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Wiley begleitete wihrend der vergangenen 200 Jahre jede Generation auf ih-
rer Reise und fordert heute den weltweit vernetzten Informationsfluss, damit
auch die Anspriiche unserer global wirkenden Generation erfillt werden und
sie ihr Ziel erreicht. Immer rascher verindert sich unsere Welt, und es entste-
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Vorwort

Mancher wird sich angesichts dieser Neuerscheinung vielleicht fragen, ob es nétig

war, ein weiteres Buch tiber Zellkultur herauszubringen. SchlieRlich ist das Ange-

bot an einschldgiger Literatur in den vergangenen Jahren stindig erweitert worden.

Die zahlreichen Ermunterungen und Anregungen, die ich tiber die Jahre hinweg

erfahren habe sowie die freundliche Unterstiitzung durch den Verlag haben mich

letztlich bewogen, den Leitfaden fiir die Zellkultur zusammenzustellen. Einige

Vorgaben sollten dabei Beriicksichtigung finden:

e Der Inhalt des Leitfadens orientiert sich an den Bediirfnissen von Technischen
Assistentinnen und Assistenten sowie von Biologielaborantinnen und -laboran-
ten, die in der Ausbildung oder am Beginn ihrer beruflichen Laufbahn stehen,
mithin noch nicht tiber eine mehrjihrige Laborpraxis verfiigen. Diese Zielgrup-
pe schliefdt in der Regel auch Studentinnen und Studenten mit ein, die zur Er-
stellung ihrer Diplom- oder Doktorarbeiten ein Zellkulturlabor nutzen.

e Erfreulicherweise sehen nun auch die Lehrpline der Gymnasien und Berufs-
schulzentren eine intensive und ernsthafte Beschiftigung mit lebenden Zellen
im Zuge der berufsvorbereitenden Ausbildung vor. Es liegt daher nahe, der
wachsenden Zahl von interessierten Schiilern und Praktikanten sowie Biologie-
lehrern eine Anleitung zur Arbeit mit Zellkulturen an die Hand zu geben.

 Im Mittelpunkt stehen vornehmlich die grundlegenden Methoden und Techni-
ken, die man fiir die Arbeit im Zellkulturlabor unbedingt kennen und beherr-
schen sollte. Die weitaus meisten Anwender der Zellkulturtechniken wollen nicht
einfach nur vom Blatt ablesen, wie ein bestimmtes Ziel im Labor erreicht werden
kann. Sie wollen die Zusammenhinge kennen lernen, um zu verstehen, warum
sich dieses so und jenes eben anders verhilt. Deshalb wird auf eine ausfiihrliche
Darstellung des physikalischen, chemischen und physiologischen Hintergrunds
der Zellkultur Wert gelegt anstatt auf eine rein beschreibende Sammlung von Ar-
beitsprotokollen. Nicht zuletzt sollen die Leserinnen und Leser zu einem kriti-
schen, problembewussten, aber auch zu einem phantasievollen Umgang mit le-
benden Zellen und Geweben ermuntert werden. Eine Auswahl spezieller und wei-
terfithrender Methoden und Techniken wird in Kapitel 7 vorgestellt.

 Von einigen der in diesem Buch vorgestellten Methoden existieren in der Litera-
tur mehrere Modifikationen. Ich habe mich stets fiir jene Varianten entschieden,
die sich in der Praxis gut bewihrt haben. Dennoch kénnen Abinderungen in
Einzelfillen sinnvoll oder notwendig sein.

Xl
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Vorwort

* Esistleider eine betriibliche Tatsache, dass immer mehr Artikel deutschsprachi-
ger Autoren selbst in deutschen Fachzeitschriften in englischer Sprache verof-
fentlicht und Vorlesungen fiir eine iiberwiegend deutschsprachige Studenten-
schaft zunehmend in unbeholfenem Englisch gehalten werden. In dieser Ent-
wicklung sieht eine wachsende Zahl von Wissenschaftlern einen schwerwiegen-
den Nachteil fir den Forschungs- und Ausbildungsstandort Deutschland. Ich
freue mich deshalb besonders, dass der Wiley-Verlag dem vielfach geiuferten
Wunsch nach einer deutschen Ausgabe gefolgt ist und diesen Leitfaden in der
vorliegenden Form herausbringt.

