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1. UBERSICHT

BIOLAB ist die grofite biologische Versuchseinrichtung von
ESA auf der Raumstation ISS: im Columbus-Modul ist BIO-
LAB in einem Doppelrack integriert und steht fiir Experi-
mente mit Gewebe- und Zellkulturen sowie mit pflanzlichen
Keimlingen und kleinen Tieren zur Verfiigung. Eine Voraus-
setzung zur experimentellen Nutzung von BIOLAB war die
Bio-Kompatibilitdt des Lebenserhaltungssystems in der
Flugeinheit: dies besteht aus einer kontrollierten Atmosphére
(Regulation von Druck, Durchfluf}, Sauerstoff, Kohlendioxid,
Luftfeuchte), die durch ein Pumpen- und Kanalsystem mit
ausgewdhlten Materialien tiber die biologischen Proben
stromt. Die Bio-Kompatibilitit wurde mit Kulturen von
Rattenzellen (FRTLS) und jungen Stadien von Seeigellarven
getestet. Beide Versuchsobjekte reagieren sehr empfindlich
auf Storungen in den Kulturbedingungen und wurden schon
erfolgreich bei der Auswahl von BIOLAB-Material-
komponenten eingesetzt. Es zeigte sich, da3 die Rattenzellen
bei 37°C und 5% CO, Atmosphire einwandfrei im BIOLAB
Flugmodell wuchsen. Das in BIOLAB eingebaute Phasen-
kontrastmikroskop erlaubte die ferngesteuerte automatische
Analyse der Lebensfihigkeit dieser Zellen. Ebenso hatten die
Seeigellarven eine normale Entwicklung iiber mehrere Tage
bei 22°C und einer 0.03% CO, Atmosphire. Diese Ergebnis-
se lassen gute Versuchsbedingungen fiir biologische Experi-
mente auf der Raumstation ISS in BIOLAB erwarten.

2. MATERIAL UND METHODEN

Die Bio-Kompatibilititstests wurden im BIOLAB Herstel-
lerwerk EADS-Astrium, Toulouse, im Auftrag von ESA
unter der Leitung von zwei wissenschaftlichen Beratern des
BIOLAB Projektes durchgefiihrt: F.S. Ambesi-Impiombato,
Universitit Udine (Italien), und H.-J. Marthy, Laboratoire
Océanologique, Banyuls sur mer (Frankreich). Die techni-
sche Ausfiihrung besorgten R. Spelat, Udine, sowie B. La-
breullie und A. Pefferkorn, EADS-Astrium, mit Unterstiit-
zung von B. Eche und G. Gasset, Universitit Sabatier, Tou-
louse. Als Testgerdt wurde die Flugeinheit von BIOLAB
verwendet (Bild 1).

2.1. Biolab

Fiir biologische Versuche unter Weltraumbedingungen wurde
BIOLAB von der European Space Agency (ESA) entwickelt
[1, 2]. BIOLAB besteht aus einem Inkubator (Temperaturbe-
reich 18°C bis 40°C), der zwei Rotoren enthélt, auf die von
der Crew jeweils sechs Experiment Container (EC) installiert
werden konnen. Je nach Rotationsgeschwindigkeit konnen
0.001 bis 2.0xg Radialbeschleunigung erzielt werden bzw.
Oxg Bedingungen bei Stillstand des Rotors. Die EC werden
von einem zentralen Lebenserhaltungssystem (LSS) versorgt,
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in dem Druck, Durchflul, Sauerstoff, Kohlendioxid und
Luftfeuchte kontrollierbar sind, so daf} eine automatische
Durchfithrung der Experimente gewdhrleistet ist, ohne daf}
die Zentrifugen angehalten werden. Beleuchtung, Videobe-
obachtung und Datentransfer zum Zentralcomputer sind
ebenfalls auf den laufenden Rotor moglich.

Die BIOLAB Flugeinheit wahrend des Bio-
Kompatibilitatstests im Herstellerwerk
EADS-Astrium in Toulouse (F). Links im Bild
ist der automatische Teil mit dem Inkubator,
dariiber der Einschub mit dem Roboter so-
wie Kihlfacher und Analyseinstrumente.
Rechts ist der manuelle Teil mit dem Hand-
schuhkasten und darunter zwei Kiihl- oder
Gefrierschranke.
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Ein robotischer Greifarm kann bei stehendem Rotor vollau-
tomatisch Proben aus dem EC entnehmen (oder zugeben) und
in Kiihlfichern lagern oder einfrieren (-20°C bis +10°C).
Ferner ist eine automatische Analyse von fliissigen Proben in
dem eingebauten Mikroskop oder dem Spektrophotometer
vorgesehen. Weitere Manipulationen kann die Crew in einer
,,Bio-Glovebox“ unter Abschlufl von der Kabinenluft durch-
fiihren; dieser Handschuhkasten kann auch mit Ozon sterili-
siert werden.

