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Kurzfassung: Die Wirkung der Mikrogravitation auf das Abwehrsystem von
Schwerttragerfischen (Xiphophorus helleri, Heckel) in einem geschlossenen, aquatischen
Okosystem: immunologische und hamatologische Untersuchungen

Problemstellung: Die Wirkung von Raumflugbedingungen auf das Immun- und Abwehrsystem
von Menschen und Nagetieren wurde seit Beginn der Weltraumfahrt untersucht. Wie sich die
Mikrogravitation auf hdmatologische und immunologische Parameter von Fischen auswirkt, ist
dagegen bisher nicht Gegenstand der Forschung gewesen. Ziel dieser Arbeit war es zu
iiberpriifen, welche Wirkung die Mikrogravitation auf das Abwehrsystem von Teleosteern hat.

Methoden: An Bord der 9- bzw. 16-tigigen Weltraumfliige der STS-89 und STS-90 Space
Shuttle-Missionen befanden sich jeweils vier Schwerttrdgerfische (Xiphophorus helleri, Heckel
1848), die im Closed Equilibrated Biological Aquatic System (C.E.B.A.S.) gehalten wurden. Zu
den Raumfliigen fanden parallel laufende Bodenkontrollexperimente statt. Zusétzlich wurden
Fische aus vier terrestrischen C.E.B.A.S.-Testldufen und 39 weibliche X. helleri, die unter
optimalen Bedingungen in Aquarien gehalten wurden, untersucht. Bei allen Versuchstieren ist das
Differentialblutbild des Nierengewebes, die spontane Zellteilungsaktivitit des Nierengewebes
und die Phagozytoseaktivitit von Phagozyten des Nierengewebes ermittelt worden.

Ergebnisse: Zwischen den Schwerttrdgern aus den Flug- und Bodenkontrollexperimenten traten
bei den untersuchten Abwehrparametern keine signifikanten Unterschiede auf. Dagegen zeigten
Fische aus terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten signifikante Verdnderungen gegeniiber den
Aquarienkontrollen. Es kam zu einem Riickgang des prozentualen Anteils der Monozyten und
Lymphozyten im Differentialblutbild sowie zu einem Riickgang der Phagozytoseaktivitdt und der
spontanen Zellteilungsaktivitit. Der Riickgang von Monozyten und Lymphozyten und die
Hemmung der Phagozytoseaktivitit gelten bei Teleosteern als typische Stresssymptome.
AuBerdem kam es haufig zu signifikanten Differenzen zwischen den Daten von Schwerttrdgern
aus terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten mit unterschiedlicher Dauer. Da es sich beim
CEB.AS. um ein selbsterhaltendes Okosystem handelte, entwickelten sich die
Umweltbedingungen im Verlauf einiger Experimente in der Weise, dass sie fiir die Schwerttridger
kritisch waren. So wirkten neben der Mikrogravitation weitere Umweltfaktoren auf das
Abwehrsystem der X. helleri ein.

Schlussfolgerung: Anhand der vorliegenden Ergebnisse war es nicht mdglich nachzuweisen,
dass die Mikrogravitation einen Einfluss auf die untersuchten Abwehrparameter hatte. Wegen der
signifikanten Unterschiede zwischen den Werten der X. helleri aus terrestrischen C.E.B.A.S.-
Experimenten und denen der Aquarienkontrollen ist es wahrscheinlich, dass die kritischen
Umweltbedingungen im C.E.B.A.S. die untersuchten Abwehrparameter - unabhéngig von der
Mikrogravitation - beeinflusst haben. So zeigten X. helleri aus terrestrischen C.E.B.A.S.-
Experimenten Symptome, die Teleosteer unter Einfluss von Stressoren ausbilden. Das héufige
Auftreten von signifikanten Unterschieden zwischen den Daten von Schwerttrigern aus
terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten mit unterschiedlicher Dauer weist auf einen
Zusammenhang zwischen der Dauer der Haltung unter kritischen Umweltbedingungen und dem
Zustand des Abwehrsystems hin. Die Ergebnisse zeigen, dass es erst moglich sein wird die
Wirkung der Mikrogravitation auf das Abwehrsystem von Teleosteern zu beurteilen, wenn
wihrend der Weltraumfliige optimale Haltungsbedingungen gewéhrleistet sind.



Abstract: The effect of microgravity on the defence system of swordtail fish
(Xiphophorus helleri, Heckel) in a closed, aquatic ecosystem: immunological and
haematological investigations

Background: The effect of space flight conditions on the immune system of humans and rodents
was investigated since the beginning of space flight. Until now there were no investigations of the
influence of microgravity on haematological parameters and defence functions in fish. The
objective of this work was to investigate the influence of microgravity on the defence system of
teleosts.

Methods: Aboard the 9 and 16 days lasting STS-89 and STS-90 space shuttle missions were four
female swordtail fish (Xiphophorus helleri, Heckel 1848) each. During the space flights the
Closed Equilibrated Biological Aquatic System (C.E.B.A.S.) was the habitat of the fish. Parallel
to the space flights ground control experiments were performed. In addition fish from four
terrestrial C.E.B.A.S. test runs and 39 female X. helleri that were kept under optimal conditions in
aquaria were examined. In all tested fish the differential haemogram of nephritic tissue, the
spontaneous cell proliferation activity of nephritic tissue and the phagocytosis activity of
nephritic phagocytes were determined.

Results: A comparison of the examined defence system parameters of X. helleri from the
C.E.B.A.S. space flight and from ground control experiments did not show statistically significant
differences. However fish of some terrestrial C.E.B.A.S. experiments showed significant
differences compared to the aquarium controls. They showed a decrease of the percentage of
monocytes and lymphocytes in the differential haemograms as well as a reduction of
phagocytosis and spontaneous cell proliferation activity. The decrease of monocytes and
lymphocytes and the inhibition of phagocytosis are typical stress symptoms of teleosts. In
addition it frequently came to significant differences between the data of swordtails from
terrestrial C.E.B.A.S. experiments with different duration. Since the C.E.B.A.S. was a self-
sustaining ecosystem environmental conditions developed during some C.E.B.A.S. experiments
in a way that they were critical for the swordtails. Thus in addition to microgravity other
environmental factors had an influence on the defence system of X. helleri.

Conclusion: On the basis of the available results it was not possible to show an influence of
microgravity on the examined defence system parameters. Due to the significant differences
between the data of fish from terrestrial C.E.B.A.S. experiments and the aquarium controls it is
probable that, regardless of microgravity, the environmental conditions in the C.E.B.A.S. module
had an influence on the examined defence parameters. Hence swordtails of terrestrial C.E.B.A.S.
experiments showed symptoms that teleosts develop under the influence of stress. The frequent
occurrence of significant differences between data of swordtails from terrestrial C.E.B.A.S.
experiments with different durations indicates a correlation between the duration of exposure of
X. helleri to critical environmental conditions and the state of their defence system. The results
show that realistic assessments of the influence of microgravity on the defence system of
swordtail fish will be possible when optimal environmental conditions for swordtail fish can be
maintained during space flights.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Im Januar und April 1998 befand sich das C.E.B.A.S.-MINI MODUL (Closed
Equilibrated Biological Aquatic System, kurz C.E.B.A.S.) im Rahmen der STS-89 und
STS-90 Space Shuttle-Missionen fiir neun bzw. sechzehn Tage im Weltraum. Die
Weltraumfliige des C.E.B.A.S. waren bis dahin die vorldufigen Hohepunkte des
C.E.B.A.S.-Projektes, einem Forschungsprogramm mit dem priméren Ziel, ein
artifizielles, aquatisches Okosystem fiir den Einsatz unter Schwerelosigkeit zu
entwickeln und dessen Funktionsfdhigkeit unter Weltraumbedingungen zu iiberpriifen
(Andriske et al., 2000). Das C.E.B.A.S. bot zudem die Moglichkeit zur Durchfiihrung
von Multigenerationsversuchen und zur Erforschung des Einflusses von
Weltraumbedingungen auf aquatische Organismen (Bliim et al., 1994a,b; Bliim et al.,
1995 a,b; Slenzka, 1998, 1999; Bliim, 2000a).

Beim C.E.B.A.S. handelte es sich um ein artifizielles, selbsterhaltendes, aquatisches
Okosystem, welches aus einer =zoologischen, einer botanischen und einer
mikrobiologischen Funktionseinheit bestand, wobei die zoologische Komponente als
Haltungs-, Zucht- und Experimentiersystem fiir aquatisch lebende Organismen genutzt
werden konnte (Bliim, 2000a).

Fir die STS-89 und STS-90 Space Shuttle-Missionen wurden neben anderen
Organismen  vier  adulte  weibliche  Xiphophorus helleri ~ (Heckel 1848)
(Schwerttragerfisch, Stamm: HELLERI 3, Abbildung 1) als Versuchstiere in das
C.E.B.A.S. eingesetzt. Bei diesen Teleosteern (echte Knochenfische oder Neufische)

sollte untersucht werden, wie sich die Mikrogravitation auf ausgewihlte Parameter des

Abwehrsystems auswirkte.

Abbildung 1: Xiphophorus helleri (Heckel
1848), Schwerttragerfisch.

A: adultes Weibchen, B: adultes Mannchen (Foto:
McDowall, 1990).



Einleitung 2

Die Erforschung des Abwehrsystems von Fischen, die unter
Mikrogravitationsbedingungen gehalten wurden, ist im Hinblick auf die Entwicklung
eines geschlossenen, aquatischen Okosystems, das dem Menschen im Weltraum als
alimentdres Lebenserhaltungssystem (Blim, 2000b) dienen konnte, von besonderer
Bedeutung. Fische werden in einem Okosystem, wie dem C.E.B.A.S., nur dann ihre
Rolle als Konsumenten und Produzenten tierischer Biomasse optimal ausfiillen kénnen,
wenn ihre Gesundheit und damit die uneingeschriankte Funktion ihres Abwehrsystems
gewihrleistet ist.

Eine Moglichkeit, Fische bei intensiver Kultur gesund zu erhalten, ist der
prophylaktische Einsatz von ,klassischen Vakzinen bzw. rekombinanten DNA-
Vakzinen (Leong et al., 1997). Im Falle des Ausbruchs einer Krankheit muss zudem
eine optimale Therapie gewéhrleistet sein. Um Prophylaxe und Therapie wirkungsvoll
gestalten zu konnen, ist eine moglichst genaue Kenntnis der Mechanismen der Immun-
und Abwehrfunktionen der Fische von grofiter Bedeutung. Nur wenn die Wirkung von
Umweltfaktoren, Arzneimitteln, Chemotherapeutika und Vakzinen/Vakzinations-
methoden auf das Abwehrsystem und das spezifische zellulire und humorale
Immunsystem des Fischorganismus bekannt ist, ist ihr effektiver Einsatz zur
Gesunderhaltung der Bestinde gewihrleistet (Nieber, 1988; Campos und Godson, 2003;
Dumont et al., 2004).

Ziel der Untersuchungen an den X. helleri, die sich an Bord der STS-89 und STS-90
Space Shuttle-Missionen befanden, war es zu untersuchen, ob und in welcher Weise
sich die Schwerelosigkeit auf das Abwehrsystem der Schwerttrdger auswirkte. Die
gewonnen Daten konnen dazu beitragen, die Auswahl geeigneter Prophylaxen, z. B.
Vakzinierung und Selektion, zur Zucht unter Weltraumbedingungen geeigneter
Fischspezies zu erleichtern. AuBlerdem war es aufgrund der definierten Bedingungen im
C.E.B.A.S. moglich, den Einfluss der Umweltbedingungen im C.E.B.A.S. auf das
Abwehrsystem der X. helleri zu untersuchen (Goerlich und Piepenbreier, 2000).
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2 Literaturtbersicht

2.1 Immun- und Abwehrsystem der Teleosteer

Im Folgenden sollen die wichtigsten Bestandteile und Funktionen des Abwehrsystems

der Teleosteer vorgestellt werden.

2.1.1 Lymphatische Organe der Teleosteer

Bei den Teleosteern unterscheidet man zwischen priméren (Niere und Thymus) und
sekundédren lymphatischen Organen (Milz, GALT (Gut-associated-lymphoid-Tissue))
(Zapata et al., 1996). In den priméren lymphatischen Organen finden die Bildung und
die antigenunabhdngige Differenzierung von Vorlduferzellen zu immunkompetenten
Lymphozyten statt (Hansen und Zapata, 1998). In den sekunddren lymphatischen
Organen kommt es zu einem Zusammentreffen zwischen den immunkompetenten
Lymphozyten und dem Antigen (Zapata et al., 1996). Tabelle 1 gibt einen Uberblick
tiber die lymphoiden Gewebe und Zellen der Fische.

Tabelle 1: Die lymphoiden Zellen und Gewebe der Fische (nach Nakanishi, 2003).

Lymphoide Zellen und Gewebe der Fische
Agnatha Chondricthyes Osteichthyes
Cyclostomata
Myxini Petromy- Holocephali Elasmo- Actinopterygii, Teleostei
Zones branchii Chondrostei,
Holostei
Thymus 0 o [ [ ° °
Milz o o . ° ° °
Knochenmark o o o o 0 o
Lymphknoten 0 0 o o 0 o
GALT o o . ° ° °
Lymphozyten 0 ° [ [ ° °
Plasmazellen o [ ° ° ° °
Makrophagen ° ° ° ° ° °
Granulozyten ° ° ° ° ° °

Myxini = Schleimaale, Petromyzones = Neunaugen, Holochephali = Chiméren, Elasmobranchii = Haie
und Rochen, Actinopterygii = Strahlflosser, Chondrostei = Altfische, Holostei = Mittelfische, Teleostei =
Neufische, GALT = Gut-associated-lymphoid-Tissue, ® = vorhanden, o = nicht vorhanden.

Die Niere ist bei den Teleosteern das wichtigste lymphatische Organ, da es fiir die

Differenzierung immunkompetenter Zellen von besonderer Bedeutung und zugleich ein
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wichtiges hdmatopoetisches Organ ist (Hansen und Zapata, 1998; Press und Evensen,
1999). Bei X. helleri wird die Niere als wichtigstes hdmatopoetisches und
immunopoetisches Organ angesehen (Schiitt, 1994; Goerlich und Hamers, 1994;
Hamers und Goerlich, 1995). Im Nierengewebe des Schwerttragers (Abbildung 2 und 3)
konnten Hamers et al. (1997) sieben verschiedene Blutzelltypen und deren
unterschiedliche Reifestadien nachweisen. Dies waren Erythrozyten, Lymphozyten,
Thrombozyten, neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten, Monozyten und
Makrophagen. Die neutrophilen Granulozyten traten in drei verschiedenen Reifestadien
auf. Dabei handelte es sich um Metagranulozyten, stabkernige Granulozyten und
segmentkernige Granulozyten. Bis auf die Erythrozyten spielen alle genannten Zellen
eine wichtige Rolle im Abwehrgeschehen der Teleosteer, was die Bedeutung der Niere
als lymphatisches Organ unterstreicht. Al-Adhami und Kunz (1976) sprechen von der
Teleosteerniere als postembryonale Quelle von haematopoetischen Stammzellen.
AuBerdem konnten antigenprisentierende Zellen, antigenbindende Zellen, T-
Lymphozyten und B-Lymphozyten in der Niere von Teleosteern nachgewiesen werden

(Zapata und Cooper, 1990; Zapata et al., 1996; Hansen und Zapata, 1998).

=

SO

Abbildung 2: Histologischer Schnitt des hadmatopoetischen Nierengewebes von
X. helleri.

Histologischer Schnitt (Aldehydfuchsin-Goldner-Féarbung) mit Nierentubuli (TU) und intertubuldrem,
hématopoetischem Gewebe (ITG) (1000-fache Vergroferung).
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Abbildung 3: Quetschpréparat des himatopoetischen Nierengewebes von X. helleri.

Quetschpriparat (Pappenheimfarbung) mit verschiedenen leukozytiren Immunzelltypen (1000-fache
VergroBerung). B = blastédre Zelle, L = Lymphozyt, MA = Makrophage, MG = Metagranulozyt, SEG =
segmentkerniger Granulozyt, STG = stabkerniger Granulozyt.

2.1.2 Unspezifisches Abwehrsystem

Bei Teleosteern kann man zwischen einem spezifischen und einem unspezifischen
Abwehrsystem unterscheiden. Abbildung 4 gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten,

bisher bekannten Immunfunktionen der Teleosteer.

Folgende Mechanismen gehoren bei den Teleosteern zur unspezifischen Abwehr:

- physikalische und chemische Barrieren gegen das Eindringen von Mikroor-
ganismen, wie z. B. Schuppen, Epithelzellen und Schleimhéute (Ellis, 2001),

- unspezifische humorale Abwehrmechanismen, wie z. B. das Komplement (Ellis,
2001; Holland und Lambris, 2002), die Lysozyme, das Alpha2-macroglobulin und
das C-reaktive-Protein (Watts et al., 2001),

- unspezifische zellulire Abwehrmechanismen, wie z. B. die Phagozytose (Neumann

et al., 2001) und die unspezifische Zytotoxizitit (Ishimoto et al., 2004).



Unspezifische, angeborene Immunitat Spezifische, erworbene Immunitét
Schleimhaut Komplement, Lysozym, C-reaktives Protein Antigen spezifische Antikorper Schleimhaut
Haut EEEEEEEESEEESEEEEEEEEEESEEENEENEENEEEEEEEEDN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE NN NN EEEEEEEEEEER Haut
+ @
+(9 7 ©
Ag-Prasentation via
\ / MHC Klasse 11 Ag Présentation via
- + Zytokine + Zytoklne MHC Klas$ [
phagoiyme MiC 1 7 4
Peritoneum / ,,,,, Proli feration:“““ Virus infizierte
Blut Differenzierun "-"‘ : oder neoplastische
Mil €% Proliferation, Zellen Thymus
1z i - Milz
i Differenzierung
Blut
I

Niere
+
| /
Respiratory-Burst Phagozytose
¢ Antlgen Prozessierung
\Xg\ ‘@ \ Antlkorper
.
X %
Opsonisierung )x’ X
X%
Resplratory Burst

Phagozytose — X . . ) )
Produktion von Antigen spezifische, zellvermittelte
. / spezifischen Antikorpern (IgM, IgD) Zytotoxizitit
LA AR R RRERRRERRRRRRRRRRRRRRERRRRRRRRRRRERRNNHN.] EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENEEEEEENESR
Abwehr gegen Bakterien, Pilze, Parasiten Spezifische Immunitdt gegen Vieren, Bakterien, neoplastische Zellen

Abbildung 4: Ubersicht iiber die wichtigsten bisher bekannten Immunfunktionen der Teleosteer.

Gepunktete Pfeile zeigen Funktionen, die aufgrund der Ergebnisse von Proliferationsassays wahrscheinlich sind.

Ag = Antigen, Ig=Immunglobulin, MHC = major histocompatibility complex, slg = surface-Immunglobulin, IL = Interleukin, Tp-Zelle = T-Helfer-Lymphozyt, T-
Zelle = zytotoxischer T-Lymphozyt (* Die Existenz von T-Helfer und zytotoxischen T-Zellen ist aufgrund der Ergebnisse von funktionellen Proliferationsassays sehr
wahrscheinlich. Beide Zelltypen konnten bisher noch nicht als eigenstéindige Zellpopulationen nachgewiesen werden). Abbildung nach Kéllner et al. (2002).

JYOISIOQNINIBINI |
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2.1.2.1 Physikalische und chemische Barrieren

Schuppen, Haut und Schleimhiute der Teleosteer schiitzen vor Verletzungen und
verhindern das Eindringen von Mikroorganismen. Sie bilden daher eine erste
physikalische und chemische Barriere (Ellis, 2001). Dabei bilden die Schuppen einen
mechanischen Schutz. Haut und Schleimhéute der Fische beinhalten zudem Stoffe, die
bakterizide Wirkungen besitzen, wie z. B. antibakterielle Peptide, Lysozyme, Lektine

und Proteasen (Ellis, 2001).

2.1.2.2 Unspezifische humorale Abwehrmechanismen

Humorale Substanzen und Zellsekrete, wie die Faktoren des Komplementsystems, das
C-reaktive-Protein, Interferone und Transferine, tragen ebenfalls zur unspezifischen

humoralen Abwehr von infektiosen Erregern bei (Yano, 1996; Ingram, 1998).

2.1.2.3 Unspezifische zellulare Abwehrmechanismen

Neben den unspezifischen humoralen Abwehrmechanismen existieren bei den
Teleosteern auch unspezifische zellulire Abwehrfunktionen. Dazu gehdren die
Phagozytose, Entziindungsreaktionen und die unspezifische Zytotoxizitit. An diesen
unspezifischen zelluldren Reaktionen sind Monozyten, Makrophagen, neutrophile
Granulozyten, eosinophile Granulozyten und basophile Granulozyten sowie
unspezifische zytotoxische Zellen beteiligt (Secombes, 1996).

Unter Phagozytose versteht man die Aufnahme, Abtdtung und Verdauung von
Organismen durch Phagozyten (Secombes, 1996; Kollner et al., 2002).

Ein Pathogen, welches in das Gewebe eines Wirtes eingedrungen ist, aktiviert ein
Netzwerk von phagozytierenden Zellen (z.B. Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen), welches dazu beitrdgt, die eingedrungenen Erreger vollstindig zu
zerstoren oder ihre Verbreitung zu verhindern (Secombes, 1996; Gerwick et al., 2002).
Eine besonders wichtige Rolle spielt die Phagozytose von infektiosen Agenzien bei

Entziindungsreaktionen des Teleosteerorganismus (Secombes, 1996).
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Bei den Teleosteer sind Monozyten, Makrophagen, neutrophile Granulozyten und bei
manchen Spezies eosinophile Granulozyten die wichtigsten phagozytierenden Zellen
(Ainsworth, 1992; Neumann et al., 2001; Koéllner et al., 2002). Sie sind dazu in der
Lage, eine Vielzahl verschiedener immunogener und nicht immunogener Partikel und
l16slicher Stoffe aufzunehmen und zu verdauen (Ainsworth, 1992; Secombes und
Fletcher, 1992; Dorin et al., 1993; Steinhagen und Jendrysek, 1994; Dannevig et al.,
1994; Neumann et al., 2001). Dannevig et al. (1994) konnten auch bei Endothelzellen
der Niere und parenchymatischen Zellen der Leber Phagozytoseaktivitit feststellen.

Die Phagozytoseleistung kann durch so genannte Opsonine gefordert werden. Bei
Teleosteern konnten Opsonisierungseffekte durch das C-reaktive-Protein (CRP)
(Nakanishi et al., 1991; Kodama et al., 1999; Bayne und Gerwick, 2001; Ellis, 2001;
Watts et al., 2001), Antikorper (Chen et al., 1998; Barnes et al.,, 2002) und
Komponenten des Komplementsystems gezeigt werden (Nakao und Yano, 1998;
Nonaka und Smith, 2000; Holland und Lambris, 2002; Lange et al., 2004).

Die Aufnahme von Partikeln in die Zelle ist ein aktiver Prozess, dessen Kinetik viele
verschiedene Faktoren beeinflussen konnen. Leiro et al. (1995) zeigten, dass in vitro
sowohl die Temperatur als auch die Inkubationszeit und das Verhéltnis von Phagozyten
zum Pathogen Einfluss auf die Phagozytose haben.

Die Mechanismen, mit denen phagozytierte Pathogene abgetdtet werden, lassen sich in
sauerstoffabhingige und sauerstoffunabhéngige unterteilen. Bei den Erstgenannten
kommt es wihrend des Phagozytosevorgangs zum so genannten Respiratory-Burst,
einem sprunghaften Anstieg der O,-Aufnahme durch phagozytierende Zellen. Der
Anstieg der  Sauerstoffaufnahme ist auf die Bildung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen (z. B. H;0;) bzw. Stickstoffverbindungen (z. B. NO,)
zurlickzufiihren, die dazu in der Lage sind, pathogene Erreger abzutdten (Secombes,
1996; Neumann et al., 2001).

Neben den Totungsmechanismen, die sauerstoffabhidngig sind, besitzen Phagozyten
auch eine Vielzahl von Enzymen (z.B. Lysozym), die dazu in der Lage sind,
Phathogene abzutdten. Aber auch kationische Proteine mit bakterizider Wirkung (Kelly
et al., 1990; Neumann et al., 2001) und zytotoxische Zytokine (z. B. Tumor-Nekrose-
Faktoren) konnen zur sauerstoffunabhingigen Abtotung von Pathogenen beitragen
(Secombes, 1996).

Die Phagozyten spielen nicht nur eine wichtige Rolle bei der Abtotung pathogener
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Erreger, sondern sind auch als akzessorische Zellen von grofler Bedeutung fiir das
Abwehrsystem der Fische (Kollner et al., 2002). AuBlerdem sind sie ein wichtiges
Bindeglied zwischen der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr. Akzessorische
Zellen sind nicht lymphoide Zellen, die durch Prédsentation von Antigen,
Membrankontakt und Sekretion von Zytokinen kostimulatorische Aktivitit entwickeln
und die Proliferation und Differenzierung von T- und B-Zellen begiinstigen (Keller,
1994; Kollner et al., 2002). Clem et al. (1991) und Vallejo et al. (1992) zeigten, dass
akzessorische Zellen auch bei den Fischen eine notwendige Voraussetzung fiir eine
Lymphozytenreaktion sind.

Eine wichtige Funktion akzessorischer Zellen ist die Antigenpridsentation prozessierter
Antigene mit Hilfe des MHC I- bzw. MHC II-Komplexes (Major-Histocompatibility-
Complex) und die Abgabe von 16slichen Zytokienen, wie z. B. IL-1B (IL = Interleukin)
und Eicosanoide, die Lymphozyten aktivieren konnen (Dijkstra et al., 2001; Hansen und
Patra, 2002; Kollner et al., 2002; Nakanishi et al., 2002). Durch histologische
Untersuchungen an Makrophagen aus Niere, Milz und Darm konnte nachgewiesen
werden, dass diese Zellen nach einer Immunisierung Antigene auf ihrer Zelloberflache
tragen und Lymphozyten prédsentieren (Lamers und De Haas, 1985; Rombout und van
den Berg, 1989; Vallejo et al., 1990).

Die oben beschriebenen unspezifischen Abwehrmechanismen haben eine grof3e
Bedeutung fiir das Abwehrsystem der Teleosteer. Sie stellen poikilothermen Tieren
schnell wirkende und relativ temperaturunabhéngige Abwehrmechanismen bereit, die
viele Vorteile gegeniiber dem langsameren und temperaturempfindlicheren spezifischen
Immunsystem haben (Ellis, 2001). Fiir die besondere Rolle der unspezifischen
Abwehrmechanismen spricht aullerdem, dass sie wahrscheinlich nicht unwesentlich
dazu beitragen, spezifische Immunreaktionen auszuldsen und zu steuern (Dixon und

Stet, 2001).

2.1.3 Spezifisches Abwehrsystem

Fische sind die phylogenetisch éltesten Vertebraten, die ein spezifisches Immunsystem

besitzen, was sich insbesondere in dem Vorhandensein von Lymphozyten,

Immunglobulin, MHC und T-Zell-Rezeptoren widerspiegelt (Nakanishi, 2003). Das
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Abwehrsystem der Teleosteer ist dazu in der Lage, eine spezifische Immunantwort
auszubilden, die der der Sédugetiere dhnlich ist. Dennoch ist das Abwehrsystem der
Teleosteer wesentlich einfacher und undifferenzierter aufgebaut als das der Mamalia

(Nakanishi, 2003).

2.1.3.1 Spezifische zellulare Immunitat

Die verschiedenen Abwehrfunktionen der spezifischen zelluliren Immunitdt werden
durch Zellen vermittelt (Manning und Nakanishi, 1996). Eine besonders wichtige Rolle
spielen hierbei die T-Lymphozyten. In vivo zeigt sich die spezifische zellvermittelte
Immunitdt u.a. in Form der Transplantat-AbstoBungsreaktion, der Transplantat-gegen-
Wirt-Reaktion (Graft-versus-Host-Reaction (GvHR)) und der Uberempfindlichkeitsre-
aktion vom verzogerten Typ (Delayed-Type-Hypersensitivity, DTH) (Nakanishi et al.,
1999).

Bei der Transplantat-AbstoBungsreaktion kommt es zu einer Infiltration des
tibertragenen Gewebes durch Lymphozyten und Makrophagen, was zu einer Zerstérung
des Tansplantates fithrt. CD8"-Zellen, die bei den Mammaliern die
Transplantatabstofung  vermitteln, = konnten = bei ~ Oncorhynchus  mykiss
(Regenbogenforellen) nachgewiesen werden (Hansen wund Strassburger, 2000).
AuBerdem war es bei Ictalurus punctatus (Getiipfelter Gabelwels) moglich, zwei
verschiedene Zelltypen mit spezifischer zytotoxischer Aktivitdt nachzuweisen. Beide
Zelltypen zeigten T-Zell-Rezeptoren und lytisch wirkender Granula (Zhou et al., 2001).

Bei der GvH-Reaktion handelt es sich um eine Reaktion des Transplantates gegen das
Wirtsgewebe. Voraussetzung fiir eine solche Reaktion ist das ausreichende
Vorhandensein von immunkompetenten Zellen im transplantierten Gewebe. Im
Wesentlichen kommt es dabei zu dhnlichen Immunreaktionen wie bei der Transplantat-
Abstofungsreaktion (Nakanishi, 1994).

Auch die DTH-Immunantwort konnte bei Teleosteern nachgewiesen werden (Manning
und Nakanishi 1996; Nakanishi et al., 1999). Typische Symptome einer DTH-Reaktion
treten auf, wenn einem vorher sensibilisierten Teleosteer das entsprechende bakterielle
Antigen erneut intradermal injiziert wird. Nach ein bis zwei Tagen kommt es zu einer

Infiltration von Lymphozyten und Makrophagen und einer Anschwellung und
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Verhdrtung am Ort der Injektion (Manning und Nakanishi, 1996). Allerdings konnen
nicht mit allen Antigenen derartige Reaktion hervorgerufen werden. Manning und
Nakanishi (1996) schlieBen daraus, dass bei Teleosteern nur sehr starke und
persistierende Immunogene dazu in der Lage sind, eine Uberempfindlichkeitsreaktion

vom verzogerten Typ auszuldsen.

2.1.3.2 Spezifische humorale Immunitat

Unter spezifischer humoraler Immunitit versteht man die Immunreaktionen, die durch
spezifische, d.h. gegen ganz bestimmte Erreger/Antigene gerichtete Antikorper
vermittelt werden. Die immunkompetenten B-Lymphozyten sind die Triager der
spezifischen humoralen Immunitit, da sie die Produzenten der spezifischen Antikorper
sind (Kollner et al., 2002; Castillo et al., 1993). Teleosteer sind in der Lage, spezifische
Antikorper gegen eine Vielzahl von Antigenen zu bilden. Bisher konnten bei
Teleosteern zwei  AntikOrpertypen nachgewiesen werden: IgM und IgD
(Ig = Immunglobulin) (Wilson et al., 1997; Stenvik et al., 2001; Hirono et al., 2003).
Das tetramere IgM der Teleosteer gleicht in vielerlei Hinsicht dem pentameren IgM der
Sdugetiere (Wilson und Warr, 1992). Uber die Funktion des IgD bei Teleosteern ist
noch wenig bekannt, jedoch lassen Untersuchungen von Stenvik et al. (2001) darauf
schlieBen, dass IgD hauptsidchlich als B-Zell-Rezeptor exprimiert wird, dhnlich dem
IgD der Séugetiere.

Eine bedeutende Eigenschaft der spezifischen Immunitit der Siugetiere ist das
immunologische Gedichtnis. Bei Teleosteern konnte gezeigt werden, dass es bei der
zweiten Begegnung mit einem Antigen zu einer verstirkten Antikdrperproduktion
kommt. Diese ist in ihrer Intensitit aber nicht annidhernd so stark wie bei den
Saugetieren (Tatner, 1986; Arkoosh und Kaattari, 1991). Arkoosh und Kaattari (1991)
wiesen nach, dass die Sensitivitit fiir das Antigen bei einem Zweitkontakt verstirkt ist.
Die bei den Sidugetieren typischen Merkmale dieses Mechanismus (exponentieller
Anstieg der monomeren Immunglobuline im Serum, Isotyp Switch, Anstieg der
Affinitit der monomeren Immunglobuline beim Zweitkontakt mit dem Antigen)
existieren bei den Fischen - wenn iiberhaupt - nur in stark abgeschwéchter Form

(Kaattari und Piganelli, 1996).
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2.1.4 Funktion der Leukozytentypen

Im Folgenden sind die Funktionen der Leukozytenpopulationen, die bisher bei X. helleri

beschrieben wurden, aufgefiihrt. Die Bilder zeigen Quetschprédparate von Nierengewebe

von X. helleri (Pappenheimfarbung, 1000-fache VergroBerung), die im Rahmen dieser

Arbeit erstellt wurden. Die Pfeile in den Abbildungen verweisen auf typische

Exemplare des jeweiligen Zelltyps. T- und B-Lymphozyten sind anhand der Abbildung

nicht voneinander zu unterscheiden.

Monozyten:

Phagozytose (Hunt und Rowley, 1986; Secombes und Fletcher,
1992)

Unspezifische zytotoxische Aktivitdt (Cuesta et al., 1999)
Chemotaxis (Griffin, 1984)

Antigenprasentation mit Hilfe von MHC Il-dhnlichen
Strukturen (Vallejo et al., 1990; Vallejo et al., 1992; Secombes,
1996)

Produktion von Zytokinen, Leucotrienen und anderen
immunstimulierenden Faktoren (Secombes, 1991; Secombes
und Fletcher, 1992)

Produktion von IL-1 (Secombes und Fletcher, 1992)

Makrophagen:

Phagozytose (Secombes und Fletcher, 1992)

Chemotaxis (Taylor und Hoole, 1993)

Unspezifische zytotoxische Aktivitit (Cuesta et al., 1999)
Antigenprisentation mit Hilfe wvon MHC II-dhnlichen
Strukturen (Lamers und De Haas, 1985; Rombout und van den
Berg, 1989; Vallejo et al., 1990; Secombes und Fletcher, 1992;
Vallejo et al., 1992)

Produktion von IL-1 (Clem et al., 1991)

Abgabe von Leukotrienen und Lipoxinen (Immunregulation,
proinflamatorisch, Hemmung leukozytdrer Immunantworten)
(Tocher und Sargent, 1987; Pettitt et al., 1989; Pettitt et al.,
1991; Rowley, 1991; Secombes und Fletcher, 1992)

Produktion von TNFa (Zelikoff et al., 1990)
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Neutrophile Granulozyten

- Phagozytose (Weinreb, 1963; Lester und Budd, 1979; Suzuki, i ‘Q"w
1984; Siwicki et al., 1985; Finco-Kent und Thune, 1987; ' ; L4
Kusuda und Ikeda, 1987; Lehmann et al., 1987; Ainsworth und @ ‘
Dexiang, 1990) . : s 4

- Chemotaxis (Weeks et al., 1986; Wood und Matthews, 1987; . ﬁ ' &h . ‘
Rowley et al., 1988; Sharp et al.,, 1991; Ainsworth, 1992; = . = .ﬂ ad
Taylor und Hoole, 1993; Newton et al., 1994) - 7 Fal

- Degranulation (Abgabe von Enzymen an die Umgebung zwecks o
Abtotung von Pathogenen) (Ellis, 1986; Wood et al., 1986) e

- Spontane zytotoxische Aktivitit (Kurata et al., 1995) &

- Abtdtung von Pathogenen (Secombes und Fletcher, 1992) & * P
, &
- Abgabe von Leukotrienen und Lipoxinen (Immunregulation, = g @ @ 'I- L |

proinflamatorisch, Hemmung leukozytirer Immunantworten) »
(Tocher und Sargent, 1987; Pettitt et al., 1989; Pettitt et al., . '_ e
1991; Secombes und Fletcher, 1992) T
Die Pfeile markieren drei typische Exemplare von Reifestadien der ’;‘h \ %
neutrophilen Granulozyten. Von oben nach unten: Meta- | = .

granulozyt, stabkerniger Granulozyt, segmentkerniger Granulozyt.

Eosinophile Granulozyten

- Funktion analog zu den Mastzellen der Mammalia (Reite, 1998;
Matzuyama und lida, 1999)

- Phagozytose (Bodammer, 1986 ; Dorin et al., 1993; Secombes,
1996)

- Chemotaxis (Lamas et al., 1991)

- Anlagerung an Parasiten (Huizinga, 1980)

- Teil der Enzystierung (Einkapselung) von Parasiten (Cone und
Wiles, 1985; Secombes, 1996)

- Abtdtung von Parasiten (Huizinga, 1980)

- Chemotaktische Anziehung von Leukozyten (Huizinga, 1980)

- Neutralisation parasitirer Produkte (Huizinga, 1980)

- Degranulation (Abgabe von Histaminen (Powell et al., 1993;
Secombes, 1996) und von Migrationsfaktoren neutrophiler

Granulozyten (Matzuyama et al., 2000))

- Spontane zytotoxische Aktivitdit (Cammarata und Vazzana,
2000)
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Lymphozyten
B- Lymphozyten:

Antigenprisentation (Secombes, 1996)

Antikdrpersynthese (Castillo et al., 1993; Kollner et al., 2002)

- IL-1-Rezeptor (Kaattari und Piganelli, 1996)

Anregung der B-Lymphozyten zur Antikorperproduktion durch

thymusabhéngige und thymusunabhéngige Antigene (Kaattari
und Piganelli, 1996)

T- Lymphozyten:

]
- Produktion von IL-2-dhnlichen Faktoren (Anregung der ‘: [ & s
Proliferation von T-Lymphozyten) (Miller et al., 1994)
- Produktion von IL-4-dhnlichen Faktoren (dient der B-Zell- @ "
Aktivierung) (Miller et al., 1994) e~ - !
- Produktion von IFN-y-dhnlichen Faktoren (Aktivierung von @ ‘QJ‘ {

Makrophagen, Schutz gegen virale Infekte, verstirkter ®

Respiratory-Burst) (Graham und Secombes, 1988, 1990; \%f

Manning und Nakanishi, 1996)
- T-Zell-Rezeptor (Partula et al., 1994, 1995a, b) e .ﬁ- ‘ .
- T-Helferzellen-Aktivitit (Manning und Nakanishi, 1996) s .

2.2 Wirkung von Umweltbedingungen auf das Immun- und Abwehrsystem von

Teleosteern

2.2.1 Wirkung der Mikrogravitation auf das Immunsystem von Saugetieren

Im Rahmen des C.E.B.A.S.-Projektes wurde zum ersten Mal der Einfluss der
Mikrogravitation auf das Abwehrsystem von Teleosteern bzw. von niederen
Vertebraten untersucht. Die Wirkung der Mikrogravitation auf das Immunsystem von
Menschen, Ratten und Méusen ist dagegen schon haufig Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchungen gewesen, denn seit Beginn der bemannten Raumfahrt sind Infektionen,
die kurz vor bzw. im Verlauf von Weltraumfliigen auftreten, ein bekanntes Problem.
Wihrend des Apollo-Programms konnten bei vielen Astronauten Infektionen der
Atemwege, des Darmes, der Harnwege und der Haut festgestellt werden (Hawkins und
Ziegelschmid, 1975). Spédter reduzierte ein NASA-Programm zur Verbesserung der

Gesundheit von Astronauten das Auftreten von Infektionserkrankungen. Dennoch
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kommt es bei Astronauten bis in die Gegenwart des Space Shuttle-Programms zu
infektiosen Erkrankungen (Taylor et al., 1977). Stressoren, denen Astronauten vor und
wiahrend Weltraumfliigen ausgesetzt sind, spielen vermutlich eine wichtige Rolle bei
der Entstehung des immunologischen Bildes, welches sich nach Weltraumfliigen zeigte
(Taylor und Dardano, 1983; Stowe et al., 1999). Dafiir, dass Stresshormone eine
wichtige Rolle bei der Auspriagung des immunologischen Befundes bei Raumfahrern
spielen, sprechen Rezeptoren fiir Stresshormone auf Lymphozyten und
polymorphkernigen Granulozyten. Beobachtet wurden Neutrophilie, Lymphopenie und
reduzierte T-Zell-Blastogenese (Besedovski et al., 1983; Christou et al., 1980).

Nach Weltraumaufenthalten kam es zu quantitativen Verdnderungen der
Leukozytenpopulationen im peripheren Blut von Astronauten (Kimzey et al., 1976;
Taylor und Dardano, 1983; Taylor et al., 1986; Leach, 1992; Meehan et al., 1992;
Allebban et al., 1994; Ichiki et al., 1996). Es traten aber auch funktionelle
Verdnderungen innerhalb der Leukozytenpopulationen auf. So konnte sowohl eine
Hemmung (Cogoli und Tschopp, 1985; Bechler et al., 1986; Taylor et al., 1986; Cogoli
et al., 1988; Konstantinova et al., 1993) als auch eine Steigerung (Bechler et al., 1992;
Cogoli et al., 1993) der mitogeninduzierten T-Zell-Aktivierung/Proliferation festgestellt
werden.

Welche Wirkung Weltraumaufenthalte auf Reifung, Morphologie und Funktion von
neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen haben, ist nur selten
untersucht worden (Stowe et al., 1999).

Stowe et al. (1999) zeigten einen Anstieg der chemotaktischen Aktivitit und eine
Zunahme der Adhésion an endothelialen Zellen bei neutrophilen Granulozyten von
Astronauten. Zugleich wies der Urin der Astronauten eine erhohte Konzentration des
Stresshormons Cortisol auf. Die Autoren schlieBen aus ihren Ergebnissen auf einen
hypermetabolen Zustand der neutrophilen Granulozyten aufgrund von Stresshormonen,
die wihrend und nach Weltraumfliigen ausgeschiittet wurden.

Der Respiratory-Burst, d.h. die gesteigerte Sauerstoffaufnahme der Phagozyten und die
Bildung reaktiver (gegeniiber Erregern aggressiver) Sauerstoffspezies (z. B. H,O,) von
murinen neutrophilen Granulozyten, war bei Hypogravitation und Parabolfliigen erhéht.
Dies spricht fiir eine Aktivierung dieses Zelltyps unter Hypogravitationsbedingungen
(Fleming et al., 1991; Armstrong et al., 1995).

Murine Makrophagen zeigten nach Weltraum- bzw. Parabolfliigen sowohl eine
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beschleunigte Proliferation als auch eine gehemmte Differenzierung. AufBerdem
breiteten sie sich bei Hypogravitation verstdrkt aus, das so genannte ,,Spreading®. Nach
Ansicht der Autoren war dies ebenfalls ein Zeichen fiir eine gesteigerte Aktivitit
(Armstrong et al., 1995).

Bei humanen Monozyten wurde eine deutliche Hemmung der IL-1-Produktion unter
Mikrogravitationsbedingungen festgestellt. IL-1 ist ein interzelluldrer Botenstoff, der
fiir die T-Zell-Aktivierung notwendig ist (Limouse et al., 1991; Bechler et al., 1992).
Gegenteiliges beobachteten Chapes et al. (1992). Bei murinen Makrophagen des
Knochenmarks, die unter Weltraumbedingungen kultiviert wurden, stellten sie eine

100%ige Steigerung der IL-1-Produktion fest.

