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Einfluss von Isolation auf Genexpression In Immunzellen von
Gesunden Individuen

L. Kurze Darstellung zu

1. Aufgabenstellung

Das Ziel dieses Projekts ist die Verdnderungen der Genexpression von Immunzellen bei
Individuen zu untersuchen, die sich 45 Tage in Isolation befanden und einer hohen
Arbeitsbelastung ausgesetzt waren. Gene, die an adrenergen Signalwege, DNA-
Reparaturmechanismen und Immunantwort beteiligt sind, wurden untersucht und in
Zusammenhang gebracht. Dariiber hinaus wurden integrative Analysen unter Einbeziehung
vorhandener Daten zu endogenen und ex vivo strahleninduzierten DNA-Schiaden durchgefiihrt,
die an denselben Individuen gemessen wurden (Feiveson, et al. 2022).

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefithrt wurde

Voraussetzung flir die Durchfiihrung dieses Vorhabens war zunéchst die positive Begutachtung
des Vorhabens und die Férderung und Finanzierung durch das Deutsche Zentrum fiir Luft- und
Raumfahrt. Das DLR stellte die notwendigen Personal-, und Sachmittel fiir dieses Vorhaben zur
Verfiigung.

Die Blutproben wurden in Vorfeld im Rahmen des DLR-geforderten Projekts ,,Neuroplastizitét
in HERA — Strukturelle und funktionelle Veréinderungen der Hippocampus-Plastizitit nach
Isolierung und ihre verhaltensbedingte Bedeutung fiir Langzeit-
Weltraumforschungsmissionen* unter der Leitung von Prof. Alexander Stahn entnommen und
zur Universitdt Konstanz fiir Genexpression-Analyse versendet.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die Genexpression wurde mittels Real Time PCR bestimmt. Als erstes wurden Reagenzen
bestellt. Danach wurden die Genexpression Analysen durchgefiihrt. Hierflir wird in einem
ersten Schritt die Gesamt-RNA aus isolierten peripheren mononukleédren Zellen extrahiert, die
von Individuen vor, wihrend und nach der Isolierung gewonnen wurden. RNA wird in cDNA
konvertiert und Schliissel-Gene, die an adrenergen Signalwegen, DNA-Reparaturmechanismen
und der Immunantwort beteiligt sind, wurden in spezifisch gefertigt 96-Well-Platten untersucht.
Materialkosten: Das notwendige Material wurde wie geplant in 2021 bestellt und ist auch
angekommen. Es handelt sich dabei grundsétzlich um Kits fiir RNA-Extraktion und gelabelte
PRC-Platten fiir Genexpression. In 2022 konnte kein Personal eingestellt werden und deshalb



wurde eine Verlingerung des Projektes beantragt und diese wurde auch vom DLR genehmigt.
Nach der zweiten Ausschreibung wurde Herr Jonas Thimm ab dem 1. April 2023 angestellt.
Insgesamt wurden 160 Proben analysiert.

4. Wissenschaftlichem und technischem Stand, an den angekniipft wurde, insbesondere

e Angabe bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die fiir die Durchfiihrung
des Vorhabens benutzt wurden,

e Angabe der verwendeten Fachliteratur sowie der benutzten Informations- und
Dokumentationsdienste

Der Weltraum ist eine komplexe Umgebung, in der verschiedene Arten von Stressfaktoren
negative gesundheitliche Folgen haben konnen (5, 6). Kosmische Strahlung und
Schwerelosigkeit gelten als die wichtigsten exogenen Faktoren, die bei Raumfahrtmissionen zu
genetischer Instabilitéit fiihren kdnnen. Astronauten erleben jedoch auch physiologischen und
psychologischen Stress, der die Freisetzung von Stresshormonen, Katecholaminen und
Glukokortikoiden hervorruft. Diese endogenen Faktoren konnen ebenfalls DNA-Schiden
verursachen.

