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PTE-Berichte

Der Projekttrager Karlsruhe (PTKA) informiert mit Fortschrittsberichten iiber den aktuellen
Stand der von ihm administrativ und fachlich betreuten FuE.

Die Fortschrittsberichtsreihen behandeln folgende Themenschwerpunkte:
- Entsorgung gefdhrlicher Abfille in tiefen geologischen Formationen
(PTE Nr. x seit 1991, fortlaufend *)
- Stilllegung und Riickbau kerntechnischer Anlagen
(PTE-S Nr. x seit 2001, fortlaufend *)
- Nukleare Sicherheitsforschung
(PTE-N Nr. x seit 2010, fortlaufend)

Die Fortschrittsberichtsreihen sind online verfiigbar:
www.ptka.kit.edu/ptka-alt/wte/287.php

Verantwortlich fiir den Inhalt sind die Autoren bzw. die entsprechenden Forschungsstellen.
Das KIT iibernimmt keine Gewéhr insbesondere fiir die Richtigkeit, Genauigkeit und Voll-
standigkeit der Angaben sowie die Beachtung privater Rechte Dritter.

* Bis Ende des Jahres 2011 wurde in dieser Fortschrittsberichtsreihe auch iiber die BMBF-geforderte FuE zur
untertdgigen Entsorgung chemotoxischer Abfdille informiert. Die FuE-Schwerpunkte ,, Untertigige Entsorgung
chemotoxischer Abfille und ,, Sicherheitsforschung fiir Bergbauregionen " wurden zum 31.12.2011 beendet.

# Bis Ende des Jahres 2016 wurde in dieser Fortschrittsberichtsreihe auch iiber die BMBF-geforderte Fuk zu
Stilllegung und Riickbau kerntechnischer Anlagen informiert. Seit 1.10.2016 wird dieser Férderschwerpunkt
durch den Projekttréiger GRS betreut.


www.ptka.kit.edu/ptka-alt/wte/287.php

Vorwort

Das KIT betreut im Auftrag des Bundesministeriums fiir Bildung und Forschung (BMBF) Re-
ferat 723* als Projekttrager FuE-Vorhaben auf dem Gebiet ,,Nukleare Sicherheitsforschung*.

Die ,Nukleare Sicherheitsforschung® ist einer der Forderschwerpunkte des BMBEF-
Forderkonzeptes ,,Grundlagenforschung Energie 2020+ und umfasst FuE-Aktivititen zu den
Themenbereichen Sicherheitsforschung fiir Kernreaktoren, Sicherheitsforschung zur nuklea-
ren Entsorgung und Strahlenforschung.

Jeder Fortschrittsbericht stellt eine Sammlung von Einzelberichten iiber Zielsetzung, durchge-
fiihrte Arbeiten, erzielte Ergebnisse, geplante Weiterarbeiten etc. dar, die von den For-
schungsstellen selbst als Dokumentation ihres Arbeitsfortschritts in einheitlicher Form erstellt
werden.

Der Fortschrittsbericht wird vom Projekttrager halbjihrlich herausgegeben, um alle Beteilig-
ten aktuell iiber die durchgefiihrten Arbeiten zu informieren.

Dem Bericht liegt folgendes Gliederungsprinzip zugrunde:

- Im Teil I sind die FuE-Vorhaben dem jeweiligen Themenbereich zugeordnet.

- Im Teil 2, dem Hauptteil, sind die ,,formalisierten Zwischenberichte* der FuE-Vorhaben,
geordnet nach Themenbereichen, aufgefiihrt.

- Im Teil 3 sind die Forschungsstellen alphabetisch aufgelistet.

* neue Referatsbezeichnung (bis Oktober 2018 Referat 722)
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1 Verzeichnis der Fordervorhaben gemifl FuE-Themenbereichen

1.1 Sicherheitsforschung fiir Kernreaktoren

02 NUK 027A

02 NUK 027B

02 NUK 027C

02 NUK 027D

02 NUK 027E

02 NUK 040A

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager
fiir abgebrannte Brennelemente: Experimentelle Ana-
lyse, Modellbildung und Validierung fiir System- und
CFD-Codes; Teilprojekt A: Experimentelle und theo-
retische Untersuchung der Nachwirmeabfuhr von
Brennelementen in ausdampfenden Nasslagern

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager
fiir abgebrannte Brennelemente: Experimentelle Ana-
lyse, Modellbildung und Validierung fiir System- und
CFD-Codes; Teilprojekt B: Simulation von Stromung
und Wairmetransport unter den Bedingungen eines
Lagerbeckens

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager
fiir abgebrannte Brennelemente: Experimentelle Ana-
lyse, Modellbildung und Validierung fiir System- und
CFD-Codes; Teilprojekt C: Analyse und CFD-
Modellentwicklung der Strémungszustinde in aus-
dampfenden Brennelementen

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager
fiir abgebrannte Brennelemente: Experimentelle Ana-
lyse, Modellbildung und Validierung fiir System- und
CFD-Codes; Teilprojekt D: Dichtegetriebene vertikale
Austauschbewegungen und radiales Strahlungsverhal-
ten

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager
fiir abgebrannte Brennelemente: Experimentelle Ana-
lyse, Modellbildung und Validierung fiir System- und
CFD-Codes; Teilprojekt E: Ortsaufgeloste Tempera-
tur- und Gasphasengeschwindigkeitsmessung zur
Analyse der Stromungszustinde in ausdampfenden
Brennelementen

Verbundprojekt UNSCHRO: Experimentelle Untersu-
chungen und theoretische Beschreibung der Schidi-
gung metallischer Rohrleitungen bei turbulenter
Durchstromung im Bereich hoher Driicke und hoher
Temperaturen, Teilprojekt A: Mischnihte, Ausstro-
men

TU Dresden & 1o

TU Dresden &2

Helmholtz-Zentrum & 14
Dresden-Rossendorf

e. V.

Hochschule 16
Zittau/Gorlitz

TU Dresden 18

Universitit Stuttgart 20
— Otto-Graf-Institut -



02 NUK 040B

02 NUK 041A

02 NUK 041B

02 NUK 041C

02 NUK 041D

Verbundprojekt UNSCHRO: Experimentelle Untersu-
chungen und theoretische Beschreibung der Schidi-
gung metallischer Rohrleitungen bei turbulenter
Durchstromung im Bereich hoher Driicke und hoher
Temperaturen, Teilprojekt B: Numerische Simulation
turbulenter Stromung

Verbundprojekt PANAS: Untersuchungen zu passiven
Nachzerfallswérme-Abfuhrsystemen; Teilprojekt A:
Einzel- und Integralexperimente sowie theoretische
Analysen zu Verdampfung, Kondensation und Zwei-
phasen-Natriumlaufstabilitit in einem passiven Wir-
metransportsystem

Verbundprojekt PANAS: Untersuchungen zu passiven
Nachzerfallswiarme-Abfuhrsystemen; Teilprojekt B:
Untersuchungen zu Kondensationsprozessen im Not-
kondensator und numerische Simulation einer passi-
ven Wirmeabfuhrkette

Verbundprojekt PANAS: Untersuchungen zu passiven
Nachzerfallswiarme-Abfuhrsystemen; Teilprojekt C:
Ubertragung auf industrielle Anwendungen von neuen
Modellen zu Verdampfung, Kondensation und Zwei-
phasen-Naturumlaufstabilitdt in einem passiven War-
metransportsystem

Verbundprojekt PANAS: Untersuchungen zu passiven
Nachzerfallswérme-Abfuhrsystemen; Teilprojekt D:
Statische und dynamische Modellierung der thermi-
schen Kopplung von Fluidphasen und Wérmeiibertra-
gerstrukturen

Universitit Stuttgart

TU Dresden

Helmbholtz-Zentrum
Dresden-Rossendorf
e. V.

Framatome GmbH,
Erlangen

TH Deggendorf

22

24

26

[ 28

30



1.2

02 NUK 039A

02 NUK 039B

02 NUK 039C

02 NUK 039D

02 NUK 039E

02 NUK 044A

02 NUK 044B

02 NUK 046A

Sicherheitsforschung zur nuklearen Entsorgung

Verbundprojekt ThermAc: Aufkldrung von Thermo-
dynamik und Speziation von Actiniden bei hoheren
Temperaturen in Kombination von Schitzmethoden,
spektroskopischen und quantenmechanischen Metho-
den; Teilprojekt A

Verbundprojekt ThermAc: Aufklarung von Thermo-
dynamik und Speziation von Actiniden bei hoheren
Temperaturen in Kombination von Schitzmethoden,
spektroskopischen und quantenmechanischen Metho-
den; Teilprojekt A

Verbundprojekt ThermAc: Aufkldrung von Thermo-
dynamik und Speziation von Actiniden bei hoheren
Temperaturen in Kombination von Schitzmethoden,
spektroskopischen und quantenmechanischen Metho-
den; Teilprojekt C

Verbundprojekt ThermAc: Aufkldrung von Thermo-
dynamik und Speziation von Actiniden bei hoheren
Temperaturen in Kombination von Schitzmethoden,
spektroskopischen und quantenmechanischen Metho-
den; Teilprojekt D

Verbundprojekt ThermAc: Aufkldrung von Thermo-
dynamik und Speziation von Actiniden bei hoheren
Temperaturen in Kombination von Schitzmethoden,
spektroskopischen und quantenmechanischen Metho-
den; Teilprojekt E

Verbundprojekt SIRIUS: Sekundirionisation radioak-
tiver Isotope zur ortsaufgelosten Ultraspurenanalyse,
Teilprojekt A

Verbundprojekt SIRIUS: Sekunddrionisation radioak-
tiver Isotope zur ortsaufgeldsten Ultraspurenanalyse,
Teilprojekt B

Verbundprojekt FENABIUM: Struktur-Wirkungs-
beziehungen zwischen f-Elementen und organischen
Ligandsystemen mit naturstoftbasierten Bindungs-
funktionen in Hinblick auf eine mogliche Mobilisie-
rung in der Umwelt, Teilprojekt A

Sondervermogen
Grofiforschung am
Karlsruher Institut
fiir Technologie
(KIT)

Helmbholtz-Zentrum
Dresden-Rossendorf
e. V.

Ruprecht-Karls-
Universitit Heidel-
berg

Forschungszentrum
Jiilich GmbH

TU Miinchen

Leibniz Universitiit
Hannover

Johannes Gutenberg-

Universitiat Mainz

TU Dresden

[ 34

36

38

£ 40

0 42

) 44

46

L 48



02 NUK 046B

02 NUK 046C

02 NUK 051A

02 NUK 051B

02 NUK 051C

02 NUK 051D

02 NUK 051E

Verbundprojekt FENABIUM:  Struktur-Wirkungs-
beziehungen zwischen f-Elementen und organischen
Ligandsystemen mit naturstoffbasierten Bindungs-
funktionen in Hinblick auf eine mogliche Mobilisie-
rung in der Umwelt, Teilprojekt B

Verbundprojekt FENABIUM: Struktur-Wirkungs-
beziehungen zwischen f-Elementen und organischen
Ligandsystemen mit naturstoftbasierten Bindungs-
funktionen in Hinblick auf eine mogliche Mobilisie-
rung in der Umwelt, Teilprojekt C

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und
Transferverhalten langlebiger Radionuklide entlang
der kausalen Kette Grundwasser-Boden-Oberfliche-
Pflanze unter Beriicksichtigung langfristiger klimati-
scher Verdnderungen, Teilprojekt A

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und
Transferverhalten langlebiger Radionuklide entlang
der kausalen Kette Grundwasser-Boden-Oberfliche-
Pflanze unter Beriicksichtigung langfristiger klimati-
scher Verdnderungen, Teilprojekt B

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und
Transferverhalten langlebiger Radionuklide entlang
der kausalen Kette Grundwasser-Boden-Oberflache-
Pflanze unter Beriicksichtigung langfristiger klimati-
scher Veridnderungen, Teilprojekt C

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und
Transferverhalten langlebiger Radionuklide entlang
der kausalen Kette Grundwasser-Boden-Oberfliche-
Pflanze unter Beriicksichtigung langfristiger klimati-
scher Veridnderungen, Teilprojekt D

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und
Transferverhalten langlebiger Radionuklide entlang
der kausalen Kette Grundwasser-Boden-Oberfliche-
Pflanze unter Beriicksichtigung langfristiger klimati-
scher Veridnderungen, Teilprojekt E

Helmholtz-Zentrum
Dresden-Rossendorf
e. V.

Universitit Leipzig

Universitit Hanno-
ver

Helmholtz-Zentrum
Dresden-Rossendorf
e. V.

Universitit Jena

Universitit Bremen

Oko-Institut. Institut
fiir angewandte Oko-
logie e. V.

50

52

54

56

£ 58

60

[ 62



1.3

02 NUK 017A

02 NUK 031A

02 NUK 032

02 NUK 034A

02 NUK 034B

02 NUK 034C

02 NUK 034D

02 NUK 035A

02 NUK 035B

02 NUK 035C

02 NUK 035D

02 NUK 035E

Strahlenforschung

Verbundprojekt GREWIS: Genetische Risiken und
entziindungshemmende =~ Wirkung  von  dicht-
ionisierender Strahlung: Vergleichende Untersuchun-
gen zur Wirkung von Radon in Zell- und Tier-
Modellen und in Radon-Patienten; Teilprojekt A

Verbundprojekt LET: Simulation von Hoch-LET-
Effekten mittels fokussierter Niedrig-LET-Strahlung;
Teilprojekt A

DNA-Doppelstrangbruchreparatur in Tumoren: Me-
chanismen und Targets

Verbundprojekt NeuroRad: Ein Ansatz zur Bewertung
neurologischer Strahlenschidden, Teilprojekt A

Verbundprojekt NeuroRad: Ein Ansatz zur Bewertung
neurologischer Strahlenschidden, Teilprojekt B

Verbundprojekt NeuroRad: Ein Ansatz zur Bewertung
neurologischer Strahlenschiaden, Teilprojekt C

Verbundprojekt NeuroRad: Ein Ansatz zur Bewertung
neurologischer Strahlenschidden, Teilprojekt D

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-
Reparaturfoci als Maker der individuellen Strahlen-
empfindlichkeit, Teilprojekt A

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-
Reparaturfoci als Maker der individuellen Strahlen-
empfindlichkeit, Teilprojekt B

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-
Reparaturfoci als Maker der individuellen Strahlen-
empfindlichkeit, Teilprojekt C

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-
Reparaturfoci als Maker der individuellen Strahlen-
empfindlichkeit, Teilprojekt D

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-
Reparaturfoci als Maker der individuellen Strahlen-

empfindlichkeit, Teilprojekt E

GSI Helmholtzzent-
rum fiir Schwerion-
enforschung GmbH,
Darmstadt

Universitit der Bun-
deswehr Miinchen

Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf

TU Darmstadt

TU Darmstadt

GSI Helmholtzzent-
rum fiir Schwer-
ionenforschung
GmbH, Darmstadt

Friedrich-Alexander-
Universitit Erlan-
gen-Niirnberg

Universitit des Saar-
landes

Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf

TU Dresden

Bundesamt fiir
Strahlenschutz, Salz-
gitter
Medipan GmbH,
Dahlewitz

66

[ 68

70

Q72

74

76

£ 78

£ 80

82

[ 84

L 86

1 88



02 NUK 036AX Verbundprojekt KAUVIR: Kombination statt Additi-

02 NUK 036B

02 NUK 036C

02 NUK 036D

02 NUK 037A

02 NUK 037B

02 NUK 037C

02 NUK 038A

02 NUK 038B

02 NUK 042A

02 NUK 042B

02 NUK 042C

on — UV bis IR Strahlung in der Krebsentstehung und
Alterung, Teilprojekt A

Verbundprojekt KAUVIR: Kombination statt Additi-
on — UV bis IR Strahlung in der Krebsentstehung und
Alterung, Teilprojekt B

Verbundprojekt KAUVIR: Kombination statt Additi-
on — UV bis IR Strahlung in der Krebsentstehung und
Alterung, Teilprojekt C

Verbundprojekt KAUVIR: Kombination statt Additi-
on — UV bis IR Strahlung in der Krebsentstehung und
Alterung, Teilprojekt D

Verbundprojekt VERCHROMT: Erkennung, Verar-
beitung und biologische Konsequenzen von Chroma-
tinschdden nach Teilchenbestrahlung, Teilprojekt A

Verbundprojekt VERCHROMT: Erkennung, Verar-
beitung und biologische Konsequenzen von Chroma-
tinschdden nach Teilchenbestrahlung, Teilprojekt B

Verbundprojekt VERCHROMT: Erkennung, Verar-
beitung und biologische Konsequenzen von Chroma-
tinschdden nach Teilchenbestrahlung, Teilprojekt C

Verbundprojekt Endothelzellen: Effekte niedriger,
mittlerer und hoher Strahlendosen auf primére mikro-
vaskulidre Endothelzellen unterschiedlicher Normal-
gewebe; Teilprojekt A

Verbundprojekt Endothelzellen: Effekte niedriger,
mittlerer und hoher Strahlendosen auf priméire mikro-
vaskuldre Endothelzellen unterschiedlicher Normal-
gewebe; Teilprojekt B

Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenemp-
findlichkeit: Identifikation biologischer und epidemio-
logischer Langzeitfolgen, Teilprojekt A

Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenemp-
findlichkeit: Identifikation biologischer und epidemio-
logischer Langzeitfolgen, Teilprojekt B

Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenemp-
findlichkeit: Identifikation biologischer und epidemio-
logischer Langzeitfolgen, Teilprojekt C

IUF - Leibniz-Institut
fiir umweltmedizini-
sche Forschung an
der Heinrich-Heine-
Universitit Diissel-
dorf gGmbH

Elbe Kliniken Stade-
Buxtehude

IUF — Leibniz-Institut
fiir umweltmedizini-
sche Forschung an
der Heinrich-Heine-
Universitat Diissel-
dorf gGmbH

TU Darmstadt

GSI Helmholtzzent-
rum fiir Schwer-
ionenforschung
GmbH, Darmstadt

Universitiatsklinikum
Essen

TU Darmstadt

Klinikum rechts der
Isar der TU Miin-
chen

Helmholtz Zentrum
Miinchen Deutsches
Forschungszentrum
fiir Gesundheit und
Umwelt (GmbH),
Neuherberg

Universititsmedizin
der Johannes Guten-
berg-Universitit
Mainz

Johannes Gutenberg-
Universitiat Mainz

Leibniz-Institut fiir
Priventionsfor-
schung und Epide-
miologie — BIPS
GmbH, Bremen

90

92

94

96

£ 98

£ 100

102

£ 104

106

£ 108

110

w112



02 NUK 042D

02 NUK 043A

02 NUK 043B

02 NUK 043C

02 NUK 045A

02 NUK 045B

02 NUK 045C

02 NUK 047A

02 NUK 047B

02 NUK 047C

02 NUK 047D

02 NUK 047E

02 NUK 047F

02 NUK 048A

02 NUK 048B

Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenemp-
findlichkeit: Identifikation biologischer und epidemio-
logischer Langzeitfolgen, Teilprojekt D

Verbundprojekt COLLAR: Komplexe DNA-Lésionen
und deren Bedeutung fiir die zellulire Antwort nach
Bestrahlung, Teilprojekt A

Verbundprojekt COLLAR: Komplexe DNA-Lésionen
und deren Bedeutung fiir die zelluldre Antwort nach
Bestrahlung, Teilprojekt B

Verbundprojekt COLLAR: Komplexe DNA-Lésionen
und deren Bedeutung fiir die zellulire Antwort nach
Bestrahlung, Teilprojekt C

Verbundprojekt INSTRA: Integrative Langzeitstudie
zur Wirkung niedriger Strahlendosen in der Maus;
Teilprojekt A

Verbundprojekt INSTRA: Integrative Langzeitstudie
zur Wirkung niedriger Strahlendosen in der Maus;
Teilprojekt B

Verbundprojekt INSTRA: Integrative Langzeitstudie
zur Wirkung niedriger Strahlendosen in der Maus;
Teilprojekt C

Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der
duellen Strahlenempfindlichkeit, Teilprojekt A

indivi-

Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der indivi-

duellen Strahlenempfindlichkeit, Teilprojekt B
Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der indivi-
duellen Strahlenempfindlichkeit, Teilprojekt C
Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der indivi-
duellen Strahlenempfindlichkeit, Teilprojekt D

Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der
duellen Strahlenempfindlichkeit, Teilprojekt E

Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der
duellen Strahlenempfindlichkeit, Teilprojekt F

Verbundprojekt ESKaRa: Epidemiologische Studie zu
Kardialen Spitfolgen und Zweitmalignomen nach Ra-
diotherapie bei Brustkrebspatientinnen, Teilprojekt A

indivi-

indivi-

Verbundprojekt ESKaRa: Epidemiologische Studie zu
Kardialen Spitfolgen und Zweitmalignomen nach Ra-
diotherapie bei Brustkrebspatientinnen, Teilprojekt B

TU Darmstadt

Forschungszentrum
Jiilich GmbH

Universitiatsklinikum
Essen

Universitit Rostock

Helmholtz Zentrum
Miinchen Deutsches
Forschungszentrum
fiir Gesundheit und
Umwelt (GmbH),
Neuherberg

Bundesamt fiir
Strahlenschutz

TU Miinchen

Helmholtz Zentrum
Miinchen Deutsches
Forschungszentrum
fiir Gesundheit und
Umwelt (GmbH),
Neuherberg

Bundesamt fiir
Strahlenschutz

Klinikum der Uni-
versitit Miinchen

Universitiatsklinikum
Essen

Charité - Universi-
titsmedizin Berlin

Albert-Ludwigs-
Universitit Freiburg

Universitatsmedizin
der Johannes Guten-
berg-Universitit
Mainz

Universitit Ulm

114

116

118

120

0122

124

126

£ 128

130

132

£ 134

£ 136

[ 138

£ 140

142



02 NUK 049A

02 NUK 049B

02 NUK 050A

02 NUK 050B

02 NUK 050C

02 NUK 050D

02 NUK 050E

Verbundprojekt BrainRadiationAssay: Etablierung ei-
nes in vitro Systems zur Analyse und Priadiktion von
Schiden im zentralen Nervensystem nach Exposition
mit ionisierender Strahlung in Kombination mit ande-
ren Neurotoxika, Teilprojekt A

Verbundprojekt BrainRadiationAssay: Etablierung ei-
nes in vitro Systems zur Analyse und Pridiktion von
Schiaden im zentralen Nervensystem nach Exposition
mit ionisierender Strahlung in Kombination mit ande-
ren Neurotoxika, Teilprojekt B

Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken
und entziindungshemmende Wirkung von dicht-
ionisierender o-Strahlung, Teilprojekt A
Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken
und entziindungshemmende Wirkung von dicht-
ionisierender a-Strahlung, Teilprojekt B
Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken
und entziindungshemmende Wirkung von dicht-
ionisierender o-Strahlung, Teilprojekt C
Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken
und entziindungshemmende Wirkung von dicht-
ionisierender a-Strahlung, Teilprojekt D

Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken
und entziindungshemmende Wirkung von dicht-
ionisierender a-Strahlung, Teilprojekt E

GSI Helmholtzzent-
rum fiir Schwerio-
nenforschung GmbH

Hochschule fiir an-
gewandte Wissen-
schaften — Fachhoch-
schule Aschaffen-
burg

GSI Helmholtzzent-
rum fiir Schwerio-
nenforschung GmbH

TU Darmstadt

TU Darmstadt

Johann Wolfgang
Goethe-Universitit
Frankfurt am Main

Friedrich-Alexander-
Universitit Erlan-
gen-Niirnberg

(144

£ 146

(148

150

152

154

156



2 Formalisierte Zwischenberichte

2.1 Sicherheitsforschung fiir Kernreaktoren
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
g:r(ihmsche Universitidt Dresden, Helmholtzstr. 10, 01069 Dres- 02 NUK 027A

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager fiir abgebrannte Brennelemente: Expe-
rimentelle Analyse, Modellbildung und Validierung fiir System- und CFD-Codes; Teilpro-
jekt A: Experimentelle und theoretische Untersuchung der Nachwirmeabfuhr von Brenn-
elementen in ausdampfenden Nasslagern

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.10.2013 bis 31.03.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

637.525,92 EUR Dr. Lippmann

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Projekt soll gesicherte Kenntnisse iiber die Warmetransportprozesse fiir den Fall eines langsam
ausdampfenden bzw. vollstindig ausgedampften Brennelement-Lagerbeckens sowohl innerhalb der
Brennstabbiindel von Brennelementen (BE) als auch in den Zwischenrdumen zwischen den BE liefern,
um damit die Entwicklung der axialen und radialen Stabtemperaturprofile als Funktion der Zeit bei un-
terschiedlichen Storfallszenarien berechnen zu koénnen. Dafiir soll ein Integralexperiment aufgebaut
werden, welches die thermohydraulischen Vorgidnge in einem représentativen Ausschnitt des BE-
Lagerbeckens ganzheitlich umfasst. Aufbauend auf den Experimenten soll ein Lagerbecken-Modul fiir
den Thermohydraulikcode ATHLET entwickelt werden.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Forschungsvorhaben gliedert sich in die folgenden Arbeitspakete:

APO: Systemanalyse, Literaturstudium, Festlegung von Szenarien (TUD-WKET, TUD-ISM, HZDR,
HSZG)

AP1: Auslegung, Errichtung und Inbetriebnahme der Integralversuchsanlage, Durchfithrung und Be-
wertung der Experimente (TUD-WKET, TUD-ISM, HZDR, HSZG)

AP2: Erprobung spezieller Instrumentierungen, fluiddynamische Einzeleffektexperimente an BE-
Dummy (TUD-ASP, HSZG)

AP3: Anwendung von CFD-Codes; 3-D-Modellierung von BE im BE-LB und der Atmosphére iiber
den BE (TUD-ISM, HZDR)

AP4: Anwendung von Integralcodes; Entwicklung spezieller Module fiir ATHLET und COCOSYS
(TUD-WKET, TUD-ISM, HZDR, HSZG)

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

APO:

- Um die Anforderungen an den Uberstromkanal bestimmen zu koénnen, wurde anhand der Ergebnisse
der bisherigen Experimente und Daten festgelegt, welche Randbedingungen fiir die Untersuchungen
mit Uberstrdmkanal zielfiihrend sind. Als Ergebnis dieses Prozesses wurde eine Anforderungsliste

aufgestellt.

- Um geeignete Komponenten fiir den Uberstromkanal auswihlen zu konnen, wurde eine Literatur-

recherche zu Ventilatoren, Heizregistern und Messtechnik durchgefiihrt.
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- Es wurde eine grundlegende Literaturrecherche zur Spraykiihlung durchgefiihrt, um ein Konzept fiir
die Erweiterung des Versuchsstandes erstellen zu konnen.

AP1:

- Um eine gerade Uberstrdmung des Brennelementmodells in der Versuchsanlage ALADIN zu ermogli-
chen, wurden Teile des Versuchsfeldes umgestaltet.

- Damit der Uberstromkanal Experimente mit den ausgearbeiteten Randbedingungen erméglicht, waren
umfangreiche Auslegungsberechnungen nétig. Diese wurden teils analytisch und teils mittels CFD-
Studien durchgefiihrt.

- Auf Grundlage der Berechnungen und einem stromungstechnischen Vergleich von Ventilatorbauarten
wurde entschieden, einen Radialventilator und ein Elektroheizregister mit mind. SkW Leistung anzu-
schaffen. Zur Geschwindigkeitsmessung kommen ausschlieBlich thermische Anemometer infrage, da
nur sie im bendtigten Messbereich eine hinreichende Genauigkeit aufweisen. Fiir die Bestimmung der
Temperaturen im Uberstrdmbereich werden ca. 50 Thermoelemente benétigt, um eine hinreichend
dichte Instrumentierung zu erreichen.

- Nach Abschluss der Bedarfsanalyse wurden ein Ventilator, ein Heizregister, Thermoelemente und ein
thermisches Anemometer beschafft.

- Nach Abschluss sdmtlicher Auslegungsberechnungen und Uberlegungen wurde die Konstruktion des
Uberstromkanals mittel CAD durchgefiihrt.

- Der Aufbau der Abluftstrecke des Uberstrdmkanals wurde abgeschlossen.

AP2:

- Nach Abschluss eines ersten Konstruktionsentwurfes wurden die vorldufigen geometrischen Daten
den Projektpartnern zur Verfiigung gestellt.

AP3:

- FEine erste Einarbeitung in den Systemcode ATHLET wurde durchgefiihrt, um den Umfang der Arbei-
ten abschétzen zu konnen.

4. Geplante Weiterarbeiten

APO:

- Fertigstellung einer Ubersicht der bisher durchgefiihrten Untersuchungen.

- Festlegung der Randbedingungen fiir die Spraykiihlung, um mit der Planung der Versuchsanlagener-
weiterung beginnen zu koénnen.

AP1:

- Die Fertigstellung des Uberstromkanals.

- Festlegung einer konkreten Versuchsmatrix fiir die Experimente mit den Zusatzkomponenten.

- Durchfiihrung und Auswertung der Experimente mit Zusatzkomponenten.

AP2:

- Die Bereitstellung der finalen Geometriedaten und Messdaten aus den experimentellen Untersuchun-
gen.

AP3:

- Die Modellerweiterung in ATHLET fiir eine Spraykiihlung sowie die Durchfiihrung von Rechnungen
und Vergleich mit ALADIN- Experimenten.

5. Berichte, Veroffentlichungen
Partmann, C.; Schuster, C.; Hurtado, A.: Experimental investigation of the thermal hydraulics of a spent

fuel pool under loss of active heat removal conditions. In: Nuclear Engineering and Design 330 (2018), S.
480-487. DOI: 10.1016/j.nucengdes.2018.02.023.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
g:r(ihmsche Universitidt Dresden, Helmholtzstr. 10, 01069 Dres- 02 NUK 027B
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager fiir abgebrannte Brennelemente: Expe-
rimentelle Analyse, Modellbildung und Validierung fiir System- und CFD-Codes; Teilpro-
jekt B: Simulation von Stromung und Wérmetransport unter den Bedingungen eines La-
gerbeckens

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.10.2013 bis 31.03.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

489.910,00 EUR Prof. Dr. Frohlich

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Ziel des Gesamtvorhabens ist die Gewinnung gesicherter Kenntnisse iiber die Warmetransport-
prozesse fiir den Fall eines teilweise bzw. vollstindig ausgedampften Brennelement-Lagerbeckens
(BE-LB). Mittels Experimenten und Simulation erfolgt die Prognose unterschiedlicher Stor-
fallszenarien. Im vorliegenden Teilprojekt werden CFD-Simulationen des experimentell unter-
suchten Brennstabbiindels unter Beriicksichtigung aller wesentlichen Mechanismen durchgefiihrt.
Besonderes Augenmerk liegt auf dem Wéarmetransport durch Konvektion und Leitung im Gas, der
Wirmeleitung innerhalb der Brennstdbe (BS) sowie dem Strahlungsaustausch. Simulationen des
Brennelement Dummys der HS Zittau-Gorlitz (02NUKO027D) dienen der Validierung der numeri-
schen Methode und sind prototypisch fiir Brennelemente von Druckwasserreaktoren. Die gewon-
nenen Ergebnisse der Modellierung eines Brennelementes liefern eine Datenbasis fiir das HZ
Dresden Rossendorf (02NUKO027C), wahrend dort durchgefiihrte Simulationen des Containments
als Randbedingungen in die eigenen Simulationen zuriickflieBen. Simulationen des am WKET
durchgefiihrten Integralexperimentes (IE) (02NUKO027A) an einem fiir Siedewasserreaktoren typi-
schen Brennelements dienen zur Verifizierung der dort gewonnenen Daten und als Basis fiir die
Weiterentwicklung der Integralcodes (02NUKO027A).

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Der Zuwendungsempfinger ist an folgenden Arbeitspaketen im Forschungsvorhaben beteiligt:

APO: Systemanalyse, Literaturstudium, Festlegung von Szenarien

AP1: Auslegung, Errichtung und Inbetriebnahme der Integralversuchsanlage, Durchfiihrung und
Bewertung der Experimente

AP3:  Anwendung von CFD-Codes; 3-D-Modellierung von Brennelementen im Brennelement-
Lagerbecken und der Atmosphire {iber den Brennelementen

AP4: Anwendung von Integralcodes; Entwicklung spezieller Module fir ATHLET und COCO-
SYS

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Ein Schwerpunkt der Arbeiten im ersten Halbjahr 2018 waren Untersuchungen zu den Erweite-
rungen im Integralexperiment (IE) des SWR-Brennelements bei TUD-WKET (02NUKO027A,
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AP1). Erster Schritt war die Erweiterung des vorliegenden geometrischen Modells und des Re-
chengitters um die Uberstrdmeinrichtung und Anbindung an das Modell des Stabbereichs. Dabei
stellte sich heraus, dass der Kopfbereich des Integralexperimentes von der realen Geometrie eines
SWR-Brennelementes im Lagerbecken abweicht. In Zusammenarbeit mit den Projektpartnern im
TP A wurde ein Dummy fiir den Brennelementkopf erarbeitet, der in das IE eingebaut wird. Ba-
sierend auf dieser geplanten Realisierung wurden erste transiente Rechnungen mit stationdren
Randbedingungen fiir ausgewéhlte Parameterkombinationen aus Fiillstand und Geschwindigkeit
im Uberstromkanal durchgefiihrt (AP2). Die Realisierung von geeigneten Randbedingungen fiir
den Dampfmassestrom und die Temperatur im Stabbereich stellte dabei eine besondere Heraus-
forderung dar.

Die Erweiterung des Einzeleffektexperiments des DWR-Brennelements bei HSZG (02NUKO027D)
wurde im regelmdBigen Austausch mit den Projektpartnern begleitet (AP1). In einem Arbeitstref-
fen am 31. Januar an der TU Dresden wurden die experimentellen Randbedingungen, die konkre-
ten Abmessungen fiir die Komponenten der 3 x 1 BE-Konfiguration und des Uberstromkanals
sowie mogliche alternative Anordnungen der BE-Dummys diskutiert. Zusétzlich wurden Anforde-
rungen an die Messtechnik und die Versuchsmatrix hinsichtlich eines moglichen Abgleichs von
CFD-Simulationen und Experimenten formuliert. Die abgeleiteten Anforderungen an die Ver-
suchseinrichtungen flieBen in die Arbeiten der Teilprojektpartner ein.

Die wissenschaftliche Verwertung der gewonnenen Ergebnisse zur 3D-Modellierung von BE im
BE-Lagerbecken und der Atmosphére iiber den BE zusammen mit dem HZ Dresden-Rossendorf
(02NUKO027C) wurde durch Einreichen eines Artikels in der Fachzeitschrift Nuclear Engineering
and Design abgeschlossen.

Erste Vorstudien zur Analyse mesoskaliger Effekte wurden an der Geometrie des SWR-
Brennelements durchgefiihrt (AP2). Dazu gehort die Modellierung des Queraustauschs in einem
BE als anisotroper pordser Korper und die teilaufgeloste Simulation eines Einzel-BE. Die Ergeb-
nisse dienen als Grundlage fiir die mesoskalige Simulation eines Teilbereiches eines BE-
Lagerbeckens.

Der Zeitplan im Teilprojekt wurde zum Berichtszeitpunkt um ca. 2 Monate iiberschritten. Dies
liegt zum einen an unerwarteten Problemen bei der Realisierung geeigneter Randbedingungen fiir
die Simulation. Zudem verzdgerte sich der Aufbau der experimentellen Arbeiten durch die zeit-
weise unbesetzte Bearbeiterstelle bei TUD-WKET und bei HSZG-IPM durch die erwiihnten An-
derungen im Versuchsaufbau. Dadurch verzogern sich auch die Simulationen, da die Validierung
erst nach Vorliegen gesicherter Messwerte moglich ist.

4. Geplante Weiterarbeiten

Im zweiten Halbjahr 2018 werden die CFD-Simulationen zum Integralexperiment mit Uberstro-
mung fortgesetzt. Die Untersuchungen sollen um instationdre Randbedingungen erweitert werden
(AP2). Zur Vorbereitung der mesoskaligen Simulation eines Lagerbeckenbereichs wird ein {iber-
stromtes Einzel-BE mit periodischen RB (unendlich ausgedehntes Lagerbecken) berechnet.

5. Berichte, Veroffentlichungen
R. Oertel, T. Hanisch, Dirk Lucas, Eckhard Krepper, Frank Riidiger, Jochen Frohlich: Two-scale

CFD analysis of a spent fuel pool involving partially uncovered fuel storage racks (eingereicht
NED im Mai 2018)
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf e. V.; Bautzner Landstr.

400, 01328 Dresden 02 NUK 027C
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager fiir abgebrannte Brennelemente: Expe-
rimentelle Analyse, Modellbildung und Validierung fiir System- und CFD-Codes; Teilpro-
jekt C: Analyse und CFD-Modellentwicklung der Stromungszustinde in ausdampfenden
Brennelementen

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.10.2013 bis 31.03.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

434.844,00 EUR Dr. Krepper

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Zur Berechnung der axialen und radialen Stabtemperaturprofile bei unterschiedlichen Storfallsze-
narien sowie zur Beurteilung der Kiihleffektivitdt unterschiedlicher Mechanismen im Brennele-
ment-Lagerbecken (Zirkulationsstromungen, Verdampfung, Dampfaufstieg, Kaltgaseinbruch,
Stromungsinstabilititen, Gasphasenturbulenz) werden im vorliegenden Teilprojekt CFD-
Methoden mit dem Ansatz des pordsen Korpers angewendet. Die notwendige Validierung der zu
entwickelnden Modelle erfolgt sowohl an integralen als auch kleinskaligen Experimenten mit ei-
nem hohen Instrumentierungsgrad, die in anderen Teilprojekten des Verbunds durchgefiihrt wer-
den. Der Modellansatz des pordésen Korpers wird speziell mit Hilfe der Versuche an der TU-
Dresden und den CFD-Simulationen fiir ein einzelnes Brennelement im HZDR sowie an der
TUD-ISM entwickelt und parametriert.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Die Arbeiten beginnen mit einem ausfiihrlichen Literaturstudium. Als Ergebnis werden konkrete
Storfallszenarien herausgearbeitet und kritische Konstellationen identifiziert. Hierfiir und fiir die
Identifizierung des interessanten Parameterbereichs werden die an der TU-WKET durchgefiihrten
ADELA-Experimente analysiert.

Die Stromung in einem Brennelement wird auf der Grundlage des Ansatzes des pordsen Kdorpers
simuliert. Hierzu werden die GroB3en des Modells des pordsen Korpers abgeleitet, die die Stro-
mung im Einzelbrennelement in guter Ndherung wiedergeben.

Ausgehend von diesen Ergebnissen wird ein CFD-Modell fiir eine Anordnung mehrerer Brenn-
elemente in einem Lagerbecken sowie der Raum dariiber erstellt. Unter Anwendung des erarbeite-
ten CFD-Modells werden die ausgewéhlten Storfallszenarien simuliert, die von einer konkreten
Beladungsstruktur und Kiihlsituation ausgehen.

SchlieBlich werden Schnittstellen flir die Modellierung mit Lumped Parameter Codes bestimmt.
Die Anwendung dieser Codes fiir diese Aufgabe ist zwar weniger zuverldssig aber dafiir weniger
aufwendig und kann deshalb flexibler durchgefiihrt werden.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Im zuriickliegenden Berichtszeitraum wurde der geschaffene Modellkomplex fiir die Simulation
von Druckwasserreaktor-Lagerbecken und einer postulierten partiellen Freilegung der Brennele-
mente angepasst. Bei den bisherigen Studien lag der Fokus auf der Modellierung von Siedewas-
serreaktor-Lagerbecken (Fukushima, SWR-Referenzanlage nach Steinrotter et al. [2014]). We-
sentliche Unterschiede bestehen bei den Seitenverhiltnissen des Lagerbeckens, der Hohe und An-
ordnung der Lagergestelle sowie der Zerfallswarmeleistung. Fiir die Modellierung der Brennele-
mente mit dem Ansatz des pordsen Kdrpers wurden die zugehorigen Koeffizienten fiir den Wir-
meiibergang sowie den viskositits- und formbedingten Impulsverlust entsprechend angepasst. Der
verwendete Simulationsansatz erfordert die Spezifikation geeigneter Anfangsbedingungen, wel-
che aus den unter Anwendung des Integralcodes MELCOR ermittelten Berechnungsergebnissen
von Steinrdtter et al. (2014) bezogen wurden. Ausgehend von diesem Zustand wurde die Simula-
tion quasistationdr fortgefiihrt, d. h. die Wasseroberfliche als zeitlich unveridnderlich angenom-
men und die Losung des Gleichungssystems iterativ fortgefiihrt, bis ein thermischen Gleichge-
wicht zwischen der in den Brennelementen freigesetzten Wérme und deren Abtransport durch
Konvektion oder Wérmeleitung besteht sowie ein ausreichend grofler Mittelungszeitraum zur Ver-
fiigung steht. Zu den bisher untersuchten Beladungszustéinden gehoren die Normalbeladung des
Beckens im Leistungsbetrieb sowie die Vollbeladung bei einer Revision des Reaktordruckbehél-
ters. In beiden Féllen zeigt sich eine mit den zurlickliegenden Simulationen vergleichbare Charak-
teristik der Stromungszustinde in der Lagerbeckenatmosphére. Kalteres Gas dringt {iberwiegend
im Lagerbeckenzentrum ein, wiahrend das warme Gas entlang der Lagerbeckenwand aufsteigt. Im
Fall der Vollbeladung ist die Spreizung des Betrags der Zerfallswarmeleistung pro Brennelement
sehr grof3. Bei einer rdumlich konzentrierten Lagerung der zuletzt aus dem Reaktordruckbehilter
entnommenen Brennelemente verschiebt sich der Staupunkt des abfallenden Kaltgases demnach
in Bereiche wo eine geringere Zerfallswéirmeleistung vorliegt.

Ein weiterer Untersuchungsgegenstand im Berichtszeitraum war die vollstindige Freilegung des
Lagerbeckens unter Anwendung des auf das Fukushima-Szenario spezialisierten Modellkomple-
xes. Die Simulationen legen nahe, dass fiir die zum Unfallzeitpunkt vorliegende Zerfallswarme-
leistung eine reine Luftkiihlung nicht ausreichend gewesen wire und mit hoher Wahrscheinlich-
keit ein Zirkoniumbrand eingesetzt hitte. Da der Giiltigkeitsbereich des Modellkomplexes auf
Temperaturen unterhalb des Breakaway Effekes begrenzt ist, wurde ein zeitlich verschobener
Storfalleintritt von einhundert bis dreihundert Tagen nach dem tatséchlichen Unfall postuliert. Die
ermittelten Temperaturen deuten darauf hin, dass eine Luftkiihlung fiir einen um zweihundert Ta-
ge verschobenen Storfalleintritt realistisch gewesen wire. Im Fall von Fukushima ist der freilie-
gende Beckenquerschnitt ausreichend hoch, so dass sich fiir alle Zerfallswédrmeanordnungen eine
dhnliche Maximaltemperatur ergibt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Im weiteren Verlauf der Arbeiten wird das Szenario der vollstindigen Freilegung fiir die SWR-
Referenzanlage untersucht. Im Fokus steht hierbei die Analyse der Stromungszustidnde im Bereich
des Beckenbodens als Funktion der Zerfallswarmeverteilung. Aufgrund der kompakteren Lage-
rung der Brennelemente sind hier starke Unterschiede zu erwarten.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Hochschule Zittau/Gorlitz, Theodor-Korner-Allee 16,

02763 Zittau 02 NUK 027D
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager fiir abgebrannte Brennelemente: Expe-
rimentelle Analyse, Modellbildung und Validierung fiir System- und CFD-Codes; Teilpro-
jekt D: Dichtegetriebene vertikale Austauschbewegungen und radiales Strahlungsverhalten
Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.10.2013 bis 31.03.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

712.104,00 EUR Prof. Dr. Késtner

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Projekt soll in einer Kombination von Experiment und Simulation erweiterte Kenntnisse iiber die Wir-
metransportprozesse im Fall eines teilweise bzw. vollstindig ausgedampften Brennelement-Lagerbeckens (BE-
LB) sowohl innerhalb der Brennstabbiindel von Brennelementen als auch in den Zwischenrdumen zwischen den
BE liefern. Aufbauend auf den Ergebnissen, die im Verbundvorhaben SINABEL (FKZ 02NUKO027) im Zeitraum
von 2013 bis 2017 gewonnen wurden, stehen das Strémungs- und Temperaturfeld im Bereich des BE-Kopfes im
Mittelpunkt des Interesses, weil die dortigen Verhéltnisse den axialen Warmetransport aus dem BE heraus ent-
scheidend beeinflussen. Das betrifft sowohl die Uberstrdmverhltnisse der umgebenden Atmosphire als auch
den Eintrag von Wassertropfen bei Spraykiihlsystemen.

Die Basis der experimentellen Untersuchungen bilden die in 0.g. Verbundvorhaben errichteten Versuchsanlagen
ALADIN bei TUD-WKET und DVABEG bei HSZG sowie die bei TUD-ASP entwickelten Messmethoden. Zu-
satzeinrichtungen an den jeweiligen Anlagen dienen der Erfassung der Stromungs- und Temperaturfelder bei ge-
zielter Uberstrdmung iiber den Kopfbereich von SWR- und DWR-BE. Neben den Untersuchungen zur Tempera-
turentwicklung in der Integralanlage ALADIN liefern die Experimente vor allem Daten fiir die angestrebte Mo-
dellierung mit Integralcodes (TUD-WKET und HSZG) und CFD-Codes (TUD-ISM und HZDR). Insbesondere
fiir die anspruchsvolle CFD-Modellierung werden Messdaten bendtigt, die an den erweiterten Versuchsanlagen
auf Grundlage der Ausriistungen und Erfahrungen aus SINABEL gewonnen werden sollen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Untersuchungsprogramm des Verbundes gliederte sich vor der Aufstockung in 5 Arbeitspunkte (AP-B).

- AP-BO0: Systemanalyse, Literaturstudium, Festlegung von Szenarien

- AP-B1: Auslegung, Errichtung und Inbetriebnahme der Integralversuchsanlage, Durchfithrung und Bewer-
tung der Experimente

- AP-B2: Erprobung spez. Instrumentierungen, fluiddyn. Einzeleffekt-Experimente an einem BE-Dummy

- AP-B3: Anwendung von CFD-Codes; 3-D-Modellierung von BE im Lagerbecken und der Atmosphére iiber
den BE
AP-B4: Anwendung von Integralcodes; Entwicklung spezieller Module fiir ATHLET und COCOSYS

Aufstockung Nach der Aufstockung des Vorhabens wurde die Zuordnung der Arbeiten im Verbund zu den AP-

A in der Form angepasst, dass die experimentellen Arbeiten an der Integral- und Einzeleffektanlage im AP-A1

zusammengefasst wurden und eine Anderung der Nummerierung der folgenden Arbeitspakete erfolgte.

- AP-AO: Analyse des erreichten Standes in SINABEL, Festlegung von Randbedingungen fiir Experimente
und Simulationen (TUD-WKET, TUD-ISM, TUD-ASP, HZDR, HSZG)

- AP-Al: Vorbereitung, Aufbau und Inbetriebnahme der Experimentiereinrichtungen, Durchfiihrung und Be-
wertung der Experimente

- AP-A2: Anwendung von CFD-Codes; 3-D-Modellierung von BE im BE-LB und der Atmosphére iiber den
BE

- AP-A3: Anwendung von Integralcodes; Entwicklung spezieller Module fiir ATHLET und COCOSYS
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Im Berichtszeitraum wurden Arbeiten zu den AP-A1l und AP-A3 der Aufstockung fortgesetzt, wobei die Ergeb-
nisse der abgeschlossenen Parameteranalyse (AP-A0Q) genutzt wurden, um die thermohydraulischen Randbedin-
gungen beim Ausdampfen des DWR-LB zu definieren. Weiterhin wurden die Abmessungen der Komponenten
des DWR-LB bestimmt, um die Gestaltung (Konstruktion, Geometrie) des Versuchsstandes mit der BE-
Konfiguration 3 x 1 abzuleiten. Daraus resultierte die Fertigstellung des Konzeptes nach Riicksprache mit dem
Projektpartner TUD-ISM zur Festlegung der Geometrie. Aus der komplexen Geometrie und den Bestandteilen
des Kompaktlagergestells (KLG) wurde eine Konfiguration fiir die 3 vorhandenen BE-Dummy abgeleitet. Die
Auswahl der Konfiguration basiert auf einer KLG-iibergreifenden, asymmetrischen Anordnung. Eine Versuchs-
matrix fiir die geplanten Experimente wurde aufgestellt.

Fir COCOSYS-Analysen zum erweiterten Versuchsstand DVABEG wurden die Stoffwerte flir das Arbeitsme-
dium Argon implementiert, welches als Modellgas bei den Experimenten vorgesehen ist. Auf Basis der Festle-
gungen zu Konstruktion und Geometrie wurde ein Nodalisierungsschema fiir den konzipierten Versuchsstand
aufgestellt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Parallel zum Aufbau, zur Instrumentierung und Inbetriecbnahme des Versuchsstandes werden die Arbeiten zum
Einsatz von COCOSYS im meso- bis grofiskaligen MafBstab fortgesetzt.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Im Berichtszeitraum fanden im Rahmen des Projektes folgende Arbeitstreffen statt:

Arbeitstreffen am 18.01.2018 am HZDR zur Vorstellung des Arbeitsstandes aller Projektpartner

Arbeitstreffen am 13.06.2018 an der Hochschule Zittau/Gorlitz zur Vorstellung des Arbeitsstandes aller Projekt-
partner

Es wurde ein Paper im Rahmen der internationalen Konferenz NUTHOS eingereicht und akzeptiert:
Chabhi, H: “Investigation of density driven exchange of gases in spent fuel storage pool of pressurized water reac-
tor “, NUTHOS-2018
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
g:r(ihmsche Universitidt Dresden, Helmholtzstr. 10, 01069 Dres- 02 NUK 027E
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager fiir abgebrannte Brennelemente: Expe-
rimentelle Analyse, Modellbildung und Validierung fiir System- und CFD-Codes; Teilpro-
jekt E: Ortsaufgeloste Temperatur- und Gasphasengeschwindigkeitsmessung zur Analyse
der Stromungszustinde in ausdampfenden Brennelementen

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.10.2013 bis 31.03.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

449.159,40 EUR Prof. Dr. Hampel

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Im Rahmen des Verbundprojektes sollen die Warmetransportprozesse ausdampfender Brenn-

elemente-Nasslager fiir verschiedene Storfallszenarien untersucht und modelliert werden. Da-

zu ist die Kenntnis der Gasphasentemperatur und -geschwindigkeit in den Zwischenrdumen

einzelner Brennstdbe im Brennelement von essentieller Bedeutung. Aufgrund der erschwerten

mechanischen sowie optischen messtechnischen Zuginglichkeit ist die Anwendung konventi-

oneller Messmethoden eingeschriankt. Das Ziel des Teilprojektes ist die Entwicklung eines

minimalinvasiven Messsystems zur Bestimmung der ortsaufgelosten Messung der Gasphasen-

temperatur und -geschwindigkeit fiir den Einsatz in einem Integralexperiment.

Im Verbundprojekt besteht Zusammenarbeit mit folgenden Einrichtungen:

- Technische Universitidt Dresden, Fakultdit Maschinenwesen, Institut fiir Energietechnik,
Professur fiir Wasserstoff- und Kernenergietechnik

- Technische Universitidt Dresden, Fakultdt Maschinenwesen, Institut fiir Stromungsmecha-
nik

- Hochschule Zittau-Gorlitz

- Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

API1: Analyse ADELA-Experimente fiir spezielle Messtechnik, Literaturstudium

AP2: Selektion/Erprobung von Messverfahren

AP3: Entwicklung und Aufbau der Instrumentierung

AP4: Erprobung und Kalibrierung spezieller Instrumentierung an eigenem Stromungsver-
suchsstand

APS5:  Unsicherheitsanalysen

APG6: Einsatz der Stromungsmessverfahren am Integralexperiment, Datenanalysen

Aufstockung APO: Analyse bisheriger Versuche und Messtechnologierecherche

Aufstockung AP1: Optimierung, technologische Umsetzung und Experimente
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Aufstockungsphase / AP1:

In der bestehenden Elektronik ist die zeitliche Auflésung durch den Lastwechselbetrieb fiir
die Temperatur- bzw. Geschwindigkeitsmessung auf 10 min limitiert. Es wurde vermutet,
dass die Ursache dafiir elektronische Bauteile sind, welche durch ein temperaturabhidngiges
Ubertragungsverhalten eine Erwirmungsphase hin zu einem stationiren Betriebspunkt erfor-
dern. Zur Identifikation der betreffenden Bauteile wurde eine Analyse mittels einer Thermo-
graphiekamera durchgefiihrt. Es wurde festgestellt, dass Transistoren und Messwiderstinde
als Bestandteil von Verstirkerschaltungen sowohl im Senderteil als auch im Empfangerteil
der Elektronik Temperaturen bis zu 120 °C aufweisen. Die neue Elektronik wird nach folgen-
den Maf3gaben entwickelt: 1) Einsatz von Bauteilen mit geringer Temperaturabhéngigkeit der
Ubertragungscharakteristik, 2) Entkopplung von Heiz- und Messkomponenten auf der Platine
und 3) Reduzierung der Stromlast auf der Platine. Letztere wird durch den Einsatz von Platin-
Widerstdnden mit einem Nominalwiderstand von 1000 Ohm, anstatt wie bisher 100 Ohm, er-
zielt.

Bei den bisherigen Experimenten befanden sich die TAGS-Messpunkte in den vollen Unter-
kanélen des Rohrbiindels. Simulationen des Projektpartners TUD-ISM zeigen, dass ein gréf3e-
rer Anteil des Dampfstroms liber den Spalt zwischen Rohrbiindel und Kanalwand aufsteigt.
Um einen messtechnischen Zugang in diesem Bereich zu ermoglichen wurde gepriift inwie-
fern das Design des Thermoanemometriegittersensors angepasst werden kann. (In der derzei-
tigen Variante befinden sich an dieser Stelle allerdings tragende Stege des Sensors.)

Eine neuartige Variante zur bidirektionalen Geschwindigkeitsmessung wurde zunéchst theo-
retisch-konzeptionell untersucht. Ein beheizter Zylinder wird mit konstanter Heizleistungs-
dichte ldngs angestromt. Dabei bildet sich eine fluiddynamische Grenzschicht aus, deren Di-
cke in Stromungsrichtung zunimmt, wodurch der Wirmeleitwiderstand in axialer Richtung
steigt. Die Folge ist ein reduzierter Warmetransport stromabwiérts entlang des Zylinders und
die Auspragung eines Temperaturprofils. Aus dem Vergleich zweier oder mehrerer Tempera-
turen auf der Langsachse des Zylinders ldsst sich die Anstromrichtung und der Betrag der Ge-
schwindigkeit ableiten.

4. Geplante Weiterarbeiten

Aufstockungsphase / AP1:

Auf Grundlage der Randbedingungen zur Entwicklung der neuen Elektronik wird diese neu
aufgebaut. Weiterhin wird die konstruktive Anpassung des Sensors {iberpriift und ggf. umge-
setzt. Fiir die bidirektionale Sonde werden Konstruktionsvarianten erstellt und anhand der
Randbedingungen fiir den Einbau in die modifizierte ALADIN-Anlage beim Projektpartner
TUD-WKET deren Umsetzbarkeit bewertet und durchgefiihrt. Je nach Fortschritt werden die
entwickelten Komponenten versuchsbegleitend eingesetzt.

