung, Verfah-
rensvalisierung und Vertrieb.

Die Milchdrse als Produktionsort scheint insofern besonders geeignet, als sie schon
natlrlicherweise zur Produktion grofRer Mengen von Proteinen ausgelegt ist, und zudem
ihre Produkte nach auRen abgibt, so daf sich die Gewinnung einfach gestaltet und kei-
nen Eingriff in das Tier erfordert. Strategie dabei ist, das Gen flir ein gewiinschtes Pro-
tein mit einer Kontrollsequenz zu versehen, einem genetischen Schalter, der die Expres-
sion des Proteins in der Milchdrlse gewahrleistet, und méglichst nur in diesem Organ,
um zu vermeiden, dal3 das Tier durch Expression in anderen Organen belastet wird. Das
ist prinzipiell méglich, da eine Reihe von Kontrollsequenzen fur die Expression von

38 Ein Protein (Kiirzel: tPA), das bei Schlaganfall und Herzinfarkt Blutgerinnsel auflésen hilft.
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Milchproteinen bekannt sind, etwa der b-Lactoglobulin-Promotor oder der Promotor
des Gens fiir das saure Molkenprotein (Wilmut & Whitelaw 1994, Velander et al.
1997). Das gesamte Genkonstrukt wird dann in das Genom des Tieres eingeschleust, in
der Hoffnung, daR dieses das gewiinschte Protein schliellich mit seiner Milch abgibt.

Entsprechende Experimente sind erfolgreich durchgefuhrt worden, und so gibt es be-
reits etwa Schweine, die Protein C (einen Gerinnungshemmer), Ziegen, die Antithrom-
bin 111, und Schafe, die aj-Antitrypsin mit ihrer Milch abgeben. Die beiden letzteren
Substanzen befinden sich schon in der klinischen Priifung (Velander et al. 1997, Karat-
zas & Turner 1997, Pennisi 1998b; Alan Colman, personliche Mitteilung)3®. Diese Tiere
sind freilich nach der klassischen Methode entstanden, also durch Injektion der fremden
DNA in einen der VVorkerne befruchteter Eizellen.

Polly enthélt nun das menschliche Gen flr den Blutgerinnungsfaktor 1X, gekoppelt an
den Schafpromotor fir ein Milchprotein (b-Lactoglobulin). Dieses Genkonstrukt wurde
zunachst in kultivierte fetale Schafsfibroblasten eingeschleust, und aus erfolgreich ma-
nipulierten Zellen wurden dann mit Hilfe der Kerntransfermethode ganze L&mmer ge-
klont, darunter Polly. Und wie uns Alan Colman und lan Wilmut mitteilten, wird in
Pollys Euterzellen tatsdchlich Faktor IX gebildet. An diesem Experiment zeigt sich, dal}
das kerntransferbasierte Klonen im Hinblick auf die Erzeugung transgener Tiere eine
Reihe von Vorteilen bietet:

e Angelika Schnieke und Kollegen (1997) zeigen in ihrer Dokumentation des Experi-
ments auf, dal’ durch das Kerntransferverfahren weniger Tiere eingesetzt werden
mussen als bei der klassischen Injektionsmethode: Um ein lebendes transgenes
Lamm zu erzeugen, waren bei der Firma PPL in den Jahren 1989 bis 1996 mit der al-
ten Methode durchschnittlich rund 51 weibliche Tiere als Oozytenspenderinnen und
Ersatzmtter notwendig, bei dem Polly-Experiment jedoch nur noch knapp 21.

e Ein grolRer Vorteil bei Verwendung der Kerntransfermethode ist, dal die manipulier-
ten Kernspenderzellen zuerst auf Anwesenheit des fremden Gens getestet werden
kénnen, bevor aus ihnen ein Embryo erzeugt wird. Daher werden von vornherein nur
gesichert transgene Embryos in die Ersatzmatter implantiert, so daB alle L&mmer, die
zur Geburt gelangen, auch tatséchlich transgen sind. Bei der Injektionsmethode ist
dagegen unsicher, ob das Gen tberhaupt eingebaut wird: Von den insgesamt 1286
geborenen Lammern bei PPL, bei denen die Geninjektion angewendet wurde, waren
gerade 56 transgen, nur rund 4 Prozent. Die meisten Trachtigkeiten waren also, was

39 Antithrombin 111 ist laut Meldung der Firma Genzyme Transgenics auf ihrer Internet-Seite
(www.genzyme.com) in Phase 111. Und a1-Antitrypsin ist in Phase 11, wobei es, wie uns Colman mitteil-
te, zur Behandlung von Mukoviszidose (Zystische Fibrose) getestet wird und noch nicht als Mittel gegen
das Laurell-Eriksson-Syndrom. Die Firma PPL stelle mit Hilfe ihrer Schafe, so Colman weiter, wochent-
lich ein Kilogramm dieser Substanz her, das ist flir ein solches Protein eine gewaltige Menge.
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das angestrebte Ziel betrifft, umsonst. Zudem kann bei der alten Methode eine ver-
zbgerte Integration (nach der ersten Teilung der Eizelle) dazu fuhren, dal’ das entste-
hende Lamm ein genetisches Mosaik ist. Dann wére das fremde Gen zwar in vielen
Zellen des Lamms présent, aber vielleicht nicht in der Milchdriise, was das Tier als
Produzenten ungeeignet machen wiirde, und/oder nicht in den Keimzellen, so da
das Transgen nicht weiterverbt werden kann.

e Und schlieBlich lassen sich bei der Kerntransfermethode als Kernspender von vorn-
herein weibliche Zellen auswahlen — bei der alten Methode ist dagegen zundchst un-
klar, ob sich aus der befruchteten Eizelle, in die das neue Gen injiziert wird, ein
weibliches oder ménnliches Tier entwickeln wird. Ist das transgene Lamm maénnlich,
muf3 man es kreuzen und eine weitere Generation abwarten, bevor man weif3, ob das
gewiinschte neue Protein auch wirklich in der Milch erscheint (Schnieke et al. 1997)
— bei GroRtieren ein erheblicher Zeitverzug.

Colman meinte im Interview mit uns zur Kerntransfermethode: ,,You can look upon that
in two ways: commercially it's cheaper, and from the animal welfare aspect: you're us-
ing less animals.” PPL will jetzt, so Colman, wegen der hoheren Milchleistung auf Ku-
he umstellen, was die ganze Produktion noch weiter vereinfache, kosteneffektiver ma-
che und die Markteinfiihrung eines neuen Produkts erheblich beschleunige: Man kdnne
auf einen Schlag durch die Kerntransfermethode zehn Kiihe generieren, und damit lieRe
sich fur die meisten in Frage kommenden therapeutisch nutzbaren Proteine der Weltbe-
darf decken. Die Kiihe waren alle transgen und genetisch identisch, doch letzteres sei
gar nicht wichtig, wichtig sei vielmehr, dal3 man nicht mehr Gber viele Generationen
eine groRe Herde heranziichten musse. (Colman: ,,Cloning is to produce the transgenic
animals, not to multiply them. But with cows we wouldn't have to worry about breeding
by any route, we would just make ten cows, and that's it.“) Er wies auch daraufhin, dal
es wenig sinnvoll sei, adulte Zellen als Kernspender zu verwenden; bei der Produktion
transgener Tiere seien fetale Zellen vollkommen ausreichend und schon allein aus Effi-
zienzgrunden vorzuziehen.

An weiteren Proteinen produziert PPL nach Aussagen Colmans derzeit in Schafen Fi-
brinogen zur Verwendung als Gewebekleber, den schon oben erwéhnten Gerinnungs-
hemmer Protein C sowie eine Lipase mit dem Kdrzel BSSL (fur bile salt-stimulated
lipase), die die Verwertung von Lipiden im menschlichen Darm erhéhen kann, beson-
ders bei Friihgeborenen (Karatzas & Turner 1997). Fir BSSL erwartet Colman den Be-
ginn klinischer Versuche in diesem Jahr, ebenso eine erste klinische Testreihe zur Be-
handlung des Laurell-Eriksson-Syndroms mit schafsproduziertem az-Antitrypsin.

In Kuhen sei zun&chst geplant, humane Milchproteine einzufuhren, etwa humanes a-
Lactalbumin zur besseren Verwertbarkeit von kuhmilchbasierter Sduglingsnahrung und
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zur Herabsetzung von Allergien. Eine mutierte Version dieses Lactalbumins, das kein
Phenylalanin mehr enthélt, sei ebenfalls in Planung, als Kost fir Sauglinge, die an der
erblich bedingten Phenylketonurie leiden. lan Wilmut hielt zudem die Produktion mo-
noklonaler Antikdérper oder von humanem Hamoglobin in Tiermilch fur ein lohnens-
wertes Unterfangen.

Das Gen-Pharming stellt also die Produktion neuer Arzneimittel und sogenannter ,,the-
rapeutischer Nahrungsmittel” (,,Nutraceuticals*) in Aussicht, die vorher kaum herzu-
stellen waren, und deren Notwendigkeit und Wert zumindest umstritten sind. Die Pro-
duktion in transgenen Tieren scheint dabei kostengunstiger zu sein als beispielsweise in
der Zellkultur, wobei allerdings fraglich ist, ob die Firmen den Kostenvorteil an Patien-
ten und Krankenversicherungen immer entsprechend weitergeben. Darlber darf jedoch
nicht in Vergessenheit geraten, daR bei dieser Produktionsweise eine Reihe von Prob-
lemen auftreten kdnnen:

¢ So stellt sich nach dem Einbringen eines Transgens — ob durch Injektion oder mittels
Kerntransfer — zunéchst die Frage, ob es tatsachlich exprimiert wird, und vor allem
in ausreichender Hohe, damit sich die Isolierung des Proteins auch wirtschaftlich
lohnt. Das ist nicht immer der Fall.

e Ferner muR das transgene Protein biologisch aktiv sein und frei von unvertretbaren
Nebenwirkungen. Das ware wohl gegeben, wenn das Produkt identisch ist mit dem
Originalprotein im Menschen, jedoch auch das ist wider Erwarten nicht stets der
Fall. Haufig zeigen aus der Milch isolierte transgene Humanproteine ein geringeres
Molekulargewicht als die Originalformen (Wilmut & Whitelaw 1994), was daran
liegen kann, daB die Milchdrise des Erzeugertieres nicht immer alle posttranslatio-
nalen Modifikationen so ausfiihrt wie das Organ, in dem das Protein im Menschen
normalerweise synthetisiert wird (meist die Leber).

e Daruber hinaus ist es wichtig, daR das Transgen genetisch stabil ist. In Tracy, dem
ersten transgenen Schaf von PPL, das humanes a1-Antitrypsin erzeugte, war das
nicht so: Tracy selbst hatte nach Aussagen Colmans 14 bis 16 Kopien des Transgens
in ihrem Genom, ihre erste Tochter dagegen nur noch vier, ihr erster Sohn acht. Ko-
pien des Transgens konnen also nach Mehrfachintegrationen (und die werden fast
immer beobachtet) im Zuge normaler sexueller Reproduktion wieder verlorengehen.
Die derzeitige Herde von a;-Antitrypsin produzierenden Schafen bei PPL sind daher
auch nicht Tracys Abkdmmlinge, sondern gingen aus einem neu erzeugten Tier her-
vor. In dieser Herde sei das Transgen aber schon in der flinften Generation stabil und
werde verlaRlich exprimiert, so Colman. Bei dem weiter oben beschriebenen Szena-
rio mit dem Klonen von zehn Kiihen auf einen Schlag entfallt das Problem natirlich,
da keine sexuelle Vermehrung mehr notwendig ist und sich im Bedarfsfalle neue
Kihe aus der einmal erzeugten transgenen Kernspenderzellinie klonen lassen.
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Nun sind dies Punkte, die eher die Interessen der Produktionsfirma beziehungsweise
Fragen der Arzneimittelzulassung beriihren. Hinzu kommen Probleme, die bei den be-
troffenen Tieren selbst auftreten konnen:

e Schon die Transgenesis als solche konnte das Tier schadigen: Transgene integrieren
in der Regel zuféllig, kdnnen also auch vorhandene wichtige Gene unterbrechen und
lahmlegen. Da Sauger von fast allen Genen zwei Kopien besitzen, hat das in der Re-
gel keinen Effekt und wirde sich erst in spateren Generationen im Falle einer Rein-
erbigkeit fir das Transgen bemerkbar machen (siehe jedoch dazu auch Abschnitt
2.2.4; die dort fur die Insertion von Transposons aufgefiihrten Argumente gelten
auch in diesem Fall).

o Ferner konnte das fremde Protein schadigende Wirkung im Tier haben. In der Milch-
drise selbst ist das zwar weniger zu erwarten, da das Protein abgegeben und ausge-
schieden wird, doch vollig ausschlieBen l&Rt sich das nicht. Ein transgenes Protein
konnte allerdings durchaus auch positive Effekte auf die Milchdruse ausiiben: Eine
Kuh, die etwa menschliches Lysozym und Lactoferrin in ihrer Milch produziert, bei-
des Substanzen mit antibakterieller Wirkung, wiirde moglicherweise seltener an Ma-
stitis und Infektionen des Gesauges leiden als eine normale Kuh (Karatzas & Turner
1997); diese Hypothese wurde allerdings noch nicht Gberpruft.

o Kiritischer kann es werden, wenn das Protein in anderen Organen exprimiert wird.
Man versucht zwar, das Transgen mit allen Kontrollelementen auszustatten, die eine
ausschlielRliche Expression im Gesauge sicherstellen, doch gelegentlich kommt eine
»Sickerexpression® in anderen Geweben vor (Wilmut &Whitelaw 1994, Velander et
al. 1997). Griinde dafiir kdnnten tbergelagerte regulatorische Einfliisse des genomi-
schen Ortes sein, in den das Transgen integriert ist, oder eventuell fehlende Kontroll-
elemente in seinem ,,Expressionsschalter”. Méglicherweise lassen sich solche Prob-
leme reduzieren, wenn Transgene per Gen-Targeting in einen bestimmten Genomort
plaziert werden kénnen, etwa an die Stelle eines Gens fiir ein endogenes Milchprote-
in, was mit der Kerntransfermethode ja realistisch erscheint. Dann kdnnte man auf
das Vorschalten von Kontrollelementen verzichten, da die bereits am Integrationsort
vorhandenen nun wirksam wirden, und die sollten korrekter arbeiten als kiinstlich
angehangte, zudem entfielen eventuelle nachteilige regulatorische Einfliisse aus der
Umgebung eines zufalligen Integrationsortes. Doch ein méglicher Ubertritt des frem-
den Proteins in die Blutbahn des Tieres lai3t sich dadurch auch nicht ausschlieRRen,
und laut Alan Colman kann dies ebenfalls vorkommen.

Wie stark ein transgenes Produzentier von dem fremden Protein geschadigt wird, ist
daher im Einzelfall zu prufen. Velander et al. (1997) beobachteten eine geringe Produk-
tion von menschlichem Protein C auch in den Speicheldriisen ihrer transgenen Schwei-
ne, gehen aber davon aus, dal} den Tieren dadurch keine Nachteile entstehen. Colman
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dagegen berichtete uns tber den Versuch, Erythropoetin4® in Mausemilch zu produzie-
ren, und das war flr die betroffenen Mduse auf3erst unzutréaglich. (,, These mice were
very sick, so we dropped that project.) Zu beachten ist, daB viele der infrage kommen-
den Proteine schon in sehr geringen Konzentrationen eine massive Wirksamkeit entfal-
ten - nicht von ungeféhr reichen zehn Kihe aus, um den Weltbedarf zu decken -, so da
ein Ubertritt ins Blut oder eine Fehlexpression in anderen Geweben fiir die Produzen-
tentiere erhebliche Folgen haben kann. PPL teste die Produktion eines neuen Proteins
daher, so Colman, zuerst in Mausen und lasse, falls nachteilige Effekte auftreten, von
dem Projekt ab. Und auch Velander et al. (1997) weisen darauf hin, dal} die Gesundheit
der Tiere an erster Stelle stehen misse, schon allein deswegen, weil geschwachte Tiere
fir Infektionen anfalliger seien und dadurch die Produktqualitét beeintréchtigt werden
konne.

Dazu meinte Colman aber auch: ,,If you could make a product where three sick sheep
would cure a hundred thousand people, would you think, it's ethical? And what is, if
three sheep would cure a hundred people, or only one person ... Are ethics movable
according to benefit over risk? Well, to date our view has been to have healthy animals,
and they are.*”

Ein Risiko, das die Patienten schlieBlich betrifft, die die Produkte nehmen, ist, sich mit
tierischen Pathogenen infizieren. Zwar kann eine begrenzte Herde transgener Tiere sehr
viel leichter auf Infektionen kontrolliert werden als eine Unzahl anonymer Blutspender,
so daR die Wahrscheinlichkeit fir Skandale wie die Aids- und Hepatitis-Infektionen bei
Blutern durch verseuchte Plasmaprodukte sicherlich sinken wiirde. Doch auch Colman
rdumte ein, dal PPL seine Herden nicht jeden Tag auf Infektionen kontrollieren kénne.
Die Arbeit mit Kihen werde im Gbrigen in den USA gemacht, schlicht wegen BSE in
GroRbritannien. Dabei ist allerdings anzunehmen, daR diese Entscheidung wohl eher
aus marktorientierten Erwagungen fiel. PPL diirfte sehr wohl auch in Schottland die
Madglichkeit haben, garantiert BSE-freie Rinderherden zu halten, nur wirde wahr-
scheinlich kaum ein Patient auf dem européischen Kontinent das Produkt anwenden
wollen, wenn er erfuhre, dal3 es von britischen Rindern stammt.

Das Problem bei der Produktion von Pharmazeutika in transgenen Tieren sind wahr-
scheinlich weniger die bekannten Pathogene; auf die 148t sich relativ leicht testen. Das
Risiko besteht eher darin, daf3 Infektionswege fir neue, zuvor unbekannte Pathogene
eroffnet werden, die sich beim Aufreinigungsprozel vielleicht nicht ganzlich entfernen
lassen, und fir die noch keine Tests verfiligbar sind. Als Aids aufkam, gab es zunéachst

40 Ein Hormon, das die Blutbildung anregt und jiingst bei dem Doping-Skandal wahrend der Tour de
France auch einer breiteren Offentlichkeit bekannt wurde.
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auch keine Nachweismethode furr den neuen Erreger in Blutspenden; und kaum jemand
hatte damit gereichnet, das Rinder nach Verzehr von unzureichend denaturiertem, Scra-
pie-verseuchtem Schafsmehl an BSE erkranken kénnen. Therapeutische Proteine dirfen
in der Regel nicht denaturiert werden, sonst sind sie unwirksam; und viele von ihnen
werden ins Blut injiziert, so dal’ eine wesentliche Schutzbarriere wegféllt — die der Pas-
sage durch den Verdauungstrakt und durch die Darmschleimhaut.

Als Fazit ist festzuhalten, dal} das kerntransferbasierte Klonen die Erzeugung transgener
Tiere zum Zweck der Produktion von (humanidentischen) pharmazeutisch einsetzbaren
Proteinen im Vergleich zu den herkdmmlichen Verfahren der Transgenesis effektiver
und zielgerichteter macht. Dies kann im Einzelfall zu einer Reduktion der Zahl der da-
flr benotigten Versuchtiere fiihren. Auch ist der Zeitaufwand aufgrund der durch die
Zellkultur gegebenen Vorselektionsmdglichkeiten geringer. Allerdings bleiben fir die
Tiere gewisse Risiken, die durch die Transgenesis, durch die biologische Aktivitat des
produzierten Proteins und durch das Klonverfahren selber bedingt sind. Gefahrdungen
fir Menschen kénnen durch Verédnderungen der Produkte sowie durch die mogliche
Aktivierung und Ubertragung von Krankheitserregern entstehen, wobei vor allem erste-
re durch sorgfaltige Arzneimittelprifungen weitgehend ausgeschlossen werden kénnen.

Schwer einschétzbar sind quantitative Aspekte. Diese betreffen u.a. die Frage, wie-
viele therapeutisch wirksame Stoffe mithilfe transgener Tiere tatséachlich hergestellt
werden kénnen bzw. sollen. Dies hdangt sowohl von ihrer Vertraglichkeit fur die Tiere,
als auch von ihrer Wirksamkeit im Menschen und von vorhandenen Indikationen fir
ihre Anwendung ab. Angesichts der mithilfe transgener Tiere moglichen Produktions-
mengen konnte es dabei durchaus sein, dal? der Bereich der ,,therapeutischen Nah-
rungsmittel” - der ,,Nutraceuticals* - verstérkt in den Blick genommen wird, weil die
Maérkte dafur sehr viel grélRer und vielfaltiger sein kénnen. Darlber l&R3t sich bei heuti-
gen Entwicklungsstand der Transgenesis- und Klontechnologie allerdings nur spekulie-
ren.

3.2 Xenotransplantation

Ein weiterer Bereich, in dem die Herstellung und der Einsatz transgener Tiere verfolgt
wird, ist die Xenotransplantation, also die Transplantation von Tierorganen in den Men-
schen. Dazu ist es jedoch notwendig, Organe oder Gewebe von Tieren fiir Menschen
besser vertraglich zu machen. Firmen wie Novartis, auch Baxter (Nextran), US Surgical
Corporation (Alexiar) und PPL, forschen an dieser Moglichkeit, denn es wird ein gro-
Rer Bedarf an transplantierfahigen Organen konstatiert: Die Organtransplantation ist
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inzwischen fiir zahlreiche chronische Erkrankungen die Behandlungsmethode der Wahl,
da sie entweder die einzige Mdglichkeit zur Lebensrettung darstellt oder eine bedeuten-
de Verbesserung der Lebensqualitét der Patienten verspricht.

Die Nachfrage nach transplantierbaren Organen steigt standig. Griinde daftr sind un-
ter anderem verbesserte Techniken der Immunsuppression, wodurch auch friihere Risi-
kogruppen wie Sauglinge, Diabetiker und Altere von dieser Technik profitieren konnen.
Allein in Deutschland wurden 1996 rund 2000 Nieren, 500 Herzen und 700 Lebern
transplantiert. Ungefahr doppelt so viele Patienten warten auf eine Leber oder ein Herz,
mehr als 8000 Dialysepatienten warten auf eine Niere (Eurotransplant 1997). 30 Pro-
zent der auf eine Leber oder ein Herz Wartenden sterben wéhrend der Wartezeit (Ham-
mer 1995). Dieser Mangel an Spenderorganen flihrt zu einem starkem Interesse an al-
ternativen Organressourcen. Der Xenotransplantation wird dabei eine Schlisselstellung
zugeschrieben. Bei ihrer Entwicklung spielen bio- und gentechnische Methoden zur
Uberwindung der AbstoRungsreaktion eine entscheidende Rolle. Besonders bei der
Realisierung der Xenotransplantation solider Organe wie Herz, Niere, Leber und Lunge
setzen die Wissenschaftler auf gentechnische Methoden und die Ziichtung geeigneter
transgener Tiere. Je besser das menschliche Immunsystem die tierischen Organe akzep-
tiert, um so geringer kann die Belastung des Patienten durch eine systemische Immun-
suppression gehalten werden.

Die Realisierung der Xenotransplantation mittels vertraglicher und funktionsfahiger
tierischer Organe kdnnte nicht nur das Leben vieler auf Organe wartender Menschen
retten, weil Transplantationszeitpunkte nicht mehr nach Organverfugbarkeit, sondern
nach medizinischen Kriterien bestimmt wirden. Daruiber hinaus wiirde auch solchen
Patientengruppen der Zugang zu Transplantaten ermdglicht werden, denen diese Be-
handlungsmethode bisher verschlossen blieb.

Frihere Versuche, die Xenotransplantation beim Menschen durchzufiihren, sind stets
gescheitert. Ein gewisser Erfolg konnte nur bei der Transplantation von Schimpansen-
nieren auf den Menschen verzeichnet werden: Eine Patientin Gberlebte 1964 neun Mo-
nate mit dem Affenorgan (Reemtsma 1991). Dagegen verliefen die jiingsten Experimen-
te mit der Transplantation zweier Pavianlebern in den Jahren 1992 und 1993, bei der die
Uberlebenszeit der Patienten 70 bzw. 26 Tage betrug, nicht erfolgreich (Starzl et al.
1993, 1994). Bei Betrachtung der Autopsieergebnisse stellt sich die Frage, ob die Orga-
ne ihre Funktion im Rezipienten Uberhaupt wahrgenommen haben.

Als Organquellen fir den Menschen werden mittlerweile von den meisten Experten
Schweine favorisiert (Cooper et al. 1991). Diese haben verschiedene Vorteile gegen-
uber Affen, die aufgrund ihrer nahen Verwandtschaft zum Menschen zundchst im Zent-
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rum des Interesses standen. Zu diesen Vorteilen von Schweinen zahlen zum Beispiel die
freie Verflgbarkeit, eine fur die Transplantation auf den Menschen geeignete Organ-
groRe bei Tieren bestimmter Rassen sowie Anspruchslosigkeit und damit geringe Kos-
ten in Aufzucht und Haltung. Aufgrund der entwicklungsgeschichtlichen Entfernung ist
auRerdem die Ubertragung von Pathogenen von Schweinen auf den Menschen weniger
wahrscheinlich als bei ndher verwandten Arten. Dartiber hinaus werden fur das Schwein
auch geringere Kontroversen um die prinzipielle Nutzung von Tieren zum Zweck der
Organexplantation erwartet, da in der westlichen Welt ohnehin schon pro Jahr und Per-
son etwa ein Schwein zur Nahrungsproduktion aufgezogen wird (Hammer 1993).

