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1 Entwicklung von Tierzucht und Biotechnologie

Die Züchtung von Nutztieren hat in der
Menschheitsgeschichte eine lange Tradition, die
mit der Domestikation begann, indem der Mensch
Tiere an seine Nähe gewöhnte. Mit den ihm jeweils
zur Verfügung stehenden Möglichkeiten hat der
Mensch ihm „nützliche Populationen“ vermehrt;
dabei erfolgte die Auslese meist nach dem Exterie-
ur (äußeren Erscheinungsbild) oder aufgrund spe-
zieller Eignungen. Eine wissenschaftlich begrün-
dete Tierzucht existiert erst seit etwa 50 Jahren auf
der Basis der Erkenntnisse der Populationsgenetik
und Statistik. Dabei sind bereits recht frühzeitig
biotechnologische Verfahren mit einbezogen wor-
den. Herausragendes Beispiel ist die künstliche
Besamung, die heute in Ländern mit einer entwi-
ckelten Tierzucht über 90 % aller geschlechtsreifen
weiblichen Rinder erfasst und auch in der Schwei-
nezucht stark im Zunehmen begriffen ist. Damit
konnte das genetische Potenzial wertvoller Vater-
tiere wirksam in einer Population verbreitet wer-
den. Aus einem Bullenejakulat lassen sich durch-
schnittlich etwa 200 bis 300 tiefgefriertaugliche
Besamungsportionen herstellen; beim Eber sind es
nur 10 bis 20 Portionen, die zudem meist frisch zur
Insemination verwendet werden. In den 80er Jahren
ist dann der Embryotransfer in die züchterische
Praxis überführt worden. Damit konnte erstmals
auch das genetische Potenzial weiblicher Zuchttiere
besser ausgenutzt werden. Die bisherige züchteri-
sche Arbeit mit dem Einsatz von künstlicher Besa-
mung und Embryotransfer oder anderen biotech-
nologischen Verfahren hat zu den bekannten be-
achtlichen Leistungssteigerungen bei unseren
Nutztieren geführt. So ist bei der Kuh die Milch-
leistung um jährlich 4 % gestiegen. Drei wesentli-
che Nachteile sind jedoch zu berücksichtigen
(Wheeler and Campion, 1993):

1. Der genetische Fortschritt ist mit 1 bis 3 % pro
Jahr relativ langsam.

2. Es ist nicht möglich, gewünschte Eigenschaften
von unerwünschten Merkmalen zu trennen

3. Ein gezielter Transfer genetischer Informatio-
nen zwischen verschiedenen Spezies ist nicht
möglich.
Mit den in der Entwicklung begriffenen neuen

biotechnologischen Verfahren werden diese Be-
grenzungen der bisherigen züchterischen Arbeit zu
überwinden sein. Unter dem Überbegriff „Biotech-
nologie bei Nutztieren“ werden heute im Wesentli-
chen reproduktionsbiologische und molekularbio-
logische Verfahren zusammengefasst. Im Bereich
der Reproduktionsbiologie werden dazu gezählt:
1. künstliche Besamung (KB)
2. Brunstsynchronisation
3. Geburtssteuerung
4. Embryotransfer (ET)
5. Kryokonservierung von Gameten und Embryonen
6. In-vitro-Produktion von Embryonen
7. Klonen (Embryosplitting und Kerntransfer)
8. Geschlechtsbestimmung (Sexing)

Auf molekularbiologischer Seite sind zu nennen:
1. Genomanalyse

- Sequenzierung
- Genkartierung
- Einzelgenanalyse
- Polymorphismen

2. molekulare Diagnostik
- genetische Defekte (MHS, BLAD, etc.)
- genetische Abstammung
- genetische Diversität
- Geschlechtsbestimmung bei Embryonen

3. funktionelle Genomik
- Expressionsmuster
- Gen-Interaktionen

4. transgene (Mikroinjektion, Transfektion, ho-
mologe Rekombination)
- Additiv (Knock-in)
- Knock-out
Die Biotechnologie bei landwirtschaftlichen

Nutztieren weist einen ausgeprägten interdis-
ziplinären Charakter auf, indem sie u. a. Elemente
der Anatomie, der Gynäkologie und Geburtshilfe,
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Endokrinologie und Physiologie, Andrologie, Ult-
raschalltechnologie, Biochemie, Zellbiologie und
Molekularbiologie beinhaltet. In der konsequenten
Weiterentwicklung der Bio- und Gentechnologie
mit dem Ziel eines Einsatzes in der züchterischen
Praxis wird ein wichtiges Hilfsmittel gesehen, um
den Herausforderungen an die Nutztierhaltung in
der Zukunft zu begegnen.

Im Folgenden werden Entwicklungsstand und
Anwendungsperspektiven einiger biotechnologi-
scher Verfahren näher erläutert und im Hinblick auf
ihre Anwendbarkeit in der Milchviehhaltung im
Jahre 2025 betrachtet.

