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Hintergrund

Als ich im Oktober 1956 mit meiner
Promotion begann, schlug mir mein Betreuer
Michail Fischberg, Lecturer am Institut fiir
Zoologie in Oxford, als Thema vor, Zellker-
ne somatischer Zellen des stidafrikanischen
Krallenfroschs Xenopus laevis zu transplan-
tieren. Es gab gute Griinde, dies tun zu
wollen (siche unten). Die sehr wichtige
Frage, die alle damals beschiftigte, war, ob
alle Zelltypen des Korpers den gleichen Satz
von Genen besitzen. Diese Frage hatten
Embryologen seit 1886 gestellt (Rauber);!!

adulter Frosch

somatischer mit transplantiertem
Kern Zellkern
somatische in der Eizelle
somatisches Zellen
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e

Abbildung 1. Aufbau eines Kerniibertragungsexperiments eines somatischen Zellkerns in
unbefruchtete Eier, wie es erst von Briggs und King® fiir Rana pipiens entworfen und dann
anschliefend auch in Xenopus durchgefiihrt wurde. In Rana fand die Entkernung von

Entkernung der Eizelle
durch UV-Bestrahlung
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Spemann® hatte mit einem Ligaturexperi-
ment an einem achtzelligen Froschembryo
gezeigt, dass die Kerne in ihren Entwick-
lungsmoglichkeiten totipotent sind. Es war klar, dass ein
entscheidendes Experiment darin bestehen musste, den
Zellkern einer Zygote durch den Zellkern einer somatischen
Zelle zu ersetzen. Die zentrale Frage war, ob dieser somati-
sche Zellkern den Zellkern der Zygote funktionell ersetzen
konnte, indem er eine normale Entwicklung der ,,entkernten®
Eizelle hervorrufen wiirde (Abbildung 1). Briggs und King?!
hatten bereits erfolgreich einen Blastula-Zellkern in ein ent-
kerntes Ei iibertragen und normale Kaulquappen des Fro-
sches Rana pipiens erhalten. Sie hatten aber auch gefunden,
dass der Kern einer Endodermzelle aus dem Neurula-Stadi-
um eines Embryo keine normale Entwicklung mehr steuern
konnte (Abbildung 2)."! Sie zogen daraus die naheliegende
Schlussfolgerung, dass im Zuge der Entwicklung vom Blas-
tula- zum Neurula-Stadium (etwa 24 h) einige Gene, die fiir
die normale Entwicklung notwendig sind, entweder verloren
gegangen waren oder irreversibel reprimiert wurden.
Insoweit war die Arbeit an meinem Thema schon getan,
und die Antwort auf die zentrale Frage war bereits gegeben.
Warum sollte ich versuchen, die Studie an einer verwandten
Spezies zu reproduzieren? Zwei Resultate schienen moglich:
Entweder ich erhielt ein von Briggs und King abweichendes
Ergebnis; damit wére die Ausgangsfrage wieder offen und
Gegenstand fruchtbarer Untersuchungen. Oder ich wiirde
dasselbe Ergebnis wie Briggs und King erhalten; dann wiirde
sich die wichtige Frage nach dem Mechanismus stellen, durch
den ein somatischer Zellkern, dem ein spezifischer Entwick-
lungsweg (in diesem Fall im Endoderm) vorgezeichnet ist,
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Hand mit einer Nadel statt, in Xenopus durch UV-Bestrahlung.
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Abbildung 2. Uberlebensrate von kerntransplantierten Embryonen in
Rana pipiens und Xenopus laevis. Sogar weiterentwickelte Donorzellen
aus dem Xenopus-Endoderm haben Kerne, die manchmal nach Kern-
transfer zu normalen Individuen heranwachsen kénnen (nach Briggs
und King®! [Rana] und Gurdon!® [Xenopus]).
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durch Einwirkung des Eizell-Cytoplasmas reprogrammiert
werden konnte.

Vorldufige Untersuchungen ergaben, dass es ernsthafte
technische Schwierigkeiten zu iiberwinden galt, um einen
Transfer somatischer Zellkerne in Xenopus in der Weise
durchzufithren, wie es Briggs und King erfolgreich in Rana
pipiens getan hatten. Zum einen ist das Xenopus-Ei, anders
als das von Rana, von einer dichten und sehr elastischen
Gallerte umgeben, die sogar fiir die feinsten Mikropipetten
vollig undurchlissig ist (Abbbildung 3). Zum zweiten macht

Abbildung 3. Das unbefruchtete Xenopus-Ei ist von einer dichten elasti-
schen Gallerte umgeben, sodass man nicht mit einer Mikropipette ins
Zytoplasma stechen kann, wenn die Gallerte nicht entfernt oder mit
UV-Licht denaturiert wurde. A) Seitenansicht; B) animalischer Zellpol;
die weifle Fliche in der Mitte des schwarzen Flecks ist die Stelle, an
der sich die Chromosomen des Eies befinden. C) Wenn die Gallerte
nicht entfernt wird, driickt eine Mikropipette die Schicht zusammen;
manchmal durchdringt die Pipette — noch immer von der Gallerte um-
geben — das Ei ohne in das Zytoplasma einzudringen (D).

es diese Gallerte sehr schwer oder gar unmoglich, Metaphase-
Chromosomen durch Absaugen mit einer Nadel aus dem Ei
zu entnehmen, eine Methode, die bei Rana verwendet wurde.
Auf der anderen Seite gab es sehr gute Griinde, diese Technik
auch bei Xenopus zum Erfolg zu bringen. Wie Xenopus laevis
zum Versuchstier der Entwicklungsbiologie avancierte, ist
eine amiisante und lehrreiche Geschichte."! Xenopus-Weib-
chen reagieren auf die Injektion kommerziell erhéltlicher
weiblicher Hormone (des follikelstimulierenden Hormons
und des luteinisierenden Hormons), indem sie am néchsten
Tag, ganz gleich welcher Jahreszeit, Eier legen. Im Gegensatz
dazu laichen die européischen und nordamerikanischen Fro-
sche der Gattung Rana nur im Friihjahr, es sei denn, man
injiziert einen Extrakt aus Frosch-Hypophysen. Man benétigt
dazu die Hypophysen von fiinf getoteten Froschen, um eine
Ovulation auszuldsen. In der Vergangenheit hatten die eu-
ropdischen Embryologen in jedem Jahr nur ein oder zwei
Monate lebende Froscheier zur Verfiigung und mussten sich
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den Rest des Jahres mit Histologie oder anderen Dingen
beschiftigen. Mit Xenopus konnten Versuche an lebenden
Embryonen im Prinzip wéhrend des ganzen Jahres durchge-
fithrt werden. Aulerdem ist Xenopus ein Wasserfrosch und
lasst sich im Labor einfach in Aquarien halten, wéhrend fiir
Rana ein Terrarium saubergehalten werden muss. Und
schlieBlich konnen Xenopus-Arten in weniger als einem Jahr
vom befruchteten Ei zum geschlechtsreifen Tier herangezo-
gen werden (Rana bendtigt dafiir drei bis vier Jahre), was die
Zucht und Verwendung von genetischen Mutanten erleich-
tert. Ein weiterer Vorteil von Xenopus laevis ist, dass die Art
in stark infizierten Giilleteichen lebt und eine auflerge-
wohnliche Resistenz gegen Infektionen und Erkrankungen
aufgebaut hat. Michail Fischberg entschied daher, dass es den
Versuch wert sei, mich zumindest fiir eine Weile am Transfer
somatischer Zellkerne in Xenopus arbeiten zu lassen.