Schweine konnten mittels der Kombination aus kontrolliertem Gen-Knockout und
dem Einfligen neuer Gene so verandert werden, dafl} die AbstoBung ihrer Organe im
Menschen zumindest abgeschwacht wird. Durch kerntransferbasiertes Klonen erscheint
dieses Ziel schneller erreichbar als bislang vermutet. Ein gezieltes Ausschalten von Ge-
nen wie bei der Maus war in Schweinen mangels geeigneter embryonaler Stammzellen
ohnehin noch nicht méglich. Nun scheint die Kerntransfertechnik den Weg dahin zu
offnen. Auch kdnnte ein so gewonnenes Organspender-Schwein durch kerntransferba-
siertes Klonen zumindest theoretisch unbegrenzt oft kopiert werden: Dadurch ware ge-
wahrleistet, daR die kinstlich eingebrachten Genverédnderungen (davon sind viele not-
wendig, siehe unten) als kompletter Satz in den geklonten Tieren zusammenbleiben.
Die natirliche sexuelle Vermehrung eines vielfach transgenen Schweins wére zwar bil-
liger, doch kaum zweckmaRig: Dabei wirden die Transgene segregieren, also unabhén-
gig voneinander vererbt werden, so dal} die entstehenden Ferkel manche oder auch alle
der veranderten oder hinzugeftigten Gene verloren haben kénnen und von daher als Or-
ganspender flir Menschen nicht mehr geeignet waren.

Freilich ist das Klonen von Schweinen durch Kerntransfer noch ungleich schwieriger
als das von Kiihen oder Schafen, wie uns Colman bestétigte. Niemann fiihrt das haupt-
séchlich darauf zurlck, daf Schweine fur die Forschung (Landwirtschaft) bisher von
geringerem Interesse waren als Rinder, und einfach weniger Erfahrung im Umgang mit
Schweinezellen bei in vitro-Techniken vorhanden ist. Erst im Zuge der Xeno-
Entwicklung "stlirzen™ sich mehr Arbeitsgruppen auf Schweine. Das will Gibrigens auch
Niemann, wie mir ein Doktorand aus seiner Gruppe erzahlte. Die Methode, die bei
Mausen schliel3lich zum Erfolg fuhrte (Wakayama et al. 1998), konnte hier Abhilfe
schaffen. PPL will daher mit der Gruppe von Wakayama und Yanagimachi zusammen-
arbeiten, um Schweine zu klonen. Aber auch wenn die Erzeugung vielfach transgener
Schweine, wie sie fiir die Xenotransplantation gebraucht werden, mit Hilfe der Kern-
transfermethode nunmehr schneller erreichbar sein mag, ist ihre anschlieBende Vermeh-
rung noch ein schwieriges logistisches Problem. Damit ihre vielen Transgene nicht von-
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einander segregieren, muften solche Schweine vermutlich stets nachgeklont werden.
Der vermutete Bedarf an Spenderorganen wiirde aber erfordern, dal zehntausende von
Schweinen geklont werden, und das ist derzeit selbst bei Schafen absolut impraktikabel.
Alternativ liel3en sich vielleicht aus einer kleinen Zahl durch Klonen erzeugter transge-
ner Ursprungsschweine durch Inzuchtkreuzungen Nachkommen ziichten, die schliel3lich
in allen verlangten transgenen Merkmalen reinerbig sind. Aus diesen Nachkommen
kdnnten dann ggf. die Herden entstehen, die den Bedarf an Transplantationsorganen
decken.

Doch das ist nur die eine Seite des Problems, und zwar genau genommen die weni-
ger schwierige. Denn schon die Herstellung von fur Transplantationszwecke geeigne-
ten, transgenen Schweinen ist mit einer Flle von wissenschaftlichen und technischen
Schwierigkeiten konfrontiert. Sie sollen im Folgenden kurz skizziert werden, ebenso
wie einige der Strategien, die zu ihrer Uberwindung vorgeschlagen und untersucht wer-
den.

3.2.1 AbstoRungsreaktionen

Die Erkennung des fremden Organs durch die Immunabwehr des Empféngers bereitet
auch bei der Allotransplantation noch Probleme, allerdings verlaufen die AbstolRungsre-
aktionen bei Xenotransplantationen naturgemal ausgepragter als bei der Transplantati-
on von Organen innerhalb einer Spezies. Die AbstoRung solider Organe wie des Her-
zens, der Niere, Leber oder Lunge unterscheidet sich dartiber hinaus von der AbstoRung
zellulérer oder Gewebetransplantate, da diese keine Vaskularisierung, d.h. BlutgefaRe
mit Endothelzellen des Donors aufweisen. Erst nach der Transplantation erfolgt die Ne-
ovaskularisierung, der Anschluf} des Transplantats an das GefaRsystem des Empfangers
durch dessen eigene Zellen.

Die Formen der Transplantatabstoung solider Organe lassen sich nach Zeitpunkt
des Auftretens und nach Auslésemechanismus unterscheiden in:

¢ hyperakute AbstoRung,

o akute vaskulare AbstoBung / verzdgerte Abstol3ung,
o zellvermittelte AbstoRung und

e chronische Abstol3ung.

Wir wollen diese Formen im folgenden einzeln erértern.

l. Hyperakute AbstoRung
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Bei der Transplantation zwischen weit entfernten Arten, wie z.B. zwischen Mensch und
Schwein (diskordante Xenotransplantation, Calne 1970) kommt es innerhalb von Minu-
ten bis Stunden zur hyperakuten AbstoBung des Xenotransplantats. Dabei ist die Akti-
vierung des Komplementsystems ein zwingend notwendiger Schritt. Entscheidend fir
den Ablauf der Reaktion sind zwei Faktoren (Lawson & Platt 1996):

1. Die Existenz sogenannter xenoreaktiver Antikorper, die an die Endothelzellen in den
BlutgeféalRen des transplantierten Organs binden und zur Aktivierung des Komple-
mentsystems fiihren, und

2. die Anfalligkeit des transplantierten Organs gegenuber dem Komplementangriff des
Empfangers.

Die xenoreaktiven Antikorper (im folgenden XNA = xenoreactive natural antibodies)
des Menschen sind hauptséchlich gegen ein einziges Oberflachenepitop*! der Endothel-
zellen gerichtet, den Kohlenhydratrest Galaktosyl-a-(1,3)-Galaktose (Good et al. 1992,
Collins et al. 1995). Dieser Zuckerrest ist in allen niederen Sdugern und Neuweltaffen
vorhanden, nicht aber in Menschen und Altweltaffen, da ihnen das zur Synthese dieses
terminalen Kohlenhydrats notwendige Enzym fehlt, die a-1,3-Galaktosyltransferase
(Galili et al. 1987). Schon vor erstmaligem Kontakt mit dem Antigen weisen Menschen
und Altweltaffen sogenannte praformierte Antikorper gegen die Struktur der Galakto-
syl-a-(1,3)-Galaktose auf. Die Produktion der XNA ist vermutlich auf die Stimulation
des Immunsystems durch Mikroorganismen des Verdauungstraktes zurtickzufthren, die
ebenfalls diese Epitope tragen (Squinto 1997). Die Bindung der Antikdrper an das Zie-
lepitop fuhrt zur Aktivierung des Komplementsystems. Es besteht aus einer Vielzahl
von Plasmaproteinen, gehdrt zur angeborenen, unspezifischen Immunitét und fuhrt un-
ter anderem zur Lyse der Zielzellen und zur Freisetzung proinflammatorisch wirksamer
Mediatoren.

Die Endothelzellen des Transplantats sind dem Angriff des Komplementsystems un-
geschitzt ausgesetzt, weil die Komplementregulatorproteine auf der Oberflache des
Schweineendothels das menschliche Komplementsystem nicht hemmen kdnnen. Diese
Regulatorproteine? schiitzen korpereigene Zellen vor dem Angriff des Komplementsys-
tems, wirken jedoch nur speziespezifisch (Miyagawa et al. 1988, Dalmasso et al. 1991).

Im Verlauf der hyperakuten AbstoBungsreaktion kommt es zur Bildung von Blutun-
gen und Blutgerinnseln und durch den GefaRverschlul? schlie3lich zum Absterben des
Transplantats (Platt et al. 1991). Die pathologischen Verénderungen werden dabei aber

41 Bei einem Epitop handelt es sich um eine molekulare Struktur, die auf der Zelloberflache prasentiert
wird und somit von den Zellen des Immunsystems erkannt werden kann.

42 peispielsweise DAF (CD 55, decay accelerating factor), MCP (CD 46, membrane cofactor protein)
und CD59.
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nicht durch die komplementvermittelte Lyse der Endothelzellen, sondern vielmehr
durch nicht-cytotoxische Auswirkungen des Komplementsystems auf die Endothelzel-
len ausgeldst, die zu einer Veranderung von Struktur und Eigenschaften dieser Zellen
fihren (Typ-I1-Aktivierung nach Bach et al. 1994, 1997a, Robson et al. 1995). Entschei-
dend ist dabei zum einen der Verlust der Barrierenfunktion des Endothels und zum an-
deren der Wandel von einem der Blutgerinnung entgegenwirkenden (anti-
koagulatorischen) in einen blutgerinnungsférdernden (pro-koagulatorischen) Zustand.
Zunachst kommt es zur Bildung interzellulérer Liicken durch Zellretraktion, so dal} der
Inhalt der Gefélie freigesetzt und die Anheftung und Aktivierung von Thrombozyten
ermoglicht wird. Diese wiederum setzen Plattchenfaktoren und vasoaktive Substanzen
frei, so daf die Umgebung durch Anlagerung und Aktivierung verschiedener Blutgerin-
nungsfaktoren extrem gerinnselférdernd wird. Dieser Vorgang kann durch verschiedene
Faktoren verstérkt werden43.

Strategien zur Uberwindung der hyperakuten AbstoBungsreaktion

Denkbar fiir eine Verlangerung der Uberlebenszeit des Xenotransplantats sind grund-
sétzlich Eingriffe am Organempfanger oder im Spendertier bzw. im transplantierten
Organ. Ziel der meisten aktuellen Ansatze ist es, statt einer systemischen Immunsup-
pression des Patienten lediglich eine lokale Hemmung der Immunreaktion zu induzie-
ren. Die zu diesem Zweck notwendigen speziellen genetischen Veranderungen im Ge-
webe des zu transplantierenden Organs sollen in transgenen Tieren verwirklicht werden.
Die Inhibition der hyperakuten AbstoRungsreaktion kann an verschiedenen Punkten des
Reaktionsablaufs ansetzen:

1. Entfernung der préaformierten xenoreaktiven Antikorper,

2. Entfernung des Zielepitops der xenoreaktiven Antikdrper von den Endothelzellen,

3. Inhibition des Komplementsystems, und

4. Verminderung der Anfélligkeit des Spenderorgans gegeniber dem Komplementan-
griff des Rezipienten.

43 Eine Verstarkung des Vorgangs erfolgt durch eine verminderte Aktivitit der Ekto-ATPDase (CD39),
die ATP und ADP in AMP umwandelt. Auf diesem Weg verhindert das Entym die Wirkung von ADP als
Stimulanz fur die Plattchen und entfernt die pro-inflammatorisch wirkenden Substanzen ATP und ADP.
Das Abbauprodukt Adenosin wirkt anti-inflammatorisch und anti-aggregatorisch. Eine Verstarkung er-
folgt auch durch die Freisetzung von Heparansulfat von der Oberflache der Endothelzellen. Heparansul-
fat unterstiitzt die Aktivitat von Antithrombin 111, welches unter anderem zahlreiche Proteasen aus der
Blutgerinnungskaskade inhibiert und dadurch die Blutgerinnung verhindert. Denkbar ist auch, daf die
Verénderung im Zustand der Endothelzellen durch die Bindung von XNA an Galaktosyl-a-(1,3)-
Galaktose-Reste von Integrinen erzeugt wird. Die Signaltransduktion durch die Integrine kénnte zur
Aktivierung der Endothelzellen fiihren (Holzknecht & Platt 1995).
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1. Entfernung der praformierten xenoreaktiven Antikorper (XNA)

Die Entfernung der xenospezifischen Antikorper aus dem Organismus des Patienten
kann durch verschiedene Methoden erfolgen. Eine davon ist die Immunoabsorption an
einer Sdule, an deren Matrix die Epitope des Donor-Organismus gekoppelt wurden,
oder die ex vivo-Absorption an einem Xeno-Organ. In beiden Féllen binden die Anti-
korper an ihr Zielepitop, werden also quasi weggefangen und so aus dem Blutkreislauf
entfernt (Bach et al. 1991, Leventhal 1997). Denkbar ist auch eine Verdrangung der
vom Empféanger gebildeten Antikérper von den Zielepitopen durch Verabreichung frei-
er Oligosaccharide zur Bindung der XNA, oder die in situ-Blockade der XNA durch
sogenannte anti-idiotypische Antikdrper, die wiederum gegen bestimmte Epitope der
xenoreaktiven Antikorper gerichtet sind (Neethling et al. 1997, Koren et al. 1997). Die-
se Methode kann auch die Neusynthese xenoreaktiver Antikdrper inhibieren, da eine
Bindung der anti-idiotypischen Antikdrper an die xenoreaktiven Antikorper auf der
Oberflache der entsprechenden B-Lymphozyten erfolgt. Die bisher zur Verfligung ste-
henden, gegen B-Zellen gerichteten Immunsuppresiva wie z.B. Cyclophosphamid,
scheinen u.a. aufgrund ihrer Toxizitét fir den Einsatz im Patienten Uber einen langeren
Zeitraum nicht geeignet. Eine dauerhafte Unterdriickung der Produktion xenoreaktiver
Antikorper kann daher moglicherweise nur durch eine Spendertier-spezifische Nichtre-
aktivitat bzw. B-Zell-Toleranz verhindert werden. Die Wege zur Induktion der B-Zell-
Toleranz sind analog zu den weiter unten beschriebenen MaRnahmen zur Erzeugung der
T-Zell-Toleranz iber chimére Immunsysteme.

2. Entfernung des Zielepitops der xenoreaktiven Antikdrper von den Endothelzel-
len

Da sich ein Grof3teil der xenoreaktiven Antikdrper gegen ein einziges Epitop richtet,
verspricht man sich von der Entfernung dieses Oberflachenantigens, der Galaktosyl-a.-
(1,3)-Galaktose, eine umfassende Unterdriickung der hyperakuten Immunreaktion. Die
natlrliche Variabilitat in der Konzentration des Oberflachenantigens bei Schweinen
wirde allerdings nicht ausreichen, um mit Hilfe klassischer Ziichtungsmethoden Tiere
mit hinreichend geringer Konzentration dieses Antigens zu erzeugen. Optimal zur Er-
zeugung eines ,,Universal-Donors* ware deshalb die Ausschaltung dieses Gens mit Hil-
fe eines ,,Knockouts* der a1,3-Galaktosyltransferase, also des zur Synthese des termi-
nalen Kohlenhydratrestes benétigten Enzyms.
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Diese Methode laR3t sich jedoch bei Schweinen mangels geeigneter embryonaler
Stammzellen noch nicht durchfuhren. Es wird daher angestrebt, das Verfahren der ho-
mologen Rekombination an anderen Schweinezellen durchzufiihren und durch an-
schlieenden Kerntransfer in entkernte Eizellen Knockout-Schweine zu erzeugen (Nie-
mann 1998, Campbell 1998). Denkbar ist auch die Produktion transgener Tiere, die eine
antisense-RNA zur a1,3-Galaktosyltransferase produzieren, so dal die Expression des
Enzyms inhibiert wird (Strahan et al. 1995). Alternativ zum Knockout-Prinzip ist die
Integration eines Gens fir ein konkurrierendes Enzym wie die a1,2-Fucosyltransferase
(H-Transferase) denkbar. Dieses Enzym fiihrt durch Ubertragung des entsprechenden
terminalen Zuckers zur Synthese eines universell tolerierten Oberflachenantigens, wel-
ches dem der Blutgruppe 0 entspricht (H-Antigen). Gegen diesen Rest werden keine
Antikorper gebildet. Bei Uberexpression der a.1,2- Fucosyltransferase kommt es zur
Verdrédngung der Reaktion, die durch die al,3-Galaktosyltransferase katalysiert wird.
Fur die 1,2-Fucosyltransferase transgene Schweine wurden bereits hergestellt (Hayashi
1997). Mdoglicherweise birgt das Verfahren der Verdrangung sogar Vorteile gegentiber
dem Knockout der Galaktosyltransferase, da das Fehlen des terminalen Galaktosyl-a.-
(1,3)-Galaktose-Restes zur Exposition anderer, moglicherweise ebenfalls immunogener
Kohlenhydratreste fuhren kann.

3. Inhibition des Komplementsystems

Die Aktivierung des Komplementsystems kann im Organempfanger durch verschiedene
Substanzen verhindert werden, z.B. durch lésliche Komplementrezeptoren wie sCR1
(Pruitt et al. 1991, 1994), Cobravenomfaktor (Kobayashi et al. 1997) oder monoklonale
Antikorper gegen bestimmte Komponenten des Komplementsystems (z.B. Kroshus et
al. 1995). Diese Methoden kénnen aber nicht nur durch erhéhte Expression der betrof-
fenen Komponenten konterkariert werden, sondern fuhren darlber hinaus zu einer sys-
temischen Inhibition des Komplementsystems und somit zu einer Immunsuppression,
die das gewunschte Mal3 tiberschreitet. Eine Alternative stellen I6sliche Hemmstoffe
mit spezifischen Kohlenhydratresten dar, die zur Anheftung an die Zielregionen fuhren,
zum Beispiel an die Adhasionsmolekule aktivierter Endothelzellen (Ryan 1995). Bei
dieser Methode kann die Inhibition des Komplementsystems an die individuellen Be-
durfnisse des Patienten angepalit werden.

4, Verminderung der Anfélligkeit des Spenderorgans gegeniiber dem Komple-
mentangriff des Rezipienten
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Die spezies-spezifische Wirksamkeit der Komplementregulatorproteine erfordert die
Expression humaner Regulatoren auf der Oberflache der Endothelzellen im Xeno-
Organ. Bisher wurden bereits transgene Schweine mit den ensprechenden menschlichen
Proteinen4 und verschiedenen Kombinationen dieser Proteine erzeugt (Fodor et al.
1994, Rosengard et al. 1995, McCurry et al. 1995, Byrne et al. 1997). Bei der Trans-
plantation von Organen transgener Schweine auf Primaten wurde dadurch die hyperaku-
te AbstoBung verhindert, so daR die AbstoRung der Organe Uber die akute vaskulére
AbstolRungsreaktion erfolgt. In einem Fall tberlebten transgene Schweineherzen bei
starker Immunsuppression bis zu 60 Tagen in Cynomolgus-Affen (Macaca cynomol-
gus), wurden allerdings nur zusétzlich zum eigenen Herzen an den Kreislauf der Tiere
angeschlossen, ohne eine Pumpfunktion wahrzunehmen. Bei orthotopen Herztransplan-
tationen, bei denen das Organ an seinen natlrlichen Ort plaziert wurde, berlebten die
Tiere noch nicht langer als neun Tage. Die meisten dieser Ergebnisse wurden dariiber
hinaus nicht in wissenschaftlichen Zeitschriften (,,peer-reviewed*) publiziert, da sie von
kommerziellen Unternehmen durchgefuhrt wurden (Bach 1997). Nieren transgener
Schweine funktionierten bis zu 78 Tagen in Primaten, mit einem Median von 39 Tagen
(Zaidi et al. 1998). Die hyperakute Abstoung, die seit mehr als 30 Jahren als das Kern-
problem der Xenotransplantation betrachtet wurde, scheint daher auf dem Weg der Ein-
fihrung humaner Komplementregulatorproteine in den Spenderorganismus nicht mehr
unuberwindbar.

Il. Akute vaskuléare AbstoRBung / Verzogerte AbstoBung des Xenotransplantats

Wenn die hyperakute AbstolRungsreaktion zum Beispiel durch Komplementinhibitoren
verhindert werden kann, kommt es dennoch innerhalb von Tagen oder Wochen nach der
Xenotransplantation zur Abstol3ung des Xenotransplantats. Zu unterscheiden ist zwi-
schen den Theorien der sogenannten verzégerten AbstoBungsreaktion (DXR=delayed
xenograft rejection; Blakely et al. 1994) und der akuten vaskularen AbstoRungsreaktion
(AVR=acute vascular rejection; Leventhal et al. 1993). Das Konzept der DXR konzent-
riert sich auf die Infiltration des Organs durch bestimmte Zellen des Immunsystems, die
Monocyten und die nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen) ohne Beteiligung von T-
Zellen, wéhrend die Theorie der akuten vaskuldaren AbstoRung auch der Produktion xe-
nospezifischer Antikorper durch die Lymphozyten des Organempfangers eine besonde-
re Rolle zuschreibt. Die Konzentration xenospezifischer Antikorper steigt nach Kontakt
mit dem artfremden Organ, und korreliert mit der Entwicklung der akuten vaskularen

44 Das sind humanes DAF (CD55, decay accelerating factor), MCP (CD46, membrane cofactor protein)
oder CD59 (Protectin).
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Abstollungsreaktion. Das Entfernen der Antikorper verzogert hingegen das Auftreten
der AbstoRungsreaktion (Lawson & Platt 1996). Anders als die hyperakute AbstoRung
kann die DXR/AVR auch bei der Transplantation von Geweben erfolgen, wenn es an
einigen Stellen des Transplantats zu spontanen Verbindungen (Anastomosen) zwischen
Donor- und Rezipientenkapillaren kommt (Platt 1998).

Der genaue Mechanismus dieser Form der TransplantatabstoRung ist noch nicht be-
kannt. Charakteristisch ist eine Reihe von Veranderungen der Endothelzellen im Trans-
plantat, die zusammen als Typ-11-Aktivierung bezeichnet werden (Bach et al. 1995).
Die meisten dieser Veranderungen werden durch den Transkriptionsfaktor NF-xB ver-
mittelt (Baeuerle & Henkel 1994). Im Verlauf der Aktivierung kommt es zur Induktion
zahlreicher pro-inflammatorischer und pro-koagulatorischer Gene und zur Bildung der
entsprechenden Proteine, zur Inhibition anti-koagulatorischer Gene und zu einer kom-
plexen Cytokin-Antwort4s.

Eine weitere Rolle spielen wahrscheinlich molekulare Unvertréglichkeiten, die die
normale Regulation der Blutgerinnung verhindern. Ein Beispiel ist die Wechselwirkung
zwischen Thrombomodulin und Thrombin, die gemeinsam das antikoagulatorisch wirk-
same Protein C aktivieren. Das Thrombomodulin des Schweins ist jedoch nicht in der
Lage, mit dem humanen Thrombin zu interagieren, so daB es lokal zum Mangel an akti-
vem Protein C und daher zur Koagulation kommt (Lawson et al. 1997).

Im Zuge der OrganabstolRung kommt es als Folge der aufgefiihrten Veranderungen
zur Bildung von Blutungen und Blutgerinnseln; anders als bei der hyperakuten Absto-
Rungsreaktion lait sich jedoch daruber hinaus eine im Zwischengewebe liegende Ent-
ziindungsreaktion feststellen. Das Transplantat wird hauptsachlich mit Monocyten und
natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) infiltriert, die wahrscheinlich in aktiviertem Zu-
stand vorliegen (Bach et al. 1997b).

Strategien zur Uberwindung der akuten vaskularen AbstoRung / verzégerten AbstoRung

45 Zu nennen sind hier beispielsweise (Bach et al. 1995, 1997¢) die Induktion verschiedener Adhésions-
molekile (E-Selektin, VCAM-1), die zur Bindung von Leukozyten und zur Infiltration des Gewebes
flihren, die Verminderung der tPA-Aktivitat (tissue-type plasminogen activator), des Faktors, der Plasmi-
nogen aktiviert und auf diesem Wege die Fibrinolyse nach der Blutgerinnung ermdglicht, die Verminde-
rung der Thrombomodulin-Expression auf den Endothelzellen (Infolgedessen sinkt die Aktivierungsrate
des antikoagulatorisch wirksamen Proteins C, welches verschiedene Proteine der Blutgerinnungskaskade
spaltet. Aktives Protein C wirkt nicht nur anti-koagulatorisch, sondern auch anti-inflammatorisch), die
Verminderung der Konzentration von Heparansulfat auf der Oberflache der Endothelzellen (Dies fiihrt
zur verringerten Aktivitat von Antithrombin 111, welches zahlreiche Proteasen aus der Blutgerinnungs-
kaskade inhibiert und dadurch die Blutgerinnung verhindert.), der Verlust der Ekto-ATPDase Aktivitét,
die Erhéhung der Expression des Gewebsfaktors (tissue factor), der als einer der Hauptinitiatoren bei der
Blutgerinnungskaskade wirkt, die Induktion von IL-1, IL-6, IL-8 und MCP (monocyte chemoattractant
protein) und die Freisetzung vasokonstriktorischer Botenstoffe wie Endothelin-1 und Prostacyclin.
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Welcher Mechanismus der AVR/DXR tatsachlich zugrundeliegt, dartiber wird kontro-
vers diskutiert (Bach et al. 1996, Parker et al. 1996). Wahrscheinlich spielt auch die
Anwesenheit praformierter und induzierter xenoreaktiver Antikérper dabei eine Rolle,
so daR eine effektive Immunsuppression der B-Zellen — anders als bei den praformierten
Antikorpern der hyperakuten Abstoung — inhibitorisch wirksam sein kann (Platt 1998).
Allerdings sind dafir, wie bereits angesprochen, noch keine Substanzen eingefuhrt, die
weniger toxisch sind als das Cyclophosphamid und trotzdem eine effektive B-Zell-
Suppression bewirken. Dartiber hinaus ware zur Unterdriickung dieses Reaktionsweges
wie bei der hyperakuten Abstoliung eine Entfernung der Zielepitope sinnvoll.

