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Appendix I Thesis Summaries

NEDERLANDSE SAMENVATTING

Deel I - Hoe overleven ziekteverwekkende micro-organismen de 
omstandigheden in de ruimte, en hoe  reageert ons immuunsysteem 
op micro-organismen die aan deze extraterrestriale omstandigheden 
zijn blootgesteld?
In eerste instantie hebben we ons gericht op bacteriële opportunistische 
pathogenen die zich gemakkelijk aanpassen aan hun omgeving, vaak in het 
milieu voorkomen en met name in mensen met een verzwakt immuunsysteem 
ziekte veroorzaken. De implicaties van hun overleving onder gesimuleerde Mars-
omstandigheden worden besproken in Hoofdstuk 2. Nadat we hadden vastgesteld 
dat er in het ruimteonderzoek gegevens ontbreken over de overleving van niet-
extremofiele menselijke pathogenen, hebben we deze kennislacune onderzocht. 
Bovendien wordt het immuunsysteem tijdens ruimtereizen ontregeld door de 
impact van de ruimteomstandigheden, waardoor het nog belangrijker wordt om de 
overleving van menselijke pathogenen te onderzoeken. Eerder onderzoek toonde 
aan dat de organismen die in dit hoofdstuk werden onderzocht, K. pneumoniae, 
S. marcescens, B. cepacia en P. aeruginosa, in staat zijn om te groeien in minimale 
media aangevuld met één enkele koolstofbron. Daarom richtte ons onderzoek 
zich op de overleving van de organismen die in minimale media waren gekweekt 
na blootstelling aan perchloraten, Mars-regoliet simulant, uitdroging, UV-straling 
en Mars atmosfeer. Ons onderzoek toonde aan dat alle bacteriën in staat waren 
om de omstandigheden van een Mars-simulatie te overleven. Van alle bacteriën 
waren S. marcescens en K. pneumoniae echter de meest productieve soorten. We 
ontdekten ook hoe het aanvullen van de groeimedia met Mars-regoliet simulant 
de bacteriële groei en overleving onder alle geteste omstandigheden verbeterde. 
Hoewel de bacteriën gevoeliger zijn voor de extreme omstandigheden dan andere 
extremofiele organismen, verhoogt hun overleving het risico dat astronauten 
ermee in contact komen tijdens een ruimtemissie. De overleving van de in dit 
hoofdstuk onderzochte bacteriële soorten vormde een belangrijke opmaat voor 
het onderzoek naar de reactie van het immuunsysteem op deze bacteriën, zoals 
beschreven in het volgende hoofdstuk.

In Hoofdstuk 3 gebruikten we de overlevingsgegevens uit het vorige 
hoofdstuk om de immunologische reacties gemeten aan de hand van perifere 
bloedmononucleaire cellen (PBMCs) op aan Mars aangepaste K. pneumoniae en 
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S. marcescens te identificeren. Dit is essentieel omdat inzicht in deze specifieke 
interacties tussen gastheer en ziekteverwekker helpt bij het inschatten van de 
potentiële gevaren voor astronauten. PBMCs die gestimuleerd werden met de 
aan Mars aangepaste bacteriën vertoonden een veranderde cytokinesecretie, 
veranderingen in de reactieve zuurstofradicaal (ROS)-productie en in de 
fagocytosesnelheid. De afscheiding van cytokinen werd veranderd met verlaagde 
IL-17 en IL-10 niveaus voor K. pneumoniae en verlaagde IL-1β en TNFα niveaus 
voor S. marcescens. Blootstelling van de bacteriën aan uitdroging verminderde 
ook de ROS-productie door PBMCs voor beide soorten. In plaats daarvan werd 
fagocytose door CD11b+ cellen verminderd voor S. marcescens, maar verhoogd 
voor K. pneumoniae. Met behulp van flowcytometrie en transmissie elektronen 
microscopie (TEM)-metingen identificeerden we bacteriën met een verminderde 
celgrootte na blootstelling aan uitdroging en UV. Deze resultaten toonden aan 
dat de Mars-condities de bacteriële morfologie beïnvloeden en de herkenning 
en klaring door het aangeboren immuunsysteem belemmeren. Toen we de 
bacteriën na blootstelling opnieuw in kweekmedia plaatsten, zagen we echter een 
gedeeltelijk herstel van de immuunrespons. Zo werd IL-10 hersteld tot controlevel 
voor K. pneumoniae, terwijl TNFα en IL-1RA hersteld werden voor S. marcescens. 
Deze resultaten laten zien hoe de door Mars-condities geïnduceerde veranderingen 
de bacteriële morfologie en immunologische interactie beïnvloeden.

