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Kurzreferat

Knorpel ist ein druckfestes Stiitzgewebe, das aufgrund seines einzigartigen Aufbaus eine beschrankte
Regenerationskapazitdt besitzt. Die Knorpelregeneration stellt somit eine Herausforderung fiir
Mediziner dar, die sich immer noch auf der Suche nach einer optimalen, standardisierten und
minimal invasiven Methode befinden.

Die Kultivierung von Knorpelzellen unter verdnderten Schwerkraft- wund simulierten
Mikrogravitationsbedingungen in Bodenanlagen, wie beispielsweise der Random Positioning
Machine, dem zweidimensionalen schnelldrehenden Klinostaten und der Rotating Wall Vessel, stellt
eine neue Strategie fiir das Tissue Engineering des Knorpels dar. Die reale Mikrogravitation wéhrend
eines Parabelfluges und auch die simulierte Mikrogravitation beeinflussen das Wachstum, die
Morphologie und die Physiologie der Knorpelzellen, die ihr Zytoskelett, ihr Genexpressionsprofil
und ihren Proteingehalt unter diesen Bedingungen dndern. Diese Verdnderungen wurden im Rahmen
dieser Doktorarbeit untersucht.

Chondrozyten sind wie Fibroblasten, Endothel- und Karzinomzellen in der Lage, in simulierter
Mikrogravitation dreidimensionale Aggregate (multizelluldre Sphéroide, Gewebestiickchen) ohne
Zusatz von Trigermaterialien zu bilden. Unter Verwendung eines geeigneten Mediums kdnnen sich
diese Aggregate bei lidngerer Kultivierungszeit zu knorpeldhnlichem Gewebe ausbilden. Dieses
Gewebe und die unter Mikrogravitation geziichteten Knorpelzellen wurden fiir diese Doktorarbeit
molekularbiologisch, histologisch und immunhistochemisch untersucht. Dariiber hinaus wurde die

weitere mogliche Verwendung des produzierten Gewebes in der regenerativen Medizin diskutiert.

Schliisselworter
Knorpel, Random Positioning Machine, Rotating Wall Vessel, zweidimensionaler schnelldrehender

Klinostat, Chondrozyten, Mikrogravitation, Simulation der Mikrogravitation
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Vorwort

Vorwort

Die vorliegende Doktorarbeit umfasst Experimente, deren Auswertung in der Zeit zwischen
November 2012 und Mirz 2015 an der Universititsklinik (Klinik fiir Plastische, Asthetische und
Handchirurgie) der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg stattgefunden hat. Die Experimente
an den Bodenanlagen (3D Random Positioning Machine, 2D schnell-drehender Klinostat und
Rotating Wall Vessel) wurden an der Universitdt Aarhus in der Arbeitsgruppe von Frau Professor
Daniela Grimm durchgefiihrt, wo ich tiber die Hélfte der Doktorarbeitszeit verbracht habe.

Durch die Zugehorigkeit zur 2. Generation der SpaceLife Doktoranden des Deutschen Zentrums fiir
Luft- und Raumfahrt und die Finanzierung durch die Helmholtz Gesellschaft konnte ich die
Untersuchungen zum Einfluss von Hypergravitation auf humane Chondrozyten im DLR (Kdln) an
der Kurz-Arm Humanzentrifuge (SAHC) durchfithren. Im DLR erfolgten auch die Experimente auf
dem 2D schnelldrehendem Klinostat und der Vibraplex Maschine (zur Untersuchung der
Vibrationseinfliisse) unter der Betreuung von Frau PD Dr. Ruth Hemmersbach.

Die Einfliisse der kurzzeitigen realen Mikrogravitation auf die humanen Knorpelzellen (Projekt:

http://www.dlr.de/rd/desktopdefault.aspx/tabid-2285/3423 read-39377/) wurden im Februar 2014

nach erfolgreicher Experimentbegutachtung wiahrend der 24. DLR Parabelflugkampagne
(durchgefiihrt durch die Firma NOVESPACE) in Bordeaux (Flughafen Bordeaux-Merignac,

Frankreich) erforscht.
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Vorwort

Preface

The present doctoral thesis includes experiments conducted during November 2012 — May 2015 at
the University Hospital (Clinic for Plastic, Aesthetic and Hand Surgery) of the Otto-von-Guericke-
University (Magdeburg, Germany). Experiments involving ground-based facilities such as the
Random Positioning Machine, 2D Fast-Rotating Clinostat and Rotating Wall Vessel were performed
at the Aarhus University (Aarhus, Denmark) in the laboratories of Professor Daniela Grimm, where I
spent around 50 % of my PhD time.

As doctoral student of the second generation of the SpaceLife Program of the German Aerospace
Centre and with financial support by the Helmholtz Society, I was able to perform the experiments
focusing on the influences of hypergravity on human chondrocytes on the Short-Arm Human
Centrifuge (SAHC) at the German Aerospace Centre (DLR) in Cologne. The experiments on the 2D
Fast-Rotating Clinostat and Vibraplex (for investigation of vibration influences on human
chondrocytes) were also conducted at the DLR.

The studies on the influences of short-term real microgravity on human chondrocytes (Project:

http://www.dlr.de/rd/desktopdefault.aspx/tabid-2285/3423 read-39377/) were done after successful

experiment evaluation during the 24™ DLR Parabolic Flight Campaign operated by the company
NOVESPACE in February 2014 in Bordeaux at the airport of Bordeaux-Merignac (France).
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Zielsetzung

Zielsetzung

Die vorliegende Promotionsschrift untersucht die Verdnderungen von humanen Chondrozyten
(Knorpelzellen), die unter modifizierten Gravitationsbedingungen geziichtet worden sind. Die Arbeit
wurde in mehrere Abschnitte unterteilt, deren Ergebnisse bereits teilweise publiziert wurden.

Im ersten Teil der Arbeit wurde untersucht, wie sich die Knorpelzellen bei Kultivierung auf der
Random Positioning Machine (RPM), einem Gerédt zur Simulation von Mikrogravitation, verhalten.
Dabei wurden insbesondere morphologische Verdnderungen des Zytoskeletts, die Genexpression
sowie der Gehalt an extrazelluldren Matrixproteinen nach Kultivierung fiir 30 min, 2, 4, 16 und 24 h
unter simulierter Mikrogravitation untersucht.

Im zweiten Abschnitt der Dissertation sollten diese Resultate mit denen unter realer Mikrogravitation
erzielten Ergebnissen verglichen werden. Dafiir wurden die Chondrozyten in einem Inkubator, der in
ein Parabelflugrack eingebaut war, wihrend der 24. DLR Parabelflugkampagne im Februar 2014 an
Bord eines Parabelflugzeuges geflogen und nach der ersten und der letzten Parabel fixiert. Da die
Mikrogravitationsphase wihrend eines Parabelfluges von zwei Hypergravitationsphasen und den
Vibrationen des Flugzeugs begleitet wird, wurden die Effekte von Vibration und Hypergravitation
auf humane Chondrozyten wihrend dieser Arbeit separat am Boden untersucht. Dabei sollte gepriift
werden, ob die beobachteten Zellverinderungen tatsdchlich durch Mikrogravitation zustande
gekommen waren.

Im dritten Teil der Doktorarbeit wurden die in zwei unterschiedlichen Simulationsanlagen (RPM und
2D schnelldrehender Klinostat (FRC)) erzielten Ergebnisse miteinander verglichen. Es sollte gepriift
werden, ob es unterschiedliche Effekte auf die Chondrozyten in Abhédngigkeit der
Simulationsmethode gibt.

Im vierten Abschnitt der Arbeit wurden Chondrozyten von sechs verschiedenen Spendern in drei
unterschiedlichen Medien auf der Random Positioning Machine bis zu vier Wochen lang kultiviert.
Die gebildeten ,,Zellaggregate® bzw. knorpeldhnlichen Gewebestiickchen wurden jeweils aus dem
Medium isoliert, fixiert, in Paraffin eingebettet, geschnitten, histologisch und immunhistochemisch
untersucht. Dariiber hinaus wurden Verdnderungen des Zytoskeletts und der Extrazellulédren Matrix
(EZM) sowie die Genexpression und der Proteingehalt der Gewebestiicke niher studiert.

Im flinften und abschlieBenden Abschnitt der Doktorarbeit wurden die Chondrozyten in der von der
NASA-entwickelten Rotating Wall Vessel kultiviert. Die erzielten Ergebnisse wurden mit den

Ergebnissen der RPM-Versuche verglichen.
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1. Einleitung
1.1  Biologie des Knorpels
1.1.1 Chondrozyten

Knorpelzellen (Chondrozyten) nehmen ihren Ursprung von Chondroblasten, die aus den
mesenchymalen Zellen stammen, und sind der einzige Zelltyp, der im Knorpel eines gesunden
Menschen vorzufinden ist (Salomon et al. 2008). Sie machen ungefihr 1-10 % des gesamten
Knorpelvolumens aus (Hensler 2009). Chondrozyten liegen einzeln oder in kleinen Gruppen
(Chondronen) in den Knorpelhdhlen bzw. in der extrazelluldren Matrix, die iberwiegend aus dem fiir
die Struktur verantwortlichen Kollagen Typ II und dem knorpelspezifischen Proteoglykan
(Aggrecan) besteht und diese von der Umgebung abgegrenzt (Salomon et al. 2008).

Wihrend die Kollagene fiir die elastischen Eigenschaften und die Zugfestigkeit des Knorpels
verantwortlich sind (Salomon et al. 2008), bestimmen die Proteoglykane die viskoelastischen
Eigenschaften und die Druckfestigkeit des Knorpels (Jurvelin et al. 2000; Kempson et al. 1970;
Bader et al. 1994). Kollagen Typ II hat mit ungefdhr 90-95 % den grofiten Anteil an den
Kollagenfibrillen, die extrem stark sind und einen enormen Belastungswiderstand besitzen. Die
Proteoglykane werden von den Chondrozyten produziert und bestehen aus einem Kemnprotein,
welches mit multiplen sulfatierten Polysaccharideinheiten, den Glykosaminoglykanen, verbunden ist.
Diese sind aufgrund ihres hohen Wasserbindungsvermogens fiir die Druckelastizitidt des Molekiils
zusténdig (Salomon et al. 2008).

Das Proteoglykan Aggrecan hat zwei verschiedene Glykosaminoglykanketten: Das Chondroitinsulfat
und das Keratansulfat (Ulrich-Vinther et al. 2003). Jedes Aggrecan enthdlt 100
Chondroitinsulfatketten und bis zu 60 Keratansulfatketten. Die N-terminale Domine enthélt ein
Protein mit einer sehr hohen Affinitdt zu Hyaluronsdure und einem kleinen Glykoprotein als
Bindungsprotein, welches die Bindung zwischen der Hyaluronsdure und dem Aggrecan stabilisiert
(Ulrich-Vinther et al. 2003). Jede Hyaluronsdurekette kann viele Aggrecan-Molekiile binden und
bewirkt so den typischen Aufbau der Proteoglykane (Ulrich-Vinther et al. 2003).

Die Knorpelzellen sind mit den iiblichen Zellorganellen ausgestattet. Sie verfligen iiber einen gut
ausgebildeten Golgi-Apparat und reichlich raues endoplasmatisches Retikulum (Salomon et al.
2008). Die Versorgung der Chondrozyten erfolgt iiber das Perichondrium (Knorpelhaut) und die
Synovia (Gelenkschmiere) (Salomon et al. 2008).

1.1.1.1 Das Zytoskelett der Chondrozyten

Das Zytoskelett der Chondrozyten besteht aus einem dreidimensionalen Protein-Netzwerk, das aus
Mikrofilamenten, Mikrotubuli und Intermediérfilamenten (IF) zusammengesetzt ist (Benjamin et al
1994, Durrant et al. 1999).

Bei den Mikrofilamenten handelt es sich um Polymere aus B-Aktin-Untereinheiten (Benjamin et al

1994), deren Mikrofibrillen sich in der Zellperipherie (Zellrinde) befinden und dort ein stabiles

6



Einleitung

Netzwerk bilden (Durrant et al. 1999, Langelier et al. 1999, Trickley et al. 2004). Die
Mikrofilamente verleihen der Zelloberflache eine mechanische Stabilitit, spielen eine Rolle bei den
Zellenverformungen und beim intrazelluliren Transport (Trickley et al. 2004). Bei deren
Beeintrachtigung kommt es zur Verdnderung der Beziehung zwischen der extrazelluldren Matrix und
dem Chondrozytenkern (Trickley et al. 2004). Daher kann angenommen werden, dass Aktin
teilweise fiir die Ubermittlung der mechanischen Zellverformung durch die Zellmembran hindurch
verantwortlich ist (Trickley et al. 2004).

Die Mikrotubuli bestehen aus a- und B-Tubulin-Untereinheiten, die sich zu 13 longitudinalen Reihen
zusammenlagern und dabei Tubulindimere bilden, die Kopf-zu-Schwanz entlang der Langsachse des
Mikrotubulus angeordnet sind. Dieses fiihrt zu einer funktionalen Polarisierung (Benjamin et al
1994). Innerhalb der Zelle breiten sich die Mikrotubuli im gesamten Zytoplasma ausgehend vom
Mikrotubuli-organisierenden Zentrum aus (Benjamin et al 1994, Langelier et al. 1999, Trickley et al.
2004). Dieses Zentrum entspricht einem Zentriol in der Ndhe des Zellkerns (Durrant et al. 1999,
Trickley et al. 2004). Mikrotubuli spielen die Hauptrolle bei der Verteilung der Organellen,
Zilienbewegungen, intrazelluldrem Transport sowie bei der Zellteilung (Benjamin et al 1994), indem
sie die Lokalisation des Golgi-Apparats und des endoplasmatischem Retikulums bestimmen. Ihre
Integritit innerhalb der Chondrozyten ist fiir die Synthese und die Sekretion von Kollagenen und
Proteoglykanen von groB3er Bedeutung (Benjamin et al 1994).

Die Intermedidrfilamente (IF) (u. a. Vimentin und Zytokeratin) sind besonders in den Chondrozyten
der mittleren Gelenkknorpelzone anzutreffen (Eggli et al. 1988), wo sie sich oft zu dichten Wirbeln
zusammenlagern, die grofe Teile des Zytoplasmas vereinnahmen. Sie bilden Netzwerke an der
Kortex und um den Nukleus herum (Durrant et al. 1999) oder sind durch das gesamte Zytosol
hindurch und von definierten Filamenten in Kernndhe verteilt (Trickley et al. 2004). Sie werden als
mechanische Integratoren des intrazelluldiren Raums betrachtet, weil sie zusammen mit anderen
Elementen des Zytoskeletts einen Teil des mechanischen Transduktionssystems bilden, womit die
Zellen auf externe Krifte antworten und Verdnderungen der dufleren Umgebung wahrnehmen
(Benjamin et al 1994). Auf eine starke Belastung reagieren sie mit einer Versteifung des Netzwerks
(Trickley et al. 2004), wobei der IF-Gehalt der Chondrozyten als Antwort auf mechanische
Belastungen gesteigert wird, was ihr Antreffen in den gewichttragenden Bereichen des
Gelenkknorpels erkldrt. Es konnte auch eine Korrelation der IFs mit den Komponenten der
extrazelluldren Matrix in verschiedenen Knorpeltiefen bestehen (Benjamin et al 1994).

Chondrozyten exprimieren eine Vielfalt an Integrin-Untereinheiten, wobei die Expression heterogen
und abhingig vom Abstand zur Gelenkoberfliche erfolgt (Salter et al. 1992). Die unterschiedliche
Expression der Zytokeratine hidngt mdglicherweise mit den verschiedenen Integrintypen der
Zellmembran von Knorpelzellen und der Natur der perizelluliren Matrix zusammen (Salter et al.

1992).
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Das Zytoskelett ist sowohl fiir die Zellform, fiir die Bewegung von Zellen und Organellen als auch
die Zellteilung und den intrazelluldren Transport von Bedeutung (Benjamin et al 1994). Auch
aufgrund der mechanischen und biomechanischen Eigenschaften einer Zelle, sowie ihrer
Wechselwirkungen mit der umliegenden Matrix spielt das Zytoskelett eine wichtige Rolle (Guilak
und Mow, 2000). Beschddigung des Zytoskeletts durch chemische Agenzien édndert die
mechanischen Zelleigenschaften (Trickley et al. 2004). Eine Zerstorung der Mikrotubuli fiihrt zu
keiner groBlen Beeinflussung der mechanischen Eigenschaften der Chondrozyten (Trickley et al.

2004).

1.1.1.2 Die Extrazellulire Matrix (EZM) der Chondrozyten

Die EZM stellt ein Netzwerk aus Makromolekiilen dar, die auf unterschiedliche Art entstehen bzw.
abgebaut werden. Dieser Remodelingprozess wird durch Zellrezeptoren, die an bestimmte
Komponenten der EZM binden, oder durch die Expression von Genen in den Zellen reguliert. Die
Interaktion zwischen der EZM und den Zellen resultiert somit in Zelladhésion, Zellmigration,
Zellproliferation sowie im Aufbau, Umbau und Abbau von Gewebe, wobei vor allem die Matrix
Metalloproteinasen (MMP) fiir den Abbau und Umbau der EZM verantwortlich sind.

Die EZM der Chondrozyten besteht zu etwa 60 % aus Kollagenen, zu 20-25 % aus Proteoglykanen,
sowie zu 15-25 % aus nicht-kollagenen Proteinen und Glykoproteinen. Die Hauptaufgabe der EZM
ist die Aufrechterhaltung der mechanischen Eigenschaften des Knorpels. Zudem erfolgt die
Ubertragung von mechanischen Signalen von der Matrix auf die Chondrozyten wihrend einer
belastungsbedingten Matrixverformung. Innerhalb der EZM unterscheidet man drei verschiedene
Matrixarten (die perizelluldre, die territoriale und die interterritoriale Matrix), die sich in Aufbau und
Zusammensetzung unterscheiden. Die perizellulire und die territoriale Matrix sind fiir die
Verbindung der Zellmembran mit den Matrixmolekiilen verantwortlich und schiitzen daher die
Zellen vor Schiadigungen wahrend der Belastung und Deformation des Gewebes.

Wenn die Gelenkoberfldche unter Belastung komprimiert wird, kommt es zum Fliissigkeitsausstrom
aus der Matrix, was eine Verdnderung des lonengleichgewichtes und damit des osmotischen
Druckgradienten bewirkt und zu einem gesteigerten Fluss von Stoffwechselprodukten fiihrt.
Experimentelle Studien zeigten, dass eine abnorme Ruhigstellung des Gelenkes die Konzentration
der Proteoglykane und das Ausmall der Aggregation verdndert, wodurch wiederum die
mechanischen FEigenschaften beeinflusst werden (Buckwalter 1995). Bei Wiederaufnahme der
Belastung werden die mechanischen Eigenschaften normalisiert. Die Aufrechterhaltung der
Knorpelzusammensetzung ist somit von Bewegung und Belastung abhingig (Buckwalter 1995).

Zu Beginn einer arthrotischen Knorpeldegeneration kommt es zum Zerbrechen des Matrix-
Netzwerkes auf Molekularebene. Initial erfolgt eine Erhhung des Wassergehaltes, die durch eine
Abnahme der Molekiilgrofle bedingt ist. Beim Alterungsprozess kommt es zu einer Umbildung in

der Zusammensetzung der Matrix, der Aktivitdt der Knorpelzellen und zu einer Abnahme der
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Reaktionsfahigkeit auf Stimuli wie z.B. Wachstumsfaktoren. Diese Verdnderungen tragen zu einer
Steigerung der degenerativen Prozesse im Knorpel bei (Guerne et al. 1995).

Die EZM bestimmt auflerdem die Form einer Zelle und steht mit der Zelle bzw. mit ihrem
Zytoskelett in wechselseitiger Interaktion, indem Zytoskelett und EZM ein Geriist ausbilden, das
durch Druck und Spannung zusammengehalten wird. Somit wird durch duBlere Einfliisse nicht nur
das Zytoskelett, sondern auch die EZM beansprucht. Es wird postuliert, dass die ganze Zelle als
»Schwerkraftsensor fungiert, was zur Verdnderung der Zellform, einer Neuordnung zellulédrer
Strukturen oder einer verdnderten Signalweitergabe innerhalb der Zelle fithren kann (Ingber 1999,

Ingber 2003(a), Ingber 2003(b)).

1.1.2 Knorpelarten

Der Knorpel ist ein druckfestes Stiitzgewebe, das aufgrund seines Aufbaus sowie physikalischer und
chemischer Eigenschaften eine Mittelstellung zwischen Binde- und Knochengewebe einnimmt
(Salomon et al. 2008). Man unterscheidet zwischen hyalinem Knorpel, elastischem Knorpel und
Faserknorpel (Abb. 1), die sich nach der Art der innerhalb der Matrix eingebetteten Proteinfasern
differenzieren und an die jeweilige Funktion angepasst sind.

Hyaliner Knorpel ist die hdufigste Knorpelart, die in der Nase, den Ohren, der Luftrdhre, am
Kehlkopf und in den Bronchien vorzufinden ist (Salomon et al. 2008). Auflerdem deckt der hyaline
Knorpel die Knochengelenkflichen ab, wo er eine stoBdimpfende Funktion {ibernimmt. Adulter
hyaliner Gelenkknorpel ist eine anervale, alymphatische und avaskuldre Matrix, die von den
Chondrozyten synthetisiert wird (Bruns et al. 2000). Im hyalinen Knorpel sind die Proteinfasern grof3
und bestehen liberwiegend aus Kollagen. Die optische Dichte dieser Fasern ist gleich der Dichte der
Grundsubstanz, die sie umgibt (Salomon et al. 2008), was dazu fiihrt, dass die Kollagenfasern in der
extrazelluldren Matrix nicht sichtbar sind (Abb. 1A). Somit erscheint der hyaline Knorpel als
einheitliches, glanzendes Gewebe mit gleichmiBig verteilten Chondrozyten (Salomon et al. 2008).
Den elastischen Knorpel findet man in den eustachischen Rohren, am Kehldeckel und an den
Ohrlappchen. Er besteht aus den in die Grundsubstanz eingebetteten elastischen Fasern, die deutlich
sichtbar sind, was ihn leicht vom hyalinen Knorpel unterscheiden lasst (Abb. 1B).

Der Faserknorpel ist eine Knorpelart mit schichtweise angeordneten Kollagenfasern (Abb. 1C). Im
Gegensatz zu dem sehr einheitlichen Aussehen des hyalinen Knorpels (Abb. 1A) besitzt der
Faserknorpel eine schwammartige Struktur mit Liicken zwischen den Lacunae und
Kollagenfaserbiindeln (Salomon et al. 2008). Diese Struktur verleiht dem Faserknorpel

stoddmpfende Eigenschaften an Schambeinfugen und Bandscheiben.
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Abbildung 1: Knorpelarten

A. Hyaliner Knorpel (Quelle: Albert-Ludwigs-Universitét Freiburg, Institut fiir Anatomie und Zellbiologie,
Abteilung  Neuroanatomie, Kurs der mikroskopischen Anatomie, Histo Online-Kurs, Bild
Nr.thema04/4 4.html, hyaliner Knorpel);

B. Elastischer Knorpel (Quelle: Albert-Ludwigs-Universitdt Freiburg, Institut fiir Anatomie und Zellbiologie,
Abteilung Neuroanatomie, Kurs der mikroskopischen Anatomie, Freiburger Histokurs, Bild 02-05-05.
html?id=028a40x, Elastischer Knorpel, Ohr, Mensch, neugeboren, ELASTIKA-KERNECHTROT, 40x);

C. Faserknorpel (Quelle: Albert-Ludwigs-Universitdt Freiburg, Institut fiir Anatomie und Zellbiologie,
Abteilung  Neuroanatomie, Kurs der mikroskopischen Anatomie, Histo Online-Kurs, Bild
Nr.thema04/29a/40.jpg, Faserknorpel, Discus intervertebralis, Rind/Mensch, HE, 40x).

Die Erlaubnis zur Publikation dieser Abbildung haben mir Frau Professor Roussa und Herr Professor Aertsen

(Albert-Ludwigs-Universitét Freiburg) erteilt.

1.1.2.1 Zonen des hyalinen Knorpels

Der hyaline Knorpel wird in verschiedene Zonen eingeteilt, die sich in Gréfle, Form der Zellen,
Orientierung zur Gelenkfliche und der metabolischen Aktivitét unterscheiden (Ulrich-Vinther et al.
2003, Abb. 2). Die oberflachliche Zone (Superfizialzone), die diinnste Zone des Knorpels, bildet die
Gelenkoberfliche und hat den hochsten Zellgehalt (Ulrich-Vinther et al. 2003). In dieser Zone liegen
die Chondrozyten einzeln als inaktive, abgeplattete Zellen vor (Ulrich-Vinther et al. 2003), wihrend
sie in der radidren Zone in Gruppen von 5-8 Zellen zusammen liegen (Hunziker et al. 2002). In der
wesentlich dickeren mittleren Zone (Tangentialzone) runden sich die Zellen langsam ab, bis sie in
der Radidrzone ganz rund und in Sdulen angeordnet sind (Bruns et al. 2000). Die Radidrzone ist die
breiteste Zone des Knorpels, in der die Proteoglykan-Konzentration am hdchsten und der
Wassergehalt am niedrigsten sind. Diese Zone wird von der Zone des mineralisierten Knorpels
(Ubergangszone) durch die sogenannte Tidemark abgegrenzt (Bruns et al. 2000). Die Tidemark
zeichnet sich durch einen héheren Calciumgehalt aus und stellt sich in der Histologie als basophile

Linie dar (Bruns et al. 2000). Die Tidemark ist nicht komplett geschlossen: In ihr befinden sich
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Liicken, die einen Austausch von erndhrenden Substanzen zwischen dem kalzifizierten und dem
unkalzifizierten Knorpel ermdglichen (Greenwald et al. 1969).

Die Chondrozyten in der Zone des mineralisierten Knorpels besitzen weniger Organellen und die
umgebende Matrix enthélt Calciumphosphatkristalle (Rudert et al. 1998). Die Zellen in der oberen
Halfte der mineralisierten Zone sind deutlich groBer als die Chondrozyten in den anderen Schichten.
Sie liegen immer noch in Gruppen zusammen, allerdings nicht in Saulenformation. Die
Chondrozyten in der unteren Hilfte der mineralisierten Zone sind kleiner als in der oberen Halfte.
Sie liegen zufillig verteilt und bilden keine Gruppen mehr. Auffillig in dieser Schicht ist, dass die
Zellen viele Locher enthalten. Die Zellmembran erscheint unterbrochen, besonders bei den Zellen,
die sehr dicht am subchondralen Knochen liegen und scheinen einem degenerativen Prozess zu
unterliegen (Brighton et al. 1984). Die groflten Unterschiede zwischen den einzelnen Knorpelzonen
betreffen nicht die Struktur der Chondrozyten, sondern die Zellaktivitit (Aydelotte et al. 1988). Die

Chondrozyten in der Radidrzone sind bis zu zehn Mal aktiver als die in der Superfizialzone.

oberflichliche Zone
(Superfizialzone)

mittlere Zone
(Tangentialzone)

radiiire Zone

mineralisierter Knorpel
(Ubergangszone)

SOum o

Abbildung 2: Zonen des hyalinen Knorpels

Hyaliner Knorpel (Quelle: Albert-Ludwigs-Universitdt Freiburg, Institut fiir Anatomie und Zellbiologie,
Abteilung  Neuroanatomie, Kurs der mikroskopischen Anatomie, Histo Online-Kurs, Bild
Nr.thema04/4 4.html, hyaliner Knorpel). Die Erlaubnis zur Publikation dieser Abbildung haben mir Frau

Professor Roussa und Herr Professor Aertsen erteilt (Albert-Ludwigs-Universitét Freiburg).

1.2 Aktuelle klinische Knorpelregenerationsverfahren

Durch fehlende Blutversorgung besitzt der Knorpel eine sehr begrenzte Regenerationskapazitit
(Bruns et al. 2000). Der verletzte oder zerstorte Knorpel wéchst in seiner urspriinglichen Form nicht

wieder nach. Stattdessen bildet sich bei unbehandelten Knorpelschiden ein minderwertiges
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Narbengewebe aus, das weder die funktionellen, biomechanischen noch die mikroskopischen
Eigenschaften von gesundem Gelenkknorpel besitzt (Steadman et al. 2001). Wegen seiner weichen
Struktur wird es meist nach kurzer Zeit wieder abgerieben, was hiufig vorzeitige
Gelenkabnutzungen zur Folge hat, die letztendlich zu Schmerzen, Belastungsunféhigkeit und
Arthrose fiihren kdnnen (Steadman et al. 2001).

Ursachen fiir traumatische Knorpelschiaden sind Verletzungen oder Unfille (z.B. beim Sport), wobei
oft eine enorme Krafteinwirkung auf das Gelenk entsteht. Schwere traumatische Knorpelschdden
treten hdufig auch bei frischer vorderer Kreuzbandruptur oder Kniescheibenluxation auf (Siebold
und Pissler 2009). Dabei bricht meist ein Stiick des gesunden Knorpels aus der Gelenkflache heraus
und es entsteht ein chondrales oder sogar osteochondrales ,Flake® (eine freie "Gelenkmaus")
(Siebold und Pissler 2009). Der Verlust des Knorpelgewebes fiihrt zusétzlich zu zahlreichen
Krankheiten, von denen in erster Linie &ltere, {iber- und auch untergewichtige Menschen betroffen
sind.

Zur gelenkerhaltenden Behandlung wurden eine Vielzahl von operativen Verfahren und
Therapiekonzepten entwickelt, die je nach Alter des Patienten, Gewicht, sowie Grofe, Tiefe und
Lokalisation der Defekte Anwendung finden. Abhéingig von der DefektgroBe wird entweder die
Regeneration, d.h. das Selbstheilungspotenzial des Knorpels, angeregt oder der Defekt wird durch
chirurgische Behandlung aufgefiillt. Die aktuellen chirurgischen Methoden zur Behandlung
chondraler Defekte beinhalten die palliative Behandlung mit arthoskopischen Débridement und
Lavage, die reparative Behandlung mit Mark-stimulierenden Techniken (Mikrofraktur), und die
restaurative Behandlung, einschlieBlich ein osteochondrales Aufpfropfen und die autologe
Chondrozyten-Implantation (Siebold und Pidssler 2009). GroBere Defekte konnen mit
osteochondralen Allotransplanten oder mit der gesamten Gelenkarthroplastik bewéltigt werden
(Siebold und Péssler 2009). Zur Stabilisierung des Behandlungserfolges werden eine begleitende
Physiotherapie, Trainingstherapie, Osteopathie und physikalische Therapie eingesetzt.

1.2.1 Arthroskopisches Debridement und Lavage

Das arthroskopische Debridement ist ein komplexer Prozess, der die Entfernung von degenerativen
und gerissenen Meniskusanteilen, die Abtragung und Glittung von sich ablésenden instabilen
Knorpelstiicken der Gelenkfldchen, die Entfernung von freien Gelenkkorpern und die Entfernung
entziindeter, schmerzhafter Gelenkschleimhaut (Synovia) in sich einschlieBt (Chang et al. 1993,
Felson und Buckwalter 2002, Ogilvie-Harris und Fitsialos 1991). Die Befiirworter der Methode
beschreiben einen langfristig gilinstigen Effekt gegen das Fortschreiten einer Arthrose und eine
langfristige Schmerzlinderung (Siebold und Péssler 2009).

Bei jeder Arthroskopie wird zunichst das Gelenk mit Spiilflissigkeit aufgefiillt, wobei eine
Zirkulation {iber eine Spiilkaniile erzeugt wird oder {iber einen Shaver die primére Gelenkfliissigkeit

abgesaugt wird. Befinden sich in der Gelenkfliissigkeit kleine Knorpelstiicke (Debris) werden diese
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im Rahmen der Arthroskopie aus dem Gelenk beseitigt (Siebold und Péssler 2009). Dieser Effekt
wird auch als Lavage ("Auswaschen des Gelenkes") bezeichnet. Es wurde beschrieben, dass durch
das Durchspiilen des Gelenkes das Knie nicht nur von Debris, sondern auch von entziindlichen
Enzymen befreit wird (Siebold und Pidssler 2009). Von einer reinen Lavage wird allerdings
abgeraten, da dadurch meist keine oder nur eine sehr kurzfristige Verbesserung der Beschwerden zu
erwarten ist, die von einem Placebo-Effekt begleitet wird (Siebold und Passler 2009). Die Lavage
wird heute praktisch nur noch zusétzlich durchgefiihrt.

Nach schweren Knieverletzungen kann es zum Abreilen eines Knochen-Knorpel-Fragmentes aus
der Gelenkfldche kommen. Wird rechtzeitig operiert, so konnen ausgerissene Knochen-Knorpel-
Fragmente wieder an Ort und Stelle eingepasst und befestigt werden. Gelingt die Wiederherstellung
der Gelenkflache auf diese Art und Weise, so ist diese Methode in den meisten Fillen anderen

Verfahren vorzuziehen.

1.2.2 Arthroskopische Mikrofrakturierung

Die arthroskopische Mikrofrakturierung stellt ein knochenmarkstimulierendes Verfahren dar und
wird bei kleineren Knorpelschidden bis auf den Knochen angewendet (Steadman et al. 1999,
Steadman et al. 2001, Péssler 2000). Dabei soll das Gelenk anregt werden, selbst neuen Knorpel zu
bilden: Mit Hilfe einer spitz zulaufenden Ahle (Pfriem) werden kleine, zirka drei Millimeter tiefe
Locher in den Knochen im Bereich des Knorpeldefektes eingebracht, was zur Freisetzung bzw. zur
Migration der Stammzellen aus dem darunterliegenden Knochenmark (Spongiosa) an die
Knorpeldefektstelle fiihrt (Steadman et al. 2001). In der Folge kommt es zu einer Einblutung aus
dem Knochen in den Defektbereich und die Blutstammzellen haften an der Stelle der
Mikrofrakturierung an. Um den neu entstehenden Knorpel zu schiitzen, miissen Betroffene das
Gelenk fiir mindestens sechs Wochen entlasten. Dadurch differenzieren sich diese Stammzellen nach
einigen Monaten zu Faserknorpel und fiillen den umschriebenen Knorpeldefekt auf (Steadman et al.
1999, Steadman et al. 2001 Péssler 2000). Dies ermdglicht dem Patienten oftmals fiir einige Zeit eine
weitgehende Schmerzfreiheit und Belastbarkeit.

Der Vorteil des Verfahrens ist, dass es unmittelbar bei der Arthroskopie angewendet werden kann.
Von Nachteil ist es, dass leider nur Faserknorpel von minderwertiger Qualitét entsteht (Bae et al.
2006, Kreuz et al. 2006), und die Defektstelle nach 18-24 Monaten wieder behandelt werden muss.

Deshalb sollte die Indikation zur Mikrofrakturierung wihrend der Operation genau bedacht werden.

1.2.3 Abrasionsplastik

Eine Abrasionsplastik ist ein veraltetes Verfahren zur Knorpeltherapie. Dieses wird momentan selten
durchgefiihrt und ist in der Regel nur bei kleineren Knorpelschdden bis auf den Knochen sinnvoll
(Siebold und Péssler 2009). Hierbei wird bei der Arthroskopie mit einer Frise der Restknorpel im
Defektbereich bis auf die subchondrale Knochenschicht (die direkt unter dem Gelenkknorpel
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liegende Schicht) abgetragen. Ahnlich der Mikrofrakturierung kommt es dann zur Ausschwemmung
von Stammzellen in den Defektbereich und es kann ein Regenerat aus Faserknorpel entstehen
(Siebold und Péssler 2009). Von Nachteil ist es ebenfalls, dass dabei nur Faserknorpel von
minderwertiger Qualitét entsteht (Siebold und Passler 2009).

1.2.4 Mosaikplastik

Bei der Transplantation eines korpereigenen Knorpelknochenzylinders - Mosaikplastik (Bobi 1996,
Bobic 2009) - wird der Knorpeldefekt mitsamt eines darunter liegenden Zylinders rundlich
ausgestanzt und durch einen zweiten korpereigenen rundlichen Zylinder bis zu einem Zentimeter
Durchmesser, der aus einer Region des Kniegelenkes entnommen wird, die nicht in der (Haupt-)
Belastungszone des Gelenkes liegt, mit intakter Knorpeloberflidche ersetzt (Bobi 1996, Bobic 2009).
Die Defektstelle in der Belastungszone des Kniegelenks wird mit dem "intakten" Zylinder aufgefiillt
und die Entnahmestelle mit dem "defekten" Zylinder verschlossen. Im Idealfall ist nur ein Zylinder
der GroBe bis 12 mm Durchmesser zur Deckung des Knorpelschadens notwendig (Bobi 1996, Bobic
2009).

Das Verfahren ist anspruchsvoll, sehr sensibel und erfordert eine préizise Operation mit genauer
Wiederherstellung des Gelenkknorpelniveaus (Siebold wund Pidssler 2009). Der Name
"Mosaikplastik" rithrt daher, dass bei groBeren Defekten mehrere Zylinder nebeneinander in den
Knorpeldefekt gesetzt werden miissen, sodass ein Mosaik entsteht.

Vorteil dieses Verfahrens ist es, dass es unmittelbar bei der Arthroskopie angewendet werden kann
und gesunder intakter Knorpel in den Defektbereich eingebracht wird (Siebold und Péssler 2009). Es
ist von Nachteil, dass die Knorpeldicke an verschiedenen Stellen des Gelenkes unterschiedlich ist
und ein Niveauunterschied zu Folgeproblemen fiithren kann. In der Regel kommt diese Methode vor
allem bei Knorpelschidden infolge von Unfillen zum Einsatz, zur Therapie einer Arthrose dagegen

nur in Einzelfdllen (Siebold und Péssler 2009).

1.2.5 Offene Knorpelzelltransplantation (ACT)

Bei fast allen heute iiblichen Knorpeltransplantationsverfahren ist eine Eroffnung des Kniegelenkes
(= Arthrotomie) notwendig (Siebold und Pissler 2009). Die korpereigenen angeziichteten
Knorpelzellen werden dann entweder in fliissiger Form unter einen "Deckel", z.B. einem
Periostlappen oder in einer Kollagenmatrix wieder in den Knorpeldefekt eingebracht (Siebold und
Péssler 2009). Unter dieser Schutzhaut werden anschlieBend die Zellen eingespritzt, die dann
beginnen neuen Gelenkknorpel zu bilden. Die Transplantation korpereigener Knorpelzellen ist vor
allem fiir Patienten unter 65 Jahren geeignet oder fiir die Behandlung einer Arthrose, die noch nicht

so weit fortgeschritten ist.
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1.2.6 Arthroskopische Knorpelzelltransplantation

Ein von der Firma co.don® AG (Teltow, Berlin) entwickeltes Verfahren macht es seit 2006 moglich,
die Implantation der Knorpelzellen auch minimal invasiv (arthroskopisch) durchzufithren (Thermann
et al. 2007). Dazu wird zunéichst ein nur wenige Millimeter groes Knorpelstiick aus einem wenig
belasteten Areal des Kniegelenkes fiir die Anzucht der Zellen entnommen. Die Knorpelzellen (12-48
Mio. Zellen) werden dann im Labor in Form von dreidimensionalen Kiigelchen (Sphéroiden) auf
Tragermaterialien (scaffolds) geziichtet, wobei jedes einzelne Sphéroid etwa 200 000 Knorpelzellen
enthélt und je nach Reifegrad einen Durchmesser von nur 0.5-0.7 mm hat (Thermann et al. 2007).
Die Herstellung der 3D-Sphéroide wird ausschlielich mit patienteneigenem Blut durchgefiihrt,
wodurch Fremdeiweile und Nebenwirkungen vermieden werden. AnschlieBend werden die
Sphéroide an die Defektstelle eingebracht (Thermann et al. 2007).

Sobald die Sphéroide bei der Implantation mit dem vorbereiteten Knorpeldefektlager Kontakt
aufnehmen, konnen sie durch Adhésionsproteine mechanisch stabil am subchondralen Knochen
anhaften (Thermann et al. 2007). Mittlerweile werden die Zellen routinemiBig in alle Bereiche des
Kniegelenkes (Oberschenkelrolle, Schienbeinkopf und auch in den Bereich der Kniescheibe)
transplantiert.

Diese Technik hat zwei Vorteile: Verwendung von patienteneigenen Zellen vermeidet potenzielle
Autoimmunreaktionen oder virale Infektionen aus transplantierten allogenen Zellen oder
Fremdstoffe (Thermann et al. 2007). Im Gegensatz zur autologen osteochondralen Transplantation
(ACT) wird durch eine kleine Biopsie die Komplikationen fiir den Chondrozyten-Spender minimiert
(Saris et al. 2008; Saris et al. 2009).

Die ACT hat aber auch wesentliche Nachteile: Komplexitit des Vorgangs zugrund zwei
Operationen, die durch eine lange Regenerationszeit (6-12 Monate) charakterisiert sind (Siebold und
Péssler 2009). Die am héufigsten berichtete Nebenwirkung nach der ACT ist die auftretende
Hypertrophie am Defekt (Peterson et al. 2000). Daher werden alternative Anséitze unter Verwendung
kiinstlicher aus Kollagen Typ I und III oder Hyaluronsdure bestehender Matrizen entwickelt
(Gooding et al. 2006; Gomoll et al. 2009; Marcacci et al. 2005).

Die Verwendung kiinstlicher bzw. fremder Trigermaterialien werden allerdings schnell zum
Problem, weil diese aus dem hergestellten Gewebe nicht entfernt werden und somit eine
AbstoBungsreaktion oder Folgeerkrankungen verursachen konnen. Vorldufige Studien haben
auBlerdem gezeigt, dass autologe Chondrozyten in Kultur zu ,,Fibrochondrozyten* dedifferenzieren
(Darling et al. 2005). Eine Redifferenzierung und Expression der Chondrozyten-Marker erfolgt nach
einer 3D Kultivierung (Martinez et al. 2008). Um das Verfahren der ACT zu standardisieren und die

Wirtschaftlichkeit zu erhdhen, sind grofere Studien erforderlich.
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Eine mogliche Losung dieser Probleme stellt die Kultivierung der Knorpelzellen in der
Mikrogravitation dar, weil Chondrozyten gegen den durch Mikrogravitation verursachten Stress
resistent sind und unter Mikrogravitationsbedingungen Sphéroide ohne Trigermaterialien bilden
(Ulbrich et al. 2010). Dieses Verfahren wurde wéhrend dieser Doktorarbeit untersucht und

beschrieben.

1.3 Bodenanlagen zur Simulation der Mikrogravitation

Die Versuche unter realer Mikrogravitation im Weltall sind teuer und sehr zeitaufwendig. Jahrelange
Vorbereitungs- und Wartezeiten auf die Weltraummission erschweren die Versuchsmoglichkeiten.
Die Simulation der Mikrogravitation auf der Erde erlaubt mit Einschrinkung das Erforschen von
Zellen unter verdnderten Schwerkraftbedingungen und dient so zur Vorbereitung von
Weltraumexperimenten.

Es ist derzeit allerdings leider nicht moglich, alle Parameter der Schwerelosigkeit zu simulieren:
Diffusionsverhéltnisse, Durchmischung durch Konvektion und hydrostatischer Druck (Albrecht-
Buehler 1992) wirken in den Bodenanlagen wie Klinostat oder Random Positioning Machine nicht
anders als unter normalen Schwerkraftbedingungen. Vom Standpunkt der Zelle aus betrachtet,
verdndert sich der Schwerkraftvektor stédndig und zwar in allen drei Dimensionen. Seine Summe
eliminiert sich somit liber die Zeit, was eine Authebung der gravitationsabhingigen Sedimentation
je nach Operationsmodus der Anlage zur Folge hat. Der Begriff Mikrogravitation statt
Schwerelosigkeit ist genau genommen korrekter, da Schwerelosigkeit im engeren Sinne (0g) auch
auf einer Erdumlaufbahn nicht erreicht werden kann, denn auch hier miissen Krifte eingesetzt
werden, die den Korper auf der Umlaufbahn halten (Pickenhahn 2005). Um den theoretischen
Zustand der Schwerelosigkeit zu erreichen, miisste ein Korper vollig aufBerhalb jeglicher
Gravitationsquelle sein.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden drei Bodenanlagen (2D schnelldrehender Klinostat (FRC),
Random Positioning Machine (RPM) und Rotating Wall Vessel (RWV)) zur Simulation von
Mikrogravitation verwendet. FRC und RPM gehoren zu den ESA (European Space Agency)
Ground-Based Facilities (GBF). Heutzutage ist es noch nicht moglich mithilfe dieser Maschinen alle
Aspekte der Mikrogravitation nachzuahmen. Allerdings stimmen einige der bisherigen gefundenen
Effekte mit den Resultaten, die bei Weltraumfliigen gewonnen wurden, in vielen Féllen iiberein (Ma

etal. 2014).

1.3.1 2D schnelldrehender Klinostat (Fast-Rotating Clinostat (FRC))

Bereits im 17. Jahrhundert wurden zur Erforschung der Schwerkraft auf das Pflanzenwachstum
Klinostaten verwendet (Klaus, 2001). Bei diesem Gerit erfolgt die Rotation um eine Achse, die
senkrecht zur Erdanziehungskraft orientiert ist (Abb. 3A). Bei der so simulierten Mikrogravitation

handelt sich um eine Mittelung des Schwerkraftvektors bei einer bestimmten
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Rotationsgeschwindigkeit (40-100 rpm), wodurch die Zellen ganz in der Mitte zentriert werden
(Briegleb 1992). Erhohung der Rotationsgeschwindigkeit induziert Zentrifugalkrdfte. Um eine
optimale Simulation zu gewéhrleisten, werden nur kleine Zellen und Pflanzen rotiert werden, die
sich exakt in der Rotationsache des Klinostaten befinden. Im Rahmen der vorliegenden
Untersuchungen wurden daher die Zellen mit einem Durchmesser von 20 um exponiert und bei 60

rpm klinorotiert.

1.3.2 3D Random Positioning Machine (RPM)

Wie beim FRC wird die Mikrogravitation von der in den 90er Jahren entwickelten RPM durch
Mittelung des Schwerkraftvektors erzielt. Diese erfolgt iiber alle drei Raumrichtungen. Die Rotation
wird dabei mit zwei voneinander unabhingig beweglichen Rahmen ermoglicht (Hoson et al. 1997,
Abb. 3B) und von einem Computer gesteuert, der die Orientierung bzw. Laufrichtung zufillig relativ
zum Schwerkraftvektor verdndert. Es wird angenommen, dass der zuféllige Geschwindigkeits- und
Richtungswechsel in simulierter Mikrogravitation resultiert und die Zellen auf den

Schwerkraftvektor nicht mehr reagieren.