Von der Transplantation ABO-inkompatibler Nieren kennt man das als Akkomodati-
on bezeichnete Phdnomen. Es ist dadurch charakterisiert, daf? ein Transplantat in Anwe-
senheit spezifischer, gegen Oberflachenantigene des Organs gerichteter Antikérper und
bei normalen Konzentrationen der Komplementproteine tiberleben kann, wenn die vor-
handenen Antikdrper vor der Transplantation entfernt wurden und die Konzentration
der Antikorper erst spater wieder ansteigt (Alexandre et al. 1987, Bach et al. 1991, Pru-
itt et al. 1997). Dieser Mechanismus kann auch bei der Uberwindung der akuten vasku-
laren AbstoRung von Xenotransplantaten hilfreich sein. Allerdings sind die biologi-
schen Grundlagen der Akkomodation noch weitgehend ungeklart. Es kénnten Verande-
rungen in der Antigen-Antikorper-Erkennung oder eine Form der ,,Resistenz* der Endo-
thelzellen gegen die Schadigung durch humorale Faktoren zugrunde liegen (Lawson &
Platt 1996). Fir die letztere Mdglichkeit spricht die starke Expression sogenannter pro-
tektiver, anti-apoptotischer, den Transkriptionsfaktor NF-xB inhibierender Gene wie A-
20, A-1, bcl-2 und bcl-xL in akkomodierten Organen (Bach et al. 1997a).

Die Unterdriickung von NF-kB wird als der entscheidende Schritt bei der Uberwin-
dung der akuten vaskuldaren Abstol3ung betrachtet, da dieser Transkriptionsfaktor eine
Schlisselstellung bei der Aktivierung der Endothelzellen einnimmt. Der physiologische
Hemmfaktor 1xB hat allerdings die unerwiinschte Nebenwirkung, dal? er die Endothel-
zellen fur den durch den Tumornekrose-Faktor (TNF) vermittelten Zelltod (Apoptose)
sensibilisiert. Absterbende Endothelzellen wiederum wirken stark gerinnselférdernd.
Diese Nebenwirkung findet man bei einer verkirzten Variante des IkB-Proteins
(p65RHD) nicht. Beide Inhibitoren fuhren zur verstarkten Expression bestimmter anti-
apoptotischer Gene wie A-20, A-1, bcl-2, bcl-x. Diese sogenannten protektiven Gene
verhindern nicht nur die Apoptose, sondern inhibieren auch NF-kB und blockieren die
Induktion pro-inflammatorischer Gene (Bach et al. 1997b). Anstelle der Expression
eines NF-kB-Inhibitors in den Endothelzellen der zu transplantierenden Organe ist da-
her auch die Uberexpression eines oder mehrerer der schiitzenden Gene denkbar.
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Unter Einbeziehung aller Aspekte im Ablauf der akuten vaskuldren AbstolRung er-
scheinen zur Inhibition folgende genetische Veranderungen an den Endothelzellen der
Spenderorgane als sinnvoll:

e Expression eines NF-kB-Inhibitors ohne Apoptose-Sensibilisierung, bzw. Expressi-
on protektiver Gene,

e Expression eines verkurzten Rezeptors fur den Tumornekrosefaktor, der das Signal
nicht weiterleitet und so die Aktivierung der Zelle auf diesem Weg verhindert,

e Expression des humanen Thrombomodulins, das zum einen die Wechselwirkung mit
humanem Thrombin ermdglicht und auBerdem als ,,Fanger* fur Thrombin wirkt, so
daf? dieses seine entscheidende Funktion in der Aktivierung der Blutgerinung nicht
austiben kann.

e Uberexpression der ATPDase (CD39) und

e Expression des humanen TFPI (tissue factor pathway inhibitor), eines wichtigen Re-
gulators der Blutgerinnung. Der Inhibitor des Schweins kann die hierfir erforderli-
che Interaktion mit dem humanen Faktor X nicht austiben.

Heute wird davon ausgegangen, dal} diese Malinahmen sowohl die Blutgerinnung als
auch die entzindliche Reaktion unterdriicken, die beide durch die Aktivierung der En-
dothelzellen ausgeldst werden. Daruiber hinaus nimmt die Infiltration des Gewebes mit
NK-Zellen und Monocyten sowie deren Aktivierung ab. Vermutlich wird daruber hin-
aus auch die T-Zell-Reaktion reduziert.

1. Zellvermittelte AbstoRung

Die zellulére Abstol3ung erfolgt innerhalb von Tagen oder Wochen nach der Transplan-
tation und ist wahrscheinlich auch an der chronischen AbstoRung beteiligt. Die zellulére
Immunreaktion gegen Xenotransplantate wird hauptséchlich durch T-Zellen und NK-
Zellen vermittelt, wobei letzteren schon eine entscheidende Rolle bei der Auslésung der
DXR zugeschrieben wird (Bach et al. 1995).

Die Aktivierung von T-Zellen durch xenospezifische Antigene kann durch direkte oder
indirekte Erkennung erfolgen: Bei der direkten Erkennung kommt es zur Wechselwir-
kung einer T-Zelle mit einer Spenderzelle, die ber ihren MHC ein (Xeno-
)Selbstantigen prasentiert, wahrend die indirekte Erkennung die Prasentation prozes-
sierter (Xeno-)Antigene durch antigenpréasentierende Zellen (im folgenden: APC) des
Rezipienten erfordert (Yamada et al. 1995). Die zunéchst verbreitete Hypothese, dal}
zumindest die zelluldre Immunreaktion auf Xenotransplantate durch direkte Erkennung
geringer sein wirde als die auf Allotransplantate, stiitzte sich auf die Annahmen, daf
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e xenogene MHC Molekiile von den T-Zellen des Empféngers nicht erkannt werden,
weil im Thymus lediglich eine positive Selektion der Zellen stattfindet, die den eige-
nen MHC erkennen und eine geringe Kreuzreaktivitat mit xenogenen MHC-
Molekdilen erwartet wurde. Die direkte Erkennung wurde daher ausgeschlossen.

e die Costimulation durch verschiedene Oberfldchenrezeptoren, die zur Aktivierung
der T-Zellen notwendig ist, nur spezies-spezifisch erfolgen kann.

o fehlende Cytokinwechselwirkungen die Verstarkung der Immunantwort verhindern.
(Auchincloss 1995).

Mittlerweile ist jedoch bekannt, daf} zumindest in der klinisch relevanten Kombination
Schwein-Mensch die molekularen Wechselwirkungen eine direkte Erkennung ermdgli-
chen. Endothelzellen des Schweins, welche wie beim Menschen durch Expression von
MHC-I1-Molekilen als APC fungieren kénnen, fihren in vitro zur starken Proliferation
menschlicher Lymphocyten (Bravery et al. 1994, Rollins et al. 1994). Andererseits ist
es auch denkbar, dal? molekulare Inkompatibilitdten zum Versagen von Kontroll- oder
Suppressormechanismen fuhren, die normalerweise die T-Zellantwort regulieren (Law-
son & Platt 1996).

Anders als bei der Allotransplantation stellt aber auch die indirekte Erkennung bei der
Xenotransplantation ein groRes Problem dar, da eine nahezu unendliche Anzahl von
xenoreaktiven Peptiden nach Prozessierung und Prasentation durch APC des Rezipien-
ten zur zellvermittelten Immunitat beitragen kann (Lawson & Platt 1996).

NK-Zellen gehdren anders als die T-Zellen zur unspezifischen Immunitét und kénnen
nach einer Xenotransplantation tber verschiedene Mechanismen zu einer Schadigung
des transplantierten Organs fuhren: Angriffe der NK-Zellen auf autologe Zellen werden
normalerweise durch die Wechselwirkung der KIR (killer inhibitor receptors) auf den
NK-Zellen mit den MHC-1-Molekilen auf der Oberflache der kérpereigenen Zellen
verhindert (Ljunggren & Karre 1985, Lanier & Phillips 1996). Die xenogenen MHC-
Molekdile sind wahrscheinlich nicht in der Lage, mit den KIR zu interagieren und er-
maoglichen so den Angriff der NK-Zellen (Lawson & Platt 1996). Daruber hinaus kann
auch die Bindung von Antikdrpern an die Oberflache der xenogenen Zellen zu einer
Stimulation der NK-Zell-Aktivitat fihren (Inverardi et al. 1992). Der Beitrag der NK-
Zellen zur AbstolRung von Xenotransplantaten wurde noch nicht ausreichend unter-
sucht, er umfal3t aber vermutlich neben der typischen cytotoxischen Reaktion auch
strukturelle Veranderungen, die in den Endothelzellen ausgeldst werden (Malyguine et
al. 1996, 1997).

Strategien zur Uberwindung der zellvermittelten AbstoRung
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Obwohl bei Untersuchungen in vitro nur schwache T-Zell-Reaktionen auf xenogenes
Gewebe mefibar sind, deutet sich in vivo eine deutlich starkere Reaktion als bei Al-
lotransplantationen an. Die normalerweise bliche Immunsuppression, etwa durch Cyc-
losporin, kann daher nicht ausreichend sein, um das Uberleben des Organs zu gewahr-
leisten. Statt dessen wird nach Agentien gesucht, die durch Interaktion mit dem T-Zell-
Rezeptor oder den costimulatorischen Rezeptoren zu einer antigen-spezifischen Inhibi-
tion der T-Zellen fiihren kdnnten:

e So soll die Vorbehandlung des Patienten mit Donorzellen bei gleichzeitiger Unter-
driickung ko-stimulatorischer Signale die Aktivierung von T-Zellen durch die indi-
rekte Erkennung von Xenopeptiden auf antigenprasentierenden Zellen des Rezipien-
ten verhindern (periphere Toleranz).

e Die direkte Erkennung kann moglicherweise durch die genetische Verdnderung des
Spendertiers unterdriickt werden.

e Immunregulatorische Signale wie der Fas-Ligand, der auf der Oberflache der
Xeno-Organe verstarkt exprimiert wird, konnten den Zelltod der attackieren-
den T-Zellen auslésen (Platt 1998, Lechler 1997).

e Immunmodulatorisch wirksame Cytokine kénnten die direkte Umgebung des
transplantierten Organs beeinflussen (Gianello 1997).

e Auch die Aktivierung und Proliferation spezifischer immunregulatorisch wirksamer
T-Zellen wird angestrebt (Waldmann & Cobbold 1993), wodurch es zu einem Uber-
gang zwischen den Gebieten der Toleranzinduktion und der Immunsuppression
kommen wirde (Platt 1998).

Als langfristiges Ziel wird von einigen Arbeitsgruppen die Induktion der spezifischen
Toleranz gegenuber dem aus dem Spendertier stammenden Organ oder Gewebe ange-
strebt. Da in Patienten mit allogenen Langzeittransplantaten eine geringe Anzahl von
Leukocyten des Spenders in verschiedenen Geweben wie z.B. Haut, Lymphknoten und
Blut gefunden wurde (Starzl et al. 1992), gehen diese Gruppen davon aus, daB die Do-
norstammzellen des Immunsystems die Fahigkeit besitzen, aus den transplantierten Or-
ganen auszuwandern und im Rezipienten auch ohne die Mikroumgebung des Kno-
chenmarks zu Gberleben. Obwohl der quantitative Unterschied zwischen den koexistie-
renden Spender- und Empfanger-Leukozyten extrem hoch ist, kommt es durch den Zell-
verkehr in zwei Richtungen anscheinend zur Induktion der gegenseitigen Nichtreaktivi-
tat (Starzl et al. 1996). Dieser ,,systemische Mikrochiméarismus* schitzt in Tierversu-
chen weitere Transplantate desselben Donors vor der AbstolRung (Calne 1969).

Die kontrollierte Induktion eines solchen Chiméarismus stellt daher eine vielverspre-
chende Perspektive flr die Xenotransplantation dar, die fast alle Ebenen der AbstoBung
beeinflussen kénnte. Hadmatopoetische Stammzellen des Donors sollen dem Immunsys-
tem des Rezipienten fremde Antigene prasentieren, so dal} es entweder zur negativen
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Selektion unreifer T-Zellen im Thymus oder in der Peripherie zur Nichtreaktivitat oder
zum Tod reifer T-Zellen kommt. Die MalRnahmen zur Herstellung des Chimarismus, -
Bestrahlung und Verabreichung cytotoxischer Medikamente, - sind jedoch noch zu ra-
dikal, um beim Menschen angewendet zu werden: Bei Nagern wurden zur Toleranzin-
duktion eine Thymektomie, Ganzkdrperbestrahlung und eine Entfernung aller T- und
NK-Zellen durchgefiihrt, bevor fetales Schweinethymus- und fetales Schweineleberge-
webe unter die Nierenkapsel transplantiert wurden, um die Rekonstitution des Immun-
systems in Anwesenheit fremder Stammzellen durchzufiihren (Zhao et al. 1996). In an-
deren Versuchen flhrte eine temporare Ausschaltung des Immunsystems des Rezipien-
ten (in dem Fall waren es nicht-menschliche Primaten) mit anschlieRender Knochen-
marktransplantation vom zukinftigen Organdonor (Schwein) zwar zur Rekonstitution
des Immunsystems in Anwesenheit beider hdmatopoetischen Systeme, verhindert je-
doch nicht die Rickkehr von xenospezifischen Antikdrpern in Form von IgG, d.h. unter
Beteiligung von T-Zellen (Sachs et al. 1995).

Aber auch das Uberleben des xenogenen Knochenmarks muR in einer fremden Um-
gebung erst noch ermdglicht werden: Neben den Angriffen des Immunsystems beein-
trachtigen moglicherweise fehlende Wachstumsfaktoren das Anwachsen der hamato-
poetischen Zellen (Gritsch et al. 1994). Zu beflirchten ist dariiber hinaus, dal? eine Tole-
ranzinduktion sich unter Umstanden nur auf die MHC-Molekiile des Donors, nicht aber
die zahllosen anderen fremden Antigene erstrecken konnte (Platt 1998), da diese nicht
wahrend der Bildung der T-Zellen im Thymus verfligbar waren.

Dieses Problem tritt wahrscheinlich in &hnlicher Form auf, wenn fur bestimmte
MHC-Molekiile des Menschen transgene Schweine produziert werden: Es erfolgt dann
zwar keine Reaktion mehr gegen diese Proteine, aber gleichzeitig wird der Mechanis-
mus der direkten Erkennung durch T-Zellen verbessert. Die Immunreaktion gegen die
prasentierten porcinen Antigene ware moglicherweise sogar starker als vor der Manipu-
lation.

Der Schutz der Endothelzellen vor NK-Zellen allerdings wirde durch die Expression
humaner MHC-I- Molekiile méglicherweise gewahrleistet, da diese mit den KIR auf der
Oberflache der NK-Zellen interagieren kdnnten (Seebach et al. 1997, Itescu et al. 1997,
Munz et al. 1997). Dariber hinaus kénnen Angriffe der NK-Zellen auch durch die Un-
terdriickung der Expression der Galaktosyl-a-(1,3)-Galaktose auf den Endothelzellen
vermindert werden, da zumindest einer der Reaktionsmechanismen der NK-Zellen
(ADCC = antibody-dependent cell cytotoxocity) von der Anwesenheit xenospezifischer
Antikorper auf der Endotheloberflache abhéngt (Watier et al. 1996).
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IV.  Chronische Abstol3ung

Die chronische AbstoRBung tritt friihestens einige Monate nach der Transplantation auf.
Uber ihren Mechanismus ist auch bei Allotransplantationen nur sehr wenig bekannt.
Die primére Schadigung besteht wahrscheinlich in einer entziindlichen Reaktion, die
zur Proliferation der GefaRinnenschicht, und infolgedessen zur verminderten Organver-
sorgung fuhrt (Hayry 1996). Erst infolge der pathologischen Verdnderungen der Trans-
plantatgefalie kommt es zu Fibrosen, zur Ruckbildung funktionsféhiger Zellen und zur
Verengung weiterer Gangsysteme wie Gallengangen und Bronchien.

Aufgrund der grolReren Dringlichkeit der zuvor auftretenden Probleme ist die
Bedeutung der chronischen AbstoBung fur die Xenotransplantation noch recht gering.
Auch bei der Allotransplantation gibt es bisher noch keine wirksamen Strategien zur
Unterdriickung oder Behandlung der chronischen AbstolRungsreaktion.

Das ,,perfekte** Organspenderschwein

Die Uberwindung der Vielzahl von AbstoBungsmechanismen bei der Xenotransplanta-
tion zwischen diskordanten Spezies wie Mensch und Schwein ist durch konventionelle
Methoden kaum vorstellbar. Nur vielfach transgene Tiere scheinen geeignet, Organe
bereitzustellen, die das menschliche Immunsystem nicht als fremd erkennt. Das ,,per-
fekte* Schwein als Organquelle fiir die Xenotransplantation stellt man sich in folgenden
Eigenschaften transgen vor:

e Expression humaner Komplementregulatorproteine,

e Expression der al,2-Fucosyltransferase zur Kompetition der a.1,3-
Galaktosyltransferase,

e Expression eines NF-kB-Inhibitors ohne Apoptose-Sensibilisierung,

e Expression protektiver Gene wie A-20, A-1, bcl-2, bel-x,

e Expression eines verkirzten Rezeptors fur den Tumor-Nekrose-Faktor,

e Expression des humanen Thrombomodulins,

e Uberexpression der ATPDase (CD39),

e Expression des humanen TFPI (tissue factor pathway inhibitor),

e Expression immunregulatorischer Signale, z.B. Fas-Ligand,

e Expression von Proteinen, die bestimmte physiologische Funktionen vermitteln oder
therapeutisch wirksam sind (dazu z&hlen z.B. auch lokal wirksame Cytokine oder
sogar Immunsuppressiva).

Zu den endogenen Genen und Sequenzen des Schweins, die es mithilfe eines Gen-
Knockouts auszuschalten gilt, z&hlen:

e das Gen fur die al1,3-Galaktosyltransferase und ggf.
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e retrovirale Sequenzen (siehe Abschnitt 3.2.3).

Es ist kaum vorstellbar, solche Tiere mithilfe konventioneller Transgenesis zu erzeugen.
Aus heutiger Perspektive erscheint es weiterhin unglaublich aufwendig und schwierig,
die vielen notwendigen und wiinschbaren Veranderungen allein in kultivierten Zellen
zu erzeugen. Sobald dies jedoch - und sei es nur in Form einzelner Schritte - gelungen
ist, kdnnte das kerntransferbasierte Klonen helfen, aus einer solchen Zelle ein vollstan-
diges Tier werden zu lassen. Dies ist jedoch nur ein Schritt in einer langen Reihe kom-
plizierter Manipulationen zur Verénderung eines extrem komplexen biologischen Me-
chanismus.

3.2.2 Organfunktion

Aufgrund der immensen Probleme, die mit der Uberwindung der Immunreaktion nach
der Xenotransplantation verbunden sind, ist es bisher nicht mdéglich, eine Aussage dar-
uber zu machen, ob Organe in einer fremden Spezies auch ihre Funktion erfllen wer-
den. Angesichts der Tatsache, daR etwa 10.000 Proteine pro Zelle synthetisiert werden,
die wahrscheinlich eine Kompatibilitat von fast 100 Prozent in Allotransplantationen
und hochstens 70 Prozent in der Transplantation von Schwein auf Mensch aufweisen,
kann die Uberwindung der Komplexitit der immunologischen AbstoRungsreaktion erst
der Anfang einer Reihe von Problemen bei der Xenotransplantation sein (Hammer
1994). Eine berechtigte Frage ist daher die nach der zu erwartenden Lebensqualitét, die
durch die Xenotransplantation ermdglicht wird (Hammer 1993). Nur Tierexperimente
kdnnen die Frage klaren, ob die Aufrechterhaltung des Lebens durch Organe anderer
Spezies moglich ist. Bei einem Organ mit einfacherer Funktion wie dem Herzen, viel-
leicht auch der Niere, werden die Probleme sicherlich weniger gravierend sein als bei
der Leber, die als Hauptkontrollorgan des Stoffwechsels fast 2500 verschiedene Enzy-
me synthetisiert. Die Frage, wie hormonelle und enzymatische Interaktionen in xenoge-
nen Systemen ablaufen, erlangt in diesem Fall eine besondere Bedeutung. Neben der
Stoffwechsel- und Wachstumsregulation seien als Beispiele komplexe Systeme wie das
der Blutgerinnung oder das Komplementsystem genannt, bei denen sich bereits gezeigt
hat, dal? molekulare Inkompatibilitaten vorliegen.

Auch die Frage nach der Interaktionsfahigkeit xenogener Zellen mit der extrazellula-
ren Matrix im Empfangergewebe und den Nachbarzellen verdient Beachtung. Eine ge-
netische Verdnderung der Spendertiere in dem Ausmalf, daR alle wichtigen Enzyme,
Hormone, Adhdsionsmolekiile und andere mehr als humane Transgene vorliegen, ist
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schwer vorstellbar, obwohl grundsétzlich die Moglichkeit des Einsatzes der Gentechnik
bei physiologischem Versagen von Organen in Erwégung gezogen wird (Platt 1998,
Akhter et al. 1997, Kypson et al. 1998). Visionére der Xenotransplantation stellen sich
die transplantierten Organe sogar als Tréger fur neue physiologische Funktionen oder
therapeutisch erwiinschte Gene vor. Diese wirden nicht nur die bei der Gentherapie
eingesetzten Viren ersetzen, sondern dariiber hinaus die auf ein Organ begrenzte Bil-
dung des Genproduktes ermdglichen.

3.2.3 Infektion mit Xenopathogenen

Die Ubertragung von Krankheiten vom Donor auf den Rezipienten ist bei jeder Art von
Transplantation ein zu berticksichtigendes Problem. Bei der Xenotransplantation besteht
jedoch die besondere Gefahr, daR es zur Verbreitung sogenannter Xenozoonosen
kommt. Dies sind definitionsgemaR Erkrankungen, die durch xenogenes Gewebe ein-
schlieRende Prozesse vom Tier auf den Menschen Ubertragen werden (Fishman 1994,
Michaels & Simmons 1994). Da bei der Transplantation alle naturlichen Barrieren, die
das Eindringen von Erregern erschweren, etwa Haut, Mukosa oder Magenséure, durch
die direkte Implantation der Fremdzellen oder -gewebe umgangen werden, kann die
Ubertragung von Erregern besonders leicht erfolgen. Dartiber hinaus ermdglicht die
Immunsuppression des Rezipienten die ungehinderte Vermehrung der Pathogene. Auch
die Tatsache, daR bei der Transplantation ganzer Organe die Zell-Zell-Interaktionen
aufrecht erhalten bleiben, kann dazu beitragen, daB eine Ausbreitung der Erreger leich-
ter moglich ist. Zu bertcksichtigen sind bei den Xenozoonosen (nach Steele & Au-
chincloss 1995)

e Organismen, die fir Donor und Rezipient pathogen sind, wie Viren, Bakterien, Hel-
minthen oder Pilze,

¢ Organismen, bei denen es im Laufe der Evolution zu einer Anpassung zwischen Wirt
und Pathogen gekommen ist, so daR im naturlichen Wirt keine Erkrankung feststell-
bar ist (Chapman et al. 1995),

o Anfalligkeiten, die im Menschen durch die Immunsuppression nach der Transplanta-
tion entstehen und Erregern eine pathogene Wirkung verleihen, gegen die der
Mensch normalerweise immun oder resistent ist,

o die lokale Reaktivierung von Organismen im transplantierten Gewebe (z.B. latente
Viren) und

¢ die Entstehung neuer Pathogene durch retrovirale Rekombination, z.B. mit humanen
Viren (Chapman & Fishman 1997).
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Im Hinblick auf Infektionsmoglichkeiten stellt die Verwendung von Tierorganen ge-
geniiber der menschlichen Leichenspende insofern einen Vorteil dar, als ein intensives
Monitoring vor der Transplantation méglich ist (Fishman 1994). Dadurch wird jedoch
nur die Verbreitung bekannter, auch flr Tiere pathogener Erreger unwahrscheinlich,
nicht aber die Ubertragung unbekannter Agentien. Besonders bei den Viren ist davon
auszugehen, daR eine Vielzahl unentdeckter Formen in der Tierwelt existiert. Die Un-
vorhersehbarkeit der Pathogenitat von Erregern nach einem Spezieswechsel kann durch
verschiedene Beispiele eindrucksvoll belegt werden und gilt fir nah verwandte Arten in
gleicher Weise wie flr weiter entferntere Arten: Das cercopithecine Herpesvirus 1 (B-
Virus) ahnelt bei der Infektion des naturlichen Wirtes, dem Makaken, einer menschli-
chen Herpes-simplex-Infektion. Im Menschen jedoch fuhrt dieses Virus zu einer schwe-
ren Encephalitis mit einer Mortalitatsrate von ca. 70 Prozent (Holmes et al. 1995). Bei
einer Infektion mit Hantaviren lassen sich beim naturlichen Wirt, dem Nager, keine
Veranderungen in Mortalitat oder Morbiditat feststellen, bei der Ubertragung auf den
Menschen jedoch kommt es zu Mortalitatsraten von 50 Prozent (Chapman & Khabbaz
1994). Durch die Verwendung von Tieren mit humanen Transgenen wird tierischen
Viren moglicherweise die Mdéglichkeit zur Praadaptation gegeben, d.h. sie kénnen sich
bereits im Tier an humane Rezeptoren anpassen. Ein Beispiel ware die Anpassung por-
ciner Viren, die normalerweise an porcine Komplementregulatorproteine binden, an die
menschlichen Analoga, mit denen die Schweine transfiziert wurden (Weiss 1998). Be-
kannt ist, daR bestimmte Picornaviren an humanes DAF (CD 55) binden (Bergelson et
al. 1995, Ward et al. 1994), wéahrend CD 46 (MCP) der Rezeptor flr das Masernvirus
ist (Doerig et al. 1993).

