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Fortschritte und Ergebnisse der Zellkulturmethodik

Von R. SCHINDLER*

Die Methode der Ziichtung von Warmbliitlerzellen
in vitro ist heute beinahe 50 Jahre alt: 1912 konnte
CARREL zeigen, dass es bei Verwendung einer geeigne-
ten Nihrlésung und deren regelmissiger Erneuerung
mbglich ist, Kulturen von Bindegewebe aus Hthner-
embryonen beliebig lange im Zustand aktiver Prolife-
ration und Zellvermehrung zu erhalten!. Die von
CARREL beniitzte Technik ist wihrend nahezu 40 Jah-
ren ziemlich unveridndert beibehalten worden. Erst um
das Jahr 1950 ist es dann, vor allem dank den Anstren-
gungen von EARLEs Arbeitsgruppe, gelungeh, die expe-
rimentellen Moglichkeiten so weit zu vervollkommnen,
dass die bisher vorwiegend qualitativen Methoden der
Zellkultur auch fiir quantitative Untersuchungen Ver-
wendung finden konnten. Damit hat nun in den letzten
10 Jahren eine eindrucksvolle Entwicklung auf diesem
Gebiet eingesetzt, sowohl in der Erweiterung der me-
thodischen Grundlagen als auch in deren Anwendung
auf eine ganze Reihe von Disziplinen der Medizin und
Biologie, wie der Biochemie, Pharmakologie, Virologie,
Genetik und Radiobiologie, welche zusammen mit den
gegenwirtigen Entwicklungen und Bestrebungen den
Gegenstand dieser Ubersicht bilden soll.

Bereits CARRELs Arbeiten haben gezeigt, dass bei
fortgesetzter Kultur ¢» vitro der fiir den Gesamtorga-
nismus typische Charakter der Gewebe und Organe als
organisierte Zellverbinde verloren geht und dass die
Zelle unter diesen Bedingungen gewissermassen zum
selbstindigen Mikroorganismus mit unbeschrinkter
exponentieller Zellvermehrung ohne Alterserscheinun-
gen wird%, Wie MURRAY in ihrer schonen Ubersicht im
vorletzten Jahrgang dieser Zeitschrift ? dargestellt hat,
haben jedoch auch die relativ kurzfristigen Kulturen
von differenzierten Geweben ihre grosse Bedeutung fiir
das Verstdndnis und die Analyse der Wechselwirkun-
gen zwischen gleich- und verschiedenartigen Zellen.
Das vorliegende Referat soll sich indessen beschranken
auf die eigentlichen Zellkunlturen, in welchen im allge-
meinen eine zeitlich unbegrenzte exponentielle Zell-
vermehrung und eine méglichst einheitliche Zellpopu-
lation angestrebt wird, und welche dadurch in hervor-
ragender Weise fiir das Studium der Zelle als eines bio-
logischen Individuums geeignet sind. Im weiteren soll

sich diese Ubersicht auf Kulturen von Siugetierzellen
(bzw. Warmbliiterzellen) beschrdnken; denn obschon
auch die Kultur von pflanzlichen Zellen und Geweben
sehr eingehend bearbeitet worden ist, haben sich die
beiden Methoden weitgehend unabhiingig voneinander
entwickelt, Zellkulturen von niederen Tieren und In-
sekten haben anderseits naturgemiss geringeres Inter-
esse gefunden als solche von Warmbliitern. Schliess-
lich ist zu sagen, dass dieses kurze Referat keinen An-
spruch auf Vollstindigkeit erheben kann, in Ergénzung
zur kiirzlichen Besprechung einzelner Aspekte durch
MosERr? jedoch eine méglichst umfassende Ubersicht
besonders auch fiir Leser ohne eigene Erfahrung auf
diesem Gebiet geben méchte. Fiir ausfiihrliche Dar-
stellungen sei im ibrigen auf die Monographie von
Pavur® und die Literaturiibersicht von MURRAY® ver-
wiesen.

CARREL! stellte seine Kulturen durch Einbettung
eines kleinen Gewebsstiickes in ein Gel aus Blutplasma
und Embryoextrakt her. Dariiber wurde als Néahr-
Iosung eine Mischung von Serum, Embryoextrakt und
physiologischer Salzlésung gegeben und in regelmadssi-
gen Zeitabstinden erneuert. Aus dem Gewebsstiick
wanderten dann Zellen in das umgebende Gel aus, und
die Kultur konnte nach einiger Zeit durch Einbettung
eines Teils des durch Zellenvermehrung und -auswan-
derung grosser gewordenen Gewebsstiickes in ein neues
Plasma-Gel iiberpflanzt werden. Die Nachteile solcher
Kulturen liegen auf der Hand und sind auch bereits
von EARLEs Gruppe formuliert worden?: die Herstel-
lung des Plasma-Gels ist technisch schwierig; dazu wird
hiufig das Gel triibe oder verfliissigt sich im Laufe der
Inkubation; die guantitative Erfassung des Wachs-
tums der Kultur sowie die Unterscheidung zwischen
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Zellvermehrung und Zellwanderung ist nur bedingt
méglich; ausserdem konnen die Zellen von dem halb-
festen Kulturmedium nicht abgetrennt werden, und
da dieses Kulturmedium chemisch véllig undefiniert
ist, ist die Brauchbarkeit der Kulturen fiir biochemische
und pharmakologische Versuche ausserordentlich ein-
geschrinkt. Anderseits ist anzuerkennen, dass diese
Methodik fiir viele wertvolle morphologische Arbeiten
Verwendung gefunden hat, und dass auf diese Weise
eine ganze Anzahl von Zellstimmen geziichtet worden
ist, welche sich seither in vielen Untersuchungen als
niitzlich erwiesen haben und auch heute noch in sehr
vielen Laboratorien verwendet werden: so EARLEs L-
stamms8, hervorgegangen aus Bindegewebe der Maus,
und der Hela-Zellstamm, entstanden aus einem
menschlichen Cervical-Carcinom®-12,

Die Grundlage fiir die Ausarbeitung quantitativer
Methoden ist mit der Einfithrung flissiger Kultur-
medien durch EARLE gelegt worden. Zuerst gelang es,
mit Hilfe einer Cellophan-Matrix Kulturen herzustel-
len, in welchen sich die Zellen am Cellophan und an der
Glasoberfliche des Kulturgefisses ausbreiteten und
sich dabei in direktem Kontakt mit der fliissigen Nahr-
lsung befanden?. Bald darauf zeigte es sich dann, dass
bei Verwendung von Suspensionen von Einzelzellen als
Inoculum keine Cellophanmatrix notig ist12, Auf diese
Weise entstanden die sogenannten «Monolayer»-Kultu-
ren, in welchen samtliche Zellen, tiberdeckt von der
Nihrlosung, an der Glasoberfliche des Kulturgefisses
haften und sich durch Vermehrung auf der verfiigbaren
Fliche bis zur Bildung einer zusammenhéngenden Zell-
schicht ausbreiten. Die Herstellung von Zellsuspensio-
nen aus solchen Kulturen fiir die Ubertragung in neue
Kulturgefdsse geschah zuerst durch mechanisches Ab-
l16sen, doch wurde dafiir bald die Verwendung von
Trypsin eingefithrt, welches sich auch bei der Herstel-
lung von Zellsuspensionen aus Geweben und Organen
fiir Priméirkulturen sehr gut bewihrt hat 1312,