De Apollo-missies onthulden de gevaren van het inademen van regoliet (het losse 
‘oppervlaktegrondmateriaal’ van een planeet) na  ‘extravehicular activities’ (EVAs) 
op het maanoppervlak. Daarom onderzochten we in Hoofdstuk 4 zowel in vitro 
als in vivo de gevaren van het inademen van regoliet op de Maan, met behulp 
van Maan en Mars-regoliet. We gebruikten drie commercieel verkrijgbare regoliet 
simulanten als monsters en siliciumdioxide als controle. Het in vitro onderzoek 
maakte gebruik van een model van primaire menselijke bronchiale epitheelcellen 
gekweekt in de lucht-vloeistof fase om het in vivo epitheel na te bootsen. Deze 
epitheelcellen werden blootgesteld aan de regoliet simulanten. In plaats daarvan 
gebruikten in vivo studies muizenmodellen met intranasale inhalatie van regoliet. 
De in vitro modellen toonden aan dat acute blootstelling aan regoliet simulanten 
de integriteit van de nauwe verbindingen in het bronchiale epitheel aantasten. 
Ook chronische blootstelling aan regoliet simulanten brengt de barrièrefunctie in 
gevaar en bevordert ontstekingen. Bovendien leidt blootstelling van keratinocyten 
aan Mars-regoliet tot een hogere afgifte van pro-inflammatoire cytokinen. We zagen 
ook dat alle regoliet simulanten celdood induceren in A540 (longepitheel) cellijnen, 
waarbij Maan-regoliet de hoogste mate van celdood bleek te veroorzaken. Verder 
ontdekten we hoe regoliet simulanten de normale organisatie van Detroit562 
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(farynxepitheel) cellijnen verstoren, terwijl silica dat niet doet. De intranasale 
toediening van regoliet schaadt de functie van bronchiale epitheelcellen en 
veroorzaakt ontstekingen bij muizen. Het cytotoxische effect van maan-regoliet 
en de ontstekingsbevorderende werking van Mars-regoliet  laten de verwachte 
gevaren van regoliet inhalatie zien. De gegevens uit dit hoofdstuk, samen met de 
kennis over het overleven van pathogenen en veranderingen in hun interactie met 
het immuunsysteem bij contact met de gastheer, ondersteunen verder onderzoek 
op dit gebied en de voorbereiding op dergelijke risico's voor astronauten.

Deel II - Hoe overleven aardse micro-organismen de 
ijzige maanomstandigheden?
In Hoofdstuk 5 onderzochten we de overlevingsgrenzen van psychrotolerante 
micro-organismen, waaronder bacteriën en gisten, onder extreme omstandigheden 
om hun relevantie voor de planetaire bescherming van ijzige manen te begrijpen. In 
deze studie selecteerden we micro-organismen uit analoge omgevingen van ijzige 
manen op aarde. De geselecteerde organismen waren twee bacteriële soorten en 
twee gistsoorten. De experimentele opzet omvatte de blootstelling van de micro-
organismen aan uitdroging, UV- en röntgenstraling en vries- en dooicycli om hun 
overlevingslimieten te bepalen. Onze gegevens toonden aan dat de onderzochte 
gisten toleranter zijn dan de bacteriën voor alle blootstellingsomstandigheden.

In Hoofdstuk 6 bestudeerden we de mechanismen van stralingstolerantie bij 
micro-organismen met behulp van intracellulaire concentraties mangaan (Mn) 
en ijzer (Fe). Uit literatuurgegevens bleek dat sommige micro-organismen met 
hoge intracellulaire concentraties Mn en Fe een verhoogde tolerantie hebben 
voor ioniserende straling. Het doel van dit hoofdstuk was om te bepalen of dit 
voor alle levensdomeinen geldt. Daarom hebben we de intracellulaire Mn- en  
Fe-concentraties gemeten in 21 micro-organismen, waaronder archaea, bacteriën 
en gisten met behulp van ‘Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry’ 
(ICP-MS). We vergeleken de concentratie van deze metalen met de D10-waarde 
(röntgenstraling) en ontdekten dat sommige organismen, ondanks het feit dat 
ze hoge niveaus van ioniserende straling verdragen, lage concentraties Mn en Fe 
hadden. De conclusies uit dit hoofdstuk, sluiten de Mn/Fe-verhouding niet uit als 
mechanisme voor stralingstolerantie, maar laten juist zien dat micro-organismen 
verschillende mechanismen voor stralingstolerantie hebben.

De overleving van de gisten onder extreme omstandigheden in hoofdstuk 5 leidde 
tot het onderzoek naar differentieel tot expressie komende genen voor overleving. 
Daarom isoleerden we in Hoofdstuk 7 het RNA van de gist R. frigidalcoholis na 
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blootstelling aan ijzige maanomstandigheden. ‘Icy moons’ (ijzige manen) zijn 
natuurlijke satellieten van planeten waarvan het oppervlak voornamelijk uit ijs 
bestaat, vaak met een rotsachtige kern eronder. De blootstelling van de gist aan  
deze omstandigheden bestond uit 7 dagen uitdroging, 750 Gy röntgenstraling 
en 7500 J/m2 polychromatische UV-straling. Om te identificeren welke genen 
differentieel tot expressie komen tijdens overleving, isoleerden we RNA van 
de gist op drie verschillende tijdstippen, voor, tijdens en na de blootstelling. 
Onze resultaten tonen aan hoe de gist ijzige, maanachtige omstandigheden kan 
verdragen en hoe het de expressie van een groot aantal genen reguleert om 
de ontstane schade te overleven. Het grootste verschil in pathway-activatie, 
vastgesteld door middel van genexpressieanalyse, werd waargenomen tussen de 
blootgestelde monsters en de monsters na herstel. Enkele van de belangrijkste 
genen die ge-upreguleerde genen die bijdragen aan de overleving van de gist, zijn 
genen die betrokken zijn bij katalytische activiteit en DNA-herstel. Tegelijkertijd 
toonde onze analyse ook aan hoe de gisten genen down-reguleren die te maken 
hebben met celcyclusprogressie, zodat er tijd is om de schade door de extreme 
omstandigheden te herstellen. De resultaten van deze studie laten zien hoe 
tolerant gisten zijn voor extreme omstandigheden, hoe relevant ze zijn voor 
bewoonbaarheidsstudies en voor de planeetbescherming om besmetting van de 
ijzige manen te voorkomen.
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ENGLISH SUMMARY