Uberdies tritt bei membranumhdllten Viren, die ihre Hille aus der Wirtszellmembran
beziehen (beispielsweise Retroviren, siehe unten), ein weiteres Problem auf: Schweine-
viren dieser Art tragen wie ihr Wirt den Galaktosyl-a-(1,3)-Galaktose-Rest auf ihrer
Hulle, der fur die hyperakute AbstoRungsreaktion verantwortlich ist, und sind daher fir
das menschliche Immunsystem sofort erkennbar. Wenn also in einem Schwein die
al,3-Galaktosyltransferase ausgeschaltet wird, verlieren auch seine Viren das fragliche
Antigen. Ebenso wirde wohl jede andere Strategie, die hyperakute AbstoRung zu unter-
driicken, dazu fuhren, dall membranumhiillte Viren vom menschlichen Immunsystem
nicht mehr oder zumindest nicht mehr so schnell beseitigt werden kénnen (Weiss 1998).

Bei der moglichen Gefahrdung durch Pathogene aus Xenotransplantaten kdnnen zwei
Arten von Risiken unterschieden werden: das individuelle Risiko und das fir die Allge-
meinheit. Beispielsweise betrifft das onkogene Potential verschiedener Retroviren, A-
deno- oder Polyomaviren, oder auch die Gefdhrdung durch Prione zunéchst nur die Pa-
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tienten selbst. Die Hoffnung einzelner auf eine Lebensverlangerung kann jedoch tber-
dies zur Gefahrdung ihrer Mitmenschen flihren, wenn es zur Entwicklung neuer Viren
oder zur Ausbreitung von Xenozoonosen kommt. Besonders Herpes- und Retroviren
kdnnen, begunstigt durch die Immunsuppression im Wirt, an Pathogenitat gewinnen,
auflerdem ist eine Aktivierung latenter Formen zu beftirchten (Chapman & Fishman
1997). Eine der entscheidenden Gefahren der Xenotransplantation ist zudem der unter
Retroviren verbreitete Mechanismus der Rekombination (Katz & Skalka 1990, McClure
et al. 1988), der zur Entstehung neuer Pathogene fiihren kann. Rekombinierte Viren
konnten besser an das Uberleben angepalt sein, eine erhohte Replikationsrate oder Pa-
thogenitat aufweisen (Kollek 1986; Chapman et al. 1995).

Obwonhl anzunehmen ist, daR die Ubertragung von Pathogenen von Schweinen auf
den Menschen weniger wahrscheinlich ist als zwischen naher verwandten Arten, ver-
dienen besonders die endogenen Retroviren des Schweins erhéhte Beachtung (Chapman
et al. 1995). Endogene Retroviren wurden im Laufe der Evolution permanent in die
Keimbahn-DNA integriert und werden vertikal, d.h. von Eltern auf ihre Nachkommen,
weitergegeben (Patience et al. 1997a). Ihre Féhigkeit, sich zu replizieren, geht im Laufe
der Zeit durch Mutationen verloren. Oft findet man zahlreiche Kopien der Sequenzen
im Genom, einige von ihnen in allen Individuen einer Spezies an derselben Stelle (Al-
lan 1997). Ihre Infektidsitat flr immunsupprimierte Patienten, ihre Rekombinationsfa-
higkeit mit latenten Viren oder die Fahigkeit, replikationsdefiziente Viren zu komple-
mentieren, sind néher zu untersuchen. Im natlrlichen Wirt sind endogene Retroviren
nicht krankheitserregend, ihre Transkription ist selten, kann aber vorkommen. Die Ex-
pression endogener Retroviren in Schweinen wurde mit der Entwicklung von Leuka-
mien und Lymphomen in Verbindung gebracht (Frazier 1985; siehe auch Abschnitt
2.4).

Obwohl endogene Retroviren Zellen des natlrlichen Wirts oft nicht mehr infizieren
kdnnen, sind einige von ihnen xenotrop, d.h. Zellen anderer Spezies kdnnen infiziert
werden. Von endogenen Retroviren des Pavians, der Katze, von Mausen und auch von
endogenen Retroviren einer bestimmten Schweinezellinie wurde gezeigt, dal} es zur
Infektion menschlicher Zellen und zur Replikation der Viren kommen kann (Levy 1978,
Coffin 1985, Patience et al. 1997b). Auch in den der Transplantation zugénglichen
Schweineorganen wie Niere oder Herz sind in relativ grof3er Anzahl Sequenzen nach-
weisbar, die den PERV(porcine endogenous retrovirus)-Sequenzen ahneln. Nicht unter-
sucht wurde bislang, inwieweit die PERV-Kopien aus normalem Gewebe replikati-
onskompetent sind.

Beim Menschen ist eine Resistenz diesen Viren gegeniiber durch das Komplement-
system gewéhrleistet, welches die Galaktosyl-a-(1,3)-Galaktose erkennt (Rother et al.
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1995, Takeuchi et al. 1996). Dies verandert sich jedoch, wenn es in menschlichen Zel-
len kultiviert wird. Bereits nach einer Passage durch diese Zellen ist es fiir das Kom-
plementsystem nicht mehr erkennbar, da es sich nun mit einer Hille aus menschlichen
Zellmembranen umgeben hat, in der diese Kohlenhydratreste aufgrund des in menschli-
chen Zellen fehlenden Enzyms nicht synthetisiert werden. Freigesetzte Retroviren aus
Schweinen kénnen, wie schon angesprochen, auch dann nicht mehr durch das mensch-
liche Komplementsystem erkannt werden, wenn die angestrebte Veranderung des
Schweinegenoms erfolgt und die Synthese dieses Zuckers verdrangt oder das Komple-
mentsystem inhibiert wird. Obwohl wahrscheinlich die meisten der ca. 50 PERV-
Kopien in Schweinezellen replikationsdefekt sind, sollte die Ziichtung von Spender-
schweinen dennoch selektiv durch Auswahl von Tieren mit weniger retroviralen Se-
quenzen erfolgen, oder diese mit Hilfe der Knockout-Technik inaktiviert werden (Pati-
ence et al. 1997b). Das Screening nach und die Entfernung aller fir menschliche Zellen
infektiosen Retroviren des Spendertiers ist allerdings eine grolRe Herausforderung. Dis-
kutiert wird deshalb auch die Erzeugung transgener Tiere mit virus-inaktivierenden
Determinanten, deren Expression die Transkription viraler Gene verhindern soll oder
die Entwicklung von Impfstoffen (Onions 1997).

Anders als bei endogenen Retroviren kann das Risiko einer Krankheitsiibertragung
durch exogene, sich horizontal verbreitende Erreger, durch die Ziichtung der Schweine
in sogenannten SPF-Kolonien (spezifisch pathogenfrei) minimiert werden (Gustafsson
1984). In diesen Tieren sind bestimmte Erreger nicht vorhanden. Zwar ist die Mikroflo-
ra undefiniert, die Eliminierung bekannter Erreger bedeutet aber auch eine Minimierung
des Risikos, fremde Pathogene in der Kolonie zu beherbergen (Allan 1996).

Im Gegensatz zu den Infektionsrisiken, die durch die Xenotransplantation entstehen,
ist der Einsatz tierischer Organe grundsétzlich sogar denkbar, um bestimmten Viruser-
krankungen wie Hepatitis oder Aids zu begegnen, indem man tierische Organe (Leber
bzw. Knochenmark) transplantiert, die von humanpathogenen Viren nicht reinfiziert
werden kénnen (Starzl et al. 1993, Ildstad 1996).

3.24 Fazit und Ausblick

Bis zu dem oben skizzierten ,,perfekten Organspenderschwein® ist also ein weiter Weg
zurlickzulegen, und auch mit ihm wéren Probleme der chronischen AbstoRung, des In-
fektionsrisikos und der Organfunktion noch nicht geldst. Die involvierten Firmen sehen
in der Kerntransfertechnik eine Mdglichkeit, die Vielzahl der Probleme etwas schneller
anzugehen. Trotzdem bleiben sie gewaltig. Doch der Markt ist es auch: Nach einer
Schétzung von Borsenanalysten zur Zukunft der Sandoz AG (heute Novartis) kann sich



78

die Zahl durchgefiihrter Transplantationen bis zum Jahr 2010 verzehnfachen. (Wie ich
erst jetzt weil3, wehrt sich Novartis heftig gegen "im Auftrag”, das ist wohl ein allge-
mein verbreitetes MilRverstdndnis.) Mit einem jahrlichen Umsatz von rund funf Milliar-
den US-Dollar wird allein durch die Bereitstellung der Organe gerechnet (Laing 1996).
Die beteiligten Firmen, besonders der Marktfiihrer Novartis, kdnnten dariiber hinaus
groRRe Gewinne durch die aufwendige Immunsuppression nach der Transplantation er-
zielen — es sei denn, das kerntransferbasierte Klonen ermdglicht die Anfertigung indivi-
duell angepaliter Organe oder Gewebe, die keinerlei Immunsuppression mehr erfordern.
Dies ist auf absehbare Zeit allerdings kaum zu erreichen.

3.3 Zelltherapie, autologe Transplantation und Gentherapie

3.3.1 Zelltherapie und autologe Transplantation

Allerdings zeichnen sich andere Wege ab, zu denen das Klonen zumindest technisch
einen erheblichen Beitrag leisten konnte. Das optimale Transplantationsgewebe ist ein-
fach zu kennzeichnen: seine Zellen sollten mit denen des Empfangers genetisch iden-
tisch sein. Das Immunsystem des Patienten erkennt es dann nicht mehr als fremd, und
jedes Problem der Abstol3ung, gleichgdiltig nach welchem Mechanismus, entfiele.46
Dementsprechend sind eineiige Zwillingsgeschwister untereinander ideale Organspen-
der. Kaum ein Transplantationspatient hat jedoch das Gliick, Teil eines solchen Zwil-
lingspaares zu sein. Und anders als etwa bei Niere oder Knochenmark wiirde ihm das,
wenn er ein neues Herz brauchte, auch nichts nutzen.

Nach Dolly kamen Befiurchtungen auf, Menschen kénnten sich klonen lassen, um
sich gleichsam einen verspéteten Zwilling als perfektes Organlager zu schaffen. Be-
starkt wurden diese Befurchtungen durch Meldungen tiber Experimente in der Grundla-
genforschung an der Universitat von Bath in England, bei denen Kaulquappen ohne
Kopf entstanden waren4’. Es sei nunmehr denkbar, dal? gezielt anenzephal gemachte
menschliche Feten fiir Transplantationszwecke geklont wiirden. Diese Idee rief beson-
ders aufgrund der Tatsache, dal} dadurch menschliches Lebes zum medizinischen Er-
satzteil degradiert und Frauen fur seine Produktion instrumentalisiert wiirden, Abscheu
und groRe offentliche Ablehnung hervor. VVon daher ist nicht anzunehmen, daR sie bei
Menschen realisiert wird. Auch gehen die Versuche, kompatibles Ersatzgewebe zu
Transplantationszwecken herzustellen, in andere Richtungen.

Zur Erzeugung autologen Ersatzgewebes sind mittel- bis langfristig zwei Wege denk-
bar:

46 Vielleicht abgesehen von Autoimmunreaktionen, die sich gegen korpereigenes Gewebe richten.
47 Morton & Williams 1997; siehe dazu auch im Internet unter www.bath.ac.uk/Slack/
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e Der erste, wohl schneller erreichbare, wiirde tber die Kerntransfermethode gehen
und die Erzeugung eines frihen Embryos (Morula oder Blastozyste) einschliel3en.
Aus diesem mufRten embryonale Stammzellen gewonnen und in Kultur zur gerichte-
ten Differenzierung in das gew(inschte Ersatzgewebe veranlalit werden. Der betref-
fende Embryo mute dazu nicht in eine Geb&rmutter implantiert, sondern kénnte e-
benfalls in Kultur gehalten werden. Nicht zuletzt um dem ethischen Problem einer
solchen Instrumentalisierung friher menschlicher Embryonen auszuweichen, wird
auch daran geforscht, ob Eizellen von Tieren als Empfanger von Zellkernen anderer
Spezies geeignet sind (Pennisi 1998b, Cohen 1998, Schuh 1998).48 Das Szenario Sa-
he dann so aus, dal der Zellkern einer somatischen Zelle des Patienten zum Beispiel
in die Eizelle einer Kuh transferiert wird, wo er dann die Entwicklung bis zur Blasto-
zyste steuern soll, aus der dann schliel3lich das ,,k6rpereigene* Ersatzgewebe ge-
wonnen wird. Doch dazu gibt es noch eine ganze Reihe ungeklarter wissenschaftli-
cher Fragen (s.u.), so dalt Zweifel an der Realisierbarkeit dieser VVorstellung ange-
bracht sind.

e Der zweite Weg liegt noch in ferner Zukunft, und wirde auf die Etablierung eines in
vitro-Systems zur Dedifferenzierung und Redifferenzierung von somatischen Zellen
hinauslaufen. Kerntransferexperimente konnten dazu beitragen, dal er gangbar wird.
Voraussetzung dafir ist, da im Detail bekannt sein wird, welche molekularen Fak-
toren des Eizell-Zytoplasmas daftr verantwortlich sind, daB ein Zellkern in den un-
spezialisierten Embryonalzustand zuriickgesetzt, und zur erneuten Entwicklung und
Differenzierung angeregt werden kann. Dann kénnte das Zuriicksetzen der Speziali-
sierung somatischer Zellen und ihre gezielte erneute Differenzierung vielleicht auch
direkt durch die Zugabe entsprechender Faktoren und ohne Kerntransfer in eine Ei-
zelle und ohne das Erzeugen eines Embryos erreicht werden. lan Wilmut und Alan
Colman sahen dies im Gespréch mit uns als ein nicht mehr unrealistisches Ziel an,
das bei der Entwicklung von Strategien zur Herstellung von Ersatzgewebe verstarkt
zu verfolgen sei. Die einschlagigen Forschungen stehen allerdings noch ganz am An-
fang.

Der Schlissel liegt bei beiden Wegen in zwei Schritten, und zwar in grundsatzlich den-
selben, die auch beim kerntransferbasierten Klonen stattfinden:

e Zunéchst gilt es, geeignete Zellen des jeweiligen Patienten (beziehungsweise deren
Kerne) in den unspezialisierten ,,Embryonalzustand* riickzusetzen.

48 Eine ganz andere Anwendung des Transspezies-Kerntransfers kénnte das Klonen bedrohter Tierarten
sein. So planen chinesische Wissenschaftler, mit Hilfe artfremder Eizellen, etwa solcher aus anderen
Bérenarten, den GroRen Panda zu klonen, um ihn vor dem Aussterben zu bewahren. Sie hoffen, bis zum
Jahr 2003 damit Erfolg zu haben (Saegusa 1998b). Die Kerntransfermethode scheint in China brigens
recht weit fortgeschritten zu sein; bei unseren Recherchen stieBen wir immer wieder auf chinesische
Publikationen zum Thema, die zum grofRen Teil in dortigen Zeitschriften erschienen und gar nicht tber-
setzt sind. Daher durfte westlichen Fachleuten kaum bekannt sein, woran dort im einzelnen geforscht
wird.
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e Danach missen sie durch spezifische Faktoren dazu gebracht werden, sich in die
Richtung zu entwickeln, die zur Entstehung des benétigten Ersatzgewebes fiihrt.

Beim kerntransferbasierten Klonen geschehen beide Schritte, wenn alles funktioniert,
gleichsam von selbst: Die entkernte Eizelle tbernimmt die Reprogrammierung des ein-
gebrachten Spenderkerns, und die Differenzierung in die einzelnen Gewebe erfolgt
dann im Zuge einer mehr oder weniger normalen Embryonalentwicklung (siehe Ab-
schnitt 2.2). Will man jedoch gezielt Ersatzgewebe gewinnen und dabei die Entwick-
lung eines Embryos oder Fetus vermeiden, muR der zweite Schritt kiinstlich gesteuert
werden. Und wenn die Erzeugung eines Embryos ganzlich umgangen werden soll, muf3
auch der erste Schritt in vitro erfolgen, d.h., ohne daR die Spenderzelle zuvor in eine
Eizelle transplantiert wird.

Diese Steuerung des ersten Schrittes ist derzeit nicht machbar. Wenn diese Strategie
weiter verfolgt werden soll, wird man noch geraume Zeit auf den Kerntransfer in ent-
kernte Eizellen angewiesen bleiben und mithin zumindest friihe Embryonen erzeugen
mussen. Der zweite Schritt dagegen 1&Bt sich in Zellkulturen untersuchen und sogar
jetzt schon begrenzt beeinfluRen.

Erwéhnt wurden bereits die nahezu totipotenten embryonalen Stammzellinien (ES-
Zellen) der Maus. Es herrscht immer wieder Verwirrung dartiber, wie der Begriff ,,emb-
ryonale Stammzellen* zu definieren ist. Die meisten Fachleute mdchten darunter nur
solche Stammzellen verstanden wissen, die nahezu totipotent sind und auch nachweis-
lich an der Keimbahn partizipieren konnen. Solche gibt es bisher nur von der Maus.
Alle anderen Stammzellen mit zumindest pluripotenten Eigenschaften seien hier daher
als ,,ES-&hnlich* bezeichnet.

Embryonale Stammzellen der Maus sind zwar nicht in der Lage, eigenstandig Emb-
ryonen zu bilden. In eine Blastozyste injiziert sind sie jedoch in der Lage, zu Bildung
aller Gewebe des spéteren Fetus beizutragen, also sich in verschiedene Richtungen zu
differenzieren. Da sie wie erwahnt auch primordiale Keimzellen bilden, kénnen sie zur
Gewinnung von Knockout-Mé&usen benutzt werden (Capecchi 1989, 1994). Solche und
ahnliche Zellen durchlaufen auch in Zellkultur Differenzierungsvorgéange, die in gewis-
sen Grenzen steuerbar sind.

Zellkulturlinien mit ES-ahnlichen Eigenschaften lassen sich auch von Primaten ge-
winnen (Thomson et al. 1995, Thomson & Marshall 1998), und im letzten Jahr berichte-
te der amerikanische Embryologe John Gearhart auf dem 13. Internationalen Kongref3
fir Entwicklungsbiologie in Snowbird, Utah, ber die erstmalige Isolierung einer sol-
chen Stammzellinie aus menschlichem Embryonalgewebe (Dickman 1997, Travis 1997,
Lewis 1997). Wenn sich die gesteuerte Differenzierung solcher humaner ES- oder ES-
ahnlicher Zellen weiter perfektionieren lielRe, kénnten sie in Kultur durch Zugabe ge-
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eigneter Steurungsfaktoren u.U. verschiedenartig spezialisierte Zellen oder Gewebe
nachbilden und in Patienten Gewebe ersetzen, die durch Verletzungen zerstért worden
sind oder ihre Funktion anderweitig verloren haben. Beispiele wéren etwa Hautersatz
nach Verbrennungen, neues Inselgewebe im Pankreas zur Produktion von Insulin bei
Diabetes-Patienten oder ein Ausgleich fur die absterbenden dopaminproduzierender
Nervenzellen im Mittelhirn von Parkinson-Patienten. Ganze Organe auf diesem Weg
nachzubilden ist freilich derzeit kaum vorstellbar4®, doch auf lange Sicht ist selbst das
nicht auszuschliel3en.

Etablierte humane ES-Zellinien kdnnten also vielleicht kiinftig nach entsprechender
Differenzierung als Ersatzgewebe fiir Patienten herangezogen werden, doch damit wird
das Problem der AbstoRung nicht umgangen. Zellinien, die aus abgetriebenenen Emb-
ryonen gewonnen wirden, hatten dessen Genotyp und bestimmte antigene Eigenschaf-
ten, die mit einem potentiellen Empfénger nicht unbedingt kompatibel sind. Vermutlich
waéren die AbstoRBungsprobleme weniger gravierend nach einer Xenotransplantation,
doch wiirden immer noch dieselben Probleme auftreten wie nach einer Allotransplanta-
tion zwischen zwei verschiedenen Menschen.

Die optimale Losung wére die Schaffung genetisch identischen Ersatzgewebes. Ein
wichtiger Schritt dahin ist die Gewinnung ES-&hnlicher Zellen mit dem Genotyp des
zukiinftigen Empféangers. Neueste Forschungsergebnisse zeigen, dall dies nun mittels
des kerntransferbasierten Klonens erreichbar erscheint. Jose Cibelli, Stice, Robl und
Mitarbeitern gelang es kirzlich, durch Kerntranfer aus fetalen Rinderfibroblasten ES-
ahnliche Zellen zu erzeugen, die nach Injektion in friilhe Rinderembryonen an der Bil-
dung von Geweben aus allen drei Keimbléattern (Ektoderm, Mesoderm und Entoderm)
mitwirkten (Cibelli et al. 1998, Kommentar: First & Thomson 1998). Demnach ware
der oben skizzierte erste Weg der Gewinnung nahezu totipotenter embryonaler Stamm-
zellen auch in anderen Saugern als der Maus nicht mehr unrealistisch.

Die Realisierung einer solchen Strategie beim Menschen wirft allerdings nicht nur wis-
senschaftlich-technische Probleme auf. Um eine ES-ahnliche, autologe Stammzellen
herzustellen, miRte zunachst mithilfe der Kerntransfer-Technik ein Embryo erzeugt
werden. Sofern nicht selber weiblichen Geschlechts und im reproduktiven Alter,
brauchte die Patientin oder der Patient dafiir zunécht eine gespendete Eizelle. Im nachs-
ten Schritt muBte ein somatischer Zellkern der Patientin oder des Patienten in eine zu-
vor entkernte eigene oder gespendete Eizelle transferiert werden. Dann entstlinde im
gunstigen Fall bereits in Kultur, ohne Beteiligung einer Leihmutter ein Praimplantati-
ons-Embryo, aus dem sich Stammzellen gewinnen liel3en, die sich schlie3lich durch

49 Kommentar Alex Kind: ,, To grow a whole liver in a petri dish? How shall that be done?!*
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gezielte Behandlung mit Wachstums- und Differenzierungsfaktoren in das erstrebte
Transplantationsgewebe entwickeln wirden.

Aufgrund des Embryonenschutzgesetzes ist dieser Weg in Deutschland allerdings
nicht gangbar, da bei diesem Verfahren Embryonen zu einem anderem Zweck als zur
Herstellung einer Schwangerschaft erzeugt (81, Absatz 1, Nr. 2) und verwendet (8 2,
Absatz 1 ESchG) werden, ganz abgesehen von der ethischen Problematik der Herstel-
lung und des Verbrauchs von Embryonen, die nicht Thema dieser Untersuchung ist®0.

Es wurde vorgeschlagen, die in verschiedenen Landern diskutierte ethische und rechtli-
che Problematik der Erzeugung und Verwendung von Embryonen zu Therapiezwecken
durch die Verwendung von tierischen Eizellen als Empfanger menschlicher somatischer
Zellkerne zu umgehen. Die daraus entstehenden menschlichen Embryonen seien nicht
entwicklungsfahig, und deshalb trete die ethische und rechtliche Problematik, die den
Transfer in menschliche Eizellen verbiete, bei diesem Verfahren nicht auf.

Der deutschen Rechtssituation zufolge macht sich nach § 7 (Chimaren- und Hybrid-
bildung), Absatz 1, Nr. 3 des Embryonenschutzgesetzes nur strafbar wer es unternimmt,
durch ,,Befruchtung einer tierischen Eizelle mit dem Samen eines Menschen einen dif-
ferenzierungsfahigen Embryo zu erzeugen®. Der Transfer somatischer Zellkerne ist da-
durch nicht abgedeckt. Allerdings vertritt die Bundesregierung in einem ,,Bericht zur
Frage des gesetzgeberischen Handlungsbedarfs beim Embryonenschutzgesetz aufgrund
der beim Klonen angewandten Techniken und der sich abzeichnenden weiteren Ent-
wicklung* die Auffassung, dald es ,,bei dem Verbot der Herstellung von Hybridwesen
nach § 7 Abs. 1 Nr. 3 ESchG (...) letztlich um den ethisch begriindeten Respekt vor der
Schopfungsordnung (geht), die der Mensch durch die Konjunktion humaner und tieri-
scher Gameten nicht sprengen darf.**51 VVon daher wird empfohlen sicherzustellen, dal3
das Verfahren der Transplantation menschlicher somatischer Zellkerne in tierische Ei-
zellen von den Vorschriften des § 7 Absatz 1, Nr. 3 miterfalt wird (ebd.).