In den Bio-Kompatibilititstests wurde die Vertraglichkeit des
LSS sowie der Materialien in dem EC, dem Kiihlfach und
dem Mikroskop untersucht. Dazu wurden Schilddriisenzellen
von Ratten (FRTLS5) als Modell einer Zellkultur und Seeigel-
larven [3] als Beispiel einer kleinen aquatischen Tierkolonie
verwendet. Beide Organismen sind sehr empfindlich gegen-
iber Verschlechterungen in der umgebenden Atmosphire
und dem Material der VersuchsgefiBe, so dap diese Versuche
eine erste Aussage liber die generelle Bio-Vertréglichkeit von
BIOLAB erlauben.

2.2. Zellkulturen

Die anhaftend zusammenwachsenden Kulturen der Schild-
driisenzellen von Ratten (FRTLS Zellen) wurden in Kultur-
flaschen bei Umgebungstemperatur von Udine (Italien) nach
Toulouse (Frankreich) transportiert. Dort wurden sie fiir 15
min bei 37°C mit 2 ml trypsinhaltigem CTC Medium sus-
pendiert [4, 5]. Nach Verdiinnung und Waschen mit neuem
Kulturmedium wurde die Zellzahl bestimmt (5x10° Zellen
pro Schale). 3 ml dieser Suspension wurden in 35 mm-
Petrischalen gefiillt und mit gasdurchldssigem Parafilm®
versiegelt. Je acht dieser Schalen wurden in einem Experi-
ment Container montiert und bei 37°C, 5% CO,, 90% relati-
ver Luftfeuchte im BIOLAB Fluginkubator kultiviert (Bild
2). Kontrollzellen derselben Stammkultur wurden identisch
behandelt und in einem Standard-CO,-Inkubator (SCCI) an
der Universitdt Sabatier, Toulouse, gehalten. Eine zweite
Kontrollkultur wurde —ohne zusédtzlichen Transport- im
Labor der Universitit Udine angesetzt und unter Standardbe-
dingungen kultiviert.

BILD 2. Uberfiihrung eines BIOLAB Experiment
Containers (EC) in die BIOLAB Flugeinheit.
Im EC sichtbar sind acht mit Parafilm ver-
schlossene Petrischalen mit Kulturen von
Ratten-Schilddriisenzellen.
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Je drei Petrischalen wurden taglich aus den drei Inkubatoren
entnommen zur Bestimmung des pH (etwa pH 7.4 mit einer
Tendenz nach pH 7.2-7.1 am Ende des Versuchs wegen der
fehlenden Erneuerung des Mediums) und der Zellzahl, die
mit einem Neubauer Himocytometer in acht Feldern ermit-
telt wurde.

BILD 3. Standard BIOLAB Experiment Container
(EC) mit abgenommenem Deckel und ei-
nem ,Mini-Aquarium® mit den Seeigellarven.

2.3.  Seeigellarven

Aus dem Violetten Seeigel (Spaerechinococcus granularis)
wurden nach dem Fang vor der Kiiste von Banyuls sur mer
(F) unbefruchtete Eier frisch isoliert, kiinstlich befruchtet und
in Petrischalen bis zur Blastula-Entwicklungsstufe gebracht.
Die Blastulalarven wurden in mit Meerwasser gefiillte ,,Mini-
Aquarien” iiberfiihrt, die in dem BIOLAB Experiment Con-
tainer befestigt waren (Bild 3). Die Winde der ,,Mini-
Aquarien” bestehen zum grofien Teil aus einer gasdurchléssi-
gen ,,Biofolie”, die eine Sauerstoffversorgung der Organis-
men fiir mehrere Wochen ermdglicht [6]. Eine zweite Probe
von 2x1 ml Larvensuspension wurde in elastische Réhrchen
aus Silikonkautschuk injiziert, die eine Standardausriistung
des BIOLAB ,,Referenz-EC* bilden. Alle Larven wurden bei
20°C in einem Standardluftgemisch (21% O,und 0.03% CO,)
kultiviert. Eine Kontrollgruppe wurde in Kulturflaschen bei
+6°C und +10°C in den Kiihleinheiten von BIOLAB gela-
gert. Als Standard-Laborkontrolle wurden Larven bei 20-
22°C in Petrischalen gehalten.

