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Cel- en weefselkweektechnieken, ook wel in-vitro technieken genoemd, worden al veel
gebruikt in het wetenschappelijk onderzoek. Hierbij kunnen processen worden onderzocht die
in een organisme (mens of dier) niet mogelijk zijn. Daarbij kan in-vitro onderzoek dierproeven
vervangen, of het aantal verminderen, door, bijvoorbeeld, stoffen te screenen en alleen stoffen
in dieren te onderzoeken die op cel- of orgaanniveau het gewenste effect hebben. Of andersom,
stoffen die een duidelijke toxische werking hebben op cellen of organen kunnen worden
uitgesloten van verder onderzoek met proefdieren.

Jan van der Valk
Voormalig hoofd 3Rs-centre aan de Universiteit Utrecht, contact: valk@altanex.nl

De meeste onderzoekers die met cel- en weefselkweek werken, gebruiken vrijwel zeker foetaal
kalfsserum (fetal calf serum: FCS, ook wel fetal bovine serum: FBS). FCS is een bijproduct van de
zuivelindustrie en wordt gehaald uit het bloed dat na het slachten van ongeboren kalveren is afge-
nomen. |kzelf heb FCS gebruikt in mijn vroegere wetenschappelijke werk in kweken van primaire
neuronale cellen en neuroblastoomcellen. Het maakte deel uit van de routine in mijn lab, zoals dat
voor veel labs geldt, en de cellen deden het er erg goed op. Welke redenen kunnen er dan zijn om
het gebruik van FCS in twijfel te trekken?

FCS werd eind jaren vijftig ontdekt als celkweeksupplement door de Amerikaanse geneticus
Theodore Puck [1]. Op dat moment werden dierlijke cellijnen gekweekt in media die embryo-ex-
tracten bevatten van het dier waarvan de cellen ig waren. Maar s hadden
moeite om deze zogenaamde primaire celculturen te behouden en de cellen te vermenigvuldigen.
Bij de zoektocht naar een beter medium dat deze primaire culturen zou kunnen ondersteunen,
werd ontdekt dat zowel serumalbumine als fetuine, een plasma-eiwit, de groei van bepaalde cellen
kunnen bevorderen [2]. Puck ontdekte dat fetuine overvloedig aanwezig is in FCS, wat leidde tot
experimenten om de effectiviteit ervan als medium voor verschillende celtypen te bepalen.

Die effectiviteit werd bevestigd door de resultaten [1], en de publicatie daarvan resulteerde al
snel in het wijdverbreide gebruik van FCS.

Bij het zorgvuldig lezen van Pucks publicatie vallen twee belangrijke, maar grotendeels gene-
geerde, observaties op. Ten eerste merkte Puck op dat toxische factoren in verschillende mate
voorkomen in FCS en de celgroei beinvloeden. Dus elke batch serum moet vo6r gebruik worden
getest. Ten tweede viel hem op dat FCS dat in de zomer en de herfst werd verkregen over het
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Afbeelding 2. Een celkweekplaat. (author: National Center for Advancing Translational Sciences, National Center for
Advancing Translational Sciences from Bethesda, MD, Public domain, via Wikimedia Commons)

werkt en toont zowel in de handel verkrijgbare serumvrije media als mediaformuleringen uit de
literatuur. Naast uitgebreide informatie over elk medium, biedt elk record ook de mogelijkheid om
op elke formulering te reageren en verbeteringen voor te stellen. Bovendien kunnen gebruikers in-
formatie over ontbrekende media rechtstreeks aan de website toevoegen, waardoor het niet alleen
een informatiebron is voor, maar ook door wetenschappers.

Hoewel FCS wordt beschouwd als bijna universeel toepasbaar, zijn daarentegen chemisch-gede-
finieerde media vaak celtyp ifiek, wat als ¢ ie heeft dat voor elk gebruikt celtype
een nieuw medium moet worden ontwikkeld. Een belangrijke uitdaging bij het ontwikkelen van
chemisch-gedefinieerde media als alternatief voor FCS is het enorme aantal celtypen dat wordt
gebruikt - meer dan 144.000 volgens de Cellosaurus-database (Cellosaurus.org, januari 2023).
Dit is ook een grote uitdaging voor de FCS-Free Database, maar we zijn erin geslaagd om dit pro-
bleem onder de aandacht te brengen en een effectieve manier te creéren voor onderzoekers

om informatie over alternatieven te vinden en te delen.

Om het gebruik van FCS op korte termijn te vermijden wanneer er geen gedefinieerd medium
beschikbaar is, kunnen lysaten van menselijke bloedplaatjes (zgn. human platelet lysates, hPL's)
als supplement worden gebruikt, vooral bij het werken met menselijke cellen en organen. hPL's
worden geproduceerd uit gedoneerd menselijk bloed dat over de bruikbaarheidsdatum heen is.
Ze bevatten veel groeifactoren en lijken universeel toepasbaar te zijn. Toch zijn hPL's een biologisch
product en zien we hier ook variaties tussen verschillende batches [8].