2 Embryotransfer

Der Begriff „Embryotransfer“ umfasst bei allen
landwirtschaftlichen Nutztieren die folgende Se-
quenz von Vorgängen:
1. Auswahl der Spendertiere
2. Auslösung der Superovulation
3. zeitgerechte Besamungen
4. Gewinnung der Embryonen
5. Beurteilung der Entwicklungsfähigkeit der

Embryonen
6. Auswahl und Vorbereitung von Empfängertie-

ren
7. Transfer der Embryonen

Die Superovulation mit eCG oder FSH stellt
trotz intensiver Forschungsarbeiten in den letzten
25 Jahren immer noch den limitierenden Faktor bei
der Anwendung des Embryotransfers dar. Dies wird
deutlich in einer starken individuellen Variabilität
auf die standardisierte Behandlung sowie einem
stark variierenden Anteil in der Befruchtung und in
der Qualität der Embryonen (Armstrong, 1993). Es
wurde eine Vielzahl von Einflussfaktoren identifi-
ziert; besonders bedeutsam scheint die An- oder
Abwesenheit eines dominanten Follikels (d. h.
Follikelgröße > 10 mm) zu sein. Die Auslösung
einer Superovulation in Abwesenheit eines solchen
dominanten Follikels führt zu erheblich besseren
Ergebnissen als bei dessen Anwesenheit. Der große
Follikel kann mit Hilfe der Ultraschall-geleiteten
Punktion sicher erkannt und entfernt werden (Bun-
gartz und Niemann, 1994).

Gewinnung und Transfer von Embryonen erfol-
gen beim Rind heute unblutig mit Hilfe spezieller
Katheter, die unter rektaler Kontrolle bis in die
Gebärmutterhornspitze vorgeschoben werden. Bei
optimalem Transferverlauf kann mit einer Träch-
tigkeitsrate von etwa 55 bis 65 % gerechnet wer-
den, was in etwa den Erfolgsquoten nach einmali-
ger künstlicher Besamung entspricht. Statistisch
betrachtet, können also pro erfolgreiche Spülung

etwa 2,5 bis 3 Kälber erzeugt werden (Niemann
und Meinecke, 1993).

Der Embryotransfer ist beim Rind heute in die
züchterische Praxis fest integriert und weltweit sind
im Jahr 2000 ca. 530.000 Embryonen übertragen
worden, davon etwa die Hälfte nach Tiefgefrieren
und Auftauen. Der Schwerpunkt der Anwendung
liegt in Nordamerika (45 %) und Europa (27 %).
Innerhalb von Europa werden in Frankreich, den
Niederlanden und Deutschland die meisten Emb-
ryotransfers durchgeführt (Thibier, 2001). Der
Embryotransfer wird heute bei den besten weibli-
chen Tieren einer Population eingesetzt. Die Mehr-
heit der Besamungsbullen ist über Embryotransfer-
verfahren generiert worden. Die Vorteile des Emb-
ryotransfers liegen in der verbesserten Ausnutzung
des weiblichen Keimzellpotenzials, der Möglich-
keit mehr Nachkommen von wertvollen Spendertie-
ren zu erhalten, Nachkommen auch von „unfrucht-
baren“ Spendern zu erstellen, im Bereich der Hy-
giene (da die intakte Zona pellucida eine besonders
wirksame Barriere gegenüber Krankheitserregern
verschiedenster Art ist), der wesentlichen Erleich-
terung des internationalen Austausches von Zucht-
material, der Verkürzung des Generationsintervalls,
sowie in der Möglichkeit der Genkonservierung
und der Forschung an Oozyten und Embryonen.
Der Embryotransfer ist dementsprechend eine Ba-
sistechnologie für viele der anderen Biotechnolo-
gien (Niemann und Meinecke, 1993).

3 Kryokonservierung von Oozyten und Emb-
ryonen

Durch intensive Forschungsarbeiten sind heute
verschiedene methodische Ansätze zum Gefrieren
für die Langzeitkonservierung von Embryonen,
insbesondere beim Rind, verfügbar, die auch in der
Praxis eingesetzt werden. Rinderembryonen können
mit kontrollierten Tiefgefrierverfahren oder durch
Vitrifikation erfolgreich kryokonserviert werden
(Niemann, 1991). Letzteres beinhaltet eine kurz-
zeitige Äquilibration in hohen Konzentrationen an
penetrierenden und nicht penetrierenden Gefrier-
schutzmitteln (3 bis 8 molar = M) und Makromole-
külen, was bei direkter Überführung in flüssigen
Stickstoff (-196° C) zur Ausbildung einer glasähn-
lichen Struktur ohne Eiskristalle führt. Die Embry-
onen müssen dann auch sehr schnell aufgetaut wer-
den, beispielsweise durch Überführung in warmes
Wasser oder in Luft.
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Ein gebräuchliches kontrolliertes Gefrier- und
Auftauverfahren beinhaltet die Zugabe des Gefrier-
schutzmittels, das Verpacken der Embryonen in
Gefrierbehälter (feine Pailetten), deren Überfüh-
rung in eine Gefriermaschine (meistens ein Alko-
holbad), die Auslösung der Kristallisation (= See-
ding), gefolgt von einer langsamen Kühlungsphase
mit 0,3°/Min. bis -30 bis -40° C, der Überführung
in flüssigen Stickstoff (-196° C), das Auftauen der
Proben und die Entfernung des Kryoprotektivums.
Aufgrund seiner geringen Toxizität und schnellen
Penetrationsfähigkeit wird heute vielfach Ethylen-
glykol in einer Konzentration von etwa 1,5 bis
2,0 M als Gefrierschutzmittel eingesetzt. Dies er-
laubt es auch, die Embryonen direkt nach dem
Auftauen zu übertragen, wobei das Gefrierschutz-
mittel in der Gebärmutter des Empfängertieres
ausverdünnt wird (Voelkel und Hu, 1992). Bei
anderen Gefrierschutzmitteln (Glycerin, DMSO,
u. a.) ist aufgrund der erheblichen osmotischen
Belastungen eine Entfernung des Kryoprotektivums
vor Übertragung im Labor erforderlich, was den
Einsatz unter Feldbedingungen komplizieren kann.
Die durchschnittlichen Überlebensraten, basierend
auf morphologischer Beurteilung, liegen zwischen
80 und 100 % bei Rinderembryonen im Morula-
und Blastozystenstadium; nach Transfer solcher
Embryonen können Trächtigkeitsraten zwischen 50
und 60  erreicht werden (Niemann, 1991). Nach