In diesem Aufsatz mochte ich die frithe Geschichte des
Kerntransfers in Xenopus erzidhlen, ein Thema, fiir das der
Medizin-Nobelpreis 2012 vergeben wurde.’l Die weiteren
Arbeiten, die im Anschluss daran bis heute in Xenopus
durchgefiihrt wurden, werden nur kurz zusammengefasst; sie
konnen an anderer Stelle nachgelesen werden.[ 1!

Die Methode der Zellkerniibertragung in Xenopus

Es besteht kein Zweifel, dass ich eine ganze Menge Gliick
hatte. Aber in dem Satz, dass ,,das Gliick mit den Tiichtigen
ist“, steckt wohl auch etwas Wahrheit. Mein Betreuer hatte
gerade ein Mikroskop mit UV-Beleuchtung angeschafft. Es
gab Hinweise, dass ultraviolettes Licht die DNA in den
Chromosomen der Eizelle zerstoren wiirde, die gliicklicher-
weise direkt unter der Oberfliche am animalischen Pol des
Amphibieneies liegen. Richtete man die UV-Quelle auf den
animalischen Pol unbefruchteter Eier, zerstorte man damit
die Chromosomen des Eies, was sich dadurch nachweisen
lieB, dass eine Befruchtung solcher bestrahlter Eier mit
Sperma zur Bildung haploider Embryonen fiihrte. Ligen die
Chromosomen nicht an der Oberfliche des groBen Amphi-
bieneies, hitte das UV-Licht mit seiner sehr geringen Ein-
dringtiefe sie nicht erreicht.”! Vielleicht noch gliicklicher war
unser Befund, dass diese spezielle UV-Lampe, die nur fiir die
Mikroskopie bestimmt war, sukzessive die elastische Gallerte
um die Eizelle herum denaturierte (aufloste). Nach UV-Be-
lichtung konnten die unbefruchteten Eier leicht mit der Mi-
kropipette durchstoBen werden. Da die Verdnderung der
Gallerte dosisabhéngig ablduft, kann man einerseits die
Entkernung des Eies moglich machen, andererseits aber
soviel Gallerte zuriicklassen, dass die Versiegelung der Ein-
stichoffnung, die von der Mikropipette zuriickbleibt, unter-
stiitzt wird. Damals war noch nicht bekannt, dass die Gallerte
mit einer alkalischen Cysteinhydrochloridlosung entfernt
werden kann, aber das Gliick oder die Erfahrung meines
Betreuers oder beides haben mich an diesem Punkt nicht
verlassen. Entscheidend fiir die Aussagekraft dieser frithen
Versuche war der Beweis, dass die Chromosomen der Eizelle
tatséchlich zerstort waren und nicht zur Entwicklung der
kerntransplantierten Embryonen beitrugen. Eine andere
Doktorandin unserer Gruppe, Sheila Smith, untersuchte die
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Morphologie sich entwickelnder haploider Xenopus-Indivi-
duen. Als MaB fiir die Haploidie sollte das Vorhandensein
eines Nucleolus pro Zellkern dienen. Sie erhielt ein uner-
klarliches Ergebnis: Embryonen mit nur einem Nucleolus pro
Kern waren diploid und entwickelten sich vollig normal,
wihrend die Haploiden (die nur einem Nucleolus pro Kern
oder Chromosomensatz haben) als missgebildete Kaulquap-
pen sehr frith starben. Die meisten Betreuer hitten ihrem
Studenten empfohlen, das Experiment in der folgenden
Woche mit ganz anderem Material zu wiederholen, um zu
sehen, ob sich das Ergebnis reproduzieren lieBe. Michail
Fischberg (Abbildung 4) hatte aber die Weitsicht oder die
Intuition, nachzufragen, von welchem Frosch die Eier

Abbildung 4. Michail Fischberg, geboren in St. Petersburg, aufgewach-
sen in der Schweiz, promoviert bei E. Hadorn. Sein wissenschaftlicher
Stammbaum reicht zuriick von Hadorn iiber Baltzer zu Boveri. Michail
Fischberg war mein Doktorvater in Oxford, England, von wo aus er
dann nach Genf wechselte.

stammten, aus denen sich normale Embryonen mit nur einem
Nucleolus entwickelten. Erstaunlicherweise waren die Er-
gebnisse mit diesen Eiern reproduzierbar. Michail Fischberg
schloss daraus, dass es eine Mutation in einem Chromoso-
mensatz geben miisse, die die Bildung des Nucleolus verhin-
dert.'l In einer spiteren Arbeit wurde gezeigt, dass dieser
Xenopus-Stamm tatsédchlich alle ribosomalen Gene in einem
Nucleolus-Organisator verloren hatte, und dass daher Hete-
rozygote beziiglich dieser Mutation nie mehr als einen Nuc-
leolus pro diploidem Chromosomensatz tragen.?! Diese
Mutation stellte einen auBergewohnlich wertvollen nukleédren
Marker fir Kerniibertragungsexperimente dar (Abbil-
dung 5). Einige Jahre spiter wurde ein Albino-Stamm von
Xenopus laevis gefunden, der einen visuell auffilligeren
Marker lieferte (Abbildung 6).
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Abbildung 5. Der Nucleolus als genetischer Marker fiir Xenopus
laevis.""! Heterozygote des Stammes mit nur einem Nucleolus tragen
diesen einen Nucleolus pro diploidem Kern (links) im Vergleich zum
Wildtyp, der meist zwei Nucleoli pro Kern besitzt (rechts). Der Stamm
mit einem Nucleolus tragt eine Deletion ribosomaler Gene in einem
Chromosom.'? Die Entwicklung zu fruchtbaren adulten Tieren verlduft
in heterozygoten und Wildtyp-Stimmen ganz normal.

Abbildung 6. Ein Klon minnlicher Albino-Frésche, der durch Trans-
plantation von Kernen aus einem Albinoembryo in entkernte Eizellen
eines Wildtyp-Weibchens entstanden ist. Die Albino-Frésche sind gene-
tisch identisch und nehmen Hauttransplantate voneinander an.