Eine weitere methodische Vereinfachung ergab sich
durch die Entwicklung von Suspensionskulturen. Sol-
che kommen dadurch zustande, dass das Kulturme-
dium entweder durch Rotation der Kulturgliser 1516
oder durch eine Rithreinrichtung 1720 dauernd in Be-
wegung gehalten wird. Daneben sind einige Zellstimme
beschrieben worden, deren Zellen selbst in stationiren
Kulturen nicht an der Glasoberfliche festhaften®-2%4,
Suspensionskulturen bieten die Mdéglichkeit, die Zell-
vermehrung durch Entnahme von Proben aus ein und
derselben Kultur laufend zu verfolgen, und ausserdem
lisst sich bei der Ubertragung in neue Kulturgefisse
die Verwendung von Trypsin mit der damit verbunde-
nen Zellschidigung vermeiden. Schliesslich ist die Ent-
wicklung von Vorrichtungen zu nennen, welche die
Kultur von Sdugetierzellen unter «steady state»-Be-
dingungen ermdglichen. Dies ist beispielsweise dadurch
erreicht worden, dass sich die Kultur als Zellsuspension
innerhalb eines portsen Gefisses befindet, welches mit
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frischer Nihrlosung durchstromt wird 2526, Dabei kon-
nen recht hohe Zelldichten erhalten werden, jedoch ist
die Dauer der Kultur nicht unbeschrinkt, da die Zell-
dichte stdndig ansteigt. Ein anderes Prinzip beruht da-
rauf, dass zur Kultur kontinuierlich frische Nihrlosung
zufliesst, so dass die Zellvermehrung durch die dauernde
Verdiinnung eben kompensiert wird; durch regelmis-
sige Entnahmen von Proben der Zellsuspensionen oder
durch einen Uberlauf wird ausserdem das Volumen der
Kultur konstant gehalten. Auf diese Weise werden be-
sonders glinstige Kulturbedingungen und dadurch eine
sehr rasche Zellvermehrung, mit Generationszeiten von
nur 10 bis 12 h erreicht??:28,

Die Verwendung fliissiger Kulturmedien und die
damit verbundene Méglichkeit der Herstellung homo-
gener Zellsuspensionen hat rasch zum Ausbau von
Methoden zur quantitativen Bestimmung der Zellver-
mehrung gefithrt. Mittels Zellsuspensionen ist es ohne
weiteres moglich, fiir vergleichende Versuche beliebig
viele Kulturen mit identischem Inoculum anzusetzen?®,
Die Zellvermehrung kann bei Suspensionskulturen be-
sonders einfach gemessen werden durch Auszédhlen der
Zellen in einer der fitir Leukocytenzihlungen gebrauch-
lichen Zdhlkammern.

Fiir «Monolayer»-Kulturen kommt eine entspre-
chende Zihlung der mit Hilfe von Zitronensidure in
Suspension gebrachten Zellkerne® oder die Zidhlung
der Zellen nach Behandlung mit Trypsin in Frage.
Daneben ist eine ganze Reihe einfacher chemischer Be-
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stimmungsmethoden beschrieben worden, vor allem
fiir Zellprotein®, fiir Desoxyribonukleinsiure (DN S)%2-83
fiir DNS-Phosphor® und fiir Zell-Purine und -Pyrimi-
dine®, In all diesen Fillen besteht eine befriedigende
Proportionalitit zwischen Zellzahl und Gehalt einer
Kultur an diesen Zellkomponenten; fiir Kulturen in
verschiedenen Wachstumsphasen ist diese Proportio-
nalitit allerdings nicht mehr streng erfiillt3%37,
Schliesstich ergibt sich eine Méglichkeit zur quantita-
tiven Erfassung ausschliesslich der vermehrungsfiahi-
gen Zellen dadurch, dass nach entsprechender Verdiin-
nung einer Zellsuspension die Zahl der Kolonien be-
stimmt wird, welche sich aus den einzelnen, am Glas
haftenden Zellen entwickeln. Diese Methode ist wohl
die zuverlissigste, was die Unterscheidung zwischen
¢lebendens und «toten» Zellen anbetrifft, und beson-
ders wertvoll fiir die Analyse kurzfristiger cytotoxi-
scher Effekte wie zum Beispiel der Réntgenstrahlen.

Die Ziichtung von reinen Zellstdmmen, das heisst
von Zellpopulationen, welche von einer einzelnen Zelle
abstammen, ist nun im Gegensatz zu der bakteriologi-
schen Methodik bei Siugerzellkulturen nicht ohne wei-
teres mdglich, indem isolierte Zellen ohne Anwendung
besonderer Kunstgriffe im allgemeinen nicht zur Ver-
mehrung befihigt sind. Der Grund fiir dieses Verhalten
scheint darin zu liegen, dass Sdugerzellen gewisse Meta-
bolite in das umgebende Milieu abgeben und dadurch
an diesen Stoffwechselprodukten verarmen, falls das
Volumen des Kulturmediums im Vergleich zum Zell-
volumen unverhiltnisméssig gross ist. Damit wird es
verstindlich, dass eine kritische minimale Populations-
dichte eine Voraussetzung fiir eine fortgesetzte Zell-
vermehrung bildet®. Es besteht hier offenbar ein we-
sentlicher Unterschied zu den meisten Mikroorganis-
men, deren Zellmembranen eine bedeutend geringere
Permeabilitit bezichungsweise eine viel ausgeprigtere
Befihigung zu aktiven Transportleistungen aufweisen
diirften.

Eine erste Moglichkeit zur Ziichtung isolierter Zellen
ergab sich durch deren Kultur innerhalb einer Glas-
kapillare, wodurch das Volumen des umgebenden Me-
diums hinreichend klein gehalten wird®. Eine neuere,
von Puck entwickelte Methode besteht in der Verwen-
dung eines sogenannten «feeder layers, das heisst einer
Monolayer-Kultur von Zellen, welche durch Réntgen-
bestrahlung ihrer Vermehrungsfihigkeit beraubt, in
ihren Stoffwechselfunktionen aber noch mehr oder we-
niger intakt geblieben sind®. Solche bestrahlte «feeder
layers» vermogen nun die bendtigten Metaboliten an
das Nihrmedium abzugeben, so dass in diesem Milieu
isolierte Zellen mit sehr guter Ausbeute zu Kolonien
auswachsen. Pucks Gruppe konnte fernerhin zeigen,
dass unter Umstédnden auf die Verwendung des «feeder
layer» verzichtet werden kann: dazu ist eine besonders
milde Trypsin-Behandlung bei der Herstellung der
Zellsuspension erforderlich, und ein weiterer Kunst-
griff besteht im Zusatz von Agar zur Nihrldsung; da-
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durch wird die Konvektion des Mediums verhindert
und damit der Verlust von Metaboliten aus den Zellen
herabgesetzt®l, Bei einzelnen Zellstimmen konnten so
aus 100%, der Einzelzellen Kolonien erhalten werden.
Die Kolonieausbeute hiingt jedoch ausserdem sehr von
der Zusammensetzung der verwendeten Nihrldsung
ab%43, was nicht verwunderlich ist, da ja ein Kultur-
medium, in welchem die betreffenden, aus den Zellen
austretenden Metabolite bereits vorhanden sind, einer
Verarmung der Zellen an diesen Substanzen entgegen-
wirken muss. Auf die Natur dieser Stoffe wird bei der
Besprechung der Néhrbediirfnisse von Zellkulturen
noch niher eingegangen werden.