Vitrifikation liegen die Überlebensraten noch etwa
10 bis 15 % niedriger. Interessanterweise scheinen
sich insbesondere in vitro produzierte Rinderemb-
ryonen mit diesem Verfahren besser einfrieren zu
lassen als mit dem kontrollierten Gefrierverfahren
(Sommerfeld und Niemann, 1999). Weibliche
Keimzellen (Oozyten) lassen sich heute noch bei
keiner landwirtschaftlichen Nutztierspezies mit
ausreichend hohen Erfolgsquoten einfrieren (Nie-
mann, 1995).

4 In-vitro-Produktion von Embryonen

Die In-vitro-Produktion (IVP) von Embryonen
beinhaltet die In-vitro-Reifung, Befruchtung und
Kultivierung bis zu transfertauglichen Entwick-
lungsstadien (Lucas-Hahn und Eckert, 1996). Die-
ses Verfahren ist insbesondere beim Rind sehr weit
entwickelt und findet bereits Anwendung in der
Praxis. Im Jahr 2000 wurden ca. 42.000 Übertra-
gungen mit in vitro produzierten Rinderembryonen
unter Feldbedingungen registriert (Thibier, 2001).
Die Oozyten können entweder aus Schlachthofova-
rien oder durch ultraschallgeleitete Follikelpunkti-
on (OPU; Abbildung 1) sogar wiederholt von indi-
viduellen Spendertieren gewonnen werden (Bun-
gartz et al., 1995).

Abbildung 1
Durchführung der transvaginalen Follikelpunktion beim Rind
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Bedingt durch das kontinuierlich stattfindende
Follikelwachstum sind zu jedem Zeitpunkt Follikel
in ausreichender Größe (> 2 mm) zur Punktion
vorhanden. Für das OPU wird ein Schallkopf intra-
vaginal eingesetzt, die Ovarien manuell von rektal
aus direkt vor den Schallkopf gehalten, die Punkti-
onsnadel durch die Vaginalwand nacheinander in
alle sichtbaren Follikel vorgeführt und die Follikel-
flüssigkeit mit der Oozyte abgesaugt. Die Oozyten
werden anschließend morphologisch beurteilt und
intakt eingestufte Oozyten zur In-vitro-Reifung
gegeben. OPU kann über längere Zeiträume wie-
derholt bei einem Tier durchgeführt werden, ohne
dass Gesundheit und Reproduktionsgeschehen be-
einträchtigt werden. Diese Technologie kann er-
folgreich bei juvenilen Tieren (allerdings mit noch
geringeren Erfolgsquoten), Tieren im ersten Drittel
der Trächtigkeit, trockenstehenden und laktieren-
den (sogar in der Puerperalphase) sowie infertilen
Kühen eingesetzt werden. Die Effizienz kann be-
reits höher sein als in konventionellen Superovula-
tions-/Embryotransferprogrammen. In einem kon-
ventionellen Embryotransferprogramm können bei

sechs Spülungen im Jahr etwa 21 bis 25 Embryo-
nen gewonnen werden, mit denen 10 bis 15 Träch-
tigkeiten etabliert werden können. Bei OPU/IVP
können bei zweimal wöchentlichem Einsatz unter
Zugrundelegung von 100 OPU-Einsätzen schließ-
lich etwa 60 transfertaugliche Embryonen in vitro
produziert werden, mit denen 30 bis 35 Trächtig-
keiten zu erreichen sind.

Aus Follikeln mit einem Durchmesser > 2 mm
können entwicklungsfähige Oozyten isoliert und in
vitro erfolgreich maturiert werden (Pavlok et al.,
1992). Die Oozyten sind im Follikel und bis kurz
nach der Befruchtung von einem dichten Mantel an
Cumuluszellen umgeben und werden deshalb auch
als Cumulus-Oozyten-Komplexe bezeichnet (COK).
Die COK werden dann unter geeigneten Kulturbe-
dingungen für ca. 24 Stunden bis zur Befruchtungs-
reife kultiviert, danach erfolgt für 15 bis 18 Stun-
den eine Koinkubation mit kapazitierten Spermien,
bevor wiederum unter geeigneten Kulturbedingun-
gen die Weiterentwicklung bis zur Blastozyste
erfolgen kann (Abbildung 2).