Die wissenschaftlichen Erfahrungen mit solchen Hybridembryonen sind bislang noch
gering. Experimente dieser Art sind zwar gemacht worden, wenngleich auch nicht mit
humanen Zellkernen (Pennisi 1998a, Cohen 1998, Mei et al. 1993; siehe auch Abschnitt
2.2.4). Bislang lieRen sich maximal Blastozysten erzeugen und noch keine lebensfahi-
gen Tiere. Es ist daher unklar, ob ein auf diese Weise erzeugtes Transplantationsgewebe

50 Zur Diskussion des Zusammenhangs zwischen Embryonenschutzgesetz und Embryonenerzeugung
bzw. Verbrauch vgl. u.a. Kollek 1998b, sowie zur Problematik Klonen der Erzeugung von Embryonen
durch Klonen Kollek 1998a.

51 Die Autoren des Berichts beziehen sich dabei auf eine Auslegung von Laufs (Fortpflanzungsmedizin
und Arztrecht, 1992, S. 75). Deutscher Bundestag, 13. Wahlperiode, Drucksache 13/11263 (26.06.98),
Absatz 8.1, S. 21.
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im menschlichen Korper seine Funktion erfullen kann. Hier stellen sich im wesentlichen
zwei Fragen:

e Wie gut kdnnen die Reprogrammierungsfaktoren der Eizelle ihre Funktion an einem
artfremden Zellkern erfullen? Etwas konkreter und zweckorientierter ausgedriickt:

* Kann das Zytoplasma einer tierischen Eizelle einen menschlichen somatischen
Zellkern so reprogrammieren, daf3 ein friher Hybridembryo entsteht, aus dem sich
ES-ahnliche Zellen gewinnen lassen?

* Lassen sich diese dann tatsachlich in das Gewebe differenzieren, das der Patient
auch benoétigt?

* Arbeitet es nach der Implantation gemaéR seiner gewiinschten Funktion?

Die letzteren beiden Aspekte sind auch fur rein humane ES-ahnliche Zellen noch gar

nicht geklart. Bei artfremden Empfangeroozyten fiir den Kerntransfer kénnten noch

zusétzliche Probleme auftreten.

Ein naheliegendes wird von der zweiten wesentlichen Frage umschrieben:

e Wie gut kann der eingebrachte Zellkern mit dem mitochondrialen Genom
(Chondrom) des Empfangerzytoplasmas zusammenarbeiten? Das Genom einer Zelle
beschrénkt sich nicht nur auf den Zellkern, es gibt weitere Gene in den Mitochond-
rien, membranumhullten Organellen im Zytoplasma, die der Zelle verwertbare Ener-
gie bereitstellen. Das Genom der Mitochondrien ist zwar Kklein, und die meisten ihrer
Funktionen werden genetisch vom Zellkern gelenkt, gleichwohl steuert auch die mi-
tochondrieneigene DNA wesentliche Funktionen (siehe unten). Wenn man davon
ausgeht, dal? die Kooperation zwischen Zellkern und mitochondrialem Genom sich je
nach Spezies anders entwickelt hat, dirften beim Transspezies-Klonen Probleme
auftreten, denn die Mitochondrien eines Hybridembryos steuert die Empfangeroozy-
te bei. Der transferierte Zellkern muf3 also mit einem Chondrom zusammenarbeiten,
an das er nicht angepalit ist; und je groRer die phylogenetische Entfernung zwischen
eingebrachtem Zellkern und empfangendem Eizytoplasma, desto starker konnten
Kooperationsprobleme zwischen beiden Genomen ins Gewicht fallen.

Beide der zu Beginn dieses Abschnitts beschriebenen Wege der Herstellung von Er-
satzgewebe weisen also erhebliche Probleme wissenschaftliche und technische Proble-
me auf, wenn auch die Realisierbarkeit des ersten beim heutigen Stand der Entwicklung
néher zu liegen scheint als die des zweiten. Angesichts der ethischen Probleme, die mit
der Erzeugung von Embryonen und ihrem Verbrauch fir medizinische Zwecke verbun-
den sind, halten wir dennoch die Verfolgung der Entwicklung eines in vitro-Systems fur
erstrebenswerter. Dies hatte desweiteren den Vorteil, dal? die entscheidenden Grundfra-
gen der Umprogrammierung somatischer Zellen in der der Maus untersucht werden
konnten, da in diesem System bereits viele der Faktoren, die die Zelldifferenzierung
beeinflussen, bekannt sind, und man auf diesem Wissen aufbauen kdnnte.
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3.3.2 Gentherapie

Auch im Hinblick auf den in therapeutischer Absicht durchgefiihrten Gentransfer, ge-
meinhin Gentherapie genannt, erhofft man sich Verbesserungsmoglichkeiten durch die
Kerntransfertechnik. Strategien zur Gentherapie scheitern derzeit in der Regel daran,
dal? kaum geeignete Einschleusungsmittel (Vektoren) zur Verfugung stehen, um ein
therapeutisch wirksames Gen an den gewiinschten Zielort im Koérper zu bringen. Abge-
schwachte Viren und andere Uberbringungsvehikel sind in Erprobung, doch alle haben
sie ihre Nachteile (Friedmann 1997, Felgner 1997). Alan Trounson (1997), Reprodukti-
onsmediziner an der Monash-Universitat in Melbourne, erwégt, von Gentherapie-
Patienten mit Hilfe des Kerntransfers autologe ES-ahnliche Zellen zu gewinnen, diese
in Kultur gentherapeutisch zu behandeln und sie dann in den Kdrper des Patienten
»rickzufihren®. Das hétte dreierlei Vorteile:

e Erstens lieRe sich noch in Kultur Gberprifen, ob das therapeutische Gen effektiv ein-
gebaut worden ist.

e Zweitens konnten solche Zellen vor der Implantation einer gesteuerten Differenzie-
rung unterworfen werden, was ihre Integration ins Zielgewebe erleichtern wurde.
Dazu waére jedoch - wie oben ausgefiihrt - noch viel Grundlagenforschung notwen-
dig.

¢ Drittens entfiele wahrscheinlich das Problem der Immunabwehr, an dem virusbasier-
te Vektorsysteme haufig scheitern.

Lee Silver von der Princeton-Universitat, dem interessierten Publikum bekannt gewor-
den durch seine provokanten Visionen zum Thema Klonen (Silver 1998), halt das kern-
transferbasierte Klonen zudem fur die beste Strategie, um Keimbahntherapien durchzu-
fihren: ,,For the first time, germ-line therapy becomes realistic*52. Seine Vorstellung
dazu ist, aus einem genetisch defekten frilhen Embryo Zellen zu gewinnen, diese in
Kultur genetisch zu korrigieren und daraus mittels Kerntransfer einen neuen Embryo zu
klonen, der gleichsam der gesuindere Zwilling des urspriinglichen Embryos ware — und
die kiinstliche Genkorrektur weitervererben wiirde.

Relativ einfach durch Kerntransfer korrigierbar waren mitochondriale Gendefekte.
Dazu bedirfte es prinzipiell keiner Anzucht von ES-Zellen in Kultur und keinerlei gen-
technischer Eingriffe — der Kerntransfer an sich ware bereits die Therapie. Mitochond-
rien werden ausschlie3lich maternal vererbt, das heif3t, alle Mitochondrien eines Men-
schen stammen von denen aus dem Zytoplasma der mitterlichen Eizelle ab. Das einzige
Mitochondrium der Spermienzelle degeneriert nach der Befruchtung. Das bedeutet aber

52 7itat nach Mirsky & Rennie 1997.
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auch, dal} eine Frau mit einer mitochondrial bedingten Erbkrankheit>3 diese an alle ihre
Kinder weitergibt — sie kann keine gesunden Kinder bekommen. Die Therapie mito-
chondrialer Defekte bestiinde darin, einem betroffenen friihen Embryo einen Zellkern
zu entnehmen und diesen in die entkernte Eizelle einer gesunden Spenderin zu transfe-
rieren. Der daraus entstehende Embryo besélie nunmehr das Kerngenom, das die Eltern
dem urspriinglichen Embryo mitgaben, und das intakte mitochondriale Genom aus dem
Eizytoplasma der Spenderin.

Ein solches Verfahren entspréche nicht der Gentherapie im ,,klassischen* Sinne: Es
werden keine neuen therapiewirksamen Gene eingebracht. Vielmehr wird ein grund-
sétzlich gesunder, unveranderter Zellkern aus einem defekten Zytoplasma in ein prinzi-
piell unverandertes intaktes Uberfiihrt. Man kénnte ein solches VVorgehen auch als Zy-
toplasmatherapie bezeichnen. Gleichwohl ware es strenggenommen eine Keimbahnthe-
rapie, wenn aus dem so erzeugten Embryo eine Frau entsteht: Sie wirde das (genetisch
unveranderte) mitochondriale Genom aus dem Zytoplasma der Oozytenspenderin an
ihre Kinder weitergeben. Entsteht ein Mann, ist die Sachlage anders — er kann seine
Mitochondrien nicht an seine Nachkommenschaft weitervererben.

Eine tiefergehende Erorterung der Problematiken, die sich aus einer Kombination
des kerntransferbasierten Klonens mit der Gentherapie ergeben kénnten, wiirde den
Rahmen dieses Gutachtens sprengen. Mit den erwéhnten Beispielen sollte jedoch zu-
mindest angedeutet werden, welche Mdglichkeiten einer Verkniipfung der beiden Tech-
niken bestehen, und welche Vorstellungen diskutiert werden. Sie beinhalten unter-
schiedliche technische Schwierigkeitsgrade, und unterschiedliche ethische Probleme.
Eines davon ist, ob eine Therapie akzeptabel ist, bei der ein friher Embryo geopfert
wird, um aus ihm einen ,,gestinderen Zwilling“ zu klonen. Ob die Vorstellungen zu
verwirklichen sind, sei dahingestellt. Angesichts der raschen Fortschritte in den Biowis-
senschaften erscheint dies aber als durchaus wahrscheinlich.

3.4 Préklinische Forschung

Tieruntersuchungen und Tierversuche haben in der Medizin eine lange Geschichte. Sie
reichen von der vergleichenden Anatomie des Aristoteles (iber die Erprobung von Arz-
neimitteln bis zur Herstellung transgener Mause zur Untersuchung der Entstehungsme-
chanismen von Krebs. Spatestens seit der Mitte des 19. Jahrhunderts werden sie in der

medizinischen Grundlagenforschung als unverzichtbar angesehen. Zum einen geht man

53 Beispiele dafiir sind etwa das Kearns-Sayre-Syndrom (mit Augenmuskelldhmungen, Pigmentdegene-
ration der Netzhaut, Muskelschwache, Kardiomyopathie) und die Lebersche hereditare Opticus-
Neuropathie (Absterben des Sehnervs bis hin zur Blindheit im zweiten Lebensjahrzehnt).
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davon aus, daR die biochemischen und physiologischen Grundprozesse bei Sdugetieren,
zu denen auch die Menschen gehéren, im Prinzip ahnlich sind, und daR das Studium
dieser Prozesse im Tier wertvolle Hinweise zu ihrem Verstdndnis auch beim Menschen
liefern kann. Zum anderen lassen sich aus wissenschaftlich-technischen und ethischen
Grinden nicht alle Aspekte menschlicher Krankheiten ohne weiteres am Menschen er-
forschen. Auch gegen eine direkte Priifung neuer Substanzen auf ihre Toxizitat und
pharmakologische Wirkung am Menschen sind ethische VVorbehalte geltend zu machen.
Solche Untersuchungen und Versuche werden deshalb an Tieren vorgenommen. Ob-
wohl viele menschliche Krankheiten bei anderen Séugetieren keine Entsprechungen
finden, ist es im Laufe der Zeit auch gelungen, Tierstimme zu isolieren oder zu zlich-
ten, die vergleichbare physiologische oder genetische Stérungen bzw. Krankheiten auf-
weisen.

Ebenso alt wie die Experimente mit Tieren zur Untersuchung von Pathomechanis-
men oder zur Erprobung neuer Medikamente ist die Kritik an solchen Versuchen. Sie
basiert zum einen auf ethischen Vorbehalten die wissenschaftliche Instrumentalisierung
von Tieren. Sie haben sich heute in vielen Landern in Tierschutzgesetzen niederge-
schlagen. Zum anderen wurden jedoch immer wieder Zweifel daran artikuliert, ob sich
Krankheiten des Menschen im Tier simulieren lassen, und ob bzw. wie weitgehend sich
an Tieren erhobene Befunde (z.B. solche aus Versuchen mit Arzneimitteln) auf Men-
schen Ubertragen lassen. Der an zweiter Stelle genannte Vorbehalt verweist einerseits
auf die grol3en biologischen Unterschiede, die trotz vieler Gemeinsamkeiten bei Sduge-
tieren zwischen Menschen und beispielsweise Ratten oder Mausen bestehen, die in der
medizinischen Forschung am hadufigsten eingesetzt werden. Zum anderen werden medi-
zintheoretische Vorbehalte geltend gemacht die darauf verweisen, daf Krankheiten des
Menschen nicht nur eine kérperliche, sondern auch seelische und soziale Komponenten
haben, die sich bei Tieren nicht simulieren lassen4.

Trotz dieser andauernden ethischen und medizintheoretischen Kontroversen sind Unter-
suchungen an Tieren aus der modernen biomedizinischen Forschung aus praktischen
und konzeptionellen Griinden (vgl. auch Abschnitt 5.2) kaum wegzudenken. Die Mdg-
lichkeit des Klonens hat den Uberlegungen, wie Tiere in der medizinischen Forschung
erkenntnisfordernd eingesetzt werden kénnen, neue Impulse verliehen. Der Einsatz ge-
Klonter Tiere und des Kerntransferverfahrens wird im Hinblick auf zwei Anwendungs-
felder diskutiert:

e zur Entwicklung von Tiermodellen fur menschliche Krankheiten;

54 vgl. hierzu die neueren Diskussionen zur Theorie der Medizin, u.a. Uexkiill, Wesiak (1988).
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e zum Wirkungsvergleich von Arzneimitteln und zur Untersuchung toxikologischer,
ernahrungsbiologischer und anderer Fragestellungen.

Im ersten Fall steht die Erleichterung der Transgenesis durch das Kerntransferverfahren
im Vordergrund, im zweiten die Mdglichkeit, durch das Kloniern eine grol3ere Zahl
genetisch identischer Tiere zur Verfligung zu haben.

34.1 Tiermodelle fir menschliche Krankheiten

Tiere, die fir menschliche Krankheiten typische Symptome entwickeln oder die ent-
sprechende pathologische Storungen zeigen, werden in der biomedizinischen Forschung
auch als ,, Tiermodelle” bezeichnet. Von der Untersuchung so konstruierter Krankheits-
modelle erhofft man sich Erkenntnisse tber die Ursachen und Entstehungsmechanismen
einer Krankheit, ihren Verlauf, die Auspragung der jeweiligen Symptome und Gber
mdogliche Behandlungsformen. Friher wurden entsprechende Tiere hauptsachlich durch
Zufall gefunden. Sie basierten auf spontanen oder induzierten Mutationen, die in den
Tieren zu &hnlichen Symptomen fuihren, wie sie bei entsprechenden menschlichen Erb-
krankheiten auftreten. Die Moglichkeiten, menschliche Krankheiten am Tier studieren
zu konnen, waren folglich auf die Analyse solcher Leiden beschrankt (Petters 1994,
Bedell et al. 1997a).

Heute lassen sich mit Hilfe genetisch manipulierter embryonaler Stammzellen trans-
gene Mause erzeugen, in denen gezielt bestimmte Gene ausgeschaltet (,,Gen-
Knockout®) oder durch eine mutierte Version (,,Gen-Targeting*) ersetzt sind (Capecchi
1989, 1994, Melton 1990). Dadurch wird es moglich, die Funktion einzelner Gene und
ihre Beteiligung an der Entstehung von Krankheiten zu untersuchen. Erkenntnisse er-
hofft man sich dabei nicht nur in Bezug auf die ,,klassischen* monogenen Erbkrankhei-
ten, sondern auch in Hinblick auf andere Leiden, bei deren Entstehung oder Auspra-
gung genetische Einfliisse vermutet werden (Bedell et al. 1997b). So wurden transgene
Méuse eingesetzt, um die Beteiligung von Onkogenen an der Krebsentstehung zu unter-
suchen (Melton 1990). Sie trugen wesentlich zur Entwicklung heutiger Konzepte zum
Krebsgeschehen bei, wonach Krebs zum Beispiel nicht nur eine Folge bermaBiger
Zellteilung ist, sondern auch durch eine eingeschrankte F&higkeit der Krebszellen, ihren
physiologisch notwendigen programmierten Zelltod (die Apoptose) herbeizufiihren,
mitbedingt sein kann (Kappel et al. 1994).

Inzwischen wird versucht, Tiermodelle zur Untersuchung einer Vielzahl menschli-
cher Pathologien heranzuziehen (Bedell et al. 1997Db), darunter neurodegenerative Er-
krankungen wie die Alzheimer-Krankheit (Theuring et al. 1997), Geféal3krankheiten wie
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Atherosklerose (Rubin & Smith 1994, Breslow 1996), Brustkrebs (Wolman et al. 1997)
und selbst SubstanzmifRbrauch und Suchtverhalten (Crabbe et al. 1994) oder psychoso-
matische Erkrankungen (Crnic 1996).

In der Regel basieren diese Modelle auf der Maus, da bislang nur bei ihr mittels der
ES-Zell-Technik Gene gezielt ausgeschaltet oder ersetzt werden konnten.>> Wie schon
beschrieben, erdffnet das Kerntransferverfahren nunmehr die Mdglichkeit, Gen-
Targeting und Gen-Knockout auch bei anderen Saugern durchzufiihren, ohne Zuhilfe-
nahme von Stammzellen und somit rascher als bei der ES-Zell-Technik.56 Damit erwei-
tert sich das Instrumentarium zur Erzeugung transgener Tiere, und die gezielte Erzeu-
gung von Krankheitsmodellen in Grofitieren, die heute duRerst selten und schwierig zu
erzeugen sind, wird denkbar.

Wie Eingangs bereits erwahnt, hat die Simulation menschlicher Krankheiten in Tieren
ihre Grenzen. Sie bestehen darin, dal3 sich zmeist nur Teilaspekte nachahmen lassen
und nicht das ganze Krankheitsbild. Zudem sind die gewonnenen Erkenntnisse auf-
grund der jeweiligen physiologischen Besonderheiten des Modelltieres nur bedingt auf
den Menschen Ubertragbar. Die Maus eignet sich zwar zur Gewinnung von grundlegen-
den Erkenntnissen Uber viele Krankheiten, doch die Simulation des ganzen Spektrums
von Symptomen, wie sie bei Menschen auftreten, ist nicht immer oder nur unter
Schwierigkeiten moglich. Um Therapien an Tiermodellen zu erproben, wére jedoch
eine Simulation moglichst aller Symptome wiinschenswert, zumindest derjenigen, die
beim Menschen das Krankheitsbild wesentlich bestimmen.

So gibt es zwar Mausmodelle fur neurodegenerative Krankheiten wie die Alzheimer-
Krankheit oder die amyotrophe Lateralsklerose (ALS)57, aber in keinem lief sich ein
derart massives Neuronensterben beobachten, wie man es vom Menschen kennt. Ein
Grund daftr kénnte sein, dal’ die Lebensspanne der Maus schlicht zu kurz ist, um Sché-
den zu entwickeln, die sich beim Menschen erst iber Jahrzehnte anhdufen (Kappel et al.

55 Es sei vermerkt, daB viele Knockout-Mause, in denen vermeintlich lebenswichtige Gene ausgeschaltet
wurden, quicklebendig sind und keinerlei Symptome zeigen. In Abschnitt 2.2.2 wurden diesbezuglich die
Méause ohne Telomerase erwéhnt. Offenbar existieren fiir viele biologische Funktionen redundante Sys-
teme, so dal} beim Ausfall eines Systems ein anderes dessen Aufgabe tibernehmen kann. Das kdnnte
unter Umsténden den Nutzen von Tiermodellen menschlicher Krankheiten einschranken, dann namlich,
wenn das gewahlte Modelltier tiber einen Ersatzmechanismus verfiigt, den der Mensch nicht besitzt: Das
Tier wirde in diesem Fall im Gegensatz zum Menschen bei Ausfall des fraglichen Gens nicht krank wer-
den. Siehe auch die Diskussion zur Zystischen Fibrose im weiteren Text.

56 Bei der ES-Zell-Technik zum Gen-Targeting entstehen zunéchst Chimaren, also genetische Mosaike,
deren Zellen teils von den manipulierten ES-Zellen abstammen, die in die Empfangerblastozyste injiziert
werden, und teils von der Empfangerblastozyste selbst. Um ein genetisch einheitliches Tier zu erhalten,
mufB man kreuzen und eine weitere Generation abwarten, was bei Grof3tieren mit einem erheblichen Zeit-
verzug einherginge, siehe Einleitung zu Abschnitt 3.

57 Auch als Lou Gehrig's disease bezeichnet, nach einem amerikanischen Baseball-Star, der daran litt.
Der bekannte britische Astrophysiker und Kosmologe Steven Hawking ist ebenfalls von dieser Krankheit
betroffen.
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1994, Theuring et al. 1997). Gleiches kénnte fur die Atherosklerose (Arteriosklerose)
gelten, eine Gefaltkrankheit, die zu Herzinfarkt und Schlaganfall fiihren kann und als
Haupttodesursache in westlichen Landern angesehen wird (Rubin & Smith 1994). Mau-
se sind natlrlicherweise sehr resistent gegenuber dieser Krankheit (Breslow 1996), und
man muB allerlei Kunstgriffe anwenden, um atherosklerotische Méuse zu erzeugen.
Hier wére etwa das Schwein wahrscheinlich das bessere Modell, da Schweine spontan
atherosklerotische Lasionen in ihren BlutgefélRen entwickeln kdnnen. Dariiber hinaus
ahneln sie dem Menschen in der Anatomie ihres Herzens und es 148t sich bei ihnen zum
Beispiel der EinfluR der Erndhrung auf die Entwicklung der Atherosklerose wohl besser
untersuchen (Petters 1994).

Auch anatomische Unterschiede zwischen Mensch und Modelltier sind bei der Ana-
lyse einzelner Symptome einer Krankheit von Belang. So ist etwa die Niere des Men-
schen im Vergleich zu anderen Saugern von recht ungewohnlichem Bau, der sich zwar
auch beim Schwein findet, nicht aber bei der Maus (Petters 1994). Ebenso gibt es Un-
terschiede in der Lungenanatomie zwischen Maus und Mensch, die eine Simulation der
Zystischen Fibrose (Mukoviszidose)38 in der Maus bislang schwierig machte. Die ersten
Mukoviszidose-Méause zeigten nur die Darmsymptome und starben, ohne das oder be-
vor die beim Menschen so typischen Lungenkomplikationen auftraten. Inzwischen gibt
es zwar auch Mause, die Lungensymptome entwickeln (Bedell et al. 1997b). Ihre Inter-
pretation ist jedoch schwierig, da die Verteilung und Haufigkeit submukdser Driisen in
den Atemwegen der Maus anders ist als beim Menschen: Die Maus besitzt nur wenige
davon, zudem sind sie auf die Trachea beschrankt, der Mensch hingegen hat sehr viele
dieser Driisen, und sie verteilen sich auch tber die Bronchien (Harris 1997). Ferner zei-
gen Méuse keine Pankreassymptome, da sie das flr die Krankheit verantwortliche Gen
(es codiert einen Chloridionenkanal mit der Kurzbezeichnung CFTR) dort in viel gerin-
gerem Mal3e exprimieren als der Mensch und zudem einen weiteren Chloridkanal im
Pankreas besitzen, der offenbar den Funktionsverlust von CFTR kompensieren kann
(Harris 1997). Zur Modellierung der Zystischen Fibrose halten viele Fachleute daher
das Schaf fur geeigneter (lan Wilmut und Alan Colman, personliche Mitteilung), weil
es in Lungenanatomie, gewebespezifischer Expression von CFTR und nicht zuletzt
auch in der Zusammensetzung des CFTR-Proteins dem Menschen mehr ahnelt als die
Maus (Harris 1997).

58 Eine monogene, autosomal rezessive Erbkrankheit mit einer Dysfunktion exokriner Driisen (vermehrte
Produktion und erhohte Viskositat des Drisensekrets) unter Beeintrachtigung der Funktion von Lunge,
Verdauungstrakt, Pankreas und anderer Organe, Haufigkeit in Europa etwa 1:2000 (Pschyrembel 1994).
Betroffene Patienten bendtigen intensive lebenslange Behandlung, ihre Lebensqualitét ist stark einge-
schrankt, und ihre durchschnittliche Lebenserwartung betragt 30 bis 40 Jahre, viele sterben friher (Harris
1997).
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Uberdies wies lan Wilmut im Gesprach mit uns darauf hin, da man bei langlebigen
GroRtieren die Entwicklung einer Krankheit sowie den Erfolg einer zu erprobenden
Behandlung besser analysieren kdnne als bei der Maus. Mause misse man in der Regel
toten, um sie zu untersuchen, bei Grofitieren lieRen sich dagegen einfacher Gewebepro-
ben entnehmen oder Bronchoskopien und andere Untersuchungen durchfiihren, was
eine Langzeitbeobachtung am selben Tier ermdgliche.