Part I - How do human-related microorganisms survive space 
conditions and then interact with the human immune system?
The effects of the survival of bacterial opportunistic, non-fastidious pathogens 
under simulated Martian conditions are discussed in Chapter 2. Having noted 
that space research lacks data on the survival of non-extremophile human 
pathogens, we investigated this knowledge gap. Furthermore, the immune system 
is dysregulated during spaceflight due to the effects of space conditions, further 
increasing the importance of studying the survival of human pathogens. Previous 
research has shown that the organisms studied in this chapter - K. pneumoniae, 
S. marcescens, B. cepacia, and P. aeruginosa - were able to grow in minimal media 
supplemented with a single carbon source. Therefore, our research focused on 
the survival of organisms grown in minimal media after exposure to perchlorates, 
Mars regolith simulant, desiccation, UV radiation, and the Martian atmosphere. 
Our research showed that all bacteria were able to survive the simulated Martian 
conditions. However, of all the bacteria, S. marcescens and K. pneumoniae were the 
most productive species. We also found that supplementing the growth media with 
Mars regolith simulant improved bacterial growth and survival under all tested 
conditions. Although the bacteria are more sensitive to the extreme conditions 
than other extremophilic organisms, their survival increases the risk of astronauts 
coming into contact with them during a space mission. The survival of the bacteria 
studied in this chapter supported the immune studies in the following chapter. 
Furthermore, the data from this chapter and the understanding of human immune 
responses to bacteria adapted to the Martian environment were the main focus of 
Part I of this work.

In Chapter 3, we used the survival data from the previous chapter to identify 
the immunological responses of PBMCs to Mars-adapted K. pneumoniae and 
S. marcescens. This is important because understanding the host-pathogen 
interaction in space will help guide treatment strategies during infection. PBMCs 
stimulated with the Mars-adapted bacteria showed altered cytokine secretion, 
changes in ROS production, and phagocytosis rates. Cytokine secretion was altered, 
with reduced IL-17 and IL-10 levels for K. pneumoniae and reduced IL-1β and TNFα 
levels for S. marcescens. Desiccation of the bacteria also reduced ROS production 
by PBMCs for both species. While phagocytosis by CD11b+ cells was reduced in 
S. marcescens, it was increased in K. pneumoniae. Using flow cytometry and TEM 
measurements, we identified bacteria with reduced cell size and complexity after 
exposure to desiccation and UV. These results demonstrate that Martian conditions 
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affect bacterial morphology and impair recognition and clearance by the innate 
immune system. However, when we cultured the bacteria in media after exposure, 
we observed a partial recovery of the immune response. For example, IL-10 was 
restored to control levels for K. pneumoniae, and TNFα and IL-1RA were restored 
for S. marcescens. These results demonstrate how the changes induced by Martian 
conditions affect bacterial morphology and immune interaction. While this chapter 
underscores the need for further in vitro and in vivo models, we already highlight 
the interaction of bacteria with the immune system after Mars exposure.

The Apollo missions demonstrated the dangers of inhaling regolith after EVAs 
on the lunar surface. For this reason, in Chapter 4, we investigated the hazards 
of inhaling lunar regolith in vitro and in vivo using lunar and Martian regolith 
simulants. We used three commercially available regolith simulants as samples 
and silica as a control. For the in vitro investigation, cultures of human bronchial 
epithelial cells at the air-liquid interface with deposits of regolith simulants were 
used. Instead, the in vivo studies used mouse models with intranasal regolith 
inhalation. The in vitro models showed that acute exposure to regolith simulants 
compromises the integrity of bronchial epithelial tight junctions. Instead, chronic 
regolith simulant exposure impairs barrier function and promotes inflammation. 
Furthermore, exposure of keratinocytes to the Martian regolith leads to an 
increased release of pro-inflammatory cytokines. We also found that all regolith 
simulants induce cell death in A540 cell lines (lung epithelium), with lunar regolith 
being the most potent. Furthermore, we found that regolith simulants disrupt the 
normal organization of Detroit 562 cell lines (pharyngeal epithelium), whereas 
silicon dioxide does not. Intranasal administration of regolith impairs the function 
of the bronchial epithelium and triggers inflammation in mice. The cytotoxic 
effect of lunar regolith and the pro-inflammatory induction by Martian regolith 
demonstrate the expected hazards of regolith inhalation. The data obtained in this 
chapter, along with knowledge of pathogen survival and changes in the immune 
system's interaction with the host, support further research in this area and the 
preparation of astronauts for such risks.

Part II- How do terrestrial microorganisms survive icy 
moon conditions?
In Chapter 5 we investigated the survival limits of psychrotolerant microorganisms 
including bacteria and yeasts to extreme conditions to understand their relevance for 
the planetary protection of the icy moons. In this study we selected microorganisms 
from icy moon analogue environments on Earth. The organisms selected for study 
were two bacteria and two yeasts. The experimental set up in volved the exposure 
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of the microorganisms to desiccation, UV and X-ray radiation as well as freezing 
and thawing cycles to determine their survival limits. Our data showed that the 
investigated yeasts are more tolerant than the bacteria to all the exposure conditions. 