2.2.2 Wirkung von Stressoren auf das Abwehrsystem von Teleosteern

Wie oben erwéhnt, konnen die Bedingungen, die wihrend eines Weltraumfluges
herrschen, bei Astronauten Stress verursachen. Auch die Schwerttriger standen
wihrend der C.E.B.A.S.-Experimente neben der Mikrogravitation unter dem Einfluss
vieler weiterer Umweltfaktoren bzw. Stressoren, die dazu in der Lage waren, iiber den
Weg des allgemeinen Anpassungssyndroms (Selye, 1950a,b, 1956) Einfluss auf das
Abwehrsystem der Versuchstiere zu nehmen. Wegen des Einflusses, den Stressoren auf
das Abwehrsystem von Teleosteern haben, soll im Folgenden nédher auf dieses

Phidnomen eingegangen werden.

2.2.2.1 Stress und allgemeines Anpassungssyndrom

Stress ist eine generelle, unspezifische Reaktion eines Organismus auf einen exogenen
oder endogenen Reiz, genannt Stressor (Selye, 1956). Das grundlegende Stress-
Effektorsystem bei Sdugetieren ist der neuroendokrine Pfad vom Hypothalamus iiber
die Hypophyse zur Nebenniere, die HPA-Achse (Hypothalamo-Pituitary-Adrenal-Axis).
Ein Stimulus, der dazu in der Lage ist, die HPA-Achse zu aktivieren, ist ein potentieller
Stressor und physiologische Verdanderungen, die durch die Aktivierung der HPA-Achse

hervorgerufen werden, konnen als Stress bezeichnet werden (Selye, 1950a,b). Das
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einheitliche Muster, dem die durch Stress verursachten physiologischen Verdnderungen
folgen, werden als allgemeines Anpassungssyndrom bezeichnet (Selye, 1950a,b; Swift,

1981). Das allgemeine Anpassungssyndrom lduft bei Menschen in drei Phasen ab:

1. Alarmphase
2. Adaptationsphase
3. Erschopfungsphase.

In der Alarmphase kommt es zu einer Erhdhung der Leukozytenzahl im peripheren Blut
und zu einer Riickbildung des Thymus und anderer lymphatischer Organe. Im
Anschluss beginnt die Widerstands- oder Adaptationsphase, in der z. B. verstirkt
Entziindungsreaktionen auftreten. Halt der Stressor weiter an, tritt der Organismus in
die Erschopfungsphase des allgemeinen Anpassungssyndroms ein. In dieser Phase
kommt es zu so genannten Anpassungskrankheiten.

Einige der wichtigsten Adaptationsmechanismen der Saugetiere betreffen das
Immunsystem. Dazu gehdren z. B. die oben schon erwéhnten Entziindungsreaktionen,
Phagozytosefunktionen und eine Vielzahl anderer spezifischer und unspezifischer
Immunantworten, die von den Komponenten des lymphoiden Systems vermittelt
werden. Da Monozyten und Makrophagen Rezeptoren fiir die in Stresssituationen
freigesetzten Glucocorticoide Cortison, Corticosteron und Progesteron besitzen, konnen
diese Hormone einen Einfluss auf die genannten Zellen und somit auch auf die
Phagozytose haben (Cooper und Parrinello, 1996). Zudem wirken sie sich auf die
Leukozytenzahl, die Proliferation der Lymphozyten, die ontogenetische Entwicklung
der Lymphozytenfunktionen und die Modulation der Immunantwort aus (Cooper und

Parrinello, 1996).

2.2.2.2 Neuroendokrines System und Stress bei Teleosteern

Das Stresskonzept hat auch bei Studien mit Fischen eine breite Akzeptanz gefunden.
Schon bald nach der Etablierung dieses Modells beim Menschen wurde auch bei
Teleosteern nach Beweisen fiir das Auftreten von Stress in Selyes’ Sinne gesucht

(Slicher, 1961; Ball und Slicher, 1962; Weatherley, 1963; McKim, 1966; Pickford et al.,
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1971a,b,c). Bei Teleosteern existiert ein zu der HPA-Achse analoges System, die so
genannte Hypophysen-interrenal-Achse  (Pituitary-interrenal-Axis), bei der die
Interrenaldriise die gleichen Typen von Corticosteroiden abgibt wie bei Sdugetieren
(Swift, 1981). Die Corticosteroide besitzen im GroBen und Ganzen auch die gleichen
physiologischen Funktionen (Bentley, 1976). Die bei Teleosteern durch Stress
hervorgerufenen physiologischen Verinderungen zeigen so groBe Ahnlichkeiten mit
den Verinderungen bei Sdugetieren, dass davon ausgegangen werden kann, dass die
Grundlagen der Stressantwort bei beiden die gleichen sind (Swift, 1981).

Nach Stresseinwirkung konnte bei Teleosteern ein erhohter Plasmacortisolspiegel
gemessen werden (Strange et al., 1977; Strange und Schreck, 1980; Tomasso et al.,
1981; Ellsaesser und Clem, 1986, 1987). Bei verschiedenen Salmonidenspezies und
beim Getiipfelten Gabelwels (Ictalurus punctatus) war das Stresshormon Cortisol dazu
in der Lage, die humorale Immunantwort herabzusetzen (Anderson et al., 1982;
Ellsaesser und Clem, 1986, 1987; Bennett und Wolke, 1987; Tripp et al., 1987; Maule
et al.,, 1989). AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass Stressoren spezifische und
unspezifische Abwehrmechanismen der Teleosteer beeintrachtigen und ihre Anfélligkeit
fiir pathogene Erreger erhdhen (Plumb et al., 1976; Wedemeyer, 1976; Walters und
Plumb, 1980; Peters et al., 1988; Wise et al., 1993). Auch Pickering und Duston (1983),
Peters et al. (1988) und Maule et al. (1989) konnten zeigen, dass die Immunantwort
nach Stresseinwirkung und die damit einhergehende Freisetzung von Corticosteroiden
bei Teleosteern unterdriickt wird und es so zu einer verminderten Widerstandsfahigkeit

gegen Krankheitserreger kommen kann.

2.2.2.3 Umweltbedingungen und Stress bei Teleosteern

Nach Cooper und Parrinello (1996) ist es mdglich, die Stressreaktion eines Organismus
in direkte Verbindung mit Schadstoffen und Umweltgiften zu bringen. Bei Teleosteern
konnen Umweltvariablen wie der Sauerstoffgehalt, die Temperatur, der pH-Wert, die
Konzentrationen von Abbauprodukten des Stickstoftkreislaufes, soziale Faktoren und
Xenobiotika eine Stressreaktion hervorrufen. Wasserverschmutzungen (Walters und
Plumb, 1980; Weeks und Wariner, 1986; Anderson, 1996), Temperaturveranderungen
(Meyer, 1970; Kindle und Witmore, 1986; Magnadottir et al., 1999), Hypoxie
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(Sauerstoffmangel) (Plumb et al., 1976; Schreck, 1996) und saisonale Rhythmen
(Zapata et al., 1992; Kollner et al., 2002) gelten als Faktoren, die Einfluss auf den

Verlauf von Fischkrankheiten nehmen konnen.

2.2.2.4 Sozialer Stress bei Teleosteern

Der Begrift ,,sozialer Stress steht hier in erster Linie fiir Rangordnungskédmpfe und
ungeeignete Populationsdichten bei der Fischhaltung. Anhand der Wirkung von
aggressivem Verhalten auf das Immunsystem von Teleosteern ist deutlich geworden,
dass sozialer Stress drastische Auswirkungen auf viele physiologische Mechanismen,
das Immunsystem und die Gesundheit haben kann (Ejike und Schreck, 1980; Cooper et
al., 1988; Ghoneum et al., 1988; Faisal et al., 1990; Chiappelli et al., 1993). Cooper und
Parrinello (1996) beschreiben durch sozialen Stress hervorgerufene, degenerative
Verdnderungen der Leukozyten. Bei Tilapien (Oreochromis niloticus) wurde die
Auswirkung von sozialem Stress auf funktionale Aktivititen von Natiirlichen-
zytotoxischen-Zellen (NCC, Natural-cytotoxic-Cells) untersucht. Zehn Stunden nach
Beginn der Stresssituation konnten die Tiere, anhand verminderter zytotoxischer
Reaktivitdt, in dominante Tiere (a-Tiere), untergeordnete Tiere (B-Tiere) und Tiere, die
keiner der beiden Klassen angehorten, unterteilt werden. Der Riickgang der NCC-
Aktivitdt bei Fischen, die sozialer Aggressivitit ausgesetzt waren, ist laut Ghoneum et
al. (1988) ein Hinweis darauf, dass Verdnderungen der zellvermittelten Immunitét auf
soziale Stressoren zuriickgefiihrt werden kdnnen. Bei Untersuchungen von Kurogi und
Iida (1999), bei denen Tilapien (Oreochromis niloticus) Rangordnungskampfen und
damit sozialem Stress ausgesetzt waren, zeigte sich bei den unterlegenen Tieren ein
erhohter Cortisolspiegel im peripheren Blut. AuBBerdem war bei diesen Tieren sowohl
die Fiahigkeit der neutrophilen Granulozyten unterdriickt, in Entziindungsherde

einzuwandern, als auch die Phagozytosefahigkeit und der Respiratory-Burst vermindert.
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2.2.2.5 Wirkung der Dauer einer Stresssituation auf die Gesundheit von

Teleosteern

Der Aspekt der zeitlichen Ausdehnung der Stresseinwirkung ist im Zusammenhang mit
den Daten dieser Arbeit von Bedeutung, da die C.E.B.A.S.-Experimente von
unterschiedlicher Dauer waren (vgl. Tabelle 3).

Der physiologische Effekt von Umweltstressoren ist abhiingig von der Dauer und der
Intensitdt des Stressors (Mosconi et al., 1998; Pickering, 1998). Ainsworth et al. (1991a)
vermuten einen Zusammenhang zwischen der Dauer einer Stresssituation und der
immunsuppressiven Wirkung. Eine akute Stressreaktion entsteht bei Fischen durch
leichte, kurzfristige Stressoren (Demers und Bayne, 1997; Rottlant und Tort, 1997; Ruis
und Bayne, 1997). Dagegen wird durch lang anhaltende, starke Stressoren eine
chronische Stressreaktion hervorgerufen (Pickering, 1998). Dabei verstirkt akuter
Stress eher das Immunsystem, als dass er es schwécht. So wurde bei akutem Stress die
Zunahme von Lysozymen und Komplementfaktoren oder eine verstirkte
Phagozytoseaktivitdit nachgewiesen. Diese Faktoren tragen zum Schutz gegen
Pathogene bei (Demers und Bayne, 1997; Ruis und Bayne, 1997). Chronische
Stresseinwirkung fiihrt dagegen nach den Beobachtungen vieler Autoren zu einer
Schwiéchung der humoralen und zelluldren Immunparameter (Yin et al., 1995; Tort et
al., 1996; Bly et al., 1997; Clearwater und Pankhurst, 1997).

Ortuno et al. (2001) schlieBen aus ihren Ergebnissen, dass es Stressformen gibt, die
auch bei kurzfristiger Einwirkung auf den Fischorganismus sowohl zur Auspragung von
akuten als auch von chronischen Stresssymptomen fithren. Bei ihren Versuchen zeigten
Goldbrassen (Sparus aurata), die kurzfristig intensivem (zwei Stunden) sozialem Stress
ausgesetzt waren, einen schnellen, signifikanten Anstieg der
Plasmacortisolkonzentration, eine Verminderung des Complementtiters und eine
signifikante Abnahme der Phagozytosefahigkeit und Phagozytosekapazitit.

Yin et al. (1995) untersuchten, wie sich die Dauer einer Stresssituation auf
unspezifische Immunfunktionen von Karpfen (Cyprinus carpio) auswirkt.
Entsprechende Parameter wurden nach 1, 7, 14 und 30 Tagen gemessen. Die
Anfalligkeit fir Krankheitserreger nahm mit der Dauer der Stresssituation nicht zu. Zu
Beginn war sie gegeniiber den Kontrolltieren zwar signifikant erhéht, doch stieg sie im

Verlauf des Experimentes nicht weiter an.
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2.2.2.6 Wirkung von Stressoren auf die Phagozyten von Teleosteern

Verschiedene Autoren haben die zelluldre Immunaktivitit der Teleosteer dazu genutzt,
um den Status des Immunsystems nach Einwirkung von Stressoren zu bestimmen (Scott
und Klessius, 1981; Ghoneum et al., 1988; Yin et al., 1995).

So konnte bei Karpfen (Cyprinus carpio), die durch Populationsdichten von 24-26 g
Fisch/l gestresst wurden (Populationsdichte Kontrollen: 4,5-5,5 g Fisch/l), eine
Verminderung der Chemiluminiszensantwort von Phagozyten des Pronephros
festgestellt werden (Yin et al., 1995). Diese Beobachtung unterstiitzt die Ergebnisse von
Scott und Klessius (1981). Sie konnten eine Schwichung der Opsonisierungsaktivitit
und der Phagozytosefunktion bei Phagozyten von gestressten Fischen feststellen.
Narnaware und Baker (1996) stellten fest, dass Regenbogenforellen (Oncorhynchus
mykiss), die durch intraperitoneale Injektion einer Salzlosung gestresst wurden,
innerhalb von drei Stunden eine verminderte Phagozytoseaktivitit der Makrophagen aus
Milz und Pronephros zeigten. Auch Ortuno et al. (2001) wiesen nach, dass die
Phagozytoseaktivitdt von Leukozyten des Pronephros gestresster Goldbrassen (Sparus
aurata), die einer Populationsdichte von 100 kg Fisch/m’ ausgesetzt waren, stark
geschwicht war gegeniiber den Versuchstieren aus dem Kontrollexperiment, welches

eine Besatzdichte von 9 kg Fisch/m’

aufwies. Erst zwei Tage nach Beendigung der
Stresssituation wurde die normale Phagozytosefdhigkeit erneut erreicht.

Ainsworth et al. (1991a) beschéftigten sich mit der Funktion neutrophiler Granulozyten
des peripheren Blutes transportgestresster Getiipfelter Gabelwelse (Ictalurus punctatus).
Ihre Versuchstiere zeigten eine starke Zunahme der neutrophilen Granulozyten: Thr
Anteil lag vor der Stresssituation bei 4,2 % und nach der Stresssituation bei 20,9 %.
Gegeniiber den Kontrollen verdnderte sich der Anteil der phagozytierenden
neutrophilen Granulozyten jedoch nur unwesentlich: Thr Anteil lag vor der
Stresssituation bei 73,2 % und nach der Stresssituation bei 68,6 %. Und dies, obwohl
die Serumcortisolwerte bei den Versuchstieren signifikant erhoht waren. Diese lagen
vor der Stresssituation bei 1,2 pg/dl und nach der Stresssituation bei 2,5 pg/dl. Auch die
invitro Incubation mit Cortisol fitlhrte zu keiner Abnahme der phagozytierenden
neutrophilen Granulozyten. Dagegen folgte auf die intraperitoneale Applikation von
Cortisol (Injektion von 2 ml einer 50 pg/dl Hydrocortisolldsung), die zu einem Anstieg
der Serumcortisolkonzentration von 3,8 pg/dl auf 25,3 pg/dl fiihrte, ein signifikanter
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Riickgang des Anteils der phagozytierenden neutrophilen Granulozyten von 49,0 % auf
35,2 %. Die Autoren schlieBen daraus, dass eine andauernde, hohe physiologische
Konzentration von Cortisol invivo zu einer Unterdriickung der Phagozytosefunktion
fiihren kann. Die verminderte Phagozytosetétigkeit tragt nach Ansicht von Ainsworth et
al. (1991a) unter Umstinden dazu bei, dass sich Infektionen leichter etablieren kdnnen.
Auch Kurogi und lida (1999) beschiftigten sich mit den Auswirkungen von Stress auf
die neutrophilen Granulozyten des peripheren Blutes. Die Zellen von Tilapien
(Oreochromis niloticus), die sozialem Stress durch Rangordnungsverhalten ausgesetzt
waren, zeigten eine Einschrankung der Fahigkeit zur chemotaktischen Migration und
eine verminderte Fdhigkeit zur Phagozytose pathogener Erreger bzw. zu deren
intrazelluldren Abtotung.

Wie oben dargestellt, konnte von einigen Autoren gezeigt werden, dass die
Phagozytoseleistung von Phagozyten durch Stresssituationen beeinflusst wird. Aber
auch der Anteil der phagozytierenden Leukozytenpopulationen im hdmatopoetischen
Gewebe ist dem Einfluss von Stressoren unterworfen. Ortuno et al. (2001) untersuchten
an Goldbrassen (Sparus aurata) das Auftreten einer Zellpopulation aus Vorderniere und
Blut, die sie als grofle und stark granulierte Leukozyten beschrieben und als Phagozyten
bezeichneten. Wahrscheinlich handelte es sich dabei um neutrophile Granulozyten. Die
Versuchstiere wurden einer Populationsdichte von 100 kg/m’, die Kontrollen einer
Populationsdichte von 9 kg/m’ ausgesetzt. Die Untersuchungen zeigten, dass die
Phagozytenpopulation, die zu einem betréchtlichen Teil aus neutrophilen Granulozyten
bestand, im Nierengewebe abnahm, jedoch im Blut zunahm. Zu einem &hnlichen
Ergebnis kamen Ellsaesser und Clem (1986). Nach ihren Experimenten mit durch
Transport gestressten Getiipfelten Gabelwelsen (Ictalurus punctatus) kam es zu einer
starken Zunahme der neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut. Eine starke
Neutrophilie des peripheren Blutes wurde auch von anderen Autoren als Folge einer
Stresssituation beschrieben (Anderson et al., 1982; Chilmonczyk, 1982; Klinger et al.,
1983; Pickering, 1984; Ainsworth et al. 1991a).

2.2.2.7 Wirkung von Stressoren auf die Lymphozyten von Teleosteern

Leuko- und Lymphopenien des peripheren Blutes sind bei gestressten Teleosteern von
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vielen Autoren beschrieben worden (McLeay, 1975; Johannson-Sjobeck et al., 1978;
Peters et al., 1980; Anderson et al., 1982; Chilmonczyk, 1982; Pickering, 1984;
Elsaesser und Clem 1986) und konnen somit als typisches Stresssymptom bezeichnet
werden.

Selye (1976) fiihrt eine bei Stress auftretende Lymphopenie des peripheren Blutes direkt
auf den immunsuppressiven Effekt der freigesetzten Corticosteroide zuriick. Klinger et
al. (1983) konnten bei Getiipfelten Gabelwelsen (Ictalurus punctatus) mit Hilfe
klassischer hédmatologischer Untersuchungsmethoden Effekte von sieben Wochen
anhaltendem sozialen Stress nachweisen. Bei ihren Untersuchungen nahm die Zahl der
Leukozyten des peripheren Blutes mit zunehmender Populationsdichte ab und in
Blutausstrichen konnte ein Riickgang der Lymphozyten festgestellt werden. Auch
Narnaware und Baker (1996) wiesen bei Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss),
die durch eine intraperitoneale Injektion einer Kochsalzlosung gestressten wurden,
einen Riickgang der Lymphozyten/Thrombozytenpopulation im peripheren Blut nach.
Sehr detailliert untersuchten Ellsaesser und Clem (1986) die Lymphozytenpopulationen
des peripheren Blutes von Getiipfelten Gabelwelsen (Ictalurus punctatus), nachdem
diese  transportbedingtem  Stress  ausgesetzt  waren. Sie  stimulierten
Lymphozytenkulturen mit T- und B-Zell-Mitogenen (Con A (Concanavalin A) bzw.
LPS (Lipopolysaccharide)) und T-Zell-abhingigen bzw. T-Zell-unabhingigen
Antigenen. So wollten sie Hinweise darauf erhalten, ob die stressbedingte
Immunsuppression eventuell auch auf die Beeintridchtigung der T- und/oder B-Zell-
Funktionen zuriickzufiihren ist. Die Autoren konnten einen Riickgang der gesamten
Lymphozytenpopulation (T- und B-Lymphozyten) und eine verminderte
Proliferationsfdhigkeit von B- und T-Zellen feststellen. AuBerdem zeigten B-
Lymphozyten sowohl bei T-Zell-abhidngigen als auch T-Zell-unabhingigen Antigenen
einen Riickgang der Antikorperproduktion. Unter anderem schlossen die Autoren aus
diesen Ergebnissen, dass durch Stresseffekte sowohl T- als auch B-Lymphozyten so in
ihrer Funktion beeintrachtigt werden, dass sie nicht mehr dazu in der Lage sind, addquat
auf Erreger zu reagieren.

Ainsworth et al. (1991a) wiesen mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern im peripheren
Blut transportgestresster Getiipfelter Gabelwelse (Ictalurus punctatus) einen Riickgang
der B-Lymphozyten um 15 % nach und, im Gegensatz zu Ellsaesser und Clem (1986),

eine signifikante Zunahme der T-Lymphozyten-/Trombozytenpopulation
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um 13 % bzw. 7 %.

2.2.3 Direkte Wirkung von Umweltbedingungen auf das Abwehrsystem von
Teleosteern

Wie oben beschrieben, konnen sich Umweltbedingungen {iber eine Stressreaktion bzw.
die Auslosung des allgemeinen Anpassungssyndroms auf die Gesundheit und das
Abwehrsystem von Teleosteern auswirken. Wasserphysikalische und wasserchemische
Bedingungen konnen aber auch unmittelbar auf den Fischorganismus Einfluss nehmen.
Schon seit langer Zeit werden hamatologische Untersuchungen als Indikatoren fiir den
Gesundheitsstatus von Teleosteern herangezogen (Blaxhall, 1972; Bell und Margolis,
1976; Hickey, 1976). AuBerdem dienen sie dazu, die Wirkungsweise von
Umweltverschmutzungen auf den Fischorganismus besser zu verstehen (McKim et al.,
1970; Swift und Lloyd, 1974; Bills und Hunn, 1976; Iwama et al., 1976; Soivio und
Oikari, 1976; Bly et al., 1997; Kollner et al., 2002).

Im Folgenden soll dargestellt werden, wie sich spezifische Umweltbedingungen direkt

auf das Abwehrsystem von Teleosteern auswirken konnen.

2.2.3.1 Wirkung von Ammonium, Ammoniak, Nitrit und Nitrat auf das

Abwehrsystem von Teleosteern

Hrubec et al. (1997a) untersuchten die Wirkung von Ammoniak und Nitrat auf
hidmatologische Parameter von Hybriden zwischen Seebarsch und Gestreiftem
Seebarsch (Morone chrysops x Morone saxatilis). Nitrat wird haufig als fiir Fische
ungiftig angesehen (Bromage et al., 1988). Dennoch fanden Hrubec et al. (1997a) in
thren Versuchen Anzeichen pathologischer Verdnderungen, die durch den erhohten
Nitrat- bzw. Ammoniakgehalt des Wassers hervorgerufen wurden. Sie setzten die
Versuchstiere fiir sechs Wochen einer Ammoniakkonzentration von 0,15 mg/l bzw.
einer Nitratkonzentration von 200 mg/l aus. Signifikante Unterschiede zwischen den
Blutzellpopulationen der Kontrollen und den Tieren, die einer erhdhten Ammoniak-

bzw. Nitratkonzentration ausgesetzt waren, traten bei der Zahl der neutrophilen



Literaturiibersicht 25

Granulozyten und Monozyten des peripheren Blutes auf. Die Zahl beider Zelltypen war
gegeniiber dem Kontrollwert signifikant angestiegen, wobei der Wert der Tiere aus
Versuchen mit erhohter Nitratkonzentration am hochsten lag. Zwischen Ammoniak-
und Nitratgruppe bestanden keine signifikanten =~ Abweichungen. Folgende
Konzentrationen an neutrophilen Granulozyten wurden gemessen: Kontrollexperiment
1,03 x 10*/ul, Ammoniak-Exp. 2,89 x 10°>/ul, Nitrat-Exp. 4,69 x 10°’/ul.  Die
Konzentration der Monozyten lag beim Kontrollexperiment bei 3,81 x 10°/ul, beim
Ammoniak-Exp. bei 6,13 x 10*/ul und beim Nitrat-Exp. bei 8,85 x 10°/ul. Bei keinem
der anderen Blutzelltypen (Lymphozyten, eosinophile Granulozyten, Thrombozyten,
Erythrozyten) traten signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf. Die
Autoren vermuten, dass es sich bei der erhohten Zahl an neutrophilen Granulozyten und
Monozyten zwar um signifikante, aber dennoch nicht um klinisch relevante
Verianderungen handelte.

Banerjee und Bhattacharya (1994) iiberpriiften, wie sich hohe
Ammoniakkonzentrationen (UIA =un-ionized ammonia) auf das Nierengewebe von
Punktierten Schlangenk6pfen (Channa punctata) auswirkten. Dabei stellten sie fest,
dass die himatopoetischen Bereiche des Nierengewebes nekrotisch waren. Die Autoren
deuten an, dass die Hamatopoese der Blutzellen durch die Nekrose beeintrichtigt
gewesen sein konnte. Da das hdmatopoetische Gewebe der Teleosteer wegen der dort
stattfindenden Bildung von immunrelevanten Leukozyten auch das wichtigste
immunopoetische Gewebe ist, ist es wahrscheinlich, dass eine Nekrose dieses Gewebes
zugleich eine dramatische Auswirkung auf die Immunabwehr der Fische hat. Gernhofer
et al. (2001) konnten bei Bachforellen (Salmo trutta f. fario) und Schmerlen (Barbatula
barbatula), die bei erhohten Ammoniakkonzentrationen gehalten wurden, ebenfalls
schwerwiegende ultrastrukturelle Verdnderungen des Nierengewebes feststellen.
Allerdings machen diese Autoren keine Angaben iiber den Zustand des
hidmatopoetischen Gewebes, sondern beschreiben in erster Linie Verdnderungen der
exkretorischen Strukturen (Nephrone) des Nierengewebes. So kam es bei ihren
Untersuchungen nach Einwirkung erhohter Ammoniakkonzentrationen zu erheblichen
Verinderungen der Basallamina der renalen Corpuskel und zu einer volligen Zerstérung
der Glomeruli. Wedemeyer und Yasutake (1978) untersuchten Gewebe von
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss), die 28 Wochen bei subletalen

Nitritkonzentrationen gehalten wurden, und konnten keine Schédden an Niere, Blut oder
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Thymus feststellen.

Ein weiteres wichtiges Organ der Immunabwehr, welches durch erhdhte
Ammoniakkonzentrationen geschiadigt werden kann, scheint das Darmgewebe zu sein.
Banerjee und Bhattacharya (1995) konnten zeigen, dass die Struktur des Intestinums
von Punktierten Schlangenkdpfen (Channa punctata) bei chronischer Einwirkung von
nicht letalen Ammoniakkonzentrationen stark beschiddigt wurde. Bei Einwirkungszeiten
zwischen 7 und 90 Tagen kam es zu Verdnderungen der Villistruktur, bis hin zu
Veranderungen der submucosalen Schichten und der weitreichenden Zerstérung aller
Darmschichten. Die Zerstorung der Darmstrukturen als Folge erhohter
Ammoniakkonzentration konnte Auswirkungen auf wichtige Abwehrfunktionen des
Darmassoziierten-lymphatischen-Gewebes (Gut-associated-lymphoid-Tissue, GALT)
haben. So befinden sich im lymphatischen Gewebe des Darms der Teleosteer
Lymphozyten, Plasmazellen, Granulozyten und Makrophagen (Zapata, 1979; Hart et al.,
1988). Rombout et al. (1993) konnten in der intestinalen Mucosa von Karpfen
(Cyprinus carpio) alle Zellen nachweisen, die fiir eine lokale Immunantwort notwendig
sind. Einige der genannten Abwehrzellen sind zwischen den Epithelzellen des Darms
lokalisiert, wihrend sich andere iiber die Lamina propria verteilen (Zapata, 1979; Hart
et al., 1988). Banerjee und Bhattacharya (1995) halten die von ihnen beobachteten
Verianderungen des Darmgewebes fiir so typisch, dass sie diese als Parameter fiir das
Screening von Umwelttoxinen vorschlagen, die sich spezifisch auf die Absorption und

Sekretion im Darmgewebe auswirken.

2.2.3.2 Wirkung der Wassertemperatur auf die Phagozyten von Teleosteern

Die Wassertemperatur kann erheblichen Einfluss auf die Phagozytosefunktion der
poikilothermen, d.h. wechselwarmen Teleosteer haben.

Dexiang und Ainsworth (1991) beobachteten, dass die Adaption von Phagozyten an
niedrige Temperaturen zu einer Verbesserung des Respiratory-Burst fiihrte, was auf
eine verbesserte Fihigkeit Bakterien abzutoten hinweisen konnte. Auch Collazos et al.
(1994) konnten bei Schleien (Tinca tinca) eine erhohte Effektivitdt der Phagozytose bei

niedrigen Umgebungstemperaturen feststellen.
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Hardie et al. 1994 untersuchten Makrophagen aus Nierengewebe von
Regenbogenforellen, die sie bei einer Temperatur von 14 °C hielten. Die bei 6 °C
kultivierten Makrophagen zeigten gegeniiber Zellen, die bei 18 °C kultiviert wurden,
einen hoheren relativen Anstieg des Repiratory-Burst bei Stimulation durch den
makrophagenaktivierenden Faktor (MAF).

Ainsworth et al. (1991b) zeigten eine hemmende Wirkung niedriger Temperaturen auf
die Phagozytosefdhigkeit neutrophiler Granulozyten von Getiipfelten Gabelwelsen
(Ictalurus punctatus). Dennoch kamen sie zu dem Ergebnis, dass diese Zellen
gegeniiber niedrigen Temperaturen weniger empfindlich sind als Lymphozyten und
daher im Verhiltnis zu diesen bei niedrigen Temperaturen effektiver arbeiten.

Le Morvan et al. (1997) untersuchten beim Karpfen (Cyprinus carpio) den Einfluss der
Umgebungstemperatur auf die Makrophagenaktivitit. Zu diesem Zweck wurden die
Makrophagen aus dem Pronephros der Tiere isoliert. Die Wassertemperaturen, bei
denen die Karpfen gehalten wurden, betrugen 12, 20 und 28 °C, wobei eine
Wassertemperatur von 20 °C als Standardtemperatur angesehen wurde. Nach
Stimulation der Phagozyten wurde die Chemiluminiszensantwort der Makrophagen
gemessen. Zusétzlich ist mit den isolierten Makrophagen ein Phagozytoseassay
durchgefiihrt worden. Die Chemiluminiszensantwort der Karpfen, die an die niedrigste
Temperatur adaptiert waren, war am hochsten, gefolgt von der jener Tiere, die bei 20 °C
gehalten wurden. Die niedrigste Chemiluminiszensintensitit zeigten die bei 28 °C
gehaltenen Karpfen. Auch der Phagozytoseindex war bei den Fischen, die bei der
niedrigsten Temperatur gehalten wurden, am hochsten. Dagegen war er bei den bei
28 °C gehaltenen Tieren am niedrigsten. Nach Ansicht der Autoren unterstreichen ihre
Ergebnisse die Bedeutung der unspezifischen Immunfunktionen bei der Abwehr von
Krankheitserregern bei niedrigen Wassertemperaturen.

Anders als bei Le Morvan et al. (1997), die bei supraoptimalen Wassertemperaturen
einen Riickgang der Phagozytoseaktivitit zeigten, konnten Langston et al. (2002)
keinerlei Hinweise darauf finden, dass sich eine erh6hte Temperatur hemmend auf die
Phagozytoseaktivitdt auswirkt. In ihren Experimenten wurden drei regionale Varianten
vom Heilbutt (Hippoglossus hippoglossus) drei Monate bei 8, 12, 13, 15 und 18 °C
gehalten. Dabei nahmen sie eine Temperatur von 13°C als optimale
Haltungstemperatur an. Zwischen den Tieren der verschiedenen Temperaturgruppen

kam es weder zu Unterschieden beim Anteil der phagozytierenden Makrophagen noch
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bei der Zahl der phagozytierten Partikel.

2.2.3.3 Wirkung der Temperatur auf das Differentialblutbild des Nierengewebes

von Teleosteern

Kurata et al. (1997) untersuchten den prozentualen Anteil von Lymphozyten,
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen an den Leukozyten des Pronephros vom
Karpfen (Cyprinus carpio) bei Wassertemperaturen von 25 und 10 °C. Die Autoren
wihlten diese Temperaturen fiir ihren Versuch, da laut Avtalion (1969, 1981) Karpfen
bei 25 °C eine verstéirkte und bei 10 °C eine unterdriickte Antikdrperproduktion zeigten.
Die Autoren machten keine Angabe iiber die optimale Haltungstemperatur, noch weist
thr Versuch die Daten eine Kontrollgruppe auf, die bei einer Standardtemperatur
gehalten wurde. Wie oben erwéhnt, geben z. B. Le Morvan et al. (1997) fiir Versuche
an Karpfen eine Wassertemperatur von 20 °C als Standardtemperatur an. Somit kann fiir
die Haltung von Karpfen eine Wassertemperatur von 25 °C als supraoptimal angesehen
werden. Die Studie von Kurata et al. (1997) zeigte folgende Ergebnisse: Der
prozentuale Anteil der neutrophilen Granulozyten war bei den Tieren, die bei 25 °C
(30,8 % + 5,0 %) gehalten wurden, signifikant niedriger als bei denen, die sich an eine
Temperatur von 10°C (50,4 % =+ 12,0 %) adaptiert hatten. Dagegen zeigten die
Lymphozyten und Makrophagen ein entgegengesetztes Bild. Thr Anteil lag bei einer
Temperatur von 25 °C (Lymphozyten: 63,8 % = 4,0 %; Makrophagen: 3,3 % = 1,7 %)
hoher als bei den Tieren, die bei 10 °C (Lymphozyten: 46,2 % + 12,9 %; Makrophagen:
0,9 % + 0,2 %) gehalten wurden. Die Autoren deuten ihre Ergebnisse aufgrund der
langfristigen, ca. vierwdchigen Adaptation an die Temperaturen als Anpassung der
Versuchstiere an eine neue Umgebungstemperatur und nicht als Stressreaktion.

Langston et al. (2002) untersuchten beim Heilbutt (Hippoglossus hippoglossus) den
Effekt unterschiedlicher Wassertemperaturen auf quantitative Verdnderungen von
Leukozytenpopulationen des peripheren Blutes. Die Tiere wurden drei Monate bei 8,
12, 15 und 18 °C gehalten. Die Daten der Tiere, die bei 12 °C gehalten wurden, dienten
als Referenzwerte. Die Temperaturunterschiede beeinflussten verschiedene
hdmatologische Parameter. Die niedrigste Leukozytenzahl trat bei 18 °C auf

(prozentualer Anteil an den Blutzellen: 3,64 %), die hochste bei 12 °C (prozentualer
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Anteil an den Blutzellen: 8,94 %). Der groBte Anteil an Plasmazellen (Plasmazellen =
aktivierte, antikdrperproduzierende B-Lymphozyten) war bei 15 °C (prozentualer Anteil
an den gesamten Leukozyten: 15,94 %), der niedrigste bei 8 °C (prozentualer Anteil an
den gesamten Leukozyten: 4,93 %) zu finden. Aullerdem kam es bei 18 °C zu einer
erhohten Zahl von Granulozyten im peripheren Blut (prozentualer Anteil an den
gesamten Leukozyten bei 18 °C: 11,88 % und bei 12 °C: 2,81 %).

Dunn et al. (1989) setzten sich mit der Wirkung unterschiedlicher Wassertemperaturen
auf das Differentialblutbild des Blutes von Goldfischen (Carassius auratus)
auseinander. Sie hielten die Tiere drei Wochen bei Wassertemperaturen von 5, 15, 25,
oder 35 °C. Bei ihren Untersuchungen wurde eine Wassertemperatur von 25 °C als fiir
diese Spezies optimal angesehen. Den Temperaturanstieg von 25°C auf 35 °C
bezeichnen die Autoren als moderaten Temperaturanstieg, der folgende Wirkung auf die

prozentuale Verteilung der Leukozyten im peripheren Blut der Goldfische zeigte:

1. Der prozentuale Anteil der Lymphozyten nahm deutlich ab (25 °C: 51,4 %, 35 °C:
26,6 %).

Der Anteil der Monozyten blieb konstant (25 °C: 0,4 %, 35 °C: 0,4 %).

Die neutrophilen Granulozyten nahmen zu (25 °C: 5,0 %, 35 °C: 9,8 %).

Die eosinophilen Granulozyten nahmen zu (25 °C: 0,3 %, 35 °C: 1,5 %).

Die Zahl der blastiren Zellen nahm ebenfalls leicht zu (25 °C: 2,8 %, 35 °C:
3,4 %).

A

Da bekannt ist, dass die unterschiedlichsten Stressoren zu Lymphopenien und
Neutrophilien fiihren konnen (Elsaesser und Clem, 1986), ist fraglich, ob die von Dunn
et al. (1989) beschriebenen Verdnderungen im Blutbild auf die direkte Wirkung der
Temperatur zuriickzufilhren waren, oder ob es sich dabei evtl. um Stresssymptome
handelte.

Dheer (1988) kam bei Punktierten Schlangenkopfen (Channa punctata) teilweise zu
entgegengesetzten Ergebnissen. Er untersuchte hidmatologische und hidmatopoetische
Parameter des peripheren Blutes von Versuchstieren, die bei Wassertemperaturen von
25, 30 und 35 °C gehalten wurden. Kontrollversuche fiihrte er bei 14 °C durch. Nach
miindlicher Mitteilung von Dr. R. Hamers, Fischereiforschungsstelle des Landes Baden-

Wirttemberg, Langenargen, liegt die Standardhaltungstemperatur von Punktierten
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Schlangenkdpfen (Channa punctata) hingegen zwischen 22 und 28 °C.

Bei den Messwerten der Parameter, die Dheer (1988) untersuchte, war die Differenz
zwischen den Kontrolltieren und den Tieren, die bei 30 °C gehalten wurden, geringer
als zwischen den Kontrolltieren und den Tieren, die bei 35 °C gehalten wurden.
Gegeniiber dem Kontrollwert nahm die Zahl der Leukozyten im peripheren Blut ab.
Innerhalb der Leukozytenpopulation kam es zu einer signifikanten Zunahme der grof3en
und kleinen Lymphozyten. Dagegen nahm die Zahl der neutrophilen Granulozyten und
der Metamyelozyten im peripheren Blut ab.

Hrubec et al. (1997b) setzten Hybriden zwischen Seebarsch und Gestreiftem Seebarsch
(Morone chrysops x Morone saxatilis) Umgebungstemperaturen von 10, 18, 24 und
29 °C aus. Nach Woiwode und Adelman (1991) zeigten Seebarschhybriden bei 21 °C
eine maximale Wachstumsrate, die sowohl bei hoheren als auch bei niedrigeren
Temperaturen abnahm. Die Fische, die von Hrubec et al. (1997b) bei 10 °C gehalten
wurden, zeigten weniger Leukozyten, weniger kleine und grofe Lymphozyten,
Monozyten und eosinophile Granulozyten als die Tiere, die bei den anderen
Temperaturen gehalten wurden. Zwischen den Tieren aus den Versuchen mit einer
Wassertemperatur von 18, 24, und 29 °C kam es zu keinen signifikanten Unterschieden.
Somit konnten Hrubec et al. (1997b) den Temperaturen, die iiber 21 °C lagen, keine

Auswirkung auf das Blutbild der Seebarschhybriden nachweisen.

2.2.3.4 Wirkung der Temperatur auf die Zellteilungsaktivitat der Nierenzellen von

Teleosteern

Dunn et al. (1989) untersuchten die leukopoetische Kapazitit bei Goldfischen
(Carassius auratus), die bei 5, 25 und 35°C gehalten wurden, wobei sie eine
Wassertemperatur von 25 °C als optimal betrachteten. Unter leukopoetischer Kapazitit
verstanden die Autoren die Wirkung der Temperatur auf die Proliferation von
Leukozyten nach peritonealer In-vivo-PHA-(Phythdmagglutinin-)Stimulation. Bei ihren
Versuchen zeigte sich, dass die Wassertemperatur die Antwort auf das Mitogen
beeinflusste. Bei einer Temperaturen von 5°C war die Reaktion auf den
Proliferationsstimulus vermindert und verzogert. Die Autoren schlossen aus einer

sowohl bei 5°C als auch bei 35°C reduzierten Zahl an Blasten (Zellen/mm®) im
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peripheren Blut, dass die Proliferation sowohl bei sub- als auch bei supraoptimalen

Temperaturen vermindert war.

2.2.3.5 Wirkungen von Sauerstoffmangel auf das Abwehrsystem von Teleosteern

Teleosteer haben nur ein begrenztes Repertoire an physiologischen Mechanismen und
Verhaltensformen, das korpereigene Niveau an geldsten Gasen und den pH-Wert zu
regulieren (Burnett, 1997; Burnett und Stickle, 2001). So spiegeln Anderungen des
Sauerstoffpartialdruckes (pO,) im Blut von Fischen Anderungen des pO, im Wasser
wieder. Nikinmaa und Solvio (1982) konnten bei Regenbogenforellen (Oncorhynchus
mykiss) innerhalb von drei Stunden eine Anpassung des Blut-pO, an den pO, des
Wassers feststellen. Dies macht deutlich, dass hypoxische Bedingungen im Wasser
schnell zu hypoxischen Bedingungen im Inneren von Teleosteern fithren konnen.
Entsprechend sind die Zellen des Immunsystems einem hypoxischen Milieu ausgesetzt
(Boleza et al., 2001).

Niedrige Konzentrationen gelosten Sauerstoffs und niedrige pH-Werte kdnnen bei
Teleosteern die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch Phagozyten und
damit die Abtotung von pathogenen Erregern beeintrachtigen (Boleza et al., 2001). Dies
macht deutlich, dass subletale Hypoxien direkten Einfluss auf einen bedeutenden
Abwehrmechanismus der Teleosteern nehmen kdnnen.

Boleza et al. (2001) schlieBen daraus, dass der Sauerstoffgehalt des Wassers von groBer

Bedeutung fiir die Widerstandsfahigkeit von Teleosteern gegen Krankheitserreger ist.



Zielsetzung 32

3 Zielsetzung

Im Hinblick auf die Entwicklung eines aquatischen, Dbioregenerativen
Lebenserhaltungssystems fiir die Langzeitnutzung in Raumschiffen und Raumstationen
ist die Wirkung, welche die Mikrogravitation auf den Fischorganismus hat, von grolem
Interesse. Insbesondere den Funktionen des Abwehrsystems, die direkten Einfluss auf
die Gesundheit der Fische haben, kommt eine besondere Bedeutung zu.
Weltraumexperimente, deren Ziel es war, die Funktion des Abwehrsystems von Fischen

unter Mikrogravitationsbedingungen zu erforschen, wurden bisher nicht durchgefiihrt.