Das kerntransferbasierte Klonen schafft somit zumindest prinzipiell und erstmalig die
Madglichkeit, gezielt Modelle fir menschliche Krankheiten in GrofRtieren zu erzeugen.
Dies relativiert nicht die Stellung der Maus als Modellorganismus flr die Forschung. In
manchen Fallen scheinen jedoch - wie oben geschildert - andere Tiere besser geeignet,
um menschliche Krankheiten zu untersuchen. Gleichwohl gibt es dabei einiges zu be-
denken:

o Bei Grolitieren muf} - wie bei der Maus - jeweils gepruft werden, inwieweit die ge-
wonnenen Erkenntnisse auf Menschen tbertragbar sind.

« Uber die Genetik von GroRtieren ist wenig bekannt. Gen-Targeting und Gen-
Knockout in Schafen, Rindern oder Schweinen ware daher erheblich schwieriger als
in der Maus (Solter 1996).

« GrofRtiere haben lange Generationszeiten, in der Regel kleine WurfgréRen und sind
in der Haltung ungleich viel aufwendiger als Mause. Ann Harris (1997) von der Uni-
versitat Oxford in England schétzt die Kosten fir die Erzeugung eines Schafes als
etwa zwanzigmal so hoch ein wie die zur Erzeugung einer Maus, und die Haltungs-
kosten bei Schafen beziffert sie auf das Sechsfache dessen, was die Haltung von
Mausen kostet.

« Viele Laborleiter scheuen davor zuriick, Forschung an Groftieren zu betreiben, denn
Ergebnisse, die der Veroffentlichung wirdig sind, lassen sich an ihnen nur sehr viel
langsamer erzielen als an Mausen°. Nach dem derzeitigen System der Forschungs-
forderung kann dies den Verlust von Drittmitteln bedeuten (,,publish or perish®).

« Inder Forschung herrscht nach Aussagen von lan Wilmut nicht selten ein gewisser
Konservativismus: Wissenschaftler verfahren haufig nach dem Motto, was gut
Klappt, daran wird festgehalten. Insofern wird kaum jemand, der iber eine gut ge-
fihrte Mausekolonie verflgt, sich auf GroRtiere umstellen wollen. Zudem gehdren
zum Umgang mit Groftieren besondere Qualifikationen, die in normalen molekular-
biologisch orientierten Instituten selten zu finden sind.

Aus dieser Situation ergeben sich fiir uns folgende SchluRRfolgerungen:

1. Auf der Grundlage des kerntransferbasierten Klonens als Hilfsmittel zur Transgene-
sis lassen sich Krankheitsmodelle in Groftieren schaffen, die je nach zu untersu-
chender Krankheit im Hinblick auf anatomische, physiologische oder genetische

59 Sjehe auch das Zitat von Alex Kind in Abschnitt 2.2.5.
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Charakteristika bisherigen Mausmodellen (berlegen sein kdnnen. Sie kénnten von
daher zumindest im Prinzip dazu beitragen, aussagekraftigere Ergebnisse in der
praklinischen Forschung gewinnen.

2. Inwieweit dies tatsachlich verwirklicht werden wird, héngt aller Wahrscheinlichkeit
nach eher von den praktischen Gegebenheiten des Forschungssettings und den dort
vorhandenen Voraussetzungen flr den Umgang mit GroRtieren ab als von den even-
tuell vorhandenen biologischen Vorteilen solcher Tiere.

3. Ob sich durch solche mit Hilfe des Klonens moglicherweise erzeugbaren neuen
Tiermodelle auch die Zahl von Tierversuchen reduzieren 1&it - auf diesen Aspekt
wies uns die Firma Boehringer Ingelheim in einer schriftlichen Stellungnahme zum
Thema hin - kann zumindest zur Zeit nicht verifiziert werden. Angesichts der vieler
neuen Mdglichkeiten fur Krankheitsmodelle konnte zumindest in den ersten Phasen
einer solchen Entwicklung auch das Gegenteil der Fall sein.

Dartiber hinaus stellt sich auch die Frage, wie eine derartige Instrumentalisierung von
Tieren zu bewerten ist. Die bewul3te Erzeugung von Krankheiten in Tieren bedeutet
zwangslaufig, daR die betroffenen Tiere leiden missen. Ob der Erkenntnisgewinn und
der eventuelle spéater daraus resultierende, aber nicht sichere Nutzen fiir Patienten dieses
Leiden rechtfertigt, ist strittig. Mitunter sind Tiermodelle fir menschliche Krankheiten
nur wenig natzlich. Alan Colman umschrieb im Gesprach mit uns dieses Dilemma mit
dem Satz: ,,You don't know if a disease model is useful unless you make it*.

Es erscheint paradox, dafl beim Gen-Pharming (Abschnitt 3.1) so viel Wert auf die
Gesundheit und das Wohlbefinden der Produzententiere gelegt, beim Erzeugen von
Krankheitsmodellen das Leiden von Tieren dagegen billigend in Kauf genommen wird.
Der Unterschied liegt darin, dal3 es zum Teil mdoglich ist, therapeutische Proteine ohne
Beeintrachtigung des Wohlbefindens der dazu instrumentalisierten Tiere zu gewinnen,
kaum madglich ist jedoch, Krankheiten an Tieren zu studieren, ohne diese Tiere auch
tatséchlich krank zu machen. Hinzu kommt eine Inkonsequenz bei der gesellschaftli-
chen Wertschatzung unterschiedlicher Tiere: An Mé&use als Versuchstiere hat sich die
Gesellschaft inzwischen weitgehend gewohnt. Sie gelten als Schadlinge und werden,
wenn man sie im Haus hat, vernichtet. Nicht von ungeféhr testet PPL Projekte des Gen-
Pharmings zuerst in Mdusen und 143t davon ab, transgene Produktionstiere herzustellen,
wenn gesundheitliche Beeintrdchtigungen der Mause festgestellt werden (siehe Ab-
schnitt 3.1). Alan Colman war sich dieser Problematik bewuf3t und warf die Frage auf,
ob Mduse weniger wert seien als Schafe. Jedenfalls sind sie kostengunstiger und als
Versuchstiere eher akzeptiert als Nutztiere.

Offen ist also nach wie vor, wieviel Leiden von Tieren in Kauf genommen werden
kann, um Untersuchungen durchzufiihren, von denen man hofft aber lange nicht sicher
ist, daf sie kranken Menschen eines Tages helfen kdnnten. Jenseits aller grundséatzliche-
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ren Uberlegungen, die nicht Aufgabe dieser Untersuchung sind, ist an dieser Stelle zu-
mindest eine Forderung zu artikulieren:

* Bel der Konzeption von Tiermodellen muR sehr griindlich gepriift werden, ob das
Krankheitsmodell, das unter den bei dem betreffenden Tier gegebenen biologischen
Voraussetzungen nach genetischen Eingriffen und Klonierung erreicht werden kann,
tatsachlich weitgehend mit der beim Menschen vorfindbaren Krankheit identisch ist.

Dies ware aus unserer Sicht eine entscheidende, wenngleich nicht die einzige Voraus-
setzung fiir die Legitimitat der Herstellung solcher Tiere fiir und ihres Einsatzes in der
Forschung. Weitergehende Forderungen, beispielsweise im Hinblick auf die Vermei-
dung von Schmerzen und Leiden, sowie im Hinblick auf Aspekte der artgerechten
Ziuchtung und Haltung sind in der Debatte um die Tierethik artikuliert worden, und
mussen auch bei der Erzeugung transgener, mithilfe des Kerntransfers erzeugter Tiere
als Kranheitsmodelle berticksichtigt werden®o,

3.4.2 Genetisch identische Tiere zu Versuchszwecken

Durch Klonen lassen sich nicht nur Zwillinge oder Drillinge, sondern im Prinzip auch
groRere Gruppen genetisch identischer Tiere erzeugen. Grundsatzlich eignen sich sol-
che Tiere zur Untersuchung biologischer und medizinischer Fragestellungen, in denen
der genetische Hintergrund der Versuchstiere von Belang ist. Sie sind daftr besser ge-
eignet als ingezlichtete Mausstamme und entsprachen der Forschung an eineiigen Zwil-
lingen beim Menschen (Meng et al. 1997). Um aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten,
multe man bei Verwendung einer genetisch einheitlichen Population weniger Tiere
einsetzen als bei Verwendung von Inzuchtstammen oder gar genetisch heterogener Tie-
re.

So kénnten genetisch identische Tiere wertvolle Aufschlisse liefern iber pharmako-
logische, toxikologische, erndhrungsbiologische und metabolische Fragen (Stellung-
nahme der Firma Boehringer Ingelheim an uns; Meng et al. 1997). Manche Wissen-
schaftler halten geklonte Tiere auch zur Untersuchung verhaltensbiologischer und -
genetischer Fragestellungen fur interessant (Katrin Mooslehner, Cambridge, UK, per-
sonliche Mitteilung).

Zur Prifung pharmakologisch wirksamer Substanzen sind geklonte genetisch identi-
sche Tiere insofern von Interesse, als sich an ihnen ein genaues Bild dariiber erhalten
lieRe, welches Wirkungsspektrum ein Pharmakon vor einem genetisch einheitlichen
Hintergrund entfaltet. Besonders beim Vergleich zweier zu untersuchender Wirkstoffe

60 Zu den neueren Diskussionen um das Klonen vgl. u.a. Altner 1998.
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lieRen sich aus den Ergebnissen Riickschlisse auf den EinfliR des genetischen Hinter-
grundes auf die Arzneimittelwirkung ziehen. Insofern kénnten geklonte Tiere ggf. eine
Beitrag zur Pharmakogenetik leisten, die genetische Einfllisse bei der Wirkung von
Arzneimitteln untersucht.

Grundsatzlich ist jedoch zu bedenken, dal} die Patienten, bei denen die Wirkstoffe
angewendet werden sollen, genetisch und physiologisch heterogen sind. VVon daher ist
fraglich, welchen Wert Aussagen haben, die an Tieren mit einem einheitlichen oder sehr
homogenen genetischen Hintergrund gemacht worden sind. Auch ware der Aufwand fir
solche Untersuchungen angesichts der geringen Effizienz des Klonens enorm, und we-
der Alan Colman noch Boehringer Ingelheim halten diesen Aspekt der Nutzanwendung
des Klonens in der naheren Zukunft fir praktikabel.
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4 Biologische Risiken und technische Grenzen des
kerntransferbasierten Klonens

Die Erzeugung von Tieren mithilfe eines technischen Verfahrens, das in radikaler Wei-
se die natdrlichen GesetzmaRigkeiten der Reproduktion und Embryonalentwicklung
auler Kraft setzt, provoziert weitreichende Fragen nach seinen Unsicherheiten, Risiken
und Grenzen. Unmittelbarer AnlaR dazu ist die Tatsache, dal3 die Chance eines durch
Kerntransfer geklonten Embryos, lebend geboren zu werden, ziemlich gering ist. Und
wie sich in den bislang publizierten Experimenten gezeigt hat, ist auch eine Lebendge-
burt keine Garantie daftr, dafl das Tier normal heranwachst.

Nach einer Meldung von Agence France-Press vom 23. August 1998 ist eines der in
Japan aus adulten Zellen geklonten Kélber drei Tage nach seiner Geburt gestorben. Es
habe Atemprobleme gehabt und sei inzwischen das funfte von zehn geklonten Kalbern,
das in den vergangenen beiden Monaten in Japan starb. Auch eines der franzdsischen
Klonkalber, Marguerite, erzeugt aus einer fetalen Muskelzelle, verendete knapp funf
Wochen nach seiner Geburt unter etwas unglicklichen Umstéanden an massiver Infekti-
on.t1 Jean-Paul Renard, der Leiter der Forschergruppe, die Marguerite geklont hatte,
schlof3 nicht aus, dal? sie moglicherweise an einer Immunschwache litt, die eine Folge
der Klonprozedur gewesen sein kénnte (Cohen 1998a).

Ferner starben von den ersten finf L&mmern, die aus kultivierten embryonalen Zel-
len geklont wurden, zwei innerhalb von Minuten nach der Geburt und das dritte zehn
Tage danach. Die verstorbenen Tiere zeigten Abnormitaten im Urogenitaltrakt, und
zwei wiesen zusatzliche Abweichungen im Blutgefalisystem auf (Campbell et al.
1996b). Und von den 14 Feten, die zusammen mit dem transgenen Schaf Polly (Ab-
schnitt 3.1) entstanden, berlebten neben Polly selbst nur vier weitere die ersten zwei
Wochen nach der Geburt (Schnieke et al. 1997). Ein Fetus wurde vor Tag 80 resorbiert,
einer wurde nach 130 Tagen spontan abortiert. VVon den verbliebenen zw6lf waren vier
Totgeburten, ein Lamm hatte zwar nach der Geburt noch Herzschlag, doch setzte die
Atmung nicht ein, ein weiteres starb anderthalb Stunden nach der Geburt, eines hatte
einen Herzfehler und wurde nach 14 Tagen notgeschlachtet. Zudem muRten die meisten
Geburten eingeleitet werden und per Kaiserschnitt erfolgen. Schaut man sich die Er-
gebnisse von Yanagimachis Gruppe bei Mdusen an, ist die Sachlage kaum anders: Viele

61 Das Tier bekam zunachst eine Nabelinfektion und wurde deswegen mit Antibiotika behandelt und
isoliert gehalten. Doch fiihlte es sich offenbar einsam, zwéngte sich unter der Absperrung seines Pferches
zu einer benachbart gehaltenen Herde durch und zog sich dabei Verletzungen zu, infolge derer sich die
Infektion ausbreitete und nicht mehr einddmmen lieR3.
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der erzeugten friithen Embryonen entwickelten sich nicht weiter, ein Grof3teil der doch
entstandenen Feten starb ab, und die Mortalitat der schlie3lich geborenen Méause war
ebenfalls recht hoch (Wakayama et al. 1998). Wilmut fal3te dieses allgemein beobachte-
te Phdnomen im Gesprach mit uns in dem knappen Satz zusammen: ,,They die all the
time*®.

Die Effizienz des Klonens liegt nach den Arbeiten von Wilmut et al. (1997), Schnie-
ke et al. (1997) und Wakayama et al. (1998) im Bereich von einem bis drei, manchmal
auch funf Prozent, bezogen auf die Zahl der in Ersatztragetiere transferierten friihen
Embryonen. Das heif3t, von hundert Morulae oder Blastozysten, die in den Uterus eines
Tragetiers eingebracht werden, entwickeln sich hdchstens drei bis finf bis zur Ge-
burt.62, Gemessen an der Zahl der durchgefiihrten Kerntransfers liegt die Erfolgsrate
noch um gut die Halfte bis ein Zehntel niedriger: Nur 10 bis 40 Prozent der mit einem
neuen Zellkern bestiickten Oozyten entwickelten sich in den Fusionsexperimenten von
Wilmut et al. (1997) bis zum Morula- oder Blastozystenstadium®3, bei der Injektionsme-
thode von Wakayama et al. (1998) waren es dann immerhin 30 bis gut 60 Prozent.

Auf diesen statistischen Charakter des kerntransferbasierten Klonens hatten wir be-
reits hingewiesen (Abschnitt 2.2). Auch maogliche Griinde dafir wurden intensiv disku-
tiert, so eventuelle Veranderungen von Imprintingmustern, weitere epigenetische Effek-
te, Fragen der Telomerldnge und anderes mehr (Abschnitte 2.2 und 2.3). Das Problem
des ,.large calf syndromes*, also die Entwicklung tibergrof3er Tiere nach Embryomani-
pulationen (nicht nur nach Kerntransfer), wurde ebenfalls angesprochen (Abschnitt 2.3).
In Abschnitt 2.5 hatten wir zudem auf die Problematik somatischer Mutationen verwie-
sen. Dies sei im folgenden etwas néher erortert.

Dal Zellen zufallige Mutationen anhdufen kdnnen, ist bekannt. Meist sind Mutationen
nachteilig, so wie ein zufélliger Druckfehler in einem Buch dessen Inhalt kaum verbes-
sern kann, sondern eher Irritationen beim Lesen hervorruft. Zur ,,Druckfehlerbeseiti-
gung* gibt es in Zellen eine Reihe von Mechanismen. Wenn sie alle fehlschlagen, wird
entweder, in ganz seltenen Fallen, die Evolution vorangetrieben — das Individuum hat
dann einen Reproduktionsvorteil. Oder, was haufiger ist, das Individuum kann sich
schlechter fortpflanzen, weil es beispielsweise frih stirbt oder andere genetische Be-
nachteiligungen erleidet, die dem Fortpflanzungserfolg im Wege stehen.

Zu unterscheiden ist dabei zwischen vererbbaren Mutationen, also solchen, die die
Keimbahn betreffen, und somatischen, solchen, die sich nur auf einige Zellen des Tra-

62 Bej einer Versuchsreihe mit fetalen Fibroblasten als Kernspender hatten Wilmut et al. (1997) aller-
dings eine Erfolgsrate von (iber 16 Prozent, doch das war wahrscheinlich ein ,statistischer Ausreier*,
ein Glucksfall: Von sechs eingespiilten Embryonen in dieser Serie kam einer bis zur Geburt.

63 In der ,,AusreiRerserie* aus voriger FuRnote waren es 54 Prozent.
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gers auswirken. Erstere kdnnen an die nachste Generation weitergegeben werden, letz-
tere nicht. Somatische Mutationen bleiben mit groRer Wahrscheinlichkeit neutral: Man
schétzt, dal? der Mensch etwa 100 000 Gene besitzt und daR rund 10.000 davon in einer
gegebenen differenzierten Zelle exprimiert werden. Wenn eines der nicht exprimierten
90.000 anderen Gene mutiert, hat das meist keinen Einfluf auf die Funktionsfahigkeit
der Zelle.54 Es besteht daher kaum ein Selektionsdruck, dafi? eine beliebige somatische
Zelle alle ihre Gene, auch die nicht exprimierten, intakt halt. Wenn in einer Leberzelle
ein Gen mutiert, das fiir die Funktion des Gehirns gebraucht wird, hat das keine Konse-
quenzen fiir das betroffene Individuum. Und wenn in einer kultivierten Zelle irgendein
Gen mutiert, das zum Zusammenhalt oder zur Entwicklung eines kompletten Organis-
mus beitréagt, sind die Folgen dieses Ausfalls irrelevant: Die Zelle kann sich weiterhin
vollig unbeeintrachtigt in Zellkultur teilen.

Anders ist die Situation einzuschétzen, wenn aus besagter Leberzelle oder aus der
kultivierten Zelle mittels Kerntransfer in eine entkernte Eizelle ein Tier geklont werden
soll. Dann kdnnen solche Mutationen erhebliche Folgen haben und dazu beitragen, dal3
das geklonte Tier friihzeitig abstirbt oder irgendwelche Abnormitéten entwickelt. Man
mag argumentieren, daR dies in gleicher Weise auch fir naturlich gezeugte Embryonen
gelten kann, da sich Mutationen schliefRlich auch in Keimzellen ereignen kdénnen. Das
stimmt zweifellos, dennoch gibt es hier einen wichtigen Unterschied — nicht von unge-
fahr sind im Zuge der Evolution Mechanismen entstanden, die die Mutationshaufigkeit
in Keimzellen reduzieren. Bei Sdugern sind diesbeziliglich zwei Dinge auffallend: Im
weiblichen Geschlecht werden Hunderttausende kiinftiger Keimzellen bereits vor der
Geburt angelegt und bis zur jeweiligen Bereitstellung nach der Pubertat gleichsam im
Vorreifezustand eingefroren — diese priméren Oozyten verharren (ber Jahre bis Jahr-
zehnte in einer bestimmten Phase der meiotischen Zellteilung, sind also in dieser Zeit
teilungsinaktiv, was die Wahrscheinlichkeit fiir Replikationsfehlers> herabsetzt. Bei
Saugermannchen ist der Mechanismus anders: Hier werden zwar nach der Geschlechts-
reife unablassig neue Keimzellen produziert, doch das Organ dazu, der Hoden, ist aus
der Bauchhohle ausgelagert und wird dadurch buchstéablich luftgekuhlt, was die Mutati-
onshadufigkeit in der Spermatogenese verringert.

Geklonte Tiere konnten daher einem hoheren Risiko ausgesetzt sein, schadhafte Ge-
ne mitzubekommen, als natirlich gezeugte. Das Risiko lieRe sich vielleicht herabsetzen,

64 Eine zusatzliche Sicherheitsvorkehrung ist die schon erwahnte Diploidie: Fast alle hoheren Organis-
men besitzen von fast jedem Gen zwei Exemplare, so daB der Ausfall eines Exemplars vom anderen
meist kompensiert werden kann.

65 Die Tatsache, daR sich auch in vivo gezeugte Embryonen haufig nicht weiterentwickeln wird darauf
zuriickgefiihrt, daf es in den Oozyten bei der Reifeteilung zu einer Fehlverteilung der Chromosomen
(numerische Aneuploidie) kommen kann, oder dies wéhrend der ersten Furchungsteilungen im Embryo
passiert. Aneuploide Embryonen sind in vielen Fallen nicht entwicklungsfahig.
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wenn Zellen fir die Klonierung verwendet werden, die moglichst wenige Zellteilungen
durchlaufen haben®6. Diese Vorgabe dirfte allerdings schwierig einzuhalten sein, wenn
man etwa mittels Kerntransfer vielfach transgene Schweine flr die Xenotransplantation
erzeugen will.

Vor dem Hintergrund der bisherigen Erfahrungen mit klonierten Tieren und der Er-
kenntnisse aus der embryologischen Grundlagenforschung ist also festzuhalten, daf3
nach derzeitiger Ergebnislage fiir einen gegebenen durch Kerntransfer geklonten Emb-
ryo nur eine geringe Chance besteht, sich bis zur Geburt zu entwickeln. Auch nach der
Geburt wird eine erhohte Sterblichkeitsrate beobachtet. Verantwortlich fiir diese hohe
Mortalitat vor und nach der Geburt kénnten unter anderem transferbedingte epigeneti-
sche Veranderungen im Genom des Spenderzellkerns sein oder eine unerkannte Anhdu-
fung somatischer Mutationen. Beides kénnte auch dazu flihren, daR selbst Tiere, die das
Erwachsenenalter erreichen, noch Spétschaden entwickeln — dann ndmlich, wenn Gene
betroffen sind, die erst in spateren Lebensphasen gebraucht werden (siehe dazu Ab-
schnitte 2.2 und 2.3).

Zu fragen ist ferner, ob geklonte Tiere aufgrund der postulierten Mechanismen eine
geringere Lebenserwartung, eine hdhere Krebsanfalligkeit und/oder einer erhdhte An-
falligkeit fir bestimmte MiRbildungen oder Pathologien zeigen. Ob dem so ist, und
wenn ja, mit welcher Haufigkeit und unter welchen Umstéanden, ist unbekannt und be-
darf flr den Fall, dal’ das Klonen grundsétzlich fur forderungswiirdig erachtet wird,
naherer Untersuchung. Da nunmehr das Klonen von Mausen méglich geworden ist,
mufRten sich diese Fragen zumindest im Hinblick auf kurzfristig erkennbare Probleme
relativ zlgig klaren lassen. Erst dann ware zumindest in der Maus eine genauere Ein-
schatzung maoglich, welche tatsachlichen Grenzen und Risiken das kerntransferbasierte
Klonen in sich birgt.

Die obigen Erérterungen beziehen sich auf das individuelle Risiko eines geklonten Tie-
res infolge der Klonprozedur selbst. Dartiber hinaus stellen sich mindestens drei weitere
Fragen zu mdglichen tber das Individuum hinausreichenden Risiken:

66 Einer anderen Hypothese zufolge kénnte das Risiko von Mutationen eventuell auch verringert werden,
wenn wenn als Kernspenderzellen gleichfalls ,,luftgekiihlte” Zellen verwendet werden, etwa Hautzellen
aus dem Ohr, wie bei besagtem japanischen Klonkalb (afp-Meldung vom 21. August 1998), was ihm
allerdings auch nichts genttzt hat. Im Falle kultivierter Zellen als Kernspender sollten diese eventuell
auch nicht bei 37 Grad Celsius, sondern eher bei 35 oder 30 Grad gehalten werden.
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e Konnen sich eventuelle epigenetische Veranderungen auf die Nachkommen des ge-
klonten Tieres vererben, und: Kénnen zusatzliche Risiken beim sequentiellen Klonen
auftreten, also beim Klonen aus bereits geklonten Tieren?