 Nicht zuletzt ist es mir ein Anliegen, die Lesefreude der Nutzerin und des Nut-
zers — bei aller gebotenen Sachlichkeit und Genauigkeit des Inhalts — auch nach
lingerer Lektiire erhalten zu wissen. Da Fremdworter bekanntlich so heifen,
weil sie den meisten Lesern fremd sind, wird auf ihren flichendeckenden Ge-
brauch verzichtet. Da jedoch auch die Zellbiologie wie jede andere Wissenschaft
nicht ohne eine stattliche Anzahl von Fachausdriicken auskommt, werden die
unumginglichen Fachbegriffe im Text ,iibersetzt” oder im Glossar erldutert. Auf
weiterfiihrende Literatur wird am Ende eines jeden Kapitels hingewiesen.

Herzlich danken méchte ich meiner Frau fiir ihre Geduld und Nachsicht wihrend
der Erstellung des Manuskripts. Den Mitarbeitern des Wiley-Verlags, Frau Nuss-
beck und Herrn Dr. Sendtko sowie allen ungenannten Personen, gilt mein beson-
derer Dank fiir die freundliche Unterstiitzung und verstindnisvolle Zusammenar-
beit. Herzlichen Dank auch an alle Firmen und Personen, die durch Uberlassung
von Bildmaterial zum Gelingen des Leitfadens beigetragen haben. Allen Leserin-
nen und Lesern bin ich fiir Verbesserungsvorschlige und kritische Hinweise dank-

bar.

Dresden, im September 2006 Hans Jiirgen Boxberger



1
Geschichte und Bedeutung der Zellkultur

1.1
Das biologische Zeitalter

Leben wir im Zeitalter der Biologie? In seiner Neigung zum Ordnen und Klassifi-
zieren hat der Mensch vergangene Epochen stets unter dem Gesichtspunkt heraus-
ragender gesellschaftlicher und kultureller Errungenschaften betrachtet. Begriffe
wie ,Eisenzeit“ oder ,Neuzeit“ sind jedermann geliufig. Die fortschreitende Ent-
wicklung der modernen Wissenschaften hat die letzten zwei Jahrhunderte vor-
nehmlich geprigt. Stand das 19. Jahrhundert allgemein im Zeichen aufblithender
Technik, bahnbrechender medizinischer Entdeckungen und der Emanzipierung
der Naturwissenschaften, gehen wir kaum fehl, wenn wir das 20. Jahrhundert als
das Atom- und Computerzeitalter bezeichnen.

Trotz der ungeheuren Leistungen, die auf den Gebieten der Physik und der Che-
mie vollbracht wurden, hat sich die Biologie in den Jahrzehnten seit 1953, als Ja-
mes Watson, Francis Crick und Maurice Wilkins die Desoxyribonukleinsiure
(DNS) als Triger der genetischen Information entdeckten, unaufhaltsam eine
Schliisselposition erobert. Dass dem nicht immer so war, demonstriert die Tatsa-
che, dass ein Nobelpreis fiir Biologie vom Stifter nicht vorgesehen war und merk-
wiirdigerweise bis heute nicht ausgelobt wird. Dennoch konnte die ,klassische”
Biologie dank ihrer engen Bindung an die Medizin und die zunehmende gegensei-
tige Durchdringung mit den anderen naturwissenschaftlichen Disziplinen zu dem
avancieren, was man heute in Ermangelung klarer Abgrenzungskriterien als Bio-
wissenschaften bezeichnet. Nicht wenige sehen deshalb mit dem 21. Jahrhundert
das Zeitalter der Biotechnologie anbrechen.