Abbildung 2
Oocytenreifung und embryonale Frühentwicklung beim Rind

Die morphologische Qualitätsbeurteilung der
Oozyten anhand von Dichte und Anzahl der Cu-
muluszellen liefert ausreichend sichere Aussagen
zum Entwicklungspotential der Oozyten, was durch
Kultivierung in Gruppen noch verbessert werden
kann (Khurana und Niemann, 2000). Am Ende der
In-vitro-Reifungsphase erreichen die Oozyten den

befruchtungsbereiten Zustand. In der Eizelle laufen
während dieser Phase umfangreiche metabolische
und strukturelle Veränderungen ab, die mit der
Ausschleusung des 1. Polkörperchens und der An-
ordnung der Chromosomen in der Metaphasenplatte
abgeschlossen werden. Außerdem zeigen die Cu-
muluszellen eine starke Expansion. Die Spermien
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müssen auch in vitro die Phasen der Kapazitation
und der Akrosomenreaktion durchlaufen, um eine
Eizelle regulär befruchten zu können. Während es
sich bei der Kapazitation im Wesentlichen um bio-
chemische Veränderungen handelt, stellt die Akro-
somenreaktion eine umfangreiche morphologische
Umstrukturierung des Spermienkopfes dar. Durch
Zugabe des Glykosaminoglykans Heparin kann die
Akrosomenreaktion bei Bullenspermien in vitro
induziert und der Anteil befruchtungsfähiger Sper-
mien wesentlich erhöht werden. Nach der Kokulti-
vierung von Oozyten und Spermien werden die
Cumuluszellen entfernt und die Eizellen bis zum
gewünschten Entwicklungsstadium im geeigneten
Medium kultiviert (Abbildung 2). Die Gesamtphase
kann 8 bis 12 Tage dauern. Die durchschnittlichen
Erfolgsquoten liegen bei über 90 % für die In-vitro-
Reifung, 70 bis 85 % für die In-vitro-Befruchtung
und 30 bis 40 % für die Entwicklung bis zur
Blastozyste. Die in vitro produzierten Embryonen
können in etwa 40 bis 60 % der Fälle zur Trächtig-
keit führen (Trounson et al., 1994; Bavister, 1995;
Lucas-Hahn und Eckert, 1996).

Zwischen in vivo und in vitro erzeugten Embry-
onen bestehen erhebliche Unterschiede bei vielen
Eigenschaften. In vitro produzierte Embryonen
können sich von den entsprechenden in vivo gene-
rierten Rinderembryonen in Bezug auf Morpholo-
gie (Farbe, Zellzahl, Zellgröße), zeitlichen Ablauf
der Entwicklung (schneller oder langsamer), Emp-
findlichkeit gegenüber Kühlung oder Gefrieren,
Stabilität der Zona pellucida oder Eigenschaften
des embryonalen Metabolismus unterscheiden
(Niemann und Wrenzycki, 2000). Nach Transfer
von IVP-Embryonen ist die anfängliche Trächtig-
keitsrate ähnlich wie mit in vivo gewonnenen Emb-
ryonen. Es wird jedoch ein erhöhter Anteil embry-
onaler Mortalität beobachtet, und etwa ein Drittel
der Nachkommen kann Symptome des „Large Calf
Syndroms“ zeigen. Kennzeichnend dafür sind eine
verlängerte Trächtigkeitsdauer, sowie teilweise
erhebliche Übergröße, verbunden mit einer Lebens-
schwäche der geborenen Jungtiere. Als Hauptursa-
che werden Veränderungen im Expressionsmuster
entwicklungsrelevanter Gene in frühen Entwick-
lungsphasen des Embryos angesehen. Wir haben
inzwischen mehrere Gene identifiziert, die diffe-
rentiell zwischen in vivo und in vitro generierten
Embryonen exprimiert werden (Niemann und
Wrenzycki, 2000; Niemann et al., 2002).

Ein limitierender Faktor für die praktische An-
wendung ist ferner die starke Variabilität in der
Eignung einzelner Bullen oder auch von einzelnen
Ejakulaten einzelner Bullen für den Vorgang der
In-vitro-Fertilisation. Dies macht eine sorgfältige

Anpassung der Spermien an die jeweiligen Kultur-
bedingungen erforderlich (Kreysing et al., 1997).
Mit Hilfe der In-vitro-Produktion können größere
Mengen an Embryonen für die Grundlagenfor-
schung bereitgestellt werden, daneben besteht die
Möglichkeit zur kostengünstigen Produktion von
Fleischkälbern aus Milchviehrassen, sowie bei
Verwendung geschlechtsgetrennter Spermien die
gezielte Erstellung männlicher oder weiblicher
Nachkommen. Auch für die Erhaltung bedrohter
Wild- und Nutztierarten kann die In-vitro-
Produktion erfolgreich eingesetzt werden, was am
Beispiel des Moufflons gezeigt wurde (Ptak et al.,
2002).