5. Berichte, Veroffentlichungen
M. Arlit, E. Schleicher, U. Hampel: “Investigation of Heat Transfer from Dried Rod Surfaces

in a Spent Fuel Mock-up with a Thermal Anemometry Grid Sensor”. CD-Proceedings. 49th
AMNT, Berlin/Germany, 29.-30.05.2018.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Universitit Stuttgart — Otto-Graf-Institut — Materialpriifanstalt,

Pfaffenwaldring 32, 70569 Stuttgart 02 NUK 040A
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt UNSCHRO: Experimentelle Untersuchungen und theoretische Beschrei-
bung der Schidigung metallischer Rohrleitungen bei turbulenter Durchstromung im Bereich
hoher Driicke und hoher Temperaturen, Teilprojekt A: Mischnédhte, Ausstromen
Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.10.2014 bis 30.06.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

737.927,20 EUR Silber

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Gesamtziel des Vorhabens ist die Verbesserung des Verstindnisses und der Grundlagen zur
quantitativen Beschreibung der Wechselwirkungsvorgédnge zwischen dem Wandwerkstoff druck-
beaufschlagter Komponenten und der turbulenten Durchstrémung bei hohen Driicken bis zu 75
bar. Zum einen soll die thermische Wechselbelastung einer Rohrumfangsschweifinaht (Misch-
schweilnaht) untersucht werden, welche sich stromab einer Einspeisestelle warm/kalt (T-
Abzweig) befindet. Zum anderen soll kontrolliert eine Leckstelle (wanddurchdringender Feh-
ler/Leck definierter Grofe in Rohrbauteil) eingebracht werden, deren Verhalten unter dem Ein-
fluss des Innendruckes, der Temperaturverteilung und der turbulenten Stromung untersucht wird.
Das Vorhaben baut direkt auf dem Vorhaben 02NUKO09A auf und nutzt den im Rahmen dieses
Vorhabens aufgebauten Versuchskreislauf. In diesem Zusammenhang werden vom Institut fiir
Kernenergetik (IKE) Universitdt Stuttgart und der Materialpriifungsanstalt (MPA) Universitét
Stuttgart experimentelle und numerische Untersuchungen von LWR-spezifischen Rohrleitungs-
elementen durchgefiihrt. Ziel ist die gekoppelte dreidimensionale Simulation und experimentelle
Validierung der Vorginge bei im Rohrleistungssystem auftretenden Rohrumfangsschweifinéhten
und rissartigen Lecks. Zur Charakterisierung des mechanischen Verhalten von MischweiB3ndhten
werden Laborproben im Ermiidungsversuch an Luft und bei Bedingungen des LWR-Mediums
gepriift sowie Rohrstiicke mit Rohrumfangsschweilnaht unter realen Bedingungen (75 bar,
280 °C) im Versuchskreislauf untersucht. Experimentelle Untersuchungen zum Ausstrémverhal-
ten aus rissartigen Lecks sollen den bisherigen Kenntnisstand verfligbarer Berechnungsmodelle
priifen und erweitern. Das IKE-Teilprojekt (02NUKO040B) umfasst die messtechnische Erfassung
der Stromungsvorginge im Versuchskreislauf sowie die stromungsmechanische Modellierung
(Thermofluiddynamik) mit entsprechenden Simulationsrechnungen. Das MPA-Teilprojekt
(02NUKO040B) beinhaltet den Umbau der bestehenden FSI-Versuchsanlage entsprechend den
Vorhabenszielen, die Durchfithrung von Ermiidungsversuchen an Laborproben sowie die Durch-
fiihrung von Ermiidungsversuchen an geschweifiten Rohrmodulen bzw. Ausstromversuchen an
Leckmodulen. Strukturmechanische Berechnungen werden eingesetzt um Werkstoffmodelle an-
hand von Ermiidungsversuchen mit Laborproben aufzubauen um das mechanische Verhalten der
Mischschweinaht- bzw. Leckmodule numerisch abzubilden.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Untersuchungen an einer Mischschweifinaht, im Einzelnen:
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Werkstoffcharakterisierung (AP1.1), Stromungstechnische Untersuchungen (AP1.2), Ver-
suchskreislauf und Versuchsdurchfiihrung (AP1.2.1), Durchfiihrung der Messungen
(AP1.2.2), Auswertung der Messergebnisse (AP1.2.3), Gekoppelte Simulation (AP1.3)
AP2: Ausstromverhalten aus einem Leck, im Einzelnen:
Teststrecke und Versuchsdurchfiihrung (AP2.1), Messung der Leckstromung (AP2.2), Ge-
koppelte numerische Simulation (AP2.3), Bewertung der Messergebnisse (AP2.4)
AP3: Berichtswesen

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

API.1:

AP1.2:

AP1.2.1:

AP1.2.2:
AP1.2.3:
AP1.3:
AP2.1:

AP2.2:
AP2.3:
AP2.4:

AP3:

Das Versuchsprogramm zu den Ermiidungsversuchen wurde im August 2017 abge-
schlossen. Die Auswertung der Versuche lief planméBig.

Umbaumafnahmen an der Kreislauffiihrung zur Durchfiihrung der Bauteilversuche mit
Mischschweiflnaht wurden durchgefiihrt. Die Mischschweilmodule wurden gefertigt
und mit Thermoelementen instrumentiert.

Bauteilversuche an den Mischschweiflnahtmodulen sind abgeschlossen. Die Auswertung
der Ergebnisse ist abgeschlossen.

siche IKE

Auswertung der Versuche ist abgeschlossen.

siche IKE

Erforderliche UmbaumaBnahmen am FSI-Kreislauf zur Durchfiihrung der Leckagever-
suche wurden durchgefiihrt. Ein Kondensator zur Kondensation des ausgetretenen
Dampfmassenstroms am Leckmodul wurde kontruiert und im Rahmen der durchgefiihr-
ten Untersuchungen eingesetzt. Das Leckmodul ist in den Kreislauf eingebaut und Ver-
suche mit unterschiedlichen Rissblenden wurden durchgefiihrt. Es wurden Leckageblen-
den mit realistischen Ermiidungsrissen sowie definierten Spalten und Bohrungen herge-
stellt und untersucht. Im Rahmen der Projektverldngerung wurden weitere Leckageblen-
den mit groBeren Wandstdrken untersucht. Die Messungen an einer Leckblende mit Er-
fassung von Druck und Temperatur im Spalt sind abgeschlossen.

siche IKE

siche IKE

Die Auswertung der Messreihen an Kleinversuchsstinden (IKE+MPA) und FSI-
Grof3versuchstand (MPA) wurden abgeschlossen. Leckageberechnungen zu den durch-
gefiihrten Messreihen mit analytischen Modellen mittels WinLeck (GRS) wurden durch-
gefiihrt.

Die bisherigen Erkenntnisse zu AP1 wurden in Form des Abschlussberichts dokumen-
tiert. Die Berichtserstellung der anderen Arbeitspakete lduft.

4. Geplante Weiterarbeiten

API1.1:
AP1.2:
AP2.1:

Keine.
Keine.
Keine.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.



22

Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Universitit Stuttgart, Keplerstr.7, 70174 Stuttgart 02 NUK 040B

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt UNSCHRO: Experimentelle Untersuchungen und theoretische Beschrei-
bung der Schidigung metallischer Rohrleitungen bei turbulenter Durchstromung im Bereich
hoher Driicke und hoher Temperaturen, Teilprojekt B: Numerische Simulation turbulenter
Stromung

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.10.2014 bis 30.06.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
1.030.269,54 EUR Prof. Dr. Laurien

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Verbundprojekt erfolgt in Zusammenarbeit mit der Materialpriifanstalt Stuttgart. Es werden Untersuchungen an ei-
ner Rohrrundschweifinaht (ausgefiihrt als Mischschweiinaht) unter thermisch fluktuierender Beanspruchung stromab
einer Vermischungsstelle (T-Abzweig) durchgefiihrt.

Des Weiteren sollen rissartige Leckéffnungen in die Rohrwand kontrolliert eingebracht und Leckstromungen sowie de-
ren Umgebung bei unterschiedlichen Temperaturen, Driicken und Stromungsbedingungen vermessen werden. Die Un-
tersuchungen finden im modular aufgebauten Rohrleitungsversuchsstand (FSI-Kreislauf, FSI: Fluid-Struktur-
Interaktion) bei realitdtsnahen thermohydraulischen Versuchsbedingungen (pmax = 75 bar, Tmax = 280 °C) statt. Messun-
gen der turbulenten Stromungsgrofen und der Temperaturverteilung innerhalb der Rohrwand werden mit Thermoele-
menten durchgefiihrt. Die Entwicklung und der Test weiterer, fortgeschrittener Stromungs-Messtechnik und von Visua-
lisierungsmethoden erfolgt im IKE anhand vereinfachter, isothermer Experimente. Die ein- und zweiphasige Stromungs-
Struktur-Wechselwirkung wird auBerdem mit zeitabhéngig gekoppelten numerischen CFD-Simulationen unter Zuhilfen-
ahme der Large-Eddy-Simulation untersucht sowie mit den erhaltenen experimentellen Ergebnissen verglichen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Verbundprojekt ist in 3 Arbeitspakete (AP) unterteilt.

AP1: Untersuchungen MischschweiBinaht, i. E.: Werkstoffcharakterisierung (AP1.1), Stromungstechnische Untersu-
chungen (AP1.2), Versuchskreislauf und Versuchsdurchfiihrung (AP1.2.1), Durchfiihrung der Messungen
(AP1.2.2), Auswertung der Messergebnisse (AP1.2.3), Gekoppelte numerische Simulation (AP1.3)

AP2: Untersuchungen zum Ausstromverhalten aus einem Leck, i. E.: Teststrecke und Versuchsdurchfiihrung
(AP2.1), Messung der Leckstromung (AP2.2), Gekoppelte numerische Simulation (AP2.3), Bewertung der
Messergebnisse (AP2.4)

AP3: Berichtswesen

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1.1:  Siehe MPA-Bericht (Projekt 02NUKO040A).

AP1.2.1:  Sieche MPA-Bericht (Projekt 02NUKO040A).

AP1.2.2: Stromungstechnische Untersuchungen am vertikal eingebauten T-Stiick im FSI-Versuchskreislauf, i. E.
Stromungstemperaturmessungen unter Einsatz des Thermoelement (TC)-Moduls in der Strdmungsvermi-
schungszone sowie im Einlaufbereich des Haupt- und Nebenstrangs, PIV (Particle-Image-Velocimetry)-
Erfassung der Stromungsgeschwindigkeitsprofile im T-Stiick-Nebenstrangeinlauf unter Verwendung des opti-
schen Moduls fiir Untersuchungsfélle kontinuierliche Nebenstrang-Kaltwassereinspeisung bzw. ohne Kaltwas-
sereinspeisung iiber Nebenstrang. Zudem Untersuchungen zu Stromungs-Struktur-Wechselwirkung einer
Schweiinahtwurzel im Stromungsvermischungsbereich unter Verwendung des Nahwand-LED-Induzierten
Fluoreszenz (NW-LED-IF)-Messverfahrens am optischen Modul mit eingebauter Modellschweifinaht.

AP1.2.3: Die Auswertung der Thermoelement-Messungen ergibt, dass hohe Temperatur-fluktuationen in der Vermi-
schungszone vorliegen. Die Positionen dieser Temperaturfluktuationen verdndern sich in Abhédngigkeit von
Hauptstrang-/Nebenstrang-Einlaufrandbedingungen (Temperaturen, Massenstrome).
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Fiir den Untersuchungsfall ohne Kaltwassereinspeisung iiber Nebenstrang weisen die PIV-Messungen teilweise
Stromungswirbelstrukturen im Nebenstrang nach, die dort zu ausgeprigten Temperaturfluktuationen fithren
konnen.

Die Ergebnisse der NW-LED-IF-Messungen zeigen, dass die Schweilnahtwurzel die Stromungsturbulenz in
der Vermischungszone verstirken und ggf. die Temperaturfluktuationen in schweilnahtnahen Bereichen erho-
hen kann. In diesen Bereichen erhdht sich demnach die Wahrscheinlichkeit fiir die thermisch induzierte Mate-
rialermiidung.

AP1.3: Durchfithrung von LES-Simulationsrechnungen fiir horizontal orientiertes T-Stiick und maximale experimen-

telle Betriebsbedingung (75 bar, 265 °C). In den Simulationen ist auch der experimentelle Fall der kiinstlich er-
zeugten periodischen Kaltwassereinspeisung beriicksichtigt. Als Simulationsreferenz dient ein Experiment mit
kontinuierlicher Kaltwassereinspeisung.
Auswertung der Simulationsergebnisse und Vergleich mit experimentellen Daten. Die berechneten Tempera-
turverteilungen und Temperaturfluktuationen in der Vermischungszone zeigen eine gute Ubereinstimmung mit
dem Experiment. Im Frequenzspektrum der berechneten Temperaturdaten ist der Peak fiir die periodische
Temperaturschwankung nicht so deutlich wie im Experiment zu erkennen.

AP2.1: Siche MPA-Bericht (Projekt 02NUKO040A).

AP2.2: Untersuchung des Einflusses der Flachenverdnderung des Risses entlang der Stromungsrichtung durch unter-
schiedliche Einbaulage der Rissblende (Flachenverjiingung: Diise; Flachenerweiterung: Diffusor); Durchfiih-
rung von Messungen am Leakage Flow (LF) Versuchsstand mit groBeren Wandstirken (18 mm, 30 mm). Un-
tersuchung der Fluidbedingungen (Druck, Temperatur) im Risskanal bei einem Riss mit 30 mm Wandstéarke.

AP2.3: Simulation der Zweiphasenstromung bis 170 °C im Druckbereich von 4 bar bis 10 bar unter Beriicksichtigung
der experimentellen Ergebnisse mit Vernachldssigung der umgebenden Struktur.

Untersuchung des Einflusses des Austrittsdrucks (Outlet-Randbedingung) auf den Leckmassenstrom der Simu-
lation im zweiphasigen Stromungsbereich. Zundchst Simulationen unter der Annahme von Dampfdruck am
Austritt entsprechend modifizierter Bernoulli-Gleichung.

AP2.4: Berechnung der Rohrreibungszahlen der unterschiedlichen Rissformen, Wandstérken und Einbaulagen. Erstel-
len eines Moody-Diagramms zur besseren Darstellung des Einflusses sowohl der Reynolds-Zahl als auch der
Geometrieparameter (Rauigkeit, hydraulischer Durchmesser) auf die Rohrreibungszahl mit den Daten aller
vermessenen Rissblenden. Gute Ubereinstimmung der experimentellen Werte mit den theoretischen Werten
entsprechend des Stromungszustands (Unterscheidung zwischen laminarer Strémung, Ubergangsbereich la-
minar < turbulent, turbulente Stromung mit glatter oder rauer Oberflédche).

Um bis zu 25 % hohere Werte des Leckmassenstroms bei Diffusoreinbaulage im Vergleich zur Diise; Annéhe-
rung der Werte mit zunehmender Temperatur bzw. abnehmender Unterkiihlung des Fluids.

Im zweiphasigen Stromungsbereich tendenzielle Abnahme des Leckmassenstroms mit zunehmendem Verhilt-
nis von Wandstérke zu hydraulischem Durchmesser erkennbar. Bei allen Blenden abnehmender Leckmassen-
strom mit zunehmender Temperatur bzw. sinkender Unterkiihlung.

Starke Abnahme des Drucks am Risseintritt aufgrund der Beschleunigung des Fluids und der Eintrittsverluste
bei den Messungen im Kanal feststellbar. Bei hohen Unterkiihlungen konstante Temperatur entlang des Riss-
kanals. Abnahme des Drucks ungeféhr auf Niveau des Dampfdrucks am Rissaustritt. Bei geringerer Unterkiih-
lung Erreichen von Siedebedingungen bereits weiter stromauf im Risskanal. Danach Abnahme der Temperatur
entlang der Siedelinie bis zum Rissaustritt.

Gute Ubereinstimmung der Simulationsergebnisse mit den Experimenten bei hoher Unterkiihlung mit Dampf-
druck als Randbedingung am Auslass. Zu geringer Leckmassenstrom der Simulationen bei geringer Unterkiih-
lung. Daher schrittweises Absenken des Drucks.

AP3: Noch nicht begonnen.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1.1: Sieche MPA-Bericht (Projekt 02NUKO040A); AP1.2.1: Siehe MPA-Bericht (Projekt 02NUKO040A); AP1.2.2: Ar-
beiten sind abgeschlossen, keine Weiterarbeiten; AP1.2.3: Arbeiten sind abgeschlossen; AP1.3: Arbeiten sind abge-
schlossen; AP2.1: Siehe MPA-Bericht (Projekt 02NUKO040A); AP2.2: Arbeiten sind abgeschlossen; AP2.3: Arbeiten
sind abgeschlossen; AP2.4: Arbeiten sind abgeschlossen; AP3: Erstellung des Abschlussberichts.

5. Berichte, Veroffentlichungen

M. Zhou, R. Kulenovic, E. Laurien: T-junction experiment with high temperature and high pressure to investigate flow
rate influence on mixing characteristics, International Journal of Heat and Fluid Flow, 71, pp. 451-459 (2018)

M. Zhou, R. Kulenovic, E. Laurien: Large-Eddy-Simulation on Thermal Mixing Process at a Horizontal Oriented 90° T-
Junction, 12th International Topical Meeting on Nuclear Reactor Thermal-Hydraulics, Operation and Safety (NUTHOS-
12), Qingdao, China, October 14-18, 2018

S. Schmid, R. Kulenovic, E. Laurien: Analysis of Initially Subcooled Leakage Flows in a Narrow Through-Wall Crack
at low Reynolds-Numbers, Proc. of the International Congress on Advances in Nuclear Power Plants (ICAPP 2018),
Charlotte, USA, April 08-11, 2018
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
g:r(ihmsche Universitidt Dresden, Helmholtzstr. 10, 01069 Dres- 02 NUK 041A

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt PANAS: Untersuchungen zu passiven Nachzerfallswarme-Abfuhrsystemen,;
Teilprojekt A: Einzel- und Integralexperimente sowie theoretische Analysen zu Verdamp-
fung, Kondensation und Zweiphasen-Natriumlaufstabilitit in einem passiven Wiarmetrans-
portsystem

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2015 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
1.009.512,00 EUR Dr. Lippmann

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Ziel des Vorhabens ist es, gesicherte Kenntnisse iiber das Verhalten und die Warmetransport-prozesse
von passiven Systemen zu erhalten. Fiir experimentelle Untersuchungen ist an der TUD die Versuchs-
anlage GENEVA errichtet worden. Sie bildet ein passives Nachzerfallswirmeabfuhrsystem ab. An der
Anlage werden die Warmeiibertragungsprozesse Kondensation an und Verdampfung in leicht geneig-
ten Rohren messtechnisch vertieft untersucht. Anhand der erzielten Ergebnisse werden die im System-
code ATHLET vorhandenen Modelle fiir passive Systeme validiert und gegebenenfalls ertiichtigt. Des
Weiteren sind Integralexperimente zur Untersuchung der Zweiphasenstabilitit vorgesehen. Unter An-
wendung dieser erhaltenen Daten erfolgt die umfassende Bewertung der Stabilitdt des zweiphasigen
Naturumlaufs mit der RAM/ROM-Methodik der nichtlinearen Stabilitdtsanalyse.

Die GRS (Gesellschaft fiir Anlagen- und Reaktorsicherheit gGmbH) ist als Unterauftragnehmer fiir die
TU-Dresden tétig. Sie wirkt als wichtiger Schliissel zur Weiterentwicklung des Systemcodes ATH-
LET.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Forschungsvorhaben gliedert sich in die folgenden Arbeitspakete:

AP1: Systemanalyse, Literaturstudium, Festlegung von Szenarien (TUD-WKET, THD, HZDR,
Framatome)

AP2: Erarbeitung der messtechnischen Verfahren, Instrumentierung der Versuchsanlagen und Er-
probungsphase (TUD-WKET, HZDR, Framatome)

AP3: Durchfithrung von Experimenten, Datenauswertung und —aufbereitung fiir die Modellentwick-
lung und Stabilititsanalyse (TUD-WKET, THD, HZDR, Framatome)

AP4: Modellentwicklung fiir CFD- und Integralcodes, Weiterentwicklung RAM/ROM, Validierung
der Modelle und Methoden (TUD-WKET, HZDR, Framatome)

APS5:  Gesamtanalyse des passiven Warmeabfuhrsystems durch Einsatz der neuen Modelle und Me-
thoden (TUD-WKET, HZDR)

Seitens der GRS wurden Arbeitspakete wie folgt definiert:

AP1.1: Recherche (bis 12/2015)

AP1.2: Modellentwicklung und Validierung (10/2016 bis 06/2018)

AP2: Technischer Support (01/2017 bis 12/2018)
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1: Abgeschlossen.

AP2: Abgeschlossen.

AP3: Die Stabilitétsgrenze sowie das Frequenz- und Amplitudenverhalten des instabilen Zweipha-
sengebietes wurden experimentell bestimmt. Gegenwértig erfolgen UmbaumaBnahmen zur
Anderung der Steigrohrgeometrie.

AP4: Der Vergleich der experimentellen Daten mit der ATHLET-Simulation zeigt deutliche
Schwachstellen der implementierten Wérmeiibergangskorrelationen. Erste Nédherungen zur
Weiterentwicklung der Modelle zeigen, dass die Implementierung von stromungs-
kartenbasierten Korrelationen notwendig ist. Ein auf der GENEVA basierendes ordnungsredu-
ziertes Modell zur Stabilitdtsuntersuchung wurde erstellt. Vorab-rechnungen mit ATHELT
zeigen Differenzen im Frequenz- und Amplitudenverhalten, welche sich durch die Vereinfa-
chungen im Modell erkléren lassen.

APS5:  Noch nicht begonnen (geplanter Zeitraum: 08/2017 bis 12/2018).

GRS: Mit dem erstellten COSMEA-Datensatz wurden Nachrechnungen der NOKO-Experimente
durchgefiihrt. Ein Vergleich beider Ergebnisse zeigt, dass ATHLET die Experimente lediglich
qualitativ abbilden kann. Zudem wurde die THD bei ATHLET-Simulationen unterstiitzt, das
Post-Processing-Werkzeug weiterentwickelt sowie den Projektpartnern ein ATHLET-Patch
mit Pythonschnittstelle zur Verfiigung gestellt.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP3:  Durchfiihrung von Experimenten und Auswertung der Daten

- 07/2018: Durchfiihrung der Versuchsreihe ,,Experimente zur Naturumlaufstabilitdt mit erhohtem
Stromungswiderstand vor der Heizzone

- 08/2018: Durchfiihrung der Versuchsreihe ,,Experimente zum Warmeiibergang am Rohrbiindel*

- 09/2018: Durchfiihrung der Integralexperimente an geénderter Steigrohrgeometrie

AP4: Modellentwicklung und Weiterentwicklung RAM/ROM

- 07/2018: Entwicklung neuer Integralmodelle fiir den Warmetransport an geneigten Rohren

- 08/2018: Anwendung der RAM-ROM-Methode an der GENEVA

- 09/2018: Implementierung der weiterentwickelten Modelle in ATHLET

AP5:  Gesamtanalyse des passiven Warmeabfuhrsystems

- 07/2018: Bewertung der Stabilitdtseigenschaften

- 08/2018: ATHLET-Simulation der GENEVA

- 09/2018: ATHLET-Simulation des gesamten Notkiihlsystems NOKO und GEKO

GRS: Abschlieende Arbeiten fiir das graphische Post-Processing-Werkzeug werden durchgefiihrt

sowie Anwenderunterstiitzung fiir ATHLET geleistet.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Joint project PANAS; F. Viereckl, W. Lippmann, U. Hampel, M. Walther, S. Leyer, A. Hurtado;
Préasentation: NUGENIA Annual Forum & Nuclear Days, Prag, April 2018

PANAS — Experimental and theoretical investigation of generic thermal hydraulic issues of passive
safety systems; C. Schuster, W. Lippmann, U. Hampel, M. Walther, S. Leyer; Compact/Prisentation:
49th Annual Meeting on Nuclear Technology, Berlin, Mai 2018

Model order reduction of a low pressure natural circulation system; R. Manthey, A. Knospe, C. Lange,
C. Schuster, A. Hurtado; Compact/Présentation: 49th Annual Meeting on Nuclear Technology, Berlin,
Mai 2018

Experimental and theoretical investigation of boiling in the slightly inclined tubes of the containment
cooling condenser, F. Viereckl, C. Schuster, W. Lippmann, A. Hurtado; Compact/Priasentation: 49th
Annual Meeting on Nuclear Technology, Berlin, Mai 2018
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf e. V., Bautzner Landstr.

400, 01328 Dresden 02 NUK 041B
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt PANAS: Untersuchungen zu passiven Nachzerfallswirme-Abfuhrsystemen;
Teilprojekt B: Untersuchungen zu Kondensationsprozessen im Notkondensator und numeri-
sche Simulation einer passiven Wérmeabfuhrkette

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2015 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

787.100,00 EUR Prof. Dr. Hampel

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Mit Hilfe der bei den beiden Experimenten im HZDR und an der TUD-WKET generierten Experimentaldaten
sollen neue Verdampfungs- und Kondensationsmodelle fiir CFD- und Integralcodes entwickelt werden, die das
reale thermohydraulische Verhalten von passiven Warmeabfuhrsystemen moglichst allgemein wiedergeben kon-
nen. Dieses thermohydraulische Verhalten umfasst sowohl den Wérmetransport und die Warmeiibertragung auf
die Wirmesenke als auch die sich dabei einstellende Naturumlaufstromung, welche integral betrachtet stabili-
tatsgefahrdet ist.

Ziel ist die Entwicklung von Modellen mit den wesentlichen physikalischen Eigenschaften, die sich ohne zu
groflen numerischen Aufwand insbesondere fiir technische Geometrien zielgenau auf industrielle Probleme an-
wenden lassen, die aber auch in numerischen Codes implementiert werden kdnnen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Systemanalyse, Literaturstudium, Festlegung von Szenarien (TUD-WKET, THD, HZDR, Framatome)

AP2: Erarbeitung der messtechnischen Verfahren, Instrumentierung der Versuchsanlagen und Erprobungsphase
(TUD-WKET, HZDR, Framatome)

AP3: Durchfiihrung von Experimenten, Datenauswertung und —aufbereitung fiir die Modellentwicklung und
Stabilitdtsanalyse (TUD-WKET, THD, HZDR, Framatome)

AP4: Modellentwicklung fiir CFD- und Integralcodes, Weiterentwicklung RAM/ROM, Validierung der Model-
le und Methoden (TUD-WKET, HZDR, Framatome)

APS5: Gesamtanalyse des passiven Warmeabfuhrsystems durch Einsatz der neuen Modelle und Methoden
(TUD-WKET, HZDR)

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1: Die erforderlichen Arbeiten zum Literaturstudium und zur Systemanalyse wurden in den vorhergehenden
Berichtsperioden weitestgehend abgeschlossen, so dass im 1. Halbjahr 2018 iiberwiegend Literatur-
recherchen zur Steigerung der Kondensationsleistung bei Installation von Einbauten bzw. Abscheidern
durchgefiihrt wurden. Gemeinsam mit den anderen drei Doktoranden des PANAS-Projektes wurde ein
Ubersichtsbericht zu Systemen der passiven Wirmeabfuhr begonnen. Wegen der groBen Datenmenge
wurde beschlossen, den Bericht in zwei Teilen anzufertigen. Der erste Teil steht kurz vor der Einrei-
chung, wéhrend der zweite Teil noch unter den Autoren diskutiert wird.

AP2: Die im 3. und 4. Quartal 2017 an der Versuchsanlage COSEMA erhobenen Messdaten fiir verschiedenen
Druckstufen (5, 12, 25, 45 und 65 bar) und stationdre Wiarmeiibertragungsszenarien wurden im 1. HJ
2018 hinsichtlich der Kondensatverteilung im leicht geneigten Kondensationsrohr ausgewertet und den
Projektpartner im Marz direkt iibergeben bzw. restriktive publiziert (https://doi.org/10.14278/rodare.3).
Weiterhin wurden die Halbzeuge zum Aufbau der Ti-Teststrecke geliefert und umgehend zur Material-
priifung an die Firma Siempelkamp weitergeleitet. Die im Rahmen einer interdisziplindren Projektarbeit
konstruierten und bereits gelieferten Teile der ultraschnellen Rontgentomographie konnten durch die ak-
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tuell noch durchzufiihrenden Messungen an COSMEA-I bis jetzt noch nicht installiert werden. Aktuell
wird der Zusammenbau auf Dichtheit gepriift. Auch bei der Realisierung des durchstrahlbaren Targets,
das fiir den Einsatz eines Mehrebenen-CT-Scanner bendtigt wird, zeichnet sich weiterer zeitlicher Verzug
ab, da der potenzielle Anbieter zunéchst eine Testversion erstellen mochte, um die Fertigungstechnologie
zu priifen. Die Vorstudien fiir den Einsatz des (Mehrebenen)-Strahlungsdetektors sind. Die technischen
Zeichnungen zur neuen Titan-Teststrecke sind fertiggestellt und von der zentralen Uberwachungsstelle
drucktechnisch genehmigt. Die Dampfstiitzleitung ist komplett aufgebaut und betriebsbereit.

AP3: Aktuell wird ein neuer Ansatz zur zeitlich aufgeldsten Fiillstandsbestimmung des Kondensats im Kon-

densatorrohr getestet und validiert. Nach Abschluss der transienten Kondensationsmessungen Ende 2017
wurden die Messdaten im 1. Halbjahr 2018 ausgewertet.
Die transienten Versuche wurden bei einem Druck von 65 bzw. 45 bar gestartet und iiber eine Zeitspanne
von mindestens 30 Minuten beobachtet. Nach der Datenauswertung stehen jetzt erstmalig transiente Pa-
rameter fiir insgesamt 8 Hochdruck-Kondensationsexperimente zur Verfligung, die an die TH Deggendorf
und die GRS weitergeleitet und dort bereits nachgerechnet wurden.

AP4: Es wurde ein eigenes Wandkondensationsmodell unter Beriicksichtigung des Fliissigkeits-Filmes an der
Wand entwickelt. Schliefllich wurde ein Modell entwickelt, das sowohl Wandkondensation als auch DCC
umfasst. Im Berichtszeitraum wurde des Weiteren der Einfluss von Einbauten auf die Kondensationsrate
untersucht. Die Weiterentwicklung dieser im Projekt entwickelten Idee kann bei der Erh6hung des Kiihl-
vermogens sehr hilfreich sein.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1: Neuerscheinende Publikationen werden regelméBig analysiert und nutzbare Informationen bei der Wei-
terarbeit berticksichtigt.

AP2: Nach Erhalt der Ergebnisse zur Materialpriifung der Titanproben, werden die Halbzeuge zur Schwei3fir-
ma weitergeleitet. Nach Fertigstellung der Schweiflprobe wird diese ebenfalls materialtechnisch gepriift
und bei positiven Ergebnissen die Fertigung des Ti-Kondensationsrohres entsprechend Beauftragung frei-
gegeben.

Nach Vorliegen von 3 technischen Angeboten wird die Fertigung der Teststrecke COSMEA-II beim aus-
gewihlten Anbieter beauftragt.

AP3: Es werden die vorliegenden Messdaten analysiert, um weitere Informationen zur Modellbildung bereitzu-
stellen. Zusitzlich werden, soweit technisch moglich, fiir die ermittelten experimentellen Daten Unsi-
cherheiten bestimmt, um eine hohe Qualitdt beim Vergleich mit den numerischen Ergebnissen zu gewéhr-
leisten.

AP4: Verbesserung der Modellierung der Sekundédrseite; Detailliertere Untersuchungen zum GENTOP-
Konzept; Validierung und Verifikation der Modelle anhand der Experimente mit hoherem Fliissigkeitsge-
halt innerhalb des Rohres; Detailliertere Untersuchung des Einflusses von inneren Einbauten auf den
Wirmeiibertragungskoeffizienten;

5. Berichte, Veroffentlichungen

Iskander, K. N. A. (2018): Study on optimal scintillation detectors for ultrafast electron beam X-ray CT scan-
ners. Masterarbeit. Anhalt University of Applied Science.

Bieberle, A., Boden, S., Beyer, M., & Hampel, U. (2018): Results of the stationary measurements at COSMEA-I
facility - CT part [Data set]. http://doi.org/10.14278/rodare.4

Moonesi et al.: CFD modeling and simulation of condensation in passive heat removal systems (atw, 238-241,
2018)

Moonesi et al.: Modeling of condensation inside an inclined pipe (AMNT 2018- Berlin, proceeding, presentati-
on)

Moonesi et al.: CFD modeling of condensation inside emergency condensers of passive heat removal systems
(ICONE 2018, London, Abstract, presentation)
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Framatome GmbH, Paul-Gossen-Str. 100, 91052 Erlangen 02 NUK 041C
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt PANAS: Untersuchungen zu passiven Nachzerfallswarme-Abfuhrsystemen,;
Teilprojekt C: Ubertragung auf industrielle Anwendungen von neuen Modellen zu Ver-
dampfung, Kondensation und Zweiphasen-Naturumlaufstabilitidt in einem passiven Wir-
metransportsystem

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2015 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

320.606,00 EUR Dr. Walther

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Im Rahmen dieses Verbundprojektes werden die thermohydraulischen Besonderheiten der
Energietibertragung und Stabilitét der bei passiven Warmeabfuhrsystemen auftretenden Kon-
densations- und Verdampfungsvorginge mit experimentellen und theoretischen Methoden un-
tersucht. Der Schwerpunkt liegt auf der Verbesserung von System- und CFD-Codes mit aus
Integral- und Einzelexperimenten gewonnenen Daten.

Ziel ist die Entwicklung von Modellen mit den wesentlichen physikalischen Eigenschaften,
die sich ohne zu groflen numerischen Aufwand zielgenau auf industrielle Probleme und MaB3-
stdbe anwenden lassen, die aber auch in numerischen Rechenprogrammen implementiert wer-
den konnen.

Framatome unterstiitzt die Verbundpartner bei der Festlegung durchzufiihrender Szenarien
und bei der Abstimmung der Versuchsdurchfiihrung und des Instrumentierungskonzeptes und
stellt experimentelle Daten des INKA Teststandes zur Verfligung. Dariiber hinaus ist die Zu-
sammenarbeit bei der Nutzung experimenteller Daten als Grundlage fiir die verbesserte Mo-
dellierung und bei der Implementierung dieser entwickelten Modelle vorgesehen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Die Framatome GmbHbringt Ihre Erfahrungen bei der Festlegung von Versuchsszenarien, der
Erarbeitung messtechnischer Verfahren und bei der Instrumentierung der Versuchsanlagen
ein. Sie wirkt bei der Planung der notwendigen Teststandmodifikationen mit und stellt ferner
Daten von INKA-Experimenten bereit. Framatome wirkt bei der Entwicklung neuer Integral-
modelle fiir den Wirmetransport an geneigten Rohren mit und skaliert diese auf die industriel-
le Anwendbarkeit in einem kommerziellen CFD-Code. Diese werden an experimentellen Da-
ten validiert und kommen in einer Integralcode-Simulation des Notkiihlsystems zum Einsatz.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Basierend auf den experimentellen Daten vom NOKO-Teststand COSMEA am HZDR wurde

unter Beriicksichtigung des revidierten mechanistischen Kondensationsmodells die empiri-

sche Korrelation in das Wérmeiibertragungsmodell mit Phaseniibergang iiberarbeitet und in

S-RELAPS5 implementiert. Die Warmeitibertragungsparameter in der Nachrechnung der Expe-

rimente von 2014 liefern akzeptable Abweichungen zu den experimentell abgeleiteten Gro-

Ben.

Der COSMEA-Teststand am HZDR wurde mit CFD abgebildet und das vom HZDR entwi-

ckelte CFD Modell implementiert. Zur Stabilisierung der Simulationen wurden Modifikatio-

nen am HZDR Modell vorgenommen. Die anschliefend durchgefiihrten Testrechnungen zei-

gen gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen vom HZDR. Im weiteren Verlauf wurde die

Auflosung des Rechengitters schrittweise reduziert mit dem Ziel:

- Den Aufwand der noch anstehenden Berechnung des gesamten Notkondensators in ver-
tretbaren Rahmen zu halten.

- Dass die dadurch resultierenden Abweichungen in den Berechnungsergebnissen noch ver-
tretbar sind.

Des Weiteren wurde ein CFD Model fiir die Primérseite des Notkondensators erstellt. Hierbei

wurden die gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich Rechengitterauflosung angewandt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Die empirischen Korrelationen in den Wérmeiibertragungsmodellen zur Beschreibung des
Verhaltens des NOKO-Teststand COSMEA am HZDR werden mit den neuesten Experimen-
ten verglichen.

Mit Hilfe der experimentellen Daten vom Versuchstand GENEVA der TU Dresden sollen
neue Integralmodelle fiir den Wérmetransport an geneigten Rohren, in denen Verdampfung
stattfindet, entwickelt werden. Die physikalischen Modelle sollen im Rahmen einer anschlie-
enden Rechnung validiert werden. Ziel ist eine Simulation des gesamten Notkiihlsystems.
Hinsichtlich der CFD-Modellentwicklung ist geplant, die bisher gewonnenen Erkenntnisse am
Notkondensator CFD-Model umzusetzen und zu testen. Hierzu soll in einem ersten Schritt
nur die Primirseite des Notkondensators beriicksichtigt werden. AnschlieBend ist geplant
auch die Sekundirseite in das CFD-Model zu integrieren. Ziel hierbei ist eine Validierungs-
rechnung fiir das Modell.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
THD - Technische Hochschule Deggendorf, Dieter-Gorlitz-

Platz 1, 94469 Deggendorf 02 NUK 041D
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt PANAS: Untersuchungen zu passiven Nachzerfallswarme-Abfuhrsystemen,;
Teilprojekt D: Statische und dynamische Modellierung der thermischen Kopplung von Flu-
idphasen und Wirmeiibertrigerstrukturen

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Reaktorsicherheit

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2015 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

308.568,00 EUR Prof. Dr. Leyer

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Passive Wiarmeabfuhrsysteme sind Teil des Sicherheitssystems vieler Anlagen der Generation III, fin-
den sich aber auch schon in Generation II Reaktoren. Ihr Vorteil ist die Unabhidngigkeit von externen
Energiequellen bzw. von I & C-Systemen. Demnach kdnnen diese Systeme auch bei Station-Black-
Out Szenarien den Reaktor kiihlen und damit die Barrieren zum Sicheren Einschluss von radioaktivem
Material gewéhrleisten. Allerdings zeigen Storfalle wie in der Anlage Fukushima Daiichi wie wichtig
eine sorgfaltige Auslegung passiv titiger Systeme ist.

Ziel des PANAS Vorhabens ist die Beschaffung der physikalischen Grundlagen fiir passive Nachzer-
falls-Wiarmeabfuhrsysteme, um diese in numerisch berechenbare Korrelationen zu iibersetzten, die
dann in thermohydraulische Codes eingearbeitet werden kénnen. Ein zentraler Punkt ist die Beschrei-
bung des Wirmeeintrags, da passive Warmeabfuhrsysteme durch den Dichteunterschied, der durch die
Erwérmung bzw. Abkiihlung des Kiithlmediums hervorgerufen wird, angetrieben werden. Die Model-
lierung des Wirmeeintrags ins passive System bzw. der Warmeaustausch zwischen den Phasen des
Kiithlmediums im stationdren bzw. transienten Betrieb ist die zentrale Fragestellung des Teilprojektes
PANAS D. Damit ist das Teilprojekt direkt mit den experimentellen Vorhaben im Rahmen des Ver-
bundprojektes verkniipft.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das PANAS Teilprojekt D behandelt die Modellierung der statischen und transienten Wérmeiibertra-

gungsvorginge einer Zweiphasen-Wasser-Dampf-Stromung sowie die Warmeiibertrager-Strukturen.

Ausgehend von den in der Literatur verfiigbaren Modellen und auf Basis kinetischer Modelle werden

die Messergebnisse, die an den Teststinden GENEV A der Technischen Universitidt Dresden und des

Teststandes zur Warmedurchgangsmessung in geneigten Rohren des Helmholtz-Zentrums Dresden-

Rossendorf analysiert und optimierte Warmeiibergangsmodelle erarbeitet.

Daran anschlieBend wird die Implementierbarkeit dieser Modelle in gingige Fluiddynamische Codes

geprift.

Die Arbeiten sind in 5 Arbeitspakete unterteilt:

AP1: Literaturstudium zu Zweiphaseninstabilitidten und dynamischen thermischen Kopplungen

AP2: Erstellung von 1D dynamisch thermischen Kopplungensmodellen sowohl im stabilen als auch
im transienten Zustand mit ATHLET aufgrund der Daten von GENEVA und COSMEA Test-
stinde

AP3: Vergleich des Simulationsresultats mit dem Messergebnis und Entwicklung von Modellen im
Hinblick auf vorhandene Zweiphasenstromungs-Instabilitdten und transienten Modellen. Ab-
grenzung der Giiltigkeitsbereiche thermisch-statischer und thermisch-dynamischer Kopplungen
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AP4: Entwicklung von 3D Modellen mit kleinem Kontrollvolumen zur Beschreibung dynamischer
thermischer Kopplungen mithilfe von CFX

APS5: Beurteilung der Implementierbarkeit von zeitabhidngigen Warmeiibergangs-Mechanismen in be-
stehende Programm-Strukturen

Der Terminplan wurde an die Anderungen im PANAS Projekt angepasst.

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Das AP1 und 2 sind erfolgreich abgeschlossen. Die Arbeiten im Rahmen des AP3 und 4 sind in der
Bearbeitung. Die Literaturrecherche der Warmeitibertragungskoeffizienten wurde durchgefiihrt und die
Nutzungsbedingungen fiir die Wéarmeiibertragungsmodelle wurden erfasst. Das Weiteren wurden
ATHLET- Berechnung durchgefiihrt und die Input-parameters wurden von COMSMEA-Experimente
iibernommen. Die Berechnungen der Wéarmestromdichte wurden mit dem ausgewerteten Experiment
verglichen. Die Fehler der Warmestromdichte und Kondensationsrate zwischen Simulation und Expe-
rimente sind groB und die berechneten Werte sind 30 Prozent klein als experimentale Datum. Die bis-
herigen Ergebnisse wurden in zwei Konferenzpapers (NURETH und NUTHOS) verdffentlicht. Ein
Vortrag iliber den Kondensationsprozess in COSMEA wurde in SG-FANS Symposium Karlsruhe pré-
sentiert. Das ATHLET Model beziiglichen des Verdampfungsprozesses wurde aufgebaut und die Ge-
ometrie des Modells umfasst die Dampfkamme und das Verdampfungsrohr in der Dampfkamme. In-
nerseitige Sieden und auBenseitige Filmkondensation in dem Verdampfungsrohr wurden als Randbe-
dingung in ATHLET Berechnung implementiert. Die Geometrie des Verdampfungsrohrs in GENEVA
fiir CFX - Simulation wurde mit ANSYS-DesignModeler aufgebaut.

4. Geplante Weiterarbeiten

Zwei Overviewpaper-Veroffentlichung wird durch den Doktoranden im Projekt geplant, wobei der
erste Entwurf zweite Hilfte 2018 eingereicht werden soll. Die Kondensationsmodelle von der Litera-
turrecherche werden in ATHLET implementiert, um die COSMEA-Simulation wieder zu berechnen
und die Ergebnisse werden mit dem ausgewerteten Experimental Datum vergleichen. Das Weitere
wird die ATHLET-Berechnung beziiglichen neue Daten von COSMEA noch durchgefiihrt. Bei Bedarf
werden die Modelle mit CFX entwickelt.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Eine Veroffentlichung (Overviewpaper fiir die verschiedenen Warmeiibertragungsmodelle) wird ver-
fasst. Der erste Entwurf wird in der zweiten Jahreshilfte 2018 eingereicht

Ein Vortrag (Investigate of condensation process in COSMEA with ATHLET code) im SG-FANS
Symposium wurde priasentiert und das Paper wurde zur Veroffentlichung in der Zeitschrift Kerntech-
nik vorbereitet
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2.2 Sicherheitsforschung zur nuklearen Entsorgung
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Sondervermogen GroBforschung beim Karlsruher Institut fiir

Technologie (KIT), Hermann-von-Helmholtz-Platz 1, 76344 Eg- 02 NUK 0394
genstein-Leopoldshafen

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ThermAc: Aufklirung von Thermodynamik und Speziation von Actiniden
bei hoheren Temperaturen in Kombination von Schitzmethoden, spektroskopischen und
quantenmechanischen Methoden; Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.03.2015 bis 31.08.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
1.916.145,00 EUR Dr. Altmaier

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Gesamtziel des Projekts ThermAc ist die Erweiterung des Kenntnisstands und der thermodynami-
schen Datenbasis fiir Actinide, langlebige Spaltprodukte und Matrixelemente mit Relevanz fiir Lang-
zeitsicherheitsanalysen zur Endlagerung hochradioaktiver wéirmeproduzierender nuklearer Abfille.
Angesichts der existierenden Liicken ist ein signifikanter Wissenszuwachs nur auf Basis eines inte-
grierten Konzepts zu realisieren, mit folgenden strategischen Komponenten:

(i) Systematische Anwendung von verschiedenen Schitzmethoden fiir thermodynamische Daten und
Modellparameter. Basierend hierauf erfolgt die geochemische Modellierung von Referenzsystemen.
(i1) Umfassende und belastbare experimentelle Validierung der unter (i) erarbeiteten Vorhersagen un-
ter Nutzung verschiedener komplementérer experimenteller und quantenchemischer Ansétze.

(i) Grundlegende Untersuchungen zum verbesserten Prozessverstindnis der Actinidenchemie bei ho-
heren Temperaturen.

(iv) Kritische Evaluation der Arbeiten in (i)-(iii), hinsichtlich der Fragen (A) in wieweit sind die
Schétzmethoden hinreichend qualifiziert um im Rahmen von Langzeitsicherheitsanalysen belastbar
eingesetzt zu werden, und (B) welche Systeme sind weiterhin thermodynamisch unterbestimmt bzw.
welche relevanten Prozesse bei hheren Temperaturen kénnen nicht hinreichend verstanden werden.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete
(Gesamtprojekt ThermAc, Arbeiten von KIT-INE und dessen Unterauftragnehmern)

KIT-INE arbeitet in allen Arbeitspaketen von ThermAc mit Ausnahme von AP4.

AP1: Initialisierungsarbeiten

AP2: Schétzverfahren fiir thermodynamische Parameter bei erhdhten Temperaturen

AP3: Erarbeitung von thermodynamischen Daten zur Speziation der Actiniden in wéassrigen und fes-
ten Systemen

AP5: Bewertung von Schitzmethoden

AP6:  Qualitditsmanagement/Dokumentation
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Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Im Rahmen des Berichtszeitraums wurden von KIT-INE folgende Arbeiten durchgefiihrt:

5.

KIT-INE, Projektmanagement: Abschluss des Aufstockungsantrags fiir ThermAc, Organisation
von Projekttreffen, Dissemination, Kommunikation mit Assoziierten Partnern.

KIT-INE, Experimentelles Programm: (i) Synthese von Np(V) Festphasen. (ii) Konzept Manu-
skript Lee et al. ,,Solubility of Ca—U(VI)—COs(s) systems at T = 25 and 80 °C*, (iii) Publikation
Lee et al. zu ,,Impact of T on Np(V) solid phases* im internen Review. (iv) Einreichung Publikati-
on Endrizzi et al. ,,U(VI) solubility in dilute to concentrated NaCl at T = 25, 55, 80 °C (Manuskript
D). (v) Erstellung Publikation Endrizzi et al. ,,Nd(III) solubility and hydrolysis at elevated T* in
Kooperation mit Uni Heidelberg und Amphos21 (vi) Konzept Manuskript Lee et al. ,,Redox che-
mistry of Np at elevated T* wurde entwickelt.

Arbeiten des Unterauftragnehmers GRS:

(1) Entwicklung von lon-Wechselwirkungsparatmetern fiir untersuchte Systeme. (ii) Arbeiten im
MgCl,-MgyFe(CN)s-H,O System. (iv) Analyse des Systems NaCl-NaszFe(CN)s-H>O durch Isopies-
tik und Loslichkeitsmessungen. (v) Modellentwicklung fiir NaCl-Fe(CN)s*/Fe(CN)s> - H,O. Ein-
fluss von NaCl auf das Messsignal f(ApQ.) erfolgreich beschrieben.

Arbeiten des Unterauftragnehmers Amphos21:

Schétzmethoden fiir Enthalpy- und Entropiedaten. (i) Nd(III)-OH and Nd(III)-Cl System, Beteili-
gung an Publikation KIT-INE, (ii) Cm(III)-OH, -Cl System, Ableitung neuer Schatzwerte. (iii) Da-
tenblatter fiir die untersuchten Systeme bzw. Schétzmethoden.

Arbeiten des Unterauftragnehmers PSI-LES:

(i) Anwendung isocoul. Extrapolationen fiir Cm und Eu mit Phosphaten. (ii) Publikation zur Ther-
moFun-Bibliothek (Entwurf in interner Begutachtung). (iii) Optimierung der entwickelten Soft-
warepakete. (iv) Weiterentwicklung des ThermoMatch-Reaktionsgenerators und der graphischen
Widgets von ThermoFun zur Tabellierung von thermodyn. Daten.

Geplante Weiterarbeiten

KIT-INE, Projektmanagement: Kommunikation im Verbund ThermAc, Organisation von Projekt-
treffen, Dissemination, Planung des ThermAc Abschlussworkshops im Sommer 2019.

KIT-INE, Experimentelles Programm: (i) Beginn Np(V) Loslichkeitsexperimente bei T = 80 °C,
(i1) Fertigstellung bzw. Einreichung der verschiedenen Manuskripte von Lee et al. bzw. Endrizzi et
al. innerhalb ThermAc (iii) Start der experimentellen Arbeiten zu tetravalentem Th(IV). (iv) Analy-
se von Np(V-1V) Redoxtransformationen als Funktion der Temperatur.

Arbeiten des KIT-Unterauftragnehmers GRS: Arbeiten entsprechend Verldngerungsantrag.
Arbeiten des KIT-Unterauftragnehmers Amphos21:

(i) Weiterfiihrung der Arbeiten an Datenbléttern fiir die untersuchten Systeme und Schétzmetho-
den. Weiterleitung an Verbundpartner. (ii) Analyse der Anwendbarkeit von Schitzmethoden und
deren Anwendbarkeit zum Abbau von Unsicherheiten flir den Safety Case.

Arbeiten des KIT-Unterauftragnehmers PSI-LES:

(i) Vergleich isocoulomb. Extrapol. mit exp. Resultaten aus ThermAc. (ii) Einreichung Publikation
iiber die ThermoFun-Bibliothek. (iii) Entwurf Publikation ,,Vergleich isocoul. Extrapol. mit Expe-
rimenten. (iv) Austesten mit Fehlerbehebung der erstellten Programme und Bibliotheken. (v) Ent-
wicklung eines graphischen Widgets zum Vergleich der isocoul. und anderer in ThermAc verwen-
deten Schiatzmethoden.

Berichte, Veroffentlichungen

Lothenbach et al., (2018), Cemdatal8: A chemical thermodynamic database for hydrated Portland ce-
ments and alkali-activated materials. Cement and Concrete Research. In press; (2) Miron et al., (2018),
A PHREEQC version of CEMDATA'18 generated using ThermoMatch. CASH 1I Workshop, 23-24
April 2018, EMPA, Diibendorf, Switzerland, (Conference abstract)
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf e. V., Bautzner Landstr.

400, 01328 Dresden 02 NUK 0398
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt ThermAc: Aufklirung von Thermodynamik und Speziation von Actiniden
bei hoheren Temperaturen in Kombination von Schitzmethoden, spektroskopischen und
quantenmechanischen Methoden; Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.03.2015 bis 31.08.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

785.091,00 EUR Dr. Huittinen

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Verbundprojekt ThermAc (sieben Partner, Koordination KIT-INE) zielt auf die Erweiterung

des Kenntnisstands und der thermodynamischen Datenbasis fiir Actiniden, langlebige Spaltpro-

dukte und Matrixelemente mit Relevanz fiir Langzeitsicherheitsanalysen zur Endlagerung hochra-

dioaktiver wiarmeproduzierender Abfille. Das Projekt adressiert den Temperaturbereich bis 90 °C,

und vorrangig anorganische Systeme bei niedrigen oder mittleren Ionenstirken. Angesichts der

existierenden thermodynamischen Liicken wurde ein integriertes Konzept mit vier strategischen

Komponenten entwickelt um einen signifikanten Wissenszuwachs innerhalb der ersten Pro-

jektphase zu generieren:

a) Systematische Anwendung von Schitzmethoden fiir thermodynamische Daten und Modellpa-
rameter; mit nachgeschalteter geochemischer Modellierung von Referenzsystemen.

b) Experimentelle Validierung dieser Vorhersagen

¢) Untersuchungen zum verbesserten Prozessverstindnis der Actinidenchemie.

d) Finale kritische Evaluation der Schitzmethoden fiir Belange der Langzeitsicherheitsanalysen
und Ableitung noch notwendiger Experimente fiir thermodynamisch unterbestimmte Systeme
und relevante Prozesse.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Initialisierungsarbeiten
(Literaturstudie zu Komplexbildungs- und Léslichkeitskonstanten der Actiniden und den
wesentlichen Liganden)

AP2: Schitzverfahren fiir thermodynamische Parameter bei hoheren Temperaturen

AP3: Erarbeitung von thermodynamischen Daten zur Speziation der Actiniden in wéssrigen und
festen Systemen

APS5:  Bewertung von Schidtzmethoden — Vergleich mit Experimenten

AP6:  Qualitditsmanagement/Dokumentation



37

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Cm(IIT)/Eu(Il)-Phosphat: Die Ergebnisse zu dem Cm(IIl)/Eu(Ill)-Phosphat-System, d. h. die
Komplexbildungskonstante logB%(T), die Specific-lon-Interaction (SIT) Parameter &(CmH2PO4>"/
EuH>PO4**, ClO4) und die thermodynamischen Parameter ARH und ArS fiir die Reaktion
Cm*"/Eu*" + H3PO4 <> Cm/EuH2PO4*" + H', wurden in einer wissenschaftlichen Publikation zu-
sammengefasst. Weiterhin wurden Untersuchungen zur Cm(III)-Phosphatkomplexierung bei ei-
nem pH-Wert von —log[H'] = 2.5 und unterschiedlichen Temperaturen (25 — 90 °C) und Ionen-
starken (I=0.5-2.0 M) durchgefiihrt, um Komplexbildungskonstante, SIT Parameter und thermo-
dynamische Daten fiir den Komplex Cm(H2POa):" ableiten zu konnen.

U(VD)-Silikat: Hinsichtlich des U(VI)-Silikat-Systems erfolgten erste temperaturabhingige Lumi-
neszenz-Untersuchungen im sauren pH-Bereich zur Validierung bereits vorhandener Literaturda-
ten. Es war moglich eine konditionelle Komplexbildungskonstante sowie thermodynamische Da-
ten fir den UO20Si(OH)3" abzuleiten. In Kollaboration mit den Paul-Scherrer-Institut (PSI) er-
folgten erste Untersuchungen im U(VI)-Silikat-System mit Hilfe der Schubert-Methode im basi-
schen pH-Bereich, fiir welchen bisher noch keine U(VI)-Si-Komplexe bekannt sind. Die bisherige
Auswertung der Daten weist auf die Bildung eines terndren U-Si-OH Komplex im basischen pH
Bereich hin (UO2(OH)0S1(OH)3").

U(VI)-Chlorid/Fluorid: Das Quenchingverhalten von Uranyl(VI) mit Chlorid und Fluorid wurde
untersucht. Hierzu wurde eine Messmethodik entwickelt, welches es erlaubt UV/Vis- und
TRLFS-Spektren gleichzeitig aufzunehmen, um Speziationen von Uran(VI) und Uran(IV) zu un-
tersuchen. Anhand von TRLFS-Ergebnissen war es moglich erste Uranyl(VI)chlorid-Spektren bei
und nach direkter Anregung zu beobachten. Weiterhin wurde die TRLFS angewandt, um Stern-
Volmer-Plots fiir das Quenching von Uranyl(VI) mit Chlorid und Fluorid zu erstellen.

4. Geplante Weiterarbeiten

Cm(III)/Eu(IIT)-Phosphat: Fiir die Cm(III)-Phosphat-Komplexierung sollen die Untersuchungen
bei -log[H'] = 2.5 abgeschlossen werden. Danach sollen Versuche bei hoheren pH-Werten erfol-
gen, bei welchen die HPO4* und PO4*" Liganden die Speziation dominieren. Ziel dieser Arbeiten
ist es, fiir beide Liganden, Komplexbildungskonstanten und thermodynamische Daten fiir die
Komplexe CmHPO4" und CmPO4 abzuleiten.