Ob sich diese Vision bewahrheitet, soll dahingestellt bleiben. Kaum zu bestreiten
ist hingegen die Tatsache, dass insbesondere der Zellbiologie in dem neuen wis-
senschaftlichen Gebaude mit seinen zahlreichen Raumlichkeiten eine fundamen-
tale Bedeutung zukommt. Betrachten wir die zahlreichen biowissenschaftlichen
Teildisziplinen genauer, stellen wir fest, dass die Beschiftigung mit Zellen darin ei-
ne mehr oder weniger zentrale Rolle spielt. Die Zell- und Gewebekultur bildet ge-
wissermaflen die Basis, auf der die gesamte Biotechnologie aufbaut.

In der Tat sind in den letzten Jahrzehnten Zellkulturen zu einem der wichtigsten
Werkzeuge in der zellbiologischen, virologischen und immunologischen For-
schung sowie in der Tumorforschung geworden. Die enormen Fortschritte in der
Leitfaden fiir die Zell- und Gewebekultur. Jiirgen Boxberger

Copyright © 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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2 | 1 Geschichte und Bedeutung der Zellkultur

Grundlagenforschung, der Medizin und der Pharmazeutik wiren ohne die Ver-
wendung von Zellkulturen nicht méglich gewesen.

1.2
Die miihseligen Anfinge

Obwohl uns die Zellkultur als eine sehr moderne und mit groflem technischen
Aufwand betriebene Methode erscheint, reichen ihre Wurzeln weit zuriick. Man
macht sich kaum noch eine Vorstellung von den nahezu uniiberwindlichen
Schwierigkeiten und Hindernissen, mit denen sich die Pioniere seinerzeit kon-
frontiert sahen. Es diirfte nicht iibertrieben sein, wenn man aufgrund der duflerst
unzureichenden Voraussetzungen von einer Erfolgsquote von héchstens 1% aus-
geht. Die grofien Probleme bei dem Versuch Zellen lebend in Kultur zu halten, lie-
Ren ahnen wie komplex die Lebensvorginge auf der mikroskopischen und auf der
molekularen Ebene tatsichlich sind. Heute wissen wir um die Vielschichtigkeit der
Ursachen, die im Laufe eines langwierigen Erkenntnisprozesses nach und nach
mithsam und von zahlreichen Riickschligen begleitet aufgedeckt wurden.

Jedes komplex organisierte Lebewesen — ob Mensch, Tier oder Pflanze — entsteht
aus einer einzelnen Zelle, der befruchteten Keimzelle. Durch kontinuierliche Tei-
lung und Differenzierung entwickelt sich ein komplizierter Organismus aus zahl-
reichen, miteinander in wechselseitiger Beziehung stehender Zellen. Arzte und
Wissenschaftler waren von Anfang an bestrebt, diesen Vorgang auch kiinstlich im
Labor (,in vitro“) durchfithren und studieren zu kénnen. Zum einen wollte man die
Mechanismen der Krankheitsentstehung, zum anderen die entwicklungsbiologi-
schen Vorginge aufdecken und untersuchen. Die ersten ,Zellkulturen® beschaffte
man sich mit dem Kescher aus einem Tumpel. Amphibienlaich — das weif jeder,
den der Forscherdrang in jungen Jahren mit dem Marmeladenglas voller Froschei-
er nach Hause trieb — verlangt aufler geniigend Wasser keine besonderen Vorkeh-
rungen. Unendlich schwieriger erwiesen sich hingegen die lebenserhaltenden
Mafinahmen bei frisch isolierten Zellen oder Gewebeproben! Selbst Krebszellen,
deren Teilungsaktivitit ungehemmt vonstatten geht, konnten in einer Kulturschale
kaum am Leben erhalten werden.