1.3.3 Rotating Wall Vessel (RWYV)

In der von der NASA entwickelten RWV (Hammond et al. 2000) erfahren die Zellen in einer um
eine Achse rotierenden Kammer, die luftblasenfrei mit Medium gefiillt ist, einen kontinuierlichen
freien Fall (Abb. 3C). Die Fallgeschwindigkeit der Zellen kann durch die Einstellung der
Rotationsgeschwindigkeit mit einem im Gerét integrierten Tachometer eingestellt werden. Da die
Zellen in der Kammer in Suspension vorliegen und keine Zeit haben an der Oberflache der Kammer

adhérent zu werden, ist ein dreidimensionales Wachstum mdglich.
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Abbildung 3: Bodenanlagen zur Simulation der Mikrogravitation
A. 2D Fast-Rotating Clinostat (Warnke et al. 2014); B. Random Positioning Machine (Aleshcheva et al. 2013);
C. Rotating Wall Vessel
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Ger:iit

ABI 7500 Fast Real-Time PCR System
Autoklav

Brutschrank HERA CELL 1501
ChemiDoc MP System

Digitalkamera EOS550D

Eismaschine Scotsman AF-80
Farbekammer ,,feucht®

Feinwaage 1602 MF

Gefrierschrank (-20 °C)
Gefrierschrank Thermo Forma (-80 °C)
Gelelektrophorese-Kammer
Heiz-/Riihrplatte Ika Combimag Ret
2D schnelldrehender Klinostat
Konfokales Laserscan Mikroskop LSM710
Kiihlschrank Kiileg 0-15 °C
Kiihlzentrifuge 5417 R

Kiivetten Typ-Nr. 105.202-QS
Lichtmikroskop Olympus CK
Magnetrithrer Combimag Rot
Mikrowelle

Phasenkontrastmikroskop

PH-Meter PHM 210

3D Random Positioning Machine

Rotating Wall Vessel
Saughilfen (Pipet boy — PIPETUS Standard)

Schiittler RM S
Spectrophotometer (Microplate Reader)

Sterilbank Hera Safe
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Bezugsnachweis

Life Technologies, Darmstadt
Memmert, Schwabach

Thermo Fisher Scientific Inc.
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Canon, USA

COTECH, England

Eigenbau

Sartorius, Gottingen

Linde, Bad Hersfeld

ULT Klatt, Berlin

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau
DLR, Koéln

Zeiss, Oberkochen

Miinchhoff, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Hellma, Miillheim

Olympus, Hamburg

IKA, Staufen

MICROMAT AEG, Ziirich

Leica Microsystems A/S, Ballerup Denmark
Radiometer Analytical SAS, Villeurbanne
Cedex, Frankreich

ADS, frither Dutch Space, Leiden,
Netherlands

Synthecon, Houston, Texas, USA
Carl Roth, Karlsruhe; Hirschmann
Laborgerite, Eberstadt

CAT, Staufen

Shimadzu, Duisburg

Heracus, Hanau
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Stickstofftank CryoSystem 2000 Cryosolutions, Rheinberg
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Tischwaage Sartorius, Gottingen
Tischzentrifuge Biofuge 13 Heraeus, Langensebold
Vibraplex-Platform DLR, Kéln

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, USA
Warmeschrank UT6 (37 °C) Heraeus, Langenselbold
Warmeschrank (60 °C) Memmert, Schwabach
Wasserbad Unitherm WA 15 Unitherm, Wiirzburg
Western Blot Transfer System Trans-Blot® Turbo™  Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Western Blot System ChemiDoc™ MP Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Zentrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg

2.1.1.1 2D Fast-Rotating Clinostat (FRC)

Der 2D Fast-Rotating Clinostat (DLR, Ko6ln) wurde mit jeweils 4 luftblasenfrei mit
Zellkulturmedium gefiillten Flasketten auf jeder der 6 parallel rotierenden Achsen beladen (Abb.
3A). Das Gerét wurde in einen Brutschrank mit der Temperatur von 37 °C gestellt und mit mit einer
konstanten Rotationsgeschwindigkeit von 60 rpm betrieben. Bei dieser Geschwindigkeit betragt die
maximale Restbeschleunigung 0,036g, kalkuliert am Rand der Flaskette (Eiermann et al. 2013). Die
1g-Kontrollen wurden im gleichen Inkubator platziert. Das Medium in den Flasketten wurde jeden

zweiten Tag zu 50 % gewechselt.

2.1.1.2 3D Random Positioning Machine (RPM)

Zur Mikrogravitationssimulation wurde eine Random Positioning Machine (3D Klinostat), die von
der Firma ADS (friiher Dutch Space, Leiden, Niederlande) hergestellt wurde, benutzt (Abb. 3B). Die
RPM bestand aus zwei unabhéngig voneinender rotierenden Rahmen, die in orthogonal zueinander
stehenden Rotationsachsen ausgerichtet waren. In der Mitte befand sich eine Platte, auf der die mit
dem zu untersuchenden Probenmaterial gefiillten Kulturflaschen befestigt wurden. Um das
Probenmaterial bei 37 °C und 5 % CO,; zu halten, wurde die RPM in einen Inkubator gestellt. Vor
dem Inkubator befand sich der Computer fiir die Steuerung der RPM.

Wihrend aller Versuche lief die RPM mit einer Geschwindigkeit von 60°/s im Real Random Mode.
Auf dem Bildschirm lieBen sich die Schwerkraftvektoren in allen drei Dimensionen ablesen, deren
Summe im Idealfall 0 betragen sollte. Das Probenmaterial (subkonfluente Monolayer-Kulturen)
befand sich in T25 Kulturflaschen (Sarstedt), die komplett mit Medium ohne Luftblasen gefiillt
wurden, um die Scherkrifte so gut wie mdglich zu minimieren. Parallel dazu wurden
Bodenkontrollen (statische 1g-Kontrollen) im Inkubator neben der RPM angelegt. Das Medium in

allen Kulturflaschen wurde jeden dritten Tag zu 50 % gewechselt.
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2.1.1.3 Rotating Wall Vessel (RWYV)

Die RWYV ist eine einzigartige Zellkulturtechnologie, die von NASA entwickelt wurde und der erste
Bioreaktor, der eine Kokultivierung der Zellen erlaubt (Abb. 3C, 4A).

Fiir die Tissue Engineering Experimente wurde das RCCS-2D System mit 50-ml HARV-
EinweggefdBlen (Synthecon Incorporated, Houston, TX, USA) verwendet (Abb. 4B, 4C). Die Zellen
wurden zu jedem Einweggefill (Vessel) unter sterilen Bedingungen in Suspension zugegeben. Die
Gefale wurden luftblasenfrei gefiillt. Die RWV wurde in den Inkubator bei 37 °C und 5 % CO,
platziert. Die Anfangsrotationsgeschwindigkeit betrug 10 rpm und wurde bis 20 rpm mit dem in das
Gerdt integrierten Tachometer erhdht, um die Zellen wihrend der Kultivierung in Suspension zu hal-
ten (Marlovits et al. 2003(a)). Das Medium in jedem Einweggefal wurde jeden dritten Tag zu 50 %

gewechselt.

Abbildung 4: Rotating Wall Vessel mit Zubehor
RCCS-2D System (A) mit 50-ml HARV-Einweggefid3en (B — Bild von der Seite, C — Bild von oben).

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material Bezugsnachweis

Deckglédschen Menzel, Braunschweig

Flaskette® Nunc® Lab-Tek™ VWR International LLC

Illumina Beadchip [lumina Inc., San Diego, CA, USA
Kolbenhubpipetten (versch. Volumina) Eppendorf, Hamburg
Kryo-Rohrchen Cryovial® PK-100 Simport, Kanada

Menzel-Glaser Thermo Fisher Scientific Inc.
Microtiterplatte (96-Well Optical Reaction Plate) Life Technologies, Darmstadt
Optical Adhesive Covers Life Technologies, Darmstadt
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Parafilm M® (Plastic Packaging PM996)
PCR Softstrips 0,2 ml, 711030
Pipettenspitzen (versch. Grofien)
Reaktionsgefafie (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)
Rohrchen (50 ml)

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Super cell chamber slides
Zellkulturflaschen (T25, T75, T175)
Zellschaber

2.1.3 Chemikalien

Substanz

Acetat-Puffer

Aceton

Alcian Blau

AllPrep RNA/Protein Kit
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Blotting Grade Blocker (Non-Fat Dry Milk)
Bovines Serum Albumin

BSA Standard

Chondrocyte Growth Medium (CGM) basal
Citronensdure Monohydrat (99,5 %)

Clarity Western ECL Substrate

Criterion™ TGX™ Precast Gel

DAB Tabletten

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS)
Entellan®™

Essigsdure (1M)

Ethanol (verschiedene Konz.)

Fetales Kélberserum

Fetales Kélberserum fiir CGM

First-Strand cDNA Synthesis Kit

FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit
Glycin (MG=75,07)

Hoechst 33342
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Pechiney, Paris, Frankreich
Biozym Diagnostik, Oldendorf
Sarstedt, Nirnbrecht
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niirnberg

Sarstedt, Niirnberg

Becton Dickenson, Heidelberg
Sarstedt, Niirnberg

Sarstedt, Niirnberg

Bezugsnachweis
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Qiagen, Hilden

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Fisher Scientific Inc.
Provitro, Berlin

Carl Roth, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Life Technologies, Darmstadt
Merck Millipore, Schwalbach
Merck Millipore, Schwalbach
Carl Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Provitro, Berlin

Thermo Fisher Scientific Inc.
Merck Millipore, Schwalbach
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt



Isopropanol

Kulturmedium DMEM/F-12
2-Mercaptoethanol (99 %)

Methanol

Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel
Natriumchlorid-Lésung (0,9 %)
Natriumhydroxid (NaOH)

Neutralrot

Paraformaldehyd (20 %, 3 %)
Penicillin/Streptomycin

Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatpuffer (0,2 M)
Rhodamin-Phalloidin

RNeasy Mini Kit

R6ti®-Quant universal

Salzsdure 32 % (HCI)

Skim Milk Powder

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)

SYBR® Green Fast PCR Master Mix
Tetramethylethylendiamid (TEMED)
Trans-Blot” Turbo Nitrocellulose Transfer Pack
Trans-Blot” Turbo PVDF Transfer Pack
Tris

Triton X-100

Trizma Base

Trypsin/EDTA (1x) in HBSS

Tween 20

VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium
3 % Wasserstoffperoxid (H,0,)

Xylol

Ziegenserum
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Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck Millipore, Schwalbach
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Applied Biosystems, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen



2.1.4 Antikorper

Material und Methoden

Primérantikorper Verdiinnung Katalognummer Bezugsnachweis
B-Tubulin 2128S
Vimentin 1:1000 (WB) 57418
Pan-keratin 1:100 (ITF) 45458
Integrin-f, 4706S Cell Signaling Technology, Inc.,
B-Actin 3700S Danvers, MA, USA
Cleaved Caspase-3 9664S
1:1000 (WB)
TGF-$, 37118
PARP 95428
Rockland Immunochemicals Inc.,

Osteopontin 1:1000 (WB) 26395

Gilbertsville, USA
BMP-2 1:100 (WB) 710022 Life Technologies, Darmstadt,
SOX-9 1:500 (WB) MAS5-17177 Germany

Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
ICAM-1 1:500 (WB) MAS5407
Texas, USA
Aggrecan 1:200 (WB) PAS5-32650
Kollagen Typ I 1:200 (WB) MAB3391 Millipore, Billerica, MA, USA
Kollagen Typ I1 1:200 (WB) MAB1330
Sekundirantikorper Verdiinnung Katalognummer Bezugsnachweis
Anti-Mouse (HRP) 7076
1:3000 (WB)
Anti-Rabbit (HRP) 7074 Cell Signaling Technology, Inc.,
Anti-Mouse 4408 Danvers, MA, USA
1:50 (IIF)

Anti-Rabbit 4412

2.1.5 Losungen fiir die Western Blot Analyse

Lysispuffer
(Lagerung bei +4 °C)

50 mM Tris-HCI, pH 7,2
150 mM NaCl

1 % Triton X-100

0,1 % SDS (20 % Stock)

Mit 100 ml dd H,O auffiillen

23



Material und Methoden

2% Blotting Grade Blocker
0,05 % Tween
Mit TBS-T auffiillen

Block-Reagenz (1)
(Lagerung bei +4 °C)

5% Bovine Serum Albumin
0,05 % Tween
Mit TBS-T auffiillen

Block-Reagenz (2)
(Lagerung bei +4 °C)

Elektrophorese- 25 mM Trizma Base
Laufpuffer 192 mM Glycin
(Lagerung bei RT) 2,5 % (V/v) SDS
585¢g NaCl
Tris-Puffer 12,11 g Trizma Base
(Lagerung bei RT) 10,17 g Magnesiumchlorid
Mit dd H,O auf 1000 ml auffiillen

6l ¢g Tris-HCI
10xTBS
(Lagerung bei RT) 90 g NaCl
800 ml dd H,0, pH 7.6, 200 ml dd H,0
TBS-T | 500 mi | TBS

(Lagerung bei RT) ‘ 500 pl ‘ Tween

2.1.6 Oligonukleotide (Primer) fiir die real-time quantitative PCR
Die Oligonukleotide wurden mit Hilfe von Primer Express® Software (Applied Biosystems,

Darmstadt) designt (T, ca. 60 °C) und von TIBMolbiol, Syntheselabor in Berlin hergestellt.

24



Material und Methoden

Gen Primer Sequenz
18S-F GGAGCCTGCGGCTTAATTT

185 18S-R CAACTAAGAACGGCCATGCA

ACTA2 ACTA2-F GAGCGTGGCTATTCCTTCGT
ACTA2-R TTCAAAGTCCAGAGCTACATAACACAGT
ACTB-F TGCCGACAGGATGCAGAAG

ACTB ACTB-R GCCGATCCACACGGCGTACT
BMP2-F GACCTGTATCGCAGGCACTCA

BMP2 BMP2-R TCGTTTCTGGTAGTTCTTCCAAAGA
CAVI-F GTACGACGCGCACACCAA

CAVL CAVI-R TCCCTTCTGGTTCTGCAATCA
CAV2-F GATCCCCACCGGCTCAAC

CAVZ CAV2-R CACCGGCTCTGCGATCA
CCNA2-F GCAGCAGAGGCCGAAGAC

CCNAZ CCNA2-R CCAAGGAGGAACGGTGACA
CD44-F ACCCTCCCCTCATTCACCAT

cbad CD44-R GTTGTACTACTAGGAGTTGCCTGGATT
CTGF-F ACAAGGGCCTCTTCTGTGACTT

CTGF CTGF-R GGTACACCGTACCACCGAAGAT
EDNI-F ACTTCTGCCACCTGGACATCA

EDN1 EDNI1-R CTCCAAGGCTCTCTTGGACCTA
EGF-F TGCCAGCTGCACAAATACAGA

EGF EGF-R TCTTACGGAATAGTGGTGGTCATC
FGF9-F TATCCAGGGAACCAGGAAAGAC

FGF9 FGF9-R CTGACCAGGCCCACTGCTATAC
FGF17-F CCGAGGACGGCAACAAGT

FGRLT FGF17-R ACTTCTCACTCTCAGCCCCTTTG

|CAM1. ICAMI1-F CGGCTGACGTGTGCAGTAAT
ICAMI1-R CTTCTGAGACCTCTGGCTTCGT
IL6-F CGGGAACGAAAGAGAAGCTCTA

L6 IL6-R GAGCAGCCCCAGGGAGAA
IL8-F TGGCAGCCTTCCTGATTTCT

L8 IL8-R GGGTGGAAAGGTTTGGAGTATG
IL15-F CATCCAGTGCTACTTGTGTTTACTTCT

IL15 IL15-R CCAGTTGGCTTCTGTTTTAGGAA

INTAL0 INTA10-F CGAAGACTGGTAGGGAAACTGTTTA
INTA10-R GCCGACTGAGGTTCTTTGCT
ITGBI-F GAAAACAGCGCATATCTGGAAATT

ITGB1 ITGB1-R CAGCCAATCAGTGATCCACAA

KRTS KRTS8-F GATCTCTGAGATGAACCGGAACA

KRTS8-R

GCTCGGCATCTGCAATGG
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OPN-F CGAGGTGATAGTGTGGTTTATGGA

OPN OPN-R CGTCTGTAGCATCAGGGTACTG
PRKAA-F AATCCTTCTGTGATTAGCCTTTTG

PRIAA PRKAA-R GATCCTCAGGAAAGAGATATTTTGGAA
PRKCA-F TGGGTCACTGCTCTATGGACTTATC

PRICA PRKCA-R CGCCCCCTCTTCTCAGTGT

SOXG SOX5-F GGTGGCTGCTGTGACAAAGGGA
SOX5-R ACGGAGAGGCTGGTCGCTTG

SOXE SOX6-F GCAGTGATCAACATGTGGCCT
SOX6-R CGCTGTCCCAGTCAGCATCT

SOXG SOX9-F TTGAGACCTTCGACGTCAATGAG
SOX9-R TCTGGCCACGAGTGGCC
TGFBI-F CACCCGCGTGCTAATGGT

TGFBI TGFBI-R AGAGCAACACGGGTTCAGGTA
TNFA-F TGATCGGTCCCAACAAGGA

TNFA TNFA-R TGGGCTACGGGCTTGTCA
TUBB6-F GTGCGGTCTGGGCCTTTT

TUBB6 TUBB6-R CTCCGTGTAGTGCCCTTTCG
VCAMI-F CATGGAATTCGAACCCAAACA

VEAML VCAMI-R GGCTGACCAAGACGGTTGTATC
VEGFA-F GCGCTGATAGACATCCATGAAC

VEGFA VEGFA-R CTACCTCCACCATGCCAAGTG
VEGFD-F TGCAGGAGGAAAATCCACTTG

VEGFD VEGFD-R CTCGCAACGATCTTCGTCAA
VIL2-F GAAGTGCACAAGTCTGGGTACCT

viL2 VIL2-R CTCCCACTGGTCCCTGGTAAG
VIM-F TTCAGAGAGAGGAAGCCGAAAAC

VIM VIM-R AGATTCCACTTTGCGTTCAAGGT

2.1.7 ELISA Kits

IL-6
IL-8
EGF
VEGFD
FGF17

R&D Systems Inc.
R&D Systems Inc.
R&D Systems Inc.
R&D Systems Inc.
USCN Life Science Inc.
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2.1.8 Chondrozyten

Fiir jeden Versuchsansatz wurden die Knorpelzellen (Chondrozyten) sechs verschiedener Spender
verwendet (Provitro, Berlin). Der Ursprung der Zellen als auch das Alter, das Geschlecht und die
Krankengeschichte der Spender unterlagen der Geheimhaltung der Firma und sind mir nicht bekannt.
Die verwendeten Zellen wurden direkt in den Kulturflaschen ausgesit und fiir die Experimentansétze
verwendet oder als 1g-Kontrollproben kultiviert, nachdem sie Subkonfluenz in niedrigen Passagen
(P2 und P3) erreicht hatten. Dies war wichtig, da Chondrozyten nach mehrmaligem Passagieren
ithren Phénotyp zu Fibroblasten-dhnlichen Zellen #ndern und iiberwiegend Typ I-Kollagen
produzieren (Wu et al. 2013). Dieser Vorgang wird als Dedifferenzierung bezeichnet und ist durch
den Verlust der Fahigkeit zur Kollagen-II-Synthese charakterisiert (Matlovits et al. 2003, Wu et al.
2013).

27



Material und Methoden

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkulturtechnik

Die fiir die Experimente bendétigten Zellen wurden im Institut fiir Biomedizin der Universitdt Aarhus

in den Laboratorien von Frau Professor Daniela Grimm geziichtet.

2.2.1.1 Aussaat der Zellen in Kulturflaschen

Hierzu wurden in Stickstoff eingefrorene Zellen aufgetaut und je nach Versuch entweder in
DMEM/F-12 Medium oder Chondrozyten-Wachstumsmedium mit und ohne Wachstumsfaktoren
tiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde 5 min lang bei 2.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
wurde dekantiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut in Medium aufgenommen und in
Kulturflaschen iiberfiihrt. Die Kultivierung erfolgte bei Standardzellkulturbedingungen (37 °C, 5 %
CO,). Alle drei Tage wurde das Medium gewechselt. Waren die Zellen subkonfluent, mussten sie

subkultiviert werden.

2.2.1.2 Subkultivieren der Zellen

Die Chondrozyten konnen bis zu maximal vier Mal passagiert werden, da die Zellen wahrend der
Subkultivierung ihren Phénotyp &dndern und zu Fibroblasten dedifferenzieren kénnen (Marlovits et
al. 2003(a)). Deswegen war zu beachten, dass nach jeder Subkultivierung die Zellen fiir weitere
Versuche wieder eingefroren werden miissen (Kap. 2.2.1.3).

Dafiir wurde das Medium vollstdndig abgenommen, die Zellen mit DPBS gespiilt und anschlieend
je nach Kulturflaschengrofe mit 1, 2 oder 3 ml Trypsin fiir etwa 15 min bei RT - oder bei sehr stark
adhidrenten Zellen im Brutschrank bei 37 °C - inkubiert. Nach 5-10 min wurde der Abldsungsgrad
beurteilt, und nach vollstindiger Ablosung wurde die Reaktion mit Kultivierungsmedium gestoppt.
Dafiir wurde die Zellsuspension mit Medium versetzt und zur weiteren Kultivierung nach
Zentrifugation (5 min, 1.500 rpm) und Resuspension des Zellpellets mit frischem Medium in weitere

Kulturflaschen (T175 oder T75) mit vorgelegtem Kultivierungsmedium {iberfiihrt.

2.2.13 Herstellung von Zell-Kryokulturen

Die Zellen wurden passagiert und die Zellsuspension 10 min lang bei 2.000 rpm zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in Medium (DMEM/F-12 oder CGM) mit 20 % FCS und 10 % DMSO
resuspendiert. Je 1,5 ml der Zellsuspension wurde in Kryordhrchen aliquotiert. Die R6hrchen wurden
2 h lang bei -20 °C, iiber Nacht bei -80 °C und anschliefend in fliissigem Stickstoff (-196 °C)
gelagert.
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2.2.2 Gewinnung vom Zellmaterial

2.2.2.1 RPM- und Klinostat-Versuche

Nach 30 min, 2, 4, 16, 24 h, 7, 14, 21, und 28 d auf der RPM, auf dem FRC oder unter normalen
Gravitationsbedingungen (1g) wurden jeweils die entsprechenden Kulturen geerntet. Dazu wurde die
das Medium aus den Kulturfalschen abpipettiert bzw. dekantiert, zentrifugiert (6.000 rpm) und die
Zellen (Sphiroide) sowie der getrennte Uberstand zur weiteren Untersuchung aufgehoben. Die
adhdrenten Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Kulturflaschen bzw.
Flasketten abgelost, in DPBS resuspendiert und zentrifugiert (6.000 rpm). So wurden einerseits
Einzelzellen, andererseits Sphdroide gewonnen, die fiir quantitative real-time PCR (qPCR) und
Western Blot-Analysen in fliissigem Stickstoff schockgefroren wurden.

Die Sphiéroide fiir immunhistochemische Farbungen wurden aus dem Medium direkt isoliert, in

DPBS gewaschen und in 4 % PFA fixiert (Aleshcheva et al. 2013).

2.2.2.2 RWYV-Versuche

Nach 7, 14, 21 und 28 d wurden die Sphéroide aus der RWV geentet. Dazu wurden sie vorsichtig mit
der Kolbenhubpipette gefangen, in ein Eppendorf-Rohrchen iiberfithrt und mit DPBS gewaschen.
Fiir weitere qPCR- und Western Blot-Analysen wurden die Sphiroide in fliissigem Stickstoff

schockgefroren. Fiir immunhistochemische Farbungen wurden sie in 4 % PFA fixiert.

2.2.3 DLR Parabelflug-Experimente

Die Parabelflug-Versuche fanden an Bord des Airbus A300 ZERO-G (Abb. 5A), der von der Firma
Novespace betrieben wird, und von dem Flughafen Bordeaux-Merignac (Frankreich) startet. Auf
dem Flughafen befindet sich auch das Labor fiir die Experimentvor- und nachbereitung.

Der {ibliche Parabelflug beinhaltet 31 Parabeln mit jeweils 22 s Mikrogravitation (Abb. 5C) und
dauert insgesamt bis zu 4 h. Jede Mikrogravitationsphase wird von 2 Hypergravitationsphasen (1,8g)
begleitet.

Die Chondrozyten in T175 Zellkulturflaschen (Abb. 5D) oder auf den in einer Plastikbox
aufbewahrten gekammerten Supercell Kulturkammerobjekttrigern (Abb. 5D) wurden in einem
Inkubator, der in ein spezielles Parabelflugrack eingebaut war (Abb. 5B), wihrend des Fluges bei
37 °C inkubiert und nach der ersten (1P) und der letzten (31P) Parabel fixiert.
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Injection point Recovery point

8500 m 370 kmvh
Az x
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Abbildung 5: Parabelflug-Experiment

Parabelflugzeug (A) der Firma NOVESPACE mit dem Flugprofil (DLR, K6ln) (C) wihrend der 24. DLR
Parabelflug-kampagne in Bordeaux. Der Flugrack (B) bestehend aus dem Inkubator mit Zellkulturflaschen und

in einer Platikbox aufbewahrten gekammerten Supercell Kulturkammerobjekttragern (D) (DLR, Kdln).
Diese Abbildung wurde teilweise in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.

2.2.3.1 Ablauf eines Parabelfluges

Das Flugzeug flog horizontal mit Hochstgeschwindigkeit und ging dann mit einem Bahnneigungs-
winkel von 47° in einen Steigflug liber (Abb. 5C). Wihrend dieser Zeit (20 s) herrschten an Bord ca.
1,8¢g, die auf die Experimente und Passagiere wirkten. Danach wurden die Triebwerke gedrosselt,
und es folgte die eigentliche Schwerelosigkeitsphase von 22 s Dauer (Abb. 5C). Beim
anschlieenden Abfangen des Flugzeugs zuriick in den Horizontalflug wirkten erneut 20 s lang 1,5g
— 1,8¢ auf Passagiere und Experimente ein (Abb. 5C). Wegen der moglichen Turbulenzen und

manueller Flugzeugfiihrung betrug die Schwerelosigkeitsqualitit ca. 107g.

2.2.3.2 Zellfixierung

Die Zellen in den Flasketten fiir Immunfluoreszenz-Farbungen wurden durch Zugabe von 20 %
Paraformaldehyd fixiert, sodass dessen Endkonzentration 3 % betrug. Zellen in T25- oder T175-
Kulturflaschen wurden nach der ersten und der 31.Parabel mit RNA/ater im Verhéltnis 4:1 fixiert.
Fiir jede Versuchsreihe wurden n = 6 T175 Kulturflaschen fir qPCR und n = 5 Flasketten fiir
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histologische Untersuchungen gesammelt. Alle Kulturflaschen und Flasketten wurden direkt nach
dem Flug bearbeitet. Die Zellen in RNA/ater wurden abgekratzt und in 50 ml Rohrchen gesammelt.
Zu der Zellsuspension in RNA/ater wurde zur Erhdhung der Sedimentationsgeschwindigkeit DPBS
im Verhéltnis 1:1 zugegeben. Das Gemisch wurde 10 min lang bei 4.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet bei -80 °C fiir die geplante gPCR oder Western Blots
Untersuchungen aufbewahrt. Die fixierten Chondrozyten auf den Supercell Kulturkammerobjekt-
trigern wurden mit DPBS gewaschen und mit frischem PFA (3 %) versetzt.

Die entsprechenden Bodenkontrollen wurden in der gleichen Anzahl wihrend des Parabelfluges im

Labor fixiert und gesammelt.

2.2.4 Hypergravitationsexperimente

Hypergravitation wurde auf der Kurz-Arm Humanzentrifuge (Short-Arm Human Centrifuge
(SAHC), DLR, Koln) erzeugt (Abb. 6A), auf der zwei tragbare Inkubatoren platziert wurden (Abb.
6B). Die SAHC wurde rechnergesteuert betricben und die Zellen wurden einer
Hypergravitationsphase von 1,8¢ fiir ca. 2 h ausgesetzt, was einer Zeitperiode von etwa 31 Parabeln

entspricht. Die 1g-Kontrollproben wurden parallel im stationéren Inkubator im Labor kultiviert.

Abbildung 6: Hypergravitationsexperimente auf der SAHC
A. Kurz-Arm Humanzentrifuge (Short-Arm Human Centrifuge (SAHC), DLR, K6ln); B. Tragbarer Inkubator
auf der SAHC. Diese Abbildung wurde in Wehland und Aleshcheva et al. 2015 publiziert.

Nach dem Lauf wurde das Medium aus den Kulturflaschen dekantiert und die Zellen wurden sofort
mit 10 ml RNA/ater fixiert, abgekratzt und in 50 ml Réhrchen gesammelt. Zu der Zellsuspension in
RNAlater wurde DPBS im Verhiltnis 1:1 zugegeben. Das Gemisch wurde 10 min lang bei 4.000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet bei -80 °C fiir die geplante
qPCR aufbewahrt.

2.2.5 Vibrationsexperimente
Wihrend eines Parabelfluges wurden die Zellen nicht nur Hypergravitationsphasen, sondern auch
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Vibrationen unterschiedlicher Intensitét ausgesetzt. Daher wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit der
Vibrationseinfluss auf humane Chondrozyten untersucht.

Vier T25-Kulturflaschen mit bis zu 90 % konfluenten Monolayer-Kulturen wurden auf der
Vibraplex-Platform (DLR, Kdln) fixiert und in den Inkubator bei 37 °C und 5 % CO, platziert (Abb.
7A). Es wurden Frequenzen von 0,2 Hz bis 14 Hz fiir 2 h programmiert (Abb. 7B), die den 3 Phasen
des Parabelfluges entsprechen: “pull up” (1,8¢g), freier Fall (Schwerelosigkeit, ug), und “pull out”
(1,8g) (Schmidt 2004). Die 1g-Kontrollen wurden im gleichen Inkubator kultiviert (Abb. 6A).
Anschliefend wurde das Medium aus allen Kulturflaschen dekantiert, und die Zellen in 5 ml kaltem
DPBS mit dem Zellschaber geerntet. Nach Zentrifugation bei 4.000 rpm wurde das Zellmaterial bei
-80 °C fiir die geplante qPCR aufbewahrt (Aleshcheva et al. 2015).

Abbildung 7: Vibrationsexperimente auf der Vibraplex (DLR, Kdéln)

A. Vibraplex mit 4 T25 Kulturflaschen und 4 1g-Kontrollen im Inkubator; B. Oszillograph zur Einstellung der

Vibrationsintensitét

2.2.6 Mikroskopie

Fir die morphologische Untersuchung ungefarbter bzw. mit Alcian Blan, Neutralrot oder
Hématoxylin-Eosin gefarbter Zellen und Sphéroide in Kulturflaschen, Flasketten oder auf
Objekttragern  wurde ein  Phasenkontrastmikroskop ~ verwendet.  Die  Untersuchung
fluoreszenzgefarbter Zellen (Vimentin, beta-Tubulin, Zytokeratin, Integrin-beta;, F-Aktin) fand

mittels eines konfokalen Laserscan-Mikroskops statt.

2.2.7 Western Blot Analyse

Die Western Blot Technik verwendet dhnlich wie die Immunhistochemie monoklonale Antikorper,
die speziell an das gesuchte Protein binden. Die Proteine werden hierzu zunédchst mittels einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt, wobei man sich deren Gréfie zur Auftrennung zunutze
macht. AnschlieBend werden die so separierten Proteine auf eine Membran iibertragen, mit
Antikorpern inkubiert und anschlieBend die Antikorperfarbung entwickelt.

2.2.71 Zelllysis

Die in fliissigem Stickstoff schockgefrorenen Zellpellets und bei -80 °C gelagerten Proben wurden in
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Lysispuffer aufgenommen und unter mehrmaligen Auf- und Abpipettieren 30 min auf Eis
homogenisiert und lysiert. Dadurch werden die Zellmembranen aufgeschlossen. Die dabei frei
werdenden Proteasen, die den Nachweis der Proteine durch deren Destruktion qualitativ und
quantitativ beeintrdchtigen, wurden durch die Zugabe von 10 upl Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) und 5 pl Pepstatin A (PEP) je Milliliter Lysispuffer inhibiert. Die Homogenate wurden fiir
30 min bei 4 °C mit 10.000 rpm zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in Eppendorf-Réhrchen
transferiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Unlosliche Riickstinde wurden

verworfen.

2.2.7.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration der Proben erfolgte in der Dreifachbestimmung
auf einer Microtiterplatte. Je 20 pl (ggf. 1:10-1:100 verdiinnt) des Proteinextraktes wurden mit
100 pl 15:1-Mischung aus Reagenz 1 und Reagenz 2 der Ro6ti®-Quant universal versetzt. Zum
Vergleich wurde eine BSA-Standardreihe (2 pg/ul, 1 pg/ul, 0,5 pg/ul, 0,25 pg/pl, 0,125 pg/ul, 0,063
ng/ul) angelegt. 20 pl jeder Probe aus der Standardreihe wurden wie die eigentliche Probe mit 15:1-
Mischung aus Reagenz 1 und Reagenz 2 der R6ti®-Quant universal versetzt. Die Microtiterplatte
wurde 30 min lang bei 60 °C inkubiert. Die resultierenden Extinktionen wurden im Spektrophoto-

meter bei einer Wellenldnge von 540 nm gemessen.

2.2.7.3 Reduktion der Proben
Alle Proben wurden mit Lysepuffer auf 100 pl der gleichen Konzentration von 3 pg/ul gebracht.
AuBlerdem wurden sie mit 50 ul Probenpuffer und 2,5 pl 2-Mercaptoethanol versetzt und fiir 15 min

bei 95 °C erhitzt. Nachdem die Proben auf RT abgekiihlt waren, konnte sie aufs Gel geladen werden.

2.2.7.4 Auftrennung der Proteine

Die Auftrennung der Proteine erfolgte auf dem 4-15 % fertigen Mini-PROTEAN® TGX™ Precast
Gel (10 Wells) oder auf dem Criterion™ TGX™ Precast Gel (26 Wells). Das Gel wurde in die
Elektrophoresekammer eingebracht und diese mit Elektrophorese-Laufpuffer gefiillt. In jedes der
Wells wurden bis zu 30 pl der jeweiligen reduzierten Probe pipettiert und daraufhin die Proteine 15

min bei 60 Volt und 60 min bei 150 Volt aufgetrennt.

2.2.75 Western Blot Analyse

Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit den darin befindlichen aufgetrennten Proteinen
vorsichtig aus der Plastikverpackung herausgenommen, auf der UV-Schublade des ChemiDoc MP
Systems plaziert und nach Protokoll gefarbt. Nach der Farbung wurde das Gel zwischen den
Komponenten des Trans-Blot® Turbo™ Midi oder Mini PVDF oder Nitrozellulose Transfer Packs

aufgenommen und in das Trans-Blot” Turbo™ Transfer System eingespannt. Nach dem Wihlen des
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richtigen Programms (abhéngig von der Gelgrofle und Anzahl der Gele) begann der eigentliche
Vorgang des Western Blots, d.h. des Transfers der Proteine vom Gel auf die Membran, der maximal
7 min betrug. Danach wurde die Membran im Block-Reagenz (1 oder 2, Kap. 2.1.5) fiir mindestens
30 min bei 4 °C inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. AnschlieBend wurde die
Membran bei RT iiber Nacht in eine Losung aus dem Block-Reagenz und Priméar-Antikorper gelegt
und am néchsten Tag mit TBS-T drei Mal gewaschen. Daraufhin erfolgte eine weitere 1 h lange
Inkubation bei RT mit dem verdiinnten HRP-Zweitantikorper. Zuletzt wurde die Membran drei Mal

mit TBS-T gewaschen und entwickelt.

2.2.7.6 Membranentwicklung

Die Entwicklung der Membran erfolgte mit dem ChemiDoc MP System. Dazu wurde die Membran
zuerst mit Clarity Western ECL Substraten (Verhéltnis 1:1) 5 min lang inkubiert und anschlieBend
die chemilumineszenten Bandenmuster mit einer empfindlichen digitalen Kamera des ChemiDoc
MP Systems aufgenommen. Die entstandenen Bilder wurden gespeichert und densitometrisch

quantifiziert (Image J Programm).

2.2.8 qPCR Untersuchungen

2.2.8.1 RNA Isolation

Die Zellen wurden nach jedem Versuchslauf mit einem Zellschaber abgekratzt, das Zellmaterial in
einem 50 ml Rohrchen aufgenommen und zentrifugiert (4.000 rpm, 10 min, 4 °C). Die RNA
Isolation erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit oder AllPrep RNA/Protein Kit.

Das Prinzip der RNA-Isolierung mit dem Qiagen-Kit basiert auf der Methode von Chomczynski und
Sacchi (1987). Die Probe wird unter stark denaturierenden Bedingungen lysiert und homogenisiert.
Der Lysispuffer enthidlt Guanidium Isothiocyanat und p-Mercaptoethanol, um RNasen zu
inaktivieren. Durch Zugabe von Ethanol werden optimale Bedingungen geschaffen, um die RNA an
eine Silicagel-Membran zu binden. In mehreren Waschschritten werden Kontaminationen entfernt
und die RNA nachfolgend mit DEPC-Wasser von der Membran eluiert.

Fiir die RNA-Isolation wurde das Zellpellet in Lysispuffer aufgenommen (350 pl fiir bis zu 10’
Zellen oder 600 pl fiir > 107 Zellen) und durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Das Gemisch
wurde zur Homogenisierung auf eine QIAshredder-Séule gegeben und diese 1 min lang bei 14.000
rpm zentrifugiert. Das Lysat wurde mit 70 % Ethanol im Verhédltmis 1:1 versetzt und griindlich
durch Auf- und Abpipettieren bis zur Homogenitit gemischt. Jede Probe wurde sukzessive auf
RNeasy-Sdulen geladen und 15 s bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die Sdulen wurden 1 min lang mit je
700 pl Puffer RW1 gewaschen, anschlieBend in 2 ml Reaktionsgefafle {iberfiihrt und zweimal mit
500 ul Waschpuffer RPE 30 s gewaschen. Der 2. Zentrifugationsschritt betrug 1 min statt 30 s, um

die Membran zu trocknen. Zur Elution wurden die Séulen in neue 1,5 ml Reaktionsgefdf3e platziert
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und mit 20 pl DEPC-Wasser versetzt. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei RT wurden die Proben

1 min bei 14.000 rpm zentrifugiert.

2.2.8.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Reinheit und die Konzentration der isolierten RNA wurden photometrisch bestimmt. Hierbei
wurden die Extinktionen bei 260 nm und 280 nm gemessen. Die optische Dichte einer
Nukleinséurelosung bei 260 nm ist ein Mal fiir die Konzentration an Nukleotiden. Die optische
Dichte einer Nukleinsdurelosung bei 280 nm gibt Aufschluss iiber die Verunreinigung mit Proteinen.
Fiir eine akzeptable Reinheit sollte die isolierte RNA ein A260/280-Verhiltnis von 1,7 oder hdher
aufweisen. Dariiber hinaus sollten die absoluten Extinktionswerte bei 260 nm nicht iiber 0,8 liegen,

da sonst die lineare abhéngigkeit zur Nukleinsdurekonzentration nicht mehr gegeben ist.

2.2.8.3 cDNA-Synthese

cDNA fiir die qPCR wurde mit dem First-Strand cDNA Synthesis Kit synthetisiert. Dafiir wurden
1pg der Gesamt-RNA jeder Probe und 1 pl des Random Hexamer Primers verwendet. Das Gemisch
wurde mit RNA-freiem Wasser auf 11 pl aufgefiillt und mit 4 pul 5X Reaction Buffer, 1 pl RiboLock
RNase Inhibitor, 2 pl 10 mM dNTP Mix und 2 pl RevertAid M-MuLV RT versetzt. Nach dem
Mischen wurde das Gemisch auf eine Microtiterplatte pipettiert, die anschlieBend 5 min bei 25 °C
und 60 min bei 42 °C inkubiert wurde. Die Reaktion wurde durch eine 5-miniitige Inkubation bei 70

°C beendet.

2.2.8.4 Quantitative real-time PCR

Im Unterschied zu den herkémmlichen PCR-Methoden zur Bestimmung der Expression eines
Zielgens, die im Wesentlichen Endpunktanalysen sind und daher starken Limitationen unterliegen,
erlaubt die quantitative real-time PCR die direkte Beobachtung der Akkumulation des
Reaktionsproduktes schon wihrend des PCR-Laufs und damit eine prézisere Quantifikation des zu
amplifizierenden Templates. Es gibt verschiedene Ansdtze zur Detektion der gebildeteten DNA-
Doppelstrange wie z.B. die TagMan-Chemie, Molecular Beacons, Light Cycler Sonden oder
Scorpion Primer. In dieser Arbeit wurde SYBRGreen benutzt. SYBRGreen ist ein
Baseninterkalatorfarbstoff, der nach Einlagerung in eine DNA Doppelhelix fluoresziert und dem
PCR-Reaktionsansatz beigemischt wird. Bei ansteigenden Mengen des PCR-Produktes im Laufe der
Reaktion steigt gleichermassen auch die SYBRGreen-Fluoreszenzintensitit, welche jeweils am Ende
der Elongationsphase der einzelnen Zyklen gemessen wird. Aufgrund der unspezifischen Anlagrung
des Farbstoffes in jeden gebildeten DNA Doppelstrang sind bei dieser Detektionsmethode falsch
positive Signale bei Misprimings nicht ausgeschlossen. Daher muss am Ende eines jeden Assays
noch eine Schmelzpunktanalyse angeschlossen werden, die es ermdglicht, die Spezifitit der PCR-

Reaktion zu beurteilen.
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Alle Untersuchungen wurden auf einem 7500 fast real-time PCR System durchgefiihrt. Zur
eigentlichen Messung wurde ein Master Mix (bestechend aus MMS Puffer, Primer-F, Primer-R,
Sonde und destilliertem Wasser) hergestellt. 72 pl des Master Mixes wurden mit 3 pl cDNA
vermischt und gevortext. Auf einer Mikrotiterplatte wurde nun ein Dreifachansatz durchgefiihrt,
wobei je Well 23 ul Mischung eingebracht wurden. Nach Versiegelung der Platte mit einer
transparenten selbstklebenden Folie (Optical Adhesive Cover) wurde die Platte in das Gerét
eingesetzt. Die PCR Bedingungen waren wie folgt: 20 s bei 95 °C, 40 Zyklen von 3 s bei 95 °C, und
30 s bei 60 °C, gefolgt vom Schritt der Schmelzkurvenanalyse (Temperaturgradient von 60 bis 95 °C
mit +0.3°C/Zyklus). Wenn alle Amplifikationsprodukte (Amplikons) eine einheitliche Ty, &hnlich der
durch die Primer Express” Software vorhergesagten zeigten, wurde die PCR-Reaktion als spezifisch
charakterisiert. Die komparative Cr (AACr) Methode wurde flir die relative Quantifizierung der
einzelnen Proben genutzt. 18S rRNA diente als Housekeeping-Gen, um die Expressionsdaten zu

normalisieren.

2.2.9 ELISA

Die Methode des Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) beruht auf einer Antigen-
Antikorper Reaktion und einer spezifischen enzymatischen Farbreaktion. Es handelt sich hierbei um
ein Verfahren des indirekten Nachweises eines Proteins. In dieser Arbeit wurde diese Methode zur
Quantifizierung von Zytokinen in Zellkulturiiberstinden herangezogen.

Wihrend der Arbeit wurden ELISAs von IL-6, IL-8, EGF, VEGFD und FGF17 im Zelliiberstand aus
den Vibrations- und Hypergravitationsversuchen durchgefiihrt. Die verwendeten ELISAs wurden als
Fertigsysteme erworben und nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Es wurde eine definierte Standardreihe des zu detektierenden Antigens nach dem mitgelieferten
Protokoll vorbereitet. Zu jedem Well der Platte wurden 100 pl von Assay Diluent RD1W und 100 pl
von dem Standard, der Probe oder der Kontrolle zugegeben. Die Platte wurde mit Klebestreifen
zugedeckt und fiir 2 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde jedes Well viermal mit 400 pl
Waschpuffer gewaschen und mit 200 pl Konjugat fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach der Inkubation
wurde die Platte viermal gewaschen, um {iberschiissiges Konjugat zu entfernen. AnschlieBend
wurden zu jedem Well 200 pl der Substratlosung (H,O,/Tetramethylbenzidin-Gemisch) zugegeben.
Die Platte wurde fiir 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Dabei bildete sich ein blauer Farbstoff.
Nach der Zugabe von 50 pl Stoplosung (2N Schwefelsdure) wurde ein Farbumschlag von blau nach
gelb detektiert. Mit einem Spektrophotometer wurde die Absorption bei 450 nm gemessen. Anhand
der mitgefiihrten Standardreihe konnte das in der Probe enthaltene Antigen genauestens quantifiziert
werden. Die Auswertung erfolgte iiber eine 4-Parameter logistische (4PL) Regression der

Standardwerte mit anschlieBender Berechnung der unbekannten Proben.
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2.2.10 Microarray Genuntersuchungen

Die Microarray Untersuchungen wurden von Professor Norbert Hiibner, Dr. Katrin Saar und Dr.
Herbert Schulz im Max-Delbriick-Zentrum fiir Molekulare Medizin (MDC) in Berlin-Buch
durchgefiihrt. Es wurde die RNA sowohl aus den Zellen der Vibrations- und
Hypergravitationsversuche als auch aus den Zellen, die wihrend des Parabelfluges nach der ersten
und der 31.Parabel fixiert wurden, extrahiert. Die genspezifische Probenbildung erfolgte auf den 6-
Kammer Illumina Beadchip (Illumina HumanWG-6 V2 0 R3). Auf dem Chip wurde die RNA
linear amplifiziert, Biotin gelabelt und dann mit den probebindenden Beads hybridisiert. Die
resultierenden Profile wurden ohne Hintergrundkorrektur mit BeadStudio Gene Expression Module
v3.3.7 quantil normiert.

Nach dem Ausschluss von niedrigen und nicht-exprimierten Genen wurden die signifikaten
Expressionsunterschiede mit ANOVA bestimmt. Die Unterscheidung von Expressionsprofilen wurde
durch das K-Mean clustering durchgefiihrt. K wurde entsprechend dem lokalen Minimum vom
Davies Bouldin K Schétzungsverfahren gewihlt (Davies et al. 1979). Die Qualitét des Arrays und
des Expressionsprofils wurde durch die Principal Component Analysis (PCA) mit der Partek
Genomic Suite (Version 6.6) iiberpriift. Funktionelle Aspekte von unterschiedlich exprimierten
Proben wurden mit der g:Profiler Software und den DAVID Bioinformatics Resources 6 analysiert
(http://david.abce.nciferf.gov/).

Physikalische und die funktionelle Interaktionen zwischen den Proteinen wurden mit der String

Plattform am niedrigen Konfidenzpunkt von 0,15 bestimmt (Snel et al. 2000).

2.2.11 Histologische Untersuchungen und Vitalititspriifung

Nach jedem Versuch wurde eine Hématoxylin-Eosin Farbung der Zellen durchgefiihrt, um
Gewebestruktur und Zellverteilung zu untersuchen. Die Vitalitdit und die Ablagerung von
Glycosaminoglykanen in den 1g-Kontrollen und den RPM-exponierten Zellen wurden mit Neutralrot
und Alcian Blau gepriift. Dafiir wurden die Zellen 10 min lang mit 4 % PFA (in DPBS) fixiert,
zweimal mit DPBS gewaschen und mit einem Tropfen der geméfl dem Protokoll des Herstellers
verdiinnten Férbeldsung (verdiinnt nach dem Protokoll des Herstellers) gefarbt. Anschlieend
wurden die Zellen nochmals mit DPBS gewaschen und mit Entellan® fiir die weitere mikroskopische

Untersuchung eingebettet.

2.2.12 Immunhistologische Untersuchungen

Die Paraffinschnitte wurden iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank gelagert, am niachsten Tag in einer
absteigenden Alkoholreihe (jeweils 10 min lang: 100 %, 96 %, 70 % Ethanol) entparaffiniert und
danach 5 min lang in DPBS rehydriert. Nach einer weiteren 30-miniitigen Inkubation mit Trypsin-
EDTA bei 37 °C wurden die Schnitte mit Aqua dest. gewéssert, in Citratpuffer (pH 6) {iberfiihrt und
15 min lang bei 700 W in der Mikrowelle gekocht. Nach Abkiihlung auf RT und dreimaligem
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Waschen mit DPBS wurden die Préparate 1 h lang mit Ziegenserum (1:10) beschichtet. Das Serum
wurde abgekippt und der Priméir-Antikorper 24 h lang auf die Schnitte gegeben. Einem dreimaligen
Waschen mit DPBS folgte eine 20 min lange Inkubation mit einem Sekundér-Antikérper. Nach dem
erneuten dreimaligen Waschen mit DPBS erfolgte eine 20 min lange Einwirkung von Peroxidase-
Conjugate ExtrAvidin® (1:750). Das Konjugat wurde wiederum dreimal mit DPBS abgewaschen und
die Farbelosung AEC-Chromogen 15 min lang auf den Préparaten belassen. AbschlieBend wurden
die Schnitte einer Kernfarbung (Mayer’s Hematoxylin Solution) fiir 1 min unterzogen, mit Glycerin-

Gelatine eingebettet und mikroskopisch betrachtet.

2.2.13 F-Aktin Farbung mittels Rhodamin-Phalloidin

Fiir die Darstellung des F-Aktins wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert. Nach dem Waschen mit
DPBS wurden die Zellen fiir 5 min mit 0,1 % Triton X-100 in DPBS lysiert und anschlie3end
dreimal mit PBS gewaschen. Die 20-miniitige Férbung der F-Aktin-Filamente erfolgte mittels 5
pg/ml  Rhodamin-Phalloidin (geldst in DPBS), welches laut Anleitung des Herstellers 1 % BSA
enthielt. Danach wurden die Zellen mehrmals mit DPBS gewaschen und die Zellkerne mit Hoechst
33342 fiir 5 min gefarbt.

Die Objekttriger wurden mit VECTASHIELD® eingedeckt und die Zellen mit Hilfe eines

konfokalen Mikroskops (Zeiss) betrachtet und aufgenommen.