5 Erstellung genetisch identischer Nachkom-
men (Klonen)

5.1 Mikrochirurgische Embryonenteilung

Durch mikrochirurgische Teilung von Embryo-
nalstadien können identische (= monozygote)
Zwillinge erstellt werden, die den kleinsten mögli-
chen Klon darstellen. Mit den heutigen Verfahren
können Morula- und Blastozystenstadien mikrochi-
rurgisch so geteilt werden, dass sich beide Hälften
mit gleich großen Chancen weiter entwickeln kön-
nen (Brem, 1986; Williams et al., 1984). Dazu
werden die Embryonen mit Hilfe eines geeigneten
Mikromessers, einer Glasnadel oder eines anderen
Schneidegerätes unter 100- bis 200-facher mikro-
skopischer Vergrößerung exakt in der Mitte durch-
geteilt. Bei der Blastozyste ist darauf zu achten,
dass die innere Zellmasse, aus der sich der Fetus
entwickelt, in zwei möglichst gleich große Hälften
geteilt wird (Reichelt und Niemann, 1994; Abbil-
dung 3). Beim Rind ist das Verfahren besonders
effektiv; aus der Teilung von 50 Embryonen kön-
nen 100 Hälften entstehen, die nach Transfer wie-
derum 50 bis 55 Trächtigkeiten ergeben können.
Darunter kann ein Anteil von 25 bis 35 % monozy-
goter Zwillinge sein (Saito und Niemann, 1993).
Durch die mikrochirurgische Teilung kann also
eine deutliche Effizienzsteigerung gegenüber dem
Transfer nicht mikrochirurgisch geteilter Embryo-
nen erreicht werden. Ähnliche Erfolgsraten werden
für die kleinen Wiederkäuer berichtet, während
beim Schwein die Entwicklungsfähigkeit der Emb-
ryonenhälften nach mikrochirurgischer Teilung
deutlich reduziert ist, und auch der Anteil monozy-
goter Zwillinge ähnlich wie bei Kaninchen und
Mäusen nur bei 1 bis 2 % liegt (Reichelt und Nie-
mann, 1994). Die Identifizierung der monozygoten
Zwillinge ist beim Rind bei korrekter Versuchsan-
stellung relativ einfach, während beim Schwein
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Blutgruppenanalysen oder DNA-Fingerprinting zur
positiven Identifizierung monozygoter Zwillinge

eingesetzt werden müssen.

Abbildung 3
Mikrochirurgische Teilung einer Blastozyste

5.2 Kerntransfer

Größere Anzahlen identischer Nachkommen
können nur mit Hilfe des somatischen Kerntrans-
fers erstellt werden. Dabei wird eine Spenderzelle
in eine vorher entkernte Oozyte übertragen. Beide
Anteile werden durch kurzzeitige elektrische Im-
pulse miteinander verschmolzen; der übertragene
Kern wird zurückprogrammiert und kann dann eine
neue Entwicklung beginnen. Dieses Verfahren
wurde bereits 1986 erstmalig beim Schaf mit emb-
ryonalen Zellen erfolgreich eingesetzt (Willadsen
et al., 1986; Prather and First, 1990). In den fol-
genden Jahren hat es umfangreiche Untersuchungen
beim Rind gegeben, so dass mehrere tausend Käl-
ber nach Kerntransfer mit embryonalen Zellen
geboren wurden. Diese Untersuchungen haben
gezeigt, dass ähnlich wie bei der IVP bei etwa 25
bis 30 % der geborenen Kälber verlängerte Träch-
tigkeiten, verbunden mit einer Übergröße der
Nachkommen („Large calf syndrome“) auftreten
können, was zu erheblichen Geburtskomplikationen
führen kann (Bondioli et al., 1990; Willadsen et al.,
1991).

Der erfolgreiche Kerntransfer unter Verwen-
dung somatischer Spenderzellen wurde erstmals
1997 berichtet (Schaf „Dolly“; Campbell et al.,

1996; Wilmut et al., 1997). Bis heute ist eine Viel-
zahl somatischer Zellen (z. B. Fibroblasten, Haut-,
Muskel-, Cumulus-, Granulosazellen, Leukozyten,
Leberzellen, Sertolizellen, Euterepithelzellen) als
Spenderzellen eingesetzt worden (Brem und Küh-
holzer, 2002). Durch Serumentzug oder chemische
Zellzyklusregulatoren kann der Anteil an Spender-
zellen im am besten geeigneten Zellzyklusstadium
(G1/G0) signifikant gesteigert werden (Kues et al.,
2000). Nur die gereifte Metaphase-II-Oozyte bietet
nach derzeitigem Erkenntnisstand die geeignete
Umgebung zur Rückprogrammierung differenzier-
ter somatischer Zellen. Besondere Bedeutung haben
Fibroblasten als Spenderzellen erlangt, die über
längere Zeiträume in der In-vitro-Kultur gehalten
werden können und durch Transfektion genetisch
veränderbar sind. Mit genetisch modifizierten feta-
len Fibroblasten als Spenderzellen sind bei Rind
und Schaf transgene Nachkommen erstellt worden
(Cibelli et al., 1998b; Schnieke et al., 1997). Ein
funktionelles Kerntransferverfahren erlaubt die
Erstellung größerer Gruppen identischer Nach-
kommen für spezifische Produktionszwecke (Kato
et al., 1999). Aufgrund der noch geringen Effizienz
scheint es aber zur Zeit vor allem für den Einsatz
zur Verbesserung des Gentransfers besonders ge-
eignet. Weitere, biomedizinisch interessante An-
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wendungsmöglichkeiten könnten im Tissue Engi-
neering (Gewebeersatz aus somatischen Zellen)
und in der Xenotransplantation liegen (Di Berardi-
no, 2001). Auch die Erhaltung bedrohter Wild- und
Nutztierarten ist mit Hilfe des Kerntransfers mög-
lich (Loi et al., 2001).

6 Transgene Nutztiere

Das Säugergenom besteht aus etwa 3 Mrd. Ba-
senpaaren, die ca. 100.000 bis 140.000 Gene bein-
halten. Beim Menschen ist das gesamte Genom
kürzlich vollständig sequenziert worden. Bei einer
Reihe von Organismen (Bakterien, Hefe, Würmern,
Drosophila, etc.) mit kleinerem Genom ist dies
ebenfalls gelungen; kürzlich ist auch das Mausge-
nom vollständig sequenziert worden. Im Gegensatz
dazu ist bei Nutztieren nur von wenigen Genen
(< 1000) Sequenz und Lokalisation bekannt. Da
zwischen dem Genom von Säugern, aber auch von
anderen Organismen, teilweise ausgedehnte Ho-
mologien bestehen, wird die Identifizierung neuer
Gensequenzen bei Nutztieren durch die Fortschritte
im humanen Genomprojekt erheblich erleichtert.
Bisher sind aber die genomanalytischen Kenntnisse
bei landwirtschaftlichen Nutztieren noch bruch-
stückhaft und erlauben nur eine begrenzte prakti-
sche Anwendung für landwirtschaftlich relevante
Merkmale im engeren Sinne.