Chronischer Stress, der durch langfristige Sperrung und Isolation verursacht wird, wirkt sich
auf den menschlichen Korper und das Gehirn aus. Tiermodelle haben einen wesentlichen
Beitrag zu unserem Verstindnis der Auswirkungen verschiedener Stressarten auf den
menschlichen Koérper und das menschliche Verhalten geleistet (7). So fiihrt beispielsweise
kurzfristige soziale Isolation zu depressiv-dhnlichem Verhalten, erhohte Corticosteron
Konzentration (8) und verursachte Gedédchtnisdefizite und oxidativen Stress bei Méusen (9).
Bei Ratten fiihrte 11 Tage Isolationsstress zu einer stark hochregulierten Plasmakonzentration
von Interleukin-1f (IL-1B) und des Stresshormons adrenocorticotropes Hormon (ACTH),
wihrend die Korticosteronwerte abnahmen (10). Oxidative Stressmarker im Hypothalamus
waren bei Ratten bereits zwei Wochen nach sozialer Isolation erhdht (11). Ahnliche Effekte
wurden auch nach ldngerer Isolation berichtet. Beispielsweise verursachte eine
Isolationsperiode von 42 Tagen eine Erhohung des Glukokortikoidspiegel, des oxidativen
Schadens und Telomerverkiirzungen bei Pririewiihlmdusen (12), wihrend einzeln gehaltene
Ratten fiir 28 Tage hohere Konzentrationen des adrenokortikotropen Hormons (ACTH) sowie
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), Inteleukin-4 (IL-4) und Interleukin-10 (IL-10) aufwiesen

(13).

Studien, die sich mit den Auswirkungen Isolation-induziertem Stress bei gesunden Menschen
befassen, sind jedoch begrenzt. Mit der Implementierung von terrestrischen Raumfahrtanaloga
wurden auch beim Menschen negative Auswirkungen der Isolation identifiziert; z.B. Miidigkeit,
ein beeintrichtigter zirkadianer Rhythmus, Schlafstorungen, verdnderte Stresshormonspiegel
und immunmodulatorische Verdnderungen (14). Je eingeschriankter und isolierter Menschen
sind, desto wahrscheinlicher entwickeln sie Verhaltens- oder kognitive Zustinde wie
Stimmungsverlust, Schlafstorungen, Depression, Miidigkeit und/oder physiologische
Probleme, die mit Stress verbunden sind. Tatsdchlich wurden bei Personen, die sich einer
Langzeitisolation unterzogen, erhohte Cortisolspiegel und Immunverédnderungen festgestellt



(15). Eine kiirzlich durchgefiihrte systematische Metaanalyse zeigt einen Zusammenhang
zwischen Einsamkeit, sozialer Isolation und C-reaktivem Protein (CRP), Fibrinogen und
Interleukin-6 (IL-6). Dies deutet auf einen moglichen Zusammenhang zwischen sozialer
Isolation und Einsamkeit mit systemischen Entziindungen hin (16). Bei sechs Ménnern, die 105
Tage in einem simulierten Raummodul von ~500 m? eingesperrt waren, war die Granulozyten-
vermittelte H>O»-Produktion und die Freisetzung des Zelladhdsionsmolekiils CD62L erhoht
(17). Gesunde Menschen, die 520 Tage in einer Kammer eingesperrt waren, zeigten Anzeichen
von Verhaltensstorungen und psychischen Belastungen (18), verminderte kortikale Aktivitét,
erhohtes Speichel Kortisol (15, 19, 20), erhohte Anzahl an Lymphozyten und verstérkte
Immunantworten (15). In einer Studie an Ménnern, die wihrend des antarktischen Winters
isoliert waren, nahmen die entziindungshemmenden Zytokine (IL-10 und IL-1RA) ab, wéihrend
das proinflammatorische IFN-y anstieg, was darauf hindeutet, dass eine langfristige Isolierung
von Menschen das Plasmazytokingleichgewicht in Richtung eines proinflammatorischen
Profils verschieben konnte (21).