Man muss sich vergegenwirtigen, dass nahezu alle heute bekannten Parameter
der Zellphysiologie damals unbekannt waren. Uber die Nihrstoffe, die ein Mensch
zum Leben braucht, lagen gesicherte Erkenntnisse vor. Welche Anspriiche jedoch
eine Zelle hinsichtlich der Versorgung und der Darreichungsform stellen mochte,
dariiber herrschte grofite Unsicherheit. Da einer Zelle kaum feste Kost zugemutet
werden konnte und eine Kultur in wasserloser Umgebung in kurzer Zeit vertrock-
net, versuchte man es zunichst mit so kuriosen Fliissigkeiten wie Boullion aus
Rindfleisch. Die Rinderbriihe konnte sich in der Zellkultur jedoch nicht durchset-
zen. In erstaunlicher Vorausahnung der tatsichlichen Gegebenheiten experimen-
tierte man nun mit Blutfliissigkeit und Lymphe, um die Kulturbedingungen fiir
Siugerzellen soweit wie moglich der natiirlichen Situation anzupassen.

Wihrend die Nahrstofffrage zumindest vorliufig gelost schien, sah man sich mit
einem anderen, kaum weniger bedeutenden Problem konfrontiert: den allgegen-
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wirtigen Mikroorganismen, die sich als listige Kommensalen (,Mitesser) in fast
allen Zellkulturen trotz sorgsamster Abschirmung erfolgreich einnisten konnten.
Da eine schlagkriftige Abwehrstrategie in Form von Antibiotika noch nicht zur
Verfiigung stand, muss die Verlustrate aulergewshnlich hoch gewesen sein.

Verglichen mit den Schwierigkeiten bei der Bereitstellung von Nihrstoffen und
der Aufrechterhaltung steriler Bedingungen war die Versorgung der Kulturen mit
Wirme in geeigneten Behiltern eine durchaus 16sbare Aufgabe. Die Temperatur
wurde mittels Thermometer und Raumheizung auf dem erforderlichen Niveau ge-
halten. Ein einfacher Kasten, ausgestattet mit einer Schale Wasser und einer Kerze
kann als Urahn aller Brutschrinke betrachtet werden.

1.3
Die zukiinftige Schliisseltechnologie

Versuch und Irrtum bestimmten noch bis weit in die erste Hilfte des 20. Jahrhun-
derts die meisten Experimente mit Zellen. Erst die Entwicklung spezieller Kultur-
medien und die Entdeckung der Antibiotika erlaubten den Zellforschern eine adi-
quate Nihrstoffversorgung ihrer Zellkulturen sowie eine gezielte Bekimpfung mi-
krobieller Infektionen bzw. deren Vorbeugung. Die Zahl der erfolgreich in Kultur
genommenen Zellen konnte stindig gesteigert werden. Infolge der rasanten Ent-
wicklung auf dem Gebiet der Labortechnik und der immens verfeinerten Analyse-
methoden hat die Zellkultur mittlerweile einen Stand erreicht, der es erlaubt, kom-
plexe Primir- und Gewebekulturen in vitro zu etablieren.

Besonders durch die stiirmische Entwicklung der Biotechnologie gewann die
Zellkultur, auch die pflanzliche Zell- und Gewebekultur, in der letzten Dekade des
20. Jahrhunderts stindig an Bedeutung. Konzentrierte sich das Interesse der Zell-
biologen und Mediziner urspriinglich nur auf die Vorginge in der einzelnen Zelle,
untersucht man heute auch komplizierte Zusammenhinge in Zellverbinden und
Geweben. Diese lassen sich meist nur in mehrschichtigen Cokulturen studieren,
in denen z. B. sowohl Epithelzellen als auch Bestandteile ihrer natiirlichen Umge-
bung (Basallamina, extrazellulire Matrix, Fibroblasten) vorhanden sein miissen.