Unter „Gentransfer“ wird die Übertragung
fremder Protein-kodierender DNA-Abschnitte in
das Genom von Empfängerzellen mit dem Ziel
einer aktiven Beteiligung des Fremdgens an der
Proteinsynthese der jeweiligen Empfängerzellen
verstanden (Espanion und Niemann, 1996). Tiere
mit Integration des Fremdgens nach Gentransfer in
das eigene Genom werden als 'transgen' bezeichnet.
Für den Gentransfer werden Genkonstrukte ver-
wendet, wobei es sich um natürlich oder künstlich
gebildete Kombinationen von regulatorischen
(Promotoren, Enhancer) und proteinkodierenden (=
Strukturgen) DNA-Abschnitten handelt. Der Ein-
bau von Fremd-DNA in das Genom einer Empfän-
gerzelle wird „Integration“ genannt, die Umsetzung
des spezifischen genetischen Codes wird als 'Gen-
expression' bezeichnet, die sowohl auf mRNA- als
auch auf der Proteinebene bestimmt werden kann.
Die Erstellung transgener Nutztiere ist bis vor kur-
zem ausschließlich über Mikroinjektion in den
Vorkern von Zygoten möglich gewesen (Pursel und
Rexroad, 1993; Espanion und Niemann, 1996).
Dabei werden ca. 2pl (10-12l) DNA-Lösung mit
etwa 3.000 bis 5.000 Kopien in einen Vorkern mik-
roinjiziert. Die Zygoten werden aus den Eileitern
kurz nach der Befruchtung gewonnen, wobei die

beiden Vorkerne noch voneinander getrennt sind.
Im nachfolgenden Vorgang der Syngamie (Ver-
schmelzen der Vorkerne)  erfolgt die Rekombinati-
on des maternalen und paternalen genetischen Ma-
terials. Zu diesem Zeitpunkt besteht somit eine
erhöhte Chance auf einen Einbau der mikroinji-
zierten DNA-Sequenzen. Die Vorkerne müssen
beim Rind durch kurzzeitige Zentrifugation der
Zygoten sichtbar gemacht werden, da sie durch ein
dichtes Plasma verdeckt sind. Der gesamte Vor-
gang ist ineffizient und lediglich < 5 % der gebore-
nen Jungtiere werden als 'positiv transgen' identifi-
ziert. Der Nachweis der Integration des Transgens
wird meist aus einer Gewebe- oder Blutprobe mit
Hilfe einer PCR oder über Southern Blot geführt.
Untersuchungen zur Funktionsfähigkeit des Trans-
gens werden jedoch meist erst möglich, wenn die
transgenen Tiere herangewachsen sind. Die Unter-
suchungen werden im Allgemeinen auf der Ebene
der mRNA (RT-PCR, Northern Blot) und des Pro-
teins (Western Blot, spezifische Tests) durchge-
führt. Tiere, die das Transgen fest integriert haben,
vererben diese Eigenschaft nach den Mendel’schen
Regeln an ihre Nachkommen (Transmission), so
dass transgene Linien erstellt werden können. Bei
diesen Verfahren des Gentransfers erfolgt der Ein-
bau zufällig und die Expression des Gens ist von
Positionseffekten abhängig, d. h. wird durch das
umgebende Wirtsgenom beeinflusst. Das lange
Generationsintervall macht die Erstellung transge-
ner Nutztiere zu einem sehr langwierigen Unterfan-
gen (Pursel und Rexroad, 1993; Espanion und
Niemann, 1996).

Die allermeisten Nutztiere sind bisher noch mit
Hilfe der Mikroinjektion erstellt worden und haben
insbesondere Wachstumshormongenkonstrukte er-
halten (Hammer et al., 1985; Pursel et al., 1989).
Mit Hilfe des Kerntransfers können vorhandene
Tiere mit transgenen Eigenschaften gezielt ver-
mehrt werden. Auf diese Weise kann sichergestellt
werden, dass die transgene Eigenschaft in identi-
scher Form bei den geklonten Nachkommen vor-
handen ist und nicht durch die Neukombination des
genetischen Materials, wie sie während Meiose
und/oder Befruchtung erfolgt, modifiziert wird. Das
Klonen erlaubt die direkte Verwendung geprüfter
transgener Foundertiere, die meist noch hemizygot
für das jeweilige Transgen sind. Dadurch würde
eine zeitaufwendige Rückkreuzung zur Erstellung
transgener Linien überflüssig werden.