Die Untersuchungen an den X. helleri, die sich an Bord der STS-89 und STS-90
Space Shuttle-Missionen befanden, hatten das Ziel, im direkten Vergleich zwischen den
Boden- und Flugexperimenten zu zeigen, in welcher Weise sich die Schwerelosigkeit
auf das Abwehrsystem der Schwerttrager auswirkte.

Zundchst musste jedoch der Frage nachgegangen werden, ob sich die
Umweltbedingungen im C.E.B.A.S. - unabhéngig vom Einfluss der Mikrogravitation -
auf die Abwehrparameter ausgewirkt haben. Dies machten die besonderen
Haltungsbedingungen im C.E.B.A.S.-Modul notwendig, welche durch die Grofle und
die Auslegung des Moduls als selbsterhaltendes Okosystem bestimmt wurden.

Die unterschiedliche Dauer der orbitalen und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimente
ermoglichten es zudem Fragestellungen einzubeziehen, die den Einfluss der Dauer der
Experimente auf das Abwehrsystem der X. helleri betrafen.

Anfanglich wurden der Auswertung der C.E.B.A.S.-Experimente somit folgende

Fragestellungen zu Grunde gelegt:

1. Beeinflusst die C.E.B.A.S.-Haltung unter terrestrischen Gravitationsbedingungen
das Abwehrsystem von X. helleri?

2. Beeinflusst die Mikrogravitation wahrend eines Weltraumfluges im C.E.B.A.S. das
Abwehrsystem von X. helleri?

3. Beeinflusst die Dauer der Weltraumfliige das Abwehrsystem von X. helleri?

4. Beeinflusst die Dauer der Haltung im C.E.B.A.S. unter terrestrischen

Gravitationsbedingungen das Abwehrsystem von X. helleri?
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Entsprechend dieser Fragestellungen sind die Resultate der Untersuchungen im

Ergebnisteil geordnet und dargestellt worden.
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4 Material und Methoden

4.1 C.E.B.A.S.-Experimente

Gegenstand dieser Arbeit waren nicht nur Daten von Schwerttrigern aus C.E.BA.S.-
Weltraumexperimenten  (89FE  und  90FE) und den  dazugehdrigen
Bodenkontrollexperimenten (89BE und 90BE), sondern auch Daten von Tieren aus
terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, welche im Vorfeld der Space Shuttle-Fliige
stattfanden und der Vorbereitung der Weltraumfliige dienten (89NTI1, 89NT2 und
90NT1, 90NT2). Diese wurden als Nutzlasttests (NT) bezeichnet und bestanden
ebenfalls aus zwei parallel verlaufenden C.E.B.A.S.-Experimenten.

AuBerdem wurden die Daten von 39 Schwerttrdgerweibchen erhoben, die aus einer am
Kennedy Space Center lokalisierten Standard- bzw. Aquarienhaltung stammten und dort
unter optimalen Bedingungen (Tabelle 2) in 200 Liter-Aquarien gehalten wurden. Im
Folgenden werden diese Tiere als ,Fische aus der Standardhaltung® bzw.
»Aquarienkontrollen® bezeichnet, ihr Mittelwert représentiert den Standardwert. Aus

ithrer Population wurden die Versuchstiere fiir die C.E.B.A.S.-Experimente entnommen.

Tabelle 2: Durchschnittliche Wasserwerte in der Standardhaltung am Kennedy Space

Center.
Wasserparameter Standardhaltung
Hiérte (in °dH = Grad deutscher Hirte) 8°dH
Nitrat (NO7) 14,0 mg/1
Nitrit (NO7) 0,036 mg/1
Ammonium (NH',) 0,028 mg/1l
Ammoniak (NH;) keine Angabe
Chlorid 37,5 mg/l
Phosphat (PO*,) 0,3 mg/1
pH-Wert 7,6
Sauerstoff (O,) keine Angabe

Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber alle C.E.B.A.S.-Experimente, die im Rahmen der
STS-89 und STS-90 Space Shuttle-Mission durchgefiihrt wurden. Die Abkiirzungen, die
im Verlauf dieser Arbeit fiir die Experimente genutzt wurden, konnen ebenfalls aus

Tabelle 3 entnommen werden.
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Tabelle 3: C.E.B.A.S.-Experimente, die im Rahmen der STS-89- und STS-90-Mission
durchgefiihrt wurden.

Mission Experiment Interne Bezeichnung Kurz Grgw- Daver
tation | (Tage)
- Aquarium KSC Standard- bzw. Aquarienhaltung - 19 -
STS-89-Nutzlasttest 1 89NT1 1g 11
Nutzlasttest
STS-89 STS-89-Nutzlasttest 2 8ONT2 19 11
) STS-89-Bodenkontrollexperiment 89BE 1g
Weltraumexperiment - 3
STS-89-Flugexperiment 89FE | <10”¢g
STS-90-Nutzlasttest 1 90NT1 19 22
Nutzlasttest
STS-90 STS-90-Nutzlasttest 2 90NT2 19 22
. STS-90-Bodenkontrollexperiment 90BE 19 16
Weltraumexperiment - 3
STS-90-Flugexperiment 90FE | <10™¢g 16

In Tabelle 3 sind die C.E.B.A.S.-Experimente aufgefiihrt, die im Rahmen der STS-89- und STS-90-
Mission durchgefithrt wurden. Zu jedem Weltraumexperiment, bestehend aus Flug- und
Bodenkontrollexperiment, wurde ein so genannter Nutzlasttest durchgefiihrt, der ebenfalls aus zwei
parallel verlaufenden C.E.B.A.S.-Versuchen bestand. Als Standard- bzw. Aquarienhaltung ist die Haltung
der Schwerttrager in den Aquarien am Kennedy Space Center (KSC) bezeichnet worden. Die Dauer der
Experimente wurde in Tagen angegeben.

BE = Bodenkontrollexperiment, FE = Flugexperiment, NT = Nutzlasttest, 1g = Gravitation auf der
Erdoberfliche; Gravitation <10 g = Gravitation, die auf ein Space Shuttle in der Erdumlaufbahn wirkt.

4.2 C.E.B.AS.-MINI MODUL

Das Closed Equilibrated Biological Aquatic System-MINI MODUL (kurz C.E.B.A.S.-
MINI MODUL oder C.E.B.A.S.) wurde in enger Zusammenarbeit zwischen der Ruhr-
Universitdit Bochum (Fakultit fiir Biologie, Arbeitsgruppe fiir vergleichende
Endokrinologie, Prof. Dr. V. Bliim), dem Unternehmen Orbital- und Hydrotechnologie
Bremen-System GmbH (OHB-System GmbH) und dem Deutschen Zentrum fiir Luft-
und Raumfahrt e.V. (DLR) entwickelt. Beim C.E.B.A.S. handelte es sich um ein
kleinvolumiges, sich selbst stabilisierendes, kiinstliches SiiBwasser-Okosystem, das es
erlaubte, die verschiedensten aquatischen Organismen unter kontrollierten Bedingungen
fiir die Dauer von bis zu drei Wochen an Bord eines Space Shuttles zu halten. Mit
einem zweiten, baugleichen Exemplar des C.E.B.A.S.-Moduls konnten parallel zu den
Weltraumexperimenten Bodenkontrollexperimente durchgefiihrt werden.

So machte es das C.E.B.A.S. moglich, die Wirkung der Schwerelosigkeit sowohl auf

einzelne Organismen als auch auf ein ganzes Okosystem zu untersuchen (Slenzka,
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1998, 1999).

Die Philosophie und das Design des C.E.B.A.S. basierten auf verschiedenen Modellen
unterschiedlicher Grof3e, die an der Ruhr-Universitdit Bochum entwickelt und gebaut
wurden. Fir die STS-89- und STS-90-Missionen wurde ein Besatz des Systems
gewidhlt, der ein stabiles biologisches Gleichgewicht gewihrleistete. Dieser bestand aus
Schwerttragerfischen  (Xiphophorus helleri,  Heckel  1848), Wasserschnecken
(Biomphalaria glabrata) und Mikroorganismen als Konsumenten, dem Flutenden
Hornkraut (Ceratophyllum demersum) und diversen Mikroalgen als Produzenten. Jede
dieser Spezies war sowohl wissenschaftliches Objekt als auch integrierter Bestandteil
des Okosystems, welches der Aufrechterhaltung der Wasserqualitiit diente und zugleich
in seiner Gesamtheit Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen war (Slenzka,
1998, 1999).

Das C.E.B.A.S. bestand aus einem experimentellen aquatischen Teil mit 8,6 Litern
Volumen und einer sensorisch-regulatorischen Servicekomponente, die zugleich der
Dokumentation der Experimente und der Unterstiitzung des Okologischen Systems
diente. Der aquatische Teil des C.E.B.A.S. besal voneinander zu trennende
Kompartimente, die fiir die Haltung von Fischen, Schnecken, Pflanzen und
Mikroorganismen (Filterkompartiment) genutzt werden konnten. Wihrend der
Experimente der STS-89- und STS-90-Missionen war dieser in vier Bereiche unterteilt,
die méiandrisch vom Wasser durchflossen wurden. Der Teil, in dem sich die adulten
Schwerttrdgerweibchen befanden, hatte ein Wasservolumen von ca. 2 Litern (Slenzka,
1998, 1999).

Die sensorisch-regulatorische Servicekomponente des Moduls kontrollierte den
Wasserfluss, die Temperatur, die Sauerstoffkonzentration und die beiden voneinander
unabhingig gesteuerten Beleuchtungszyklen des Pflanzen- und Tierbereiches. Falls die
Sauerstoffkonzentration wihrend der C.E.B.A.S.-Experimente unter 1,5 bzw. 2,5
mg/l O, fiel, setzte ein Gasaustauscher ein, der die O,-Konzentration auf einen Wert
anhob, der fiir X. helleri unkritisch war. Auflerdem konnten im Verlauf der Versuche die
wichtigsten Wasserdaten aufgezeichnet und gespeichert werden (Temperatur, pH-Wert,
Sauerstoftkonzentration).

Eine in das System integrierte Videokamera erlaubte es, Videoautnahmen der adulten
X. helleri zu machen (Slenzka, 1998, 1999). Diese konnten im Nachhinein, z. B. im

Hinblick auf das Sozialverhalten der Fische, ausgewertet werden.
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In Tabelle 4

zusammengefasst.

sind die

technischen Daten des

Die Abbildungen 5-7 zeigen das

C.E.B.A.S.-MINI MODULs

Konstruktionsschema des

C.E.B.A.S. und Darstellungen, die seinen Aufbau verdeutlichen.

Tabelle 4: Technische Daten des C.E.B.A.S.-MINI MODULs (Slenzka, 1998, 1999).

Typ des
Weltraumexperimentes

Middeck-Locker Facility

Dimension

Gesamt (h x b x t)
Safety Box (h x b x t)
Tank System (h X b X t)

201 x 365 x 515 mm
165 x 339 x 309 mm
149 x 222 X 307 mm

Stromverbrauch

<114 W

Gesamtgewicht

26,3 kg

Sensoren fir

Flussrate des Wassers
Wasserdruck
Umgebungsdruck
Wassertemperatur
Lufttemperatur im System
0O,-Konzentration

pH-Wert
Beleuchtung Pflanzentank 3450-89060 Ix
Tiertank 168-40000 1x

16:8 Stunden (Tag : Nacht)

Thermische Kontrolle

Peltier Warmepumpe

Kiihlung durch Umgebungsluft der
Shuttle Kabine
Umgebungstemperatur

18-31 °C

Videoaufnahmen

CCD Kamera
Recorder, 8 mm PAL

120 min; P5 8-mm-Videoband;
16-20 Videobander (Abhéngig
von der Linge der Mission)

Futterkompartimenten

Wihrend STS-89 und STS-90

Wihrend der STS-90 Mission

Wasserparameter Gesamtwasservolumen > 8,6 Liter
Wasservolumen des Kompartimentes ~ ca. 2 Liter
der adulten X. helleri-Weibchen
Temperaturbereich 25°C+2°C
pH-Wert 5-10
0,-Konzentration 2,5 -6,5 mg/l
Flussrate 251/h
Salinitdt entsprechend der Adaptation des
Wassers
Futterversorgung Futterautomat mit 2 x 20 Dies entspricht 40 x 0,141 cm’

bzw. 5,64 cm® Futtervolumen.

Fiitterung einmal pro Tag 65 g
pelletiertes Trockenfutter fiir vier
adulte Schwerttragerweibchen.

fiir die gesamte Versuchsdauer
zusitzlich 6,3 g ,,Weekendfutter”
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Abbildung 5: Konstruktionsschema des C.E.B.A.S.-MINI MODULs (nach Slenzka,
1998; Bliim et al., 2000).

Die wasserfithrenden Elemente sind blau unterlegt. Der méandrische Wasserfluss durch das Tanksystem
ist mit Hilfe von Pfeilen deutlich gemacht.

P1, P2 = Sensoren Wasserdruck, P3 = Sensor Luftdruck, T1 = Temperatursensor Wasser, T2 =
Temneratursensor Luft. pH = pH-Wert-Sensor. O, = Sauerstoff-Sensor.
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Abbildung 6: Tanksystem des C.E.B.A.S.-MINI MODULSs.

Auf der linken Seite befindet sich der Bereich fiir die adulten X. helleri-Weibchen. Daneben folgen das
Kompartiment flir die juvenilen X. helleri, das Pflanzenkompartiment und rechts die biologische

Filtereinheit (Foto: OHB-System GmbH).

l

\l

1

;

|

\\

Abbildung 7: Aufsicht auf das
C.E.B.A.S.-MINI MODUL in

geschlossenem Zustand.

In dieser Form (h X b X t =201 x 365
X 515 mm) wird es in die Konsole des
Middecks eingebaut. Vorn rechts ist
der Zugang zum Wechselschacht des
Videobandes zu erkennen. Der
Wechsel der Videobdnder war der
einzige Eingriff, der routinemafBig
wiahrend der Weltraumfliige am
C.E.B.A.S.-MINI MODUL  vorge-
nommen wurde (Foto: OHB-System
GmbH).
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Die Vorbereitungen der C.E.B.A.S.-Experimente verliefen weitgehend nach einem
einheitlichen Schema und lieBen sich in zwei Phasen unterteilen. Die erste Phase, die
zwoOlf Tage vor dem Shuttlestart begann (L -12; gelesen: Launch minus 12 Tage; L =
Launch = Shuttlestart), umfasste die Selektion und soziale Konditionierung der fiir den
Flug vorgesehenen Schwerttrager, die Adaptation der Bakterienfilter und die
Aufbereitung des Wassers (Optimierung mit Stickstoff und Phosphat; Einstellung von
Alkalinitdit und pH-Wert) mit dem das C.E.B.A.S. befiillt werden sollte. Diese
Vorbereitungen erfolgten nicht im C.E.B.A.S., sondern in externen Tanks bzw.
Aquarien (Andriske et al., 2000).

Fiinf Tage vor dem Start (L -5 = Launch minus 5 Tage) begann die zweite Phase, die
durch die Integration der Organismen in das C.E.B.A.S. bestimmt wurde. Dabei wurde

wie folgt vorgegangen:

L -5: Integration des Bakterienfilters in das System.

L -4: Einsetzen von vier adulten Schwerttrigerweibchen, 38 Schnecken und 50 g
Pflanzen in das System.

L -3: Einsetzen von 200 juvenilen Schwerttrdgern.

L -2: Einsetzen von 30 juvenilen Schnecken.

L -1: SchlieBen des Systems, Ubergabe an NASA und Integration des C.E.B.A.S in
das Space Shuttle.

Pro Versuch wurden vier gesunde X. helleri-Weibchen aus der Zucht des Kennedy
Space Centers (KSC) eingesetzt. Tabelle 5 zeigt das Gewicht der Tiere zu Beginn und
am Ende der C.E.B.A.S.-Experimente. Fiir die Nutzlasttests beider Missionen liegt nur
das Gesamtgewicht aller eingesetzten Schwerttrdger vor.

Wihrend der gesamten Vorbereitungsphase wurden die Vitalitit der Pflanzen und die
Effizienz der Bakterienfilter {iberpriift. Die aufwéndige Vorbereitung der Experimente
ermoglichte es, die Stabilisierung des Systems allein durch die biologischen
Komponenten und nicht durch technische Mittel zu erreichen (Andriske et al., 2000;

Bliim et al. 2000).
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Tabelle 5: Gewicht der in die C.E.B.A.S.-Experimente der STS-89 und STS-90 Space
Shuttle-Missionen eingesetzten adulten X. helleri-Weibchen zu Beginn und am Ende

der Versuche.

Fisch 1 Fisch 2 Fisch 3 Fisch 4
29
29
T
ol S T Y T
SONT1 E;ai 3,7 (nur ein ﬁberi:égendes Weibchen)
s
Sl S — S TR -
e T T

Bei den Nutzlasttests (89NT1, 89NT2, 90NT1, 90NT2) ist nur das Gesamtgewicht der Tiere angegeben.
Gewichtsangaben in Gramm.

4.3 Differentialblutbild, spontane Zellteilungsaktivitat, Phagozytoserate

Um die Auswirkungen der Schwerelosigkeit auf das Abwehrsystem der Schwerttrager
beurteilen zu konnen, wurden im Anschluss an die Weltraumfliige folgende fiir die

Immunabwehr relevante Parameter von Nierengewebsleukozyten bestimmt:

1. Das Differentialblutbild des Nierengewebes (der quantitative Anteil verschiedener
Leukozytenpopulationen an den gesamten Leukozyten des Nierengewebes).
2. Die spontane Zellteilungsaktivitdt von Nierengewebszellen.

3. Die Pagozytoserate von Nierengewebsphagozyten.
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4.3.1 Nierenentnahme

Zur Entnahme des Nierenmaterials wurde der Schiadel der Schwerttrdger in Hohe des
hinteren Kiemendeckelrandes abgetrennt. Die Niere (rechter und linker Teil) lag nun
sattelformig und frei zuginglich unterhalb der Wirbelsdule im Rumpf der Fische. Von
dort konnte das Nierenmaterial mit Hilfe einer spitzen Pinzette leicht herauspripariert

werden.

4.3.2 Differentialblutbild

4.3.2.1 Nierenquetschpraparate

Kleine Teile des Nierenmaterials wurden auf Objekttriger gebracht, die zuvor mit
Aceton entfettet wurden. Im Anschluss daran wurde das Nierenmaterial mit Hilfe eines
Ausstrichglases auf dem Objekttriger diinnschichtig ausgestrichen. Die Fixierung des

Priparates fiir die folgende panoptische Féarbung erfolgte durch Lufttrocknung.

4.3.2.2 Farbung der Nierenquetschpraparate

Die panoptische Farbung der Nierenquetschpriparate erfolgte in Kiivetten mit Hilfe der
Pappenheimfarbung, die sich bei Fischblut bewdhrt hat (Hallmann, 1980; Lehmann und
Stiirenberg, 1974).

Die Pappenheimfirbung ist eine Kombination aus einer May-Griinwald- und einer
darauf folgenden Giemsa-Farbung. Zellbestandteile, die sich mit basischem
Methylenblau anfirben lassen, werden als basophil bezeichnet. Diejenigen Strukturen,
die durch saures Eosin eine gelb-rote Farbe annehmen, werden eosinophil genannt. Da
diese Féarbeeigenschaften vom pH-Wert des Mediums abhédngig sind, wird bei der May-

Griinwald-Farbung Weise-Puffer mit einem konstanten pH-Wert von 7,2 benutzt.
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- Fixierung in May-Griinwald-Losung (Merck, 1424) 5 min
- May-Griinwald-Losung in Weise-Puffer (Merck, 9468) (1:1) 75 sec
- 2 x spiilen in Weise-Puffer

- Giemsa-Gebrauchslosung (4,5 ml Giemsa-Stammldsung

(Merck, 9204) in 150 ml kaltem Leitungswasser) 60 min
- kaltes Leitungswasser 1 min
- Lufttrocknen

4.3.2.3 Erstellen des Differentialblutbildes

Das Differentialblutbild diente dazu, eventuell auftretende quantitative und qualitative
Verdnderungen im Blutbild der Versuchsfische unter Raumfahrtbedingungen
nachzuweisen. Mit Hilfe der Differenzierung der Blutausstriche war es moglich, den
Zustand und die Menge der verschiedenen Blutzelltypen, ihre Entwicklungsstadien und
eventuell auftretende krankhafte Verdnderungen festzustellen. Die Differenzierung der
Nierenquetschpréparate erfolgte lichtmikroskopisch (Mikroskop: Forschungsmikroskop
DMRB, Leica, Wetzlar) nach einer Methode von Peters und Schwarzer (1985). Zur
Vereinfachung des Zahlvorgangs wurde mit einem Blutbilddifferenziergerit gearbeitet
(Karl Hecht Assistent GmbH, Counter AC-12). Die Blutzellen wurden bei 1000-facher
Vergroferung gezdhlt. Dabei wurden alle Leukozyten innerhalb des Sichtfeldes
berticksichtigt. Pro Fisch wurden zwischen 300 und 600 Blutzellen gezéhlt und der
prozentuale Anteil der verschiedenen Leukozytentypen an den gesamten Leukozyten im

Nierengewebe bestimmt.

Folgende Leukozytenpopulationen wurden bei der Differenzierung berticksichtigt:

- Monozyten

- Makrophagen

- Metagranulozyten

- stabkernige Granulozyten

- segmentkernige Granulozyten

- eosinophile Granulozyten
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- Lymphozyten

- Dblastire Zellen.

Bei der Differenzierung der Lymphozyten im Nierengewebe von X. helleri traten, wie
bei fast allen Fischspezies, Schwierigkeiten bei der Unterscheidung zwischen kleinen
Lymphozyten und Thrombozyten auf (Hamers et al., 1997). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden bei den untersuchten X. helleri solche Zellen als Lymphozyten betrachtet, die

den Kriterien fiir diesen Zelltyp nach Schiitt et al. (1997) entsprachen:

- runde, leicht ovale Zellen von einer Grofle zwischen 6 und 8 pum
- grofler, runder und zentrischer Kern

- basophiler, schmaler Zytoplasmasaum um den Zellkern.

4.3.3 Spontane Zellteilungsaktivitat

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die spontane Proliferation im Nierengewebe anhand
der durchflusszytofluorometrischen Messung des Anteils der Zellen bestimmt, die sich
in der DNA-Synthesephase (S-Phase) der Mitose befanden.

Die Technik der Durchflusszytofluorometrie (Zytometrie) wurde durch Goéhde und
Dittrich (1969) und Van Dilla et al. (1969) eingefiihrt. Seit Beginn der 90er Jahre hat
die durchflusszytofluorometrische Messung des zelluliren DNA-Gehaltes in der
humanen klinischen Analytik immer mehr an Bedeutung gewonnen (Otto und Lied],
1994).

Das Prinzip der Durchflusszytofluorometrie beruht darauf, dass der DNA-Gehalt einer
einzelnen Zelle durch die Anfiarbung mit einem DNA-spezifischen Fluorochrom
zytometrisch quantifizierbar wird. Fiir eine durchflusszytofluorometrische Messung des
DNA-Gehaltes von Zellen einer Einzelzellsuspension werden Zellen, deren DNA zuvor
mit Hilfe von spezifischen fluoreszierenden Farbstoffen markiert wurde, durch einen
mikroskopisch feinen Fliissigkeitskanal geleitet. Der Messkanal wird an einem Punkt
von einem Lichtstrahl getroffen, der den DNA-Farbstoff zur Emission von Licht anregt.
Die Starke des emittierten Lichtes ist proportional zu der Menge des Farbstoffes, den
die DNA im Zellkern gebunden hat. Je mehr DNA eine Zelle enthilt, um so stéirker ist
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das emittierte Lichtsignal. Dieses Lichtsignal wird von einem Detektor registriert.

Aus der Messung einer Vielzahl einzelner Zellen entsteht das lineare DNA-
Histogramm, in dem auf der X-Achse die GroBBe des DNA-Fluoreszenzsignals und auf
der Y-Achse die Anzahl der gemessenen Teilchen pro Intensitéitsklasse gegeneinander
aufgetragen sind. Das Histogramm einer zytometrischen DNA-Analyse gibt Aufschluss
iiber die zytogenetische Zusammensetzung und das Proliferationsverhalten der
gemessenen Zellpopulation (Otto und Liedl, 1994). Der prozentuale Anteil der Zellen,
die sich in der S-Phase der Mitose befinden und somit proliferieren, kann mit Hilfe der
Daten des Histogramms vom Auswertungsprogramm (Partec DPAC V2.0, Fa. Partec,
Miinster) berechnet werden.

Abbildung 8 zeigt die idealisierte Form eines entsprechenden Histogramms und
Abbildung 9 ein DNA-Histogramm, welches im Rahmen der vorliegenden Arbeit
gemessen wurde. Das DNA-Histogramm eines Gewebes das Zellen beinhaltet, die sich
in Teilung befinden, zeigt zwei deutliche Peaks. In den Abbildungen 8 und 9 stellt der
linke Peak die Zellen dar, die einen "normalen" diploiden Chromosomensatz enthalten.
Der rechte Peak zeigt die Zellen, deren Chromosomensatz sich in der Synthesephase (S-

Phase) der Mitose verdoppelt hat.

N 4 G,
S
A
G,
4
Gy v
Peak 1 Summationsbild

DNA-Gehalt

Abbildung 8: Zellzyklus im stark schematisierten DNA-Histogramm (nach
Otto und Liedl, 1994).

X-Achse = GroBle des DNA-Fluoreszenzsignals (DNA-Gehalt), Y-Achse = Anzahl der gemessenen
Teilchen (Zellen) pro Intensitétsklasse, Gy = Ruhephase, G| = prasynthetische Phase, S = Synthesephase,
G, = pramitotischen Phase, M = Mitosephase, Peak 1 = Peak der Zellen mit diploidem Chromosomensatz
(2¢), Peak 2 = Peak der Zellen mit verdoppelten Chromosomensatz (4¢).



Material und Methoden 46

count |

100

50

]

partec &0 100 150 200 250 intensity

Abbildung 9: DNA-Histogramm vom Nierengewebe eines X. helleri.

Die Proben wurden mit dem Zellanalysesystem CA II (Einkanalmessgerit) der Firma Partec, Miinster
gemessen.

Peak 1 = Peak der Zellen, die sich in der priasynthetischen Phase befinden (doppelter Chromosomensatz).
S = Zellen, die sich in der Synthesephase befinden (Verdopplungsphase der DNA). Peak 2 = Zellen, die
sich in der pramitotischen Phase befinden (vierfacher Chromosomensatz).

Im oberen Bereich von Abbildung 8§ ist ein mitotischer Zellzyklus wiedergegeben, der
die Entwicklung der Zelle von einer Zellgeneration zur nichsten umfasst. Die Zelle
besitzt wihrend der Ruhephase (Gp) und der prisynthetischen Phase (G;) einen
diploiden Chromosomensatz (2¢). In der Synthesephase (S) wird die DNA-Menge durch
Replikation vermehrt. Mit dem Erreichen der pramitotischen Phase (G;), in der die Zelle
einen reduplizierten Chromosomensatz (4c) und den doppelten DNA-Gehalt aufweist,
endet die S-Phase. In der nachfolgenden, kurz andauernden Mitosephase (M) kommt es
zur gleichmiBigen Aufteilung der Chromosomen auf zwei Tochterzellen, die dann
jeweils wieder einen diploiden Chromosomensatz (2¢) enthalten, so dass der Zyklus von
Neuem beginnen kann (Otto und Liedl, 1994).

Bei dem im Rahmen dieser Arbeit angewendeten Verfahren zur Messung der spontanen
Zellproliferation =~ wurde  zundchst eine  Einzelzellsuspension aus  dem
Nierengewebsmaterial hergestellt. Darauf folgte die Farbung der Kern-DNA mit einem
spezifischen Fluoreszenzfarbstoff. Mit Hilfe der Durchflusszytofluorometrie konnte im

Anschluss daran die Proliferationsrate erfasst werden.
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4.3.3.1 Aufarbeitung der Proben

Zundchst wurde das Nierenmaterial wie unter 4.2 beschrieben entnommen und zur
Resuspension (Herauslosung und Vereinzelung der Zellen des Nierengewebes) in eine
kleine Petrischale (@ 3 cm) mit Aufschlusslosung (1,3 ml C 100 T) gegeben. Das
C100T diente der Zersetzung des Gewebes und der Perforation der Zell- und
Zellkernwiande, um diese fiir den DAPI-Farbstoff (4’, 6-Diamidino-2-phenylindol)
durchldssig zu machen. Die Resuspension des Gewebes erfolgte fiir eine Dauer von
mindestens 20 Minuten und wurde durch wiederholtes Aufziehen der Losung mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze (Verminderung der Scherkrifte, die auf die Zellen
wiéhrend des Aufziehens wirken) unterstiitzt. Um Gewebereste, die sich nicht aufgeldst
hatten, zu entfernen, wurde die Suspension anschlieBend durch Gaze mit einem
Porendurchmesser von 50 pm filtriert. Die Fixierung der Einzelzellsuspension erfolgte
durch Zugabe von 1 ml des Filtrates zu 9 ml 80%igem Alkohol. Vor der Messung

wurden die Proben mindestens drei Tage bei 4 °C in dieser Form aufbewahrt.

4.3.3.2 Farbung der Proben

Fiir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff DAPI
(4°, 6-Diamidino-2-phenylindol) ausgewihlt. DAPI wurde von Gohde et al. (1978) in
die Durchflusszytofluorometrie eingefiihrt und eignet sich aufgrund seiner bevorzugten
Bindung an adenin-/thymidinreiche DNA-Sequenzen besonders gut fiir die DNA-
Analyse (Hamers, 1994).

Zum Zweck der zytometrischen Messung wurde 1 ml der gut durchmischten und
fixierten Einzelzelllosung entnommen und 10 min bei zweihundertfacher
Erdbeschleunigung und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach der vollstindigen
Entfernung des Uberstandes erfolgte die Resuspension des Pellets in 500 ul C 100 T.
Anschliefend wurde die DNA durch Zugabe von 4 ml DAPI Firbelosung, die vier
Stunden bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubierte, gefarbt. Darauf folgte die

durchflusszytofluorometrische Messung.
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Ansetzen der Aufschlusslosung (C 100 T):
100 ml A. bidest.

+ 2,1 g Zitronensdure (Sigma C1909)

+ 500 pl Tween 20 (Sigma P1379)

Lagerung bei Dunkelheit und Raumtemperatur. Die Losung ist maximal eine Woche haltbar.

Ansetzen der DAPI-Stammldsung:

3,5 mg DAPI-Pulver  (Serva 18860)

+ 10 ml A. bidest.

Lagerung bei Dunkelheit und + 4°C. Haltbar, bis Triibung einsetzt.

Ansetzen der DAPI-Farbelosung:

100 ml A. bidest

+ 7,12 g Na, HPO, x 2 H,O  (Merck 6580)

+ 500 pl DAPI Stammlésung.

Lagerung bei Dunkelheit und Raumtemperatur. Drei Wochen haltbar.

4.3.3.3 Messung des DNA-Gehaltes
Die durchflusszytofluorometrische Messung der Proben erfolgte mit dem
Zellanalysesystem CA II (Einkanalmessgerit) der Firma Partec, Miinster. Fiir die DAPI-

Messungen mit dem Partec CA II wurden folgende Filter verwendet:

Tabelle 6: Filter und Funktion der Filter im Partec CA II Zellanalysesystem.

Bezeichnung der Filter bzw. Spiegel Funktion der Filter bzw. Spiegel
(in der Reihenfolge des Lichtdurchtritts)

KG1 Wairmeschutzfilter

BG 38 Infrarotfilter

UG 1 Anregungsfilter

TK 420 Dichroischer Spiegel (Teilerkante)
Spiegel 20/80 Teilerspiegel

GG 455 Sperrfilter

Spiegel Vollspiegel

GG435 Sperrfilter

Als Lichtquelle diente eine Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (HBO 100) der Firma
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Osram, welche ultraviolettes Licht abgibt. Die Histogramme der Messungen wurden mit
Hilfe des Analyseprogramms Partec DPAC V2.0 der Firma Partec, Miinster, analysiert.
Die Auswertung der Histogramme beziiglich des Anteils der Zellen, die sich in der S-

Phase der Mitose befanden, erfolgte mit dem gleichen Programm.

4.3.4 Phagozytoserate

Die Messung der Phagozytosetitigkeit von Granulozyten, Monozyten und
Makrophagen spielt eine wichtige Rolle bei der Feststellung des Gesundheitsstatus von
Fischen und anderen Organismen (einschl. Menschen) (Mathews et al., 1990; Schmitz
und Rothe, 1994). Die Phagozytoseleistung von Phagozyten kann mit Hilfe einer
lichtmikroskopischen Zihltechnik festgestellt werden (Mathews et al., 1990). Basierend
auf der Methode von Mathews et al. (1990) wurde die folgende Technik von Goerlich
und Hamers (1996) fiir die Evaluierung der Phagozytoserate von Phagozyten aus den
C.E.B.A.S.-Experimenten entwickelt.

Zu diesem Zweck wurden die Leukozyten aus dem Nierengewebe der Versuchsfische
isoliert und mit Latex Beads von 1um Durchmesser inkubiert. Nach der 30-miniitigen
Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert und das Pellet wurde auf einen
Objekttriager aufgebracht. Lichtmikroskopisch wurde der prozentuale Anteil der Zellen
bestimmt, der Latex-Beads phagozytiert hatte.

4.3.4.1 Aufarbeitung der Proben

Zunichst wurde das Nierenmaterial, wie unter 4.2 beschrieben, entnommen und in eine
kleine Petrischale (@ 3 cm) mit Kulturmedium (siehe unten) gegeben. Die Resuspension
(Herauslosung und Vereinzelung der Nierengewebszellen) des Gewebes erfolgte fiir
eine Dauer von mindestens 20 Minuten und wurde durch vorsichtiges, wiederholtes
Aufziehen der Losung und der darin enthaltenen Nierengewebsstiicke mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze (Verminderung der Scherkrifte, die auf die Zellen
wiéhrend des Aufziehens wirken) unterstiitzt. Um Gewebereste, die sich nicht auflosten,

zu entfernen, wurde die Suspension anschlieBend durch Gaze mit einem
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Porendurchmesser von 50 pm filtriert.

Mit Hilfe einer Trypan-Blau-Fiarbung (Sigma T8154) wurde anschlieBend die
Konzentration und die Vitalitit der Zellen mittels einer Neubauer-Zdhlkammer
(improved) (Brand, Wertheim) bestimmt. Das Verhéltnis zwischen Kulturmedium und
Trypan-Blau betrug 1:1, wobei das Trypan-Blau zuvor mit PBS (Phosphate buffered
saline) (Verhéltnis 1:2) verdiinnt wurde.

Nach Feststellung der Zellkonzentration konnte die Einzelzellsuspension auf 400
Zellen/pl eingestellt werden. Im Anschluss daran wurden 50 pl der auf 400 Zellen/pl
eingestellten Einzelzellsuspension in 1,5-ml-Reaktionsgefdlle gegeben und mit 10 pl der
Latex-Beads-Verdiinnung versetzt, so dass pro Zelle ca. 100 Latex-Beads vorhanden
waren (sieche unten). Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei einer Temperatur von
25 °C.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Eppendorfgefde 10 min bei 200-facher
Erdbeschleunigung und 25 °C zentrifugiert und der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen. Das Pellet mit den darin enthaltenen Phagozyten wurde in 10 pl
eiskaltem FKS (fotales Kélberserum) aufgenommen und auf gereinigte Objekttriger

aufgetragen.

Ansetzen des Kulturmediums:
Das Kulturmedium wurde kurz vor der Probenverarbeitung in 50 ml Portionen angesetzt.
RPMI-1640 Medium, HEPES Modifizierung (Sigma R5886)

+10 % FKS (Sigma F4135)
+ 1 % Gentamycin (Sigma G1397)
+ 0,004 M L-Glutamin (Sigma G5713)

Ansetzen der Latex-Beads-Verdiinnung:

Die Konzentration der Latex-Beads in den Inkubationsansitzen betrug ca. 100 Beads pro
Zelle.

Um diese Konzentration zu erreichen, wurde die Stammldsung der Beads (Polyscience Inc.,
Polybead Polystyrene Microspheres, 1,0 un @, CAT#07310,) mit PBS (Sigma P5886)
verdiinnt:

5 pl Stammldsung (ca. 80 Mio. Beats) + 400 ul PBS ~ 2 Mio. Latex-Beads/10 pl

Von dieser Latex-Beads-Verdiinnung wurden jeweils 10 pl zu den Inkubationsansitzen (50

pl mit 400 Zellen/pl) gegeben.
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Die Préparate wurden luftgetrocknet und anschlieBend entsprechend einer
Pappenheimfarbung gefarbt. Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch bei 1000-
facher VergroBerung. Pro Priparat wurden insgesamt 300 Zellen gezdhlt. AnschlieBend
wurde der prozentuale Anteil der Zellen, die Latex-Beads aufgenommen hatten,

berechnet.

Férben der Phagozytoseproben:

Die panoptische Farbung der Phagozytoseproben erfolgte mit Hilfe der Pappenheimfarbung.
Der Férbevorgang wurde jedoch leicht modifiziert, da die Erfahrung zeigte, dass sich die
Proben trotz griindlicher Entfettung der Objekttriger, besonders bei der Gegenfarbung mit
Giemsa, von diesen abldsen konnen. Folgende Maflnahmen halfen, den Abldsevorgang zu

unterbinden:

- Objekttrager wihrend der Farbung nicht oder nur wenig und vorsichtig bewegen
- Temperierung der Farbebédder auf 25 — 30 °C

- Spiilvorgang am Ende der Farbung sehr vorsichtig durchfiihren

Die Farbungen wurden nach folgendem Schema durchgefiihrt:

- Fixierung in May-Griinwald-Losung (Merck, 1424) 5 min
- May-Griinwald-Losung in Weise-Puffer (Merck, 9468) (1:1) 75 sec.
- 2 x spiilen in Weise-Puffer

- Giemsa-Gebrauchslosung (4,5 ml Giemsa-Stammldsung

(Merck, 9204) in 150 ml kaltem Leitungswasser) 5 min
- kaltes Leitungswasser 1 min
- Lufttrocknen

4.3.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten aus den C.E.B.A.S.-Laufen umfasste neben der
Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichungen auch die Bestimmung
signifikanter Unterschiede zwischen den Experimenten.

Die Daten der vorliegenden Arbeit stammen aus acht unterschiedlichen C.E.B.A.S.-
Versuchen (vergleiche Tabelle 9). Sie entspringen somit verschiedenen
Grundgesamtheiten (jeweilige X. helleri-Population im Experiment), wobei bei jeder
Beobachtungseinheit (ein Fisch) die ZielgroBe (z. B. der prozentuale Anteil der

Lymphozyten an den Leukozyten des Nierengewebes) bestimmt wurde. Die aus den
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C.E.B.A.S.-Experimenten gewonnenen Daten sind somit Messwerte aus unabhidngigen
Stichproben, bei denen die Stichprobenumfange verschieden sein diirfen (Stahel, 2000).
Da keine begriindete Hypothese vorlag, in welche ,,Richtung® (Zunahme/Abnahme)
sich die experimentellen Bedingungen auf die untersuchten Parameter auswirkten, war
es notwendig, einen zweiseitigen statistischen Test durchzufiihren (Sachs, 1999).
Zweiseitige statistische Tests konnen sowohl signifikante Zu- als auch Abnahmen
nachweisen. Die ermittelten Daten wurden zunédchst mit Hilfe des Kolmogoroft-
Smirnoff-Anpassungstests, der bei kleinen Stichprobenumfingen angewendet wird
(Sachs, 1999), auf Normalverteilung iiberpriift. Da sich dabei zeigte, dass die
Messwerte innerhalb einer Versuchstiergruppe nicht in jedem Fall normalverteilt waren
(z. B. prozentualer Anteil der Makrophagen bei X. helleri aus der Standardhaltung)
wurde der verteilungsunabhéngige U-Test (Wilcoxon, Mann und Whitney-Test (Sachs,
1999)) zur Bestimmung signifikanter Unterschiede zwischen den C.E.B.A.S.-
Experimenten herangezogen. Nichtparametrische Tests (verteilungsunabhéngige Tests)
haben gegentiber parametrischen (verteilungsabhingige Tests) zudem den Vorteil einer
hoheren Wirksamkeit bei niedrigen Stichprobenumfangen (n < 15) (Sachs, 1999).

Folgende Signifikanzklassen wurden angewendet:

Tabelle 7: Signifikanzklassen und ,,Sternchen-Konvention®.

Fall Interpretation Notation
p > 0,05 nicht signifikant
0,05>p>0,01 schwach signifikant *
0,01 >p>0,001 stark signifikant **
0,001 >p sehr stark signifikant HA

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Programmsystem SPSS fiir Windows

(Version 10.0.7) durchgefiihrt.



Ergebnisse 53

5 Ergebnisse

Inhalt dieses Teils der Arbeit sind die Daten des Abwehrsystems von Schwerttrdgern
aus acht C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-89 und STS-90
Space Shuttle-Missionen ermittelt wurden. Diese teilten sich, wie in Tabelle 3 im
Material- und Methoden-Teil dargestellt, in Daten von Tieren aus der Standard- bzw.
Aquarienhaltung (Standard), aus Nutzlasttests (NT), aus Bodenkontrollexperimenten
(BE) und orbitalen Flugexperimenten (FE) auf.

Um die Arbeit trotz der groBen Anzahl an untersuchten Parametern und der
verschiedenen Fragestellungen, zu deren Beantwortung sie herangezogen wurden,
iibersichtlich  strukturieren zu konnen, wurden Daten in unterschiedlichen

Zusammenhédngen mehrfach dargestellt.

5.1 Wasserwerte und Housekeepingdaten der C.E.B.A.S.-Experimente

An dieser Stelle soll auf die Wasserwerte und Housekeepingdaten der C.E.B.A.S-
Experimente eingegangen werden, da die Umweltbedingungen im C.E.B.A.S.
moglicherweise dazu in der Lage waren, die untersuchten Abwehrparameter zu
beeinflussen. Zusétzlich wird im weiteren Verlauf des Ergebnisteils auf wichtige
Unterschiede zwischen den C.E.B.A.S.-Experimenten beziiglich der Wasserwerte und
Housekeepingdaten eingegangen werden.

Die Wasserwerte (Wasserhérte, Nitrat, Nitrit, Ammonium, Chlorid, Phosphat, pH-Wert)
wurden zwei Tage vor dem Start des Space Shuttles und sofort nach Abschluss der
Experimente bestimmt (Tabelle 8). Unter Housekeepingdaten sind die wihrend eines
C.E.B.A.S.-Laufes in Intervallen von 10 Minuten aufgezeichneten Werte von
Sauerstoff, pH-Wert und Wassertemperatur zu verstehen. Die Abbildungen 10-17 im
Anhang zeigen diese Daten. AuBlerdem sind sie in Tabelle 9 in schriftlicher Form
zusammengefasst worden.

Leider liegen nur wenige Angaben iiber den Toleranzbereich von X. helleri beziiglich
der Wasserwerte vor. In Tabelle 8 sind unter der Rubrik ,Normbereich® die

Anforderungen, die X. helleri an die Wasserqualitt stellt, aufgefiihrt.