Mit den Moglichkeiten, die die UV-Bestrahlung in Kom-
bination mit einem genetischen Marker erdffnete, konnten
wir innerhalb kurzer Zeit zeigen, dass die Ubertragung von
somatischen Zellkernen in Xenopus gut funktionierte. Bereits
nach einem Jahr hatte ich nachgewiesen, dass der Zellkern
einer Endodermzelle aus einer entwickelten Kaulquappe eine
normale Entwicklung bis zu einem Kaulquappenstadium mit
transplantiertem Zellkern steuern konnte. Das entsprach
nicht den Ergebnissen von Briggs und King (Abbildung 2).

Normale Entwicklung aus den Kernen differenzier-
ter Darmepithelzellen

Wihrend des nichsten Jahres, inzwischen 1958, fand ich
heraus, dass es technisch moglich war, einzelne Zellkerne aus
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dem Darmepithel fressender Kaulquappen zu transplantie-
ren. Ich fand es am giinstigsten, die Donorzellen méglichst
wenig zu verformen,™ sodass wenigstens einige den Kern in
einer aufgebrochenen Zellwand hatten, obwohl andere Do-
norkerne auch in ganze, unpermeabilisierte Zellen trans-
plantiert worden sein konnten. Diese waren jedoch nicht in
der Lage, auf das Cytoplasma des Eies zu reagieren oder eine
Zellteilung einzuleiten. Es schien wichtig zu sein, den Kern
der zerstorten Zelle nicht dem einfachen Salinemedium aus-
zusetzen, das fiir den Kerntransfer verwendet wurde. Spéter
stellte sich heraus, dass es viel einfacher ist, kleine Donor-
zellen mit Streptolysin O zu behandeln anstatt sie in einer
engen Pipette aufzureiBen.['¥

Der Erfolg dieser Kerniibertragungen aus Darmepithel
schwankte von einem Experiment zum anderen. Auflerdem
entwickelten sich die Eier mancher Weibchen signifikant
besser als die von anderen. Die Qualitét der Eier war also ein
bedeutsamer Faktor. Dennoch lie sich zeigen, dass sich
ausgehend von Kernen aus ausdifferenzierten Darmepithel-
zellen mit Biirstensaum einige der kerntransplantierten Em-
bryonen ganz normal bis zum Stadium fressender Kaul-
quappen entwickelten und dann zur Metamorphose hin
fortschritten. Auflerdem besaBlen diese Kaulquappen nur
einen Nucleolus pro diploidem Kern. Dies belegte, dass der
transplantierte Kern, der eine normale Enwicklung steuerte,
tatsidchlich von der Darmepithelzelle abstammte. Obwohl
sich nur etwa 1.5% der mit Darmepithelkernen transplan-
tierten Zellen zu normalen fressenden Kaulquappen entwi-
ckelten,[” erhielten wir viele solcher Individuen und alle
trugen den Kernmarker.

Mein Betreuer und sein Assistent versorgten meine
kerntransplantierten Kaulquappen, die inzwischen die Me-
tamorphose zu jungen Froschen durchlaufen hatten, wihrend
ich als Postdoc auf einem anderen Gebiet arbeitete. Bei
meiner Riickkehr waren aus den Kaulquappen mainnliche
und weibliche Frosche geworden, und wir testeten ihre
Fruchtbarkeit und Fahigkeit, normale Embryonen zu erzeu-
gen. Dies miindete 1966 in unsere Veroffentlichung mit dem
Titel ,,'Fertile’ intestine nuclei“,” in der die gegenteilige
Schlussfolgerung wie in der Arbeit von Briggs und King mit
Rana pipiens gezogen wurde. Natiirlich gab es Kritik, dass ein
Doktorand, der beinahe alleine arbeitete, nicht in der Lage
sein sollte, die Ergebnisse der gut etablierten und anerkann-
ten Forscher Briggs und King zu reproduzieren. Der Verweis
auf den genetischen Marker des einfachen Nucleolus war
jedoch ein iiberzeugendes Argument, dass die Xenopus-Er-
gebnisse echt waren. Im Laufe der Zeit wurde in Fachkreisen
akzeptiert, dass Zellen eine vollstdndige Differenzierung von
Genen ginzlich unverwandter Zellentwicklungslinien und
tatsichlich aller Zelltypen durchlaufen konnen — bis hin zu
Darmepithelzellen fressender Kaulquappen, ohne dass Gene
verlorengehen oder stabil inaktiviert werden.

Nach diesen frithen Versuchen wurde die zentrale
Schlussfolgerung, dass wihrend der Zelldifferenzierung das
Genom konserviert bleibt und dass reprimierte, stumme
Gene reaktiviert werden konnen, bestétigt. Zusammen mit
verschiedenen Kollegen, vor allem mit R. A. Laskey, konnten
wir normale Kaulquappen aus adulten Schwimmh&uten und
aus einer Reihe adulter Organe wie Herz, Lunge etc. ziichten,
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nachdem wir zuvor die Zellen aus diesen Geweben in Zell-
kultur iiberfiihrt hatten."! Wir konnten zwar normale ge-
schlechtsreife ménnliche und weibliche adulte Tiere aus
Kernen des Darmepithels von fressenden Kaulquappen er-
zeugen, ebenso wie wir fressende Kaulquappen aus Kernen
adulter Zellen erhielten. Niemals jedoch gelangten wir bis zu
geschlechtsreifen adulten Tieren, wenn wir vom Zellkern
einer anderen adulten Zelle ausgingen. Wir glauben, dass die
intensive und schnelle Zellteilung und DNA-Replikation, die
dem transplantierten Amphibienkern durch die aktivierte
Eizelle aufgezwungen wird, mit einer hohen Wahrschein-
lichkeit von Replikationsdefekten einhergeht, wie man dies
auch bei Rana pipiens!" sieht; dadurch wird die Chance, eine
normale Entwicklung ausgehend vom Zellkern einer adulten
Zelle zu durchlaufen, enorm verringert.

Das epigenetische Geddchtnis

Zusitzlich zu der schnellen DNA-Replikation und Zell-
teilung, die einem transplantierten somatischen Zellkern
aufgezwungen wird, gibt es auch noch andere Erklarungen fiir
die stetig abnehmende Erfolgsrate von Kerniibertragungen
von differenzierenden und differenzierten Zellen. Eine of-
fensichtliche Moglichkeit ist, dass es einen Widerstand gegen
die Reaktivierung der Gene gibt, die fiir die frithe Entwick-
lung benstigt werden, die aber wihrend der Zelldifferenzie-
rung stummgeschaltet oder reprimiert wurden. Diese Mog-
lichkeit wird im Abschnitt tiber ,,Resistenz* diskutiert.