U(VD-Silikat: Im U(VI)-Silikat-System folgen TRLFS Untersuchungen im basischen pH-Bereich,
um die bisherigen Erkenntnisse aus den Untersuchungen am PSI zu bestétigen. Gleichzeitig sollen
zusitzliche Si-NMR und ESI-TOF Messungen weitere Erkenntnisse {iber die Komplexbildung im
sauren Bereich liefern und eine mdgliche Polymerisation der Kieselsdure ausschlie3en.
U(VI)-Chlorid/Fluorid: Die Untersuchungen zu dem Quenchingverhalten von Uranyl(VI) mit
Chlorid und Fluorid sollen abgeschlossen werden und in einer Masterarbeit zusammengefasst
werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

N. Huittinen, Cm complexation with aqueous phosphates at elevated temperatures, Radiation in
the Environment - Scientific Achievements and Challenges for the Society, 16—17.4.2018, Hel-
sinki, Finnland

N. Jordan, M. Demnitz, H. Losch, S. Starke, V. Brendler, N. Huittinen (2018) Complexation of
trivalent lanthanides (Eu) and actinides (Cm) with aqueous phosphates at elevated temperatures,
Inorg. Chem. 57, 7015-7024
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Ruprecht-Karls-Universitit Heidelberg, Grabengasse 1,

69117 Heidelberg 02 NUK 039C
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ThermAc: Aufklirung von Thermodynamik und Speziation von Actiniden
bei hoheren Temperaturen in Kombination von Schitzmethoden, spektroskopischen und
quantenmechanischen Methoden; Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.03.2015 bis 31.08.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

654.706,00 EUR Prof. Dr. Panak

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Im Rahmen dieses Verbundprojekts werden Untersuchungen durchgefiihrt, die den Kenntnis-
stand und die thermodynamische Datenbasis fiir Actinide, langlebige Spaltprodukte und Mat-
rixelemente mit Relevanz flir Langzeitsicherheitsanalysen zur Endlagerung hochradioaktiver
wiarmeproduzierender nuklearer Abfille erweitern. Schwerpunkte der geplanten Arbeiten im
Rahmen dieses Teilprojekts sind die Charakterisierung von Actinid- und Lanthanidkomplexen
durch Anwendung von Speziationsmethoden wie der zeitaufgelosten Laserfluoreszenzspekt-
roskopie (TRLFS), Rontgenabsorptions- und UV/Vis-Spektroskopie bei erhohten Temperatu-
ren sowie die Bestimmung von thermodynamischen Daten fiir Komplexierungsreaktionen und
16slichkeitsbestimmende Festphasen, die im Hinblick auf die Endlagerung in natiirlichen geo-
logischen Formationen eine wesentliche Rolle spielen. Dadurch werden grundlegende Infor-
mationen beziiglich der Bildungsreaktionen sowie der Stabilitdt der Komplexe/Festphasen er-
halten, die eine zuverldssigere Beschreibung des Migrationsverhaltens von Actiniden in natiir-
lichen Systemen und insbesondere im Nahfeld eines Endlagers ermdglichen.

Das Forschungsvorhaben wird in enger Kooperation mit den Verbundpartnern des HZDR,
KIT-INE, FZJ sowie der GRS und der TU Miinchen durchgefiihrt.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

WP1: Komplexierung von dreiwertigen Actiniden mit Chlorid

WP2: Hydrolyse von Cm(III) und Eu(III) bei erhohten Temperaturen

WP3: Komplexierung von Np(V) mit anorganischen Liganden bei erhdhten Temperaturen
WP4: Charakterisierung von Festphasen

WP5: Bewertung von Schiatzmethoden; Qualitditsmanagement/Dokumentation

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

WP2: Die neue Hochtemperaturzelle wurde optimiert und auf Funktionsfahigkeit tiberpriift.
Die Anwendung zur TRLFS ermdglicht deutlich geringere Konzentrationen an
Cm(II) sowie ein reduziertes Probenvolumen. Als erste Anwendung wurde die Kom-
plexierung von Cm(III) mit Fluorid im Temperaturbereich bis 200 °C untersucht. Die
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Spektren zeigen mit steigender [FJwot und steigender T eine bathochrome Verschie-
bung, was auf die Bildung der Komplexe CmF?" und CmF>" zuriickgefiihrt wird. Die
ermittelten konditionalen Stabilititskonstanten steigen im untersuchten Temperaturbe-
reich um 1 bis 2 GroBenordnungen an. Eine Extrapolation auf Im = 0 mittels der SIT
ergibt fiir die Bildung von CmF?" einen Wert von log f°1(25 °C) = 3.46 + 0.03, wel-
cher bis 200 °C um 1.8 logarithmische Einheiten ansteigt. Des Weiteren wurden mit-
tels der integrierten van’t Hoff-Gleichung die thermodynamischen Funktionen der
Bildung von CmF?* ermittelt (AfH’m = 27.0 £ 1.1 kJ mol™!; AS°m = 156.7 £ 2.9 J mol!
K.

Die bereits durchgefiihrten UV/Vis-spektroskopischen Studien zur Komplexierung
von Np(V) mit CI" wurden durch zusédtzliche Extraktionsexperimente komplementiert,
wodurch eindeutig die Bildung der NpO2Cl und NpO:Cl>™ Spezies nachgewiesen wur-
de. Die beobachtete hypsochrome Verschiebung der Absorptionsspektren von Np(V)
mit steigender lonenstdrke und Temperatur konnte quantifiziert werden, was eine
quantitative Auswertung der bereits vorhandenen Daten zur Chloridkomplexierung
ermoglichte. Die Ergebnisse zeigen eine thermodynamische Stabilititskonstante von
log °1(25 °C) = -0.65 = 0.15 fiir die Bildung des NpO2Cl Komplexes, welche um 0.3
logarithmische Einheiten bis 85 °C ansteigt. Zusétzlich wurden mittels der integrierten
van’t Hoff-Gleichung die entsprechende Standardreaktionsenthalpie und —entropie be-
stimmt (AfH%n = 7.4 £ 2.6 kJ mol™'; ArS%n =12+ 7 I mol! K'1).

Der experimentelle Aufbau zur Absorptionsspektroskopie bei T > 100 °C wurde opti-
miert und in Betrieb genommen. Hiermit wurde die Komplexierung von Np(V) mit
Sulfat bei T = 25 — 200 °C untersucht. Die Daten befinden sich aktuell in der Auswer-
tung. Erste Ergebnisse zeigen, dass sich auch in diesem ausgedehnten Temperaturbe-
reich nur die Np(V)-SO4>" Spezies bildet.

4. Geplante Weiterarbeiten

WP2:

WP3:

Quantitative Untersuchungen der Hydrolyse von Cm(III) in Abhdngigkeit der Tempe-
ratur. Modifikation der neuen Hochtemperaturzelle zur Anwendung in EXAFS-
spektroskopische Untersuchungen.

Komplementierende ICP-OES/MS-Untersuchungen von Batchsamples zur Komple-
xierung von Np(V) mit SO4*. Vollstindige Auswertung des gesamten Datensatzes.
Untersuchung der Komplexierung von Np(V) mit NOs bei T > 25 °C.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Koke, C., Skerencak-Frech, A., Panak, P.J.: The complexation and thermodynamics of
Cm(III) with chloride in diluted to saturated NaCl, LiCl, CaCl. and MgCl: solution, studied
by time resolved laser fluorescence spectroscopy, submitted

Maiwald, M. M., Fellhauer, D., Skerencak-Frech, A., Panak, P. J.: Thermodynamics of the
complexation of neptunium(V) with fluoride in aqueous solution, submitted

Maiwald, M.M., Fellhauer, D., Skerencak-Frech, A., Panak, P.J.: Thermodynamics of the
complexation of neptunium(V) with halides in aqueous solution at elevated temperatures,
18th Radiochemical Conference Radchem, Czech Republic, 13-18th May 2018
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Forschungszentrum Jiillich GmbH, Wilhelm-Johnen-Stralf3e,

52428 Jiilich 02 NUK 039D
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt ThermAc: Aufklirung von Thermodynamik und Speziation von Actiniden
bei hoheren Temperaturen in Kombination von Schitzmethoden, spektroskopischen und
quantenmechanischen Methoden; Teilprojekt D

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.03.2015 bis 31.08.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

582.309,00 EUR Dr. Brandt

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Gesamtziel des Projekts ist die Erweiterung der thermodynamischen Datenbasis fiir Actini-
den, langlebige Spaltprodukte und Matrixelemente mit Relevanz fiir die Endlagerung hochra-
dioaktiver warmeproduzierender Abfille. Der Fokus liegt auf dem Verhalten in aquatischen
Systemen bei erhdhten Temperaturen bis 90 °C und niedrigen bis mittleren lonenstérken - un-
ter Nutzung von Abschitzungsalgorithmen, neuen experimentellen Untersuchungen und
quantenchemisch gestiitzten Strukturinformationen. Um dieses Ziel zu erreichen, werden die
beteiligten Verbundpartner aus Universitidten und nationale Forschungseinrichtungen ihre Ex-
pertise und Aktivititen in Synthese, Charakterisierung, und Theorie biindeln, um zu einem
tieferen Verstdndnis der Thermodynamik der ausgewdéhlten Systeme zu gelangen.

Durch die das Projekt im Wesentlichen tragenden Doktoranden und Post-Doc Stellen und die
verbesserte Vernetzung der beteiligten Institutionen wird ein wichtiger Beitrag zur Nach-
wuchsforderung mit dem Ziel des Erhalts und der Erweiterung von radiochemischer und kern-
technischer Kompetenz in Deutschland geleistet.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: [nitialisierungsarbeiten

AP2: Schitzverfahren fiir thermodynamische Parameter bei hoheren Temperaturen

AP3:  Erarbeitung von thermodynamischen Daten zur Speziation der Actinide und Spalt- und
Aktivierungsprodukte in wdssrigen und festen Systemen — Experimentelles Programm
zur Ermittlung der Temperaturabhéngigkeit thermodynamischer Daten von endlager-
relevanten Sekundirphasen Zirkon-Doppelhydroxide (LDH = layered double hydroxi-
de) und Ba-Ra-Sulfat

AP4: Quantenchemische Rechnungen

APS:  Bewertung von Schdtzmethoden — Vergleich und Bewertung von Schitzmethoden mit
den in AP3 erarbeiteten thermodynamischen Daten; Auswahl von thermodynamischen
Daten fiir den Gebrauch in bestehenden Datenbanken

AP6:  Qualititsmanagement/Dokumentation
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Alle experimentellen Arbeiten aus dem Arbeitsprogramm vor der Aufstockung sind abge-
schlossen und in den entsprechenden formalisierten Zwischenberichten besprochen. Eine
Veroffentlichung aus dieser Projektphase ist noch in Bearbeitung und soll im Herbst 2018
eingereicht werden.

Die unten beschriebenen AP’s beziehen sich auf die Fortsetzung ab 01.03.2018.

AP3: Die benétigten Mischkristalle sind hergestellt und mittels SEM/EDX, XRD charakteri-
siert worden (AP1 des Fortsetzungsantrags). Rekristallisationsexperimente mit den
neu hergestellten Mischkristallen in Gegenwart von Radium bei insgesamt drei unter-
schiedlichen Temperaturen sind in Vorbereitung und werden kurzfristig begonnen
werden (AP2 des Fortsetzungsantrags).

4. Geplante Weiterarbeiten

Die mikroskopischen und nanoanalytischen Arbeiten zu AP3 werden plangemill begonnen
werden, sobald Proben dazu vorliegen.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Vinograd V. L., Kulik D. A., Brandt F., Klinkenberg M., Weber J., Winkler B. and Bosbach
D. (2018): Thermodynamics of the solid solution - Aqueous solution system (Ba,Sr,Ra)SO4 +
H:20: 1. The effect of strontium content on radium uptake by barite. Appl. Geochemistry 89,
59-74

Poonoosamy J., Brandt F., Stekiel M., Kegler P., Klinkenberg M., Winkler B., Vinograd V.,
Bosbach D. and Deissmann G. (2018): Zr-containing layered double hydroxides: Synthesis,
characterization, and evaluation of thermodynamic properties. Appl. Clay Sci. 151, 54-65
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Technische Universitiat Miinchen, Arcisstr. 21, 80333 Miinchen |02 NUK 039E

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ThermAc: Aufklirung von Thermodynamik und Speziation von Actiniden
bei hoheren Temperaturen in Kombination von Schitzmethoden, spektroskopischen und
quantenmechanischen Methoden; Teilprojekt E

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.03.2015 bis 31.08.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

575.528,00 EUR Dr. Kriiger

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Vorhabensziele:

Quantenmechanische Modellierung von Neptuniumhydroxid- und Carbonatkomplexen der
Oxidationsstufen V und VI zur Charakterisierung ihrer Speziation, Geometrie, und thermody-
namischer Parameter. Unterstiitzung der Interpretation entsprechender spektroskopischer Ex-
perimente der Projektpartner.

Bezug zu anderen Vorhaben: Teilprojekt im Verbund ThermAc.
2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete
Das Untersuchungsprogramm umfasst folgende Arbeitspakete:

AP1: Methodenevaluierung

AP2: Einkernige Neptunium(V)-Komplexe

AP3: Einkernige Neptunium(VI)-Komplexe

AP4: Mehrkernige Neptuniumkomplexe

APS5:  Temperaturabhingigkeit der Komplexierung
AP6: Unterstiitzung spektroskopischer Experimente

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP2: Einkernige Np(V)-Komplexe; AP3: Einkernige Np(VI)-Komplexe, AP4: Mehrkernige
Np-Komplexe; AP5: Temperaturabhédngigkeit der Komplexierung; AP6: Unterstiitzung Expe-
rimente

Modellierungen zu zweikernigen Hydroxocarbonatkomplexen (An0O2).CO3(OH)s~, An =
U(VI) und Np(VI) (AP4) wurden weitgehend abgeschlossen. Fiir den aus Experimenten be-
kannten Komplex (UO2)2CO3(OH)3~ wurden neben in der Literatur vorgeschlagenen Isome-
ren zwei weitere untersucht. Als stabilste [somere wurden ein bekanntes sowie ein neues mit
gleicher Energie berechnet. Ein weiteres Isomer ist etwa 10 kJ/mol weniger stabil. Dieser Satz
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von Strukturen dhnlicher Energie entspricht besser den experimentellen Hinweisen als frithere
Modellierungen.

Rechnungen zu Aktinoid-Sulfatkomplexen (AP3, B) wurden fiir U(VI) begonnen, um Aus-
gangsstrukturen fiir die aufwiandigeren Modellierungen von Np-Komplexen zu gewinnen und
um an experimentelle Resultate der Projektpartner anzuschlieBen. Fiir U(VI)-Monosulfat
wurde eine bevorzugt bidentate Koordination gefunden. Dies bestétigt frithere Rechnungen,
allerdings wurde eine geringere Energiedifferenz zum monodentaten Isomer erhalten. Eine
abweichende Koordinationszahl der Komplexe kann noch nicht ausgeschlossen werden. Der-
zeit werden diese Untersuchungen auf U(VI)-Disulfat und Np(VI)-Monosulfat erweitert.
Rechnungen zur Temperaturabhingigkeit von Carbonatkomplexen (AP5) wurden um Mono-,
Di- und Tricarbonate von Np(VI) und U(VI) ergédnzt. Fiir alle Komplexe wird eine Stabilisie-
rung mit ansteigender Temperatur erhalten, die fiir Tricarbonatkomplexe am geringsten aus-
fallt. Unterschiede zwischen Np(VI) und U(VI) sind bei gegebener Koordinationszahl erwar-
tungsgeméil gering.

Zur Modellierung der Temperaturabhidngigkeit von Aktinoid-Halogenidkomplexen (AP3, C;
APS5, D) wurden zundchst Mono- und Dihalogenidkomplexe fiir U(VI) mit F- und CI-
Liganden optimiert und ihre freie Energie fiir 25 °C und 75 °C bestimmt. In Ubereinstimmung
mit experimentellen Hinweisen wurden mit der Temperatur steigende Komplexierungs-
konstanten fiir alle Komplexe gefunden. Dieser Anstieg ist fiir F- und Cl-Komplexe recht dhn-
lich. Fiir Dihalogenidkomplexe wird eine leichte Priaferenz der Koordinationszahl 5 gegen-
iber 4 berechnet, die mit wachsender Temperatur abnimmt, so dass bei hoheren Temperatu-
ren ein Anstieg von Spezies mit geringerer Koordinationszahl zu erwarten ist. Der Einfluss
der Temperatur auf das Gleichgewicht zwischen Trans- und Cis-Isomeren ist hingegen sehr
gering. Derzeit werden effektive Komplexierungsenergien unter Beriicksichtigung des
Gleichgewichts verschiedener Spezies in Abhingigkeit der Temperatur bestimmt sowie an der
Erweiterung dieser Studie auf Np(VI) gearbeitet. Dynamische Simulationen der Temperatur-
abhingigkeit mit periodischen Modellen und expliziter Solvatation wurden anhand des Bei-
spiels NpO2" aufgenommen. Eine einfache Simulation iiber 15 ps ergab eine bevorzugte Ko-
ordinationszahl von vier im Gegensatz zur molekularen Modellierung, in der eine Koordinati-
onszahl von 5 leicht bevorzugt ist. Validierungen der verwendeten Modellparameter sowie
dynamische Simulationen zu NpO20OH? werden derzeit durchgefiihrt.

Zur Unterstiitzung entsprechender Experimente des Projektpartners Helmholtz-Zentrum
Dresden Rossendorf wurden U(VI)-Monosilikatkomplexe untersucht (AP6). Optimierungen
verschiedener Isomere ergaben eine leichte Priferenz fiir eine monodentate Koordination des
Liganden, die mit einem relativ kurzen U-Si-Abstand von etwa 300 pm einhergeht.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP2: Einkernige Np(V)-Komplexe; AP3: Einkernige Np(VI)-Komplexe, AP5: Temperatur-
abhingigkeit der Komplexierung

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Leibniz Universitdt Hannover, Welfengarten 1, 30167 Hannover |02 NUK 044A

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt SIRIUS: Sekundérionisation radioaktiver Isotope zur ortsaufgelosten Ult-
raspurenanalyse, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.01.2016 bis 31.12.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

838.914,00 EUR Prof. Dr. Walther

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Im vorliegenden Projekt sollen geochemische Einfliisse untersucht werden, die das Migrationsverhalten von Pu
oder Tc wesentlich beeinflussen. Da die umgebenden Materialien meist sehr inhomogen sind, miissen Speziation
und Sorptionsmechanismen mikroskopisch betrachtet werden. Dazu soll in Zusammenarbeit zwischen dem Insti-
tut fir Radiodkologie und Strahlenschutz an der LUH sowie dem Institut fiir Kernchemie und dem Institut fiir
Physik an der JGU Mainz das kombinierte Verfahren der ortsaufgelosten Sekundérionen-Flugzeit-Massen-
spektrometrie mit effizienter und elementselektiver Laser-Resonanzionisation der sekundéren Neutralteilchen
entwickelt (Laserresonanzionisations-SNMS) und an jeweils einem entsprechend spezialisierten Gerét in Mainz
und Hannover eingesetzt werden.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Kopplung von TOF-SIMS mit resonanter Laser-ionisation Planung
AP2: Charakterisierung des Messverfahrens, Untersuchung systematischer Effekte
AP3: Durchfithrung analytischer Messungen

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1: Die im Zuge der Mittelumwidmung beschaffte Polarisationsoptik wurde im Strahlengang aller Ti:Sa-
Laser implementiert, um eine gezielte Abschwichung der Laserleistung fiir SNMS-Messungen vorneh-
men zu kdnnen.

AP2: Im Rahmen einer laufenden Bachelorarbeit (Physik) werden Zusammenhénge verschiedener Messvariab-
len und Gerétespannungen bei Messungen auf nichtleitenden Umweltproben systematisch untersucht. Ziel
der Arbeit ist eine Signaloptimierung fiir SIMS-Messungen sowie das Erstellen einer Gerdtekonfiguration
fiir SNMS-Messungen auf nichtleitenden Proben.

SNMS-Messungen fiir Americium wurden mit einem bekannten Anregungsspektrum erfolgreich getestet:
Am-241 und Am-243 konnten in einer Umweltprobe erstmals durch SNMS nachgewiesen werden. Aller-
dings konnte auch gezeigt werden, dass die verwendeten Wellenldngen nicht fiir Isotopenverhéltnismes-
sungen geeignet sind, da sich durch Isotopenshifts die Verhéltnisse mit den verwendeten Wellenldngen
andern. Ein Punkt, an dem beide Isotope gleich stark nebeneinander vorliegen, ist nicht erreichbar.

In Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Diillmann des Instituts fiir Kernchemie der Universitét
Mainz wurden Tests zum Drucken von kleinsten Tropfen verschiedener Kalibrierlosungen durchgefiihrt.
Dazu sind Losungen mit verschiedenen Probengehalten auf unterschiedliche Trigermaterialien getropft
und abgedampft worden mit dem Ziel, kleinstmdgliche Proben fiir Einstellungen und Kalibrierungen der
Laser-SNMS herzustellen. Die gewiinschte kleinflichige Aufbringung konnte erreicht werden. Messun-
gen dieser Standards sind in Bearbeitung.

AP3: In einer zweiten laufenden Bachelorarbeit (Physik) wird ein Verfahren entwickelt, Wolframnadeln fiir
einen Mikromanipulator herzustellen und mit diesen Nadeln Partikel aus der komplexen Probengeometrie
von Asphaltbohrkernen zu extrahieren. Weiterhin sollen geeignete Probentriger fiir die SIMS entwickelt
werden und extrahierte Partikel mit SIMS gemessen werden.
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In einer dritten laufenden Bachelorarbeit (Physik) wird die entwickelte Routine zur Partikelfindung sys-
tematisch fiir verschiedene Probenorte angewendet, z. B. an Proben aus dem Cooling Pond, dem Roten
Wald und einem Versuchsfeld in Kopachi (alle Region Tschernobyl) sowie Proben aus der Region
Fukushima. Gefundene Partikel werden mittels REM/EDX, a-Track Analyse und y-Spektroskopie analy-
siert.

Inklusive der schon bekannten wurden bisher 24 Partikel in Umweltproben gefunden und 4 Partikel mit
Wolframnadeln extrahiert. Erste SIMS-Messungen wurden an extrahierten Partikeln erprobt und Uran-
Isotopenverhiltnisse wurden erfolgreich bestimmt. Durch die Separation von der Umwelt-Matrix wurde
das Signal-zu-Untergrund-Verhéltnis deutlich verbessert, so dass auch eine Bestimmung von U-234 mog-
lich wird.

4. Geplante Weiterarbeiten

APl: - Erweiterung des Lasersystems um zwei Gitter-Titan:Saphir-Laser.

- Implementierung eines neuen Americium-Anregungschemas zur Angabe von Isotopenverhéltnissen.

- In Kollaboration mit der JGU Mainz sollen die Simulationen zur zweitstufigen Extraktion vervoll-
standigt und eine kombinierte Datenaufnahme von Laserparametern und Ionensignal entwickelt wer-
den.

AP2: - Charakterisierung der Gitter-Ti:Sa-Erweiterung, Testmessungen.

- Tests verbesserter SIMS-Geriteeinstellungen fiir SNMS-Messungen auf nichtleitenden Proben. Be-
standteil einer Bachelorarbeit.

- Das Design von SNMS-Probentréiger fiir Wolfram-Nadeln wird weiter verbessert, um Signalverlust zu
minimieren. Damit werden Messzeiten verkiirzt und SNMS-Messungen ermoglicht. Bestandteil einer
Bachelorarbeit.

- Test der in Kooperation mit der JGU Mainz hergestellten gedruckten Standardproben zur Kalibrierung
und Einstellung des SNMS-Systems.

- Tests weiterer verschiedener Anregungsschemata fiir Pu und U.

AP3: - Bestimmung von Pu-Isotopenverhiltnissen an extrahierten Partikeln mittels SNMS.

- Beamline-Experimente an einigen extrahierten Partikeln aus verschiedenen Probenorten, um die Pu-
Speziation aufzukléren.

- Vergleich von REM/SIMS/SNMS-Messungen vor und nach den Beamline-Messungen

- Lokalisierung und Analyse weiterer Brennstoffpartikel in verschiedenen Proben. Vergleich analysier-
ter Partikel anhand mehrerer KenngrofB3en. Bestandteil einer Bachelorarbeit.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Michael Franzmann: A new tool for ultra-trace analysis of radionuclides: Setup, optimization and characteriza-
tion of the resonant Laser-SNMS System for IRS Hannover. Dissertation, Gottfried Wilhelm Leibniz Universitét
Hannover, Hannover, 2018

Franzmann, M., H. Bosco, L. Hamann, C. Walther and K. Wendt (2018): "Resonant Laser-SNMS for spatially
resolved and element selective ultra-trace analysis of radionuclides." J. Anal. At. Spectrom., 2018, 33, 730-737
Clemens Walther: "Spatially resolved ultra-trace analysis on plutonium containing particles by rL-SNMS", sem-
inar Lawrence Livermore National Laboratory, 04.04.2018, eingeladener Vortrag

C. Walther, H. Bosco, L. Hamann, M. Weiss M. Franzmann, K. Wendt: "Quasi-non-destructive Investigations of
Actinide Particles Recent Applications of the Secondary Neutral Ionization SIMS", MARC X Kona HI USA,
11.04.2018, Vortrag

Hauke Bosco, Martin Weil}, Manuel Raiwa, Klaus Wendt, Clemens Walther: “Progress in spatially resolved ul-
tra-trace analysis on plutonium containing particles by RL-SNMS”, DPG Friihjahrstagung Erlangen, 04.03.2018,
Vortrag

Hauke Bosco: “Resonante Laser-SNMS als Tool fiir die nukleare Forensik”, Symposium iiber Nuklearspezifi-
sche Gefahrenabwehr des BfS, 15.03.2018 Berlin, eingeladener Vortrag

Hauke Bosco, Martin Weil, Manuel Raiwa, Klaus Wendt, Clemens Walther: ,,Ortsaufgeldste Partikelanalyse mit
REM und resonanter Laser-SNMS“, Seminar Kernchemie der Johannes-Gutenberg Universitit Mainz,
11.06.2018 Mainz, eingeladener Vortrag
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, Saarstr. 21, 55122 Mainz |02 NUK 044B

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt SIRIUS: Sekundérionisation radioaktiver Isotope zur ortsaufgelosten Ult-
raspurenanalyse, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.01.2016 bis 31.12.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

964.500,00 EUR Prof. Dr. Reich

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Die Sicherheitsanalyse eines geologischen Tiefenlagers fiir Warme entwickelnde radioaktive Ab-
fille muss das geochemische Verhalten von Plutonium und den minoren Actiniden sowie von
langlebigen Spaltprodukten beriicksichtigen. Im Falle einer Leckage der Abfallbehélter hingt das
Ausbreitungsverhalten der Radionuklide wesentlich von Wechselwirkungen mit den das Endlager
umgebenden geotechnischen Barrieren, den geologischen Formationen und dem Deckgebirge ab.
Im Projekt sollen die geochemischen Einfliisse untersucht werden, die das Migrationsverhalten
von Pu und Tc wesentlich beeinflussen. Da die umgebenden Materialien meist sehr inhomogen
sind, miissen Speziation und Sorptionsmechanismen der Radionuklide mikroskopisch betrachtet
werden. Dazu wird das Verfahren der ortsaufgelosten  Sekundirionen-Flugzeit-
Massenspektrometrie ~ (TOF-SIMS) mit  effizienter —und  elementselektiver  Laser-
Resonanzionisation kombiniert. Im Rahmen dieses Verbundprojektes arbeiten das Institut fiir
Kernchemie und das Institut fiir Physik der Universitit Mainz mit dem Institut fiir Radiodkologie
und Strahlenschutz der Universitdt Hannover zusammen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Die im Institut fiir Kernchemie vorhandene TOF-SIMS III-Apparatur soll optimiert und mit dem
vorhandenen Lasersystem zum kombinierten Verfahren der Sekundérneutralteilchen-
Laserionisations-Massenspektrometrie gekoppelt werden. Nach den Entwicklungs- und Kalibrati-
onsarbeiten sollen die Sorption und Diffusion von Pu in Tongesteinen untersucht und spater auf
Tc ausgedehnt werden.

Die folgenden Arbeitspakete sind vorgesehen:

- Simulationen zur lonenoptik des TOF-SIMS und deren Modifikation

- Entwicklung des Lasersystems fiir den Kooperationspartner Hannover und Tests
- Kopplung der TOF-SIMS mit resonanter Laserionisation

- Charakterisierung des Messverfahrens, Untersuchung systematischer Effekte

- Durchfiihrung analytischer Messungen
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Institut fiir Kernchemie:

Die Optimierung der Laser-SNMS von Pu auf elektrisch leitenden Substraten im Hinblick auf das
Signal-zu-Untergrund-Verhéltnis und die Auflosung wurde abgeschlossen. Dazu wurden die Zeit-
struktur der Messung, die Pulsbreite der Ga-lonen, die Spannungen fiir die Unterdriickung der Se-
kundirionen sowie fiir die Extraktion der Laserionen systematisch variiert. Mit Hilfe von Proben,
bei denen eine definierte Menge an ***Pu elektrolytisch auf Ti-Folie abgeschieden wurde, konnte
die Effizienz der Laser-SNMS zu (7£1) x 10 bestimmt werden. Das bedeutet gegeniiber der frii-
her mit dieser Apparatur gemessenen Effizienz von =107 (Erdmann et al., 2009) eine Verbesse-
rung um mehrere Groenordnungen.

Die erste praktische Anwendung der Laser-SNMS erfolgte an einem aus natiirlichem Tongestein
isolierten Partikel, das mit 2 x 10> M #**Pu(VI) kontaktiert worden war. Die chemische Heteroge-
nitdt des ~200 um groflen Partikels auf der um-Skala konnte durch die Detektion verschiedener
Elemente im TOF-SIMS-Modus gezeigt werden. Die Verteilung des Pu auf dem Partikel konnte
sowohl mit Laser-SNMS als auch mit TOF-SIMS bestimmt werden.

Institut fiir Physik:

An der Mainzer Spektroskopieapparatur MABU wurden zweistufige Anregungsschemata fiir Pu
und Am entwickelt, um die Empfindlichkeit des Laser-SNMS-Verfahrens zu erhéhen. Allerdings
konnen nicht-resonante (NR) und Oberfldchenionisations-(SI) Prozesse zu Einbuflen in der Ele-
mentselektivitit fiihren. Zur Uberpriifung wurden Massenspektren mit Am-Pu-Cocktails mit glei-
chen Gehalten untersucht, wobei Unterdriickungen sowohl fiir Pu als auch Am von mehr als drei
GroBenordnungen gezeigt werden konnten. Weitere Messungen unter Einbeziehung mehrerer Ac-
tiniden (z. B. U und Np) sind in Vorbereitung, u. a. auch um die Beitrage von NR und SI zu sepa-
rieren. Das zwischenzeitlich entwickelte automatisierte Gitter-Lasersystem ermoglicht es, zwi-
schen den Anregungsschemata verschiedener Actiniden wéhrend der Messung schnell zu wech-
seln. Dies wurde an einem Lanthaniden-Cocktail mit sieben Elementen erfolgreich demonstriert.

4. Geplante Weiterarbeiten

Institut fiir Kernchemie:

Zur Vorbereitung des Einsatzes der Laser-SNMS fiir nichtleitende Proben soll Pu auf eine Glaske-
ramik aufgebracht und anschlieBend der optimale Parametersatz fiir die Laser-SNMS sowie deren
Effizienz bestimmt werden. Danach sollen mit Pu kontaktierte Ton- und Zementproben untersucht
werden.

Institut fiir Physik:

An synthetischen Actiniden-Cocktails mit unterschiedlicher Element- und Isotopenzusammenset-
zung soll die Zweischritt-Anregung gegeniiber der bisher angewendeten Dreischritt-Anregung fiir
die Laser-SNMS-Anwendung weiter charakterisiert werden. Hierzu sollen Anregungsschemata
fiir U, Np und spéter Cm entwickelt werden. Fiir alle untersuchten Actiniden werden das Satti-
gungsverhalten, die Empfindlichkeit und die Selektivitit studiert. Absolute Ionisationseftfizienzen
sollen nachfolgend am hochtransmittierenden RISIKO-Massenseparator ermittelt werden. Die
Automatisierung des Gitter-Lasersystems wird weiter verbessert, um einen mdglichst autonomen
Laserbetrieb im SIRIUS-Projekt zu gewéhrleisten.

5. Berichte, Veroffentlichungen
M. Franzmann, H. Bosco, L. Hamann, C. Walther, K. Wendt: Resonant laser—SNMS for spatially

resolved and element selective ultra-trace analysis of radionuclides, J. Anal. At. Spectrom. 33,
730-737 (2018)
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
g:r(ihmsche Universitidt Dresden, Helmholtzstr. 10, 01069 Dres- 02 NUK 046A

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt FENABIUM: Struktur-Wirkungsbeziehungen zwischen f-Elementen und
organischen Ligandsystemen mit naturstoftbasierten Bindungsfunktionen in Hinblick auf ei-
ne mdgliche Mobilisierung in der Umwelt, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.11.2016 bis 31.10.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
1.123.790,00 EUR Prof. Dr. Weigand

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Im Vorhaben sollen Struktur-Wirkungsbeziehungen zwischen f-Elementen und naturstoffrelevanten Deri-
vate, strukturanlogen tripodalen Ligandsystemen und Liganden auf Basis von funktionalisierten Chitosan in
Hinblick auf eine mogliche Mobilisierung in der Umwelt untersucht werden. Zur Aufklérung solcher
Wechselwirkungsmuster werden verschiedene Teilaspekte bearbeitet, die von der Synthese der verschiede-
nen Ligandentypen iiber experimentelle und theoretische Studien zum Komplexbildungsverhalten in Lo-
sung bis hin zur Bestimmung thermodynamischer Kenngréflen sowie der Beschreibung von Verteilungs-
und Transportmechanismen in umweltrelevanten Systemen reichen und eine Ableitung der geltenden
Struktur-Wirkungsbeziehungen erlauben.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Im Verbundprojekt soll an der TU Dresden die Komplexbildung zwischen f-Elementen und Naturstoft-

basierten Liganden untersucht und relevante Struktur-Wirkungsbeziechungen abgeleitet werden. Als Ligan-

dsysteme sind dabei tripodale Liganden mit zentralen N-, P-, P=O-, CH-Funktionen vorgesehen. Als Sub-

stituenten sind insbesondere Amid- und Glucosamineinheiten sowie Phosphanyl- und Phosphoryleinheiten

geplant. Als Naturstoff-Ligand kommt Chitin zum Einsatz das geeignet isoliert und funktionalisiert wird.

Neben der Synthese und Charakterisierung ausgewdihlter Ligandtypen sind experimentelle Studien zum

Komplexbildungsverhalten gegeniiber f-Elementen in Losung bzw. die gezielte Darstellung relevanter

Komplexverbindungen und ihre strukturelle Charakterisierung geplant. Arbeitspakete:

- Synthese und Charakterisierung der unterschiedlichen Ligandtypen: tripodale Liganden, phosphorylier-
ten Pyrazolone, funktionalisiertes Glucosamin

- Isolierung und Charakterisierung von Chitin

- Studien zur Komplexbildung relevanter Zielliganden mit ausgewéhlten f-Elementen in Losung mittels
UV/Vis- und NMR-Spektroskopie

- Darstellung von kristallinen Metallkomplexen unter Variation der experimentellen Bedingungen sowie
deren Charakterisierung durch Elementaranalyse und IR-Spektroskopie

- Ermittlung der charakteristischen Komplexstrukturen durch NMR-Spektroskopie sowie Rontgenkris-
tallstrukturanalyse

- Spektroskopische Studien der Lanthanid- und Actinidkomplexe an chemisch nicht modifiziertem Chitin
und an Chitosan

- Thermogravimetrische und dynamische differenzkalorimetrische Untersuchungen der Komplexe sowie
Extraktionsuntersuchungen im wissrig-organischen Zweiphasensystem

- Untersuchung des Absorptionsverhaltens von f-Elementen an chemisch nicht modifiziertem Chitin und
Chitosan

- Ableitung von Struktur-Wirkungsbeziehungen
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Die detaillierten Untersuchungen zu den Komplexbildungseigenschaften von N-Salicyliden-D-glucosamin
mit Uranylionen wurden fortgefiihrt. Die bestimmte Koordination von drei, {iber einen p-Oxo-Liganden,
verbriickten Metallzentren erfolgt durch drei Liganden jeweils von dem N- und O- Donoratom des Substi-
tuenten sowie durch die C-1 OH-Gruppe des Zuckers nach Deprotonierung. Das beobachtete Koordinati-
onsmuster konnte in Anwesenheit verschiedener Alkalimetalle reproduziert werden. Weiterfithrende Rama-
Studien weisen darauf hin, dass ein derartiges Koordinationsmuster der Uranylionen sowohl in Lésung als
auch im Festkorper vorliegt. Die Ergebnisse wurden zur Internationalen Konferenz ,,The 10" International
Symposium on Nano & Supramolecular Chemistry* 2018 in Dresden, im Rahmen eines Vortrages vorge-
stellt.

In den Arbeiten zu tripodalen Ligandensystemen wurde eine Reihe von P-zentrierter Liganden durch Um-
setzung von Tris(3,5-dimethylpyrazolyl)phosphan mit verschiedenen Naturstoffen (Maltol, Isomaltol sowie
einer Auswahl von Aminosduren) synthetisiert und charakterisieren. Das Komplexbildungsverhalten der
isolierten Phosphane gegeniiber Uranylionen unter Verwendung verschiedener Anionen (UO2(X),
X =CH3COO", CF3S03") wurde in Losung NMR-spektroskopisch untersucht.

Weiterhin wurde Europium an Biosilikat aus selbst geziichteten und aufbereiteten Diatomeen und weiteren
natilirlichen Diatomeenerde sowie kiinstlichen Silikatmaterialien (MCF, mesocellular foam) sorbiert. Die
Proben wurden mittels Elementanalyse, Optische Emissionsspektroskopie (OES), Massenspektrometrie
und zeitaufgeloster Laserfluoreszenzspektroskopie (TRLFS, in Zusammenarbeit mit dem HZDR) analy-
siert; aulerdem wurden einige ausgewihlte Proben zur weitergehenden Ermittlung der Speziation mittels
site-selective TRLFS untersucht. Ebenso wurde Europium nach einer Toxizitétspriifung an lebenden Chitin
produzierenden Diatomeen sorbiert und diese nach der Ernte mithilfe von OES und TRLFS charakterisiert.
Um den Einfluss des in den natiirlichen Proben vorkommenden Eisens zu evaluieren, wurden Silikat-Eisen-
Coprézipitate hergestellt und mit elementanalytischen und spektroskopischen Methoden identifiziert und
quantifiziert. Ergebnisse von Voruntersuchungen wurden auf der Konferenz ,,Silicamics2* in Victoria, Bri-
tish Columbia, Kanada, im Rahmen eines Vortrages vorgestellt. Zur Identifizierung der in die Komplexie-
rung von trivalenten f-Elementen an Chitin involvierten funktionellen Gruppen wurden NMR-
spektroskopische Analysen an Komplexen aus verschiedenen Lanthanid-lonen mit den Monomeren von
Chitin — Glucosamin und N-Acetylglucosamin — durchgefiihrt.

4. Geplante Weiterarbeiten

- Spektroskopische Studien der Ligand-Metallion-Wechselwirkungen in Losung

- Durchfiihrung von Kristallisationsexperimenten zur Gewinnung von Einkristallen der Liganden und re-
levanter Metallkomplexe

- Aufkldrung der Ligand- bzw. Komplexstruktur durch Rontgeneinkristallstrukturanalyse

- Weiterfithrende Raman und NMR-Untersuchungen an ausgewihlten Actinid- und Lanthanid-Isotopen

- Darstellung und Charakterisierung von iminfunktionalisierten Aminoséuren sowie tripodaler Liganden-
systemen auf Basis von Glucosamin bzw. Aminoséduren

- Untersuchung ausgewéhlter Maillardprodukte als alternative Modelsubstanzen fiir Naturstoff-basierten
Liganden

- Thermogravimetrische und dynamische differenzkalorimetrische Untersuchungen der synthetisierten
Komplexverbindungen

- Ausdehnung der Untersuchungen auf spezielle Arten von Chitin (Schwammchitin, B-Chitin) sowie Chi-
tosan und chemisch modifiziertes Chitin

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf e. V.; Bautzner Landstr.

400, 01328 Dresden 02 NUK 046B
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt FENABIUM: Struktur-Wirkungsbeziehungen zwischen f-Elementen und
organischen Ligandsystemen mit naturstoftbasierten Bindungsfunktionen in Hinblick auf ei-
ne mdgliche Mobilisierung in der Umwelt, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.11.2016 bis 31.10.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

675.486,00 EUR Prof. Dr. Stumpf

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Durch Biindelung der Forschungsaktivititen und Expertisen der Verbundpartner wird durch grundlegende For-
schung zu den besonderen komplexchemischen Eigenschaften organischer Liganden mit naturrelevanten Bin-
dungsfunktionen sowie vergleichende Studien am Bioliganden Schwammchitin gegeniiber ausgewihlten Ac-
tinid- und Lanthanidelementen ein innovativer Beitrag zur Koordinationschemie der f-Elemente geleistet.

Das Projekt zielt auf eine wesentliche Erweiterung der Kenntnisse zur Koordinationschemie ausgewéhlter Ac-
tinidelemente als Funktion von Oxidationszustand, Ionenladung, und -radius in komplexen wéssrigen Systemen
unter umweltrelevanten Bedingungen ab. Es werden umfassende Aussagen zur Speziation dieser Elemente sowie
mogliche Verteilungs- und Transportmechanismen unter dem Einfluss ausgewahlter Komplexbildner mit natur-
relevanten Bindungsfunktionen gewonnen, wodurch deren Einfluss auf Bindungsstirke, Transportphdnomene
und Struktur besser beschrieben wird.

Der mit den Forschungsaktivititen einhergehende allgemeine Zugewinn an Erkenntnissen zur Actinidchemie
wird weitreichende Konsequenzen fiir die Interpretation spezifischer Wechselwirkungsprozesse dieser Ionen bei
ihrer Lagerung, gegebenenfalls nach unkontrollierter Freisetzung bei Storfillen sowie notwendiger Dekontami-
nation belasteter Bereiche in der Umgebung aber auch bei der Abtrennung der hochradioaktiven minoren Ac-
tinidionen aus radioaktiven Abfillen haben.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1:  Synthese der Liganden

AP2:  Radionuklide ausgewihlter Lanthanide

AP3:  Komplexbildungsstudien

AP4:  Adsorptions- und Desorptionsuntersuchungen
AP5:  Zusammenfassung und Bewertung

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Zur Sicherung des akademischen Nachwuchses und des Kompetenzerhalts sind Gelder fiir die Anstellung von
wissenschaftlichen Hilfskrdften im Projekt beantragt. Im Berichtszeitraum wurde eine weitere Studentin (Frau
Luisa Kohler), die am Ende Thres Studiums steht, fiir Arbeiten zur Koordinationschemie der f-Elemente ange-
stellt. Herr Bodo Felsner hat seine Studienarbeit erfolgreich abgeschlossen und fertigt derzeit im Rahmen des
Projekts seine Masterarbeit an. Frau Ilka Vingon hat ihre Masterarbeit erfolgreich abgeschlossen und wird nach
einem kurzen Industriepraktikum auch ihre Doktorarbeit in einem verwandten Thema im Hause anfertigen. Ein
Doktorand (Herr Thomas Radoske) hat nach Ende der dreimonatigen Elternzeit seine Arbeit wieder aufgenom-
men. Der beantragte Postdoc (Herr Dr. Lotfollah Karimzadeh) hat mit Beginn des Jahres seine Arbeiten zum Re-
aktiven Transport begonnen. Die geplanten Dienstreisen zur ISNSC (Dresden — fiinf Vortrédge, ein Poster) finden
wie geplant Anfang Juli statt. Fiir die Dienstreisen zur Plutonium Futures 2018 (San Diego, USA) und zur Gold-
schmidt 2018 (Boston, USA) wurden von den Kollegen Vortrige eingereicht.
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AP1: Die Serie der Schiffschen Basen wird durch Modifikation der Aromaten erweitert. Zusétzliche Hydro-
xylgruppen am Aromaten erschweren die Komplexierung. Das Einfithren von Fluor am Aromaten ist
dagegen synthetisch einfach und erméglicht stabile Komplexierung. Die synthetischen Arbeiten wurden
groftenteils im Haus durchgefiihrt. Die Vorstufen der Carbene wurden von externen Kooperationspart-
nern zur Verfligung gestellt.

AP2:  Arbeiten zu AP2 sind erst ab Ende 2018 geplant.

AP3:  Die Reihe der Schiffschen Basen mit fluorierten Aromaten ergab stabile Komplexe mit Th(IV), U(IV)
und Np(IV). Zudem wurden erste Arbeiten zur Koordinationschemie der Carbene begonnen (Th(IV),
U(V)). Die Serien der Amidinate sind vervollstdndigt worden (Th(IV), U(IV), Np(IV) und zum Ver-
gleich Zr(IV), Hf(IV) und Ce(IV)). Eine Publikation ist in Vorbereitung. In Zusammenarbeit mit dem
AK Weigand (TUD) wurden weitere Komplexe der Pyrrazolon-Reihe (U(IV), Np(IV)) prépariert und
mit IR und NMR Spektroskopie charakterisiert. Laserspektroskopische Untersuchungen an An(III)- und
Ln(IIT)-Komplexen zur Identifikation der Bindungsstellen an Chitin und Chitinosan wurden gemeinsam
mit dem AK Brunner (TUD) fortgefiihrt.

AP4:  Der Einfluss des Dekontaminationsmittels DTPA auf das Adsorptionsverhalten von Eu(IIl) wurde fiir
reinen und fiir natiirlichen Quarzsand im pH-Bereich von 3 bis 9 untersucht und durch ein Oberfldchen-
komplexierungsmodell addquat beschrieben. In neutralem Milieu wird die Adsorption durch Komplex-
bildung stark erniedrigt (bei gleichmolarem Verhéltnis um 40 % an reinem und um 98 % an natiirlichem
Quarzsand).

AP5:  Es entstehen derzeit Publikation zu den Amidinat-Systemen und den Schiffschen Basen. Sowohl in den
Kooperationsarbeiten zu den phosphorhaltigen Ligandensystemen (mit AK Weigand (TUD)), als auch
den Komplexierungsstudien mit Chitin und Chitinosan (mit AK Brunner (TUD)) werden peer-reviewed
Publikationen angefertigt. Auf der Radchem 2018 in Marienbad, Tschechische Republik wurden die
Arbeiten in zwei Vortrdgen prisentiert. Mit insgesamt fiinf Vortrdgen (davon einer eingeladen) und ei-
nem Poster werden die Ergebnisse auf der ISNSC 2018 in Dresden vorgestellt.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1: Die Reihe der Schiffschen Basen wird durch weitere elektronenziehende und —schiebende Liganden
modifiziert, um die Elektronik der aromatischen Ringe und damit der Donoratome zu beeinflussen.
Weitere N-heterocyclische Carbene werden durch Modifikation am Stickstoff dargestellt. Erkenntnisse
aus den Komplexierungsversuchen (AP3) flieBen laufend in die Synthese neuer Ligandsysteme ein. Das
Design der Liganden wird zudem mafBgeblich durch begleitende quantenchemische Arbeiten im Haus
unterstuitzt.

AP3: Die Arbeiten zur Komplexierung von Amidinaten und Schiffschen Basen mit Th(IV), U(IV) und
Np(IV) werden weitergefiihrt und die erhaltenen Ergebnisse auf die Komplexierung von Pu(IV) iiber-
tragen. Arbeiten zur Komplexierung von dreiwertigen An(IlI) und Ln(Ill) an Biosilikaten (mit AK
Brunner (TUD)) mittels TRLFS werden fortgesetzt. Zudem werden Arbeiten zur Charakterisierung von
Calix[4]aren-Komplexen mittels NMR (mit AK Kersting (Uni Leipzig)) aufgenommen.

AP4:  Die Mobilitdt von Eu(Ill) in An- und Abwesenheit von DTPA soll in Sdulenversuchen mit Quarzsand
pH-Wert-abhéngig unter Verwendung von '*?Eu als Radiotracer untersucht werden. Dabei ist die An-
wendbarkeit des erstellten Oberflichenkomplexierungsmodells unter dynamischen FlieBbedingungen zu
priifen. Hydrodynamische Parameter werden mittels [*H]H,O als konservativem Tracer bestimmt.

AP5:  Die Publikationen zu den Ergebnissen von Serien tetravalenter Actinid-Komplexe mit Amidinaten und
Schiffschen Basen werden derzeit geschrieben. Die Kooperationsarbeiten mit der TUD (AK Weigand
und AK Brunner) sollen ebenso in peer-reviewed Journalen publiziert werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Publikationen:

Martin, N. P.; Mirz, J.; Feuchter, H.; Duval, S.; Roussel, P.; Henry, N.; Petricek, V.; Ikeda-Ohno, A.; Loise-
au, T.; Volkringer, C.: Synthesis and structural characterization of the first neptunium based metal-organic
frameworks incorporating {Np608} hexanuclear cluster, Chemical Communications, 2018, 54 (51), 6979-6982.
Bauer, A.; Jaschke, A.; Schone, S.; Barthen, R.; Mérz, J.; Schmeide, K.; Patzschke, M.; Kersting, B.; Fahmy, K.;
Oertel, J.; Brendler, V.; Stumpf, T.: Uranium(VI) complexes with a calix[4]arene-based 8-hydroxyquinoline lig-
and: Thermodynamic and structural characterization based on calorimetry, spectroscopy, and liquid-liquid
extraction, ChemistryOpen, 2018, 7 (6), 467-474.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Universitit Leipzig, Ritterstr. 26, 04109 Leipzig 02 NUK 046C

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt FENABIUM: Struktur-Wirkungsbeziehungen zwischen f-Elementen und
organischen Ligandsystemen mit naturstoftbasierten Bindungsfunktionen in Hinblick auf ei-
ne mdgliche Mobilisierung in der Umwelt, Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.11.2016 bis 31.10.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

489.065,00 EUR Prof. Dr. Kersting

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Hauptziel des Projektes ist die Erweiterung des Kenntnisstandes iiber die Komplexbildung von
Lanthanoid- sowie Actinoidelementen gegeniiber Chelatbildnern mit naturrelevanten Bindungsmus-
tern. Hierbei soll besonders der Einfluss des Oxidationszustandes, der lonenladung sowie des lonenra-
dius des f~Elements auf die Komplexbildung untersucht werden. Zur Einordnung der Ergebnisse ist ein
Vergleich zwischen den Lanthanoid- und Actinoidspezies unerlédsslich, um Gemeinsamkeiten sowie
Unterschiede in den Wechselwirkungen sowie Bindungsmustern verifizieren zu konnen.

Dazu sollen im Rahmen des Projekts neue, ionenselektive Liganden synthetisiert werden. Hierbei han-
delt es sich um calixarenbasierte Liganden, welche mit naturnahen Bindungsfunktionen substituiert
werden sollen, um f-Elemente selektiv zu binden. Chitosan soll dabei als Vorbild dienen. Dabei kann
durch die Variation der Anzahl sowie Position der Substituenten am Grundgeriist die Bindungsselekti-
vitat, Loslichkeit oder das Extraktionsverhalten eingestellt werden. Die Synthese der Komplexione
soll in Anlehnung an bereits literaturbekannte Verfahren zur Darstellung dhnlicher Verbindungen er-
folgen. Zur ausreichenden Charakterisierung dieser kann ein breites Spektrum moderner Analyseme-
thoden genutzt werden. Dazu zéhlen unter anderem NMR-Spektroskopie, IR-Spektroskopie, Raman-
Spektroskopie, UV/Vis-Spektroskopie, ESI-MS, pH-Potenziometrie, Laserfluoreszenz, isotherme Tit-
rationskalorimetrie und Spektroelektrochemie.

Ein anderer wichtiger Teil des Projektes besteht in der Aufklarung der Struktur der eingesetzten Kom-
plexione sowie deren f-Elementkomplexen in Losung und im Feststoff. Um Aussagen iiber die elekt-
ronischen Begebenheiten, die Funktion der Strukturelemente sowie die strukturellen Besonderheiten
der Zielverbindungen treffen zu konnen, kann auf Methoden wie Rontgenbeugung oder die EXAFS-
Spektroskopie zuriickgegriffen werden.

Dieses Projekt wird in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Ressourcendkologie des Helmholtz-
Zentrum Dresden-Rossendorf e.V. durchgefiihrt (Prof. Dr. T. Stumpf). Hinzukommend ist eine Zu-
sammenarbeit mit den Abteilungen fiir Chemie und Lebensmittelchemie der Technischen Universitét
Dresden vereinbart (Prof. Dr. J. Weigand sowie Prof. Dr. E. Brunner).

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Vorhaben ist in insgesamt 5 Arbeitspakete unterteilt. Eine detaillierte Beschreibung der Arbeits-
pakete ist im Projektantrag tabelliert. Unsere Arbeitsgruppe ist in die Arbeitspakete 1, 3 und 5 invol-
viert. Mit Beginn des Projektes zum 01. November 2016 wurden die Arbeiten zu den Arbeitspaketen
aufgenommen (Mitarbeiter: M.Sc. Peter Hahn). Ab dem 01.01.2017 arbeiten auch M.Sc. Anne Meh-
nert und M.Sc. Tony Zielke an den skizzierten Experimenten.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Die Synthese von Thiacalix[4]arenliganden mit natiirlichen Bindungsfunktionen zur Bindung von f-
Elementen ist gelungen. Durch Verkiirzung des Spacers konnten disubstituierte Liganden mit phos-
phorylierten Substituenten erhalten werden, welche positive Ergebnisse in Komplexierungsversuchen
gegeniiber trivalenten Lanthanoidionen zeigen.

Die Anbindung von Zuckern, dhnlich den Chitosangrundbausteinen, an das Calix[4]arengrundgeriist
und die damit verbundene Komplexierung von f~-Elementen konnte trotz umfassender Versuche nicht
bewerkstelligt werden. Weitere Versuche werden folgen.

Die Komplexbildungsexperimente bereits synthetisierter Liganden sind sowohl im Festkorper als auch
in Losung fortgeschritten.

Die Benutzung der ITC, welche {iber das FENABIUM-Projekt angeschafft wurde, wird weiterhin ver-
feinert. Hinzukommend arbeitete sich Anne Mehnert in das Programm HypCal ein, welches zur erwei-
terten Auswertung von ITC-Messungen dient.

Anne Mehnert und Peter Hahn arbeiteten an der Verdffentlichung eines Review-Artikels mit den wei-
teren Teilnehmern des FENABIUM-Verbundprojekts (AK Weigand, AK Stumpf, AK Brunner). Hier-
zu wurden ausfiihrliche Literaturrecherchen durchgefiihrt, gefolgt vom Schreiben des Teilartikels. Die
Veroffentlichung des Artikels erfolgt dieses Jahr.

Zur Prasentation der bisherigen Forschungsergebnisse in Form eines Posters besuchten alle Mitarbei-
ter die ISMEC 2018 (International Symposium on Metal Complexes) in Florenz (Italien).

Des Weiteren erfolgte die Teilnahme von Anne Mehnert und Peter Hahn am Koordinationschemietref-
fen 2018 in Heidelberg, wobei ein Vortrag gehalten wurde (Hahn).

4. Geplante Weiterarbeiten

Ziel der nachfolgenden Monate ist es weitere Komplexbildungsexperimente mit den bereits syntheti-
sierten Liganden anzustellen. Hierbei soll der Fokus auch in Richtung der Actinide geschwenkt wer-
den. Hinzukommend sollen bereits erhaltene Ergebnisse in Form einer Publikation beschrieben wer-
den.

Die Synthese von Thiacalixarenliganden wird weiter vorangetrieben.

