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Neue Wege in der Rinderziichtung: Somatisches Klonen und
transgene Rinder

H. NIEMANN?

Zusammenfassung

Das somatische Klonen ist bis heute bei mehr als einem Dutzend Spezies erfolgreich
gewesen. Die Erfolgsraten, d.h. der Anteil geborener Nachkommen aus dem Klonpro-
zess, sind niedriger im Vergleich zu konventionell produzierten Tieren. Die weltweit
intensive Forschung hat jedoch zu deutlichen Verbesserungen gefiihrt, so dass das
Klonen heute bereits bei Rind und Schwein fiir spezifische Fragestellungen in For-
schung und Anwendung eingesetzt werden kann. Das Klonen bietet ein iiberaus gro-
Res Anwendungspotential, insbesondere in der Grundlagenforschung, als therapeuti-
sches Klonen in der Biomedizin sowie als reproduktives Klonen. Fiir die Tierzucht sind
insbesondere die verbesserten Moglichkeiten zur Produktion transgener Tiere von Be-
deutung. Die Effizienz des additiven Gentransfers kann erheblich erh6ht werden ge-
geniiber dem bisher iiblichen Mikroinjektionsverfahren. Auch die selektive Ausschal-
tung eines Gens (Knockout) ist erstmals durch das Klonen beim Nutztier moglich. Ein
weiteres wichtiges Anwendungsfeld ist die Erhaltung genetischer Vielfalt durch Ein-
satz somatischer Zellen von Tieren bedrohter Rassen. Die Anwendungsperspektiven
des somatischen Klonens konnten durch die Verfiigbarkeit pluripotenter Stammzellen
deutlich erweitert werden. Die neuen genomischen Techniken und das somatische
Klonen unter Einbeziehung pluripotenter Stammzellen konnen wesentlich dazu bei-
tragen, eine effiziente, diversifizierte, zielgenaue und damit nachhaltige Tierproduk-
tion zu entwickeln.

Schliisselworter: Tierziichtung, somatisches Klonen, transgene Tiere, Stammzellen

Summary
New approaches in cattle breeding: Bovine somatic cloning and transgenesis

Somatic cloning has been successful in more than a dozen mammalian species. Success
rates are still lower than with conventional reproduction or application of other biotech-
nologies such as embryo transfer or in vitro embryo production. However, recently sig-
nificant progress has been made which allows to use porcine and bovine cloning in spe-
cific application fields in research and animal breeding. Somatic cloning bears great ap-
plication potential, mainly in three areas: Basic research, therapeutic cloning in biomed-
icine and reproductive cloning.

With the aid of somatic cloning, transgenic animal production can be significantly
improved. Additive gene transfer is much more efficient than the previously used mi-
croinjection technology. The use of somatic cloning allows for the first time to specifi-
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cally delete genes (knockout) as has been shown for the bovine prion locus. The appli-
cation potential of somatic cloning could be significantly expanded by the availability
of pluripotent stem cells. A novel promising approach is the production of induced
pluripotent stem cells (iPS) by reprogramming somatic cells via over-expression of only
4 pluripotency related genes. Another important area of application is maintenance of
genetic diversity by cryopreservation of somatic cells from endangered species/breeds
and their reconstruction by somatic cloning. The novel genomic technologies and so-
matic cloning based on the use of pluripotent stem cells will make a significant contri-
bution towards development of an efficient, diversified and targeted and thus sustain-
able animal production.

Keywords: Animal breeding, somatic cloning, transgenic animals, stem cells

1 Das somatische Klonen als biotechnologisches Verfahren

Die Ziichtung von Nutztieren hat eine lange und erfolgreiche Geschichte. Die auf wis-
senschaftlichen Erkenntnissen basierende Zuchtarbeit unter Einbeziehung biotech-
nologischer Verfahren — wie kiinstlicher Besamung und Embryotransfertechnologie -
hat viele phinotypisch unterschiedliche Rassen (beim Rind >800 Rassen) hervorge-
bracht (BEJA-PEREIRA et al., 2006; LARSON et al., 2007). Das somatische Klonen ist eine
neue vielversprechende Biotechnologie, die die bereits existierenden Biotechniken
wirkungsvoll ergdnzen kann. In Tab. 1 sind die reproduktionsbiologischen sowie die
auf der Molekulargenetik beruhenden bio- und gentechnologischen Verfahren aufge-
listet.