Dal eine Vererbung epigenetischer Veranderungen auf die nachste Generation méglich
ist, zeigen die bereits diskutierten Ergebnisse von Wolf Reik, Irmgard Roemer und Mit-
arbeitern. Auch kénnen sich epigenetische Veraderungen bei der Vererbung auf nach-
folgende Generationen unter Umstanden sogar verschérfen (Abschnitt 2.2.3). Es ist vor-
stellbar, daB sich im Zuge sequentieller Klonprozeduren epigenetischen Veranderungen
akkumulieren kénnen, bislang gibt es freilich keine Untersuchungen dazu. Steven Stice
und Carol Keefer (1993) dokumentierten immerhin eine Untersuchung tber die Effi-
zienz des sequentiellen Klonens beim Rind. Dabei wurde der (aus dem Kern einer Emb-
ryonalzelle) geklonte Embryo schon im friihen Stadium wieder als Spender von Zell-
kernen fur die nachste Klongeneration verwendet (multiple generational embryo clo-
ning oder recloning). Nach den Ergebnissen von Stice und Keefer nahm die Effizienz
ab: Die Rate der erfolgreichen Fusionen von Spenderzellen mit entkernten Eizellen ver-
ringerte sich mit jeder Generation. Entwicklungsraten (bis zur Morula) sanken von 20
Prozent in der ersten Klongeneration auf zehn Prozent in der zweiten, stiegen in der
dritten Generation auf 19 Prozent an (mdglicherweise kam hier eine Art Selektions-
druck zum Tragen), gingen jedoch in der vierten Generation wieder auf zwolf Prozent
zurlick (hier war allerdings die Zahl an Versuchen kleiner). Die Rate der Entwicklung
der Morulae bis zur Geburt betrug in der ersten Generation zehn Prozent (8/80), in der
zweiten zwei (1/48) und in der dritten drei Prozent (1/29). Die Autoren halten eine Ak-
kumulation von Schéaden durch suboptimale Embryokulturbedingungen, als Folge der
Mikromanipulationen und/oder aufgrund unvollstdndiger Reprogrammierung der Spen-
derzellkerne fur moglich. Wakayama et al. (1998) hingegen fanden beim Klonen von
Mausen durch Kerninjektion (statt Zellfusion) keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen der Effizienz bei der Erzeugung von Klonen der ersten Generation und der bei
der Erzeugung von ,,geklonten Klonen“.

o Existieren besondere Risiken bei bestimmten Anwendungen des kerntransferbasier-
ten Klonens?

Diese Frage ist positiv zu beantworten. Zuséatzliche Risiken fur das betroffene Tier be-
stehen je nach Anwendungsbereich des Klonens durchaus, so etwa beim Gen-Pharming
(vgl. Abschnitt 3.1). Dal} Tiere, die als Modelle fir menschliche Krankheiten erzeugt
werden, zwangslaufig leiden missen, wurde ebenfalls angesprochen (Abschnitt 3.4).
Welche Risiken etwa fur Tiere auftreten konnen, die zum Zweck der Xenotransplantati-
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on (Abschnitt 3.2) gewonnen werden, ist derzeit noch vollig unklar. Ein besonderes
Risiko mag fir Tiere einer komplett geklonten Herde bestehen, wie sie Alan Colman
vorschwebt (Abschnitt 3.1): Solche Tiere hatten alle denselben MHC-Typ, und MHC-
Molekaile sind fur die spezifische Présentation intrazellularer Antigene (etwa Bruchsti-
cke von Virusproteinen) an das Immunsystem verantwortlich. Bei identischem MHC
wirden immer dieselben Antigenbruchstlicke prasentiert, und die Gefahr ist gro, dal3
das Immunsystem sie gar nicht als fremd erkennt, etwa weil sie kdrpereigenen Protein-
bruchstlicken ahneln, an die das Immunsystem gewohnt ist. In einem solchen Fall kénn-
te das Immunsystem der Tiere keine zellvermittelte Gegenwehr in Gang setzen, und die
Virusinfektion wirde rasch die gesamte geklonte Herde befallen.

o Bestehen Risiken fur die Umwelt oder fir den Genpool einer geklonten Tierart oder
Rasse?

Ob durch das Klonen an sich Gefahren fiir die Umwelt bestehen, ist schwer einzuschét-
zen. In Frage kdmen diesbezuglich die Aktivierung endogener Retroviren (Abschnitte
2.2.4 und 3.2.3) und deren moglicher Ubertritt auf nicht geklonte Tiere, doch dazu gibt
es unseres Wissens bislang keine Untersuchungen. Eine konkrete Gefahr der Entste-
hung neuer pathogener Keime und des Ubertritts von Keimen in andere Individuen ist
bei der Xenotransplantation erkennbar (Abschnitt 3.2.3), doch ist dies keine Gefahr des
Klonens an sich, sondern vielmehr eine mogliche Folge der entsprechenden Nutzan-
wendung des Klonens.

Eine Verarmung des Genpools von Nutztierrassen durch das Klonen ware zwar mog-
lich, unserer Einschatzung nach derzeit aber kaum zu befirchten, jedenfalls nicht mehr
als durch konventionelle Ziichtungsmethoden und Hochleistungsselektion, die schon
genug zur Verminderung der Rassenvielfalt bei Nutztieren beigetragen haben. Klonen
ist zumindest beim derzeitigen und in absehbarer Zukunft zu erwartenden Stand der
Technik zu aufwendig und somit zu teuer, um Hochleistungstiere zu vervielféltigen;
kaum ein Landwirt kann sich den Kauf solcher Embryonen leisten, und Firmen, die auf
dieses Marktsegment setzten, muf3ten in der Regel aufgeben (Pennisi 1998b, Kolata
1997a).

Eher konnte das Klonen dazu beitragen, dal die Kerntransfermethode zur Erhaltung
bedrohter Tierarten und -rassen beitragen kann. Hier sei auf die Bestrebungen chinesi-
scher Forscher hingewiesen, Pandabdaren zu klonen. Ob die Methode allerdings erfolg-
reich auf bei dieser Tierart angewandt werden kann, bleibt abzuwarten. Inzwischen hat
zudem eine neuseeléndische Forschergruppe aus der letzten uberlebenden Kuh einer
besonders kalteresistenten Rinderrasse (Enderby-Rinder) ein Kalb geklont und hofft,
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diese Rasse mittels des geklonten weiblichen Kalbes und eingefrorener Samen von En-
derby-Bullen erhalten zu kdnnens?,

Die technischen Grenzen des kerntransferbasierten Klonens sind nach wie vor sehr
hoch, und es bleibt offen, ob sie alle Giberwindbar sind und ob sich die dabei jeweils
angestrebten Ziele und Anwendungen verwirklichen lassen. Nach dem Erfolg von Ya-
nagimachis Gruppe bei Méusen (Wakayama et al. 1998) ist jedoch zu vermuten, daf3
viele der noch ungeklarten Aspekte des Klonens schneller gelést werden kdnnen als
bisher angenommen.

67 Nach einer Meldung im Deutschlandradio-Newsletter vom 14. August 1998. Siehe im Internet unter
http://www.dIf.de
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5 Methodische und konzeptionelle Alternativen

Die Bewertung einer neuen Technologie ist kaum mdglich, ohne daB andere Wege, die
zur Bearbeitung einer Fragestellung oder eines Problems vorgeschlagen werden, mit in
die Evaluierung und Bewertung einbezogen werden (vgl. hierzu u.a. Paschen u.a.
1990:52). In dem hier vorgegebenen Rahmen ist dies allerdings nur ansatzweise mog-
lich. Zundchst ist jedoch zu klaren, um welche Alternativen es geht. Wie bei vielen neu-
en methodischen Entwicklungen in der Bio- und Gentechnologie gibt es darauf keine
einfache Antwort. Denn beim Klonen handelt es sich um ein Verfahren, das in vielen
Bereichen der grundlagen- und anwendungsorientierten Forschung, in der Pharmapro-
duktion und auch im Zusammenhang mit der Entwicklung von Zelltherapien eingesetzt
werden kann bzw. kdénnte. Angesichts der Vielzahl potentieller Anwendungsfelder er-
scheint es kaum maglich, eine technische Alternative zum Verfahren des kerntransfer-
basierten Klonens zu benennen. Daraus konnen fur die folgende Diskussion zwei
SchluRfolgerungen abgeleitet werden.

e Zum einen mifiten verschiedene Techniken und Verfahren berlcksichtigt werden,
die anstelle des Klonens in verschiedenen Anwendungsfeldern mit ahnlicher Zielset-
zung eingesetzt werden kénnen.

e Zum anderen stellt sich die Frage, in welchen konzeptionellen Rahmen das Klonen
eingebettet ist und welche Alternativen dazu formuliert werden kénnen. VVor diesem
Hintergrund wéren Alternativen zum Klonen nicht im Bereich anderer Techniken zu
suchen, sondern im Bereich konkurrierender biologischer oder medizinischer Kon-
zepte zum Erkennen oder Beeinflussen von Entwicklungs- oder Krankheitsprozes-
sen.

Im folgenden wird skizziert, ob - und wenn ja welche - Methoden oder Verfahren heute
existieren, durch die ahnliche Ziele erreicht werden kdnnten wie mit Hilfe des Klonens
(Abschnitt 5.1). Im néchsten Schritt soll dann diskutiert werden, ob sich im konzeptio-
nellen Bereich Alternativen - beispielsweise zu dem in der molekular orientierten Medi-
zin dominierenden Verstandnis von Krankheiten und ihrer Therapie - formulieren las-
sen, die das Klonen zumindest in bestimmten Bereichen obsolet machen kdnnten (Ab-
schnitt 5.2).
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51 Methodische Alternativen

Wenn eine Methode wie die des kerntransferbasierten Klonens mit Unsicherheiten oder
erkennbaren Risiken behaftet, und zudem mit ethischen und kulturellen VVorbehalten
konfrontiert ist, stellt sich die Frage, ob die angestrebten Ziele nicht mit anderen Me-
thoden erreicht werden kdnnen. Unseres Wissens existiert allerdings kein Verfahren,
das als einzelnes das Potential des kerntransferbasierten Klonens ersetzen kdnnte. Inso-
fern sind verschiedene Einsatzbereiche des Klones im Hinblick auf verfugbare oder sich
in der Entwicklung befindliche Alternativen zu priifen. Dabei ist auch zu untersuchen,
wie effektiv diese Methoden sind und welche Risiken sie selber beinhalten.

In der Grundlagenforschung halt zumindest Wolf Reik das kerntransferbasierte Klo-
nen fir unverzichtbar und sieht keine Alternativen dazu. Andere Wissenschaftler teilen
diese Einschatzung. Reik geht davon aus, daf? sich mit diesem Verfahren, bei Mausen
angewandt, wertvolle Erkenntnisse Uber Differenzierungsvorgénge und uber die Frage,
was etwa Totipotenz von Zellen bedeutet, gewinnen lassen. Ferner erwarten er wie auch
Alan Colman und lan Wilmut neue Einsichten in Alterungsprozesse, in das Krebsge-
schehen und in die Entstehung von Krankheiten. Ob sich diese Erwartungen erftllen
werden, bleibt abzuwarten; Grundlagenforscher im biomedizinischen Bereich neigen
gerne dazu, auf die Erforschung von Krebs oder anderen verbreiteten Leiden zu verwei-
sen, um damit ihren wissenschaftlichen Ansatz und die dabei verfolgten Teilziele zu
legitimieren. Gleichwonhl sollte aus Abschnitt 2 klar geworden sein, daR die Methode
nicht nur Spemanns Frage nach dem genetischen Potential von differenzierten Zellker-
nen beantwortet, sondern gleichzeitig eine Fille neuer grundlegender Fragen aufgewor-
fen hat, von denen sich einige moglicherweise nur mit weiteren Klonexperimenten kla-
ren lassen werden.

Im angewandten Bereich existieren allerdings durchaus Alternativen zum Klonen.
Beispielsweise lassen sich zur Produktion menschlicher Proteine fir therapeutische
Zwecke auch Bakterien, Hefen oder kultivierte Saugerzellen heranziehen. Allerdings
haben auch diese Nachteile, die entweder im biologischen oder im 6konomischen Be-
reich liegen. Sie wurden in Abschnitt 3.1 bereits diskutiert. Neben manchen biologi-
schen Vorteilen erscheinen vor allem die 6konomischen Vorteile der Produktion hu-
manidentischer Wirkstoffe in transgenen Tieren attraktiv zu sein, denn in vielen Féllen
bedarf es nur weniger solcher Tiere, um hinreichend viel von dem gewiinschten Produkt
zur Befriedigung des globalen Bedarfs zu erzeugen. Dabei ist jedoch die Erzeugung
transgener Tiere nicht notwendigerweise auf das kerntransferbasierte Klonen angewie-
sen; alternativ stehen ES-Zell-Verfahren und die Injektion des Fremdgens in einen Vor-
kern der befruchteten Eizelle zur Verfigung. Das ES-Zell-Verfahren ist bislang jedoch
nur bei Mdusen maglich, und seine Effizienz ist immer noch nicht nicht sonderlich hoch



103

(Katrin Mooslehner, Cambridge, UK, personliche Mitteilung). Dartber hinaus sind
Méause ihrer geringen Milchleistung wegen auch nicht gerade ideale Produktionstiere -
zumindest dann nicht, wenn gréRere Mengen eines Wirkstoffes erzeugt werden sollen.
Dabei ist jedoch zu bedenken, daR solche Wirkstoffe in transgenen Tieren durchaus in
groReren Konzentrationen erzeugt werden konnen, so dal3 es in bestimmten Fallen aus-
reichen konnte, Mduse als Produktionstiere zu verwenden. Dies sollte vor dem Einsatz
von groReren Nutztieren geprift werden.

Die Injektion von DNA in VVorkerne zur Schaffung transgener Tiere ist jedoch eben-
falls mit Unsicherheiten und Risiken verbunden, auch sie wurden bereits erortert. Abhil-
fe schaffen kénnte hier etwa die Verwendung kinstlicher Chromosomen (Lamb & Ge-
arhart 1995, Harrington et al. 1997). Solche blieben als selbsténdig replizierende Ein-
heiten stabil erhalten, sie miRten nicht in ein Chromosom des Wirtsorganismus integ-
rieren, so dal’ das Problem der Insertionsmutagenese und des unerwiinschten regulatori-
schen Einflusses benachbarter Wirtssequenzen am zufalligen Integrationsort wegfiele.
Auch hier wére jedoch zu untersuchen, welche Risiken sich wiederum aus der Verwen-
dung dieser Methoden ergében. Zumindest die Gefahr epigenetischer Verédnderungen
scheint nicht nur beim Klonen, sondern bei jedweder Art von Embryomanipulation zu
bestehen (Abschnitt 2.3).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dal? das Klonen im Bereich der Erforschung grund-
legender biologischer Prozesse eine methodische Innovation darstellt, fur die im Rah-
men des dominierenden molekular- und zellbiologischen Paradigmas (s.u.) Alternativen
nur schwer vorstellbar sind. Im angewandten Bereich sieht dies allerdings anders aus,
hier sind durchaus andere Optionen vorhanden, um die mithilfe des Klonens angestreb-
ten Ziele zu erreichen. Allerdings kann an dieser Stelle keine umfassende Einschétzung
des jeweiligen Verhéltnisses von Potentialen, Risiken und Kosten gegeben werden.
Dies bedarf einer detaillierteren Untersuchung.

Erinnert werden soll jedoch an dieser Stelle noch einmal daran, dal? Dolly nicht ge-
schaffen wurde, um mit ihr zell- oder entwicklungsbiologische Fragen zu klaren. Viel-
mehr ist sie das Produkt einer anwendungsorientierten Forschung, die primar auf die
maoglichst effektive Erzeugung von fir die Pharmaproduktion geeigneten Tieren abzielt.
Das Interesse an biologischen Grundlagenfragen ist in diesem Zusammenhang sekun-
dar. Solange also das kerntransferbasierte Klonen im Kontext einer an industriellen
Nutzungszielen orientierten Biotechnologie steht und von daher auch seine Zielbestim-
mung bekommt, wird es kaum méglich sein, Alternativen dazu zu etablieren, denn das
Klonen ergénzt das Repertoire an Techniken, die zur Manipulation von Tieren als Pro-
duktionsorganismen eingesetzt werden, in idealer Weise. Die Erzeugung von identi-
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schen Klontieren aus zuvor genetisch maligeschneiderten Zellen ist insofern ein konse-
quentes Ergebnis der Zusammenfuhrung von Zellbiologie, molekularer Genetik und
Reproduktionstechnologie zu kommerziellen Zwecken, und innerhalb der Logik dieser
Entwicklung nahezu alternativlos und kaum infrage zu stellen - zumindest solange es
sich effektiver und kostengunstiger erweist als vorhandene Alternativen und die Risiken
kontrollierbar bleiben.

5.2 Konzeptionelle Alternativen

Dennoch setzt die Wahl von Methoden bereits bestimmte Vorstellungen dartiber voraus,
wie die zu untersuchenden oder zu verédndernden Organismen oder Krankheitsphéno-
mene strukturiert sind, und welche Prozesse ihnen zugrunde liegen; anders kdnnte man
beim Einsatz einer Methode kaum interpretierbare Ergebnisse erwarten. In der biomedi-
zinischen Forschung dominieren heute zell- und molekularbiologische Ansétze, die da-
von ausgehen, daR Untersuchungen auf der zelluldren und molekularen Ebene nicht nur
relevante Erkenntnisse beispielsweise tber die Prozesse der Zelldifferenzierung und
Dedifferenzierung erbringen, sondern sie auch (vollstandig?) erklaren kdnnen. Inzwi-
schen liegen in der Tat auch viele Befunde iber Gene, Proteine und Reaktionen vor, die
an diesen Prozessen beteiligt sind. Insofern hat die moderne molekularbiologische For-
schung bereits zur Klarung spezifischer entwicklungsbiologischer Fragestellungen bei-
getragen. Offen ist dabei, wie weit diese Befunde tatsachlich schon in die Konzepte der
molekular orientierten Biologie integriert sind

Diese Befunde der Entwicklungsbiologie, vor allem aber auch das VVoranschreiten
des Humangenomprojektes haben ein neues Interesse an theoretischen und konzeptio-
nellen Diskussionen in Teilen der Biologie provoziert. Im Zentrum stehen dabei h&ufig
neuere Erkenntnisse zur Funktionsweise von Genen und Genomen, die vom Standpunkt
dominierender Konzepte von Entwicklung und Vererbung nur schwer integriert werden
konnen. Zu diesen neuen Erkenntnissen gehdren zweifelsohne auch diejenigen, die in
den Abschnitten 2.2 und 2.3 unter dem Stichwort der Epigenese diskutiert worden sind.
Sie flhren u.a. zu der Frage, wieweit Entwicklungsprozesse genetisch determiniert sind,
und welche Rolle dabei Prozesse spielen, die zumindest nicht unmittelbar durch einzel-
ne Gene gesteuert werden. In den letzten Jahren sind dazu eine Reihe wichtiger Publi-
kationen entstanden®s.

Im folgenden soll diskutiert werden, wie das Klonen im Kontext neuerer konzeptionel-
ler Ansétze in der biologischen Grundlagenforschung und der biomedizinischen For-

68 \/gl. hierzu u.a. Oyama 1985; Ho 1988, Gray 1992, Goodwin 1994.
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schung eingeordnet werden kann. Denn wenn die Frage nach konkurrierenden Konzep-
tualisierungen der Gegensténde biologischer und biomedizinischer Forschung nicht
gestellt wird, muB die Suche nach Alternativen notwendigerweise auf die Konzepte und
Methoden beschrénkt bleiben, die in den dominierenden Ansdtzen der biomedizinischen
Forschung verankert sind; auBerhalb davon liegende Zugange kommen so nicht in den
Blick.

521 Biomedizinische Forschung

Mithilfe des Klonens sollen zum einen die Prozesse untersucht werden, die zum Zu-
ricksetzen der Differenzierung des somatischen Zellkerns fiihren, wodurch das Klonen
uberhaupt erst moglich wird. Das kerntransferbasierte Klonen und die Regeneration von
Embryonen aus adulten Zellkernen ist jedoch ein experimentell induzierter VVorgang,
der in der natrlichen Reproduktion keinerlei Entsprechung findet. Aus diesem Grunde
ist weitgehend unklar, welche Relevanz das Beobachtete fur die Erklarung biologischer
Ph&nomene haben kann; ob die Prozesse, die zur Entwicklung maligner Zellen bei der
Krebsenstehung fiihren, damit vergleichbar sind, ist fraglich.

Ein Vorteil des Klonens ist jedoch, daR mit seiner Hilfe identische Embryonen er-
zeugt werden kdnnen, die sich zur Untersuchung der ersten Entwicklungsstadien eines
Keims eignen. Eine der in diesem Zusammenhang zentralen Fragestellungen in der heu-
tigen Forschung ist, welche Gene wann in der frihen Embryonalentwicklung aktiviert
werden. Darlber hofft man, Erkenntnisse tber die Steuerung von Entwicklungsprozes-
sen zu gewinnen.

Entsprechenden Forschungsanséatzen liegt die Vorstellung zugrunde, dal3 die embry-
onale Entwicklung durch eine differentielle Genaktivierung vorangetrieben wird. Dabeli
wird davon ausgegangen, daR sich der ProzeR der friihen praimplantativen Embryonal-
entwicklung als eine Abfolge identifizierbarer und rekonstruierbarer Schritte beschrei-
ben l&it, die durch die zuvor aktivierten Gene vorangetrieben werden. Entsprechendes
gilt fir den Prozel3 des Zurticksetzens des differenzierten Zustands des Genoms. Ein
Ausdruck dieser Vorstellungen ist die Hoffnung, eines Tages die Faktoren, die an die-
sen fir die Klonierung notwendigen Prozessen beteiligt sind, zu identifizieren und zu
isolieren, um sie in einem in vitro-System der Embryonalentwicklung einsetzen zu kon-
nen.

Diese Ansétze stehen jedoch in einem gewissen Spannungsverhaltnis zu der Auffassung
von Entwicklungsbiologen wie beispielsweise H. F. Nijhout, der davon ausgeht, dafl
Entwicklungsphanomene nicht auf die Interaktionen auf der molekularen Ebene redu-
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ziert werden kénnen. Anhand einer Fulle empirischer Daten aus entwicklungsbiologi-
schen Untersuchungen weist er die Auffassung zurick, dal Gene die Entwicklung kon-
trollieren, denn ,,in einem System, in dem jede Komponente, und die vergangene Ge-
schichte dieses Individuums zu der richtigen Zeit und in den richtigen Proportionen
zusammen kommen mussen, ist es schwierig, irgendeiner Variable eine Kontrollfunkti-
on zuzuschreiben, auch wenn einige von ihnen tberproportional groRe Effekte haben
maogen.* (Nijhout 1990, S. 442). Er setzt sich weiterhin mit der Behauptung auseinan-
der, daB die DNS in ihrer Struktur ein Entwicklungsprogramm enthalt. Zwei Bedingun-
gen mussen zum Beweis der Existenz eines solchen Programms erfullt sein. Zum einen
mul der Weg vom Gen zum ProzeR kausal sein, d.h. das Gen oder sein Produkt mufd fir
die Durchflihrung des Prozesses notwendig und ausreichend sein. Dies ist jedoch bei
den meisten Entwicklungsprozessen - wie auch bei denen, die beim Klonen ablaufen -
nicht der Fall. Genprodukte ermdglichen Entwicklung, sind aber nicht ihre Ursache.
Zwar konnen die benotigten Determinanten Genprodukte sein, aber ihr richtiger Effekt
hangt mindestens ebenso sehr von ihrer zeitlich geregelten Expression wie von ihrer
korrekten raumlichen Verteilung und chemischen Konstitution ab. Deshalb ist die Kon-
trolle von Entwicklungsprozessen zwischen Genprodukten und strukturellen Elementen
diffus verteilt, und keineswegs eine emergente Eigenschaft des Genoms alleine (ebd., S.
443).

Als zweites mul} ein Programm die Information tiber den sequentiellen Ablauf der
einzelnen Schritte enthalten. Auch dieses Kriterium sieht Nijhout nicht erfiillt. Vielmehr
ist Entwicklung eine Folge von komplexen zeitlichen und rdumlichen Interaktionen, die
auch von ihrer Umgebung abhangig sind. Entscheidend dabei ist: Die im Zusammen-
hang von Entwicklungsprozessen zu beobachtende Sequenz von Genaktivierungen ist
ein Resultat dieser Interaktion, und nicht ihre Ursache. Nach dieser Analyse enthalt also
das Genom kein Programm$9, und die Gene keine Informationen tber Organisationsstu-
fen, die hoher sind als die Primarstruktur von Proteinen.

Eine Untersuchung von Entwicklungsvorgéngen, die sich auf molekulare Phdnomene
konzentriert, tendiert dazu, regulativ eingreifende Faktoren, die auBerhalb davon oder
auf anderen Komplexitatsebenen lokalisiert sind, zu vernachlassigen0. Die genetische

69 \Von daher wéren auch die in diesem Gutachten teilweise verwendeten Begriffe der ,,Programmierung*
und ,,Reprogrammierung” kritisch zu reflektieren.

70 Schon in den friihen Diskussionen um das Problem des methodischen Reduktionismus wurde ein sol-
ches VVorgehen problematisiert, wie in den Aussagen von Pantin: ,,Our method tends to cut us off from
the investigation of complex phenomena and from the examination of systems of a higher order. It is not
certain that the remarkable emergent properties of such systems can ever be wholly deduced from the
study of elementary systems alone, and we certainly cannot wait for this to be determined. If we wish to
gain a maximum of knowledge we must study all systems of all grades of complexity all the time.“ (Pan-
tin 1986, 102).
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Information wird oft zur alleinigen Steuerinstanz stilisiert, und die Strukturinformation,
die durch Entwicklungsprozesse erzeugt wird, vernachléssigt (Oyama 1985).