Schlieflich sei noch darauf hingewiesen, dass die Zellkultur das Leiden von Tie-
ren verringern hilft, indem sie Tierversuche tiberfliissig macht. Laut einer Statistik
des Bundeslandwirtschaftsministeriums konnte die Zahl der Tierversuche in
Deutschland von 1989 bis 1997 um mehr als 40 % reduziert werden. Im Jahr 1996
wurden knapp 1,5 Mio Wirbeltiere in der Arzneimittelforschung ,verbraucht“. Die-
se Zahl erscheint riesig, im Vergleich zur Situation vor 20 Jahren ist das jedoch eine
Reduzierung um ca. 3 Mio Tiere pro Jahr. Es darf dennoch nicht verschwiegen wer-
den, dass aufgrund der neuen EU-Chemikalienpolitik, die fiir Tausende von Stof-
fen neue toxikologische Untersuchungen vorsieht, seit Anfang der 1990er Jahre
die Zahl der Versuchstiere wieder auf mehr als 2 Mio pro Jahr angewachsen ist. Die
Bedeutung der Zellkultur als Alternative zu Tierversuchen wichst dennoch stin-
dig. So stellte die EU-Kommission im Jahr 2003 neue Arzneimitteltests auf der Ba-
sis von Zellkulturen vor, die preiswerter und genauer sein sollen als der herk6mm-
liche Test an Kaninchen.
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Die moderne Zellkultur hat die Kinderkrankheiten ihrer Anfangsphase weit hin-
ter sich gelassen und ist zu einem unverzichtbaren Werkzeug nicht nur fiir die Bio-
logie und Medizin geworden. Zellkulturen werden zunehmend auch fiir techni-
sche Fragestellungen, z. B. in der Biotechnologie, Gentherapie oder in der Material-
forschung eingesetzt. Sie werden sich auch in Zukunft weiterentwickeln und ein
spannendes Betitigungsfeld nicht nur fiir Zellbiologen bleiben.



2
Das Zellkulturlabor und seine Einrichtung

2.1
Was ist ein Laboratorium?

Wie jedes andere Gewerbe bendtigt auch die praktische wissenschaftliche Tatigkeit
einen geeigneten Arbeitsraum, ein Laboratorium oder Labor.

Unter einem Labor im Allgemeinen verstehen wir einen Raum, in dem von Fach-
leuten oder unterwiesenen Personen Arbeiten zur Erforschung und Nutzung medi-
zinischer, naturwissenschaftlicher oder technischer Vorginge durchgefiihrt werden.

Nicht selten wird das Labor auch zu Ausbildungszwecken genutzt. Den fiir den
Umgang mit lebenden Zellen geeigneten Arbeitsbereich bezeichnen wir als Zell-
kulturlabor.

Als die Wissenschaftler ihr Labor noch im StraRenanzug mit Zylinder und Mo-
nokel betraten, gab es kaum Vorschriften dartiber, wie ein Labor einzurichten sei.
Inzwischen hat die Biirokratie eine Vielzahl an Normen, Rechtsvorschriften, tech-
nischen Regeln, Verordnungen, nationalen Gesetzen und EU-Richtlinien produ-
ziert, mit denen sich die Betreiber von Forschungsstitten bei der Ausstattung von
Laboratorien befassen miissen. Die iiberwiegende Mehrheit des Laborpersonals
wird kaum mit der Neueinrichtung eines Zellkulturlabors beauftragt werden und
die rechtlichen Grundlagen in ihrem vollen Umfang wiirdigen kénnen. Meist sind
die Arbeitsbedingungen, unter denen Zellkultur betrieben werden soll, bereits vor-
gegeben. Dennoch sollten wir uns die wichtigsten Grundanforderungen an die
Einrichtung eines Zellkulturlabors vergegenwirtigen, um gegebenenfalls Mingel
erkennen und beseitigen zu konnen.

2.2
Allgemeine Ausstattung eines Zellkulturlabors

Wie wir noch sehen werden, erfordert die Arbeit mit Zellen zum Teil sehr unter-
schiedliche Laborstandards. Schon wenn wir uns in einer Forschungseinrichtung
nach der Lage des Zellkulturlabors erkundigen, fillt auf, dass dieser Arbeitsbereich
gewohnlich nicht in ein molekularbiologisches oder genetisches Labor integriert
ist. Meist werden wir einen separaten Raum vorfinden, der einen etwas abgeschot-
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teten Eindruck auf den Besucher macht. Dieser Umstand ist kein Zeichen dafiir,
dass es sich bei den Zellbiologen um ausgesprochen eigenbrétlerische Naturen
handelt. Die Griinde fiir die Lage des Zellkulturlabors, abseits der anderen Labor-
rdume, liegen vielmehr in den besonderen Anspriichen und Notwendigkeiten, die
sich zwangsweise aus dem Umgang mit lebenden Zellen ergeben.