2.2.14 Indirekte Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz bedient sich monoklonaler Antikorper, um Proteine zu markieren und
sichtbar zu machen. Hierzu wurden die Zellen bzw. Sphiroide auf gekammerte Supercell
Kulturkammerobjekttriger ausgesét und fiir 30 min inkubiert (Adhdsionszeit). Darauthin wurde das
Medium vorsichtig abgesaugt, die Objekttriger zwei Mal mit DPBS gewaschen und mit einem
Gemisch aus Methanol und Ethanol (1:2) bei RT fixiert. Das Fixationsmittel wurde abgesaugt und
die Objekttriger zum Trocknen bei RT ausgelegt. Fiir die Immunfluoreszenzfairbung wurden die
Zellen zweimal mit DPBS gewaschen und mit dem priméren Antikorper (Vimentin, B-Tubulin,
Zytokeratin, Integrin-f) iiber Nacht bei RT in der Farbekammer ,,feucht inkubiert. Am nichten Tag
wurden die Zellen erneut mit DPBS gewaschen und 2 h lang mit dem Sekundirantikérper (FITC-
konjugiertes anti-Maus oder anti-Rabbit Immunglobulin) im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation
wurden sie erneut mit DPBS gewaschen und mit VECTASHIELD" eingedeckt. Die Zellmorphologie

wurde mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops (Zeiss) visualisiert.

2.2.15 Detektion der Apoptose
Die Apoptose wurde mit Hilfe des FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kits detektiert. Beim
FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit handelt es sich um ein nicht-isotopisches System fiir

die Kennzeichnung von DNA Briichen in apoptotischen Kernen von Paraffin-eingebetteten
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Gewebeproben.

Zuerst wurden die Schnitte in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe (jeweils 3 min lang: 100
%, 96 %, 70 % Ethanol) entparaffiniert und rehydriert. Danach wurden die Schnitte in TBS
gewaschen und durch eine 20-miniitige Inkubation mit 100 pl einer 20 pg/ml Proteinase-K-Losung
(1:100 in 10 mM Tris pH 8) bei RT permeabilisiert. Nach dem einmaligen Waschen mit TBS und
Trocknen an der Luft wurden die endogenen Peroxidasen durch die 5-miniitige Inkubation mit
100 ul 3 % H,0, (30 % H,0, verdiinnt in Methanol) bei RT inaktiviert. Danach wurde die gesamte
Probe mit TBS gewaschen, mit 100 pl 1X TdT Equilibration Puffer (1:5 in ddH,0O) fiir 30 min
beschichtet, nochmals gewaschen, mit 60 pl TdT Férbereaktionsmischung (57 pl TdT Labeling
Reaction Mix + 3 pl TdT Enzym) beschichtet und in Farbekammer ,,feucht bei 37 °C fiir 1,5 h
inkubiert.

Um die Reaktion zu beenden, wurden die Schnitte mit TBS gewaschen, mit 100 ul Stoplosung
beschichtet, 5 min lang bei RT inkubiert und wieder einmal mit TBS gewaschen. Fiir den Apoptose-
Nachweis wurden die Schnitte mit 100 pl Block-Reagenz bei RT fiir 10 min beschichtet. Danach
wurden sie sofort mit 100 pl vom verdiinnten Konjugat fiir weitere 30 min bei RT in der
befeuchteten Kammer inkubiert. Nach dem Waschen mit TBS wurde die Probe mit 100 pl DAB-
Losung bei RT fiir 10-15 min inkubiert und mit ddH,O gewaschen. Die Gegenfarbung erfolgte durch
die 3-miniitige Inkubation mit 100 pl Methylen-Griin. Abschlieend wurden die Proben 2-4 Mal in
100 % Ethanol und Xylol eingetaucht und mit Entellan eingebettet.

2.2.16 Statistik

Fir die statistische Auswertung wurde aus den Einzelwerten der jeweiligen Versuche fiir die
entsprechende Versuchsgruppe der arithmetische Mittelwert gebildet und die Standardabweichung
errechnet. Um die Versuchsgruppen miteinander zu vergleichen wurde ein statistischer Lagetest
verwendet. Da in den meisten Gruppen aufgrund der Probenmenge nur fiinf oder sechs Replikate
gemessen werden konnten, war die Grundgesamtheit (n) relativ gering. Daher war die Uberpriifung
der Einzelwerte auf das Vorliegen einer Normalverteilung nicht mdglich und die Benutzung eines
nicht-parametrischen Tests notig.

In dieser Arbeit wurde der Mann-Whitney-U-Test als nicht-parametrisches Verfahren fiir die
Vergleiche zwischen zwei unabhéngigen Stichproben angewendet. Bei einem Wert von P < 0,05
wurde eine statistische Signifikanz angenommen. Alle Analysen wurden mit der Software SPSS 12.0

durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war, die zelluldren Verdnderungen und die Sphéiroidbildung von
humanen Chondrozyten sechs verschiedener Spender unter den Bedingungen der simulierten
Mikrogravitation (s-pg) zu untersuchen. Dazu wurden drei verschiedene Bodenanlagen (RPM, FRC
und RWYV) genutzt, wobei die Knorpelbildung auf der RPM besonders detailliert untersucht wurde.
Zunéchst wurden Kurzzeitmikrogravitationsuntersuchungen der Zellen auf der RPM und im FRC (30
min, 2 h, 4 h, 16 h, und 24 h) durchgefiihrt (Abb. 8). AnschlieBend wurde wihrend der
Langzeitversuche auf der RPM und der RWV fiir 7, 14, 21, und 28 d die Sphéroidbildung im Detail
analysiert (Abb. 8). Die s-ug-Gruppen wurden sowohl miteinander als auch mit den statischen 1g-
Kontrollen verglichen, die iiber dieselben Zeitrdume unter normalen Gravitationsbedingungen (1g)

kultiviert wurden (Abb. 8).

Humane Chondrozyten

/\\

Random Positioning 2D schnelldrehender Rotat;ng Wall
Machine Klinostat Vessel
v W k ¥ L 4 b 4
ng | [1g b | |1 ne | |1
[ | | ]
K itV h 30 min, 2 h, 30 min, 2 h,
Urzzeft-versuche | 4h,16h, 24 h 4h,16h,24 h
. 7d, 14d, 7d 7d,14d,
Langzeit-Versuche 21d. 284 21d, 28

Abbildung 8: Die wiihrend der Doktorarbeit durchgefiihrten Versuche

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden die Versuche auf drei verschiedenen Bodenanlagen
durchgefiihrt. Dabei sind die Kurzzeit-Versuche als auch Langzeit-Versuche unter simulierten
Mikrogravitationsbedingungen (ng) als auch unter normalen Gravitationsbedingungen (1g) immer parallel

gelaufen.

3.1 Einfluss von simulierter Mikrogravitation auf Chondrozyten

Die unter simulierter Kurzzeitmikrogravitation auftretenden Zytoskelettverdnderungen bei
Chondrozyten wurden erstmalig wahrend dieser Doktorarbeit untersucht. Es wurden zunéchst
morphologische Verdnderungen des Zytoskeletts von Knorpelzellen nach einer RPM-Exposition von
30 min, 2, 4, 16 und 24 h und anschlieBend nach einer FRC-Exposition von 30 min, 2, 4, 16 und 24 h
studiert. Die erzielten Ergebnisse wurden mit den entsprechenden Bodenkontrollen, die unter

normalen Gravitationsbedingungen (1g) kultiviert wurden, verglichen (Aleshcheva et al. 2013).
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3.1.1 Einfluss von RPM-Exposition auf Chondrozyten

Bereits nach 30-miniitiger RPM-Exposition zeigten sich Verdnderungen des Zytoskeletts (Abb. 9A1-
A4). Es fand sich eine perinukledre Anhdufung von beta-Tubulin (Abb. 9A2). Vimentin wurde in der
duBeren Zellmembran akkumuliert und in Form eines dichten Ringes um den Kern angelagert (Abb.
9A4), wihrend in den Bodenkontrollen eine gleichmifige Verteilung von Vimentin beobachtet

wurde (Abb. 9A3).

1g, 30 min RPM, 30 min 1g, 30 min RPM, 30 min

—

~ 4
A1-¥ubulin A2-Tubulin

B2-Tubulin

RPM, 4h

C2-Tubulin

RPM, 16h

E1-Tubulin — | E2-Tubulin - E3-Vimentin «~—— | E4-Vimentin® ——

Abbildung 9: Immunofluoreszenz-Firbung von p-Tubulin und Vimentin in Chondrozyten nach der
Kurzzeit-Exposition auf der RPM

Immunfluoreszenz-Férbung von B-Tubulin und Vimentin der fiir 30 min (A1-A4), 2 h (B1-B4), 4 h (C1-C4),
16 h (D1-D4), 24 h (E1-E4) auf der RPM und entsprechend unter normalen Schwerkraftbedingungen (1g)
kultivierten Chondrozyten. Die Nuklei sind mit Propidiumjodid gefarbt. Pfeile bei Tubulin deuten auf
perinukldere Anhéufung, Pfeile bei Vimentin deuten auf Locher im Netzwerk. Malistabsbalken — 10 um.

Die Daten wurden in Aleshcheva et al. 2013 publiziert.
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Nach 2 h langen Inkubation auf der RPM wurden Locher im Vimentin-Netz beobachtet (Abb. 9B4).
Diese waren am besten nach 4 h nachzuweisen (Abb. 9C4). Zu diesem Zeitpunkt wurde auf der RPM
die hochste Dichte von beta-Tubulin um den Kern beobachtet (Abb. 9C2). Nach 16-stiindiger RPM-
Exposition reduzierte sich die Dichte des beta-Tubulins um den Kern (Abb. 9D2). Die
Immunfluoreszenzintensitit von Vimentin war nach 16 h vergleichbar zu den Bodenkontrollen (Abb.
9D3, 9D4) (Aleshcheva et al. 2013).

Durch die Inkubation der Knorpelzellen auf der RPM fiir einen Zeitraum von 30 min bis 16 h wurde
die zytoplasmatische Architektur der Chondrozyten verdndert (Abb. 9). Allerdings konnten nach
einer 24-stiindigen RPM-Exposition keine morphologischen Verdnderungen der Mikrotubuli (beta-
Tubulin) oder Intermedidrfilamente (Vimentin) mehr nachgewiesen werden (Abb. 9EI1-E4)

(Aleshcheva et al. 2013).

Die Form der Chondrozyten hatte sich ebenfalls verdndert. Dieser Befund konnte durch die F-Aktin-
Férbung bestitigt werden (Abb. 10). Nach 4-stiindiger RPM-Exposition wurden kortikal lokalisierte
Stressfasern beobachtet (Abb. 10C2). Mit steigender Kultivierungszeit auf der RPM fanden sich
langere und diinnere Fasern (Abb. 10D2, 10E2) im Vergleich zu den 1g-Zellen (Aleshcheva et al.
2013).

1g, 30 min RPM, 30 min

RPM, 24h

Abbildung 10: Verteilung des F-Aktins in Chondrozyten nach der Kurzzeit-Exposition auf der RPM
F-Aktin-Verteilung der fiir 30 min (A1-A2), 2 h (B1-B2), 4 h (C1-C2), 16 h (D1-D2), 24 h (E1-E2) auf der
RPM und entsprechend unter normalen Schwerkraftbedingungen (1g) kultivierten Chondrozyten. Die
Zellkerne sind mit Hoechst 33342 gefarbt. Die Pfeile deuten auf die aufgetretenen diinnen Stressfasern.
MafBstabsbalken — 5 um.

Diese Ergebnisse wurden in Aleshcheva et al. 2013 publiziert.
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Nach 24 h zeigten die Chondrozyten auf der RPM und auch in den Bodenkontrollen gleiche Vitalitét,
die mit Neutralrot und Hédmatoxylin-Eosin Farbungen festgestellt wurde (Abb. 11B2, 11C2).
Dariiberhinaus wiesen die Zellen keine Unterschiede in der Zellmorphologie (Abb. 11C2) auf.
Dagegen wurde die Produktion von sauren Polysacchariden wie Glycosaminoglycan nach 24 h
Inkubation auf RPM reduziert, was durch die Alcian Blau Fiarbung festgestellt wurde: Die Intensitét

der Farbung war insbesondere um die Zellkerne reduziert (Abb. 11A2).
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Abbildung 11: Histologische Untersuchung der Chondrozyten nach der Kurzzeit-Exposition auf der
RPM

Histologische Untersuchung der auf der RPM und den unter normalen 1g-Bedingungen kultivierten
Chondrozyten. Die Alcian Blau Fiarbung (AB; A) zeigt die Produktion von Proteoglykanen. Die Neutralrot
Féarbung (NR; B) stellt die Lebensfahigkeit (Zellviabilitéit) der Zellen dar. Himatoxylin-Eosin Farbung (HE; C)
gibt einen Uberblick iiber die Gewebestruktur und Zellverteilung. MaBstabsbalken — 30 um.

Die Daten wurden in Aleshcheva et al. 2013 publiziert.

Die Western-Blot-Analyse von Kollagen Typ II zeigte im Vergleich zu 1g-Kontrollproben einen
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erhohten Proteingehalt dieses extrazelluldiren Matrixproteins in allen Chondrozyten-Proben nach 4 h
und 24 h Exposition auf der RPM (Abb. 12). Die Menge an Kollagen Typ II erhdhte sich im Laufe
der Expositionszeit und es fand sich eine signifikante Zunahme nach 24-stiindiger RPM-Exposition

(Abb. 12).
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Abbildung 12: Western Blot Analyse von Kollagen II nach Kurzzeit-Exposition auf der RPM
Die Western Blot Analyse von Kollagen II der fiir 4 h und 24 h auf der RPM kultivierten Chondrozyten und
den entsprechenden statischen 1g-Kontrollkulturen. Die Daten wurden in Aleshcheva et al. 2013 publiziert.

#P<0,005.

In einer Vielzahl von Versuchen unter simulierter und realer Mikrogravitation wurde mit Gene
Array-Untersuchungen und PCR-Analysen die Genexpression zahlreicher Gene ermittelt und deren
Veranderungen festgestellt (Carmeliet und Bouillon 1999, Hammond et al. 2000, Grosse et al. 2012,
Ma et al. 2013, Ma et al. 2014). AuBler dem BMP2-Gen wurden alle untersuchten Gene der
Chondrozyten bereits nach 30-miniitiger RPM-Exposition hochreguliert (Abb. 13) (Aleshcheva et al.
2013). Im Vergleich zu den Bodenkontrollen blieben die ACTA2, ACTB, TUBB6, ITGBI1 und TGFBI1
Gene auch nach 2-, 4-, 16- und 24-stiindiger RPM-Exposition hochreguliert (Abb. 13A, 13E, 13F,
13J, 13N). Das VIM-Gen wurde nach 4 h nicht signifikant herunterreguliert, und nach 16 h und 24 h
Inkubation auf der RPM blieb es ebenfalls herunterreguliert (Abb. 13C). Die BMP2 und OPN-Gene
zeigten eine starke Herunterregulation nach 4 h Inkubation im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollgruppen (Abb. 13H, 13L) (Aleshcheva et al. 2013).

Nach 24-stiindiger RPM-Exposition wurden erhohte Proteingehalte fiir Vimentin, beta-Aktin, BMP-
2, TGF-B; und beta-Tubulin ermittelt (Abb. 13B, 13D, 13G, 130, 13P). 4 h und 24 h simulierte
Mikrogravitation haben den Proteingehalt von f;-Integrin (Abb. 13J), Osteopontin (Abb. 13L) und
Kollagen Typ II (Abb. 12) nicht beeinflusst (Aleshcheva et al. 2013).
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Abbildung 13: Genexpression und Proteingehalt der Chondrozyten nach der Kurzzeit-Exposition auf

der RPM

qPCR von TUBBG (A), VIM (C), ACTA2 (E), ACTB (F), BMP2 (H), ITGBI (J), OPN (L) und TGFBI (N)
Genen zur Darstellung der Genexpression der fiir 30 min, 2 h, 4 h, 16 h und 24 h auf der RPM kultivierten

Chondrozyten im Vergleich zu den entsprechenden 1g-Kontrollen. Western Blots von B-Tubulin (B), Vimentin
(D), B-Aktin (G), BMP-2 (I), Integrin-f; (K), Osteopontin (M) und TGF-B; (O, P) zur Bestimmung des
Proteingehalts der fiir 30 min, 2 h, 4 h, 16 h und 24 h auf der RPM kultivierten Chondrozyten im Vergleich zu

den entsprechenden 1g-Kontrollen. ¥*P<0,05. Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2013 publiziert.

46



Ergebnisse

3.1.2 Einfluss von FRC-Exposition auf Chondrozyten

Um mehr tiber die Sphéroidbildung zu erfahren und zelluldre Veranderungen zu erforschen, wurden
Monolayer-Kulturen von Chondrozyten 2, 4, 16 und 24 h in DMEM/F-12-Medium auf dem FRC
kultiviert und die erzielten Ergebnisse mit den entsprechenden statischen Kontrollen und den auf der
RPM beobachteten Anderungen verglichen.

Es zeigte sich, dass die Chondrozyten auf die verdnderten Schwerkraftbedingungen auf der RPM und
auf dem FRC é&hnlich reagieren. Bereits nach 2 h der Klinostaten-Exposition wurden Locher im
Vimentin-Netz und perinukledre Ansammlungen von Vimentin beobachtet (Abb. 14E, Tab. 1).
Allerdings konnten in den Zellen auf dem FRC keine Locher mehr im Vimentin-Netzwerk nach 4h,

16h und 24h beobachtet werden (Abb. 14F-H).

€

Vimentin

4hFRC G

Vimentin Vimentin Z -.Vimentin : y Vimentip

Abbildung 14: Immunfluoreszenz-Firbungen von Chondrozyten nach FRC-Exposition

Chondrozyten kultiviert unter normalen 1g-Bedingungen (A-D) oder auf dem FRC (E-H) fiir 2 h (A, E), 4 h
(B, F), 16 h (C, G) und 24 h (D, H). C — Kontrolle, FRC — Klinostat. MaBstabsbalken — 20 pm.

Vimentin wurde perinukledr akkumuliert und es wurden Locher im Vimentin-Netzwerk beobachtet (Pfeil),
wobei bei den unter 1g kultivierten Chondrozyten keine Verdnderungen im Vimentin-Netzwerk beobachtet

werden konnten.
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Tabelle 1: Verinderungen von Chondrozyten nach RPM-, FRC- und RWYV-Exposition

dedifferenzierte Zellen

dedifferenzierte Zellen

RPM FRC RWV
(Aleshcheva et al. 2013) | (Aleshcheva et al. 2015) | (Aleshcheva et al. 2015)
Parameter Zeit Zeit Zeit
e1lt- 10- it-
Verinderung Verinderung Verinderung
punkt punkt punkt
Sphiroeidbildung Ja Ab 5-7. Ja Ab 5-7. Ja Ab 3.
Grofle 20 um Tag 20 pym Tag 3 mm Tag
. . Locher im ok Locher im ’h
Vimentin Netzwerk Netzwerk
Perinukledre 2h Perinukledre ok
Akkumulation Akkumulation
Stressfasern 4h Stressfasern 4h
Nicht untersucht
Stressfasern
i Stressfasern
F-Akti (kortikal (kortikal
- in ..
Fokahsle"rt und 24 h lokalisiert und in 24 h
in der Lénge w
. der Lange und
und Dicke . .
. Dicke reduziert)
reduziert)
Erhohte
Expression:
ACTA2,
Genexpression |ACTB, VIM, 30 min Nicht untersucht Nicht untersucht
TUBBG,
ITGBI,
TGFBI
Vitale Zellen
(Differenzierungsgrad der
. Vitale, nicht Vitale, nicht Zellen konnte nicht
Morphologie

beurteilt werden, weil die
Zellen in der Suspension
vorlagen)

Wie durch die F-Aktin-Farbung gezeigt, wurde die Form der auf dem FRC kultivierten
Chondrozyten verdndert: Kortikal lokalisierte Stressfasern wurden nach 4-stiindiger Exposition im
Vergleich zu den 1g-Kontrollen sichtbar (Abb. 15B, Tab. 1). Im Vergleich zu den Kontrollzellen

wurden die Fasern in ihrer Lange und Dicke bei weiterer Inkubation bis 24 h reduziert (Abb. 15D).

In den statischen 1g-Kontrollen hingegen konnten keine Stressfasern beobachtet werden (Abb. 15A,

15C).
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Abbildung 15: F-Aktin-Féarbungen von auf dem FRC kultivierten humanen Chondrozyten

Die F-Aktin-Féarbung von Chondrozyten kultiviert fiir 4 h (A) und 24 h (C) unter 1g, sowie 4 h (B) und 24 h
(D) auf dem FRC. Mal}stabsbalken — 10 um.

Nach 4 h sind Aktin-Stressfasern in der Anzahl, der Dicke und Lange reduziert (Pfeile). Nach 24 h ist F-Aktin
kortikal lokalisiert (Pfeile).

3.2 Verinderungen von  Chondrozyten unter realer Kurzzeit-

Schwerelosigkeit

Die wunter realer Kurzzeit-Schwerelosigkeit auftretenden Zytoskelett-Verdnderungen der
Chondrozyten wurden wihrend eines Parabelfluges (24. DLR Parabelflugkampagne) auf dem Airbus
A300 ZERO-G erstmals untersucht und in dieser Doktorarbeit beschrieben (Aleshcheva et al. 2015,
Wehland und Aleshcheva et al. 2015). Ein wichtiges Ziel dabei war festzustellen, ob die
Chondrozyten moglichen Schiden, die durch das pldtzliche Entfernen des Schwerkrafteinflusses

entstehen, entgegenwirken kdnnen.

3.2.1 Zytoskelett-Veranderungen in der Schwerelosigkeit

Im Rahmen dieser Dissertation konnte erstmals gezeigt werden, dass nach 31 Parabeln im
Zytoskelett von Chondrozyten Locher entstanden sind (Abb. 16A4, 16B4, 16C4), die jedoch nach
der ersten Parabel (22 s) oder in den Bodenkontrollen nicht sichtbar waren (Abb. 16A2, 16B2, 16C2)
(Aleshcheva et al. 2015). Diese Ergebnisse legen nahe, dass das Zytoskelett von Chondrozyten

gegeniiber einer Kurzzeit-Mikrogravitation (22 s) bestindig ist.
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A2 - Tubulin A3 - Tubulin

B1 - Vimentin B2 - Vimentin ° B4 - Vimentin

C1 - Zytokeratin C2 - Zytokeratin
Abbildung 16: Immunfluoreszenz-Firbungen der zytoskelettalen Komponenten nach Parabelflug-
Exposition
Immunfluoreszenz-Féarbungen von Tubulin (A1-A4), Vimentin (B1-B4) und Zytokeratin (C1-C4) nach einer
(1P) (A2, B2, C2) und nach 31 Parabeln (31P) (A4, B4, C4) mit entsprechenden Bodenkontrollen (1g) (A1,
A3, B1, B3, C1, C3). Pficle deute auf die Locher im Netzwerk. Malstabsbalken — 10 pm.
Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.

Nach einer Mikrogravitationsphase von 22 s wurde eine Umlagerung des Aktin-Netzwerkes in Form
eines Ringes um die Zellmembran festgestellt (Abb. 17A2) (Aleshcheva et al. 2015). Der Ring war
auch nach 31 Parabeln sichtbar (Abb. 17A4). Die Stressfasern waren nach der ersten Parabel (22 s)
und auch nach der letzten Parabel nicht sichtbar (Abb. 17 A2) (Aleshcheva et al. 2015).
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1g 1P

Al — | A2 _
1g 31pP

A3 _ | A4 _

Abbildung 17: Verteilung des F-Aktins in den Chondrozyten beim Parabelflug

F-Aktin-Féarbung der Chondrozyten nach einer (1P) (A2) und 31 Parabeln (31P) (A4) mit entsprechenden
Bodenkontrollen (1g) (A1, A3). Mal3stabsbalken — 10 pum.

Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.

Nach den realen Mikrogravitationsbedingungen wéhrend eines Parabelfluges wurden die
Genexpression und der Proteingehalt von beta-Tubulin, Vimentin und Zytokeratin untersucht (Abb.
18) (Aleshcheva et al. 2015). Nach 31 Parabeln zeigten sich allgemein eine erhdhte Genexpression
und ein vermehrter Proteingehalt: Die mRNA-Expression von beta-Tubulin wurden 2-fach (Abb.
18A) und der Proteingehalt 2,5-fach (Abb. 18B), die mRNA-Expression von Vimentin 1,3-fach
(Abb. 18C) und der Proteingehalt 1,2-fach (Abb. 18D), und die Zytokeratin mRNA 1,8-fach (Abb.
18E) sowie der Proteingehalt 1,5-fach (Abb. 18F) signifikant erhdht gemessen.
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Abbildung 18: Genexpression und Proteingehalt der Chondrozyten beim Parabelflug

qPCR von TUBBG6 (A), VIM (C), KRTS (E) Genen zur Darstellung der Genexpression der Chondrozyten nach
einer (1P) und nach 31 Parabeln (31P) im Vergleich zu den entsprechenden Bodenkontrollen (1g). Western
Blots von B-Tubulin (B), Vimentin (D), Zytokeratin (F) zur Darstellung des Proteingehalts der Chondrozyten
nach der ersten und der 31.Parabel im Vergleich zu den korrespondierenden 1g-Kontrollen. *P<0,05.

Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.

Es wurden keine Verdnderungen in Bezug auf die Verteilung des ,-Integrins nach einer und nach 31
Parabeln im Vergleich zu den entsprechenden Bodenkontrollen festgestellt (Abb. 19). Die
Genexpression von B;-Integrin war 1,2-fach erhoht (Abb. 19A5). Ein dhnliches Ergebnis wurde fiir
die mRNA von a;o-Integrin festgestellt (Abb. 19A7), die nach 31 Parabeln 1,5-fach erh6ht gemessen
wurde (Aleshcheva et al. 2015).
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Abbildung 19: Verinderung von B;-Integrin in Chondrozyten beim Parabelflug
Immunfluoreszenz-Féarbungen (A1-A4), qPCR (A5) und Western Blot Analyse (A6) von B,-Integrin und qPCR
von INTBAI10 (A7) der Chondrozyten nach der Parabelflug-Exposition (einer (1P) und 31 Parabeln (31P)) im
Vergleich mit entsprechenden unter normalen Schwerkraftbedingungen kultivierten Bodenkontrollen (1g).
MafBstabsbalken — 10 pm. *P<0,05.

Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.

3.2.2 Genexpressions- und Proteinverinderungen in der Schwerelosigkeit

Die qPCR-Analyse ergab eine Verdnderung des Genexpressionsmusters von 14 Genen (Abb. 20).
Nach 31 Parabeln wurden TGFBI (1,5-fach), ICAM1 (4,8-fach), CAV1 (2,6-fach), SOX9 (1,7-fach),
OPN (7-fach) und BMP-2 (5,3-fach) signifikant hochreguliert, wobei SOX5 (-25 %) und SOX6 (-28
%) signifikant herunterreguliert waren. Der Proteingehalt von ICAM-1 (2,3-fach), OPN (1,4-fach),
TGF-B; (2-fach), SOX9 (1,6-fach) und BMP-2 (1,3-fach) wurde ebenfalls signifikant erhoht
gemessen (Aleshcheva et al. 2015).
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Abbildung 20: Anderungen in der Genexpression und Proteingehalt durch den Parabelflug

Darstellung der gPCR- und Western Blot -Ergebnisse von ICAM-1 (A1, A2), CAV-1 (B), OPN (C1, C2),
TGFB1 (D1, D2), SOX9 (E1, E2), SOX5 (F), SOX6 (G) und BMP-2 (H, I) nach einer (1P), 31 Parabeln
(31P), 2-stiindiger Vibration (V) und 2-stiindiger Hypergravitation (1,8g) verglichen mit den entsprechenden
1g-Kontrollproben. *P<0,05. Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.

Mittels Microarray-Analyse konnte eine Verédnderung des Genexpressionsmusters von insgesamt 112
Genen, die nach der ersten und 31.Parabel hochreguliert waren, festgestellt werden (Abb. 21)
(Wehland und Aleshcheva et al. 2015). Davon wurden in erster Linie Transkriptions- und

Metabolismus-Gene betroffen.

1g 1P 31P

Abbildung 21: Heatmap der Clusterbildung von unterschiedlich exprimierten Transkripten der
Microarray-Experimente nach dem Parabelflug
Analyse nach einer Parabel (1P) und 31 Parabeln (31P). Rot — starke Expression; blau — schwache Expression.

Diese Daten wurden in Wehland und Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
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Die Expression anti-apoptotischer Gene wie VEGFA, NOTCH2 oder HMGBI konnte ebenfalls
nachgewiesen werden (Wehland und Aleshcheva et al. 2015). 51 Gene, die an der Transkription,
dem Metabolismus und der Entwicklung beteiligt sind, wurden nach 31 Parabeln herunterreguliert
(Wehland und Aleshcheva et al. 2015). 73 Gene, darunter CCNA2 und /L8, waren erst nach der
31.Parabel signifikant hochreguliert (Abb. 22A, 22D). CD44 und TNFA waren signifikant
hochreguliert nur nach der ersten Parabel (Abb. 22B, 22G). VCAM waren signifikant
herunterreguliert nach 31 Parabeln (Abb. 22E). Kein Effekt wurde bei /L6, EDNI und FGF
beobachtet (Abb 22C, 22F, 22H) (Wehland und Aleshcheva et al. 2015).
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Abbildung 22: qPCR Analyse von Chondrozyten nach dem Parabelflug
qPCR Analyse von CCNA2 (A), CD44 (B), IL6 (C), ILS (D), VCAM1 (E), EDNI (F), TNFA (G), FGF9 (H).
Diese Daten wurden in Wehland und Aleshcheva et al. 2015 publiziert.

3.2.3 Genexpressionsverinderungen durch Hypergravitation und Vibration
Da die Mikrogravitationsphase wéhrend eines Parabelfluges von zwei Hypergravitationsphasen und

Vibrationen des Flugzeugs begleitet wird, wurden deren Einfliisse auf die Chondrozyten separat am
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Boden untersucht.

Wihrend der Vibrations- und Hypergravitationsversuche konnten keine signifikanten Verédnderungen
der Genexpression von TUBB, VIM, KRTS, INTBI, INTA10, BMP-2, ACTB, ICAM1, CAV-1, OPN,
TGFBI, SOXY, SOX5 und SOX6 gefunden werden (Abb. 20, Aleshcheva et al. 2015).

Mittels Microarray-Analyse konnten die signifikanten Expressionsverdnderungen von 210 Genen
nach Hypergravitation (1,8g, 2 h) festgestellt werden, die fiir die embryonale Morphogenese, die
Entwicklung des Skeletts und die Gewebemorphogenese verantwortlich sind, wobei viele der
gefundenen Gene wie VEGFA, BMP4, EDNI, BIRC3 oder WNT5A fir die Knorpelentwicklung,
Zelladhdsion und biologische Adhésion verantwortlich sind (Wehland und Aleshcheva et al. 2015).
Hypergravitation rief auBerdem eine 2-fache Erhohung von IL-6 im Uberstand hervor (Abb. 23),
wobei die IL-8, EGF, VEGFD und FGF17 Proteinkonzentrationen im Uberstand der
Hypergravitationsproben unterhalb der Nachweisgrenze lagen (Wehland und Aleshcheva et al.

2015).
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Abbildung 23: ELISA von IL-6 in dem Zellkulturiiberstand

IL-6 Konzentrationen (pg/ml) im Zellkulturmedium nach der Expositionen der Chondrozyten der
Hypergravitation (1,8g, 2 h) (A) und der Vibration (B). Der klare Anstieg in der Sekretion von IL-6 ist in den
auf der Zentrifuge kultivierten Zellen im Vergleich zu den 1g-Kontrollproben sichtbar, wobei keine
signifikanten Konzentrationsunterschiede im Zellkulturmedium von Vibrationsexperimenten im Vergleich zu
den Kontrollzellen detektiert werden konnte.

Diese Daten wurden in Wehland und Aleshcheva et al. 2015 publiziert.

Nach der 2-stiindigen Vibration konnten die Herunterregulationen von /L6, ILS, EGF, VEGFD,
FGF17 festgestellt werden (Abb. 24B, 24D, 24E, 24J, 24K). Dafiir wurden keine Verdnderungen in
der Genexpression von CTGF, CAV2, PRKAA, VEGFA, PRKCA, VIL2, IL15 beobachtet (Abb. 24A,
24C, 24F, 24G, 24H, 241, 24L) (Wehland und Aleshcheva et al. 2015).
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Abbildung 24: qPCR Analyse von Chondrozyten nach der Vibraplex-Exposition
qPCR Analyse von CTGF (A), IL6 (B), CAV2 (C), ILS (D), EGF (E), PRKAA (F), VEGFA (G), PRKCA (H),

VIL2 (1), VEGFD (J), FGF17 (K), IL15 (L).

Diese Daten wurden in Wehland und Aleshcheva et al. 2015 publiziert.

3.3 Tissue Engineering des Knorpels

Kurzzeit-Experimente unter den Bedingungen der simulierten Mikrogravitation dienen der

Vorbereitung der Langzeit-Tissue-Engineering-Versuche.

Wihrend der Arbeit wurden die

Bodenanlagen wie die RPM, der FRC und die RWV fiir ldngere Zeit eingesetzt und miteinander im

Hinblick auf die Spharoidbildung verglichen.
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3.3.1 Vergleich der Bodenanlagen

Wihrend der Kultivierung auf der RPM oder dem FRC wuchsen die Knorpelzellen zweidimensional
als adhdrente Monolayerkultur und als dreidimensionale Gewebe-stiickchen. Die adhirente
Zellschicht diente als Ausgangspunkt fiir den Ubergang vom 2- in ein 3-dimensionales Wachstum.
Dieser Prozess ist ungefihr zwischen dem 5. und dem 7. Tag zu beobachten (Abb. 25A und 25B).
Fir RWV-Kulturen wurden die Chondrozyten aus technischen Griinden bereits in einer
Zellsuspension zugegeben, was zu einer schnelleren Bildung gréferer Sphéroide fiithrte (Abb. 25C).
Nach 7-tdgiger Kultivierung entdeckten wir die Sphéiroid-Bildung in den T25 Kulturflaschen auf der
RPM (Abb. 25A) als in den Flasketten auf dem FRC (Abb. 25B). Die Zellen in der RWV begannen
nach 3 Tagen sichtbare Sphéroide zu bilden, die am 7. Tag etwa 3 mm grof3 waren (Abb. 25C).

Abbildung 25: Sphéroidbildung in den Bodenanlagen zur Mikrogravitationssimulation

Humane Chondrozyten nach 7-tégiger Kultivierung auf der RPM (A), auf dem FRC (B) und in der RWV (C).

Die Sphiroidbildung als auch die GroBe der gebildeten Sphéroide wurde durch das unterschiedliche
Zellwachstum (adhédrente Zellen und Sphdroide) und moglicherweise auch durch die
unterschiedlichen Betriebsarten der Gerdte (2D vs. 3D) beeinflusst. Es ist aullerdem zu
beriicksichtigen, dass sich in allen drei Bodenanlagen die experimentellen Ansétze stark hinsichtlich
Kulturvolumen und Behiltergeometrie unterschieden (Tab. 2). Dies fiihrte zu unterschiedlichen
Behandlungen der kultivierten Zellen: Wahrend das Medium in den Kulturflaschen auf der RPM (60
ml) und in der RWV (50 ml) zu 50 % jeden 3. Tag gewechselt werden musste, wurde das Medium in
den Flasketten auf dem FRC (12 ml) jeden 2. Tag ausgetauscht.
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Tabelle 2: Unterschiede in der Chondrozyten-Handhabung in den Bodenanlagen.

RPM
P t FRC RWV
arameter (Aleshcheva et al. 2013)
Kryogen konservierte humane Chondrozyten aus dem menschlichen
Zellen . .
Gelenkknorpel (Provitro, Berlin, Germany)
Trigermaterialien Ohne Triagermaterialien
(scaffolds)
T25 HARV-
ivi i Flaskett
Kultivierungsgefilie Kulturflaschen asketien Einweggefile
Kultivierunesmedium DMEM/F-12 Medium + 10 % fetales Kéilberserum + 100 IU Penicillin/mL +
ultivierung lu 100 pg Streptomycin/ml oder CGM mit und ohne Wachstumsfaktoren
64 ml 10 ml 50 ml
Kultivierungsvolumen
Komplett gefiillt
Kultivierungszeit 7 Tage 7 Tage 7 Tage
0, 0 0
Mediumwechsel . 307% . 0% . 20 %
jeden 3.Tag jeden 2.Tag jeden 3.Tag
. . 60°/s (10 rpm) 20 rpm 20 rpm
Betriebsweise Real Random Mode Kontinuierlich Kontinuierlich

3.3.2 3D Knorpelgewebebildung in der RWV

Wihrend dieser Doktorarbeit wurde die 3D-Knorpelgewebebildung in der RWV aus kryogen
konservierten menschlichen Knorpelzellen ohne Zusatz von Triagermaterialien (scaffolds) oder
anderen kiinstlichen unterstiitzenden Materialien untersucht. Zu diesem Zweck wurden menschliche
Chondrozyten fir 7, 14, 21 und 28 d in der RWV wunter dynamischen laminaren
Stromungsbedingungen mit niedrigen Scherkréften kultiviert. Nach jedem Zeitpunkt wurden die
Zellen makroskopisch und mikroskopisch untersucht, histologisch und immunhistochemisch
analysiert, um die Menge und Verteilung von extrazelluldren Matrixkomponenten wie der Kollagene
Typ I/ 1I und des Proteoglykan Aggrecans zu bestimmen. AuBerdem wurde das geziichtete Gewebe

auf die Anwesenheit von apoptotischen Zellen untersucht.

3.3.2.1 Grofle der in der RWYV gebildeten Sphiiroide

Es zeigte sich, dass Chondrozyten in der RWV Sphiroide (kleine 3D-Aggregate) bildeten, die bereits
nach drei Tagen der Kultivierung sichtbar wurden (Abb. 26A). Am 7. Tag waren sie etwa zwei mm
grof3 (Abb. 26B). Nach 28 Kultivierungstagen wurde die maximale GroBe von 3,5 mm erreicht (Abb.
26E). Die makroskopische Untersuchung des produzierten Gewebes zeigte nach sieben Tagen RWV-
Exposition eine abgerundete Morphologie der Zellen. Es fand sich eine kompakte Gewebestruktur

und eine dichte Matrixproduktion (Abb. 27).
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Abbildung 26: Sphiroidbildung in der RWV
Sphéroide (Pfeile) nach 3 Tagen (A), 7 Tagen (B), 14 Tagen (C), 21 Tagen (D) und nach 28 Tagen der
Kultivierung in der RWYV (E).

3.3.2.2 Zellmorphologie

Nach 14-tdgiger RWV-Exposition besallen die Chondrozyten im Sphéroid-Inneren eine abgerundete
Form (Abb. 27A). An der Sphéroid-Oberfliche waren sie abgeflacht und parallel zur Oberflache
ausgerichtet (Abb. 27A-D, Pfeile). Die Sphéroidoberfliche bestand aus mehreren Schichten
langlicher Fibroblasten-dhnlicher Zellen (Abb. 27D). Morphologisch zeigten die gebildeten
Sphéiroide eine zellreiche Organisation (Abb. 27). Jedoch waren die einzelnen Zellen in der

Knorpelmatrix nicht deutlich sichtbar.

Abbildung 27: Histologische Analyse des knorpelihnlichen Gewebes nach Bildung in der RWV

A. Hamatoxylin Eosin (HE) Farbung von nach 14 Tagen in der RWV gebildeten Sphéroiden;

B. Zellmorphologie eines nach 14 Tagen gebildeten Sphédroids; C. HE-Farbung eines 28 Tage alten Sphéroids;
D. Zellmorphologie des 28 Tage alten RWV-Sphiroids. Die Pfeile zeigen auf die flachen, Fibroblasten-
dhnlichen Zellen. MaB3stabsbalken — 50 um.
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3.3.23 Immunhistochemische Untersuchungen der gebildeten Sphiroide

Das knorpeldhnliche Gewebe war Kollagen Typ I-negativ (Abb. 28A, 28B). Es fand sich eine starke
positive Farbung fiir Kollagen Typ II (Abb. 28D, 28E). Diese Ergebnisse konnten durch Western
Blot Analyse bestétigt werden (Abb. 28C, 28F). Ein analoges Ergebnis wurde fiir Aggrecan erzielt
(Abb. 28G-I). Eine positives Farbungsresultat fand sich fiir Aggrecan in den gleichen Bereichen wie
fiir Kollagen Typ II.
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Abbildung 28: Nachweis von knorpelspezifischen Bestandteilen in RWYV-Sphiroiden
Immunhistochemische Farbungen eines 28 Tage alten Sphiroids gegen Kollagen Typ I (A, B), Kollagen Typ
IT (D, E) und Aggrecan (G, H). Western Blot Analyse von Kollagen Typ I (C), Kollagen Typ II (F) und
Aggrecan (I) Proteinen in Chondrozyten, die fiir 7 Tage unter normalen 1g-Bedingungen (7d C) sowie fiir 7,
14,21, und 28 Tage in der RWV geziichtet wurden. *P<0,05.

Pfeile in D, E, G und H deute auf die inkonsistente Gewebestruktur.

3.3.24 Nachweis von apoptotischen Zellen im Sphéroid

Im produzierten Gewebe wurde nach 21 Tagen kontinuierlicher Kultivierung in der RWV Apoptose
nachgewiesen (Abb. 29). Der Gehalt an Apoptose-assoziierter gespaltener Caspase-3 und Apoptose-
verwandtem PARP (Poly (ADP-Ribose) Polymerase) in den Sphéroiden war nach 28 Tagen genau so
grof3 wie in den Zellen, die 7 Tage bei statischen 1g-Bedingungen kultiviert wurden (Abb. 29).
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Abbildung 29: Nachweis von Apoptose in den in der RWYV produzierten Sphiiroiden

A-B. Protein-Gehalt von PARP in bei 1g (7d C) kultivierten Chondrozyten und in nach 7, 14, 21, und 28 Tagen
in der RWV produziertem Gewebe; C. Protein-Gehalt von aktiver Caspase-3 (gespaltener Caspase-3) in den
bei 1g (7d C) kultivierten Chondrozyten und in nach 7, 14, 21, und 28 Tagen in der RWV produziertem
Gewebe. Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten Anstieg aktiver Caspase-3 und von PARP Fragmenten in
den 21 und 28 Tage alten RWV-Sphiroiden. D. Proteingehalt von Vimentin in den unter normalen
Gravitationsbedingungen (7d C) kultivierten Chondrozyten und in 7, 14, 21, und 28 Tage alten RWV
Spharoiden. *P<0,05.

Wie mit dem FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit ermittelt, wurde durch das Auftreten
eines starken FITC-Signals die Apoptose bestitigt (Abb. 30).

21d RWvY
DAPI

", 21d RWvV
/f.‘ ~ FITC

~

Abbildung 30: Detektion der Apoptose in den in der RWYV gebildeten Sphiiroiden
DAPI- (A1, A2) und FITC-Féarbungen (B1, B2) eines fiir 21 Tage in der RVW kultivierten Sphéroids.
MaBstabsbalken — 200 pm.
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3.3.25 Rekultivierung von Sphéroiden unter normalen Schwerkraftbedingungen

Nachdem die 3 Tage alten Sphdroide aus der RWV entnommen und unter normalen
Gravitationsbedingungen weiter kultiviert worden waren (Abb. 31A), konnte am 7. Tag eine radiale
Zellausbreitung aus dem Sphiroid beobachtet werden (Abb. 31B). Nach 28 Tagen unter normalen
Gravitationsbedingungen haben sich die Zellen wieder in eine Monolayer-Kultur verwandelt, wobei

an der Stelle eines Sphéroids ein Zellklumpen zu sehen war (Abb. 31C).

Abbildung 31: Verwandlung der 3 Tage alten Sphiiroide zu einer Monolayer-Kultur
A. Die 3 Tage alten in der RWV gebildeten Sphéroide. Pfeile deuten auf die Sphiroide; B. Radiale
Zellausbreitung aus dem Sphiroid am 7.Kultivierungstag unter normalen Gravitationsbedingungen; C.

Monolayer-Kultur mit Zellklumpen am 28. Kultivierungstag unter normalen Gravitationsbedingungen.

3.3.3 3D Knorpelgewebebildung auf der RPM

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde die Knorpelgewebebildung auf der RPM aus
kryogen konservierten Knorpelzellen von sechs Spendern ohne Zusatz von Trigermaterialien
(scaffolds), beziehungsweise anderen kiinstlichen Materialien untersucht. Zu diesem Zweck wurden
humane Chondrozyten fiir 7, 14, 21 und 28 d in drei verschiedenen Medien auf der RPM kultiviert.
Nach jedem Zeitpunkt wurde die Sphiroidbildung makroskopisch und mikroskopisch untersucht
sowie histologisch und immunhistochemisch analysiert, um die Menge und Verteilung von

knorpelspezifischen Gewebekomponenten zu bestimmen.

3.3.3.1 Morphologie der Chondrozyten

Die Morphologie der Chondrozyten war sehr stark vom Kultivierungsmedium abhéngig. Wenn die
Zellen mit DMEM/F-12 Medium oder mit Chondrozyten-Wachstumsmedium (CGM) mit 10 %
fetalem Kélberserum (FCS) kultiviert wurden, waren die Zellen sphérisch, langsam proliferierend
und bildeten Kolonien (Abb. 32A und 32B). Durch die Zugabe von 5 % FCS, 5 ng/ml EGF,
10 ng/ml bFGF, 20 ng/ml R3-IGF-1, und 0,5 ng/ml VEGF zum CGM erschienen sie spindelformig
und bildeten léngliche Zytopodia (Abb. 32C).
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Bereits nach viermaliger Subkultivierung zeigten die in DMEM/F-12-Medium und CGM kultivierten
Zellen eine abnormale Morphologie: Sie erschienen dedifferenziert, sternférmig mit einem
vakuolisierten Zytoplasma (Abb. 32D und 32E). Die Zugabe von Wachstumsfaktoren zum CGM
wirkte zellprotektiv (Abb. 32F). Es waren keine Dedifferenzierungsmerkmale sichtbar: Selbst nach
vier Subkultivierungsrunden hatten die Zellen ihre Form nicht verdndert und erschienen ldnglich

(Abb. 32F).

Abbildung 32: Morphologische Unterschiede der Chondrozyten
Chondrozyten der 1. Passage (A-C) und der 4. Passage (D-F) kultiviert in DMEM/F-12 (A, D), CGM (B, E)
und CGM + Wachstumsfaktoren (C, F). Die Pfeile deuten auf dedifferenzierte, sternformige Zellen.

3.3.3.2 GroBe der auf der RRM gebildeten Sphiroide

Die im DMEM/F-12 Medium kultivierten Sphiroide nahmen mit ldngerer Kultivierungszeit in der
GroBe zu und erreichten am 28. Tag eine Grofle von ca. 1 mm im Durchmesser (Abb. 33D). Bei der
Verwendung von CGM wurde die Sphéroidbildung bereits am 4. Tag beobachtet. Nach 28 Tagen
hatten die Sphéroide eine Gréfle von etwa 2 mm im Durchmesser erreicht (Abb. 33H). Durch den
Zusatz von 5 % FCS und 5 ng / ml EGF, 10 ng / ml bFGF, 20 ng / ml R3-IGF-1 und 0,5 ng / ml
VEGF zum CGM wurden 500 pm-grof3e Sphéroide bereits am 3. Tag beobachtet (Abb. 331 uns 33J).
Am 7. Tag waren sie bereits 1 mm grof3 (Abb. 33K und 33L).
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28d RPM
DMEM/F-12

14d RPM
CGM

Sphéroide produziert nach 7 Tagen (A, E), 14 Tage (B, F), 21 Tagen (C, G), und 28 Tagen (D, H) im
DMEM/F-12 Medium (A-D) und CGM (E-H); Sphéroide produziert nach 3 Tagen (I, J) und 7 Tagen (K, L) in
CGM mit Zugabe von Wachstumsfaktoren (GF).

