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BMFT/DLR – esa/ESTEC: Forschungsprojekt 
TRIPLE-LUX-B:

Immunologische und zelluläre Reaktionen 
unter dem Einfluss von Mikrogravitation und 
Weltraumstrahlung – Entwicklung eines 
Biosensors mit Phagozytose-aktiven Zellen
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Übersicht
• Zielsetzung 

• Immunologischer Endpunkt: 
Phagozytose

• Kryokonservierung der Immunzellen 

• Anforderungen an das Meßsystem u. 
experimentelle Rahmenbedingungen

• Ergebnissse
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Zielsetzung:

Das TRIPLE-LUX-B Projekt liefert einen 
Beitrag zur Risikoerfassung von 
immuntoxischen Effekten unter den 
Bedingungen der Schwerelosigkeit und 
der Strahlung bei Langzeitmissionen in 
der Raumfahrt 
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Definition: 

Immuntoxische Wirkung = selektive Reaktion    
des Organismus auf Fremdpartikel, die das 
Immunsystem erkennt und die durch die 
Phagozytose beseitigt werden

Anheftung

Intrazelluläres
Abtöten

Intrazelluläre
Verdauung
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Die Immunzellen = Hämozyten
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Fluorescence of target cells and haemocytes
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A latex bead (b) 
attaches to the
ectoplasma of a 
spread haemocyte
of Mytilus edulis
and is transported
on the surface of 
the cell to its
endoplasmatic
area. 
Zeiss PhaCo, 530x –
Latexbeads: 7.6 µm

Time range 1-2-3-4 
= 3-6-3 min.

Renwrantz, L. 1990. Internal
defence system of Mytilus edulis
In: Neurobiology of Mytilus edulis, 
Ed. G.B. Stefano, Manchester 
University Press, 269
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Hemocytes concentrations in M. edulis kept in artificial seawater. 
(Salinity 25 %o, Temperture 6°C)
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Konstante Haemozytenkonzentration über einen 
längeren Zeitraum bei Laborhälterung von Muscheln
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Ablauf der Phagozytose

• Bindung an der Oberfläche der Hämozyten

(kohlehydrat spezifische Oberflächen-Rezeptoren)

• Inkorporation und Formation des Phagosoms

Fusion von Phagosom und Lysosom

• Oxidative Destruktion – “Oxidative burst“

• Enzymatischer Abbau
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Lumineszenz Messungen            
an frischen Zellen und an  
rekonstituierten Zellen
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Phagozytose als Schlüsselfunktion in der Immunologie

Anpassungsschritte bzw. 
Konditionierung der Zellen 
(Hämozyten)    an die vorgegebenen 
experimentellen Bedingungen im AEC:

1.Hämozyten in Suspension

2.Kryokonservierung der Hämozyten
unter Beibehaltung der Eigenschaft der 
Phagozytose
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Luminol-Lumineszenz in Pools von frisch entnommenen 
Hämozyten nach Zugabe von Peroxidase and Zymosan:
Abhängigkeit von Signalstärke und Zellzahl

Mikrotiterplatte (weiss) + Reader (Dynatech ML3000 )

blue = 2 x 105     cells

red = 1 x 105      cells

yellow = 0.5 x 105   cells
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06.03.07 
1,670000 
cells/ml

01.03.07
1,250000 
cells/ml

Luminol lumineszenz in Pools frisch entnommener 
Hämolymphe Nach Zugabe von Peroxidase und 
Zymosan: AEC/“Breadboard“ Messung

Küvette mit Rührer, Photoncounter
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Kryokonservierung der 
Immunzellen
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Medien (neu) für die Kryokonservierung

• Serum mit Polyvinylpyrrholidone (PVP) +

• Serum mit PVP und DMSO

• Kulturmedium + PVP + Serum (Zellfreie Hämolymphe)

• Kulturmedium + PVP + Serum + DMSO
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Luminol Lumineszenz in rekonstituierten Hämozyten
nach Zugabe von Peroxidase and Zymosan. 
Stark verzögerte Phagozytose-Antwort

Ca. 106 Zellen/ml, 48 h Rekonstitution,  Küvette mit Rührer, Photoncounter
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Rührsystem
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Phagozytose-Monitor mit cryokonservierten Muschel- Hämozyten
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Frontplatte und “ports“ des 
AEC

Handling mechanism (robot system)
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Einfluss von Weltraumstrahlung
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Warum “Download“ der exponierten Hämozyten?

1. Akkumulation von DNA-Schäden

Untersuchung der DNA-Schäden mit dem 
DNA-Aufwindungstest und mit                
Apoptose-Markern

2. Phagozytose-Nachweis ohne ROS- Induktion 
im Fall eines zu schwachen Lumineszenz-
Signals

Am mit Glutaraldehyd fixiertem Material 
wird nachgewiesen, ob eine Phagozytose
stattgefunden hat
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Entwicklung eines Biosensors mit 
Phagozytose-aktiven Zellen                           
– Umweltmonitoring
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Das automatisierte Mess-System (AEC) soll als 
“real time“ Biotest im Rahmen des in situ effects
monitoring (operational monitoring nach WFD) im 
Zusammenhang mit Ferry Box (bbe-Modaenke
GmbH, 4H-Jena GmbH) eingesetzt werden.