FEine andere interessante Moglichkeit ist, dass es ein Ge-
déchtnis fiir den Zustand aktiver Gene gibt. Vielleicht lassen
sich die Gene, die in spezialisierten Zellen stark exprimiert
werden, nach dem Kerntransfer nicht abschalten und stéren
dann die neuen Anweisungen fiir die Auswahl von Entwick-
lungsrichtungen in kerntransplantierten Embryonen. Mit
Verfahren, die zur Zeit der ersten Kerntransfers in Amphi-
bien noch nicht verfiigbar waren, ist es inzwischen moglich,
diese Idee zu testen. Zellkerne wurden von Muskeln oder
anderen abstammungsspezifischen Vorlduferzellen trans-
plantiert, um Embryonen zu gewinnen. Obwohl sich viele der
kerntransplantierten Embryonen anormal entwickelten, war
es moglich, genug Material von unvollstindig gespaltenen
Embryonen zu erhalten, um genspezifische Transkriptions-
assays durchzufiihren. Das erstaunliche Ergebnis war, dass
ein betrédchtliches Gedidchtnis beziiglich des Aktivitéts-
zustandes der Gene in diesen kerntransplantierten Embryo-
nen viele transkriptionsinaktive Zellzyklen, wie sie fiir frithe
amphibische Embryonen charakteristisch sind, tiberdauert.
Die Neuroectoderm- und Endoderm-Abstammungslinien
kerntransplantierter Embryonen mit Zellkernen aus Mus-
kelvorlauferzellen exprimierten oft auch weiterhin muskel-
spezifische Gene in groBem Umfang."®! Das Gedichtnis war
unvollstandig insofern, als etwa die Halfte der kerntrans-
plantierten Embryonen aus Muskelvorlduferzellen eine um-
fangreiche, manchmal sehr starke Uberexpression von Mus-
kelgenen in andersartigen Geweben zeigte, wihrend die
andere Hilfte dies nicht tat (Abbildung 7). Gene, die cha-
rakteristisch fiir eine bestimmte Abstammungslinie waren,
wurden wéhrend der ersten Zellteilungen des kerntrans-
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Von Muskelzellkernen abgeleitete Embryonen
erinnern sich an ihren Ursprung in
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Abbildung 7. Epigenetisches Gedichtnis in kerntransplantierten Em-
bryonen. Embryonen, die mit Kernen aus Muskelgewebe transplantiert
wurden, wurden bis zum Blastulastadium herangezogen; dann wurde
das Mesoderm (Abstammungslinie der Muskeln) entfernt. Die verblei-
benden Regionen (Neurectoderm fiir Nerven- und Hautzellen und En-
doderm fiir Darmzellen) exprimieren den Muskelgen-Marker MyoD in
etwa der Hilfte aller solcher Embryonen in groRer Menge.["

plantierten Embryos reprimiert, wurden dann aber im ge-
samten Embryo nach dem Stadium der Transkriptionsakti-
vierung im spiten Blastulastadium reexprimiert. Dieses Er-
gebnis wurde auch bei anderen, nicht-muskuldren Abstam-
mungslinien gefunden."®! Es zeigte sich auch, dass dieses
,,Gedichtnis“ eines aktiven Genzustands mit dem Histon
H3.3 assoziert war, das ein héufiges Protein in Eiern und
friithen Embryonen ist. Die Erklarung fiir dieses Phdnomen
war, dass die sehr hohe Konzentration von Histon H3.3, die
normalerweise in Oocyten und Eiern vorkommt,? die
Transkription jedes Gens verstdrkt, das zur Zeit der Kern-
transplantation in einem aktiven Zustand ist.'*! Histon H3.3
ist bekanntermaf3en mit aktiver Transkription assoziiert. Das
Gedéchtnis eines aktiven Genzustands wurde anschlieend in
Versuchen mit iPS beschrieben.! Die Beobachtung, dass
etwa 50% der kerntransplantierten Embryonen diesen Ge-
déchtniseffekt zeigen, der sich bei den anderen 50 % nicht
einstellt, ist ein Beispiel fiir die Existenz eines Konflikts
zwischen denjenigen Bestandteilen des Eies, die die fiir ein Ei
und einen Embryo charakteristische Genexpression wieder-
herstellen wollen, und dem Widerstand des Kern determi-
nierter oder differenzierter Zellen gegen jede Veridnderung,
um so den Weg der Differenzierung, auf den sich eine Em-
bryozelle begeben hat, zu stabilisieren.

Kerniibertragungen in Sdugetieren

Es dauerte dann fast 40 Jahre, bis diese frithen Ergebnisse
aus Xenopus in Sdugern reproduziert werden konnten, und
zwar im Schaf.”>?! Ein sehr wichtiger Umstand dieser ersten
Kerntransplantation im Schaf war die Verwendung unbe-
fruchteter Eier, wie sie auch in Amphibien benutzt wurden.
Bei fritheren Arbeiten mit Mausen® wurden befruchtete
Eizellen verwendet. Dies ist zwar moglich,” doch ist die
Synchronisation zwischen Kern und Ei schwerer zu erreichen
als mit unbefruchteten Eiern. Ein sehr elegantes und wichti-
ges Experiment, das das allgemeine Prinzip bestitigte, nach
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dem die Zelldifferenzierung unter Erhaltung eines vollstidn-
digen Gensatzes fortschreitet, wurde mit Kernen mit einem
reorganisierten Genom durchgefiihrt, nimlich mit reifen B-
oder T-Zellen aus Miusen als Spender.”® Im Lauf der Zeit
gelang die Ubertragung von somatischen Kernen auch in die
Eier von Miusen und anderen Siugern.”” In jeder Art gibt es
anscheinend gewisse technische Randbedingungen, die her-
ausgefunden und beriicksichtigt werden miissen. Bei Sdugern
sind die frithen Zellteilungen nach der Befruchtung im Ver-
gleich zu Amphibien extrem langsam (20 h von der Be-
fruchtung bis zum Zwei-Zellen-Stadium in der Maus). Es ist
daher unwahrscheinlich, dass die Chromosomenschiden, die
bei den Amphibien beobachtet wurden (siehe oben), in
Sédugern vorkommen. Dennoch nimmt die Erfolgsrate bei der
Entwicklung kerntransplantierter Embryonen in Mausen und
Froschen in gleicher Weise ab (Abbildung 8). Es muss daher
andere Griinde fiir diesen Widerstand der Eizellen gegen die
Reprogrammierung geben.

40
L Maus
30
Kern-
transfers 20 - Xenopus
(%)
10
| | | | |
Blastula Differenzierung .
Blastozyste adult

Status der Spenderkerne

Abbildung 8. Uberlebensrate kerntransplantierter Embryonen aus dem
Darmgewebe von Xenopus-Larven® und der Maus.?’!