Tabelle 8: Wasserchemische Kenndaten der STS-89 und STS-90 C.E.B.A.S.-Experimente.

8ONT1 8INT2 89BE 89FE 90ONT1 9ONT2 90BE 90FE S;zrl‘tduanr;' k’)\é‘;g?gh
Dauer der Experimente 11 11 9 9 22 22 16 16 - -
Anzahl der Tiere ]SELagte 3 j § j ‘1‘ j ; 2 - i
I e e e e e e e b
e et e /Bt T S | e [ s T
oy v [ [T fom—for e —om o Jwe o
e ] e R 1 S 1 s 10 10 B 1 R 1 s 10 T
Ammoniak (NH3) mg/l * | Max. 0,0432 - 0,0209 0,0540 0,0344 0,0119 0,0864 0,0558 - <0,020
Chiorid mg Eode 402 BT s 53 i 5 o = :
Phosphat (PO*) mg/l |00 03¢ TR T T 0k TR [ S E—_
pH-Wert Ende 567 1 xS o X 53 T % = 1081
Saerstoff (0o badc 130 & 3 = Lo e e >30

Tabelle 10 zeigt wichtige Kenndaten der terrestrischen und orbitalen C.E.B.A.S.-Experimente, die im Rahmen der STS-89- und STS-90-Mission durchgefiihrt wurden.
Tabelle 9 und die Abbildungen 10-17 geben einen besseren Eindruck von der Entwicklung der Sauerstoffkonzentration und des pH-Wertes im Verlauf der Experimente.
nd = nicht nachweisbar, Start = Messung vor Beginn des Experimentes, Ende = Messung nach Abschluss des Experimentes, Standardhaltung = Mittlere Wasserwerte in
den Aquarien am Kennedy Space Center, Normbereich = Normwerte fiir die Haltung von X. helleri, °dH = Grad deutscher Harte.

* Mit Hilfe einer Tabelle von Emerson et al. (1975) berechnete, maximale Ammoniakkonzentration. Grundlage der Berechnungen waren die Ammoniumkonzentrationen,
die nach Abschluss der Experimente gemessen wurden, sowie der maximale pH-Wert, der bei maximaler Temperatur gemessen wurde. Die berechnete
Ammoniakkonzentration ist also diejenige, die unter den ungiinstigsten Bedingungen im Experiment hétte entstehen konnen und keine real gemessene.

** Gasaustauscher musste einsetzen, damit diese Sauerstoffkonzentration erreicht wurde.
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Tabelle 9: Housekeepingdaten, die wihrend der C.E.B.A.S.-Experimente aufgezeichnet wurden.

Fische

89NT1 8INT?2 89BE 89FE 90NT1 90NT2 90BE 90FE
zwischen ca. 3,8 | zwischen 4,5 zwischen 4,5 zwischen 4,5 Tag 1 und 2: zwischen | bis Tag 7 zwischen | bis Tag 8 zwischen [ bis Tag 9 zwischen 4,5
und 6,5 mg/l, und 6,5 mg/1 und 6,5 mg/l, und 6,5 mg/l, 4,0 und 6,5 mg/1 ca. 4,0 und 6,5 mg/l, | 4,5 und 6,5 mg/l, von | und 6,5 mg/l, ab Tag
hiufig Minimum gegen Ende gegen Ende Tag 3: Konz. sinkt auf | ab Tag 7 nimmt Tag 8 nimmt Konz. | 10 nimmt Konz.
von ca. 3,0 mg/l. zwischen ca. zwischen ca. 3,0 mg/l, anschlieBend | Konz. innerhalb von | innerhalb von 6 innerhalb von 3 Tagen
6,5 und 6,5 und innerhalb von 4 Tagen | 15 Tagen auf Tagen bis auf bis auf 2,5 mg/l ab
0O,-Konz. 3,0 mg/l 4,0 mg/l, selten | auf 1,5 mg/1 1,5 mg/l ab, ab Tag 9 | 2,5 mg/l ab (Gasaustauscher setzt
weniger als (Gasaustauscher setzt | Konz. unter 3 mg/l, | (Gasaustauscher setzt | ein)
3,5 mg/l ein), ab Tag 7 fillt die | am Tag 21 Konz. ein)
02-Konz. regelméBig | unter 1,5 mg/l
auf 1,5 mg/l (Gasaustauscher setzt
ein)
Mittlerer pH- Mittlerer pH- | Mittlerer pH- | Mittlerer pH- | Mittlerer pH-Wert Mittlerer pH-Wert Mittlerer pH-Wert Mittlerer pH-Wert
Wert nimmt zu. | Wert nimmt Wert nimmt zu. | Wert nimmt zu. | nimmt zunéchst stark [ nimmt zu. nimmt gleichméBig | nimmt gleichméaBig zu.
Minimum bei ca. | kontinuierlich | Minimum ca. Minimum bei | zu. Minimum ca. pH Minimum bei ca. pH | zu. Minimum bei ca. pH
pH-We rt 8,0, von pH 6,7 auf | pH 7,3 ca.pH 7,3 7,5, Maximum ca. pH | 7,4 Maximum bei ca. | Minimum ca. pH 7,3 | 7,2
ab Tag 2 ca. 6,4 ab. Maximum ca. | Maximum ca. |9,2. pH 8,8 Maximum bei ca. Maximum bei ca.
Maximum héufig pH 8,7 pH 9,2 ADb Tag 5 nimmt das pH 9,2 pH 9,2
bei ca. pH 9,2 pH Niveau von pH 9,2
auf pH 6,0 ab.
zwischen 24 °C | zwischen 25 °C | zwischen 24 °C | zwischen 24 °C | zwischen 24 °C und zwischen 27 °C und | zwischen 25 °C und | Temperatur bis Tag 3
und 26 °C und 27 °C und 26 °C und 26 °C 26 °C 28 °C 27 °C. zwischen 24 °C und
25 °C. Ab Tag 9
kontinuierliche
Wassertemp. Zunahme auf ca. 30 °C
(Tag 14). Abnahme auf
25 °C zwischen Tag 15
und 16.
Uberlebende |4 4 3 4 1 4 2 4

Beschrieben ist die Entwicklung des Sauerstoffgehaltes, des pH-Wertes und der Wassertemperatur wihrend der C.E.B.A.S.-Experimente vom Zeitpunkt des Starts der
Space Shuttle bzw. Tag eins der Bodenexperimente bis zum Ende der Versuche. Vergleiche auch Abbildungen 10-17. Die Experimente, die der Schwerelosigkeit

ausgesetzt waren, sind grau unterlegt.
Normbereich X. helleri O,-Konzentration: > 3,0 mg/l, Normbereich X. helleri pH-Wert: pH 7,0-8,1, Normbereich X. helleri Wassertemperatur: 22-28 °C.
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5.2 Einfluss der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf das Abwehrsystem von
X. helleri

Um beurteilen zu konnen, inwieweit die Bedingungen eines Weltraumfluges einen
Einfluss auf das Abwehrsystem von X. helleri hatten, musste zunédchst geklart werden,
ob nicht schon allein deren Haltung im C.E.B.A.S -unabhidngig von der
Mikrogravitation - einen Einfluss auf die untersuchten Abwehrparameter hatte. Zu
diesem Zweck wurden die Daten der Schwerttrdger aus den terrestrischen Nutzlasttests
(NT) und den Bodenkontrollexperimenten (BE) der STS-89- und STS-90-Mission mit
den Daten der Tiere aus der Standardhaltung (Standard) verglichen. Dieser Vergleich
war notwendig, da sich die Umweltbedingungen im C.E.B.A.S. in starkem Mafle von
den Bedingungen der Standardhaltung am KSC unterschieden (vergleiche Tabelle 8, 9;
Abbildungen 10-17).

Da die Ergebnisse aus Experimenten mit unterschiedlicher Dauer (89BE: 9 Tage;
89NT1, 89NT2: 11 Tage; 90BE: 16 Tage; 90NT1, 90NT2: 22 Tage) nicht ohne weiteres
miteinander verglichen werden konnen, sind sie getrennt voneinander dargestellt
worden. Auf den Einfluss der Dauer der terrestrischen Haltung im C.E.B.A.S. wird zu

einem spateren Zeitpunkt eingegangen werden (siche Kapitel 5.5).

5.2.1 Vergleich der Wasserwerte und Housekeepingdaten von Standardhaltung

und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten

Die Tabellen 8 und 9 und die Abbildungen 10-12 und 14-16 zeigen, dass es sowohl bei
den Wasserwerten als auch bei den Housekeepingdaten zu teilweise betrdchtlichen
Unterschieden zwischen der Standardhaltung und den terrestrischen C.E.B.A.S.-
Experimenten kam. Hervorzuheben sind der hohe Nitritwert am Ende von 89NTI
(Anstieg von 0,021 auf 1,473 mg/l NO7), der verhdltnisméBig hohe Ammoniumgehalt
nach 89BE (Anstieg von 0,028 auf 0,107 mg/l NH"4) und 90BE (Anstieg von 0,043 auf
0,176 mg/l NH",) und die starke Zunahme der Gesamthiirte nach 90BE (Anstieg von 10
auf 25 gdH).

Wiéhrend 89NT1, 90NT1 und 90BE wurden sehr hohe pH-Werte gemessen (89NT1: pH
9,2 ; 90NT1: pH 9,2; 90BE: pH 9,2). Auf der Grundlage der Wassertemperatur, des pH-

Wertes und der Ammoniumkonzentration wurde die maximal mdgliche
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Ammoniakkonzentrationen der C.E.B.A.S.-Liufe berechnet (89NT1: 0,0432 mg/l NHj3;
8INT2: < 0,0003 mg/l NHs; 89BE: 0,0209 mg/l NHj3; 90 NT1: 0,0344 mg/l NHs;
90NT2: 0,0119 mg/l NH3; 90BE: 0,0864 mg/l NH3).

In den Experimenten 89NT1 und 89BE kam es zu einer Abnahme der
Sauerstoftkonzentration auf 3 mg/l. Wihrend 90BE sank sie auf 2,5 mg/l und im
Verlauf von 90NT1 und 90NT2 fiel sie auf 1,5 mg/l ab, bevor ein Gasaustauscher
einsetzte und die Sauerstoffkonzentration auf einen Wert anhob, der fiir die
Schwerttrager unkritisch war. Bei 89NT1, 89NT2 und 90NT?2 {iberlebten vier, bei 89BE
drei, bei 90BE zwei und bei 90NT1 nur ein Schwerttriger.

5.2.2 Vergleich der Differentialblutbilder von X. helleri aus der Standardhaltung
und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten

Zu Beginn sollen die Differentialblutbilder des Nierengewebes von X. helleri verglichen

werden.

5.2.2.1 Anteil der Monozyten

Der prozentuale Anteil der Monozyten an den gesamten Leukozyten im Nierengewebe
von X. helleri zeigte bei den terrestrischen Experimenten, die im Rahmen der STS-89-
Mission stattgefunden haben, keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Standard
(9,20 %) und C.E.B.A.S.-Experimenten (Diagramm 1).

Nach 89NT1 (8,82 %) und 89BE (9,41 %) verblieb der Monozytenanteil auf dem
Niveau des Standardwertes. Bei 89NT2 (11,32 %) zeigte er eine deutliche, nicht
signifikante Zunahme der Monozyten.

Nach 90NT2 (6,47 %) (Diagramm 2) wurde eine signifikante Abnahme der Monozyten
festgestellt. Dagegen zeigte das einzige iiberlebende Tier aus 90NT1 (9,50 %) einen
Wert, der anndhernd dem Standard entsprach. Im Anschluss an 90BE (13,48 %) ist eine

nicht signifikante Zunahme der Monozyten zu beobachten gewesen.
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Diagramm 1:

Prozentualer Anteil der Monozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus der
Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-89
Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
n = Stichprobenumfang
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Diagramm 2:

Prozentualer Anteil der Monozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus der
Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-90
Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission,
90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

* =0,05>p>0,01 schwach signifikant

Die Monozytenwerte der Tiere aus der C.E.B.A.S.-Haltung unterschieden sich nur in
einem von sechs Experimenten statistisch nachweisbar vom Standardwert. Bei zwei
Experimenten kam es zu einer Zunahme der Monozytenpopulation. Bei den iibrigen
drei traten nur unbedeutende Unterschiede zwischen Standardhaltung und C.E.B.A.S.-

Experimenten auf.
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5.2.2.2 Anteil der Makrophagen

Der prozentuale Anteil der Makrophagen an den Leukozyten im Nierengewebe zeigte
nach den terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten der STS-89-Mission keinen

signifikanten Unterschied zum Standardwert (0,59 %) (Diagramm 3).

MAKROPHAGEN MAKROPHAGEN

% der gesamten Leukozyten
w

% der gesamten Leukozyten
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0 - 0 ] ’7
Standard 89 NT1n=4 89NT2n=4 Standard n=39 89 BE n=3
n=39

Diagramm 3:

Prozentualer Anteil der Makrophagen an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus
der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-89
Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
n = Stichprobenumfang
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Diagramm 4:

Prozentualer Anteil der Makrophagen an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus
der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-90
Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 9O0NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission,
90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

* =0,05>p> 0,01 schwach signifikant

8INT1 (1,18 %) und 89BE (1,29 %) lieBen eine Erhohung dieses Zelltyps erkennen,
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wogegen die Makrophagenpopulation von 89NT2 (0,42 %) in etwa auf dem Niveau der
Aquarienkontrollen verblieb.

Nach 90NT1 (0,22 %) und 90NT2 (0,09 %) kam es zu einem Riickgang der
Makrophagen gegeniiber dem Standard (Diagramm 4 links). Bei 90NT2 war dieser
signifikant. Im Gegensatz dazu fiihrte 90BE (1,54 %) (Diagramm 4 rechts) zu einem
deutlichen, aber nicht signifikanten Anstieg der Makrophagenzahl im Nierengewebe.
Die Makrophagenpopulation war gegeniiber den Aquarienkontrollen bei einem von
sechs terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten signifikant vermindert. Bei einem
weiteren Versuch kam es ebenfalls zu einer Abnahme dieser Leukozytenpopulation.
Drei terrestrische C.E.B.A.S.-Léufe flihrten zu einer Erhohung des Makrophagenanteils;

nach einem Lauf verblieb er auf dem Niveau der Aquarienkontrollen.

5.2.2.3 Anteil der Metagranulozyten

Beziiglich der Metagranulozytenzahl konnten zwischen den 1g-Experimenten der STS-
89-Mission (89NTI1: 49,23 %, 89NT2: 53,12 %) und dem Standardwert (48,16 %)
(Diagramm 5) keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Es traten lediglich
geringe Schwankungen auf, die im Verhéltnis zum groflen Anteil dieses Zelltyps an den

gesamten Leukozyten (ca. 48 %) unauffillig waren.
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Diagramm 5:

Prozentualer Anteil der Metagranulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri
aus der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-89
Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
n = Stichprobenumfang
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Ein anderes Ergebnis zeigte 90NT2 (59,51 %). Hier kam es zu einer signifikanten

Zunahme der Metagranulozyten gegeniiber dem Standard.
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Diagramm 6:

Prozentualer Anteil der Metagranulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri
aus der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-90
Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 9O0NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission,
90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

** =(,01 >p>0,001 stark signifikant

Bei den terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten war der Metagranulozytenanteil
gegeniiber dem Standardwert in nur einem von sechs Experimenten signifikant erhoht.

Bei den anderen Versuchen war er weder signifikant noch auffillig veréndert.

5.2.2.4 Anteil der stabkernigen Granulozyten

Bei allen Experimente der STS-89 und -90-Mission (89NT1: 0,39 %, 89NT2: 0,00 %,
89BE: 0,14 %, 90NT1: 0,00 %, 90NT2: 0,29 %, 90BE: 0,34 %), die unter terrestrischen
Bedingungen stattgefunden hatten, kam es zu einer Abnahme des Anteils der
stabkernigen Granulozyten gegeniiber dem Standardwert (0,59 %) (Diagramm 7, 8).
Lediglich bei 89NT2 war diese Abnahme signifikant.
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Diagramm 7:

Prozentualer Anteil der stabkernigen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von
X. helleri aus der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der
STS-89 Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

** =(,01 >p>0,001 stark signifikant
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Diagramm 8:

Prozentualer Anteil der stabkernigen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von
X. helleri aus der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der
STS-90 Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 9O0NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission,
90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

5.2.2.5 Anteil der segmentkernigen Granulozyten

Das
Granulozyten sehr dhnlich. Fiinf von sechs terrestrischen C.E.B.A.S.-Laufen (89NT1:
0,00 %, 89NT2: 0,00 %, 89BE: 0,26 %, 90NTI1: 0,00 %, 90NT2: 0,34 %, 90BE:

Ergebnis der segmentkernigen Granulozyten war dem der stabkernigen

0,61 %) zeigten gegeniiber dem Standard (0,57 %) einen Riickgang dieser
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Zellpopulation (Diagramm 9, 10). Bei 89NT1 und 89NT2 war dieser schwach bzw.
stark signifikant. Nur nach 90BE verblieb der Anteil der segmentkernigen Granulozyten

auf dem Niveau des Standards.
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Diagramm 9:

Prozentualer Anteil der segmentkernigen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten
von X. helleri aus der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der
STS-89 Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

* =0,05>p>0,01 schwach signifikant

** =0,01 >p> 0,001 stark signifikant
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Diagramm 10:

Prozentualer Anteil der segmentkernigen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten
von X. helleri aus der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der
STS-90 Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission,
90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Nach fiinf von sechs terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten kam es zu einem
Riickgang der segmentkernigen Granulozyten gegeniiber dem Standard. In zwei Féllen

war dieser signifikant. Nur ein Versuch zeigte einen Wert, der mit dem Standard
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vergleichbar war.

5.2.2.6 Anteil der eosinophilen Granulozyten

Die eosinophilen Granulozyten (Diagramm 11, 12) waren in der Niere der Tiere aus der

Standardhaltung am KSC der seltenste Zelltyp (0,05 %).
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Diagramm 11:

Prozentualer Anteil der eosinophilen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von
X. helleri aus der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der
STS-89 Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

* =0,05>p> 0,01 schwach signifikant

** =0,01 >p>0,001 stark signifikant

Bei vielen Tieren konnten sie im Rahmen der Blutbilddifferenzierung nicht gefunden
werden. Nach vier von sechs Nutzlasttestlaufen der STS-89 und STS-90-Mission
(89NT1: 0,21 %, 89NT2: 0,24 %, 90NT1: 0,22 %, 90NT2: 0,43 %) kam es im
Vergleich mit dem Standard zu einer Zunahme der eosinophilen Granulozyten. Bei
89NTI1, 89NT2 und 90NT2 war die Zunahme signifikant. Ein gegenteiliger Effekt war
nach 89 und 90BE zu erkennen. Hier wurden keine eosinophilen Granulozyten

gefunden.
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Diagramm 12:

Prozentualer Anteil der eosinophilen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von
X. helleri aus der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der
STS-90 Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission,
90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

* =0,05>p>0,01 schwach signifikant

5.2.2.7 Anteil der Lymphozyten

Lymphozyten (Diagramm 13, 14) waren bei X. helleri aus der Standardhaltung nach den
Metagranulozyten die zweithdufigsten Zellen des Nierengewebes (37,57 %).
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Diagramm 13:

Prozentualer Anteil der Lymphozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus
der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-89
Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

**% =(,001 > p sehr stark signifikant
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Nach den Nutzlasttests 89INT2 (26,46 %) und 90NT2 (26,17 %) zeigten die
Lymphozyten gegeniiber dem Standard einen signifikanten Riickgang. Bei allen
weiteren terrestrischen Experimenten (89NT1: 33,03 %, 89BE: 38,05 %, 90NTI:
35,22 %, 90BE: 40,05 %) verblieb ihr Anteil in etwa auf dem Niveau der

Aquarienkontrollen.
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Diagramm 14:

Prozentualer Anteil der Lymphozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus
der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-90
Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission,
90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

**% =(,001 > p sehr stark signifikant

5.2.2.8 Anteil der blastaren Zellen

Bei der Blutzelldifferenzierung wurden unter der Gruppe der Blasten alle Zellen
zusammengefasst, die sich in einem blastdren Stadium ihrer Zellentwicklung befanden.
Bei Tieren aus der Standardhaltung waren Zellen im blastdren Stadium (Diagramm 15,
16) selten (3,3 %).

Die Auswertung ergab nach 89NT1 (7,13 %), 89NT2 (8,44 %), 89BE (4,68 %), 90NT1
(11,40 %) und 90NT2 (6,70 %) eine Zunahme der Blasten gegeniiber den
Aquarienkontrollen (3,26 %). Bei 89NT2, 90NT1 und 90NT2 waren die Zunahmen
signifikant. Lediglich 90BE (1,00 %) fiihrte zu einer schwach signifikanten Abnahme.
Finf von sechs terrestrischen Experimenten zeigten eine Zunahme der
Blastenpopulation gegeniiber dem Standard. In drei Fillen war diese signifikant. Nur

nach einem C.E.B.A.S.-Lauf kam es zu einer signifikanten Abnahme.
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Diagramm 15:

Prozentualer Anteil der blastiren Zellen an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus
der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-89
Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

*#% =(,001 > p sehr stark signifikant
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Diagramm 16:

Prozentualer Anteil der blastidren Zellen an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus
der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-90
Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission,
90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

* =0,05>p> 0,01 schwach signifikant

** =0,01 >p> 0,001 stark signifikant

*#% =(,001 > p sehr stark signifikant

5.2.3 Spontane Zellteilungsaktivitat

Die spontane Zellteilungsaktivitit der Zellen des Nierengewebes war nach den

Nutzlasttests und den Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und 90-Mission
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unterschiedlich ausgeprigt (Diagramm 17, 18).

Spontane Zellteilungsaktivitat Spontane Zellteilungsaktivitat
12 12 -
10 4 10 4
[} 1 o ]
© 84 '|' 9 8-
T ] T ]
o 81 & 61
X 44 X 4 1
2 1 2 4
0 0
Standard 89 NT1n=4 89 NT2n=4 Standard n=39 89 BE n=3
n=39
Diagramm 17:

Spontane Zellteilungsaktivitdt im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus der Standardhaltung und
terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-89 Space Shuttle-Mission
stattgefunden haben. Als Parameter fiir die Zellteilungsaktivitdt wurde der prozentuale Anteil der Zellen
im Nierengewebe gemessen, der sich in der S-Phase der Mitose befand. Weil in der S-Phase der
mitotischen Zellteilung die Synthese der DNA stattfindet, ist die Zu- oder Abnahme der Zellen, die sich
in dieser Phase befinden, ein MaB fiir die Teilungsaktivitit im Gewebe.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
n = Stichprobenumfang

Nach den beiden Nutzlasttestliufen der STS-89-Mission kam es gegeniiber dem
Standard (6,13 %) zu einer schwachen, nicht signifikanten Abnahme der Zellen, die sich
in der S-Phase der Mitose befanden (89NT1: 5,48 %; 89NT2: 4,86 %). Ein anderes Bild
zeigte sich nach dem Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission. Hier konnte eine
Steigerung der Teilungsaktivitdt (89BE: 7,58 %) gemessen werden, die aber ebenfalls
nicht signifikant war.

Die Ergebnisse der terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimente der STS-90-Mission waren
den terrestrischen Experimenten der STS-89-Mission dhnlich. Auch hier zeigten die
Schwerttrdger aus den beiden Nutzlasttests eine Abnahme der Teilungsaktivitit. Diese
war nach dem 90NT1-Experiment nur schwach und nicht signifikant (90NT1: 5,56 %),
nach dem 90NT2-Testlauf (90NT2: 2,18 %) dagegen sehr stark signifikant. Bei der
Beurteilung des Ergebnisses von 90NTT1 ist zu beachten, dass es sich hier um die Daten
eines einzelnen Tieres handelt.

Bei dem Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission kam es, wie bei dem der STS-
89-Mission, zu einer deutlichen jedoch nicht signifikanten Zunahme der

Teilungsaktivitdt (90BE: 7,84 %).
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Diagramm 18:

Spontane Zellteilungsaktivitdt im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus der Standardhaltung und
terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-90 Space Shuttle-Mission
stattgefunden haben. Als Parameter fiir die Zellteilungsaktivitit wurde der prozentuale Anteil der Zellen
im Nierengewebe gemessen, der sich in der S-Phase der Mitose befand. Weil in der S-Phase der
mitotischen Zellteilung die Synthese der DNA stattfindet, ist die Zu- oder Abnahme der Zellen, die sich
in dieser Phase befinden, ein MaB fiir die Teilungsaktivitdt im Gewebe.

Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission,
90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

**% =0,001 > p sehr stark signifikant

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass es gegeniiber dem Standard nach vier von
sechs C.E.B.A.S.-Bodenexperimenten zu einer Verminderung der Zellteilungsaktivitat
im Nierengewebe kam. In einem Fall kam es zu einer sehr stark signifikanten Abnahme
(90NT?2), die tlibrigen waren schwach ausgeprigt und nicht signifikant. Nach zwei
terrestrischen Experimenten kam es gegeniiber dem Standard zu einer nicht

signifikanten Zunahme der Zellteilungsaktivitit.

5.2.4 Phagozytoserate

Die Diagramme 19 und 20 zeigen die Ergebnisse der Messung der Phagozytoserate
isolierter Nierenzellen nach den C.E.BA.S.-Experimenten, die unter terrestrischen
Bedingungen stattgefunden haben.

Nach fiinf Versuchen kam es zu einer Abnahme der Phagozytoserate gegeniiber dem
Standard. Diese Abnahme fiel in zwei Fillen schwach (Standard: 29,53 %; 89NT1:
10,55 %, 89BE: 7,56 %) und nach einem Experiment stark signifikant aus (90NT2:
7,35 %). In zwei weiteren Fillen kam es ebenfalls zu einer deutlichen Abnahme der

Phagozytoserate, die jedoch nicht signifikant war (89NT2: 13,33 %; 90BE: 13,00 %).
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Diagramm 19:

Phagozytoserate isolierter Nierenzellen. Daten von X. helleri aus der Standardhaltung und terrestrischen
C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-89 Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.
Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

* =0,05>p>0,01 schwach signifikant
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Diagramm 20:

Phagozytoserate isolierter Nierenzellen. Daten von X. helleri aus der Standardhaltung und terrestrischen
C.E.B.A.S.-Experimenten, die im Rahmen der STS-90 Space Shuttle-Mission stattgefunden haben.
Standard = Mittelwert der Tiere aus der Standardhaltung, 9O0NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission,
90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Signifikanzniveau:

** =(,01>p>0,001 stark signifikant

Bei dem einzigen iiberlebenden Tier des 90NTI1-Versuchs konnte gegeniiber dem
Standard eine Zunahme der Phagozytoserate gemessen werden (90NT1: 32,7 %). Diese
war allerdings nur gering.

Nach der C.E.B.A.S.-Haltung von X. helleri unter terrestrischen Bedingungen kam es
im Vergleich mit Tieren aus der Standardhaltung in fiinf von sechs Féllen zu einer
Abnahme der Phagozytoserate. In drei dieser fiinf Félle fiel sie signifikant aus,

ansonsten war die Abnahme deutlich. Lediglich bei dem einzigen iiberlebenden Tier aus
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90NT1 kam es nur zu einer geringfiigigen Zunahme der Phagozytoserate.

5.3 Einfluss der Mikrogravitation auf das Abwehrsystem von X. helleri

Um den Einfluss eines Weltraumfluges auf X. helleri von dem Einfluss der
terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung unterscheiden zu konnen, wurde im vorherigen
Kapitel gezeigt, wie sich die Bedingungen im C.E.B.A.S. auf das Abwehrsystem der
Schwerttrager ausgewirkt haben. Vor diesem Hintergrund soll nun durch den Vergleich
der Daten von X. helleri aus den Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89-
und STS-90-Weltraummissionen iiberpriift werden, ob und in welcher Weise sich die

Mikrogravitation auf das Abwehrsystem der Fische ausgewirkt hatte.

5.3.1 Vergleich der Wasserwerte und Housekeepingdaten von Flug- und

Bodenkontrollexperimenten

Zwischen den Wasserwerten des Flug- und Bodenkontrollexperimentes der STS-89-
Mission traten nur geringe Unterschiede auf (siche Tabelle 8, 9; Abbildung 12, 13).
Nach beiden Versuchen wurde eine verhdltnismdBig starke Zunahme des
Ammoniumgehaltes gemessen (89FE: Zunahme von 0,011 auf 0,110 mg/l NH"4; 89BE:
Zunahme von 0,028 auf 0,107 mg/l NH',;). Der pH-Wert stieg wihrend beider
Experimente an (89FE: Zunahme von pH 7,3 auf pH 9,2; 89BE: Zunahme von pH 7,3
auf pH 8,7). Gegen Ende von 89BE lag die O,-Konzentration {liber ldngere Zeit unter
3,5’ mg/l. Auf der Grundlage von Wassertemperatur, pH-Wert und
Ammoniumkonzentration liel sich eine maximale Ammoniakkonzentration von 0,0540
mg/l NH; fiir 89FE und 0,0209 mg/1 NH; fiir 89BE berechnen.

Nach 90BE und 90FE wurde aufgrund der Zugabe von so genanntem ,,Weekendfutter*,
ein Kalziumsulfatblock, in dem Futter eingepresst ist, eine starke Zunahme der
Wasserhirte gemessen (90BE: Zunahme von 10 auf 25 gdH; 90FE: Zunahme von 10
auf 38,5 gdH). Der Ammoniumgehalt stieg auch im Verlauf dieser Experimente
deutlich an (90FE: Zunahme von 0,029 auf 0,166 mg/l NH',; 90BE: Zunahme von
0,043 auf 0,176 mg/l NH'). Gleiches gilt fiir den pH-Wert (90FE: Zunahme von pH 7,2
auf pH 9,2; 90BE: Zunahme von pH 7,3 auf pH 9,2). In Verbindung mit den hohen pH-
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Werten kann dies zu einer negativen Beeinflussung des Stickstoffstoffkatabolismus
(Akkumulation von Ammoniak) gefiihrt haben. Die berechneten Werte fiir die
maximale Ammoniakkonzentration betrugen 0,0558 mg/l NH; fiir 90FE und 0,0864
mg/l NH; fiir 90BE. Der O,-Gehalt nahm im Verlauf von 90BE und 90FE so stark ab
(90BE: Minimum 2,5 mg/l; 90FE: Minimum 2,5 mg/l), dass der Gasaustauscher
einsetzte (vergleiche auch Tabelle 9 und Abbildungen 16 und 17).

Die Flugexperimente 89FE und 90FE {iberlebten alle eingesetzten Schwerttriger, die
Bodenkontrollexperimente 89- und 90BE drei bzw. zwei Tiere (Tabelle 8).

5.3.2 Vergleich der Differentialblutbilder von X. helleri aus den Flug- und

Bodenkontrollexperimenten

5.3.2.1 Anteil der Monozyten

Diagramm 21 zeigt den Vergleich der Monozytenpopulationen zwischen den Tieren aus
den Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen.

Nach 89FE  (11,19%) konnte kein  signifikanter = Unterschied  zum
Bodenkontrollexperiment 89BE (9,41 %) festgestellt werden. Das Flugexperiment
besal} gegeniliber dem Bodenmodell lediglich eine leicht erhohte Monozytenzahl.

Die Monozytenpopulation aus 90FE (10,16 %) zeigte im Vergleich zu 90BE (13,48 %)
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied. Dennoch besall 90BE eine deutlich groBere
Zahl dieser Zellen. Allerdings ergab sich dieser Wert lediglich aus den Daten von zwei
iiberlebenden Tieren. Der ohnehin geringe Stichprobenumfang (n) war nach 90BE also
nochmals reduziert.

Die orbitalen C.E.B.A.S.-Versuche zeigten gegeniiber den terrestrischen Experimenten
keine statistisch signifikanten Verdnderungen der Monozytenpopulation. Nach einem
Weltraumexperiment war diese gegeniiber dem Bodenkontrollexperiment leicht erhoht,

ein anderes Mal deutlich vermindert.
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Diagramm 21:

Prozentualer Anteil der Monozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus den
Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen.

89FE = Flugexperiment der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
90FE = Flugexperiment der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 9,2 %

5.3.2.2 Anteil der Makrophagen

Bei den Makrophagen (Diagramm 22) kam es nach der STS-89- und STS-90-Mission

zu einem dhnlichen Bild wie bei den Monozyten.
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Diagramm 22:

Prozentualer Anteil der Makrophagen an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus
den Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen.

89FE = Flugexperiment der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
90FE = Flugexperiment der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 0,59 %

Auch hier konnte zwischen den Flug- und Bodenkontrollexperimenten keine

signifikante Differenz festgestellt werden. Dennoch zeigt der Vergleich von 89FE
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(2,62 %) und 89BE (1,29 %) eine deutlich groere Makrophagenpopulation nach dem
Flugexperiment.

Ein umgekehrtes Bild war dagegen nach 90FE (0,35 %) zu beobachten. Bei diesem
Experiment lag der Makrophagenanteil gegeniiber dem Bodenkontrollexperiment

(90BE-:1,54 %) wesentlich niedriger.

5.3.2.3 Anteil der Metagranulozyten

Die Ergebnisse der Flugexperimente der STS-89- und STS-90-Missionen (Diagramm
23) zeigten gegeniiber den Bodenkontrollexperimenten weder eine signifikante noch
eine relevante Wirkung auf die Metagranulozytenpopulation im Nierengewebe von

X. helleri.
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Diagramm 23:

Prozentualer Anteil der Metagranulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri
aus den Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen.

89FE = Flugexperiment der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
90FE = Flugexperiment der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 48,16 %

Bei den Schwerttrdgern aus 89FE (38,9 %) lag der Anteil der Metagranulozyten im
Vergleich zu 89BE (46,2 %) auf einem etwas niedrigeren Niveau. Die
Metagranulozytenpopulation des 90er Flugexperimentes (90FE: 46,60 %) lag in etwa
auf dem Niveau von 90BE (42,98 %).
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5.3.2.4 Anteil der stabkernigen Granulozyten

Beim prozentualen Anteil der stabkernigen Granulozyten an der Gesamtzahl der
Leukozyten des Nierengewebes (Diagramm 24) bestand zwischen 89FE (0,11 %) und
89BE (0,14 %) weder ein signifikanter noch ein relevanter Unterschied.

Ein é&hnliches Bild zeigte sich beim Vergleich zwischen dem Flug- und
Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission. Auch hier kam es zu keiner

signifikanten oder relevanten Differenz (90FE: 0,23 %; 90BE: 0,34 %).
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Diagramm 24:

Prozentualer Anteil der stabkernigen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von
X. helleri aus den Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen.

89FE = Flugexperiment der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
90FE = Flugexperiment der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 0,59 %

Der Vergleich zwischen Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-
90-Missionen zeigt, dass die Bedingungen der orbitalen Experimente keinen
signifikanten Einfluss auf den prozentualen Anteil der stabkernigen Granulozyten
hatten. Die stabkernigen Granulozyten traten nach den Versuchen der STS-90-Mission

etwa doppelt so hiufig auf wie nach denen der STS-89-Mission.

5.3.2.5 Anteil der segmentkernigen Granulozyten

Nach 89FE (0.00 %) konnten keine segmentkernigen Granulozyten (Diagramm 25)

nachgewiesen werden, wogegen sie bei den drei {iberlebenden Tieren aus 89BE einen

Anteil von 0,26 % ausmachten. Diese Differenz war jedoch nicht signifikant.
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Wie bei der STS-89-Mission zeigte das Flugexperiment der STS-90-Mission (90FE:
0,04 %) gegeniiber dem Bodenkontrollexperiment (90BE: 0,61 %) einen geringeren

Anteil segmentkerniger Granulozyten.
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Diagramm 25:

Prozentualer Anteil der segmentkernigen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten
von X. helleri aus den Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen.

89FE = Flugexperiment der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
90FE = Flugexperiment der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 0,57 %

Bei den segmentkernigen Granulozyten fiihrten die Bedingungen der orbitalen
C.E.B.A.S.-Versuche, im Vergleich zu den Bodenkontrollen, zu keinen signifikanten
Verdnderungen. Dennoch zeigten die Weltraumexperimente einen deutlich niedrigeren

Anteil dieses Zelltyps.

5.3.2.6 Anteil der eosinophilen Granulozyten

Nach der STS-89-Mission konnten im Nierengewebe der Schwerttriger keine
eosinophilen Granulozyten (Diagramm 26) festgestellt werden (89FE: 0,00 %, 89BE:
0,00 %).

Auch bei den beiden iiberlebenden Tieren aus 90BE (0,00 %) trat dieser Zelltyp nicht
auf. Anders sah es nach 90FE aus. Hier betrug der Anteil der eosinophilen Granulozyten
an den Leukozyten des Nierengewebes 0,08 %.

Die Bedingungen der Weltraumfliige hatten keine signifikante Wirkung auf das
Vorkommen der eosinophilen Granulozyten. Jedoch zeigten die Tiere aus dem

Flugexperiment der STS-90-Mission im Vergleich zum Bodenmodell eine erhéhte Zahl
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dieser Zellen.
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Diagramm 26:

Prozentualer Anteil der eosinophilen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von
X. helleri aus den Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen.

89FE = Flugexperiment der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
90FE = Flugexperiment der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 0,05 %

5.3.2.7 Anteil der Lymphozyten

Diagramm 27 zeigt, dass Flug- und Bodenkontrollexperimente der STS-89- und STS-
90-Mission keine signifikanten Unterschiede in den Lymphozytenwerten aufwiesen

(89FE: 42,48 %; 89BE: 38,05 % und 90FE: 40,83 %; 90BE: 40,05 %).
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Diagramm 27:

Prozentualer Anteil der Lymphozyten an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus
den Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen.

89FE = Flugexperiment der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
90FE = Flugexperiment der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 37,57 %
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5.3.2.8 Anteil der blastaren Zellen

Die Weltraumexperimente besalen im Vergleich zu den terrestrischen

Kontrollexperimenten keinen signifikanten Einfluss auf die Population der blastiren

Zellen (Diagramm 28).
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Diagramm 28:

Prozentualer Anteil der blastidren Zellen an den Leukozyten im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus
den Flug- und Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen.

89FE = Flugexperiment der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
90FE = Flugexperiment der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 3,26 %

Ihr prozentualer Anteil war bei 89FE (4,67 %) und 89BE (4,68 %) nahezu identisch.
Gegeniiber 90BE (1,00 %) nahm dieser Zelltyp nach 90FE (1,70 %) zu. Auffillig ist,
dass sich der Blastenanteil nach beiden STS-90-Experimenten auf einem wesentlich
niedrigeren Niveau befand als nach den Versuchen der STS-89-Mission (1-2 %
gegeniiber 4,70 %).

5.3.3 Spontane Zellteilungsaktivitat

Die orbitale C.E.B.A.S.-Haltung von X. helleri zeigte im Vergleich zur terrestrischen
weder nach der STS-89- noch nach der STS-90-Mission eine signifikante Verdnderung
der spontanen Zellteilungsaktivitit (Diagramm 29).

Bei beiden sehr dhnlich ausfallenden Bodenkontrollexperimenten (89BE:7,58 %, 90BE:
7,84 %) lag die Teilungsaktivitdt hoher als bei den orbitalen C.E.B.A.S.-Laufen (90FE:
4,44 %, 89FE: 6,23 %). Nach STS-89 fiel die Differenz zwischen Flug- und
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Bodenexperiment schwicher aus als nach STS-90.

Spontane Zellteilungsaktivitat Spontane Zellteilungsaktivitat
12 — 12 =
10 A 10 4
X e
T ] T ]
» 67 o 61
S o 1
S 4] 1 g, 1
2 1 2 4
0- 0 -
89 FE n=4 89 BE n=3 90 FE n=4 90 BE n=2
Diagramm 29:

Spontane Zellteilungsaktivitit im Nierengewebe. Daten von X. helleri aus den Flug- und
Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen. Als Parameter fiir die
Zellteilungsaktivitit wurde der prozentuale Anteil der Zellen herangezogen, der sich in der S-Phase der
Mitose befand. Da in der S-Phase die Synthese der DNA stattfindet, ist sie ein Mal} fiir die Zu- oder
Abnahme der Teilungsaktivitit im Gewebe.

89FE = Flugexperiment der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
90FE = Flugexperiment der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 6,13 %

5.3.4 Phagozytoserate

Nach den Flugexperimenten (89FE: 30,08 %, 90FE: 18,50 %) der STS-89- und STS-90-
Mission lag die Phagozytoserate hoher als nach den entsprechenden
Bodenkontrollexperimenten (§89BE: 7,56 %, 90BE: 13,00 %) (Diagramm 30).

Dabei fiel die Differenz zwischen dem orbitalen und dem terrestrischen C.E.B.A.S.-
Lauf bei den STS-89-Versuchen deutlicher aus als bei den STS-90-Experimenten. Dies
lag in erster Linie daran, dass sich die Phagozytoserate nach 90FE auf einem deutlich
niedrigeren Niveau als nach 89FE befand.

Trotz einer gegeniiber dem Bodenkontrollexperiment deutlich erhdhten Phagozytoserate
bei den Tieren der STS-89-Mission konnte nach beiden Weltraumexperimenten keine

signifikante Verdanderung der Phagozytoserate festgestellt werden.
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Phagozytoserate Phagozytoserate

60 60
< 50 1 & 50 -
i) 1 o
® -~
5 40 g 40
%] -
e 3
2 30 - < 30 -
o : g 4
g 20 - D 90 4
8 20 < 20
o . i J :[

10 I 10 A

0 - ‘ 04
89 FE n=4 89 BE n=3 90 FE n=4 90 BE n=2

Diagramm 30:

Phagozytoserate isolierter ~Nierenzellen. Daten von X. helleri aus den Flug- und
Bodenkontrollexperimenten der STS-89- und STS-90-Missionen.

89FE = Flugexperiment der STS-89-Mission, 89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission,
90FE = Flugexperiment der STS-90-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 29,53 %

5.4 Einfluss der Dauer der orbitalen C.E.B.A.S.-Haltung auf das Abwehrsystem
von X. helleri

Die Weltraumfliige der STS-89- und STS-90-Mission haben sich in einem wesentlichen
Punkt voneinander unterschieden. Das C.E.B.A.S.-Experiment der STS-89-Mission
befand sich 9 Tage im Orbit, das Experiment der STS-90-Mission 16 Tage. Dies
bedeutet, dass die Schwerttriger der STS-90-Mission fast doppelt so lange
Raumfahrtbedingungen ausgesetzt waren wie die des STS-89-Flugexperimentes.

Im Folgenden soll gezeigt werden, ob und in welcher Weise sich die unterschiedliche
Flugdauer auf die untersuchten Parameter ausgewirkt hat. Zu diesem Zweck werden die

Daten der Schwerttrdger aus den Flugexperimenten 89FE und 90FE miteinander

verglichen.