Tab.1. Biotechnologie bei Nutztieren
Bjo- and gene technology in farm animals

Reproduktionsbiologie Molekulare Genetik

e Kiinstliche Besamung (KB) e Genomanalyse

¢ Brunstsynchronisation Sequenzierung

e Geburtssteuerung Kartierung

e Embryo Transfer (ET) Polymorphismen

¢ Kryokonservierung e Molekulare Diagnostik
e Sexing Genetische Defekte (MHS, BLAD, etc)
e In-vitro Produktion von Embryonen (IVM/F/C) Genetische Abstammung
¢ Embryo-Splitting Genetische Diversitadt

e Somatisches Klonen ¢ Funktionelle Genomik

e Mikroinjektion Expressionsmuster

Gen-Interaktionen
e Transgene

Additiv

Knock-outs
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2 Somatisches Klonen bei Nutztieren

Das Klonen ist bis heute bei mehr als einem Dutzend Sdugerspezies erfolgreich gewesen
(Schaf, Rind, Maus, Ziege, Schwein, Kaninchen, Katze, Pferd, Maultier, Ratte, Hirsch,
Hund, Frettchen, Wolf) (KUEs et al., 2008). Auch die Produktion geklonter Nachkommen
von bedrohten Spezies und/oder Rassen ist gelungen. Ein prominentes Beispiel hierfiir
ist die Geburt geklonter sardischer Mufflons nach Ubertragung geklonter Embryonen in
ein Hausschaf (Lor et al., 2001). Ein weiteres Beispiel ist die erfolgreiche Klonierung der
Enderby-Rinder, die sich durch besondere Kélteresistenz auszeichnen. Klonembryonen
von Enderbyrindern wurden von Holstein Friesian-Empfingertieren ausgetragen (WELLS
et al., 1999). Kostengiinstige Protokolle fiir die Langzeitkonservierung somatischer Zel-
len sind entwickelt worden und werden heute bereits zur Erhaltung genetischer Vielfalt
eingesetzt (GROENEVELD et al., 2008).

Jedoch ist die Erfolgsrate des Klonens héufig noch recht niedrig, insbesondere da-
durch bedingt, dass die embryonale und fetale Mortalitat erhoht ist (Kues und NIEMANN,
2004; Kues et al., 2008). Allerdings sind in den letzten Jahren teilweise sehr beachtliche
Verbesserungen erzielt worden. Ein Beispiel dafiir sind die Klonergebnisse beim
Schwein, die wir in der eigenen Arbeitsgruppe erzielt haben. Durch bessere Selektion
und Vorbereitung der Empféangertiere und insbesondere dadurch, dass wir Empfanger-
tiere und Klonembryonen um 24 Stunden versetzt asynchron verwendet haben, konnten
die Erfolgsraten deutlich gesteigert werden. Die Trachtigkeitsraten liegen jetzt bei etwa
80%, und die durchschnittliche Wurfgrof3e ist im Vergleich zu konventionellen Tréachtig-
keiten nur noch geringfiigig reduziert (PETERSEN et al., 2008).

Nach dem Klonen ist vielfach dariiber berichtet worden, dass die postnatale Entwick-
lung bei einem gewissen Anteil der Nachkommen beeintrachtigt sein kann. Dies kann
sich in einem relativ breiten Spektrum von Symptomen zeigen, angefangen von einer
verlangerten Trachtigkeitsdauer, ibergrofsen Nachkommen und aberranter Plazenta-
entwicklung sowie verschiedenen Krankheitsbildern bei den Klonnachkommen (Kues
et al., 2008). Die irregulére Plazentaausbildung wird aus heutiger Sicht als eine Haupt-
ursache fiir die Entwicklungsstorungen angesehen. Eine kritische Durchsicht der ver-
fligbaren Literatur ergibt jedoch, dass die allermeisten postnatalen Klone gesund sind
und sich normal entwickeln (LANzA et al., 2001; CiBELLI et al., 2002; PANARACE et al.,
2007). Wenn Schaf- oder Rinderklone etwa sechs Monate alt sind, unterscheiden sie sich
nicht von altersgleichen Kontrollen in allen bisher gepriiften Parametern wie biochemi-
schen Blut- und Urinparametern, Immunstatus, Body Score, Wachstumsverlauf und Re-
produktion. Umfangreiche Studien haben keine Unterschiede zwischen Fleisch- und
Milchzusammensetzung beim Rind im Vergleich zu altersgleichen Kontrollen ergeben;
alle Parameter lagen innerhalb des normalen Spektrums. Ahnliche Befunde wurden auch
fiir geklonte Schweine berichtet (YANG et al., 2007; MiLLER, 2007). Deshalb besteht Fi-
nigkeit bei den Aufsichtsbehorden auf der ganzen Welt (USA, EFSA = European Food
Safety Agency, Japan) dass Nahrungsmittel von geklonten Tieren sicher sind und dass es
keine wissenschaftlich begriindeten Hinweise gibt, das in Frage zu stellen. Dies ist inzwi-
schen fiir Rind, Schwein und Ziege durch das Dokument der FDA (Food and Drug Admi-
nistration) in den USA in 2008 (RupeNko et al., 2007) und durch die EFSA durch ihr Do-
kument zum Klonen aus dem Jahre 2008 — mit der erneuerten Version aus dem Jahre
2009 fiir Rind und Schwein - bekréftigt worden (EUROPEAN FoOD SAFETY AGENCY,
2009). Offene Fragen bestehen nach wie vor in Bezug auf Generationsintervall und Lang-
lebigkeit, weil Antworten darauf auf Grund der Kiirze der bisherigen Untersuchungsdau-
er bei geklonten landwirtschaftlichen Nutztieren noch nicht ermittelt werden konnten.
Allerdings gibt es vorlaufige Daten, die zeigen, dass keine negativen Einfliisse zu erwar-
ten sind.
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3 Anwendungsperspektiven des somatischen Klonens bei Nutztieren