3.3.33 Immunhistochemische Analyse der Sphiroide

Der vorherrschende Kollagen-Typ in den Sphéroiden, die nach 28 Kultivierungstagen auf der RPM
oder in der RWV gebildet wurden, war Kollagen Typ II (Abb. 34). Das Knorpelgewebe war
immunhistochemisch Kollagen Typ I-negativ, es zeigte sich eine Reduktion des Kollagen Typ I
Proteins, eine starke positive Farbung fiir Kollagen Typ II und ein erhohter Proteingehalt von
Kollagen Typ II Protein (Abb. 34). Eine positive Farbung fiir Aggrecan wurde in den gleichen
Bereichen wie fiir Kollagen Typ II beobachtet und analog fand sich auch ein erhéhter Aggrecan-
Proteingehalt (Abb. 34). Es lasst sich daher schlussfolgern, dass das auf der RPM bzw. in der RWV

produzierte Gewebe dem richtigen hyalinen Knorpel in vivo immunhistochemisch sehr dhnlich ist.
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Abbildung 34: Nachweis der knorpelspezifischen EZM Komponenten in den in der RWYV produzierten
Sphiiroiden

Negativkontrolle eines 28 Tage alten im DMEM/F-12 Medium (A), CGM (E) und CGM mit
Wachstumsfaktoren (CGM+GF, I) geziichteten Sphéroids. Immunhistochemische Kollagen Typ I Féarbung
eines 28 Tage- Iten im DMEM/F-12 Medium (B), CGM (F) und CGM mit Wachstumsfaktoren (CGM+GF , J)
produzierten Sphédroids. Immunhistochemischer Kollagen Typ II Nachweis in einem 28 Tage alten im
DMEM/F-12 Medium (C), CGM (G) und CGM mit Wachstumsfaktoren (CGM+GF, K) produzierten
Sphéroid. Immunhistochemische Férbung mit einem monoklonalen Antikorper gegen Aggrecan des im
DMEM/F-12 Medium (D), CGM (H), CGM mit Wachstumsfaktoren (CGM+GF, L) nach 28 Tagen
produzierten Spharoids. Mafstabsbalken — 500 pm.

3.3.34 Knorpelzonen

Unter Verwendung vom CGM wurde wihrend meiner Versuche auf der RPM eine klare
Zonenbildung im nach 28 Tagen produzierten Gewebe mittels Hdmatoxylin-Eosin Farbung
beobachtet (Abb. 35, vergl. Abb. 2). Dabei konnten 3 Knorpelzonen identifiziert werden: die
oberfldachliche Zone, die aus flachen und diinnen Zellen bestand, die mittlere Zone, die aus runden
Zellen bestand und die radidre Zone, die einzelne, in die extrazellulire Matrix eingebettete Zellen
aufwies. Eine mineralisierte Zone (Abb. 2) wurde im produzierten Gewebe nicht beobachtet (Abb.
35).

67



Ergebnisse

oberflachliche Zone
(Superfizialzone)

mittlere Zone
(Tangentialzone)

radidare Zone

Abbildung 35: Zoneneinteilung im auf der RPM produzierten Knorpel
Héamatoxylin-Eosin Farbung des nach 28 Tagen auf der RPM produzierten knorpeldhnlichen Gewebes.
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4. Diskussion

Forschung an Chondrozyten unter den Bedingungen der realen und simulierten Mikrogravitation hat
folgende Zielsetzungen: Zum einen soll das Auftreten von Knorpelschdden bei Astronauten wéhrend
eines ldngeren Weltraumaufenthalts besser verstanden werden, um diesen Schidden
entgegenzuwirken (Foldes et al. 1996). Zum anderen soll dadurch die Knorpelbildung unter
Mikrogravitationsbedingungen erforscht werden, denn das produzierte Gewebe kann moglicherweise
zukiinftig in der plastischen Chirurgie zur Behandlung von Knorpelschidden eingesetzt werden
(Stamenkovic et al. 2010, Ulbrich et al. 2010).

Wihrend der vorliegenden Arbeit wurde versucht beiden Zielen nachzugehen. Dafiir wurden humane
Chondrozyten fiir kurze Zeit (30 min, 2, 4, 16 und 24 h) und iiber einen lingeren Zeitraum (7, 14, 21
und 28 d) in sogenannten Bodenanlagen (Ground-based Facilities (GBF), Definition der
Européischen Weltraumagentur — European Space Agency, ESA) zur Mikrogravitationssimulation

kultiviert und die Zellen bzw. das produzierte Gewebe anschlieBend im Detail untersucht.

4.1 Der Einfluss der Mikrogravitation auf die Chondrozyten

Die Antwort eines jeden Organismus auf die Schwerkraft hdngt letztlich von den Funktionen auf
zelluldrer Ebene ab. Reale und simulierte Mikrogravitation induzieren unterschiedliche
Verdnderungen im Zytoskelett von menschlichen Zellen wie Schilddriisenkarzinomzellen (Grimm et
al. 2002a, Grimm et al. 2002b), Endothelzellen (Infanger et al. 2006) und Glia-Zellen (Uva et al.
2002). Somit ist es wichtig, die unmittelbare Wirkung der Gravitation auf Zellfunktionen einzelner
Zellen bzw. verschiedener Zelllinien zu untersuchen (Grimm et al 2011, Pietsch et al. 2011).

Das bisherige wissenschaftliche Forschungsgebiet umfasste vor allem die frithen Effekte der
Schwerkraft auf Zytoskelett-Verdnderungen der Sdugerzellen. Da das Zytoskelett an vielen
Zellreaktionen beteiligt ist und ihm eine zentrale Rolle bei der Mechanotransduktion zugeschrieben
wird, untersuchen viele Gruppen den Einfluss verdnderter Gravitationsbedingungen auf seine
Struktur. Mittlerweile wird allgemein akzeptiert, dass das Zytoskelett eine bedeutende Rolle bei der
zelluldren Perzeption von Gravitationsdnderungen spielt (Vorselen et al. 2014).

In einer adhdrenten Zelle sind die Mikrotubuli oft radial organisiert. Die aus mehreren Aktin-
Filamenten bestehenden Stressfasern sind an der Zellmembran verankert. Dabei wird die Zelle mit
ihrer extrazelluliren Umgebung durch fokale Adhésionskomplexe verbunden. Aktin ist am Rand der
Zelle lokalisiert und die Intermedidrfilamente formen ein lockeres Netzwerk (Vorselen et al. 2014).
Es ist auBlerdem bereits bekannt, dass menschliche Zellen unter simulierter und realer
Mikrogravitation ihre Morphologie, Physiologie und metabolische Aktivitit &ndern (Cerwinka et al.
2012, Marlovits et al. 2003a). Um diese Verdnderungen besser zu erforschen, wurden wéhrend dieser
Doktorarbeit humane Chondrozyten sowohl unter simulierten Mikrogravitationsbedingungen auf der
RPM und dem FRC als auch unter realen Mikrogravitationsbedingungen wéhrend eine Parabelfluges

untersucht und mit entsprechenden 1g-Kontrollproben verglichen.
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4.1.1 Der Einfluss der simulierten Mikrogravitation auf die Chondrozyten

Eine Verringerung der Breite und der Anzahl von Stressfasern (Carlsson et al. 2003, Gershovich et
al. 2009, Huang et al. 2009, Li et al. 2009, Meyers et al. 2005;), erweiterte Pseudopodien (Carlsson
et al. 2003, Pache et al. 2010, Rosner et al. 2006), eine perinukledre Verteilung von
Zytoskelettbestandteilen (Carlsson et al. 2003, Grenon et al. 2013, Pache et al. 2010) sowie deren
verringerte Dichte (Buravkova and Romanov 2001, Moes et al. 2011, Pache et al. 2010) wurden
unter simulierten Mikrogravitationsbedingungen bei einer Vielzahl von humanen Zellen beobachtet.
Wihrend dieser Doktorarbeit wurden nun zum ersten Mal die Kurzzeit-Effekte der simulierten
Mikrogravitation auf humane Chondrozyten nach 30 min, 2 h, 4 h, 16 h und 24 h der RPM-und FRC-
Exposition untersucht (Kap. 3.1).

Wie im Kapitel 1.1.1.1 bereits beschrieben, besteht das Zytoskelett der Chondrozyten aus
Mikrofilamenten (Aktin), Mikrotubuli (Tubulin) und Intermediérfilamenten (Vimentin, Zytokeratin)
(Benjamin et al. 1994). Bereits nach einer 30-miniitigen Inkubation unter simulierter
Mikrogravitation haben humane Chondrozyten ihre Morphologie gedndert, ihre Zytoskelett-
Bestandteile neu organisiert und ihre Genexpression verdndert. Diese Verdanderungen fiihrten spéter
zu einer dreidimensionalen Zell-Zell-Aggregation (Kap. 3.1.1, Kap. 3.1.2). Es zeigte sich, dass die
Chondrozyten auf den verdnderten Schwerkrafteinfluss bei ihrer Exposition auf der RPM und auf
dem FRC é&hnlich reagierten. Bereits nach zweistiindiger RPM- oder Klinostat-Exposition wurden
Locher im Vimentin-Netz und perinukledre Ansammlungen von Vimentin beobachtet (Abb. 9B4,
Abb. 14E; Tab. 1).

Die bemerkenswertesten Veranderungen waren nach 4 h nachweisbar (Abb. 9, Abb. 14). Zu diesem
Zeitpunkt hat die Akkumulation von perinukledrem beta-Tubulin, welches entscheidend fiir viele
grundlegende Prozesse wie Zellbeweglichkeit und Teilung ist (Blain 2009), ihr Maximum erreicht
(Abb. 9C2). AuBlerdem wurden Verdnderungen der fiir Signaltransduktionsprozesse wichtigen (Blain
2009) Vimentin Mikrofilamente beobachtet (Abb. 9C4, Abb. 14F). Uva et al. hatten bereits dhnliche
Veranderungen im Zytoskelett der Gliazellen (C (6) Zelllinie) nach 15-miniitiger, 30-miniitiger, 1-,
20- und 32-stiindiger Exposition unter simulierter Schwerelosigkeit auf der RPM gezeigt. Nach 24-
stiindiger Inkubation humaner Chondrozyten auf der RPM konnten wihrend dieser Arbeit keine
sichtbaren Veridnderungen im Zytoskelett detektiert werden (Abb. 9D1-D4). Dies zeigt die Fiahigkeit
der Chondrozyten sich an die Umgebung anzupassen. Solche Anpassungsphénomene wurden auch in
Gliazellen nach 32-stlindiger Inkubation unter simulierter Mikrogravitation auf der RPM beobachtet
(Uva et al. 2002).

Es konnten jedoch in den Zellen auf dem FRC keine Locher mehr im Vimentin-Netzwerk nach 4 h,
16 h und 24 h beobachtet werden (Abb. 14F, 14G und 14H), was auf einen Unterschied in der
Anpassung der Zellen an die Exposition gegeniiber dem FRC oder der RPM hinweist, oder auch
durch die verschiedenen physikalischen Prinzipien der beiden Anlagen verursacht werden kann

(Warnke et al. 2014).
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Wie durch die F-Aktin-Farbung gezeigt, wurde die Form der auf der RPM und auf dem FRC
kultivierten Chondrozyten verdndert: Kortikal lokalisierte Stressfasern wurden nach der
vierstiindigen Exposition im Vergleich zu den 1g-Kontrollproben sichtbar (Abb. 10C2, Abb. 15B,
Tab. 1). Im Vergleich zu den Kontrollzellen wurden die Fasern in ihrer Lange und Dicke bei weiterer
Inkubation bis 24 h reduziert (Tab. 1). In den statischen 1g-Kontrollproben hingegen konnten keine
Stressfasern beobachtet werden.

Neben dem Zytoskelett weist auch die EZM unter simulierter Mikrogravitation Verdnderungen auf.
So konnte beispielsweise in Endothelzellen ein Anstieg der Proteinmenge von Laminin und
Fibronektin nach 24-stiindiger simulierter Mikrogravitation (RPM) beobachtet werden (Ulbrich et
al. 2008). Der Anstieg von Kollagen Typ I, Kollagen Typ III und Chondroitinsulfat wurde in
Schilddriisenkarzinomzellen nach einem Tag RPM-Exposition beobachtet (Grimm et al. 2002,
Infanger et al. 2006, Kossmehl et al. 2002). Im Gegensatz dazu zeigten Osteoblasten nach 2,5 h
wiéhrend eines Weltraumfluges eine Reduktion von Fibronektin sowohl in der Protein- als auch in
der mRNA-Menge im Vergleich zu Bodenkontrollen. Nach 27,5 h bestanden keine signifikanten
Unterschiede mehr (Hughes-Fulford 1999). Die Anderungen der EZM-Proteine scheinen daher
zellspezifisch zu sein.

Dariiber hinaus wurden wihrend dieser Arbeit Verdnderungen in der Genexpression von ACTA2,
ACTB, VIM, TUBB6, ITGBI und TGFBI in Form von einer Hochregulation nach nur 30-miniitiger
Inkubation auf der RPM festgestellt (Abb. 13). Interessanterweise zeigten BMP2 und OPN Gene
einen extrem hohen Expressionsspiegel nach 4 h in den unter normalen Gravitationsbedingungen
kultivierten Kontrollproben (1g) (Abb. 13H, 13L). Es wurde auBBerdem ein hoher Proteingehalt an
BMP-2 Protein nach der Inkubation fiir 4 h auf der RPM beobachtet (Abb. 131). Um die Ursache
dieser Hochregulation zu untersuchen, sind weitere Versuche notwendig. Jedoch wird BMP-2, ein
Mitglied der TGF-B-Familie, als Stimulans der Chondrogenese betrachtet, die nur selten im
gesunden Knorpel auftritt (Blaney et al. 2007, Pogue und Lyons 2006, Shu et al. 2011).

Nach 24-stiindiger Inkubation menschlicher Chondrozyten auf der RPM wurde eine vermehrte
Expression des TGF-f,;-Gens sowie die erhohte Produktion vom TGF-;-Protein beobachtet (Abb.
13N-P). Wiahrend der Versuche mit Schilddriisenkarzinomzellen auf der RPM wurde ebenfalls ein
Anstieg im Gehalt des TGF-B;-Proteins beobachtet (Infanger et al. 2006).

Zuséatzlich wurde in humanen Endothelzellen nach 4 h und 24 h eine erhohte TGF-B;-Sekretion im
Uberstand und ein signifikanter Anstieg des Gehalts an EZM-Proteinen nach 48 h RPM-Exposition
gemessen (Grimm et al. 2010). TGF-B; ist fiir seine Beteiligung an der Zellausbreitung und der
Migration der Schilddriisenzellen bekannt (Pogue und Lyons 2006). Es induziert auch die Bildung
eines dichten Zell-Monolayers (Pogue und Lyons 2006) und erhdht die Produktion verschiedener
Strukturproteine (Kawata et al. 1991, ten Dijke und Hill 2004). Daher wird diskutiert, dass dieses

Protein als sogenannter Gravisensor agiert, also eine Schliisselrolle in der Erfassung der
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Mikrogravitation spielt und die EZM-Produktion in Chondrozyten-Zellen, sowie in den Endothel-
und Schilddriisenkarzinomzellen triggert (Ernst et al. 1995, Ulbrich et al. 2010).

4.1.2 Der Einfluss der Kurzzeit-Mikrogravitation auf die Chondrozyten

Unter realer Mikrogravitation verlieren die Mikrotubuli ihre radiale Organisation, sind verkiirzt und
konnen gekrimmt oder gebogen sein. Sie sind vermehrt perinukledr lokalisiert. Die Aktin-
Stressfasern sind in ihrer Anzahl, Dicke und Lange reduziert (Vorselen et al. 2014). Aktin hat
vorzugsweise eine perinukledre oder kortikale Lokalisation im Vergleich zu den 1g-Kontrollproben.
Fokale Adhésionsproteine liegen nicht mehr geordnet vor, sondern erscheinen als grofe Biindel ohne
radiale Orientierung in der kortikalen Schicht, was zu einer geringeren Zellausbreitung fiihrt.
Intermedidrfilamente formen im Netzwerk Biindel und groBere Maschen mit perinukleérer
Organisation (Vorselen et al. 2014).

Die ersten Zytoskelett-Verdanderungen des Aktins im Weltraum wurden von Rijken et al. (1991) im
Rahmen von Experimenten mit A431-Zellen auf einer Hohenforschungsrakete beobachtet. Dabei
wurden eine héhere Dichte des filamentdsen Aktins und eine verringerte Stressfaserorganisation
festgestellt (Rijken et al. 1991). Weitere Untersuchungen auf der Hohenforschungsrakete ergaben,
dass die Menge von F-Aktin in A431 Epidermoidkarzinomzellen nach 7 min unter realer
Mikrogravitation erhdht wurde (Boonstra 1999), was zu der Schlussfolgerung fiihrte, dass das Aktin-
Mikrofilamentsystem empfindlich auf die Verdnderungen der Schwerkraft reagiert und durch den
Umbau der Aktin-Mikrofilamente die Signaliibertragung beeinflussen kann (Boonstra 1999).
AnschlieBend zeigten weitere Wissenschaftler, dass Aktin in verschiedenen Zelltypen wie
Osteoblasten, Monozyten oder Endothelzellen, die unter realer Mikrogravitation kultiviert wurden,
verdndert ist (Hughes-Fulford 1996, Grimm et al. 2011).

Schilddriisenkarzinomzellen wurden bereits widhrend eines Parabelfluges untersucht. Es wurden
Stressfasern im Aktin-Netzwerk nach 22 s Mikrogravitation beobachtet und 4ACTB mRNA nach der
ersten und 31. Parabel signifikant hochreguliert (Ulbrich et al. 2011).

Die bereits beobachteten Verdnderungen nach der ersten Parabel in niedrig-differenzierten
follikuldren Schilddriisenkarzinomzellen der ML-1 Zelllinie (Ulbrich et al. 2011) konnten wahrend
dieser Arbeit an Chondrozyten bestitigt werden: Es wurden Anderungen im F-Aktin-Netzwerk in
Form von einer perinukledren Akkumulation und die Ausbildung Membran-assoziierter Aggregate
festgestellt. Weiterhin war die ACTB Genexpression signifikant nach der ersten und 31. Parabel
erhoht, allerdings wurden keine Stressfasern im Aktin-Netzwerk wéhrend des Parabelfluges
beobachtet (Abb. 17A2, 17A4).

Deutliche Strukturverinderungen der Mikrotubuli konnten in der realen Mikrogravitation bei Jurkat-
Zellen beobachtet werden (Lewis et al. 1998). Im Rahmen einer Space Shuttle Mission hatten
innerhalb von 4 h die Mikrotubuli von Lymphozyten ihre radiale Struktur verloren. Sie waren

auBerdem verkiirzt (Lewis et al. 1998). Wahrend einer Studie auf einer Hohenforschungsrakete (12
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min Mikrogravitation) wurden grofle Biindel und Aggregate im Vimentin-Netzwerk beobachtet
(Sciola et al. 1999). In einer anderen Studie, traten Verdnderungen im Zytokeratin-Netzwerk erst
nach 48 h Mikrogravitation auf. Ein moglicher Grund dafiir knnte an der Selbstorganisation der
Mikrotubuli liegen, die durch Gravitation bestimmt wird und in Mikrogravitation nicht erfolgt
(Glade 2006, Papaseit 2000, Tabony 2007).

Wihrend dieser Arbeit wurden moderate Verdnderungen der Struktur des Zytoskeletts (Tubulin,
Vimentin und Zytokeratin) mittels Immunfluoreszenzfarbungen erst nach 31 Parabeln und nicht nach
der ersten Parabel festgestellt (Kap. 3.2.1, Abb. 16). Dieser Befund steht im Gegensatz zu
menschlichen Endothelzellen oder niedrig-differenzierten follikuldren Schilddriisenkarzinomzellen,
die wéhrend einiger Parabelflug-Missionen untersucht worden waren. Dort fanden sich bereits nach
der ersten Parabel deutliche Zytoskelett-Verdnderungen (Grimm et al. 2011, Ulbrich et al. 2011,
Wehland et al. 2013). Das Zytoskelett der Chondrozyten scheint somit im Vergleich zu dem der
Endothelzellen (Grosse et al. 2012) oder der Schilddriisenkarzinomzellen (Ulbrich et al. 2011)
stabiler zu sein. Locher im Mikrotubuli-Netzwerk wurden ebenfalls nach 31 Parabeln beobachtet,
was darauf hinweist, dass die Zytoskelett-Komponenten wie Tubulin, Vimentin und Zytokeratin
unter realen Mikrogravitationsbedingungen neu organisiert werden, was nachfolgend zum Zelltod
(Matsuoka et al. 1995, Lewis 2002) oder auch zu einem ersten Signal fiir die Gewebebildung (Grosse
et al. 2012) fiihren kann.

Das Ausmass der Zytoskelett-Verdnderungen kann durch die Verwendung eines geeigneten
Kultivierungsmediums, hier des Chondrozyten-Wachstumsmediums offensichtlich beeinflusst
werden. Das Medium, dessen Zusammensetzung vom Hersteller einer Geheimhaltung unterliegt,
kann Wachstumsfaktoren enthalten, die Zellen von externen Belastungen wie beispielsweise der
Mikrogravitation schiitzen. Eine derartige Schutzwirkung der Wachstumsfaktoren auf Endothelzellen
wurde bereits in fritheren Untersuchungen beobachtet (Grimm et al. 2010, Pietsch et al. 2011,
Ulbrich et al. 2008). Dies ldsst nun schlussfolgern, dass die Knorpelgewebebildung durch
Verwendung eines optimalen Mediums verbessert werden kann. Dariiber hinaus konnten dadurch
mikrogravitationsabhingige Knorpelerkrankungen und -verdnderungen reduziert oder verhindert
werden, wenn Astronauten entsprechend vor oder wéhrend eines Weltraumfluges erndhrt werden.
Die Erndhrung/Zusammensetzung der Nahrung der Astronauten ist aktuell ein wichtiges
Forschungsgebiet der NASA. Dazu sind allerdings weitere Untersuchungen erforderlich, um die
Proteine, die fiir die Schutzwirkung verantwortlich sind, zu finden und die beteiligten Mechanismen
zu erforschen.

Neben Anderungen in der Zellform konnten Verinderungen in der Genexpression und dem
Proteingehalt von Tubulin, Vimentin und Zytokeratin in Form von einer Hochregulation im
Vergleich zu den entsprechenden Bodenkontrollen beobachtet werden (Abb. 18). Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit den Verdnderungen im Zytoskelett der auf der RPM kultivierten humanen

Chondrozyten, wo eine erhohte Genexpression von ACTA2, ACTB, TUBB6 Genen bereits nach 30-
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miniitiger Inkubation beobachtet wurde (Abb. 13). Die erhdhte Genexpression resultierte in einem
erhohten Proteingehalt. So wurde die VIM mRNA auf der RPM nach 30 min leicht hochreguliert
(Abb. 13C). Diese Hochregulation hat allerdings den Proteingehalt wiahrend der folgenden 4 h RPM-
Exposition nicht beeinflusst (Abb. 13D).

Dariiber hinaus wurde die mRNA verschiedener Membrankomponenten wie ;-Integrin, ICAM-1,
Osteopontin, und Caveolin-1 der Chondrozyten nach 31 Parabeln gemessen und mit den 1g-
Kontrollproben verglichen (Kap. 3.2.2, Abb. 19, 20). Es wurde eine Uberexpression von OPN,
ITGAI10, ITGBI1, ICAM1 und CAV-1 festgestellt (Abb. 19A6, 19A7, 20A2, 20B, 20C1). Integrine
bestehen aus zwei Untereinheiten (o- und B-Untereinheit) und sind an der Adhédsion von Zellen an
die Proteine der EZM beteiligt (Legate et al. 2009). In Chondrozyten ist die B;-Untereinheit die
wichtigste B-Untereinheit der Integrine. Sie bildet Dimere mit verschiedenen a-Einheiten und regelt
damit die Bindung an Laminin und Kollagen-Rezeptoren (Michigami 2013). Osteopontin und
ICAM-1 sind Marker fiir die Dedifferenzierung von Chondrozyten (Schnabel et al. 2002). ICAM-1
ist nicht im gesunden Knorpelgewebe vorzufinden, kann aber bei der Interaktion von Chondrozyten
und umgebenden Proteinen nachgewiesen werden (Pitzke et al. 1994). Eine deutliche Anderung der
EZM - Chondrozyten-Interaktion kann auferdem ein Frithindikator fiir die spétere geriistfreie
Bildung vom Knorpelgewebe sein (Ulbrich et al. 2010). Die Hochregulierung von CAV-1 scheint
hauptsichlich durch die Exposition der Zellen mit der realen Mikrogravitation zustande zu kommen,
die Mikrogravitation als Stress empfinden kdnnen (Wang et al. 2011).

Dariiber hinaus wurden die BMP-2, TGFBI1, SOX5, SOX6 und SOX9 mRNAs und Proteine wihrend
des Parabelflugs verdndert (Abb. 20D1, 20E1, 20F, 20G, 20H). Diese regulieren die Chondrozyten-
entwicklung iiber eine komplexe wechselseitige Reaktion (Gao et al. 2013), denn TGFB1, SOX9
zusammen mit BMP-2 sind an der Entwicklung der Chondrozyten aus den mesenchymalen
Stammzellen beteiligt (Weber et al. 2013). Dieser Prozess wird anscheinend nach 31 Parabeln
gefordert, da die BMP-2, TGFBI und SOX9 mRNAs hochreguliert werden sowie deren Proteingehalt
erhoht wird (Abb. 20). Interessanterweise werden SOX5 und SOX6 wihrend des Parabelfluges
herunterreguliert (Abb. 20F, 20G). In der Literatur wird eine Ko-Regulation des SOX-Trios
beschrieben, wobei die Herunterregulation von SOX5 und SOX6 von SOX9 nicht beeinflusst wird,
wenn Fibulin-3, ein wichtiger Bestandteil der EZM, in den Chondrozyten {iberexprimiert wird
(Wakabayashi et al. 2010).

Wihrend einer weiteren Studie zur Untersuchung des Einflusses der realen Mikrogravitation auf
humane Chondrozyten wurden Mikroarray-Analysen durchgefiihrt, die zeigten, dass nach nur einer
Parabel relativ unspezifische Effekte auf die Zellen wirken. Im Wesentlichen sind die beeinflussten
Gene an der Transkription beteiligt (Wehland und Aleshcheva et al. 2015). Dies ist ein Indiz dafiir,
dass die Zellen die Verdnderungen der Gravitation wahrgenommen und ihre Transkriptions-
vorrichtung umstrukturiert haben, was in einer verdnderten Genexpression zu sehen war. Nach 31

Parabeln wurde eine vermehrte Expression der anti-apoptotischen Gene beobachtet. Die qPCR-
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Analyse spiegelte die gleiche Tendenz wieder (Abb. 22). Die meisten der untersuchten Gene (CD44,
IL6, EDN1, TNFA und FGF9) zeigten nur intermediire oder keine Verdnderungen (Abb. 22). Dies
scheint die Annahme zu bestétigen, dass die Zellen in der Lage sind, den kurzzeitigen Stress sehr
schnell zu tiberwinden. Nur die Expression von CCNA2, einem am Zellzyklus und an der
Proliferaton beteiligten Gen (Blanchard 2000), und des anti-apoptotischen /L8 Gens (Abdollahi et al.
2005), die interessanterweise auch eine wachstumsfordernde Wirkung haben, waren signifikant
erhoht (Abb. 22A, 22D). Dabei ist zu beachten, dass diese Verdnderungen durch kurzfristige
Mikrogravitation hervorgerufen wurden und durch ldngere Exposition bestdtigt werden sollten.
RPM-Versuche haben zu einer erhdhten Expression von mehreren Genen, die fiir die Zellmotilitat,
Struktur und Integritdt, Kontrolle von Zellwachstum, Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
Apoptose verantwortlich sind, gefiihrt (Aleshcheva et al. 2013). Diese Ergebnisse sind auch in guter
Ubereinstimmung mit fritheren Studien, die ebenfalls berichteten, dass die Chondrozyten sich unter
realen Mikrogravitationsbedingungen sehr robust verhalten (Duke et al. 1993).

Zusammenfassend zeigen die FErgebnisse, dass Knorpelzellen empfindlich auf die reale
Mikrogravitation beim Parabelflug reagieren. Kontrollexperimente im Hinblick auf
parabelflugspezifische Beschleunigungen (Hypergravitation) und Vibrationen identifizieren die
mikrogravitationsspezifischen Verianderungen. Eine relativ kurze Mikrogravitationsphase von 31
Parabeln reicht aus, um Verdnderungen am Zytoskelett zu induzieren. Ferner zeigten sich
Anderungen der Genexpression. Das Wissen iiber diese friihen durch die reale Mikrogravitation
induzierten Veranderungen sowie nachfolgender Anpassungsmechanismen ist fiir die Vorbereitung
zukiinftiger Raumfliige und bemannter Missionen zur ISS oder zur zukiinftigen chinesischen

Raumstation von grofler Bedeutung (Ma et al. 2014, Pietsch et al. 2013).

4.1.3 Der Einfluss der Hypergravitation und Vibration auf Chondrozyten

Da die reale Mikrogravitation wéhrend eines Parabelfluges von Hypergravitation und Vibration
begleitet wird, wurde deren Einfluss auf humane Chondrozyten wihrend dieser Doktorarbeit
ebenfalls untersucht (Kap. 3.2.3).

Die Chondrozyten wurden fiir 2 h der Hypergravitation (1,8g) ausgesetzt. Die Microarray-Analyse
ergab, dass nur eine sehr moderate Anzahl an Genen veridndert war (Wehland und Aleshcheva et al.
2015). Es ist interessant zu vermerken, dass in erster Linie biologische Prozesse betroffen waren, die
an der Gewebebildung oder der Skelettentwicklung beteiligt sind. Dieser Befund weit darauf hin,

dass die Hypergravitation eine unmittelbare Wirkung auf die Knorpelentwicklung hat.

Eine mechanische Belastung induziert auflerdem die Expression des vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktors A (VEGF-A) (Beckmann et al. 2014). VEGF-A gehort zu einer Familie von
Wachstumsfaktoren bestehend aus VEGF-A, -B, -C, -D, -E und Plazenta-Wachstumsfaktor (PGF)

und ist eine der wichtigsten Komponenten, die die Angiogenese steuern und an der Entwicklung
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neuer Gefédlle beteiligt sind (Ferrara 2001, Ferrara et al. 2003). VEGF wird iiberwiegend im kranken,
osteoarthritischen Knorpel bzw. Chondrozyten gefunden und tragt weiter zur Knorpeldesintegration
durch die Anregung der Matrixmetalloproteinasen bei, die die extrazellulédre Matrix abbauen (Pufe et
al. 2004, Pufe et al. 2005). Wahrend dieser Arbeit wurde eine um den Faktor 1,65 erhohte
Genexpression von VEGFA in der Hypergravitation gefunden, wobei MMP3 und MMPI0
Transkripte unter Hypergravitation herunterreguliert waren. Es wird nun vermutet, dass dies auf die
Tatsache zuriickzufiihren ist, dass die Knorpelzellen einen Monolayer in den Kulturflaschen bilden
und nicht in eine EZM-dhnliche Matrix eingebettet sind, was in ihrer physiologischen Umgebung der
Fall ist. Die verminderte MMP-Genexpression sowie die erhohte VEGFA- Genexpression kdnnten
darauf hindeuten, dass die Zellen wihrend langerer Inkubationszeit vermehrt EZM bilden werden.
Das BMP4 Gen wurde ebenfalls in Hypergravitation vermindert exprimiert. BMP-4 stimuliert die
Synthese von Kollagen Typ II und Aggrecan und beschleunigt so die Bildung von Gelenkknorpel
(Steinert et al. 2003, Reddi 2001).

Auch das EDNI (Endothelin-1) Gen wurde herunterreguliert. Es wurde berichtet, dass die
Uberexpression von Endothelin-1 mit Knorpeldegeneration verbunden ist (Yuan et al. 2013). Im
Gegensatz dazu wurde der Inhibitor der Apoptose BIRC3 (Saleem et al. 2013) hochreguliert, was auf
ein verbessertes Uberleben der Zelle hindeutet. Dariiber hinaus wurde die Genexpression von
WNT5A verringert. Wnt-5a ist fiir seine Beteiligung am Knorpelabbau durch Hochregulation von
MMPs bekannt (Hosseini-Farahabadi et al. 2013). Es ist daher klar, dass Chondrozyten auf die durch
Hypergravitation hervorgerufene mechanische Beanspruchung empfindlich reagieren, wobei bislang

noch keine definitive Antwort iiber die Art der Wirkung gegeben werden kann.

Im Gegensatz zur Hypergravitation waren die Auswirkungen der Vibrationen auf die Chondrozyten
um einiges deutlicher (Abb. 24). Im Versuchsaufbau haben die Vibrationen, die in die
Kulturflaschen durch das Medium iibertragen wurden, zusétzliche Scherkréfte hervorgerufen. Die
Scherkrifte haben einen negativen Einfluss auf Chondrozyten und Knorpel (Smith et al. 2000, Smith
et al 2004). Es wurde berichtet, dass Chondrozyten, die Scherkriaften ausgesetzt sind, erhéhte
Mengen an proinflammatorischen Interleukinen (IL-6 oder IL-8) produzieren (Ryu et al. 2011,
Zhang et al. 2014). Dies wurde durch die starke Expression dieser Gene wéhrend der qPCR-Analyse
bestétigt, wenn auch keine Erhohung der IL-6-Sekretion und Abnahmen in EGF, VEGFD und
FGF17 Genexpression beobachtet werden konnten (Kap. 3.2.3, Abb. 24). Die Anwesenheit dieser
Faktoren ist fiir die Knorpelentwicklung von besonderer Bedeutung (Civinini et al. 2013, Krejci et al.
2007). Diese Ergebnisse haben somit gezeigt, dass die Vibrationen die Chondrozyten in Richtung

eines entziindlichen, den Knorpel destabilisierenden Zustandes fiihren.
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4.2  Tissue Engineering des Knorpels

Es ist bekannt, dass die Mikrogravitation humane Zellen zur Sphéroidbildung bzw. zum 3D
Wachstum anregt (Cerwinka et al. 2012). Die RWV als rotierender Bioreaktor bietet viele Vorteile
fir die Zellen, laut Entwickler, eine minimale Scherbeanspruchung aufgrund der geringen
Scherkraft, sowie fast keine hydrodynamische und sehr geringe mechanische Scherung, weil dadurch
geringe Wechselwirkungen mit anderen Zellen auftreten. Dies ermdglicht eine sehr gute
Stoffiibertragung ohne Riihren, eine effiziente Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung. Die RWV
erlaubt es mechanische Einstellungen zu éndern, um die Sphéroidbildung und die Zellproliferation
im dreidimensionalen Sphéroid zu fordern (Jakob et al. 2001, Obradovic et al. 1999).

Diese Eigenschaften haben eine Reihe von Ahnlichkeiten mit Mikrogravitation, was den Bioreaktor
zu einem guten Modell fiir die Untersuchungen von Mikrogravitationseffekten auf Zellen, und zu
einem Werkzeug fir die 3D Kultivierung macht. Es ist aulerdem wohl bekannt, dass die
Mikrogravitation die Zellen zur Sphéroidbildung bzw. zum 3D Wachstum anregt (Cerwinka et al.
2012).

Tissue Engineering unter simulierten und realen Mikrogravitationsbedingungen ist derzeit ein
wichtiges Thema in der Weltraummedizin (Grimm et al. 2014, Ulbrich et al. 2014), dessen
Fortschritte und Leistungen wihrend dieser Doktorarbeit kritisch betrachtet und dargelegt wurden.
Dabei wurden die aktuellen Kenntnisse in Bezug auf das Tissue Engineering von Knorpel (Grimm et
al. 2014) als auch die Gewebeproduktion aus Knochenzellen oder mesenchymalen Stammzellen
erortert, da die Chondrozyten ihren Ursprung aus mesenchymalen Stammzellen nehmen (Ulbrich et
al. 2014). Das Verstindnis der Biologie der dreidimensionalen (3D) Strukturen ist fiir eine
vollstdndige Wiirdigung der in vivo Gewebekonstruktionsverfahren sehr wichtig.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene Zellen in der realer Mikrogravitation im
Weltraum oder in simulierter Mikrogravitation dreidimensionale Gewebe bilden konnen (Grimm et
al. 2014, Ulbrich et al. 2014). Diese innovativen Methoden stellen eine neue Strategie fiir das Tissue
Engineering einer Vielzahl von Geweben dar. Die Verwendung der Bodenanlagen erlaubt den Zellen
3D Strukturen im Medium zu bilden, die leicht fiir jegliche Untersuchungen zur Verfiigung gestellt
werden konnen. Diese Sphédroide (Intima-Konstrukte, multizelluldre Tumorsphéroide) werden zum
Studium der molekularen Mechanismen der Angiogenese und Krebsentstehung verwendet, sowie zur
Priifung der pharmakologischen Anwendung von Chemotherapeutika oder Inhibitoren der
Neoangiogenese (Grimm et al. 2014, Ulbrich et al. 2014). AuBerdem sind sie fiir toxikologische oder
strahlenbiologische Untersuchungen einsetzbar, oder zur Durchfiihrung von Kokultur-Experimenten
notwendig (Grimm et al. 2014, Ulbrich et al. 2014). Die Zukunft wird zeigen, ob diese Tissue-
Engineering-Konstrukte fiir medizinische Transplantationen eingesetzt werden konnen.

Die wissenschaftliche Untersuchung der schwerkraftabhdngigen Mechanismen und Signalwegen auf

molekularer und zelluldrer Ebene ist von groBer Bedeutung fiir die Verbesserung der
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Raumfahrtmedizin und fiir die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien im Bereich der

regenerativen Medizin. Es lassen sich mit diesen neuen Methoden Tierversuche einsparen.

4.2.1 Tissue Engineering des Knorpels in der RWV

Die RWV ist bisher die einzige Bodenanlage, die fiir Tissue Engineering Studien verwendet wurde.
AuBlerdem wurde die RWV bereits von mehreren Forschern zur Untersuchung von Epithelzellen
(Radtke und Herbst-Kralovetz 2012), Schwann-Zellen (Valmikinathan et al. 2011),
Bandscheibenzellen (Yang et al. 2011), Trophoblasten (Zwezdaryk et al. 2012), sowie fiir das Tissue
Engineering mit Leberzellen (Barzegari und Saei 2012, Chang und Hughes-Fulford 2014),
Knochenzellen (Ishikawa et al. 2011, Nishi et al. 2013, Song et al. 2013) und elastischem Knorpel
(Takebe et al. 2012) verwendet. Das Gewebe, das aus menschlichen Knorpelzellen im RWV
Bioreaktor innerhalb von 2 Wochen produziert wurde, zeigte eine morphologische Ahnlichkeit mit
dem hyalinen Knorpel, was durch histologische und immunhistologische Farbungen bestitigt werden
konnte (Sakai et al. 2009). Die RWV forderte auBerdem die chondrogene Differenzierung von
adulten menschlichen Knochenmarkzellen (Sakai et al. 2009).

Ahnliche Ergebnisse wurden wihrend einer 12-wdchigen Kultivierung von dedifferenzierten
Chondrozyten in der RWYV erzielt, in der die Zellen eine spontane Aggregation und Bildung von
festem Gewebe zeigten (Marlovits et al. 2003(a)). Die RWYV erwies sich als gutes Werkzeug fiir die
Bereitstellung einer Umgebung, in der die dedifferenzierten Knorpelzellen redifferenzierten und eine
knorpelspezifische extrazellulare Matrix bildeten (Marlovits et al. 2003(a)). Auch nach 90 Tagen
kontinuierlicher Kultivierung konnte ein dreidimensionales knorpeldhnliches Gewebe gebildet
werden, das in eine perichondrale Membran eingekapselt wurde (Marlovits et al. 2003(a)) Die
morphologischen Untersuchungen zeigten in Clustern geordnete differenzierte Chondrozyten. Diese
waren in eine dichte Knorpelmatrix mit starker positiver Reaktion mit monoklonalen Antikorper
gegen Kollagen Typ II und Proteoglykan eingebettet (Marlovits et al. 2003(a)). Transmissions-
elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten differenzierte und stark metabolisch aktive
Chondrozyten, die eine aus einem feinen Netz von zufdllig verteilten quer gebadnderten
Kollagenfasern bestehende extrazellulire Matrix produzierten (Marlovits et al. 2003(b)). Diese
Ergebnisse konnten wéhrend der vorliegenden Doktorarbeit bestitigt werden. Wéhrend einer 28-
tagigen Kultivierung wurde in der RWV ein 3.5 mm-grofles Gewebe produziert, das eine stark
positive Reaktion mit monoklonalen Antikdrpern gegen Kollagen Typ II und Aggrecan zeigte (Kap.
3.3.2). Allerdings wurde bereits nach 21 Tagen kontinuierlicher Kultivierung in dem produzierten
Gewebe mittels Western Blot und dem FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit Apoptose
nachgewiesen (Kap. 3.3.2.4, Abb. 29, Abb. 30).

Abgesehen davon, dass die Apoptose ein aktiver Prozess ist, bei dem es zum geregelten Untergang
der Zelle (programmierter Zelltod) und der Beseitigung ihrer Reste kommt und der fiir die

Aufrechterhaltung der Zellhomdostase wihrend der Entwicklung von Organismen essentiell ist
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(Zuzart-Luis et al. 2002), kommt es dabei zu zahlreichen Zellverinderungen. Es zeigt sich ein
Ausstiilpen der Zellmembran (,,membrane blebbing®). AnschlieBend wird die DNA durch Nukleasen
gespalten und es kommt zur Kondensation des Chromatins. Der Kern zerfillt in Bruchstiicke und die
Zelle schrumpft. Nach dem Zerfall der Zelle wird sie von den umgebenden Zellen oder
Makrophagen phagozytiert und damit aus dem Gewebe entfernt. Dadurch ist ein Langzeit-Tissue
Engineering in der RWV fraglich und es kommen nur neu gebildete Sphéroide fiir die regenerative

Medizin infrage.

4.2.2 Tissue Engineering des Knorpels auf der RPM

Mittels der Random Positioning Machine wird ebenfalls versucht ein dreidimensionales Wachstum
auf der Erde zu erreichen. In frilheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass sich
Schilddriisenkarzinomzellen (ML-1) auf der RPM zu Sphéroiden (Grimm et al. 2002) und humane
Endothelzellen zu tubuldren Strukturen zusammenlagern (Infanger et al. 2004). Knorpelzellen bilden
bereits zwischen 5 und 7 Tagen auf der RPM Sphéroide. Es konnen in den auf der RPM befestigten
Kulturflaschen langliche Knorpelgewebestiicke beobachtet werden (Ulbrich et al. 2010).

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde die Knorpelgewebebildung der kryogen
konservierten Knorpelzellen von sechs Spendern ohne Zusatz von Tragermaterialien (scaffolds),
beziehungsweise anderen kiinstlichen Materialien auf der RPM nach 7 Tagen, 14 Tagen, 21 Tagen
und 28 Tagen in drei verschiedenen Medien untersucht (Kap. 3.3.3). Dabei wurde festgestellt, dass
einzelne Zellen durch das Medium beeinflusst wurden. Da die Chondrozyten nach mehrmaligem
Passagieren dedifferenzieren, ihr Phénotyp sich zu Fibroblasten-dhnlichen Zellen &ndert und
iberwiegend Typ [-Kollagen produziert wird (Matlovits et al. 2003, Wu et al. 2013), konnte durch
den Zusatz von  Wachstumsfaktoren zum  Kultivierungsmedium (CGM+GF)  der
Dedifferenzierungsprozess unterbunden werden (Kap. 3.3.3.1, Abb. 32).

Auch die Gewebebildung wurde durch die Mediumauswahl beeinflusst (Abb. 33). Die im
DMEM/F-12 Medium kultivierten Sphiroide erreichten am 28. Tag eine Grofle von ca. 1 mm im
Durchmesser (Abb. 33D). Bei der Verwendung von CGM wurde die Sphiroidbildung bereits am 4.
Tag beobachtet. Nach 28 Tagen haben die Sphéroide eine Grofle von etwa 2 mm im Durchmesser
erreicht (Abb. 33H). Durch den Zusatz von Wachstumsfaktoren wurden 500 um groBe Sphéroide
bereits am 3. Tag beobachtet (Abb. 331 uns 33J) und am 7. Tag waren sie bereits 1 mm grof3 (Abb.
33K und 33L).

Auflerdem konnte im auf der RPM produzierten Gewebe eine stark positive Reaktion mit
monoklonalen Antikérpern gegen Kollagen Typ II und Aggrecan nachgewiesen und unter
Verwendung vom CGM eine klare Zonenbildung im Gewebe mittels Hdmatoxylin-Eosin Féarbung

beobachtet werden (Kap. 3.3.3.4, Abb. 35).
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Chondrozyten auch auf der RPM ein
knorpeldhnliches Gewebe bilden und dass dieser Prozess durch die Mediumauswahl verdndert bzw.

beschleunigt werden kann.

4.3  Perspektiven der Knorpelregeneration in der Mikrogravitation

Das Tissue Engineering des Knorpels in der Mikrogravitation stellt ein viel versprechendes
Verfahren zur Knorpelregeneration dar, das viele Vorteile mit sich bringt, auf die in dieser Arbeit
eingegangen wurde. So kann Knorpelgewebe aus den patienteneigenen Chondrozyten in relativ
kurzer Zeit (bis zu 4 Wochen) hergestellt werden. Die Kultivierungsdauer hingt allerdings von der
metabolischen Aktivitdt der Zellen, die mit steigendem Alter und Gewicht des Patienten abfillt, von
der benotigten Gewebegrofie bzw. GroBe der Defektstelle und vom Kultivierungsmedium ab. Wie in
dieser Doktorarbeit gezeigt wurde, konnte die Knorpelproduktion durch die Zugabe von
Wachstumsfaktoren zum Kultivierungsmedium bis zu 3-fach beschleunigt werden. AuBerdem
konnen bei der in vivo Kultivierung die Betriebsmodi wie z.B. Drehgeschwindigkeit gedndert
werden, die ebenfalls die Knorpelproduktion beeinflussen kdnnen.

Bisher wurde die Knorpelgewebebildung nur in der Rotating Wall Vessel untersucht. Wéhrend
zahlreicher Versuche iiber 9-90 Tage mit und ohne Zugabe von Trigermaterialien (scaffolds) konnte
ein knorpeldhnliches Gewebe produziert werden, dass aus differenzierten und metabolisch aktiven
Chondrozyten bestand und eine stark positive Férbung mit monoklonalen Antikérpern gegen
Aggrecan und Kollagen Typ II zeigte (Akmal et al. 2006, Marlovits et al. 2003a, Marlovits et al.
2003b, Takebe et al. 2012). Wahrend einer Studie fiir diese Doktorarbeit konnte allerdings die
Apoptose in dem auf der RWV produzierten Gewebe bereits nach 21 Kultivierungstagen festgestellt
werden. Dies kann flir den Patienten nachteilig sein, daher sind kiirzere Kultivierungsperioden von
Vorteil.

Die RPM-Exposition ist nicht gleich der realen Mikrogravitation. In den unter simulierter
Mikrogravitation kultivierten Zellen werden in der Regel Verdnderungen beobachtet, die zwischen
den Verdnderungen in der realen Mikrogravitation, auf der ISS und jenen auf der Erde (1g)
vorzufinden sind (Freed et al. 1997). Einige der unter realer Mikrogravitation beobachteten
Verdnderungen konnten bei Verwendung von Bodenanlagen meistens bestétigt werden (Infanger et
al. 2006, Li et al. 2009, Meloni et al. 2006, Rosner et al. 2006, Uva et al. 2002, Yang et al. 2010).
Daten von T-Lymphozyten und Schilddriisenkarzinomzellen haben gezeigt, dass die Bedingungen
auf der RPM fiir die untersuchten Parameter und die Zellsysteme gut mit den Bedingungen von
Weltraumfliigen iibereinstimmen (Ma et al. 2014, Schwarzenberg 1999). Wegen groBerer
Kultivierungsvolumina und dadurch vermehrter Ausbeute bei relativ leichter Handhabung stellt die
RPM die am besten geeignete Bodenanlage zur Knorpelkultivierung dar (Chang et al. 2009, Grimm
et al. 2010, Grosse et al. 2012, Infanger et al. 2007, Ma et al. 2013, Stamenkovic et al. 2010, Ulbrich
et al. 2010).
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4.4 Ausblick

Eine weitere Verwendung des auf der RPM gebildeten Knorpelgewebes ist in der plastischen und
regenerativen Medizin von groBem Interesse. Dazu sollten zuerst Studien am Tiermodell
durchgefiihrt werden, die ethisch zugelassen werden miissen. Zuvor sind allerdings weitere Tests mit
grofleren Zellmengen unterschiedlicher Spender notwendig. Da bei den gekauften Chondrozyten
Alter, Geschlecht und Krankengeschichte des Zellspenders anonymisiert wurden und daher
unbekannt sind, wére es von Vorteil mit einer Klinik zusammenzuarbeiten, die patienteneigene
Chondrozyten zur Verfiigung stellen kann.