Diese kurze Geschichte der Kerntransplantation aus so-
matischen Zellen wird den zahlreichen wichtigen Beitrédgen,
die nach den frithen Xenopus-Arbeiten geleistet wurden,
nicht gerecht. Diese Arbeiten sind bei Gurdon® zusam-
mengefasst. Nachfolgende Ubersichtsartikel, die auch die
frithen Arbeiten beriicksichtigen, wurden von McKinnell,?”)
DiBerardino und Hoffner™ sowie GurdonP! versffentlicht.

Mechanismen der Kernreprogrammierung durch
Eier

Die zweite Frage, die sich fiir eine Dissertation zum
Thema Kerniibertragung in Xenopus stellt, ist die nach Me-
chanismen der Reprogrammierung. Die Frage hat zwei Teile:
Wie kehrt das Ei den Differenzierungszustand eines somati-
schen Zellkerns um, sodass dieser sich — wenn die Entwick-
lung normal verlduft — wie der Kern einer Zygote verhéalt?
Und wie kommt es zum zunehmenden Widerstand der so-
matischen Kerne gegen die Reprogrammierungsbedingungen
im Ei?
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Um diese Fragen anzugehen, war es nétig, sich auf die
Transkription einzelner Arten von Genen zu konzentrieren.
Damals in den 1960er Jahren waren die Gene noch nicht
kloniert und es war nur moglich, mit Genen zu arbeiten, die in
vielfacher Kopienzahl pro Genom vorlagen, wie die 28S-, 18S-
und 5S-ribosomalen Gene. Versuche mit ribosomalen Genen,
Transfer-RNA-Genen und der grolen Gruppe der Gene,
deren Basenzusammensetzung statistisch der des Gesamtge-
noms entsprach, ergaben, dass die transplantierten somati-
schen Kerne im Blastula- und Gastrulastadium des Embryos
zu einem embryonalen Transkriptionsmuster zuriickgekehrt
waren.”” Dies trug aber nicht zum Verstindnis des Mecha-
nismus bei, nach dem diese Verjiingung abladuft. Es dauerte
einige Jahrzehnte, bevor einzelne Gene, die in der frithen
Entwicklungsphase von Xenopus exprimiert werden, kloniert
waren und die notwendigen Sonden und Verfahren entwickelt
worden waren, um die Expression dieser Gene in kerntrans-
plantierten Embryonen verfolgen zu konnen.

Damals erschien es hilfreich, die Mechanismen der frithen
Embryonalentwicklung zu untersuchen, wenn die kerntrans-
plantierten Embryonen, insbesondere von fortgeschrittenen
Spenderstadien, sich oft sehr anormal entwickeln. Ich fragte
mich, ob die Kerntransferverfahren dazu geeignet wiren,
gereinigte Makromolekiile in ein Ei und damit in embryonale
Zellen einzubringen. Dank meiner wissenschaftlichen
Freundschaft mit Jean Brachet aus Belgien, der wesentliche
Beitrige zur Entwicklungsbiologie geleistet hat,®! erhielt ich
eine kleine Probe gereinigter Globin-mRNA aus dem Labor
von Dr. Chantrenne. Er war einer der ersten, die iiberhaupt
mRNA aus Sdugern gereinigt hatten. Sogar wenige Mikro-
gramm davon waren wertvoller als Gold, und alles, was damit
in Beriihrung kam, musste vorher aus Angst vor RNAse mit
Chromséure gereinigt werden. Ein Hohepunkt meiner Kar-
riere war die damals gemachte Entdeckung, dass gereinigte
mRNA ungewohnlich effizient zu einem Protein translatiert,
wenn man sie direkt in ein Ei oder eine embryonale Zelle
injiziert.”¥ Dieser Befund war vor allem deshalb so uner-
wartet, weil es in Eizellen eine sehr hohe Ribonuclease-Ak-
tivitdt gibt. Ein Projektantrag fiir ein solches Experiment
wire daher sicherlich nicht bewilligt worden. Gliicklicher-
weise hatte ich gentigend andere Projektmittel, um diese
Arbeit ohne spezifische Forderung durchfiihren zu konnen.
Es war sogar moglich, Kaninchenglobin-mRNA in das be-
fruchtete Xenopus-Ei zu injizieren, es bis zum Kaulquap-
penstadium heranwachsen zu lassen und dann nachzuweisen,
dass beispielsweise das Muskelgewebe noch immer hohe
Konzentrationen von Globin bildet, was fiir diesen Zelltyp
vollig unpassend war, ohne aber die normale Entwicklung zu
beeintrichtigen.” Die Injektion von mRNA und anderen
Makromolekiilen in eine Eizelle ist inzwischen eine gingige
Methode in der Entwicklungsbiologie. Es erstaunt mich noch
immer, wie gut sie funktioniert. Wir wissen nun, dass die In-
jektion in ein Ei mit einer Mikropipette harmlos genug ist, um
die Freisetzung von Ribonuclease aus dem Ei-Zytoplasma zu
vermeiden. Moglicherweise ist die Penetration einer Eizelle
mit einer Mikropipette genauso harmlos wie die Penetration
des Eies durch ein Spermium nach der Befruchtung. Inzwi-
schen ist die Injektion von mRNA fiir Uber- und Unter-
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expressionsexperimente eine verbreitete Methode in der
Entwicklungsbiologie.

Ein zentraler Mechanismus in der frithen Entwicklung ist
die konzentrationsabhidngige Antwort von Zellen auf Si-
gnalmolekiile, auch bekannt als Interpretation von Morpho-
gengradienten. Bereits ein Konzentrationsunterschied der
Liganden von einem Faktor 2 geniigt, damit kompetente
Embryonalzellen entscheiden konnen, welcher Entwick-
lungslinie sie folgen sollen.”*>"! Wir wissen jetzt, dass kleine
quantitative Abweichungen der Signalstirken die Entwick-
lung kerntransplantierter Embryonen negativ beeinflussen
konnen; dies wurde mittels Kerntransplantationen zwischen
verschiedenen Spezies gezeigt.®® Ein weiterer interessanter
Aspekt der konzentrationsabhéngigen Signalgebung ldsst sich
an dem so genannten Community-Effekt zeigen.’’l Dieses
Konzept wurde im Rahmen von Einzelzell-Verpflanzungen
entwickelt; demnach kann eine Gruppe gleichartiger Zellen
gemeinsam eine hinreichend hohe Konzentration eines Si-
gnalmolekiils zum Uberschreiten eines Schwellenwerts
bilden, der von einer einzelnen Zelle niemals erreicht werden
konnte. Dieser Effekt scheint bei der normalen Entwicklung
vielzelliger Gewebe eine wichtige Rolle zu spielen. Es stellte
sich spidter heraus, dass das Prinzip des Community-Effekts
bereits als Quorum-Sensing bei der Lichtemission von Bak-
terien in Raubfischen und an anderen Beispielen vorge-
schlagen worden war.[*")