In Chapter 6 we studied the mechanisms of radiation tolerance in microorganisms 
using intracellular concentrations of manganese (Mn) and iron (Fe). Literature data 
showed how some microorganisms with high Mn and Fe intracellular concentrations 
have an increased tolerance to ionizing radiation. The aim of this chapter was to 
determine if this is the case for all domains of life. Therefore, we measured the 
intracellular Mn and Fe concentration by ICPMS in 21 microorganisms including 
archaea, bacteria and yeasts. We compared the concentration of these metals to 
the D10 value (X-ray) and found that some organisms despite tolerating high levels 
of ionizing radiation had low concentrations of Mn and Fe. The conclusions we 
drew from this chapter do not exclude the Mn/Fe ratio as a mechanism for ionizing 
radiation tolerance, rather we show how microorganisms have different radiation 
tolerance mechanisms.

The interesting survival of the yeasts to extreme conditions in chapter 5 prompted 
the investigation of differentially expressed genes for survival. Therefore, in 
Chapter 7 we isolated the RNA of the yeast R. frigidalcoholis after exposure to 
icy moon conditions. The exposure of the yeast to these conditions consisted in 
7 days of desiccation, 750 Gy of X-ray radiation and 7500 J/m2 of polychromatic 
UV radiation. To identify which genes are differentially expressed during survival, 
we isolated the RNA from the yeast at three different timepoints, before, during 
and after exposure. The results from our study showed how the yeast can tolerate 
icy moon-like conditions and how it regulates the expression of a high number of 
genes in order to survive the damage received. The largest difference in pathway 
activation identified by gene expression analysis was seen between the samples 
exposed and the ones which were repaired. Some of the most important genes 
which are upregulated and therefore responsible for the survival of the yeast are 
catalytic activity and DNA repair genes. At the same time our analysis also showed 
how the yeasts downregulate genes related to cell cycle progression to allow time 
for the damage by the extreme conditions to be repaired. The results from this 
study show how tolerant yeasts are to extreme conditions, how relevant they are 
for habitability studies, and for the focus of planetary protection in order to avoid 
the forward contamination of the icy moons. 
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DEUTSCHE ZUSAMMENFASSUNG

Teil I - Wie überleben, mit dem Menschen assoziierte, Mikroorganismen 
die Bedingungen im Weltraum und wie interagieren sie nach der 
Exposition mit dem menschlichen Immunsystem?
In Kapitel 2 werden die Auswirkungen des Überlebens opportunistischer, nicht-
fastidialer bakterieller Krankheitserreger unter simulierten Marsbedingungen 
untersucht. Nachdem festgestellt wurde, dass in der aktuellen Weltraumforschung 
Daten zum Überleben nicht-extremophiler humaner Krankheitserreger fehlen, 
adressiert das zugrunde liegende Projekt diese Wissenslücke. Frühere Forschungs
ergebnisse zeigen zudem, dass das Immunsystem während der Raumfahrt durch 
die Bedingungen des Weltraums moduliert und teilweise dysreguliert wird, was 
die Relevanz der Untersuchung des Überlebens menschlicher Krankheitserreger 
zusätzlich unterstreicht. Frühere Studien haben gezeigt, dass die in diesem Kapitel 
untersuchten Organismen Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Burkholderia 
cepacia und Pseudomonas aeruginosa in Minimalmedien wachsen können, die 
jeweils nur eine Kohlenstoffquelle enthalten. Das vorgestellte Projekt konzentrierte 
sich daher auf die Überlebensfähigkeit dieser Spezies unter Exposition gegenüber 
Perchloraten, Mars-Regolith-Simulanz, Austrocknung, UV-Strahlung und simulierten 
Marsatmosphärenbedingungen. Alle untersuchten Organismen überlebten 
die simulierten Marsbedingungen, wobei S. marcescens und K. pneumoniae die 
höchste Reproduktionsfähigkeit zeigten. Außerdem wurde beobachtet, dass 
sowohl Wachstum als auch Überleben verbessert waren, wenn die Organismen 
in Minimalmedium mit zugesetztem Mars-Regolith-Simulanz kultiviert wurden. 
Obwohl diese Organismen empfindlicher auf die simulierten Bedingungen reagieren 
als bekannte Extremophile, erhöht ihr Überleben das Risiko einer Exposition 
von Astronauten während Weltraummissionen. Die Überlebensdaten bilden die 
Grundlage für die Immunanalysen in Kapitel 3. Zusammenfassend liefert dieses 
Kapitel kritische Einblicke in die Anpassungsfähigkeit humaner Pathogene an 
extraterrestrische Umweltbedingungen und ihre potenzielle Bedeutung für die 
Immunantwort bei Astronauten.