5.4.1 Vergleich der Wasserwerte und Housekeepingdaten der orbitalen C.E.B.A.S.-
Experimente mit unterschiedlicher Dauer

In Tabelle 8 sind die Daten der STS-89- und STS-90-Flugexperimente (89FE, 90FE)
vor und nach den Weltraumfliigen beziiglich der Dauer der Experimente, des Besatzes

mit  X. helleri und der Wasserwerte dargestellt. Zusétzlich zeigen die
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Housekeepingdaten (Abbildungen 13 und 17) den Verlauf von Sauerstoffgehalt, pH-
Wert und Wassertemperatur wahrend der Missionen.

Wichtige Unterschiede zwischen den Flugexperimenten waren die unterschiedliche
Dauer der Raumfliige (89FE: 9 Tage; 90FE: 16 Tage) und der Anstieg der Gesamthérte
und der Wassertemperatur wihrend 90FE (Wasserhidrte 90FE: Anstieg von 10 auf
38,5 gdH; Temperatur 90FE: Anstieg von 24 auf 30 °C). Aullerdem zeigte 90FE {iber
einen langeren Zeitraum einen hohen pH-Wert (90FE: Anstieg von pH 7,2 auf pH 9,2)
und eine niedrige Sauerstoffkonzentration (90FE: Minimum 2,5 mg/1).

Gemeinsam ist beiden Experimenten die starke Zunahme des Ammoniumgehaltes
(89FE: Anstieg von 0,011 auf 0,110 mg/l NH',; 90FE: Anstieg von 0,029 auf 0,166
mg/l NH',). Dies kann in Verbindung mit einem hohen pH-Wert und einer hohen
Wassertemperatur zur Bildung des toxischen Ammoniaks fiihren (berechnete Werte
89FE: 0,0540 mg/l NHj;; 90FE: 0,0558 mg/l NH3). Beide Experimente haben alle in das
C.E.B.A.S. eingesetzten adulten X. helleri iiberlebt.

5.4.2 Vergleich der Differentialblutbilder von X. helleri aus orbitalen C.E.B.A.S.-

Experimenten mit unterschiedlicher Dauer
5.4.2.1 Anteil der Monozyten
Diagramm 31 zeigt den prozentualen Anteil der Monozyten an den Leukozyten im

Nierengewebe der Schwerttrager aus den Weltraumexperimenten der STS-89- und STS-

90-Mission.

MONOZYTEN Diagramm 31: _
20 Prozentualer Anteil der Monozyten

an den Leukozyten im Nierengewebe.
] Daten von X. helleri aus den
15 - Flugexperimenten der STS-89- und
] STS-90-Mission.

89FE = Flugexperiment der STS-89-
Mission (9 Tage Weltraumflug),
90FE = Flugexperiment der STS-90-
Mission (16 Tage Weltraumflug),
4 n = Stichprobenumfang

Standardwert: 9,2 %

10 1

% der gesamten Leukozyten

89 FE n=4 90 FE n=4
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5.4.2.2 Anteil der Makrophagen

Die Makrophagen (Diagramm 32) =zeigten ein vollig anderes Bild als ihre

Vorlauferzellen, die Monozyten.

MAKROPHAGEN Diagramm 32.
6 Prozentualer Anteil der Makrophagen
; an den Leukozyten im Nierengewebe.
5 - Daten von X. helleri aus den
+* Flugexperimenten der STS-89- und
' STS-90-Mission.

89FE = Flugexperiment der STS-89-
Mission (9 Tage Weltraumflug),
90FE = Flugexperiment der STS-90-
Mission (16 Tage Weltraumflug),
n = Stichprobenumfang

% der gesamten Leukozyten
w

14 Standardwert: 0,59 %
-|- ‘ Signifikanzniveau:
0- * =0,05>p>0,01 schwach signifi-
89 FE n=4 90 FE n=4 kant

Die Schwerttriger aus 89FE (2,62 %) besaBlen einen signifikant hoheren
Makrophagenanteil als die aus 90FE (0,35 %).

5.4.2.3 Anteil der Metagranulozyten

Die Dauer der orbitalen C.E.B.A.S.-Experimente und deren Haltungsbedingungen

zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die Metagranulozytenpopulation im

Nierengewebe der Schwerttrdger (Diagramm 33).

METAGRANULOZYTEN Diagramm 33: _

80 Prozentualer Anteil der
c : Metagranulozyten an den Leukozyten
2 707 im  Nierengewebe. Daten  von
S 60 - X. helleri aus den Flugexperimenten
ER T T der STS-89- und STS-90-Mission.
2 50 i 89FE = Flugexperiment der STS-89-
8 40 1 Mission (9 Tage Weltraumflug),
§ 30 90FE = Flugexperiment der STS-90-
o3 i Mission (16 Tage Weltraumflug),
5 20 4 n = Stichprobenumfang
S 10 Standardwert: 48,16 %

[V

89 FE n=4 90 FE n=4
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Dennoch war ihr Anteil an den Leukozyten des Nierengewebes nach dem 9-tigigen
89FE-Experiment (38,95 %) niedriger als nach dem 16-tigigen Flug von 90FE
(46,60 %).

5.4.2.4 Anteil der stabkernigen Granulozyten

Die stabkernigen Granulozyten (Diagramm 34) zeigten ein dhnliches Bild wie ihre
Vorlduferzellen, die Metagranulozyten. Zwischen den Experimenten unterschiedlicher
Dauer konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (89FE: 0,11 %; 90FE:
0,23 %).

STABKERNIGE GRANULOZYTEN Diagramm 34: . .
150 Prozentualer Anteil der stabkernlg.en
c ' Granulozyten an den Leukozyten im
3 125 4 Nierengewebe. Daten von X. helleri
e aus den Flugexperimenten der STS-
T 1,00 - 89- und STS-90-Mission.
z 89FE = Flugexperiment der STS-89-
é 0,75 - T Mission (9 Tage Weltraumflug),
o 90FE = Flugexperiment der STS-90-
S 0,50 Mission (16 Tage Weltraumflug),
3 T n = Stichprobenumfang
e 025 | ‘ Standardwert: 0,59 %
0,00 -
89 FE n=4 90 FE n=4

Dennoch traten bei der Differenzierung der Blutzellen nach dem 16-tigigen 90FE-
Experiment mehr als doppelt so viel stabkernige Granulozyten auf wie nach dem 9-

tagigen 89FE-Versuch.

5.4.2.5 Anteil der segmentkernigen Granulozyten

Beim Vergleich der orbitalen Experimente 89FE und 90FE zeigten die ausgereiften

segmentkernigen, neutrophilen Granulozyten (Diagramm 35) keinen signifikanten

Unterschied.  Nach  dem  lidngeren = 90FE-Versuch  lag  ihr  Anteil
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hoher (0,04 %) als nach 89FE (0,00 %).

SEGMENTKERNIGE GRANULOZYTEN

1,50

1,25

1,00 -

0,75 1

0,50 4

% der gesamten Leukozyten

0,25 A

0,00

89 FE n=4 90 FE n=4

Diagramm 35:

Prozentualer Anteil der
segmentkernigen Granulozyten an
den Leukozyten im Nierengewebe.
Daten von X helleri aus den
Flugexperimenten der STS-89- und
STS-90-Mission.

89FE = Flugexperiment der STS-89-
Mission (9 Tage Weltraumflug),
90FE = Flugexperiment der STS-90-
Mission (16 Tage Weltraumflug),
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 0,57 %

5.4.2.6 Anteil der eosinophilen Granulozyten

Wie Diagramm 36 zeigt, hatte die unterschiedliche Dauer der STS-89 und STS-90

Weltraumexperimente auf die Population der eosinophilen Granulozyten keinen

signifikanten Einfluss.

1,50

EOSINOPHILE GRANULOZYTEN

1,25 4

1,00 -

0,75 4

0,50 -

0,25

% der gesamten Leukozyten

0,00

89 FE n=4 90 FE n=4

Diagramm 36:

Prozentualer Anteil der eosinophilen
Granulozyten an den Leukozyten im
Nierengewebe. Daten von X. helleri
aus den Flugexperimenten der STS-
89- und STS-90-Mission.

89FE = Flugexperiment der STS-89-
Mission (9 Tage Weltraumflug),
90FE = Flugexperiment der STS-90-
Mission (16 Tage Weltraumflug),
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 0,05 %

Nach dem lédngeren 90FE-Experiment (0,08 %) traten sie geringfiigig hiufiger auf als
nach 89FE (0,00 %).

5.4.2.7 Anteil der Lymphozyten

Die Lymphozytenpopulation zeigte weder einen signifikanten noch einen relevanten

Unterschied zwischen dem 9-tdgigen 89FE- (42,48 %) und dem 16-tigigen 90FE-
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(40,83 %) Weltraumexperiment (Diagramm 37). Die unterschiedliche Dauer der

orbitalen C.E.B.A.S.-Léiufe besal somit keinen Einfluss auf diese Zellpopulation.

80

LYMPHOZYTEN

70 ]
60
50
40 ]
30

20 A

% der gesamten Leukozyten

10 A

0 -

1

89 FE n=4

90 FE n=4

Diagramm 37:

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
an den Leukozyten im Nierengewebe.
Daten von X. helleri aus den Flug-
experimenten der STS-89- und STS-
90-Mission.

89FE = Flugexperiment der STS-89-
Mission (9 Tage Weltraumflug),
90FE = Flugexperiment der STS-90-
Mission (16 Tage Weltraumflug),
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 37,57 %

5.4.2.8 Anteil der blastaren Zellen

Die blastdren Zellen (Diagramm 38) zeigten einen deutlichen (89FE: 4,67 %; 90FE:

1,70 %) und stark signifikanten Unterschied zwischen den Flugexperimenten der STS-

89- und STS-90-Mission. Nach dem 16-tigigen 90FE-Experiment lag ihr Anteil

wesentlich niedriger als nach 89FE.

10

BLASTEN

9]

*

5
2
3
.
1
0]

% der gesamten Leukozyten

89 FE n=4

90 FE n=4

Diagramm 38:

Prozentualer ~Anteil der Dblastéren|
Zellen an den Leukozyten im
Nierengewebe. Daten von X. helleri aus
den Flugexperimenten der STS-89- und
STS-90-Mission.

89FE = Flugexperiment der STS-89-
Mission (9 Tage Weltraumflug),
90FE = Flugexperiment der STS-90-
Mission (16 Tage Weltraumflug),
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 3,26 %
Signifikanzniveau:

* = 0,06>p>0,01 schwach signi-
fikant

5.4.3 Spontanen Zellteilungsaktivitat

Zwischen 89FE und 90FE konnte im Hinblick auf die spontane Zellteilungsaktivitit im



Ergebnisse

86

Nierengewebe von X. helleri (Diagramm 39) kein signifikanter Unterschied festgestellt

werden. Dennoch war die Teilungsaktivitdt nach der ldnger andauernden STS-90-

Mission deutlich schwécher als nach 89FE (89FE: 6,23 %, 90FE: 4,44 %)).

12

Spontane Zellteilungsaktivitat

10 -

% S-Phase

89 FE n=4

90 FE n=4

Diagramm 39:

Spontane  Zellteilungsaktivitit im
Nierengewebe. Daten von X. helleri
aus den Flugexperimenten der STS-
89- und STS-90-Mission. Als
Parameter fiir die Zellteilungsaktivitét
wurde der prozentuale Anteil der
Zellen herangezogen, der sich in der
S-Phase der Mitose befand.

89FE = Flugexperiment der STS-89-
Mission (9 Tage Weltraumflug),
90FE = Flugexperiment der STS-90-
Mission (16 Tage Weltraumflug),
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 6,13 %

5.4.4 Phagozytoserate

Diagramm 40 zeigt die Phagozytoserate der Phagozyten nach 89FE und 90FE
(89FE: 30,08 %, 90FE: 18,50 %). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen

den Experimenten festgestellt werden, doch lag die Rate bei den Tieren aus 90FE

deutlich niedriger.

60

Phagozytoserate

50 -
40 4
30 -

20 A

Phagozytoserate (%)

10 4

89 FE n=4

90 FE n=4

Diagramm 40:

Phagozytoserate isolierter Nieren-
zellen. Daten von X. helleri aus den
Flugexperimenten der STS-89- und
STS-90-Mission.

89FE = Flugexperiment der STS-89-
Mission (9 Tage Weltraumflug),
90FE = Flugexperiment der STS-90-
Mission (16 Tage Weltraumflug),
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 29,53 %
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5.5 Einfluss der Dauer der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf das

Abwehrsystem von X. helleri

Die terrestrischen Experimente, die im Rahmen der STS-89- und STS-90-Missionen
stattfanden, waren wie die beiden Weltraumexperimente von unterschiedlicher Dauer.
Fiir die Funktion des Abwehrsystems und damit auch fiir den Gesundheitszustand der
Schwerttrager spielt die Dauer der Haltung unter suboptimalen Bedingungen eine
wichtige Rolle. Abhidngig von der Art der Umweltverdnderungen konnen kurzfristige
Verschlechterungen von den Schwerttrdgern toleriert werden. Dagegen konnen
anhaltend schlechte Bedingungen (vergleiche Abbildungen 10-12 und 14-16) einen
negativen Einfluss auf das Abwehrsystem der Schwerttrager nehmen.

Im Folgenden soll gezeigt werden, welchen Einfluss die Dauer der terrestrischen
C.E.B.A.S.-Haltung unter den gegebenen Umweltbedingungen auf das Abwehrsystem
der Schwerttrdger hatte. Zu diesem Zweck werden die Daten von Schwerttrigern
verglichen, die sich wihrend 89BE fiir 9 Tage, wiahrend 89NT1 und 89NT?2 fiir 11Tage,
wihrend 90BE fiir 16 Tage und wdhrend 90NT1 und 90NT2 fiir 22 Tage im
C.E.B.A.S.-Modul befanden.

5.5.1 Vergleich der Wasserwerte und Housekeepingdaten der terrestrischen
C.E.B.A.S.-Experimenten mit unterschiedlicher Dauer

In den Tabellen 8 und 9 und den Abbildungen 10-12 und 14-16 sind die Daten der
terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimente in Bezug auf ihre Dauer, den Besatz mit X.
helleri, die Wasserwerte und die Housekeepingdaten dargestellt. Die Daten machen
deutlich, dass sich die terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimente nicht nur beziiglich ihrer
Dauer voneinander unterschieden. Zusatzlich kam es zu erheblichen Unterschieden bei

den Wasserwerten und Housekeepingdaten.
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5.5.2 Vergleich der Differentialblutbilder von X. helleri aus terrestrischen

C.E.B.A.S.-Experimenten mit unterschiedlicher Dauer

5.5.2.1 Anteil der Monozyten

Der Anteil der Monozyten an den Leukozyten des Nierengewebes zeigte erhebliche

Differenzen zwischen den Experimenten unterschiedlicher Dauer (Diagramm 41).

MONOZYTEN
c 20
IR T T *h%k .
PO -
> i
X 15 !
=] J T
() J
-l 4
C i ‘|'
9 10 1
S i
@® i
g i
o 51
o J
G) -
© E
S o]
89 BE 89 NT1 89 NT2 90 BE 90 NT1 90 NT2
9 Tage 11 Tage 11 Tage 16 Tage 22 Tage 22 Tage
n=3 n=4 n=4 n=2 n=1 n=4

Diagramm 41:

Prozentualer Anteil der Monozyten an den Leukozyten im Nierengewebe von X. helleri. Um den
Einfluss der Dauer der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf die Monozytenpopulation beurteilen zu
konnen, sind Daten von X. helleri dargestellt, die sich zwischen 9 und 22 Tagen im C.E.B.A.S.
befanden. Die Experimente sind von links nach rechts nach zunehmender Dauer geordnet.

89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission, 90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 9,2 %

Signifikanzniveau:

* =0,05>p>0,01 schwach signifikant

%k =(,001 > p sehr stark signifikant

Es kam in fiinf Fillen zu Signifikanzen und zwar ausschlieBlich bei Versuchen mit
deutlich unterschiedlicher Dauer (Differenz mindestens fiinf Tage). Zwischen
Experimenten gleicher Dauer traten keine signifikanten Unterschiede auf. Zwischen den
terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten unterschiedlicher Dauer kam es sowohl
zwischen einem 9- und 16-tdgigen als auch zwischen einem 11- und 16-tdgigen

Experiment zu einer signifikanten Zunahme des Monozytenanteils im Nierengewebe.
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Dagegen zeigte das am ldngsten dauernde Experiment (90NT2: 22-tigig) mit vier
tiberlebenden Tieren gegeniiber einem 16-, 11- und 9-tdgigen Experiment eine
signifikante Abnahme dieses Zelltyps. Dabei zeigten die beiden {iberlebenden Tiere des
16-tdgigen 90BE (13,48 %) Experimentes den mit Abstand hochsten, die des 22-tdgigen
90NT2(6,47 %) Experimentes den niedrigsten Monozytenanteil.

5.5.2.2 Anteil der Makrophagen

Der Anteil der Makrophagen an den Leukozyten im Nierengewebe von X. helleri zeigte

bei drei Experimenten unterschiedlicher Dauer signifikante Differenzen (Diagramm 42).

MAKROPHAGEN
- 6
Q J
=
N 5
o
é ] M * 1
o 41
-4 | * |
S I X T 1
8 37 ’
% J
n 2 A
O
@ -
o 1-
© i
O\o 0 T L)
89 BE 89 NT1 89 NT2 90 BE 90 NT1 90 NT2
9 Tage 11 Tage 11 Tage 16 Tage 22 Tage 22 Tage
n=3 n=4 n=4 n=2 n=1 n=4

Diagramm 42:

Prozentualer Anteil der Makrophagen an den Leukozyten im Nierengewebe von X. helleri. Um den
Einfluss der Dauer der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf die Makrophagenpopulation beurteilen zu
konnen, sind Daten von X. helleri dargestellt, die sich zwischen 9 und 22 Tagen im C.E.B.A.S.
befanden. Die Experimente sind von links nach rechts nach zunehmender Dauer geordnet.

89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89INT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission, 90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 0,59 %

Signifikanzniveau:* = 0,05 >p > 0,01 schwach signifikant

Die Schwerttrdger des 90NT2-Versuchs (0,09 %/22 Tage) besaBlen einen signifikant
niedrigeren Makrophagenanteil gegeniiber den Tieren aus 9-, 11- und 16-tigigen

Experimenten. Zwischen C.E.B.A.S.-Laufen gleicher Dauer kam es zu keinen
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signifikanten Differenzen. Die beiden am lidngsten andauernden Experimente (90NT1:
0,22 %/22 Tage und 90NT2: 0,09 %/22 Tage) besalen den niedrigsten, die
Schwerttrager des 16-tdgigen 90BE (1,54 %) Experimentes den hochsten
Makrophagenanteil.

5.5.2.3 Anteil der Metagranulozyten

Die Metagranulozyten zeigten, wie bei den zuvor beschriebenen Monozyten und

Makrophagen, signifikante Differenzen zwischen Experimenten unterschiedlicher

Dauer (Diagramm 43).
METAGRANULOZYTEN

80
S ] | * |
S 70
lc\l) J
X 60 -
8 4
—1 50 -
- 4
9 40 A
E -
© 30 -
8 4
o 20
3 10-
S o]

89 BE 89 NT1 89 NT2 90 BE 90 NT1 90 NT2
9 Tage 11 Tage 11 Tage 16 Tage 22 Tage 22 Tage
n=3 n=4 n=4 n=2 n=1 n=4

Diagramm 43:

Prozentualer Anteil der Metagranulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe von X. helleri. Um den
Einfluss der Dauer der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf die Metagranulozytenpopulation
beurteilen zu konnen, sind Daten von X. helleri dargestellt, die sich zwischen 9 und 22 Tagen im
C.E.B.A.S. befanden. Die Experimente sind von links nach rechts nach zunehmender Dauer geordnet.
89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission, 90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 48,16 %

Signifikanzniveau:

* =0,05>p> 0,01 schwach signifikant

** =0,01 >p>0,001 stark signifikant

Ihr Anteil lag nach 90NT2 (59,51 %/22 Tage) signifikant hoher als nach 89BE und
90BE (46,17 %/16Tage bzw. 42,98 %/9 Tage). Allerdings kam es bei den
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Metagranulozyten auch zwischen Experimenten gleicher Dauer (90NT1: 43,43 %/22
Tage und 90NT2: 59,51 %/22 Tage) zu einem signifikanten Unterschied.

5.5.2.4 Anteil der stabkernigen Granulozyten

In Diagramm 44 ist der prozentuale Anteil der stabkernigen Granulozyten an den

Leukozyten des Nierengewebes von X. helleri nach unterschiedlicher Experimentdauer

geordnet dargestellt.
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Diagramm 44:

Prozentualer Anteil der stabkernigen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe von X. helleri.
Um den Einfluss der Dauer der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf die Population der stabkernigen
Granulozyten beurteilen zu konnen, sind Daten von X. helleri dargestellt, die sich zwischen 9 und 22
Tagen im C.E.B.A.S. befanden. Die Experimente sind von links nach rechts nach zunehmender Dauer
geordnet.

89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission, 90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 0,59 %

Signifikanzniveau:

* =0,05>p>0,01 schwach signifikant

Nur in einem Fall kam es zu einer signifikanten Differenz: Der Anteil der stabkernigen
Granulozyten war nach 90NT2 (0,29 %/22 Tage) gegeniiber 89NT2 (0,00 %/11 Tage)
signifikant erhoht. Bei den Schwerttrdgern aus 89NT2 (0,00 %/11 Tage) und 90NT1
(0,00 %/22 Tage) konnten keine stabkernigen Granulozyten gezdhlt werden; jedoch
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handelte es sich dabei gegeniiber den anderen Experimenten um keine signifikante

Abnahme.

5.5.2.5 Anteil der segmentkernigen Granulozyten

Bei den segmentkernigen Granulozyten (Diagramm 45) kam es, wie bei den

stabkernigen Granulozyten, nur in einem Fall zu einer signifikanten Differenz zwischen

C.E.B.A.S.-Experimenten unterschiedlicher Dauer.
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Diagramm 45:

Prozentualer Anteil der segmentkernigen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe von
X. helleri. Um den Einfluss der Dauer der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf die Population der
segmentkernigen Granulozyten beurteilen zu konnen, sind Daten von X. helleri dargestellt, die sich
zwischen 9 und 22 Tagen im C.E.B.A.S. befanden. Die Experimente sind von links nach rechts nach
zunehmender Dauer geordnet.

89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission, 90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 0,57 %

Signifikanzniveau:

* =0,05>p> 0,01 schwach signifikant

Die X. helleri aus 90BE (0,61 %/16 Tage) besallen gegeniiber 89NT2 (0,00 %/11 Tage)
eine signifikant erhohte Anzahl dieses Zelltyps. Nach drei C.E.B.A.S.-Laufen wurden
keine segmentkernigen Granulozyten gezdhlt; es handelte sich dabei um den 22-tigigen

90NT1-, den 11-tagigen 89NT1- und den 89NT2-Versuch.
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5.5.2.6 Anteil der eosinophilen Granulozyten

Die Dauer der terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimente hatte auf die Population der

eosinophilen Granulozyten im Nierengewebe der Schwerttrdger keinen signifikanten

Einfluss (Diagramm 46).
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Diagramm 46:

Prozentualer Anteil der eosinophilen Granulozyten an den Leukozyten im Nierengewebe von X. helleri.
Um den Einfluss der Dauer der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf die Population der eosinophilen
Granulozyten beurteilen zu konnen, sind Daten von X. helleri dargestellt, die sich zwischen 9 und 22
Tagen im C.E.B.A.S. befanden. Die Experimente sind von links nach rechts nach zunehmender Dauer
geordnet.

89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission, 90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 0,05 %

Bei einem der beiden 22-tigigen und damit ldngsten Versuchen (90NT2: 0,43 %/22
Tage) war der Anteil dieses Zelltyps am grofften. Nach dem 9-tigigen 89BE- und dem
16-tdgigen 90BE-Experiment konnten keine eosinophilen Granulozyten gefunden

werden.

5.5.2.7 Anteil der Lymphozyten

Bei den Lymphozyten-Werten kam es in drei Féllen zu signifikanten Differenzen

zwischen Experimenten unterschiedlicher Dauer (Diagramm 47). Die Experimente
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8INT2 (26,46 %/11 Tage) und 90ONT2 (26,17 %/22 Tage) wiesen gegeniiber 90BE
(40,05 %/16 Tage) einen signifikant niedrigeren Lymphozytenanteil aus.
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Diagramm 47:

Prozentualer Anteil der Lymphozyten an den Leukozyten im Nierengewebe von X. helleri. Um den
Einfluss der Dauer der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf die Lymphozytenpopulation beurteilen zu
konnen, sind Daten von X. helleri dargestellt, die sich zwischen 9 und 22 Tagen im C.E.B.A.S.
befanden. Die Experimente sind von links nach rechts nach zunehmender Dauer geordnet.

89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89INT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission, 90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 37,57 %

Signifikanzniveau:

* =0,05>p> 0,01 schwach signifikant

** =0,01 >p>0,001 stark signifikant

**% = (0,001 > p sehr stark signifikant

90ONT2 zeigte im Vergleich mit dem Bodenkontrollexperiment der STS-89 Mission
(89BE: 38,05 %/9 Tage) ebenfalls einen signifikant niedrigeren Lymphozytenanteil.
Auch zwischen zwei Experimenten gleicher Dauer kam es zu schwach signifikanten
Differenzen der Lymphozytenwerte. Die Schwerttrager aus 90NT2 (22 Tage) zeigten
signifikant weniger Lymphozyten als das einzige {iberlebende Tier aus 90NTI

(35,22 %/22 Tage).

5.5.2.8 Anteil der blastaren Zellen

Diagramm 48 zeigt das Verhalten der Blastenpopulation nach C.E.B.A.S.-Experimenten
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unterschiedlicher Dauer. Gegeniiber den Tieren aus 90BE (1,00 %/16 Tage) zeigten alle
anderen Experimente einen signifikant erhdhten Anteil blastidrer Blutzellen, unabhéngig

davon, ob die Versuche ldnger oder kiirzer als 90BE waren.
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Diagramm 48:

Prozentualer Anteil der blastédren Zellen an den Leukozyten im Nierengewebe von X. helleri. Um den
Einfluss der Dauer der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf die Population der blastidren Zellen
beurteilen zu konnen, sind Daten von X. helleri dargestellt, die sich zwischen 9 und 22 Tagen im
C.E.B.A.S. befanden. Die Experimente sind von links nach rechts nach zunehmender Dauer geordnet.
89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission, 90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 3,26 %

Signifikanzniveau:

* =0,05>p>0,01 schwach signifikant

** =0,01 >p> 0,001 stark signifikant

**% =0,001 > p sehr stark signifikant

AuBlerdem war die Blastenpopulation des {iberlebenden Schwerttragers aus 90NT1
(11,40 %/22 Tage) gegeniiber den Tieren aus 89BE (4,68 %/9 Tage) signifikant erhoht.
Nach 90NT1 und 90NT2 (6,70 %/22 Tage), zwei Experimenten mit gleicher Dauer,
zeigte der einzelne Schwerttrdger aus 90NT1 gegeniiber denen aus 90NT2 signifikant

erhohte Blastenwerte.

5.5.3 Spontane Zellteilungsaktivitat

Die Zellteilungsaktivitit im Nierengewebe der Schwerttrager zeigte zwischen
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Experimenten verschiedener Dauer keine signifikanten Unterschiede (Diagramm 49).
Die C.E.B.A.S.-Liufe 89NT1 (5,48 %), 89NT2 (4,86 %) (beide 11 Tage ) und 90NT1
(5,56 %/22 Tage) fiihrten zu &hnlichen Ergebnissen, hatten aber eine deutlich

unterschiedliche Dauer.

Spontane Zellteilungsaktivitat
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Diagramm 49:

Spontane Zellteilungsaktivitdt im Nierengewebe von X. helleri. Um den Einfluss der Dauer der
terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf die Teilungsaktivitit beurteilen zu koénnen, sind Daten von
X. helleri dargestellt, die sich zwischen 9 und 22 Tagen im C.E.B.A.S. befanden. Die Experimente sind
von links nach rechts nach zunehmender Dauer geordnet.

89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission, 90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 6,13 %

Gleiches gilt fiir 89BE (7,58 %/9 Tage) und 90BE (7,84 %/16 Tage). Die Schwerttriger
mit der geringsten Zellteilungsaktivitit stammten aus 90NT2 (2,18 %/22 Tage), welches

eines der beiden Experimente mit der ldngsten Dauer war.

5.5.4 Phagozytoserate

Diagramm 50 zeigt die Phagozytoserate isolierter Nierenzellen nach C.E.B.A.S.-
Experimenten mit unterschiedlicher Dauer. Es traten keine signifikanten Differenzen
auf. Auffillig ist lediglich die gegeniiber allen anderen Experimenten hohe

Phagozytoserate bei dem einzigen iiberlebenden Tier aus 90NT1 (32,70 %/22 Tage).
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Diagramm 50:

Phagozytoserate isolierter Nierenzellen von X. helleri. Um den Einfluss der Dauer der terrestrischen
C.E.B.A.S.-Haltung auf die Phagozytoserate beurteilen zu kénnen, sind Daten von X. helleri dargestellt,
die sich zwischen 9 und 22 Tagen im C.E.B.A.S. befanden. Die Experimente sind von links nach rechts
nach zunehmender Dauer geordnet.

89BE = Bodenkontrollexperiment der STS-89-Mission, 89NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-89-Mission,
89NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-89-Mission, 90BE = Bodenkontrollexperiment der STS-90-Mission,
90NT1 = Nutzlasttest-1 der STS-90-Mission, 90NT2 = Nutzlasttest-2 der STS-90-Mission,
n = Stichprobenumfang

Standardwert: 29,53 %
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6 Diskussion

In welcher Weise die Schwerelosigkeit das Immun- und Abwehrsystem von Menschen
und Nagetieren beeinflusst, wurde seit den Anfingen der Weltraumfahrt erforscht.
Welche Wirkung die Mikrogravitation auf hédmatologische und immunologische
Parameter von Teleosteern ausiibt, ist dagegen bisher nicht iiberpriift worden. Die
Untersuchungen an X. helleri, die sich an Bord der STS-89 und STS-90 Space Shuttle-
Missionen im C.E.B.A.S.-MINI MODUL befanden, sollten im direkten Vergleich
zwischen Flug- und Bodenkontrollexperimenten zeigen, ob und wie sich die
Schwerelosigkeit auf das Abwehrsystem der Schwerttrdger auswirkte.

Bevor es moglich war, den Einfluss der Mikrogravitation auf das Abwehrsystem zu
beurteilen, musste jedoch zunichst festgestellt werden, ob die Umweltbedingungen im
C.E.B.A.S. das Abwehrsystem von X. helleri beeinflussen konnten. Zu diesem Zweck
wurden die Daten von X. helleri aus der Standardhaltung mit Daten von Tieren aus
terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten verglichen.

Die unterschiedliche Dauer der orbitalen und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimente
ermoOglichten es zudem, die Wirkung der Haltungsdauer im C.E.B.A.S. auf das
Abwehrsystem von X. helleri zu untersuchen.

Somit sollte der Einfluss folgender Faktoren auf das Abwehrsystem von X. helleri

untersucht werden:

1. Der Einfluss der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung.
Der Einfluss der Mikrogravitation.

Der Einfluss der Dauer der Weltraumfliige.

i A

Der Einfluss der Dauer der Haltung im C.E.B.A.S. unter terrestrischen

Gravitationsbedingungen.

Da es sich beim C.E.B.A.S. um ein aquatisches Okosystem mit wenigen
Eingriffsmoglichkeiten zur Verbesserung der Wasserqualitdt handelte, waren die
Haltungsbedingungen im C.E.B.A.S. wihrend der Experimente nicht konstant. Die
Tabellen 8 und 9 und die Abbildungen 10-17 dokumentieren, dass die
Umweltbedingungen zeitweise so weit von den Standardhaltungsbedingungen

abwichen, dass sie fiir die Haltung von X. helleri problematisch waren. Somit muss
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davon ausgegangen werden, dass neben der Mikrogravitation und der Dauer der
Experimente weitere Umweltfaktoren auf die Schwerttriger einwirkten, die dazu in der
Lage waren, die untersuchten Abwehrparameter zu beeinflussen. Daraus folgt, dass es
anhand der gewonnenen Daten nur sehr begrenzt moglich war, den Einfluss der
Parameter ,,Mikrogravitation* und ,,Dauer der orbitalen/terrestrischen Experimente* auf
das Abwehrsystem zu beurteilen.

Im Folgenden soll diskutiert werden, in welcher Weise sich die Umweltbedingungen,
die wihrend der C.E.B.A.S.-Experimente herrschten, auf die untersuchten
Abwehrparameter ausgewirkt haben. Selbstverstindlich wird dabei auch auf die
Faktoren ,Mikrogravitation“ und ,Dauer der orbitalen/terrestrischen C.E.B.A.S.-

Experimente* eingegangen werden.

Die Untersuchung des Einflusses von Umweltfaktoren auf das Immun- bzw.
Abwehrsystem ist eine komplexe Aufgabe, insbesondere dann, wenn unter dem Begriff
Umweltfaktoren sowohl interne als auch externe Faktoren verstanden werden. Unter
internen Umweltfaktoren versteht man die Interaktion zwischen Immun-, Nerven-, und
endokrinem System, um die Homoostase des Organismus aufrecht zu erhalten. Externe
Umweltfaktoren sind beispielsweise physikalische (z. B. Gravitation, Temperatur),
chemische (z. B. pH-Wert, O,-Konzentration, Schadstoffgehalt) oder biotische (z. B.
innerartliche Konkurrenz, Populationsdichten) Bedingungen der &dufleren Umwelt des
Organismus, die Einfluss auf die internen Faktoren und somit auf die Homdostase
nehmen konnen (Cooper und Parrinello, 1996). Somit besteht ein direkter
Zusammenhang zwischen Immun- /Abwehrsystem, Gesundheitszustand und den
Umweltbedingungen, unter denen Vertebraten leben.

Niedere Vertebraten aus natiirlichen bzw. naturihnlichen Okosystemen (wie z. B.
Teleosteer) als Modell fiir die Wirkung von Umwelteinfliissen auf hohere Vertebraten
zu nutzen, hat mehrere Vorteile. Zum Beispiel sind derartige Tiermodelle kostenglinstig
und ihre Ergebnisse lassen sich leichter auf den Menschen iibertragen, da sich die
Versuchstiere in einer &hnlich komplexen Umwelt bewegen wie der Mensch.
Labormodelle entsprechen aufgrund der kontrollierten Bedingungen in wesentlichen
Punkten nicht den Gegebenheiten in einem natiirlichen oder naturihnlichen Okosystem.
Der Nachteil eines solchen natiirlichen bzw. naturnahen Modells wie dem C.E.B.A.S.

muss jedoch ebenfalls berticksichtigt werden. Aufgrund der komplexen Regelkreise, die
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der Homoostase eines  Vertebratenorganismus, insbesondere der  eines
Sdugetierorganismus zugrunde liegen, ist es schwierig, den Einfluss eines einzelnen
externen Umweltfaktors (z. B. Gravitationsbedingungen) auf das Abwehrsystem zu
bestimmen. Dies ist um so problematischer, je mehr andere externe physikalische,
chemische oder soziale Parameter (z.B. pH-Wert, Ammonium-, Nitrat-,
Nitritkonzentration, Temperatur, Stress), die in einem natiirlichen oder naturdhnlichem
Okosystem nicht kontrollierbar sind, soweit vom Toleranzbereich eines Organismus
abweichen, dass sie seine Homoostase negativ beeinflussen konnen. Ist dies der Fall, ist
es nicht moglich, einen monokausalen Zusammenhang zwischen der Veridnderung eines
untersuchten Abwehrparameters und einem bestimmten Umweltfaktor herzustellen.

Fiir diese Arbeit ergibt sich daraus das Problem, dass es nicht moglich ist, die
Verianderungen der Abwehrparameter wihrend der C.E.B.A.S.-Experimente allein auf
die Gravitationsbedingungen zuriickzufiihren. Diese Problematik ist auch aus der
bemannten Weltraumfahrt bekannt. So stellen Taylor und Dardano (1983) fest, dass die
bei Astronauten auftretende Verdnderung der Leukozytenzahl eher auf deren subjektiv
empfundenen Stress als auf die Schwerelosigkeit zurlickzufiihren ist. Was als Stressor
empfunden wird, ist individuell. Die Verdnderung immunologischer Parameter nach
Weltraumaufenthalten von Astronauten und Kosmonauten darf somit nicht allein vor
dem Hintergrund verdnderter Gravitationsbedingungen gesehen werden. Jeder bei
einem Weltraumaufenthalt auftretende Stressor kann das Immunsystem beeinflussen.
Da es ein wichtiges Ziel der C.E.B.A.S.-Weltraumexperimente war, die Wirkung eines
Weltraumfluges auf ein autonom funktionierendes, geschlossenes 0kologisches System
zu untersuchen, waren die technischen Einflussmdglichkeiten von vorneherein auf die
wichtigsten Parameter eines aquatischen Lebensraumes beschriankt. Aulerdem wurden
diese nur genutzt, wenn das Okosystem ,,umzukippen‘ drohte. Die Lebensbedingungen
der Fische betreffend, beschriinkten sich die Eingriffsmoglichkeiten ins Okosystem

C.E.B.A.S. auf folgende Punkte:

1. Die Dauer und der Zeitpunkt der Beleuchtung des Pflanzenkompartimentes (O;-
Versorgung) konnte nach Bedarf gesteuert werden.
2. Ein Gasaustauscher konnte den Sauerstoffgehalt kiinstlich anheben, falls die

Pflanzen nicht dazu in der Lage waren, die Sauerstoffversorgung zu gewéhrleisten.
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3. Mit Hilfe einer Peltier-Wiarmepumpe konnte die Wassertemperatur kontrolliert

werden.

Nach Verschluss des C.E.B.A.S. waren keine weiteren Moglichkeiten vorhanden, die
Umweltbedingungen kiinstlich zu optimieren. Wie oben erwédhnt blieben die
Umweltparameter nicht immer tiber den gesamten Zeitraum der Versuche konstant bzw.
optimal (siche Tabelle 8, 9 und Abbildungen 10-17). Daher muss in Bezug auf die im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Abwehrparameter von X. helleri davon ausgegangen
werden, dass ihr Zustand die Summe aller Umweltbedingungen im C.E.B.A.S.
widerspiegelt und nicht allein die Wirkung der jeweils vorherrschenden
Gravitationsbedingungen. Bei der Diskussion der vorliegenden Ergebnisse miissen
somit alle relevanten und dokumentierten Umweltfaktoren beriicksichtigt werden.
Wéhrend der C.E.B.A.S.-Experimente wurden pH-Wert, Temperatur und
Sauerstoffgehalt des Wassers dokumentiert, so dass Verdnderungen sehr gut
nachvollzogen werden konnen (vergleiche Abbildung 10-17).

Aufgrund der GroBe des C.E.B.A.S. war der Probenumfang aus den Experimenten
beziiglich der adulten Schwerttrdger nur sehr begrenzt (vier adulte, weibliche Tiere).
Zusiatzlich erschwerten die innerhalb einer Teleosteerpopulation naturgeméll groflen
individuellen Schwankungen von Abwehrparametern die Bestimmung von
reprasentativen Werten. Bei Teleosteern definieren Lehmann und Stiirenberg (1976) den
physiologischen Normbereich eines hématologischen Parameters, d.h. dessen
natiirlichen Schwankungsbereich innerhalb einer ,,Standardpopulation®, als Mittelwert +
Standardabweichung (vergleiche Diagramm 1-20).

Die C.E.B.A.S.-Versuche, die im Rahmen der STS-89 (89FE) und STS-90 (90FE)
Weltraummissionen durchgefithrt wurden, waren sich verhéltnisméBig &hnlich.
Dennoch war es aufgrund von Unterschieden zwischen beiden Weltraumexperimenten
nicht moglich, den Probenumfang durch Zusammenfassen der Ergebnisse beider
Versuche von vier auf acht Tiere zu erhéhen. Die wichtigste Abweichung zwischen den
Experimenten war deren unterschiedliche Dauer. Zusdtzlich kam es zu Abweichungen
zwischen den Wasserwerten. Wegen der Erfahrungen aus der ersten Mission wurden
auBerdem Anderungen am Experimentaufbau vorgenommen, die dazu dienten, das
empfindliche Okologische Gleichgewicht des C.E.B.A.S. zu stabilisieren und die

Uberlebensrate der eingesetzten Tiere zu verbessern.
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Bei den Teleosteern ist der Zusammenhang zwischen chemischen und physikalischen
Umwelteinfliissen, Stress und dem Immunsystem gut untersucht (Weeks und Warinner,
1986; Zeeman, 1986; Sinderman, 1990; Cooper, 1990; Bly et al., 1997; Kollner et al.,
2002). Es wurde der Einfluss von Aggressionen (Cooper et al., 1988; Ghoneum et al.,
1988; Faisal et al., 1990; Kurogi und Iida, 1999), Stress (Pickering, 1981; Ortuno et al.,
2001), Erndhrung (Blazer et al., 1989), Temperatur (Bly und Clem, 1992; Alcorn et al.,
2002), Transport (Bly et al., 1990), Jahreszeit (Nakanishi, 1986; Bly et al., 1997),
Tag/Nacht-Rhythmus (Nevid und Meier, 1993) und vieles andere mehr untersucht.
Jedoch war die Wirkung der Mikrogravitation auf Abwehrparameter von Teleosteern

bisher nie Gegenstand der Forschung.

6.1 Wirkung der Mikrogravitation

Zunichst soll die Wirkung der Mikrogravitation auf das Abwehrsystem von X. helleri
diskutiert werden. Zu diesem Zweck werden Verdnderungen zwischen C.E.B.A.S.-Flug-
und Bodenkontrollexperimenten (89FE/89BE und 90FE/90BE, vergleiche Diagramm
21-30) betrachtet und mit Literaturdaten verglichen, die von
Mikrogravitationsexperimenten mit hoheren Vertebraten (Ratte, Maus, Mensch)
stammen. Ein Uberblick iiber die Literaturdaten ist in den Tabellen 10 und 11 gegeben.
Die Ergebnisse des Vergleichs zwischen den Flug- und Bodenkontrollexperimenten der
STS-89- und STS-90-Mission sind ebenfalls in die Tabellen aufgenommen worden.

Immunologische Untersuchungen, die nach Weltraumfliigen an Kosmonauten und
Astronauten durchgefiihrt wurden, zeigten sowohl Verdanderungen der absoluten und
relativen Zahl der Leukozyten im peripheren Blut als auch Verdnderungen funktioneller
Parameter (Kimzey et al., 1976; Taylor und Dardano, 1983; Taylor et al., 1986; Leach,
1992; Meehan et al., 1992; Allebban et al., 1994; Ichiki et al., 1996; Stowe et al., 1999).
Besonders hédufig wurde die Proliferation bzw. Aktivierung von Lymphozyten

untersucht, die unter Einfluss der Mikrogravitation standen (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Verdnderung funktioneller Parameter bei Leukozytenpopulationen von

Vertebraten nach Einwirkung von Mikrogravitation.