Ein wertvoller methodischer Fortschritt ist durch die
Technik der Aufbewahrung von Zellstimmen im tief-
gefrorenen Zustand .geschaffen worden. Da sich Zell-
stimme bei fortgesetzter Kultur in vitro hiufig lang-
sam in ihren Charakteristiken verindern — das gleiche
gilt iibrigens auch bei fortgesetzter Transplantierung
von Tumoren in vivo —, ist es wiinschbar, auf eingefro-
rene Zellpopulationen zuriickgreifen zu kénnen, wel-
che einer solchen allméhlich stattfindenden Verdnde-
rung ihrer Eigenschaften nicht ausgesetzt sind. Es hat
sich gezeigt, dass zwei Kunstgriffe fiir ein erfolgreiches
Einfrieren wesentlich sind: einerseits der Zusatz von
10 bis 159, Glycerin zur Zellsuspension und ander-
seits ein sehr langsames Senken der Temperatur im
Bereich von 0° bis —25° C. Auf diese Weise ist es ge-
lungen, von 82 untersuchten Zellstimmen jeden ein-
zelnen wihrend ein bis zwei Jahren ohne Verlust der
gpezifischen Eigenschaften in gefrorenem Zustand
lebensfihig zu erhalten%s,

Schliesslich ist als bedeutende Neuerung der Zusatz
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Dadurch ist die Gefahr und Hiufigkeit mikrobieller
Infektionen in den Kulturen ausserordentlich herab-
gesetzt worden, was die komplizierten, streng asepti-
schen Vorkehrungen und Laboreinrichtungen frithe-
rer Zeiten iiberfliissig gemacht hat.

Die Einfithrung fliissiger Ndhrmedien und quantita-
tiver Methoden zur Bestimmung der Zellvermehrung
hat die Grundlage geschaffen fiir Versuche, die aus
Serum und Embryoextrakt bestehenden Nahrlésungen
durch chemisch definierte zu ersetzen und damit die
Nihrbedarfnisse der Zellkulturen abzukliren. Es zeigte
sich auf Grund von Dialyse-Versuchen, dass nur der
niedermolekulare Anteil von Embryoextrakt, ander-
seits bei Zusatz einer synthetischen Mischung von
Wuchsstoffen?” nur der hochmolekulare Anteil von
Serum fiir das Wachstum der Kulturen notwendig
ist®# 49, EAGLE hat daraufhin eine Nahrlésung ent-
wickelt, welche, abgesehen von einer geringen Menge
von dialysiertem Serum, chemisch definiert ist, und es
ist sein Verdienst, fiir jede einzelne niedermolekulare
Komponente deren Unentbehrlichkeit fiir die Zellver-
vermehrung nachgewiesen zu haben®.

Uberraschend war dabei der Befund, dass eine ganze
Anzahl verschiedener Zellstimme qualitativ iiberein-
stimmende Néhrbediirfnisse aufweist. Diese sind in der
Tabelle zusammengestellt und solien hier kurz disku-
tiert werden. Bei den anorganischen Komponenten fallt
auf, dass ein Bediirfnis fiir Eisen und andere Spuren-
elemente bisher nicht aufgezeigt werden konnte; offen-
bar sind diese Metallionen so fest an die Serumproteine
gebunden, dass sie bei der Dialyse nicht entfernt wer-
den. Von den Aminosiuren sind nicht nur diejenigen,
welche fiir den Gesamtorganismus als essentiell er-
kannt werden'sind®, fiir die Erndhrung von Zellkultu-
ren unentbehrlich, sondern es kommen 5 weitere dazu,
nidmlich Arginin, Cystin, Glutamin, Histidin und Tyro-
sin. Die Griinde fiir diese Diskrepanz sind bisher nicht
geklirt, man kann sich jedoch vorstellen, dass im
Ganztier eine Synthese dieser Substanzen zum Beispiel
nur in der Leber stattfindet. Bei den Vitaminen konn-
ten bisher Biotin, Vitamin B,, sowie die fettloslichen
Vitamine nicht als essentiell nachgewiesen werden.
Dies diirfte ebenfalls darauf zuriickzufiithren sein, dass
diese Vitamine so fest an die Serumproteine gebunden
sind, dass sie durch die Dialyse nicht vollstindig ent-
fernt werden. Als energielieferndes Kohlehydrat dient
im allgemeinen Glukose, welche aber auch durch Man-
nose, Galaktose, Fruktose und teilweise durch andere
Kohlehydrate und deren Abbauprodukte ersetzt wer-
den kann®. Uberhaupt sind in mehreren Fillen die
aufgefithrten Wuchsstoffe durch nahe verwandte Sub-
stanzen ersetzbar, wie etwa Pyridoxal durch Pyridoxin
oder Pyridoxamin.®

Die Funktion des dialysierten Serums im Nidhrme-
dium ist heute noch nicht vollstindig gekldrt. Einer-
seits dient es mit Sicherheit als Triiger fiir gewisse wei-
tere, an die Serumproteine gebundene Wuchsstoffe.
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Dafiir spricht unter anderem die Beobachtung, dass
Zellkulturen in einem proteinfreien, chemisch definier-
ten Medium geziichtet werden kénnen, falls dieses Me-
dium tiber eine Dialysemembran in Kontakt mit einer
Losung steht, . welche ihrerseits dialysiertes Serum
sowie ein proteolytisches Fermentpriparat enthalt®2,
Anderseits konnte jedoch bisher mit Ausnahme weni-
ger Zellstimme das dialysierte Serum durch noch so
reichhaltige Mischungen niedermolekularer Wuchs-
stoffe nicht ersetzt werden®. Fraktionierung der Se-
rumproteine hat zu zwei aktiven Fraktionen geftihrt:
einerseits das Albumin, welches vermutlich auf Grund
adsorbierter Wuchsstoffe seine Wirkung ausiibt und
welches in neueren Versuchen durch Katalase, Insulin
und Versen teilweise ersetzt werden konnte®?; ander-
seits ein w-Globulin, dessen augenfilligste Wirkung
darin beruht, dass es die Zellen veranlasst, sich an der
Glasoberfliche auszubreiten und daran festzuhaften,
und dessen Konzentration in fétalem Serum besonders
hoch ist®. Ob es auch fiir die Zellvermehrung in Sus-