Das iiberaus grolle Anwendungspotential des somatischen Kerntransfers hat dazu ge-
fiihrt, dass sich inzwischen auch Firmen mit dieser Technologie befassen und wirtschaft-
liche Nutzungen anbieten. Bekannt in diesem Zusammenhang sind die Fa. Viagen in Aus-
tin, Texas, USA, Cryozootech aus Frankreich, Cyagra in USA und Siidamerika. Weitere
Klonfirmen sind offenbar in China und Neuseeland tétig. Die Anwendungsbereiche des
somatischen Klonens kénnen im Wesentlichen in drei Bereichen gesehen werden:

- Grundlagenforschung,
- Therapeutisches Klonen und
- Reproduktives Klonen.

Im Zusammenhang dieses Beitrages sind insbesondere das reproduktive Klonen und die
verbesserten Moglichkeiten zur Produktion transgener Tiere durch das Klonen von Be-
deutung (N1EmanN und Kues, 2007; RoBL et al., 2007). Durch den Einsatz des somati-
schen Klonens kann die Produktion transgener Rinder im Vergleich zur bisher {iblichen
Mikroinjektion erheblich verbessert werden, sowohl was die Effizienz als auch die Prézi-
sion betrifft. Dies ist im Wesentlichen dadurch begriindet, dass beim Klonen keine Foun-
dertiere wie bei der Mikroinjektion, dem klassischen Verfahren zur Produktion transge-
ner Nutztiere, anfallen, die zunéchst durch Verpaarung zur Geburt von F;-Tieren gefiihrt
werden miissen, welche dann schlief8lich auf transgene Expression gepriift werden kon-
nen. Beim Klonen kénnen die nach dem Transfer der rekonstruierten Embryonen gebo-
renen Klonnachkommen direkt darauf getestet werden, was die Produktion erheblich
verkiirzt und dadurch kostengiinstiger gestaltet, beim Rind um etwa zwei Jahre.

Es gibt prominente Beispiele fiir die Produktion transgener Rinder mit vielverspre-
chenden neuen Eigenschaften. Nach Transfektion zuséatzlicher Kopien von (- und k-Ca-
sein in bovine Fibroblasten und deren Verwendung im Klonen sind 11 Kélber geboren
worden. Bei 9 von 11 Nachkommen wurden 8 - 20% mehr [3-Casein, doppelt soviel k-Ca-
sein wie im nicht-transgenen Tier sowie ein insgesamt verdndertes k-Casein zu Ge-
samt-Casein-Verhaltnis festgestellt (BRoPHY et al., 2003). Dies zeigt, dass eine signifikan-
te Verdnderung in der Milchkomposition durch Transfer zusétzlicher Kopien endogener
Gene moglich ist. Durch Transfektion boviner Fibroblasten mit einem milchdriisenspezi-
fischen Konstrukt, in dem der 3-Lactoglobulinpromoter die Expression von Lysostaphin
treibt, wurden nach deren Verwendung im Klonprozess transgene Kiihe mit einer Sekre-
tion von 0,9 bis 14 mg pro ml biologisch aktivem Lysostaphin in der Milch produziert
(WALL et al., 2005). Diese Tiere zeigten eine deutlich erh6hte Resistenz gegeniiber Sta-
phylococcus aureus-Infektionen im Euter. Nachdem Staphylococcus aureus direkt in das
Euter infundiert worden war, wurden nur drei der transgenen 21 Tiere krank - und das
auch nur bei einer extrem hohen Infektionsdosis — wahrend von den nicht transgenen
Tieren nur 13 von 47 Tieren nicht erkrankten (WALL et al., 2005).