Auflerdem ist die Messung der mechanischen Eigenschaften (Stabilitdt, Kompression, Druck) des
neu gebildeten Knorpels notwendig. Diese Analysen werden uns die Informationen liefern, ob die
produzierten Gewebestlickchen ausreichend stabil sind, um Knorpel zu ersetzen oder ob sie nur an
die Defektstelle angebracht werden kdnnen.

Weiterhin soll eine Optimierung des Kultivierungsprozesses erfolgen. Dies kann z.B. durch einen
automatischen Mediumwechsel mit einer bestimmten verdnderbaren Mediummenge erreicht werden.
Solche Systeme sind bereits als Bioreaktoren vorhanden.

Um den Prozess der 3D-Kultivierung besser zu verstehen und den Trigger der Sphiroidbildung zu

finden, miissen auch die Zytokine im Kultivierungsmedium identifiziert werden.
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5. Zusammenfassung

Die Mikrogravitation beeinflusst die Physiologie und den Metabolismus menschlicher Zellen und
induziert unter anderem deren dreidimensionales Wachstum. Die Versuche unter realen
Mikrogravitationsbedingungen sind durch lange Vorbereitungszeiten und das Warten auf die
Weltraummissionen sehr teuer und zeitaufwendig. Auf der Erde kann das Erforschen der Zellen
unter  verdndertem Schwerkrafteinfluss  im  optimalen  Fall  unter  simulierten
Mikrogravitationsbedingungen erfolgen, wobei die Ergebnisse in realer Mikrogravitation validiert
werden miissen.

In dieser Arbeit wurde nun der Einfluss der Mikrogravitation simuliert. Es kamen etablierte
Bodenanlagen wie Random Positioning Machine (RPM) und der 2D schnelldrehender Klinostat
(FRC) sowie die Rotating Wall Vessel (RWV) zum Einsatz. Es wurden das Zytoskelett und die
extrazelluldre Matrix der Chondrozyten von sechs verschiedenen Spendern untersucht. Zusétzlich
wurden die Zellen auch unter realen Mikrogravitationsbedingungen im Rahmen eines Parabelfluges
erforscht.

Es wurden vergleichbare Zytoskelett-Veranderungen (Locher und perinukledre Akkumulation von
Vimentin, kortikale Lokalisation und Stressfaserbildung von F-Aktin) auf der RPM und dem FRC
sowie wahrend eines Parabelfluges beobachtet.

AuBlerdem wurde die Knorpelbildung unter Mikrogravitationsbedingungen erforscht. In allen drei
Bodenanlagen wurde nach drei (RWV) oder flinf bis sieben Kultivierungstagen (RPM, FRC) eine
Sphéroidbildung beobachtet. Die iiber 28 Tage produzierten Sphéroide verfiigten iiber Eigenschaften
des realen menschlichen Knorpels, was mit molekularbiologischen, histologischen und
immunhistochemischen Untersuchungen bestdtigt wurde. Die RPM erwies sich dabei durch die
unkomplizierte Handhabung, groBere Probemengen und fehlende Apoptose in den produzierten
Sphéroiden als die beste Bodenanlage fiir das 3D Tissue Engineering. Die Bildung von Sphéiroiden
auf der RPM konnte durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren zum Kultivierungsmedium bis zu
dreifach beschleunigt werden. Das nach 28 Tagen im Chondrozyten-Wachstumsmedium produzierte
Gewebe wies auBlerdem die knorpelspezifische Zoneneinteilung auf.

Das Tissue Engineering des Knorpels in der simulierten Mikrogravitation bzw. auf der RPM ohne
Verwendung von Trigermaterialien ist ein neuartiges und vielversprechendes Knorpelregenerations-

verfahren mit einem exzellenten Potenzial fiir die Zukunft.
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Summary

Microgravity has an influence on the physiology, metabolism and growth of human cells and induces
three-dimensional growth. However, the experiments under real microgravity conditions are
expensive and time consuming due to long preparation times and waiting periods for the space
missions. The impact of gravity and changes due to microgravity exposure can be studied on Earth
using microgravity simulations that must be validated in the real microgravity.

In this PhD thesis the influence of gravity has been studied using established ground-based facilities
such as the Random Positioning Machine (RPM), the 2D Fast-Rotating Clinostat (FRC) and the
Rotating Wall Vessel (RWYV). The cytoskeleton and extracellular matrix of chondrocytes from six
different donors have been examined. Additionally, cells have been studied under real microgravity
conditions achieved during a parabolic flight. Comparable cytoskeletal changes such as meshes and
perinuclear accumulation of vimentin, cortical localisation and stress fibre formation of F-actin have
been detected on the RPM and FRC as well as under real microgravity conditions.

Moreover, the cartilage tissue formation under simulated microgravity conditions has been
investigated. The spheroid formation has been detected in all three ground-based facilities after 3
days (RWYV) or 5-7 days (RPM, FRC) of sustained cultivation. The produced 3D aggregates had the
qualities of the real human hyaline cartilage, as verified by molecular biological, histological and
immunohistochemical analyses. The RPM proved to be the best ground-based facility for cartilage
production due to its uncomplicated handling, larger sample sizes and the absence of apoptotic cells
in the produced tissue. By the addition of growth factors to the cultivation medium the spheroid
production could be accelerated up to 3 times. Moreover, in the tissue produced after 28 days in
Chondrocytes Growth Medium the cartilage-specific zone division has been observed.

These findings demonstrate the tissue engineering of cartilage without any scaffolds on the RPM.
This method represents a unique and promising cartilage regeneration procedure with excellent

future prospects.
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	Die vorliegende Promotionsschrift untersucht die Veränderungen von humanen Chondrozyten (Knorpelzellen), die unter modifizierten Gravitationsbedingungen gezüchtet worden sind. Die Arbeit wurde in mehrere Abschnitte unterteilt, deren Ergebnisse bereits teilweise publiziert wurden.
	Im ersten Teil der Arbeit wurde untersucht, wie sich die Knorpelzellen bei Kultivierung auf der Random Positioning Machine (RPM), einem Gerät zur Simulation von Mikrogravitation, verhalten. Dabei wurden insbesondere morphologische Veränderungen des Zytoskeletts, die Genexpression sowie der Gehalt an extrazellulären Matrixproteinen nach Kultivierung für 30 min, 2, 4, 16 und 24 h unter simulierter Mikrogravitation untersucht. 
	Im zweiten Abschnitt der Dissertation sollten diese Resultate mit denen unter realer Mikrogravitation erzielten Ergebnissen verglichen werden. Dafür wurden die Chondrozyten in einem Inkubator, der in ein Parabelflugrack eingebaut war, während der 24. DLR Parabelflugkampagne im Februar 2014 an Bord eines Parabelflugzeuges geflogen und nach der ersten und der letzten Parabel fixiert. Da die Mikrogravitationsphase während eines Parabelfluges von zwei Hypergravitationsphasen und den Vibrationen des Flugzeugs begleitet wird, wurden die Effekte von Vibration und Hypergravitation auf humane Chondrozyten während dieser Arbeit separat am Boden untersucht. Dabei sollte geprüft werden, ob die beobachteten Zellveränderungen tatsächlich durch Mikrogravitation zustande gekommen waren.
	Im dritten Teil der Doktorarbeit wurden die in zwei unterschiedlichen Simulationsanlagen (RPM und 2D schnelldrehender Klinostat (FRC)) erzielten Ergebnisse miteinander verglichen. Es sollte geprüft werden, ob es unterschiedliche Effekte auf die Chondrozyten in Abhängigkeit der Simulationsmethode gibt.
	Im vierten Abschnitt der Arbeit wurden Chondrozyten von sechs verschiedenen Spendern in drei unterschiedlichen Medien auf der Random Positioning Machine bis zu vier Wochen lang kultiviert. Die gebildeten „Zellaggregate“ bzw. knorpelähnlichen Gewebestückchen wurden jeweils aus dem Medium isoliert, fixiert, in Paraffin eingebettet, geschnitten, histologisch und immunhistochemisch untersucht. Darüber hinaus wurden Veränderungen des Zytoskeletts und der Extrazellulären Matrix (EZM) sowie die Genexpression und der Proteingehalt der Gewebestücke näher studiert. 
	Im fünften und abschließenden Abschnitt der Doktorarbeit wurden die Chondrozyten in der von der NASA-entwickelten Rotating Wall Vessel kultiviert. Die erzielten Ergebnisse wurden mit den Ergebnissen der RPM-Versuche verglichen. 
	1. Einleitung
	1.1 Biologie des Knorpels
	1.1.1 Chondrozyten 


	Knorpelzellen (Chondrozyten) nehmen ihren Ursprung von Chondroblasten, die aus den mesenchymalen Zellen stammen, und sind der einzige Zelltyp, der im Knorpel eines gesunden Menschen vorzufinden ist (Salomon et al. 2008). Sie machen ungefähr 1-10 % des gesamten Knorpelvolumens aus (Hensler 2009). Chondrozyten liegen einzeln oder in kleinen Gruppen (Chondronen) in den Knorpelhöhlen bzw. in der extrazellulären Matrix, die überwiegend aus dem für die Struktur verantwortlichen Kollagen Typ II und dem knorpelspezifischen Proteoglykan (Aggrecan) besteht und diese von der Umgebung abgegrenzt (Salomon et al. 2008). 
	Während die Kollagene für die elastischen Eigenschaften und die Zugfestigkeit des Knorpels verantwortlich sind (Salomon et al. 2008), bestimmen die Proteoglykane die viskoelastischen Eigenschaften und die Druckfestigkeit des Knorpels (Jurvelin et al. 2000; Kempson et al. 1970; Bader et al. 1994). Kollagen Typ II hat mit ungefähr 90-95 % den größten Anteil an den Kollagenfibrillen, die extrem stark sind und einen enormen Belastungswiderstand besitzen. Die Proteoglykane werden von den Chondrozyten produziert und bestehen aus einem Kernprotein, welches mit multiplen sulfatierten Polysaccharideinheiten, den Glykosaminoglykanen, verbunden ist. Diese sind aufgrund ihres hohen Wasserbindungsvermögens für die Druckelastizität des Moleküls zuständig (Salomon et al. 2008). 
	Das Proteoglykan Aggrecan hat zwei verschiedene Glykosaminoglykanketten: Das Chondroitinsulfat und das Keratansulfat (Ulrich-Vinther et al. 2003). Jedes Aggrecan enthält 100 Chondroitinsulfatketten und bis zu 60 Keratansulfatketten. Die N-terminale Domäne enthält ein Protein mit einer sehr hohen Affinität zu Hyaluronsäure und einem kleinen Glykoprotein als Bindungsprotein, welches die Bindung zwischen der Hyaluronsäure und dem Aggrecan stabilisiert (Ulrich-Vinther et al. 2003). Jede Hyaluronsäurekette kann viele Aggrecan-Moleküle binden und bewirkt so den typischen Aufbau der Proteoglykane (Ulrich-Vinther et al. 2003).
	Die Knorpelzellen sind mit den üblichen Zellorganellen ausgestattet. Sie verfügen über einen gut ausgebildeten Golgi-Apparat und reichlich raues endoplasmatisches Retikulum (Salomon et al. 2008). Die Versorgung der Chondrozyten erfolgt über das Perichondrium (Knorpelhaut) und die Synovia (Gelenkschmiere) (Salomon et al. 2008).
	1.1.1.1 Das Zytoskelett der Chondrozyten

	Das Zytoskelett der Chondrozyten besteht aus einem dreidimensionalen Protein-Netzwerk, das aus Mikrofilamenten, Mikrotubuli und Intermediärfilamenten (IF) zusammengesetzt ist (Benjamin et al 1994, Durrant et al. 1999). 
	Bei den Mikrofilamenten handelt es sich um Polymere aus β-Aktin-Untereinheiten (Benjamin et al 1994), deren Mikrofibrillen sich in der Zellperipherie (Zellrinde) befinden und dort ein stabiles Netzwerk bilden (Durrant et al. 1999, Langelier et al. 1999, Trickley et al. 2004). Die Mikrofilamente verleihen der Zelloberfläche eine mechanische Stabilität, spielen eine Rolle bei den Zellenverformungen und beim intrazellulären Transport (Trickley et al. 2004). Bei deren Beeinträchtigung kommt es zur Veränderung der Beziehung zwischen der extrazellulären Matrix und dem Chondrozytenkern (Trickley et al. 2004). Daher kann angenommen werden, dass Aktin teilweise für die Übermittlung der mechanischen Zellverformung durch die Zellmembran hindurch verantwortlich ist (Trickley et al. 2004). 
	Die Mikrotubuli bestehen aus α- und β-Tubulin-Untereinheiten, die sich zu 13 longitudinalen Reihen zusammenlagern und dabei Tubulindimere bilden, die Kopf-zu-Schwanz entlang der Längsachse des Mikrotubulus angeordnet sind. Dieses führt zu einer funktionalen Polarisierung (Benjamin et al 1994). Innerhalb der Zelle breiten sich die Mikrotubuli im gesamten Zytoplasma ausgehend vom Mikrotubuli-organisierenden Zentrum aus (Benjamin et al 1994, Langelier et al. 1999, Trickley et al. 2004). Dieses Zentrum entspricht einem Zentriol in der Nähe des Zellkerns (Durrant et al. 1999, Trickley et al. 2004). Mikrotubuli spielen die Hauptrolle bei der Verteilung der Organellen, Zilienbewegungen, intrazellulärem Transport sowie bei der Zellteilung (Benjamin et al 1994), indem sie die Lokalisation des Golgi-Apparats und des endoplasmatischem Retikulums bestimmen. Ihre Integrität innerhalb der Chondrozyten ist für die Synthese und die Sekretion von Kollagenen und Proteoglykanen von großer Bedeutung (Benjamin et al 1994). 
	Die Intermediärfilamente (IF) (u. a. Vimentin und Zytokeratin) sind besonders in den Chondrozyten der mittleren Gelenkknorpelzone anzutreffen (Eggli et al. 1988), wo sie sich oft zu dichten Wirbeln zusammenlagern, die große Teile des Zytoplasmas vereinnahmen. Sie bilden Netzwerke an der Kortex und um den Nukleus herum (Durrant et al. 1999) oder sind durch das gesamte Zytosol hindurch und von definierten Filamenten in Kernnähe verteilt (Trickley et al. 2004). Sie werden als mechanische Integratoren des intrazellulären Raums betrachtet, weil sie zusammen mit anderen Elementen des Zytoskeletts einen Teil des mechanischen Transduktionssystems bilden, womit die Zellen auf externe Kräfte antworten und Veränderungen der äußeren Umgebung wahrnehmen (Benjamin et al 1994). Auf eine starke Belastung reagieren sie mit einer Versteifung des Netzwerks (Trickley et al. 2004), wobei der IF-Gehalt der Chondrozyten als Antwort auf mechanische Belastungen gesteigert wird, was ihr Antreffen in den gewichttragenden Bereichen des Gelenkknorpels erklärt. Es könnte auch eine Korrelation der IFs mit den Komponenten der extrazellulären Matrix in verschiedenen Knorpeltiefen bestehen (Benjamin et al 1994). 
	Chondrozyten exprimieren eine Vielfalt an Integrin-Untereinheiten, wobei die Expression heterogen und abhängig vom Abstand zur Gelenkoberfläche erfolgt (Salter et al. 1992). Die unterschiedliche Expression der Zytokeratine hängt möglicherweise mit den verschiedenen Integrintypen der Zellmembran von Knorpelzellen und der Natur der perizellulären Matrix zusammen (Salter et al. 1992). 
	Das Zytoskelett ist sowohl für die Zellform, für die Bewegung von Zellen und Organellen als auch die Zellteilung und den intrazellulären Transport von Bedeutung (Benjamin et al 1994). Auch aufgrund der mechanischen und biomechanischen Eigenschaften einer Zelle, sowie ihrer Wechselwirkungen mit der umliegenden Matrix spielt das Zytoskelett eine wichtige Rolle (Guilak und Mow, 2000). Beschädigung des Zytoskeletts durch chemische Agenzien ändert die mechanischen Zelleigenschaften (Trickley et al. 2004). Eine Zerstörung der Mikrotubuli führt zu keiner großen Beeinflussung der mechanischen Eigenschaften der Chondrozyten (Trickley et al. 2004). 
	1.1.1.2 Die Extrazelluläre Matrix (EZM) der Chondrozyten

	Die EZM stellt ein Netzwerk aus Makromolekülen dar, die auf unterschiedliche Art entstehen bzw. abgebaut werden. Dieser Remodelingprozess wird durch Zellrezeptoren, die an bestimmte Komponenten der EZM binden, oder durch die Expression von Genen in den Zellen reguliert. Die Interaktion zwischen der EZM und den Zellen resultiert somit in Zelladhäsion, Zellmigration, Zellproliferation sowie im Aufbau, Umbau und Abbau von Gewebe, wobei vor allem die Matrix Metalloproteinasen (MMP) für den Abbau und Umbau der EZM verantwortlich sind.
	Die EZM der Chondrozyten besteht zu etwa 60 % aus Kollagenen, zu 20-25 % aus Proteoglykanen, sowie zu 15-25 % aus nicht-kollagenen Proteinen und Glykoproteinen. Die Hauptaufgabe der EZM ist die Aufrechterhaltung der mechanischen Eigenschaften des Knorpels. Zudem erfolgt die Übertragung von mechanischen Signalen von der Matrix auf die Chondrozyten während einer belastungsbedingten Matrixverformung. Innerhalb der EZM unterscheidet man drei verschiedene Matrixarten (die perizelluläre, die territoriale und die interterritoriale Matrix), die sich in Aufbau und Zusammensetzung unterscheiden. Die perizelluläre und die territoriale Matrix sind für die Verbindung der Zellmembran mit den Matrixmolekülen verantwortlich und schützen daher die Zellen vor Schädigungen während der Belastung und Deformation des Gewebes. 
	Wenn die Gelenkoberfläche unter Belastung komprimiert wird, kommt es zum Flüssigkeitsausstrom aus der Matrix, was eine Veränderung des Ionengleichgewichtes und damit des osmotischen Druckgradienten bewirkt und zu einem gesteigerten Fluss von Stoffwechselprodukten führt. Experimentelle Studien zeigten, dass eine abnorme Ruhigstellung des Gelenkes die Konzentration der Proteoglykane und das Ausmaß der Aggregation verändert, wodurch wiederum die mechanischen Eigenschaften beeinflusst werden (Buckwalter 1995). Bei Wiederaufnahme der Belastung werden die mechanischen Eigenschaften normalisiert. Die Aufrechterhaltung der Knorpelzusammensetzung ist somit von Bewegung und Belastung abhängig (Buckwalter 1995). 
	Zu Beginn einer arthrotischen Knorpeldegeneration kommt es zum Zerbrechen des Matrix- Netzwerkes auf Molekularebene. Initial erfolgt eine Erhöhung des Wassergehaltes, die durch eine Abnahme der Molekülgröße bedingt ist. Beim Alterungsprozess kommt es zu einer Umbildung in der Zusammensetzung der Matrix, der Aktivität der Knorpelzellen und zu einer Abnahme der Reaktionsfähigkeit auf Stimuli wie z.B. Wachstumsfaktoren. Diese Veränderungen tragen zu einer Steigerung der degenerativen Prozesse im Knorpel bei (Guerne et al. 1995). 
	Die EZM bestimmt außerdem die Form einer Zelle und steht mit der Zelle bzw. mit ihrem Zytoskelett in wechselseitiger Interaktion, indem Zytoskelett und EZM ein Gerüst ausbilden, das durch Druck und Spannung zusammengehalten wird. Somit wird durch äußere Einflüsse nicht nur das Zytoskelett, sondern auch die EZM beansprucht. Es wird postuliert, dass die ganze Zelle als „Schwerkraftsensor“ fungiert, was zur Veränderung der Zellform, einer Neuordnung zellulärer Strukturen oder einer veränderten Signalweitergabe innerhalb der Zelle führen kann (Ingber 1999, Ingber 2003(a), Ingber 2003(b)).
	1.1.2 Knorpelarten

	Der Knorpel ist ein druckfestes Stützgewebe, das aufgrund seines Aufbaus sowie physikalischer und chemischer Eigenschaften eine Mittelstellung zwischen Binde- und Knochengewebe einnimmt (Salomon et al. 2008). Man unterscheidet zwischen hyalinem Knorpel, elastischem Knorpel und Faserknorpel (Abb. 1), die sich nach der Art der innerhalb der Matrix eingebetteten Proteinfasern differenzieren und an die jeweilige Funktion angepasst sind.
	Hyaliner Knorpel ist die häufigste Knorpelart, die in der Nase, den Ohren, der Luftröhre, am Kehlkopf und in den Bronchien vorzufinden ist (Salomon et al. 2008). Außerdem deckt der hyaline Knorpel die Knochengelenkflächen ab, wo er eine stoßdämpfende Funktion übernimmt. Adulter hyaliner Gelenkknorpel ist eine anervale, alymphatische und avaskuläre Matrix, die von den Chondrozyten synthetisiert wird (Bruns et al. 2000). Im hyalinen Knorpel sind die Proteinfasern groß und bestehen überwiegend aus Kollagen. Die optische Dichte dieser Fasern ist gleich der Dichte der Grundsubstanz, die sie umgibt (Salomon et al. 2008), was dazu führt, dass die Kollagenfasern in der extrazellulären Matrix nicht sichtbar sind (Abb. 1A). Somit erscheint der hyaline Knorpel als einheitliches, glänzendes Gewebe mit gleichmäßig verteilten Chondrozyten (Salomon et al. 2008). 
	Den elastischen Knorpel findet man in den eustachischen Röhren, am Kehldeckel und an den Ohrläppchen. Er besteht aus den in die Grundsubstanz eingebetteten elastischen Fasern, die deutlich sichtbar sind, was ihn leicht vom hyalinen Knorpel unterscheiden lässt (Abb. 1B). 
	Der Faserknorpel ist eine Knorpelart mit schichtweise angeordneten Kollagenfasern (Abb. 1C). Im Gegensatz zu dem sehr einheitlichen Aussehen des hyalinen Knorpels (Abb. 1A) besitzt der Faserknorpel eine schwammartige Struktur mit Lücken zwischen den Lacunae und Kollagenfaserbündeln (Salomon et al. 2008). Diese Struktur verleiht dem Faserknorpel stoßdämpfende Eigenschaften an Schambeinfugen und Bandscheiben. 
	Abbildung 1: Knorpelarten 
	A. Hyaliner Knorpel (Quelle: Albert-Ludwigs-Universität Freiburg, Institut für Anatomie und Zellbiologie, Abteilung Neuroanatomie, Kurs der mikroskopischen Anatomie, Histo Online-Kurs, Bild Nr.thema04/4_4.html, hyaliner Knorpel);
	B. Elastischer Knorpel (Quelle: Albert-Ludwigs-Universität Freiburg, Institut für Anatomie und Zellbiologie, Abteilung Neuroanatomie, Kurs der mikroskopischen Anatomie, Freiburger Histokurs, Bild 02-05-05. html?id=028a40x, Elastischer Knorpel, Ohr, Mensch, neugeboren, ELASTIKA-KERNECHTROT, 40x); 
	C. Faserknorpel (Quelle: Albert-Ludwigs-Universität Freiburg, Institut für Anatomie und Zellbiologie, Abteilung Neuroanatomie, Kurs der mikroskopischen Anatomie, Histo Online-Kurs, Bild Nr.thema04/29a/40.jpg, Faserknorpel, Discus intervertebralis, Rind/Mensch, HE, 40x).
	Die Erlaubnis zur Publikation dieser Abbildung haben mir Frau Professor Roussa und Herr Professor Aertsen (Albert-Ludwigs-Universität Freiburg) erteilt.
	1.1.2.1 Zonen des hyalinen Knorpels

	Der hyaline Knorpel wird in verschiedene Zonen eingeteilt, die sich in Größe, Form der Zellen, Orientierung zur Gelenkfläche und der metabolischen Aktivität unterscheiden (Ulrich-Vinther et al. 2003, Abb. 2). Die oberflächliche Zone (Superfizialzone), die dünnste Zone des Knorpels, bildet die Gelenkoberfläche und hat den höchsten Zellgehalt (Ulrich-Vinther et al. 2003). In dieser Zone liegen die Chondrozyten einzeln als inaktive, abgeplattete Zellen vor (Ulrich-Vinther et al. 2003), während sie in der radiären Zone in Gruppen von 5-8 Zellen zusammen liegen (Hunziker et al. 2002). In der wesentlich dickeren mittleren Zone (Tangentialzone) runden sich die Zellen langsam ab, bis sie in der Radiärzone ganz rund und in Säulen angeordnet sind (Bruns et al. 2000). Die Radiärzone ist die breiteste Zone des Knorpels, in der die Proteoglykan-Konzentration am höchsten und der Wassergehalt am niedrigsten sind. Diese Zone wird von der Zone des mineralisierten Knorpels (Übergangszone) durch die sogenannte Tidemark abgegrenzt (Bruns et al. 2000). Die Tidemark zeichnet sich durch einen höheren Calciumgehalt aus und stellt sich in der Histologie als basophile Linie dar (Bruns et al. 2000). Die Tidemark ist nicht komplett geschlossen: In ihr befinden sich Lücken, die einen Austausch von ernährenden Substanzen zwischen dem kalzifizierten und dem unkalzifizierten Knorpel ermöglichen (Greenwald et al. 1969). 
	Die Chondrozyten in der Zone des mineralisierten Knorpels besitzen weniger Organellen und die umgebende Matrix enthält Calciumphosphatkristalle (Rudert et al. 1998). Die Zellen in der oberen Hälfte der mineralisierten Zone sind deutlich größer als die Chondrozyten in den anderen Schichten. Sie liegen immer noch in Gruppen zusammen, allerdings nicht in Säulenformation. Die Chondrozyten in der unteren Hälfte der mineralisierten Zone sind kleiner als in der oberen Hälfte. Sie liegen zufällig verteilt und bilden keine Gruppen mehr. Auffällig in dieser Schicht ist, dass die Zellen viele Löcher enthalten. Die Zellmembran erscheint unterbrochen, besonders bei den Zellen, die sehr dicht am subchondralen Knochen liegen und scheinen einem degenerativen Prozess zu unterliegen (Brighton et al. 1984). Die größten Unterschiede zwischen den einzelnen Knorpelzonen betreffen nicht die Struktur der Chondrozyten, sondern die Zellaktivität (Aydelotte et al. 1988). Die Chondrozyten in der Radiärzone sind bis zu zehn Mal aktiver als die in der Superfizialzone. 
	Abbildung 2: Zonen des hyalinen Knorpels
	Hyaliner Knorpel (Quelle: Albert-Ludwigs-Universität Freiburg, Institut für Anatomie und Zellbiologie, Abteilung Neuroanatomie, Kurs der mikroskopischen Anatomie, Histo Online-Kurs, Bild Nr.thema04/4_4.html, hyaliner Knorpel). Die Erlaubnis zur Publikation dieser Abbildung haben mir Frau Professor Roussa und Herr Professor Aertsen erteilt (Albert-Ludwigs-Universität Freiburg).
	1.2 Aktuelle klinische Knorpelregenerationsverfahren

	Durch fehlende Blutversorgung besitzt der Knorpel eine sehr begrenzte Regenerationskapazität (Bruns et al. 2000). Der verletzte oder zerstörte Knorpel wächst in seiner ursprünglichen Form nicht wieder nach. Stattdessen bildet sich bei unbehandelten Knorpelschäden ein minderwertiges Narbengewebe aus, das weder die funktionellen, biomechanischen noch die mikroskopischen Eigenschaften von gesundem Gelenkknorpel besitzt (Steadman et al. 2001). Wegen seiner weichen Struktur wird es meist nach kurzer Zeit wieder abgerieben, was häufig vorzeitige Gelenkabnutzungen zur Folge hat, die letztendlich zu Schmerzen, Belastungsunfähigkeit und Arthrose führen können (Steadman et al. 2001).
	Ursachen für traumatische Knorpelschäden sind Verletzungen oder Unfälle (z.B. beim Sport), wobei oft eine enorme Krafteinwirkung auf das Gelenk entsteht. Schwere traumatische Knorpelschäden treten häufig auch bei frischer vorderer Kreuzbandruptur oder Kniescheibenluxation auf (Siebold und Pässler 2009). Dabei bricht meist ein Stück des gesunden Knorpels aus der Gelenkfläche heraus und es entsteht ein chondrales oder sogar osteochondrales ‚Flake‘ (eine freie "Gelenkmaus") (Siebold und Pässler 2009). Der Verlust des Knorpelgewebes führt zusätzlich zu zahlreichen Krankheiten, von denen in erster Linie ältere, über- und auch untergewichtige Menschen betroffen sind.
	Zur gelenkerhaltenden Behandlung wurden eine Vielzahl von operativen Verfahren und Therapiekonzepten entwickelt, die je nach Alter des Patienten, Gewicht, sowie Größe, Tiefe und Lokalisation der Defekte Anwendung finden. Abhängig von der Defektgröße wird entweder die Regeneration, d.h. das Selbstheilungspotenzial des Knorpels, angeregt oder der Defekt wird durch chirurgische Behandlung aufgefüllt. Die aktuellen chirurgischen Methoden zur Behandlung chondraler Defekte beinhalten die palliative Behandlung mit arthoskopischen Débridement und Lavage, die reparative Behandlung mit Mark-stimulierenden Techniken (Mikrofraktur), und die restaurative Behandlung, einschließlich ein osteochondrales Aufpfropfen und die autologe Chondrozyten-Implantation (Siebold und Pässler 2009). Größere Defekte können mit osteochondralen Allotransplanten  oder mit der gesamten Gelenkarthroplastik bewältigt werden (Siebold und Pässler 2009). Zur Stabilisierung des Behandlungserfolges werden eine begleitende Physiotherapie, Trainingstherapie, Osteopathie und physikalische Therapie eingesetzt. 
	1.2.1 Arthroskopisches Debridement und Lavage

	Das arthroskopische Debridement ist ein komplexer Prozess, der die Entfernung von degenerativen und gerissenen Meniskusanteilen, die Abtragung und Glättung von sich ablösenden instabilen Knorpelstücken der Gelenkflächen, die Entfernung von freien Gelenkkörpern und die Entfernung entzündeter, schmerzhafter Gelenkschleimhaut (Synovia) in sich einschließt (Chang et al. 1993, Felson und Buckwalter 2002, Ogilvie-Harris und Fitsialos 1991). Die Befürworter der Methode beschreiben einen langfristig günstigen Effekt gegen das Fortschreiten einer Arthrose und eine langfristige Schmerzlinderung (Siebold und Pässler 2009). 
	Bei jeder Arthroskopie wird zunächst das Gelenk mit Spülflüssigkeit aufgefüllt, wobei eine Zirkulation über eine Spülkanüle erzeugt wird oder über einen Shaver die primäre Gelenkflüssigkeit abgesaugt wird. Befinden sich in der Gelenkflüssigkeit kleine Knorpelstücke (Debris) werden diese im Rahmen der Arthroskopie aus dem Gelenk beseitigt (Siebold und Pässler 2009). Dieser Effekt wird auch als Lavage ("Auswaschen des Gelenkes") bezeichnet. Es wurde beschrieben, dass durch das Durchspülen des Gelenkes das Knie nicht nur von Debris, sondern auch von entzündlichen Enzymen befreit wird (Siebold und Pässler 2009). Von einer reinen Lavage wird allerdings abgeraten, da dadurch meist keine oder nur eine sehr kurzfristige Verbesserung der Beschwerden zu erwarten ist, die von einem Placebo-Effekt begleitet wird (Siebold und Pässler 2009). Die Lavage wird heute praktisch nur noch zusätzlich durchgeführt. 
	Nach schweren Knieverletzungen kann es zum Abreißen eines Knochen-Knorpel-Fragmentes aus der Gelenkfläche kommen. Wird rechtzeitig operiert, so können ausgerissene Knochen-Knorpel-Fragmente wieder an Ort und Stelle eingepasst und befestigt werden. Gelingt die Wiederherstellung der Gelenkfläche auf diese Art und Weise, so ist diese Methode in den meisten Fällen anderen Verfahren vorzuziehen.
	1.2.2 Arthroskopische Mikrofrakturierung

	Die arthroskopische Mikrofrakturierung stellt ein knochenmarkstimulierendes Verfahren dar und wird bei kleineren Knorpelschäden bis auf den Knochen angewendet (Steadman et al. 1999, Steadman et al. 2001, Pässler 2000). Dabei soll das Gelenk anregt werden, selbst neuen Knorpel zu bilden: Mit Hilfe einer spitz zulaufenden Ahle (Pfriem) werden kleine, zirka drei Millimeter tiefe Löcher in den Knochen im Bereich des Knorpeldefektes eingebracht, was zur Freisetzung bzw. zur Migration der Stammzellen aus dem darunterliegenden Knochenmark (Spongiosa) an die Knorpeldefektstelle führt (Steadman et al. 2001). In der Folge kommt es zu einer Einblutung aus dem Knochen in den Defektbereich und die Blutstammzellen haften an der Stelle der Mikrofrakturierung an. Um den neu entstehenden Knorpel zu schützen, müssen Betroffene das Gelenk für mindestens sechs Wochen entlasten. Dadurch differenzieren sich diese Stammzellen nach einigen Monaten zu Faserknorpel und füllen den umschriebenen Knorpeldefekt auf (Steadman et al. 1999, Steadman et al. 2001 Pässler 2000). Dies ermöglicht dem Patienten oftmals für einige Zeit eine weitgehende Schmerzfreiheit und Belastbarkeit.
	Der Vorteil des Verfahrens ist, dass es unmittelbar bei der Arthroskopie angewendet werden kann. Von Nachteil ist es, dass leider nur Faserknorpel von minderwertiger Qualität entsteht (Bae et al. 2006, Kreuz et al. 2006), und die Defektstelle nach 18-24 Monaten wieder behandelt werden muss. Deshalb sollte die Indikation zur Mikrofrakturierung während der Operation genau bedacht werden. 
	1.2.3 Abrasionsplastik

	Eine Abrasionsplastik ist ein veraltetes Verfahren zur Knorpeltherapie. Dieses wird momentan selten durchgeführt und ist in der Regel nur bei kleineren Knorpelschäden bis auf den Knochen sinnvoll (Siebold und Pässler 2009). Hierbei wird bei der Arthroskopie mit einer Fräse der Restknorpel im Defektbereich bis auf die subchondrale Knochenschicht (die direkt unter dem Gelenkknorpel liegende Schicht) abgetragen. Ähnlich der Mikrofrakturierung kommt es dann zur Ausschwemmung von Stammzellen in den Defektbereich und es kann ein Regenerat aus Faserknorpel entstehen (Siebold und Pässler 2009). Von Nachteil ist es ebenfalls, dass dabei nur Faserknorpel von minderwertiger Qualität entsteht (Siebold und Pässler 2009).
	1.2.4 Mosaikplastik 

	Bei der Transplantation eines körpereigenen Knorpelknochenzylinders - Mosaikplastik (Bobi 1996, Bobic 2009) - wird der Knorpeldefekt mitsamt eines darunter liegenden Zylinders rundlich ausgestanzt und durch einen zweiten körpereigenen rundlichen Zylinder bis zu einem Zentimeter Durchmesser, der aus einer Region des Kniegelenkes entnommen wird, die nicht in der (Haupt-) Belastungszone des Gelenkes liegt, mit intakter Knorpeloberfläche ersetzt (Bobi 1996, Bobic 2009). Die Defektstelle in der Belastungszone des Kniegelenks wird mit dem "intakten" Zylinder aufgefüllt und die Entnahmestelle mit dem "defekten" Zylinder verschlossen. Im Idealfall ist nur ein Zylinder der Größe bis 12 mm Durchmesser zur Deckung des Knorpelschadens notwendig (Bobi 1996, Bobic 2009). 
	Das Verfahren ist anspruchsvoll, sehr sensibel und erfordert eine präzise Operation mit genauer Wiederherstellung des Gelenkknorpelniveaus (Siebold und Pässler 2009). Der Name "Mosaikplastik" rührt daher, dass bei größeren Defekten mehrere Zylinder nebeneinander in den Knorpeldefekt gesetzt werden müssen, sodass ein Mosaik entsteht.
	Vorteil dieses Verfahrens ist es, dass es unmittelbar bei der Arthroskopie angewendet werden kann und gesunder intakter Knorpel in den Defektbereich eingebracht wird (Siebold und Pässler 2009). Es ist von Nachteil, dass die Knorpeldicke an verschiedenen Stellen des Gelenkes unterschiedlich ist und ein Niveauunterschied zu Folgeproblemen führen kann. In der Regel kommt diese Methode vor allem bei Knorpelschäden infolge von Unfällen zum Einsatz, zur Therapie einer Arthrose dagegen nur in Einzelfällen (Siebold und Pässler 2009).
	1.2.5 Offene Knorpelzelltransplantation (ACT) 

	Bei fast allen heute üblichen Knorpeltransplantationsverfahren ist eine Eröffnung des Kniegelenkes (= Arthrotomie) notwendig (Siebold und Pässler 2009). Die körpereigenen angezüchteten Knorpelzellen werden dann entweder in flüssiger Form unter einen "Deckel", z.B. einem Periostlappen oder in einer Kollagenmatrix wieder in den Knorpeldefekt eingebracht (Siebold und Pässler 2009). Unter dieser Schutzhaut werden anschließend die Zellen eingespritzt, die dann beginnen neuen Gelenkknorpel zu bilden. Die Transplantation körpereigener Knorpelzellen ist vor allem für Patienten unter 65 Jahren geeignet oder für die Behandlung einer Arthrose, die noch nicht so weit fortgeschritten ist.
	1.2.6 Arthroskopische Knorpelzelltransplantation 

	Ein von der Firma co.don® AG (Teltow, Berlin) entwickeltes Verfahren macht es seit 2006 möglich, die Implantation der Knorpelzellen auch minimal invasiv (arthroskopisch) durchzuführen (Thermann et al. 2007). Dazu wird zunächst ein nur wenige Millimeter großes Knorpelstück aus einem wenig belasteten Areal des Kniegelenkes für die Anzucht der Zellen entnommen. Die Knorpelzellen (12-48 Mio. Zellen) werden dann im Labor in Form von dreidimensionalen Kügelchen (Sphäroiden) auf Trägermaterialien (scaffolds) gezüchtet, wobei jedes einzelne Sphäroid etwa 200 000 Knorpelzellen enthält und je nach Reifegrad einen Durchmesser von nur 0.5-0.7 mm hat (Thermann et al. 2007). Die Herstellung der 3D-Sphäroide wird ausschließlich mit patienteneigenem Blut durchgeführt, wodurch Fremdeiweiße und Nebenwirkungen vermieden werden. Anschließend werden die Sphäroide an die Defektstelle eingebracht (Thermann et al. 2007).
	Sobald die Sphäroide bei der Implantation mit dem vorbereiteten Knorpeldefektlager Kontakt aufnehmen, können sie durch Adhäsionsproteine mechanisch stabil am subchondralen Knochen anhaften (Thermann et al. 2007). Mittlerweile werden die Zellen routinemäßig in alle Bereiche des Kniegelenkes (Oberschenkelrolle, Schienbeinkopf und auch in den Bereich der Kniescheibe) transplantiert.
	Diese Technik hat zwei Vorteile: Verwendung von patienteneigenen Zellen vermeidet potenzielle Autoimmunreaktionen oder virale Infektionen aus transplantierten allogenen Zellen oder Fremdstoffe (Thermann et al. 2007). Im Gegensatz zur autologen osteochondralen Transplantation (ACT) wird durch eine kleine Biopsie die Komplikationen für den Chondrozyten-Spender minimiert (Saris et al. 2008; Saris et al. 2009).
	Die ACT hat aber auch wesentliche Nachteile: Komplexität des Vorgangs zugrund zwei Operationen, die durch eine lange Regenerationszeit (6-12 Monate) charakterisiert sind (Siebold und Pässler 2009). Die am häufigsten berichtete Nebenwirkung nach der ACT ist die auftretende Hypertrophie am Defekt (Peterson et al. 2000). Daher werden alternative Ansätze unter Verwendung künstlicher aus Kollagen Typ I und III oder Hyaluronsäure bestehender Matrizen entwickelt (Gooding et al. 2006; Gomoll et al. 2009; Marcacci et al. 2005). 
	Die Verwendung künstlicher bzw. fremder Trägermaterialien werden allerdings schnell zum Problem, weil diese aus dem hergestellten Gewebe nicht entfernt werden und somit eine Abstoßungsreaktion oder Folgeerkrankungen verursachen können. Vorläufige Studien haben außerdem gezeigt, dass autologe Chondrozyten in Kultur zu „Fibrochondrozyten“ dedifferenzieren (Darling et al. 2005). Eine Redifferenzierung und Expression der Chondrozyten-Marker erfolgt nach einer 3D Kultivierung (Martinez et al. 2008). Um das Verfahren der ACT zu standardisieren und die Wirtschaftlichkeit zu erhöhen, sind größere Studien erforderlich.
	Eine mögliche Lösung dieser Probleme stellt die Kultivierung der Knorpelzellen in der Mikrogravitation dar, weil Chondrozyten gegen den durch Mikrogravitation verursachten Stress resistent sind und unter Mikrogravitationsbedingungen Sphäroide ohne Trägermaterialien bilden (Ulbrich et al. 2010). Dieses Verfahren wurde während dieser Doktorarbeit untersucht und beschrieben.
	1.3 Bodenanlagen zur Simulation der Mikrogravitation

	Die Versuche unter realer Mikrogravitation im Weltall sind teuer und sehr zeitaufwendig. Jahrelange Vorbereitungs- und Wartezeiten auf die Weltraummission erschweren die Versuchsmöglichkeiten. Die Simulation der Mikrogravitation auf der Erde erlaubt mit Einschränkung das Erforschen von Zellen unter veränderten Schwerkraftbedingungen und dient so zur Vorbereitung von Weltraumexperimenten.
	Es ist derzeit allerdings leider nicht möglich, alle Parameter der Schwerelosigkeit zu simulieren: Diffusionsverhältnisse, Durchmischung durch Konvektion und hydrostatischer Druck (Albrecht-Buehler 1992) wirken in den Bodenanlagen wie Klinostat oder Random Positioning Machine nicht anders als unter normalen Schwerkraftbedingungen. Vom Standpunkt der Zelle aus betrachtet, verändert sich der Schwerkraftvektor ständig und zwar in allen drei Dimensionen. Seine Summe eliminiert sich somit über die Zeit, was eine Aufhebung  der gravitationsabhängigen Sedimentation je nach Operationsmodus der Anlage zur Folge hat. Der Begriff Mikrogravitation statt Schwerelosigkeit ist genau genommen korrekter, da Schwerelosigkeit im engeren Sinne (0g) auch auf einer Erdumlaufbahn nicht erreicht werden kann, denn auch hier müssen Kräfte eingesetzt werden, die den Körper auf der Umlaufbahn halten (Pickenhahn 2005). Um den theoretischen Zustand der Schwerelosigkeit zu erreichen, müsste ein Körper völlig außerhalb jeglicher Gravitationsquelle sein. 
	In der vorliegenden Doktorarbeit wurden drei Bodenanlagen (2D schnelldrehender Klinostat (FRC), Random Positioning Machine (RPM) und Rotating Wall Vessel (RWV)) zur Simulation von Mikrogravitation verwendet. FRC und RPM gehören zu den ESA (European Space Agency) Ground-Based Facilities (GBF). Heutzutage ist es noch nicht möglich mithilfe dieser Maschinen alle Aspekte der Mikrogravitation nachzuahmen. Allerdings stimmen einige der bisherigen gefundenen Effekte mit den Resultaten, die bei Weltraumflügen gewonnen wurden, in vielen Fällen überein (Ma et al. 2014). 
	1.3.1 2D schnelldrehender Klinostat (Fast-Rotating Clinostat (FRC))

	Bereits im 17. Jahrhundert wurden zur Erforschung der Schwerkraft auf das Pflanzenwachstum Klinostaten verwendet (Klaus, 2001). Bei diesem Gerät erfolgt die Rotation um eine Achse, die senkrecht zur Erdanziehungskraft orientiert ist (Abb. 3A). Bei der so simulierten Mikrogravitation handelt sich um eine Mittelung des Schwerkraftvektors bei einer bestimmten Rotationsgeschwindigkeit (40-100 rpm), wodurch die Zellen ganz in der Mitte zentriert werden (Briegleb 1992). Erhöhung der Rotationsgeschwindigkeit induziert Zentrifugalkräfte. Um eine optimale Simulation zu gewährleisten, werden nur kleine Zellen und Pflanzen rotiert werden, die sich exakt in der Rotationsache des Klinostaten befinden.  Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden daher die Zellen mit einem Durchmesser von 20 µm exponiert und bei 60 rpm klinorotiert.
	1.3.2 3D Random Positioning Machine (RPM)

	Wie beim FRC wird die Mikrogravitation von der in den 90er Jahren entwickelten RPM durch Mittelung des Schwerkraftvektors erzielt. Diese erfolgt über alle drei Raumrichtungen. Die Rotation wird dabei mit zwei voneinander unabhängig beweglichen Rahmen ermöglicht (Hoson et al. 1997, Abb. 3B) und von einem Computer gesteuert, der die Orientierung bzw. Laufrichtung zufällig relativ zum Schwerkraftvektor verändert. Es wird angenommen, dass der zufällige Geschwindigkeits- und Richtungswechsel in simulierter Mikrogravitation resultiert und die Zellen auf den Schwerkraftvektor nicht mehr reagieren.
	1.3.3 Rotating Wall Vessel (RWV)

	In der von der NASA entwickelten RWV (Hammond et al. 2000) erfahren die Zellen in einer um eine Achse rotierenden Kammer, die luftblasenfrei mit Medium gefüllt ist, einen kontinuierlichen freien Fall (Abb. 3C). Die Fallgeschwindigkeit der Zellen kann durch die Einstellung der Rotationsgeschwindigkeit mit einem im Gerät integrierten Tachometer eingestellt werden. Da die Zellen in der Kammer in Suspension vorliegen und keine Zeit haben an der Oberfläche der Kammer adhärent zu werden, ist ein dreidimensionales Wachstum möglich.
	Abbildung 3: Bodenanlagen zur Simulation der Mikrogravitation
	A. 2D Fast-Rotating Clinostat (Warnke et al. 2014); B. Random Positioning Machine (Aleshcheva et al. 2013); C. Rotating Wall Vessel 
	2. Material und Methoden
	2.1 Material
	2.1.1 Geräte


	Gerät  Bezugsnachweis
	ABI 7500 Fast Real-Time PCR System Life Technologies, Darmstadt
	Autoklav Memmert, Schwabach
	Brutschrank HERA CELL 150i Thermo Fisher Scientific Inc.
	ChemiDoc MP System Bio-Rad Laboratories, München
	Digitalkamera EOS550D Canon, USA
	Eismaschine Scotsman AF-80  COTECH, England
	Färbekammer „feucht“  Eigenbau
	Feinwaage 1602 MF Sartorius, Göttingen
	Gefrierschrank (-20 °C)  Linde, Bad Hersfeld
	Gefrierschrank Thermo Forma (-80 °C)  ULT Klatt, Berlin
	Gelelektrophorese-Kammer Bio-Rad Laboratories, München
	Heiz-/Rührplatte Ika Combimag Ret  Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau
	2D schnelldrehender Klinostat DLR, Köln
	Konfokales Laserscan Mikroskop LSM710 Zeiss, Oberkochen 
	Kühlschrank Küleg 0-15 °C  Münchhoff, Berlin
	Kühlzentrifuge 5417 R  Eppendorf, Hamburg
	Küvetten Typ-Nr. 105.202-QS  Hellma, Müllheim
	Lichtmikroskop Olympus CK  Olympus, Hamburg
	Magnetrührer Combimag Rot IKA, Staufen
	Mikrowelle  MICROMAT AEG, Zürich
	Phasenkontrastmikroskop Leica Microsystems A/S, Ballerup Denmark
	PH-Meter PHM 210 Radiometer Analytical SAS, Villeurbanne Cedex, Frankreich
	3D Random Positioning Machine  ADS, früher Dutch Space, Leiden, Netherlands
	Rotating Wall Vessel  Synthecon, Houston, Texas, USA
	Saughilfen (Pipet boy – PIPETUS Standard) Carl Roth, Karlsruhe; Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt
	Schüttler RM S CAT, Staufen
	Spectrophotometer (Microplate Reader) Shimadzu, Duisburg
	Sterilbank Hera Safe Heraeus, Hanau
	Stickstofftank CryoSystem 2000 Cryosolutions, Rheinberg
	Thermomixer 5436  Eppendorf, Hamburg
	Tischwaage  Sartorius, Göttingen
	Tischzentrifuge Biofuge 13  Heraeus, Langensebold
	Vibraplex-Platform  DLR, Köln
	Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, USA 
	Wärmeschrank UT6 (37 °C) Heraeus, Langenselbold
	Wärmeschrank (60 °C)  Memmert, Schwabach
	Wasserbad  Unitherm WA 15 Unitherm, Würzburg
	Western Blot Transfer System Trans-Blot® Turbo™  Bio-Rad Laboratories, München
	Western Blot System ChemiDoc™ MP Bio-Rad Laboratories, München
	Zentrifuge 5415 C  Eppendorf, Hamburg
	2.1.1.1  2D Fast-Rotating Clinostat (FRC)