Zunichst muss der Laborraum gentigend Bewegungsfreiheit, StellflicheGerite
sowie genug Stauraum fiir Verbrauchsmaterial bieten. Bei einem véllig mit Geri-
ten zugestellten Labor und so engen Verkehrswegen, dass sich ein Mensch mit
durchschnittlicher Kérpergréfie nur unter duflerster Anstrengung hindurchzuwin-
den vermag, versteht es sich von selbst, dass unter derartigen Verhiltnissen viele
Bestimmungen zur Arbeitssicherheit aufler Kraft gesetzt sind. Hier kann es nicht
ausbleiben, dass Arbeitsfreude und Motivation der Mitarbeiter auf der Strecke blei-
ben. Allen im Labor arbeitenden Personen sollte eine ausreichend bemessene Ar-
beits- und Verkehrsfliche zustehen. Die Bewegungsfliche (auch Bedienfliche ge-
nannt) vor einem Labortisch muss mindestens 0,45 m und die Verkehrsfliche
(d. h. die Wege durch das Labor) mindestens 0,55 m Breite aufweisen (Abb.2.1a
und b). Je nach Anzahl der im Labor arbeitenden Personen oder der Verteilung der
Labormablierung im Raum muss die Verkehrsfliche entsprechend grofiziigiger
bemessen sein.

Dartiber hinaus hat der Betreiber fiir ausreichend Flucht- und Rettungswege zu
sorgen und diese eindeutig und dauerhaft kenntlich zu machen. Diese lebensret-
tenden Einrichtungen diirfen auf keinen Fall blockiert werden, zum Beispiel mit ei-
ner davor abgestellten 80 kg schweren Kohlendioxidflasche. Die Tiiren zum Labor-
bereich diirfen nur nach auen aufschlagen, da es ansonsten im Falle einer Hava-
rie zu dem gefiirchteten ,Diskothekeneffekt“ (mehrere Fliichtende behindern sich
gegenseitig und geraten in Panik) kommen kénnte. Ferner miissen Sichtfenster in
den Tiirfilllungen ungehinderten Ein- und Ausblick gewihren. Mitunter werden
Laborunfilleich nur von den auflen Voriibergehenden bemerkt. Es wire also strif-
lich leichtsinnig, das Sichtfenster mit den UrlaubsgriiRen der Kolleginnen und
Kollegen, Plakaten o. 3. zu verdecken. Bewusstlose oder verletzte Personen koénn-
ten im Ernstfall nicht rasch genug geborgen und versorgt werden.

Eine angenehme Arbeitsatmosphire im Labor ist nicht tiberall eine Selbstver-
stindlichkeit. Sowohl hohe Lufttemperaturen wie im Treibhaus als auch dhnlich
niedrige Temperaturen wie im Iglu sind nicht selten anzutreffen und beeintrichti-
gen das Wohlbefinden und die Gesundheit der Betroffenen. Es trifft zwar zu, dass
das Arbeiten im Tageslicht angenehmer ist als an einem fensterlosen Arbeitsplatzim
Keller. Intensive Sonnenbestrahlung, vor allem im Sommer, sorgt jedoch zusam-
men mit der unvermeidlichen Abwirme zahlreicher elektrischer Gerite schnell fiir
Temperaturen jenseits der 30 °C-Marke. Man halte nur die Hand iiber das Lampen-
haus eines Mikroskops, um zu ahnen, wie viel elektrische Energie im Labor als ,War-
meabfall anfillt. In einem Labor, dass auf der gesamten Ost- und Stidseite bis zur
Decke reichende Panoramafenster, aber keine Klimaanlagetzt, wird der Vorsatz,
stets mit Schutzkleidung zu arbeiten, auf eine harte Probe gestellt.