Um mit der Analyse der Reprogrammierung der Zell-
kerne durch das Ei-Zytoplasma voranzukommen, war es of-
fensichtlich wiinschenswert, diesen Effekt mit Ei-Extrakten
auszulosen. So konnte man durch Fraktionierung und selek-
tive Abreicherungen entsprechende Einzelkomponenten
identifizieren. Somatische Kerne, die in Eier transferiert
werden, induzieren beinahe sofort die DNA-Replikation."!
Ei-Extrakte sind auBergewohnlich wirksam, um die DNA-
Replikation in isolierten Kernen zu induzieren,*>*! doch die
Herstellung solcher Extrakte, die dann noch ein sinnvolles
Fortschreiten der Transkription auslosen, ist auBergewohnlich
schwierig. Die Probleme bei der Herstellung funktioneller
Zellextrakte kontrastieren aufféllig zu dem schon lange eta-
blierten Verfahren, mRNA, Gene oder dhnliche Spezies in
lebende Zellen zu injizieren. Diese Injektion von Kompo-
nenten in Eier und frithe Embryonalzellen kann man als
,lebende biochemische Reagenzglaschen* ansehen.*!

Die Analyse der Kernreprogrammierung durch
Oocyten

Bereits bei den ersten Kerntransplantationen in Amphi-
bien wurde deutlich, dass die Replikation von DNA und
Chromosomen in den iibertragenen somatischen Kernen sehr
oft fehlerhaft verlauft.'”! Sind die Amphibieneier erst einmal
durch Spermien oder eine Injektionspipette penetriert und
aktiviert, durchlaufen sie unmittelbar eine Phase von etwa
zehn oder mehr schnellen Teilungszyklen. Es ist sehr
schwierig fiir einen somatischen Zellkern, der sich norma-
lerweise einmal in zwei Tagen teilt, sofort auf einen Tei-
lungszyklus von 30 min umzuschalten. Die Folge ist, dass die
DNA des transplantierten Zellkerns oder seiner Tochterzel-
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len oft wahrend der Zellteilung auseinandergerissen wird,
bevor die Replikation abgeschlossen ist. Dadurch kommt es
zu grofleren Chromosomenverlusten und anderen Defekten,
insbesondere wenn der Kern aus einer sich langsam teilenden
somatischen Zelle stammt. An dieser Stelle war klar, dass wir
einen Weg finden mussten, um die Reprogrammierung so-
matischer Zellkerne ohne den Nachteil und den schadigenden
Effekt der erzwungenen schnellen DNA-Replikation und
Zellteilung zu analysieren. Daher wurden Amphibienoocyten
als Rezipienten fiir somatische Zellkerne eingefiihrt.

Bei Amphibien-Oocyten dauert die Wachstumsphase von
der frithen Keimzelle zum ausgewachsenen Vorldufer eines
Eies mit Lampenbiirstenchromosomen mehrere Monate.[*’]
Solche Zellen befinden sich in der Vorphase der ersten
Meiose (Abbildung 9). Diese Vorlduferzellen von der Grofe

Transkription

———————— 100 Tage

Keimzelle .

‘ ‘
von der Keim- zur Eizelle ~ Eizelle
Chromatin-Dekondensation @

Ei

intensive Gentranskription
Blastula

DNA-Demethylierung
Selektion der Abstammungslinie

F

Abbildung 9. Die Xenopus-Oocyte wichst im Eierstock aus einer Keim-
zelle iiber viele Monate heran, wihrend sie sich in der ersten meioti-
schen Vorphase befindet. Wenn sie vollstindig herangewachsen ist,
kann sie auf Hormone wie Progesteron reagieren, die erste Meiose
vervollstandigen und in der zweiten meiotischen Metaphase verharren.
Nach der Befruchtung entwickelt sie sich innerhalb von 8 Stunden zur
Blastula weiter, und die Entwicklungslinien der somatischen Zellen
treten erstmals in Erscheinung.

einer normalen FEizelle werden normalerweise durch einen
bestimmten Hormonspiegel induziert, die erste Meiose ab-
zuschlieBen und sich bis zur Metaphase der zweiten Meiose
weiterzuentwickeln. Danach konnen sie auf den Befruch-
tungsvorgang reagieren. Noch wihrend meiner Dissertation
entwickelte ich ein Verfahren, um mithilfe der Xenopus-
Oocyten den Ursprung der replikationsinduzierenden Kapa-
zitdt von Eiern zu analysieren. Sogar Spermienkerne konnen
nach Injektion in Oocyten in Lampenbiirstenchromosomen
umgewandelt werden.*"! Es wurde deutlich, dass somatische
Kerne oder sogar reine DNA effizient und korrekt transkri-
biert wiirden, wenn man sie in das Keimbléschen (= Zellkern)
einer Oocyte injiziert."*1 Es ist wichtig, dass das Keimbls-
chen eines Amphibieneies einen groflen Vorrat an Kompo-
nenten enthaélt, die fiir die Entwicklung essentiell sind und die
wihrend der Vervollstindigung der Meiose im Zytoplasma
der Eizelle verteilt werden (Abbildung 10). Diese Vorrite
sind fiir die normale Embryonalentwicklung erforderlich.
Zum Gliick fiir die Entwicklungsbiologen sind diese Kom-
ponenten, die von den hochaktiven Lampenbiirstenchromo-
somen kodiert werden, in dem spezialisierten Keimbldschen
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Abbildung 10. Eine Xenopus-Oocyte hat ein riesiges Keimblischen
(420 um Durchmesser), das seinen tetraploiden Chromosomensatz
enthalt. Nach Abschluss der Meiose wird der Inhalt des Keimblas-
chens auf das Ei und anschlieRend auf den Embryo verteilt.

akkumuliert, wo sie eine stark konzentrierte Losung von
Verbindungen darstellen, die spiter im Zytoplasma der Ei-
zelle landen. Da DNA-Replikation und Zellteilung in diesen
wachsenden Oocyten nicht stattfinden, hélt das Oocyten-
Keimblédschen ein zugingliches Konzentrat transkriptions-
aktiver Komponenten bereit.