In Kapitel 3 werden die Überlebensdaten aus dem vorherigen Kapitel genutzt, um 
die immunologischen Reaktionen peripherer mononukleärer Blutzellen (PBMCs) 
auf Mars-adaptierte K. pneumoniae und S. marcescens zu identifizieren und zu 
analysieren. Dies ist relevant, da das Verständnis der Interaktionen zwischen 
Wirt und Erreger unter Weltraumbedingungen wesentlich zur Optimierung von 
Behandlungsstrategien während Raumfahrtmissionen beitragen kann. PBMCs, die 
den an den Mars angepassten Bakterien ausgesetzt wurden, zeigten eine veränderte  
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Zytokinsekretion, eine Modifikation der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies 
(ROS) sowie Unterschiede in der Phagozytoserate. Die Veränderungen in der 
Zytokinsekretion äußerten sich in einer Abnahme von IL-17 und IL-10 bei Kontakt 
mit K. pneumoniae sowie in einer Reduktion von IL-1β und TNF-α bei Kontakt mit 
S. marcescens. Zudem wurde für den Kontakt mit beiden Spezies eine verringerte 
ROS-Produktion durch PBMCs beobachtet, wenn die Mikroorganismen zuvor 
ausgetrocknet worden waren. Während die Phagozytose durch CD11b⁺-
Zellen bei S. marcescens Kontakt reduziert war, zeigte der Kontakt mit  
K. pneumoniae eine gesteigerte Phagozytoserate. Mittels Durchflusszytometrie 
und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurden Bakterien mit verringerter 
Zellgröße und reduzierter Komplexität nach Austrocknungs- und UV-Exposition 
identifiziert. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Marsbedingungen die bakterielle 
Morphologie beeinflussen und die Erkennung sowie Eliminierung durch das 
angeborene Immunsystem beeinträchtigen. Wurden die Bakterienstämme nach der 
Exposition erneut in Nährmedien kultiviert, konnte eine teilweise Wiederherstellung 
der Immunantwort beobachtet werden. So erreichte die IL-10-Antwort auf  
K. pneumoniae wieder das Kontrollniveau, während die TNF-α und IL-1RA 
Antworten auf S. marcescens ebenfalls wiederhergestellt wurden. Diese Ergebnisse 
verdeutlichen, dass Marsbedingungen sowohl morphologische Veränderungen als 
auch modifizierte Immunreaktionen induzieren und unterstreichen den Bedarf an 
erweiterten In-vitro- und In-vivo-Modellen.

Kapitel 4 präsentiert die Ergebnisse von In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen 
zu den Gefahren der Inhalation von Regolith. Diese Risiken sind bereits seit den 
Apollo-Missionen der 1970er-Jahre bekannt. Die in diesem Kapitel beschriebenen 
Experimente untersuchten die Effekte von drei kommerziell erhältlichen Regolith- 
Simulanzien. Für die In-vitro-Analysen wurden Zelllinien humaner Bronchia
lepithelzellen in eine regolithhaltige Luft-Flüssigkeits-Grenzfläche eingebettet. In 
den In-vivo-Studien wurden Mäusemodelle mit intranasaler Regolith-Inhalation 
verwendet. Die In-vitro-Modelle zeigten, dass eine akute Exposition gegenüber 
Regolith-Simulanzien die Integrität der Tight Junctions der bronchialen 
Epithelzellen beeinträchtigt. Wiederholte oder dauerhafte Exposition führte 
zu einer zusätzlichen Störung der Barrierefunktion und förderte entzündliche 
Prozesse. Auch bei Keratinozyten konnte eine proinflammatorische Reaktion 
beobachtet werden. Die Exposition gegenüber Marsregolith resultierte in einer 
erhöhten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine. Zudem wurde festgestellt, 
dass alle Regolith-Simulanzien den Zelltod in Lungenepithelzellen (A540-Zelllinie) 
auslösten, wobei der stärkste Effekt bei Mondregolith auftrat. Darüber hinaus 
zeigten die Experimente, dass Regolith-Simulanzien die normale Organisation 
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von Rachenepithelzellen (Detroit562-Zelllinie) stören, während das als Kontrolle 
genutzte Siliziumdioxid diesen Effekt nicht hervorrief. Die In-vivo-Studien belegten, 
dass die intranasale Verabreichung von Regolith die Funktion des Bronchialepithels 
beeinträchtigt und bei Mäusen Entzündungen induziert. Die zytotoxische Wirkung 
von Mondregolith sowie die proinflammatorische Induktion durch Marsregolith 
zeigen die potenziellen Gefahren der Regolith-Inhalation.

Die in den Kapiteln 2–4 gewonnenen Daten bilden eine solide Grundlage für 
die Risikobewertung, die Vorbereitung von Astronauten und insbesondere für 
weiterführende Forschung auf diesem Gebiet.

Teil II - Wie überleben terrestrische Mikroorganismen die 
Bedingungen auf Eismonden?
In Kapitel 5 wurden die Überlebensgrenzen psychrotoleranter Mikroorganismen, 
einschließlich Bakterien und Hefen, unter extremen Bedingungen untersucht, 
um deren Bedeutung für den planetaren Schutz der Eismonde zu bewerten. Für 
diese Studie wurden Mikroorganismen ausgewählt, die aus eismondähnlichen 
terrestrischen Habitaten stammen. Insgesamt wurden zwei Bakterien- und zwei 
Hefespezies untersucht. Der Versuchsaufbau zur Bestimmung der Überlebens
grenzen umfasste die Exposition der Mikroorganismen gegenüber Austrocknung, 
UV- und Röntgenstrahlung sowie wiederholten Gefrier- und Auftauzyklen. Die 
Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten Hefen im Vergleich zu den Bakterien eine 
deutlich höhere Toleranz gegenüber allen getesteten Stressbedingungen aufwiesen.