Da sich aus Griinden, die spiter noch Erwiahnung finden werden, beim Arbeiten
mit Zellkulturen das Offnen der Fenster verbietet, sollten zumindest elektrisch be-
triebene Rollos oder Blenden vorhanden sein, die je nach Sonneneinstrahlung he-
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Abb. 2.1 Doppelarbeitstisch mit grofziigiger Verkehrsflache.
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rabgelassen werden kénnen. Sonnenblenden an der Fensterauflenseite sind {ibri-
gens weitaus effektiver, da sie die Sonnenstrahlen bereits vor der Fensterscheibe
abweisen und somit einer Aufheizung vorbeugen. Innenrollos verdunkeln zwar
den Raum, verhindern jedoch kaum den unerwiinschten Temperaturanstieg. Tech-
nische Liiftungseinrichtungen einen achtfachen Luftwechsel pro Stunde erlauben,
kombiniert mit einer Klimaanlage, bieten derzeit den héchsten Komfort. Aller-
dings muss dafiir Sorge getragen werden, dass die Systeme einwandfrei eingere-
gelt und justiert sind, da ansonsten der gegenteilige Effekt auftritt. Unangenehm
kalte Zugluft im Labor ist der Gesundheit ebenso unzutriglich wie Cabrio fahren
im November.

Aus GroRraumbiiros ist bekannt, dass Liftungs- und Klimaanlagen zu regelrech-
ten Keimschleudern werden kénnen. Da der Eintrag von Staub und somit auch von
Keimenin ein Zellkulturlabor so gering wie moglich gehalten werden sollte, muss die
zugefiihrte Luft einen Filter passieren, der die Kleinstpartikel erfolgreich zuriickhilt.

Die bisher angefiithrten Beispiele gelten fiir Laboratorien im Allgemeinen. Da die
biologischen Arbeitsstoffe, mit denen wir experimentieren, mit unterschiedlichen
Risiken behaftet sein konnen, werden wir uns in Kapitel 3 ausfithrlicher mit den
speziellen Anforderungen an ein Zellkulturlabor zu beschiftigen haben.

23
Die Arbeitsbereiche eines Zellkulturlabors

In einem Zellkulturlabor miissen die unterschiedlichsten Arbeitsginge sinnvoll
miteinander kombiniert und durchgefiihrt werden. Es kann deshalb keine in sich
geschlossene Raumeinheit darstellen. Wie wir in Kapitel 3 noch sehen werden, be-
sitzt das Thema Sterilitit an unserem Arbeitsplatz einen Stellenwert, der nicht
hoch genug eingeschitzt werden kann. Im Gegensatz zu anderen Labors, wo die
Geritschaften nur einen hinreichenden Sauberkeitsgrad aufweisen miissen, ist die
Zellkultur auf absolute Sterilitit angewiesen. Dazu zihlen zum einen Priparierbe-
steck, Pipetten und Flaschen, zum anderen Fliissigkeiten und Substanzen, mit de-
nen die Zellen in unmittelbaren Kontakt kommen. Damit diese Arbeitsmittel je-
derzeit in der gewiinschten Qualitit zur Verfiigung stehen, bedarf es spezieller
Vorbereitungen, die in eigens dafiir eingerichteten Arbeitsbereichen getroffen wer-
den. Wir wollen uns in den folgenden Abschnitten niher mit deren Sinn und
Zweck beschiftigen. (Da ein niheres Eingehen auf technische und physikalische
Details den begrenzten Rahmen dieses Buchs sprengen wiirde, seien dem interes-
sierten Leser die Fachliteratur tiber Geritetechnik, die Broschiiren der Internatio-
nalen Vereinigung fiir Soziale Sicherheit (IVSS) sowie der Berufsgenossenschaft
der chemischen Industrie empfohlen.)