Somatische Zellkerne, Chromatin oder DNA von Am-
phibien oder Siugern kénnen mit etwas Ubung in das un-
sichtbare Keimblidschen einer intakten Oocyte injiziert
werden.”™! Xenopus-Oocyten transkribieren selektiv somati-
sche Kerne von nichtverwandten Spezies.”” Die Transkripti-
on injizierter Kerne oder Gene lduft mit hoher Geschwin-
digkeit ab, mit mehreren hundert Reinitiationen der Tran-
skription eines Gens pro Tag. Zwei- bis dreihundert somati-
sche Zellkerne konnen in das Keimblédschen einer Oocyte
injiziert werden, sodass eine beladene Oocyte etwa die glei-
che Menge von Kernmaterial liefert wie 250 Eizellen, in die je
ein einzelner Zellkern injiziert wurde (Abbildung 11). Da-
durch wird es realistisch, an Oocyten solche molekularen
Verfahren anzuwenden, die ansonsten grofle Mengen an
Material verbrauchen. Injizierte gereinigte DNA wird in
Chromatin umgewandelt.®!! Die Transkription injizierter
Zellkerne oder von Chromatin lduft iiber mehrere Tage
weiter. Die Keimbldschen mit den injizierten somatischen

Abbildung 11. Zahlreiche somatische Zellkerne kénnen in das Keim-
blaschen einer Oocyte injiziert werden. A) Saugerzellkerne aus Zellkul-
tur, kurz nach der Transplantation in das Keimbldschen einer Ooctye
(weife Linie). B) HelLa-Zellkerne zwei Tage nach der Transplantation in
das Keimblischen einer Oocyte.
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Zellkernen lassen sich manuell aus einer Oocyte isolieren und
zur Antikorperbindung, fiir FRAP-Tests etc. an individuellen
transplantierten Kernen einsetzen. Nach Injektion in das
Keimblédschen durchlaufen die somatischen Kerne eine mas-
sive Dekondensation des Chromatins wie Spermien in einer
Eizelle. Nach dem Transfer in die Oocyten werden einige
Gene stark transkribiert, und es hdufen sich groe Mengen an
Transkript an. Zu diesen aktivierten Genen gehoren einige,
die in Embryonen aktiv sind, wie die gut bekannten Pluri-
potenzgene Oct4, Sox2, Nanog und andere. Durch diese Ei-
genschaften sind transplantierte Xenopus-Oocyten in der
ersten meiotischen Vorphase gut geeignet fiir die Analyse
sowohl der Genaktivierung wihrend der Reprogrammierung
als auch der Grundlagen der Resistenz von Kernen diffe-
renzierter somatischer Zellen gegen Reprogrammierung.™*’

Transkriptionsaktivierung

Mehrere erforderliche frithe Schritte sind inzwischen
aufgeklart. Der erste ist die Wanderung eines speziellen
Verbindungshistons, B4 in Amphibien und H1foo in Sdugern
genannt, in die transplantierten Kerne. Dieses Histonprotein
ist sehr reichlich im Keimbldschen amphibischer Oocyten
vorhanden, und ein grof3er Teil davon wird innerhalb von 2—
3 h bei 17°C in das Chromatin der injizierten Kerne einge-
baut. Dieser Schritt ist eine Voraussetzung fiir die anschlie-
Bende Aktivierung der Transkription, wie sich durch Einsatz
von Antikorpern und iiberexprimierten dominant-negativen
Formen dieses Histons zeigen lie3, weil die darauf folgende
Aktivierung der Pluripotenzgene gehemmt wurde.® Wenn
das Histon B4 in die transplantierten Kerne einwandert,
verlieren diese Kerne die somatische Form des Verbin-
dungshistons. Diese Substitution im Chromatin ist wahr-
scheinlich ein wichtiger Teil der verbliffenden Dekondensa-
tion der Chromosomen, die kurz nach der Kerninjektion
stattfindet. Dieses frithe Ereignis verschafft vermutlich den
anderen Oocyten-Komponenten, darunter den Transkripti-
onsfaktoren, Zugang zum injizierten Chromatin. Das Histon
B4 kommt in Oocyten in groBen Mengen vor, nicht aber bei
der normalen Entwicklung nach dem Blastula-Stadium.”
Einer der nichsten wichtigen Schritte ist die Einwanderung
eines anderen oocytenspezifischen Histons, H3.3, in den in-
jizierten Kern. Histon H3.3 kommt auch in somatischen
Zellen vor, seine Konzentration in Oocyten ist jedoch viel
hoher, und es ist allgemein mit aktiver Transkription assozi-
iert. Wir haben oben angemerkt, dass Histon H3.3 ursachlich
mit dem epigenetischen Gedéchtnis in somatischen Zellen
zusammenhéngt, die in Eizellen in der zweiten Metaphase
transplantiert wurden. Wenn das Histon H3.3 allgemein die
Transkription verstirkt, wiirde dies sowohl zur Erkldrung des
epigenetischen Gedéchtnisses in kerntransplantierten Em-
bryonen als auch der steigenden Intensitédt der Transkription
in somatischen, in Oocyten verpflanzten Kernen dienen.?*!
Ein spéteres Ereignis ist die Polymerisation des nukleédren
Actins in Oocyten und in Kernen, die in die Keimbldschen
iibertragen wurden.® Dies scheint die Transkriptionsaktivi-
tat der transplantierten Kerne wihrend der ersten beiden
Tage zu verstirken. Die beschriebene Folge von Einzel-
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ereignissen fiithrt zu einem hohen Maf transkriptionaler Re-
programmierung und lauft mit iiberraschend hoher Ge-
schwindigkeit ab. Innerhalb von zwei Tagen weisen die
meisten der transplantierten somatischen Kerne eine stark
aktivierte Transkription des Pluripotenzgens Sox2 auf; dies
l4uft bei 17 °C ab, dem metabolischen Aquivalent von 12 h bei
37°C.

Die Transkription einiger Gene wird zwar nach dem
Kerntransfer in die Oocyten gegeniiber dem Zustand in so-
matischen Zellen enorm gesteigert (bis zum Hundertfachen
bei Sox2), doch kommt es im Keimblidschen der Oocyte nicht
zu einer allgemeinen Verstdarkung der Transkription bei allen
Genen. Eine RNA-Sequenzanalyse belegt vielmehr, dass die
meisten Gene in einer somatischen Mauszelle unveréndert
transkribiert werden, einige bleiben auf hohem Niveau,
andere bleiben reprimiert. Eine kleine Zahl von Genen, die in
somatischen Zellen aktiv waren, wurden nach dem Transfer in
die Oocyten reprimiert und ein noch kleinerer Anteil
durchlduft eine deutliche Steigerung der Transkriptionsrate.
Die Reprogrammierung der somatischen Zellen durch das
Keimblidschen der Oocyte ist also sehr selektiv.”™ Zu den
Genen, deren Transkription aktiviert wird, gehoren solche,
die stark exprimiert werden und die wichtig fiir die frithe
Entwicklung bei Sdugern sind, darunter Sox2, Oct4 und
Nanog. Das Keimblischen des Oocyten scheint mit Kompo-
nenten ausgestattet zu sein, die eine intensive transkriptio-
nelle Aktivitdt induzieren, wie man sie in den Lampenbiirs-
tenchromosomen bei allen zuginglichen Genen sieht.”)
Einige Gene aus den somatischen Kernen reagieren jedoch
nicht auf die transkriptionsinduzierenden Bedingungen im FEi.