Kapitel 6 untersucht die Mechanismen der Strahlungstoleranz bei Mikroorganismen 
auf Grundlage ihrer intrazellulären Konzentrationen von Mangan (Mn) und Eisen 
(Fe). Frühere Studien deuten darauf hin, dass Mikroorganismen mit erhöhten 
intrazellulären Mn- und Fe-Gehalten eine gesteigerte Resistenz gegenüber 
ionisierender Strahlung besitzen. Ziel dieses Kapitels war es, zu überprüfen, ob 
dieser Zusammenhang universell für alle Domänen des Lebens gilt. Hierfür wurden 
die intrazellulären Konzentrationen von Mn und Fe in 21 Mikroorganismen, darunter 
Archaeen, Hefen und Bakterien, mittels ICP-MS bestimmt. Anschließend wurde die 
Konzentration dieser Metalle mit dem D₁₀-Wert (Röntgenstrahlung) der jeweiligen 
Organismen korreliert. Die Analysen zeigten, dass einige Mikroorganismen trotz 
hoher Strahlungstoleranz nur geringe Mn- und Fe-Konzentrationen aufwiesen. 
Dies lässt den Schluss zu, dass das Mn/Fe-Verhältnis als möglicher, aber nicht 
alleiniger Mechanismus der Strahlungstoleranz zu betrachten ist. Die Ergebnisse 
verdeutlichen zudem, dass verschiedene Mikroorganismen unterschiedliche 
molekulare Strategien zur Strahlungstoleranz entwickelt haben.
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Das in Kapitel 5 beschriebene Überleben der Hefen unter extremen Bedingungen 
bildet die Grundlage für die in Kapitel 7 dargestellte Transkriptomanalyse. Hierbei 
wurde die RNA der Hefe Rhodotorula frigidalcoholis untersucht, nachdem sie 
simulierten Eismondbedingungen ausgesetzt war. Die getesteten Bedingungen 
umfassten sieben Tage Austrocknung, eine Dosis von 750 Gy Röntgenstrahlung und 
7500 J/m² polychromatische UV-Strahlung. Um Veränderungen in der Genexpression 
im Zusammenhang mit Überlebensstrategien zu identifizieren, wurde RNA zu drei 
Zeitpunkten isoliert: vor der Exposition, unmittelbar danach und vier Stunden nach 
der Exposition. Die Ergebnisse zeigen die Aktivierung zahlreicher Gene, die an der 
Anpassung und dem Überleben unter extremen Umweltbedingungen beteiligt sind.

Die Transkriptomanalyse offenbarte die größten Unterschiede in der Genexpression 
zwischen den unmittelbar exponierten und den vier Stunden regenerierten Proben. 
Besonders stark hochreguliert waren Gene, die an katalytischen Prozessen und der 
DNA-Reparatur beteiligt sind. Gleichzeitig zeigte sich eine Herunterregulierung von 
Genen, die mit dem Fortschreiten des Zellzyklus assoziiert sind. Diese Anpassung 
ermöglicht es der Hefe, Zeit für die Reparatur strahleninduzierter Schäden 
zu gewinnen. Insgesamt verdeutlichen die Ergebnisse die außergewöhnliche 
Widerstandsfähigkeit von Hefen gegenüber extremen Umweltbedingungen, ihre 
Relevanz für Studien zur Bewohnbarkeit extraterrestrischer Habitate und ihre 
potenzielle Bedeutung im Kontext des planetaren Schutzes. Diese Erkenntnisse 
unterstreichen die Notwendigkeit, bei zukünftigen Explorationsmissionen das 
Risiko einer biologischen Kontamination der Eismonde gezielt zu minimieren.
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RIASSUNTO ITALIANO

Parte I - In che modo i microrganismi legati all'uomo sopravvivono 
alle condizioni spaziali e poi interagiscono con il sistema 
immunitario umano?
Questo documento riassume la tesi che esplora i rischi per la salute umana e i rischi 
di colonizzazione batterica involontaria dei pianeti durante le missioni spaziali.

Gli argomenti principali sono suddivisi in sette capitoli di ricerca:
1.	 Sopravvivenza di batteri patogeni su Marte
2.	 Interazione tra batteri Marziani e sistema immunitario
3.	 Pericoli dell’inalazione di regolite
4.	 La sopravvivenza di batteri ambientali sulle lune di ghiaccio
5.	 L’ipotesi di un collegamento tra la concentrazione intracellulare di Mn/Fe 

contro la sopravvivenza alle radiazioni
6.	 Il metabolismo di un lievito durante la sopravvivenza sulle lune di ghiaccio

Capitolo 2
La nostra ricerca ha dimostrato che i batteri patogeni opportunisti come Klebsiella 
pneumoniae, Serratia marcescens, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa 
possono sopravvivere, in una certa misura, a condizioni marziane simulate. La loro 
crescita e sopravvivenza sono state potenziate dall’aggiunta di regolite marziana 
simulata al terreno di coltura. Sebbene la loro sopravvivenza sia inferiore a quella 
dei batteri estremofili, esiste un rischio potenziale di contaminazione. Il primo 
aspetto da considerare è che, nonostante i batteri selezionati abbiano avuto 
una sopravvivenza minore rispetto a batteri estremofili alle condizioni Marziane 
simulate, il rischio che gli astronauti vengano in contatto con questi o altri patogeni 
è una evenienza possibile. Il secondo aspetto da considerare sono le implicazioni 
che la sopravvivenza di batteri patogeni, in condizioni marziane simulate, 
potrebbero avere per la protezione planetaria durante le missioni spaziali umane.