Die iibergreifende Botschaft ist, dass der durch Isolation induzierte physische und psychische
Stress sich in der Freisetzung von Stresshormonen, Entziindungsmolekiilen und der Produktion
reaktiver oxidativer Spezies (ROS) duBBern kann, die allesamt anerkannte Mediatoren von DNA-
Schéden sind (22-31). Daher ist es plausibel zu postulieren, dass Isolationsstress DNA-Schidden
induzieren kann. Tatsidchlich wurde 8-Hydroxy-2-desoxyguanosin (80hdG), ein DNA-
Schadensmarker, im Hypothalamus von Ratten nachgewiesen, die 2 Wochen lang isoliert
wurden (11). In den letzten Jahren hat sich das Verstdndnis dafiir entwickelt, wie die DNA-
Reparatur zur Entwicklung der angeborenen und erworbenen Immunitét beitrdgt. In adaptiven
Immunzellen werden programmierte DNA-Doppelstrangbriiche (DNA-DSBs) wihrend des
Zusammenbaus und der Diversifizierung von Lymphozyten-Antigenrezeptorgenen erzeugt. In
Zellen des angeborenen Immunsystems kann die Produktion von genotoxischen Wirkstoften
wie reaktiven Stickstoffmolekiilen als Reaktion auf Krankheitserreger auch DNA-DSBs
verursachen und die DNA Reparaturmaschinerie aktivieren (3, 32). Aullerdem, wird die
Aktivierung der Immunsignalwege durch verschiedene Komponenten der DNA-
Schadensantwort ausgeldst (33) und zelluldre Prozesse der Reparatur von DNA-Schiden sind
fiir eine effektive humorale adaptive Immunitit erforderlich, die genetische Vielfalt in sich
entwickelnden T- und B-Zellen erzeugen (2)

Alles in allem gibt es reichlich Hinweise, dass HPA-Aktivierung durch Stress zu einer
Immunantwort und zur Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen fiihrt. Es gibt auch
reichlich Hinweise iiber ein cross-talk zwischen DNA-Reparaturmechanismen und der
Immunantwort. Allerdings ist es nicht bekannt wie diese zelluldre Regulationsmechanismen
sich gegenseitig beeinflussen.

Das Human Exploration Research Analog (HERA) der NASA zielt darauf ab, die Reaktion auf
Stress, Anzeichen einer frithen Depression, Angst und Wut und deren Auswirkungen auf die
menschliche Leistungsfahigkeit und Gesundheit zu untersuchen. HERA dient auch als analoges
Umfeld fiir Studien zur biopsychosozialen Anpassung an Isolation. Somit bietet HERA eine
einzigartige kontrollierte Umgebung, um die Auswirkungen lidngerer Isolation sowie die



Anpassung des Korpers und die Widerstandsfahigkeit gegeniiber Isolation und sozialem Stress
zu untersuchen.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

N/A
II. Eingehende Darstellung

1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im FEinzelnen, mit
Gegeniiberstellung der vorgegebenen Ziele

Stresssituationen 16sen Uberlebensmechanismen aus, die die zellulire Immunantwort
beeinflussen konnen. Aktuelle Ergebnisse zeigen, dass DNA-Reparaturmechanismen zur
Entwicklung der angeborenen und erworbenen Immunitit beitragen (1-3). In einer vergangenen
Studie stellten wir einen Zusammenhang zwischen Expression von DNA-Reparaturgenen und
Zytokine-Konzentration in Plasma fest (4). AuBBerdem gab es synergistische Effekte zwischen
der Aktivierung des Immunsystems, dem adrenergen Signalweg und der zelluldren Antwort auf
DNA-Schéden, die durch die Umweltbedingungen, wie die fehlende Schwerkraft, beeinflusst
werden (4). In gleicher Weise stelle ich die Frage, ob Individuen, die eingesperrt, isoliert und
einer hohen Arbeitsbelastung ausgesetzt sind, fehlregulierte Gene aufweisen, die an den
obengenannten zelluldren Prozessen beteiligt sind. Die Aktivierung sowohl des adrenergen
Signalweges kann sowohl das DNA-Reparatursystem als auch die Immunantwort beeinflussen
und somit den croos-talk zwischen DNA-Reparatur und Immunantwort beeintrdchtigen. Daher
reichen Forschungsstrategien, die auf einen einzelnen betroffenen zelluldren Prozess abzielen,
moglicherweise nicht aus, um komplexe Zusammenhénge zu verstehen. Daher zielt dieses
Projekt darauf ab, die Beziehung zwischen den drei wichtigsten zelluldren Reaktionen zu
untersuchen.