Allgemeine Nihrbediirfnisse von Sauger-Zellkulturen

a) Anorganische Stoffe®—53 c) Vilamingd—58

Na- cr Cholin

K- H,PO,” Folsaure

Mg HCO,’ Inosit

Ca* Nicotinamid

Pantothensaure

b) Aminosiuyen s Pyridoxal

Isoleucin Arginin Riboflavin

Leucin Cystin Thiamin

Lysin Glutamin

Methionin Histidin d) Kohlehydrat>®

Phenylalanin  Tyrosin Glukose

Threonin

Tryptophan e) Dialysiertes Sevum

Valin
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pensionskulturen unentbehrlich ist, kann angesichts
von sich widersprechenden Befunden wohl noch nicht
definitiv entschieden werden. Reinigung dieses Faktors
hat zur Auffassung gefiihrt, dass es sich sehr wahr-
scheinlich um ein Glycoproteid handelt®-67,

Wohl das erstaunlichste Ergebnis aus all diesen
Untersuchungen ist der Befund, dass die Nihrbediirf-
nisse einer grossen Zahl verschiedener Zellstimme, her-
stammend von verschiedenen Species und sowohl nor-
malen wie neoplastischen Ursprungs, im wesentlichen
iibereinstimmen®®. Damit ist auch die Hoffnung, auf
dieser Basis einen Unterschied zwischen normalen
Zellen und Krebszellen zu finden, enttiuscht worden.
Es ergibt sich hier somit eine v&llig andere Situation
als bei den Mikroorganismen, welche bekanntlich in
ihren Wuchsstoffbediirfnissen in weitem Rahmen va-
riieren, und wo oft noch innerhalb -einer Species eine
ganze Fiille von Mutanten bekannt geworden sind.

Anderseits sind nun doch fiir einige Zellstimme auch
gewisse spezielle Wuchsstoffbediirfnisse beschrieben
worden. Bei diesen zusitzlichen Wuchsstoffen handelt
es sich um die Aminosduren Asparagin, Serin und Glyko-
koll. Ferner zeigen einige Zellstimme einen stark er-
hohten Bedarf fiir Folsdure. Diese speziellen Nihrbe-
diirfnisse treten bei den verschiedenen Zellstimmen
zum Teil einzeln, zum Teil in Kombination auf?® -7,

Eine spezielle Frage stellen die Ndhrbediirfnisse iso-
lierter Zellen dar; diese sind, wie bereits ausgefiihrt,
grosser als diejenigen dichterer Zellpopulationen. Ob
ein Nihrmedium diesen weitergehenden Bediirfnissen
geniigt, ldsst sich daran erkennen, ob eine gute Kolo-~
nieausbeute («cloning efficiency)» erreicht wird, das
heisst, ob ein hoher Prozentsatz der isolierten Zellen zu
Kolonien auswichst. Bei Verwendung von dialysiertem
Serum in der Nihrlssung wurden so eine ganze Reihe

-zusdtzlicher Nutrienten als unentbehrlich fir die Ver-
mehrung isolierter Zellen erkannt: einmal weitere
Aminosduren (zusitzlich zu den 13 in der Tabelle auf-
gefiihrten), so vor allem Serin#7, ferner Metaboliten
des Zitronensdure-Zyklus, wie Pyruvat, Oxalacetat
oder a-Ketoglutarat® 73, und ausserdem auch Choleste-
rin”. Weiterhin haben sich Purine als wachstumssti-
mulierend fiir isolierte Zellen des Walker-Carcinoms
erwiesen?,

Schliesslich ist noch zu erwahnen, dass es in mehre-
ren. Féallen gelungen ist, Sduger-Zellstimme an ein
chemisch definiertes Nihrmedium (ohne Zusatz von
Serum) zu adaptieren?-%. In dieser Fillen liegen aller-
dings gute Anhaltspunkte dafiir vor, dass dabei eine
intensive Selektion stattgefunden hat, und ausserdem
ist bemerkenswert, dass die Zellvermehrung in solchen
synthetischen Nihrmedien meist wesentlich langsamer
vor sich geht als bei Zusatz von Serum.

Im folgenden sollen nun einige besonders interessante
Anwendungen der Zellkulturen und deren Ergebnisse
besprochen werden.
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Biochemie. Untersuchungen mit markierten Amino-
siuren haben gezeigt, dass die Zellproteine nicht stabil
sind, sondern in recht intensivem Austausch mit den
freien Aminosduren im Zellinnern {dem sogenannten
Aminosiure-«Pools) stehen: selbst wenn keine Netto-
synthese von Protein vor sich geht, findet ein stindiger
Einbau von Aminosiduren statt in einem Awusmass,
welches einer Neubildung von etwa 19, des Zellpro-
teins/h entspricht®. Hinsichtlich der Nukleinsduren
liegen &hnliche Untersuchungen vor. Die Stabilitit
von mit P*2 wie auch mit Formiat-C1* markierten Nu-
kleinsduren ist untersucht worden®?-84, Fiir die Desoxy-
ribonukleinsidure ist dabei eine bemerkenswerte, wenn
auch offenbar nicht absolute Stabilitidt gefunden wor-
den, indem deren spezifische Aktivitdt praktisch nur
nach Massgabe der Zellvermehrung abnimmt. Im
Gegensatz dazu ist die Ribonukleinsiure wesentlich
weniger stabil, so dass hier die Verhiltnisse den fiir die
Proteine beschriebenen niher kommen.

Eine andere Anwendungsmbglichkeit fiir die Bio-
chemie besteht in der Abklirung der biochemischen
Funktionen von Vitaminen. So kann zum Beispiel
Pyridoxal aus der Nihrldsung weggelassen werden,
wenn zusitzlich zu den 13 essentiellen Aminosduren
(Tabelle) weitere 8 «nichtessentielley Aminosiduren in
das Medium einbezogen werden®, Offenbar dient also
unter diesen Bedingungen Pyridoxal nach Umwand-
lung in Pyridoxalphosphat ausschliesslich als Coenzym
fiir Transaminierungen. Ahnlich. kann Folsiure durch
die Kombination von Glykokoll, Thymidin und einem
Purin ersetzt werden ®, so dass wir annehmen kénnen,
dass Folsdure hier nach Umwandlung in Coenzym F
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einzig den Einbau von Ein-Kohlenstoff-Fragmenten
in die Purine und in Thymin sowie die Umwandlung
Serin-Glykokoll katalysiert.

Schliesslich ist die Verwendung von Zellstimmen
mit spezifischen biochemischen Funktionen zu erwih-
nen. So konnte an Kulturen eines Miuse-Mastocytoms
gezeigt werden, dass Serotonin ausschliesslich aus
freiem Tryptophan gebildet wird. Weiterhin ermég-
lichte die Ziichtung einer hinsichtlich dieser Synthese
besonders leistungsfihigen Zellinie, die Umwandlung
von Tryptophan in Serotonin auch in zellfreien Homo-
genaten nachzuweisen®.