Dariiber hinaus sollen Komplexbildungskonstanten und andere thermodynamische Reaktionsparame-
ter mittels der ITC ermittelt werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Vortrége:

Hahn, P.: Lanthanoid-Komplexe von Hybrid-Schiff-Base/Calix[4]aren-Liganden: Synthese, Charakte-
risierung und Komplexierungseigenschaften, Konferenz 14. Koordinationschemietreffen, Heidelberg
(Deutschland), 11.-13.03.2018

Poster:

Mehnert, A.: Synthesis and Complexation Studies of Novel DisubstitutedCalix[4]arenes as Rare Earth
Metal Receptors, International Symposium on Metal Complexes, Florenz (Italien), 03.-07.06.2018
Hahn, P.: Lanthanide Complexes of Hybrid Schiffbase/Calix[4]arene Ligands: Synthesis, Structures
and Properties, International Symposium on Metal Complexes, Florenz (Italien), 03.-07.06.2018
Zielke, T.: Thiacalix[4]arenes with Dangling Phosphorylated Substituents at the lower rim for f-
Element Complexation, International Symposium on Metal Complexes, Florenz (Italien), 03.-
07.06.2018

Bis heute sind keine zitierfahigen Publikationen verfasst worden.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Leibniz Universitdt Hannover, Welfengarten 1, 30167 Hannover |02 NUK 051A

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und Transferverhalten langlebiger Radionuklide
entlang der kausalen Kette Grundwasser-Boden-Oberfldche-Pflanze unter Beriicksichtigung
langfristiger klimatischer Verdnderungen, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2017 bis 31.08.2020 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

811.518,00 EUR Dr. Riebe

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Fiir Langzeitsicherheitsnachweise potentieller Endlager gehen die gingigen radiodkologi-
schen Modelle in Storfallszenarien von einem Radionuklideintrag in die Biosphire {iber den
Wasserpfad aus. Neben dem Weg iiber Niederschlag und Bewisserung ist besonders der Ein-
trag iiber das oberflaichennahe Grundwasser in den Boden interessant. Ziel ist ein tieferes Ver-
staindnis der komplexen Mechanismen des Radionuklidtransports aus der Grundwasserzone
tiber den Boden in die Pflanzen unter Einbeziehung klimatischer Verdnderungen, das zu einer
verbesserten Risikoabschitzungen fiir die Exposition der Bevolkerung {iber lange Zeitraume
filhren soll. Einen wesentlichen Fortschritt bildet hierbei die Aufkldrung der Aufnahmeme-
chanismen der Radionuklide in Nutzpflanzen auf molekularer Ebene, ein Konzept, das eine
tiber bisherige Transferfaktoren weit hinausgehende Aussagekraft erlaubt.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Bodencharakterisierung, Tracerhestellung, Einfluss des Bodens auf Radionuklidspezi-
ation

AP2: Séaulenversuche; Radioanalytik

AP3: Pflanzenanzucht, Bestimmung von Transferfaktoren fiir verschiedene Radionuklide

AP4: Klonierung von Transportern, Expression und Transportmessung in OQozyten, Analyse
der Wirkung von Wurzelexsudaten

APS5: Analyse und Auswertung

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

API1: Alle verwendeten RefeSol-Chargen wurden einer Charakterisierung mit Hinsicht auf
pH, Corg, Korngrofenverteilung, Kationenaustauschkapazitit und oxalat- und dithio-
nitloslichen Oxiden (Fe, Al, Mn) unterzogen

AP3: Von den fiir die Bestimmung von Transferfaktoren angelegten Gefd3versuchen konn-
ten Proben von Karotten, Kartoffeln und Erbsen in RefeSol-01A (Fraunhofer-Institut
fiir Molekularbiologie und Angewandte Okologie (IME)) gewonnen werden. Die
Pflanzen wurden in drei Kompartimente unterteilt (Wurzel, Blatt, Frucht bzw. essbarer
Anteil) und deren Aktivitdt im Vergleich zum Boden bestimmt. Fiir die mit [-125 mar-
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kierten Karotten in RefeSol-01 A wurden Transferfaktoren von 2, 16 und 18 fiir essba-
ren Anteil (Pfahlwurzel), Blatt und Wurzel ermittelt. Im Vergleich der essbaren Antei-
le aller drei Pflanzenarten fillt auf, dass die Aktivititskonzentration in den Karotten
am hochsten ist (etwa 8 mal so hoch wie in den Kartoffeln und ca. 75 mal so hoch wie
in den Erbsen). Die Untersuchungen der Pflanzenaufnahme fiir das Radionuklid Tc-99
wurden mit einer Pertechnetat-Losung (TcY'O47) durchgefiihrt. Es zeigt sich bisher,
dass die Aufnahme von Tc-99 am stirksten in die Blétter erfolgt, gefolgt von den
Wurzeln und essbaren Pflanzenteilen. Fiir eine genaue Auswertung der Transferfakto-
ren steht die Untersuchung der Bodenproben noch aus.

Die vorldufigen Ergebnisse zur Aufnahme von Pu-238 und Am-243 in die Pflanze zei-
gen bereits Unterschiede von GroBenordnungen in der massenbezogenen Aktivitit der
Kompartimente. So weisen die Wurzeln die hochsten massenbezogenen Aktivitdten
auf, gefolgt von Blittern und essbaren Bestandteilen. Fiir die Berechnung der Trans-
ferfaktoren stehen fiir beide Nuklide die Messungen der Bodenproben noch aus.

Der Ionen-Transport des 4tGLR3.7 zeigte einen pH unabhidngigen, unspezifischen Ka-
tionen-Transport. Zur Charakterisierung der potentiellen Aufnhahme und Wechselwir-
kung mit Radionukliden, z. B. Cm(IIl) wurden erste Experimente in Zusammenarbeit
mit dem Institut fiir Ressourcendkologie (IRE) am HZDR begonnen (s. Bericht IRE).
AfPHT1.4 wurde in den Oozyten-Expressionsvektor gebracht und mit der Klonierung
von A{NRT1.1 wurde begonnen. Im Rahmen eines Praktikums wurden die Klonierun-
gen von Studenten durchgefiihrt und soll von diesen wéhrend einer Bachelorarbeit
fortgefiihrt werden.

4. Geplante Weiterarbeiten

- Bestimmung der Aktivititskonzentrationen der Boden aus den GefdaBversuchen und Be-
rechnung der noch ausstehenden Transferfaktoren

- Fortsetzung der GefaBBversuche (Karotte, Kartoffel, Erbse, Weizen) mit weiteren Referenz-
bdden

- Saulenversuche mit Referenzbdden in Vorbereitung der Lysimeterversuche

- Elektrophysiologische Charakterisierung von 4tPHT1.4

- Klonierung von AfNRT1.1, A#fCCC1 sowie A{IRT1

5. Berichte, Veroffentlichungen

Poster beim 'Cores Symposium on Radiation in the Environment — Scientific Achievements
and Challenges for the Society', 16. - 17. April 2018, Helsinki

Poster bei NuWaMa Summer School 'Deep Geological Repository — the fate of radionuclides',
4. - 8. Juni, HZDR (Dresden) / UJV Rez (Prag)

Beitrag in STUK-A261, 'Cores Symposium on Radiation in the Environment — Scientific
Achievements and Challenges for the Society', Juli 2018
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf e. V., Bautzner Landstr.

400, 01328 Dresden 02 NUK 051B
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und Transferverhalten langlebiger Radionuklide
entlang der kausalen Kette Grundwasser-Boden-Oberfldche-Pflanze unter Beriicksichtigung
langfristiger klimatischer Verdnderungen, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2017 bis 31.08.2020 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

520.337,00 EUR Dr. Sachs

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Fiir Langzeitsicherheitsnachweise potentieller Endlager gehen die géngigen radiodkologischen Model-
le in Storfallszenarien von einem Radionuklideintrag in die Biosphére iiber den Wasserpfad aus. Ne-
ben dem Weg iiber Niederschlag und Bewésserung ist besonders der Eintrag iiber das oberflachennahe
Grundwasser in den Boden interessant. Ziel ist ein tieferes Verstdndnis der komplexen Mechanismen
des Radionuklidtransports aus der Grundwasserzone iiber den Boden in die Pflanzen unter Einbezie-
hung klimatischer Verdnderungen, das zu verbesserten Risikoabschétzungen fiir die Exposition der
Bevdlkerung iiber lange Zeitrdume fiihren soll. Einen wesentlichen Fortschritt bildet hierbei die Auf-
klarung der Aufnahmemechanismen der Radionuklide in Nutzpflanzen auf molekularer Ebene, ein
Konzept, das eine iiber bisherige Transferfaktoren weit hinausgehende Aussagekraft erlaubt.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Bestimmung von Wurzelexsudaten, pflanzlichen Zellkulturexsudaten und Untersuchung von
deren Wechselwirkung mit Actiniden

AP2: Charakterisierung der reduzierenden Wirkung von Plasmamembran-Vesikeln bzw. des Wur-
zelsystems von Pflanzen

AP3: Nachweis des metallreduzierenden Proteins an der Plasmamembran von Wurzeln

AP4: Mikroskopischer Nachweis der Actinid- bzw. Eisen-Reduktion an der Plasmamembran von
Wurzeln

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1: Die Untersuchungen zur konzentrations- und zeitabhéngigen Wechselwirkung von U(VI) und
Eu(IIl) als Analogon fiir dreiwertige Actinide mit Brassica napus-Zellen (Raps) in Suspensi-
onszellkultur wurden fortgesetzt. U(VI) und Eu(Ill) zeigen ein zeit- und konzentrationsabhén-
giges Bioassoziationsverhalten mit Brassica napus-Zellen, wobei die Vitalitidt der Zellen bei
den gewihlten experimentellen Bedingungen nur wenig von der Gegenwart der Schwermetalle
beeinflusst wird. In Gegenwart von 200 uM U(VI) wurde nach anfinglicher Bioassoziation
von U(VI) an/in den Zellen eine Wiederfreisetzung von U(VI) in die Lésung beobachtet, die
vermutlich auf eine Reaktion der Zellen auf den Schwermetallstress zuriickzufiihren ist. Mit-
tels zeitaufgeloster laserinduzierter Fluoreszenzspektroskopie bei tiefen Temperaturen (cryo-
TRLFS) wurde dieser Prozess untersucht. Nach Faktoranalyse der Spektren konnten drei ver-
schiedene U(VI)-Spezies in den Zellkulturiiberstinden reproduzierbar detektiert werden, deren
Anteile in Losung sich zeitlich verdndern. Die Ergebnisse geben einen ersten Hinweis auf die
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Freisetzung von Zellmetaboliten, die zur Wiederfreisetzung von U(VI) in die Losung fiihren.
Die Anreicherung, Fraktionierung und Untersuchung freigesetzter Zellmetabolite aus Zellkul-
turiiberstdnden mittels Festphasenextraktion, HPLC und Massenspektrometrie haben zur Iden-
tifizierung erster Verbindungen gefiihrt, die als Metabolite in Frage kommen. Cryo-TRLFS-
Messungen zur U(VI)-Komplexierung mit potentiellen Pflanzenzellmetaboliten wurden
durchgefiihrt.

AP2: Die Arbeiten zur Identifizierung eines mdglichen metall-reduzierenden Membranproteins, das
an der Uranaufnahme in Pflanzenzellen beteiligt ist, wurden begonnen. Erste Untersuchungen
zur Beeinflussung essentieller Nahrstoffelemente (Mg, Mn, Fe, P, Ca, K) von Brassica napus-
Zellen in Gegenwart von U(VI) wurden durchgefiihrt. Dazu wurden Brassica napus-Zellen mit
verschiedenen U(VI)-Konzentrationen exponiert und die Verteilung der Spurenelemente in
den Zellen in regelméBigen Zeitintervallen iiber einen Zeitraum von 7 Tagen mittels ICP-MS
bestimmt. Die Experimente erfolgten in Gegenwart ausreichender Mengen an Eisen sowie un-
ter Eisenmangel im Nédhrmedium. Erste Ergebnisse zeigen einen hoheren Urangehalt in den
Zellen, wenn diese unter Eisenmangelbedingungen gewachsen sind. Dies weist auf eine mog-
liche Beteiligung des Eisentransportsystems an der Aufnahme von Uran in die Zellen hin. Zur
Bestimmung des Umfangs der Fe(Ill)-Reduktion durch die Zellen bei verschiedenen experi-
mentellen Bedingungen, wird die Ferrozin-Methode zur Bestimmung intra- und extrazelluldrer
Fe(Il)/Fe(IlI)-Ionen verbessert.

An der Etablierung einer Kallus- und Suspensionszellkultur von Karottenzellen (Daucus carota) als

Modellsystem fiir Nutzpflanzen wird weitergearbeitet.

In Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Biophysik der Universitdt Hannover wurden erste Untersu-

chungen zur Wechselwirkung von Oozyten mit Cm(IIT) mittels TRLFS durchgefiihrt. Ziel ist die Cha-

rakterisierung der Cm(III)-Spezies im Néhrmedium sowie nach Wechselwirkung mit den Zellen zur

Charakterisierung des Metalltransports in die Zellen.

Organisation und Durchfiihrung des Treffens des Verbundprojekts ,, TRANS-LARA® am

26./27.04.2018 in Dresden-Rossendorf.

4. Geplante Weiterarbeiten

API1: Fortsetzung der Arbeiten zur Identifizierung von Pflanzenzellmetaboliten nach Exposition der
Zellen mit U(VI) und Eu(Ill) sowie Weiterfiihrung der cryo-TRLFS-Messungen zur U(VI)-
Komplexierung mit relevanten Bioliganden. Diese dienen der Interpretation der gemessenen
Spektren mit Pflanzenzellen und Zellkulturndhrmedien nach Exposition der Zellen mit U(VI).

AP2: Die Untersuchungen zum FEinfluss von U(VI) auf die Verteilung ausgewahlter Mikro- und
Makroelemente in den Zellen werden fortgesetzt. Ziel ist es, ein potentielles Transportsystem
fiir Uran in die Zellen zu identifizieren. Daneben wird das Expressionslevel der entsprechen-
den Gene unter verschiedenen Bedingungen verfolgt. Diese Untersuchungen werden zukiinftig
mit Nicotiana tabacum L. cv Bright Yellow 2 (BY-2) Zellen durchgefiihrt, die zu den stabils-
ten und homogensten Pflanzenzelllinien zihlen und als Modellsystem héherer Pflanzen weit-
verbreitet eingesetzt werden.

Teilnahme am 11th International Biometals Symposium in Ottawa (Kanada; 15.-19.07.2018) mit ei-

nem Vortrag und Poster.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Friedrich-Schiller-Universitét Jena, Fiirstengraben 1, 07743 Jena |02 NUK 051C

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und Transferverhalten langlebiger Radionuklide
entlang der kausalen Kette Grundwasser-Boden-Oberfldche-Pflanze unter Beriicksichtigung
langfristiger klimatischer Verdnderungen, Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2017 bis 31.08.2020 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

443.493,00 EUR Prof. Dr. Schifer

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Fiir Langzeitsicherheitsnachweise potentieller Endlager gehen die gingigen radiodkologischen Modelle in Stor-
fallszenarien von einem Radionuklideintrag in die Biosphire iiber den Wasserpfad aus. Neben dem Weg iiber
Niederschlag und Bewésserung ist besonders der Eintrag iiber das oberflichennahe Grundwasser in den Boden
interessant. Ziel ist ein tieferes Verstdndnis der komplexen Mechanismen des Radionuklidtransports aus der
Grundwasserzone iiber den Boden in die Pflanzen unter Einbeziehung klimatischer Verdnderungen, das zu einer
verbesserten Risikoabschdtzungen fiir die Exposition der Bevdlkerung iiber lange Zeitrdume fiihren soll. Einen
wesentlichen Fortschritt bildet hierbei die Aufkldrung der Aufnahmemechanismen der Radionuklide in der unge-
sattigten Zone und in Nutzpflanzen auf molekularer Ebene, ein Konzept, das eine iiber bisherige Transferfakto-
ren weit hinausgehende Aussagekraft erlaubt.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Bodenentwicklung unter dem Einfluss langfristiger klimatischer Verdnderungen

AP1.J.2a: Definition der vier Referenzbodentypen zusammen mit Ol, Beschaffung und Charakterisierung der
Ausgangsmaterialien

AP2: Modellierung von Speziation, Sorption & Migration von RN fiir reprédsentativ bewirt- schaftete B6-
den

AP2.4.1a: Aufbau der bodenspez. Stromungs- und Transportmodelle in IcP

AP2.4.2a: Berechnung von Langzeitreihen fiir Bodenfeuchte und RN-Konzentrationen fiir (diskrete) Referenz-
klimata in icP mit den Parametern von UB-IUP

AP2.5.2a: Einbau des Kolloidtransports (mobile Oberflachenspezies) (PHREEQC)

AP3: Redoxverhalten und Speziation von RN im Grundwasser und in verschiedenen reprisen- tativen
landwirtschaftlich genutzten Boden

AP3.2.1:  Planung & Aufbau Laborversuche, Befiillen der Saulen, Herstellen der Modellwisser, Variation der
Kontaktzeiten mit organischen/anorganischen Kolloiden

AP3.3.1:  Experimente mit Modellwasser

AP3.4.1:  Saulenexperimente, Probenahme Wasser und Boden, chemische Trennung und Speziation der Nuk-

lide
AP3.4.2a: Optimierung der Messmethode und Quantifizierung (SF-ICP-MS, AMS)
AP3.5: Auswertung der Ergebnisse, Interpretation und Aufbereitung der Daten fiir AP2

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1: Status: Der Vergleich dominanter IST- Bodentypen potenzieller Standortregionen (BGR- Studien) aus
GIS-Analyse (FSU) werden in einer Masterarbeit (Scheuerer, 2018) zusammengefasst und mit Analysen des OI
verglichen. Referenzbodentyp 03-G wurde geliefert und musste, wie Referenzbodentyp 01-A, aufgrund des Be-
darfs durch weitere Experimente nachbestellt werden. Vorhandene Chargen der Béden wurden homogenisiert.
Aus der Zusammenarbeit von FSU, OI und LUH-IRS wurden zwei weitere Referenzbodentypen (SOLL-Bdden)


http:AP3.4.2a
http:AP2.5.2a
http:AP2.4.2a
http:AP2.4.1a
http:AP1.J.2a
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aus dem RefeSol System (Fraunhofer-Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Okologie; IME) ausge-
wiahlt. Dies sind eine Pseudovergleyte Parabraunerde 02-A und ein Gley-Podsol 04-A. Sedimentologie, Minera-
logie sowie sequenzielle Extraktionen (Fe, Al) der vier Boden werden durchgefiihrt. Bodenphysikalische Para-
meter (kf, pF, Korngroe) werden in Kooperation mit der Thiiringer Landesanstalt fiir Landwirtschaft (TLL) be-
stimmt.

AP2: Status: Beginn der Erstellung eines Modells zu Sdulen- Rezirkulationsexperimenten unter geséttigten Be-
dingungen. Der Transport wird zunéchst eindimensional (1D) behandelt und wird mit einem eigenen finiten Dif-
ferenzen Skript in Matlab simuliert. Die Chemie wird mit dem PhreeqcRM Modul gel6st. Die Bodenchemie wird
vereinfacht durch Kationenaustausch und Oberflichenkomplexierung (SCM) an drei reaktive Komponenten si-
muliert: a) Tonminerale (Illit), b) schwach kristalline Eisenoxide, und ¢) Huminstoffe. Teil a) und b) liegen vor;
Teil c) befindet sich in Entwicklung.

AP3: Status: Eine Klimakammer fiir die geplanten Laborlysimeter- Experimente wurde technisch tiberpriift und
steht zur Verfiigung; als Start ist das 2. Hbj. 2018 anvisiert. Zur Sicherstellung gleicher Randbedingungen, soll
das Befiillen mit den ausgewéhlten RefeSols in Kooperation mit LUH-IRS stattfinden. Tests zur représentativen
In-situ-Beprobung von Lysimeter- Porenwasser und natiirlichen Nanopartikeln mit Borosilikat- Saugkerzen
wurden im Rahmen von zwei Bachelorarbeiten (Forderer, 2018 & Seyfarth, 2018) durchgefiihrt und zeigten ei-
nen signifikanten Einfluss der Saugkerzen auf die Quantifizierung des mobilen Nanopartikelanteils sowie selek-
tive Sorption speziell von Kationen. In Batch-Experimenten konnte innerhalb von 64 Tagen kein Gleichge-
wichts- Porenwasser in den beiden gewéhlten IST-Boden (Scheuerer, 2018; Reiff, 2018) bestimmt werden und
es wurde auf Umlauf- Sdulenexperimente umgestellt, die auch zur Selensorption im Vergleich zu Batchexperi-
menten genutzt werden.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1l: Schwerpunkt ist die Fertigstellung der mineralogischen, geochemischen und Nanopartikel-
Charakterisierung der vier Referenzbdden. Eine Masterarbeit im Rahmen der Methodenentwicklung zur Diffe-
renzierung von anorganischen/organischen Nanopartikeln und Biokolloiden lauft bereits.

AP2: Die Kopplung Chemie/Transport ist realisiert. Validierung des Modells durch Laborexperimente und ggf.
Anpassung. Einbindung der Datenbank ThermoChimie. SCM der drei reaktiven Bodenkomponenten und Ent-
wicklung der ungeséttigten Stromungs- und Transportmodellierung in iCP, OpenGeoSys oder eigenen Skripten
fiir die geplanten Lysimeter- Experimente wird geplant.

AP3: Alternativen zu den Borosilikat- Saugkerzen fiir die Lysimeteraufbauten werden gepriift. Die Arbeiten zur
Selenit- Sorption (Batchexperimente) im RefeSol 01-A & 03-G (Scheuerer, 2018; Reiff, 2018) und der Ver-
gleich zu Umlaufsdulenversuchen zur Bestimmung von Selen- Sorptionskinetiken wird fertiggestellt (Pauer,
2018; Reiff, 2018) sowie der konservative Tracer Bromid hinsichtlich seiner Reaktivitét {iberpriift (Pauer, 2018).
Rezirkulations- Saulenexperimente mit verschiedenen Saulentypen, RefeSol-Béden und Modellwasser sowie de-
ren Modellierung werden weitergefiihrt. Untersuchung der Kolloidbildung und des Transportes u. a. mit der neu
im Rahmen des Projekts beschaffenen NTA mit Fluoreszenzfilteroption (Fluo-NTA). Der Start der Lysimeterex-
perimente ist vorgesehen; Bestimmung der physikochemischen und bodenphysikalischen Parameter aller Refe-
Sols vor Beginn der Versuche.

Planung von Experimenten zur Validierung konzeptioneller Modellansétze (1D Transport, Kolloidanlagerung)
z. B. mit Positronen-Emissions-Tomographie (GeoPET, in Kooperation HZDR) oder AFM.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Forderer, A.D. (2018): The sorption behavior of mini-glass suction cups in regard to dissolved solution compo-
nent. Bachelorarbeit, Friedrich-Schiller-Universitit Jena

Pauer, V. (2018): Mechanismen der Selensorption an einem natiirlichen Bodensubstrat. Projektmodulbericht,
Friedrich-Schiller-Universitdt Jena

Reiff, T. (2018): Untersuchung von RefeSol 03-G in Batch-Experimenten und zukiinftige Entwicklung der
Braunerden Deutschlands in zwei Klimaszenarien. Projektmodulbericht, Friedrich-Schiller-Universitit Jena
Scheuerer, F. (2018): Verschneidung von Boden und Geologie auf untersuchungswiirdigen Gesteinsformationen
fiir die Endlagerung von hochradioaktiven Abfillen. Projektmodulbericht, Friedrich-Schiller-Universitét Jena
Seyfarth, R. (2018): Das Sorptionsverhalten von Miniglassaugkerzen in Hinblick auf die Kolloidfraktion. Ba-
chelorarbeit, Friedrich-Schiller-Universitit Jena
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Universitiat Bremen, Bibliothekstr. 1, 28359 Bremen 02 NUK 051D

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und Transferverhalten langlebiger Radionuklide
entlang der kausalen Kette Grundwasser-Boden-Oberfldche-Pflanze unter Beriicksichtigung
langfristiger klimatischer Veridnderungen, Teilprojekt D

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2017 bis 31.08.2020 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

256.465,00 EUR Dr. Fischer

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Fiir Langzeitsicherheitsnachweise potentieller Endlager gehen die géngigen radiodkologischen Model-
le in Storfallszenarien von einem Radionuklideintrag in die Biosphére iiber den Wasserpfad aus. Ne-
ben dem Weg iiber Niederschlag und Bewésserung ist besonders der Eintrag iiber das oberflachennahe
Grundwasser in den Boden interessant. Ziel ist ein tieferes Verstdndnis der komplexen Mechanismen
des Radionuklidtransports aus der Grundwasserzone iiber den Boden in die Pflanzen unter Einbezie-
hung klimatischer Verdnderungen, das zu einer verbesserten Risikoabschitzung fiir die Exposition der
Bevdlkerung iiber lange Zeitrdume fiihren soll. Einen wesentlichen Fortschritt bildet hierbei die Auf-
klarung der Aufnahmemechanismen der Radionuklide in Nutzpflanzen auf molekularer Ebene, ein
Konzept, das eine iiber bisherige Transferfaktoren weit hinausgehende Aussagekraft erlaubt.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Am Institut fiir Umweltphysik (IUP) der Universitdt Bremen wurde mit Hilfe des geochemischen Spe-
ziationscodes PHREEQC ein Modell entwickelt, das mehrere sorbierende Komponenten enthélt und
auch die Komplexierung von Kationen an geloste und ortsfeste organische Substanz beriicksichtigt.
Das Modell konnte fiir Cs, U, und Ni erfolgreich validiert werden.

Nach einer Literaturstudie (AP2.1.1) soll das Modell soweit erweitert werden, dass es die Sorption und
Speziation von Am, Tc, Pu, I, und Se erfassen kann (AP2.2.1). Dabei sollen im Falle von I und Se
auch die stabilen Isotope als Konkurrenzspezies berticksichtigt werden. Zunéchst sollen die fiir die be-
trachteten Boden wichtigsten, in der Literatur schon beschriebenen Prozesse implementiert werden,
fiir die auch schon die fiir die Modellierung wichtigen thermodynamischen Konstanten vorliegen.
Auch hier soll das Modell — soweit moglich - anhand von Literaturdaten validiert werden (AP2.3.1).
Die Modellierung der hydrologischen Prozesse und Stofftransport erfolgt in AP2.4.1b durch OI und in
AP2.4.2 durch FSU-AnGeo. Danach soll fiir mindestens einen (Referenz-)Boden die Abhéngigkeit der
Verteilungskoeffizienten bzw. der fiir die Pflanzenaufnahme relevanten Spezies in der Bodenlosung
von verschiedenen einzelnen Bodenparametern wie pH und Gehalt an organischen Substanzen be-
stimmt werden (AP2.4.1). Dabei soll auch der Einfluss von landwirtschaftlichen Maflnahmen (Diin-
gung) untersucht werden.

Im ndchsten Schritt soll das Modell auf die gemeinsam mit den Projektpartnern ausgewédhlten (Refe-
renz-) Boden angewendet und die Ergebnisse mit den experimentellen Studien von LUH-IRS, FSU-
AnGeo und HZDR-IRE (Verteilungskoeffizienten und Speziation) verglichen werden (AP2.5.1).
Wenn der Vergleich wichtige nicht beriicksichtigte Prozesse erkennen ldsst und/oder die Studien neue
thermodynamische Daten zu Komplexierung und Sorption liefern, konnen die Einzelmodelle gegebe-
nenfalls verfeinert werden.


http:AP2.4.1b
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Es wurde das Modell VII (relevant fiir Am und Pu sowie Konkurrenzionen) implementiert und zu-
néchst fur U anhand von Literaturdaten validiert. Es wurde eine Literaturstudie zu Am, Pu, I, Tc und
Se und deren Verhalten im Boden durchgefiihrt. Weiterhin wurde das Modell derart modularisiert,
dass ohne Weiteres zwischen Datenbanken (z. B. Thermochimie und PSI/Nagra) gewechselt werden
kann. Es wurden weitere Untermodelle zur Bindung von Am, Pu an Mineraloberflichen implemen-
tiert.

Z. Zt. wird ein Modell fiir die Bindung von Tc an organische Substanz unter anoxischen Bedingungen
implementiert und validiert.

4. Geplante Weiterarbeiten

Folgende Arbeiten fiir den néchsten Berichtszeitraum geplant:
Validierung des Sorptionsmodells fiir Am anhand einer Literaturstudie
Implementation von Sorptionsmodellen fiir I, Tc und Se

Erste Berechnungen von K4-Werten fiir Referenzbdden

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Oko-Institut. Institut fiir angewandte Okologie e. V., Merzhauser

Str. 173, 79100 Freiburg 02 NUK 051E
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und Transferverhalten langlebiger Radionuklide
entlang der kausalen Kette Grundwasser-Boden-Oberfldche-Pflanze unter Beriicksichtigung
langfristiger klimatischer Verdnderungen, Teilprojekt E

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Entsorgung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2017 bis 31.08.2020 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

338.312,63 EUR Dr. Ustohalova

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Fiir Langzeitsicherheitsnachweise potentieller Endlager gehen die gingigen radiodkologischen Modelle in Stor-
fallszenarien von einem Radionuklideintrag in die Biosphire iiber den Wasserpfad aus. Neben dem Weg iiber
Niederschlag und Bewésserung ist besonders der Eintrag iiber das oberflichennahe Grundwasser in den Boden
interessant. Ziel ist ein tieferes Verstdndnis der komplexen Mechanismen des Radionuklidtransports aus der
Grundwasserzone iiber den Boden in die Pflanzen unter Einbeziehung klimatischer Verdnderungen, das zu einer
verbesserten Risikoabschdtzungen fiir die Exposition der Bevdlkerung iiber lange Zeitrdume fiihren soll. Einen
wesentlichen Fortschritt bildet hierbei die Aufklarung der Aufnahmechanismen der Radionuklide in Nutzpflan-
zen auf molekularer Ebene, ein Konzept, das eine iiber bisherige Transferfaktoren weit hinausgehende Aussage-
kraft erlaubt.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1.1.1:  Auflistung Bodentypen und relevanter Parameter nach World Reference Base For Soil Resources
(RWB) und RefeSol

AP1.1.2b: Definition der vier Referenzbodentypen, mit FSU-AnGeo, dazu Ermittlung von Bodentypen und
Grundwasserflurabstdnden mit ARC-GIS und passenden Bodenkarten.

AP1.2.1:  Abgleich Parameter mit Experimenten und Modellierung, Entscheidung Erweiterung RefeSol-
Systematik

AP1.3.1:  Definition von Boden und Klimaszenarien

AP1.3.2:  Ermittlung Pedogenese Ist-Boden/Soll-Bdden mit BIOCLIM-Daten

AP1.4.1:  Definition und Festlegung der extrapolierten Soll-Bdden fiir die Experimente

AP1.5.1:  Absprache mit Projektpartnern zum Projektfortschritt, nach Bedarf Anpassungen in der Bodenpara-
metrisierung

AP2.1.2:  Erstellung einer Datenbank mit Parametern zur Bodenhydrologie

AP2.4.1b: Unterstiitzung FSU-AnGeo beim Aufbau des bodenspez. Strdmungs- und Transportmodelle in IcP
(COMSOL Part)

AP2.5.2b: Berechnung von Langzeitreihen der Biosphere Dose Conversion factors (BDCF) fiir diskrete Klima-
Zustinde (ECOLEGO) ausgehend aus den Ergebnissen FSU-AnGeo

AP2.5.2a: Bewertung der Ergebnisse, Unsicherheitsanalyse der RN-Konzentrationen und BDCF (ECOLEGO)

AP4.4: Entwicklung eines verbesserten Kompartimentmodells fiir den Transfer Boden-Pflanze in ECOLE-
GO mit Konzepten und gemessenen Parametern des laufenden Projektes (ECOLEGO)


http:AP2.5.2a
http:AP2.5.2b
http:AP2.4.1b
http:AP1.1.2b
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1.1.2b: Die hydrogeologischen und bodenkundlichen Karten der fiir die ausgewéhlten Klimazusténde relevan-
ten Regionen (u. a. Regionen der RefeSol Bodenentnahme) mit den Informationen zu Flurabstinden und
Bodenhorizonten im GroBmaBstab werden schrittweise angeschafft, in ArcGIS aufbereitet und ausgewertet.
Auswertung erfolgt noch bis Ende 2018.

AP1.2.1: Fiir die Experimente wurden Ist/Soll-Béden aus den vorhandenen lieferbaren RefeSol-Bodentypen aus-
gewidhlt (AP1.1.2b und 1.4.1), es ist keine Erweiterung der RefeSol-System-atik vorgesehen. Gegenwiértig
werden die in der RefeSol-Systematik vorgegebenen Boden-parameter der gelieferten Ist-Boden auf die
Abweichungen gepriift (FSU-AnGeo/LUH-IRS), welche sich auf den Ablauf der Experimente, u. a. das
Pflanzenwachstum, auswirken kénnten.

AP1.3.1: In Fortsetzung erfolgt die verfeinerte Betrachtung der klimatischen Entwicklung der zwei Referenz-
hauptregionen Nord- und Siiddeutschland entlang der zwei ausgewéhlten Klimaszenarien: ,,warm“ und
»kalt bzw. sommertrocken und humid kalt-geméBigt (Csa-Csb/Dfc-Dfb nach Koppen-Geiger Klassifikati-
on), welche zur Entwicklung der Soll-Boden fithren (AP1.4.1). Als die wesentlichen Faktoren flieBen ne-
ben den Parametern der klimatischen Entwicklung, die Morphologie und die Bewirtschaftung ein.

AP1.3.2: Die Bodenhorizontentwicklung der Ist/Soll-Boden unter dem Klimaeinfluss wird beschrieben. Eine Da-
tenbasis dazu bildet u. a. die Auswertung in ArcGIS (AP1.1.2b).

AP1.4.1: Ausgehend von AP1.3.1 wurden in Absprache mit FSU-AnGeo und LUH-IRS zwei Soll-Bdéden fiir
Experimente festgelegt: 04-A (RefeSol) bzw. Gley-Podzol fiir die kalte Entwicklung und 02-A (RefeSol)
bzw. Pseudogley-Parabraunerde fiir die warme Entwicklung.

AP1.5.1: Ein Abstimmungstreffen Oko-Institut/FS-AnGeo/LUH-IRS zum Aufbau der Experimente und der Pa-
rameterwerteerfassung im Hinblick auf die Modellierung findet im Juli 2018 in Jena statt. U. a. sollen die
Randbedingungen ,,Wasserspiegelschwankung und Temperatur” fiir die Langzeitexperimente (Lysimeter)
gemail der verfeinerten Klimabetrachtung festgelegt werden.

AP2.1.2: Der systematisierte Aufbau der Datenbank der Parameter wurde gestartet: diese soll als ein Leitfaden
der experimentell untersuchten Werte dienen aber auch die Liicken zeigen. Identifiziert werden die wahr-
scheinlichsten Werteinterwalle der Parameter, der Fokus liegt auf den elementbezogenen Sorptionskoeffi-
zienten (Kd). Die Werteintervalle werden bei den Modellberechnungen einer Monte-Carlo-Analyse unter-
zogen (Modulautbau in ECOLEGO).

AP2.4.1b: Die Synergien mit den bis dato entwickelten Modellansitzen des Oko-Instituts und der Modellie-
rungsarbeiten FS-AnGeo (1D-Transport) sowie die Optionen der Verkniipfung (Da-tentransfer) mit der
Modellierung in ECOLEGO (AP2.5.2b) werden in Jena in Juli erortert.

AP2.5.2b: Gegeniiber der Planung (fillig in 2019) erfolgte bereits das ECOLEGO-Seminar mit der Fa. Facilia
und die Programmierarbeiten zu Transportberechnungen und zur Berechnung der Dose Conversion Factors
(BDCEF) starteten in Abstimmung mit der Fa. Facilia (Anpassungen im ECOLEGO Code).

AP4.4: Im Vorfeld werden in Kooperation mit der Fa. Facilia methodische Ansdtze gepriift, welche fiir die
Downskalierung auf die Mikroebene fiir das Kompartimentmodell geeignet wiren.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1.1.2b: Fortsetzung und Abschluss der GIS-Analyse.

AP1.3.1: Fortsetzung und Abschluss in Ausarbeitung der Horizontierung relevanter RefeSol Ist-Béden und Ho-
rizontgenese der RefeSol Soll-Boden unter Klimaeinfluss der Referenzregionen.

AP1.3.2: Bericht/Protokoll mit Erlduterungen zur erfolgten Auswahl der RefeSol Soll-Béden sowie der Arbeiten
zur Extrapolation der Klima- und Bodenhorizontentwicklung.

AP1.5.1: Kontinuierliche Absprache mit Projektpartnern zum Fortschritt, Die Abschétzung des realistischen und
der Vorschlag des experimentellen Quelltermes werden entsprechend den Anpassungen wéhrend des Auf-
baus der Experimente vorgenommen.

AP2.4.1b: Zum Autbau der Experimente in Kopplung an die bodenspezifischen Stromungs- und Transportmo-
delle findet Mitte Juli 2018 ein Treffen in Jena (FSU-AnGeo) statt.

AP2.5.2b und 4.4: Fortsetzung der vorbereitenden Programmierarbeiten in ECOLEGO.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.


http:AP2.5.2b
http:AP2.4.1b
http:AP1.1.2b
http:AP2.5.2b
http:AP2.5.2b
http:AP2.4.1b
http:AP1.1.2b
http:AP1.1.2b
http:AP1.1.2b
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
GSI Helmholtzzentrum fiir Schwerionenforschung GmbH,

Planckstr. 1, 64291 Darmstadt 02 NUK 0174
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt GREWIS: Genetische Risiken und entziindungshemmende Wirkung von
dicht-ionisierender Strahlung: Vergleichende Untersuchungen zur Wirkung von Radon in
Zell- und Tier-Modellen und in Radon-Patienten; Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.02.2012 bis 31.07.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
2.915.981,00 EUR Dr. Fournier

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

In dem hier vorgestellten Projekt soll die Langzeitwirkung von niedrigen Dosen dicht-
ionisierender Strahlung (a-Strahlung, beschleunigte lonen) untersucht werden. Hierbei sollen
sowohl genetische Effekte als auch die fiir den therapeutischen Nutzen wichtigen Mechanis-
men der Entziindungshemmung untersucht werden. Dazu ist geplant, eine Radon-
Expositionskammer zu bauen, in der Zellkulturen und Kleintiere (M&use) mit a-Teilchen be-
strahlt werden konnen. In Tierexperimenten soll die Verteilung der a-Emitter physikalisch
und biologisch untersucht werden. Durch die Analyse von Chromosomenaberrationen sollen
die Induktion von Schiden sowie mdgliche Langzeitfolgen der Strahlenexposition abgeschétzt
werden. Die entziindungshemmende Wirkung von Radon soll mit der von Rontgenstrahlung
verglichen werden. Zur Aufklarung der zelluldren und molekularen Wirkungsmechanismen
sollen sowohl Aspekte der humoralen als auch der neuronalen Signalvermittlung zwischen
den relevanten Zelltypen betrachtet werden. Da die entziindungshemmende Wirkung des Ra-
dons um Wochen verzogert auftritt und dann Monate lang anhélt, soll auch ein moglicher Ein-
fluss auf die Schmerzwahrnehmung tiber entsprechende Ionenkanéle in der Zellmembran un-
tersucht werden. Um die entziindungshemmende Wirkung von dicht-ionisierender Strahlung
in chronisch entziindlichen Geweben nachvollziehen zu kdnnen, sollen die Untersuchungen
auch in priaklinischen, transgenen arthritischen Mausen durchgefiihrt werden. Ziel ist es, fiir
den Strahlenschutz relevante Erkenntnisse zu langlebigen radioaktiven Isotopen zu erlangen
und Verbesserungen bei der therapeutischen Anwendung von Radon und niedrig-dosierter
Strahlentherapie zu erarbeiten.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Konstruktion einer Radonkammer, physikalische Dosimetrie fiir die Bestrahlungsexpe-
rimente

AP2: Biologische Dosimetrie, Schadensinduktion durch Radon in Zellkulturen und Gewebe

AP3: Abschitzung des Strahlenrisikos durch Untersuchung chromosomaler Aberrationen

AP4: Untersuchung von zelluldren und molekularen Interaktionen in Blutgefdlen und im
Knochen
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APS: Intrazelluldre Signaltransduktion (insbesondere NFkB), Regulation von Adhésionsmo-
lekiilen

AP6: Untersuchung entziindungshemmender Reaktionen durch cholinerge Mechanismen

AP7: Inhibition der Schmerzentstehung durch Verédnderung der Aktivitét von lonenkanilen

APS: Diskontinuierliche Dosis-Effekt-Beziehung (DNA-Reparatur, Stressantwort, ROS)

AP9: Untersuchung immunologischer Gefahrensignale und entziindlicher Reaktionen im
Tiermodell

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1: Beendet.

AP3: Beendet.

AP4: (a) In humanen Endothelzellen wurden Experimente begonnen, um den Einfluss ldnge-

rer Kultivierung unter laminarem Strom auf die Induktion von Seneszenz zu untersu-
chen. Die Stimulierung mit Visfatin wurde weiter untersucht, da anscheinend die Auf-
reinigung des Proteins Auswirkungen auf die Stimulierungsfihigkeit hat. Die Methode
der Einzelmolekiilmikroskopie wurde von einem Mitarbeiter erlernt und erste Proben
bearbeitet (Kooperation Prof. Meckel, TUD).
(b) Die Osteoklasten-Aktivitdt wurde auf verschiedenen Substraten weiter untersucht
(Plastik, Knochenpléttchen, Osteosarkom-Matrix). Experimente zur Strahlenwirkung
von Photonen wurden so fortgefiihrt und eine erste alpha-Bestrahlung durchgefiihrt. Un-
tersuchungen mit hoher zeitlicher Aufldsung zu strahleninduziertem Zelltod wurden ab-
geschlossen.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1, AP3 und AP4:

Die Arbeiten werden im Rahmen von GREWIS-alpha weitergefiihrt (siche separaten Zwi-
schenbericht).

Fiir AP4 wird der Abschlussbericht erstellt.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Posterbeitrége:

ERASMUS-Woche (Hochschule Darmstadt):

S. Schmidke, P. Wendel, S. Ktitareva, F. Rapp, C. Fournier: “Low-dose irradiation and anti-
inflammatory effects in chronic inflammatory diseases”

K. Schott, S. Hassan, J. Kondol, S. Lehrian, F. Rapp, C. Fournier: “lonizing radiation alters
the differentiation of osteoclasts”

5th World Psoriasis & Psoriatic Arthritis Conference, Stockholm, Schweden:

J. Wiedemann, C. L. Witzler, M. Dornhecker, V. Griinebaum, A. Maier, S. Hiittenhain and C.
Fournier: “Establishment of a Psoriatic Skin Model for Radon Treatment”

Praxissemester:

Karola Schott ,,Charakterisierung von Osteoklasten auf verschiedenen Substraten*

Sebastian Schmidke ,,Untersuchung der Auswirkungen pro-inflammatorischer Zytokine auf
humane Endothelzellen sowie die Charakterisierung morphologischer Veranderungen anhand
spezifischer Markerproteine*
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Universitidt der Bundeswehr Miinchen, Werner-Heisenberg-Weg

39, 85579 Neubiberg 02 NUK 031A
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt LET: Simulation von Hoch-LET-Effekten mittels fokussierter Niedrig-LET-
Strahlung; Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.06.2013 bis 31.05.2018 01.01.2018 bis 31.05.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

851.064,00 EUR Prof. Dr. Dollinger

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Ziel des Projekts ist ein verbessertes grundlegendes Verstindnis der erhohten biologischen
Wirksamkeit (RBW) von dicht-ionisierender Strahlung durch strahlenbiologische Experimen-
te mit rdumlich fokussierter Dosisapplikation von Niedrig-LET-Strahlung, wodurch Eigen-
schaften der rdumlichen Dosisverteilung von Schwerionenbestrahlung simuliert werden. Im
vorliegenden Teilprojekt sollen die Moglichkeiten fiir strahlenbiologische Experimente mit
fokussierter Ionenapplikation am Rasterionenmikroskop SNAKE erweitert werden, um zum
einen weitere strahlenbiologische Endpunkte, z. B. Test der Koloniebildungsfihigkeit, zu-
génglich zu machen und zum anderen die applizierte raumliche Dosisverteilung gezielt variie-
ren zu konnen. In enger Zusammenarbeit mit Teilprojekt B soll diese Bestrahlungsmethodik
genutzt werden um strahlenbiologisch relevante Daten zu gewinnen, welche die Validierung
und Weiterentwicklung von Computermodellen zur Berechnung von RBW in Abhingigkeit
des LET und der Ionengeschwindigkeit ermdglichen (Teilprojekt C und D).

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Entwicklung von Zelliiberlebensexperimenten mit fokussierten lonenstrahlen.
- Erh6hung der Bestrahlungsraten und damit der Bestrahlungsflachen.
- Entwicklung von speziellen Zellwachstumsbehiltern, welche die mechanische Be-
schrankung der Zellwachstumsflache erlaubt.

AP2: Verkleinerung des Strahldurchmessers und gezielte Variation des Strahldurchmessers.

- Charakterisierung von fluoreszierenden Kernspurdetektoren zur Vermessung des
Strahlprofils.
- Vermessung des Strahlprofils in Abhingigkeit der Bestrahlungsparameter zur Identi-
fikation limitierender Faktoren.

AP3: Variation der Energie und Ionensorte (Deuteronen, alpha-Teilchen, Li) der fokussier-
ten Ionenstrahlen zur Erweiterung der Modifikationsmoglichkeiten der Dosisvertei-
lung.

AP4: Durchfiihrung von strahlenbiologischen Experimenten mit fokussierten Ionenstrahlen
am Rasterionenmikroskop SNAKE.

APS5: Bewertung der experimentellen Ergebnisse und der Berechnungen in Zusammenarbeit
mit allen beteiligten Arbeitsgruppen.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

In Zusammenarbeit mit dem ehemaligen Projektpartner TUM wurden letzte Experimente zum
Zelliiberleben in Abhingigkeit der Strahlfleckgrole durchgefiihrt. Damit wurden die Daten
vervollstdndigt, so dass jetzt alle Daten fiir eine komplette Darstellung der Mikrometer-
Interaktion von Doppelstrangbriichen nach ionisierender Strahlung vorliegen. Die Daten zum
Zelliiberleben wurden gemeinsam mit dem Verbundpartner GSI in einer Publikation zusam-
mengetragen und interpretiert. Die Veroffentlichung ist jetzt mit minor Revisions bei dem Na-
ture publications Verlag ,,Scientific Reports® angenommen. Die Daten zum Zelliiberleben
sind jetzt ebenfalls vollstindig und werden gerade in einer neuerlichen Publikation zusam-
mengetragen.

AuBlerdem wurden weitere Experimente zur Untersuchung der Chromosomenaberationen in
Abhéngigkeit der DSB-Interaktionen auf der Mikrometer-Skala mit dem Partnerinstitut der
TUM weitergefiihrt. Diese Studien wurden in Vorbereitung eines Nachfolgeprojektes ange-
gangen.

4. Geplante Weiterarbeiten

Die Arbeiten sind mit Ablauf des Projektzeitraumes abgeschlossen. Gemeinsame Veroffentli-
chungen mit den Verbundpartnern sind noch geplant.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Physics at the Munich Tandem Accelerator Laboratory, G. Dollinger and T. Faestermann;
Nuclear Physics News 28 (1) (2018) 5-12

DNA damage interaction on both nanometer and micrometer scale determine overall cellular
damage; T. Friedrich, K. Ilicic, C. Greubel, S. Girst, J. Reindl, M. Sammer, B. Schwarz, C.
Siebenwirth, D. W. M. Walsh, T. E. Schmid, M. Scholz, G. Dollinger, Sci. Rep. (2018) ac-
cepted for publication
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf, Martinistr. 52, 02 NUK 032

20251 Hamburg
Vorhabensbezeichnung:
DNA-Doppelstrangbruchreparatur in Tumoren: Mechanismen und Targets
Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2014 bis 30.06.2021 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
2.100.891,60 EUR Prof. Dr. Rothkamm

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) sind nach ionisierender Bestrahlung die wichtigsten DNA-
Schédden. Zellen verfiigen daher iiber ein komplexes Netzwerk, diese Schdaden zu erkennen und
erfolgreich zu reparieren. Beziiglich dieses Netzwerkes zeigen Tumorzellen im Vergleich zu
Normalzellen deutliche Abweichungen. Dies betrifft die Initiierung, die Regulierung als auch die
Effektivitit der verschiedenen Reparaturwege. Diese Abweichungen in der DSB-Reparatur bieten
die auBerordentliche Chance, neue Zielstrukturen fiir eine spezifische Inaktivierung von Tumor-
zellen zu etablieren. Das primire Ziel dieses Forschungsvorhabens ist es daher, diese tumorspezi-
fischen Verdanderungen der DSB-Reparatur zu erfassen und die dafiir verantwortlichen molekula-
ren Mechanismen aufzukldren. Darauf aufbauend sollen neue Targets fiir eine zielgerichtete Inak-
tivierung von Tumoren identifiziert werden, um damit langfristig hohere Heilungsraten fiir Tu-
morpatienten zu erreichen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Alternatives Endjoining
Mittels funktioneller Tests (Reparaturplasmide; Nachweis von Reparaturfoci) soll die Regu-
lation der DSB-Reparatur und vor allem die Bedeutung des alternativen Endjoinings primér
in Prostatatumoren untersucht und Ansétze zur zielgerichteten Therapie basierend auf dem
,»Synthetic Lethality“-Konzept entwickelt werden.

AP2: Homologe Rekombination (HR) und Replikation
Ihre Interaktion und die Bedeutung der in vielen Brusttumoren eingeschrankten HR-
Funktion als Ansatz fiir die selektive Tumorinaktivierung sollen mittels Biomarkern und
funktionellen Assays untersucht werden.

AP3: EGFR und ERK-Signalwege
Beeinflussen die zelluldre Strahlenreaktion und DSB-Reparaturwege in vielen Tumoren.
Hier sollen die zu Grunde liegenden Mechanismen erforscht und Mdoglichkeiten der tumor-
spezifischen Strahlensensibilisierung in Kopf-Hals-Tumoren und Glioblastomen erforscht
werden.

AP4: HPV-Infektion
Es sollen die bei HPV-assoziierten Kopf-Hals-Tumoren beobachteten Stérungen der DNA-
Schadensantwort néher charakterisiert und darauf aufbauend Biomarker zur Stratifizierung
sowie Ansdtze fiir angepasste Behandlungsstrategien entwickelt werden.

APS: Lehre in Strahlenbiologie & Experimenteller Radioonkologie
Lehrinhalte in Bachelor-, Master- und Medizinstudiengéngen sollen auf vielfiltige Weise
mit aktuellen Forschungsfragen aus Medizin und Naturwissenschaften verkniipft werden.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1: Manuskripte zur Etablierung von PTEN-Verlust und BCL2-Uberexpression als neue Tar-
gets (M1.4) und deren Validierungen mittels TMA (M1.5) wurden in Scientific Reports so-
wie in Cancer Letters veroffentlicht (siehe 5.). Ein Abstract zur Regulation der DSB-
Reparaturwege durch RAP80 wurde als Vortrag bei der diesjahrigen GBS-Tagung ange-
nommen.

AP2: Arbeiten zur Etablierung neuer Targets und funktioneller Assays / Biomarker fiir HR- und
Replikationsdefekte wurden weitergefiihrt, inklusive eines ,,molecular combing*-Ansatzes
sowie Automatisierungsverfahren fiir den DNA-Fiber-Assay.

AP3: Ein Manuskript zur Identifikation, Charakterisierung und mechanistischen Analyse eines
fiir das Therapieansprechen bei GBM relevanten Signalwegs (M3.2/3.3) wurde grundlegend
iiberarbeitet und erneut zur Veroffentlichung eingereicht. Ein anderes Manuskript zur Be-
deutung der Rezeptor-Tyrosinkinase MET fiir die Sorafenib-vermittelte Radiosensitivierung
von Kopf-Hals-Tumorzellen (M3.2/3.3) sind bei Head & Neck im Druck (Beizaei et al
2018, siehe 5.). Untersuchungen zu Targets und Biomarkern wurden fortgefiihrt, u. a. mit-
tels Kinom-Analysen.

AP4: Die Untersuchungen zu Biomarkern der DNA-Schadensantwort und DSB-Reparatur wur-
den abgeschlossen (M4.3). Die Validierung der Biomarker mittels TMA (M4.4) ist in Ar-
beit.

APS5: Die kontinuierliche Aktualisierung und Forschungsvernetzung der strahlenbiologischen
Lehrinhalte wurde fortgefiihrt. Zwei Vortrdge wurden zur KVSF Spring School 2018 in
Diisseldorf beigesteuert.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1: Weiterarbeit an M1.4 und M1.5.

AP2: Etablierung von neuen Targets im Bereich von HR- und Replikationsstorungen und deren
Validierung (M2.4 & M2.5).

AP3: Fortfiihrung von Untersuchungen zu Biomarkern fiir individualisierte Therapieansitze in
HNSCC und GBM und deren Validierung (M3.3 & M3.4).

AP4: Biomarker-Validierung und Etablierung neuer Targets fiir HPV-pos HNSCC (M4.4 &
M4.5).

APS: Fortfiihrung der Aktualisierung und interdisziplindren Vernetzung des Lehrprogramms.
Durchfithrung eines weiteren interdisziplindren Proseminars zu Strahlenschutz und Strah-
lenwirkung.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Oing C, Tennstedt P, Simon R, Volquardsen J, Borgmann K, Bokemeyer C, Petersen C, Dikomey
E, Rothkamm K, Mansour WY (2018): BCL2-overexpressing prostate cancer cells rely on
PARP1-dependent end-joining and are sensitive to combined PARP inhibitor and radiation thera-
py. Cancer Lett, 423, 60-70

Mansour WY, Tennstedt P, Volquardsen J, Oing C, Kluth M, Hube C, Borgmann K, Simon R,
Petersen C, Dikomey E, Rothkamm K (2018): Loss of PTEN-assisted G2/M checkpoint impedes
homologous recombination repair and enhances radio-curability and PARP inhibitor treatment
response in prostate cancer. Sci Rep, 8, 3947

Beizaei K, Gleifiner L, Hoffer K, Bulmann L, Steinmeister L, Laban S, M6ckelmann N, Miin-
scher A, Petersen C, Rothkamm K, Kriegs M (2018): Receptor tyrosine kinase MET is a new po-
tential target of multi-kinase inhibitor and radiosensitizer sorafenib in HNSCC but MET inhibition
fails to radiosensitize HNSCC cells. Head Neck, in press
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Technische Universitidt Darmstadt, Karolinenplatz 5,
64289 Darmstadt 02 NUK 034A

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt NeuroRad: Ein Ansatz zur Bewertung neurologischer Strahlenschiden,
Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2014 bis 30.06.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
1.130.602,80 EUR Prof. Dr. Lobrich

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Vorhabensziel dieses Projekts ist die Untersuchung der biologischen Wirkung geringer Dosen ionisierender Strahlung auf das
sich entwickelnde Gehirn. Langfristig soll so eine verbesserte Risikoabschétzung fiir strahleninduzierte neurologische Spétfol-
gen sowie ein erweitertes Verstdndnis der molekularen Mechanismen der biologischen Strahlenantwort von neuronalen
Stammzellen gewonnen werden.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Dieses Arbeitspaket untersucht die relative Bedeutung der unterschiedlichen Reparaturwege fiir, durch Strahlung indu-
zierte, DNA Doppelstrangsbriiche (DSBs) wihrend der Differenzierung neuronaler Stammzellen zu Oligodendrozyten, Astro-
zyten und Neuronen. Dariiber hinaus soll auch die Beteiligung unterschiedlicher DNA-Reparaturproteine an den jeweiligen
Reparaturwegen in Abhéngigkeit des Differenzierungsstatus aufgeklirt werden. Diese Untersuchungen sollen mit der Hilfe von
in vitro kultivierten neuronalen Stammzellen durchgefiihrt werden, die zu den verschiedenen Zelltypen differenziert und zu
verschiedenen Differenzierungsstadien bestrahlt werden. Fiir diese Arbeiten sollen sowohl Zelllinien, als auch frisch isolierte
Stammzellen aus der Subventrikuldrzone bzw. dem Hipppocampus unterschiedlich alter Méuse verwendet werden. Damit tragt
dieses AP zu einem besseren Verstdndnis zu den sich im Laufe der Embryonalentwicklung besténdig verdndernden Mechanis-
men der strahleninduzierten DNA-Reparatur bei.