Folgende Gene wurden mittels RT-PCR aus dem Blut von 16 Teilnehmer*innen je 10
Zeitmesspunkte (10 Tange bevor Isolation, 7 Messpunkte wihrend Isolation und 2 Punkte nach
der Isolation) untersucht.

e Adrenerges System: NR3C1, ADCY3, ADRB2, ARRB2, CREBI1, SRC

o Zellulare Antwort auf DNA-Schiaden: APEX1, ATM, ATR, BRCA1, BRACA2, CDKIl,
CDKNI1A, CDKN2A ERCCI1, FENI1, LIG1, MLH1, MRE11A, MSH3, NBN, OGGl,
PARP1, PCNA, PRKACA, RADS50, TP53, TP53BP1, XRCC1, XRCC6, END1 (DNA-
Reparatur); BAX, BCL2, CASP1, CASP2, NOL3 (Apoptose); CAT, SODI1, SIRT1, CYGB,
GPX3, NOS2 (oxidativer Stress)

e Immunsystem: CCRI1, CCR2, CCRS, CD27, CD86, CXCL10, CXCR3, ICAM, IFNG,
MYDS88, NFKB1, RELA, RIPK2, SLC11A1, STAT2, STAT4, TLR4, TLR6, TNF, CCL2,
CCLS5, CCLS, CCL17, EGF, IL1A, IL1B, IL1R1, IL4, IL5, IL6, IL6R, IL8, IL9, IL10, IL13,
IL18, VGF



Die 16 Teilnehmer*innen wurden in Gruppen (je 4 Personen) aufgeteilt und jede Gruppe nahm
in einer ,,Mission* (Missionen 1, 3, 4 und 5) teil. In Mission 5 wurden bei 8 Zeitpunkten Blut
abgenommen. Von einer Probe konnte nicht genug RNA isoliert werden, deshalb sind es
insgesamt 15 Individuen und davon fehlen bei 4 Individuen (Mission 5) die Daten der
Blutabnahme am Tag 45 und +1.

RPLPO und RPLI13A wurden als Referenzgene eingesetzt. Beide Gene verdndern ihre
Expression iiber die Teilnehmer und Zeitpunkte nicht (Abb.1)
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Abb. 1: Expression von Refenrenzgenen iiber die Zeit. Baseline =10 Tage bevor Isolation, M3-M45 = Tage in
Isolation, MD+1 = ein Tag nach Isolation und MD+7 = sieben Tage nach Isolation. Fehlerbalken representieren
SEM von 15 Individuen

Folgende Gene weisen keinen Unterschied auf:

e Adrenerges System:

o Zellulare Antwort auf DNA-Schiaden: CDK1, CDKN1A, CDKN2A, BRCA1, BRCA2,
ENDI1 NOL3 CYGB, GPX3, NOS2, CAT

e Immunsystem: CCR8, CD27, CXCL10, CCL2, CCL5, CCL8, CCL17, EGF, IL1A, IL1B,
IL1R1, IL4, IL5, IL6, IL6R, IL8, IL9, IL10, IL13, IL18, NFKB1, VGF

Folgende Gene sind hochreguliert:

e Adrenerges System: NR3C1, ADCY3, ADRB2, ARRB2, CREBI1, SRC
e Zelluldre Antwort auf DNA-Schiaden: APEX1, ATM, ATR, CDKN1A, ERCC1, FEN1, LIG1,
MLH1, MRE11A, MSH3, NBN, OGGI1, PARP1, PCNA, PRKACA, RADS50, TP53,