La ricerca spaziale non dispone di dati relativi alla sopravvivenza di patogeni umani 
non estremofili; quello che però si conosce riguarda lo scombinamento del sistema 
immunitario umano durante i viaggi spaziali a causa delle differenti condizioni 
climatiche. Capire le interazioni tra ospite e patogeni è fondamentale per chiarire 
possibili insulti batterici durante missioni spaziali. Nel Capitolo 3 Abbiamo 
studiato come il sistema immunitario umano risponde a batteri adattati alle 
condizioni marziane simulate. L’esposizione a tali condizioni altera la morfologia 
dei batteri, riducendone le dimensioni e la complessità. Questo compromette 
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il loro riconoscimento da parte del sistema immunitario umano, portando a una 
ridotta produzione di citochine infiammatorie e antinfiammatorie e a una minore 
produzione di specie reattive all’ossigeno (ROS). Abbiamo usato i dati relativi alla 
sopravvivenza dal capitolo 2 per identificare le risposte immunitarie delle cellule 
mononucleate del sangue periferico (PBMCs) contro K. pneumoniae e S. marcescens. 
La stimolazione di PBMCs con K. pneumoniae e S. marcescens adattati a condizione 
Marziane ha evidenziato come la produzione di citochine sia alterata; per esempio, 
con l’essicazione la produzione di citochine infiammatorie ed antinfiammatorie 
è ridotta. La stimolazione con K. pneumoniae esposta a Marte ha ridotto la 
produzione di IL-17 e IL-10. La stimolazione con S. marcescens esposta a Marte ha 
ridotto la produzione di IL-1β e TNFα. Analizzando l’essiccazione si è osservata 
una riduzione della produzione di specie reattive all’ossigeno (ROS) in entrambe 
le specie batteriche. Analizzando la fagocitosi da parte delle cellule CD11b+, si è 
osservato un comportamento opposto tra i due batteri: questa capacità è risultata 
ridotta in presenza di S. marcescens, mentre è apparsa invece aumentata con  
K. pneumoniae. Tuttavia, è stato osservato un ritorno parziale a risposte immunitarie 
normali quando i batteri, dopo essere stati esposti alle condizioni Marziane, sono 
ricresciuti nel terreno di coltura precedentemente utilizzato. Per esempio, il rilascio 
della citochina IL-10 è stato ripristinato a livelli basilari per K. pneumoniae, e così 
pure è stato ripristinato il rilascio di TNFα e IL-1RA per S. marcescens. Questo studio 
ha dimostrato come i cambiamenti indotti dalle condizioni Marziane influenzano 
la morfologia batterica e l’interazione immunitaria ospite e patogeni; suggeriamo 
quindi l’implementazione di protocolli di sicurezza per evitare la dispersione di 
batteri su Marte.

Le missioni Apollo hanno evidenziato i rischi dell'inalazione della regolite lunare 
dopo le attività extraveicolari (EVA) sulla superficie lunare. Perciò nel Capitolo 4 
abbiamo esaminato i pericoli associati all'inalazione della regolite lunare utilizzando 
regolite lunare e marziana simulata in modelli in vitro e in vivo. I test hanno 
coinvolto tre regoliti simulate disponibili in commercio e la silice come controllo. 
Sono stati investigati i rischi associati all'inalazione di polvere lunare e marziana 
(regolite). Esperimenti in vitro hanno rivelato che l'esposizione alla regolite 
simulata compromette la funzione di barriera delle cellule epiteliali bronchiali e 
promuove l'infiammazione. La regolite lunare simulata ha mostrato la maggiore 
citotossicità sulle cellule epiteliali polmonari, mentre quella marziana ha indotto 
un aumento delle citochine pro-infiammatorie nei cheratinociti. Per le indagini in 
vitro abbiamo impiegato culture di interfacce aria-liquido con cellule bronchiali 
epiteliali umane esposte a regolite simulata. Si è visto che l'esposizione acuta 
danneggia l'integrità delle giunzioni strette epiteliali, mentre l'esposizione cronica 



254 | Appendices

compromette la funzione di barriera dell'epitelio e promuove l'infiammazione.  
I cheratinociti esposti alla regolite marziana simulata mostrano un aumento nella 
produzione di citochine pro-infiammatorie. Abbiamo osservato che tutte le regoliti 
simulate causano la morte cellulare nelle cellule A540 (epitelio polmonare), con 
la regolite lunare simulata come la più letale. Inoltre, la regolite simulata altera 
la normale organizzazione cellulare nelle cellule Detroit562 (epitelio faringeo), 
contrariamente alla silice. L’inalazione di regolite compromette le funzioni epiteliali 
bronchiali e stimola l'infiammazione. Gli effetti citotossici della regolite lunare e 
il rilascio di citochine pro-infiammatorie dalla regolite marziana mettono in luce  
i rischi associati all'inalazione di regolite.

Parte II – Come sopravvivono i microorganismi terrestri alle 
condizioni delle lune ghiacciate?
Gli estremofili e i microorganismi psicrotolleranti giocano un ruolo chiave nelle 
investigazioni astrobiologiche. Nel Capitolo 5 abbiamo investigato i limiti di 
sopravvivenza a condizioni estreme di batteri e lieviti psicrotolleranti. Capire come 
funzionano i loro meccanismi di sopravvivenza è fondamentale per valutare quale 
rischio di contaminazione rappresentano per le lune ghiacciate. I criteri utilizzati per 
selezionare i microorganismi da studiare sono stati la loro capacità di crescere: 1.  
A temperature sotto lo zero, 2. In terreni di coltura minimi, 3. Su terreni di coltura 
solidi. Le condizioni utilizzate per simulare l’ambiente delle lune ghiacciate 
sono state: 1. L’essicazione, 2. Le radiazioni UV e i raggi X, 3. Il congelamento e 
lo scongelamento delle cellule. I nostri risultati hanno dimostrato che, tra tutti 
gli organismi selezionati, i lieviti, sono stati quelli con la maggior capacità di 
sopravvivenza, in special modo a cicli di congelamento e scongelamento. In 
particolare, in determinate condizioni di simulazione della superficie delle lune di 
ghiaccio, i lieviti possono tollerare esposizioni a radiazioni UV per diverse ore mentre 
i batteri possono sopravvivere solo per diversi minuti. Abbiamo pertanto dimostrato 
quanto sia importante ricercare specificamente questi tipi di microorganismi nelle 
camere bianche SAF per rispettare i requisiti do protezione planetaria e per evitare 
la contaminazione delle lune di ghiaccio. Le radiazioni ionizzanti sono una delle 
condizioni climatiche spaziali più dannosi per la sopravvivenza microbiologica. 
Dei ricercatori hanno ipotizzato come alcuni microorganismi con concentrazioni 
intracellulari specifiche di Mn/Fe abbiano una tolleranza innata per le radiazioni.