AP2: Im zweiten AP sollen die im ersten AP gewonnenen Erkenntnisse mit der in vivo Situation verglichen werden. Die Wahl
des DNA-Reparaturweges sowie die Beteiligung unterschiedlicher DNA-Reparaturproteine soll nach der Bestrahlung von
Wildtyp-Méiusen unterschiedlichen Alters (embryonal bis postnatal) fiir die verschiedenen Zelltypen des Gehirns untersucht
werden. Diese Informationen sollen daraufhin in die geplanten Untersuchungen zur Empfindlichkeit der unterschiedlichen Zell-
typen gegeniiber Bestrahlung einflieen. Fiir die detaillierte Untersuchung der Rolle einzelner Proteine auf Reparatur und
Uberleben sollen zusitzliche Versuche mit Knockout-M#usen durchgefiihrt werden. Langfristiges Ziel dieses APs ist es also,
den Einfluss von DNA-Reparatur auf das Uberleben und die genomische Integritit unterschiedlicher Zelltypen des zentralen
Nervensystems nach Bestrahlung zu evaluieren.

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1: In diesem Halbjahr wurde wie geplant mit der Etablierung von in vitro Experimenten aus E13,5 Embryonen von WT,
Nek1-KO und Rad54-KO Miusen begonnen. Diese sollten zur weitergehenden Untersuchung der Reparatur strahleninduzierter
DNA-Schédden mittels HR beitragen. Hierfiir wurden erfolgreich neuronale Stammzellen aus den Gehirnen aller drei Mausli-
nien isoliert und als Neurosphéren kultiviert. Parallel hierzu wurden auerdem auch embryonale Mausfibroblasten (MEFs) aus
allen zu untersuchenden Mauslinien isoliert und in Kultur genommen. Sowohl mit den MEFs als auch den Neurosphdren wur-
den Bestrahlungsversuche durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich fiir die Neurosphéren ein gegeniiber der in vivo Situation unge-
wohnlich hohes Level an spontanen DNA DSBs in S-Phase Zellen. Nach einer Dosis von 1 Gy zeigte sich - entgegen unseren
Daten aus den in vivo Experimenten - kein Reparaturdefekt in Rad54-defizienten Zellen. Aufgrund des hohen Levels an spon-
tanen Briichen sind hierzu jedoch weitere Experimente notig, um hier endgiiltige Aussagen treffen zu kénnen. Fiir MEFs konn-
te der fehlende Reparaturdefekt in einem Nekl1-defizienten Hintergrund dagegen bestétigt werden. Wachstumsprobleme mit
den Rad54-defizienten MEFs verhinderten bislang die Auswertung der DNA DSB Reparatur mittels HR in diesem Genotyp.

AP2: In diesem Halbjahr sollte fiir die weitere Untersuchung der DNA-Reparatureffizienz und der Zellzyklusprogression nach
Bestrahlung in Nek1-Méusen ein weiterer in vivo Versuch durchgefiihrt werden. Hierfiir sollten Nek1-KO und WT-Méuse im
Embryonalstadium E14,5 bestrahlt und die Reparatur der DSBs 4 Stunden nach Bestrahlung gemessen werden. Die Versuche
wurden erfolgreich durchgefiihrt und ausgewertet. Hierbei zeigten sich erneut keine Unterschiede zwischen Nek1-defizienten
und WT-Tieren. Damit kommen alle unsere bisher durchgefiihrten in vivo Experimente zu dem Ergebnis, dass es in vivo kei-
nen DNA DSB Reparaturdefekt bzw. keinen HR-Defekt in Nek1-defizienten Tieren gibt. Lediglich in Rad54-defizienten Méu-
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sen kann ein solcher Defekt festgestellt werden. Damit unterscheiden sich unsere Ergebnisse aus embryonalen und friithen post-
natalen Entwicklungsstadien von vorangegangenen Studien anderer Labore, in denen Mausfibroblasten aus drei Wochen alten,
Nek1-defizienten Méausen isoliert wurden. Hierbei zeigte sich ein DNA DSB Reparaturdefekt. Dies ldsst vermuten, dass es in
frithen Entwicklungsstadien der Maus andere Kinasen gibt, welche redundant zu Nek1 sind und die DNA DSB Reparatur iiber
die HR mittels Aktivierung von Rad54 sicherstellen. Die Aktivitit dieser Kinasen scheint im spéteren Verlauf der Entwicklung
allerdings verloren zu gehen. Um dies zu {iberpriifen sollen weitere Versuche mit dlteren Nek1-defizienten Tieren durchgefiihrt
werden (siche Punkt 4).

Dariiber hinaus wurden die in vivo Experimente zur DNA DSB Reparatur in 10 Tage alten, Rad54-defizienten Mausen nach
niedrigen Dosen (500 mGy) weiter ausgewertet. Die hierflir durchgefiihrten Férbungen von Retinaproben zeigten jedoch, dass
sich in diesem neuronalen Gewebe zu diesem Entwicklungsstadium keine proliferierenden Zellen mehr befinden und demnach
keine Reparatur von DNA DSBs mittels HR mehr stattfinden kann. Férbungen im Gehirn der Tiere zeigten dagegen, dass es
hier noch proliferierende Zellen gibt. Die Anzahl dieser Zellen ist jedoch so gering, dass die Auswertung mdoglicher Effekte
zeitlich sehr aufwendig ist. Dementsprechend liegen hier noch keine weiteren Ergebnisse vor.

Zuletzt sollte im letzten Halbjahr die Arbeit mit den Rad54-KI Mausen intensiviert werden. In diesen Tieren kann das Rad54-
Protein durch die Rekombination mittels der Cre-Rekombinase entweder bestdndig aktiviert (phosphomimetische S/E Mutante)
oder dauerhaft inaktiviert werden (nicht phosphorylierbare S/A Mutante). Hierfiir wurden in den letzten 6 Monaten homozygo-
te KI-Méuse (sowohl S/E als auch S/A Mutanten) mit Méusen verpaart, welche heterozygot fiir eine konstitutiv exprimierte
Cre-Rekombinase sind. Die Nachkommen dieser Tiere wurden im Embryonalstadium E13,5 aus der Mutter isoliert und mittels
mehrerer PCR-Verfahren auf ihren Genotyp hin untersucht. Dariiber hinaus wurden von den Tieren sowohl neuronale Stamm-
zellen als auch MEFs isoliert. Unsere Ergebnisse zeigen, dass es in einigen der untersuchten Embryonen zur Rekombination
kam: Diese Tiere sind also heterozygot fiir die eingefiigte Mutation. Sie zeigten jedoch gegeniiber den anderen Tieren, in denen
es nicht zur Rekombination und somit zur Induktion der Mutation kam, keinen Phénotyp. In friihen Embryonalstadien ist eine
Heterozygotie fiir diese beiden Mutationen also nicht lethal bzw. nicht mit einem &uferlich auffdlligen Phénotyp verbunden.
Die Fibroblasten die aus diesen Tieren isoliert wurden zeigten bzgl. ihres Wachstums ebenfalls keine Auffalligkeiten. Auf Ba-
sis dieser Ergebnisse wurde ein neuer Tierversuchsantrag zur Zucht von Mauslinien gestellt, in denen die entsprechenden Mu-
tationen homozygot vorhanden sind. Hierdurch sollen weitergehende Experimente zur Regulation von Rad54 und somit der
DNA-Reparatur mittels HR ermdglicht werden (siehe Punkt 4). Dariiber hinaus wurden neuronale Stammzellen und MEFs aus,
fiir die Knockin-Mutation homozyogten Tieren, isoliert. In diesen Tieren hat die Rekombination noch nicht stattgefunden, die
Mutation ist also noch nicht induziert. Diese Zellen sollen im nédchsten Halbjahr fiir in vitro Versuche verwendet werden, in
denen die Rekombination mittels Transfektion von Cre-Plasmiden induziert wird (siche Punkt 4).

4. Geplante Weiterarbeiten

Im néchsten Halbjahr sollen die in Arbeitspaket 1 begonnenen Experimente mit embryonalen neuronalen Stammzellen und
Fibroblasten (MEFs) zur Untersuchung der DNA DSB Reparatur mittels HR in vitro in allen drei zu untersuchenden Mausli-
nien abgeschlossen werden. Dariiber hinaus sollen MEFs und neuronale Stammzellen aus den in Arbeitspaket 2 verwendeten,
induzierbaren Rad54 Mutanten auf die Anzahl von spontan auftretenden und nach Bestrahlung verbleibenden DNA DSBs hin
untersucht werden. Hierfiir muss zunichst die Transfektion dieser Zellen mit der Cre-Rekombinase etabliert werden, bevor
die Untersuchungen zur DNA Reparatur beginnen konnen. Parallel dazu sollen Fibroblasten untersucht werden, in denen die
Cre-Rekombinase kontinuierlich exprimiert wird, es aber erst nach Tamoxifen-Induktion zur Rekombination kommt (siche
unten). Mogliche Probleme bei der Transfektion mit der Cre-Rekombinase kénnen hiermit evtl. vermieden werden.

Fiir Arbeitspaket 2 soll in diesem Halbjahr ein Tierversuchantrag gestellt werden, der die Zucht von homozygoten Nek1-KO
Tieren bis zu einem Alter von 4 Wochen erméglicht. Diese Tiere sollen sowohl fiir in vivo Bestrahlungen, als auch fiir die
Isolation und anschlieende in vitro Bestrahlung von MEFs verwendet werden. Anhand dieser Ergebnisse sollen die Wider-
spriiche zwischen den Ergebnissen zur DNA DSB Reparatur in unserem Labor (kein Reparaturdefekt in embryonalen und
frithen postnatalen Stadien) und denen aus vorangegangen Studien anderer Labore (Reparaturdefekt in Fibroblasten aus drei
Wochen alten Miusen) aufgeldst werden. Dariiber hinaus sollen frithe Entwicklungsstadien der Maus auf das Vorkommen
von Kinasen getestet werden, die Rad54 auch in Abwesenheit von Nek1 aktivieren und somit die DNA DSB Reparatur mit-
tels HR sicherstellen. Hierfiir sollen aufgrund ihrer groflen Homologie zu Nekl zunichst die restlichen Mitglieder der Nek-
Familie getestet werden.

Im Hinblick auf die Arbeit mit den Rad54 Knockin-Mutanten soll nach dem Eingang der Zuchterlaubnis fiir diese Tiere di-
rekt mit den notwendigen Verpaarungen begonnen werden. Aufgrund der Zuchtfolge werden die Tiere jedoch erst im néchs-
ten Jahr zur Verfliigung stehen. Parallel hierzu wird eine Zucht von Maiusen erfolgen, in denen die Mutation durch eine
Tamoxifen-vermittelte Induktion zeitlich gesteuert werden kann (durch Verpaarung mit einer Tamoxifen-induzierbaren Cre-
Rekombinase). Hierzu bedarf es keiner Bewilligung durch das Regierungsprésidium. Aus diesen Tieren sollen im Laufe des
nichsten Halbjahres Fibroblasten isoliert werden die im Rahmen des ersten Arbeitspakets genutzt werden sollen (siche oben).

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Technische Universitidt Darmstadt, Karolinenplatz 5,
64289 Darmstadt 02 NUK 0348

Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt NeuroRad: Ein Ansatz zur Bewertung neurologischer Strahlenschiden,
Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:
Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2014 bis 30.06.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

899.352,00 EUR Prof. Dr. Laube

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Vorhabensziel dieses Projekts ist die Untersuchung der biologischen Wirkung geringer Dosen ionisierender
Strahlung auf das sich entwickelnde Gehirn. Langfristig soll so eine verbesserte Risikoabschétzung fiir strahlen-
induzierte neurologische Spéatfolgen sowie ein erweitertes Verstdndnis der molekularen Mechanismen der biolo-
gischen Strahlenantwort von neuronalen Stammzellen gewonnen werden.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP3:

AP4:

AS:

Ziel des Projekts ist die die Erfassung der Auswirkungen geringer Strahlendosen auf die DNA-
Reparaturkapazitit und die physiologische Funktionalitét ausdifferenzierter Astrozyten und Oligodendro-
zyten in vivo und in vitro. Fiir die geplanten Versuche wird das in AP4 beschriebene neuronale Stamm-
zellkultursystem verwendet. Nach der Ausdifferenzierung der NSZ in Astrozyten/Oligodendrozyten wird
mit speziellen Markern die Reinheit und Funktionalitdt {iberpriift. AnschlieBend wird die Expression ver-
schiedener Ionenkanéle in den Astrozyten und Oligodendrozyten untersucht und die Funktionalitdt durch
elektrophysiologische Messungen an verschiedenen lonenkanilen (spannungs-abhéngige sowie inhibito-
rische und exzitatorische Liganden-gesteuerte Kanéle) tiberpriift. Die so charakterisierten glialen Zellen
werden anschlieend mit geringen Dosen IR bestrahlt um eventuelle Verdnderungen im physiologischen
Status dieser Zellen aufzeigen zu kdnnen.

In dem vorliegenden Arbeitspaket wird der Einfluss ionisierender Strahlung auf die morphologische und
funktionelle Ausbildung von Neuronen und neuronaler Netzwerke wéhrend der neuronalen Differenzie-
rung von NSZ untersucht. Diese Untersuchungen sollen mit der Hilfe von in vitro kultivierten neuronalen
Stammzellen durchgefiihrt werden, die zu den verschiedenen Zelltypen differenziert und in verschiedenen
Differenzierungsstadien bestrahlt werden. Hierfiir werden ES-derivierte und primidre NSZ nach etablier-
ten Protokollen in vitro zu Neuronen differenziert. Fiir die morphologischen und funktionellen Analysen
werden die NSZ in verschiedenen Entwicklungsstadien mit unterschiedlichen Dosen bestrahlt und deren
Effekte auf die Ausdifferenzierung der Neurone und der neuronalen Netzwerke elektrophysiologisch un-
tersucht. Die Neuriten- und Synapsenbildung wird wéhrend der neuronalen Differenzierung quantitativ
und qualitativ erfasst und anhand elektrophysiologischer Untersuchungen ein Entwicklungsprofil erstellt
Ziel dieses Arbeitspaketes ist es, anhand verhaltensbiologischer Analysen bestrahlter Méuse (embryonal
bis postnatal) eine Risikoabschitzung niedriger Strahlendosen fiir die Entwicklung des Gehirns zu ermdg-
lichen. Ein Schwerpunkt der Untersuchungen wird auf der Korrelation neurologischer Auffalligkeiten und
von Defiziten im rdumlichen Lernen mit dem Bestrahlungszeitpunkt liegen, um besonders strahlenemp-
findliche Phasen der Entwicklung des Gehirns zu identifizieren.

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP3:

Im AP3 sollte im letzten Zwischenbricht (2. Halbjahr 2017) die Auswirkung von niedrigdosierter Strah-
lung auf Astrozyten intensiver untersucht werden. Vorherige Versuche hatten gezeigt, dass Astrozyten
signifikant weniger 53BP1 Foci nach einer 500 mGy Bestrahlung aufweisen als Neurone. Deshalb wur-
den Astrozyten und Neurone aus NSZs ausdifferenziert, mit 500 mGy Rontgenstrahlung bestrahlt und die
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Ko-Lokalisation von 53BP1 und gH2AX tiberpriift. In den Versuchen wurde deutlich, dass die beiden
Marker sowohl in Neuronen, als auch in Astrozyten fast zu 100 % ko-lokalisieren. Dies verstérkt die An-
nahme, dass es sich in Neuronen tatsdchlich um DNA-Doppelstrangbriiche handelt und sich nur die An-
zahl der Foci gegeniiber den Astrozyten signifikant unterscheidet. Die Analyse der Foci-Reparatur ergab
dhnlich Kinetiken, so dass die unterschiedliche Anzahl von DNA-DSBs evtl. mit einem effizienteren Puf-
fersystem von freien Radikalen in Astrozyten bei der Induktion der DNA-DSBs erklart werden konnte.

AP4: In den vorherigen Berichten wurden Messungen durchgefiihrt, die gezeigt haben, dass niedrig-Dosis Be-
strahlung (500 mGy) in NSZs zu einem Anstieg der Leitfahigkeit spezifischer Kaliumkandle (Kv3.1,
Kv1.3 oder KATP Kanal) fiihrt. Aufgrund der Beobachtung, dass dieser Anstieg in einem vergleichbaren
zeitlichen Verlauf auch nach Zugabe von Stickoxid (NO) gefunden werden konnte, wurde im aktuellen
Berichtszeitraum versucht eine durch Bestrahlung induzierte Anreicherung von NO nachzuweisen. Dar-
iiber hinaus sollte mit Hilfe von Western-Blots die bereits durch qPCR gezeigte erhdhte Expression der
neuronalen NO-Synthase (nNOS) bestitigt werden. Die Experimente zeigen einen dosisabhidngigen An-
stieg von nNOS und eine Anreicherung von Nitrat, was auf eine erhdhte Bildung von NO zuriickzufiihren
ist. Somit fithren offensichtlich sowohl Bestrahlung als auch NO-Zugabe zu einer verstirkten

APS8: Seit dem letzten Zwischenbericht wurden die verhaltensbiologischen Untersuchungen zum Zeitpunkt P10
abgeschlossen. Des Weiteren wurden die Verhaltensanalysen zum Zeitpunkt E14,5 bis auf die 125 mGy
beendet. Weiterhin wurden Bestrahlungen (500 mGy) wéhrend der Lernphase des Morris Water Maze
durchgefiihrt (nach dem ersten MWM Trainingstag), um zu analysieren in welchem Maf3e sich ionisie-
rende Strahlung wihrend des Lernprozesses im adulten Nagerhirn auswirkt. Im Vergleich zur Sham be-
strahlten Kontrollgruppe (= 0 Gy) konnte gezeigt werden, dass die bestrahlten Gruppen (125 mGy,
250 mGy, 500 mGy) eine dosisabhéngige Beeintrachtigung des rdumlichen Lernverhaltens im MWM
zeigten. Hierbei legten die bestrahlten Gruppen iiber den Verlauf der fiinf Trainingstage, bis zum Auffin-
den der Plattform, langere Schwimmdistanzen zuriick als die Kontrolltiere. Entsprechend zeigte sich bei
den Latenzzeiten bis zum Erreichen der Plattform, dass die bestrahlten Gruppen langer nach der Plattform
suchten. Bei der Auswertung der angewandten Suchstrategien wéhrend des Trainings, zeigte sich eben-
falls eine dosisabhingige Verminderung im prozentualen Anteil an rdumlichen Suchstrategien bei den be-
strahlten Gruppen. Die Auswertung des MWM Tests ergab insgesamt Hinweise auf Defizite im rdumli-
chen Lernverhalten nach Bestrahlung. Diese Defizite scheinen aufgrund der bisher durchgefiihrten Expe-
rimente einer Dosisabhéngigkeit zu folgen, wobei die hochste Dosis von 500 mGy die grofiten Effekte
wihrend der initialen Lernphase verursachte. Diese Unterschiede bei bestrahlten Méusen sind offensicht-
lich auf ein verdndertes Lernverhalten zuriickzufiihren, da keine verdnderte Motorkoordination oder ein
verdandertes Angst-/Explorationsverhalten festgestellt werden konnte. Die Beeintrachtigung der initialen
Lernphase wurden in der Umlernphase nicht mehr beobachtet, weshalb man hier von einer Verzogerung
im Lernprozess nach Bestrahlung ausgehen kann.

4. Geplante Weiterarbeiten

Im AP3 soll in weiteren Experimenten nun der Zusammenhang zwischen Bestrahlung und der vermehrten Pro-
duktion an NO tiiber die nNOS mit Hilfe von nNOS Inhibitoren untersucht werden.

Im AP4 soll in laufenden Experimenten der zeitliche Verlauf der Bildung von NO nach Bestrahlung untersucht
werden und ob die erhohte Kalium-Kanalleitfahigkeit auf eine Expressionserhohung oder direkte Aktivierung
der Kaliumkanéle zuriickzufiihren ist. Die Ergebnisse der Arbeit sollen in der zweiten Jahreshélfte in einer Fach-
zeitschrift publiziert und im September im Rahmen einer Tagung der Gesellschaft fiir Biol. Strahlenschutz in
Frankfurt vorgestellt werden.

Im APS ist in der nichsten Phase geplant die weiteren Bestrahlungen an E14,5 Stadien mit 500 mGy und
250 mGy durchzufiihren, um die Gruppen aufzufiillen. Aulerdem wird noch die letzte geplante Dosis bei P10
(125 mGy) analysiert, um die Experimente bei P10 abzuschlieBen. Des Weiteren ist im AP8 in der néchsten Pha-
se geplant die histologischen Analysen mit Hirngewebe der Rad54” Tiere zu beenden um mdgliche Auswirkun-
gen einer Niedrigdosisbestrahlung bei HR-Defizienz zu untersuchen.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Vortrag zur ERRS/GBS — Jahrestagung in Essen. Zwei abgeschlossene Bachelor- und Masterarbeiten.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
GSI Helmholtzzentrum fiir Schwerionenforschung GmbH,

Planckstr. 1, 64291 Darmstadt 02 NUK 034C
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt NeuroRad: Ein Ansatz zur Bewertung neurologischer Strahlenschiden,
Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2014 bis 30.06.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

406.411,00 EUR Dr. Ritter

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Die wissenschaftlichen Ziele des Projekts sind einerseits die Verbesserung der Risikoabschétzung fiir strah-
leninduzierte neurologische Spitfolgen und zum anderen ein erweitertes Verstindnis der biologischen
Strahlenantwort von neuronalen Stammzellen (NSZ). Hierzu wird ein grofles methodisches Spektrum ein-
gesetzt. Es reicht von der Charakterisierung der molekularen Mechanismen der Strahlenantwort auf Einzel-
zellebene tiber die Erfassung von Effekten auf das Gehirngewebe bis hin zur Bewertung léngerfristiger
neurologischer Folgen fiir den Organismus. Um diese Ziele zu erreichen, arbeiten am Forschungsvorhaben
Partner mit ausgewiesener strahlen- bzw. neurobiologischer Expertise eng zusammen. Da es bisher nur we-
nige Daten zur Wirkung von dicht-ionisierenden Strahlen gibt, wird im Rahmen unseres Arbeitspaketes der
Einfluss von Teilchenstrahlen (z. B. Kohlenstoff- oder Heliumionen) auf die neuronale Entwicklung niher
untersucht. Als Modellsystem dienen murine NSZ, die auch von den anderen Verbundpartnern genutzt
werden. Erginzend sind Versuche mit humanen NSZ geplant. Zunéichst soll untersucht werden, inwieweit
dicht-ionisierende Strahlung die Fahigkeit von NSZ zur Selbsterneuerung und Differenzierung beeinflusst.
Weiterhin sollen zytogenetische Untersuchungen durchgefiihrt werden, um nihere Informationen iiber die
Genauigkeit der DNA-Reparaturprozesse nach einer Strahlenexposition zu erhalten. Da die Migration ein
wichtiger Vorgang bei der Bildung des Nervensystems ist, soll die Fahigkeit der NSZ zu wandern in einem
,Migrationstest’” gemessen werden. Fiir alle ausgewidhlten Endpunkte werden entsprechende Experimente
mit Rontgenstrahlen durchgefiihrt. Neben dem wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn leistet das For-
schungsvorhaben einen wichtigen Beitrag zur Nachwuchsforderung und zum Kompetenzerhalt in der
Strahlenforschung. Die jungen Projektmitarbeiter erhalten eine intensive wissenschaftliche Aus- bzw. Wei-
terbildung mit interdisziplindrer Kompetenz in Strahlenforschung, Neurobiologie, Molekularbiologie und
Verhaltensforschung. Weiterhin wird in Vorlesungen und Praktika um potenziellen wissenschaftlichen
Nachwuchs geworben.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Verbundvorhaben wird von mehreren Arbeitsgruppen aus drei Einrichtungen, d. h. der Technischen
Universitdt Darmstadt (TUD), dem GSI Helmholtzzentrum fiir Schwerionenforschung (GSI) und der Uni-
versitétsklinik Erlangen (UE) durchgefiihrt. Es beinhaltet die folgenden Arbeitspakete (AP):

AP1: DSB-Reparatur in neuronalen Zellen in unterschiedlichen Differenzierungsstadien (TUD)

AP2: Strahlenempfindlichkeit neuronaler Stammzellen in vivo (TUD)

AP3: Self-renewal und Differenzierung neuronaler Stammzellen (TUD)

AP4: Morphologie und Funktionalitdt sich entwickelnder Neurone und neuronaler Netzwerke (TUD)

APS5: FEinfluss von dicht-ionisierender Strahlung auf die neuronale Entwicklung in vitro (GSI)

AP6: Analyse histomorphologischer Verdnderungen im Gehirn von bestrahlten Méusen (TUD)

AP7: Physiologische Untersuchungen mittels funktioneller Magnetresonanztomographie (UE)

APS8: Verhaltensbiologische Untersuchungen bestrahlter Mause (TUD)
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Im Berichtszeitraum wurden die zytogenetischen Untersuchungen zur Wirkung von Rontgenstrahlung fort-
gesetzt. NSZ wurden mit 0,5 Gy bestrahlt und die Induktion und die Weitergabe von Aberrationen mittels
der mFISH-Technik iiber einen Zeitraum von 14 Tagen untersucht. Pro Untersuchungszeitpunkt wurden
mehr als 100 Metaphasen analysiert. Die Experimente zeigen, dass 48 Stunden nach der Exposition der
grofBte Anteil der geschédigten Zellen durch Apoptose aus der Kultur eliminiert wurde; jedoch entstand auf
Grund der Bestrahlung auch ein geringer Anteil von Zellen, die eine Translokation (stabile Aberration)
aufwiesen, die an die Nachkommen vererben werden kann. Da Translokationen in Zusammenhang mit der
Krebsentstehung stehen und bisher nicht in den Kontrollpopulationen detektiert wurden, verdeutlicht dieses
Ergebnis das Gesundheitsrisiko einer Strahlenexposition von NSZ. Dariiber hinaus wurden in Kollaborati-
on mit der AG Laube erste Patch-Clamp-Untersuchungen an unbestrahlten humanen NSZ durchgefiihrt.
Ziel ist es, den elektrophysiologischen Phénotyp von humanen (AP5) und murinen NSZ (AP4) zu verglei-
chen.

Weiterhin wurde die Differenzierungsfahigkeit von unbestrahlten NSZ im 3D-Modell (d. h. Kultivierung
der Zellen als Neurosphiren) analysiert. Insgesamt wurden drei unabhéngige Experimente durchgefiihrt
und die Genexpression von Markern fiir neurale Stamm- und Progenitorzellen, Neurone, Astrozyten und
Oligodendrozyten in 2D-Kulturen sowie in 7, 14, 21 und 28 Tage alten Neurosphiren untersucht. Uberein-
stimmend mit vorangegangenen Versuchen zeigt die Auswertung spezifische Verdnderungen im Verlauf
der Kultivierung. Insbesondere steigt die Expression von neuralen Markern wie SYP, SNAP25 und DCX
stark an (> 10-fach), wihrend die Expression von Markern fiir Astrozyten (GFAP) oder Oligodendrozyten
(MBP) nur geringfiigig ansteigt (2-fach). Dies spiegelt die in vivo Neurogenese wieder, in der zuerst Neu-
rone gebildet werden, im Anschluss dann Astrozyten und Oligodendrozyten. Um Informationen iiber die
Anordnung der Zellen in den Neurosphéren zu erhalten, wurden Kryoschnitte hergestellt und Markerprote-
ine mittels Immunfluoreszenz angefarbt. Die vorldufigen Ergebnisse weisen darauf hin, dass die verschie-
denen Zelltypen gleichméBig in den Neurosphiren verteilt sind. Weiterhin wurden im Berichtszeitraum
zweil Experimente mit Kohlenstoffionen am National Centre of Oncological Hadrontherapy (CNAO, Pavia,
Italien) durchgefiihrt (ausgedehnter Bragg Peak, LET: 75 keV/pum) und die Fahigkeit der Zellen zur Neuro-
sphérenbildung direkt nach der Bestrahlung gemessen. Wie schon fiir andere Endpunkte beobachtet, waren
Kohlenstoffionen effektiver als Rontgenstrahlen; zum Beispiel betrug nach einer Exposition mit 1 Gy Koh-
lenstoffionen die Fahigkeit von NSZ Neurospahern zu bilden 50 %, wéihrend nach 1 Gy Rontgenbestrah-
lung ein Wert von 90 % erreicht wurde. Wurden die Neurosphédrenbildung 24 Stunden nach Bestrahlung
initiiert, waren flir beide Strahlenqualititen Erholungsprozesse sichtbar

4. Geplante Weiterarbeiten

Der Einfluss von Rontgenstrahlung auf die Differenzierungsfahigkeit von NSZ soll anhand der Genexpres-
sion (QPCR-Analyse; > 17 Marker) sowie der Proteinexpression (Immunfluoreszenz) untersucht werden.
Weiterhin ist geplant, im Oktober dieses Jahres NSZ mit Kohlenstoffionen an der GSI zu bestrahlen (Be-
strahlungsbedingungen wie am CNAOQO, Dosisbereich 0,25 — 1 Gy) und die Induktion von Chromosomen-
schdden, die Apoptoserate sowie die Fahigkeit der Zellen zur Neurospharenbildung {iber einen Zeitraum
von 2 bis 4 Wochen zu messen. Aus den gebildeten Neurosphéren soll auerdem RNA isoliert und die Ex-
pression spezifischer Marker (siehe oben) untersucht werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Mayer M, Arrizabalaga O, Schroder I, Ritter S and Thielemann C (2018): Human Embryonic Stem Cell
Derived Neurospheres — 2D and 3D Cell Culture in one sample. Front. Cell. Neurosci. Conference
Abstract: MEA Meeting 2018, 11th International Meeting on Substrate Integrated Microelectrode Arrays
Schwitte J, Paech S (2018): Radiosensitivity of neural and glioblastoma stem cells. Projektbericht, Master
Modul Strahlenbiophysik, Technische Universitidt Darmstadt
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Friedrich-Alexander-Universitit Erlangen-Niirnberg, Schloss-

platz 4, 91054 Erlangen 02 NUK 034D
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt NeuroRad: Ein Ansatz zur Bewertung neurologischer Strahlenschiden,
Teilprojekt D

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2014 bis 30.06.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

401.520,00 EUR Prof. Dr. Uder

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Ziel dieses Projektes ist es, durch Kombination anatomischer und funktioneller Daten eine
moglichst vollstandige in vivo Struktur-Funktions-Charakterisierung des Mausgehirns nach
Bestrahlung vorzunehmen. Wir nehmen hiermit eine nicht-invasive Risikoabschitzung strah-
leninduzierter neurologischer Spétfolgen am Mausmodel vor und zeigen unmittelbar eine
translationale Perspektive fiir die Klinik auf. Die fMRT-Analyse soll funktionelle Verénde-
rungen von Aktivititen im Gehirn der in utero und postnatal zu unterschiedlichen Zeitpunkten
und mit unterschiedlichen Dosen bestrahlten Méuse liefern. Diese Ergebnisse werden direkt
mit den Ergebnissen aus den Verhaltensstudien (APS8) korreliert. Die hochaufgelosten MR
Anatomien erfassen die Strukturverdnderungen im Gehirn und dienen zunichst als Atlasrefe-
renzsystem sowie zur direkten Integration der histologischen Untersuchungen (AP6). Hiermit
konnen also Gehirnbereiche definiert werden, die funktionell und/oder strukturell Veridnde-
rungen aufzeigen und in denen man daher nach Effekten auf zelluldr-molekularer Ebene su-
chen sollte.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Mit adulten Kontrolltieren sowie zukiinftig den Ras51 ko Tieren, nach 500 mG bzw. 250 mG
embryonal und P10 Bestrahlung wird zunéchst eine ,,Resting-state* Aufnahme und anschlie-
end ein fMRT Experiment mit thermisch nozizeptiver Stimulation aufgenommen. Direkt im
Anschluss wird nochmals eine ,,Resting-state* Aufnahme durchgefiihrt, um im Vergleich vor
und nach nozizeptiver Stimulation, dynamisch-plastische Effekte der Anderungen der Ver-
bindungsstrukturen im Gehirn zu untersuchen. Im Anschluss kann, je nach Befundlage von
TP8 (Verhalten), eine Charakterisierung der anderen sensorischen Systeme in einem fMRT
Experiment mit multimodaler Stimulation erfolgen. AbschlieBend wird eine hoheraufgeldste
Anatomie an den Positionen der funktionellen Bilddaten aufgenommen. Die Daten werden
quantitativ mit besonderem Fokus auf die Graphtheorie ausgewertet und entsprechend visuali-
siert. Auf Ebene der Gruppenstatistik erfolgt synergetisch die Zusammenfiithrung der Ergeb-
nisse aus den anderen TPs, insbesondere die zelluldren in vivo Daten aus TP2, die Standard-
histologie aus TP6 und die Verhaltensdaten aus APS.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

In dieser Phase des Projektes wurden die MRT- und Schmerzverhaltens-Messungen fiir die
Wildtyp Méause kompetiert. Insgesamt 83 Tiere wurden jeweils einer Resting-State Messung
ohne Stimulation und einer fMRI-Messung mit thermischer Stimulation (40 °C und 45 °C als
nicht schmerzhafte und 50 °C und 55 °C als schmerzhafte Stimualtion) unterzogen. Zusétzlich
wurde bei allen 83 Wildtyp Tieren sowohl das mechanische als auch das thermische
Schmerzverhalten liber die Wegzug-Latenz der Hinterpfoten nach mechanischer (von Frey-
Test) und thermischer (Hargreaves-Test) Reizung gemessen. Folgende experimentelle Grup-
pen wurden somit insgesamt untersucht:

- 11 postnatal (P10) mit 500 mGy bestrahlte Tiere

- 9 postnatal (P10) mit 250 mGy bestrahlte Tiere

- 12 postnatal (P10) mit 125 mGy bestrahlte Tiere

- 10 embryonal (E14.5) mit 500 mGy bestrahlte Tiere

- 11 embryonal (E14.5) mit 250 mGy bestrahlte Tiere

- 10 embryonal (E14.5) mit 128 mGy bestrahlte Tiere

- 20 naive Tiere, die embryonal (E14.5) eine Sham-Bestrahlung erhalten haben (0 mGy).

Am Ende der funktionellen fMRT Experimente wurden die Tiere mit Kontrastmittel perfun-
diert. Die perfundierten Gehirne wurden ex-vivo im MRT einer hochaufgeldsten Anatomie-
Messung unterzogen und anschlieBend zur weiteren histologischen Untersuchung nach Darm-
stadt gebracht.

Fiir die Auswertung der Daten wurde die Registrierung der Mausgehirn Daten nochmals ver-
bessert und die Registrierungsalgorithmen zum ABA optimiert. Somit ist gewihrleistet, dass
der zur Analyse verwendete Atlas bestmoglich auf die in diesem Projekt erhobenen fMRI-
Daten passt. Zurzeit werden alle bis dato erhobenen Daten ausgewertet, es liegen noch keine
weiteren Ergebnisse vor.

4. Geplante Weiterarbeiten

Weitere Messungen MRT und Verhalten mit Rad54 Knockout Méusen miissten durchgefiihrt
werden; die Tiere wurden uns vor kurzem aus Darmstadt zugesandt.

5. Berichte, Veroffentlichungen
Die Publikation zu dem etablierten , Resting-state“~-Analyseverfahren ist erschienen (Front

Neurosci. 2018 May 23; 12:334. doi: 10.3389/tnins.2018.00334) und wurde gut von der
Community aufgenommen (bereits mehr als 1000 views)
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Universitit des Saarlandes, Campus, 66123 Saarbriicken 02 NUK 035A

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-Reparaturfoci als Maker der individuellen Strah-
lenempfindlichkeit, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2014 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

613.602,00 EUR Prof. Dr. Riibe

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Ziel dieses Forschungsverbundes ist es, durch den Nachweis spezifischer DNA Reparaturfoci (RF) biologische Marker
fiir die individuelle Strahlenempfindlichkeit bzw. das individuelle Strahlenrisiko zu etablieren. Dementsprechend sollen in
zusammenhéngenden Untersuchungen die wissenschaftlichen und technischen Voraussetzungen fiir die klinische Anwen-
dung von RF geschaffen werden:

AP2: Akkumulation von RF nach Niedrig-Dosis-Bestrahlung

Im Rahmen einer protrahierten Niedrig-Dosis-Bestrahlung soll die Akkumulation von RF in verschiedenen Normalgeweben
unter Verwendung von Mausstdmmen mit unterschiedlicher Reparaturkompetenz untersucht werden. Insbesondere soll ana-
lysiert werden, in welchem Ausmall DNA Schiden in den ausdifferenzierten Funktionszellen und gewebespezifischen
Stamm- und Vorlduferzellen verschiedener Organgewebe nach repetitiver Strahlenexposition mit sehr niedrigen Dosen ak-
kumulieren. Dariiber hinaus sollen die biologischen Auswirkungen einer DNA Schadensakkumulation hinsichtlich Zellfunk-
tion sowie die pathophysiologischen Konsequenzen einer wiederholten Strahlenexposition mit niedrigen Dosen hinsichtlich
der Organfunktion analysiert werden.

AP4: Akkumulierte RF als Marker des Normalgeweberisikos

Bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren soll untersucht werden, inwieweit unter einer Radiotherapie akkumulierende RF in
Blutlymphozyten, Normal- und Tumorgewebe als Indikator fiir das individuelle Normalgeweberisiko bzw. Tumoransprechen
genutzt werden konnen. Wéhrend der fraktionierten Radiotherapie soll die Akkumulation von RF in den Blutlymphozyten,
den Normalgewebs- und Tumorzellen bestimmt und mit der Bestrahlungsdosis, dem Bestrahlungsvolumen, den individuell
aufgetretenen Nebenwirkungen, der applizierten Chemotherapie sowie dem jeweiligem Therapieansprechen korreliert wer-
den.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP2: DNA Reparatur-profiziente und -defiziente Mause werden téglich bis zu 10 Wochen mit niedrigen Dosen (100 mGy
bzw. 10 mGy) bestrahlt. Nach 2, 4, 6, 8 bzw. 10 Wochen werden in den verschiedenen Organgeweben (Gehirn, Haut,
Herz, Lunge, Niere, Testis) die RF sowohl in ausdifferenzierten Funktionszellen als auch in Gewebe-spezifischen
Stammzellen (spermatogonische Stammzellen in Testis, epidermale Stammzellen der Haarbalgregion) ausgezéhlt und
charakterisiert, um eine potentielle Akkumulation von DNA Schiden zu erfassen. Es sollen mdgliche Unterschiede in
der Akkumulation von RF in den verschiedenen Funktionszellen und insbesondere in den langlebigen Stamm-
/Vorléuferzellen untersucht und zusétzlich mittels der Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (TEM) charakterisiert
werden.

AP4: Bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren wird vor Therapiebeginn durch die Bestimmung von RF in ex-vivo bestrahlten
Blutlymphozyten die individuelle DNA Reparaturkapazitit und somit die Strahlenempfindlichkeit des einzelnen Pati-
enten bestimmt. Wihrend der fraktionierten Radiotherapie werden persistierende RF durch wochentliche Blutanaly-
sen bestimmt und die potentiell akkumulierenden RF mit der individuellen Reparaturkapazitit eines Patienten (ge-
messen anhand prétherapeutisch gewonnener, in vitro bestrahlter Blutlymphozyten) korreliert. Auch soll gepriift wer-
den, inwieweit die im Normal- bzw. Tumorgewebe akkumulierten RF mit der Normalgewebsreaktion bzw. dem Tu-
moransprechen korrelieren.

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP2: Durch die fraktionierte Niedrig-Dosis-Bestrahlung wird die hippocampale Neurogenese gestort mit einer langfristigen
Abnahme der neuronalen Stamm-/ Progenitorzellen insbes. im juvenilen Gehirn. In den letzten Monaten fiihrten wir
in Kooperation mit der AG S. Tapio (HelmholtzZentrum Miinchen) Proteomanalysen durch, um Einblicke in die neu-
ronalen Reaktions- und Regulationsnetzwerke zu erhalten. Am Ende der Bestrahlungsserie sowie 1 m, 3 m, und 6 m
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post-IR wurde der juvenile Hippocampus aus dem murinen Gehirns isoliert, und diente als Ausgangsmaterial fiir ver-
gleichende quantitative Proteinanalysen mittels Massenspektrometrie. Der Vergleich der Expressionsprofile zeigte
eine massive Suppression des Interaktionsnetzwerks des Transkriptionsfaktors CREB 72 h und 1 m post-IR und eine
verstiarkte CREB-Aktivitdt 3 m post-IR. Die Daten der MS-basierte Proteomanalyse konnten durch entsprechende
Western Blot-Analysen validiert werden. Insgesamt korrelieren die Ergebnisse mit der deutlichen Abnahme der neu-
ronalen Proliferation und Migration im Hippocampus nach fraktionierter Niedrig-Dosis-Bestrahlung und einer nach-
folgenden kompensatorischen Gegenregulation zur funktionellen Regeneration. Die Daten werden derzeit zu einem
Publikationsmanuskript zusammengefasst (Schmal Z et al. 2018).

AP4: Bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren und Rektum-Karzinomen wurden vor und wéhrend der Radiotherapie Blut-
proben gewonnen, und die RF wurden in den in-vitro bzw. in-vivo bestrahlten Blutlymphozyten quantifiziert. Die
wihrend der Radiotherapie ermittelten Foci-Werte wurden mit der Bestrahlungsdosis, dem Bestrahlungsvolumen, den
Nebenwirkungen sowie der applizierten Chemotherapie korreliert. Die Daten-Auswertung ergab, dass die gemesse-
nen Foci-Werte und Kinetiken in den Blutlymphozyten nur bedingt mit dem Bestrahlungsvolumen und den individu-
ellen Nebenwirkungen korrelierten. Die strahleninduzierten RF wurden mit Hilfe der Transmissions-
Elektronenmikroskopie (TEM) in der Chromatin-Ultrastruktur charakterisiert; hierbei zeigten sich komplexere DNA
Schéden bei kombinierter Radio-/Chemotherapie im Vergleich zu alleiniger Radiotherapie. Nach erfolgreicher Daten-
Auswertung wurde zwischenzeitlich ein entsprechendes Publikationsmanuskript erstellt (Lorat Y et al. 2018). In Ko-
operation mit der AG Neubeck/Krause wurden RF in Tumorzellen (Plattenepithel-Ca) vor und nach Strahlenexpositi-
on in unterschiedlich oxygenierten bzw. proliferierenden Regionen von Xenograft-Tumoren bestimmt und mittels
TEM ultrastrukturell charakterisiert.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP2: Mittels der Magnet-Resonanz-Tomographie (7-Tesla Kleintier-MRT) wurden 1, 3, 6 und 12 Monate nach der Be-
strahlungsserie Bilddaten fiir die morphologische und volumetrische Analyse verschiedener Hirnstrukturen akquiriert.
Nach der Bildakquisition werden derzeit die komplexen MRT-Bilddaten fiir die morphologische Befundbeurteilung
ausgewertet. Durch die hochaufgeloste Darstellung der unterschiedlichen Hirnregionen im zeitlichen Verlauf nach
Bestrahlung sowie im Vergleich zu altersentsprechenden Kontrolltieren sollen die morphologischen und strukturellen
Verdnderungen im Sinne einer potentiellen Neurodegeneration infolge der Bestrahlungsserie erfasst werden. Durch
den Vergleich der fraktionierten Niedrig-Dosis-Bestrahlung bei adulten versus juvenile Versuchstieren soll die erhoh-
te Vulnerabilitdt wiahrend der postnatalen Gehirnentwicklung herausgearbeitet werden. Fiir die multiparametrische
Gewebecharakterisierung sollen auch die Perfusions- und Diffusions-Messungen mit speziellen Gradienten-
Techniken beriicksichtigt werden, um eine potentielle Neuroinflammation mit regionalen Blutflussdnderungen diag-
nostizieren zu konnen.

AP4: In Normalgewebs- und Tumorzellen wird nach Strahlenexposition die Induktion und Reparatur von DNA Schidden
vergleichend durch die Foci- Quantifizierung mittels IFM und deren ultrastrukturelle Charakterisierung mittels TEM
untersucht. In Kooperation mit der Fa. ZEISS werden hierbei korrelative Techniken etabliert werden, um Informatio-
nen aus der Lichtmikroskopie mit der Auflosungskraft der Elektronenmikroskopie zu kombinieren. Fiir das Imaging
System ZEN CONNECT wird derzeit ein white paper in Kooperation mit der Fa. ZEISS erstellt.

5. Berichte, Veroffentlichungen

DNA damage accumulation during fractionated low-dose radiation compromises hippocampal neurogenesis. Schmal Z, Iser-
mann A, Hladik D, Tapio S, Riibe CE. Clin Cancer Res. 2018, under review

Hair follicle stem cell fate is dependent on chromatin remodeling capacity following low-dose radiation. Schuler N, Timm S,
Riibe CE. Stem Cells. 2018 Apr;36(4):574-588

Histone variant H2A.J accumulates in senescent cells and promotes inflammatory gene expression. Contrepois K, Coudereau
C, Benayoun BA, Schuler N, Roux PF, Bischof O, Courbeyrette R, Carvalho C, Thuret JY, Ma Z, Derbois C, Nevers MC,
Volland H, Redon CE, Bonner WM, Deleuze JF, Wiel C, Bernard D, Snyder MP, Riibe CE, Olaso R, Fenaille F, Mann C.
Nat Commun. 2017 May 10;8: 14995

Ultrastructural insights into the biological significance of persisting DNA damage foci after low doses of ionizing radiation.
Lorat Y, Schanz S., Riibe CE. Clin Cancer Res. 2016 Nov 1;22(21):5300-5311.

Persistent DNA damage in spermatogonial stem cells after fractionated low-dose irradiation of testicular tissue. Grewenig A,
Schuler N, Riibe CE. Int J Radiat Oncol Biol Phys 2015; 92 (5): 1123-1131

Even low doses of radiation lead to DNA damage accumulation in lung tissue according to the genetically-defined DNA re-
pair capacity. Flockerzi E, Schanz S, Riibe CE. Radiother Oncol. 2014 May;111(2):212-8.

Scale of DNA damage in blood lymphocytes during radiotherapy depends on concomitant chemotherapy. Lorat Y, Flecken-
stein J, Gorlinger P, Riibe CE 2018, Radiother Oncol 2018, under review

Clustered DNA damage concentrated in particle trajectories causes persistent large-scale rearrangements in chromatin archi-
tecture. Timm S, Lorat Y, Jakob B, Taucher-Scholz G, Riibe CE. Radiother Oncol. 2018 Jul 23

DNA damage assessment and potential applications in laboratory diagnostics and precision medicine. Reddig A, Riibe CE,
Rodiger S, Schierack P, Reinhold D, Roggenbuck D. J Lab Precis Med 2018; 3:31

Increasing genomic instability during cancer therapy in a patient with Li-Fraumeni syndrome. Schuler N, Palm J, Schmitz S,
Lorat Y, Riibe CE. Clinical & Translational Radiation Oncology 2017, 7:71-78
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf, Martinistr. 52, 02 NUK 035B
20251 Hamburg
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-Reparaturfoci als Maker der individuellen Strah-
lenempfindlichkeit, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2014 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

820.920,00 EUR Prof. Dr. Dikomey

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Ziel der beiden Projekte AP3 und AP6 ist es Reparaturfoci als Marker der individuellen Strah-
lenempfindlichkeit zu etablieren sowie Reparaturfoci als Marker der genomischen Instabilitét
bzw. der homologen Rekombination zu etablieren.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP3:

Versuch V3.1: Reparaturfoci als Marker der individuellen Strahlenempfindlichkeit
Versuch V3.2: Verschiebung der DSB-Reparatur zum PARP-EJ

Versuch V3.3: Etablierung eines Tumorzellarrays

Versuch V3.4: RF in Tumorbiopsien nach ex-vivo Bestrahlung

AP6:

Versuch V6.1: Genomische Instabilitdt von Tumorzellen

Versuch V6.2: Genomische Instabilitit von Normalzellen

Versuch V6.3: Zelluldre Strahlenempfindlichkeit von Tumorzellen

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP3:

Ein Manuskript zur Verschiebung der DSB-Reparatur zum PARP-EJ in BCL2-
litiberexprimierenden Zellen wurde in Cancer Letters veroffentlicht (M3.2). Zudem wurde
PTEN-Verlust als Biomarker fiir den therapeutischen Einsatz von PARP-Inhibitoren identifi-
ziert und ein entsprechendes Manuskript in Scientific Reports verdffentlicht. Die Analyse von
Reparaturfoci und Charakterisierung der DSB-Reparatur am Tumorzell-Array sowie an fri-
schem Tumorgewebe wurde weitergefiihrt. Ein Abstract zu dieser Thematik wurde als Vor-
trag bei der diesjahrigen GBS-Tagung angenommen und ein diesbeziigliches Manuskript steht
kurz vor der Einreichung.
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AP6, V6.3:

Die Untersuchungen zur Bestimmung der zelluldren Strahlenempfindlichkeit der verschiede-
nen Tumorzelllinien wurden fortgefiihrt. Ergebnisse zum Einfluss relevanter Faktoren wie
RADS51, CHK1 und BRCAT1 auf die Strahlenempfindlichkeit in Brusttumorlinien werden auf
der diesjdhrigen GBS-Tagung présentiert.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP3, V3.3, V3.4
Fortfiihrung der Analyse von RF und Charakterisierung der DSB-Reparatur am Tumorzell-
Array sowie in frischen Prostatatumorgewebeproben.

AP3,V3.4:
Veroffentlichung der methodischen Ansétze zur Bestimmung von Reparaturphidnotypen in ex
vivo-Proben. Weiterentwicklung des ex vivo-Assays.

AP6, V6.3:
Weiterfithrung der Versuche zur Bestimmung der zelluldren Strahlenempfindlichkeit der ver-
schiedenen Tumorzelllinien und deren Vergleich mit Markern der genomischen Instabilitét.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Oing C, Tennstedt P, Simon R, Volquardsen J, Borgmann K, Bokemeyer C, Petersen C, Dik-
omey E, Rothkamm K, Mansour WY (2018): BCL2-overexpressing prostate cancer cells rely
on PARP1-dependent end-joining and are sensitive to combined PARP inhibitor and radiation
therapy. Cancer Lett, 423, 60-70

Mansour WY, Tennstedt P, Volquardsen J, Oing C, Kluth M, Hube C, Borgmann K, Simon
R, Petersen C, Dikomey E, Rothkamm K (2018): Loss of PTEN-assisted G2/M checkpoint
impedes homologous recombination repair and enhances radio-curability and PARP inhibitor
treatment response in prostate cancer. Sci Rep, 8, 3947
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
g:r(ihmsche Universitidt Dresden, Helmholtzstr. 10, 01069 Dres- 02 NUK 035C

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-Reparaturfoci als Maker der individuellen Strah-
lenempfindlichkeit, Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2014 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

213.756,00 EUR Prof. Dr. Krause

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Ziel des Vorhabens ist es, durch den Nachweis von spezifischen DNA-Reparaturfoci (RF) biolo-
gische Marker fiir die individuelle Strahlenempfindlichkeit bzw. das individuelle Strahlenrisiko zu
etablieren. Dazu soll eine zusammenhéngende Untersuchung verschiedener Aspekte in der Anwen-
dung von RF vorgenommen werden.

Ein Bezug zu anderen Arbeitsprojekten (AP) besteht wie folgt:

APS5.1 - AP6 bzgl. zellulérer Strahlenempfindlichkeit der HNSCC (Borgmann, Mansour, UKE?2)
APS5.2 - AP4 bzgl. ex vivo Bestrahlung von Gewebebiopsien (Fleckenstein, Riibe, UKS2)

AP5.3 - AP7 bzgl. Automatisierung der RF-Detektion (Fritz, Roggenbuck, MED)

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

In Dresden erfolgt die Bearbeitung des AP5: ,,RF als potentielle Marker der Tumorstrahlenempfind-
lichkeit®. Unter Nutzung von an der Technischen Universitdt Dresden etablierten und gut charakteri-
sierten humanen Tumormodellen sowie einer histologischen, Mikromilieu-korrigierten semiautomati-
sierten Bildanalyse wird das Potential der RF als Biomarker fiir die Pridiktion der Strahlenempfind-
lichkeit von Tumoren in vivo bestimmt. Die Methodik wird dabei fiir den Einsatz an menschlichen
Tumorbiopsien sowie flir den Hochdurchsatz (High Throughput) weiterentwickelt und validiert, um
zukiinftig die lokale Tumorkontrolle besser vorhersagen und mogliche Strahlenschiaden an gesundem
Gewebe einsparen zu konnen.

AP5.1: Pradiktion der Strahlenempfindlichkeit von Tumoren

An zehn Tumormodellen wird die Anzahl der DNA-RF/Zelle nach Bestrahlung von Tumoren in vivo
mittels histologischer, Mikromilieu-korrigierter semi-automatisierter Bildanalyse ermittelt und mit
vorhandenen Ergebnissen zur Tumorkontrollwahrscheinlichkeit korreliert.

AP5.2: Etablierung eines Klinik-relevanten ex vivo Assays
An Tumorbiopsien soll ein standardisierter und in der klinischen Routine einfach anwendbarer ex vivo
Assay zur Bestimmung der intrinsischen Strahlenempfindlichkeit mittels DNA-RF etabliert werden.

AP5.3: Entwicklung einer ,,High Throughput* Methodik

In Zusammenarbeit mit dem Projektpartner Medipan GmbH (AP7) soll ein Verfahren zur automati-
schen Quantifizierung von RF entwickelt werden, welches an den in AP5.1 und AP5.2 erstellten Bild-
dateien validiert wird.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP5.1: Pradiktion der Strahlenempfindlichkeit von Tumoren

Die Tumormodelle wurden immunhistochemisch und mittels Immunfluoreszenz geférbt und die Repa-
raturfoci ausgewertet. Die Kurvensteigungen der dosisabhidngigen Reparaturfoci zeigen eine signifi-
kante Korrelation mit der Dosis, die notwendig ist 50 % der in vivo Tumoren lokal zu kontrollieren
(TCD50); sowohl nach Einzeitbestrahlung unter homogener Hypoxie als auch nach klinisch relevanter
fraktionierter Bestrahlung. Ein Manuskript ist in Vorbereitung.

AP5.2: Etablierung eines Klinik-relevanten ex vivo Assays

Mit Hilfe des entwickelten gemischten Modells (Rassamegevanon et al 2017, Radiother. Oncol.) wur-
de die Heterogenitdt von Reparaturfoci-Daten aus in vivo bestrahlten Tumoren (Koch et al 2013, Ra-
diother. Oncol.) und ex vivo bestrahlten Tumorbiopsien statistisch untersucht. Es zeigte sich, dass die
ex vivo Kultivierung zu einer erhohten Heterogenitit der Foci fiihrt. Ein Manuskript ist eingereicht.
Der direkte Vergleich der Dosisantwortkurven von ex vivo bestrahlten Biopsien und in vivo bestrahl-
ten Tumoren zeigte in 4 von 5 Tumormodellen keinen signifikanten Unterschied. Die Steigungen der
Reparaturfoci-Kurven konnte Tumoren in 2 Resistenzkategorien klassifizieren. Ein Manuskript ist in
Vorbereitung.

AP5.3: Entwicklung einer ,,High Throughput* Methodik
Der entwickelte und zum Patent angemeldete Algorithmus zur Erkennung von Geféflen in Gewebe-
schnitten wurde auf weitere Tumormodelle angewendet.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP5.1: Pradiktion der Strahlenempfindlichkeit von Tumoren
Die Ergebnisse der in vivo Tumoren sollen mit Daten aus primiren Patientenproben verglichen wer-
den und in die Publikation einflieen.

AP5.2: Etablierung eines Klinik-relevanten ex vivo Assays
Die Methodik der ex vivo Kultivierung, Bestrahlung und Foci-Analyse soll auf lebende Tumorschnitte
(Vibratom) ausgeweitet werden.