Pharmakologie. Zellkulturen stellen naturgemass ein
sehr ansprechendes Modellsystem fiir maligne Tumo-
ren dar, und so sind sie auch ausgiebig fiir das Studium
der Wirkung von krebshemmenden Stoffen verwendet
worden. Sehr iiberraschend war dabei der Befund, dass
Kulturen von normalen Zellen und von Krebszellen
praktisch die gleiche Empfindlichkeit gegeniiber Car-
cinostatica aufweisen®89, Eine befriedigende Erkli-
rung dafiir konnte bis jetzt nicht gegeben werden; zu-
dem ist es schwer, abzuschitzen, ob in vitro eine gerin-
gere Empfindlichkeit der Krebszellen oder eine erhdhte
Empfindlichkeit normaler Zellen vorliegt. Es wurde
auch die Ansicht gedussert, dass sich normale Zellen in
der Kultur mit der Zeit in Zellen mit neoplastischen
Eigenschaften umwandeln ; anderseits liess sich jedoch
zeigen, dass Kulturen normaler Zellen bereits in der
ersten Generation ## vifro sich in ithrer Empfindlichkeit
gegeniiber Carcinostatica von Krebszellkulturen nicht
mehr unterscheiden .

Eine vieldiskutierte Frage ist die der Eignung von
Zellkulturen als Testobjekt fiir die Priifung neuer po-
tentieller Carcinostatica . Dies ist von grosser prakti-
scher Bedeutung, da die Priifung solcher Substanzen
an transplantierbaren Tumoren einen ausserordentlich
grossen zeitlichen und finanziellen Aufwand mit sich
bringt. Im allgemeinen hat es sich gezeigt, dass Sub-
stanzen mit carcinostatischer Wirkung #» vivo auch an
Zellkulturen eine hohe Toxizitit aufweisen?-8%92, Je-
doch besteht keinerlei quantitative Korrelation zwi-
schen carcinostatischer Wirkung #» vivo und Toxizitat
#n vitro, mit Ausnahme eng begrenzter Stoffgruppen
wie zum Beispiel der Folsiureantagonisten®. Da im-
merhin die meisten krebshemmenden Stoffe eine recht
hohe Toxizitit an Zellkulturen aufweisen, ist nun argu-
mentiert worden, dass man Zellkulturen fiir eine erste
Priifung (¢«Primary screen») von neuen Substanzen ver-
wenden kénnte, um dann diejenigen mit guter Hemm-
wirkung in vitro einer weiteren Priifung an transplan-
tierbaren Tumoren i vivo zu unterziehen. Dabei stellt
sich allerdings die Frage, ob es auch Carcinostatica
gibt, welche eine geringe oder gar keine Hemmwirkung
auf Zellkulturen ausiiben und welche dann durch eine
solche vorlidufige Priifung nicht erfasst wiirden. In der
Tat sind nun mehrere solche Stoffe bekannt geworden;
als Beispiele seien 6-Azauracil®® als Vertreter der Anti-
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metaboliten und Endoxan® als Beispiel eines Radio-
mimeticums erwihnt. Zusammenfassend kann somit
wohl gesagt werden, dass Zellkulturen fiir eine Priifung
potentieller Carcinostatica von zweifelhaftem Wert
sind, und tatsichlich wird die routinemissige Testung
neuer Verbindungen immer noch sehr weitgehend an
transplantierbaren Tumoren i vivo durchgefiihrt.

Anderseits sind nun aber Zellkulturen mit sehr gutem
Erfolg zur Aufklarung des Wirkungsmechanismus von
krebshemmenden Stoffen herangezogen worden. Eine
wichtige Moglichkeit fiir solche Studien besteht in der
Analyse von Antagonismen zwischen Antimetaboliten
und normalen Stoffwechselsubstanzen, Damit lassen
sich oft sehr wertvolle Erkenntnisse iiber den bioche-
mischen Angriffspunkt eines Hemmstoffes gewinnen.
So wird zum Beispiel die Hemmwirkung von 6-Azau-
ridin durch Uridin®, diejenige von 5-Fluorouracil-des- .
oxyribosid durch Thymidin® aufgehoben. Die Hem-
mung durch 6-Mercaptopurin wird durch Hypoxanthin
in kompetitiver Weise,; durch Adenin dagegen in nicht
kompetitiver Weise riickgingig gemacht, was darauf
hindeutet, dass 6-Mercaptopurin die Umwandlung von
Hypoxanthin in Adenin blockiert®, Ein weiteres in-
teressantes Beispiel ist die Aufhebung der Wirkung des
Folsiure-Antagonisten Amethopterin durch die Kom-
bination von Thymidin, Glykokoll und einem Purin®% %,
Die Zugabe dieser drei Metaboliten, deren Synthese in
der Zelle mit Hilfe von Coenzym F vor sich geht, macht
den durch Amethopterin induzierten Mangel an Coen-
zym F wirkungslos.

Schliesslich sind diejenigen Fille von besonderem
Interesse, in welchen eine Substanz sz wivo eine carci-
nostatische Wirkung ausiibt, auf Zellkulturen dagegen
keinerlei Hemmeffekt zeigt. Ein solcher Sachverhalt
ldsst im allgemeinen darauf schliessen, dass die Ver-
bindung zwar selber unwirksam ist, jedoch i» vive, zum
Beispiel in der Leber, in ein Produkt mit carcinostati-
scher Wirkung umgewandelt wird. Dies konnte fiir
6-Azauracil gezeigt werden; diese Verbindung ist
vitro unwirksam, wird aber ¢n vivo teilweise in 6-Azau-
racil-Ribosid verwandelt, welches fiir die krebshem-
mende Wirkung verantwortlich ist und auch an Zell-
kulturen eine betrichtliche Toxizitit anfweist 9%,
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Virologie. Die Fortschritte in der Kultur von Siu-
gerzellen haben auf die Virusforschung ausserordent-
lich befruchtend eingewirkt, und heute bildet die Zell-
kulturmethodik vielleicht deren wichtigste experimen-
telle Grundlage und ist aus virologischen Laboratorien
kaum mehr wegzudenken. Die hervorragende Eignung
von Zellkulturen fiir virologische Untersuchungen
wurde allgemein erkannt, als es gelang, das Poliomye-
litis-Virus in Kulturen von extraneuralem Gewebe zu
zfichten %, Als besonders geeignetes Substrat fiir dieses
Virus haben sich darauf Kulturen von Affennieren-
zellen erwiesen, in welchen eine bis 10fache Zunahme
des Virustiters erreicht wird%, Dies ertffnete gegen-
iiber dem Tierversuch ganz neue Moglichkeiten fir das
Studium der Virusproduktion und zur Gewinnung von
Virusmaterial in grosseren Mengen und hat schliess-
lich unter anderem zu der von SALK entwickelten Polio-
myelitis-Vaccine gefithrt. Ein wesentlicher Schritt in der
Richtung auf quantitative Methoden wurde geleistet, als
es gelang, an Monolayer-Kulturen die Viruspartikel so-
zusagen zu zdhlen, indem jedes einzelne Virus, in einer
geniigend verdiinnten Losung auf die Kultur gebracht,
zu einer makroskopisch sichtbaren Zone abgestorbener
Zellen, einer sogenannten «Plaquey, fithrt*1%, Da die
Viren innerhalb einer Plaque alle von einem einzelnen
Viruspartikel abstammen, ist es auf diese Weise zudem
moglich, genetisch einheitliche Virusstimme zu ziichten.