3. ERGEBNISSE MIT ZELLKULTUREN

Die biologische Vertraglichkeit des BIOLAB Lebenserhal-
tungssystems sollte durch die gleiche Zellzahl und Wach-
stumskinetik der Kulturen im Vergleich mit den Kontrollen
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus sollte die Tauglichkeit
des im BIOLAB eingebaute Mikroskops fiir einen fernge-
steuerten Vitalitétstest der Zellen gepriift werden [1].
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FRTL-5 Growth Curve [Toulouse, 9.2005)
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BILD 4. Wachstumskurve von Schilddriisenzellen
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BILD 5.

der Ratte (FRTL5) wahrend der 5-tagigen
Inkubationszeit in einem Standardinkubator
in Udine (obere Kurve) im Vergleich zu dem
Standardinkubator (SCCI) in der Sabatier
Universitat in Toulouse (mittlere Kurve) und
zum BIOLAB Flugmodell in Toulouse (unte-
re Kurve).
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Prifung der Vitalitat von Ratten Schilddri-
senzellen (FRTL5): prozentuale Angabe von
lebenden (hellgrau) und toten Zellen (dun-
kelgrau) in einer Suspension von nicht-
fixierten (linke 3 Blocke), von 50%-50% ge-
mischten (mittlere 3 Blécke) und von che-
misch fixierten Zellen (rechte 3 Blécke). Die
Zellen jeder Suspension wurden in einem
Hamacytometer (jeweils linke Saule eines
Blocks) oder auf dem BIOLAB TV Monitor
(mittlere Saule) oder gleichzeitig auf dem
BIOLAB Laptop (rechte Saule) von zwei un-
terschiedlichen Beobachtern gezahlt und
ausgewertet. Angegeben ist der Mittelwert
von je drei Messungen.
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3.1.

Bild 4 zeigt die gemittelte Zellzahl (+/- Standardabweichung)
in den Zellkulturen der drei verschiedenen Inkubatoren: ein
gutes Auswachsen der Zellen sowie deren Teilungsrate mit
beinahe identischen Zellzahlen am Ende des Tests (Tag 5)
deuten auf einwandfreie Versuchsbedingungen im BIOLAB
Inkubator hin. Im Vergleich zu dem Kontrollversuch in
Udine ist eine voriibergehende Abnahme der Zellzahlen am
Tag 2 erkennbar, was durchaus mit der Transportphase bei
Raumtemperatur der anderen Kulturen von Udine nach Tou-
louse erklérbar ist, denn dieselbe retardierte Kinetik tritt auch
in dem Standardinkubator an der Sabatier Universitit in
Toulouse auf, so daB} sich ein BIOLAB spezifischer Effekt
ausschlieen 146t.

Kultivierungstest

3.2. Vitalititstest

In diesem Test sollte die Integritit von Zellen mit einer Try-
panblaufarbung in BIOLAB Mikroskop nachgewiesen und
mit derselben Analyse in einem Labormikroskop verglichen
werden. Zu dem Test wurden drei Zellsuspensionen verwen-
det, die auf die gleiche Weise wie im Zellkulturtest angesetzt,
letztlich aber nicht in Petrischalen, sondern in die Réhrchen
des ,,Referenz-EC* oder in Behélter des nicht temperierten
Kiihlfachs gefiillt wurden (1 ml): a) lebenden Zellen in Kul-
turmedium, b) in 70% Ethanol fixierte Zellen und c) eine
50%ige Mischung aus diesen beiden Suspensionen. Jeder
dieser Ansitze wurde mit je 2 ml Trypanblau (0.4%, Sigma)
gefirbt. Die gefarbten Proben (0.3 ml) wurden von dem
BIOLAB Roboter ferngesteuert entnommen und in das BIO-
LAB Mikroskop eingespritzt. Dort wurden sie bei Phasen-
kontrastbeleuchtung mit einem 20x Objektiv ebenfalls fern-
gesteuert durchgemustert. Das Schwarz-Weil3 Bild wurde auf
den Videomonitor der Bodenkontrolleinheit sowie auf den
Bildschirm des BIOLAB Laptop projiziert. Die Kontrollkul-
turen wurden in einem Neubauer Hédmocytometer unter
einem Labormikroskop (Olympus Bx50) mit einem 10x
Phasenkontrastobjektiv ausgezahlt.