Die Verfügbarkeit geeigneter Zellen oder Zell-
linien und deren Verwendung im Kerntransfer kann
die Erstellung transgener Tiere signifikant verbes-
sern. In der In-vitro-Kultur gehaltene Zellen kön-
nen durch Elektroporation oder andere Verfahren
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genetisch verändert werden. Anschließend kann in
vitro der Erfolg des DNA-Transfers geprüft, so
dass nur Zellen mit korrekter Integration und ma-
ximaler Expression des Transgens für den Kern-
transfer verwendet werden, und alle Nachkommen
transgen sind (Abbildung 4). Auch wenn bei der
Transfektion die Integration des Transgens wie bei
der Mikroinjektion zufällig erfolgt, kann ein we-
sentlicher Teil der Prüfphase statt wie bisher beim

Tier im Labor erfolgen. Die Validität dieses Kon-
zepts ist durch der Erstellung transgener Lämmer
und Kälber vor kurzem gezeigt worden (Schnieke
et al., 1997; Cibelli et al., 1998b). Insbesondere
fetale Fibroblasten haben sich für die Transfektion
als geeignet erwiesen. Die Vorteile dieses methodi-
schen Ansatzes gegenüber der Mikroinjektion lie-
gen in einer deutlichen Zeit- und Kostenersparnis
bei der Generierung transgener Nutztiere.

Abbildung 4
Erstellung transgener Tiere mit Hilfe des Kerntransfers

Weitere qualitative Verbesserungen sind durch
die Anwendung homologer Rekombinationstechni-
ken zu erzielen (Niemann und Kues, 2000). Zahl-
reiche Studien bei der Maus haben gezeigt, dass
embryonale Stammzellen (ES-Zellen) genetisch
über Techniken der homologen Rekombination
gezielt verändert werden können. Wenn die Aus-
schaltung eines Gens beabsichtigt ist, wird ein
homologer Targeting-Vektor verwendet, der ein
Antibiotikumgen trägt, das die Basensequenz des
endogenen Gens unterbricht. Das Konstrukt trägt
die Sequenz für das gewünschte Strukturgen, wenn
die Expression eines zusätzlichen Proteins ange-
strebt wird. Der Vektor wird gegen das endogene
Gen ausgetauscht, was zu sogenannten „Knock-out-
Tieren“ (Ausschaltung eines Gens) oder transgenen
(Knock-in) Tieren führt. Dabei wird gezielt ein
bestimmter Genort angesteuert, da das Targeting-
Konstrukt nur die homologen Sequenzen erkennt
und mit ihnen rekombiniert. Die Zellen können in

vitro auf korrekte Integration geprüft und anschlie-
ßend in eine entkernte Oozyte übertragen werden.
Bei Nutztieren sind trotz vielfältiger Bemühungen
geeignete ES-Zelllinien für homologe Rekombina-
tionsverfahren noch nicht verfügbar. Kürzlich wur-
de jedoch erstmals bekannt, dass auch primäre
fetale Fibroblasten über homologe Rekombination
gezielt genetisch verändert werden können und
nach Verwendung im Kerntransfer transgene Läm-
mer und Schweine geboren wurden (McCreath et
al., 2001; Denning et al., 2001; Dai et al., 2002; Lai
et al., 2002). Auch über die Geburt von transgenen
Nachkommen beim Rind wurde berichtet, die von
„Stammzell-ähnlichen“ Zellen abstammten (Cibelli
et al., 1998a). Da homologe Rekombinationser-
eignisse immer nur in einem sehr geringen Anteil
der Zellen oder einer Zelllinie auftreten, müssen für
einen solchen Vorgang große Zahlen an geeigneten
Zellen verfügbar sein, aus denen die positiven Zel-
len herausselektiert werden können.
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Die Effizienz des Gentransfers kann durch die
Verwendung genetisch modifizierter Zellen im
Kerntransferverfahren wesentlich verbessert wer-
den, so dass präzise und genau kontrollierte geneti-
sche Veränderungen möglich sind. Dies wird die
angestrebte Diversifizierung in vielen Produktions-
bereichen erlauben und zudem Effizienzsteigerun-
gen erreichbar machen, die mit konventionellen
Zuchtverfahren nicht möglich sind. Die erstellten
Produkte werden gut charakterisiert und für den
Verbraucher sicher sein. Beim Rind ist durch die
geschilderten Entwicklungen eine erhebliche Viel-
falt in der Milchproduktion erreichbar. Neben der
konventionellen Vollmilch könnte dann gezielt
z. B. Magermilch (durch genetische Modifikation
der Milchfettsynthese), Milch für die Joghurther-
stellung (durch Modifikation im Kaseinbereich),
Milch für die Käseherstellung (durch modifizierte
Kaseine), hypoallergene Milch (durch Ausschal-
tung von β-Lactoglobelin), Milchzuckerfreie oder –
reduzierte Milch (durch Ausschaltung von α-
Lactalbumin oder Laktase-Expression), „Kleinkin-
dermilch“ (durch zusätzliches Laktoferrin) oder
eine hygienisch hochwertige Milch (durch zusätzli-
che Expression von Lysozym oder anderen anti-
bakteriellen Enzymen) produziert werden.