Mit Hilfe von Zellkulturen ist unter anderem auch
der Frage nach den Wuchsstoffbediirfnissen fiir die
Virassynthese nachgegangen worden, und es hat sich
gezeigt, dass diese weniger umfangreich sind als dieje-
nigen fiir die Zellvermehrung. So geniigen im allgemei-
nen die iiblichen Mineralien, Glukose und Glutamin0?,
wihrend in sehr verdiinnten Zellpopulationen noch die
iibrigen, neben Glutamin fiir die Zellen essentiellen
Aminosduren sowie Serumalbumin dazukommen 02,
Ahnlich wie im Falle des Tabakmosaikvirus konnte
auch fiir das Poliovirus nachgewiesen werden, dass die
Virus-Ribonukleinsiure nach Abtrennung des Virus-
proteins unter entsprechenden Bedingungen ihre Infek-
tivitdt beibehdlt%%, Der Proteinanteil scheint neben
der Austibung einer Schutzfunktion vor allem fiir die
Wirtsspezifitit des Virus verantwortlich zu sein, indem
die freie Virus-Ribonukleinsiiure imstande ist, auch in
solche Zellen einzudringen und darin die Virussynthese
auszulbsen, welche gegeniiber dem Gesamtvirus resi-
stent gind 104105,

Viele Untersuchungen haben sich auch mit den im
Zusammenhang mit der Virusinfektion und -synthese
in der Zelle ablaufenden biochemischen Vorgingen be-
fasst. Sowchl die morphologischen wie die biochemi-
schen Effekte hingen dabei sehr von der Art des Virus
ab: Poliovirus zum Beispiel bewirkt viel tiefergreifen-
de Verinderungen als etwa Herpes- oder Influenza-
Virus1%, Wohl die ausfiihrlichsten Untersuchungen
liegen heute tiber die Wirkungen der Poliovirus-Infek-
tion auf Zellkulturen vor. Was die frithen Verinderun-
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gen im Stoffwechsel der Proteine, Ribonukleinsiure
und Desoxyribonukleinsiure nach Infektion mit diesem
Virus anbetrifft, ist allerdings gegenwiirtig die Situa-
tion noch recht verworren, indem durch Anwendung
verschiedener Methoden zum Teil ziemlich wider-
spruchsvolle Resultate erhalten worden sind198-108,
Immerhin ist der zeitliche Ablauf der Virusproduktion
nach Infektion der Zellen gut bekannt, und auch tiber
die Herkunft bestimmter chemischer Bestandteile der
Viren liegt ein klares Bild vor. So konnte gezeigt wer-
den, dass das Virus-Protein aus dem Aminosdure-
«Pool» der Zelle aufgebaut wird und nicht durch Um-
bau von Zellproteinen entsteht 1%, Weiterhin ergab sich
beim Desoxyribonukleinsiure-haltigen Vaccinia-Virus-
dass fiir den Aufbau der Virtis-Desoxyribonuklein-
sdure Thymin neu synthetisiert werden muss't, In der
zentralen Frage, auf welche Weise ndmlich die Gegen-
wart des Virus den normalen Zellstoffwechsel in so
tiefgreifender Weise umzugestalten vermag, kénnen
allerdings heute leider erst Vermutungen aufgestellt
werden.

Radiobiologie. Ahnlich wie im Falle der carcinosta-
tischen Hemmstoffe hat sich auch fiir die Rontgen-
strahlen gezeigt, dass die Empfindlichkeit gegentiber
Bestrahlung fiir sehr viele Zellstimme, gleichgiiltig ob
normalen oder neoplastischen Ursprungs, und gleich-
giiltig ob mit diploider oder polyploider Chromosomen-
struktur, nur in sehr engen Grenzen variiert, im Ver-
gleich mit der Empfindlichkeit des Gesamtorganismus
jedoch ausserordentlich hoch ist*!2, Die gleiche Emp-
findlichkeit findet sich auch gegeniiber weichen Ront-
genstrahlen®®, Die Schidigung der Zellen bei niedriger
Strahlendosierung dussert sich in erster Linie im Ver-
lust der Fahigkeit zu fortgesetzter Vermehrung, unter
Ausbildung von Riesenzellformen, wobei jedoch meist
noch einige Zellteilungen stattfinden kénnen; die Ana-
lyse der Dosiswirkungskurve deutet dabei darauf hin,
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dass zwei Treffer pro Zelle fiir eine solche irreversible
Schidigung erforderlich sind 1'%, Der primire Schaden,
welcher in den Zellen durch die Bestrahlung gesetzt
wird, scheint dabei offenbar im genetischen Apparat
zu liegen: eine Bestrahlung mit der mittleren letalen
Dosis von etwa 50 r bewirkt im Durchschnitt ebenfalls
eine morphologisch erkennbare Chromosomenschidi-
gung pro Zelle. Durch solche Chromosomenschédden
wird eine normale Mitose in Frage gestellt und auf diese
Weise die fortgesetzte Vermehrung der Zellen verun-
moglicht 1%, Nach Bestrahlung mit hohen Dosen treten
im weiteren in den wenigen iiberlebenden Zellen auch
relativ haufig Mutationen, erkennbar an Anderungen
der Morphologie, Chromosomenstruktur oder der
Wuchsstoffbediirfnisse, aufi?,

Genetik. Die Moglichkeiten der Zellkulturtechnik
liegen hier vor allem in Beifrdgen an die Genetik der
somatischen Zellen, ein Gebiet, in welchem heute noch
sehr wenig bekannt ist, welches aber in Zukunft wesent-
liches zu den Fragen der embryologischen Differen-
zierung und der Carcinogenese beitragen diirfte. Bisher
ist in erster Linie die Entwicklung von resistenten Zell-
stimmen untersucht worden. Ahnlich wie bei Mikro-
organismen hat es sich gezeigt, dass je nach der Art des
verwendeten Hemmstoffes die Resistenz durch eine
einzelne Mutation, wie im Falle von 8-Azaguanin 16 117,
oder aber durch eine Serie aufeinanderfolgender Muta-
tionen, wie zum Beispiel unter dem Einfluss von Ame-
thopterin!® zustande kommt.

Von grossem Interesse ist auch die Beobachtung,
dass sich in Zellkulturen keine19, beziehungsweise nur
eine geringe!?® Resistenz gegeniiber der Einwirkung
ionisierender Strahlen entwickeln lisst.

Von hoher Aktualitit ist schliesslich die Frage, ob es
moglich ist, mittels Desoxyribonukleinsiure geneti-
sche Merkmale auf eine Siugerzelle zu iibertragen, wie
dies fitlr Mikroorganismen mehrfach nachgewiesen wor-
den ist. Dieses Problem ist fiir die gesamte Genetik so-
matischer Zellen, insbesondere auch im Hinblick auf
den Mechanismus der virusbedingten Carcinogenese,
von grosster Bedeutung. Desoxyribonukleinsiureindu-
zierte, genetische Transformationen an Sidugerzellen
sind jiingst beschrieben worden121:122,

Was ist heute an neueren Arbeitsrichtungen auf dem
Gebiet der Zellkulturen zu erkennen? Da erscheinen
vor allem zweierlei Bestrebungen zu einer Erweiterung
der bisherigen experimentellen Moglichkeiten erwdh-
nenswert.