Der Unterschied zwischen lebenden, ungeféarbten und toten,
blaugefirbten Zellen war trotz der Schwarz-WeiB Ubertra-
gung deutlich im BIOLAB Mikroskop zu erkenn: tote Zellen
erschienen als ,,dunkle” Zellen, wihrend lebende Zellen
,heller und oft von dem typischen hellen Hof des Phasen-
kontrastes umgeben waren. Die Auswertung der Zellzahlen,
die unabhingig und gleichzeitig von verschiedenen Beobach-
tern an den beiden Monitoren gemacht wurden, ergaben eine
hervorragende Ubereinstimmung (<10% Abweichung) und
bestitigen somit die vorgesehene Nutzung von BIOLAB fiir
Versuche mit Zellkulturen einschlielich deren ferngesteuer-
ter Auswertung wihrend des Fluges.

4. ERGEBNISSE MIT SEEIGELLARVEN

Die Entwicklung der Seeigellarven wurde durch visuelle
Auswertung der Form, Anzahl und Bewegung der einzelnen
Stadien verfolgt. Dazu diente ein Wild Stereomikroskop und
im Vergleich dazu auch das in BIOLAB eingebaute Mikro-
skop als Analyseinstrument.
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4.1.

Die Larven in den ,,Mini-Aquarien” und in den Rohrchen des
»Referenz-EC* entwickelten sich normal aus dem Blasen-
keim (Blastula) zum Gastrula- und Pluteus-Stadium inner-
halb von 60 Stunden. Dabei zeigten die Larven in dem ,,Re-
ferenz-EC* eine etwas verzogerte Entwicklung, da die Rohr-
chenwénde aus Silikonkautschuk weniger luftdurchldssig
waren als die speziellen Folienwdnde der Aquarien. Das
Lebenserhaltungssystem von BIOLAB ist also in der Lage,
eine einwandfreie Entwicklung von kleinen Lebewesen zu
gewiahrleisten.

Entwicklung

BILD 6. Videomonitor-Ansicht einer Blastula-Larve
des Seeigels im BIOLAB Mikroskop (Durch-

lichtbeleuchtung).

BILD 7.

Ansicht einer Blastula-Larve des Seeigels
im BIOLAB Mikroskop bei Phasenkontrast-
beleuchtung (40x Objektiv). Einzelbild von
einem Hi8-NTSC Videoband, aufgenommen
mit dem BIOLAB Videorecorder.

4.2.

Im BIOLAB Mikroskop konnen fliissige Proben wahlweise
in zwei Durchfluflkiivetten mit unterschiedlicher Schichtdik-
ke (100 pm und 500 um) beobachtet werden. Fiir die Bewer-
tung der Seeigelentwicklungsstadien wurden in die 500 pm
Kiivette ferngesteuert jeweils 300 pl eingespritzt. Die Larven
hatten in diesem Zustand eine GroBe von 200-500 pm. Sie
wurden im Hellfeld (Bild 6), Dunkelfeld und Phasenkontrast
(Bild 7) auf dem Bodenkontrollmonitor beobachtet. Details,

Beobachtung im Mikroskop
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wie schlagende Harchen (Cilien) der Blastula, waren deutlich
sichtbar bei Verwendung des 40x Objektivs. Dieses Ergebnis
bestitigt das gute Auflosungsvermogen des BIOLAB Mikro-
skops und die problemlose ferngesteuerte Uberfiihrung der
Proben vom EC in die Analyseinstrumente, was eine Voraus-
setzung fiir den automatischen Ablauf der Experimente im
Orbit darstellt.

5. AUSBLICK

Der Inkubator mit seinem Lebenserhaltungssystem in BIO-
LAB Fluggerdt konnten erfolgreich getestet werden: die
Kultivierung von empfindlichen Modell-Organismen (Zell-
kulturen und Larven von invertebraten Tieren) zeigte die
gleiche Kinetik wie die Kontrollen unter Standard Laborbe-
dingungen. Die Moglichkeit der automatischen Versuchs-
durchfiihrung mit Kontrolle vom Boden aus bedeutet eine
erhebliche Reduktion der Crewzeit und damit auch eine
Flexibilitdt bei der Nutzung von BIOLAB auf der ISS. Ein
weiterer Ausbau der Analysemdglichkeit im Weltraum ist
erforderlich im Hinblick auf die begrenzte Riickfithrung von
Proben zur Erde, wenn die Raumfahre (Space Shuttle) nicht
mehr zur Verfiigung steht. Die bisgerigen Ergebnisse mit der
BIOLAB Flugeinheit zeigen den Weg, wie Experimente mit
kleinen Tieren und Pflanzen sowie Zellkulturen erfolgreich
durchgefiihrt werden konnen.
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