Vor dem Hintergrund dieser Analyse nimmt Nijhout eine Neubestimmung der Rolle
der Gene wéhrend der Entwicklung vor. Seiner Meinung nach sind sie ,,sowohl passive
Materialquellen, die eine Zelle bei Bedarf nutzen kann, als auch Teil eines evolvierten
Mechanismus. Dieser Mechanismus erlaubt es den Organismen, ihre Gewebe und Or-
gane von der Umwelt unabhangig zu machen. Dabei ist die Funktion regulativer Gene
nicht grundsatzlich anders als die von Strukturgenen, denn auch sie stellen nur sicher,
daf? die benotigten Materialien zur rechten Zeit und am rechten Ort zur Verfugung ste-
hen.* (vgl. Nijhout 1990, S. 444)

Angesichts dieser konkurrierenden Interpretationen des Zusammenhangs zwischen
genetischen Faktoren und Strukturinformationen und ihrer Rolle bei Entwicklungspro-
zessen, stellt sich die Frage, welchen Beitrag das Klonen - eine extrem artifizielle Me-
thode, die den strukturellen, genetischen und biochemischen Zusammenhang zwischen
Zellkern und Cytoplasma auflést und neukonstituiert, - letztlich zur Erkenntnis grundle-
gender biologischer Prozesse beitragen kann. Was mit dieser Methode sicher besser
erreicht werden kann, ist die Manipulation von Zellen und Genomen. Die Tatsache, daf3
dieser ProzeR so ineffizient ist mag zum einen ein Hinweis darauf sein, dal} er noch
nicht hinreichend verstanden und aus diesem Grunde (noch) nicht kontrollierbar ist.
Zum anderen - und dies wiirde dem konzeptionellen Denken von Nijhout recht geben -
kdnnten Entwicklungsprozesse bei Sdugern sich als derart komplex erweisen, dal} sie
einer kontrollierten Manipulation auf molekularer Ebene kaum zuganglich sind.

5.2.2 Krankheitsmodelle

Wie in Abschnitt 3.4.1 ausgefihrt, soll das Klonen auch dabei helfen, bessere Modelle
fur menschliche Krankheiten u.a. in Grof3tieren zu entwickeln, um so das Verstandnis
dieser Krankheiten zu férdern und wirksamere Behandlungsmethoden entwickeln zu
kdnnen. Krankheitsmodelle sind jedoch nicht nur Hilfsmittel fur die Forschung, sondern
auch Voraussetzung arztlichen Denkens und Handelns (Wieland 1975:viii), und von
daher auch eine entscheidende Voraussetzung fir die gewéhlten Behandlungsstrategien.
Denn ohne Modell, ohne Vorstellungen tiber die Zusammenhénge zwischen Ursache -
Symptom - Heilung kdnnen zumindest wissenschaftlich orientierte Arzte und Arztinnen
kaum arbeiten.

Die Entwicklung von transgenen Tieren als Krankheitsmodelle setzt im Hinblick auf
das Verstandnis von Krankheiten und das ihnen zugrunde liegende Verursachungs- und
Wirkungsmodell eine Entwicklungslinie fort, die sich in den letzten Jahren als soge-
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nannte ,,Molekulare Medizin* herausgebildet hat’*. Die molekulare Medizin geht davon
aus, dal} pathologische Prozesse in vielen Fallen auf Fehlfunktionen von Genen bzw.
deren Produkte zurlickzufiihren sind. Als Behandlungskonzept wird angestrebt, die die-
sen Fehlfunktionen zugrunde liegenden genetischen Strukturen zu identifizieren und
durch intakte Gene oder Genprodukte zu ersetzen. Dieses Konzept war im Fall der mo-
nogenen Erbkrankheiten in einer Reihe von Fallen auch erfolgreich: Beispielsweise
kann der bei Bluterkranken fehlende Gerinnungsfaktor aus dem Blut Gesunder, oder
heute aus gentechnisch manipulierten Zellen oder bald eventuell auch transgenen Tieren
isoliert und damit ein guter therapeutischer Effekt erzielt werden.

Monogen bedingte Krankheiten, bei denen veranderte Genstrukturen und Krankheit
mit hoher Wahrscheinlichkeit einander zugeordnet werden kdnnen, und ein relativ?2
eindeutiges Kausalverhéltnis zwischen ihnen existiert, machen jedoch nur etwa zwei bis
drei Prozent der gesamten Krankheitslast aus. Auch handelt es sich dabei in der Regel
um sehr seltene Krankheiten. In Tieren gibt es in einigen Fallen entsprechende Gene,
die vergleichbare Funktionen erflllen. Nicht immer flihrt aber die Mutation eines sol-
chen Gens mithilfe der Knockout-Technik zu einem vergleichbaren Krankheitsphano-
men. Entweder besitzt das betreffende Tier unterschiedliche Gene, die die gleiche Funk-
tion erflllen kdnnen, oder andere Kompensationsmechanismen, die eine Krankheits-
entwicklung verhindern. Nicht nur das Gen selber spielt also eine Rolle, sondern auch
der genetische Hintergrund des betroffenen Tieres. Nur dort, wo keine solche strukturel-
le oder funktionelle Redundanz vorliegt, kommt es beim Ausfall eines Gens zur Krank-
heit.

Das ,,genetische Paradigma“ (Strohman 1993) der modernen molekularen Medizin er-
streckt sich aber nicht nur auf die klassischen monogenen Erbkrankheiten, sondern auch
auf weiter verbreitete Krankheiten wie Krebs, Allergien, Herz-Kreislauferkrankungen
oder Demenzerkrankungen. Fir den Zell- und Molekularbiologen Richard Strohmann
behindert dieses leitende - genetische - Paradigma und die dominierende mechanisti-
sche Sichtweise das Verstdndnis von Zellen oder Organismen als Ganzes, und ist somit
Ursache der grundlegenden Krise, die er im Verstandnis von Krankheitsprozessen aus-
macht. Strohmans Kritik an dieser Entwicklung setzt - wie bei anderen Autoren - bei
der Konzeptualisierung der Ursache-Wirkungsverhaltnisse zwischen Genen und Phéno-
typen an. Er geht davon aus, dal} im Organismus drei verschiedene Modalitaten wirk-
sam sind, durch die komplexe Phanotypen determiniert werden. Die erste ist monogene-
tisch (ein Gen - ein Phén, Beispiel: Sichelzellandmie oder Duchenne'sche Muskeldys-

71 vgl. hierzu u.a. Hohlfeld 1997.
72 Selbst bei den klassischen Erbkrankheiten wie z.B. der Chorea Huntington ist die Erkrankungswahr-
scheinlichkeit bei Vorliegen einer pathologischen Genkonstellation kleiner als 100%.
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trophie). Der zweite Ursache-Wirkungsmechanismus ist polygenetisch, was bedeutet,
dafl? der Phanotyp von vielen verschiedenen Genen beeinfluRt wird, und der dritte epi-
genetisch, bei dem viele Gene mit Umweltfaktoren interagieren. Der Begriff der Epige-
nese verweist auf eine Komplexitatsebene, die jenseits von unmittelbaren Gen-Gen-
Interaktionen liegt. Grundsétzlich sind fur ihn die Begriffe polygenetisch und epigene-
tisch synonym zu setzen, weil bei komplexen Interaktionen von Genen Umwelt- bzw.
Umgebungsfaktoren praktisch immer auch eine Rolle spielen.

Fur Strohman widersprechen die Ergebnisse vieler Forschungsfelder dem leitenden
medizinischen Paradigma. Dazu gehdren Ergebnisse der Populationsgenetik, der Epi-
demiologie, der Molekular- und Entwicklungsbiologie psychatrischer Erkrankungen,
sowie der Zell- und Molekularbiologie von Krankheitsprozessen. Fiir ihn weisen viele
der in diesen Feldern erhobenen Befunde darauf hin, daR der tiberwiegende Anteil der
heute wichtigsten Krankheiten wie Herzkreislauferkrankungen oder Krebs nicht gene-
tisch, sondern epigenetisch bedingt sind, und von daher von einer genetischen Analyse
auch keine wesentlichen Fortschritte bei der Aufklarung ihrer Pathogenese zu erwarten
sind. Aufgrund der starken Dominanz dieser VVorstellungen befiirchtet Stronman, dal}
neue Konzepte in der Gesundheitsversorgung nicht formuliert werden kdnnen, bevor
die akademische Medizin eine grundséatzliche epistemische Neuorientierung vollzogen
hat.

In Fortsetzung dieser Argumentation konnte behauptet werden, dal? auch von der Ent-
wicklung von transgenen Tiermodellen, unabhangig davon, ob Grol3- oder Keintiere
dafur verwendet werden, keine relevanten Erkenntnisse tiber menschliche Krankheiten
zu gewinnen sind, und auch das Klonen somit nicht viel dazu beitragen kann. Diese
SchluRfolgerung steht jedoch in deutlichem Kontrast zu der dominierenden genetischen
Leitvorstellung in der biomedizinischen Forschung, derzufolge viele nicht-infektitsen
Erkrankungen zumindest durch genetische Faktoren mitbedingt sind”3, und die Analyse
dieser Faktoren nicht nur zusétzlich, sondern entscheidende Aufschlisse tiber das
Krankheitsgeschehen vermitteln kann. Das nicht zuletzt im Rahmen des Humangenom-
projektes erzeugte, zunehmende Wissen lber die Komplexitat der Wechselwirkungen
zwischen genetischen und anderen Faktoren unterminiert jedoch zunehmend die Vor-
stellung, der Zusammenhang zwischen genetischen Strukturverdnderungen und Krank-
heitsentwicklung kénne bei komplexen Erkrankungen durch die Analyse einzelner
Genwirkungen geklért werden. VVon daher ist in der Tat auch im Hinblick auf die Her-

73 Die Humangenetiker Scholl und Schmidke gehen sogar von Folgendem aus: ,,Die meisten chronischen
Erkrankungen, darunter angeborene Fehlbildungen, Herzerkrankungen und Krebs, werden genetisch co-
determiniert und betreffen ca. 60 % der Bevolkerung in den Industrieldandern.” (Scholl, Schmidke 1995,
9)
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stellung neuer, transgener Tiermodelle zu fragen, inwieweit die an ihnen gewonnenen
Erkenntnisse die Situation im menschlichen Organismus tatsachlich wiederspiegeln,
auch wenn hier nicht in Abrede gestellt werden soll, daR die Untersuchung von sponta-
nen oder induzierten Tiermutanten wichtige Einsichten in die pathologischen Prozesse
im Tier vermitteln kann.

Auch wenn man Strohman nicht in allem zustimmen will, zeigt diese Diskussion je-
doch ebenso wie die von Nijhout vorgebrachten Argumente, daR in der heutigen biome-
dizinischen Forschung konzeptionelle Alternativen zum dominierenden genetischen
Paradigma von Wissenschaftlern artikuliert werden. Ob und wie weitgehend sie zu einer
Veranderung des Methodenspektrums in der biomedizinischen Forschung oder gar dazu
fihren wirden, daR das Klonen zwar als Methode zur Herstellung von Klonen, nicht
aber als Methode zur Gewinnung relevanter Erkenntnis angesehen wird, muf} offen
bleiben, denn der Forschungsproze wird zumindest ebenso sehr von methodischen, wie
von konzeptionellen Innovationen vorangetrieben.
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6 Fazit

Als Fazit ist festzuhalten, dal’ das kerntransferbasierte Klonen im Bereich der Grundla-
genforschung Untersuchungsmaoglichkeiten fur alte, bisher nur schwer zu bearbeitende
Fragestellungen ertffnet, und selber auch eine Fulle neuer Fragestellungen generiert.
Insofern hat sich das Verfahren fur die Forschung bislang bereits als auRerordentlich
fruchtbar erwiesen. Auch in der angewandten Forschung zeigt das Klonen neue Wege
zur Herstellung transgener Tiere auf oder macht zumindest Abkulrzungen maéglich. Hans
Spemanns Idee von einem ,,phantastischem Experiment* ist nun mehrfach verwirklicht
worden: an Schafen, Rindern und Méusen. Da Menschen ebenfalls zu den Séugetieren
gehdren, dirfte es auch bei einer Klonierung von Menchen zumindest prinzipiell keine
uniberwindbaren Hindernisse geben. Ob dies jedoch geschehen soll - diese Frage zu
beantworten ist nicht Aufgabe dieses Gutachtens. VVerwiesen sei allerdings auf Lee Sil-
vers Buch ,,Das geklonte Paradies* (Silver 1998), das eine Utopie entwirft, in der das
Klonen gang und gabe sein konnte. Der Autor geht davon aus, da Menschen sich klo-
nen lassen werden und daR Klonen mit Gentherapie und ,,Genverbesserung* verbunden
wird. Ferner entfaltet er das Szenario, dal3 es dadurch in einigen hundert Jahren zur
Aufspaltung der menschlichen Art kommen kann: in gentechnisch verbesserte (,,gen-
reiche) und in ,,naturbelassene* Menschen, die nicht das Geld haben, sich klonen und
genetisch optimieren zu lassen. Die genetischen Unterschiede zwischen beiden Gruppen
kdnnten so grol? werden, dal’ sie keinen gemeinsamen Nachwuchs mehr zeugen kdnnen,
de facto hatten sich dann aus der Spezies Homo sapiens zwei Arten entwickelt. In der
Tat scheint dieses Szenario nach den erfolgreich geklonten Méusen nicht mehr unmaog-
lich. Mit Hilfe von Mausen lassen sich, wie angesprochen, die Bedingungen des Klo-
nens relativ rasch optimieren, und es ist zu erwarten, dal® die Technik schnelle Fort-
schritte machen wird.

Freilich sind dies Zukunftsszenarien, derzeit geht es um andere Dinge. Das Klonen
kann dazu beitragen, grundlegende Fragen zur Differenzierung und Totipotenz von Zel-
len zu beantworten. Auch kann es kann helfen, einige therapeutisch wirksame Proteine
kostengunstig herzustellen. Ob sich dagegen eine risikofreie oder zumindest risikoarme
Xenotransplantation verwirklichen 1a8t, ist derzeit mehr als fraglich. Die technischen
Hirden zur Erzeugung vielfach transgener ,,idealer” Organspenderschweine sind gewal-
tig, und selbst wenn es solche dereinst geben sollte, bleiben Probleme wie die chroni-
sche AbstoRung oder die Gefahr der Infektion mit Xenopathogenen und deren mégliche
Ausbreitung auf andere Menschen ungeldst. Vielversprechender erscheint hier die Ge-
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winnung von autologem Ersatzgewebe. Insbesondere der langfristig denkbare Weg ei-
ner kinstlich gesteuerten Dedifferenzierung und Neudifferenzierung patienteneigener
Zellen — ohne den Umweg tber einen Embryo — wiirde viele Vorteile bieten, sowohl
aus medizinischer als auch aus ethischer Sicht.

Gesichert ist ebenfalls noch nicht ob es gelingt, bessere Untersuchungsmodelle fur
menschliche Krankheiten in Nutztieren zu schaffen. Entsprechende Entwicklungen ha-
ben gerade erst begonnen. Bislang ist noch kein Krankheitsmodell mit Hilfe des kern-
transferbasierten Klonens erzeugt worden, und noch kein aus geklonten Tieren gewon-
nenes Medikament befindet sich in der klinischen Prifung. Bis zur Gewinnung von
Transplantationsgewebe, ob autolog oder von Tieren, ist es noch ein langer Weg.

Eine wesentliches Problem beim kerntransferbasierten Klonen sind die offensichtlich
sehr haufig auftretenden ,,Reprogrammierungsfehler”, die zu den vielen abnormen und
frihzeitig absterbenden Embryonen fiihren und auch noch nach der Geburt eines ge-
klonten Tieres sich auf dieses auswirken kdnnen. Als Ursache dafir kommen wohl in
erster Linie epigenetisch bedingte Veranderungen der Genexpression in Frage, und es
ist zu untersuchen, wie haufig und unter welchen Bedingungen solche epigenetischen
Veranderungen auftreten und welchen Einfluf? sie auf die weitere Entwicklung eines
erfolgreich geklonten Tieres haben kénnen. Uber eventuelle Spatfolgen der Prozedur
bei den betroffenen Tieren ist so gut wie nichts bekannt, doch sind sie durchaus wahr-
scheinlich. Wie Wilmut sagte: ,, They die all the time*, und wie beschrieben, sterben
viele auch noch kurz nach der Geburt, daher ist nicht auszuschlieRen, daf? selbst dieje-
nigen Tiere, welche die ersten Wochen, Monate oder Jahre nach der Geburt Uberstehen,
irgendwann doch noch einen Schaden entwickeln — dann ndmlich, wenn ein Gen einge-
schaltet werden soll, das erst im Erwachsenenleben gebraucht wird, und dies aufgrund
einer kerntransferbedingten fehlerhaften Reprogrammierung nicht gelingt.

Epigenetische Effekte konnten zudem angestrebte Nutzanwendungen des Klonens
konterkarieren. Sie verdndern zwar nicht den Inhalt, wohl aber die Ablesbarkeit von
Genen. Wenn etwa das Transgen flr ein zu gewinnendes therapeutisches Protein wegen
epigenetischer Effekte nicht abgelesen wird, wére das betreffende Tier fiir das Gen-
Pharming nicht zu gebrauchen. Bei Polly scheint das zwar nicht der Fall, und es wére
auch ein enormer Zufall, wenn ausgerechnet das Transgen betroffen wére, doch denkbar
sind solche Falle durchaus. Von gréRerer Bedeutung kdnnten epigenetische Effekte bei
Modelltieren fiir menschliche Krankheiten sein. Wenn in einem geklonten Tier, an dem
eine menschliche Krankheit analysiert werden soll, — etwa einem Mukoviszidose-Schaf
— epigenetisch bedingte Veranderungen der Genexpression auftreten, kénnten zusatzli-
che Pathologien entstehen, die mit der zu untersuchenden Krankheit nichts zu tun ha-
ben, jedoch die Interpretation der Ergebnisse erschweren wirden. Dabei bréauchte nicht
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einmal das eingebrachte ,,Krankheitsgen* betroffen sein; jedes beliebige endogene Gen,
das infolge epigenetischer Expressionsveranderungen ,,Stérsymptome* hervorruft, wiir-
de den Wert des Krankheitsmodells mindern. Die Wahrscheinlichkeit dafur durfte um
einiges hoher liegen als fir die Expressionsbeeintrachtigung eines Transgens zum Gen-
Pharming.

Insgesamt erscheint uns der potentielle Nutzen des kerntransferbasierten Klonens in der
Grundlagenforschung aus der Sicht dominierender Konzepte als hoch. Allerdings ist es
praktisch nicht méglich, diesen Nutzen zu quantifizieren, und ihn nicht nur gegen die
konkreten, technikbezogenen Risiken abzuwéagen, sondern auch gegen mdgliche lang-
fristige Probleme, und mehr noch gegen die moralischen Risiken, die die Entwicklung
als Ganze fir die Gesellschaft mit sich bringen kdnnte. Diese Situation erfordert in je-
dem Einzelfall eine separate Abwégung, ob der erwartete Nutzen Aufwand und Risiken
rechtfertigt, und wie sie im einzelnen verteilt sind.

Beim Gen-Pharming, dem wohl am weitesten vorangeschrittenen Anwendungsfeld,
erscheint der Nutzen dann grof3, wenn es sich dabei um Proteine handelt, die anders als
durch transgene Tiere kaum herzustellen wéren. Er 1a8t sich allerdings nur dann verifi-
zieren, wenn die moglichen, kurz und langfristigen Risiken fir die Tiere und die Um-
welt konkreter benannt und letztlich kontrolliert werden kénnen. VVon daher besteht
dann, wenn das Klonen von Tieren in der Gesellschaft grundsatzlich befirwortet wird,
dringend die Notwendigkeit diese Risiken genauer zu erforschen, zu beschreiben und
Madglichkeiten zu ihrer Vermeidung zu entwickeln. An Mausen liel3e sich das nunmehr
relativ rasch und in praktikabler Weise durchfiuihren.
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Anhang 1: Methodisches Vorgehen

Die Ergebnisse dieses Gutachtens basieren auf folgenden VVorgehensweisen:

o Kontinuierlich verfolgt wurden Artikel und Kommentare zum Thema in den Fach-
zeitschriften Nature und Science, ferner in der ZEIT, zudem auf den Internet-Seiten
der genannten Zeitschriften (www.nature.com, www.sciencemag.org, www.zeit.de).
Des weiteren wurden in regelméiigen Abstanden die Internet-Seiten der Zeitschrift
New Scientist (www.newscientist.com), des Deutschlandradio-Newsletters
(www.dlIf.de) und der Zeitschrift Spektrum der Wissenschaft (www.spektrum.de)
abgerufen. Zusétzlich wurde der Spektrum-Ticker-Dienst genutzt, ein kostenpflichti-
ger Internet-Nachrichtendienst mit einstellbarem Suchprofil und taglichen Meldun-
gen aus der Wissenschaft per E-mail.

e Wertvolle Dienste als Ausgangspunkt fur weitere Recherchen leisteten die Blcher
,Das geklonte Leben* von der flr die New York Times schreibenden renommierten
Wissenschaftsjournalistin Gina Kolata (1997a) und ,,Das geklonte Paradies” von
dem an der Princeton-Universitat beschaftigten Molekularbiologen Lee M. Silver
(1998).

e Mit Hilfe von Suchmaschinen, vornehmlich Altavista (www.altavista.telia.com) und
Metacrawler (www.metacrawler.com), letzteres eine Meta-Suchmaschine, die eine
Reihe weiterer Suchmaschinen aktiviert, wurde zudem das gesamte Internet in re-
gelmaRigen Abstdnden nach Materialien zum Thema durchstobert. Dabei kam eine
Menge Unsinn zutage, jedoch auch allerhand Brauchbares.

e Genutzt wurde Uberdies der Genios Websearch-Dienst (www.genios.de), eine kos-
tenpflichtige Datenbank, in der Volltexte einer Vielzahl deutschsprachiger Tageszei-
tungen, Wochen- und Monatszeitschriften sowie Meldungen von Presseagenturen
hinterlegt und nach Suchstichworten abrufbar sind.

e Am hilfreichsten war die Medline-Datenbank der amerikanischen National Library
of Medicine (www.nlm.nih.gov), in der praktisch sémtliche medizinisch relevanten
Fachartikel der Welt in Form von Zitaten und meist auch mit einer Zusammenfas-
sung gespeichert sind. In Medline 4Rt sich mit Suchstichwdrtern (zum Beispiel
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»huclear transfer®, ,,cloning of mammals*, ,,disease models®, ,,transgenic animals*,
»Xenotransplantation* etc.) und sinnvollen Verknlpfungen daraus oder nach Autor-
namen (Wilmut, Willadsen, Stice, First, Robl, Ilimensee, Solter etc.) recherchieren,
beides wurde gemacht, wobei fir die Recherche nach Autornamen besonders das er-
wéhnte Buch von Gina Kolata sehr hilfreich war. Wenn relevante Artikel gefunden
wurden und die in der Medline-Datenbank vorhandene Zusammenfassung nicht aus-
reichend erschien, wurde der komplette Artikel in értlichen Fachbibliotheken besorgt
oder uber Ferndienste angefordert.

Zudem wurden deutsche Pharmafirmen beziehungsweise deutsche Tochter multina-
tionaler Pharmakonzerne per Fax um Stellungnahmen zum Thema gebeten. Der
Ricklauf war freilich sparlich, meist sehr allgemein gehalten und erbrachte kaum
neue Informationen. Die Industrie ist also zurtckhaltend bis mif3trauisch solchen An-
fragen gegentiber. Am hilfreichsten waren die Informationen von Boehringer Ingel-
heim, was wohl daran liegt, dal? einer der Autoren dieses Gutachtens (S. H.) friher in
den Genuf eines Stipendiums des Firmenfonds kam und von daher ein gewisses Ver-
trauensverhéltnis bestand. Viele Firmen verlangten ausfuhrliche Legitimation, was
als Hinweis auf die gesellschaftliche Sensibilitat des Themas gedeutet wurde.

Zur Vertiefung, Bestatigung und/oder Richtigstellung der gewonnenen Erkenntnisse
wurden Interviews mit Experten durchgefiihrt, und zwar personlich mit lan Wilmut
(Roslin Institute, Roslin bei Edinburgh, Schottland), dem ,,Schopfer” von Dolly, fer-
ner mit Alan Colman, dem Forschungsleiter von PPL Therapeutics (ebenfalls in Ros-
lin bei Edinburgh) und telefonisch mit Wolf Reik vom Babraham Institute in Cam-
bridge, England. (Reik ist Experte fur Imprinting und epigenetische Effekte.) Alle
Interviews wurden mit Einverstandnis der Interviewpartner auf Band aufgezeichnet,
die Béander stehen auf Nachfrage zur Verfugung.

Des weiteren wurden informelle Gesprache mit Angelika Schnieke und Alexander
Kind (beide PPL Therapeutics, Roslin, Schottland, und sowohl an Dolly als auch an
Polly wesentlich beteiligt) gefuhrt sowie mit Katrin Mooslehner (Babraham Institute,
Cambridge, England), die an der Erzeugung von Knockout-M&usen mit dem ES-
Zell-Verfahren arbeitet. Uber diese Gesprache liegen allerdings keine Aufzeichnun-
gen vor. Ferner wurde zur Klarung spezieller Fragen mit Davor Solter (Max-Planck-
Institut fur Immunbiologie, Freiburg) und mit Ann Harris (Universitat von Oxford,
England) per e-mail Kontakt aufgenommen.
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