Mit Hilfe des Kerntransfers ist es erstmals beim Nutztier auch moglich, nicht nur addi-
tiven Gentransfer zu betreiben (wie oben beschrieben), sondern auch Gene spezifisch
auszuschalten (Kugs und N1EMANN, 2004). Ein gutes Beispiel dafiir ist die Produktion ge-
klonter Rinder mit Resistenz gegeniiber BSE. Bei diesen Tieren wurde durch Gen-Targe-
ting-Verfahren der Genort fiir das Prionprotein ausgeschaltet (sogen. Knockout) (RICHT
et al., 2007). Diese Tiere bilden heute die Grundlage fiir eine Herde transgener Tiere, die
polyklonale Antikorper fiir die Humanmedizin im Blut produzieren (RosL et al., 2007).
Erste Ergebnisse dazu sind vielversprechend. Es konnten nennenswerte Mengen biolo-
gisch aktiver polyklonaler Antikérper im Blut transgener Rinder nachgewiesen und diese
daraus auch isoliert werden (Kuroiwa et al., 2009).
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4 Pluripotente Stammzellen bei Nutztieren

Die Anwendungsperspektiven des somatischen Klonens zur Erstellung transgener Tiere
wiirden durch die Verfiigbarkeit pluripotenter Stammzellen deutlich verbessert werden
(Kues und NIEMANN, 2004). Die zz. verfiigbaren somatischen Zellen sind im wesentli-
chen primare Zellkulturen, die eine begrenzte Lebensdauer in der In-vitro-Kultur haben,
was langwierige Selektionsprozesse, die im Zusammenhang mit dem Knockout eines
Gens stehen, sehr erschweren oder gar unmoglich machen kann. Die verfiigbaren embry-
onalen Stammzellen bei der Maus bilden die Grundlage fiir die zahlreichen Knockout-
Mausmodelle (Evans, 1981, 2005; Kuks et al., 2008). Moglichkeiten zur Produktion plu-
ripotenter Stammzellen bei Nutztieren bestehen in der Ableitung embryonaler Stamm-
zellen aus Blastozysten (Evans, 1981), durch die Reprogrammierung somatischer Zellen
iiber Kerntransfer (somatisches Klonen), iiber Reprogrammierung durch Fusion einer so-
matischen Zelle mit einer pluripotenten Zelle (Nowak-IMIALEK et al., 2009) sowie durch
direkte Uberexpression bestimmter Pluripotenzfaktoren (sog. induzierte pluripotente
Stammzellen (iPS) (TakAaHASHI und YAMANAKA, 2006; PARK et al., 2008; AMABILE und
MEISSNER, 2009). Echte embryonale Stammzellen (d.h. solche mit Keimbahngéngigkeit)
konnten bisher bei Nutztieren nicht abgeleitet werden, obwohl seit vielen Jahren intensiv
wissenschaftlich daran gearbeitet wird (GJorRRET und Mappox-HyYTTEL, 2005; TROUN-
SON, 2005).

Vielversprechend ist die neue Technologie der iPS-Produktion. Erste Ergebnisse beim
Schwein (ESTEBAN et al., 2009; Wu et al., 2009; EzasHi et al., 2009) deuten darauf hin,
dass solche pluripotenten Zellen auch bei anderen Nutztieren in naher Zukunft verfiigbar
werden sollten. Pluripotente Stammzellen, d.h. solche Zellen, die sich unbegrenzt in der
Kultur vermehren kénnen, ohne ihren Karyotyp zu verdndern, haben fiir die Zukunft der
Ziichtung erhebliche Bedeutung. Pluripotente Stammzellen von wertvollen Zuchttieren
konnte man fiir bestimmte gewiinschte genetische Merkmale charakterisieren und dann
ausgewahlte Zellen im Kerntransfer einsetzen, um bestimmte Genotypen zu produzie-
ren. Bei weiteren Fortschritten in der Forschung konnte es sogar moglich werden, solche
Stammzellen in weibliche und ménnliche Gameten zu differenzieren und diese dann in
der In-vitro-Fertilisation zur Produktion von Embryonen einzusetzen, die dann nach
Transfer in Empféangertiere zu Nachkommen fithren (Kugs et al., 2008). Im Mausmodell
ist eine solche Differenzierung von Stammzellen in weibliche und ménnliche Gameten
bereits nachgewiesen.