De zoektocht naar gedefinieerde media is overigens niet nieuw, het begon in 1955 toen Harry Eagle
de cruciale aminozuren, vitamines, zout en glucose identificeerde die nodig zijn voor een effectieve
celcultuur [9], en is sindsdien voortgezet. Het daaropvolgende wijdverbreide gebruik van FCS en
het relatieve succes ervan in in-vitro onderzoek heeft het onderzoek naar serumvrije alternatieven
waarschijnlijk aanzienlijk vertraagd. Het is nu aan ons om het werk van Eagle af te maken en nieuwe
manieren te vinden om onderzoek te doen zonder afhankelijk te zijn van FCS, en de FCS-vrije data-
base is een belangrijk onderdeel van dit essentiéle werk.
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algemeen goed werkte, maar dat 80 % van het in de winter en de lente verzamelde FCS moest
worden weggegooid. Deze variabiliteit in kwaliteit is niet verrassend aangezien FCS een biologisch
product is, maar het heeft aanzienlijke gevolgen voor de wetenschap. Als elke afzonderlijke batch
serum een ander effect op cellen zou kunnen hebben, zou dit de reproduceerbaarheid van verkre-
gen resultaten enorm kunnen beinvloeden.

Bovendien zijn er zorgen over het dier ijn, ien bloed wordt bij het ongeboren
niet-verdoofde kalf door middel van een hartpunctie. Als niet alle voorzorgsmaatregelen zijn genomen,
is de kans groot dat de foetus door de procedure ongerief ondervindt [3]. Dit staat op gespannen
voet met de ing om in-vitro te i als vervanging van diergebruik.

Aangezien in-vitro methoden steeds vaker worden gebruikt, zijn er periodes geweest waarin de
vraag naar FCS groter was dan het aanbod, wat resulteerde in hoge kosten en frauduleuze ver-
menging van FCS met volwassen runderserumalbumine, water en andere celgroeibevorderende
additieven [4]. Dit kwam de kwaliteit niet ten goede.

Verder zien we ook een beweging naar relevantere in-vitro modellen op basis van menselijke
cellen en weefsels, waarbij FCS bijzonder ongeschikt kan zijn. Dit niet alleen omdat FCS toxische
bestanddelen kan bevatten, maar ook omdat FCS anders is samengesteld dan menselijk serum,
waardoor cellen anders kunnen reageren.

Ik werd me bewust van deze problemen nadat ik het praktijkonderzoek had verlaten om te gaan
werken bij het, toentertijd, Nederlands Centrum voor Alternatieven voor dierproeven. In 1996
vroeg mijn collega Vera Baumans mij om, samen met Frans Stafleu, supervisie te geven aan een
masterstudent, Carlo Jochems. Carlo wilde onderzoeken hoe FCS tot stand kwam. Als onderdeel
van zijn werk nam Carlo contact op met een breed scala aan belanghebbenden, waaronder
ambassades, relevante ministeries, dierenwelzijnsorganisaties, universiteiten, op 3V gerichte orga-
nisaties en natuurlijk degenen die betrokken zijn bij het oogsten, leveren en gebruiken van FCS.

Dit project was bedoeld om zes maanden te duren, maar nam uiteindelijk zestien maanden in
beslag en resulteerde in Carlo's uitgebreide thesis, ‘Trade and Harvest of Livestock Sera’
(Gebruik, handel en oogst van vee-sera). Hierin bespreekt hij hoe FCS wordt geoogst en
verhandeld; waarom en hoe het wordt gebruikt in in-vitro kweken; ethische overwegingen zoals
mogelijk lijden dat wordt ervaren door gewervelde foetussen wanneer bloed wordt afgenomen;
en de relevante wetgeving. Carlo bouwde ook voort op de ar van Puck en ar de
dat een meer kritische kijk op FCS en het gebruik ervan gewenst is. Hij stelde voor dat de beste
oplossing zou zijn om chemisch: inieerde syr ische ia te i en
FCS daarmee te vervangen. Zijn thesis werd in 2002 in verkorte vorm gepubliceerd in ATLA: ‘The
use of fetal bovine serum: ethical or scientific problem?" (Het gebruik van foetaal runderserum:
ethisch of wetenschappelijk probleem?) [5].

Dit werk heeft ertoe bijgedragen dat FCS en mogelijke alternatieven daarvoor een belangrijk
aandachtsgebied zijn geworden voor het toenmalige NCA. In 2003 hebben we dan ook een work-
shop georganiseerd om het mogelijke lijden van de foetus tijdens bloedafname voor FCS te
bespreken en aanbevelingen te doen om dit te vermijden. De workshop bracht ook verschillende
wetenschappelijke kwesties aan het licht die verband houden met het gebruik van FCS, en deelde
succesvolle voorbeelden van FCS-vrije media die toen al waren ontwikkeld [3]. Dit leidde tot de
organisatie van een tweede [6] en een derde [7] workshop over mogelijkheden om FCS te vervan-
gen, en uiteindelijk tot de ontwikkeling van de FCS-vrije database (fcs-free.org).

Vanaf juli 2020 beschrijft de FCS-Free Database alternatieve media die kunnen worden gebruikt
voor het kweken van 285 (januari 2023) unieke celtypen. De database wordt regelmatig bijge-
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