Die eine dieser neuen Entwicklungen betrifft das
Studium des Zellteilungszyklus von Siugerzellen. Die
im vorhergehenden beschriebenen Methoden gestatten
zwar, durch Untersuchung des Wachstums grosser

~ Zellpopulationen in mancher Hinsicht gute Riick-
schliisse in bezug auf die Vermehrung der Einzelzelle
zu ziehen; iiber den zeitlichen Ablauf der Prozesse in
der einzelnen Zelle von Mitose zu Mitose vermégen sie
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jedoch keine Auskunft zu geben. Hier setzt nun die
Frage nach den Moglichkeiten einer Synchronisierung
von Zellkulturen ein, wie sie fiir Kulturen von Bakte-
rien und Protozoen bereits mehrfach beschrieben wor-
den sind; denn in einer synchronisierten Kultur lassen
sich Verdnderungen im Laufe des Zellteilungszyklus an
der gesamten Zellpopulation verfolgen, fiir welche bei-
spielsweise eine biochemische Analyse viel leichter
durchgefithrt werden kann als fiir eine Einzelzelle. Eine
recht befriedigende Synchronisierung von Zellkulturen
ist bisher durch voriibergehende Senkung der Inkuba-
tionstemperatur# 12 eine partielle Synchronisierung
ausserdem durch die Verwendung von Hemmstoffen
fiir die Thymin-Biosynthese und nachfolgende Zugabe
von Thymidin2%128 erreicht worden. Bis heute liegen
jedoch aus der Anwendung solcher synchronisierter
Zellkulturen fiir das biochemische oder pharmakologi-
sche Studium des Zellteilungszyklus noch sehr wenige
Ergebnisse vor.

Die zweite der erwiihnten neueren Arbeitsrichtungen
dussert sich im Bestreben, die Kulturbedingungen so zu
vervollkommnen, dass sich mit der Zeit simtliche der
im Gesamtorganismns vorkommenden Zelltypen, soweit
sie zur Zellteilung tiberhaupt befihigt sind, in Kultur
ziichten lassen. Davon sind wir heute noch weit ent-
fernt, und so besteht gegenwirtig eine erste, bescheide-
nere Zielsetzung in der Kultur von Zellpopulationen,
welche die ex vive entnommene Zellpopulation mog-
lichst reprisentieren. Auch dies ist bisher nur in weni-
gen Fillen gelungen, und eine ganze Reihe von Anhalts-
punkten spricht dafiir, dass im allgemeinen unter den
Bedingungen ¢»n vitro nur ein geringer Teil der Zellen
imstande ist, sich fortgesetzt zu vermehren, und dass
deshalb von Anfang an eine intensive Selektion statt-
findet4, Dies dussert sich einerseits darin, dass das
exponentielle Wachstum erst nach Ablauf einer oft
recht langen Latenzperiode nach Inkubation der Pri-
mirkultur einsetzt, wie beispielsweise im Falle des
Miuse-Sarkoms-1801%. Anderseits fithrt die Selektion
oft zu einer Anderung der Eigenschaften der Zellpopu-
lation mit fortschreitender Kultur: so ist bei der Kultur
eines Zellstammes mit neoplastischen Eigenschaften
eine allmahlich. fortschreitende Abnahme der neopla-

u4 T T, Puck und P. I. Marcus, J. exp. Med. 103, 653 (1956).

15 T, T. Puck, Proc. nat. Acad. Sci., Wash. 44, 772 (1958).

18 W, Szvearskr und M. J. SmrtH, Proc. Soc. exp. Biol. Med., N. Y.
101, 662 (1959).

W7 W, SzysaLski, Exp. Cell Res. 18, 588 {1960).

18 G, A. Fiscuegr, Cancer Res. 19, 372 {1959).
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stischen Infektivitdt beobachtet worden®®. Daneben
kommt es oft in Kulturen normaler Zellen zum Auf-
treten von Zellen mit malignen Eigenschaften, welche
sich dann 1z vivo wie Zellen eines transplantierbaren
Tumors verhalten12%13¢ Dijes deutet darauf hin, dass
in der Kultur offenbar auch Mutationen fiir eine
Anderung der Zellcharakteristiken verantwortlich zu
machen sind. Besonders augenfillig dussert sich die-
ser Sachverhalt im Auftreten von Zellen mit verénder-
ter Chromosomenstruktur bei fortgesetzter Kultur
in vitro, wie dies fiir viele Zellstimme beschrieben
und zum Teil sebr eingehend untersucht worden
iSt 128,131-134

Gegenwiirtig setzt sich nun mehr und mehr die An-
sicht durch, dass solche Verdnderungen der Zellcha-
rakteristiken nicht durch die Kultur én vifro an sich
bedingt sind, sondern auf dem Fehlen optimaler Kul-
turbedingungen fiir die betreffende Zellpopulation be-
ruhen, wobei das Problem der optimalen Bedingungen
in erster Linie die Zusammensetzung der Nahrlosung
betrifft. So ist kiirzlich gezeigt worden, dass Fibrobla-
stenkulturen iiber lange Zeit ihre Chromosomenstruk-
tur unverdndert beibehalten, wenn das Nihrmedium
unter Zusatz von Embrycextrakt oder fétalem Serum
den Bediirfnissen der Zellen ausreichend angepasst
wird 138-138 Gleicherweise ist es in den letzten Jahren
durch Anpassung der Nihrlésung an die spezieller: Be-
diirfnisse des betreffenden Zellstammes méglich ge-
worden, eine ganze Reihe von transplantierbaren Tu-
moren praktisch ohne Latenzzeit ¢n witro zu ziich-
ten 21, 22,24, 138.

Einen Schritt weiter in der Richtung der Kultur
reprisentativer Zellpopulationen geht das Bestreben,
Zellen mit spezifischen Funktionen ¢x vitro zu ziichten.
Da die morphologischen Eigenschaften unter den Kul-

- turbedingungen kaum als ausreichendes Kriterium fiir
die Erhaltung von Zellfunktionen zu betrachten sind,
kommen dafiir in erster Linie biochemische Aktivititen
in Frage. Die neoplastische Infektivitit, welche zwar
in vielen Fillen unter den Kulturbedingungen erhalten
bleibt, ist wohl nur mit Vorbehalten als «Zellfunktion»
aufzufassen. In Kulturen, welche aus normalen Gewe-
ben hergestellt werden, wachsen nun ziemlich regel-
missig Zellen mit epithelialer oder mit fibroblastahn-
licher Morphologie aus, wobei die spezifischen bioche-
mischen Aktivititen, wie sie. beispielsweise .an der
Leber besonders gut untersucht sind, bald nicht mehr
nachgewiesen werden koénnen. Ein solcher Zellstamm
aus Leber wies zwar einen relativ hohen Glykogen-
gehalt auf, hatte dagegen die wohl spezifischere Fahig-
keit der Inaktivierung von Ostradiol verloren4, und
bei einem anderen, ebenfalls aus Lebergewebe ent-
standenden Zellstamm?4! waren mehrere fiir dieses
Organ spezifische Enzyme in den Zellen in Kultur
nicht mehr nachweisbar42:142, An Kulturen von Leber
aus Hithnerembryonen ist zudem gezeigt worden, dass
das fiir Leber typische Bild des Kohlehydratstoff-
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wechsels bereits wihrend der ersten 24 h in vifro verlo-
ren geht144,