AP5.3: Entwicklung einer ,,High Throughput* Methodik

Der systematische Vergleich (automatisch versus manuell) von erkannten GefaBstrukturen soll fortge-
fiihrt werden. Die Erkennung von GefaBstrukturen in Immunfluoreszenz gefarbten Tumorgewebe-
schnitten soll publiziert werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

27. Symposium Experimentelle Strahlentherapie und Klinische Strahlenbiologie, Hamburg, Deutsch-
land, 22-24 Mirz 2018

Poster: Statistical reassessment of DNA damage response determined with YH2AX foci assay of in-
and ex vivo irradiated tumor, Rassamegevanon et al.

Vortrag aktuelle Kontroverse: Der Ex-vivo-Assay als Tool zur Priadiktion der individuellen Strahlen-
empfindlichkeit und —sensibilisierung, Pro-Position, von Neubeck et al.

Radiation Break-through: from DNA damage responses to precision cancer therapy, Oxford, UK 12-
14 Mirz 2018, Poster: Statistical reanalysis of tumour radiation response determined with YH2AX foci
assay reveals a pronounced difference in heterogeneity between in- and ex vivo experimental set-ups,
Rassamegevanon et al.

Summer School in Bioinformatics, European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI), Cambridge, UK
25-29 Juni 2018, Poster: Radiation responses predicted via the YH2AX foci assay: translation and op-
timisation for a clinical application, Rassamegevanon et al.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
]g3i1€;(rlesamt fiir Strahlenschutz, Willy-Brandt-Str. 5, 38226 Salz- 02 NUK 035D

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-Reparaturfoci als Maker der individuellen Strah-
lenempfindlichkeit, Teilprojekt D

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2014 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

266.628,00 EUR Dr. Gomolka

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Ziel dieses Forschungsverbundes ist es, durch den Nachweis spezifischer DNA Reparaturfoci (RF) biologi-
sche Marker fiir die individuelle Strahlenempfindlichkeit bzw. das individuelle Strahlenrisiko zu etablieren.
Dementsprechend sollen in zusammenhidngenden Untersuchungen die wissenschaftlichen und technischen Vo-
raussetzungen fiir die klinische Anwendung von RF geschaffen werden.

Der Projektteil D ist Teilprojekt eines Verbundes bestehend aus 8 Arbeitspaketen, welcher von der Universitét
des Saarlandes koordiniert wird und von Projektpartnern aus Wissenschaft und Industrie in Miinchen (BfS),
Homburg/Saar (Uni Saarland), Hamburg (Uni Hamburg) und Dresden (Uni Dresden, Firma Medipan) bearbeitet
wird:

AP1: RF als Marker einer chronischen Strahlenexposition

AP2: Akkumulation von RF bei Niedrigdosis-Bestrahlung

AP3: REF als Marker der individuellen Strahlenempfindlichkeit

AP4: Akkumulation von RF in der Strahlentherapie

AP5: RF als Marker der Tumorstrahlenempfindlichkeit

AP6: REF als Marker einer genomischen Instabilitdt

AP7: Automatisierung der RF-Detektion

AP8: Qualitdtsmanagement

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1 (BfS): RF als Marker einer chronischen Strahlenexposition
Es ist zu kldren, ob eine chronische Strahlenexposition zu einer Akkumulation von spezifischen RF fiihrt und
aullerdem die Induktion von DSB und deren Reparatur verdndert. Als Untersuchungskollektiv stehen kryokon-
servierte Lymphozytenproben von nach Alter und Rauchen angeglichenen 300 hoch (Working Level Month
>300) und 100 niedrig (WLM < 50) exponierten Bergarbeitern zur Verfiigung. In einem Teilkollektiv dieser Bi-
obank wird die Strahlenexposition durch chromosomale mFISH-Analyse von 75 représentativen Probanden veri-
fiziert. Hierbei werden chromosomale Aberrationen wie Translokationen und dizentrische Chromosomen unter-
sucht. Im gleichen Teilkollektiv werden verschiedene RF analysiert, wie z. B. gammaH2AX, ATM, 53BP1.
- Versuch 1 (V1.1): Akkumulation von RF
Nachweis von verschiedenen RF in einem Kollektiv von 75 gut charakterisierten hoch und niedrig exponier-
ten Bergarbeitern
- Versuch 2 (V1.2): Adaption nach chronischer Exposition
Auswirkung der chronischen Strahlenexposition auf die Zahl der durch in-vitro-Bestrahlung erzeugten Sché-
den und deren Reparatur
- Versuch 3 (V1.3): Validierung der in-vivo Strahlenexposition mittels mFISH, Vergleich mit RF-Daten
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

V1.1: Der Nachweis von verschiedenen RF mittels Immunfluoreszenz in hoch und niedrig exponierten Uran-
Bergarbeitern erfordert eine Methodenetablierung. Dazu konnten die Proteine: YH2AX, 53BP1, MDCI1, pATM
und Rap80 in kryokonservierten GO-Lymphozyten nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde pKAP1 und DNA-
PK nachgewiesen. Diese Proteine sind an der Signalisierung von DNA-Doppelstrangbriichen und der Reparatur
mittels nicht-homologer Reparatur beteiligt. Die Dosis-Effektkurven (0 Gy, 0,05 Gy, 0,1 Gy, 0,25 Gy, 0,5 Gy,
1 Gy, 2 Gy, 8 Gy) und Reparaturkinetiken (1 h, 4 h, 8 h, 24 h) wurden mindestens aus 4fachen biologischen
Replikaten erstellt. Die Etablierung erfolgte in Einzelfdrbung vom jeweiligen Protein. Es wurde die Etablierung
fiir die automatische Foci-Detektion und Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie abgeschlossen. Fiir die
Ermittlung des passenden Auswertealgorithmus wurden die Parameter Integrationszeit und Intensitit der Fluo-
reszenzsignale angepasst. In die Evaluierung wurden auch der Einfluss einer Bewertung der Rohdaten und eine
manuelle Foci-Auswertung mit Auge einbezogen. Die Versuche aus den Replikaten der Dosis-Effekt-Kurve
wurden abgeschlossen, die automatische Messung und die Roh-Daten ausgewertet. Daraus ergeben sich vorerst
folgende Beobachtungen: Die Bildung von Foci ist fiir alle untersuchten Protein Dosis-abhédngig und die Detek-
tionsgrenze variiert zwischen 0,05 Gy und 0,25 Gy. Die meisten Proteine erreichen iiblicherweise ihr Foci-
Maximum 1 h nach der Bestrahlung. Im Gegensatz dazu zeigt 53BP1 bei 8 Gy 1 h bis 4 h das Foci Maximum
nach Bestrahlung. Bei MDC1 verschiebt sich das Maximum bei einer Dosis iiber 1 Gy deutlich nach hinten.
Rap80 erreicht das Foci-Maximum 24 h nach der Bestrahlung. Die Qualitdt der Foci unterscheidet sich ebenfalls.
Wihrend YH2AX, 53BP1, MDCI1 und Rap 80 grof3e, klare und helle Foci bildet, sind die Foci von pATM,
pKAP1 und DNA-PK filigran und klein. Die Bildung von Foci ist in den biologischen Replikaten von YH2AX,
53BP1 und pKAPI relativ stabil. Bei den biologischen Replikaten von MDC1, pATM, Rap80 und DNA-PK tre-
ten grofere inter-experimentelle Schwankungen auf. Zusitzlich zeigen einige Proteine bereits in unbestrahlten
Proben diffuse Signale, wodurch eine automatische Auswertung deutlich von der manuellen Auswertung ab-
weicht. In einigen Féllen sind bereits deutliche Foci in unbestrahlten Proben zu beobachten, wodurch die Detek-
tionsgrenze erhoht wird. Generell zeigt die Zellkultur 24 h nach der Bestrahlung viele deformierte Zellen. Aktu-
ell werden die Rohdateien der einzelnen Versuche genauer evaluiert. Dabei spielen die Qualitdt der Farbung und
der Zellkultur eine entscheidende Rolle. Zudem werden exemplarisch Foci mit dem Auge ausgezéhlt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Moglichkeit zum Nachweis von ,konservierten” Schiden in den
Lymphozytenproben der Wismut-Bergarbeiter untersucht. Dazu wurde humanes Vollblut in vitro mit verschie-
denen Dosen (0,05 Gy, 0,1 Gy und 1 Gy) bestrahlt und nach einer Stunde Reparaturzeit die Lymphozyten isoliert
und kryokonserviert. Dies soll den Ausgangspunkt der Untersuchungen von chronisch exponiert Wismut-
Bergarbeitern simulieren. Nach einer Lagerung von mindestens einer Woche im fliissigen Stickstoff wurden die
Lymphozyten mit drei verschiedenen Protokollen aufgetaut, in Kultur genommen und erneut in vitro mit 1 Gy
bestrahlt. Die Lymphozyten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (1 h, 3 h, 6 h, 24 h) fixiert und YH2AX ange-
farbt. Es wurde beobachtet, dass der ,,konservierte” (vor der Lagerung gesetzte) Schaden nur bei einer direkten
Fixierung nach dem Auftauen der 1 Gy bestrahlten Proben nachgewiesen werden konnte. In Proben, die mit
0,05 Gy oder 0,1 Gy bestrahlt wurden, konnten keine YH2AX Foci nachgewiesen werden. Alle Proben zeigten
jedoch die typische Dosis-Effektkurve fiir YH2AX Foci nach der erneuten Bestrahlung mit 1 Gy. In der Auswer-
tung wurde ebenfalls beobachtet, dass deutlich weniger Zellen deformiert und durchgeférbt waren, wenn die
aufgetaute Zellkultur vor der erneuten Bestrahlung iiber Nacht bei 37 °C kultiviert wurde.

V1.2: Die Aussagekraft zur Strahlenempfindlichkeit des RF Assays und der mFISH Analyse wurde an Lympho-
zyten von strahlenempfindlichen Kindern (AT-Patienten) im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe iiber-
priift. Die mFISH-Auswertung wurde abgeschlossen. Die Analyse der Reparaturfoci von YH2AX wurde experi-
mentell ebenfalls abgeschlossen. Hier steht eine Auswertung der automatisch detektiert Foci noch aus.

V1.3: Mit der mFISH Untersuchung von kryokonservierten Lymphozyten von Wismut-Bergarbeitern wurde be-
gonnen. Die mFISH-Analyse der Chromosomen von 4 niedrig exponierten Kontrollen und 29 kumulativ hoch
exponierte Wismutbergarbeitern wurde begonnen. Derzeit befinden sich 18 Probanden in Auswertung. Bei den
restlichen Probanden steht die Beurteilung noch aus.

4. Geplante Weiterarbeiten

Die geplante Weiterarbeit folgt dem Arbeitsprogramm.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Medipan GmbH, Ludwig-Erhard-Ring 3, 15827 Dahlwitz 02 NUK 035E
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-Reparaturfoci als Maker der individuellen Strah-
lenempfindlichkeit, Teilprojekt E

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2014 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

723.729,00 EUR Prof. Dr. Roggenbuck

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Ziel des Vorhabens ist die automatisierte Erkennung und Auswertung von DNA-
Reparaturfoci (RF) zur Bearbeitung grofler Probenmengen mittels des AKLIDES® Nuk-
Systems. Dies beinhaltet die Entwicklung und Testung von Software sowie die Beschleuni-
gung des Analyseablaufs im Vergleich zur manuellen Auswertung. Schwerpunkt ist die Ana-
lyse von DNA-Doppelstrangbriichen in Lymphozyten mittels gammaH2AX. Gemeinsam mit
dem Partner BfS (AP1) geht es um Vergleichsuntersuchungen von Proben nach low-dose
Strahlenbelastungen bei Bergarbeitern. Der Partner UKE (AP3+AP6) wird in seinen Vorha-
ben untersuchen, welche Marker zur Erkennung der individuellen Strahlenempfindlichkeit be-
sonders geeignet sind. Die Marker mit dem grofiten Potenzial sollen bevorzugt in die Soft-
ware des AKLIDES® Nuk-Systems implementiert werden. In Zusammenarbeit mit dem Part-
ner OncoRay (APS) soll die Automatisierung des Nachweises von RF im Tumorgewebe etab-
liert werden.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP7.1: Analyse von Blutlymphozyten charakterisierter Spender fiir die Testung von: Repro-
duzierbarkeit, Stabilitét, Sensitivitdt, Spezifitdt fiir den Nachweis von RF
Bestimmung der optimalen Ausgabeparameter
Validierung durch Lymphozytenarray und Proben chronisch exponierter Bergarbeiter
(AP1)

AP7.2: Automatisierung des Nachweises verschiedener RF fiir Tumorlinien (AP6)
Anwendung bei individueller Strahlenempfindlichkeit und genomischer Instabilitét

AP7.3: Automatisierung des RF Nachweises fiir Tumorgewebeschnitte (AP5) und fiir Tumo-
rarray (AP6)

Implementierung und Testung verschiedener Ausgabeparameter
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Zusammen mit dem Projektpartner OncoRay wurde mit Hilfe des neuen Moduls fiir die Er-
kennung von Blutgefdllen ein groBer Umfang an Bildmaterial ausgewertet. Es sollte gepriift
werden, ob die Analyse stabil bleibt und ob sich die Qualitét bei verschiedenen Szenen und
Konstellationen verdndert. Der Projektpartner OncoRay geht die analysierten Bilder durch
und bewertet die Analysen.

Um eine Trennung der Zellen in einem Fluoreszenzbild mittels Algorithmus durchfiihren zu
koénnen, wurde eine Uberlagerung der beiden Aufnahmen mittels Hellfeld und Fluoreszenz
durchgefiihrt und nach geeigneten Parametern fiir die automatische Deckung der Bilder ge-
sucht. Dabei wurde die Positionierung der Zellkerne zu einander als helfendes Element ge-
wihlt. Bei der Hellfeldaufhahme wurden die Zellkerne im gesuchten Bereich segmentiert und
jeweils der Abstand zu einander berechnet.

Fiir die Aufnahme im Hellfeld wurden unterschiedliche LEDs ausprobiert, mit denen der Ob-
jekttrager optimal ausgeleuchtet werden soll. Nach einigen Versuchen wurde sich fiir das Ne-
oPixel LED-Band mit 144 LEDs entschieden. Das Band wurde in kleinere Leisten zuge-
schnitten (ein Schnitt jede 7 mm ist moglich) und parallel eingesetzt. Dadurch ist es moglich
eine homogene Ausleuchtung zu bekommen und die Steuerung einfach zu halten. Jede LED
kann dabei einzeln gesteuert werden, so dass alle Bereiche homogen ausgeleuchtet werden
konnen.

4. Geplante Weiterarbeiten

Die Auswertung der Ergebnisse durch OncoRay wird genutzt, um Fehler zu finden und den
Algorithmus zu verfeinern. Um die Detektion der RF Marker zu verbessern, wird im Vorfeld
der Algorithmus fiir die RF Erkennung angepasst um zusitzliche einige neu entdeckte Sto-
rungen zu eliminieren.

Ein Algorithmus fiir die Suche gleicher Bereiche in den Gewebeschnitten muss in die Pro-
zesskette implementiert und getestet werden. Wie oben beschrieben wird die Distanz der Zel-
lekerne genutzt um den gleichen Abschnitt im Gewebe zu finden. Die Dauer der Berechnung
héngt dabei stark von der Anzahl der Zellkerne ab. Da im Fluoreszenzbild die Distanzen aller
Zellkerne im kompletten Gewebeschnitt berechnet werden miissen, muss nach einem besseren
Merkmal gesucht werden um die Berechnungszeit zu reduzieren.

Ein Prototyp fiir den Deckel des Probentisches wird erstellt und die LED-Matrix wird als eine
neue Komponente in die Analysesoftware integriert. Zudem wird eine Steuerung fiir die LEDs
implementiert.

5. Berichte, Veroffentlichungen

20.09.2017 - Europdische Patentanmeldung: EP17192123.2
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
IUF - Leibniz-Institut fiir umweltmedizinische Forschung an der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf gGmbH, Auf'm Henne- 02 NUK 036AX
kamp 50, 40225 Diisseldorf

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt KAUVIR: Kombination statt Addition — UV bis IR Strahlung in der Krebs-
entstehung und Alterung, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.01.2015 bis 31.08.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

892.529,00 EUR Prof. Dr. Boukamp

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

UVA, -B, sichtbares Licht (VIS) und Infrarot (IR) haben jeweils ein unterschiedliches biologisches Wirk-
und Schadigungsprofil. Fiir das Verstidndnis der schiadlichen Wirkung fiir den Menschen und einer daraus
resultierenden relevanten Risikoabschitzung ist es essentiell, die kombinierte Aktion von UV- bis IR-
Strahlung in ihrer biologischen Wirksamkeit in Modellsystemen der Haut zu untersuchen. Durch die Ana-
lyse unterschiedlicher Parameter in 2D- und Gewebe-relevanten 3D organotypischen Kulturen (OTK) so-
wie in vivo in der Maushaut wollen wir die Wirkmechanismen kombinierter Strahlung auf zelluldrer und
(epi)genetischer Ebene aufkliren.

Dafiir wird eine kombinierte und beziiglich UVA und -B Strahlenintensitit variable Strahlenquelle fiir alle
AGs entwickelt. Die Forschungsschwerpunkte der Verbundpartner sind: Gewebe- und Telomerldngenregu-
lation (AG1), epigenetische Kontrolle zelluldrer Funktionen auf DNA- bzw. Histon-Ebene (AG2), IR-
Signaling, Mitochondrienintegritit du AhR-Signaling (AG3), DNA Reparatur und Damage Signaling
(AG#4). Die enge Zusammenarbeit der interdisziplinir aufgestellten AGs schafft Synergieeffekte, die neben
der wissenschaftlichen Diskussion den Austausch von Methoden und Materialien, gemeinsame Publikatio-
nen sowie die Ausbildung von Nachwuchswissenschaftlern betreffen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Im Teilprojekt A werden folgende Arbeitspakete bearbeitet:

2.1) Fiihrt chronische Kombinationsbestrahlung mit UV-VIS-IR zur tumorigenen Transformation der
HaCaT Zellen? » genetisches Profil/Tumorbildung/Invasion

2.2) Welche Rolle spielt die Gewebeorganisation fiir das Schadensprofil durch eine Kombinationsbestrah-
lung? « Storungen von Gewebsorganisation und Differenzierung/Proliferation und Apoptose/Induktion ei-
ner Schadenskaskade/Telomer-ldngenregulation in Epidermis und Dermis.

2.3) Welche Rolle spiclen Alters-abhingige Verdnderungen in der dermalen Matrix auf das epidermale
Schadensprofil nach Kombinationsbestrahlung? <AGE-OTKs: Keratinozyten mit gealterten Fibroblas-
ten/HaCaT Zellen mit gealterten Fibroblasten (Invasion)

2.4) Welche Rolle spielen off Target Effekte der Immunsuppressiva fiir die Entstehung von UV-induzierten
Hautcarcinomen? ¢ Langzeitbehandlung (10 Wochen) von HaCaT Zellen mit Cyclosporin A/Einfluss von
auf die Epithel-Mesenchym Interaktion (RNA Expressionsanalyse)/Einfluss von Cyclosporin A plus Kom-
binationsbestrahlung mit UV-VIS-IR
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Zu 2) « erneute Kalibrierung der KAUVIR Lampe.

Zu 2.2) « Finalisierung der Publikation zur Charakterisierung von humanen spontan immortalisierten, p53
wildtyp Keratinozyten, die als Pendant zu den HaCaT Zellen (p53 mutiert) in allen Konsortiumsgruppen
fiir die Bestrahlungsexperimente verwendet werden.

* Erstes Bestrahlungsexpertiment mit der KAUVIR Lampe: Akute Bestrahlung (1x) im Vergleich “KAU-
VIR Gesamtspektrum” (IMED, 0,78kJ/m?> UVB) und “UVA+B” (IMED) in 3D Hautiiquivalenten mit
normalen humanen Keratinozyten (NHEK) zeigt fiir das ,,Volle Spektrum* eine Tendenz der Epidermis-
verdiinnung (Atrophie) und Abnahme der Fibroblastenzahl, wahrend es mit reiner UV-Strahlung eher zu
einer Epidermisverdickung (Hyperplasie) ohne offensichtlichen Effekt auf die Fibroblasten kommt.

» Akute Bestrahlung von 3D Hautéquivalenten mit HaSKpw Zellen mit UVA+B (1 MED), UVA (UVA:
49,5kJ/m?) und UVB (0,78kJ/m?) fiihrte in keinem Fall zu morphologischen Verinderungen.

+ Chronische Bestrahlung mit UVA+B (1 MED), UVA (UVA: 49,5kJ/m?) und UVB (0,78kJ/m?),
3 x/Woche fiir 2 Wochen von 3D Hautidquivalenten mit HaSKpw Zellen wurde durchgefiihrt.

Zu 2.3) « Age-OTKSs: Auswertung des ersten OTK Experiments zur Alters-abhingigen UV Sensitivitét:

* In OTKs mit jungen Fibroblasten entwickelt sich eine gut stratifizierte und differenzierte Epidermis, die
auch unter Bestrahlung morphologisch unveréndert erhalten bleibt.

* Die Epithelien der OTKs mit den alten Fibroblasten weisen generell eine Defizienz in der Stratifizierung
auf (weniger Zellschichten). Unter chronischer Bestrahlung (3 x/Woche fiir 2 Wochen) mit KAUVIR Ge-
samtspektrum (IMED) nicht aber mit UVA+B (0,78kJ/m? UVB, 49,5 kJ/m* UVA) kommt es zu einer ver-
besserten Stratifizierung der Epidermis. Dies wird auch durch das verbesserte Expressionsprofil von K10
(epidermaler Differenzierungsmarker) bestitigt. Die Proliferationsrate in den unterschiedlichen Anséitzen
und die Rolle von Bestrahlung auf die Basalmembran, speziell Kollagen VII, das mit alten Fibroblasten re-
duziert ist, wird derzeit bestimmt.

Zu 2.4) « Bei der weitere Auswertung und Verifizierung der RNA Daten aus den Mikroarray Analysen
zeigte sich, dass neben einer deutlich verdanderten ECM (extrazelluldre Matrix) Regulation in den dermalen
Fibroblasten durch CyclosporinA (CsA) und einer verstirkten EMT (epithelial to mesenchymal transition)
in der Epidermis, in Epidermis und Dermis eine verénderte Regulation des mTOR Pathway induziert wird.

4. Geplante Weiterarbeiten

Zu 2) « Finalisierung der Publikation zum Einfluss von Serum auf das Wachstum und Schadensprofil der
Keratinozyten durch UV-Strahlung.

Zu. 2.2)  Fertigstellung der Telomerldngenanalyse nach chronischer Bestrahlung von OTKs mit UVA ver-
sus UVA+B.

» Auswertung des chronischen Bestrahlungsexperiments und Wiederholungsexperimente zur akuten und
chronischen Bestrahlung der HaSKpw Zellen in 3D Hautdquivalenten.

Zu 2.3) » Weitere Auswertung des primidren OTK Experiments zur Alters-abhingigen UV Sensitivitét
(Proliferation/Schadensinduktion/Matrixmodulation) nach Bestrahlung mit UVA+B versus KAUVIR Ge-
samtspektrum. Materialaustausch mit Buxtehude zur CpD Analyse.

* Ansatz eines Wiederholungsexperiments mit UVA+B versus KAUVIR Gesamtspektrum mit anderen al-
ten und jungen Fibroblasten, um Zellspezifika auszuschlieen.

Zu 2.4) « Zur Verifizierung der Relevanz des verdnderten mTOR Pathways wird ein OTK Bestrahlungs-
experiment (KAUVIR Gesamtspektrum) mit CsA unter mTOR Inhibition durchgefiihrt.

5. Berichte, Veroffentlichungen

* April 2018: Spring School: Kompetenzerhalt im Strahlenschutz, “Non-ionizing and ionizing radiation:
Mechanisms and consequences”, Schloss Mickeln, Diisseldorf, Organisation und Vortrag

* Mai 2018: 24. Sitzung vom KVSF, Bonn, Themenschwerpunk UV-Strahlung, Vortrag zu: Molekulare
Grundlagen von Hautkrebs

» Mai 2018: 4th Mancunian Skin Club 2018, Annual International Workshop on Skin Aging, Manchester
UK, Vortrag

* Finalisierung des Musterschutzes fiir die KAUVIR Lampe
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Elbe Kliniken Stade-Buxtehude GmbH, Bremervorder Str. 111, 02 NUK 036B
21682 Stade
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt KAUVIR: Kombination statt Addition — UV bis IR Strahlung in der Krebs-
entstehung und Alterung, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2014 bis 31.08.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

891.400,00 EUR Dr. Greinert

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Der Zusammenhang der biologischen Wirkungen der einzelnen spektralen Komponenten im solaren
Spektrum ist komplex und im Einzelnen nicht verstanden. Durch den Einsatz der Kombinationsstrah-
lung soll besser verstanden werden, wo Unterschiede zur Einzelbestrahlung auftreten und Erkenntnisse
gewonnen werden, wie sich solare Strahlung in ihren biologischen Effekten von eher ,,artifizieller*
Einzelbestrahlung unterscheiden kann. Ziel der Arbeiten ist es, die Bedeutung von zelluldren Antwor-
ten und Reparaturprozessen fiir die Hautkrebsentstehung nach Induktion von UV-Schiden durch
Kombinationsstrahlung (UV-VIS-IR) im Detail zu erforschen. Dazu ist es notwendig, (i) die Schaden-
sinduktion und im besonderen Malle die nachfolgende DNA-Reparatur nach Kombinationsstrahlung
im Vergleich zu anderen UV-Strahlenqualititen (UVA und UVB) zu untersuchen; (ii) unterschiedliche
Expositionsmuster (chronisch vs. akut) miteinander zu vergleichen; (iii) UV-VIS-IR-induzierte epige-
netische Verdnderungen in ,,nativem Material und in Zelllinien aus Tumormaterial zu charakterisie-
ren; (iv) molekulare und zellulire Antwort mittels Ausschalten oder Aktivierung von Schliisselfakto-
ren zu beeinflussen. Es ist das Ziel, bei den Punkten (i) — (iv) insbesondere den Einfluss von microR-
NAs und epigenetischen Faktoren (DNA-Methylierung, Histon-Methylierung) zu bestimmen.

In Kooperation mit AG1 (Heidelberg) werden Zellkulturproben (humane Keratinozytenzelllinie) und
OTKSs (organotypische Kultur) untersucht, die mit einer chronischen oder akuten Kombinationsbe-
strahlung behandelt sind. In Kooperation mit AG3 (Diisseldorf) werden Schadeninduktion und Repa-
ratur der in vivo mit UV-VIS-IR bestrahlten Mausproben untersucht. Die Messungen zu Reparaturki-
netiken und Histonmodifikationen werden eng mit AG4 (Darmstadt) koordiniert.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Untersuchung der epigenetischen Verdnderungen (z. B. globale DNA-Methylierung, Promotor-
Methylierung oder Histonmodifikationen) und der Expressionsinderungen von microRNAs
nach chronischer oder akuter Bestrahlung mit einer UV-VIS-IR Kombinationsbestrahlung.

AP2: Charakterisierung der epigenetischen Verdnderungen in ,,nativem Material und in Zelllinien
aus Tumormaterial.

AP3: Untersuchung welche Faktoren und Mediatoren nach UV-VIS-IR auftretende epigenetische
Modifikationen bewirken.

AP4: Messung von Reparaturkinetiken nach Kombinationsbestrahlung.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Arbeitspaket 4: Messung der Apoptose und Bestimmung der Schadensinduktion in HaCaT Zellen nach
akuter Kombinationsbestrahlung.

Ergebnisse: Fiir die Kombinationsbestrahlung wurde das Spektrum der KAUVIR-Lampe mit Hilfe der
Filter Asahi SP325 und Schott B270 im UVB-Bereich und durch den Filter Schott WG320 im UV A-
Bereich optimiert. Die Induktion der Apoptose in HaCaT-Zellen durch die UV-VIS-IR Kombinations-
bestrahlung wurde 48 Stunden nach der Bestrahlung mittels ,,Annexin V* Farbung im Flusszytometer
(Guava 8HT) ermittelt. Neben der Kombinationsbestrahlung mit zwei verschiedenen Dosen (UVB:
0,5 kJ/m? + UVA: 32 kJ/m? + VIS: 87 kJ/m* + IRA: 276 kJ/m?, Bestrahlungsdauer 17 Min 30 Sek und
UVB: 1kJ/m* + UVA: 64 kJ/m? + VIS: 175 kJ/m* + IRA: 552 kJ/m?, Bestrahlungsdauer 35 Min))
wurde der Effekt der einzelnen Strahlenkomponenten untersucht. Fiir beide Dosen konnte nach IRA,
VIS und UVA kein Apoptose-induzierender Effekt nachgewiesen werden. Durch Kombinationsbe-
strahlung wurden nach der einfachen Dosis 10,6 % (£1,2) apoptotische Zellen induziert, durch Ver-
doppelung der Dosis stieg auch der Anteil apoptotischer Zellen mit 18 % (* 5.2) auf das nahezu Dop-
pelte an. Durch Bestrahlung mit den Einzelkomponenten UVB oder UVB+UVA wurden mit der nied-
rigeren Dosis 8,9 % (£0,7) bzw. 8,6 % (+0,5) apoptotische Zelle induziert, bei der doppelten Dosis la-
gen diese Werte bei 12.4 % (£ 1,7) bzw. 15.1 % (£ 2,9). Obwohl nicht signifikant, deutet der jeweilige
Vergleich mit der Kombinationsbestrahlung auf einen moglichen Apoptose-reduzierenden Effekt
durch die VIS und IRA-Anteile des Spektrums hin. Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob dieser
Effekt verifiziert werden kann. Neben der Apoptose wurde auch die Induktion von DNA-Schiden
(CPD) durch Kombinationsbestrahlung in untersucht. Die CPDs wurden mit dem monoklonalem Anti-
Thymin-Dimere Antikorper (Klon KTMS53) angefiarbt und durchflusszytometrisch quantifiziert. Die
CPD-Induktion durch Kombinationsbestrahlung (UVB: 0,5 kJ/m* + UVA: 32 kJ/m? + VIS: 87 kl/m? +
IRA: 276 kJ/m?, Bestrahlungsdauer 17 Min 30 Sek) wurde mit dem Effekt der Einzelkomponenten
UVB, UVA, UVB+UVA, VIS, IRA verglichen. Nach Bestrahlung mit IRA, VIS und UVA konnte
keine CPD-Induktion nachgewiesen werden. Die Kombinationsbestrahlung sowie die Exposition mit
UVB und UVB+UVA induzierten eine ghnliche Anzahl an CPDs (etwa 160 Einheiten). Bei einer Ver-
doppelung der Dosis konnte fiir alle drei Bestrahlungsmodalititen eine CPD-Induktion von 280 Ein-
heiten ermittelt werden. Auch bei dieser Dosis konnte keine CPD-Induktion durch IRA, VIS und UVA
detektiert werden. Weiterfithrend wurden CPD-Reparaturkinetiken in HaCaT nach UVB (0,5 kJ/m?)
und UVB (0,5 kJ/m?) +UVA (32 kJ/m?) bestimmt. Beide Strahlungsprotokolle induzierten gleiche
Menge an Schéden. In beiden Féllen sind die Schiden nach 7 Tagen weitgehend repariert. Die Repara-
turzeitkonstante betrdgt nach UVB-Bestrahlung 54 h und nach UVB+UVA-Bestrahlung 48 h. Der
Versuch wird momentan wiederholt und auf die Kombinationsbestrahlung erweitert. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die auf photophysikalischen/photochemischen Prozessen basierende, im sola-
ren Spektrum iiberwiegend durch UVB (weit weniger durch UVA) bewirkte, Induktion von CPDs
nicht durch die anderen Strahlenkomponenten (VIS und IRA) beeinflusst wird. Es gibt jedoch erste
Hinweise, dass bei biologischen Endpunkten, denen einen Prozessierung der CPDs zugrunde liegt, wie
z. B. der Apoptose, durchaus Effekte erwartet werden konnen.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1: Untersuchung der epigenetischen Verdanderungen und der Expressionsénderungen von microR-
NAs nach Bestrahlung mit einer UV-VIS-IR Kombinationsbestrahlung.

AP3: Bestimmung der DNMT-Aktivitdt/Expression nach akuter Bestrahlung mit einer UV-VIS-IR
Kombinationsbestrahlung.

AP4: Bestimmung der Reparaturkinetik in HaCaT Zellen nach der akuten Kombinationsbestrahlung.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
IUF — Leibniz-Institut fiir umweltmedizinische Forschung an der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf gGmbH, Auf'm Henne- 02 NUK 036C
kamp 50, 40225 Diisseldorf

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt KAUVIR: Kombination statt Addition — UV bis IR Strahlung in der Krebs-
entstehung und Alterung, Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2014 bis 31.08.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

602.574,00 EUR Prof. Dr. Krutmann

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das solare Spektrum der Sonne wird im Allgemeinen in drei unterschiedliche spektrale Kom-
ponenten unterteilt: Die ultraviolette Strahlung (UV), das sichtbare Licht (VIS) und die Infra-
rotstrahlung (IR). Das Wirk- und Schédigungsprofil jeder einzelnen Strahlungskomponente ist
allerdings sehr unterschiedlich. Um eine relevante und aussagekriftige Risikoabschétzung
treffen zu konnen sind Studien, die die kombinierte Aktion von UV- bis IR-Strahlung in ihrer
biologischen Wirksamkeit untersuchen, unerldsslich. Durch die Analyse unterschiedlicher Pa-
rameter in 2D- wie auch in speziellen, Gewebe-relevanten 3D-organotypischen Kulturen
(OTKSs) zur Identifizierung und Langzeitregeneration der epidermalen Stammzellen und der
in vivo Maushaut soll es ermdglicht werden, die Wirkmechanismen kombinierter Strahlung
auf zellularer und (epi)genetischer Ebene aufzukléren.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

API1: Fiihrt die Kombinationsbestrahlung in primiren dermalen Fibroblasten zu einer Beein-
flussung der mitochondrialen Integritit und der Funktion des Proteasoms?

AP2: Fiihrt die Kombinationsbestrahlung in priméren humanen Keratinozyten zur Aktivie-
rung des Arylhydrocarbonrezeptor (AhR) Signalwegs?

AP3: Fiihrt die akute Kombinationsbestrahlung in vivo zu gleichen Ergebnissen?

AP4: Welche Konsequenz hat chronische Kombinationsbestrahlung in vivo?

APS5:  Fiihrt IRA bzw. Kombinationsbestrahlung zur Immunsuppression?
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Arbeitspaket 1, 2: Wirkung der Kombinationsbestrahlung auf dermale und epidermale Haut-
zellen.

Ergebnisse:

Unsere bisherigen Befunde zeigten, dass i) die Apoptoserate nach simultaner Bestrahlung
(UVB+UVA, UVB+UVA+IRA, UVB+UVA+VIS+IRA) im Vergleich zur UVB-
Einzelbestrahlung signifikant geringer ist, ii) und dosisabhingig durch UV A-Strahlung ver-
mittelt wird, (iii) dieser Effekt nicht durch VIS und IRA modifizierbar ist, und ihm eine
UVA-induzierte Modulation des extrinsischen Apoptose Signalwegs auf Ebene der Zell-
membran zu Grunde liegt. In diesem Berichtszeitraum konnte neu gezeigt werden, dass (iv)
dieser Effekt sich nicht nur in HaCaT Keratinozyten, sondern auch in primiren humanen Ke-
ratinozyten beobachten ldsst. Dariiber hinaus wurde mittels spezifischer Caspase-Inhibitoren
und Substanzen, die gezielt die Struktur bzw. die Zusammensetzung der Zellmembran modi-
fizieren, gezeigt, dass (v) die durch UVA-Strahlung vermittele Modulation der UVB-
induzierten extrinsischen Apoptose durch UVA-induzierte Verdnderungen in der Lipid-
Zusammensetzung der Zellmembran zu erkldren ist. Dies fiihrt zu einer verminderten Trime-
risierung von Todesrezeptoren und somit zu einer reduzierten Aktivierung der Caspase-8 bzw.
Caspase-3.

Die innerhalb des Konsortiums beschlossenen Modifikationen an der KAUVIR-Lampe wur-
den durchgefiihrt.

Arbeitspakete 3, 4 und 5: Sdmtliche Modifikationen wurden ebenfalls an der fiir die in vivo
Versuche vorgesehenen Bestrahlungseinheit vorgenommen. Aktuell werden die ersten in vivo
Versuche unter Verwendung akuter Bestrahlungsprotokolle durchgefiihrt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Arbeitspaket 1, 2: Der nach Kombinationsbestrahlung auftretende modulierende Effekt von
UVA-Strahlung auf die UVB-induzierte Apoptose soll in den ndchsten Experimenten weiter
charakterisiert werden. Hierfiir werden in den aktuellen Experimenten sequentielle Bestrah-
lungen mit Kombinations- und Einzelbestrahlungen verglichen.

Arbeitspakete 3, 4 und 5: Nach Abschluss der ersten in vivo Experimente, in denen die akute
Stressantwort nach Einzel- und Kombinationsbestrahlung untersucht wird, werden wir die
ersten Langzeitbestrahlungen durchfiihren.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Krutmann J., Sondenheimer K., Grether-Beck S., Haarmann-Stemmann T. (2018): Combined,
Simultaneous Exposure to Radiation Within and Beyond the UV Spectrum: A Novel Ap-
proach to Better Understand Skin Damage by Natural Sunlight. In: Krutmann J., Merk H.
(eds.) Environment and Skin (pp 11-16). Springer, Cham

Sondenheimer K and Krutmann J (2018): Novel Means for Photoprotection. Front. Med.
5:162.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Technische Universitidt Darmstadt, Karolinenplatz 5,
64289 Darmstadt 02 NUK 036D

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt KAUVIR: Kombination statt Addition — UV bis IR Strahlung in der Krebs-
entstehung und Alterung, Teilprojekt D

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2014 bis 31.08.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
1.024.872,00 EUR Dr. Rapp

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das solare Spektrum enthélt unterschiedliche spektrale Komponenten: UVA, -B, sichtbares Licht und
Infrarot, die jeweils ein unterschiedliches biologisches Wirk- und Schéddigungsprofil aufweisen. Fiir
das Verstindnis der schidlichen Wirkung fiir den Menschen und fiir eine daraus resultierende relevan-
te Risikoabschitzung ist es essentiell, die kombinierte Aktion von UV- bis IR-Strahlung in ihrer bio-
logischen Wirksamkeit in Modellsystemen der Haut zu untersuchen. Durch die Analyse unterschiedli-
cher Parameter in 2D- wie auch in speziellen 3D-organotypischen Kulturen zur Identifizierung und
Langzeitregeneration der epidermalen Stammzellen und der in vivo Maushaut soll es ermoglicht wer-
den, die Wirkmechanismen kombinierter Strahlung auf zelluldrer und (epi)-genetischer Ebene aufzu-
kléren.

Teilprojekt D befasst sich mit folgenden Fragen: Realisierung und Validierung der Strahlungsquelle
mit unterschiedlichen spektralen Anteilen. Charakterisierung des DNA Schadens der Kombinations-
strahlung im Vergleich zu den einzelnen Strahlqualititen. Charakterisierung der DNA Reparaturki-
netiken der Kombinationsbestrahlung im Vergleich zu den einzelnen. Differenzierte DNA Scha-
densprofile in Zellen die der Hautalterung unterlegen sind.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Fiir die Umsetzung wird eine kombinierte und beziiglich UVA und —B variable Strahlenquelle fiir alle
AGs entwickelt. Die Forschungsschwerpunkte der Verbundpartner sind: Gewebe- und Telomerregula-
tion (AG1); epigenetische Kontrolle zelluldrer Funktionen auf DNA- bzw. Histon-Ebene (AG2); IR-
Signaling/Mitochondrienintegritidt und AhR-Signaling (AG3); DNA Reparatur und Damage Signaling
(AG4); Die enge Zusammenarbeit der interdisziplinar aufgestellten AGs schafft Synergieeffekte, die
neben der wissenschaftlichen Diskussion den Austausch von Methoden und Materialien, gemeinsame
Publikationen sowie die Ausbildung von Nachwuchswissenschaftlern betreffen.

Die Arbeitspakete und Meilensteine des Teilprojekts D sind:

- Konstruktion, Charakterisierung und Validierung der Strahlungsquelle
Planung, Simulation und praktische Umsetzung der Konstruktion der Kombinationsstrahlenquelle
inklusive Einkopplung in ein Mikroskop (MS1)

- Wellenldngenabhéngigkeit der DNA Schadensantwort
Charakterisierung der Schadensantwort im Lebendzellsystem bei Kombinations- und Einzel-
Bestrahlung (MS2+3)

- DNA Schadensprofile der Kombinationsbestrahlung
Messung der DNA Schadensprofile nach isolierter und kombinierter Exposition (MS4)
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- DNA Schadensantwort und Zellalterung
Vergleichende Charakterisierung der DNA Reparatur in gealterten, Chondrozyten-dhnlichen Fib-
roblasten und nicht gealterten Fibroblasten, unter Verwendung der Lebendzellmikroskopie (MSS5).

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Im Berichtszeitraum wurde die im Projektantrag beschriebene Spring School: Kompetenzerhalt im
Strahlenschutz “Non-ionizing and ionizing radiation: Mechanisms and consequences” gemeinsam
vom KAUVIR Konsortium in Diisseldorf durchgefiihrt (25.-27.4.2018). Dabei waren mehr als zehn
Sprecher aus den unterschiedlichsten Bereichen der ionisierenden und nichtionisierenden Strahlenfor-
schung anwesend, die verschiedene Aspekte der Strahlenforschung und des Kompetenzerhalts den
iiber 20 Teilnehmern aus unterschiedlichen Standpunkten présentierten. Es wurden unterschiedliche
Gesichtspunkte aus der Perspektive der industriellen Forschung, des Strahlenschutzes sowie der aktu-
ellen Forschung présentiert. Hervorzuheben ist, dass die Teilnehmer nicht nur aus den Reihen des
Konsortiums, sondern aus mehreren weiteren Institutionen und sogar aus dem Ausland an der Spring
School teilgenommen haben.

Im Rahmen des Lampenbaus wurden im Januar und Mérz 2018 die letzten Filter (UVB longpass und
UVB shortpass) geliefert und im Anschluss in allen Anlagen installiert. Basierend auf dieser neuen
Filterkombination wurde die passende Abschwichung der UVB-Strahlungsquelle neu vermessen und
in den einzelnen Bestrahlungsanlagen angepasst. Im Rahmen der Spring School wurde im Anschluss
daran von allen Projektpartnern die aktuelle Dosimetrie présentiert sowie die fiir die Ringvalidierung
notwendigen Messungen besprochen. Die physikalische Ringvalidierung wurde im Berichtzeitraum in
jeder Gruppe durchgefiihrt und zentral beim Projektpartner in Buxtehude ausgewertet. Basierend auf
diesen Validierungsergebnissen werden momentan die biologischen Ringvalidierungen an jeder Be-
strahlungsanlage durchgefiihrt.

Fiir die Projektarbeiten innerhalb des Konsortiums wurde die beiden ausgewéhlten Zelllinien (HaCat
und HaSKpw) weiter charakterisiert. Dabei wurden zusétzlich zu den bereits im vergangenen Zeit-
raum durchgefiihrten Charakterisierungen im physiologischen Zustand (unbestrahlt), Bestrahlungsex-
perimente mit einzelnen Wellenldngenregimen durchgefiihrt und die Zelllinien hinsichtlich der fol-
genden Parameter untersucht: Koloniebildung, Wachstumskurven, Zellzyklusverteilung zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten bis 48 h nach Exposition, Zellmigration, Wundheilungsassays (Scratch-
Assay), CPD-Induktion und Reparatur, 6-4-Photoprodukt-Induktion und Reparatur und Apoptosemes-
sung. Diese Daten dienen als Referenz fiir die anschlieBenden Kombinationsbestrahlungen und kdnnen
durch Vergleiche mit bisherigen Daten mit weniger stringent gefilterten Bestrahlungsquellen bereits
Aufschliisse iiber Kombinationsbestrahlungseftekte ermoglichen. Ebenso wurden zu diesen Endpunk-
ten weitere Kombinationsbestrahlungsexperimente durchgefiihrt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Oberste Prioritét hat im folgenden Berichtszeitraum der Abschluss der Ringvalidierung aller Bestrah-
lungsanlagen. Dafiir werden die biologischen Validierungen an allen Anlagen abgeschlossen und zent-
ral ausgewertet. Als eine zusitzliche Sicherheit wird nochmals eine physikalsiche, spektroskopische
Messung an allen Anlagen durchgefiihrt.

Fiir die weitere Charakterisierung der kombinatorischen Bestrahlung werden zurzeit weitere Endpunk-
te etabliert (MS 2 und 4). Dazu gehort die Messung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie die
quantitative Messung von 8-oxo-dG mittels ELISA. Dariiber hinaus werden momentan DNA Scha-
densmessungen, die in situ (Comet-assay und Immunfarbung) bereits abgeschlossen sind, durch Slot-
blot Messungen komplettiert. Fiir die Lebendzellanalyse werden weitere Farbstoffe und Alternativen
zu genetisch kodierten Fluoreszenzmarkern getestet (SNPA- und CLIP-tags).

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
GSI Helmholtzzentrum fiir Schwerionenforschung GmbH,

Planckstr. 1, 64291 Darmstadt 02 NUK 037A
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt VERCHROMT: Erkennung, Verarbeitung und biologische Konsequenzen
von Chromatinschidden nach Teilchenbestrahlung, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2014 bis 31.08.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

992.585,00 EUR Dr. Jakob

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

In dem hier vorgestellten Projekt soll der Einfluss der Organisation des Chromatins in Sdugerzellen auf die
Strahlenantwort und Reparatur der erzeugten Schiden untersucht werden. Ein besonderes Augenmerk liegt dabei
in dem Wechselspiel von Chromatinstruktur und Schadenskomplexitit, wie sie bei Verwendung dichtionisieren-
der Teilchenstrahlung auftritt. In Zusammenarbeit der Arbeitsgruppen Prof. Dr. M. Lobrich (TU Darmstadt) und
Prof. Dr. G. Iliakis (Universitdt Duisburg-Essen) werden dazu verschiedene Schwerpunkte bearbeitet und die
iibergeordnete Fragestellung aus unterschiedlichen Blickwinkeln angegangen. Uber das Ziel hinaus, wissen-
schaftliche Ergebnisse und Erkenntnisse zu gewinnen, soll wissenschaftlicher Nachwuchs ausgebildet werden,
um so zum Kompetenzerhalt in der Strahlenforschung beizutragen. Dazu dient die Einstellung von Doktoranden
und die Rekrutierung beziehungsweise Weiterbeschéftigung von talentierten Postdoktoranden, die neben der ei-
gentlichen Forschungsarbeit durch die Vernetzung im Verbundprojekt sowie die regelméfigen Seminare iiber
strahlenbiologische und strahlenbiophysikalische Themen an die Strahlenforschung herangefiihrt bzw. die vor-
handenen Kenntnisse vertieft werden.

Im Teilprojekt (AP1: Einfluss der Chromatinstruktur und strukturbildender Faktoren auf die friihen Ereignisse
von Reparaturprozessen nach Bestrahlung) der GSI liegt der Schwerpunkt der Untersuchg. in der Wechselwir-
kung heterochromatischer und chromatinmodulierender Faktoren auf die Reparatur komplexer DNA Schiaden
nach Teilchenbestrahlung. Hierbei wird bes. der Einfluss der Komplexitit auf die Auswahl des Reparaturweges
untersucht, aber auch die rdumliche Lage und gegebenenfalls Umorganisation der Schidden beziiglich des nukle-
aren Heterochromatins im zeitlichen Verlauf der Schadensprozessierung und Reparatur mit einbezogen. Ein bes-
seres Verstidndnis dieser zelluldren Vorgénge und insbesondere die Rolle der Chromatinkompaktierung bezie-
hungsweise der raumlichen Lage der DNA Schéden sollen bessere Vorhersagen und Risikoabschiatzungen mog-
lich machen. Strahlenbiologisch relevante molekularbiologische und mechanistische Erkenntnisse konnen dazu
beitragen, die Strahlentherapie von Tumoren im Sinne kombinatorischer Therapieansétze weiterzuentwickeln.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

API:

- Erfassung und Identifizierung strahlungsinduzierter Interaktionspartner strukturbildender heterochromati-
scher Faktoren.

- Bestimmung der Relevanz dieser Faktoren oder Interaktionen fiir die rdumlich-zeitliche Organisation der
DNA Reparatur und deren Ausgang.

- Optimierung und Erweiterung von Methoden/Techniken zur Beobachtung und Quantifizierung strahlungsab-
hingiger Chromatindekondensation.

- Geklart werden soll auch die GroBenverteilung der Schadensdoménen als Grundlage fiir die Weiterentwick-
lung des ,,Local Effect Models zur Ubertragung experimenteller Daten aus Rontgenstrahlexperimenten auf
die Effekte nach Teilchenbestrahlung*.

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Nachdem bereits frither im Projekt nach Kohlenstoffbestrahlung eine Verringerung der CtIP und RPA Rekrutie-
rung an DNA Doppelstrangbriiche (DSB) nach RNF138 kd gezeigt wurde, konnte nun auch in den neu etablier-
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ten stabilen RNF138-KO-Zellen nach Rontgenbestrahlung eine verringerte RPA-Phosphorylierung nachgewie-
sen werden. Die U20S-RNF138-KO Zelllinie wurde zudem genutzt, um die DSB Reparatur nach Rontgenbe-
strahlung zellzyklusabhingig zu untersuchen. Es zeigte sich weder in G1- noch in G2-Phase-Zellen ein DSB-
Reparaturdefekt der RNF138-defizienten Zellen nach Rontgenbestrahlung, obwohl in der Literatur (Ismail et al.
Nat Cell Biol 2015) eine deutliche Strahlensensitivierung nach RNF138kd beschrieben wurde.

Mit Hilfe des zuvor etablierten ubiquitinabhéngigen Pulldowns konnte nachgewiesen werden, dass die strah-
lungsabhéngige Ubiquitinierung von CtIP in G1 im Gegensatz zur Ubiquitinierung von Ku80 RNF138 abhingig
erfolgt. Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass RNF138 nach Induktion komplexer DNA-Schéden
auch in G1 eine resektionsabhédngige DSB-Reparatur durch CtIP Ubiquitinierung stimuliert.

Zur Klarung der Frage, welche mechanistische Grundlage hinter der beobachteten Reparaturverzogerung nach
Alphabestrahlung und Sirtuininhibition steht, wurde untersucht, ob die Regulation der Resektion via CtIP-
Deacetylierung verantwortlich ist. Dazu wurde der Einfluss des Sirtuin Inhibitors Nicotinamid auf die Ausbil-
dung strahlungsabhéngiger RPA Foci (Resektionsmarker) nach Alpha- und Rontgenstrahlung untersucht. In bei-
den Féllen ergab sich kein signifikanter Einfluss der Sirtuininhibition auf die Anzahl strahlungsinduzierter RPA
Foci.

Im Bereich der Chromatinkompaktierungs-Messungen mittels Fluoreszenzlebensdauermikroskopie (FLIM) iiber
Forster-Resonanztransfer (FRET) von nucleosomalen Histonen konnte der Einfluss der Linkerldnge zwischen
Histon und Chromophor gezeigt werden. Dadurch ergeben sich Ansétze fiir zukiinftige Optimierungen.

4. Geplante Weiterarbeiten

Nach Feng & Chen (Nat Struct Mol Biol 2012) ist RNF8 in G1-Phase-Zellen essentiell, um Ku80 ubiquitinie-
rungsabhéngig von DNA Schiden im Zuge des cNHEJ zu entfernen. Die kommenden Strahlzeiten im Herbst
sollen genutzt werden, um mittels Ubiquitinierungs-Pulldown zu kléren, ob RNF8 auch bei komplexen Schédden
in G1 notwendig ist, um resektionsabhéngige DSB-Reparatur zuzulassen, fiir die eine Entfernung von Ku80 es-
sentiell ist. Des Weiteren soll mittels Inhibitoren getestet werden, ob die ATPase VCP/p97 fiir die Entfernung
von ubiquitiniertem Ku80 vom strahlungsinduzierten DSB wichtig ist und Auswirkungen auf die resektionsab-
hingige Reparatur zeigt. Dariiber hinaus soll die direkte Interaktion von RNF138 mit Ku80 bzw. CtIP mittels
Co-IP sowie die Rekrutierung dieser Faktoren an komplexe Schiden zellzyklusabhingig untersucht werden. Die
Ionenbestrahlung soll auch genutzt werden, um die DSB-Reparatur der RNF138-KO-Zellen in den verschiede-
nen Zellzyklusphasen sowie das zellulire Uberleben nach Induktion komplexer Schiden zu testen.

Die Bindung des Linkerhistons H1 an die DNA ist ma3geblich an der Kompaktierung des Chromatins und einer
damit verbundenen Aggregation der Nucleosomenstruktur im Heterochromatin beteiligt. Deshalb soll getestet
werden, ob das Linkerhiston H1 besser fiir einen kompaktierungabhéngigen Resonanztransfer zu dem nucleoso-
malen Histon H2B geeignet ist als die Kombination zweier nucleosomaler Histone.

5. Berichte, Veroffentlichungen

E. Abdollahi, G. Taucher-Scholz and Burkhard Jakob: Radiation-induced chromatin compaction changes mea-
sured utilizing fluorescence lifetime imaging microscopy of DNA binding dyes Intl. J. Mol. Sci., submitted

E. Janiel, G. Becker, G. Taucher-Scholz and B. Jakob: Establishing NAD(P)H lifetime measurements for the
analysis of the interplay between radiation and energy metabolism, GSI Scientific Report 2017 (GSI Report
2018-1)

E. Abdollahi, L. Pack, G. Taucher-Scholz and B. Jakob: Inspection of counting loss and pile up effect on fluo-
rescence lifetime recording of radiation-induced chromatin decompaction, GSI Scientific Report 2017 (GSI Rel
port 2018-1)

A. Heselich, L. Pack, G. Taucher-Scholz and B. Jakob: Influence of Sirtuin Inhibitor Nicotinamide on Radiation-
induced DNA Damage Repair, GSI Scientific Report 2017 (GSI Report 2018-1)

C. Barent, L. Pack, A. Heselich, B. Jakob, G. Taucher-Scholz and N. B. Averbeck: DNA end resection is de-
creased in RNF138 knockout cells upon irradiation, GSI Scientific Report 2017 (GSI Report 2018-1)

S. Tonnemacher, G. Becker, A. Heselich, G. Taucher-Scholz and B. Jakob: Use of TC-Tag and ReAsH as a
DNA DSB Marker in CLEM, GSI Scientific Report 2017 (GSI Report 2018-1)

M. Schork, M. Kremenovic and A. Heselich: Optimization of the detection of chromatin compaction using
FLIM-FRET. Bericht Mastermodul 2018

N. Pritsch, I. Gregorz and N. Averbeck: RPA inhibition in DNA damage response. Bericht Mastermodul 2018
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Universitatsklinikum Essen, Hufelandstr. 55, 45147 Essen 02 NUK 037B

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt VERCHROMT: Erkennung, Verarbeitung und biologische Konsequenzen
von Chromatinschiden nach Teilchenbestrahlung, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2014 bis 31.08.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

752.328,00 EUR Prof. Dr. Iliakis

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Seit vielen Jahren war die géngige Hypothese in der Strahlenbiologie, dass DSB Reparatur ausschlief3-
lich durch die Mechanismen des D-NHEJ und der HRR stattfindet. Allerdings zeigen neuere Arbeiten,
die zu einem wesentlichen Anteil aus unserem Institut kommen, dass, bei Versagen des D-NHEJ, nicht
HRR sondern eine alternative, backup Form von NHEJ (B-NHEJ) die Funktion von D-NHEJ iiber-
nimmt. In den letzten Jahren ist auch das Zusammenwirken von genomischer Architektur und Protein-
Modifikation bei der DSB Reparatur in den Fokus geraten. Welcher Reparaturweg gewéhlt wird,
scheint neben der Komplexitit des Schadens, auch von der Chromatinstruktur im Schadensbereich be-
stimmt zu werden. Ziel des vorliegenden Projektes ist es, den Einfluss der Chromatinstruktur auf die
Funktion des B-NHEJ zu untersuchen und zu testen, inwiefern die starke Einschrinkung dieses Repa-
raturweges, die in GO Zellen beobachtet wird, auf die Kondensierung des Chromatins zuriickzufiihren
ist.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Die Rolle der Kondensierung des Chromatins auf die Hemmung von B-NHEJ. DAPI-Féarbung
in Kombination mit quantitativer Bildanalyse wird fiir die Quantifizierung der Kondensierung
des Chromatins eingesetzt.