	Der 2D Fast-Rotating Clinostat (DLR, Köln) wurde mit jeweils 4 luftblasenfrei mit Zellkulturmedium gefüllten Flasketten auf jeder der 6 parallel rotierenden Achsen beladen (Abb. 3A). Das Gerät wurde in einen Brutschrank mit der Temperatur von 37 °C gestellt und mit mit einer konstanten Rotationsgeschwindigkeit von 60 rpm betrieben. Bei dieser Geschwindigkeit beträgt die maximale Restbeschleunigung 0,036g, kalkuliert am Rand der Flaskette (Eiermann et al. 2013). Die 1g-Kontrollen wurden im gleichen Inkubator platziert. Das Medium in den Flasketten wurde jeden zweiten Tag zu 50 % gewechselt.
	2.1.1.2  3D Random Positioning Machine (RPM)

	Zur Mikrogravitationssimulation wurde eine Random Positioning Machine (3D Klinostat), die von der Firma ADS (früher Dutch Space, Leiden, Niederlande) hergestellt wurde, benutzt (Abb. 3B). Die RPM bestand aus zwei unabhängig voneinender rotierenden Rahmen, die in orthogonal zueinander stehenden Rotationsachsen ausgerichtet waren. In der Mitte befand sich eine Platte, auf der die mit dem zu untersuchenden Probenmaterial gefüllten Kulturflaschen befestigt wurden. Um das Probenmaterial bei 37 °C und 5 % CO2 zu halten, wurde die RPM in einen Inkubator gestellt. Vor dem Inkubator befand sich der Computer für die Steuerung der RPM. 
	Während aller Versuche lief die RPM mit einer Geschwindigkeit von 60°/s im Real Random Mode. Auf dem Bildschirm ließen sich die Schwerkraftvektoren in allen drei Dimensionen ablesen, deren Summe im Idealfall 0 betragen sollte. Das Probenmaterial (subkonfluente Monolayer-Kulturen) befand sich in T25 Kulturflaschen (Sarstedt), die komplett mit Medium ohne Luftblasen gefüllt wurden, um die Scherkräfte so gut wie möglich zu minimieren. Parallel dazu wurden Bodenkontrollen (statische 1g-Kontrollen) im Inkubator neben der RPM angelegt. Das Medium in allen Kulturflaschen wurde jeden dritten Tag zu 50 % gewechselt.
	2.1.1.3  Rotating Wall Vessel (RWV)

	Die RWV ist eine einzigartige Zellkulturtechnologie, die von NASA entwickelt wurde und der erste Bioreaktor, der eine Kokultivierung der Zellen erlaubt (Abb. 3C, 4A). 
	Für die Tissue Engineering Experimente wurde das RCCS-2D System mit 50-ml HARV-Einweggefäßen (Synthecon Incorporated, Houston, TX, USA) verwendet (Abb. 4B, 4C). Die Zellen wurden zu jedem Einweggefäß (Vessel) unter sterilen Bedingungen in Suspension zugegeben. Die Gefäße wurden luftblasenfrei gefüllt. Die RWV wurde in den Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 platziert. Die Anfangsrotationsgeschwindigkeit betrug 10 rpm und wurde bis 20 rpm mit dem in das Gerät integrierten Tachometer erhöht, um die Zellen während der Kultivierung in Suspension zu hal-ten (Marlovits et al. 2003(a)). Das Medium in jedem Einweggefäß wurde jeden dritten Tag zu 50 % gewechselt.
	Abbildung 4: Rotating Wall Vessel mit Zubehör
	RCCS-2D System (A) mit 50-ml HARV-Einweggefäßen (B – Bild von der Seite, C – Bild von oben).
	2.1.2 Verbrauchsmaterialien

	Material  Bezugsnachweis
	Deckgläschen  Menzel, Braunschweig
	Flaskette® Nunc® Lab-TekTM VWR International LLC
	Illumina Beadchip Illumina Inc., San Diego, CA, USA
	Kolbenhubpipetten (versch. Volumina)  Eppendorf, Hamburg
	Kryo-Röhrchen Cryovial® PK-100 Simport, Kanada 
	Menzel-Gläser Thermo Fisher Scientific Inc.
	Microtiterplatte (96-Well Optical Reaction Plate)  Life Technologies, Darmstadt
	Optical Adhesive Covers  Life Technologies, Darmstadt
	Parafilm M® (Plastic Packaging PM996) Pechiney, Paris, Frankreich
	PCR Softstrips 0,2 ml, 711030  Biozym Diagnostik, Oldendorf
	Pipettenspitzen (versch. Größen)  Sarstedt, Nürnbrecht
	Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml) Eppendorf, Hamburg
	Röhrchen (50 ml)  Sarstedt, Nürnberg 
	Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt, Nürnberg
	Super cell chamber slides  Becton Dickenson, Heidelberg
	Zellkulturflaschen (T25, T75, T175) Sarstedt, Nürnberg
	Zellschaber Sarstedt, Nürnberg
	2.1.3 Chemikalien

	Substanz   Bezugsnachweis
	Acetat-Puffer   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Aceton   Carl Roth, Karlsruhe
	Alcian Blau   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	AllPrep RNA/Protein Kit  Qiagen, Hilden
	Ammoniumperoxodisulfat (APS)   Bio-Rad Laboratories, München
	Blotting Grade Blocker (Non-Fat Dry Milk)   Bio-Rad Laboratories, München 
	Bovines Serum Albumin   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	BSA Standard  Thermo Fisher Scientific Inc.
	Chondrocyte Growth Medium (CGM) basal  Provitro, Berlin
	Citronensäure Monohydrat (99,5 %)  Carl Roth, Karlsruhe
	Clarity Western ECL Substrate  Bio-Rad Laboratories, München
	Criterion™ TGX™ Precast Gel  Bio-Rad Laboratories, München
	DAB Tabletten  Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Dimethylsulfoxid (DMSO)  Carl Roth, Karlsruhe
	Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS)   Life Technologies, Darmstadt
	Entellan®   Merck Millipore, Schwalbach
	Essigsäure (1M)  Merck Millipore, Schwalbach
	Ethanol (verschiedene Konz.)   Carl Roth, Karlsruhe
	Fetales Kälberserum   Biochrom, Berlin
	Fetales Kälberserum für CGM  Provitro, Berlin
	First-Strand cDNA Synthesis Kit   Thermo Fisher Scientific Inc.
	FragELTM DNA Fragmentation Detection Kit  Merck Millipore, Schwalbach
	Glycin (MG=75,07)   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Hoechst 33342   Life Technologies, Darmstadt
	Isopropanol   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Kulturmedium DMEM/F-12   Life Technologies, Darmstadt
	2-Mercaptoethanol (99 %)   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Methanol   Merck Millipore, Schwalbach
	Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel   Bio-Rad Laboratories, München
	Natriumchlorid-Lösung (0,9 %)   Carl Roth, Karlsruhe
	Natriumhydroxid (NaOH)   Carl Roth, Karlsruhe
	Neutralrot   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Paraformaldehyd (20 %, 3 %)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Penicillin/Streptomycin  Life Technologies, Darmstadt
	Pepstatin A   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Phosphatpuffer (0,2 M)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Rhodamin-Phalloidin   Life Technologies, Darmstadt
	RNeasy Mini Kit   Qiagen, Hilden
	Röti®-Quant universal  Carl Roth, Karlsruhe
	Salzsäure 32 % (HCl)   Carl Roth, Karlsruhe
	Skim Milk Powder   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	SYBR® Green Fast PCR Master Mix   Applied Biosystems, Darmstadt
	Tetramethylethylendiamid (TEMED)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Trans-Blot® Turbo Nitrocellulose Transfer Pack  Bio-Rad Laboratories, München
	Trans-Blot® Turbo PVDF Transfer Pack  Bio-Rad Laboratories, München
	Tris  Carl Roth, Karlsruhe
	Triton X-100   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Trizma Base  Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Trypsin/EDTA (1x) in HBSS   Life Technologies, Darmstadt
	Tween 20   Carl Roth, Karlsruhe
	VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium  Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
	3 % Wasserstoffperoxid (H2O2)   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Xylol   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Ziegenserum  Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	2.1.4 Antikörper

	Primärantikörper
	Verdünnung
	Katalognummer
	Bezugsnachweis
	β-Tubulin
	1:1000 (WB)
	1:100 (IIF)
	2128S
	Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA
	Vimentin
	5741S
	Pan-keratin
	4545S
	Integrin-β1
	4706S
	β-Actin
	1:1000 (WB)
	3700S
	Cleaved Caspase-3
	9664S
	TGF-β1
	3711S
	PARP
	9542S
	Osteopontin
	1:1000 (WB)
	26395
	Rockland Immunochemicals Inc., Gilbertsville, USA
	BMP-2
	1:100 (WB)
	710022
	Life Technologies, Darmstadt, Germany
	SOX-9
	1:500 (WB)
	MA5-17177
	ICAM-1
	1:500 (WB)
	MA5407
	Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA
	Aggrecan
	1:200 (WB)
	PA5-32650
	Millipore, Billerica, MA, USA
	Kollagen Typ I
	1:200 (WB)
	MAB3391
	Kollagen Typ II
	1:200 (WB)
	MAB1330
	Sekundärantikörper
	Verdünnung
	Katalognummer
	Bezugsnachweis
	Anti-Mouse (HRP)
	1:3000 (WB)
	7076
	Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA
	Anti-Rabbit (HRP)
	7074
	Anti-Mouse 
	1:50 (IIF)
	4408
	Anti-Rabbit 
	4412
	2.1.5 Lösungen für die Western Blot Analyse

	Lysispuffer
	(Lagerung bei +4 °C)
	50 mM 
	Tris-HCl, pH 7,2
	150 mM 
	NaCl
	1 % 
	Triton X-100
	0,1 % 
	SDS (20 % Stock)
	Mit 100 ml dd H2O auffüllen
	Block-Reagenz (1)
	(Lagerung bei +4 °C)
	2 %
	Blotting Grade Blocker
	0,05 %
	Tween
	Mit TBS-T auffüllen
	Block-Reagenz (2)
	(Lagerung bei +4 °C)
	5 %
	Bovine Serum Albumin
	0,05 %
	Tween
	Mit TBS-T auffüllen
	Elektrophorese-Laufpuffer
	(Lagerung bei RT)
	25 mM
	Trizma Base
	192 mM
	Glycin
	2,5 % (v/v)
	SDS
	Tris-Puffer
	(Lagerung bei RT)
	5,85 g
	NaCl
	12,11 g
	Trizma Base
	10,17 g
	Magnesiumchlorid
	Mit dd H2O  auf 1000 ml auffüllen 
	10xTBS
	(Lagerung bei RT)
	61 g
	Tris-HCl
	90 g
	NaCl
	800 ml dd H2O, pH 7.6, 200 ml dd H2O
	TBS-T
	(Lagerung bei RT)
	500 ml
	TBS
	500 µl
	Tween
	2.1.6 Oligonukleotide (Primer) für die real-time quantitative PCR

	Die Oligonukleotide wurden mit Hilfe von Primer Express® Software (Applied Biosystems, Darmstadt) designt (Tm ca. 60 °C) und von TIBMolbiol, Syntheselabor in Berlin hergestellt. 
	Gen  Primer   Sequenz
	18S 
	18S-F
	GGAGCCTGCGGCTTAATTT
	18S-R
	CAACTAAGAACGGCCATGCA
	ACTA2
	ACTA2-F
	GAGCGTGGCTATTCCTTCGT
	ACTA2-R
	TTCAAAGTCCAGAGCTACATAACACAGT
	ACTB
	ACTB-F
	TGCCGACAGGATGCAGAAG
	ACTB-R
	GCCGATCCACACGGCGTACT
	BMP2
	BMP2-F
	GACCTGTATCGCAGGCACTCA
	BMP2-R
	TCGTTTCTGGTAGTTCTTCCAAAGA
	CAV1
	CAV1-F
	GTACGACGCGCACACCAA
	CAV1-R
	TCCCTTCTGGTTCTGCAATCA
	CAV2
	CAV2-F
	CAV2-R
	CCNA2
	CCNA2-F
	CCNA2-R
	CD44
	CD44-F
	CD44-R
	CTGF
	CTGF-F
	CTGF-R
	EDN1
	EDN1-F
	EDN1-R
	EGF
	EGF-F
	EGF-R
	FGF9
	FGF9-F
	FGF9-R
	FGF17
	FGF17-F
	FGF17-R
	ICAM1
	ICAM1-F
	CGGCTGACGTGTGCAGTAAT
	ICAM1-R
	CTTCTGAGACCTCTGGCTTCGT
	IL6
	IL6-F
	CGGGAACGAAAGAGAAGCTCTA
	IL6-R
	GAGCAGCCCCAGGGAGAA
	IL8
	IL8-F
	IL8-R
	GGGTGGAAAGGTTTGGAGTATG
	IL15
	IL15-F
	IL15-R
	INTA10
	INTA10-F
	CGAAGACTGGTAGGGAAACTGTTTA
	INTA10-R
	GCCGACTGAGGTTCTTTGCT
	ITGB1
	ITGB1-F
	GAAAACAGCGCATATCTGGAAATT
	ITGB1-R
	CAGCCAATCAGTGATCCACAA
	KRT8
	KRT8-F
	GATCTCTGAGATGAACCGGAACA
	KRT8-R
	GCTCGGCATCTGCAATGG
	OPN
	OPN-F
	CGAGGTGATAGTGTGGTTTATGGA
	OPN-R
	CGTCTGTAGCATCAGGGTACTG
	PRKAA
	PRKAA-F
	AATCCTTCTGTGATTAGCCTTTTG
	PRKAA-R
	GATCCTCAGGAAAGAGATATTTTGGAA
	PRKCA
	PRKCA-F
	PRKCA-R
	SOX5
	SOX5-F
	GGTGGCTGCTGTGACAAAGGGA
	SOX5-R
	ACGGAGAGGCTGGTCGCTTG
	SOX6
	SOX6-F
	GCAGTGATCAACATGTGGCCT
	SOX6-R
	CGCTGTCCCAGTCAGCATCT
	SOX9
	SOX9-F
	TTGAGACCTTCGACGTCAATGAG
	SOX9-R
	TCTGGCCACGAGTGGCC
	TGFB1
	TGFB1-F
	CACCCGCGTGCTAATGGT
	TGFB1-R
	AGAGCAACACGGGTTCAGGTA
	TNFA
	TNFA-F
	TNFA-R
	TUBB6
	TUBB6-F
	GTGCGGTCTGGGCCTTTT
	TUBB6-R
	CTCCGTGTAGTGCCCTTTCG
	VCAM1
	VCAM1-F
	VCAM1-R
	VEGFA
	VEGFA-F
	GCGCTGATAGACATCCATGAAC
	VEGFA-R
	CTACCTCCACCATGCCAAGTG
	VEGFD
	VEGFD-F
	VEGFD-R
	VIL2
	VIL2-F
	VIL2-R
	VIM
	VIM-F
	TTCAGAGAGAGGAAGCCGAAAAC
	VIM-R
	AGATTCCACTTTGCGTTCAAGGT
	2.1.7 ELISA Kits

	IL-6 R&D Systems Inc.
	IL-8 R&D Systems Inc.
	EGF R&D Systems Inc.
	VEGFD R&D Systems Inc.
	FGF17 USCN Life Science Inc.
	2.1.8 Chondrozyten 

	Für jeden Versuchsansatz wurden die Knorpelzellen (Chondrozyten) sechs verschiedener Spender verwendet (Provitro, Berlin). Der Ursprung der Zellen als auch das Alter, das Geschlecht und die Krankengeschichte der Spender unterlagen der Geheimhaltung der Firma und sind mir nicht bekannt. 
	Die verwendeten Zellen wurden direkt in den Kulturflaschen ausgesät und für die Experimentansätze verwendet oder als 1g-Kontrollproben kultiviert, nachdem sie Subkonfluenz in niedrigen Passagen (P2 und P3) erreicht hatten. Dies war wichtig, da Chondrozyten nach mehrmaligem Passagieren ihren Phänotyp zu Fibroblasten-ähnlichen Zellen ändern und überwiegend Typ I-Kollagen produzieren (Wu et al. 2013). Dieser Vorgang wird als Dedifferenzierung bezeichnet und ist durch den Verlust der Fähigkeit zur Kollagen-II-Synthese charakterisiert (Matlovits et al. 2003, Wu et al. 2013). 
	2.2  Methoden
	2.2.1  Zellkulturtechnik


	Die für die Experimente benötigten Zellen wurden im Institut für Biomedizin der Universität Aarhus in den Laboratorien von Frau Professor Daniela Grimm gezüchtet.
	2.2.1.1  Aussaat der Zellen in Kulturflaschen

	Hierzu wurden in Stickstoff eingefrorene Zellen aufgetaut und je nach Versuch entweder in DMEM/F-12 Medium oder Chondrozyten-Wachstumsmedium mit und ohne Wachstumsfaktoren überführt. Die Zellsuspension wurde 5 min lang bei 2.000 rpm zentrifugiert und der Überstand wurde dekantiert. Anschließend wurden die Zellen erneut in Medium aufgenommen und in Kulturflaschen überführt. Die Kultivierung erfolgte bei Standardzellkulturbedingungen (37 °C, 5 % CO2). Alle drei Tage wurde das Medium gewechselt. Waren die Zellen subkonfluent, mussten sie subkultiviert werden.
	2.2.1.2  Subkultivieren der Zellen

	Die Chondrozyten können bis zu maximal vier Mal passagiert werden, da die Zellen während der Subkultivierung ihren Phänotyp ändern und zu Fibroblasten dedifferenzieren können (Marlovits et al. 2003(a)). Deswegen war zu beachten, dass nach jeder Subkultivierung die Zellen für weitere Versuche wieder eingefroren werden müssen (Kap. 2.2.1.3).
	Dafür wurde das Medium vollständig abgenommen, die Zellen mit DPBS gespült und anschließend je nach Kulturflaschengröße mit 1, 2 oder 3 ml Trypsin für etwa 15 min bei RT - oder bei sehr stark adhärenten Zellen im Brutschrank bei 37 °C - inkubiert. Nach 5-10 min wurde der Ablösungsgrad beurteilt, und nach vollständiger Ablösung wurde die Reaktion mit Kultivierungsmedium gestoppt. Dafür wurde die Zellsuspension mit Medium versetzt und zur weiteren Kultivierung nach Zentrifugation (5 min, 1.500 rpm) und Resuspension des Zellpellets mit frischem Medium in weitere Kulturflaschen (T175 oder T75) mit vorgelegtem Kultivierungsmedium überführt.
	2.2.1.3  Herstellung von Zell-Kryokulturen

	Die Zellen wurden passagiert und die Zellsuspension 10 min lang bei 2.000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Medium (DMEM/F-12 oder CGM) mit 20 % FCS und 10 % DMSO resuspendiert. Je 1,5 ml der Zellsuspension wurde in Kryoröhrchen aliquotiert. Die Röhrchen wurden 2 h lang bei -20 °C, über Nacht bei -80 °C und anschließend in flüssigem Stickstoff (-196 °C) gelagert.
	2.2.2  Gewinnung vom Zellmaterial 
	2.2.2.1  RPM- und Klinostat-Versuche


	Nach 30 min, 2, 4, 16, 24 h, 7, 14, 21, und 28 d auf der RPM, auf dem FRC oder unter normalen Gravitationsbedingungen (1g) wurden jeweils die entsprechenden Kulturen geerntet. Dazu wurde die das Medium aus den Kulturfalschen abpipettiert bzw. dekantiert, zentrifugiert (6.000 rpm) und die Zellen (Sphäroide) sowie der getrennte Überstand zur weiteren Untersuchung aufgehoben. Die adhärenten Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Kulturflaschen bzw. Flasketten abgelöst, in DPBS resuspendiert und zentrifugiert (6.000 rpm). So wurden einerseits Einzelzellen, andererseits Sphäroide gewonnen, die für quantitative real-time PCR (qPCR) und Western Blot-Analysen in flüssigem Stickstoff schockgefroren wurden. 
	Die Sphäroide für immunhistochemische Färbungen wurden aus dem Medium direkt isoliert, in DPBS gewaschen und in 4 % PFA fixiert (Aleshcheva et al. 2013).
	2.2.2.2  RWV-Versuche

	Nach 7, 14, 21 und 28 d wurden die Sphäroide aus der RWV geentet. Dazu wurden sie vorsichtig mit der Kolbenhubpipette gefangen, in ein Eppendorf-Röhrchen überführt und mit DPBS gewaschen. Für weitere qPCR- und Western Blot-Analysen wurden die Sphäroide in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Für immunhistochemische Färbungen wurden sie in 4 % PFA fixiert.
	2.2.3  DLR Parabelflug-Experimente

	Die Parabelflug-Versuche fanden an Bord des Airbus A300 ZERO-G (Abb. 5A), der von der Firma Novespace betrieben wird, und von dem Flughafen Bordeaux-Merignac (Frankreich) startet. Auf dem Flughafen befindet sich auch das Labor für die Experimentvor- und nachbereitung.
	Der übliche Parabelflug beinhaltet 31 Parabeln mit jeweils 22 s Mikrogravitation (Abb. 5C) und dauert insgesamt bis zu 4 h. Jede Mikrogravitationsphase wird von 2 Hypergravitationsphasen (1,8g) begleitet. 
	Die Chondrozyten in T175 Zellkulturflaschen (Abb. 5D) oder auf den in einer Plastikbox aufbewahrten gekammerten Supercell Kulturkammerobjektträgern (Abb. 5D) wurden in einem Inkubator, der in ein spezielles Parabelflugrack eingebaut war (Abb. 5B), während des Fluges bei   37 °C inkubiert und nach der ersten (1P) und der letzten (31P) Parabel fixiert. 
	Abbildung 5: Parabelflug-Experiment
	Parabelflugzeug (A) der Firma NOVESPACE mit dem Flugprofil (DLR, Köln) (C) während der 24. DLR Parabelflug-kampagne in Bordeaux. Der Flugrack (B) bestehend aus dem Inkubator mit Zellkulturflaschen und in einer Platikbox aufbewahrten gekammerten Supercell Kulturkammerobjektträgern (D) (DLR, Köln). 
	Diese Abbildung wurde teilweise in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	2.2.3.1  Ablauf eines Parabelfluges

	Das Flugzeug flog horizontal mit Höchstgeschwindigkeit und ging dann mit einem Bahnneigungs-winkel von 47° in einen Steigflug über (Abb. 5C). Während dieser Zeit (20 s) herrschten an Bord ca. 1,8g, die auf die Experimente und Passagiere wirkten. Danach wurden die Triebwerke gedrosselt, und es folgte die eigentliche Schwerelosigkeitsphase von 22 s Dauer (Abb. 5C). Beim anschließenden Abfangen des Flugzeugs zurück in den Horizontalflug wirkten erneut 20 s lang 1,5g – 1,8g auf Passagiere und Experimente ein (Abb. 5C). Wegen der möglichen Turbulenzen und manueller Flugzeugführung betrug die Schwerelosigkeitsqualität ca. 10-2g.
	2.2.3.2  Zellfixierung 

	Die Zellen in den Flasketten für Immunfluoreszenz-Färbungen wurden durch Zugabe von 20 % Paraformaldehyd fixiert, sodass dessen Endkonzentration 3 % betrug. Zellen in T25- oder T175-Kulturflaschen wurden nach der ersten und der 31.Parabel mit RNAlater im Verhältnis 4:1 fixiert. Für jede Versuchsreihe wurden n = 6 T175 Kulturflaschen für qPCR und n = 5 Flasketten für histologische Untersuchungen gesammelt. Alle Kulturflaschen und Flasketten wurden direkt nach dem Flug bearbeitet. Die Zellen in RNAlater wurden abgekratzt und in 50 ml Röhrchen gesammelt. Zu der Zellsuspension in RNAlater wurde zur Erhöhung der Sedimentationsgeschwindigkeit DPBS im Verhältnis 1:1 zugegeben. Das Gemisch wurde 10 min lang bei 4.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet bei -80 °C für die geplante qPCR oder Western Blots Untersuchungen aufbewahrt. Die fixierten Chondrozyten auf den Supercell Kulturkammerobjekt-trägern wurden mit DPBS gewaschen und mit frischem PFA (3 %) versetzt.
	Die entsprechenden Bodenkontrollen wurden in der gleichen Anzahl während des Parabelfluges im Labor fixiert und gesammelt.
	2.2.4  Hypergravitationsexperimente

	Hypergravitation wurde auf der Kurz-Arm Humanzentrifuge (Short-Arm Human Centrifuge (SAHC), DLR, Köln) erzeugt (Abb. 6A), auf der zwei tragbare Inkubatoren platziert wurden (Abb. 6B). Die SAHC wurde rechnergesteuert betrieben und die Zellen wurden einer Hypergravitationsphase von 1,8g für ca. 2 h ausgesetzt, was einer Zeitperiode von etwa 31 Parabeln entspricht. Die 1g-Kontrollproben wurden parallel im stationären Inkubator im Labor kultiviert.
	Abbildung 6: Hypergravitationsexperimente auf der SAHC
	A. Kurz-Arm Humanzentrifuge (Short-Arm Human Centrifuge (SAHC), DLR, Köln); B. Tragbarer Inkubator auf der SAHC. Diese Abbildung wurde in Wehland und Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	Nach dem Lauf wurde das Medium aus den Kulturflaschen dekantiert und die Zellen wurden sofort mit 10 ml RNAlater fixiert, abgekratzt und in 50 ml Röhrchen gesammelt. Zu der Zellsuspension in RNAlater wurde DPBS im Verhältnis 1:1 zugegeben. Das Gemisch wurde 10 min lang bei 4.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet bei -80 °C für die geplante qPCR aufbewahrt.
	2.2.5  Vibrationsexperimente

	Während eines Parabelfluges wurden die Zellen nicht nur Hypergravitationsphasen, sondern auch Vibrationen unterschiedlicher Intensität ausgesetzt. Daher wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit der Vibrationseinfluss auf humane Chondrozyten untersucht. 
	Vier T25-Kulturflaschen mit bis zu 90 % konfluenten Monolayer-Kulturen wurden auf der Vibraplex-Platform (DLR, Köln) fixiert und in den Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 platziert (Abb. 7A). Es wurden Frequenzen von 0,2 Hz bis 14 Hz für 2 h programmiert (Abb. 7B), die den 3 Phasen des Parabelfluges entsprechen: “pull up” (1,8g), freier Fall (Schwerelosigkeit, µg), und “pull out” (1,8g) (Schmidt 2004). Die 1g-Kontrollen wurden im gleichen Inkubator kultiviert (Abb. 6A). Anschließend wurde das Medium aus allen Kulturflaschen dekantiert, und die Zellen in 5 ml kaltem DPBS mit dem Zellschaber geerntet. Nach Zentrifugation bei 4.000 rpm wurde das Zellmaterial bei  -80 °C für die geplante qPCR aufbewahrt (Aleshcheva et al. 2015).
	Abbildung 7: Vibrationsexperimente auf der Vibraplex (DLR, Köln)
	A. Vibraplex mit 4 T25 Kulturflaschen und 4 1g-Kontrollen im Inkubator; B. Oszillograph zur Einstellung der Vibrationsintensität 
	2.2.6  Mikroskopie

	Für die morphologische Untersuchung ungefärbter bzw. mit Alcian Blan, Neutralrot oder Hämatoxylin-Eosin gefärbter Zellen und Sphäroide in Kulturflaschen, Flasketten oder auf Objektträgern wurde ein Phasenkontrastmikroskop verwendet. Die Untersuchung fluoreszenzgefärbter Zellen (Vimentin, beta-Tubulin, Zytokeratin, Integrin-beta1, F-Aktin) fand mittels eines konfokalen Laserscan-Mikroskops statt. 
	2.2.7  Western Blot Analyse

	Die Western Blot Technik verwendet ähnlich wie die Immunhistochemie monoklonale Antikörper, die speziell an das gesuchte Protein binden. Die Proteine werden hierzu zunächst mittels einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt, wobei man sich deren Größe zur Auftrennung zunutze macht. Anschließend werden die so separierten Proteine auf eine Membran übertragen, mit Antikörpern inkubiert und anschließend die Antikörperfärbung entwickelt. 
	2.2.7.1  Zelllysis

	Die in flüssigem Stickstoff schockgefrorenen Zellpellets und bei -80 °C gelagerten Proben wurden in Lysispuffer aufgenommen und unter mehrmaligen Auf- und Abpipettieren 30 min auf Eis homogenisiert und lysiert. Dadurch werden die Zellmembranen aufgeschlossen. Die dabei frei werdenden Proteasen, die den Nachweis der Proteine durch deren Destruktion qualitativ und quantitativ beeinträchtigen, wurden durch die Zugabe von 10 μl Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 5 μl Pepstatin A (PEP) je Milliliter Lysispuffer inhibiert. Die Homogenate wurden für 30 min bei 4 °C mit 10.000 rpm zentrifugiert. Die Überstände wurden in Eppendorf-Röhrchen transferiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Unlösliche Rückstände wurden verworfen.
	2.2.7.2  Proteinkonzentrationsbestimmung 

	Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration der Proben erfolgte in der Dreifachbestimmung auf einer Microtiterplatte. Je 20 μl (ggf. 1:10-1:100 verdünnt) des Proteinextraktes wurden mit      100 μl 15:1-Mischung aus Reagenz 1 und Reagenz 2 der Röti®-Quant universal versetzt. Zum Vergleich wurde eine BSA-Standardreihe (2 µg/µl, 1 µg/µl, 0,5 µg/µl, 0,25 µg/µl, 0,125 µg/µl, 0,063 µg/µl) angelegt. 20 μl jeder Probe aus der Standardreihe wurden wie die eigentliche Probe mit 15:1-Mischung aus Reagenz 1 und Reagenz 2 der Röti®-Quant universal versetzt. Die Microtiterplatte wurde 30 min lang bei 60 °C inkubiert. Die resultierenden Extinktionen wurden im Spektrophoto-meter bei einer Wellenlänge von 540 nm gemessen. 
	2.2.7.3  Reduktion der Proben 

	Alle Proben wurden mit Lysepuffer auf 100 µl der gleichen Konzentration von 3 µg/µl gebracht. Außerdem wurden sie mit 50 µl Probenpuffer und 2,5 μl 2-Mercaptoethanol versetzt und für 15 min bei 95 °C erhitzt. Nachdem die Proben auf RT abgekühlt waren, konnte sie aufs Gel geladen werden.
	2.2.7.4  Auftrennung der Proteine

	Die Auftrennung der Proteine erfolgte auf dem 4-15 % fertigen Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel (10 Wells) oder auf dem Criterion™ TGX™ Precast Gel (26 Wells). Das Gel wurde in die Elektrophoresekammer eingebracht und diese mit Elektrophorese-Laufpuffer gefüllt. In jedes der Wells wurden bis zu 30 μl der jeweiligen reduzierten Probe pipettiert und daraufhin die Proteine 15 min bei 60 Volt und 60 min bei 150 Volt aufgetrennt. 
	2.2.7.5  Western Blot Analyse

	Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit den darin befindlichen aufgetrennten Proteinen vorsichtig aus der Plastikverpackung herausgenommen, auf der UV-Schublade des ChemiDoc MP Systems plaziert und nach Protokoll gefärbt. Nach der Färbung wurde das Gel zwischen den Komponenten des Trans-Blot® Turbo™ Midi oder Mini PVDF oder Nitrozellulose Transfer Packs aufgenommen und in das Trans-Blot® Turbo™ Transfer System eingespannt. Nach dem Wählen des richtigen Programms (abhängig von der Gelgröße und Anzahl der Gele) begann der eigentliche Vorgang des Western Blots, d.h. des Transfers der Proteine vom Gel auf die Membran, der maximal 7 min betrug. Danach wurde die Membran im Block-Reagenz (1 oder 2, Kap. 2.1.5) für mindestens 30 min bei 4 °C inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Anschließend wurde die Membran bei RT über Nacht in eine Lösung aus dem Block-Reagenz und Primär-Antikörper gelegt und am nächsten Tag mit TBS-T drei Mal gewaschen. Daraufhin erfolgte eine weitere 1 h lange Inkubation bei RT mit dem verdünnten HRP-Zweitantikörper. Zuletzt wurde die Membran drei Mal mit TBS-T gewaschen und entwickelt.
	2.2.7.6  Membranentwicklung

	Die Entwicklung der Membran erfolgte mit dem ChemiDoc MP System. Dazu wurde die Membran zuerst mit Clarity Western ECL Substraten (Verhältnis 1:1) 5 min lang inkubiert und anschließend die chemilumineszenten Bandenmuster mit einer empfindlichen digitalen Kamera des ChemiDoc MP Systems aufgenommen. Die entstandenen Bilder wurden gespeichert und densitometrisch quantifiziert (Image J Programm).
	2.2.8  qPCR Untersuchungen
	2.2.8.1  RNA Isolation 


	Die Zellen wurden nach jedem Versuchslauf mit einem Zellschaber abgekratzt, das Zellmaterial in einem 50 ml Röhrchen aufgenommen und zentrifugiert (4.000 rpm, 10 min, 4 °C). Die RNA Isolation erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit oder AllPrep RNA/Protein Kit. 
	Das Prinzip der RNA-Isolierung mit dem Qiagen-Kit basiert auf der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987). Die Probe wird unter stark denaturierenden Bedingungen lysiert und homogenisiert. Der Lysispuffer enthält Guanidium Isothiocyanat und β-Mercaptoethanol, um RNasen zu inaktivieren. Durch Zugabe von Ethanol werden optimale Bedingungen geschaffen, um die RNA an eine Silicagel-Membran zu binden. In mehreren Waschschritten werden Kontaminationen entfernt und die RNA nachfolgend mit DEPC-Wasser von der Membran eluiert. 
	Für die RNA-Isolation wurde das Zellpellet in Lysispuffer aufgenommen (350 μl für bis zu 107 Zellen oder 600 μl für > 107 Zellen) und durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Das Gemisch wurde zur Homogenisierung auf eine QIAshredder-Säule gegeben und diese 1 min lang bei 14.000 rpm zentrifugiert. Das Lysat wurde mit 70 % Ethanol im Verhältmis 1:1 versetzt und gründlich durch Auf- und Abpipettieren bis zur Homogenität gemischt. Jede Probe wurde sukzessive auf RNeasy-Säulen geladen und 15 s bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die Säulen wurden 1 min lang mit je 700 μl Puffer RW1 gewaschen, anschließend in 2 ml Reaktionsgefäße überführt und zweimal mit 500 μl Waschpuffer RPE 30 s gewaschen. Der 2. Zentrifugationsschritt betrug 1 min statt 30 s, um die Membran zu trocknen. Zur Elution wurden die Säulen in neue 1,5 ml Reaktionsgefäße platziert und mit 20 μl DEPC-Wasser versetzt. Nach einer 5-minütigen Inkubation bei RT wurden die Proben 1 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. 
	2.2.8.2  RNA-Konzentrationsbestimmung

	Die Reinheit und die Konzentration der isolierten RNA wurden photometrisch bestimmt. Hierbei wurden die Extinktionen bei 260 nm und 280 nm gemessen. Die optische Dichte einer Nukleinsäurelösung bei 260 nm ist ein Maß für die Konzentration an Nukleotiden. Die optische Dichte einer Nukleinsäurelösung bei 280 nm gibt Aufschluss über die Verunreinigung mit Proteinen. Für eine akzeptable Reinheit sollte die isolierte RNA ein A260/280-Verhältnis von 1,7 oder höher aufweisen. Darüber hinaus sollten die absoluten Extinktionswerte bei 260 nm nicht über 0,8 liegen, da sonst die lineare abhängigkeit zur Nukleinsäurekonzentration nicht mehr gegeben ist.
	2.2.8.3  cDNA-Synthese

	cDNA für die qPCR wurde mit dem First-Strand cDNA Synthesis Kit synthetisiert. Dafür wurden 1µg der Gesamt-RNA jeder Probe und 1 µl des Random Hexamer Primers verwendet. Das Gemisch wurde mit RNA-freiem Wasser auf 11 µl aufgefüllt und mit 4 µl 5X Reaction Buffer, 1 µl RiboLock RNase Inhibitor, 2 µl 10 mM dNTP Mix und 2 µl RevertAid M-MuLV RT versetzt. Nach dem Mischen wurde das Gemisch auf eine Microtiterplatte pipettiert, die anschließend 5 min bei 25 °C und 60 min bei 42 °C inkubiert wurde. Die Reaktion wurde durch eine 5-minütige Inkubation bei 70 °C beendet. 
	2.2.8.4  Quantitative real-time PCR

	Im Unterschied zu den herkömmlichen PCR-Methoden zur Bestimmung der Expression eines Zielgens, die im Wesentlichen Endpunktanalysen sind und daher starken Limitationen unterliegen, erlaubt die quantitative real-time PCR die direkte Beobachtung der Akkumulation des Reaktionsproduktes schon während des PCR-Laufs und damit eine präzisere Quantifikation des zu amplifizierenden Templates. Es gibt verschiedene Ansätze zur Detektion der gebildeteten DNA-Doppelstränge wie z.B. die TaqMan-Chemie, Molecular Beacons, Light Cycler Sonden oder Scorpion Primer. In dieser Arbeit wurde SYBRGreen benutzt. SYBRGreen ist ein Baseninterkalatorfarbstoff, der nach Einlagerung in eine DNA Doppelhelix fluoresziert und dem PCR-Reaktionsansatz beigemischt wird. Bei ansteigenden Mengen des PCR-Produktes im Laufe der Reaktion steigt gleichermassen auch die SYBRGreen-Fluoreszenzintensität, welche jeweils am Ende der Elongationsphase der einzelnen Zyklen gemessen wird. Aufgrund der unspezifischen Anlagrung des Farbstoffes in jeden gebildeten DNA Doppelstrang sind bei dieser Detektionsmethode falsch positive Signale bei Misprimings nicht ausgeschlossen. Daher muss am Ende eines jeden Assays noch eine Schmelzpunktanalyse angeschlossen werden, die es ermöglicht, die Spezifität der PCR-Reaktion zu beurteilen. 
	Alle Untersuchungen wurden auf einem 7500 fast real-time PCR System durchgeführt. Zur eigentlichen Messung wurde ein Master Mix (bestehend aus MMS Puffer, Primer-F, Primer-R, Sonde und destilliertem Wasser) hergestellt. 72 μl des Master Mixes wurden mit 3 μl cDNA vermischt und gevortext. Auf einer Mikrotiterplatte wurde nun ein Dreifachansatz durchgeführt, wobei je Well 23 μl Mischung eingebracht wurden. Nach Versiegelung der Platte mit einer transparenten selbstklebenden Folie (Optical Adhesive Cover) wurde die Platte in das Gerät eingesetzt. Die PCR Bedingungen waren wie folgt: 20 s bei 95 °C, 40 Zyklen von 3 s bei 95 °C, und 30 s bei 60 °C, gefolgt vom Schritt der Schmelzkurvenanalyse (Temperaturgradient von 60 bis 95 °C mit +0.3°C/Zyklus). Wenn alle Amplifikationsprodukte (Amplikons) eine einheitliche Tm ähnlich der durch die Primer Express® Software vorhergesagten zeigten, wurde die PCR-Reaktion als spezifisch charakterisiert. Die komparative CT (ΔΔCT) Methode wurde für die relative Quantifizierung der einzelnen Proben genutzt. 18S rRNA diente als Housekeeping-Gen, um die Expressionsdaten zu normalisieren.
	2.2.9  ELISA

	Die Methode des Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) beruht auf einer Antigen- Antikörper Reaktion und einer spezifischen enzymatischen Farbreaktion. Es handelt sich hierbei um ein Verfahren des indirekten Nachweises eines Proteins. In dieser Arbeit wurde diese Methode zur Quantifizierung von Zytokinen in Zellkulturüberständen herangezogen. 
	Während der Arbeit wurden ELISAs von IL-6, IL-8, EGF, VEGFD und FGF17 im Zellüberstand aus den Vibrations- und Hypergravitationsversuchen durchgeführt. Die verwendeten ELISAs wurden als Fertigsysteme erworben und nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
	Es wurde eine definierte Standardreihe des zu detektierenden Antigens nach dem mitgelieferten Protokoll vorbereitet. Zu jedem Well der Platte wurden 100 µl von Assay Diluent RD1W und 100 µl von dem Standard, der Probe oder der Kontrolle zugegeben. Die Platte wurde mit Klebestreifen zugedeckt und für 2 h bei RT inkubiert. Anschließend wurde jedes Well viermal mit 400 µl Waschpuffer gewaschen und mit 200 µl Konjugat für 2 h bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte viermal gewaschen, um überschüssiges Konjugat zu entfernen. Anschließend wurden zu jedem Well 200 µl der Substratlösung (H2O2/Tetramethylbenzidin-Gemisch) zugegeben. Die Platte wurde für 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Dabei bildete sich ein blauer Farbstoff. Nach der Zugabe von 50 µl Stoplösung (2N Schwefelsäure) wurde ein Farbumschlag von blau nach gelb detektiert. Mit einem Spektrophotometer wurde die Absorption bei 450 nm gemessen. Anhand der mitgeführten Standardreihe konnte das in der Probe enthaltene Antigen genauestens quantifiziert werden. Die Auswertung erfolgte über eine 4-Parameter logistische (4PL) Regression der Standardwerte mit anschließender Berechnung der unbekannten Proben.
	2.2.10  Microarray Genuntersuchungen 

	Die Microarray Untersuchungen wurden von Professor Norbert Hübner, Dr. Katrin Saar und Dr. Herbert Schulz im Max-Delbrück-Zentrum für Molekulare Medizin (MDC) in Berlin-Buch durchgeführt. Es wurde die RNA sowohl aus den Zellen der Vibrations- und Hypergravitationsversuche als auch aus den Zellen, die während des Parabelfluges nach der ersten und der 31.Parabel fixiert wurden, extrahiert. Die genspezifische Probenbildung erfolgte auf den 6-Kammer Illumina Beadchip (Illumina HumanWG-6_V2_0_R3). Auf dem Chip wurde die RNA linear amplifiziert, Biotin gelabelt und dann mit den probebindenden Beads hybridisiert. Die resultierenden Profile wurden ohne Hintergrundkorrektur mit BeadStudio Gene Expression Module v3.3.7 quantil normiert.
	Nach dem Ausschluss von niedrigen und nicht-exprimierten Genen wurden die signifikaten Expressionsunterschiede mit ANOVA bestimmt. Die Unterscheidung von Expressionsprofilen wurde durch das K-Mean clustering durchgeführt. K wurde entsprechend dem lokalen Minimum vom Davies Bouldin K Schätzungsverfahren gewählt (Davies et al. 1979). Die Qualität des Arrays und des Expressionsprofils wurde durch die Principal Component Analysis (PCA) mit der Partek Genomic Suite (Version 6.6) überprüft. Funktionelle Aspekte von unterschiedlich exprimierten Proben wurden mit der g:Profiler Software und den DAVID Bioinformatics Resources 6 analysiert (http://david.abcc.ncifcrf.gov/).
	Physikalische und die funktionelle Interaktionen zwischen den Proteinen wurden mit der String Plattform am niedrigen Konfidenzpunkt von 0,15 bestimmt (Snel et al. 2000).
	2.2.11  Histologische Untersuchungen und Vitalitätsprüfung

	Nach jedem Versuch wurde eine Hämatoxylin-Eosin Färbung der Zellen durchgeführt, um Gewebestruktur und Zellverteilung zu untersuchen. Die Vitalität und die Ablagerung von Glycosaminoglykanen in den 1g-Kontrollen und den RPM-exponierten Zellen wurden mit Neutralrot und Alcian Blau geprüft. Dafür wurden die Zellen 10 min lang mit 4 % PFA (in DPBS) fixiert, zweimal mit DPBS gewaschen und mit einem Tropfen der gemäß dem Protokoll des Herstellers verdünnten Färbelösung (verdünnt nach dem Protokoll des Herstellers) gefärbt. Anschließend wurden die Zellen nochmals mit DPBS gewaschen und mit Entellan® für die weitere mikroskopische Untersuchung eingebettet. 
	2.2.12  Immunhistologische Untersuchungen

	Die Paraffinschnitte wurden über Nacht bei 37 °C im Brutschrank gelagert, am nächsten Tag in einer absteigenden Alkoholreihe (jeweils 10 min lang: 100 %, 96 %, 70 % Ethanol) entparaffiniert und danach 5 min lang in DPBS rehydriert. Nach einer weiteren 30-minütigen Inkubation mit Trypsin-EDTA bei 37 °C wurden die Schnitte mit Aqua dest. gewässert, in Citratpuffer (pH 6) überführt und 15 min lang bei 700 W in der Mikrowelle gekocht. Nach Abkühlung auf RT und dreimaligem Waschen mit DPBS wurden die Präparate 1 h lang mit Ziegenserum (1:10) beschichtet. Das Serum wurde abgekippt und der Primär-Antikörper 24 h lang auf die Schnitte gegeben. Einem dreimaligen Waschen mit DPBS folgte eine 20 min lange Inkubation mit einem Sekundär-Antikörper. Nach dem erneuten dreimaligen Waschen mit DPBS erfolgte eine 20 min lange Einwirkung von Peroxidase-Conjugate ExtrAvidin® (1:750). Das Konjugat wurde wiederum dreimal mit DPBS abgewaschen und die Färbelösung AEC-Chromogen 15 min lang auf den Präparaten belassen. Abschließend wurden die Schnitte einer Kernfärbung (Mayer’s Hematoxylin Solution) für 1 min unterzogen, mit Glycerin- Gelatine eingebettet und mikroskopisch betrachtet.
	2.2.13  F-Aktin Färbung mittels Rhodamin-Phalloidin

	Für die Darstellung des F-Aktins wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert. Nach dem Waschen mit DPBS wurden die Zellen für 5 min mit 0,1 % Triton X-100 in DPBS lysiert und anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Die 20-minütige Färbung der F-Aktin-Filamente erfolgte mittels 5 µg/ml  Rhodamin-Phalloidin (gelöst in DPBS), welches laut Anleitung des Herstellers 1 % BSA enthielt. Danach wurden die Zellen mehrmals mit DPBS gewaschen und die Zellkerne mit Hoechst 33342 für 5 min gefärbt. 
	Die Objektträger wurden mit VECTASHIELD® eingedeckt und die Zellen mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops (Zeiss) betrachtet und aufgenommen.
	2.2.14  Indirekte Immunfluoreszenz

	Die Immunfluoreszenz bedient sich monoklonaler Antikörper, um Proteine zu markieren und sichtbar zu machen. Hierzu wurden die Zellen bzw. Sphäroide auf gekammerte Supercell Kulturkammerobjektträger ausgesät und für 30 min inkubiert (Adhäsionszeit). Daraufhin wurde das Medium vorsichtig abgesaugt, die Objektträger zwei Mal mit DPBS gewaschen und mit einem Gemisch aus Methanol und Ethanol (1:2) bei RT fixiert. Das Fixationsmittel wurde abgesaugt und die Objektträger zum Trocknen bei RT ausgelegt. Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen und mit dem primären Antikörper (Vimentin, β-Tubulin, Zytokeratin, Integrin-β1) über Nacht bei RT in der Färbekammer „feucht“ inkubiert. Am nächten Tag wurden die Zellen erneut mit DPBS gewaschen und 2 h lang mit dem Sekundärantikörper (FITC-konjugiertes anti-Maus oder anti-Rabbit Immunglobulin) im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden sie erneut mit DPBS gewaschen und mit VECTASHIELD® eingedeckt. Die Zellmorphologie wurde mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops (Zeiss) visualisiert.
	2.2.15  Detektion der Apoptose 