Seguendo questa ipotesi nel Capitolo 6 il nostro gruppo ha studiato la relazione 
tra il rapporto intracellulare del manganese e del ferro (Mn/Fe) con le capacità 
di tollerare le radiazioni. Per capire se questo fosse vero per tutti i domini della 
vita, abbiamo utilizzato 21 microorganismi tra cui batteri, archea e lieviti. Dopo 
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aver esposto i microorganismi alle radiazioni abbiamo estratto e misurato i livelli 
intracellulari di manganese e ferro per poi compararli alle misurazioni della 
letteratura. Nonostante i dati della letteratura suggeriscano che ci sia una relazione 
tra i rapporti Mn/Fe e la tolleranza alle radiazioni, i nostri risultati hanno dimostrato 
che, per i microorganismi studiati, questi presupposti non sono validi. Questi dati 
contraddittori dimostrano quanto la ricerca spaziale non disponga di sufficienti 
informazioni relativamente alla capacità di sopravvivenza dei microorganismi 
esposti a diverse condizioni combinate (e.g. radiazione, essicazione, pressione 
atmosferica, etc.).

Per colmare questa lacuna abbiamo indirizzato le nostre ricerche per studiare 
se e come microorganismi di origine terrestre possono sopravvivere sulle lune 
di ghiaccio come Europa ed Encelado nel Capitolo 7. Il rinnovato interesse da 
parte di missioni spaziali come Juice dell’ESA ed Europa Clipper della NASA 
hanno sostenuto la necessità di effettuare questi esperimenti. I dati relativi alla 
sopravvivenza utilizzati nel capitolo 6 hanno indicato nel lievito R. frigidalcoholis il 
candidato ideale per questi tipi di esperimenti. Le motivazioni sono dovute alla sua 
capacità di crescere tra 30°C e -10°C, l’estrema tolleranza alle radiazioni ionizzanti e 
non ionizzanti nonché all’essicazione. L’aggiunta di ulteriori esperimenti combinati 
ha potuto garantire l’identificazione attraverso l’analisi del RNA quali geni fossero 
sovra regolati o sotto regolati. Le analisi trascrittomiche hanno identificato 
diversi geni che vengono espressi in maniera diversa prima, durante e dopo 
l’esposizione alle condizioni combinate. Le nostre analisi hanno dimostrato la 
rapida attivazione di geni coinvolti in attività catalitiche e di riparazione del DNA 
durante l’esposizione; ma ancora più interessante è il fatto che il lievito blocca la 
riproduzione e il progresso del ciclo cellulare per completare attività riparative. Si 
raccomandano future ricerche per studiare altri microorganismi psicrotolleranti e 
psicrofilici in modo da identificare quali siano i più rischiosi per la contaminazione 
delle lune di ghiaccio.
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Ethics and privacy
This thesis does not include research involving human participants. Buffy coats 
from anonymized healthy blood donors were obtained from Sanquin Blood Bank 
(Nijmegen, Netherlands). All donors provided written informed consent, and 
sample collection and use were conducted in compliance with institutional and 
national ethical standards following the principles of the Declaration of Helsinki (1). 

Data collection and storage
The investigations performed in this thesis were conducted following the 
FAIR principles. Data produced at the German Aerospace Center, both raw and 
processed, is stored in lab journals deposited at the Applied Aerospace Biology 
department, and on the DLR server of the same department. Paper (hardcopy) data 
is stored in cabinets on the department. The server is backed up every 24 hours 
and is only accessible by DLR project members and available upon request. These 
storage options maintain the safety, integrity, and availability of the data.

Data sharing
The data from this thesis are publicly available under open access. The accession 
information for each data repository is provided within the relevant chapters and 
summarized below.

	− Chapter 2 is published open access; raw data has been stored on the Data 
Station Life Sciences (DANS) and can be accessed through the following 
link: https://doi.org/10.17026/LS/ID0NTR.

	− Chapter 3 is published open access; processed data has been stored on 
the Mendeley Data repository and can be accessed through the following 
link: https://data.mendeley.com/datasets/g5xmvmc4nb/1.

	− The data used in the unpublished chapter 4 are archived at the department 
server. Upon publication the data will be published via a repository to be 
decided with open access.

	− Chapter 5 is published open access; raw data in relation to microbial survival 
can be found on the Dryad database and can be accessed through the following 
link: https://doi.org/10.5061/dryad.70rxwdc7r.

	− The data used in the unpublished chapter 6 are archived at the department 
server. Upon publication the data will be published via a repository to be 
decided with open access.
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	− Chapter 7 has been submitted to the journal; primary and secondary data have 
been stored in the Mendeley Data repository and can be accessed through the 
following link: https://data.mendeley.com/datasets/m65mc3vd5w/1.
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