AP2: Der Einfluss von induzierten Anderungen der Chromatinstruktur durch hypotonische Behand-
lung auf den B-NHEJ in G0-Zellen.

AP3: Die Zusammenhiinge zwischen der Anderung der DNA Methylierung und der Chromatin Kon-
densierung einerseits und zwischen der Anderung der DNA Methylierung und B-NHEJ anderer-
seits. Dafiir wird die Behandlung mit 5-Aza-C und die damit assoziierten Anderungen der
Chromatinstruktur durch DAPI Féarbung erfasst und quantifiziert. Ziel ist es, unter optimierten
Behandlungsbedingungen, die eine maximale Verdnderung in der Chromatinstruktur verursa-
chen, die B-NHEJ Aktivitit zu quantifizieren. Die DNA Methylierung wird auch mittels Elisa
bestimmt und durch Sequenzierung von Bisulfit modifizierter DNA in Gruppen von 3-6 CpGs
verifiziert.

AP4: Der Methylierungsstatus von GO und G1 Zellen wird untereinander und mit Parametern, die die
B-NHEJ Aktivitdt beeinflussen, verglichen.

APS5: Der Einfluss von miRNAs, die die Expression von DNA Methyltransferase (DNMT1) regulie-
ren, auf die Aktivitdt von B-NHEJ.

AP6: Die Auswirkungen von Proteinen der HP1 Familie durch Uberexpression bzw. Suppression mit-
tels RNA-Interferenz auf die B-NHEJ Aktivitit.

AP7: Da Zellen mit Defekten in DNA-PKcs keine Hemmung von B-NHEJ in GO zeigen, sollen die
Wechselwirkungen von DANN-PK auf die Chromatinstruktur analysiert werden.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass globale Chromatinrelaxierung, induziert durch Inkubation in hypoto-
nem Medium, die Zellteilung (gemessen an Zellzahlen, H3pS10-Farbung, DNA-Féarbung und Durch-
flusszytometrie) voriibergehend stoppt. Diese Unterbrechung ist unabhéngig von den bekannten G2-
Checkpoint induzierenden Kinasen (ATM und ATR) und nur auf die Verianderung der Chromatin-
struktur zuriickzufiihren. Des Weiteren konnte mithilfe von DSB-Reporterassay-Zelllinien gezeigt
werden, dass globale Chromatinrelaxierung die Reparatureffizienz von c-NHEJ, HRR und auch alt-EJ
erheblich verschlechtert, aber Single-Strand-Annealing (SSA)-Reparaturevents um das Dreifache stei-
gert. Globale Chromatinkon-densierung hingegen (induziert durch Behandlung mit hypertonem Medi-
um) inhibiert alle untersuchten DSB Reparaturwege. In Survival-Experimenten wurde ebenfalls eine
stirkere Sensibilisierung der Zellen auf IR durch Chromatinkondensierung im Gegensatz zur Relaxie-
rung festgestellt.

Um die Mechanismen des Methyltransferase-Inhibitors Chaetocin, der fiir eine verbesserte Reparatur
durch alt-EJ in serum-deprivierten HCT116 Ligd™ Zellen sorgt, besser zu verstehen, wurden Schliis-
selelemente der DDR-Signalwege (ATM, ATR und CDKs) untersucht. Die Kombination von Chae-
tocin mit der Inhibierung von ATM zeigte eine Abhingigkeit der verbesserten alt-EJ Effizienz von
ATM. Da diese Kinase an den MRN Komplex gebunden ist und zusammen mit CtIP die Resektion der
Briiche einleitet, wurde untersucht, ob CtIP-Level (die in serum-deprivierten Zellen niedriger sind)
durch die Behandlung mit Chaetocin wieder erhoht werden. Allerdings konnte weder eine Verinde-
rung der CtIP-Level noch ein Unterschied in der Reparatureffizienz durch die Inhibierung von MRN
in Kombination mit Chaetocin gefunden werden, was darauf schliefen lésst, dass Resektionsfaktoren
hier keine entscheidende Rolle spielen.

Der Umstand, dass DNA-PK defiziente Zellen im Gegensatz zu anderen, in Komponenten des c-NHEJ
defizienten Zelllinien, keine Inhibierung des alt-EJ in der GO-Phase zeigen, sollte im Zusammenhang
mit der Resektion untersucht werden. Vorherige Studien haben gezeigt, dass DNA-PK defiziente Zell-
linien eine erhohte Resektionsrate vorweisen, was als mogliche Erklarung fiir die verbesserte Repara-
tureffizienz des alt-EJ dienen konnte. In verschiedenen c-NHEJ defizienten Zelllinien (MEF Lig4™,
Ku70"", Ku80” und DNA-PKcs™) konnte nach Bestrahlung mit 20 Gy Resektionsaktivitit beobachtet
werden, so lange die Zellen in der exponentiellen Phase waren. Sobald sich die Zelllinien aber in der
Plateau-Phase befanden, konnte keine Resektion mehr festgestellt werden, auch nicht in DNA-PKcs
defizienten Zellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Parameter, die iiber die Resektionsaktivitdt hinausgehen die Aktivitat
von alt-EJ beeinflussen.

4. Geplante Weiterarbeiten

- Um die Strahlensensibilisierung der Zellen, die durch globale Chromatinkondensierung und -
relaxierung hervorgerufen wird, weiter zu untersuchen, werden mittels Zytogenetik Metaphasen
nach entsprechender Behandlung auf Translokationen hin untersucht.

- Um die Effekte von Chaetocin auf die Reparatureffizienz des alt-EJ weiter zu untersuchen, soll
ein Knockdown von SUV39H1 in Zellen vorgenommen werden.

- Um weiter die verbesserte alt-EJ Effizienz in DNA-PK defizienten Zellen in der Plateau-Phase
zu untersuchen, soll der Fokus mehr auf die Chromatinstruktur in der GO-Phase und damit ver-
bundenen Genexpressions-Unterschieden gelegt werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.



102

Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Technische Universitidt Darmstadt, Karolinenplatz 5,
64289 Darmstadt 02 NUK 037C

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt VERCHROMT: Erkennung, Verarbeitung und biologische Konsequenzen
von Chromatinschidden nach Teilchenbestrahlung, Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2014 bis 31.08.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

719.412,00 EUR Prof. Dr. Lobrich

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Der Schwerpunkt des Projekts liegt auf der Untersuchung der Chromatindynamik wéahrend der Homo-
logen Rekombination (HR) in der G2-Phase und der Mitose. Mit der Erforschung dieses wissenschaft-
lichen Feldes soll ein Beitrag zum besseren Verstindnis zur Entstehung von Chromosomenaberratio-
nen und chromosomalen Instabilititen geleistet werden. Dies umfasst die Untersuchung von HR-
assoziierten Vorgingen in der Mitose. Hierbei stellt sich die Frage, welche HR-Intermediate die Mito-
se durchlaufen und welches Schicksal die Zellen im darauffolgenden Zellzyklus erfahren.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Bisherige Vorarbeiten haben gezeigt, dass Chromatinremodellierer, wie zum Beispiel ATRX
und Rad54, Funktionen bei der Homologen Rekombination einnehmen. Aufbauend auf diesen
Erkenntnissen soll nun im Rahmen dieses APs untersucht werden, bei welchen Schritten der HR
die Chromatin-verdndernden Funktionen dieser Proteine bendtigt werden. Durch die Anwen-
dung der RNA-Interferenz (si- und sh-RNA) und der Herstellung von Knock-out-Zelllinien
(CRISPR/Cas9) soll die genaue Funktion dieser Chromatinremodellierer bei einzelnen Schritten
der HR mittels fluoreszenzmikroskopischer Methoden und biochemischer Interaktionsstudien
analysiert werden.

AP2: Im zweiten AP soll untersucht werden, mit welchen HR-Intermediaten die Zellen in die Mitose
laufen, um welche Strukturen es sich hierbei handelt und welche Proteine an diesen Prozessen
beteiligt sind. In der Mitose ist das Chromatin im Gegensatz zur G2-Phase stark kondensiert, so
dass sich die Frage stellt, welche HR-assoziierten Proteine an unreparierten DSBs verweilen
konnen und moglicherweise in der Mitose weiterhin Reparaturprozesse durchfiihren. Um diese
Fragestellung zu erdrtern, sollen bekannte HR-Proteine, welche an unterschiedlichen Schritten
der HR beteiligt sind und somit spezifisch an verschiedene HR-Intermediate binden, in den ver-
schiedenen Phasen der Mitose mikroskopisch visualisiert und charakterisiert werden.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1:

AP2:

Im bisherigen Verlauf des Projekts konnte etabliert werden, dass ATRX eine Funktion bei der
Reparatur von DSBs durch den Prozess der HR besitzt. Des Weiteren konnte nach Induktion
von DSBs eine direkte Interaktion von ATRX und PCNA nachgewiesen werden. Mittels site-
directed mutagenesis konnten zudem ATRX-Deletionsmutanten etabliert werden, die spezifi-
sche Defekte in unterschiedlichen Eigenschaften von ATRX aufweisen. Fiir jede dieser Deleti-
onsmutanten wurde ein vergleichbarer DSB-Reparaturdefekt wie in ATRX-defizienten Zellen
beobachtet, was eine Bedeutung der einzelnen Eigenschaften fiir die HR nachweist. Dariiber-
hinaus wurde ein neuer Ansatz etabliert, der eine Visualisierung der DNA-Reparatursynthese
wihrend des HR-Prozesses in der Immunfluoreszenz ermoglicht. Mit diesem Ansatz konnten
nach Induktion von DSBs Reparatursynthese-Prozesse in Wildtyp-Zellen nachgewiesen werden,
jedoch nicht in ATRX-defizienten Zellen oder den zuvor beschriebenen Deletionsmutanten. Im
vorherigen Berichtszeitraum wurden mit PCNA und RFC zwei weitere Faktoren identifiziert,
die fiir die ATRX-abhéngige DSB-Reparatur von Bedeutung sind. So wurden nach Depletion
dieser Faktoren ebenfalls der fiir ATRX-defiziente Zellen -charakteristische DSB-
Reparaturdefekt sowie eine ausbleibende DNA-Reparatursynthese nachgewiesen. Auflerdem
konnte eine direkte Interaktion von ATRX mit RFC und PCNA nachgewiesen werden. Zusam-
mengefasst verdeutlichen diese Ergebnisse eine essentielle Funktion von ATRX fiir die DNA-
Reparatursynthese wihrend der HR.

In diesem Berichtszeitraum wurde nun die Funktion von ATRX wihrend der Chromatin-
Remodellierung im Zuge der DSB-Reparatur genauer untersucht. Da bekannt war, dass ATRX
zusammen mit dem Faktor DAXX fiir den Einbau der Histonvariante H3.3 ins Chromatin beno-
tigt wird, sollte nun die Bedeutung von Histon H3.3 und DAXX fiir die HR bestimmt werden.
H3.3- und DAXX-depletierte Zellen zeigten dabei vergleichbare Defekte in der Reparatur HR-
abhédngiger DSBs und in der DNA-Reparatursynthese, wie sie bereits in ATRX-defizienten Zel-
len beobachtet wurden. Dariiberhinaus konnte nach DNA-Schiddigung eine Interaktion von
ATRX mit Histon H3.3 sowie mit DAXX mittels Co-Immunprézipitation nachgewiesen wer-
den. Zum Abschluss wurde ein neuer, Immunfluoreszenz-basierter Ansatz etabliert, der eine Vi-
sualisierung des Einbaus von Histon H3.3 ins Chromatin ermdglicht. Hiermit konnte ein Einbau
von H3.3 ins Chromatin im Zuge der DSB-Reparatur nachgewiesen werden, welcher durch eine
Depletion von ATRX, DAXX, PCNA oder RFC1 fast vollstindig unterbunden wurde.

Dieses Arbeitspaket wurde bereits abgeschlossen, da alle Ziele erreicht wurden. So wurde im
Rahmen dieses Arbeitspakets gezeigt, dass Zellen mit fortgeschrittenen HR-Intermediaten in die
Mitose eintreten konnen, um diese dort weiter zu prozessieren.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1:

Es sind verschiedene Tumorlinien bekannt, die kein ATRX exprimieren, aber dennoch in der
Lage sind DSBs mittels HR zu reparieren. Dies wirft die Fragen auf, wie der HR-Prozess in die-
sen Zellen ablduft und ob es Unterwege der HR gibt, welche unabhingig von ATRX sind. Um
diese Fragen zu beantworten, wurden bereits erste Experimente durchgefiihrt, die im weiteren
Verlauf des Projekts weitergefiihrt werden sollen.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Juhasz, S., Elbakry, A., Mathes, A., Lobrich, M. (2018): ATRX Promotes DNA Repair Synthesis and
Sister Chromatid Exchange during Homologous Recombination. doi:10.1016/j.molcel.2018.05.014
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitdt Miinchen,

Ismaninger Str. 22, 81675 Miinchen 02 NUK 038A
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt Endothelzellen: Effekte niedriger, mittlerer und hoher Strahlendosen auf
primire mikrovaskuldre Endothelzellen unterschiedlicher Normalgewebe; Teilprojekt A
Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.01.2015 bis 31.12.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

762.720,00 EUR Prof. Dr. Multhoff

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Neben der linearen dosis-abhidngigen Zunahme des Krebsrisikos nach Bestrahlung werden sog. ,,deterministi-
sche* Effekte diskutiert, die nach Uberschreiten eines Schwellenwerts zu Hypoplasien und Zelluntergang im
Normalgewebe fithren kdnnen. Epidemiologische Studien zu strahleninduzierten kardiovaskulidren und zerebro-
vaskuldren Effekten und experimentelle Daten zu Strahlen-induzierten immunologischen Reaktionen untermau-
ern die Zweifel an der ,,Schwellenwert“-Hypothese. Das kritischste Zielgewebe spéter Schaden nach niedrigen
und mittleren Strahlendosen ist die Mikrovaskulatur d. h. am Endothel sensitiver Organe. Risikoanalysen niedri-
ger und mittlerer Strahlendosen und -dosisraten und deren Mechanismen sollen im vorliegenden Forschungsvor-
haben an Labortieren untersucht werden. Zielsetzung dieses Antrages ist es, primédre Endothelzellen aus unter-
schiedlichen Organsystemen nach zielgerichteter Bestrahlung in hoher Qualitit reproduzierbar zu gewinnen
(Siewert et al. PLoS One 2014) und molekular zu charakterisieren.

Arbeitshypothese: Epidemiologische Studien belegen, dass eine niedrig-dosierte Bestrahlung am Herzen nach
einer 5 bis 20-jdhrigen Latenzzeit die Haufigkeit von Myokard-Infarkten signifikant erhoht, obwohl das Herz
iiber viele Jahre hinweg als eines der strahlenresistentesten Organe angesehen wurde (Schultz-Hector et al.
2007). Unsere Arbeitshypothese besagt, dass ionisierende Strahlung chronische Entziindungen in der Mikrovas-
kulatur auslost, die langfristig dann Schiden am Kardiovaskuldren System am Herzen verursachen kénnen. Mit
unserer neu entwickelten Methode konnen wir lebende und funktionell aktive priméire mikrovaskuldre Endothel-
zellen aus verschiedenen Geweben der Maus (Sievert et al. 2014; Pressler 2008) in verschiedenen Altersgruppen
isolieren.

Zusammenarbeit mit HMGU Institut fiir Strahlenbiologie Dr. Tapio (02NUKO038B). Folgevorhaben von
02NUKOO7E (Verbundprojekt ,,Individuelle Strahlenempfindlichkeit und genomische Instabilitét*).

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

- Aufklirung der funktionellen Anderungen von pathogener Relevanz in mikrovaskuliren Endothelzellen
(mECs) isoliert aus Herz, Haut, Leber und Lunge von C57BI/6 Méausen nach Bestrahlung mit unterschied-
lichen Strahlendosen (0,2 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 8 Gy, 16 Gy).

- Vergleichende phéanotypische Charakterisierung von frisch isolierten mECs aus nicht bestrahlten und be-
strahlten (2 Gy, 4 Gy, 8 Gy, 16 Gy) Tieren mittels Durchflusszytometrie.

- Analyse der migratorischen Kapazitdt von mECs unter statischen Kulturbedingungen und unter Fluss-
/Scherstressbedingungen (IBIDI System) (Riederer et al. 2008).

- Interaktion von mECs (nicht bestrahlt und bestrahlt) mit Subpopulationen von Leukozyten unter statischen
Bedingungen und unter Fluss/Scherstressbedingungen.

- Erfassung der histologischen und immunhistologischen Anderungen von nicht bestrahlten und mit niedri-
gen Dosen bestrahlten mECs. Quantifizierung der infiltrierenden Lymphozyten.

- Vergleichende Proteom-Analyse von ECs aus Schein-bestrahlten und bestrahlten Geweben von unter-
schiedlicher Herkunft.

- Vergleichende Transkriptom-Analysen von ECs aus Schein-bestrahlten und bestrahlten Geweben von un-
terschiedlicher Herkunft.

- Integrierung der Daten zu einem Modell iiber den biologischen Mechanismus der strahlen-induzierten Pa-
thogenese.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Die Verwendung des neu etablierten Bestrahlungsprotokolls an der CT-bildgestiitzten Bestrahlungsanlage
»Small Animal Radiation Research Platform™ (SARRP) ermoglichte eine komplette Herz-Bestrahlung, bei der
nur 18 % der Lunge direkt mitbestrahlt wurden. Dadurch konnte das symptomfreie Uberleben der Mause nach
einer klinisch relevanten Herz-Bestrahlungsdosis von 16 Gy auf mind. 50 Wochen verldngert werden. Das neue
Bestrahlungsprotokoll erlaubt somit erstmals die Analyse von Langzeiteffekten am bestrahlten Herz- und am ge-
ringfligig bestrahlten Lungengewebe sowie deren Auswirkung auf das nicht bestrahlte Lungengewebe (abscopa-
ler Effekt). Wir konnten zeigen, dass die Entziindungsmarker ICAM-1 und VCAM-1 20 bis 50 Wochen nach 8
und 16 Gy auf Herz-Endothelzellen konstant signifikant erhdht waren. Ein weiterer Entziindungsmarker FAT,
der auch eine wichtige Rolle beim Fettstoffwechsel besitzt, wurde ebenfalls bis 50 Wochen nach 8 und 16 Gy
signifikant erhoht exprimiert. Der Entziindungsmarker PECAM-1 zeigte, im Gegensatz zu 8 Gy, eine signifikan-
te Erhohung 20 bis 40 Wochen nach der 16 Gy Herz-Bestrahlung, die sich 50 Wochen nach Bestrahlung wieder
normalisiert hatte. Der Entziindungsmarker ICAM-2 wies 20 bis 50 Wochen nach Bestrahlung mit 8 und 16 Gy
keine Verdnderungen auf. Die permanente erhohte Expression von ICAM-1, VCAM-1 und FAT auf Herz-
Endothelzellen bis zu 50 Wochen kdnnte zu einer chronischen Entziindung mit anschlieenden kardiovaskuldren
Schiden fiihren.

Um Unterschiede der Strahlensensitivitit von nicht-proliferierenden (Normalgewebsendothel) und proliferieren-
den Geweben (Tumore) zu analysieren, wurden neben Herz-Endothelzellen auch primire Endothelzellen aus
subkutanen Melanom-Tumoren (B16F0) nach lokaler 16 Gy in vivo Bestrahlung des Tumors isoliert und durch-
flusszytometrisch analysiert.

4. Geplante Weiterarbeiten

Derzeit erfolgt die Analyse der Daten von Bestrahlungseffekten an isolierten Lungen-Endothelzellen aus be-
strahlter und nicht bestrahlter Lunge nach in vivo Herz-Bestrahlung mit 8 und 16 Gy nach 20, 30, 40 und 50
Wochen, um Langzeiteffekte direkter Lungen-Bestrahlung und den abscopalen Effekt zu erfassen.

Die Auswertung der Daten von Tumor-Endothelzellen nach 16 Gy in vivo Bestrahlung wird zurzeit durchge-
fiihrt. Die Ergebnisse konnten zu einer verbesserten Bestrahlungsplanung und Tumorkontrolle fithren. Zusétzlich
ist eine Proteom-Analyse der eingefrorenen Endothelzellen aus nicht bestrahlten und bestrahlten Tumoren in
Vorbereitung (Institut fiir Strahlenbiologie, HMGU). Weitere in vivo Bestrahlungsversuche mit 16 Gy an Mela-
nom-Tumore sind vorgesehen.

Die Interaktion isolierter Herz-Endothelzellen nach in vivo Bestrahlung mit Leukozyten soll im Flusssystem
(Ibidi) untersucht werden. Dazu muss ein neuer Versuchsaufbau bestehend aus unterschiedlichen Zelltypen etab-
liert werden.

Um den Einfluss einer Brustkrebsbestrahlung von Patientinnen auf Erkrankungen des Herzkreislaufsystems bes-
ser zu verstehen, soll eine Teilbestrahlung des linken Herzens von Méusen mit Hilfe der SARRP Maschine er-
folgen. Diese Ergebnisse sollen mit Daten von humanen Brustkrebs-Patientinnen korreliert werden, bei denen es
wihrend einer Strahlentherapie ebenfalls zu einer Teilbestrahlung des Herzens gekommen ist.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Sievert W., Stangl S., Steiger K., Multhoff G.: Improved overall survival of mice by reducing lung side effects
high-precision heart irradiation using a small animal radiation research platform. Int J Radiat Oncol Biol Phys
101(3):671-679, doi: 10.1016/].ijrobp.2018.02.017, 2018

Lechner P., Buck D., Sick L., Hemmer B., Multhoff G.: Serum heat shock protein 70 levels as a biomarker for
inflammatory processes in multiple sclerosis. Mult Scler J Exp Transl Clin. doi: 10.1177/2055217318767192,
2018

Shevtsov M., Huile, G., Multhoff G.: Membrane heat shock protein 70: a theranostic target for cancer therapy.
Phil Trans R Soc B 373: 2016.0526. http://dx.doi.org/10.1098/rstb2016.0526
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Helmholtz Zentrum Miinchen Deutsches Forschungszentrum fiir

Gesundheit und Umwelt (GmbH), Ingolstddter Landstr. 1, 02 NUK 0388
85764 Neuherberg

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt Endothelzellen: Effekte niedriger, mittlerer und hoher Strahlendosen auf
primire mikrovaskuldre Endothelzellen unterschiedlicher Normalgewebe; Teilprojekt B
Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.01.2015 bis 31.12.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

367.263,00 EUR Dr. Tapio

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Ziel des vorliegenden Projektes ist es, die Wirkung niedriger, mittlerer und hoher Dosen
ionisierender Strahlung in einem Bereich zwischen 0,2 Gy und 16 Gy auf mikrovaskulédre En-
dothelzellen (ECs) gewonnen aus unterschiedlichen Normalgeweben zu studieren. Im Beson-
deren sollen die Interaktionen zwischen mikrovaskuliren ECs und Immuneffektorzellen in
vitro und im Mausmodell untersucht werden. Wir werden uns auf Herz, Subkutis, Leber und
die Lunge als Hochrisiko-Organe konzentrieren.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

API1: Vergleichende Proteom-Analyse von ECs aus Schein-bestrahlten und bestrahlten Ge-
weben von unterschiedlicher Herkunft.

AP2: Vergleichende Transkriptom-Analysen von ECs aus Schein-bestrahlten und bestrahl-
ten Geweben von unterschiedlicher Herkunft.

AP3: Integrierung der Daten zu einem Modell iiber den biologischen Mechanismus der
strahlen-induzierten Pathogenese.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

In dem Zwischenbericht von 31.07.2016 ist die etablierte Plattform schon beschrieben. Hieran
wurde nun fiir weitere Vorhaben die Analyseplattform gedndert. Die Datenakquise wurde von
einem Daten-abhdngigen in einen Datenunabhéngigen Modus geédndert, was eine Anpassung
der Analyse-Software erforderte. Aufgrund der erstmals verwendeten Analyse-Software wur-
de weiterhin eine weitere Freeware (Skyline) etabliert, um die noch neue datenunabhingige
Auswertung durch ein zweites Analysetool zu validieren.

Die Endothelzellen von Herz und Lunge von lokal im Herz mit 10 Gy bestrahlten und schein-
bestrahlten Mdusen wurden so analysiert. Bei der Bestrahlungsplattform handelte es sich um
die sogenannte ,,small animal radiation research platform®. Scheinbestrahlung bedeutet, dass
die Maus ein CT erhalten hat. In bestrahlten Mausen wird dies benétigt, um die lokale Be-
strahlung des Herzens und der Lunge zu ermdglichen ohne weitere Organe groBeren Strah-
lendosen auszusetzen. Neben der starken Immunreaktion des Mauslungenendothels auf die
erfolgte Bestrahlung deuten die deregulierten Proteine auch auf eine funktionelle Verdnde-
rung der Proteinexpression hin. Die Strahlenantwort der primdren, Mausherzendothelzellen
war schwicher ausgeprégt als im mitbestrahlten Lungenendothel, was auf eine hohere Strah-
lensensitivitit des Lungenendothels zuriickzufiihren ist.

Ein weiterer Vergleich mit den unter Scherspannung kultivierten Zellen zeigt, dass die Aus-
wirkungen der Scherspannung auf die Herzendothelzellen nicht nur die Strahlensensitivitét
weiter reduziert, sondern auch stirkere Auswirkungen auf die Zellen ausiibt, als es die Strah-
lung vermag. Auf Scherspannung beruhende Verdnderungen werden durch die Bestrahlung
noch verstirkt. Die damit verbundenen Anderungen im Proteom sind an der Organisation des
Zytoskelettes und der Morphologie der Zelle beteiligt. Durch Bestrahlung wurden weiterhin
Stoffwechselprozesse dereguliert.

Weiterhin steht die Analyse der Messung einer bestrahlten humanen Endothelzelllinie bevor,
um tiefere Einblicke in die Immunantwort und Entziindungsreaktion als Folge der strahlenin-
duzierten DNA Schidden zu bekommen.

4. Geplante Weiterarbeiten

Im letzten Bericht (Zeitraum 01.07.2017 - 31.12.2017) wurde iiber die gemeinsame Auswir-
kung der Scherspannung und der Bestrahlung berichtet. Hierfiir sind Validierungsexperimente
geplant, um eine Publikation der Studie zu ermdglichen. Weiterhin sind die Zellkulturexperi-
mente geplant, um die Auswirkungen der Strahlung auf Endothelzellen und Kardiomyocyten
zu analysieren. Des Weiteren sind geplant die Auswirkungen des Sekretoms der Endothelzel-
len auf Kardiomyocyten zu analysieren. Eine Proteom-Analyse der Endothelzellen von unbe-
strahlten und bestrahlten Melanomen ist vorbereitet.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Universitdtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz,

Langenbeckstr. 1, 55131 Mainz 02 NUK 0424
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenempfindlichkeit: Identifikation biologischer
und epidemiologischer Langzeitfolgen, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2015 bis 31.03.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
2.095.956,00 EUR Prof. Dr. Blettner

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Ziel des Vorhabens ist die Erforschung des Zusammenhangs zwischen therapeutischer Strahlenexposition
im Kindesalter mit genetischen Verdnderungen in Bezug auf Langzeitfolgen. Dies soll mit epidemiologi-
schen Methoden im Rahmen einer Kohorten-Studie zur Auswertung der im DKKR erfassten Zweittumor-
Ereignisse untersucht werden (AP1). Mit einer molekularepidemiologischen Fall-Kontroll-Studie werden
Zellproben von Personen ohne Tumorereignis mit denen von Patienten von priméren und sekundéren Tu-
moren in Bezug auf das Genom und Genexpression vor und nach Bestrahlung verglichen (AP2). Die not-
wendigen statistischen und bioinformatischen Mittel werden in AP3 entwickelt. Strahlenbedingte epigene-
tische Verdnderungen in der Genregulation werden in AP4 untersucht. Untersuchungen auf genomischer
Ebene zur Erforschung spontaner und strahleninduzierter Verdnderungen der Telomere (AP7a) und dosi-
metrische Untersuchungen zur Ganzkorperdosisbelastung durch strahlentherapeutische Behandlungen mit-
tels strahleninduzierter genomischer Lésionen (AP7b) sind geplant.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1l:  Epidemiologische Auswertung von im DKKR erfassten Second-Tumor Ereignissen nach therapeu-
tischer Exposition zu Strahlung (SCAR)

AP2: Fall-Kontroll-Studie zu Krebserkrankungen im Kindesalter und molekularer Epidemiologie
(KIKME) - Genomweite Analyse von Unterschieden in der strahlenassoziierten, genetischen
Krebssuszeptibilitét

AP3:  Statistische Techniken zur integrativen genomweiten Analyse

AP4:  Copy-Number-Variation und Methylierung vor und nach Bestrahlung

AP7a: Genomische Stabilitit bei Malignomerkrankungen im Kindesalter

AP7b: Biologische Dosimetrie nach Radiotherapie

AP Koord.: Koordination des ISIBELA-Verbundes sowie der Aus- und Weiterbildung

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1:  Fiir die Bestrahlungen im Rahmen einer ALL Therapie konnten die ersten Dosen mittels der Phan-
tome erfolgreich rekonstruiert und ausgewertet werden. Die Therapieprotokolle fiir Hodgkin- wie
non-Hodgkin-Lymphome liegen vor und eine Dosimetrie und Auswertestrategie hierfiir wurde
entwickelt.

AP2: Im Verlauf des letzten Halbjahres wurde die Rekrutierung von Patienten mit mehreren priméren
Neoplasien und den dazu gematchten Patienten mit nur einer primiren Neoplasie in der Klinik und
Poliklinik fiir Radioonkologie und Strahlentherapie fortgefiihrt. Zu den Krebspatienten wurden
weiterhin krebsfreie Kontrollpatienten im Zentrum fiir Orthopadie und Unfallchirurgie rekrutiert.
Im ersten Halbjahr des Jahres 2018 konnten Zelllinien von weiteren 114 ehemaligen Kinderkrebs-
patienten mit einer Primérneoplasie, von weiteren 20 ehemaligen Kinderkrebspatienten mit mehre-



AP3:

AP4:

AP7a:

AP7b:
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ren Primérneoplasien sowie von weiteren 32 krebsfreien Kontrollprobanden erstmals kultiviert
werden. Aus diesen 166 Zelllinien wurde anschlieBend DNA extrahiert. Dariiber hinaus wurden
bei weiteren 25 gematchten Tripletts zeitgleich Bestrahlungsexperimente durchgefiihrt und RNA
im Anschluss extrahiert.

Die neuen RNA-Seq Daten wurden prozessiert. Die Pipeline fiir die Analyse der Whole Genome
Sequenzdaten (WGS) wurde aufgesetzt und getestet.

Die Ergebnisse aus der Bisulfitanalyse der Patienten wurden in Form eines Vortrags auf der
DEGRO 2018 vorgestellt und sind nun in einer Publikation zusammengefasst (Publikation in sub-
mission prozess). Die Korrelation der CGH Analysen 2N, 1N und ON Datensitze mit RNA-SEQ
Datensitzen des Triplett Experiments sind abgeschlossen. Bestdtigungsexperimente wurden im
Rahmen einer med. Doktorarbeit (Miriam Endres) erfolgreich durchgefiihrt. DNA- Deletionsanaly-
sen nach Bestrahlung 2N, 1N und ON sind abgeschlossen (Bachelorarbeit Lukas Wagner).
Bestrahlungsexperimente mit 21 Tripletts, d. h. 63 Zelllinien von 3 gematchten Spendern (Kontrol-
le, PN und SN) der GenkiK/KIKME Phase I Fibroblasten, wurden erfolgreich durchgefiihrt. Bisher
zeigen die Analysen von 17 Tripletts keine Unterschiede in der zelluldren oder chromosomalen
Radiosensitivitdt zwischen den Studienpopulationen. SN-Spender zeigten spontane chromosomale
Instabilitdten

Die Analyse von DNA Doppelstrangbriichen in peripheren Leukozyten von 10 Patienten (6 x Or-
thovoltgerit, 4 x Linearbeschleuniger) zeigen bisher keine Unterschiede in der Dosisbelastung der
Patienten zwischen den Bestrahlungstechniken.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1:

AP2:

AP3:

AP4:

AP7a:
AP7b:

Die Therapiedatenerhebung wird weiter fortgefiihrt. Weitere Protokolle werden in die Therapie-
planungssoftware eingepflegt und Dosisvolumenhistogramme erstellt. Weiter werden Verfahrens-
weisen fiir Schitzung der Unsicherheit der Dosen erntwickelt.

In den folgenden sechs Monaten soll die Rekrutierung von Probanden mit Sekundérneoplasie und
Primérneoplasie sowie von krebsfreien Kontrollen in der Klinik und Poliklinik fiir Radioonkologie
und Strahlentherapie sowie im Zentrum fiir Orthopéddie und Unfallchirurgie fortgefithrt werden.
Des Weiteren sollen die gewonnenen Zelllinien weiterhin kultiviert werden und DNA extrahiert
werden. Weitere Bestrahlungsexperimente an Zelllinien sollen durchgefiihrt und RNA extrahiert
werden.

Die Prozessierung der WGS wird unter Verwendung von MOGON II durchgefiihrt. Die RNA-Seq
und der WGS Daten werden integrativ ausgewertet. Hierfiir wird Methodenforschung betrieben.
Aufgrund personaler Verzogerung bei dem Kooperationspartner in Wiirzburg, wird die Arrayhyb-
ridisierung fiir die Methylierungsanalyse voraussichtlich im Oktober 2018 ausgefiihrt. Im Moment
wird das Programm fiir die Korrelation von RNA-Seq und Methylierungsdaten (Bachelor Arbeit
Alexander Wichmann) an zwei unabhéngigen Datensitzen, Kopf-Hals und Brustkrebs, der TCGA
Datenbank getestet (Bachelorarbeit Katja Korrolew). Die Daten der RNA-Seq CGH Analyse wer-
den in Form einer Publikation zusammengefasst. Letzte Bestitigungsanalysen werden durchge-
fiihrt (med. Doktorandin Nergiz Kartal).

Finale Analysen der Chromosomenpréiparate GenkiK/KIKME I Fibroblasten.

Fortlaufende Patientenrekrutierung und Analyse.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Scholz-Kreisel, P., Kaatsch, P., Spix, C., Schmidberger, H., Marron, M., Grabow, D., Becker C., Blettner,
M. (2018): Second malignancies following childhood cancer treatment in Germany from 1980 to 2014.
Deutsches Arzteblatt Online, 115(1), 385-393. //doi.org/10.3238/aerztebl.2018.0385

Galetzka D, Bock J, Dittrich M, Zahnreich S, Altebockwinkel I, Sinizyn O, Ludwig M, Rossmann H, Spix
C, Breuksch I, Prawitt D, Maron M, Haaf T, Schmidberger H. (2018): Factors leading to changes in me-
thylation of intron 2 in RAD9A gene and their possible influence in tumor development. Vortrag
DEGRO2018
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz, Saarstr. 21, 55122 Mainz |02 NUK 042B

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenempfindlichkeit: Identifikation biologischer
und epidemiologischer Langzeitfolgen, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2015 bis 30.06.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

518.880,00 EUR Prof. Dr. Hankeln

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Der Forschungsverbund ISIBELA verfolgt das {ibergeordnete Ziel, den Zusammenhang zwi-
schen einer Strahlenexposition und der Entstehung von Folgeneoplasien bei Primédrtumoren
im Kindesalter zu erforschen. Die Verbundpartner (Universititsmedizin Mainz, Johannes-
Gutenberg-Universitit Mainz, Technische Universitdt Darmstadt, Leibniz Institut flir Praven-
tionsforschung und Epidemiologie Bremen) untersuchen die Fragestellung unter Anwendung
epidemiologischer, biostatistischer, radiobiologischer, zell- und molekularbiologischer sowie
genetischer Arbeitstechniken. Durch Anwendung von Hochdurchsatz-Genomforschung sollen
insbesondere mogliche genetische Préddispositionen fiir die Entstehung strahleninduzierter
Krebserkrankungen aufgedeckt werden. Erkenntnisse zur strahleninduzierten Karzinogenese
konnten zu einer Optimierung strahlentherapeutischer Behandlungsansétze fiithren.

Im Teilprojekt B an der Johannes-Gutenberg-Universitit Mainz werden standardisierte Ver-
fahren zur Anwendung von Hochdurchsatz-Sequenzierungstechnologie (NGS) im Rahmen
multizentrischer epidemiologischer Studien entwickelt und die entsprechenden Sequenzdaten
fiir das Projekt produziert (Teilprojekt 8).

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

API1: Absprache und Synchronisierung der Arbeitsschritte flir die NGS-Analysen

AP2: RNA-Sequenzierung von Zellkultur-Proben vor und nach radioaktiver Bestrahlung

AP3: DNA-Sequenzierung des Genoms ausgewéhlter Probanden

AP4: Replikation der genetischen Daten in einem zweiten unabhingigen Probandenkollektiv
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Im Rahmen von Vor- und Hauptversuchen wurden in der ersten Jahreshélfte 2018 insgesamt
108 RNA Proben humaner Fibroblasten-Zellkulturen (erhalten von AP2) zu RNA aufgearbei-
tet, qualitdtsiiberpriift, entsprechende Sequenzier-Bibliotheken erstellt und mit dem Illumina-
Hochdurchsatzverfahren sequenziert.

Wie in den bisherigen Versuchen wurden sowohl die Dosis der Bestrahlung als auch die Zeit
bis zu Extraktion der RNA variiert. Die Proben wurden gemal3 der von uns festgelegten Stan-
dards (beschrieben in Bericht 1/2016) tiberfiihrt, gelagert und qualitativ begutachtet. Alle ein-
gegangenen RNA-Proben erfiillten die Qualitidtsanforderungen und wurden daher zur Kon-
struktion von Sequenzierbibliotheken verwendet. Die Sequenzierung wurde jeweils mit einer
angestrebten Sequenziertiefe von ca. 20 Mio. Reads pro Bibliothek geméll den Standardpro-
tokollen der Firma Illumina fiir ,ssingle read/high output*“-Liufe auf einem HiSeq 2500-
Sequencer durchgefiihrt. Die Daten wurden zu weiteren Auswertung per FTP an die Bioin-
formatikgruppe (AP3, IMBEI Mainz) transferiert. Die Details der Abldufe sind im Bericht
1/2016 erlautert. Die schrittweise erstellten und verbesserten Erfassungen der Laufparameter
und Datensatzstatistiken wurden in den Berichten 2/2016 und 1/2017 dargestellt.

Aufgrund der im Bericht 2/2017 erlduterten Verzogerungen im Arbeitsablauf wurde eine kos-
tenneutrale Laufzeitverlangerung bis zum 30.06.2019 beantragt und zwischenzeitlich bewil-
ligt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Da wir die Prozessierung der Sequenzierproben durch die Einstellung und Einarbeitung von
Frau Dr. Regina Stiehl sicherstellen konnten sowie aufgrund der insgesamt verbesserten Rek-
rutierungsabldufe in AP2, ist im 2. Halbjahr 2018 mit der Verarbeitung von >200 Proben zu
rechnen.

Fiir die DNA-Sequenzierung der Genome auf der neuen Illumina-Sequenzierplattform No-
vaSeq wurden Anfang 2018 die Parameter und Methoden im Detail festgelegt. Ein erster
Batch von 30 DNAs wurde qualititsiiberpriift und fiir die Whole Genome-Sequenzierung vor-
bereitet.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Leibniz-Institut fiir Praventionsforschung und Epidemiologie —

BIPS GmbH, Achterstr.30, 28359 Bremen 02 NUK 042€C
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenempfindlichkeit: Identifikation biologischer
und epidemiologischer Langzeitfolgen, Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2015 bis 30.04.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

438.337,00 EUR Dr. Marron

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Die Erforschung des Zusammenhangs zwischen Strahlenexposition und Krebsentstehung im Kindesal-
ter sowie der Entwicklung von Folgeneoplasien als Langzeitfolge stellen das {ibergeordnete Ziel des
ISIBELA Forschungsverbundes dar. Die enge Zusammenarbeit mit weiteren drei Verbundpartnern
(Universitatsmedizin Mainz, Johannes-Gutenberg-Universitdit Mainz und Technische Universitit
Darmstadt) verkniipft verschiedenste Herangehensweisen aus der molekularen Epidemiologie, der
Biostatistik, der Genomik, der Molekularbiologie und der Radiodosimetrie. Durch diese umfassende
Betrachtung der Zusammenhéinge von strahleninduzierten Krebserkrankungen und genetischer Dispo-
sition konnen grundlegende Informationen zu den Mechanismen der Karzinogenese gewonnen wer-
den. Diese konnen zu Optimierungen in der Strahlentherapie herangezogen werden und als Grundlage
zur Entwicklung von Markern fiir eine genetische Krebsdisposition nach Expositionen durch Strah-
lung (z. B. nach Strahlentherapie oder Strahlenunfillen) dienen. Das Teilprojekt C am Standort Bre-
men ist dabei fiir die wissenschaftliche Leitung des Arbeitspaketes 2 (AP2) des ISIBELA Verbundes
zustindig. Dieses Arbeitspaket beschiftigt sich mit der Durchfilhrung der molekular-
epidemiologischen Fall-Kontroll-Studie KIKME (Krebserkrankungen im Kindesalter und molekulare
Epidemiologie) und der genomweiten Identifizierung von Genen und Gen-Strahlen-Interaktionen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

API1: Leitung und Design der Fall-Kontroll-Studie KIKME, in der ehemalige Kinderkrebspatienten
mit und ohne Folgeneoplasie sowie krebsfreie Kontroll-Probanden miteinander verglichen wer-
den

AP2: Genomweite Identifizierung von Genen und Gen-Strahlen-Interaktionen durch die Kombination
von Bestrahlungsexperimenten an Probandenzelllinien der KIKME Studie mit Methoden der
Hochdurchsatz-Entschliisselung von Genomen und Transkriptomen

AP3: Weitere Auswertung der erhobenen KIKME Studiendaten, insbesondere die lebenslange medi-
zinische Strahlenbelastung unter Beriicksichtigung von Chemotherapie sowie das familidre Auf-
treten von Erkrankungen

AP4: Als Vertrauensstelle in einer essentiellen Schliisselposition die Verantwortung fiir die Mehr-
fachpseudonymisierung der Proben und Untersuchungsergebnisse fiir alle Projektpartner

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse
In der vergangenen Forderperiode konnte die Rekrutierung von ehemaligen Kinderkrebspatienten

(Féllen) mit einer Primarneoplasie (FPN (First Primary Neoplasm)) und mehreren Primirneoplasien
(SPN (Second Primary Neoplasm) sowie von krebsfreien Kontrollen (CO) erfolgreich fortgefiihrt
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werden. Im Mai 2018 wurden in einer weiteren Rekrutierungswelle nochmals 20 potentielle FPN Fille
vom Deutschen Kinderkrebsregister angeschrieben. Bisher konnten von insgesamt 198 angeschriebe-
nen SPN Patienten 81 (42 %) fiir die Teilnahme an der Studie gewonnen werden. Zudem haben 22 %
der FPN Probanden (357 Zusagen von insgesamt 1590 Angeschriebenen) der Studienteilnahme zuge-
stimmt. In der Unfallchirurgie der Universitidtsmedizin Mainz wurden bisher 179 potenzielle Kontroll-
probanden direkt angesprochenen. 113 (63 %) von ihnen konnten als Studienteilnehmer bewogen
werden. Der Anteil der teilnehmenden Fille, die eine Rekrutierung in ihrer Wohnortnéhe in Anspruch
nehmen ist im Vergleich zum letzten Berichtszeitraum nochmals angestiegen. Derzeit nehmen 62 %
der SPN und 61 % der FPN Fille eine Vor-Ort-Rekrutierung in Anspruch. Um die Rekrutierung in der
Wohnortndhe der Probanden deutschlandweit garantieren zu kdnnen, wurde das Netzwerk aus koope-
rierenden Hautdrzten auch im vergangenen Halbjahr weiter ausgebaut. Inzwischen wurden von 179
niedergelassenen Hautarztpraxen Hautprobenentnahmen bei teilnehmenden Féllen fiir die KiKme-
Studie durchgefiihrt. In einem kontinuierlich fortlaufenden Prozess wurden auch im vergangenen
Halbjahr teilnehmende Félle sowie Kontrollprobanden unter Beriicksichtigung von Alter und Ge-
schlecht sowie bei den ehemaligen Kinderkrebspatienten von Diagnosejahr und Art der ersten Krebs-
erkrankung, Matchinggruppen zugeordnet. Die Bioprobendatenbank wurde weiterhin mit Informatio-
nen zur Qualitdt und Quantitit der einzelnen Proben sowie dem aktuellen Probenstatus gespeist. Hier-
zu gehoren Informationen zur Probenentnahme, zu den Kultivierungsphasen, zur Zellentwicklung,
zum Verbleib und zur Qualitdt von Extraktionen. Aktuell befinden sich detaillierte Informationen zu
3764 Bioproben in der Datenbank. Neben der Pflege der Bioprobendatenbank, wurden auch weiterhin
fortlaufend alle Informationen der Studienteilnehmer in die Studiendatenbank eingepflegt. Die Daten-
eingabe in die Studiendatenbank erfolgt nach wie vor zu Zwecken der Qualititssicherung standardi-
siert in einer parallelen Doppelteingabe von zwei Personen an getrennten Bildschirmen. In Zusam-
menarbeit mit dem Labor der Radioonkologie und Strahlentherapie in Mainz wurden in der vergange-
nen Forderperiode weitere Bestrahlungsversuche an Hautproben durchgefiihrt. Mittlerweile wurden
Bestrahlungsversuche an Zelllinien von insgesamt 132 Probanden (44 Tripletts mit je 1 SPN, 1 FPN
und 1 CO Proband) durchgefiihrt. Hierfiir wurden je Versuch insgesamt 3 gezéhlte und GO synchroni-
sierte Zelllinien pro Proband mit den festgelegten Strahlungsdosen 0 Gy, 50 mGy und 2000 mGy zeit-
gleich bestrahlt bzw. nicht bestrahlt. Alle 396 Experimente wurden nach 4 Stunden beendet. Sowohl
die RNA als auch die DNA wurde extrahiert, die Quantitit und Qualitdt der Proben wurde gemessen.
Die gewonnenen Extrakte wurden anschlieBend zur Sequenzierung der RNA und DNA an das Labor
der Mainzer Universitit weitergegeben. Dariiber hinaus wurde im vergangenen Berichtszeitraum mit
der DNA-Extraktion aus den vorhandenen Speichelproben begonnen. Mittlerweile konnte DNA aus
dem Speichel von 198 Probanden extrahiert und eingelagert werden.

4. Geplante Weiterarbeiten

Auch im kommenden Halbjahr der Forderung sollen weitere SPN und FNP Félle sowie Kontrollpro-
banden rekrutiert werden. Alle teilnehmenden Probanden (SPN, FPN und CO) werden weiterhin fort-
laufend Matchinggruppen basierend auf Alter, Geschlecht, Diagnosejahr und Art der ersten Krebser-
krankung zugeordnet. Dariiber hinaus sollen weitere Bestrahlungsversuche mit weiteren zur Verfii-
gung stehenden Zelllinien von gematchten Tripletts bestehend aus 1 SPN, 1 FPN und 1 CO geplant
und durchgefiihrt werden. AuBBerdem soll die DNA-Extraktion aus den Speichelproben weiter fortge-
fiihrt werden. Sowohl die Bioprobendatenbank als auch die Studiendatenbank sollen weiterhin quali-
titsgesichert und unter Beriicksichtigung der festgelegten Standards mit Informationen gespeist wer-
den. Eine erste Publikation mit Beschreibung des Studiendesigns, des Rekrutierungsverhaltens und
ersten Auswertungen der Versuchsbedingungen soll erstellt werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Technische Universitidt Darmstadt, Karolinenplatz 5,
64289 Darmstadt 02 NUK 042D

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenempfindlichkeit: Identifikation biologischer
und epidemiologischer Langzeitfolgen, Teilprojekt D

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.09.2015 bis 31.08.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

805.884,00 EUR Prof. Dr. Lobrich

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Gesamtziel des Vorhabens liegt in der Erforschung des Zusammenhangs zwischen einer genetischen
Pridisposition und der Entstehung von Krebs im Kindesalter. Die Rekrutierung der Probanden, Etablierung
der Zelllinien, molekulare/zelluldre Untersuchungen werden von verschiedenen Arbeitsgruppen durchge-
fiihrt, die eng verzahnt arbeiten. Schwerpunkt der von der Arbeitsgruppe Prof. Lobrich durchgefiihrten Ar-
beitspakete 5 und 6 ist es, zelluldre Untersuchungen mit molekularen Analysen zu komplementieren, um
einen tieferen Einblick in die einer Tumorentstehung zugrundeliegenden molekulargenetischen Ursachen
zu erlangen. Dabei wird untersucht, inwieweit sich Checkpoint- und Reparaturkapazitit im Hinblick auf fiir
die Krebsentstehung vorbelasteten Personen von gesunden Probanden unterscheidet. Genomische Analysen
sollen Einblick in mogliche genetische Ursachen der Krebsentstehung liefern. SchlieBlich sollen die Daten
der verschiedenen Endpunkte korreliert und gemeinsam verdffentlich werden.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP5: DSB-Reparatur- und G2/M-Checkpoint-Messungen und Genomanalysen pradisponierter Personen:
Im Rahmen des ISIMEP-Projekts wurden rund 40 Zelllinien aus Biopsien von Patienten mit einer sekundé-

ren Neoplasie nach einem Ersttumor im Kindesalter sowie Zelllinien aus Biopsien von Patienten mit einer
primdren Neoplasie im Kindesalter ohne Folgeneoplasie auf ihre Checkpoint- und Reparaturkapazitét un-
tersucht. Diese Untersuchungen werden nun an 20 neu etablierten, gematchten Kontrollzelllinien gesunder
Probanden durchgefiihrt. Aulerdem sollen von allen insgesamt 60 Zelllinien molekulargenetische Analysen
durchgefiihrt und eventuell vorliegende genomische Auffilligkeiten in Genen der DNA-Reparatur oder
Zellzykluskontrolle mit dem zelluldren Verhalten korreliert werden. Auffillige Zelllinien werden schlief3-
lich eingehenden Reparatur- und Zellzyklusstudien unterzogen.

AP6: Identifizierung genetischer Prédispositionen der spontanen und strahleninduzierten Karzinogenese
im Zusammenhang mit Doppelstrangbriichen und Zellzykluskontrolle:

Nach der Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen (DSBs) durch z. B. Rontgenstrahlung verlangsamen
Zellzyklus-Checkpoints die Proliferation, um den Reparaturmechanismen Zeit fiir die Beseitigung der Li-
sionen zur Verfligung zu stellen. Stérungen in der DNA-Schadensantwort kdnnen zu einer erhdhten Chro-
mosomeninstabilitdt und letztlich zur Entstehung von Krebs fithren. Die im Rahmen des Kooperationspro-
jektes AP2 rekrutierten ca. 300 Zelllinien aller drei Patientengruppen (primére Neoplasie, sekunddre Neo-
plasie und gesunde Kontrollgruppe) werden mit einem halbautomatischen Screening-Verfahren auf ihr
Zellzyklusverhalten und ihre Reparaturkapazitit nach hohen und niedrigen Dosen ionisierender Strahlung
untersucht. Diese Daten werden statistisch ausgewertet und mit den epidemiologischen und molekulargene-
tischen Resultaten korreliert.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP5: Die 40 Zelllinien der GenKIK-Studie aus der ersten Forderperiode (ISIMEP), d. h. insgesamt 20

Zelllinien aus Biopsien von Patienten mit einem Zweittumor nach Ersttumor im Kindesalter sowie
20 Zelllinien von Patienten mit einem Tumor im Kindesalter (ohne Zweittumor), wurden bei unse-
rem Kooperationspartner in Mainz durch weitere 20 Zelllinien von gesunden, gematchten Probanden
erginzt. Sdmtliche Zelllinien, einschlieBlich derer, die schon in der ersten Forderperiode analysiert
wurden, wurden auf ihre individuelle Reparaturkapazitit nach niedrigen Strahlendosen hin unter-
sucht. Dies war unabdingbar, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse aller 60 Zelllinien zu gewéhr-
leisten. Inzwischen wurden die Experimente mit allen Zelllinien durchgefiihrt und Bildaufnahmen
zur automatisierten Auswertung angefertigt. Die nachfolgende Auswertung der Bilddateien wurde
im vergangenen Berichtszeitraum (Juli-Dezember 2017) fiir 40 Zelllinien abgeschlossen. Bei den
fehlenden 20 Zelllinen zeigte die Auswertung der Bilddateien, dass die Immunfluoreszenzfarbung
nur in einem von insgesamt drei Experimenten eine gute Qualitdt aufwies. Daher wurden diese Ex-
perimente im aktuellen Berichtszeitraum wiederholt. Leider konnte auch hier keine ausreichende
Qualitdt der Immunfluoreszenzfarbung der Zellen erzielt werden, um eine Auswertung vorzuneh-
men. Daher wird diese letzte Versuchsreihe erneut wiederholt bevor eine umfassende Interpretation
der Ergebnisse und die Identifikation auffdlliger Zelllinen erfolgen kann.
Die Daten aus den Reparaturstudien sowie Daten aus vorangegangene Studien der Projektpartner
sollen im Rahmen von AP5 durch genomische Untersuchungen komplementiert werden. Dazu wird
das gesamte Exom aller GenKIK-Zelllinien sequenziert und die Sequenzen mit denen der Zelllinien
von gesunden Probanden verglichen. Zellen aller Zelllinien wurden mit Barcodes versehen und zum
Sequenzierungsunternehmen geschickt. Dort wird derzeit die DNA aus den eingeschickten Zellpel-
lets isoliert und deren Qualitét gepriift. Bei ausreichender Qualitit der isolierten DNA wird die
Exom-Sequenzierung vorgenommen.

AP6: Im aktuellen Berichtszeitraum wurden uns von AP2 weitere Zelllinien bereitgestellt, die im Rahmen

der KIKME Phase 2 von rekrutierten Patienten sowie von gesunden, gematchten Probanden etabliert
wurden. Derzeit befinden sich 40 pseudonymisierte Tripletts (120 Zelllinen) in Darmstadt, welche
sukzessive fiir die Experimente expandiert und bis zur Durchfiihrung der Experimente im Kryotank
eingelagert werden.
Beginnend mit 8 Tripletts wurden Experimente zur Induktion des G2/M-Checkpoints sowie zur Ana-
lyse der Reparaturkapazitit (analog zu AP5) durchgefiihrt. Es wurden jeweils drei Experimente mit
diesen Zelllinien durchgefiihrt. Sukzessive werden nun Bilder am Scanning-Mikroskop aufgenom-
men und fiir die automatisierte Auswertung vorbereitet.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP5: Reparatur-Kapazitit: Die Experimente miissen fiir 20 Zelllinien komplett wiederholt werden, da eine
Auswertung der Bilddateien aufgrund der schlechten Qualitidt der Immunfluoreszenzfarbung nicht
moglich war. Nach Abschluss dieser Wiederholungsexperimente und der anschlieBenden Identifika-
tion auffilliger Ziellinien werden mit diesen Zelllinien detaillierte Analysen der DNA-Reparatur
durchgefiihrt.

Exom-Sequenzierung: Nach der Sequenzierung der Zelllinien werden die Daten an AP3 am IMBEI
(Mainz) zur Auswertung tibermittelt.

AP6: Die Bildaufnahme und Auswertung der Experimente mit den ersten acht Tripletts wird fortgesetzt.
Sukzessive werden weitere Zelllinien fiir die Experimente expandiert bzw. in den Experimenten auf
ihre Reparaturkapazitit und auf ihre Checkpoint-Sensitivitit hin untersucht. Die Ergebnisse werden
mit den bisherigen Daten aus der GenKIK-Studie verglichen.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Forschungszentrum Jiillich GmbH, Wilhelm-Johnen-Str.,

52428 Jiilich 02 NUK 043A
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt COLLAR: Komplexe DNA-Lisionen und deren Bedeutung fiir die zellulédre
Antwort nach Bestrahlung, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2015 bis 30.06.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

569.567,00 EUR Dr. Kriehuber

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Zentrales Ziel des Vorhabens ist die Charakterisierung der zellzyklusabhéngigen zelluliren DNA-
Schadensantwort nach Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) unterschiedlicher Kom-
plexitét in Abhéngigkeit der Lokalisation des Schadens im Chromatin. Hierbei soll im Besonderen
aufgeklart werden, welche Faktoren die Auswahl der involvierten Reparaturprozesse bestimmen
und inwieweit die unterschiedliche Komplexitdt der DNA-Lésionen die Giite (Fehlerhaftigkeit)
der Reparatur beeinflussen und wie dies sich in der zyto- und gentoxischen Schidigung der Zellen
widerspiegelt.