Resistenz gegen die Reprogrammierung durch
Oocyten

Fiir mich ist nun die Resistenz gegen die Transkriptions-
aktivierung der interessanteste Aspekt der Zellkern-Repro-
grammierung. Diese zunehmende, mit der Entwicklung as-
soziierte Resistenz spiegelt wahrscheinlich die bemerkens-
werte Stabilitit der Zelldifferenzierung wider (Abbil-
dung 12). Kaum je wandelt sich eine spezialisierte Zelle in
einen anderen Zelltyp um oder bildet Tochterzellen, die
dieses tun. Die Resistenz gegen eine Reprogrammierung wird
auch bei Zellfusionsexperimenten sichtbar’® und sogar auch
in Experimenten mit iPS.”” Die Transplantation von soma-
tischen Sdugerzellkernen mit einem reprimierten X-Chro-
mosom hat Hinweise auf ein moglicherweise verantwortliches
Molekiil gegeben. Mauseembryo-Fibroblasten mit einem in-

somatische hoch
Zellkerne aus Miusen/Menschen

Sox2
Oct4
Nanog Zellkerne

des Mausthymus

differenzierte
ES-Kerne

niedrig (resistent)

1 2 3 4 Tage

Abbildung 12. Zellkerne aus differenzierten Zellen (Mausthymus)
werden viel langsamer reprogrammiert als embryonale Zellkerne.
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aktiven X-Chromosom sind sehr resistent gegen die Tran-
skriptionen dieser Gene nach dem Kerntransfer in Oocyten.
Demgegeniiber werden die Kerne von Zellen aus der Keim-
scheibe von Mausembryonen, die ebenfalls ein inaktives X-
Chromosom enthalten, von den Oocyten stark transkriptional
reaktiviert. Dieser Unterschied zwischen Keimscheibe und
adulten Zellkernen ldsst sich auf die chromosomale Verbin-
dung macroH2A zuriickfiihren, deren Entfernung oder In-
aktivierung in embryonalen Mausfibroblasten aus adulten
Miusen die Transkription von Pluripotenzgenen nach sich
zieht.”® Gegenwirtig sehen wir den Vorgang der X-Chro-
mosom-Inaktivierung bei weiblichen Sdugern als eine Folge
mehrerer Schritte an, die zunehmend den inaktiven Status
stabilisieren. Mit fortschreitender Entwicklung und Zelldif-
ferenzierung sorgen aufeinanderfolgende Ebenen der Inak-
tivierung,  einschlieBlich  Histonmodifikationen  (wie
H3K27Me?2/3- und macroH2A-Aufnahme ins Chromatin),
und schlieBlich die Methylierung der DNA dafiir, dass ein
Gen stabil reprimiert und hochresistent gegen Reprogram-
mierungen wird.!”

Um andere Moglichkeiten zu analysieren, nach denen
Gene resistent gegen die Reprogrammierung werden konnen,
sind vermutlich zwei experimentelle Ansétze erfolgverspre-
chend. Bei dem einen werden fortschreitend Komponenten
aus isolierten Kernen entfernt; anschlieBend wird durch In-
jektion in Oocyten die Transkription getestet, bis die Resis-
tenz verschwunden ist.’) Diese Methode erweist sich als er-
folgreich bei der Abreicherung aller RNA einschlieflich
nichtkodierender RNA aus den Kernen. Steigende Mengen
NaCl mit Triton kénnen zunehmend chromosomale Proteine
aus isolierten Kernen entfernen. Wenn die Resistenz wie-
derhergestellt werden kann, indem definierte Fraktionen der
freigesetzten Proteine wieder zugesetzt werden, konnte dies
zur Identifizierung der chromosomalen Proteine fiihren, die
die Resistenz auf individuelle Gene iibertragen. Ein anderer
potenziell hilfreicher Ansatz ist die Expression der Enzyme,
die Modifikationen an Histonen anbringen oder sie entfer-
nen, indem man die mRNA in die Oocyten injiziert. Es sollte
dann moglich sein, ein bestimmtes Histon oder eine andere
Chromosomenmodifikation mit der Resistenz eines Gens
gegen die Reprogrammierung durch Oocyten in Verbindung
zu bringen. Mit diesen Methoden hat man die Aussicht, hin-
reichend genau den Mechanismus der Kern-Reprogrammie-
rung und die Resistenz von Kernen, die in Amphibien-
Oocyten transplantiert wurden, zu verstehen.

Uberblick und Aussichten

Der Vorgang der Reprogrammierung von Zellkernen
durch Eier und Oocyten kann als Konflikt zwischen dem
Zytoplasma eines Eies, dessen Komponenten dazu bestimmt
sind, eine rasche DNA-Replikation und -Transkription zu
fordern, und den Bestandteilen von differenzierten Zellker-
nen, die einen stabilen Zustand sicherstellen sollen, aufgefasst
werden. Das Zytoplasma eines Eies ist speziell optimiert, um
den hochkondensierten und spezialisierten Kern eines Sper-
miums mit 100 % Effizienz zu aktivieren. Es iiberrascht daher
nicht, dass die gleichen Bestandteile den Kern einer somati-
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schen Zelle effizient aktivieren. Der Unterschied ist, dass ein
somatischer Zellkern wihrend der Zelldifferenzierung sehr
resistent gegen die Aktivierung durch das Eizell-Zytoplasma
geworden ist, auf eine Art, die sich von den Spermienkernen
unterscheidet. Die Kerne differenzierter Zellen sind mit
Molekiilen ausgestattet, die ihren differenzierten Zustand
stabilisieren und einer Umkehr und Verjlingung entgegen-
wirken. Wenn differenzierte Zellkerne zu leicht in den em-
bryonalen Zustand zuriickgeschaltet werden konnten, konnte
dies die Umkehr der Differenzierung ermoglichen und zu
Krebs und anderen Schidigungen fiihren.

Die experimentellen Arbeiten, die hier beschrieben
wurden, haben sich um Versuche mit Amphibieneiern und
-oocyten gedreht, weil diese reichlich vorhanden und einfach
verfiigbar sind, ein Vorteil, der den Entwicklungsbiologen bis
in die 1950er Jahre klar bewusst war. Die allgemeinen Prin-
zipien, die aus der Arbeit mit Amphibien abgeleitet wurden,
scheinen sich auch auf Sduger und andere Wirbeltiere iiber-
tragen zu lassen. Eine vollstindige Aufkldrung der Kern-
Reprogrammierung durch Amphibieneier und -oocyten
konnte es erleichtern, Kerne in Sdugern einschlieBlich dem
Menschen zu reprogrammieren, und damit letztlich zu the-
rapeutischen Anwendung beim Zellersatz beitragen.
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