5 Perspektiven fiir eine zukiinftige Tierzucht und somatisches Klonen

Im Zusammenhang mit den immer besser werdenden Kenntnissen iiber das Nutztierge-
nom bietet das Klonen unter Verwendung von Stammzellen grof3e Chancen fiir die Ent-
wicklung einer diversifizierten und zielgenauen Tierproduktion. Denkbar ist eine Auftei-
lung in eine landwirtschaftliche Tierzucht mit einer zielgenauen Milchproduktion, ent-
weder in Bezug auf die Menge und/oder fiir spezifische Inhaltsstoffe, eine Fleischpro-
duktion mit einer diversifizierten Produktpalette, Nischenproduktion fiir spezifische di-
atetisch wertvolle Produkte oder die Produktion von Tieren fiir die Landschaftspflege.
Daneben wird sich eine biomedizinische Tierzucht entwickeln, in der Tiere fiir die Pro-
duktion von Arzneimitteln (Pharming) erzeugt und transgene Schweine fiir die Organ-
spende (Xenotransplantation) entwickelt werden (Kuts und NIEMANN, 2004; PETERSEN
et al., 2009). Auch die Entwicklung von transgenen Tieren als Krankheitsmodell fiir den
Menschen bietet vielversprechende Perspektiven, wie jiingste Befunde zu transgenen
Schweinen mit einem Modell fiir die zystische Fibrose zeigen (RoGERs et al., 2008). Wei-
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tere Diversifizierungen der Tierzucht konnten die 6kologische Tierhaltung und die Sport-
und Liebhaberzucht betreffen.

Die Erkenntnisfortschritte im genomischen Bereich, sowohl was die Aufkldarung der
Genome der landwirtschaftlichen Nutztiere als auch die molekulargenetischen Techni-
ken angeht, sind im Wesentlichen der Entwicklung im Human- und Mausgenom gefolgt.
Die Moglichkeiten zur Erkenntnis- und Produktionserweiterung durch gezielte Verénde-
rungen im Genom von Nutztieren sind besonders bedeutsam; sie werden durch die Ent-
wicklung neuer molekularer Hilfsmittel und Ziichtungstechnologien vorangetrieben. Es
bestehen jedoch nach wie vor grof3e Liicken in unserem Versténdnis der Funktionen des
Genoms und der epigenetischen Mechanismen, die wesentlich fiir die Produktion gesun-
der Nachkommen sind. Eine besonders wichtige Rolle in diesem Zusammenhang wird
die Entwicklung pluripotenter Stammzellen spielen. Die Verfiigbarkeit solcher Zellen zu-
sammen mit der Nutzung genomischer Daten wird neue molekulare Zuchtprogramme
ermoglichen, die deutlich schneller und effektiver sind als alle aktuellen Zuchtprogram-
me. Der erstmalige Bericht, dass durch transgene Uberexpression von nur vier Transkrip-
tionsfaktoren (Oct4, Sox 2, KLf4 und cMyc) eine Umwandlung somatischer Zellen in plu-
ripotente Stammzellen erfolgen kann (TakaHASHI und YAMANAKA, 2006), wird entspre-
chende Forschungen bei Grotieren deutlich stimulieren und beschleunigen (ESTEBAN et
al., 2009; Wu et al., 2009; EzasHi et al., 2009). Genetisch verdnderte Nutztiere werden
zunéachst eine wachsende Rolle im biomedizinischen Bereich spielen. Die Realisierung
landwirtschaftlicher Anwendungspotentiale wird angesichts der Komplexitit vieler der
o6konomisch wichtigen Produktionsmerkmale noch ldnger dauern.

Eine moglichst effiziente Nutzung landwirtschaftlicher Nutztiere ist angesichts welt-
weiter Knappheit an landwirtschaftlich nutzbarem Land und der wachsenden Weltbevol-
kerung dringend geboten. Die neuen genomischen Techniken und das somatische Klo-
nen er6ffnen neue Wege fiir die Rinderzucht im Hinblick auf eine nachhaltige Verbesse-
rung und Effizienzsteigerung - sowohl in der westlichen Welt, als auch in den Entwick-
lungslandern. Der Weg dorthin ist eine groe Herausforderung fiir Wissenschaft und
Tierzuchtpraktiker, der verantwortungsbewusst und konsistent in Angriff genommen
werden sollte.
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