Verwertungsplan
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Real time bioassays, 
FerryBox 4E Jena - bbe

Operational Monitoring -WFD
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Zusammenfassung:
Im TRIPLE-LUX-B Projekt werden längerfristige Wirkungen von 
Weltraumbedingungen auf das Immunsystem sowie auf das 
Erbgut untersucht. Aufgrund der geplanten Dauer des 
Experiments stellt TRIPLE-LUX-B somit ein Testsystem zur 
Risikobewertung bei Langzeitmissionen in der Raumfahrt dar.

Auf der Grundlage der bisherigen Ergebnisse zur ROS-Bildung
und Kryokonservierung ist es geplant, gemeinsam mit dem NRC 
(National Research Council) -Institute for Biotechnology
Research in Montreal - einen on-line Biosensor mit Immunzellen 
zu entwickeln. 

Das AEC = Advanced Experimental Containment soll zum 
Effects Monitoring in Ergänzung zum Ferry Box System (Blue 
Box) zur Erfassung der Immuntoxizität in Binnen- und 
Küstengewässern eingesetzt werden. 
.
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Zusätzliche Untersuchungen:

Klinostat-Untersuchungen sind in der Planung - gemeinsam mit Frau 
Dr. Hemmersbach, DLR

Bestrahlungsexperimente – gemeinsam mit Frau Dr. Rabbow, DLR

Teilnahme am Parabelflug im Rahmen 49th parabolic flight campaigne
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Meilensteinplan für das Jahr 2008

Flugvorbereitung

Optimierung der Protokolle: Optimierung der Protokolle zu Kryokonservierung und Rekonstitution der 
Zellen
Stresstests: Stresstests mit rekonstituierten Zellen und mit Zellen in Primärkultur (0g pyper-g und 
Bestrahlung)
Hardwareadapation: Hardwareadapation und Testung in Zusammenarbeit mit DLR, ESA und Astrium
Vitalitätstest: Praktische Erprobung des Vitalitätstest mit dem Mikroskop mit Durchflußkammer der DLR

Klinostat (2009): µG Simulation auf dem Klinostaten (BSSC), diese Arbeiten werden separat bei der ESA 
beantragt. 
Parabelflug (Okt./Nov. 2008): µG Simulation im Parabelflug (BSSC)
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Front-plate and fixed bags
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Luminol + Peroxidase

(Zymosan)

Zymosan

Pumping Zymosan, 
Luminol + 
Peroxidase to the
Measurement Bags



DLR Status-Seminar Strahlen-/Astrobiologie, Kiel, 12./13. Juni 2008
P.-D. Hansen u. E. Unruh, TU Berlin, Fakultät VI,  FG Ökotoxikologie, 10587 Berlin



DLR Status-Seminar Strahlen-/Astrobiologie, Kiel, 12./13. Juni 2008
P.-D. Hansen u. E. Unruh, TU Berlin, Fakultät VI,  FG Ökotoxikologie, 10587 Berlin



DLR Status-Seminar Strahlen-/Astrobiologie, Kiel, 12./13. Juni 2008
P.-D. Hansen u. E. Unruh, TU Berlin, Fakultät VI,  FG Ökotoxikologie, 10587 Berlin



DLR Status-Seminar Strahlen-/Astrobiologie, Kiel, 12./13. Juni 2008
P.-D. Hansen u. E. Unruh, TU Berlin, Fakultät VI,  FG Ökotoxikologie, 10587 Berlin

Amplifier for
the PMT

Amplifier for the
PMT
Analog digital 
converter

Front-
plate

Electronics 
for data
transfer to 
BIOLAB



DLR Status-Seminar Strahlen-/Astrobiologie, Kiel, 12./13. Juni 2008
P.-D. Hansen u. E. Unruh, TU Berlin, Fakultät VI,  FG Ökotoxikologie, 10587 Berlin

Measurement bags and hardcover for protection of the teflon bags
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Testbed on ground for the in-flight hardware and final 
set up for in-flight position at the centrifuge surface
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Vorversuche zur UV-B Exposition  von  
Fischeiern (später Hämozyten) in der 

südlichen Nordsee
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Ib III

IIIg IV

Limanda limanda: ontogenetic stages Ib-IV; in total 9 day of incubation

Cruises of RV Walther Herwig III and sampling stations
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250 eggs,          
UV-B, 290 nm         
4645-6568 Ws/m2

SiO2
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of exposed embryos (L. limanda) and repairment
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SONSI 1 and SONSI 2 exposure:   Thymine dimeres of exposed 
embryos (L. limanda), early ontogenetic stages Ib-II, 2 times 6h in 
total 12h exposure and 18h repairment
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Thymin-Dimerisierung durch UV führt zu Verzerrung der 
DNA-Doppelhelix und Störung der Basenpaare. 

DNA-Polymerasen bleiben an Thymindimeren hängen.

UV - 260 nm

Photolyase
355 nm

P = Phosphat dR = Desoxyribose

Thymin