Es stellt sich die Frage, ob dieser Verlust spezifi-
scher Zellfunktionen % vitro auf einer Entdifferenzie-
rung der betreffenden Zellen beruht oder aber auf
dem Uberwuchern anderer, unter den Bedingungen ix
vitro besser zur Vermehrung befihigter Zelltypen, wie
Bindegewebs- oder Epithelzellen. Fiir die zweite die-
ser Moglichkeiten spricht nun die Tatsache, dass es in
zwei Fillen gelungen ist, Zellen mit spezifischen bio-
chemischen Funktionen #n vifro zu ziichten, ohne dass
mit fortschreitender Zellvermehrung diese Zellfunk-
tionen verloren gegangen wiren, Dies betrifit einerseits
Zellen eines Mause-Mastocytoms, deren Synthese von
Histamin und Serotonin in der Kultur quantitativ er-
halten bleibt 2, und anderseits Zellen des Hypophysen-
vorderlappens, welche ihre Produktion von Hormonen
in vitro ebenfalls fortfiihren¥5, In beiden Fillen besteht
ein wesentlicher methodischer Kunstgriff in der Ab-
trennung der funktionellen Zellen von andersartigen,
in der urspriinglichen Population mit vorhandenen
Zelltypen, wie Fibroblasten oder Histiocyten. Ausser-
dem ist fiir die Kultur der neoplastischen Mastzeilen
eine an deren besondere Nihrbediirfnisse angepasste
Nihrlgsung erforderlich. Die Kultur anderer Zelltypen
mit spezifischen Funktionen liegt somit offenbar durch-
aus im Bereich der Moglichkeit, wenn diesen beiden
Voraussetzungen, nidmlich der Abtrennung von Be-
gleitzellen und der Verwendung eines Ndhrmediums
mit allen fiir die betreffende Zellart essentiellen Nutri-
enten, Rechnung getragen wird. Wie weit dabei auch
Hormone fiir die Erhaltung der Zellfunktion eine Rolle
spielen, ist gegenwirtig noch kaum vorauszusehen,
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Als noch weiter gestecktes Ziel ist schliesslich die
Kultur von beliebigen Einzelzellen, soweit sie iiber-
haupt zur Vermehrung befihigt sind, direkt anschlies-
send an deren Isolierung aus Geweben des Ge:amtorga-
nismus zu nennen. Zur Losung dieser Aufgabe reichen
allerdings unsere gegenwirtigen Kenntnisse iiber die
Nihrbediirfnisse isolierter Siugerzellen noch bei wei-
tem nicht aus. Ein solches Kultursystem wird jedoch
wiederum neue Moglichkeiten eréffnen fiir das Studium
der Verwandtschaft und der Wechselwirkung zwischen
verschiedenen Zelltypen sowie fiir die Bearbeitung von
Fragen der embryologischen Differenzierung.

Wihrend sich somit die bisherige Entwicklung auf
dem Gebiete der Zellkulturen vor allem mit Fragen des
Wachstums und der Zellvermehrung befasst und dabei
besonders die grosse Ahnlichkeit vieler verschiedener
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Zelltypen in vitro hervorgehoben hat, scheinen die
gegenwirtigen Bestrebungen die Grundlagen zu legen
fiir eine Analyse der Zellfunktion, der Zelldifferenzie-
rung und vermutlich auch der neoplastischen Entar-
tung, wobei neben dem Gemeinsamen wohl auch im-
mer mehr die Unterschiede zwischen den einzelnen
Zelltypen des Gesamtorganismus hervortreten werden.

Summary. In this brief review, the development of
modern quantitative methods for the cultivation of
mammalian cells ¢# vitro is described, and present
knowledge of their nutritional requirements is pre-
sented. In addition, some applications of these tech-
niques in biochemistry, pharmacology, virology, ge-
netics, and radiobiology are discussed.
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Voacanga-Alkaloide IV1,
Struktur von Voacryptin und Veacristin

Fiir das aus Stammrinden von Voacanga africana Stapf
isolierte Nebenalkaloid Voacryptin, C,,H,N,O,, hatten
wir auf Grund spektraler und analytischer Daten die
Struktur eines Oxovoacangins vermutet? Nachdem fiir
Voacristin, C,,H,,N,0,, die Konstitution eines Hydroxy-
voacangins abgeleitet worden ist1?, lag es aus biogene-
tischen Griinden nahe, fiir beide Stoffe die gleiche Stellung
des O-Atoms am Voacangingeriist anzunehmen. Diese
Hypothese konnte durch direkte Uberfithrung von Voa-
cryptin in Voacristin experimentell gesichert und fir
Voacryptin die Struktur (I) des 20-Oxovoacangins be-
wiesen werden; Voacristin ist demnach 20-Hydroxy-
voacangin (II)*.

Me0 l N ] IR DH

N [ Me I R: <DH
L L R: H, (Hsan-C0Me)
Me00C

Voacryptin besitzt eine Carbonylgruppe (5,83 p in
CH,Cl,)2, die durch Darstellung eines Oxims, Smp. 114
bis 116°, chemisch gesichert ist. Die Lage der Carbonyl-
absorption lisst auf eine aliphatische oder alicyclische
Ketogruppe schliessen. Einen indirekten Hinweis auf die
Stellung dieser Oxofunktion liefert die Chromsdure-
Oxydation des Voacryptins: unter den drastischen Be-
dingungen der Bestimmung nach Kuhn-Roth konnte eine
C-Methylgruppe nahezu quantitativ erfasst werden?. Nach
Oxydation unter milderen Bedingungen® konnte papier-
chromatographisch nur Essigsiure und keine Propionsiure
nachgewiesen werden, was gegen das Vorliegen einer C-
Aethylgruppe, nicht aber gegen eine CH,CO-Seitenkette?
spricht. Die nach Huanc-Minvon® ausgefithrte Wolfi-
Kishner- Reduktion lieferte unter gleichzeitiger Decar-
bomethoxylierung® direkt Ibogain (111}, wodurch die
20-Stellung der Ketogruppe sowie das den Isochinuclidin-
alkaloiden gemeinsame Grundgeriist!! fiir Voacryptin be-
wiesen ist.

Die Reduktion des Voacryptins mit Kaliumborhydrid
verlauft sterisch nicht einheitlich. Aus dem Gemisch dia-
stereomerer Dihydrovoacryptine konnte nach Acetylie-
rung als Hauptprodukt ein in allen Eigenschaften mit
Voacristin-acetat}>1° identisches O-Acetat erhalten werden.
In den Mutterlaugen fand sich 20-epi-Voacristin-O-acetat,
Smp. ca. 180°12,

Summary. Voacryptine is demonstrated to be 20-oxo-
voacangine. On reduction, it furnishes voacristine (20-
hydroxyvoacangine) and 20-epi-voacristine.
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