2.3.1
Der Reinigungsbereich

Die Reinigung und Sterilisation von Laborutensilien erfolgt hiufig in einer Spiilkii-
che. Sie kann in einer zentralen Serviceeinheit untergebracht sein. Groe Zellkul-
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turlabors verfiigen mitunter tiber separate Spiilkiichen, wo ausschliefllich Ge-
brauchsmaterial fiir ihren speziellen Bedarf behandelt wird. Aus der Sicht des Zell-
ziichters besitzt eine solch exklusive Reinigungseinrichtung natiirlich viele Vorzii-
ge: Das gesamte Inventar ist auf seine Bediirfnisse abgestimmt, das Personal weifs,
worauf es ankommt und er braucht sich nicht ,hinten anzustellen“.

Reinigung

Da zentrale Spiilkiichen auch andere Labors bedienen, deren Anspriiche an die

Reinheit nicht ganz so hoch sein miissen, sollten wir dafiir Sorge tragen, dass unse-

re Wiinsche gewissenhaft erfiillt werden. Wer mochte schon ein teures Auto oder

ein rassiges Motorrad einer nicht ordentlich gefithrten Hinterhofwerkstatt tiber-

antworten? Beginnen wir also damit, dass wir die Spiilkiiche griindlich inspizieren:

e Macht der Raum einen sauberen und aufgerdumten Eindruck?

e Sind FuRboden und Winde gefliest?

o Gibt es einen Wasserabfluss im Boden?

o Ist fiir einen wirksamen Dampfabzug gesorgt?

» Wird die vorgeschriebene Wasserqualitit (z. B. aqua purificata) verwendet?

« Sind die fuir unsere Zwecke geeigneten Reinigungs- und Trocknungsautomaten
vorhanden?

Falls wir in Zweifel ziehen miissen, dass diese Punkte erfiillt werden, besteht die
Gefahr, dass wir unsere Zellkulturflaschen nur unzureichend sauber zuriickbe-
kommen. Eine unsaubere Spiilkiiche mit ,permanenter Waschkiichenatmosphi-
re“ verkommt rasch zur Brutstitte fiir Warme und Feuchtigkeit liebende Pilze.
Uber kontaminierte Laborutensilien wiirden diese Keime stindig in unsere Kultu-
ren gelangen und zu einem lang anhaltenden, frustrierenden Argernis werden.
Die Anforderungen an die Reinheit von Laborglas konnen sehr unterschiedlich
sein. Zwar ist das Reinigen von Laborglas auch manuell méglich, ein Héchstmafd
an Sicherheit und Sauberkeit gewihrleistet jedoch nur das maschinelle Verfahren,
da sich der Reinigungsablauf dokumentieren und nachpriifen lisst. Gerade die
Biotechnologie stellt an die riickstandsfreie Reinigung von Glaswaren hochste An-
spriiche. Es ist deshalb ratsam, das Spiilkiichenpersonal tiber den besonderen Sta-
tus unserer Glaswaren zu informieren. Werden sie zusammen mit gewdhnlichen
Laborglisern gereinigt, konnen Riuckstinde des aggressiven Spiilmittels am Glas
haften bleiben. Spiter, wenn wir zum Beispiel Nidhrmedium darin aufbewahren,
konnen diese in Losung gehen. Selbst Spuren von Detergenzien beeinflussen bei-
spielsweise die Enzymreaktionen von Zellen und lassen die Kulturen absterben.
Wir tun also gut daran, die Spiilkiiche darauf hinzuweisen, die Zellkulturgliser se-
parat zu spiilen und spezielle Reinigungs- und Neutralisationsmittel zu verwen-
den. Es empfehlen sich alkalische Reiniger ohne Tenside und saure Neutralisato-
ren (z. B. auf der Basis von Zitronensiure), frei von Phosphaten, stickstoffhaltigen
Komplexbildnern und Tensiden. Bei biologisch kontaminiertem Laborglas mit in-
fektiosen Riickstinden ist zudem eine chemische Desinfektion mit fungiziden,
bakteriziden und Virus inaktivierenden Reinigungsmitteln vorgeschrieben. Diese
Spulmittel sind im Laborbedarfshandel erhiltlich. Hersteller von Laborspiilma-