Lymphozytenak-
Phasozy- | Respiratory- IL-1-Produktion | Spontane | tivierung/
Autoren, Spezies toseg Y Burls)t ¥ I von Monozyten/ | Prolife- |-proliferation
Makrophagen ration durch Con A-
Stimulation
Cogoli et al. (1984),
Mensch = = = = (Lymphozyten in
Suspension)
Cogoli und Tschopp _ _ _ _ l
(1985), Mensch (Lymphozyter; in
Suspension
Bechler et al. (1986), l
Mensch = = = = (Lymphozyten in
Suspension)
Cogoli et al. (1988), J,
Mensch = = = = (Lymphozyten in
Suspension)
Fleming et al. (1991),
Maus = T = = =
Limouse et al. (1991),
Mensch = = l« = =
Bechler et al. (1992), l
Mensch = = = (Lymphozyten und
Monozyten adherent)
Chapes et al. (1992), il
Maus - - (Aktivierung - -
mit Lipopo-
lysacchariden)
Cogoli et al. (1993),
Mensch = = = = (Lymphozyten und
Monozyten adherent)
89FE
X. helleri, n=4, 9 D T = = l =
90FE
X. helleri, n=4, 16 D T = = l =

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind grau hinterlegt.

89FE/90FE = Flugmodell der STS-89- bzw. STS-90-Mission, — = nicht bestimmt, | = Abnahme
gegeniiber der Kontrolle/ dem Bodenexperiment (89BE, 90BE), 1 = Zunahme gegeniiber der Kontrolle/
dem Bodenexperiment (89BE, 90BE), D = Dauer der Weltraumfliige in Tagen, n = Stichprobenumfang



Diskussion 104

In Abhéngigkeit davon, ob Lymphozyten in Suspension oder an Microcarrier-Beads
gebunden der Mikrogravitation ausgesetzt wurden, kam es zu einer deutlichen
Unterdriickung der mitogeninduzierten T-Zell-Aktivierung/-Proliferation (Cogoli und
Tschopp, 1985; Bechler et al., 1986; Taylor et al., 1986; Cogoli et al., 1988S;
Konstantinova et al., 1993) oder zu einer deutlichen Steigerung derselben (Bechler et
al., 1992; Cogoli et al., 1993).

Die im Rahmen dieser Arbeit an X. helleri durchgefiihrten Messungen zeigen, dass die
spontane Zellteilungsaktivitdt nach den C.E.B.A.S.-Weltraumexperimenten 89FE und
90FE gegeniiber den Werten der Bodenkontrollexperimente (89FE: 6,23 %, 89BE:
7,58 %; 90FE: 4,44 %, 90BE: 7,84 %) abnahm (Diagramm 29). Dabei ist zu
beriicksichtigen, dass die Teilungsaktivitit aller im Nierengewebe auftretenden
Blutzellen gemessen wurde und nicht die einer bestimmten Zellpopulation (z. B.
Lymphozyten). Aullerdem erfolgte aus arbeitstechnischen Griinden weder eine Kultur
der Leukozyten noch eine Stimulation ihrer Teilungsaktivitit durch Zugabe eines
Mitogens (z. B. Con A). Eine Vorgehensweise, die bei den oben genannten
Experimenten mit Lymphozyten hoherer Vertebraten Anwendung fand.

Obwohl der Einfluss von Weltraumfliigen auf Lymphozyten hoherer Vertebraten haufig
untersucht wurde, ist nur wenig liber die Effekte bekannt, die Weltraumfliige auf die
Reifung, Morphologie und Funktion (z.B. Phagozytose) von neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen haben (Stowe et al. 1999). Zur Wirkung
von Weltraumfliigen auf die Phagozytosetitigkeit von Phagozyten hoherer Vertebraten
liegen bisher keine Literaturangaben vor.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Weltraumexperimente 89FE und 90FE
zeigten, dass die Phagozytoserate der Nierenphagozyten von X. helleri gegeniiber den
Bodenkontrollexperimenten 89BE und 90BE (89FE: 30,08 %, 89BE: 7,56 %; 90FE:
18,50 %, 90BE: 13,00 %) zunahm (Diagramm 30). Somit zeigten die Phagozyten
gegeniiber den Werten aus den Bodenkontrollexperimenten nach beiden
Weltraumfliigen eine Aktivierung. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die
Phagozytoseraten von beiden Bodenkontrollexperimenten und dem Flugexperiment
90FE weit unterhalb des Standardwertes (29,53 %) lagen (Diagramm 19, 20). Die starke
Abweichung zwischen dem Phagozytosewert der Tiere aus der Standardhaltung und
dem der Tiere aus den Bodenkontrollexperimenten macht es fraglich, ob die

terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimente (89BE und 90BE) als ,vollwertige*
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Kontrollexperimente angesehen werden konnen.

Stowe et al. (1999) setzten sich mit der Funktion neutrophiler Granulozyten nach
Weltraumaufenthalten von Astronauten auseinander. Neutrophile Granulozyten stellen
einen wichtigen Teil der Phagozytenpopulation des Immunsystems dar. Die Autoren
konnten einen Anstieg der chemotaktischen Aktivitit und eine gesteigerte Adhdsion der
neutrophilen Granulozyten an endotheliale Zellen zeigen. Zugleich wurde im Urin der
Astronauten ein erhdhter Spiegel des Stresshormons Cortisol festgestellt. Nach Ansicht
der Autoren wies diese Beobachtung auf einen hypermetabolen (aktivierten) Zustand
der neutrophilen Granulozyten hin. Dieser wiederum stand ihrer Ansicht nach im
Zusammenhang mit den Stresshormonen, die wihrend und nach Weltraumfliigen
ausgeschiittet wurden.

Armstrong et al. (1995) untersuchten die Funktion und Poese von murinen B6MP102-
Makrophagen nach Weltraum- bzw. Parabolfliigen. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass
bei Einwirkung von Hypogravitation die zelluldre Proliferation der Makrophagen
beschleunigt, ihre Differenzierung jedoch gehemmt ist. AuBerdem beobachteten sie,
dass sich die einzelne Zelle bei Hypogravitation verstérkt ausbreitet (Spreading). Das
»dpreading von Makrophagen ist laut Armstrong et al. (1995) ein Mal} fiir ihren
Aktivierungszustand.

Fleming et al. (1991) konnten bei Parabolfliigen zeigen, dass der Respiratory-Burst
(Respiratory-Burst = gesteigerte Sauerstoffaufnahme der Phagozyten und Bildung
reaktiver und gegeniiber Erregern aggressiver Sauerstoffspezies (z. B. H,O,) von
murinen neutrophilen Granulozyten bei Hypogravitation erhéht war. Dies wiirde
ebenfalls flir eine Aktivierung dieser Zellen unter Hypogravitationsbedingungen
sprechen.

Limouse et al. (1991) und Bechler et al. (1992) untersuchten die Interleukin 1 (IL-1)-
Produktion von humanen Monozyten nach Weltraumfliigen. IL-1 ist ein interzellulédrer
Botenstoff der notwendig fiir die T-Zell-Aktivierung ist. Die Autoren konnten eine
deutliche Hemmung der IL-1-Produktion unter Mikrogravitationsbedingungen
feststellen. Zu einem anderen Ergebnis kamen Chapes et al. (1992). Sie beobachteten
bei B6MP102-Makrophagen des Knochenmarks, die unter Weltraumbedingungen
kultiviert wurden, eine 100 %ige Steigerung der IL-1-Produktion.



Tabelle 11: Nach Weltraumfliigen auftretende Verdanderungen innerhalb der Leukozytenpopulationen bei verschiedenen Vertebratenspezies.

Autoren, Spezies

Leuko-
zyten

Mono-
zyten

Makro-
phagen

Lympho-
zyten

Eosinophile
Granulozyten

Neutroph.- /
Metagranuloz.

Stabkernige
Granuloz.

Segmentk.
Granuloz.

Blasten

Kimzey et al. (1976)
M, n=3, PB, 59 D

l

T

Taylor & Dardano (1983)
M, n=8, PB, 2,25-8D

Taylor et al. (1986)
M, n=11-41,PB,2,5-10,2D

l
l

Meehan et al. (1992)
M, n=30,PB,4-5D

Allebban et al. (1994)
R, n=29,PB,9D

—

Ichiki et al. (1996)
R, n=15, PB, 14D

— [ |« [« |«

Stowe et al. (1999)
M, n=6, PB, 8 D

Stowe et al. (1999)
M, n=5,PB, 9D

Stowe et al. (1999)
M, n=5, PB, 14 D

— [ |«

e e e T e e e e

89FE
X. helleri n=4,N, 9D

— > > [ [ |— | > |«

90FE
X. helleri n=4, N, 16 D

—

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind grau hinterlegt. )
89FE/90FE = Flugmodell der STS-89- bzw. STS-90-Mission, — = nicht bestimmt, = = keine Anderung, | = Abnahme gegeniiber der Kontrolle, 1 = Zunahme gegeniiber

der Kontrolle, D = Dauer der Weltraumfliige in Tagen, M = Mensch, N = Nierenmaterial, n = Stichprobenumfang, PB = peripheres Blut, R = Ratte
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In Tabelle 11 sind die Verdnderungen des Differentialblutbildes aufgefiihrt, die bei den
X. helleri aus den Weltraumexperimenten auftraten. Die Daten sind vergleichbaren
Ergebnissen aus der Literatur gegeniibergestellt. Es ist zu beachten, dass bei
Astronauten und Ratten mit Zellen aus peripherem Blut und nicht, wie bei den Fischen,
aus blutbildendem (hdmatopoetischem) Gewebe gearbeitet wurde. Aullerdem ist die
Menge der Blutzelltypen in der Regel in Zellen/ul angegeben worden. Somit wurde ihr
Anteil an den gesamten Leukozyten absolut und nicht, wie in dieser Arbeit, prozentual
bestimmt.

Wie Tabelle 11 zeigt, waren die Ergebnisse der Blutzelldifferenzierung bei Astronauten

und Ratten, die von einem Weltraumflug zuriickkehrten, verhdltnisméBig einheitlich.

1. Die Zahl der Leukozyten war erhoht (bei fiinf von sieben Untersuchungen).

2. Die Zahl der neutrophilen Granulozyten war erhoht (bei neun von neun
Untersuchungen).

3. Die Zahl der Lymphozyten hatte abgenommen (bei sechs von neun
Untersuchungen).

4. Die Zahl der eosinophilen Granulozyten hatte abgenommen (bei sechs von sechs
Untersuchungen).

5. Die Monozyten zeigten ein uneinheitliches Bild. Sie nahmen nach

Weltraumaufenthalten in drei Féllen zu und in vier Fillen ab.

Das Bild, welches sich nach den Flugexperimenten der STS-89- und STS-90-Mission
im Vergleich mit den Bodenkontrollexperimenten zeigte, stimmte in den seltensten
Féllen mit vergleichbaren Daten von Astronauten und Ratten {iberein, deren peripheres
Blut untersucht wurde. Lediglich bei den Monozyten und Lymphozyten zeigten sich, je
nach Experiment (vergleiche Tabelle 11), dhnliche Tendenzen. Die Zunahmen der
Monozyten nach dem Flugexperiment der STS-89-Mission (89FE, Diagramm 21)
stimmen mit den Beobachtungen, die Meehan et al. (1992) und Stowe et al. (1999)
gemacht haben, iiberein. Dagegen zeigte die Abnahme der Monozyten nach dem
Flugexperiment der STS-90-Mission (Diagramm 21) Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Taylor et al. (1986), Allebbban et al. (1994), Ichiki et al. (1996) und
Stowe et al. (1999).

Die Konstanz des Anteils der Lymphozyten an den Leukozyten des Nierengewebes, die
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nach den Flugexperimenten 89- und 90FE zu beobachten war (Diagramm 27), wurde
auch von Stowe et al. (1999) beschrieben.

Die Heterogenitdt der Resultate kann verschiedene Ursachen haben:

1. Die unterschiedlichen Spezies, die untersucht wurden.

2. Die unterschiedliche Dauer der Experimente.

3. Die unterschiedlichen Kompartimente, die untersucht wurden (Blut, Niere/
hédmatopoetisches Gewebe).

4. Die unterschiedlichen Untersuchungs- bzw. Messmethoden, die genutzt wurden.

Diese Unterschiede machen deutlich, dass es schwierig ist, die Ergebnisse der bisher
durchgefiihrten Experimente zur Auswirkung von Weltraumfliigen auf das Immun-
bzw. Abwehrsystem von Vertebraten mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit zu
vergleichen.

Taylor und Dardano (1983) und Stowe et al. (1999) vermuten, dass die verschiedensten
Stressoren, denen Astronauten ausgesetzt sind, eine viel bedeutendere Rolle bei
immunologischen Verdnderungen als die Mikrogravitation spielen. Das Auftreten von
Adrenalin- und Corticosteroid-Rezeptoren auf Lymphozyten und polymorphkernigen
Granulozyten unterstiitzt die Hypothese, dass diese Hormone, die in Stresssituationen
freigesetzt werden, eine wichtige Rolle bei der Entstehung des immunologischen Bildes
spielen, welches sich nach Weltraumfliigen bei Raumfahrern zeigte (Neutrophilie,
Lymphopenie, reduzierte T-Zell-Blastogenese) (Christou et al., 1980; Besedovski et al.,
1983). Aufgrund der Umweltbedingungen in den C.E.B.A.S.-Experimenten ist es sehr

gut moglich, dass auch auf die Schwerttrager im C.E.B.A.S. Stressoren einwirkten.

6.2 Wirkung von Stress auf den Gesundheitszustand und das Abwehrsystem von

Teleosteern

Im Folgenden soll diskutiert werden, welchen Einfluss Stressoren, die wahrend der
C.E.B.A.S.-Experimente auftraten, auf das Abwehrsystem von X. helleri gehabt haben
konnten. Beim Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit den Resultaten anderer

Autoren muss berilicksichtigt werden, dass Umweltbedingungen, die bei einer
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Fischspezies Stresssymptome verursachen konnen, speziesabhidngig sind. So werden
Arten, die sich im Laufe ihrer phylogenetischen Entwicklung an sauerstoffarme
Gewisser angepasst haben, wesentlich niedrigere Sauerstoffkonzentrationen tolerieren,
ohne Stresssymptome zu zeigen. Der Normwert des Killifisches (Fundulus heteroclitus)
liegt beispielsweise bei ca. 2,45mg/lO,, der Normwert der Bachforelle
(Salmo trutta f. fario), deren Physiologie an sauerstoffreiche Gewdsser angepasst ist,
liegt dagegen bei einem Wert von ca. 11 mg/l O,. Gleiches gilt fiir andere
Umweltparameter. Ein konkreter quantitativer Vergleich stressauslosender Parameter
zwischen unterschiedlichen Teleosteerarten ist daher meist nicht sinnvoll. In Tabelle 8
sind Normwerte fiir die Haltung von X. helleri angegeben. Leider liegen nicht fiir alle

Wasserparameter Normbereiche vor.

6.2.1 Wasserchemische und wasserphysikalische Bedingungen und Stress

Wiéhrend der C.E.B.A.S.-Experimente kam es zu kritischen Verdnderungen der
wasserphysikalischen und wasserchemischen Werte. Diese haben mit grofer
Wahrscheinlichkeit als Stressoren auf die Schwerttrdger eingewirkt und die
untersuchten Abwehrparameter beeinflusst. Hier sind insbesondere die starke Abnahme
der Sauerstoffkonzentration und der starke Anstieg von pH-Wert, Temperatur und
Wasserhérte wéhrend einiger C.E.B.A.S.-Experimente zu nennen (vergleiche Tabelle 8,
9 und Abbildungen 10-17).

Der Vergleich zwischen Tieren aus der Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-
Experimenten zeigt, dass bei den Tieren aus den C.E.B.A.S.-Experimenten
Verianderungen auftreten, die Stresssymptomen &hnlich sind. Zum Beispiel geben
Ellsaesser und Clem (1986) an, dass verschiedene Arten von akutem Stress
(hervorgerufen durch Sauerstoffmangel, hohe Ammoniakkonzentrationen und
Transportbedingungen) Verdnderungen hédmatologischer Parameter von Fischen
verursachen konnen. Dabei sind die am hiufigsten genannten Effekte: Leukopenien,
Lymphopenien und Neutrophilien (Ellsaesser und Clem, 1986). Ortuno et al. (2001)
beschreibt einen Riickgang der Monozyten im haematopoetischen Gewebe der Niere
von Goldbrassen (Sparus aurata) und einen Riickgang der Phagozytoseaktivitidt von

Nierenphagozyten nach Stresseinwirkung.
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Einige hamatologische Ergebnisse der C.E.B.A.S.-Experimente sind diesen
Stresssymptomen sehr dhnlich. Besonders hervorzuheben sind dabei der gegeniiber dem
Standard signifikante Riickgang der Monozyten nach 90NT2 (Diagramm 2), die
Zunahme der Metagranulozyten nach 90NT2 (Diagramm 6), der Riickgang der
Lymphozyten nach 89NT2 und 90NT2 (Diagramm 13 und 14) und der Riickgang der
Phagozytoseaktivitidt nach 89NT1, 89BE und 90NT2 (Diagramm 19 und 20).

Viele Stressoren, die wihrend einiger C.E.B.A.S.-Experimente auftraten, sind dazu in
der Lage, bei der Entstehung von Fischkrankheiten eine bedeutende Rolle zu spielen.
Sie beeinflussen die Immunantwort oder nehmen direkten Einfluss auf Zellen des
Immunsystems (Griffin, 1989; Ainsworth et al., 1991a; Bly et al., 1997; Kdllner et al.,
2002). Bei Teleosteern konnen Umweltvariablen, wie der Sauerstoffgehalt, die
Temperatur, der pH-Wert, die Konzentration von Abbauprodukten des
Stickstoftkreislaufes, soziale Faktoren und Xenobiotika eine Stressreaktion hervorrufen.
Wasserverschmutzungen (Walters und Plumb, 1980; Weeks und Wariner, 1986;
Anderson, 1996), Temperaturverdnderungen (Meyer, 1970; Kindle und Witmore, 1986;
Magnadottir et al., 1999), Hypoxie (Sauerstoffmangel) (Plumb et al., 1976; Boleza et
al., 2001) und saisonale Rhythmen (Zapata et al., 1992; Kollner et al., 2002) gelten als
Faktoren, die Einfluss auf den Verlauf von Fischkrankheiten nehmen koénnen. Nach
Cooper und Parrinello (1996) ist es moglich, die Stressreaktion eines Organismus in
direkte Verbindung mit Schadstoffen und Umweltgiften zu bringen.

Wie oben erwéhnt, kam es wihrend einiger C.E.B.A.S.-Experimente zu einem starken
Riickgang der Sauerstoffkonzentration (bis 1,5 mg/l, vergleiche Tabelle 9 und
Abbildung 10-17) und einer Zunahme der Ammoniakkonzentration (0,0864 mg/l,
vergleiche Tabelle 8) im System.

Laut Durborow et al. (1997) konnen sich chronische Ammoniakkonzentrationen von
0,06 mg/l negativ auf die Gesundheit von Teleosteern auswirken. Swift (1981)
untersuchte die Wirkung von Sauerstoffmangel (Hypoxie) (1,7, 2,3 und 3,0 mg/l O,)
und subletalen Ammoniakkonzentrationen (0,24, 0,26 und 0,33 mg/l NH3) auf
Stressindikatoren von Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss), wie die
Blutglucosekonzentration, die Plasmacortisolkonzentration oder den Hdmatokrit. Diese
Parameter wurden von verschiedenen Autoren erfolgreich als Stressindikatoren bei
Teleosteern genutzt (Silbergeld, 1974; Donaldson und Dye, 1975; Casillas und Smith,
1977; McLeay, 1977). Gegeniiber den Kontrolltieren kam es bei einer
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Ammoniakkonzentration von 0,33 mg/l sowohl nach vier als auch nach 24 Stunden
Expositionszeit zu einer signifikanten Zunahme des Hamatokritwertes. Die
Blutglucosekonzentration war nach 24 Stunden Exposition bei 0,24, 0,26 und 0,33 mg/1
NHj signifikant erhoht. Die Plasmacortisolkonzentration zeigte ein dhnliches Bild. Bei
NHj;-Konzentrationen von 0,24, 0,26 und 0,33 mg/l, denen eine Versuchstiergruppe vier
Stunden, die andere 24 Stunden ausgesetzt war, kam es in beiden Gruppen zu einer
signifikant erh6hten Cortisolkonzentration im Blut.

Auch niedrige Sauerstoffkonzentrationen fiithrten bei den Untersuchungen von Swift
(1981) an Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) zu typischen Stresssymptomen.
Da bei Schwerttrdgern die Sauerstoffkonzentration iiber 3,0 mg/l liegen sollte
(vergleiche z. B. Tamaru et al., 2001), haben die sehr niedrigen O,-Werte wihrend
einiger C.E.B.A.S.-Experimente (90NT1: 1,5 mg/l; 90NT2 1,5 mg/l; 90BE: 2,5 mg/l;
90FE 2,5 mg/l) mit Sicherheit als Stressoren gewirkt (vergleiche Abbildung 10-17 und
Tabelle 9.). Swift (1981) fand bei Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss), die einer
Sauerstoftkonzentration von 1,7 bzw. 2,3 mg/] fiir ldnger als drei bzw. sechs Stunden
ausgesetzt waren, signifikant erhohte Hamatokritwerte. Die Blutglucosekonzentration,
welche ein weiterer Stressindikator ist, war bei einer O,-Konzentration von 1,7 mg/l
iiber drei Stunden und 2,3 mg/l iiber vier Stunden ebenfalls signifikant erhéht. Gleiches
gilt fiir den Plasmacortisolspiegel. Dieser zeigte bei einer Sauerstoffkonzentration von
3,0 mg/l (oder weniger) und einer Expositionszeit von einer Stunde ebenfalls einen
signifikanten Anstieg. Swift (1981) gibt zu bedenken, dass der Anstieg des Hamatokrits
nicht allein auf die Wirkung von Stress zuriickzufiihren sein muss, sondern auch auf ein
Anschwellen der Erythrozyten bei Sauerstoffmangel beruhen kann. Aulerdem kann es
bei Fischen bei niedrigen O,-Werten zu einer Fliissigkeitsverlagerung vom Plasma ins
Gewebe kommen, was zu einer Verminderung des Plasmavolumens und somit zu einem
erhohten Hamatokrit fiihren kann.

Individuelle Verhaltensstrategien in Stresssituationen kdnnen eine Erkldrung dafiir sein,
warum einige Versuchstiere die C.E.B.A.S.-Experimente mit schwierigen
Umweltbedingungen nicht iiberlebten und andere diese mit verhéltnismiBig
unauffilligen Werten iiberstanden (vergleiche dazu Tabelle 8, 9 und Abbildungen 10-
17). Beispielhaft seien hier die iiberlebenden Tiere aus 90NT1 (ein Weibchen) und
90BE (zwei Weibchen) angefiihrt (vergleiche Diagramm 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18

und 20). Diese zeigten nur bei den blastdren Zellen (Diagramm 16) einen signifikanten
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Unterschied zu den Tieren aus der Standardhaltung.

Van Raaij (1996) vermutet, dass individuelle Verhaltensweisen in engem
Zusammenhang mit dem Uberleben in Stresssituationen stehen. Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss), die in der Erholungsphase nach einer Hypoxie verstarben,
zeigten ein intensives, krédftezehrendes Vermeidungs- und Fluchtverhalten, wobei
iiberlebende Tiere nicht in Panik gerieten und ruhig blieben. Diese
Verhaltensunterschiede standen in enger Verbindung mit deutlichen Unterschieden bei
einigen neuroendokrinen Blutwerten. Die Catecholaminmenge im Plasma lag bei den
Tieren, die nicht iiberlebten, ca. 4- bis 5-mal hoher als bei denen, die iiberlebten. Thre
Cortisolantwort war dagegen vermindert. AuBerdem besaBlen die Tiere, die nicht
iiberlebten, Lactatwerte die ca. 4- bis 5-mal hoher lagen als bei den iiberlebenden
Tieren. Zudem sprach bei ihnen eine starke Hyperkalidmie (erhohte Kaliumwerte im
Blut) fiir eine Storung der intrazelluldiren Homoostase. Ursache fiir eine Hyperkalidmie
konnen Hadmolyse, Thrombozytose, Azidose oder andere katabole Prozesse sein (van
Raaij, 1996).

Die Ergebnisse der genannten Autoren zeigen, dass Umweltfaktoren, wie der
Sauerstoff- oder der Schadstoffgehalt des Wassers, dazu in der Lage sind, bei

Teleosteern Stressreaktionen hervorzurufen.

6.2.2 Soziale Bedingungen und Stress

Aufgrund des engen Lebensraumes, der den adulten Schwerttrigerweibchen im
C.E.B.A.S. zur Verfiigung stand, ist es sehr gut moglich, dass die Tiere wiahrend der
Versuche sozialem Stress ausgesetzt waren, der sich auf die untersuchten
Abwehrparameter auswirkte. Videoautnahmen dokumentieren Rangordnungskdmpfe
zwischen den eingesetzten Weibchen.

Der Aspekt des aggressiven Verhaltens und der daraus resultierende Stress fiir die Tiere
im Experiment kann eine bedeutende Ursache fiir die Ausbildung von Stresssymptomen
sein. Das einzige iiberlebende Weibchen des terrestrischen 90NT1 Experimentes zeigte
ein deutlich aggressives Verhalten gegeniiber den iibrigen X. helleri, die sich im
Experiment befanden. Keines der unterlegenen Tiere iiberlebte diesen C.E.B.A.S.-Lauf.

Eine Ursache fiir ihren Exodus kénnte der Ubergang von der Adaptations- in die
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Erschopfungsphase des allgemeinen Anpassungssyndroms sein, hervorgerufen durch
die iiber das gesamte Experiment anhaltende Aggression des dominanten Tieres
gegeniiber den unterlegenen Weibchen. Klinger et al. (1983) geben an, dass es bei
Fischen, die sich in der Erschopfungsphase des allgemeinen Anpassungssyndroms
befinden, zu hohen Verlusten kommen kann. Es muss eingerdumt werden, dass der
Zustand des Abwehrsystems der unterlegenen/verstorbenen X. helleri-Weibchen (in
Hinblick auf die Beurteilung der Lebensbedingungen im C.E.B.A.S.) interessanter
gewesen wire als der des dominanten Weibchens, welches bei fast allen untersuchten
Parametern unauffillig blieb (Diagramm 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18 und 20). Einzige
signifikante Ausnahme bildet die gegeniiber dem Standard erhéhte Zahl der blastiren
Zellen im Nierengewebe (Diagramm 16). AuBlerdem konnten bei diesem Tier im
Rahmen der Auszdhlung von insgesamt sechshundert Leukozyten keine segment- und
stabkernigen neutrophilen Granulozyten im Nierengewebe gefunden werden.

Ghoneum et al. (1988) untersuchte bei Tilapien (Oreochromis niloticus) die
Auswirkung von sozialem Stress auf die Aktivitit von Natiirlichen-zytotoxischen-Zellen
(Natural-cytotoxic-Cells, NCC). Zehn Stunden nach Beginn der Stresssituation konnten
die Tiere anhand verminderter zytotoxischer Reaktivitidt in drei Klassen eingeteilt
werden: dominante Tiere (a-Tiere), untergeordnete Tiere (B-Tiere) und Tiere, die keiner
der beiden Klassen angehdrten. Die verminderte Aktivitdt der NCC-Zellen bei Fischen,
die sozialem Stress ausgesetzt waren, ist laut Ghoneum et al. (1988) ein Hinweis darauf,
dass Verdnderungen der zellvermittelten Immunitit auf soziale Aggressivitit
zuriickgefiihrt werden konnen.

Bei Untersuchungen von Kurogi und lida (1999), bei denen Tilapien (Oreochromis
niloticus) sozialem Stress (Rangordnungskdmpfe) durch iiberlegene Artgenossen
ausgesetzt waren, zeigte sich bei den unterlegenen Tieren ein erhohter Cortisolspiegel
im peripheren Blut. AuBlerdem war bei diesen Tieren sowohl die Féhigkeit der
neutrophilen Granulozyten unterdriickt, in Entziindungsherde einzuwandern, als auch
die Phagozytosefahigkeit und der Respiratory-Burst vermindert.

Ein signifikanter Riickgang der Phagozytosetitigkeit gegeniiber dem Standardwert
konnte auch bei den X. helleri aus den C.E.B.A.S.-Bodenexperimenten 89NT1, 89BE
und 90ONT2 festgestellt werden (Diagramm 19, 20). Jedoch dokumentierten die
Videoaufzeichnungen, dass die Schwerttriger wiahrend dieser Experimente kein

besonders aggressives Verhalten zeigten.
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Die Untersuchungen von Kurogi und Iida (1999) an Tilapien (Oreochromis niloticus)
zeigten auflerdem, dass die neutrophilen Granulozyten der dominanten Tiere gegeniiber
denen der Kontrolltiere einen signifikant erhdhten Respiratory-Burst besaflen. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass leichter Stress die Abwehraktivitit dieses Zelltyps
erhohen kann.

Die vorliegenden Ergebnisse machen deutlich, dass in Fischkulturen soziale
Stresssituationen zu einer Beeintrichtigung des Immunsystems und so zu

gesundheitlichen Schiden fiihren.

6.2.3 Dauer einer Stresssituation

Der Aspekt der zeitlichen Ausdehnung der Stresseinwirkung ist im Zusammenhang mit
den Daten dieser Arbeit von Bedeutung, da die C.E.B.A.S.-Experimente von
unterschiedlicher Dauer waren (vergleiche Tabelle 3). In den Diagrammen 31-40 und
41-50 sind die Ergebnisse der orbitalen (89FE und 90FE) und terrestrischen (89BE,
89NTI1, 89NT2, 90BE, 90NT1, 90NT2) C.E.B.A.S.-Experimente nach zunechmender
Versuchsdauer geordnet dargestellt.

Beim Vergleich der Flugexperimente der STS-89- und STS-90-Mission zeigte sich bei
dem um sieben Tage lidngeren 90FE-Experiment ein signifikanter Riickgang des
Makrophagen- und Blastenanteils (Diagramm 32 bzw. 38). Der Riickgang des
Makrophagenanteils im Nierengewebe konnte fiir eine Beeintrachtigung der
Phagozytoseleistung sprechen, was sich im gleichzeitigen, jedoch nicht signifikanten
Riickgang der Phagozytoserate wiederspiegelt (Diagramm 40). Die gegeniiber 89FE
signifikante Abnahme der Blasten (Diagramm 38) und der Riickgang der spontanen
Zellteilungsaktivitdit  (Diagramm  39) sprechen fiir eine Hemmung der
Blutzellneubildung beim ldngeren 90FE-Experiment. Sowohl die verminderte
Phagozytoserate als auch die Hemmung der Zellteilungsaktivitit deuten auf eine
Beeintrachtigung des Abwehrsystems von X. helleri bei zunehmender Dauer der
orbitalen C.E.B.A.S.-Versuche hin.

Auch zwischen den terrestrischen Experimenten mit unterschiedlicher Dauer kam es zu
signifikanten Differenzen. Innerhalb der Gruppe der Phagozyten traten dabei folgende
Verianderungen auf. Das 16-tigige Experiment 90BE zeigte gegeniiber den beiden 9-
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und 11-tdgigen Versuchen 89BE und 89NTI eine signifikante Zunahme der Monozyten
(Diagramm 41). Dagegen kam es beim 22-tdgigen Experiment 90NT2 im Vergleich mit
den 16-, 11- und 9-tidgigen Versuchen 90BE, 89NT2, 89BE zu einer signifikanten
Abnahme des Monozytenanteils. Der Anteil der Makrophagen (Diagramm 42) an den
Leukozyten des Nierengewebes war beim 22-tdgigen 90NT2-Experiment gegeniiber den
16-, 11- und 9-tidgigen (90BE, 89NT1 89BE) Experimenten ebenfalls signifikant
vermindert. Die Metagranulozyten (Diagramm 43) nahmen dagegen bei den Tieren aus
O0NT2 (22-tdgig) gegeniiber einem 9- und einem 16-tigigen C.E.B.A.S.-Lauf (89BE,
90BE) signifikant zu. Die Phagozytoserate der Nierengewebsphagozyten (Diagramm
50) aus den terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten zeigte keinerlei signifikanten
Unterschiede zwischen Versuchen unterschiedlicher Dauer.

Yin et al. (1995) konnte dagegen beim Karpfen (Cyprinus carpio) eine signifikante
Abnahme der Phagozytosetitigkeit zwischen dem siebten und vierzehnten Tag einer
Stresseinwirkung (hohe Bestandsdichte) feststellen.

Bisher liegen keine Literaturdaten vor, die sich umfassend mit der prozentualen oder
absoluten Verteilung von Blutzellen im Nierengewebe bzw. Blut von Teleosteern in
Abhéngigkeit von der Dauer einer Stresssituation auseinandersetzen (Diagramm 41-48).
Gleiches gilt fiir Daten, welche die spontane Zellteilungsaktivitit des Nierengewebes
betreffen (Diagramm 49). Aus diesem Grund fdllt es schwer, die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit beziiglich dieser Parameter zu interpretieren. Es bleibt festzuhalten,
dass es bzgl. des prozentualen Anteils der Leukozyten im Nierengewebe bei den
terrestrischen  Experimenten unterschiedlicher Dauer héufig zu signifikanten
Unterschieden kam (Diagramm 41-48). Dies spricht fiir einen bedeutenden Einfluss, den
die Dauer der C.E.B.A.S.-Experimente auf das Auftreten der Leukozyten im
Nierengewebe hat.

Andere Autoren bestdtigen einen Zusammenhang zwischen der Dauer -einer
Stresssituation und ihrer Auswirkung auf den Organismus. Zum Beispiel sehen Mosconi
et al. (1998) und Pickering (1998) eine Abhéngigkeit zwischen Dauer und Intensitét
eines Stressors und seinem physiologischen Effekt. Auch Ainsworth et al. (1991a)
vermuten einen Zusammenhang zwischen der Dauer einer Stresssituation und der
immunsuppressiven Wirkung. So kann bei Fischen zwischen einer akuten
Stressreaktion, die durch leichte, kurzfristige Stressoren hervorgerufen wird (,,handling

and transport®) (Demers und Bayne, 1997; Rottlant und Tort, 1997; Ruis und Bayne,
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1997), und einer chronischen Stressreaktion, die durch lang anhaltende, starke
Stressoren hervorgerufen wird, unterschieden werden (Pickering, 1998). Dabei verstarkt
akuter Stress das Immunsystem eher, als dass er es schwicht (Demers und Bayne, 1997;
Ruis und Bayne, 1997). Chronische Stresseinwirkung fiihrt dagegen nach den
Beobachtungen vieler Autoren zu einer Schwichung der humoralen und zelluldren
Immunparameter (Yin et al.,1995; Tort et al., 1996; Bly et al., 1997; Clearwater und
Pankhurst, 1997).

Widerspriichlich zu der AuBerung, dass akuter (kurzzeitiger) Stress das Immunsystem
stiarken kann, sind die Ergebnisse von Ortuno et al. (2001). Sie konnten bei Goldbrassen
(Sparus aurata), die kurzfristigem (zwei Stunden), intensivem sozialem Stress
(Populationsdichte 100 kg/m’, ,.crowding stress*) ausgesetzt waren, einen schnellen,
signifikanten Anstieg der Plasmacortisolkonzentration, eine Verminderung des
Complementtiters und eine signifikante Abnahme der Phagozytosefdhigkeit und
Phagozytosekapazitit feststellen. Sie schlieBen aus ihren Ergebnissen, dass es
Stressformen gibt, die auch bei nur kurzfristiger Einwirkung auf den Fischorganismus
sowohl zur Auspragung von akuten als auch von chronischen Stresssymptomen fiithren.
Um zu tberpriifen, auf welche Weise sich die Dauer einer Stresssituation,
hervorgerufen durch rdumliche Enge, auf unspezifische Immunfunktionen des Karpfens
(Cyprinus carpio) auswirkt, haben Yin et al. (1995) entsprechende Parameter nach 1, 7,
14 und 30 Tag/en untersucht. Die Lysozymaktivitit lag vom ersten Tag an signifikant
unter dem Wert der Kontrolltiere. Gleiches gilt fiir die bakterizide Wirkung des
Komplementsystems. Lediglich die Phagozytoseaktivitit von Phagozyten aus dem
Pronephros war nach eintdgiger Stresseinwirkung nicht verdndert. Am 7., 14. und 30.
Versuchstag lag auch diese signifikant unter dem Kontrollwert, wobei es zwischen dem
7. und 14. Tag, nicht aber zwischen dem 14. und 30. Tag erneut zu einer signifikanten
Abnahme der Phagozytoseaktivitit kam. Die Erwartung der Autoren, dass sich die
Anfilligkeit fiir Krankheitserreger mit der Dauer der stressinduzierenden Situation
immer weiter erhohen wiirde, wurde nicht bestétigt. Zwischen dem 7. und 30. Tag lag
sie zwar signifikant hoher als bei den Kontrolltieren und den Tieren, die einen Tag unter
Stresseinwirkung verbrachten, doch verschlechterte sich die Anfilligkeit fiir den
Krankheitserreger zwischen dem 7. und 30. Tag nicht weiter.

Die Autoren schlieBen aus ihren Ergebnissen, dass Fische, die chronischem Stress

ausgesetzt sind, die Fiahigkeit besitzen, sich an die gegebene Situation zu adaptieren,
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was ithnen auch mit einem geschwichten unspezifischen Immunsystem erlaubt, eine
stabile Stresssituation iiber einen ldngeren Zeitraum (30 Tage) zu iiberleben. Die
chronisch gestressten Tiere sind anfélliger fiir Infektionskrankheiten, wenn sich die
Stressintensitit rasch erhoht oder ein zusatzlicher Stressor auftritt (Yin et al., 1995).
Dies kann erkldren, warum in der intensiven Fischhaltung Infektionskrankheiten haufig
dann ausbrechen, wenn es zu einer drastischen Anderung der Temperatur oder

Wasserqualitdt kommt (Angka et al., 1995).

6.2.4 Wirkung von Stress auf Phagozyten

Nach fiinf von sechs terrestrischen (Diagramm 19 und 20) und einem orbitalen
(Diagramm 30) C.E.B.A.S.-Experiment kam es gegeniiber dem Standardwert zu einer
Abnahme der Phagozytoserate der Nierengewebsphagozyten. Lediglich das iiberlebende
Tier aus 90NT1 (Diagramm 20) und die {iberlebenden Tiere aus 89FE (Diagramm 30)
zeigten eine Phagozytoseaktivitdt, die in etwa auf dem Niveau des Kontrollwertes lag.
Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen aus der Literatur, so ist es durchaus
moglich, dass der gegeniiber dem Standardwert nahezu nach jedem Experiment
auftretende Riickgang der Phagozytosetitigkeit auf eine Stressreaktion der Tiere
zuriickzufiihren ist, die durch die Haltungsbedingungen im C.E.B.A.S. hervorgerufen
wurde und zwar unabhingig davon, ob es sich um terrestrische oder orbitale
Experimente handelte.

Yin et al. (1995) beschrieben, dass Karpfen (Cyprinus carpio), die durch ungeeignete
Populationsdichten gestresst wurden, eine Verminderung der Chemiluminiszensantwort
von Phagozyten des Pronephros zeigten. Scott und Klessius (1981) stellten eine
Schwichung der Opsonisierungsaktivitdt und der Phagozytosefunktion bei Phagozyten
gestresster Fische fest. Narnaware und Baker (1996) wiesen bei gestressten
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) eine verminderte Phagozytoseaktivitit der
Makrophagen aus Milz und Pronephros nach. Auch Ortuno et al. (2001) wiesen nach,
dass die Phagozytoseaktivitit von Leukozyten des Pronephros von Goldbrassen (Sparus
aurata), die durch eine ungeeignete Populationsdichte gestresst waren, stark geschwécht
war.

Ainsworth et al. (1991a) beschiftigten sich mit der Funktion neutrophiler Granulozyten



Diskussion 118

des peripheren Blutes transportgestresster Getiipfelter Gabelwelse (Ictalurus punctatus).
Ihre Versuchstiere zeigten eine starke Zunahme der neutrophilen Granulozyten.
Gegeniiber den Kontrollen verdnderte sich der Anteil der phagozytierenden
neutrophilen Granulozyten jedoch nur unwesentlich. Dagegen folgte auf die
intraperitoneale Applikation von Cortisol, einem Stresshormon, ein signifikanter
Riickgang des Anteils der phagozytierenden neutrophilen Granulozyten. Die
verminderte Phagozytosetdtigkeit trigt nach Ansicht von Ainsworth et al. (1991a)
moglicherweise dazu bei, dass sich Infektionen leichter etablieren konnen. Auch Kurogi
und lida (1999) beschéftigten sich mit den Auswirkungen von Stress auf die
neutrophilen Granulozyten des peripheren Blutes. Die Zellen gestresster Tilapien
(Oreochromis niloticus) zeigten eine verminderte Fahigkeit zur Phagozytose pathogener
Erreger bzw. zu deren intrazelluldren Abtotung.

Auch der Anteil der Phagozyten im hamatopoetischen Gewebe ist dem Einfluss von
Stressoren unterworfen. Bei Untersuchungen von Ortuno et al. (2001) nahm die
Phagozytenpopulation, die zu einem betréchtlichen Teil aus neutrophilen Granulozyten
besteht, im Nierengewebe ab, im Blut nahm sie dagegen zu. Zu einem é&hnlichen
Ergebnis kamen Ellsaesser und Clem (1986). Nach ihren Experimenten mit durch
Transport gestressten Getiipfelten Gabelwelsen (Ictalurus punctatus) kam es zu einer
starken Zunahme der neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut. Eine starke
Neutrophilie des peripheren Blutes wurde auch schon frither von verschiedenen Autoren
als Folge einer Stresssituation beschrieben, z. B. Anderson et al. (1982), Chilmonczyk
(1982), Klinger et al. (1983) und Pickering (1984).

Der Vergleich zwischen Standardhaltung und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten
bzw. zwischen Bodenkontroll- und Flugexperimenten der STS-89- und STS-90-Mission
zeigt, dass der Anteil der Metagranulozyten an den Leukozyten des Nierengewebes
weitestgehend stabil blieb, bzw. nach 90NT2 signifikant zunahm (vergleiche Diagramm
5, 6 und 23). Eine Erkldrung hierfiir konnte die gegeniiber dem Standardwert meist
riickgdngige Zahl der stab- und segmentkernigen Granulozyten sein (siche Diagramm 7,
8,9, 10, 24 und 25). Wie von Narnaware und Baker (1996) und Ortuno et al. (2001)
beschrieben, erhoht Stress die Zahl der im Blut zirkulierenden neutrophilen
Granulozyten (Neutrophilie) bzw. Phagozyten. Gleichzeitig kommt es zu einer
Abnahme dieser Zellpopulationen im Nierengewebe. Der gegeniiber dem Standard

zurlickgehende Anteil der segment- und stabkernigen neutrophilen Granulozyten (nach
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finf von sechs terrestrischen (Diagramm 7-10) und beiden orbitalen C.E.B.A.S.-
Experimenten (89FE, 90FE, Diagramm 24 und 25)) konnte ein Hinweis darauf sein,
dass es bei den Schwerttrdgern ebenfalls zu einer stressbedingten Emigration dieser
Zellen vom Nierengewebe ins periphere Blut kam (signifikante Abnahme der
stabkernigen Granulozyten nach 89NT2 (Diagramm 7) und signifikante Abnahme der
segmentkernigen Granulozyten nach 89NT1 und 89NT2 (Diagramm 9)). Um die aus der
Niere emigrierten Zellen zu ersetzen, ist eine stabile bzw. verstdrkte Neubildung der
neutrophilen Granulozyten notwendig. Diese Notwendigkeit konnte die Konstanz bzw.
signifikante Zunahme der Metagranulozytenzahl im Nierengewebe erkldren (Diagramm
5und 6).