TP53BP1, XRCC1, XRCC6, (DNA-Reparatur); BAX, BCL2, CASP1, CASP2, (Apoptose);
CAT, SOD1, SIRT1(oxidativer Stress)

e Immunsystem: CCR1, CCR2, CD86, CXCR3, ICAM, IFNG, MYDS88, NFKBI1, RELA,
RIPK2, SLC11A1, STAT2, STAT4, TLR4, TLR6, TNF

Obwohl nicht alle Gene gleichmédBig hochreguliert sind, sind die meisten in den ersten 2
Wochen Isolation hochreguliert. Um die Tage 24-31 unterscheiden sie sich nicht vom basalen
Wert und werden wieder hochreguliert bis zu den Tagen nach der Isolation, bei dem sie den
basalen Wert wieder erreichen (Beispiele Abb.2).
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Abb.2: Expression von ADRB2 (adrenerges System), ATM (DNA-Reparatur System) und CCR2 (Immunsystem)
iiber die Zeit. Baseline =10 Tage bevor Isolation, M3-M45 = Tage in Isolation, MD+1 = ein Tag nach Isolation und
MD+7 = sieben Tage nach Isolation. Fehlerbalken représentieren SEM von 15 Individuen

Folgende Gene sind herunterreguliert:

e Adrenerges System:
o Zelluldre Antwort auf DNA-Schiden:
¢ Immunsystem: RIPK2

ADRB?2 ist der am hédufigsten exprimierte adrenerge Rezeptor in Immunzellen. Abhédngig vom
Zelltyp reguliert die adrenerge Signaliibertragung eine Vielzahl von Funktionen in Immunzellen,
wie z.B. Zellmigration und Produktion von Zytokinen. Seine Aktivierung in DCs und CD4+ T-
Zellen fiihrt zu erhohten intrazelluldren cAMP-Spiegeln mit daraus resultierender Proteinkinase
A (PKA)-abhingiger CREB-Phosphorylierung. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass CREB
und ARRB?2 stark assoziiert sind. Interessant ist der Zusammenhang zwischen ADRB2 und
Immune (CCR2, CXCR3) und DNA-Reparatur (APEX1, NBN, PARP1 RADS51, SIRT) Gene
(Tabelle 1). Dieser Zusammenhang wird deutlicher wihrend der Isolation obwohl keine
signifikanten Unterschiede gegeniiber nach der Isolation gefunden wurde.



ADCY3 | CREB1 ARRB2 CCR2 CXCR3 SIRT1 APEX1 NBN PARP1 RAD50
1/slope 0,8313 (1,658 1,542 1,428 3,672 1,787 1,055 1,238 1,382 1,624
R 0,819 0,6421 0,7803 0,6318 0,5856 0,4929 0,8013 0,7922 0,7309 0,6252
squared
Sy.x 0,1318 (0,105 0,08022 0,1246 0,05341 0,1323 0,1101 0,09648 0,1024 0,1112
F 22,62 8,969 17,76 8,578 7,064 4,859 20,17 19,06 13,58 8,341
DFn,DFd | 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
P value 0,005 0,030 0,008 0,03 0,045 0,07 0,00 0,007 0,014 0,034
n 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7

Tabelle 1: Regression Analysis von ADRB2 Gen. Anderung in ADRB2 Expression kann die Expression von
ADCY3, CREB, ARRB2, CCR2, CXCR3, SIRT1, APEX1, NBN, PARP1 und RAD50 mit statistischer Signifikanz
vorhersagen.

AuBerdem verdndert sich der Zusammenhang zwischen einigen Genen wihrend der Isolation.
Deutlich wird es aber, dass der Isolationstag 24 (MD24) vergleichbar ist mit dem basalen Wert
(MD+7) und das Individuen unterschiedlich auf die Isolation reagieren (Beispiel ADRB2 vs.
APEX1 Abbildung 3)
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Tabelle 1: Regression Analysis zwischen ADRB2 und APEX1 Genen in jedem Tag der Isolation (MD3-MD45)
und eine Woche danach (MD+7). Rote Punkte reprasentieren die Individuen die in der Studie teilgenommen haben.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass es einen Zusammenhang zwischen Genen der
verschiedenen Signalwege (Adrenerger, DNA-Reparatur und Immunsystem) gibt, welche sich
zum Teil wihrend der Isolation verdndert. Diese Verdnderung ist womoglich Individuum
und/oder Stresslevel abhidngig. Daten {liber den Stresslevel der Teilnehmer*innen wurden von
anderen Wissenschaftlern*innen erhoben und konnen bei der NASA gefragt werden. Es ist




geplant andere interessante und relevante Daten anzufragen um diese Ergebnisse zu erweitern
und zu interpretieren.