	Die Apoptose wurde mit Hilfe des FragELTM DNA Fragmentation Detection Kits detektiert. Beim FragELTM DNA Fragmentation Detection Kit handelt es sich um ein nicht-isotopisches System für die Kennzeichnung von DNA Brüchen in apoptotischen Kernen von Paraffin-eingebetteten Gewebeproben. 
	Zuerst wurden die Schnitte in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe (jeweils 3 min lang: 100 %, 96 %, 70 % Ethanol) entparaffiniert und rehydriert. Danach wurden die Schnitte in TBS gewaschen und durch eine 20-minütige Inkubation mit 100 μl einer 20 μg/ml Proteinase-K-Lösung (1:100 in 10 mM Tris pH 8) bei RT permeabilisiert. Nach dem einmaligen Waschen mit TBS und Trocknen an der Luft wurden die endogenen Peroxidasen durch die 5-minütige Inkubation mit      100 µl 3 % H2O2 (30 % H2O2 verdünnt in Methanol) bei RT inaktiviert. Danach wurde die gesamte Probe mit TBS gewaschen, mit 100 μl 1X TdT Equilibration Puffer (1:5 in ddH2O) für 30 min beschichtet, nochmals gewaschen, mit 60 μl TdT Färbereaktionsmischung (57 μl TdT Labeling Reaction Mix + 3 μl TdT Enzym) beschichtet und in Färbekammer „feucht“ bei 37 °C für 1,5 h inkubiert. 
	Um die Reaktion zu beenden, wurden die Schnitte mit TBS gewaschen, mit 100 µl Stoplösung beschichtet, 5 min lang bei RT inkubiert und wieder einmal mit TBS gewaschen. Für den Apoptose-Nachweis wurden die Schnitte mit 100 µl Block-Reagenz bei RT für 10 min beschichtet. Danach wurden sie sofort mit 100 μl vom verdünnten Konjugat für weitere 30 min bei RT in der befeuchteten Kammer inkubiert. Nach dem Waschen mit TBS wurde die Probe mit 100 µl DAB-Lösung bei RT für 10-15 min inkubiert und mit ddH2O gewaschen. Die Gegenfärbung erfolgte durch die 3-minütige Inkubation mit 100 μl Methylen-Grün. Abschließend wurden die Proben 2-4 Mal in 100 % Ethanol und Xylol eingetaucht und mit Entellan eingebettet.
	2.2.16  Statistik 

	Für die statistische Auswertung wurde aus den Einzelwerten der jeweiligen Versuche für die entsprechende Versuchsgruppe der arithmetische Mittelwert gebildet und die Standardabweichung errechnet. Um die Versuchsgruppen miteinander zu vergleichen wurde ein statistischer Lagetest verwendet. Da in den meisten Gruppen aufgrund der Probenmenge nur fünf oder sechs Replikate gemessen werden konnten, war die Grundgesamtheit (n) relativ gering. Daher war die Überprüfung der Einzelwerte auf das Vorliegen einer Normalverteilung nicht möglich und die Benutzung eines nicht-parametrischen Tests nötig.
	In dieser Arbeit wurde der Mann-Whitney-U-Test als nicht-parametrisches Verfahren für die Vergleiche zwischen zwei unabhängigen Stichproben angewendet. Bei einem Wert von P < 0,05 wurde eine statistische Signifikanz angenommen. Alle Analysen wurden mit der Software SPSS 12.0 durchgeführt.
	3. Ergebnisse
	Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war, die zellulären Veränderungen und die Sphäroidbildung von humanen Chondrozyten sechs verschiedener Spender unter den Bedingungen der simulierten Mikrogravitation (s-µg) zu untersuchen. Dazu wurden drei verschiedene Bodenanlagen (RPM, FRC und RWV) genutzt, wobei die Knorpelbildung auf der RPM besonders detailliert untersucht wurde. Zunächst wurden Kurzzeitmikrogravitationsuntersuchungen der Zellen auf der RPM und im FRC (30 min, 2 h, 4 h, 16 h, und 24 h) durchgeführt (Abb. 8). Anschließend wurde während der Langzeitversuche auf der RPM und der RWV für 7, 14, 21, und 28 d die Sphäroidbildung im Detail analysiert (Abb. 8). Die s-µg-Gruppen wurden sowohl miteinander als auch mit den statischen 1g-Kontrollen verglichen, die über dieselben Zeiträume unter normalen Gravitationsbedingungen (1g) kultiviert wurden (Abb. 8).
	Abbildung 8: Die während der Doktorarbeit durchgeführten Versuche
	Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden die Versuche auf drei verschiedenen Bodenanlagen durchgeführt. Dabei sind die Kurzzeit-Versuche als auch Langzeit-Versuche unter simulierten Mikrogravitationsbedingungen (µg) als auch unter normalen Gravitationsbedingungen (1g) immer parallel gelaufen.
	3.1 Einfluss von simulierter Mikrogravitation auf Chondrozyten

	Die unter simulierter Kurzzeitmikrogravitation auftretenden Zytoskelettveränderungen bei Chondrozyten wurden erstmalig während dieser Doktorarbeit untersucht. Es wurden zunächst morphologische Veränderungen des Zytoskeletts von Knorpelzellen nach einer RPM-Exposition von 30 min, 2, 4, 16 und 24 h und anschließend nach einer FRC-Exposition von 30 min, 2, 4, 16 und 24 h studiert. Die erzielten Ergebnisse wurden mit den entsprechenden Bodenkontrollen, die unter normalen Gravitationsbedingungen (1g) kultiviert wurden, verglichen (Aleshcheva et al. 2013). 
	3.1.1 Einfluss von RPM-Exposition auf Chondrozyten

	Bereits nach 30-minütiger RPM-Exposition zeigten sich Veränderungen des Zytoskeletts (Abb. 9A1-A4). Es fand sich eine perinukleäre Anhäufung von beta-Tubulin (Abb. 9A2). Vimentin wurde in der äußeren Zellmembran akkumuliert und in Form eines dichten Ringes um den Kern angelagert (Abb. 9A4), während in den Bodenkontrollen eine gleichmäßige Verteilung von Vimentin beobachtet wurde (Abb. 9A3). 
	Abbildung 9: Immunofluoreszenz-Färbung von β-Tubulin und Vimentin in Chondrozyten nach der Kurzzeit-Exposition auf der RPM
	Immunfluoreszenz-Färbung von β-Tubulin und Vimentin der für 30 min (A1-A4), 2 h (B1-B4), 4 h (C1-C4), 16 h (D1-D4), 24 h (E1-E4) auf der RPM und entsprechend unter normalen Schwerkraftbedingungen (1g) kultivierten Chondrozyten. Die Nuklei sind mit Propidiumjodid gefärbt. Pfeile bei Tubulin deuten auf perinukläere Anhäufung, Pfeile bei Vimentin deuten auf Löcher im Netzwerk. Maßstabsbalken – 10 µm.
	Die Daten wurden in Aleshcheva et al. 2013 publiziert.
	Nach 2 h langen Inkubation auf der RPM wurden Löcher im Vimentin-Netz beobachtet (Abb. 9B4). Diese waren am besten nach 4 h nachzuweisen (Abb. 9C4). Zu diesem Zeitpunkt wurde auf der RPM die höchste Dichte von beta-Tubulin um den Kern beobachtet (Abb. 9C2). Nach 16-stündiger RPM-Exposition reduzierte sich die Dichte des beta-Tubulins um den Kern (Abb. 9D2). Die Immunfluoreszenzintensität von Vimentin war nach 16 h vergleichbar zu den Bodenkontrollen (Abb. 9D3, 9D4) (Aleshcheva et al. 2013).
	Durch die Inkubation der Knorpelzellen auf der RPM für einen Zeitraum von 30 min bis 16 h wurde die zytoplasmatische Architektur der Chondrozyten verändert (Abb. 9). Allerdings konnten nach einer 24-stündigen RPM-Exposition keine morphologischen Veränderungen der Mikrotubuli (beta-Tubulin) oder Intermediärfilamente (Vimentin) mehr nachgewiesen werden (Abb. 9E1-E4) (Aleshcheva et al. 2013). 
	Die Form der Chondrozyten hatte sich ebenfalls verändert. Dieser Befund konnte durch die F-Aktin-Färbung bestätigt werden (Abb. 10). Nach 4-stündiger RPM-Exposition wurden kortikal lokalisierte Stressfasern beobachtet (Abb. 10C2). Mit steigender Kultivierungszeit auf der RPM fanden sich längere und dünnere Fasern (Abb. 10D2, 10E2) im Vergleich zu den 1g-Zellen (Aleshcheva et al. 2013).
	Abbildung 10: Verteilung des F-Aktins in Chondrozyten nach der Kurzzeit-Exposition auf der RPM
	F-Aktin-Verteilung der für 30 min (A1-A2), 2 h (B1-B2), 4 h (C1-C2), 16 h (D1-D2), 24 h (E1-E2) auf der RPM und entsprechend unter normalen Schwerkraftbedingungen (1g) kultivierten Chondrozyten. Die Zellkerne sind mit Hoechst 33342 gefärbt. Die Pfeile deuten auf die aufgetretenen dünnen Stressfasern. Maßstabsbalken – 5 µm.
	Diese Ergebnisse wurden in Aleshcheva et al. 2013 publiziert.
	Nach 24 h zeigten die Chondrozyten auf der RPM und auch in den Bodenkontrollen gleiche Vitalität, die mit Neutralrot und Hämatoxylin-Eosin Färbungen festgestellt wurde (Abb. 11B2, 11C2). Darüberhinaus wiesen die Zellen keine Unterschiede in der Zellmorphologie (Abb. 11C2) auf. Dagegen wurde die Produktion von sauren Polysacchariden wie Glycosaminoglycan nach 24 h Inkubation auf RPM reduziert, was durch die Alcian Blau Färbung festgestellt wurde: Die Intensität der Färbung war insbesondere um die Zellkerne reduziert (Abb. 11A2). 
	Abbildung 11: Histologische Untersuchung der Chondrozyten nach der Kurzzeit-Exposition auf der RPM
	Histologische Untersuchung der auf der RPM und den unter normalen 1g-Bedingungen kultivierten Chondrozyten. Die Alcian Blau Färbung (AB; A) zeigt die Produktion von Proteoglykanen. Die Neutralrot Färbung (NR; B) stellt die Lebensfähigkeit (Zellviabilität) der Zellen dar. Hämatoxylin-Eosin Färbung (HE; C) gibt einen Überblick über die Gewebestruktur und Zellverteilung. Maßstabsbalken – 30 µm.
	Die Daten wurden in Aleshcheva et al. 2013 publiziert.
	Die Western-Blot-Analyse von Kollagen Typ II zeigte im Vergleich zu 1g-Kontrollproben einen erhöhten Proteingehalt dieses extrazellulären Matrixproteins in allen Chondrozyten-Proben nach 4 h und 24 h Exposition auf der RPM (Abb. 12). Die Menge an Kollagen Typ II erhöhte sich im Laufe der Expositionszeit und es fand sich eine signifikante Zunahme nach 24-stündiger RPM-Exposition (Abb. 12).
	Abbildung 12: Western Blot Analyse von Kollagen II nach Kurzzeit-Exposition auf der RPM
	Die Western Blot Analyse von Kollagen II der für 4 h und 24 h auf der RPM kultivierten Chondrozyten und den entsprechenden statischen 1g-Kontrollkulturen. Die Daten wurden in Aleshcheva et al. 2013 publiziert. #P<0,005.
	In einer Vielzahl von Versuchen unter simulierter und realer Mikrogravitation wurde mit Gene Array-Untersuchungen und PCR-Analysen die Genexpression zahlreicher Gene ermittelt und deren Veränderungen festgestellt (Carmeliet und Bouillon 1999, Hammond et al. 2000, Grosse et al. 2012, Ma et al. 2013, Ma et al. 2014). Außer dem BMP2-Gen wurden alle untersuchten Gene der Chondrozyten bereits nach 30-minütiger RPM-Exposition hochreguliert (Abb. 13) (Aleshcheva et al. 2013). Im Vergleich zu den Bodenkontrollen blieben die ACTA2, ACTB, TUBB6, ITGB1 und TGFB1 Gene auch nach 2-, 4-, 16- und 24-stündiger RPM-Exposition hochreguliert (Abb. 13A, 13E, 13F, 13J, 13N). Das VIM-Gen wurde nach 4 h nicht signifikant herunterreguliert, und nach 16 h und 24 h Inkubation auf der RPM blieb es ebenfalls herunterreguliert (Abb. 13C). Die BMP2 und OPN-Gene zeigten eine starke Herunterregulation nach 4 h Inkubation im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollgruppen (Abb. 13H, 13L) (Aleshcheva et al. 2013). 
	Nach 24-stündiger RPM-Exposition wurden erhöhte Proteingehalte für Vimentin, beta-Aktin, BMP-2, TGF-β1 und beta-Tubulin ermittelt (Abb. 13B, 13D, 13G, 13O, 13P). 4 h und 24 h simulierte Mikrogravitation haben den Proteingehalt von β1-Integrin (Abb. 13J), Osteopontin (Abb. 13L) und Kollagen Typ II (Abb. 12) nicht beeinflusst (Aleshcheva et al. 2013).
	Abbildung 13: Genexpression und Proteingehalt der Chondrozyten nach der Kurzzeit-Exposition auf der RPM
	qPCR von TUBB6 (A), VIM (C), ACTA2 (E), ACTB (F), BMP2 (H), ITGB1 (J), OPN (L) und TGFB1 (N) Genen zur Darstellung der Genexpression der für 30 min, 2 h, 4 h, 16 h und 24 h auf der RPM kultivierten Chondrozyten im Vergleich zu den entsprechenden 1g-Kontrollen. Western Blots von β-Tubulin (B), Vimentin (D), β-Aktin (G), BMP-2 (I), Integrin-β1 (K), Osteopontin (M) und TGF-β1 (O, P) zur Bestimmung des Proteingehalts der für 30 min, 2 h, 4 h, 16 h und 24 h auf der RPM kultivierten Chondrozyten im Vergleich zu den entsprechenden 1g-Kontrollen. *P<0,05. Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2013 publiziert.
	3.1.2 Einfluss von FRC-Exposition auf Chondrozyten

	Um mehr über die Sphäroidbildung zu erfahren und zelluläre Veränderungen zu erforschen, wurden Monolayer-Kulturen von Chondrozyten 2, 4, 16 und 24 h in DMEM/F-12-Medium auf dem FRC kultiviert und die erzielten Ergebnisse mit den entsprechenden statischen Kontrollen und den auf der RPM beobachteten Änderungen verglichen.
	Es zeigte sich, dass die Chondrozyten auf die veränderten Schwerkraftbedingungen auf der RPM und auf dem FRC ähnlich reagieren. Bereits nach 2 h der Klinostaten-Exposition wurden Löcher im Vimentin-Netz und perinukleäre Ansammlungen von Vimentin beobachtet (Abb. 14E, Tab. 1). Allerdings konnten in den Zellen auf dem FRC keine Löcher mehr im Vimentin-Netzwerk nach 4h, 16h und 24h beobachtet werden (Abb. 14F-H).
	Abbildung 14: Immunfluoreszenz-Färbungen von Chondrozyten nach FRC-Exposition 
	Chondrozyten kultiviert unter normalen 1g-Bedingungen (A-D) oder auf dem FRC (E-H) für 2 h (A, E), 4 h (B, F), 16 h (C, G) und 24 h (D, H). C – Kontrolle, FRC – Klinostat. Maßstabsbalken – 20 µm.
	Vimentin wurde perinukleär akkumuliert und es wurden Löcher im Vimentin-Netzwerk beobachtet (Pfeil), wobei bei den unter 1g kultivierten Chondrozyten keine Veränderungen im Vimentin-Netzwerk beobachtet werden konnten. 
	Tabelle 1: Veränderungen von Chondrozyten nach RPM-, FRC- und RWV-Exposition
	Parameter
	RPM
	(Aleshcheva et al. 2013)
	FRC
	(Aleshcheva et al. 2015)
	RWV
	(Aleshcheva et al. 2015)
	Veränderung
	Zeit-punkt
	Veränderung
	Zeit-punkt
	Veränderung
	Zeit-punkt
	Sphäroidbildung
	Größe
	Ja
	20 µm
	Ab 5-7. Tag
	Ja
	20 µm
	Ab 5-7. Tag
	Ja
	3 mm
	Ab 3. Tag
	Vimentin
	Löcher im Netzwerk
	2 h
	Löcher im Netzwerk
	2 h
	Nicht untersucht
	Perinukleäre Akkumulation
	2 h
	Perinukleäre Akkumulation
	2 h
	F-Aktin
	Stressfasern
	4 h
	Stressfasern
	4 h
	Stressfasern (kortikal lokalisiert und in der Länge und Dicke reduziert)
	24 h
	Stressfasern (kortikal lokalisiert und in der Länge und Dicke reduziert)
	24 h
	Genexpression
	Erhöhte Expression: ACTA2, ACTB, VIM, TUBB6, ITGB1, TGFB1
	30 min
	Nicht untersucht
	Nicht untersucht
	Morphologie
	Vitale, nicht dedifferenzierte Zellen
	Vitale, nicht dedifferenzierte Zellen
	Vitale Zellen
	(Differenzierungsgrad der Zellen konnte nicht beurteilt werden, weil die Zellen in der Suspension vorlagen)
	Wie durch die F-Aktin-Färbung gezeigt, wurde die Form der auf dem FRC kultivierten Chondrozyten verändert: Kortikal lokalisierte Stressfasern wurden nach 4-stündiger Exposition im Vergleich zu den 1g-Kontrollen sichtbar (Abb. 15B, Tab. 1). Im Vergleich zu den Kontrollzellen wurden die Fasern in ihrer Länge und Dicke bei weiterer Inkubation bis 24 h reduziert (Abb. 15D). In den statischen 1g-Kontrollen hingegen konnten keine Stressfasern beobachtet werden (Abb. 15A, 15C).
	Abbildung 15: F-Aktin-Färbungen von auf dem FRC kultivierten humanen Chondrozyten
	Die F-Aktin-Färbung von Chondrozyten kultiviert für 4 h (A) und 24 h (C) unter 1g, sowie  4 h (B) und 24 h (D) auf dem FRC. Maßstabsbalken – 10 µm.
	Nach 4 h sind Aktin-Stressfasern in der Anzahl, der Dicke und Länge reduziert (Pfeile). Nach 24 h ist F-Aktin kortikal lokalisiert (Pfeile).
	3.2 Veränderungen von Chondrozyten unter realer Kurzzeit-Schwerelosigkeit

	Die unter realer Kurzzeit-Schwerelosigkeit auftretenden Zytoskelett-Veränderungen der Chondrozyten wurden während eines Parabelfluges (24. DLR Parabelflugkampagne) auf dem Airbus A300 ZERO-G erstmals untersucht und in dieser Doktorarbeit beschrieben (Aleshcheva et al. 2015, Wehland und Aleshcheva et al. 2015). Ein wichtiges Ziel dabei war festzustellen, ob die Chondrozyten möglichen Schäden, die durch das plötzliche Entfernen des Schwerkrafteinflusses entstehen, entgegenwirken können.
	3.2.1 Zytoskelett-Veränderungen in der Schwerelosigkeit

	Im Rahmen dieser Dissertation konnte erstmals gezeigt werden, dass nach 31 Parabeln im Zytoskelett von Chondrozyten Löcher entstanden sind (Abb. 16A4, 16B4, 16C4), die jedoch nach der ersten Parabel (22 s) oder in den Bodenkontrollen nicht sichtbar waren (Abb. 16A2, 16B2, 16C2) (Aleshcheva et al. 2015). Diese Ergebnisse legen nahe, dass das Zytoskelett von Chondrozyten gegenüber einer Kurzzeit-Mikrogravitation (22 s) beständig ist. 
	Abbildung 16: Immunfluoreszenz-Färbungen der zytoskelettalen Komponenten nach Parabelflug-Exposition
	Immunfluoreszenz-Färbungen von Tubulin (A1-A4), Vimentin (B1-B4) und Zytokeratin (C1-C4) nach einer (1P) (A2, B2, C2) und nach 31 Parabeln (31P) (A4, B4, C4) mit entsprechenden Bodenkontrollen (1g) (A1, A3, B1, B3, C1, C3). Pfiele deute auf die Löcher im Netzwerk. Maßstabsbalken – 10 µm. 
	Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	Nach einer Mikrogravitationsphase von 22 s wurde eine Umlagerung des Aktin-Netzwerkes in Form eines Ringes um die Zellmembran festgestellt (Abb. 17A2) (Aleshcheva et al. 2015). Der Ring war auch nach 31 Parabeln sichtbar (Abb. 17A4). Die Stressfasern waren nach der ersten Parabel (22 s) und auch nach der letzten Parabel nicht sichtbar (Abb. 17 A2) (Aleshcheva et al. 2015). 
	Abbildung 17: Verteilung des F-Aktins in den Chondrozyten beim Parabelflug
	F-Aktin-Färbung der Chondrozyten nach einer (1P) (A2) und 31 Parabeln (31P) (A4) mit entsprechenden Bodenkontrollen (1g) (A1, A3). Maßstabsbalken – 10 µm. 
	Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	Nach den realen Mikrogravitationsbedingungen während eines Parabelfluges wurden die Genexpression und der Proteingehalt von beta-Tubulin, Vimentin und Zytokeratin untersucht (Abb. 18) (Aleshcheva et al. 2015). Nach 31 Parabeln zeigten sich allgemein eine erhöhte Genexpression und ein vermehrter Proteingehalt: Die mRNA-Expression von beta-Tubulin wurden 2-fach (Abb. 18A) und der Proteingehalt 2,5-fach (Abb. 18B), die mRNA-Expression von Vimentin 1,3-fach (Abb. 18C) und der Proteingehalt 1,2-fach (Abb. 18D), und die Zytokeratin mRNA 1,8-fach (Abb. 18E) sowie der Proteingehalt 1,5-fach (Abb. 18F) signifikant erhöht gemessen. 
	Abbildung 18: Genexpression und Proteingehalt der Chondrozyten beim Parabelflug
	qPCR von TUBB6 (A), VIM (C), KRT8 (E) Genen zur Darstellung der Genexpression der Chondrozyten nach einer (1P) und nach 31 Parabeln (31P) im Vergleich zu den entsprechenden Bodenkontrollen (1g). Western Blots von β-Tubulin (B), Vimentin (D), Zytokeratin (F) zur Darstellung des Proteingehalts der Chondrozyten nach der ersten und der 31.Parabel im Vergleich zu den korrespondierenden 1g-Kontrollen. *P<0,05. 
	Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	Es wurden keine Veränderungen in Bezug auf die Verteilung des ß1-Integrins nach einer und nach 31 Parabeln im Vergleich zu den entsprechenden Bodenkontrollen festgestellt (Abb. 19). Die Genexpression von ß1-Integrin war 1,2-fach erhöht (Abb. 19A5). Ein ähnliches Ergebnis wurde für die mRNA von α10-Integrin festgestellt (Abb. 19A7), die nach 31 Parabeln 1,5-fach erhöht gemessen wurde (Aleshcheva et al. 2015).
	Abbildung 19: Veränderung von ß1-Integrin in Chondrozyten beim Parabelflug
	Immunfluoreszenz-Färbungen (A1-A4), qPCR (A5) und Western Blot Analyse (A6) von ß1-Integrin und qPCR von INTBA10 (A7) der Chondrozyten nach der Parabelflug-Exposition (einer (1P) und 31 Parabeln (31P)) im Vergleich mit entsprechenden unter normalen Schwerkraftbedingungen kultivierten Bodenkontrollen (1g). Maßstabsbalken – 10 µm. *P<0,05. 
	Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	3.2.2 Genexpressions- und Proteinveränderungen in der Schwerelosigkeit

	Die qPCR-Analyse ergab eine Veränderung des Genexpressionsmusters von 14 Genen (Abb. 20). Nach 31 Parabeln wurden TGFB1 (1,5-fach), ICAM1 (4,8-fach), CAV1 (2,6-fach), SOX9 (1,7-fach), OPN (7-fach) und BMP-2 (5,3-fach) signifikant hochreguliert, wobei SOX5 (-25 %) und SOX6 (-28 %) signifikant herunterreguliert waren. Der Proteingehalt von ICAM-1 (2,3-fach), OPN (1,4-fach), TGF-ß1 (2-fach), SOX9 (1,6-fach) und BMP-2 (1,3-fach) wurde ebenfalls signifikant erhöht gemessen (Aleshcheva et al. 2015).
	Abbildung 20: Änderungen in der Genexpression und Proteingehalt durch den Parabelflug
	Darstellung der qPCR- und Western Blot -Ergebnisse von ICAM-1 (A1, A2), CAV-1 (B), OPN (C1, C2), TGFB1 (D1, D2), SOX9 (E1, E2), SOX5 (F), SOX6 (G) und BMP-2 (H, I) nach einer (1P), 31 Parabeln (31P), 2-stündiger Vibration (V) und 2-stündiger Hypergravitation (1,8g) verglichen mit den entsprechenden 1g-Kontrollproben. *P<0,05. Diese Daten wurden in Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	Mittels Microarray-Analyse konnte eine Veränderung des Genexpressionsmusters von insgesamt 112 Genen, die nach der ersten und 31.Parabel hochreguliert waren, festgestellt werden (Abb. 21) (Wehland und Aleshcheva et al. 2015). Davon wurden in erster Linie Transkriptions- und Metabolismus-Gene betroffen. 
	Abbildung 21: Heatmap der Clusterbildung von unterschiedlich exprimierten Transkripten der Microarray-Experimente nach dem Parabelflug
	Analyse nach einer Parabel (1P) und 31 Parabeln (31P). Rot – starke Expression; blau – schwache Expression. Diese Daten wurden in Wehland und Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	Die Expression anti-apoptotischer Gene wie VEGFA, NOTCH2 oder HMGB1 konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Wehland und Aleshcheva et al. 2015). 51 Gene, die an der Transkription, dem Metabolismus und der Entwicklung beteiligt sind, wurden nach 31 Parabeln herunterreguliert (Wehland und Aleshcheva et al. 2015). 73 Gene, darunter CCNA2 und IL8, waren erst nach der 31.Parabel signifikant hochreguliert (Abb. 22A, 22D). CD44 und TNFA waren signifikant hochreguliert nur nach der ersten Parabel (Abb. 22B, 22G). VCAM waren signifikant herunterreguliert nach 31 Parabeln (Abb. 22E). Kein Effekt wurde bei IL6, EDN1 und FGF beobachtet (Abb 22C, 22F, 22H) (Wehland und Aleshcheva et al. 2015).
	Abbildung 22: qPCR Analyse von Chondrozyten nach dem Parabelflug
	qPCR Analyse von CCNA2 (A), CD44 (B), IL6 (C), IL8 (D), VCAM1 (E), EDN1 (F), TNFA (G), FGF9 (H). Diese Daten wurden in Wehland und Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	3.2.3 Genexpressionsveränderungen durch Hypergravitation und Vibration

	Da die Mikrogravitationsphase während eines Parabelfluges von zwei Hypergravitationsphasen und Vibrationen des Flugzeugs begleitet wird, wurden deren Einflüsse auf die Chondrozyten separat am Boden untersucht.
	Während der Vibrations- und Hypergravitationsversuche konnten keine signifikanten Veränderungen der Genexpression von TUBB, VIM, KRT8, INTB1, INTA10, BMP-2, ACTB, ICAM1, CAV-1, OPN, TGFB1, SOX9, SOX5 und SOX6 gefunden werden (Abb. 20, Aleshcheva et al. 2015).
	Mittels Microarray-Analyse konnten die signifikanten Expressionsveränderungen von 210 Genen nach Hypergravitation (1,8g, 2 h) festgestellt werden, die für die embryonale Morphogenese, die Entwicklung des Skeletts und die Gewebemorphogenese verantwortlich sind, wobei viele der gefundenen Gene wie VEGFA, BMP4, EDN1, BIRC3 oder WNT5A für die Knorpelentwicklung, Zelladhäsion und biologische Adhäsion verantwortlich sind (Wehland und Aleshcheva et al. 2015). 
	Hypergravitation rief außerdem eine 2-fache Erhöhung von IL-6 im Überstand hervor (Abb. 23), wobei die IL-8, EGF, VEGFD und FGF17 Proteinkonzentrationen im Überstand der Hypergravitationsproben unterhalb der Nachweisgrenze lagen (Wehland und Aleshcheva et al. 2015). 
	Abbildung 23: ELISA von IL-6 in dem Zellkulturüberstand
	IL-6 Konzentrationen (pg/ml) im Zellkulturmedium nach der Expositionen der Chondrozyten der Hypergravitation (1,8g, 2 h) (A) und der Vibration (B). Der klare Anstieg in der Sekretion von IL-6 ist in den auf der Zentrifuge kultivierten Zellen im Vergleich zu den 1g-Kontrollproben sichtbar, wobei keine signifikanten Konzentrationsunterschiede im Zellkulturmedium von Vibrationsexperimenten im Vergleich zu den Kontrollzellen detektiert werden konnte. 
	Diese Daten wurden in Wehland und Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	Nach der 2-stündigen Vibration konnten die Herunterregulationen von IL6, IL8, EGF, VEGFD, FGF17 festgestellt werden (Abb. 24B, 24D, 24E, 24J, 24K). Dafür wurden keine Veränderungen in der Genexpression von CTGF, CAV2, PRKAA, VEGFA, PRKCA, VIL2, IL15 beobachtet (Abb. 24A, 24C, 24F, 24G, 24H, 24I, 24L) (Wehland und Aleshcheva et al. 2015).
	Abbildung 24: qPCR Analyse von Chondrozyten nach der Vibraplex-Exposition
	qPCR Analyse von CTGF (A), IL6 (B), CAV2 (C), IL8 (D), EGF (E), PRKAA (F), VEGFA (G), PRKCA (H), VIL2 (I), VEGFD (J), FGF17 (K), IL15 (L). 
	Diese Daten wurden in Wehland und Aleshcheva et al. 2015 publiziert.
	3.3 Tissue Engineering des Knorpels 

	Kurzzeit-Experimente unter den Bedingungen der simulierten Mikrogravitation dienen der Vorbereitung der Langzeit-Tissue-Engineering-Versuche. Während der Arbeit wurden die Bodenanlagen wie die RPM, der FRC und die RWV für längere Zeit eingesetzt und miteinander im Hinblick auf die Sphäroidbildung verglichen. 
	3.3.1 Vergleich der Bodenanlagen

	Während der Kultivierung auf der RPM oder dem FRC wuchsen die Knorpelzellen zweidimensional als adhärente Monolayerkultur und als dreidimensionale Gewebe-stückchen. Die adhärente Zellschicht diente als Ausgangspunkt für den Übergang vom 2- in ein 3-dimensionales Wachstum. Dieser Prozess ist ungefähr zwischen dem 5. und dem 7. Tag zu beobachten (Abb. 25A und 25B). Für RWV-Kulturen wurden die Chondrozyten aus technischen Gründen bereits in einer Zellsuspension zugegeben, was zu einer schnelleren Bildung größerer Sphäroide führte (Abb. 25C).
	Nach 7-tägiger Kultivierung entdeckten wir die Sphäroid-Bildung in den T25 Kulturflaschen auf der RPM (Abb. 25A) als in den Flasketten auf dem FRC (Abb. 25B). Die Zellen in der RWV begannen nach 3 Tagen sichtbare Sphäroide zu bilden, die am 7. Tag etwa 3 mm groß waren (Abb. 25C).
	Abbildung 25: Sphäroidbildung in den Bodenanlagen zur Mikrogravitationssimulation
	Humane Chondrozyten nach 7-tägiger Kultivierung auf der RPM (A), auf dem FRC (B) und in der RWV (C).
	Die Sphäroidbildung als auch die Größe der gebildeten Sphäroide wurde durch das unterschiedliche Zellwachstum (adhärente Zellen und Sphäroide) und möglicherweise auch durch die unterschiedlichen Betriebsarten der Geräte (2D vs. 3D) beeinflusst. Es ist außerdem zu berücksichtigen, dass sich in allen drei Bodenanlagen die experimentellen Ansätze stark hinsichtlich Kulturvolumen und Behältergeometrie unterschieden (Tab. 2). Dies führte zu unterschiedlichen Behandlungen der kultivierten Zellen: Während das Medium in den Kulturflaschen auf der RPM (60 ml) und in der RWV (50 ml) zu 50 % jeden 3. Tag gewechselt werden musste, wurde das Medium in den Flasketten auf dem FRC (12 ml) jeden 2. Tag ausgetauscht. 
	Tabelle 2: Unterschiede in der Chondrozyten-Handhabung in den Bodenanlagen.
	Parameter
	RPM
	(Aleshcheva et al. 2013)
	FRC
	RWV 
	Zellen
	Kryogen konservierte humane Chondrozyten aus dem menschlichen Gelenkknorpel (Provitro, Berlin, Germany)
	Trägermaterialien (scaffolds)
	Ohne Trägermaterialien
	Kultivierungsgefäße
	T25
	Kulturflaschen
	Flasketten
	HARV-Einweggefäße
	Kultivierungsmedium
	DMEM/F-12 Medium + 10 % fetales Kälberserum + 100 IU Penicillin/mL + 100 μg Streptomycin/ml oder CGM mit und ohne Wachstumsfaktoren
	Kultivierungsvolumen
	64 ml 
	10 ml
	50 ml 
	Komplett gefüllt 
	Kultivierungszeit
	7 Tage
	7 Tage
	7 Tage
	Mediumwechsel
	50 % 
	jeden 3.Tag
	50 % 
	jeden 2.Tag
	50 % 
	jeden 3.Tag
	Betriebsweise
	60°/s (10 rpm)
	Real Random Mode
	20 rpm
	Kontinuierlich
	20 rpm
	Kontinuierlich
	3.3.2 3D Knorpelgewebebildung in der RWV

	Während dieser Doktorarbeit wurde die 3D-Knorpelgewebebildung in der RWV aus kryogen konservierten menschlichen Knorpelzellen ohne Zusatz von Trägermaterialien (scaffolds) oder anderen künstlichen unterstützenden Materialien untersucht. Zu diesem Zweck wurden menschliche Chondrozyten für 7, 14, 21 und 28 d in der RWV unter dynamischen laminaren Strömungsbedingungen mit niedrigen Scherkräften kultiviert. Nach jedem Zeitpunkt wurden die Zellen makroskopisch und mikroskopisch untersucht, histologisch und immunhistochemisch analysiert, um die Menge und Verteilung von extrazellulären Matrixkomponenten wie der Kollagene Typ I / II und des Proteoglykan Aggrecans zu bestimmen. Außerdem wurde das gezüchtete Gewebe auf die Anwesenheit von apoptotischen Zellen untersucht.
	3.3.2.1  Größe der in der RWV gebildeten Sphäroide

	Es zeigte sich, dass Chondrozyten in der RWV Sphäroide (kleine 3D-Aggregate) bildeten, die bereits nach drei Tagen der Kultivierung sichtbar wurden (Abb. 26A). Am 7. Tag waren sie etwa zwei mm groß (Abb. 26B). Nach 28 Kultivierungstagen wurde die maximale Größe von 3,5 mm erreicht (Abb. 26E). Die makroskopische Untersuchung des produzierten Gewebes zeigte nach sieben Tagen RWV-Exposition eine abgerundete Morphologie der Zellen. Es fand sich eine kompakte Gewebestruktur und eine dichte Matrixproduktion (Abb. 27).
	Abbildung 26: Sphäroidbildung in der RWV
	Sphäroide (Pfeile) nach 3 Tagen (A), 7 Tagen (B), 14 Tagen (C), 21 Tagen (D) und nach  28 Tagen der Kultivierung in der RWV (E).
	3.3.2.2  Zellmorphologie

	Nach 14-tägiger RWV-Exposition besaßen die Chondrozyten im Sphäroid-Inneren eine abgerundete Form (Abb. 27A). An der Sphäroid-Oberfläche waren sie abgeflacht und parallel zur Oberfläche ausgerichtet (Abb. 27A-D, Pfeile). Die Sphäroidoberfläche bestand aus mehreren Schichten länglicher Fibroblasten-ähnlicher Zellen (Abb. 27D). Morphologisch zeigten die gebildeten Sphäroide eine zellreiche Organisation (Abb. 27). Jedoch waren die einzelnen Zellen in der Knorpelmatrix nicht deutlich sichtbar.
	Abbildung 27: Histologische Analyse des knorpelähnlichen Gewebes nach Bildung in der RWV 
	A. Hämatoxylin Eosin (HE) Färbung von nach 14 Tagen in der RWV gebildeten Sphäroiden; 
	B. Zellmorphologie eines nach 14 Tagen gebildeten Sphäroids; C. HE-Färbung eines 28 Tage alten Sphäroids; D. Zellmorphologie des 28 Tage alten RWV-Sphäroids. Die Pfeile zeigen auf die flachen, Fibroblasten-ähnlichen Zellen. Maßstabsbalken – 50 µm.
	3.3.2.3  Immunhistochemische Untersuchungen der gebildeten Sphäroide

	Das knorpelähnliche Gewebe war Kollagen Typ I-negativ (Abb. 28A, 28B). Es fand sich eine starke positive Färbung für Kollagen Typ II (Abb. 28D, 28E). Diese Ergebnisse konnten durch Western Blot Analyse bestätigt werden (Abb. 28C, 28F). Ein analoges Ergebnis wurde für Aggrecan erzielt (Abb. 28G-I). Eine positives Färbungsresultat fand sich für Aggrecan in den gleichen Bereichen wie für Kollagen Typ II.
	Abbildung 28: Nachweis von knorpelspezifischen Bestandteilen in RWV-Sphäroiden
	Immunhistochemische Färbungen eines 28 Tage alten Sphäroids gegen Kollagen Typ I  (A, B), Kollagen Typ II (D, E) und Aggrecan (G, H). Western Blot Analyse von Kollagen Typ I (C), Kollagen Typ II (F) und Aggrecan (I) Proteinen in Chondrozyten, die für 7 Tage unter normalen 1g-Bedingungen (7d C) sowie für 7, 14, 21, und 28 Tage in der RWV gezüchtet wurden. *P<0,05.
	Pfeile in D, E, G und H deute auf die inkonsistente Gewebestruktur.
	3.3.2.4  Nachweis von apoptotischen Zellen im Sphäroid

	Im produzierten Gewebe wurde nach 21 Tagen kontinuierlicher Kultivierung in der RWV Apoptose nachgewiesen (Abb. 29). Der Gehalt an Apoptose-assoziierter gespaltener Caspase-3 und Apoptose-verwandtem PARP (Poly (ADP-Ribose) Polymerase) in den Sphäroiden war nach 28 Tagen genau so groß wie in den Zellen, die 7 Tage bei statischen 1g-Bedingungen kultiviert wurden (Abb. 29). 
	Abbildung 29: Nachweis von Apoptose in den in der RWV produzierten Sphäroiden
	A-B. Protein-Gehalt von PARP in bei 1g (7d C) kultivierten Chondrozyten und in nach 7, 14, 21, und 28 Tagen in der RWV produziertem Gewebe; C. Protein-Gehalt von aktiver Caspase-3 (gespaltener Caspase-3) in den bei 1g (7d C) kultivierten Chondrozyten und in nach 7, 14, 21, und 28 Tagen in der RWV produziertem Gewebe. Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten Anstieg aktiver Caspase-3 und von PARP Fragmenten in den 21 und 28 Tage alten RWV-Sphäroiden. D. Proteingehalt von Vimentin in den unter normalen Gravitationsbedingungen (7d C) kultivierten Chondrozyten und in 7, 14, 21, und 28 Tage alten RWV Sphäroiden. *P<0,05.
	Wie mit dem FragELTM DNA Fragmentation Detection Kit ermittelt, wurde durch das Auftreten eines starken FITC-Signals die Apoptose bestätigt (Abb. 30).
	Abbildung 30: Detektion der Apoptose in den in der RWV gebildeten Sphäroiden
	DAPI- (A1, A2) und FITC-Färbungen (B1, B2) eines für 21 Tage in der RVW kultivierten Sphäroids.
	Maßstabsbalken – 200 µm.
	3.3.2.5 Rekultivierung von Sphäroiden unter normalen Schwerkraftbedingungen

	Nachdem die 3 Tage alten Sphäroide aus der RWV entnommen und unter normalen Gravitationsbedingungen weiter kultiviert worden waren (Abb. 31A), konnte am 7. Tag eine radiale Zellausbreitung aus dem Sphäroid beobachtet werden (Abb. 31B). Nach 28 Tagen unter normalen Gravitationsbedingungen haben sich die Zellen wieder in eine Monolayer-Kultur verwandelt, wobei an der Stelle eines Sphäroids ein Zellklumpen zu sehen war (Abb. 31C).
	Abbildung 31: Verwandlung der 3 Tage alten Sphäroide zu einer Monolayer-Kultur
	A. Die 3 Tage alten in der RWV gebildeten Sphäroide. Pfeile deuten auf die Sphäroide; B. Radiale Zellausbreitung aus dem Sphäroid am 7.Kultivierungstag unter normalen Gravitationsbedingungen; C. Monolayer-Kultur mit Zellklumpen am 28. Kultivierungstag unter normalen Gravitationsbedingungen. 
	3.3.3 3D Knorpelgewebebildung auf der RPM

	Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde die Knorpelgewebebildung auf der RPM aus kryogen konservierten Knorpelzellen von sechs Spendern ohne Zusatz von Trägermaterialien (scaffolds), beziehungsweise anderen künstlichen Materialien untersucht. Zu diesem Zweck wurden humane Chondrozyten für 7, 14, 21 und 28 d in drei verschiedenen Medien auf der RPM kultiviert. Nach jedem Zeitpunkt wurde die Sphäroidbildung makroskopisch und mikroskopisch untersucht sowie histologisch und immunhistochemisch analysiert, um die Menge und Verteilung von knorpelspezifischen Gewebekomponenten zu bestimmen.
	3.3.3.1  Morphologie der Chondrozyten

	Die Morphologie der Chondrozyten war sehr stark vom Kultivierungsmedium abhängig. Wenn die Zellen mit DMEM/F-12 Medium oder mit Chondrozyten-Wachstumsmedium (CGM) mit 10 % fetalem Kälberserum (FCS) kultiviert wurden, waren die Zellen sphärisch, langsam proliferierend und bildeten Kolonien (Abb. 32A und 32B). Durch die Zugabe von 5 % FCS, 5 ng/ml EGF,            10 ng/ml bFGF, 20 ng/ml R3-IGF-1, und 0,5 ng/ml VEGF zum CGM erschienen sie spindelförmig und bildeten längliche Zytopodia (Abb. 32C).
	Bereits nach viermaliger Subkultivierung zeigten die in DMEM/F-12-Medium und CGM kultivierten Zellen eine abnormale Morphologie: Sie erschienen dedifferenziert, sternförmig mit einem vakuolisierten Zytoplasma (Abb. 32D und 32E). Die Zugabe von Wachstumsfaktoren zum CGM wirkte zellprotektiv (Abb. 32F). Es waren keine Dedifferenzierungsmerkmale sichtbar: Selbst nach vier Subkultivierungsrunden hatten die Zellen ihre Form nicht verändert und erschienen länglich (Abb. 32F).
	Abbildung 32: Morphologische Unterschiede der Chondrozyten
	Chondrozyten der 1. Passage (A-C) und der 4. Passage (D-F) kultiviert in DMEM/F-12 (A, D), CGM (B, E) und CGM + Wachstumsfaktoren (C, F). Die Pfeile deuten auf dedifferenzierte, sternförmige Zellen.
	3.3.3.2  Größe der auf der RRM gebildeten Sphäroide

	Die im DMEM/F-12 Medium kultivierten Sphäroide nahmen mit längerer Kultivierungszeit in der Größe zu und erreichten am 28. Tag eine Größe von ca. 1 mm im Durchmesser (Abb. 33D). Bei der Verwendung von CGM wurde die Sphäroidbildung bereits am 4. Tag beobachtet. Nach 28 Tagen hatten die Sphäroide eine Größe von etwa 2 mm im Durchmesser erreicht (Abb. 33H). Durch den Zusatz von 5 % FCS und 5 ng / ml EGF, 10 ng / ml bFGF, 20 ng / ml R3-IGF-1 und 0,5 ng / ml VEGF zum CGM wurden 500 µm-große Sphäroide bereits am 3. Tag beobachtet (Abb. 33I uns 33J). Am 7. Tag waren sie bereits 1 mm groß (Abb. 33K und 33L). 
	Abbildung 33: Mikroskopische Analyse der auf der RPM produzierten Sphäroide
	Sphäroide produziert nach 7 Tagen (A, E), 14 Tage (B, F), 21 Tagen (C, G), und 28 Tagen (D, H) im DMEM/F-12 Medium (A-D) und CGM (E-H); Sphäroide produziert nach 3 Tagen (I, J) und 7 Tagen (K, L) in CGM mit Zugabe von Wachstumsfaktoren (GF).
	3.3.3.3  Immunhistochemische Analyse der Sphäroide

	Der vorherrschende Kollagen-Typ in den Sphäroiden, die nach 28 Kultivierungstagen auf der RPM oder in der RWV gebildet wurden, war Kollagen Typ II (Abb. 34). Das Knorpelgewebe war immunhistochemisch Kollagen Typ I-negativ, es zeigte sich eine Reduktion des Kollagen Typ I Proteins, eine starke positive Färbung für Kollagen Typ II und ein erhöhter Proteingehalt von Kollagen Typ II Protein (Abb. 34). Eine positive Färbung für Aggrecan wurde in den gleichen Bereichen wie für Kollagen Typ II beobachtet und analog fand sich auch ein erhöhter Aggrecan-Proteingehalt (Abb. 34). Es lässt sich daher schlussfolgern, dass das auf der RPM bzw. in der RWV produzierte Gewebe dem richtigen hyalinen Knorpel in vivo immunhistochemisch sehr ähnlich ist.
	Abbildung 34: Nachweis der knorpelspezifischen EZM Komponenten in den in der RWV produzierten Sphäroiden
	Negativkontrolle eines 28 Tage alten im DMEM/F-12 Medium (A), CGM (E) und CGM mit Wachstumsfaktoren (CGM+GF, I) gezüchteten Sphäroids. Immunhistochemische Kollagen Typ I Färbung eines 28 Tage- lten im DMEM/F-12 Medium (B), CGM (F) und CGM mit Wachstumsfaktoren (CGM+GF , J) produzierten Sphäroids. Immunhistochemischer Kollagen Typ II Nachweis in einem 28 Tage alten im DMEM/F-12 Medium (C), CGM (G) und CGM mit Wachstumsfaktoren (CGM+GF, K)  produzierten Sphäroid. Immunhistochemische Färbung mit einem monoklonalen Antikörper gegen Aggrecan des im DMEM/F-12 Medium (D), CGM (H),  CGM mit Wachstumsfaktoren (CGM+GF, L) nach 28 Tagen produzierten Sphäroids. Maßstabsbalken – 500 µm.
	3.3.3.4  Knorpelzonen

	Unter Verwendung vom CGM wurde während meiner Versuche auf der RPM eine klare Zonenbildung im nach 28 Tagen produzierten Gewebe mittels Hämatoxylin-Eosin Färbung beobachtet (Abb. 35, vergl. Abb. 2). Dabei konnten 3 Knorpelzonen identifiziert werden: die oberflächliche Zone, die aus flachen und dünnen Zellen bestand, die mittlere Zone, die aus runden Zellen bestand und die radiäre Zone, die einzelne, in die extrazelluläre Matrix eingebettete Zellen aufwies. Eine mineralisierte Zone (Abb. 2) wurde im produzierten Gewebe nicht beobachtet (Abb. 35). 
	Abbildung 35: Zoneneinteilung im auf der RPM produzierten Knorpel 
	Hämatoxylin-Eosin Färbung des nach 28 Tagen auf der RPM produzierten knorpelähnlichen Gewebes.
	4. Diskussion 
	Forschung an Chondrozyten unter den Bedingungen der realen und simulierten Mikrogravitation hat folgende Zielsetzungen: Zum einen soll das Auftreten von Knorpelschäden bei Astronauten während eines längeren Weltraumaufenthalts besser verstanden werden, um diesen Schäden entgegenzuwirken (Földes et al. 1996). Zum anderen soll dadurch die Knorpelbildung unter Mikrogravitationsbedingungen erforscht werden, denn das produzierte Gewebe kann möglicherweise zukünftig in der plastischen Chirurgie zur Behandlung von Knorpelschäden eingesetzt werden (Stamenkovic et al. 2010, Ulbrich et al. 2010). 
	Während der vorliegenden Arbeit wurde versucht beiden Zielen nachzugehen. Dafür wurden humane Chondrozyten für kurze Zeit (30 min, 2, 4, 16 und 24 h) und über einen längeren Zeitraum (7, 14, 21 und 28 d) in sogenannten Bodenanlagen (Ground-based Facilities (GBF), Definition der Europäischen Weltraumagentur – European Space Agency, ESA) zur Mikrogravitationssimulation kultiviert und die Zellen bzw. das produzierte Gewebe anschließend im Detail untersucht.
	4.1 Der Einfluss der Mikrogravitation auf die Chondrozyten