Die Ergebnisse der orbitalen und terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimente sind beziiglich
der Monozyten-/Makrophagenzahl, die laut Secombes und Fletcher (1992) bei den
Teleosteern meist den grofiten Teil der Phagozytoseleistung trégt, nicht einheitlich
(siehe Diagramm 1, 2, 3, 4, 21 und 22). Sie zeigen jedoch dort, wo die Resultate
signifikant verdndert sind, einen Riickgang der Monozyten-/Makrophagenpopulation
gegeniiber dem Standardwert (Diagramm 2 und 4), so wie er bei Ortuno et al. (2001) fiir
Phagozyten beschrieben wurde.

Die angefiihrten Daten weisen darauf hin, dass es wéihrend der C.E.B.A.S.-Experimente
zu einer stressbedingten Emigration der Monozyten/Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten aus dem Nierengewebe ins periphere Blut kam. Die im hdmatopoetischen
Gewebe verbleibenden Zellen waren moglicherweise, wie von Ortuno et al. (2001)
beschrieben, entweder unreife oder inaktive Zellen, die nur eine schwache
Phagozytoseaktivitit zeigten.

Neben funktionellen und quantitativen Auswirkungen von Stresssituationen
untersuchten Peters et al. (1991) auch strukturelle Verdnderungen der Phagozyten des
Nierengewebes am Beispiel der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss). Zu den
potentiellen Phagozyten des Pronephros dieser Fischspezies zdhlten sie Histiozyten
(gewebetypische Makrophagen (Pschyrembel, 1994)), Retikulumzellen, Endothelzellen
und neutrophile Granulozyten. Nachdem die Versuchstiere fiir zwolf Stunden
Rangordnungskdmpfen ausgesetzt waren, stellten die Autoren eine Aktivierung der im
Nierengewebe vorhandenen Phagozytenpopulationen fest. Die Zellen zeigten verstirkte
Proliferation, Hypertrophie, verstirkte Pseudopodienbildung und eine verstirkte

Autophagozytose. Eine zunehmende Erythrophagozytose wies ihrer Ansicht nach auf
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eine verschlechterte Vitalitdt der roten Blutzellen hin. Die in vivo (Blutphagozyten) und
invitro (Pronephrosphagozyten) untersuchte Phagozytoseleistung war bei den
unterlegenen Tieren gegeniiber den dominanten erhoht, obwohl die Autoren die
Degeneration eines betrachtlichen Teils der Nierengewebsphagozyten feststellten. Die
Ergebnisse von Peters et al. (1991) beziiglich der Phagozytoseleistung der Phagozyten
aus Nierengewebe widersprechen den Resultaten von Narnaware und Baker (1996) und
Ortuno (2001).

Die von Peters et al. (1991) gemachte Beobachtung einer verstirkten, durch Stress
verursachten Proliferation von Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und
retikuldren Zellen des hdmatopoetischen Gewebes wird durch die Ergebnisse dieser
Arbeit bedingt unterstiitzt. So war der Anteil der blastiren Zellen gegeniiber den Tieren
aus der Standardhaltung nach fiinf von sechs terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten
(Diagramm 15 und 16) erhoht (in drei Féllen signifikant), was filir eine verstéirkte
Proliferation spricht. Einzig bei 90BE war der Anteil der blastdren Zellen signifikant
niedriger (Diagramm 16). Dagegen ging die spontane Zellteilungsaktivitit bei den
Tieren aus 90NT2 signifikant zuriick (Diagramm 17 und 18). Ansonsten waren die
Unterschiede zwischen Standardwert und den Ergebnissen der C.E.B.A.S-Laufe bzgl.
der Zellteilungsaktivitit gering, oder es kam zu einer nicht signifikanten Zunahme der

Teilungsaktivitdt (§89BE und 90BE).

6.2.5 Wirkung von Stress auf Lymphozyten

Im Rahmen der C.E.B.A.S.-Experimente zeigt ein Vergleich zwischen Standardwert
und Werten terrestrischer C.E.B.A.S.-Experimente (nach zwei C.E.B.A.S.-Laufen) eine
hochsignifikante Abnahme des Anteils der Lymphozyten im Nierengewebe der
Versuchsfische (Diagramm 13 und 14). Mdglicherweise ist dies ein Hinweis darauf,
dass es bei den Tieren aus diesen Experimenten aufgrund von problematischen
Umweltbedingungen zur Ausprigung von Stresssymptomen kam. Ein Riickgang der
Lymphozytenbildung im Nierengewebe konnte eine verminderte Migration der
Lymphozyten ins periphere Blut zur Folge haben, was dort zu einer Lymphopenie
filhren konnte. Leuko- und Lymphopenien des peripheren Blutes sind bei gestressten

Teleosteern von vielen Autoren beschrieben worden (McLeay, 1975; Johannson-
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Sjobeck et al., 1978; Peters et al., 1980; Anderson et al., 1982; Chilmonczyk, 1982;
Pickering, 1984; Elsaesser und Clem, 1986) und konnen somit als typisches
Stresssymptom bezeichnet werden. Die Versuchstiere aus den Flugexperimenten 89FE
und 90FE zeigten keine relevanten Verdnderungen des Lymphozytenanteils an den
Leukozyten des Nierengewebes gegeniiber den Bodenkontrollexperimenten (Diagramm
27).

Eine Erklarung dafiir, warum es nach einigen C.E.B.A.S.-Experimenten bei manchen
Parametern zu gegensétzlichen Ergebnissen kam, konnte ein Resultat von Ortuno et al.
(2001) sein. Die Autoren stellten am 3. Tag nach Beendigung einer Stresssituation beim
Komplementsystem von Goldbrassen (Sparus aurata) eine Hyperkompensation von
Stresseffekten  fest.  Falls  Hyperkompensationseffekte —auch bei  anderen
Abwehrparametern auftreten, erkldren diese moglicherweise auch die gegensétzlichen
Ergebnisse der untersuchten X. helleri. Eventuell befanden sich die Tiere bei
Beendigung der C.E.B.A.S.-Experimente in unterschiedlichen Phasen der
physiologischen Reaktion auf auftretende Stressoren (Alarmphase, Adaptatationsphase,
Erschopfungsphase und eventuell Hyperkompensationsphase (Selye, 1956; Berczi,
1997). In welcher Phase sich die Versuchstiere befanden, war abhingig davon, zu
welchem Zeitpunkt die stressauslosenden Bedingungen einsetzten bzw. endeten. Werte,
die hoher als der Standardwert lagen, konnten somit als Hyperkompensation der
Stresseffekte interpretiert werden.

Eine weitere Erkldrung dafiir, warum nicht alle Symptome, die bei den Versuchstieren
festgestellt wurden, in das typische Bild des allgemeinen Anpassungssyndrom passten,
konnte die Feststellung von Klinger et al. (1983) sein, dass typische Merkmale des
allgemeinen Anpassungssyndroms durch spezifische Symptome (z. B. Entziindungen)
tiberlagert werden konnen, die sich aufgrund anderer Umwelteinfliisse (wie z. B.
pathogenen Erregern, Wasserqualitdt, Bissverletzungen bei Rangordnungskdmpfen)
ausbilden. Sie konnen als Teil des lokalen Anpassungssyndroms (Selye, 1956)
betrachtet werden. Dieses Syndrom kann im Gegensatz zum allgemeinen
Anpassungssyndrom spezifische Effekte hervorrufen. Allgemeines und lokales
Anpassungssyndrom sind jedoch untrennbar miteinander verkniipft und {iberlagern sich.
So ist es moglich, dass das lokale Anpassungssyndrom, welches spezifische Symptome
hervorruft, das allgemeine Anpassungssyndrom so verstdrkt, dass der Fischorganismus

nicht mehr dazu in der Lage ist, den Zustand der Adaptationsphase aufrecht zu erhalten
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und in die Erschopfungsphase iibergeht, welche durch hohe Verlustraten

gekennzeichnet ist (Klinger et al., 1983).

6.3 Direkte Wirkung von Umweltbedingungen auf den Gesundheitszustand und
das Abwehrsystem von Teleosteern

Neben der Moglichkeit, dass sich die Verdnderungen der untersuchten
Abwehrparameter auf die Wirkung des allgemeinen Anpassungssyndroms zuriickfiihren
lassen, konnte es sich um direkte Auswirkungen handeln, die wasserphysikalische und
wasserchemische Bedingungen oder pathogene Erreger auf den Fischorganismus haben.
Schon seit langer Zeit werden hdmatologische Untersuchungen als Indikatoren fiir den
Gesundheitsstatus von Teleosteern herangezogen (Blaxhall, 1972; Bell und Margolis,
1976, Hickey, 1976). AuBerdem dienen sie dazu, die Wirkungsweise von
Umweltverschmutzungen auf den Fischorganismus besser zu verstehen (McKim et al.,
1970; Swift und Lloyd, 1974; Bills und Hunn, 1976; Iwama et al., 1976; Soivio und
Oikari, 1976; Bly et al., 1997; Kollner et al., 2002).

Daher soll im Folgenden diskutiert werden, inwieweit sich die Umweltbedingungen, die
wihrend der C.E.B.A.S.-Experimente herrschten, direkt auf das Abwehrsystem der

Schwerttrager ausgewirkt haben konnten.

6.3.1 Wirkung von Ammonium und Ammoniak auf den Gesundheitszustand

Ammoniak kann bei intensiver Aquakultur ein erhebliches Wasserqualititsproblem
verursachen (Boyd, 1979; Stickney, 1979). In Aquakulturen, in denen Fische bei sehr
hoher Besatzdichte gehalten werden, kann ein starker Anstieg des Ammoniakgehaltes
im Wasser toxisch wirken und ein reduziertes Wachstum oder den Tod von Tieren zur
Folge haben (Weirich et al., 1993).

Nach den C.E.B.A.S.-Laufen wurde nur der Ammonium-, nicht aber der
Ammoniakgehalt des Wassers bestimmt. Dieser ldsst sich jedoch auch nachtriglich
ermitteln, wenn pH-Wert und Wassertemperatur vorliegen (Emerson et al., 1975;

vergleiche Tabelle 8 und 9). Die maximal mdglichen Ammoniakkonzentrationen, die in
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Tabelle 8 angegeben sind, wurden nach Emmerson et al. (1975) berechnet und lagen bei
den C.E.B.A.S.-Experimenten zwischen 0,0119 mg/l NH3 und 0,0864 mg/l NHj3.

Den Werten zur Folge wies kein C.E.B.A.S.-Experiment Ammoniakkonzentrationen
auf, die eine akute Gefahrdung der X. helleri darstellten. Dennoch ist es moglich, dass
die Gesundheit der Schwerttrager beeintrachtigt war. Durborow et al. (1997) zeigten,
dass bei Teleosteern die Mdglichkeit von Gesundheitsschidden besteht, wenn iiber einen
lingeren Zeitraum (chronisch) eine Ammoniakkonzentration von 0,06 mg/l vorhanden
ist. Insbesondere nach den Experimenten 90BE (0,0864 mg/l NH3), 90FE (0,0558 mg/1
NH;) und 89FE (0,0540 mg/l NH;) kam es zu dhnlich hohen bzw. sogar hoheren
Ammoniakwerten (Tabelle 8).

Duborow et al. (1997) geben an, dass langfristige, chronisch auftretende
Konzentrationen iiber 0,06 mg/l zu Kiemen- und Nierenschdden, Wachstumsstorungen,
Fehlfunktionen des Hirns und einer verminderten Sauerstofftransportkapazitit des
Blutes fiihren konnen. Kurzfristige Ammoniakkonzentrationen iiber 0,6 mg/l sind dazu
in der Lage, Fische zu toten.

Beim Gestreiften Seebarsch (Morone saxatilis) kam es bei Ammoniakkonzentrationen,
die hoher als 0,6 mg/l lagen, zu einer verminderten Futteraufnahme, einem geringeren
Wachstum, histologischen Verdanderungen der Kiemenfilamente und einer verminderten
Resistenz gegen Krankheitserreger (Nicholson et al., 1990).

Ruffier et al. (1981) beschreibt verschiedene Moglichkeiten, in welcher Weise
Ammoniak bei Fischen toxisch wirken kann. Zundchst kommt es zu einem
osmoregulatorischen Ungleichgewicht, welches zu Nierenversagen, der Zerstérung von
Kiemengewebe und damit einhergehendem Sauerstoffmangel und verminderter
Exkretion von endogenem Ammoniak fiihren kann. Dabei kann zuletzt Genanntes
Ursache fiir neurologische und zytologische Fehlfunktionen sein.

Der Grad der schiddigenden Wirkung der Ammoniakkonzentration kann im
Zusammenhang mit der Gabe von ,,Weekendfutter wihrend der Experimente 90BE
und 90FE stehen. Bei ,,Weekendfutter handelt es sich um Futter, welches in einem
Kalziumsulfatblock eingepresst ist und im Verlauf der Auflosung des Blockes
freigesetzt wird. Durch die Losung des Kalziums kam es zu einer extremen Zunahme
der Wasserhirte (90BE Start: 10°dH, Ende: 25°dH; 90FE Start: 10°dH, Ende: 38,5°dH;
°dH = Grad deutscher Hirte) (vergleiche Tabelle 8). Obwohl X. helleri sehr gut
mittelhartes bis hartes Wasser vertrdgt (miindliche Mitteilung Dr. R. Hamers,
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Fischereiforschungsstelle des Landes Baden-Wiirttemberg, Langenargen), wird sich ein
so plotzlicher und zugleich starker Anstieg der Wasserhirte negativ auf die Gesundheit
der Versuchstiere ausgewirkt haben. Die hohe Kalziumkonzentration trug aber
moglicherweise auch dazu bei, die schidigende Wirkung des Ammoniaks zu begrenzen.
So konnten Tomasso et al. (1980) beim Getiipfelten Gabelwels (Ictalurus punctatus)
eine Abschwichung der Ammoniaktoxizitdt durch eine hohe Kalziumkonzentration
feststellen. Es besteht die Moglichkeit, dass es aus diesem Grund wihrend 90FE (kein
toter Schwerttrdger) und 90BE (zwei tote Schwerttrdger) nicht zu groBeren Ausféllen
kam. Interessanterweise besal 90FE, bei dem alle Tiere iiberlebten, gegeniiber 90BE,
bei dem zwei Tiere verstarben, eine nochmals deutlich gesteigerte Wasserhdrte (90BE:
25°dH; 90FE: 38,5°dH) (vergleiche Tabelle 8). Der ,,Kalziumeffekt™ ist wahrscheinlich
auf die Fahigkeit des Kalziums zurlickzufiihren, die Permeabilitit der Kiemenmembran
zu vermindern (Potts und Flemming, 1970; Ogawa, 1974; Wendelaar Bonga et al.,
1983; Ogasawara und Hirano, 1984). So ist es moglich, dass auch das Eindringen des

fettloslichen Ammoniaks (NHj3) liber die Kiemen gehemmt wird (Weirich et al., 1993).

6.3.2 Wirkung von Nitrit auf den Gesundheitszustand

Nitrit (NO7) kann bei intensiver Fischhaltung in toxischen Konzentrationen vorliegen,
insbesondere dann, wenn der Abbau von Nitrit zu Nitrat gestort ist (Weirich et al.,
1993).

Nach Abschluss der C.E.B.A.S.-Experimente lag die Nitritkonzentration zwischen
0,023 und 1,473 mg/ml, wobei die Nitritkonzentration fiir X. helleri ab 1,0 mg/l einen
kritischen Wert erreicht (miindliche Mitteilung Dr. D. Seibt, Medical User Support
Center (MUSC), Deutsches Zentrum fiir Luft- und Raumfahrt (DLR), Koln, vergleiche
Tabelle 8). Bowser et al. (1983) zeigten, dass fiir den Getiipfelten Gabelwels (Ictalurus
punctatus) eine Sauerstoffkonzentration von 5 mg/l in Gegenwart von Nitrit nicht
ausreichte, obwohl diese Spezies normalerweise niedrigere O,-Konzentrationen
toleriert. Vor diesem Hintergrund konnte der verhdltnismafig hohe Nitritwert am Ende
von 89NT1 (1,473 mg/l NO,, Tabelle 8) in Verbindung mit der
Sauerstoftkonzentration, die wihrend dieses Versuches héufig bis auf 3 mg/l absank

(vergleiche Abbildung 10), zu einer Hypoxie bei den Schwerttradgern gefiihrt haben.
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Auch die Wassertemperatur kann einen negativen Einfluss auf die Nitrittoxizitét
besitzen. Huey et al. (1984) zeigten, dass die Methdmoglobinkonzentration bei
Getiipfelten Gabelwelsen (Ictalurus punctatus), die 24 Stunden bei 30 °C und einer
Nitritkonzentration von 0,91 mg/l gehalten wurden, fast doppelt so hoch lag wie bei
Tieren, die bei einer Temperatur von 10 °C gehalten wurden. So ist es moglich, dass
sich sehr hohe Temperaturen, wie sie gegen Ende von 90FE auftraten (bis 30 °C,
vergleiche Abbildung 17), negativ auf die Methdmoglobinmenge im Blut der
Versuchstiere ausgewirkt haben. Der bei 90FE gemessene Nitritwert von 0,027 mg/1
erscheint aber als zu gering, als dass er sich trotz der hohen Temperatur negativ auf die
Gesundheit der Schwerttrager ausgewirkt haben konnte.

Die Frage, wie sich nur leicht erhdhte, aber chronisch auftretende Nitritwerte auf
X. helleri auswirken, wenn sich gleichzeitig andere Umweltfaktoren auBerhalb des
Optimalbereiches befinden, ist offen. Entsprechende Versuche iiber die Auswirkung
von subletalen und letalen Nitritkonzentrationen auf die Gesundheit von X. helleri
liegen derzeit nicht vor.

Mori (1994) geht in Verbindung mit Weltraumexperimenten auf die Folgen erhdhter
Nitrit- und Nitratwerte fiir Teleosteer in einem aquatischen Lebensraum ein. Zwei
Karpfen (Cyprinus carpio), denen die Otoliten entfernt wurden, befanden sich im
September 1992 fiir acht Tage auf einem Weltraumflug. Wihrend dieses Experimentes
verloren die Karpfen deutlich an Gewicht. Gleichzeitig waren die Nitrit- und
Nitratwerte des Wassers erhoht. Laut Mori (1994) legt dies die Vermutung nahe, dass
der Metabolismus der Karpfen wéhrend des Weltraumfluges gesteigert gewesen sein
konnte.

Die C.E.B.A.S.-Versuche zeigten, dass sieben von acht X. helleri-Weibchen, die sich im
Orbit befanden, eine Gewichtsabnahme aufwiesen; nur bei einem blieb das Gewicht
konstant (vergleiche Tabelle 5). Bei den sechs iiberlebenden Tieren aus den
Bodenkontrollexperimenten kam es dagegen in drei Féllen zu einer Gewichtszunahme.
Bei zweien blieb das Gewicht konstant und bei weiteren zwei nahm es ab. Es ist nicht
klar, was die Ursache fiir diese Gewichtsabnahme war. Falls sich der Verdacht von
Mori (1994) bestétigen wiirde, dass die Gewichtsreduktion aufgrund eines verstarkten
Metabolismus der Versuchstiere auftrat, miisste dies erhebliche Konsequenzen fiir die
Futterversorgung von Fischen bei Weltraumaufenthalten haben (grofere Futtermenge

erforderlich). Dies wiederum hétte Auswirkungen auf den gesamten Stoftkreislauf und
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die Okologie des geschlossenen aquatischen Okosystems C.E.B.A.S. (z. B. groBere
Mengen an giftigen Abbauprodukten des Stickstoffkreislaufes).

6.3.3 Wirkung von Ammonium, Ammoniak, Nitrit und Nitrat auf das
Abwehrsystem

Nur wenige Autoren (wie z. B. Hrubec et al., 1997a und Carballo und Munoz, 1991)
haben die Wirkung von Ammonium (NH'4), Ammoniak (NH3), Nitrit (NO’,) und Nitrat
(NO3) auf die Abwehrzellen, die lymphatischen Organe und andere
immunabwehrrelevante Parameter der Teleosteer untersucht. Die nachfolgend
aufgefiihrten Konzentrationen wurden am Ende der C.E.B.A.S.-Experimente gemessen.
Die als obere Grenzwerte angegebenen Konzentrationen sind miindliche Mitteilungen
von Herrn Dr. D. Seibt, Medical User Support Centre (MUSC), Deutsches Zentrum fiir
Luft- und Raumfahrt (DLR), K&ln. Die Ammoniumwerte lagen zwischen 0,039 und
0,176 mg/l (oberer Grenzwert X. helleri: 0,2-0,3 mg/l), die berechneten
Ammoniakwerte zwischen 0,0119 und 0,0864 mg/l (oberer Grenzwert X. helleri: 0,02
mg/l, die Nitritwerte zwischen 0,023 und 1,473 mg/l (oberer Grenzwert X. helleri: 1
mg/l) und die Nitratwerte zwischen 12 und 38 mg/l (oberer Grenzwert X. helleri: 100
mg/l) (vergleiche Tabelle 8).

Weil die Nitratwerte wahrend aller C.E.B.A.S.-Experimente unauffillig blieben, muss
davon ausgegangen werden, dass sie keinen Einfluss auf die untersuchten
Abwehrparameter hatten. Dagegen ist es moglich, dass die erhohten Ammoniakwerte
eine Wirkung auf die Schwerttrdger besalen, da sie bei einigen Experimenten (89FE:
0,0540 mg/1, 90BE: 0,0864 mg/l und 90FE: 0,0588 mg/l) nahe an oder sogar liber der
Konzentration von 0,06 mg/l NHj3 lagen, bei denen Durborow et al. (1997) bei
chronischer Exposition die Mdglichkeit von Schadigungen sahen.

Hrubec et al. (1997a) zeigten an Seebarschhybriden (Morone chrysops x Morone
saxatilis) bei einer Ammoniakkonzentration von 0,150 mg/l einen Anstieg der
Monozytenkonzentration (Kontrolle: 3,81x10°/ul; Ammoniak: 6,13x10°/ul).

Eine Zunahme des Monozytenanteils konnte auch in C.E.B.A.S.-Experimenten mit
erhohter Ammoniakkonzentration beobachtet werden (Diagramm 21). Der Anteil der

Monozyten lag bei 90BE (0,0864 mg/l NH;, Monozytenanteil 13,48 %) und 89FE
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(0,0540 mg/l NH3;, Monozytenanteil 11,19 %), zwei  Versuchen mit  hoher
Ammoniakkonzentration, hoher als bei 89BE (0,0209 mg/l NHj3;, Monozytenanteil
9,41 %), einem Versuch mit niedriger Ammoniakkonzentration. Experiment 90FE
(0,0588 mg/l NHj3;, Monozytenanteil 10,16 %) zeigt einen Monozytenanteil auf dem
Niveau von 89BE, obwohl auch bei Experiment 90FE die Ammoniakkonzentration
hoch lag. Bei Experiment 90BE kam es anders als bei den anderen Experimenten mit
erhohter Ammoniakkonzentration zu einem deutlichen Anstieg gegeniiber dem
Standardwert (9,2 %) (Diagramm 21). Experiment 89BE zeigte nur einen geringfiigigen
Unterschied gegeniiber dem Standardwert, hier lag jedoch auch nur eine niedrige
Ammoniakkonzentration vor.

Der Anteil der Makrophagen, welche sich aus Monozyten entwickeln, zeigte in den
C.E.B.A.S.-Experimenten mit einer hohen Ammoniakkonzentration (89FE:
0,0540 mg/l NH3, 90FE: 0,0588 mg/l NH; und 90BE: 0,0864 mg/l NH;) keine
eindeutige Abhdngigkeit vom Ammoniakgehalt, so wie von Hrubec et al. (1997a) fiir
Monozyten beschrieben (Diagramm 22). Nach ihnen ist bei einem hohen
Ammoniakgehalt mit einer Zunahme der Monozyten zu rechnen. Gegeniiber 89BE
(0,0209 mg/l NHj;, Makrophagenanteil 1,29 %), einem Experiment mit niedriger
Ammoniakkonzentration, kam es bei 90FE (Makrophagenanteil 0,35 %) zu einer
Abnahme des Makrophagenanteils. Bei Versuch 90BE (Makrophagenanteil 1,54 %)
verblieb der Makrophagenanteil auf dem gleichen Niveau wie bei 89BE und bei 89FE
(Makrophagenanteil 2,62 %) lag er deutlich hoher. Gegeniiber dem Standardwert
(Makrophagenanteil 0,59 %) hatte der Makrophagenanteil bei 89FE, 89BE und 90BE
zugenommen, bei 90FE abgenommen.

Wie Hrubec et al. (1997a) an Seebarschhybriden (Morone chrysops x Morone saxatilis)
zeigten, kam es bei einer Ammoniakkonzentration von 0,150 mg/l zu einem Anstieg der
neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut. Anders verhédlt es sich bei
Metagranulozyten (eine friihe Reifestufe der neutrophilen Granulozyten) der in dieser
Arbeit untersuchten X. helleri. Trotz hoher NH;-Konzentration lag der prozentuale
Anteil der Metagranulozyten in den Versuchen 90FE (0,0588 mg/l NH3;, Anteil der
Metagranulozyten 46,60 %), 90BE (0,0864 mg/l NH3;, Anteil der Metagranulozyten
42,98 %) und 89FE (0,0540 mg/l NHs, Anteil der Metagranulozyten 38,90 %) auf
gleichem Niveau oder niedriger als bei Versuch 89BE (0,0209 mg/l NH;, Anteil der

Metagranulozyten 46,20 %), in dem eine geringe Ammoniakkonzentration herrschte
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(Diagramm 23). Bei den Tieren aus den Experimenten 90FE, 90BE und 89FE, die einer
hohen Ammoniakkonzentration ausgesetzt waren, lag der Anteil der Metagranulozyten
auf dem Niveau des Standardwertes (Anteil der Metagranulozyten 48,16 %) bzw.
geringfiigig unterhalb desselben. Auch bei Experiment 89BE mit niedriger
Ammoniakkonzentration verblieb der Metagranulozytenanteil auf Hohe des
Standardwertes.

Der Anteil der stab- und segmentkernigen Granulozyten, welche fortgeschrittene
Reifestufen der neutrophilen Granulozyten darstellen, zeigte in den C.E.B.A.S.-
Experimenten mit einer hohen Ammoniakkonzentration (89FE: 0,0540 mg/l NHj3,
90FE: 0,0588 mg/l NH3; und 90BE: 0,0864 mg/l NH3) keine eindeutige Abhdngigkeit
vom Ammoniakgehalt, so wie von Hrubec et al. (1997a) fiir neutrophile Granulozyten
beschrieben (Diagramm 24 und 25). Die Autoren beobachteten bei einer erhohten
Ammoniakkonzentration eine Zunahme der neutrophilen Granulozyten.

Bei den Tieren aus 89FE (Anteil der stabkernigen Granulozyten 0,11 %) verblieb der
Anteil der stabkernigen Granulozyten auf gleichem Niveau wie bei 89BE (Anteil der
stabkernigen  Granulozyten 0,14 %), einem  Experiment mit  niedriger
Ammoniakkonzentration (Diagramm 24). Der Anteil der stabkernigen Granulozyten der
Versuchstiere aus den Experimenten 90FE (Anteil der stabkernigen Granulozyten
0,23 %) und 90BE (Anteil der stabkernigen Granulozyten 0,34 %) befand sich dagegen
auf einem hdheren Niveau. Gegeniiber dem Standardwert (Anteil stabkernige
Granulozyten 0,59 %) hatte der prozentuale Anteil der stabkernigen Granulozyten
sowohl bei den Tieren aus den Experimenten mit hoher Ammoniakkonzentration (89FE,
90FE und 90BE) als auch bei den Tieren aus Experiment 89BE, welches eine geringe
Ammoniakkonzentration aufwies, abgenommen.

Der prozentuale Anteil segmentkerniger Granulozyten variierte deutlich bei Tieren aus
Experimenten mit hoher Ammoniakkonzentration (90BE: 0,61 %, 90FE: 0,04 % und
89FE: 0,00 %) (Diagramm 25). Im Vergleich zu Experiment 89BE (0,26 %), welches
eine niedrige Ammoniakkonzentration aufwies, zeigten die Experimente 89FE und
90FE einen deutlich niedrigeren prozentualen Anteil der segmentkernigen
Granulozyten, nach 90BE jedoch einen deutlich erhdhten Anteil. Lediglich nach 90BE
kamen die Werte der segmentkernigen Granulozyten auf das Niveau der Tiere aus der
Standardhaltung (Standard: 0,57 %).

Ein weiterer in dieser Arbeit untersuchter Abwehrparameter ist die Phagozytoserate
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isolierter Nierenzellen. In den Experimenten 90FE, 90BE und 89FE mit erhohter
Ammoniakkonzentration (s.o. oder Tabelle 8), (Phagozytoserate 90FE: 18,50 %, 90BE:
13,00 % und 89FE: 30,08 %) kam es gegeniiber dem Versuch 89BE (Phagozytoserate
7,56 %), welcher eine niedrige Ammoniakkonzentration aufwies, zu einer Zunahme der
Phagozytoserate (Diagramm 30). Gegeniiber dem Standardwert nahm die
Phagozytoseleistung jedoch nach zwei von drei Experimenten mit erhohter
Ammoniakkonzentration deutlich ab, bei einem weiteren Experiment verblieb sie auf
dem Niveau des Standardwertes. Beim Experiment 89BE, welches eine niedrige
Ammoniakkonzentration aufwies, kam es gegeniiber dem Standardwert zu einem
deutlichen Riickgang der Phagozytoserate.

Moglicherweise hatte auch die erhohte Nitritkonzentration in den Experimenten 90BE
(0,181mg/l) und 89NTI1 (1,473 mg/l) einen Einfluss auf die Phagozytoserate der
Nierengewebsphagozyten und damit auf das Abwehrsystem der Schwerttrdger. Bei den
Versuchstieren aus 89NT1 (Phagozytoserate: 10,55 %, Diagramm 19) und 90BE
(Phagozytoserate: 13,00 %, Diagramm 30) kam es im Vergleich zu den Tieren aus der
Standardhaltung (Phagozytoserate: 29,53 %) zu einem deutlichen Riickgang der
Phagozytoseleistung. Bei 89NT1 war der Riickgang signifikant.

Auch Carballo und Munoz (1991) stellten einen Einfluss von erh6hten Ammoniak- und
Nitritkonzentrationen auf das Abwehrsystem von Teleosteern fest. Bei einer subletal
erhohten Ammoniak- bzw. Nitritkonzentration (0,05 mg/l NH; bzw. 0,12 mg/l NO>)
beobachteten sie bei juvenilen Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) eine erhdhte
Empfindlichkeit gegeniiber dem Erreger Saprolegnia parasitica. Die Empfindlichkeit
fiir den Krankheitserreger nahm nach zehn Tagen Haltung bei erhohter Ammoniak-
bzw. Nitritkonzentration deutlich zu. Dabei war die Anfilligkeit bei einer erhohten

Ammoniakkonzentration groBer als bei einer erhdhten Nitritkonzentration.

6.3.4 Wirkung der Umgebungstemperatur auf das Abwehrsystem

Ein weiterer wichtiger Umweltfaktor, der Einfluss auf das Abwehrsystem der Teleosteer
haben kann, ist die Wassertemperatur. Dieser Parameter ist besonders im Hinblick auf
das C.E.B.A.S.-Experiment 90FE von Bedeutung, da sich die Wassertemperatur

innerhalb des C.E.B.A.S.-Moduls im Verlauf dieses Weltraumexperimentes deutlich
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von 24-25 °C auf ca. 30 °C erhohte (vergleiche Tabelle 9 und Abbildung 17).

Die Bedeutung der Wassertemperatur fiir die Immunfunktionen wird von vielen
Autoren betont (Groberg et al., 1983; Hayman et al., 1992; Carlson et al., 1995; Hrubec
et al., 1996; Le Morvan et al., 1996; Eggset et al., 1997; Alcorn et al., 2002, Kollner und
Kotterba, 2002).

Im Folgenden wird auf die Wirkung der Temperatur auf die Phagozytose, das

Differentialblutbild und die spontane Zellteilungsaktivitit eingegangen.

6.3.4.1 Wirkung der Umgebungstemperatur auf Phagozyten

Um die Wirkung der Umgebungstemperatur auf das unspezifische Immunsystem der
Teleosteer zu untersuchen, ist meist die Phagozytoseaktivitit der Phagozyten bei
niedrigen Temperaturen untersucht worden. Seltener wurden Versuche durchgefiihrt,
bei denen sich die Wassertemperatur im supraoptimalen, d.h. im Temperaturbereich
oberhalb des Optimums befand. Im Hinblick auf die C.E.B.A.S.-Experimente, die im
Rahmen der STS-89- und STS-90-Mission stattfanden, sind diese von grofBerem
Interesse, da es wihrend des Weltraumexperimentes der STS-90-Mission (90FE) zu
einem Anstieg der Wassertemperatur von ca. 24 °C auf 30 °C kam (vergleiche Tabelle 9
und Abbildung 17). Fiir X. helleri werden Wassertemperaturen zwischen 22 °C und
28 °C empfohlen.

Le Morvan et al. (1997) konnten beim Karpfen einen Riickgang des Phagozytoseindex
bei einer erhohten Wassertemperatur (28 °C; Standardtemperatur Karpfen: 20 °C)
feststellen. Auch bei den Tiere aus 90FE (Phagozytoserate 18,50 %) kam es sowohl
gegeniiber dem Flugexperiment 89FE (Phagozytoserate 30,08 %), bei dem die
Temperatur konstant bei 25°C blieb, als auch gegeniiber dem Standardwert
(Phagozytoserate 29,53 %) zu einem Riickgang der Phagozytoserate (Diagramm 30).
Dagegen war die Phagozytoserate bei 90FE gegeniiber den beiden
Bodenkontrollexperimenten 89BE und 90BE (89BE Phagozytoserate 7,56 %; 90BE
Phagozytoserate 13,0 %) erhoht (Diagramm 30).

Hamers und Goerlich (1995) zeigten in ihren Versuchen mit Phagozyten von X. helleri
eine vergleichbare Abhingigkeit der Phagozytoserate von der Wassertemperatur. Sie

untersuchten die temperatur- und zeitabhdngige In-vitro-Phagozytoseaktivitit
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(prozentualer Anteil der phagozytierenden Zellen). In den Versuchen ist eine
Wassertemperatur von 25°C als optimale Haltungstemperatur fiir X. helleri
angenommen worden. Nach Herstellung einer Einzelzellsuspension von
Nierengewebszellen wurden die darin enthaltenen Phagozyten fiir 15, 30, 45, 60, 90,
120 und 180 Minuten bei Temperaturen von 4, 25, 30 und 37 °C mit Escherichia coli
inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten lag die Phagozytoserate bei einer
Assay-Temperatur von 4 °C bei ca. 5 %, bei 25 °C bei ca. 25 % und bei einer Assay
Temperatur von 30°C bzw. 37°C bei ca. 55%. Somit war die In-vitro-
Phagozytoseleistung der Phagozyten am hochsten bei den Temperaturen, die sich iiber
der optimalen Haltungstemperatur von X. helleri befanden.

Ob die nicht signifikante Verdnderung der Phagozytoserate bei 90FE tatsichlich auf den
Temperaturanstieg in diesem Experiment zurlickzufithren ist, bleibt fraglich. Die
gegeniiber der Standardhaltung in vieler Hinsicht besonderen Bedingungen der Haltung
im C.E.B.A.S.-Modul und die gegeniiber dem 89FE Experiment fast doppelt so lange
Dauer des 90FE Experimentes konnten ebenfalls Einfluss auf die Phagozytoserate
gehabt haben. Auerdem ist zu bedenken, dass die Untersuchungen von Le Morvan et
al. (1997) ausschlieBlich mit isolierten Makrophagen durchgefiihrt worden sind. Die
Experimente dieser Arbeit wurden dagegen, wie bei Hamers und Goerlich (1995), mit
Zellsuspensionen  ausgefiihrt, in denen alle in der Niere vertretenen

Leukozyten/Phagozyten vorhanden waren.

6.3.4.2 Wirkung der Umgebungstemperatur auf das Differentialblutbild

Bei Versuchen von Dunn et al. (1989) und Dheer (1988), die am Blut von Goldfischen
(Carassius auratus; Temperaturanstieg von 25 auf 35°C) bzw. Punktierten
Schlangenkopfen (Channa punctatus; Temperaturanstieg von 14 °C auf 30 °C bzw.
35 °C) durchgefiihrt wurden, zeigte sich, dass die Zahl der Monozyten bei erhohter
Wassertemperatur konstant blieb. Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen
zeigte sich, dass sich die Zahl der Monozyten in Experiment 90FE (Temperaturanstieg
von ca. 24 °C auf 30 °C, Monozytenanteil 10,16 %) gegeniiber dem Standardwert
(Monozytenanteil 9,2 %) und 89BE (Monozytenanteil 9,41 %) ebenfalls nur wenig
verandert hatte (Diagramm 21). Auch nach 89FE (Monozytenanteil 11,19 %) lag der
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Anteil der Monozyten nur auf einem unwesentlich héheren Niveau (Diagramm 31).
Dagegen besallen die Tiere aus 90FE (10,16 %) gegeniiber 90BE (13,48 %) einen
deutlich geringeren Monozytenanteil.

Kurata et al. (1997) konnten bei der Bestimmung des prozentualen Anteils von
Makrophagen an den Leukozyten des Nierengewebes vom Karpfen (Cyprinus carpio;
Temperaturanstieg von 20 °C auf 25 °C) feststellen, dass dieser Zelltyp hédufiger bei
Wassertemperaturen auftrat, die iiber dem Optimum lagen, als bei Temperaturen unter
dem Optimalwert. Nach 90FE zeigte der Anteil der Makrophagen ein anderes Bild
(Diagramm 22). Ihr Anteil an den Leukozyten des Nierengewebes war nach 90FE
(0,35 %), dem Flugexperiment mit Temperaturen mit bis zu 30 °C, deutlich geringer als
nach dem Bodenexperiment 90BE (1,54 %), welches wéhrend des gesamten
Experimentes eine Temperatur von ca. 26 °C zeigte. Zudem lag der Anteil der
Makrophagen nach 90FE auch unterhalb des Standardwertes (0,59 %) und signifikant
unter dem Wert des Flugexperimentes der STS-89-Mission 89FE (2,62 %), bei dem die
Temperatur wihrend des gesamten Versuches im Optimalbereich lag, das aber sieben
Tage kiirzer war (Diagramm 32).

Die Zahl der Metagranulozyten war nach Flugexperiment 90FE (Temperaturanstieg von
ca. 24°C auf 30°C, Metagranulozytenanteil 46,60 %) gegeniiber dem
Bodenkontrollexperiment 90BE (Temperatur ca. 26 °C, Metagranulozytenanteil
42,98 %) und dem Wert der Tiere aus der Standardhaltung (Metagranulozytenanteil
48,16 %) nur wenig verdndert (Diagramm 23). Lediglich gegeniiber dem sieben Tage
kiirzeren Flugexperiment der STS-89-Mission, 89FE (Temperatur ca. 25 °C,
Metagranulozytenanteil 38,90 %), war die Metagranulozytenzahl nach 90FE erhoht
(Diagramm 33). Aber auch diese Differenz war nicht signifikant.

Anders sah es bei der Zahl der segmentkernigen Granulozyten aus (Diagramm 25). Es
kam nach 90FE (Temperaturanstieg von ca. 24 °C auf 30 °C, Anteil segmentkerniger
Granulozyten 0,04 %) zwar nicht zu signifikanten Differenzen gegeniiber dem
Standardwert (Anteil segmentkerniger Granulozyten 0,57 %) und 90BE (Temperatur ca.
26 °C, Anteil segmentkerniger Granulozyten 0,61 %), aber der prozentuale Anteil der
segmentkernigen Granulozyten war nach 90FE deutlich zuriickgegangen. Die Abnahme
der segmentkernigen Granulozyten im Nierengewebe von X. helleri nach 90FE ist den
Beobachtungen von Kurata et al. (1997) bei Karpfen (Cyprinus carpio) dhnlich, die bei

erhohten Temperaturen ebenfalls eine Abnahme der neutrophilen Granulozyten (alle



Diskussion 133

Reifestadien) im Nierengewebe beobachten konnten (prozentualer Anteil der
neutrophilen Granulozyten im Nierengewebe bei 10 °C: 50,4 %, bei 25 °C: 30,8 %).
Moéglicherweise konnte dies auf einen verstirkten Ubertritt dieser ausgereiften
Granulozyten vom Nierengewebe ins periphere Blut zuriickzufithren sein, denn
Langston et al. (2002) konnten beim Heilbutt (Hippoglossus hippoglossus;
Temperaturanstieg von 12 °C auf 18 °C) und Dunn et al. (1989) beim Goldfisch
(Carassius auratus; Temperaturanstieg von 25°C auf 35°C) eine Zunahme der
neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut bei einer Temperaturerh6hung iiber das
Optimum beobachten.

Die Untersuchungen von Dunn et al. (1989) an Goldfischen (Carassius auratus;
Temperaturanstieg von 25°C auf 30°C) zeigten bei einem Anstieg der
Wassertemperatur eine Zunahme des prozentualen Anteils der eosinophilen
Granulozyten an den Leukozyten des peripheren Blutes. Nach 90FE, dem Experiment
mit deutlichem Temperaturanstieg (von ca. 24 °C auf 30 °C), konnte gleichfalls eine
Zunahme der eosinophilen Granulozyten (Anteil eosinophiler Granulozyten 0,08 %)
beobachtet werden, sowohl gegeniiber dem Bodenkontrollexperiment 90BE als auch
gegeniiber dem Flug- und Bodenkontrollexperiment 89FE und 89BE (Anteil
eosinophiler Granulozyten 90BE: 0,00 %, 89FE: 0,00 %; 89BE: 0,00 %; Temperatur
90BE: ca. 26 °C, 89FE: ca. 25 °C, 89BE: ca. 25 °C) (Diagramm 26). Bei den in diesen
Versuchen eingesetzten Tieren konnten im Rahmen der Auszdhlung von insgesamt 600
Zellen keine eosinophilen Granulozyten gefunden werden. Die Zunahme der
eosinophilen Granulozyten nach 90FE lag jedoch zugleich in etwa auf dem Niveau der
Tiere aus der Standardhaltung (Anteil eosinophiler Granulozyten 0,05 %). Der Verbleib
der eosinophilen Granulozyten auf dem Niveau des Standardwertes entspricht den
Beobachtungen von Dheer (1988) am peripheren Blut von Punktierten Schlangenkdpfen
(Channa punctatus). Dieser konnte bei einem Temperaturanstieg von 14 °C auf 35 °C
keine signifikante Verdnderung der absoluten Zahl der eosinophilen Granulozyten
feststellen.