2. Wichtigste Positionen des zahlenmiBigen Nachweises

Die Zuwendung wurde entsprechend dem Gesamtfinanzierungsplan verwendet. Die
wichtigsten Positionen waren Personalausgaben und Sachmittel. Die Personalmittel waren
notwendig, um das wissenschaftlich geschulte Fachpersonal zur Untersuchung der
Genexpression ~zu  entlohnen. Die  Zuwendung wurde entsprechend dem
Gesamtfinanzierungsplan verwendet. Aufgrund der obengenannten zeitlichen Verschiebung
(sieche Zwischenbericht) wurden die Personalmittel verspétet abgerufen, jedoch entsprechend
ihrer Position. Die zeitliche Umwidmung der Finanzmittel erfolgte mit dem Einverstdndnis der
Projektleitung nach schriftlichem Antrag.

Alle genannten Zuwendungen waren notwendig, um die Studien ordnungsgemill und
entsprechend den wissenschaftlichen Giitekriterien durchzufiihren. Die kostenneutralen
Verldngerungen waren notwendig um die Studie abschlieBen zu konnen und den
wissenschaftlichen Nutzen des Gesamtvorhabens zu sichern.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Notwendigkeit der Férderung ergibt sich daraus, dass die Fachgruppe Sportwissenschaft
der Universitidt Konstanz weder freie Personalkapazititen noch Finanzmittel hatte, um die im
Projekt angefallenen Arbeitszeiten und notwendigen Sachausgaben zu decken.
Selbstverstindlich wurden alle vorhandenen Gerétschaften sowie die spezifische Fachexpertise
und die Arbeitszeiten fiir die Aufgaben der Projektleitung in das Projekt einbezogen. Zudem
wurde der Antrag fiir den nicht-wirtschaftlichen Bereich der Universitét gestellt. Die Mangel an
Bewerbungen, um die Stelle zu besetzen, konnte zum Zeitpunkt der Antragstellung noch nicht
abgesehen werden und deshalb auch die Verlingerung des Vorhabens.

Die Notwendigkeit der geleiteten Arbeit ergibt sich aus den Zielen des Vorhabens: um die
Beziehung zwischen verschiedenen zelluliren Uberlebensmechanismen zu untersuchen waren
die im Antrag genannten Messungen notwendig.

4. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans

Bei dem Forschungsvorhaben handelt es sich um Grundlagenforschung auf dem Gebiet der
Molekularbiologie. Ein direkter Nutzen ist zunéchst nicht ableitbar. Die Ergebnisse erweitern
das Verstindnis liber die Auswirkungen von Stress auf die genomische Stabilitdt und DNA-
Reparatur und deren Auswirkungen auf das Immunsystem wéhrend der Isolation und sind neben



dem Nutzen fir bemannte Welt-Raumfahrt Missionen auch in klinischen Kontexten vor allem
in Bereich stressbedingte Immunsuppression relevant.

5. Wihrend der Durchfiithrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen Fortschritts auf
dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Uns sind wéhrend der Durchfiihrung des Vorhabens keine Fortschritte bei anderen Stellen auf
dem Gebiet des Vorhabens bekannt.

6. Erfolgte oder geplante Verdffentlichungen des Ergebnisses

Bisher wurden keine Publikationen in internationalen wissenschaftlichen Zeitschriften mit peer-
review Verfahren verdffentlicht. Eine Publikation ist bis Ende des Jahres geplant, so wie die
Prisentation der Ergebnisse at NASA Investigators Workshop in Galveston in Februar 2025
vorgesehen.
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