	Die Antwort eines jeden Organismus auf die Schwerkraft hängt letztlich von den Funktionen auf zellulärer Ebene ab. Reale und simulierte Mikrogravitation induzieren unterschiedliche Veränderungen im Zytoskelett von menschlichen Zellen wie Schilddrüsenkarzinomzellen (Grimm et al. 2002a, Grimm et al. 2002b), Endothelzellen (Infanger et al. 2006) und Glia-Zellen (Uva et al. 2002). Somit ist es wichtig, die unmittelbare Wirkung der Gravitation auf Zellfunktionen einzelner Zellen bzw. verschiedener Zelllinien zu untersuchen (Grimm et al 2011, Pietsch et al. 2011). 
	Das bisherige wissenschaftliche Forschungsgebiet umfasste vor allem die frühen Effekte der Schwerkraft auf Zytoskelett-Veränderungen der Säugerzellen. Da das Zytoskelett an vielen Zellreaktionen beteiligt ist und ihm eine zentrale Rolle bei der Mechanotransduktion zugeschrieben wird, untersuchen viele Gruppen den Einfluss veränderter Gravitationsbedingungen auf seine Struktur. Mittlerweile wird allgemein akzeptiert, dass das Zytoskelett eine bedeutende Rolle bei der zellulären Perzeption von Gravitationsänderungen spielt (Vorselen et al. 2014). 
	In einer adhärenten Zelle sind die Mikrotubuli oft radial organisiert. Die aus mehreren Aktin-Filamenten bestehenden Stressfasern sind an der Zellmembran verankert. Dabei wird die Zelle mit ihrer extrazellulären Umgebung durch fokale Adhäsionskomplexe verbunden. Aktin ist am Rand der Zelle lokalisiert und die Intermediärfilamente formen ein lockeres Netzwerk (Vorselen et al. 2014).
	Es ist außerdem bereits bekannt, dass menschliche Zellen unter simulierter und realer Mikrogravitation ihre Morphologie, Physiologie  und metabolische Aktivität ändern (Cerwinka et al. 2012, Marlovits et al. 2003a). Um diese Veränderungen besser zu erforschen, wurden während dieser Doktorarbeit humane Chondrozyten sowohl unter simulierten Mikrogravitationsbedingungen auf der RPM und dem FRC als auch unter realen Mikrogravitationsbedingungen während eine Parabelfluges untersucht und mit entsprechenden 1g-Kontrollproben verglichen.
	4.1.1 Der Einfluss der simulierten Mikrogravitation auf die Chondrozyten

	Eine Verringerung der Breite und der Anzahl von Stressfasern (Carlsson et al. 2003, Gershovich et al. 2009, Huang et al. 2009, Li et al. 2009, Meyers et al. 2005;), erweiterte Pseudopodien (Carlsson et al. 2003, Pache et al. 2010, Rösner et al. 2006), eine perinukleäre Verteilung von Zytoskelettbestandteilen (Carlsson et al. 2003, Grenon et al. 2013, Pache et al. 2010) sowie deren verringerte Dichte (Buravkova and Romanov 2001, Moes et al. 2011, Pache et al. 2010) wurden unter simulierten Mikrogravitationsbedingungen bei einer Vielzahl von humanen Zellen beobachtet. 
	Während dieser Doktorarbeit wurden nun zum ersten Mal die Kurzzeit-Effekte der simulierten Mikrogravitation auf humane Chondrozyten nach 30 min, 2 h, 4 h, 16 h und 24 h der RPM-und FRC-Exposition untersucht (Kap. 3.1). 
	Wie im Kapitel 1.1.1.1 bereits beschrieben, besteht das Zytoskelett der Chondrozyten aus Mikrofilamenten (Aktin), Mikrotubuli (Tubulin) und Intermediärfilamenten (Vimentin, Zytokeratin) (Benjamin et al. 1994). Bereits nach einer 30-minütigen Inkubation unter simulierter Mikrogravitation haben humane Chondrozyten ihre Morphologie geändert, ihre Zytoskelett-Bestandteile neu organisiert und ihre Genexpression verändert. Diese Veränderungen führten später zu einer dreidimensionalen Zell-Zell-Aggregation (Kap. 3.1.1, Kap. 3.1.2). Es zeigte sich, dass die Chondrozyten auf den veränderten Schwerkrafteinfluss bei ihrer Exposition auf der RPM und auf dem FRC ähnlich reagierten. Bereits nach zweistündiger RPM- oder Klinostat-Exposition wurden Löcher im Vimentin-Netz und perinukleäre Ansammlungen von Vimentin beobachtet (Abb. 9B4, Abb. 14E; Tab. 1). 
	Die bemerkenswertesten Veränderungen waren nach 4 h nachweisbar (Abb. 9, Abb. 14). Zu diesem Zeitpunkt hat die Akkumulation von perinukleärem beta-Tubulin, welches entscheidend für viele grundlegende Prozesse wie Zellbeweglichkeit und Teilung ist (Blain 2009), ihr Maximum erreicht (Abb. 9C2). Außerdem wurden Veränderungen der für Signaltransduktionsprozesse wichtigen (Blain 2009) Vimentin Mikrofilamente beobachtet (Abb. 9C4, Abb. 14F). Uva et al. hatten bereits ähnliche Veränderungen im Zytoskelett der Gliazellen (C (6) Zelllinie) nach 15-minütiger, 30-minütiger, 1-, 20- und 32-stündiger Exposition unter simulierter Schwerelosigkeit auf der RPM gezeigt. Nach 24-stündiger Inkubation humaner Chondrozyten auf der RPM konnten während dieser Arbeit keine sichtbaren Veränderungen im Zytoskelett detektiert werden (Abb. 9D1-D4). Dies zeigt die Fähigkeit der Chondrozyten sich an die Umgebung anzupassen. Solche Anpassungsphänomene wurden auch in Gliazellen nach 32-stündiger Inkubation unter simulierter Mikrogravitation auf der RPM beobachtet (Uva et al. 2002). 
	Es konnten jedoch in den Zellen auf dem FRC keine Löcher mehr im Vimentin-Netzwerk nach 4 h, 16 h und 24 h beobachtet werden (Abb. 14F, 14G und 14H), was auf einen Unterschied in der Anpassung der Zellen an die Exposition gegenüber dem FRC oder der RPM hinweist, oder auch durch die verschiedenen physikalischen Prinzipien der beiden Anlagen verursacht werden kann (Warnke et al. 2014).
	Wie durch die F-Aktin-Färbung gezeigt, wurde die Form der auf der RPM und auf dem FRC kultivierten Chondrozyten verändert: Kortikal lokalisierte Stressfasern wurden nach der vierstündigen Exposition im Vergleich zu den 1g-Kontrollproben sichtbar (Abb. 10C2, Abb. 15B, Tab. 1). Im Vergleich zu den Kontrollzellen wurden die Fasern in ihrer Länge und Dicke bei weiterer Inkubation bis 24 h reduziert (Tab. 1). In den statischen 1g-Kontrollproben hingegen konnten keine Stressfasern beobachtet werden.
	Neben dem Zytoskelett weist auch die EZM unter simulierter Mikrogravitation Veränderungen auf. So konnte beispielsweise in Endothelzellen ein Anstieg der Proteinmenge von Laminin und Fibronektin nach 24-stündiger simulierter Mikrogravitation  (RPM) beobachtet werden (Ulbrich et al. 2008). Der Anstieg von Kollagen Typ I, Kollagen Typ III und Chondroitinsulfat wurde in Schilddrüsenkarzinomzellen nach einem Tag RPM-Exposition beobachtet (Grimm et al. 2002, Infanger et al. 2006, Kossmehl et al. 2002). Im Gegensatz dazu zeigten Osteoblasten nach 2,5 h während eines Weltraumfluges eine Reduktion von Fibronektin sowohl in der Protein- als auch in der mRNA-Menge im Vergleich zu Bodenkontrollen. Nach 27,5 h bestanden keine signifikanten Unterschiede mehr (Hughes-Fulford 1999). Die Änderungen der EZM-Proteine scheinen daher zellspezifisch zu sein.
	Darüber hinaus wurden während dieser Arbeit Veränderungen in der Genexpression von ACTA2, ACTB, VIM, TUBB6, ITGB1 und TGFB1 in Form von einer Hochregulation nach nur 30-minütiger Inkubation auf der RPM festgestellt (Abb. 13). Interessanterweise zeigten BMP2 und OPN Gene einen extrem hohen Expressionsspiegel nach 4 h in den unter normalen Gravitationsbedingungen kultivierten Kontrollproben (1g) (Abb. 13H, 13L). Es wurde außerdem ein hoher Proteingehalt an BMP-2 Protein nach der Inkubation für 4 h auf der RPM beobachtet (Abb. 13I). Um die Ursache dieser Hochregulation zu untersuchen, sind weitere Versuche notwendig. Jedoch wird BMP-2, ein Mitglied der TGF-β-Familie, als Stimulans der Chondrogenese betrachtet, die nur selten im gesunden Knorpel auftritt (Blaney et al. 2007, Pogue und Lyons 2006, Shu et al. 2011).
	Nach 24-stündiger Inkubation menschlicher Chondrozyten auf der RPM wurde eine vermehrte Expression des TGF-β1-Gens sowie die erhöhte Produktion vom TGF-β1-Protein beobachtet (Abb. 13N-P). Während der Versuche mit Schilddrüsenkarzinomzellen auf der RPM wurde ebenfalls ein Anstieg im Gehalt des TGF-ß1-Proteins beobachtet (Infanger et al. 2006). 
	Zusätzlich wurde in humanen Endothelzellen nach 4 h und 24 h eine erhöhte TGF-β1-Sekretion im Überstand und ein signifikanter Anstieg des Gehalts an EZM-Proteinen nach 48 h RPM-Exposition gemessen (Grimm et al. 2010). TGF-β1 ist für seine Beteiligung an der Zellausbreitung und der Migration der Schilddrüsenzellen bekannt (Pogue und Lyons 2006). Es induziert auch die Bildung eines dichten Zell-Monolayers (Pogue und Lyons 2006) und erhöht die Produktion verschiedener Strukturproteine (Kawata et al. 1991, ten Dijke und Hill 2004). Daher wird diskutiert, dass dieses Protein als sogenannter Gravisensor agiert, also eine Schlüsselrolle in der Erfassung der Mikrogravitation spielt und die EZM-Produktion in Chondrozyten-Zellen, sowie in den Endothel- und Schilddrüsenkarzinomzellen triggert (Ernst et al. 1995, Ulbrich et al. 2010). 
	4.1.2 Der Einfluss der Kurzzeit-Mikrogravitation auf die Chondrozyten

	Unter realer Mikrogravitation verlieren die Mikrotubuli ihre radiale Organisation, sind verkürzt und können gekrümmt oder gebogen sein. Sie sind vermehrt perinukleär lokalisiert. Die Aktin-Stressfasern sind in ihrer Anzahl, Dicke und Länge reduziert (Vorselen et al. 2014). Aktin hat vorzugsweise eine perinukleäre oder kortikale Lokalisation im Vergleich zu den 1g-Kontrollproben. Fokale Adhäsionsproteine liegen nicht mehr geordnet vor, sondern erscheinen als große Bündel ohne radiale Orientierung in der kortikalen Schicht, was zu einer geringeren Zellausbreitung führt. Intermediärfilamente formen im Netzwerk Bündel und größere Maschen mit perinukleärer Organisation (Vorselen et al. 2014).
	Die ersten Zytoskelett-Veränderungen des Aktins im Weltraum wurden von Rijken et al. (1991) im Rahmen von Experimenten mit A431-Zellen auf einer Höhenforschungsrakete beobachtet. Dabei wurden eine höhere Dichte des filamentösen Aktins und eine verringerte Stressfaserorganisation festgestellt (Rijken et al. 1991). Weitere Untersuchungen auf der Höhenforschungsrakete ergaben, dass die Menge von F-Aktin in A431 Epidermoidkarzinomzellen nach 7 min unter realer Mikrogravitation erhöht wurde (Boonstra 1999), was zu der Schlussfolgerung führte, dass das Aktin-Mikrofilamentsystem empfindlich auf die Veränderungen der Schwerkraft reagiert und durch den Umbau der Aktin-Mikrofilamente die Signalübertragung beeinflussen kann (Boonstra 1999). Anschließend zeigten weitere Wissenschaftler, dass Aktin in verschiedenen Zelltypen wie Osteoblasten, Monozyten oder Endothelzellen, die unter realer Mikrogravitation kultiviert wurden, verändert ist (Hughes-Fulford 1996, Grimm et al. 2011).
	Schilddrüsenkarzinomzellen wurden bereits während eines Parabelfluges untersucht. Es wurden Stressfasern im Aktin-Netzwerk nach 22 s Mikrogravitation beobachtet und ACTB mRNA nach der ersten und 31. Parabel signifikant hochreguliert (Ulbrich et al. 2011). 
	Die bereits beobachteten Veränderungen nach der ersten Parabel in niedrig-differenzierten follikulären Schilddrüsenkarzinomzellen der ML-1 Zelllinie (Ulbrich et al. 2011) konnten während dieser Arbeit an Chondrozyten bestätigt werden: Es wurden Änderungen im F-Aktin-Netzwerk in Form von einer perinukleären Akkumulation und die Ausbildung Membran-assoziierter Aggregate festgestellt. Weiterhin war die ACTB Genexpression signifikant nach der ersten und 31. Parabel erhöht, allerdings wurden keine Stressfasern im Aktin-Netzwerk während des Parabelfluges beobachtet (Abb. 17A2, 17A4).
	Deutliche Strukturveränderungen der Mikrotubuli konnten in der realen Mikrogravitation bei Jurkat-Zellen beobachtet werden (Lewis et al. 1998). Im Rahmen einer Space Shuttle Mission hatten innerhalb von 4 h die Mikrotubuli von Lymphozyten ihre radiale Struktur verloren. Sie waren außerdem verkürzt (Lewis et al. 1998). Während einer Studie auf einer Höhenforschungsrakete (12 min Mikrogravitation) wurden große Bündel und Aggregate im Vimentin-Netzwerk beobachtet (Sciola et al. 1999). In einer anderen Studie, traten Veränderungen im Zytokeratin-Netzwerk erst nach 48 h Mikrogravitation auf. Ein möglicher Grund dafür könnte an der Selbstorganisation der Mikrotubuli liegen, die durch Gravitation bestimmt wird und in Mikrogravitation nicht erfolgt (Glade 2006, Papaseit 2000, Tabony 2007).
	Während dieser Arbeit wurden moderate Veränderungen der Struktur des Zytoskeletts (Tubulin, Vimentin und Zytokeratin) mittels Immunfluoreszenzfärbungen erst nach 31 Parabeln und nicht nach der ersten Parabel festgestellt (Kap. 3.2.1, Abb. 16). Dieser Befund steht im Gegensatz zu menschlichen Endothelzellen oder niedrig-differenzierten follikulären Schilddrüsenkarzinomzellen, die während einiger Parabelflug-Missionen untersucht worden waren. Dort fanden sich bereits nach der ersten Parabel deutliche Zytoskelett-Veränderungen (Grimm et al. 2011, Ulbrich et al. 2011, Wehland et al. 2013). Das Zytoskelett der Chondrozyten scheint somit im Vergleich zu dem der Endothelzellen (Grosse et al. 2012) oder der Schilddrüsenkarzinomzellen (Ulbrich et al. 2011) stabiler zu sein. Löcher im Mikrotubuli-Netzwerk wurden ebenfalls nach 31 Parabeln beobachtet, was darauf hinweist, dass die Zytoskelett-Komponenten wie Tubulin, Vimentin und Zytokeratin unter realen Mikrogravitationsbedingungen neu organisiert werden, was nachfolgend zum Zelltod (Matsuoka et al. 1995, Lewis 2002) oder auch zu einem ersten Signal für die Gewebebildung (Grosse et al. 2012) führen kann. 
	Das Ausmass der Zytoskelett-Veränderungen kann durch die Verwendung eines geeigneten Kultivierungsmediums, hier des Chondrozyten-Wachstumsmediums offensichtlich beeinflusst werden. Das Medium, dessen Zusammensetzung vom Hersteller einer Geheimhaltung unterliegt, kann Wachstumsfaktoren enthalten, die Zellen von externen Belastungen wie beispielsweise der Mikrogravitation schützen. Eine derartige Schutzwirkung der Wachstumsfaktoren auf Endothelzellen wurde bereits in früheren Untersuchungen beobachtet (Grimm et al. 2010, Pietsch et al. 2011, Ulbrich et al. 2008). Dies lässt nun schlussfolgern, dass die Knorpelgewebebildung durch Verwendung eines optimalen Mediums verbessert werden kann. Darüber hinaus könnten dadurch mikrogravitationsabhängige Knorpelerkrankungen und -veränderungen reduziert oder verhindert werden, wenn Astronauten entsprechend vor oder während eines Weltraumfluges ernährt werden. Die Ernährung/Zusammensetzung der Nahrung der Astronauten ist aktuell ein wichtiges Forschungsgebiet der NASA.  Dazu sind allerdings weitere Untersuchungen erforderlich, um die Proteine, die für die Schutzwirkung verantwortlich sind, zu finden und die beteiligten Mechanismen zu erforschen.
	Neben Änderungen in der Zellform konnten Veränderungen in der Genexpression und dem Proteingehalt von Tubulin, Vimentin und Zytokeratin in Form von einer Hochregulation im Vergleich zu den entsprechenden Bodenkontrollen beobachtet werden (Abb. 18). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Veränderungen im Zytoskelett der auf der RPM kultivierten humanen Chondrozyten, wo eine erhöhte Genexpression von ACTA2, ACTB, TUBB6 Genen bereits nach 30-minütiger Inkubation beobachtet wurde (Abb. 13). Die erhöhte Genexpression resultierte in einem erhöhten Proteingehalt. So wurde die VIM mRNA auf der RPM nach 30 min leicht hochreguliert (Abb. 13C). Diese Hochregulation hat allerdings den Proteingehalt während der folgenden 4 h RPM-Exposition nicht beeinflusst (Abb. 13D).
	Darüber hinaus wurde die mRNA verschiedener Membrankomponenten wie β1-Integrin, ICAM-1, Osteopontin, und Caveolin-1 der Chondrozyten nach 31 Parabeln gemessen und mit den 1g-Kontrollproben verglichen (Kap. 3.2.2, Abb. 19, 20). Es wurde eine Überexpression von OPN, ITGA10, ITGB1, ICAM1 und CAV-1 festgestellt (Abb. 19A6, 19A7, 20A2, 20B, 20C1). Integrine bestehen aus zwei Untereinheiten (α- und β-Untereinheit) und sind an der Adhäsion von Zellen an die Proteine der EZM beteiligt (Legate et al. 2009). In Chondrozyten ist die β1-Untereinheit die wichtigste β-Untereinheit der Integrine. Sie bildet Dimere mit verschiedenen α-Einheiten und regelt damit die Bindung an Laminin und Kollagen-Rezeptoren (Michigami 2013). Osteopontin und ICAM-1 sind Marker für die Dedifferenzierung von Chondrozyten (Schnabel et al. 2002). ICAM-1 ist nicht im gesunden Knorpelgewebe vorzufinden, kann aber bei der Interaktion von Chondrozyten und umgebenden Proteinen nachgewiesen werden (Pitzke et al. 1994). Eine deutliche Änderung der EZM - Chondrozyten-Interaktion kann außerdem ein Frühindikator für die spätere gerüstfreie Bildung vom Knorpelgewebe sein (Ulbrich et al. 2010). Die Hochregulierung von CAV-1 scheint hauptsächlich durch die Exposition der Zellen mit der realen Mikrogravitation zustande zu kommen, die Mikrogravitation als Stress empfinden können (Wang et al. 2011). 
	Darüber hinaus wurden die BMP-2, TGFB1, SOX5, SOX6 und SOX9 mRNAs und Proteine während des Parabelflugs verändert (Abb. 20D1, 20E1, 20F, 20G, 20H). Diese regulieren die Chondrozyten-entwicklung über eine komplexe wechselseitige Reaktion (Gao et al. 2013), denn TGFB1, SOX9 zusammen mit BMP-2 sind an der Entwicklung der Chondrozyten aus den mesenchymalen Stammzellen beteiligt (Weber et al. 2013). Dieser Prozess wird anscheinend nach 31 Parabeln gefördert, da die BMP-2, TGFB1 und SOX9 mRNAs hochreguliert werden sowie deren Proteingehalt erhöht wird (Abb. 20). Interessanterweise werden SOX5 und SOX6 während des Parabelfluges herunterreguliert (Abb. 20F, 20G). In der Literatur wird eine Ko-Regulation des SOX-Trios beschrieben, wobei die Herunterregulation von SOX5 und SOX6 von SOX9 nicht beeinflusst wird, wenn Fibulin-3, ein wichtiger Bestandteil der EZM, in den Chondrozyten überexprimiert wird (Wakabayashi et al. 2010).
	Während einer weiteren Studie zur Untersuchung des Einflusses der realen Mikrogravitation auf humane Chondrozyten wurden Mikroarray-Analysen durchgeführt, die zeigten, dass nach nur einer Parabel relativ unspezifische Effekte auf die Zellen wirken. Im Wesentlichen sind die beeinflussten Gene an der Transkription beteiligt (Wehland und Aleshcheva et al. 2015). Dies ist ein Indiz dafür, dass die Zellen die Veränderungen der Gravitation wahrgenommen und ihre Transkriptions-vorrichtung umstrukturiert haben, was in einer veränderten Genexpression zu sehen war. Nach 31 Parabeln wurde eine vermehrte Expression der anti-apoptotischen Gene beobachtet. Die qPCR-Analyse spiegelte die gleiche Tendenz wieder (Abb. 22). Die meisten der untersuchten Gene (CD44, IL6, EDN1, TNFA und FGF9) zeigten nur intermediäre oder keine Veränderungen (Abb. 22). Dies scheint die Annahme zu bestätigen, dass die Zellen in der Lage sind, den kurzzeitigen Stress sehr schnell zu überwinden. Nur die Expression von CCNA2, einem am Zellzyklus und an der Proliferaton beteiligten Gen (Blanchard 2000), und des anti-apoptotischen IL8 Gens (Abdollahi et al. 2005), die interessanterweise auch eine wachstumsfördernde Wirkung haben, waren signifikant erhöht (Abb. 22A, 22D). Dabei ist zu beachten, dass diese Veränderungen durch kurzfristige Mikrogravitation hervorgerufen wurden und durch längere Exposition bestätigt werden sollten. RPM-Versuche haben zu einer erhöhten Expression von mehreren Genen, die für die Zellmotilität, Struktur und Integrität, Kontrolle von Zellwachstum, Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose verantwortlich sind, geführt (Aleshcheva et al. 2013). Diese Ergebnisse sind auch in guter Übereinstimmung mit früheren Studien, die ebenfalls berichteten, dass die Chondrozyten sich unter realen Mikrogravitationsbedingungen sehr robust verhalten (Duke et al. 1993).
	Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Knorpelzellen empfindlich auf die reale Mikrogravitation beim Parabelflug reagieren. Kontrollexperimente im Hinblick auf parabelflugspezifische Beschleunigungen (Hypergravitation) und Vibrationen identifizieren die mikrogravitationsspezifischen Veränderungen. Eine relativ kurze Mikrogravitationsphase von 31 Parabeln reicht aus, um Veränderungen am Zytoskelett zu induzieren. Ferner zeigten sich Änderungen der Genexpression. Das Wissen über diese frühen durch die reale Mikrogravitation induzierten Veränderungen sowie nachfolgender Anpassungsmechanismen ist für die Vorbereitung zukünftiger Raumflüge und bemannter Missionen zur ISS oder zur zukünftigen chinesischen Raumstation von großer Bedeutung (Ma et al. 2014, Pietsch et al. 2013).
	4.1.3  Der Einfluss der Hypergravitation und Vibration auf Chondrozyten

	Da die reale Mikrogravitation während eines Parabelfluges von Hypergravitation und Vibration begleitet wird, wurde deren Einfluss auf humane Chondrozyten während dieser Doktorarbeit ebenfalls untersucht (Kap. 3.2.3).
	Die Chondrozyten wurden für 2 h der Hypergravitation (1,8g) ausgesetzt. Die Microarray-Analyse ergab, dass nur eine sehr moderate Anzahl an Genen verändert war (Wehland und Aleshcheva et al. 2015). Es ist interessant zu vermerken, dass in erster Linie biologische Prozesse betroffen waren, die an der Gewebebildung oder der Skelettentwicklung beteiligt sind. Dieser Befund weit darauf hin, dass die Hypergravitation eine unmittelbare Wirkung auf die Knorpelentwicklung hat.
	Eine mechanische Belastung induziert außerdem die Expression des vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors A (VEGF-A) (Beckmann et al. 2014). VEGF-A gehört zu einer Familie von Wachstumsfaktoren bestehend aus VEGF-A, -B, -C, -D, -E und Plazenta-Wachstumsfaktor (PGF) und ist eine der wichtigsten Komponenten, die die Angiogenese steuern und an der Entwicklung neuer Gefäße beteiligt sind (Ferrara 2001, Ferrara et al. 2003). VEGF wird überwiegend im kranken, osteoarthritischen Knorpel bzw. Chondrozyten gefunden und trägt weiter zur Knorpeldesintegration durch die Anregung der Matrixmetalloproteinasen bei, die die extrazelluläre Matrix abbauen (Pufe et al. 2004, Pufe et al. 2005). Während dieser Arbeit wurde eine um den Faktor 1,65 erhöhte Genexpression von VEGFA in der Hypergravitation gefunden, wobei MMP3 und MMP10 Transkripte unter Hypergravitation herunterreguliert waren. Es wird nun vermutet, dass dies auf die Tatsache zurückzuführen ist, dass die Knorpelzellen einen Monolayer in den Kulturflaschen bilden und nicht in eine EZM-ähnliche Matrix eingebettet sind, was in ihrer physiologischen Umgebung der Fall ist. Die verminderte MMP-Genexpression sowie die erhöhte VEGFA- Genexpression könnten darauf hindeuten, dass die Zellen während längerer Inkubationszeit vermehrt EZM bilden werden.
	Das BMP4 Gen wurde ebenfalls in Hypergravitation vermindert exprimiert. BMP-4 stimuliert die Synthese von Kollagen Typ II und Aggrecan und beschleunigt so die Bildung von Gelenkknorpel (Steinert et al. 2003, Reddi 2001). 
	Auch das EDN1 (Endothelin-1) Gen wurde herunterreguliert. Es wurde berichtet, dass die Überexpression von Endothelin-1 mit Knorpeldegeneration verbunden ist (Yuan et al. 2013). Im Gegensatz dazu wurde der Inhibitor der Apoptose BIRC3 (Saleem et al. 2013) hochreguliert, was auf ein verbessertes Überleben der Zelle hindeutet. Darüber hinaus wurde die Genexpression von WNT5A verringert. Wnt-5a ist für seine Beteiligung am Knorpelabbau durch Hochregulation von MMPs bekannt (Hosseini-Farahabadi et al. 2013). Es ist daher klar, dass Chondrozyten auf die durch Hypergravitation hervorgerufene mechanische Beanspruchung empfindlich reagieren, wobei bislang noch keine definitive Antwort über die Art der Wirkung gegeben werden kann.
	Im Gegensatz zur Hypergravitation waren die Auswirkungen der Vibrationen auf die Chondrozyten um einiges deutlicher (Abb. 24). Im Versuchsaufbau haben die Vibrationen, die in die Kulturflaschen durch das Medium übertragen wurden, zusätzliche Scherkräfte hervorgerufen. Die Scherkräfte haben einen negativen Einfluss auf Chondrozyten und Knorpel (Smith et al. 2000, Smith et al 2004). Es wurde berichtet, dass Chondrozyten, die Scherkräften ausgesetzt sind, erhöhte Mengen an proinflammatorischen Interleukinen (IL-6 oder IL-8) produzieren (Ryu et al. 2011, Zhang et al. 2014). Dies wurde durch die starke Expression dieser Gene während der qPCR-Analyse bestätigt, wenn auch keine Erhöhung der IL-6-Sekretion und Abnahmen in EGF, VEGFD und FGF17 Genexpression beobachtet werden konnten (Kap. 3.2.3, Abb. 24). Die Anwesenheit dieser Faktoren ist für die Knorpelentwicklung von besonderer Bedeutung (Civinini et al. 2013, Krejci et al. 2007). Diese Ergebnisse haben somit gezeigt, dass die Vibrationen die Chondrozyten in Richtung eines entzündlichen, den Knorpel destabilisierenden Zustandes führen.
	4.2 Tissue Engineering des Knorpels

	Es ist bekannt, dass die Mikrogravitation humane Zellen zur Sphäroidbildung bzw. zum 3D Wachstum anregt (Cerwinka et al. 2012). Die RWV als rotierender Bioreaktor bietet viele Vorteile für die Zellen, laut Entwickler, eine minimale Scherbeanspruchung aufgrund der geringen Scherkraft, sowie fast keine hydrodynamische und sehr geringe mechanische Scherung, weil dadurch geringe Wechselwirkungen mit anderen Zellen auftreten. Dies ermöglicht eine sehr gute Stoffübertragung ohne Rühren, eine effiziente Sauerstoff- und Nährstoffversorgung. Die RWV erlaubt es mechanische Einstellungen zu ändern, um die Sphäroidbildung und die Zellproliferation im dreidimensionalen Sphäroid zu fördern (Jakob et al. 2001, Obradovic et al. 1999).
	Diese Eigenschaften haben eine Reihe von Ähnlichkeiten mit Mikrogravitation, was den Bioreaktor zu einem guten Modell für die Untersuchungen von Mikrogravitationseffekten auf Zellen, und zu einem Werkzeug für die 3D Kultivierung macht. Es ist außerdem wohl bekannt, dass die Mikrogravitation die Zellen zur Sphäroidbildung bzw. zum 3D Wachstum anregt (Cerwinka et al. 2012).
	Tissue Engineering unter simulierten und realen Mikrogravitationsbedingungen ist derzeit ein wichtiges Thema in der Weltraummedizin (Grimm et al. 2014, Ulbrich et al. 2014), dessen Fortschritte und Leistungen während dieser Doktorarbeit kritisch betrachtet und dargelegt wurden. Dabei wurden die aktuellen Kenntnisse in Bezug auf das Tissue Engineering von Knorpel (Grimm et al. 2014) als auch die Gewebeproduktion aus Knochenzellen oder mesenchymalen Stammzellen erörtert, da die Chondrozyten ihren Ursprung aus mesenchymalen Stammzellen nehmen (Ulbrich et al. 2014). Das Verständnis der Biologie der dreidimensionalen (3D) Strukturen ist für eine vollständige Würdigung der in vivo Gewebekonstruktionsverfahren sehr wichtig. 
	Es konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene Zellen in der realer Mikrogravitation im Weltraum oder in simulierter Mikrogravitation dreidimensionale Gewebe bilden können (Grimm et al. 2014, Ulbrich et al. 2014). Diese innovativen Methoden stellen eine neue Strategie für das Tissue Engineering einer Vielzahl von Geweben dar. Die Verwendung der Bodenanlagen erlaubt den Zellen 3D Strukturen im Medium zu bilden, die leicht für jegliche Untersuchungen zur Verfügung gestellt werden können. Diese Sphäroide (Intima-Konstrukte, multizelluläre Tumorsphäroide) werden zum Studium der molekularen Mechanismen der Angiogenese und Krebsentstehung verwendet, sowie zur Prüfung der pharmakologischen Anwendung von Chemotherapeutika oder Inhibitoren der Neoangiogenese (Grimm et al. 2014, Ulbrich et al. 2014). Außerdem sind sie für toxikologische oder strahlenbiologische Untersuchungen einsetzbar, oder zur Durchführung von Kokultur-Experimenten notwendig (Grimm et al. 2014, Ulbrich et al. 2014). Die Zukunft wird zeigen, ob diese Tissue-Engineering-Konstrukte für medizinische Transplantationen eingesetzt werden können.
	Die wissenschaftliche Untersuchung der schwerkraftabhängigen Mechanismen und Signalwegen auf molekularer und zellulärer Ebene ist von großer Bedeutung für die Verbesserung der Raumfahrtmedizin und für die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien im Bereich der regenerativen Medizin. Es lassen sich mit diesen neuen Methoden Tierversuche einsparen.
	4.2.1 Tissue Engineering des Knorpels in der RWV 

	Die RWV ist bisher die einzige Bodenanlage, die für Tissue Engineering Studien verwendet wurde. Außerdem wurde die RWV bereits von mehreren Forschern zur Untersuchung von Epithelzellen (Radtke und Herbst-Kralovetz 2012), Schwann-Zellen (Valmikinathan et al. 2011), Bandscheibenzellen (Yang et al. 2011), Trophoblasten (Zwezdaryk et al. 2012), sowie für das Tissue Engineering mit Leberzellen (Barzegari und Saei 2012, Chang und Hughes-Fulford 2014), Knochenzellen (Ishikawa et al. 2011, Nishi et al. 2013, Song et al. 2013) und elastischem Knorpel (Takebe et al. 2012) verwendet. Das Gewebe, das aus menschlichen Knorpelzellen im RWV Bioreaktor innerhalb von 2 Wochen produziert wurde, zeigte eine morphologische Ähnlichkeit mit dem hyalinen Knorpel, was durch histologische und immunhistologische Färbungen bestätigt werden konnte (Sakai et al. 2009). Die RWV förderte außerdem die chondrogene Differenzierung von adulten menschlichen Knochenmarkzellen (Sakai et al. 2009). 
	Ähnliche Ergebnisse wurden während einer 12-wöchigen Kultivierung von dedifferenzierten Chondrozyten in der RWV erzielt, in der die Zellen eine spontane Aggregation und Bildung von festem Gewebe zeigten (Marlovits et al. 2003(a)). Die RWV erwies sich als gutes Werkzeug für die Bereitstellung einer Umgebung, in der die dedifferenzierten Knorpelzellen redifferenzierten und eine knorpelspezifische extrazelluläre Matrix bildeten (Marlovits et al. 2003(a)). Auch nach 90 Tagen kontinuierlicher Kultivierung konnte ein dreidimensionales knorpelähnliches Gewebe gebildet werden, das in eine perichondrale Membran eingekapselt wurde (Marlovits et al. 2003(a)) Die morphologischen Untersuchungen zeigten in Clustern geordnete differenzierte Chondrozyten. Diese waren in eine dichte Knorpelmatrix mit starker positiver Reaktion mit monoklonalen Antikörper gegen Kollagen Typ II und Proteoglykan eingebettet (Marlovits et al. 2003(a)). Transmissions-elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten differenzierte und stark metabolisch aktive Chondrozyten, die eine aus einem feinen Netz von zufällig verteilten quer gebänderten Kollagenfasern bestehende extrazelluläre Matrix produzierten (Marlovits et al. 2003(b)). Diese Ergebnisse konnten während der vorliegenden Doktorarbeit bestätigt werden. Während einer 28-tägigen Kultivierung wurde in der RWV ein 3.5 mm-großes Gewebe produziert, das eine stark positive Reaktion mit monoklonalen Antikörpern gegen Kollagen Typ II und Aggrecan zeigte (Kap. 3.3.2). Allerdings wurde bereits nach 21 Tagen kontinuierlicher Kultivierung in dem produzierten Gewebe mittels Western Blot und dem FragELTM DNA Fragmentation Detection Kit Apoptose nachgewiesen (Kap. 3.3.2.4, Abb. 29, Abb. 30).
	Abgesehen davon, dass die Apoptose ein aktiver Prozess ist, bei dem es zum geregelten Untergang der Zelle (programmierter Zelltod) und der Beseitigung ihrer Reste kommt und der für die Aufrechterhaltung der Zellhomöostase während der Entwicklung von Organismen essentiell ist (Zuzart-Luis et al. 2002), kommt es dabei zu zahlreichen Zellveränderungen. Es zeigt sich ein Ausstülpen der Zellmembran („membrane blebbing“). Anschließend wird die DNA durch Nukleasen gespalten und es kommt zur Kondensation des Chromatins. Der Kern zerfällt in Bruchstücke und die Zelle schrumpft. Nach dem Zerfall der Zelle wird sie von den umgebenden Zellen oder Makrophagen phagozytiert und damit aus dem Gewebe entfernt. Dadurch ist ein Langzeit-Tissue Engineering in der RWV fraglich und es kommen nur neu gebildete Sphäroide für die regenerative Medizin infrage.
	4.2.2 Tissue Engineering des Knorpels auf der RPM 

	Mittels der Random Positioning Machine wird ebenfalls versucht ein dreidimensionales Wachstum auf der Erde zu erreichen. In früheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass sich Schilddrüsenkarzinomzellen (ML-1) auf der RPM zu Sphäroiden (Grimm et al. 2002) und humane Endothelzellen zu tubulären Strukturen zusammenlagern (Infanger et al. 2004). Knorpelzellen bilden bereits zwischen 5 und 7 Tagen auf der RPM Sphäroide. Es können in den auf der RPM befestigten Kulturflaschen längliche Knorpelgewebestücke beobachtet werden (Ulbrich et al. 2010).
	Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde die Knorpelgewebebildung der kryogen konservierten Knorpelzellen von sechs Spendern ohne Zusatz von Trägermaterialien (scaffolds), beziehungsweise anderen künstlichen Materialien auf der RPM nach 7 Tagen, 14 Tagen, 21 Tagen und 28 Tagen in drei verschiedenen Medien untersucht (Kap. 3.3.3). Dabei wurde festgestellt, dass einzelne Zellen durch das Medium beeinflusst wurden. Da die Chondrozyten nach mehrmaligem Passagieren dedifferenzieren, ihr Phänotyp sich zu Fibroblasten-ähnlichen Zellen ändert und überwiegend Typ I-Kollagen produziert wird (Matlovits et al. 2003, Wu et al. 2013), konnte durch den Zusatz von Wachstumsfaktoren zum Kultivierungsmedium (CGM+GF) der Dedifferenzierungsprozess unterbunden werden (Kap. 3.3.3.1, Abb. 32). 
	Auch die Gewebebildung wurde durch die Mediumauswahl beeinflusst (Abb. 33). Die im  DMEM/F-12 Medium kultivierten Sphäroide erreichten am 28. Tag eine Größe von ca. 1 mm im Durchmesser (Abb. 33D). Bei der Verwendung von CGM wurde die Sphäroidbildung bereits am 4. Tag beobachtet. Nach 28 Tagen haben die Sphäroide eine Größe von etwa 2 mm im Durchmesser erreicht (Abb. 33H). Durch den Zusatz von Wachstumsfaktoren wurden 500 µm große Sphäroide bereits am 3. Tag beobachtet (Abb. 33I uns 33J) und am 7. Tag waren sie bereits 1 mm groß (Abb. 33K und 33L). 
	Außerdem konnte im auf der RPM produzierten Gewebe eine stark positive Reaktion mit monoklonalen Antikörpern gegen Kollagen Typ II und Aggrecan nachgewiesen und unter Verwendung vom CGM eine klare Zonenbildung im Gewebe mittels Hämatoxylin-Eosin Färbung beobachtet werden (Kap. 3.3.3.4, Abb. 35).
	Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Chondrozyten auch auf der RPM ein knorpelähnliches Gewebe bilden und dass dieser Prozess durch die Mediumauswahl verändert bzw. beschleunigt werden kann.
	4.3 Perspektiven der Knorpelregeneration in der Mikrogravitation

	Das Tissue Engineering des Knorpels in der Mikrogravitation stellt ein viel versprechendes Verfahren zur Knorpelregeneration dar, das viele Vorteile mit sich bringt, auf die in dieser Arbeit eingegangen wurde. So kann Knorpelgewebe aus den patienteneigenen Chondrozyten in relativ kurzer Zeit (bis zu 4 Wochen) hergestellt werden. Die Kultivierungsdauer hängt allerdings von der metabolischen Aktivität der Zellen, die mit steigendem Alter und Gewicht des Patienten abfällt, von der benötigten Gewebegröße bzw. Größe der Defektstelle und vom Kultivierungsmedium ab. Wie in dieser Doktorarbeit gezeigt wurde, konnte die Knorpelproduktion durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren zum Kultivierungsmedium bis zu 3-fach beschleunigt werden. Außerdem können bei der in vivo Kultivierung die Betriebsmodi wie z.B. Drehgeschwindigkeit geändert werden, die ebenfalls die Knorpelproduktion beeinflussen können.
	Bisher wurde die Knorpelgewebebildung nur in der Rotating Wall Vessel untersucht. Während zahlreicher Versuche über 9-90 Tage mit und ohne Zugabe von Trägermaterialien (scaffolds) konnte ein knorpelähnliches Gewebe produziert werden, dass aus differenzierten und metabolisch aktiven Chondrozyten bestand und eine stark positive Färbung mit monoklonalen Antikörpern gegen Aggrecan und Kollagen Typ II zeigte (Akmal et al. 2006, Marlovits et al. 2003a, Marlovits et al. 2003b, Takebe et al. 2012). Während einer Studie für diese Doktorarbeit konnte allerdings die Apoptose in dem auf der RWV produzierten Gewebe bereits nach 21 Kultivierungstagen festgestellt werden. Dies kann für den Patienten nachteilig sein, daher sind kürzere Kultivierungsperioden von Vorteil. 
	Die RPM-Exposition ist nicht gleich der realen Mikrogravitation. In den unter simulierter Mikrogravitation kultivierten Zellen werden in der Regel Veränderungen beobachtet, die zwischen den Veränderungen in der realen Mikrogravitation, auf der ISS und jenen auf der Erde (1g) vorzufinden sind (Freed et al. 1997). Einige der unter realer Mikrogravitation beobachteten Veränderungen konnten bei Verwendung von Bodenanlagen meistens bestätigt werden (Infanger et al. 2006, Li et al. 2009, Meloni et al. 2006, Rösner et al. 2006, Uva et al. 2002, Yang et al. 2010). Daten von T-Lymphozyten und Schilddrüsenkarzinomzellen haben gezeigt, dass die Bedingungen auf der RPM für die untersuchten Parameter und die Zellsysteme gut mit den Bedingungen von Weltraumflügen übereinstimmen (Ma et al. 2014, Schwarzenberg 1999). Wegen größerer Kultivierungsvolumina und dadurch vermehrter Ausbeute bei relativ leichter Handhabung stellt die RPM die am besten geeignete Bodenanlage zur Knorpelkultivierung dar (Chang et al. 2009, Grimm et al. 2010, Grosse et al. 2012, Infanger et al. 2007, Ma et al. 2013, Stamenkovic et al. 2010, Ulbrich et al. 2010).
	4.4 Ausblick

	Eine weitere Verwendung des auf der RPM gebildeten Knorpelgewebes ist in der plastischen und regenerativen Medizin von großem Interesse. Dazu sollten zuerst Studien am Tiermodell durchgeführt werden, die ethisch zugelassen werden müssen. Zuvor sind allerdings weitere Tests mit größeren Zellmengen unterschiedlicher Spender notwendig. Da bei den gekauften Chondrozyten Alter, Geschlecht und Krankengeschichte des Zellspenders anonymisiert wurden und daher unbekannt sind, wäre es von Vorteil mit einer Klinik zusammenzuarbeiten, die patienteneigene Chondrozyten zur Verfügung stellen kann. 
	Außerdem ist die Messung der mechanischen Eigenschaften (Stabilität, Kompression, Druck) des neu gebildeten Knorpels notwendig. Diese Analysen werden uns die Informationen liefern, ob die produzierten Gewebestückchen ausreichend stabil sind, um Knorpel zu ersetzen oder ob sie nur an die Defektstelle angebracht werden können.
	Weiterhin soll eine Optimierung des Kultivierungsprozesses erfolgen. Dies kann z.B. durch einen automatischen Mediumwechsel mit einer bestimmten veränderbaren Mediummenge erreicht werden. Solche Systeme sind bereits als Bioreaktoren vorhanden. 
	Um den Prozess der 3D-Kultivierung besser zu verstehen und den Trigger der Sphäroidbildung zu finden, müssen auch die Zytokine im Kultivierungsmedium identifiziert werden.
	5. Zusammenfassung
	Die Mikrogravitation beeinflusst die Physiologie und den Metabolismus menschlicher Zellen und induziert unter anderem deren dreidimensionales Wachstum. Die Versuche unter realen Mikrogravitationsbedingungen sind durch lange Vorbereitungszeiten und das Warten auf die Weltraummissionen sehr teuer und zeitaufwendig. Auf der Erde kann das Erforschen der Zellen unter verändertem Schwerkrafteinfluss im optimalen Fall unter simulierten Mikrogravitationsbedingungen erfolgen, wobei die Ergebnisse in realer Mikrogravitation validiert werden müssen.
	In dieser Arbeit wurde nun der Einfluss der Mikrogravitation simuliert. Es kamen etablierte Bodenanlagen wie Random Positioning Machine (RPM) und der 2D schnelldrehender Klinostat (FRC) sowie die Rotating Wall Vessel (RWV) zum Einsatz. Es wurden das Zytoskelett und die extrazelluläre Matrix der Chondrozyten von sechs verschiedenen Spendern untersucht. Zusätzlich wurden die Zellen auch unter realen Mikrogravitationsbedingungen im Rahmen eines Parabelfluges erforscht. 
	Es wurden vergleichbare Zytoskelett-Veränderungen (Löcher und perinukleäre Akkumulation von Vimentin, kortikale Lokalisation und Stressfaserbildung von F-Aktin) auf der RPM und dem FRC sowie während eines Parabelfluges beobachtet. 
	Außerdem wurde die Knorpelbildung unter Mikrogravitationsbedingungen erforscht. In allen drei Bodenanlagen wurde nach drei (RWV) oder fünf bis sieben Kultivierungstagen (RPM, FRC) eine Sphäroidbildung beobachtet. Die über 28 Tage produzierten Sphäroide verfügten über Eigenschaften des realen menschlichen Knorpels, was mit molekularbiologischen, histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen bestätigt wurde. Die RPM erwies sich dabei durch die unkomplizierte Handhabung, größere Probemengen und fehlende Apoptose in den produzierten Sphäroiden als die beste Bodenanlage für das 3D Tissue Engineering. Die Bildung von Sphäroiden auf der RPM konnte durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren zum Kultivierungsmedium bis zu dreifach beschleunigt werden. Das nach 28 Tagen im Chondrozyten-Wachstumsmedium produzierte Gewebe wies außerdem die knorpelspezifische Zoneneinteilung auf.
	Das Tissue Engineering des Knorpels in der simulierten Mikrogravitation bzw. auf der RPM ohne Verwendung von Trägermaterialien ist ein neuartiges und vielversprechendes Knorpelregenerations-verfahren mit einem exzellenten Potenzial für die Zukunft.
	Summary
	Microgravity has an influence on the physiology, metabolism and growth of human cells and induces three-dimensional growth. However, the experiments under real microgravity conditions are expensive and time consuming due to long preparation times and waiting periods for the space missions. The impact of gravity and changes due to microgravity exposure can be studied on Earth using microgravity simulations that must be validated in the real microgravity.
	In this PhD thesis the influence of gravity has been studied using established ground-based facilities such as the Random Positioning Machine (RPM), the 2D Fast-Rotating Clinostat (FRC) and the Rotating Wall Vessel (RWV). The cytoskeleton and extracellular matrix of chondrocytes from six different donors have been examined. Additionally, cells have been studied under real microgravity conditions achieved during a parabolic flight. Comparable cytoskeletal changes such as meshes and perinuclear accumulation of vimentin, cortical localisation and stress fibre formation of F-actin have been detected on the RPM and FRC as well as under real microgravity conditions. 
	Moreover, the cartilage tissue formation under simulated microgravity conditions has been investigated. The spheroid formation has been detected in all three ground-based facilities after 3 days (RWV) or 5-7 days (RPM, FRC) of sustained cultivation. The produced 3D aggregates had the qualities of the real human hyaline cartilage, as verified by molecular biological, histological and immunohistochemical analyses. The RPM proved to be the best ground-based facility for cartilage production due to its uncomplicated handling, larger sample sizes and the absence of apoptotic cells in the produced tissue. By the addition of growth factors to the cultivation medium the spheroid production could be accelerated up to 3 times. Moreover, in the tissue produced after 28 days in Chondrocytes Growth Medium the cartilage-specific zone division has been observed.
	These findings demonstrate the tissue engineering of cartilage without any scaffolds on the RPM. This method represents a unique and promising cartilage regeneration procedure with excellent future prospects.
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