Da viele echte landwirtschaftlich relevante
Merkmale durch das Zusammenspiel mehrerer
Gene beeinflusst werden, sind bisher kaum trans-
gene Tiere mit im engeren Sinne landwirtschaftli-
chen transgenen Merkmalen erstellt worden. Beim
Rind sind kürzlich transgene Tiere mit effizienter
Expression von Laktoferrin berichtet worden (van
Berkel et al., 2002). Die Milch dieser Tiere soll
insbesondere in der Säuglings – und Kleinkinderer-
nährung verwendet werden. Besondere Bedeutung
haben transgene Tiere im biomedizinischen Be-
reich, insbesondere für die Erzeugung rekombi-
nanter pharmazeutischer Proteine aus der Milch-
drüse sowie transgene Schweine für die Xe-
notransplantation. Heute existieren bereits transge-
ne Schafe und Ziegen, die größere Mengen phar-
mazeutischer Proteine in der Milchdrüse produzie-
ren. Wesentliche Voraussetzung dafür ist, dass das
jeweilige Strukturprotein unter Kontrolle eines
milchdrüsenspezifischen Regulationselements effi-
zient im Euter produziert wird und aus der Milch
aufgereinigt werden kann (Clark et al., 1987). Die
Blutproteine α1-Antitrypsin, Antithrombin III (AT
III) oder Tissue Plasminogen Activator (TPA),
produziert in der Milchdrüse transgener Ziegen
oder Schafe, befinden sich bereits in der fortge-
schrittenen klinischen Prüfung (Rudolph, 1999;
Niemann und Kues, 2000). Bei deren erfolgreichen
Ausgang wird mit einer Verfügbarkeit auf dem

Arzneimittelmarkt in den nächsten drei bis fünf
Jahren gerechnet. In eigenen Forschungsarbeiten
wurde erstmals biologisch aktiver humaner Blutge-
rinnungsfaktor VIII in der Milchdrüse transgener
Schafe exprimiert (Niemann et al., 1999).

7 Abschließende Betrachtungen und Projektion
für das Jahr 2025

Angesichts der sich dramatisch verschärfenden
weltweiten Ressourcen- und Umweltproblematik
machen die geschilderten vielfältigen positiven
Anwendungsbereiche der Bio- und Gentechnologie
eine intensive Forschung erforderlich. Bei For-
schung und Anwendung biotechnologischer Ver-
fahren sind die Aspekte des Tierschutzes und der
Ethik zu beachten. Tiere müssen eine tierschutzge-
rechte Behandlung durch den Menschen erfahren.
Im Rahmen der geltenden Tierschutzgesetze ist
dies gewährleistet. Ethische Hauptkriterien sind,
dass die neuen Biotechnologien zur Produktion
besserer und spezifischerer Nutztiere (Diversifika-
tion) eingesetzt werden und damit im Prinzip sich
nicht von den bisherigen Zielsetzungen der Tier-
zucht unterscheiden; dass jedes mit Hilfe von Bio-
oder Gentechnologie produzierte Tier an sich intakt
ist, eine tiergerechte Haltung und Betreuung erfolgt
und die Erhaltung einer ausreichenden genetischen
Vielfalt gewährleistet ist. Die potentiellen Auswir-
kungen der Biotechnologie auf die sozialen und
ökonomischen Verhältnisse sind rechtzeitig zu
diskutieren. Auch die Folgen, die bei Nichtwahr-
nehmung der Chancen der Bio- und Gentechnologie
entstehen, sind angesichts der großen zukünftigen
Herausforderungen kritisch zu betrachten.

Im Jahr 2025 wird die Milchviehproduktion
wahrscheinlich durch folgende Elemente gekenn-
zeichnet sein:
− Nachkommen können von züchterisch wertvol-

len präpuberalen Spendertieren gewonnen und
damit das Generationsintervall deutlich verkürzt
werden.

− Erzeugung geschlechtsvorbestimmter Nach-
kommen ist möglich.

− Das somatische Klonen ist mit ausreichender
Effizienz und ohne Nebenwirkungen möglich
und wird eingesetzt. Rückprogrammierung und
Redifferenzierung sind ohne die Übertragung in
eine entkernte Oozyte möglich.

− Das Genom der Nutztiere ist vollständig und im
Detail sequenziert.

− Transgene Tiere mit kontrollierter Transgen-
Expression können mit ausreichender Effizienz
erstellt werden.
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− Die Milchviehzucht wird wesentlich auf mole-
kularer Ebene durchgeführt werden und wird
sich auf Elemente der Bio- und Gentechnologie
stützen.

− Die Tierzucht wird noch stärker globalisiert sein
und viele Bereiche werden durch Patente ge-
schützt sein.
Mit dem Eintritt ins 21. Jahrhundert ist beim

Rind bereits ein umfangreiches Arsenal praxisreifer
reproduktionsbiotechnologischer Verfahren vor-
handen (Tabelle 1), während bei den anderen land-

wirtschaftlichen Nutztieren teilweise noch erhebli-
cher Entwicklungsbedarf besteht. In Kombination
mit den sich rasant weiter entwickelnden moleku-
largenetischen Erkenntnissen und dem Methoden-
spektrum steht somit in allernächster Zukunft ein
wichtiges Instrumentarium zur Bewältigung zu-
künftiger Herausforderungen in Tierzucht und
Tierproduktion zur Verfügung. Nur die Tierzucht
wird wettbewerbsfähig sein, die rechtzeitig neue
Technologien aufgenommen hat.

Tabelle 1
Aktueller Entwicklungsstand der Reproduktionsbiotechnologie bei Nutztieren

Biotechnologisches Verfahren Schwein Rind Schaf/Ziege

Künstliche Besamung (KB) ++ (+) +++ ++

Embryotransfer (ET) ++ +++ ++

Embryo-Kryokonservierung + +++ +++

Sexing + ++ +

In-vitro-Produktion + ++ (+) +

Embryonenteilung ++ +++ ++ (+)

Kerntransfer + ++ + (+)

Transgene Tiere (Mikroinjektion) ++ ++ ++

+ =  Exp. Stadium, erste Nachkommen
++ =  Praxisanwendung möglich
+++ =  Praxisanwendung verbreitet
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