Der Anstieg der Wassertemperatur von ca. 24 °C auf 30 °C (vergleiche Abbildung 17
und Tabelle 9) gegen Ende des Flugexperiments 90FE wirkte sich bei X. helleri, anders
als von anderen Autoren bei Teleosteern beschrieben, nur unwesentlich auf den
prozentualen Anteil der Lymphozyten im Nierengewebe aus. Bei Untersuchungen von

Kurata et al. (1997) kam es zu eine Zunahme der Lymphozyten im Nierengewebe von
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Karpfen (Cyprinus carpio) (Lymphozyten 10 °C: 46,2 %; 25 °C: 63,8 %). Dheer (1988)
zeigte ebenfalls eine Zunahme der Lymphozyten im peripheren Blut von Punktierten
Schlangenkdpfen (Channa punctatus; Temperaturanstieg von 14 °C auf 30 °C bzw.
35 °C). Im Gegensatz dazu stellten Dunn et al. (1989) eine Abnahme der Lymphozyten
im peripheren Blut von Goldfischen (Carassius auratus; Temperaturanstieg von 25 °C
auf 30 °C) fest.

Lediglich bei Hrubec et al. (1997b) blieb die Zahl der Lymphozyten bei supraoptimalen
Temperaturen im Blut von Seebarschhybriden (Morone chrysops x Morone saxatilis;
Temperaturanstieg von 21 °C auf 29 °C) konstant.

Die Lymphozytenwerte des Bodenkontrollexperimentes 90BE (Temperatur ca. 26 °C;
Lymphozytenanteil 40,05 %), des sieben Tage kiirzeren Flugexperimentes 89FE
(Temperatur ca. 25°C; Lymphozytenanteil 42,48 %) und des Standardwertes
(Lymphozytenanteil 37,57 %) zeigten gegeniiber 90FE (Temperaturanstieg von ca.
24°C auf 30°C; Lymphozytenanteil 40,83 %) nur geringe, nicht signifikante
Unterschiede (Diagramm 27).

Die Untersuchungen von Dunn et al. (1989) an Goldfischen (Carassius auratus)
schlossen die Bestimmung des prozentualen Anteils der blastiren Zellen an den
Leukozyten des Blutes ein. Bei einem Temperaturanstieg von 10 °C {iiber dem
Optimalwert von 25 °C nahm ihr Anteil leicht zu (25 °C: 2,8 %; 35 °C: 3,4 %). Dheer
(1988) untersuchte bei Punktierten Schlangenkopfen (Channa punctatus) die ,,grofen
lymphoiden Hémoblasten*, Promyelozyten, Mesomyelozyten und Metamyelozyten
(Letztere entsprechen den Metagranulozyten) des peripheren Blutes. Die frithen
Entwicklungsstadien, die lymphoiden Hédmoblasten und Promyelozyten, zeigten bei
30 °C und 35 °C gegeniiber der Standardtemperatur von 14 °C eine deutliche Zunahme.
Dagegen nahmen die beiden fortgeschritteneren Reifestadien, die Mesomyelozyten und
Metamyelozyten, bei einer Wassertemperatur von 30 °C bzw. 35 °C deutlich ab. Nach
Meinung des Autors konnte dies an einer verlangsamten Entwicklung von
Promyelozyten zu Meso- und Metamyelozyten bei supraoptimalen Temperaturen
liegen.

Wie oben beschrieben, kam es bei Dunn et al. (1989) und Dheer (1988) bei einer
erhohten Wassertemperatur zu einer Zunahme der blastdren Zellen im peripheren Blut.
Im Nierengewebe der Schwerttridger aus 90FE (Anteil blastirer Zellen 1,70 %), in dem

die Temperatur auf 30 °C anstieg, kam es im Vergleich mit den Tieren aus 90BE
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(Anteil blastirer Zellen 1,00 %), in dem die Temperatur im Optimalbereich von
X. helleri verblieb, ebenfalls zu einer leichten, aber nicht signifikanten Zunahme der
blastiren Zellen (Diagramm 28). Dagegen waren die blastiren Zellen bei 90FE
gegeniiber dem Standard (Anteil blastirer Zellen 3,26 %) und dem Wert aus dem
anderen, sieben Tage kiirzeren Flugexperiment 89FE (Temperatur ca. 25 °C, Anteil
blastidrer Zellen 4,67 %) und dem Bodenkontrollexperiment 89BE (Temperatur ca.
25 °C; Anteil blastérer Zellen 4,68 %) deutlich zuriickgegangen.

Aus welchem Grund die blastidren Zellen nach 90FE und 90BE gegeniiber dem Standard
und den Experimenten 89FE und 89BE deutlich abgenommen haben (Diagramm 28),
bleibt fraglich. Eine wichtige Rolle konnte die gegeniiber 89FE und 89BE fast doppelt
so lange Dauer der Experimente 90FE und 90BE gespielt haben (9-tdgig gegeniiber 16-
tagig).

Sowohl der Vergleich zwischen den Flugexperimenten unterschiedlicher Dauer (89FE
und 90FE) (Diagramm 38) als auch zwischen den Bodenexperimenten unterschiedlicher
Dauer (89BE und 90BE) (Diagramm 48) zeigte, dass es bei den Tieren, die den
Versuchsbedingungen im C.E.B.A.S. ldanger ausgesetzt waren, zu einer signifikanten
Abnahme der blastiren Zellen kam (Anteil der blastidren Zellen 89FE: 4,67 %, 90FE:
1,70 % und 89BE: 4,68 %, 90BE: 1,90 %).

6.3.4.3 Wirkung der Umgebungstemperatur auf die spontane Zellteilungsaktivitat

Nach Beendigung des Flugexperimentes 90FE, gegen dessen Ende es zu einer
Temperaturerhohung von ca. 24 °C auf 30 °C kam (vergleiche Tabelle 9 und Abbildung
17), war die spontane Zellteilungsaktivitidt der Nierenzellen (90FE: 4,44 %) sowohl
gegeniiber dem Standard (6,13 %) als auch gegeniiber dem Bodenkontrollexperiment
90BE (7,84 %) und dem Flugexperiment 89FE (6,23 %) vermindert (Diagramm 29).
Experiment 90FE zeigte somit gegeniiber diesen Experimenten eine Hemmung der
Proliferationsaktivitit.

Der im Versuch 90FE dokumentierte Riickgang der spontanen Zellteilungsaktivitdt und
der im vorangegangenen Abschnitt beschriebene Riickgang des prozentualen Anteils
der blastiren Zellen als Folge einer erhhten Wassertemperatur zeigt Ahnlichkeiten mit

den Ergebnissen der Arbeit von Dunn et al. (1989). Zu ihren umfangreichen
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hadmatologischen Untersuchungen am Goldfisch (Carassius auratus) gehorte die
Uberpriifung der leukopoetischen Kapazitit bei unterschiedlichen Wassertemperaturen
(5 °C = suboptimale Temperatur, 25 °C = optimale Temperatur, 35 °C = supraoptimale
Temperatur). Unter leukopoetischer Kapazitit verstehen die Autoren die Wirkung der
Temperatur auf die Proliferation von Leukozyten nach peritonealer In-vivo-PHA-
(Phythdmagglutinin-)Stimulation. Bei ihren Versuchen zeigte sich, dass die Temperatur
die Antwort auf das Mitogen beeinflusste, und zwar in der Weise, dass bei niedrigen
Temperaturen (5 °C) die Reaktion auf den Proliferationsstimulus vermindert und
verzogert war. AuBBerdem schlossen die Autoren aus einer sowohl bei 5 °C als auch bei
35 °C reduzierten Zahl an Blasten (bei Dunn et al. (1989) gemessen in Zellen/pul) im
peripheren Blut, dass die Proliferation bei sub- und supraoptimalen Temperaturen
vermindert ist.

Bei der Beurteilung und dem Vergleich der Daten der vorliegenden Arbeit mit den
Ergebnissen anderer Autoren, die Teleosteer untersuchten, muss berticksichtigt werden,
dass die Bestimmung des prozentualen Anteils der Leukozytentypen an den
Gesamtleukozyten unter Umstinden an unterschiedlichen = Kompartimenten
(Nierengewebe oder peripheres Blut) durchgefiihrt wurde. Der Einfluss, den eine
erhohte Umgebungstemperatur oder ein anderer Umweltparameter auf das
Differentialblutbild der Niere bzw. des peripheren Blutes von Teleosteern hat, muss

nicht gleich sein.

6.3.5 Wirkung von Sauerstoffmangel auf den Gesundheitszustand und das

Abwehrsystem

Im Folgenden soll die Wirkung von nicht letalem, chronischem Sauerstoffmangel auf
das Abwehrsystem und die Gesundheit der Schwerttriger im C.E.B.A.S. diskutiert
werden. Dabei soll aufgezeigt werden, welche unmittelbaren Wirkungen
Sauerstoffmangel auf das Abwehrsystem von X. helleri haben kann. Dies ist notwendig,
da der Sauerstoffgehalt des Wassers wiahrend der C.E.B.A.S.-Experimente 90NT1,
90NT2, 90BE und 90FE dramatisch abgefallen ist und somit Einfluss auf das
Abwehrsystem der Versuchstiere gehabt haben konnte (vergleiche Tabelle 9 und
Abbildungen 14-17). Die O,-Konzentration fiel bei den oben genannten C.E.B.A.S-
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Laufen von einem Mittelwert von ca. 5,5 mg/l zu Beginn der Experimente zeitweise auf
Werte von 2,5 bzw. 1,5 mg/ml (vergleiche Abbildung 14-17).

Akuter Sauerstoffmangel kann der Grund fiir massive Verluste in Fischpopulationen
sein. Andriske et al. (2000) geben an, dass Fische bereits bei Sauerstoffkonzentrationen
von weniger als 4 mg/l O, ein verdndertes Fressverhalten zeigen und es im Bereich
unter 3 mg/l O, =zu drastischen Verdnderungen des Schwimm- und
Reproduktionsverhaltens kommen kann. Fiir X. helleri wird ein Mindestsauerstoffgehalt
von 3,0 mg/l empfohlen (Tamaru et al., 2001). Bisher ist nur selten untersucht worden,
welche Auswirkungen eine subletale Hypoxie auf das Abwehrsystem von Teleosteern
hat. AuBlerdem liegt derzeit keine Literatur vor, die auf die direkte Wirkung von
chronischem Sauerstoffmangel auf die abwehrrelevanten Blutzellen eingeht.

Boleza et al. (2001) beschiftigten sich mit der Wirkung von Sauerstoffmangel auf die
bakterizide Aktivitit von Vordernierenphagozyten (Macrophagen; Granulozyten) von
Killifischen (Fundulus heteroclitus) gegen opportunistische Pathogene (Vibrio
parahaemolyticus).  Viele  Killifischarten = kommen mit sehr  niedrigen
Sauerstoftkonzentrationen aus. Daher legten die Autoren einen Sauerstoffgehalt von
2,45 mg/l als Normwert fiir die Haltung dieser Art zugrunde. Die Autoren konnten bei
Sauerstoffmangel (0,82 mg/l O;) einen deutlichen, signifikanten Riickgang der
bakteriziden Aktivitdt um 26,3 % feststellen. Sie schlieBen aus diesem Ergebnis, dass
der Sauerstoffgehalt des Wassers einen erheblichen Einfluss auf die bakterizide
Aktivitit der Vordernierenphagozyten hatte. Dies wiederum legt nach Ansicht der
Autoren nahe, dass periodisch oder chronisch auftretende, subletale Hypoxien einen
negativen Einfluss auf die Resistenz von Teleosteern gegen Krankheitserreger haben.
Die fiir X. helleri zeitweise hypoxischen Bedingungen (O,-Gehalt < 3,0 mg/l) in den
Experimenten 90NT1, 90NT2, 90BE und 90FE (vergleiche Tabelle 9 und Abbildungen
14-17) werden demnach cinen Einfluss auf den Gesundheitszustand der X. helleri
gehabt und zu der hohen Mortalitit in den Experimenten 90NT1 (ein {iberlebendes Tier)
und 90BE (zwei iiberlebende Tiere) (vergleiche Tabelle 9) beigetragen haben.

Die Experimente von Boleza et al. (2001) zeigten, dass es zwischen den einzelnen
Individuen extreme Schwankungen der bakteriziden Aktivitit der Phagozyten gab.
Diese Schwankungen konnten im Altersunterschied, Geschlecht und dem individuellem
Stressniveau der Tiere begriindet sein. Die individuelle Toleranz gegeniiber

hypoxischen Bedingungen ist moglicherweise eine Erkldrung dafiir, warum in einigen
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Experimenten mit sehr niedrigem Sauerstoffgehalt alle Tiere iiberlebten (90NT2 und
90FE) und in anderen nicht (90NT1 und 90BE) (vergleiche Tabelle 9).

Die unterschiedliche Mortalitdt in den hypoxischen Experimenten kdnnte auch eine
andere Ursache haben. Rees et al. (2001) stellten fest, dass eine Akklimatisation von
Zcebrabarblingen (Danio rerio) an subletale Bedingungen zu einer Verldngerung der
Uberlebenszeit bei letalem Sauerstoffmangel fiihrt. Interessanterweise erhdhte die
Akklimatisationsphase die Uberlebenszeit der minnlichen Tiere um das Neunfache, die
der weiblichen Tiere nur um das Dreifache.

Wiéhrend des Experiments 90NT2 fiel der Sauerstoffgehalt im System iiber einen langen
Zeitraum (ca. 15 Tage) langsam ab (vergleiche Tabelle 9 und Abbildung 15), was einer
langen Akklimatisationsphase entspricht. Der Organismus der Versuchstiere konnte sich
somit an die hypoxischen Bedingungen gewohnen. Dieses Experiment iiberlebten alle
Tiere. Beim Experiment 90NT1 war das Gegenteil der Fall. Der Sauerstoffgehalt fiel
innerhalb eines wesentlich kiirzeren Zeitraums (ca. vier Tage) auf einen Wert von 1,5
mg/l ab (vergleiche Tabelle 9 und Abbildung 14), was nur ein Tier {iiberlebte.
Experiment 90BE zeigte ein @hnliches Bild. Hier kam es zu einem Riickgang der
Sauerstoftkonzentration auf 2,5 mg/l innerhalb von ca. sechs Tagen (vergleiche Tabelle
9 und Abbildung 16). Es iiberlebten nur zwei X. helleri. Zu einem gegensitzlichen
Ergebnis kam es bei Experiment 90FE. Hier sank der O,-Gehalt des Wassers sehr
schnell auf sehr niedrige Werte (2,5 mg/l) und dennoch iiberlebten alle vier eingesetzten
X. helleri (vergleiche Tabelle 9 und Abbildung 17). Das ldsst vermuten, dass die
Mortalitdt der X. helleri nicht allein auf den Sauerstoffgehalt des Wassers und/oder auf
die zeitliche Ausdehnung des Sauerstoffabfalls im System (Ldnge der

Akklimatisationsphase) zuriickzufiihren sein kann.
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7 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der Mikrogravitation auf das
Abwehrsystem von Fischen (Schwerttragerfisch, Xiphophorus helleri, Heckel 1848) zu
untersuchen. Zu diesem Zweck befanden sich jeweils vier adulte X. helleri-Weibchen an
Bord der STS-89 und STS-90 Space Shuttle-Missionen. Wéhrend der Weltraumfliige
wurden die Versuchstiere im geschlossenen, aquatischen Okosystem C.E.B.A.S.
(Closed Equilibrated Biological Aquatic System) gehalten.

Im Rahmen der STS-89 und STS-90 Space Shuttle-Missionen wurden insgesamt acht
C.E.B.A.S.-Experimente durchgefiihrt. Die Kurzbezeichnung der Experimente, die
Gravitationsbedingungen und die Dauer der verschiedenen Experimente sind in Tabelle

12 aufgefiihrt.

Tabelle 12: C.E.B.A.S.-Experimente der STS-89- und STS-90-Mission.

Mission Experiment Interne Bezeichnung Kurz Grgw- Dauer
tation | (Tage)
- Aquarium KSC Standard- bzw. Aquarienhaltung - g -
STS-89-Nutzlasttest 1 89NT1 1g 11
Nutzlasttest
STS-89 STS-89-Nutzlasttest 2 89NT2 19 11
) STS-89-Bodenkontrollexperiment 89BE lg
Weltraumexperiment - 3
STS-89-Flugexperiment 89FE | <10”¢g
STS-90-Nutzlasttest 1 90NT1 19 22
Nutzlasttest
STS-90 STS-90-Nutzlasttest 2 90NT2 1g 22
. STS-90-Bodenkontrollexperiment 90BE 1g 16
Weltraumexperiment - 3
STS-90-Flugexperiment 90FE | <10™¢g 16

Die Weltraumexperimente der STS-89- und STS-90-Mission bestanden aus einem Flug- und einem
Bodenkontrollexperiment. Zur Vorbereitung der Weltraumexperimente wurden so genannter Nutzlasttests
durchgefiihrt, die ebenfalls aus zwei parallel verlaufenden C.E.B.A.S.-Versuchen bestanden. Als
Standard- bzw. Aquarienhaltung ist die Haltung der Schwerttrager in den Aquarien am
Kennedy Space Center (KSC) bezeichnet worden.

Die Dauer der Experimente ist in Tagen angegeben. BE = Bodenkontrollexperiment, FE
Flugexperiment, NT = Nutzlasttest, 1g = Gravitation auf der Erdoberfliche; Gravitation <10~ g
Gravitation, die auf ein Space Shuttle in der Erdumlaufbahn wirkt.

Neben den beiden Weltraumexperimenten (89FE und 90FE) und den dazu parallel
laufenden Bodenkontrollexperimenten (89BE und 90BE) wurden im Vorfeld vier
terrestrische Nutzlasttests mit dem C.E.B.A.S.-MINI MODUL durchgefiihrt (§89NT1,
8INT2, O90ONTI und O90ONT2). AuBerdem wurden die Daten von 39
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Schwerttragerweibchen erfasst, die aus der Standard- bzw. Aquarienhaltung am KSC
stammten und dort unter optimalen Bedingungen gehalten wurden. Thr Mittelwert
reprisentiert den Standardwert. Aus ihrer Population wurden die Versuchstiere fiir die
C.E.B.A.S.-Experimente entnommen.

Die Dauer der Experimente betrug 9, 11, 16 bzw. 22 Tage. Die Gravitation, die auf die
terrestrischen Experimente einwirkte, betrug 19. Auf die Space Shuttles in der
Erdumlaufbahn wirkte eine Gravitation von weniger als 107°g.

Folgende Parameter, die Aufschluss iiber die Funktion des Abwehrsystems von

X. helleri geben konnen, wurden untersucht:

1. Differentialblutbild der  Leukozytenpopulationen des  hdmatopoetischen
Nierengewebes (Monozyten, Makrophagen, Metagranulozyten, stabkernige
Granulozyten, segmentkernige  Granulozyten, eosinophile  Granulozyten,
Lymphozyten und blastdre Zellen).

2. Durchflusszytofluorometrische Erfassung der spontanen Zellteilungsaktivitdt von
Nierengewebszellen.

3. Phagozytoserate von Nierengewebsphagozyten.

Die aufgefiihrten Abwehrparameter wurden ausgewaihlt, da sie empfindlich gegeniiber
Anderungen von Umweltfaktoren wie der Wasserqualitit, soziale Faktoren und
moglicherweise auch gegeniiber der Mikrogravitation sind.

Wihrend der Weltraumexperimente kam es zum Teil zu erheblichen Abweichungen
zwischen den Haltungsbedingungen im C.E.B.A.S. und der Standardhaltung.
Problematische Werte erreichten z.B. die Sauerstoffkonzentration, die Temperatur, die
Wasserhirte, der pH-Wert, der Ammoniumgehalt und die Populationsdichte. Aus
diesem Grund musste zunidchst festgestellt werden, ob die Lebensbedingungen im
C.E.B.A.S. die untersuchten Abwehrparameter, unabhéngig von der Gravitation,
beeinflusst haben. Zu diesem Zweck wurden die Werte der Schwerttrdger aus der
Standardhaltung mit den Werten der Tiere aus den terrestrischen C.E.B.A.S.-
Experimenten verglichen. Erst mit Riicksicht auf die Resultate dieser Untersuchungen
war es durch die direkte Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus Flug- und
Bodenkontrollexperimenten mdglich zu beurteilen, ob die Mikrogravitation Einfluss auf

das Abwehrsystem der Schwerttrager hatte.
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Die unterschiedliche Dauer der orbitalen (89FE, 9 Tage und 90FE, 16 Tage) und
terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimente (89BE, 9 Tage, 89NT1 und 89NT2, 11 Tage,
90BE, 16 Tage und 90NT1 und 90NT2, 22 Tage) ermdglichte es zudem zu untersuchen,
ob die Dauer der Versuche einen Einfluss auf das Abwehrsystem der Schwerttrager
nahm.

Aufgrund der im Rahmen der STS-89- und STS-90-Mission durchgefiihrten
C.E.B.A.S.-Experimente konnte somit der Einfluss folgender Faktoren auf das

Abwehrsystem von X. helleri untersucht werden:

1. Der Einfluss der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf das Abwehrsystem von
X. helleri.

2. Der Einfluss der Mikrogravitation auf das Abwehrsystem von X. helleri.

3. Der Einfluss der Dauer der Weltraumfliige auf das Abwehrsystem von X. helleri.

4. Der Einfluss der Dauer der Haltung im C.E.B.A.S. unter terrestrischen

Gravitationsbedingungen auf das Abwehrsystem von X. helleri.

Zu 1.: Einfluss der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf das Abwehrsystem von
X. helleri

Um den FEinfluss der terrestrischen C.E.B.A.S.-Haltung auf das Abwehrsystem von
X. helleri beurteilen zu kénnen, wurden die Daten der X. helleri aus der Standardhaltung
mit denen der Tiere aus den terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten 89BE, 89NT1,
89NT2, 90BE, 90NT1 und 90NT2 verglichen.

Zwischen den Werten der Schwerttriger aus den terrestrischen C.E.B.A.S.-
Experimenten und denen der Tiere aus der Standardhaltung kam es zu signifikanten

Differenzen. Tabelle 13 fasst die Ergebnisse dieses Vergleiches zusammen.



Zusammenfassung 142

Tabelle 13: Signifikante Verdnderungen der Abwehrparameter von X. helleri aus

terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten gegeniiber Tieren aus der Standardhaltung.

Parameter 8INT1 |89NT2 |89BE |90NT1 |90NT2 |90BE
1.1 Monozytenanteil - - - -

1.2 Makrophagenanteil - - - -

—> — k—

1.3 Metagranulozytenanteil - - - -

1.4 Anteil der stabkernigen
Granulozyten
1.5 Anteil der segmentkernigen »J«
Granulozyten
T

1.6 Anteil der eosinophilen
Granulozyten

1.7 Lymphozytenanteil -

1.8 Anteil der blastiren Zellen -

2 Spontane Zellteilungsaktivitit - - - -

1
—

— — > — | >
H

3 Phagozytoserate l - l -

1.1-1.8 = Verdnderung des prozentualen Anteils von Leukozytenpopulationen im Nierengewebe.
2 =Verdnderung der spontanen Zellteilungsaktivitdit im Nierengewebe. 3 = Verdnderung der
Phagozytoserate von Nierengewebsphagozyten.

| = signifikanter Riickgang gegeniiber dem Standardwert. 1 =signifikanter Anstieg gegeniiber dem
Standardwert.

Wie die Ergebnisse der terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimente zeigen, wirkten sich die
Umweltbedingungen im C.E.B.A.S.-Modul auf die untersuchten Abwehrparameter aus.
Einige der in Tabelle 13 aufgefiihrten Verdnderungen sind als typische Reaktionen des
Abwehrsystems der Teleosteer auf Stresssituationen, hervorgerufen durch
problematische Wasserwerte oder eine kritische Populationsdichte, beschrieben worden.
Dies betrifft den signifikanten Riickgang der Phagozytoserate (89NT1, 89BE, 90NT2)
sowie den signifikanten Riickgang des prozentualen Anteils der Lymphozyten (89NT2,
90NT2) und Monozyten (90NT?2).

Aufgrund der hiufig auftretenden signifikanten Unterschiede zwischen der
Schwerttrdgerpopulation aus der Standardhaltung und den Tieren aus den terrestrischen
C.E.B.A.S.-Experimenten (Tabelle 13) muss davon ausgegangen werden, dass sich die
Haltungsbedingungen im C.E.B.A.S. - unabhidngig von den Gravitationsbedingungen -
auf die untersuchten Abwehrparameter ausgewirkt haben. Einige der Verdnderungen
werden als typische Reaktionen des Abwehrsystems von Teleosteern auf

Stresssituationen beschrieben.
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Zu 2.: Einfluss der Mikrogravitation auf das Abwehrsystem von X. helleri

Um den Einfluss der Mikrogravitation auf das Abwehrsystem von X. helleri beurteilen
zu konnen, wurden die Daten der Schwerttridger aus den Flugexperimenten (89FE und
90FE) den Daten der Tieren aus den parallel laufenden Bodenkontrollexperimenten
(89BE und 90BE) gegeniibergestellt.

Zwischen den Schwerttrdgerpopulationen aus Boden- und Flugexperimenten der STS-
89- und STS-90-Missionen kam es bei keinem der untersuchten Parameter zu einer
signifikanten Differenz. Somit waren der Mikrogravitation anhand der vorliegenden
Daten keine signifikanten Wirkungen auf die untersuchten Parameter nachzuweisen.
Deutliche aber nicht signifikante Differenzen, die zwischen Flug- und
Bodenkontrollexperimenten auftraten, konnten nicht auf die Wirkung der
Mikrogravitation zuriickgefiihrt werden, da sich wéhrend der Weltraumfliige kritische

Haltungsbedingungen einstellten.

Zu 3.: Einfluss der Dauer der Weltraumfliige auf das Abwehrsystem von X. helleri

Um den Einfluss der Dauer der Weltraumfliige beurteilen zu konnen, wurden die Daten
der X. helleri aus dem 9-tigigen Weltraumexperiment 89FE mit denen aus dem 16-
tagigen Weltraumexperiment 90FE verglichen.

Der Vergleich zeigte einen signifikant erhdhten Anteil der Makrophagen und blastiren
Zellen im Differentialblutbild der Schwerttriger aus dem 9-tigigen Flugexperiment

gegeniiber den Tieren aus dem 16-tdgigen Flugexperiment (Tabelle 14).

Tabelle 14: Signifikante Unterschiede des Differentialblutbildes zwischen X. helleri-

Populationen aus Weltraumexperimenten mit unterschiedlicher Dauer.

Parameter Experiment
Anteil der Makrophagen 89FE (9 T) > 90FE (16 T)
Anteil der blastiren Zellen 89FE (9 T) > 90FE (16 T)

Verinderung des prozentualen Anteils von Leukozytenpopulationen im Nierengewebe. Die Dauer des
jeweiligen Experimentes ist in Klammern angegeben (z B. 9 T =9 Tage).
> = grofer als
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Bei keinem weiteren Parameter (Anteil anderer Leukozytentypen im
Differentialblutbild, spontane Zellteilungsaktivitdt und Phagozytoserate) kam es zu
signifikanten Differenzen zwischen den Daten der Schwerttrigerpopulationen aus
Weltraumexperimenten mit unterschiedlicher Dauer.

Zwar zeigte das 16-tdgige Weltraumexperiment 90FE gegeniiber dem 9-tdgigen 89FE-
Experiment eine signifikante Abnahme von Makrophagen und blastéren Zellen (Tabelle
14), aber die Umweltbedingungen in beiden Experimenten waren zu unterschiedlich,
um diese Ergebnisse allein auf die Wirkungsdauer der Mikrogravitation zuriickfiihren
zu konnen. Somit war es anhand der vorliegenden Daten nicht moglich, der Dauer der

Schwerelosigkeit einen Einfluss auf die untersuchten Parameter nachzuweisen.

Zu4.: Einfluss der Dauer der Haltung im C.E.B.A.S. unter terrestrischen

Gravitationsbedingungen auf das Abwehrsystem von X. helleri

Um den Einfluss der Dauer der Haltung im C.E.B.A.S. unter terrestrischen
Gravitationsbedingungen auf das Abwehrsystem von X. helleri beurteilen zu konnen,
wurden die Daten der Schwerttrdgerpopulationen aus den unterschiedlich langen
terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten miteinander verglichen.

Die Dauer von 89BE betrug 9 Tage, die Dauer von 89NT1 und 89NT2 betrug 11 Tage,
die Dauer von 90BE betrug 16 Tage und die Dauer von 90NT1 und 90NT2 betrug 22
Tage. Tabelle 15 zeigt, dass es bei den untersuchten Abwehrparametern zwischen

Experimenten mit unterschiedlicher Dauer zu signifikanten Unterschieden kam.

Tabelle 15: Signifikante Unterschiede des Differentialblutbildes zwischen X. helleri-

Populationen aus terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten mit unterschiedlicher Dauer.

Parameter Experimente
Anteil der Monozyten 89BE (97T) < 90BE (16 T)
89BE (97) > 90NT2 (22 T)
8ONTI1 (11 T) < 90BE (16 7T)
8ONT2 (11 T) > 90NT2 (22 T)
90BE (16 T) > 90NT2 (22 T)

Fortsetzung Tabelle 15 siehe andere Seite
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Fortsetzung Tabelle 15
Parameter Experimente

Anteil der Makrophagen 89BE (97) > 90NT2 (22 T)
8INTI (11 T) > 90NT2 (22 T)
90BE (167T) > 90NT2 (22 T)

Anteil der Metagranulozyten 89BE (97T) < 90NT2 (22 T)
90BE (16 T) < 90NT2 (22 T)
90NTI (22 T) < 90NT2 (22 T)

Anteil der stabkernigen Granulozyten 8ONT2 (11 7T) < 90NT2 (22 T)

Anteil der segmentkernigen Granulozyten 8ONT2 (11 T) < 90BE (16 T)

Anteil der Lymphozyten 89BE (9 7T) > 90NT2 (22 T)
8INT2 (11 T) < 90BE (167T)
90BE (9T) > 90NT2 (22 T)
90ONT1 (22 7T) > 90NT2 (22 T)

Anteil der blastéren Zellen 89BE (97T) > 90BE (16 T)
89BE (9T) < 90NTI1 (22 T)
8INTI1 (11 T) > 90BE (16 T)
8ONT2 (11 T) > 90BE (167T)
90BE (16 T) < 90NT1 (22 T)
90BE (16 T) < 90NT2 (22 T)

Verinderung des prozentualen Anteils von Leukozytenpopulationen im Nierengewebe. Die Dauer des
jeweiligen Experimentes ist in Klammern angegeben (z B. 9 T =9 Tage).

> = groBer als; < = kleiner als

Beziiglich des prozentualen Anteils der eosinophilen Granulozyten, der spontanen

Zellteilungsaktivitit und der Phagozytoserate kam es zwischen

Schwerttrdgerpopulationen aus unterschiedlich lang andauernden terrestrischen
C.E.B.A.S.-Experimenten zu keinen signifikanten Differenzen.

Die Ergebnisse zeigen, dass es zwischen den Versuchstierpopulationen aus den
terrestrischen C.E.B.A.S.-Experimenten mit unterschiedlicher Dauer bei sieben von
zehn untersuchten Parametern zu signifikanten Unterschieden kam (Tabelle 15). Da die
Umweltbedingungen auch in den terrestrischen Experimenten stark vom Optimum
abwichen, geben die Ergebnisse einen deutlichen Hinweis darauf, dass es eine
Wechselwirkung zwischen der Dauer der suboptimalen terrestrischen C.E.B.A.S.-
Haltung und dem Zustand des Abwehrsystems gab.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass eine Aussage iiber die Wirkung der
Mikrogravitation auf das Abwehrsystem von X. helleri erst dann moglich sein wird,

wenn es bei zukiinftigen Weltraumexperimenten gelingt, den Versuchstieren optimale
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Haltungsbedingungen zu schaffen. AuBerdem bestitigen die Ergebnisse, dass das
Abwehrsystem der Teleosteer iiberaus empfindlich auf Verdnderungen von
Umweltparametern reagiert. Sie sind daher sehr gut fiir die Untersuchung der Wirkung

der Schwerelosigkeit auf das Immunsystem von Vertebraten geeignet.
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9 Anhang

Nachfolgend sind die Housekeepingdaten der C.E.B.A.S.-Experimente wiedergegeben.
Bei diesen Daten handelt es sich um die Werte der Parameter Sauerstoffkonzentration,
pH-Wert und Wassertemperatur, die wiéhrend der C.E.B.A.S.-Experimente in

Intervallen von zehn Minuten aufgezeichnet wurden.
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Abbildung 10: Housekeepingdaten Experiment 89NT]1.

Dargestellt ist der Verlauf von pH-Wert, Sauerstoffkonzentration (O,) und Wassertemperatur {iber die Dauer des Experimentes. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte in
Intervallen von 10 Minuten. Die x-Achse zeigt die Tage vor und nach dem eigentlichen Beginn des Experimentes (Tag 1). Die primédre y-Achse zeigt die
Sauerstoffkonzentration und den pH-Wert des Wassers, die sekundire y-Achse die Temperatur. Diesen Versuch haben vier X. helleri tiberlebt.

Tag -5 bis -1 = Teil der Adaptationsphase zur Stabilisierung des C.E.B.A.S. ausschlieBlich durch seine biologischen Komponenten (Bakterienfilter, Pflanzen, Schnecken,
Fische), Tag 0 = Bei den Weltraumexperimenten Starttag des Space Shuttles. Bei den terrestrischen Experimenten Uberbriickungstag zwischen Adaptationsphase und
eigentlichem Versuchsbeginn. Tag 1 bis 11 = Dauer des Nutzlasttests (Abbildung: Ruhr-Universitdt Bochum, Fakultdt fiir Biologie, Prof. Dr. V. Bliim; OHB-System
GmbH).
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Abbildung 11: Housekeepingdaten Experiment 89NT2.

Dargestellt ist der Verlauf von pH-Wert, Sauerstoffkonzentration (O,) und Wassertemperatur {iber die Dauer des Experimentes. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte in
Intervallen von 10 Minuten. Die x-Achse zeigt die Tage vor und nach dem eigentlichen Beginn des Experimentes (Tag 1). Die primédre y-Achse zeigt die
Sauerstoffkonzentration und den pH-Wert des Wassers, die sekundire y-Achse die Temperatur. Diesen Versuch haben vier X. helleri tiberlebt.

Tag -5 bis -1 = Teil der Adaptationsphase zur Stabilisierung des C.E.B.A.S. ausschlieBlich durch seine biologischen Komponenten (Bakterienfilter, Pflanzen, Schnecken,
Fische), Tag 0 = Bei den Weltraumexperimenten Starttag des Space Shuttles. Bei den terrestrischen Experimenten Uberbriickungstag zwischen Adaptationsphase und

eigentlichem Versuchsbeginn. Tag 1 bis 11 = Dauer des Nutzlasttests (Abbildung: Ruhr-Universitdt Bochum, Fakultdt fiir Biologie, Prof. Dr. V. Bliim; OHB-System
GmbH).
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Abbildung 12: Housekeepingdaten Experiment 89BE.

Dargestellt ist der Verlauf von pH-Wert, Sauerstoffkonzentration (O,) und Wassertemperatur {iber die Dauer des Experimentes. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte in
Intervallen von 10 Minuten. Die x-Achse zeigt die Tage vor und nach dem eigentlichen Beginn des Experimentes (Tag 1). Die primédre y-Achse zeigt die
Sauerstoffkonzentration und den pH-Wert des Wassers, die sekundire y-Achse die Temperatur. Diesen Versuch haben vier X. helleri tiberlebt.

Tag -5 bis -1 = Teil der Adaptationsphase zur Stabilisierung des C.E.B.A.S. ausschlieBlich durch seine biologischen Komponenten (Bakterienfilter, Pflanzen, Schnecken,
Fische), Tag 0 = Bei den Weltraumexperimenten Starttag des Space Shuttles. Bei den terrestrischen Experimenten Uberbriickungstag zwischen Adaptationsphase und

eigentlichem Versuchsbeginn. Tag 1 bis 9 = Dauer des Bodenkontrollexperimentes (Abbildung: Ruhr-Universitidt Bochum, Fakultdt fiir Biologie, Prof. Dr. V. Bliim;
OHB-System GmbH).

Sueyuy

CLl



89FE

10 100

] . AN
£ 81 N 80
= 71N e R e A 70
S 1IN T [/ TN ﬂ 50 &
= Wi AV AT TN AT A F VAR T A W A A =
£ 5 WA D 7 WAL T aaHUUHHHHT T L 50 &
= AW ALV T ARIA / sl VAV ITATRVRTVAIANATAY ©
2 4 DVVINV LTV T 40
2 W o
S 3 \ 30
wn e e AR e e A e A A A A AAA A AN A AP A o

2 20

1 m pH-Wert = O, (mg/l) Wassertemperatur (°C) 10

O T l T l l T l T T l T l T 0

5 4 3 2 A 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 13: Housekeepingdaten Experiment 89FE.

Dargestellt ist der Verlauf von pH-Wert, Sauerstoffkonzentration (O,) und Wassertemperatur {iber die Dauer des Experimentes. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte in
Intervallen von 10 Minuten. Die x-Achse zeigt die Tage vor und nach dem eigentlichen Beginn des Experimentes (Tag 1). Die primédre y-Achse zeigt die
Sauerstoffkonzentration und den pH-Wert des Wassers, die sekundire y-Achse die Temperatur. Diesen Versuch haben vier X. helleri tiberlebt.

Tag -5 bis -1 = Teil der Adaptationsphase zur Stabilisierung des C.E.B.A.S. ausschlieBlich durch seine biologischen Komponenten (Bakterienfilter, Pflanzen, Schnecken,
Fische), Tag 0 = Start des Space Shuttles, Tag 1 bis 9 = Dauer des Flugexperimentes (Abbildung: Ruhr-Universitdt Bochum, Fakultét fiir Biologie, Prof. Dr. V. Bliim;
OHB-System GmbH).
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Abbildung 14: Housekeepingdaten Experiment 90NT]1.

Dargestellt ist der Verlauf von pH-Wert, Sauerstoffkonzentration (O,) und Wassertemperatur {iber die Dauer des Experimentes. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte in
Intervallen von 10 Minuten. Die x-Achse zeigt die Tage vor und nach dem eigentlichen Beginn des Experimentes (Tag 1). Die primédre y-Achse zeigt die
Sauerstoffkonzentration und den pH-Wert des Wassers, die sekundire y-Achse die Temperatur. Diesen Versuch haben vier X. helleri tiberlebt.

Tag -5 bis -1 = Teil der Adaptationsphase zur Stabilisierung des C.E.B.A.S. ausschlieBlich durch seine biologischen Komponenten (Bakterienfilter, Pflanzen, Schnecken,
Fische), Tag 0 = Bei den Weltraumexperimenten Starttag des Space Shuttles. Bei den terrestrischen Experimenten Uberbriickungstag zwischen Adaptationsphase und
eigentlichem Versuchsbeginn. Tag 1 bis 22 = Dauer des Nutzlasttests (Abbildung: Ruhr-Universitdt Bochum, Fakultdt fiir Biologie, Prof. Dr. V. Bliim; OHB-System
GmbH).
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Abbildung 15: Housekeepingdaten Experiment 90NT2.

Dargestellt ist der Verlauf von pH-Wert, Sauerstoffkonzentration (O,) und Wassertemperatur {iber die Dauer des Experimentes. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte in
Intervallen von 10 Minuten. Die x-Achse zeigt die Tage vor und nach dem eigentlichen Beginn des Experimentes (Tag 1). Die primédre y-Achse zeigt die
Sauerstoffkonzentration und den pH-Wert des Wassers, die sekundire y-Achse die Temperatur. Diesen Versuch haben vier X. helleri tiberlebt.

Tag -5 bis -1 = Teil der Adaptationsphase zur Stabilisierung des C.E.B.A.S. ausschlieBlich durch seine biologischen Komponenten (Bakterienfilter, Pflanzen, Schnecken,
Fische), Tag 0 = Bei den Weltraumexperimenten Starttag des Space Shuttles. Bei den terrestrischen Experimenten Uberbriickungstag zwischen Adaptationsphase und
eigentlichem Versuchsbeginn. Tag 1 bis 22 = Dauer des Nutzlasttests (Abbildung: Ruhr-Universitdt Bochum, Fakultdt fiir Biologie, Prof. Dr. V. Bliim; OHB-System
GmbH).
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Abbildung 16: Housekeepingdaten Experiment 90BE.

Dargestellt ist der Verlauf von pH-Wert, Sauerstoffkonzentration (O,) und Wassertemperatur {iber die Dauer des Experimentes. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte in
Intervallen von 10 Minuten. Die x-Achse zeigt die Tage vor und nach dem eigentlichen Beginn des Experimentes (Tag 1). Die primédre y-Achse zeigt die
Sauerstoffkonzentration und den pH-Wert des Wassers, die sekundire y-Achse die Temperatur. Diesen Versuch haben vier X. helleri tiberlebt.

Tag -5 bis -1 = Teil der Adaptationsphase zur Stabilisierung des C.E.B.A.S. ausschlieBlich durch seine biologischen Komponenten (Bakterienfilter, Pflanzen, Schnecken,
Fische), Tag 0 = Bei den Weltraumexperimenten Starttag des Space Shuttles. Bei den terrestrischen Experimenten Uberbriickungstag zwischen Adaptationsphase und
eigentlichem Versuchsbeginn. Tag 1 bis 16 = Dauer des Bodenkontrollexperimentes (Abbildung: Ruhr-Universitit Bochum, Fakultét fiir Biologie, Prof. Dr. V. Bliim;
OHB-System GmbH).
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Abbildung 17: Housekeepingdaten Experiment 90FE.

Dargestellt ist der Verlauf von pH-Wert, Sauerstoffkonzentration (O,) und Wassertemperatur {iber die Dauer des Experimentes. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte in
Intervallen von 10 Minuten. Die x-Achse zeigt die Tage vor und nach dem eigentlichen Beginn des Experimentes (Tag 1). Die primédre y-Achse zeigt die
Sauerstoffkonzentration und den pH-Wert des Wassers, die sekundire y-Achse die Temperatur. Diesen Versuch haben vier X. helleri tiberlebt.

Tag -5 bis -1 = Teil der Adaptationsphase zur Stabilisierung des C.E.B.A.S. ausschlieBlich durch seine biologischen Komponenten (Bakterienfilter, Pflanzen, Schnecken,
Fische), Tag 0 = Start des Space Shuttles, Tag 1 bis 16 = Dauer des Flugexperimentes (Abbildung: Ruhr-Universitidt Bochum, Fakultét fiir Biologie, Prof. Dr. V. Blim;
OHB-System GmbH).
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