Hierzu sollen tiber geeignete Auger Elektronen Emitter (AEE) unterschiedlicher Halbwertszeiten,
Energien und durchschnittlich emittierten Elektronen pro Zerfall und iiber diverse B-Emitter
DNA-Liasionen von unterschiedlicher Komplexitét in die DNA eingefiihrt werden. Aufgrund der
kurzen Reichweite von Auger Elektronen soll durch gezielte Positionierung der AEE {iber AEE-
markiertem-UdR und AEE-markierten DNA Triplex-bildenden Oligonukleotiden exklusiv Berei-
che des Eu- und Heterochromatins geschidigt werden und die Qualitdt der Schadensprozessierung
in Relation zur Lokalisation und Komplexitit des induzierten DSB zellzyklusabhéngig untersucht
werden. Uber gezielte Schiidigung von eingefiihrten DNA-Konstrukten soll des Weiteren die mo-
lekulare Signatur von Mutationsereignissen charakterisiert werden. Die genexpressionsbasierte
Analyse von Signalwegen soll Hinweise darauf geben, welche zelluldren Prozesse die Auswahl
der involvierten Reparaturmechanismen steuern.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Projekt ist in 2 Arbeitspakete/Hauptfragestellungen untergliedert:

AP1: Wie unterscheidet sich die Reparatur von komplexen DSB die in heterochromatischen Be-
reichen lokalisiert sind im Vergleich zu euchromatisch lokalisierten DSB? Dazu soll in syn-
chronisierten Jurkat, SCL-II und NIH 3T3 Zellen ein Puls-Labeling mit '*’I-UdR/ '**I-UdR
oder *H-UdR in frither bzw. spiiter S-Phase durchgefiihrt werden, so dass exklusiv entweder
eu- bzw. heterochromatische Bereiche der DNA gelabelt werden. Nachfolgend soll der Ein-
fluss der Schidden in hetero- und eu-chromatischen Bereichen auf Zellzyklusverlauf, die
DSB Reparatur und die Genexpression untersucht werden.

AP2: Wie unterscheidet sich die Qualitit der Reparatur von DSBs unterschiedlicher Komplexitét
auf dem Level des einzelnen Bruches? Zu diesem Zweck soll ein Genreporterkonstrukt er-
stellt und stabil in das Genom von SCL-II Zellen integriert werden. Der verwendete Genre-
porter verfiigt iiber TFO-Bindesequenzen, so dass mit Hilfe von I und "*'I markierten
TFOs sequenzspezifische Schdden, unterschiedlicher Komplexitit erzeugt werden konnen.
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Nach Reparatur der induzierten DNA-Léasionen soll das Konstrukt mittels einer Pull-Down
Reaktion aus der genomischen DNA der Zellen aufgereinigt und hinsichtlich Mutationsfre-
quenz, -typ und -lokation untersucht werden.

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1:

AP2:

Nach Synchronisierung und Puls-Labeling der Zellen mit '*’I-UdR in der friihen bzw. spi-
ten S-Phase wurden Aliquots der Zellen unmittelbar nach dem Labeling, in der anschlie-
Benden G2/M-Phase sowie in den nachfolgenden G1-, S- und G2/M-Phase bei -150 °C
zwecks Zerfallsakkumulation eingefroren. Zu geeigneten Zeitpunkten wurden die Zellen
aufgetaut, rekultiviert und RNA fiir die Genexpressionsanalysen isoliert, so dass diese
RNA-Proben komplett vorliegen. Parallel dazu wurden die Auswertungen bzgl. der Induk-
tion und Reparatur von '*IUdR-induzierten DSB (y-H2AX/53BP1 Foci-Analysen) sowie
Mikrokern- und Chromosomen-Analysen begonnen.

Ergénzend zu den bereits durchgefiihrten Versuchen zur geno- und zytotoxischen Wirkung
von 'I markierten TFO wurde in einem identischen Versuchsaufbau die Wirkung von *?P
als hochenergetischer B-Emitter untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl bei
der Induktion von DNA Doppelstrangbriichen (53 BP1 Foci Assay), chromosomalen Aber-
rationen (Mikrokern Assay) als auch der Apoptoseinduktion (Annexin V-FITC/PI Assay)
durchweg geringere Effekte zu beobachten waren, als bei der Verwendung des Auger Elekt-
ronen Emitters '*’I. Jedoch konnten auch nach **P-Markierung Unterschiede zwischen den
verwendeten TFOs festgestellt werden. Bei gleicher Anzahl induzierter 53BP1 Foci und
chromosomaler Aberrationen wurde in TFO-p2RT behandelte Zellen eine im Vergleich zu
den TFO-MBS behandelten Zellen signifikant erhohte Apoptoserate festgestellt.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1:

AP2:

RNA-Isolation in zusétzlichen Kontrollen fiir die Genexpressionsanalyse; anschlieBende
Durchfithrung und Analyse der Microarray-Experimente. Weiterfithrung der Auswertungen
bzgl. der Induktion und Reparatur von '*’IUdR-induzierten DSB (y-H2AX/53BP1 Foci-
Analysen). Abschluss der Mikrokern- und Chromosomen-Analysen. Durchfiihrung von zel-
luliren Uptake-Experimenten mit °*H-UdR. Synchronisierung- und Puls-Labeling-
Experimente mit *H-UdR. Bestimmung der Apoptose- und Mikrokernrate in *H-UdR-
markierten Zellen.

Da die erzielten Ergebnisse die Vermutung zulassen, dass die genomische Lokalisation der
stabil integrierten p2RT Vektoren einen Einfluss auf die zelluldren Effekte der induzierten
Schéden haben, soll mittels ,,Long-Read-Sequencing* die Positionen der p2RT Vektoren im
Genom der stabil-transfizierten SCL-II p2RT Zelllinie bestimmt werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Unverricht-Yeboah M, Giesen U, Krichuber R.: Comparative gene expression analysis after expo-
sure to '’I-iododeoxyuridine, y- and a-radiation - potential biomarkers for the discrimination of
radiation qualities. Journal of Radiation Research, Vol. 59, 4, 2018, 411429
https://doi.org/10.1093/jrr/rry038


https://doi.org/10.1093/jrr/rry038
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Universitatsklinikum Essen, Hufelandstr. 55, 45147 Essen 02 NUK 043B

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt COLLAR: Komplexe DNA-Lisionen und deren Bedeutung fiir die zellulédre
Antwort nach Bestrahlung, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2015 bis 30.06.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
1.558.260,00 EUR Prof. Dr. Iliakis

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

1.1 UDE-1: Untersuchung der biologischen Effekte komplexer DNA-Lésionen in der Form von DSB-Clustern
mit Hilfe eines eigens entwickelten Modellsystems zur gezielten Induktion von DSB mit einer Restriktionsendo-
nuklease (I-Scel).

1.2 UDE-2: Weiterentwicklung des vorliegenden Modellsystems zur Induktion von DSB Clustern. Dazu sollen
Systeme zur induzierbaren Expression und Destabilisierung von I-Scel eingefiihrt werden. Diese wiirden eine
bessere zeitliche Kontrolle der DSB-Induktion und dadurch eine bessere Approximation der Situation nach Ex-
position an ionisierende Strahlung erméglichen.

1.3 UDE-3: Der Effekt der erhohten DSB Komplexitit durch kombinierte Behandlung mit Cisplatin und ionisie-
rende Strahlung (IR) auf die Strahlensensitivierung von Lungenkarzinomen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

UDE-1: Bereits vorhandene klonale CHO Zelllinien mit Integrationen des Systems zur Induktion von DSB-
Clustern sollen um Klone mit zusédtzlichen Integrationen erweitert werden. Das System soll in eine immortali-
sierte humane Fibroblasten-Zelllinie eingebracht und eine Batterie an Klonen mit unterschiedlicher Anzahl von
Integrationen generiert werden. Der Einfluss der DSB-Cluster auf das Zelliiberleben in sémtlichen klonalen Zell-
linien soll getestet werden. Der Einfluss von DSB-Clustern auf die Entstehung von chromosomalen Aberrationen
soll bestimmt werden. Die Einwirkung von DSB-Clustern auf die genomische Stabilitét soll anhand der Detekti-
on einer Vielzahl genomischer Verédnderungen durch Next Generation Sequencing (NGS) untersucht werden.
Der Einfluss der Abstédnde zwischen den I-Scel Sites auf die Letalitdt des Clusters wird gepriift. Die Auswirkung
von DSB-Clustern mit inkompatiblen Enden sowie der Resektion auf die Zellletalitit wird ermittelt.

UDE-2: Parameter fiir eine regulierte Aktivierung der I-Scel Endonuklease im Zellkern sollen ermittelt werden.
Dafiir wird die Expression von mit Glucocorticoid-Rezeptor- (GCR) und Destabilisierungsdoménen (DD) ge-
koppelter I-Scel Proteine in Abhdngigkeit der Konzentrationen der jeweiligen Liganden und ihrer Inkubations-
zeiten und die daraus resultierende Induktion von DSB gemessen. Im Folgenden soll das System zur induzier-
und regulierbaren Expression von I-Scel in die im Rahmen von AP3 generierten Zelllinien, die bereits Integrati-
onen des Systems zur Induktion von DSB-Clustern durch I-Scel enthalten, eingebracht werden. Dies ermoglicht
eine bessere zeitliche Kontrolle der DSB Induktion und erlaubt es, den Prozess der Transfektion und den damit
verbundenen Stress fiir die Zellen zu vermeiden. In den so erzeugten modifizierten Zellklonen sollen dann eben-
falls das Zelliiberleben, die Bildung von Chromosomenaberrationen sowie weitere genomische Alterationen
(NGS) in Folge der Induktion von DSB-Clustern untersucht werden.

UDE-3: Mogliche Parameter fiir die Cisplatin- und Strahlenresistenz werden gesucht und Strategien entwickelt
um diese zu umgehen. Hierzu wollen wir die Wirkung von Cisplatin und IR induzierten komplexen DNA Schi-
den auf die Checkpoint-Aktivierung im Zellzyklus, die Wahl der Reparaturwege, genomische Instabilitdt und
Strahlenempfindlichkeit in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomzelllinien (NSCLC) bewerten. Die Beziehung
zwischen diesen funktionellen Endpunkten und moéglichen Pradiktoren (Aktivierung unterschiedlicher Repara-
turwege, Zellzyklusphasenabhingigkeit, Akkumulation residualer Schiaden wéhrend fraktionierter Bestrahlung,
die Chromatinstruktur, d. h. Histonmodifizierungen und EGFR Status der Zellen) werden analysiert.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

UDE-1: In humanen RPE1-Klonen wurde die Bildung von Rad51-Foci in G2-Zellen untersucht. Rad51 wurde
haufiger an komplexe DSB rekrutiert als an einfache Briiche und persistierte dort linger (mind. 36 h). Dies weist
auf eine substantielle Beteiligung der HRR an der Reparatur von IScel-induzierten DSB-Clustern hin, deren Re-
paratur aber verzogert verlduft. Zytogenetische Untersuchungen zeigten auBlerdem, dass eine Hemmung von
Rad51 die Anzahl von Chromosomenbriichen und Aberrationen vor allem bei DSB-Clustern hochster Komplexi-
tdt erhoht. Experimente in CHO-Klonen mit einfachen DSB (1xS.D) und DSB-Clustern (4xS.R), bei denen die
Bildung von 53BP1-Foci durch RNAi-vermittelten knockdown von RNF8/168 unterbunden wurde, zeigten zu-
dem in Uberlebenstests eine stirkere Abtdtung von Zellen mit einfachen DSB, was auf eine stirkere Abhingig-
keit dieser von cNHEJ hindeutet. Der Vergleich der Induktion von DSB-Clustern mittlerer Komplexitét (2 x S.R)
in CHO WT und DNA-PKcs-defizienten Zellen zeigte eine deutlich erhohte Bildung von Translokationen und
ein erniedrigtes Uberleben in den Mutanten. Interessanterweise fiihrte Hemmung von PARP1 mit PJ34 in den
DNA-PKcs-Mutanten zu einem weiteren Anstieg der Translokationen, was eine Abhdngigkeit der Bildung von
alt-EJ in diesem Fall in Frage stellt. Wir haben begonnen die exakte Anzahl und genomische Lokalisation stabil
integrierter transgener Konstrukte durch Nanoporen-Sequenzierung (MinION; ONT) in den verschiedenen Klo-
nen zu bestimmen.

UDE-2: Die stabile Integration des Konstrukts zur regulierbaren Expression von IScel in Klonen mit bereits in-
tegrierten IScel-sites hat sich als problematisch erwiesen. Mogliche Ursache konnte Expression von IScel von
den zur Integration transfizierten Plasmiden wéhrend der Selektionsphase sein.

UDE-3: Unsere Daten zeigten eine verstirkte Radiosensibilisierung durch CP in resistenten A549 Zellen, wenn
der MRN-Komplex durch Mirin gehemmt wurde. Diese Ergebnisse konnten durch Unterdriickung der Mrel1l
Expression mit siRNA bestdtigt werden. Mirin erhoht den Anteil residualer strahleninduzierter Reparaturfoci
(yH2AX und Rad51) 24 h nach Bestrahlung in CP-resistenten Zelllinien, nicht aber in CP-sensitiven Zelllinien.
Die Erhohung der radiosensibilisierenden Wirkung von CP in beiden Zelllinien durch Metformin (MET) ging
mit einem erhohten Anteil von Pt-Addukten, erniedrigtem Anteil initialer Rad51 Foci sowie einem erhdhten An-
teil residualer Reparaturfoci (YH2AX, 53BP1) 24 h nach Bestrahlung einher. Der radiosensitivierender Effekt
des MET war in A549 von dem AMPK Signalweg abhingig, wohingegen es in H460 AMPK unabhéngig war.

4. Geplante Weiterarbeiten

UDE-1: Die Ergebnisse zum knockdown von RNF8/168 in CHO Zellen sollen um chromosomale Translokatio-
nen und um Uberexpressionexperimente erginzt werden. Die Ergebnisse in CHO WT und DNA-PKcs-
defizienten Zellen sollen durch PCC-Analysen validiert und um Immunofluoreszenzanalysen von Rad51 und
RPA-Foci ergénzt werden.

UDE-2: Um erneut aufgetretene Probleme bei der Erzeugung von Klonen mit regulierbarer Induktion von DSB
durch IScel ohne Transfektion zu {iberwinden, soll nun ein umgekehrter Ansatz getestet werden, bei dem zuerst
das Konstrukt zur regulierbaren IScel-Expression stabil integriert werden und dann die Konstrukte zur Erzeu-
gung von DSB mit Hilfe des SB-Transposase eingebracht werden sollen. NGS Analysen sollen die Effekte von
einfachen und komplexen DSB weiter charakterisieren.

UDE-3: Die Effekte der Kombinationstherapien im Plaque-Monolayer Assay, einem kliniknahen Tumormodell
sowie den Einfluss der Chromatinstruktur auf die Kombinationstherapie werden untersucht. In der Arbeit von
Herrn Erol, wollen wir den Effekt der Inhibierung des MRN Komplexes auf Reparaturfoci, die Aktivierung von
NER, den Einfluss von komplexen CP/IR Briichen auf die Replikationsdynamik sowie die Ko-lokalisation von
CP-Addukten und Reparaturfoci vorantreiben.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Riaz A. M., Sak A., Erol B. Y., Groneberg M., Melnikova M., Thomale J., Stuschke M.: Combined effects of
metforminand cisplatin on radiation sensitivity in non-small cell lung cancer cells. Strahlenther Onkol, 2018
(Suppl) 194:S100

Riaz A. M., Sak A., Erol B. Y., Groneberg M., Thomale J., Stuschke M.: Metformin enhances the radiosensiti-
zing effect of cisplatin in non-small cell lung cancer cell lines with different cisplatin sensitivities. Oncotarget,
2018 (angenommen)
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Universitit Rostock, Universitdtsplatz 1, 18055 Rostock 02 NUK 043C
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt COLLAR: Komplexe DNA-Lisionen und deren Bedeutung fiir die zellulédre
Antwort nach Bestrahlung, Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2015 bis 30.06.2019 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

237.438,00 EUR Prof. Dr. Wolkenhauer

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Die transkriptionellen Verdnderungen nach DNA Schidigungen werden basierend auf Mes-
sungen von Genexpressionsdaten durch das Collar-Konsortium sowie von Datenerhebungen
externer Quellen (TRANSFAC, String Datenbank) genutzt um genregulatorische Netzwerke,
die zelluldre Mechanismen und regulatorische Interaktionen von DNA Schadensantworten be-
schreiben, vorher zu sagen. Zu diesem Zweck werden neue Herangehensweisen fiir die Kom-
bination heterogener Netzwerkinterferenzen entwickelt und anhand von Computermodellen
und experimentellen Genexpressionsdaten evaluiert. In Zusammenarbeit mit der Universitét
Duisburg-Essen und dem Forschungszentrum Jiilich wird ein bioinformatischer Arbeitsablauf
fiir die Datenanalyse von Sequenzierungen zu Genexpressionen erstellt und in Folge dessen
zelluldre Antworten nach unterschiedlich komplexen Doppelstrangbriichen untersucht. Au-
Berdem werden die durch Doppelstrangbriichen induzierten Einfliisse auf Hetero- und Euch-
chromatin (via '>I-UdR) in den drei Zellzyklusphasen (G2, G1, S Phase) untersucht. Das
Rahmenkonzept beinhaltet eine multivariate, statistische Analyse, Algorithmen zur Musterer-
kennung und eine funktionelle Analyse wichtiger Signalwege, die aktive Verdnderungen zei-
gen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Identifizierung und Auswahl von 6ffentlich verfiigbaren und geeigneten Genexpressi-
onsdatensitzen

AP2: Entwicklung eines halbautomatischen bioinformatischen Arbeitsablaufes fiir die Ana-
lyse von Genexpressionsdaten und weiterfiihrenden Datentypen

AP3: Untersuchung von genomweiten Expressionsverdnderungen nach der Anpassung und
der zielgerichteten Schadigung an Hetero- und Euchromatin

AP4: Vorhersage von genregulatorischen Netzwerken, die zelluldre Antworten nach strah-
lungsinduzierten DNA-Doppelstrangbriichen aufzeigen

APS5: Entwicklung eines Arbeitsablaufes flir die Prozessierung von ,,Next Generation Se-
quencing® Daten um genomische Verdnderungen, generiert durch Anhdufung von
Doppelstrangbriichen, aufklaren zu kénnen
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP2:

AP3:

APS:

Um die Wiederverwendung der verwendeten Tools innerhalb der Genexpressionsana-
lyse einer breiteren wissenschaftlichen Gemeinschaft sicher zu stellen, wurde an einer
Online-Trainingsplattform (https://galaxyproject.github.io/training-material/) fiir bio-
informatische Datenanalysen mitgewirkt und veroffentlicht.

Es wurde eine weitere Methodenevaluation zur Integration von Hochdurchsatzdaten
mit Hilfe von spezieller Analysesoftware (KeyPathwayMiner) in Cytoscape durchge-
fiihrt und um eine Analyse von aktuellen Softwareanwendungen fiir die Identifizierung
angereicherter Signalwege, die den Einfluss auf spezifische Signalwege anhand von
Datenbanken (z. B. WikiPathways, BioCarta, Reactome etc.) priifen, erweitert. Diese
verwendete Herangehensweise erlaubt es Genexpressionsdaten unabhingig von bereits
erstellten Netzwerken innerhalb eines integrativen Ansatzes zu nutzen und somit flir
die DNA-Reperatur-Mechanismen wichtige Signalwege zu identifizieren.

Weiterhin wurde zusétzlich zu dem bisherig verwendeten Arbeitsablauf fiir die Identi-
fizierung von DNA-Doppelstrangbriichen die neuartige Technologie (DeepVariant),
basierend auf ,,Deep Learning®, auf die vorhandene Datenstruktur implementiert und
angewendet. Diese Methodik konnte zu einer unabhingigen, computergestiitzten Vali-
dierung von DNA-Doppelstrangbriichen beitragen und damit eine Erhéhung der Ge-
nauigkeit bei der Identifizierung von strukturellen Variationen fiihren. Dariiber hinaus
wurde die entwickelte Analysestrategie fiir die Identifizierung von strukturellen Varia-
tionen (SV) im Genom fiir eine verbesserte Detektion von Doppelstrangbriichen um
neue Algorithmen gepriift und aktualisiert.

4. Geplante Weiterarbeiten

Die innerhalb des Projektes verglichenen und vorab ausgewihlten Tools und Integrationsher-
angehensweisen werden fiir die Analyse von SVs und der Genexpression mit Hilfe von expe-
rimentellen Sequenzierungsdaten, die durch die Projektpartner bereitgestellt werden, inner-
halb der aktuellen Workflows weiterhin evaluiert, optimiert und validiert. Die neuartige Me-
thodik basierend auf ,,Deep Learning wird weiterhin mit den klassischen Herangehensweisen
abgeglichen.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Wolfien M., et al.. Community-driven data analysis training for biology. Cell Systems.
10.1016/j.cels.2018.05.012

Wolfien M.: Posterslam auf der Langen Nacht der Wissenschaft — Rostock, 26.04.2018
Wolfien M.: Vortrag auf der Entwicklerkonferenz ,,NCONF* — Rostock, 06.06.2018


https://galaxyproject.github.io/training-material
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Helmholtz Zentrum Miinchen Deutsches Forschungszentrum fiir

Gesundheit und Umwelt (GmbH), Ingolstddter Landstr. 1, 02 NUK 045A
85764 Neuherberg

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt INSTRA: Integrative Langzeitstudie zur Wirkung niedriger Strahlendosen
in der Maus; Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.01.2016 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

988.930,00 EUR Prof. Dr. Graw

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

In der Frage niedriger Dosen ionisierender Strahlen besteht dringender Forschungsbedarf sowohl hin-
sichtlich der Dosis-Wirkungs-Beziehungen als auch hinsichtlich der biologischen Mechanismen. Be-
reits vor Beginn des Projekts wurden die Mause einmalig im Alter von 10 Wochen mit Dosen zwi-
schen 0 Gy und 0,5 Gy (*°Co) bestrahlt und die Auswirkungen auf das Auge und das Verhalten der
Mause beiderlei Geschlechts im Verlauf der folgenden 2 Jahre betrachtet. In dieser Zeit wurden sys-
tematisch biologische Proben verschiedener Organe, Blutzellen und Plasma gesammelt. Diese Proben
werden mit vielfaltigen molekularen und ,,OMICS“-Untersuchungen einschlieBlich einer systembiolo-
gischen Analyse auf strahleninduzierte Veranderungen untersucht. Das Ziel des Verbundes ist es, ein
ganzheitliches Verstindnis der Wirkung niedriger Dosen ionisierender Strahlen auf einen Sdugetieror-
ganismus zu erhalten. Das Vorhaben leistet einen Beitrag zum Forderschwerpunkt ,,Strahlenfor-
schung™ und hier insbesondere zur Nachwuchsforderung auf dem Gebiet der Strahlenbiologie im
Rahmen des ,,Kompetenzverbund Strahlenforschung - KVSF*.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Die Augengruppe (HMGU-Auge; Jochen Graw; AP1) untersucht die Auswirkungen niedriger Strah-
lendosen auf die Linse und die Retina.

Das Verhaltensteam (HMGU-Verhalten; Sabine Holter; AP2) untersucht die Auswirkungen niedriger
Strahlendosen auf das Verhalten von Miusen und Verdnderungen im Gehirn.

Die Transkriptomgruppe (HMGU-ZYTO, Kristian Unger, AP5) analysiert die Transkriptome in einen
Teil der asservierten Organe.

Die Bestrahlungsgruppe (HMGU-AMSD, Helmut Schlattl; Z1) berét die Projektpartner hinsichtlich
einer optimierten Bestrahlungsplanung betreut den ntigen Anlagenbetrieb.

Die Pathologie-Gruppe (HMGU-Patho, Frauke Neff; Z2) fiihrt eine standardisierte Sektion der wich-
tigsten Organe aller Méuse aus der Studie durch.

Die Datenintegrations-Gruppe (HMGU-ICB, Fabian Theis; Z3) verkniipft die Daten der einzelnen Ar-
beitspakete und fiihrt eine systembiologische Analyse durch.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Die Ergebnisse des 1. Halbjahres 2018 wurden im Rahmen eines INSTRA-Vollversammlung am
28.6.2018 vorgetragen und diskutiert; hier erfolgt nur eine kurze Darstellung:

AP1: Augenuntersuchungen (HMGU-Auge:; Jochen Graw)

Die DNA-Reparatur (charakterisiert durch gleichzeitige Anwesenheit von 53BP1 und yH2AX im
Zellkern) in Linsenepithelzellkulturen nach Bestrahlungen mit 0,5 Gy und 1 Gy zeigt ein Maximum
nach 1 Stunde und eine Riickkehr zum Ausgangswert nach 24 Stunden. Es gibt keine Abhingigkeit
von der Dosis, der Dosisrate und des Genotyps.

AP2: Verhalten (HMGU-Verhalten; Sabine Holter)

Die weitere Auswertung der Verhaltensdaten zeigte einen allgemeinen Dosis-Effekt {iber die Beobach-
tungszeit von 18 Monaten. Wir sehen einen frithen Dosis-Effekt beim akustischen Schreckreflex; fiir
»Bewegung und Erkundung® ist ein Einfluss der Dosis im Alter signifikant. Im Alter beobachten wir
zusidtzlich einen signifikanten Einfluss der (heterozygoten) Mutation.

APS5: Transkriptomanalyse (HMGU-ZYTO; Kristian Unger)

Die ersten Ergebnisse der differentiellen Genexpressionsanalyse des Bluts liegen vor. Die Effektgrofie
ist erwartungsgemal klein, aber in allen Dosisgruppen nachweisbar. Es sind im Wesentlichen Signal-
wege der allgemeinen Immunantwort, der Myogenese und des Him-Metabolismus betroffen.

Z1: Bestrahlung (HMGU-AMSD: Helmut Schlattl)

Es wurden noch einige Zellkulturproben bestrahlt; die “*Co-Bestrahlungsanlage wurde zum 30.6.2018
abgebaut und steht nicht mehr zur Verfligung.

Z2: Pathologie (HMGU-PATHO; Frauke Neff): ausgeschieden

Z.3: Datenintegration (HMGU-ICB; Fabian Theis)

Um die grole Menge an Multi-Omics-Daten bewéltigen zu kénnen, haben wir eine INSTRA-Graph-
Datenbank mit dem Neo4J-Framework erstellt.

Allgemein:

Zum Austausch statistischer Verfahren fand am 1.2.18 ein Statistik-Workshop aller INSTRA-Gruppen
statt (Forderkennzeichen A-C).

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1: Augenuntersuchungen (HMGU-Auge: Jochen Graw)

Es werden neue detaillierte histologische Analysen der Linsen 24-Monate nach der Bestrahlung
durchgefiihrt, um mdégliche Hinweise auf posterior-subcapsuldre Schdden zu finden.

AP2: Verhalten (HMGU-Verhalten; Sabine Holter)

Die immunhistologischen Untersuchungen an Gehirnschnitten werden fortgefiihrt.

AP5: Transkriptomanalyse (HMGU-ZYTO; Kristian Unger)

Die Analyse der differentiell exprimierten Gene der Blutzellen wird unter besonderer Beriicksichti-
gung des strahlenbiologischen Kontextes verfeinert.

Z1: Bestrahlung (HMGU-AMSD: Helmut Schlattl)

Es werden keine Bestrahlungen durchgefiihrt.

Z2: Pathologie (PATHO; Frauke Neff): ausgeschieden

Z3: Datenintegration (HMGU-ICB; Fabian Theis)

Die INSTRA Multi-Omics-Datenbank bildet die Basis unseres neu entwickelten Regressionsmodells.
Das Modell benutzt Informationen aus 6ffentlich zugéinglichen Datenbanken, um Schliisselmerkmale
im Zusammenhang mit niedrigen Bestrahlungsdosen zu analysieren und zu erkennen.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Dalke, C., et al.: Lifetime study in mice after acute low-dose ionizing radiation: a multifactorial study
with special focus on cataract risk. Radiat Environ Biophys. 2018;57:99-113
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
B'undesamt fiir Strahlenschutz, Willy-Brandt-Str. 5, 38226 Salz- 02 NUK 045B

gitter

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt INSTRA: Integrative Langzeitstudie zur Wirkung niedriger Strahlendosen
in der Maus; Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.01.2016 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

262.634,00 EUR Dr. Kulka

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

In der Frage niedriger Dosen ionisierender Strahlen besteht dringender Forschungsbedarf so-
wohl hinsichtlich der Dosis-Wirkungs-Beziehungen als auch hinsichtlich der biologischen
Mechanismen. Bereits vor Beginn des Projekts wurden die Mause einmalig im Alter von 10
Wochen mit Dosen zwischen 0 Gy und 0,5 Gy (°°Co) bestrahlt und die Auswirkungen auf das
Auge und das Verhalten der Méuse beiderlei Geschlechts im Verlauf der folgenden 2 Jahre
betrachtet. In dieser Zeit wurden systematisch biologische Proben verschiedener Organe,
Blutzellen und Plasma gesammelt. Diese Proben werden mit vielfaltigen molekularen und
,»OMICS*“-Untersuchungen einschlieBlich einer systembiologischen Analyse auf strahlenin-
duzierte Verdnderungen untersucht. Das Ziel des Verbundes ist es, ein ganzheitliches Ver-
staindnis der Wirkung niedriger Dosen ionisierender Strahlen auf einen Sdugetierorganismus
zu erhalten. Das Vorhaben leistet einen Beitrag zum Forderschwerpunkt ,,Strahlenforschung™
und hier insbesondere zur Nachwuchsforderung auf dem Gebiet der Strahlenbiologie im
Rahmen des ,,Kompetenzverbund Strahlenforschung - KVSF*.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Untersuchungen von Markern fiir Herz-Kreislauf- und Entziindungserkrankungen (AP3; Ulri-

ke Kulka, Sabine Hornhardt, Maria Gomolka, Monika Hauptmann, Ute Rd8ler):

AP1: Untersuchungen am Plasma:
Das gesammelte und isolierte Blutplasma wird fiir die Bestimmung inflammatorischer
Faktoren und Stoffwechselmetaboliten verwendet.

AP2: Untersuchungen an der Milz:
Durch Proteomanalysen wurden Proteine identifiziert, die moglicherweise als Kandi-
daten fiir Strahlenempfindlichkeit angesehen werden kdnnen. Diese Daten wurden an
humanen lymphblastoiden Zelllinien und Fibroblastenzellen erhoben und sollen nun
an den Milzzellen der Méduse verifiziert werden.

AP3: Untersuchungen an der Leber:
In kryokonserviertem Material der Méauseleber soll die Strahlenantwort auf der Ebene
der Phosphoproteine mittels Proteomics untersucht werden.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1:

AP2:

AP3:

Untersuchungen am Plasma: Die geplanten Untersuchungen von inflammatorischen
Faktoren in wissenschaftlich-technischer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr.
Stefan Lehr am Institut fiir Klinische Biochemie und Pathobiochemie des Deutschen
Diabetes Zentrum Diisseldorf (Unterauftragnehmer) bearbeitet. Dabei werden mit Hil-
fe des Multiplex Immunassays Konzentrationsverdnderungen von Zytokinen und C-
reaktivem Protein (CRP) gemessen, welche bei einer Strahlenantwort betroffen sind.
Plasmaproben von 121 ménnlichen Versuchstieren wurden ausgewéhlt, um folgende
Fragestellungen zur Bestrahlung im Niedrigdosisbereich zu verfolgen: (i) Dosis-
Wirkungsbeziehung zwischen 0 Gy und 500 mGy zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Bestrahlung der Tiere (24 Stunden, 12, 18, 24 Monate nach Bestrahlung) (ii) Ver-
gleich der Effekte der verschiedenen Strahlendosen (0 mGy, 63 mGy, 125 mGy, 500
mGy) (iii) Einfluss der rezessiven Mutation Ercc25’’F auf den Phédnotyp. In ersten
Vergleichen der mit 500 mGy bestrahlten Tiere mit Kontrolltieren konnte iiber alle
Zeitpunkte hinweg ein dosisabhingiger Anstieg von CRP beobachtet werden, mit ei-
nem signifikanten Anstieg 12 Monate nach Bestrahlung. Zudem gab es im Vergleich
einen signifikanten Anstieg des Granulocyte Colony-Stimulating Factor zum Zeit-
punkt 24 Stunden nach Bestrahlung. Die Daten wurden an die Datenintegrations-
Gruppe (HMGU-ICB, Fabian Theis) iibergeben.

Untersuchungen an der Milz: Die Herstellung von Proteinextrakten aus Milzgewebe
von 236 Tieren wurde abgeschlossen. In ersten Experimenten wurden 13 Kandidaten-
proteine mittels Western Blot analysiert, um die Wirkung der Strahlendosis 500 mGy
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung der Tiere (4, 24 Stunden, 12, 18 Mo-
nate nach Bestrahlung) zu verfolgen. In Proben bestrahlter mannlicher Wildtyp-Tiere
konnte bisher im Vergleich zu Kontrolltieren ein altersabhéngiger Anstieg des Enzyms
Superoxid-Dismutase 2 beobachtet werden. Dies muss jedoch in nachfolgenden Expe-
rimenten bestétigt werden.

Untersuchungen an der Leber: Proteinextrakte wurden aus tiefgefrorenem Pulver der
gesamten Leber von 243 Tieren hergestellt. Die Analyse der Proteinexpression in der
Leber wird mittels DIGE durchgefiihrt. Es gingen 126 Tiere in die Untersuchungen
ein. Die experimentellen Analysen sind abgeschlossen, die Auswertungen hierzu sind
in Arbeit.

Das BfS beteiligte sich bei bei allen Arbeiten zur Asservierung der Mausorgane.
Das erste Jahrestreffen 2018 des INSTRA-Verbundes fand am 28.06.2018 am Helmholtz-
Zentrum Miinchen statt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Die Weiterarbeit wird nach Arbeitsplan durchgefiihrt. Die differentiell exprimierten Proteine
werden mittels MALDI-TOF-Analyse identifiziert und anschliefend mittels Western Blot va-

lidiert.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Dalke C., et al.: Lifetime study in mice after acute low-dose ionizing radiation: a multifactori-
al study with special focus on cataract risk. Radiat Environ Biophys. 2018;57:99-113
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Technische Universitidt Miinchen, Arcisstr. 21, 80333 Miinchen |02 NUK 045C

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt INSTRA: Integrative Langzeitstudie zur Wirkung niedriger Strahlendosen
in der Maus; Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.01.2016 bis 31.12.2018 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

208.353,00 EUR Prof. Dr. Atkinson

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

In der Frage niedriger Dosen ionisierender Strahlen besteht dringender Forschungsbedarf so-
wohl hinsichtlich der Dosis-Wirkungs-Beziehungen als auch hinsichtlich der biologischen
Mechanismen. Bereits vor Beginn des Projekts wurden die Mause einmalig im Alter von 10
Wochen mit Dosen zwischen 0 Gy und 0,5 Gy (°°Co) bestrahlt und die Auswirkungen auf das
Auge und das Verhalten der Méuse beiderlei Geschlechts im Verlauf der folgenden 2 Jahre
betrachtet. In dieser Zeit wurden systematisch biologische Proben verschiedener Organe,
Blutzellen und Plasma gesammelt. Diese Proben werden mit vielfaltigen molekularen und
,»OMICS*“-Untersuchungen einschlieBlich einer systembiologischen Analyse auf strahlenin-
duzierte Verdnderungen untersucht. Das Ziel des Verbundes ist es, ein ganzheitliches Ver-
staindnis der Wirkung niedriger Dosen ionisierender Strahlen auf einen Sdugetierorganismus
zu erhalten. Das Vorhaben leistet einen Beitrag zum Forderschwerpunkt ,,Strahlenforschung™
und hier insbesondere zur Nachwuchsforderung auf dem Gebiet der Strahlenbiologie im
Rahmen des ,,Kompetenzverbund Strahlenforschung - KVSF*.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Vergleichende Proteom-Analyse von Hippocampus und Cortex Schein-bestrahlter und
bestrahlter Wildtyp- und heterozygoter (Ercc2) Mausmutanten. Erkenntnisse der in-
vivo Beobachtungen werden in-vitro unter Verwendung zweier Zellmodelle (HT22-
und NTera2-Zellen) vertieft.

AP2: Analyse strahlen-induzierter Proteom-Veridnderungen im Herz von Wildtyp- und hete-
rozygoter (Ercc2) Mausmutanten.

AP3: Proteom-Analyse mesenchymaler Stammzellen (MSCs) von Wildtyp- und heterozygo-
ter (Ercc2) Mausmutanten. Fokus hierbei liegt auf Proteinen, die mit dem Verlust der
Stammzell-Multipotenz, Differenzierung und Seneszenz in Zusammenhang stehen.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Die Analysen der Verhaltenstests zeigen Alters- und Strahlendosisabhédngige Verdnderungen.
Um die molekulare Ursachen dafiir herauszufinden, wurden zu allen Zeit- und Dosisgruppen
Proteomanalysen durchgefiihrt. Fiir das Protein-Profiling wurde eine markierungsfreie (,,la-
bel-free*) LS-MS/MS Quantifizierung angewendet und mit der Software ,,Progenesis QI”
ausgewertet. Die Ergebnisse der Proteom-Analyse zeigen signifikante Unterschiede zwischen
den Strahlendosen, abhidngig von Geschlecht und Genotyp. Alle massenspektrometrischen
Messungen wurden abgeschlossen.

Die MS-Daten wurden unter Verwendung des Software-Tools ,INGENUITY Pathway Ana-
lysis* von QIAGEN bioinformatisch ausgewertet. Dabei wurden deregulierte Proteinnetzwer-
ke identifiziert. Die wichtigsten Proteine, die als Hauptkoordinatoren fiir die betroffenen Sig-
nalwege identifiziert wurden, wurden mit Immunblot-Analysen validiert. Einer der zentralen
deregulierten Signalwege nach Bestrahlung ist der Akt/CREB Signalweg. Dieser spielt eine
wichtige Rolle in der Erhaltung der normalen Funktionalitit von Neuronen, indem die
Apoptose blockiert und die Proteinsynthese induziert wird. Durch Immunblot-Analysen zent-
raler Proteine, wie die Proteine Akt und CREB, konnte die Relevanz in der Strahlenantwort
verifiziert werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass 24 Monate nach Bestrahlung, abhén-
gig von der Dosis, anti-oxidative Signalwege aktiv sind. Zudem sind vor allem in der héchs-
ten Dosis Anzeichen auf Entziindung und Zelltod sichtbar. Diese Ergebnisse konnen die in
den Verhaltenstests beobachteten Verdanderungen erkldren und stimmen mit den Ergebnissen
der anderen Teilprojekte iiberein. Die Herzproben wurden parallel zu den Gehirnproben nach
gleichem Ablauf bearbeitet, allerdings konnten keine grof8en Alters- oder Strahlendosisbe-
dingte Verdanderungen auf der Proteomebene im Herzgewebe identifiziert werden.

4. Geplante Weiterarbeiten

Es sind noch weitere Validierungen der Gehirnproteomdaten anderer Zeitpunkte geplant.
Zudem soll die Regulierung des Transkriptionsfaktors CREB in allen Proben iiber die Zeit
verfolgt werden. Die Daten sollen mit den immunhistochemischen Analysen von AP2 vergli-
chen werden. Ein Manuskript ist geplant.

Die MSCs, die aus dem Knochenmark der zu untersuchenden Tiere isoliert wurden, werden
kurzzeitig fiir die Proteom-Analyse in-vitro propagiert und hinsichtlich der Expression von
Stammzell-Markern charakterisiert. Speziell werden Proteine untersucht, die mit Verlust der
Stammzell-Multipotenz, mit einer verstdarkten spontanen Differenzierung sowie beschleunig-
ter Seneszenz im Zusammenhang stehen.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Helmholtz Zentrum Miinchen Deutsches Forschungszentrum fiir

Gesundheit und Umwelt (GmbH), Ingolstddter Landstr. 1, 02 NUK 047A
85764 Neuherberg

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der individuellen Strahlenempfindlichkeit, Teil-
projekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.03.2017 bis 28.02.2022 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

806.645,00 EUR Prof. Dr. Zitzelsberger

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Im Rahmen des Verbundprojekts ZiSStrans sollen molekulare Zielstrukturen und Signalnetz-
werke identifiziert werden, die eine Modulation der zelluldren Strahlenantwort in Tumorge-
webe von Kopf-Hals-Tumoren erlauben, ohne die Normalgewebstoxizitit zu erhohen. Ausge-
hend von den im Vorgéngerprojekt ZiSS identifizierten Signalnetzwerken der Strahlenantwort
werden Zellkultur- und Tiermodelle zur Charakterisierung der Signalwege, zur systembiolo-
gischen Modellierung der Netzwerke und zur Validierung identifizierter Netzwerkpriasentan-
ten eingesetzt. Die gewonnenen Hypothesen werden in translationalen Studien an Tumor- und
Normalgewebeproben von Patientenkollektiven untersucht, die durch klinische Endpunkte
hinsichtlich der Strahlenempfindlichkeit charakterisiert sind.

Dabei soll der wissenschaftliche Austausch und Nachwuchs gefordert werden und zudem die
zukunftsweisende Systembiologie in die Strahlenforschung integriert werden.

Das Verbundprojekt besteht aus den sechs Projektpartnern: Abteilung Strahlenzytogenetik,
Helmholtz Zentrum Miinchen (HGMU; Koordination), Bundesamt fiir Strahlenschutz (BfS),
Institut fiir Pathologie, Charité — Universititsmedizin Berlin (CUB), Institut fiir Zellbiologie,
Universitéitsklinikum Essen (IFZ), Klinik und Poliklinik fiir Strahlentherapie und Radioonko-
logie der Ludwig-Maximilian-Universitit Miinchen (LMU), Klinik fiir Strahlenheilkunde
Freiburg, Universititsklinikum Freiburg (UKF).

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Verbundprojekt ist in vier Arbeitspakete (APs) unterteilt, die von den sechs Projektpart-
nern (HMGU, BfS, CUB, IFZ, LMU und UKF) gemeinsam bearbeitet werden:

AP1: Netzwerkanalyse und Systemmodellierung

AP2: Funktionelle Charakterisierung und priklinische Validierung von Strahlenantwort-
relevanten Netzwerken

AP3: Translationale Validierung von Netzwerken und Markern in Patientengewebe

AP4: Nachwuchsforderung, Training und Interdisziplindrer Austausch



129

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

API1:  Netzwerkanalyse und Systemmodellierung

API1.1: Identifizierung zentraler Netzwerkmodule der Strahlenantwort

Die im Vorgingerprojekt gewonnenen integrativen, zeitaufgeldosten Omics Datensidtze von
strahlenempfindlichen, normalen und resistenten Zelllinien wurden in enger Kooperation mit
dem CUB beziiglich zentraler Netzwerkmodule der Strahlenantwort analysiert. Hierzu hat am
6./7.2.2018 ein Arbeitstreffen von Herrn Unger mit Herrn Klinger und Herrn Bliithgen (CUB)
in Berlin stattgefunden.

Um den zeitlichen Verlauf von strahleninduzierten SASP-Faktoren zu erfassen und dariiber
hinaus tibergeordnete Netzwerkknotenpunkte zu identifizieren, wurden vom IFZ weitere
murine Pneumonitis-Proben (Thoraxbestrahlung mit 15 Gy) einer Zeitreihe (0-21 d) generiert
und fiir Genexpressionsanalysen zur Verfiigung gestellt. Die RNA-Proben (ex vivo Gesamt-
lungen-Homogenate) wurden am HMGU globalen mittels Mikroarrays Genexpressionsanaly-
sen unterzogen. Derzeit erfolgt die Datenanalyse.

Fiir die Doktorandenstelle in AP1 zur ,,Systembiologische Charakterisierung und Modulie-
rung der Strahlenantwort in der Strahlentherapie* konnte Frau Sarah Mwiberi als geeignete
Kandidatin gewonnen werden, die die Stelle zum 1. August 2018 antreten wird.

AP3:  Translationale Validierung von Netzwerken und Markern in Patientengewebe

AP3.1: Retrospektive Validierung von Netzwerken und Reprédsentanten in Tumorgewebe
Die Aufarbeitung des retrospektiven Tumorkollektivs primér-definitiv strahlentherapierter
HNSCC-Patienten (LMU-KKG Kollektiv) wurde abgeschlossen. Aus allen relevanten Gewe-
beproben wurde DNA und RNA isoliert sowie der HPV-Status der Tumorproben ermittelt
(immunhistochemische Farbung von p16INK4a und PCR-Analysen zum Nachweis von HPV
auf DNA-Ebene). Es wurde mit der Aufarbeitung des prospektiven LMU-KKG Kollektivs ad-
juvant strahlentherapierter HNSCC-Patienten begonnen. Gegenwiértig werden alle relevanten
Gewebeblocke aus der Pathologie herausgesucht, um Gewebe-Mikroarrays zu erstellen sowie
simultan DNA und RNA zu isolieren.

AP3.3: Prospektive Validierung von Netzwerken und Reprédsentanten in Tumor- und Normal-
geweben

Vom Projektpartner Freiburg (UKF) wurden Zellpellets von einem Pilotversuch zur Generie-
rung von Mundschleimhaut-Keratinozyten-Proben zur Verfiigung gestellt. Hierzu wurden Ke-
ratinozyten-Zellen von drei Normalspendern prépariert, bestrahlt (0/4 Gy), nach 24 h/96 h ge-
erntet und jeweils 3 Aliquots Zellpellets schockgefroren. Am HMGU konnte erfolgreich ein
Protokoll zur simultanen Isolation von DNA/RNA/Protein aus den Zellpellets etabliert wer-
den Die Protein-Isolate wurden zur Analyse erster Kandidatenproteine nach Essen (IFZ) ge-
schickt. Des Weiteren wurden vom UKF primdre Keratinozyten-Zellen fiir die Etablierung
von Chromosomenanalysen an Metaphasepriparaten zur Verfligung gestellt. Theresa Heider
wird am 16./17.7. fiir einen Laboraustausch nach Freiburg fahren.

Das Halbjahres-Meeting des Verbundes ZISStrans fand am 26./27. Mérz in Essen statt. Fiir
das HMGU nahmen H. Zitzelsberger, K. Unger und J. Hess teil.

4. Geplante Weiterarbeiten
Die geplante Weiterarbeit folgt dem Arbeitsprogramm.
5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.



130

Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
]g3i1€;(rlesamt fiir Strahlenschutz, Willy-Brandt-Str. 5, 38226 Salz- 02 NUK 047B

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der individuellen Strahlenempfindlichkeit, Teil-
projekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.03.2017 bis 28.02.2022 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

516.332,00 EUR Dr. Hornhardt

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das iibergeordnete Ziel dieses Verbundprojekts ist die Identifizierung von molekularen Zielstrukturen
und Signalnetzwerken, die die zelluldre Strahlenantwort in Tumorgewebe von Kopf-Hals Tumoren
modulieren. In einem zweiten Schritt werden diese Signalwege und Représentanten auch in Normal-
geweben auf ihre Beteiligung bei Strahlenreaktionen iiberpriift. Basierend auf den in vitro und in vivo
Modellen mit charakterisierter Strahlenempfindlichkeit des Vorgingerprojekts ZiSS (02NUK024) und
den identifizierten gemeinsamen Signalwegen von strahlenresistenten, normalsensitiven und hyper-
sensitiven Zellkulturmodellen wird die Hypothese {iberpriift, ob diese gemeinsamen Signalwege eine
zentrale Bedeutung bei der Auspriagung eines strahlenresistenten Phénotyps in Kopf-Hals Tumoren
sowie bei der Strahlenreaktion im Normalgewebe haben. Durch Perturbationsexperimente werden die
regulatorischen Netzwerke modelliert, um zentrale Netzwerkrepriasentanten als mogliche Biomarker
und therapeutische Angriffspunkte zu charakterisieren. Konsequenterweise erfolgt darauthin die Uber-
tragung der Erkenntnisse aus den préklinischen in vitro und in vivo Modellen auf menschliche Primér-
gewebeproben. Hierzu werden zunichst geeignete Nachweismethoden entwickelt und etabliert. Dar-
iiber hinaus werden Kollektive fiir Tumor- und Normalgewebe etabliert, die eine Verkniipfung der
gemessenen Marker mit klinisch strahlenempfindlichen oder strahlenresistenten Phanotypen erlauben.
SchlieBlich sollen im geplanten Verbundprojekt der wissenschaftliche Austausch und Nachwuchs ge-
fordert werden und zudem die zukunftsweisende Systembiologie in die Strahlenforschung integriert
werden. Weitere Verbundpartner sind Abt. fiir Strahlenzytogenetik, HelmholtzZentrum Miinchen;
Institut fiir Pathologie, Charite Berlin; Institut fiir Zellbiologie, Universitdtsklinikum Essen; Klinik u.
Poliklinik fiir Strahlentherapie u. Radioonkologie, Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen; Klinik
fiir Strahlenheilkunde, Universitatsklinikum Freiburg.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Netzwerkanalyse und Systemmodellierung
Schwerpunkt BfS: 1.3 Implementierung von Nachweismethoden

AP2: Funktionelle Charakterisierung und praklinische Validierung von Strahlenantwort-relevanten
Netzwerken
Schwerpunkt BfS: 2.4 Funktionelle Analyse und Validierung therapeutisch relevanter Netz-
werkrepréasentanten und Knotenpunkte fiir die Normalgewebstoxizitdt in vitro

AP3: Translationale Validierung von Netzwerken und Markern in Patientengewebe
Schwerpunkt BfS: 3.2 Retrospektive Validierung von Netzwerken und Reprisentanten in
Normalgewebe; 3.3 Prospektive Validierung von Netzwerken und Reprisentanten in Tumor-
und Normalgeweben

AP4: Nachwuchsforderung, Training und Interdisziplinidrer Austausch
Alle Arbeiten erfolgen in enger Zusammenarbeit mit den Verbundpartnern
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

API1:

AP2:

AP3:

Aus der Sichtung der durch den 2D-DIGE Screen identifiziert Proteine gingen vor allem zell-
zyklusspezifische Proteine sowie Proteinuntereinheiten des Pré-Replikationskomplexes und
Strukturproteine hervor. Es wurden Netzwerkanalysen vorgenommen und die Signaltransduk-
tionswege auf vielversprechende Netzwerkknoten/Repriasentanten hin untersucht. Es wurden
Interaktionspartner des G1/S-spezifischen Rb-Netzwerkes als Marker-Kandidaten identifiziert.
Rb, RbAP48, mehrere Untereinheiten des MCM-Proteinkomplexes und seine Interaktions-
partner Cdc6 und Cdc45 sowie Strukturproteine (LaminA, Septin) wurden ausgewihlt und
nachfolgend mit diesen Kandidaten eine funktionelle Analyse durchgefiihrt.

Um die ausgewdhlten Protein-Kandidaten auf ihr Potential als Biomarker der Strahlensensiti-
vitdt zu testen, wurden die Proteinlevel der ausgewéhlten Kandidatenproteine Rb, RbAP48,
LaminA, Septin, Cdc6, Cdc45 und der Untereinheiten des MCM-Proteinkomplexes auf ihre
Abundanzmuster in Zellextrakten lymphoblastoider Zelllinien untersucht. Hierzu wurden
Zeitverlaufsexperimente von asynchronen Kulturen normaler (20037) sowie verschieden sen-
sitiver LCL Patienten-Zelllinien (4028, 4039, 4040, 4060, 4064) durchgefiihrt. Durch Western
Blot Analyse wurden die Kandidaten-Proteine untersucht und die spezifischen Proteinmengen
zu verschiedenen Zeitpunkten in den unbestrahlten sowie mit 10 Gy bestrahlten Zellen be-
stimmt und verglichen. Die Analyse der Proteinlevel zeigte bei mehreren der Kandidaten ein
signifikant unterschiedliches Abundanzmuster zwischen der normal-sensitiven Linie 20037
und der radiosensitiven Linie 4060. Die Ergebnisse des Vergleichs mit anderen sensitiven
Zelllinien stehen zu diesem Zeitpunkt noch aus.

Aus der Analyse der Proteinlevel von Rb und seinem Interaktionspartner RbAP48 sowie der
MCM-Proteinkomplexuntereinheiten MCM 2, 3, 4, 7, 10 ergaben sich Hinweise auf einen Un-
terschied in der stochiometrischen Komplexzusammensetzung bzw. Hinweise auf eine verén-
derte Affinitdt der Bindungspartner. Diese mogliche strahlungsabhingige Bindung zwischen
den Interaktionspartnern bzw. eine Verdnderung in der Komplexstochiometrie wurde durch
Co-Immunprézipitation iiberpriift. Hierbei wurde ein strahlungsabhingiger Unterschied im
zeitlichen Verlauf der Bindung zwischen Rb und RbAP48 festgestellt im Vergleich der unbe-
strahlten und bestrahlten (10 Gy) Linien 20037 und 4060.

Es wurden mit allen Verbundpartnern Grundlagen zur Aufarbeitung und Analyse des Patien-
tenmaterials des Partners Universititsklinikum Freiburg ausgearbeitet. Vorversuche zur Ge-
webekultur wurden durchgefiihrt um mdgliche Zellmengen fiir die nachfolgende Analyse zu
ermitteln. Fiir eine Validierung und Analytik der Biomarkerkandidaten in Material aus den
Zellkulturen des Patientenmaterials wurden anschlieBenden Tests durchgefiihrt um die besten
Bedingungen fiir den Zellaufschluss und eine simultane Extraktion von DNA, RNA und Pro-
tein zu ermitteln. Im Zeitraum wurden 5 Blutproben von Patienten aufgearbeitet.

Es fanden mehrere Telefonkonferenzen zwischen den Kooperationspartnern und am 26./27.03.2018
ein Projekttreffen in Essen statt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Die Weiterarbeit wird nach Arbeitsplan durchgefiihrt.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Klinikum der Universitdt Miinchen, Marchioninistr. 15,

81377 Miinchen 02 NUK 047C
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der individuellen Strahlenempfindlichkeit, Teil-
projekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.03.2017 bis 28.02.2022 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

688.212,00 EUR Prof. Dr. Lauber

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Im Rahmen des Verbundprojekts ZiSStrans sollen molekulare Zielstrukturen und Signalnetz-
werke identifiziert werden, die eine Modulation der zelluldren Strahlenantwort in Tumorge-
webe von Kopf-Hals-Tumoren erlauben, ohne die Normalgewebstoxizitit zu erhdhen. Ausge-
hend von den im Vorgéingerprojekt ZiSS identifizierten Signalnetzwerken der Strahlenantwort
werden Zellkultur- und Tiermodelle zur Charakterisierung der Signalwege, zur systembiolo-
gischen Modellierung der Netzwerke und zur Validierung identifizierter Netzwerkprisentan-
ten eingesetzt. Die gewonnenen Hypothesen werden in translationalen Studien an Tumor- und
Normalgewebeproben von Patientenkollektiven untersucht, die durch klinische Endpunkte
hinsichtlich der Strahlenempfindlichkeit charakterisiert sind.

Dabei soll der wissenschaftliche Austausch und Nachwuchs gefordert werden und zudem die
zukunftsweisende Systembiologie in die Strahlenforschung integriert werden.

Das Verbundprojekt besteht aus den sechs Projektpartnern: Abteilung Strahlenzytogenetik,
Helmholtz Zentrum Miinchen (HGMU; Koordination), Bundesamt fiir Strahlenschutz (BfS),
Institut fiir Pathologie, Charité — Universititsmedizin Berlin (CUB), Institut fiir Zellbiologie,
Universitéitsklinikum Essen (IFZ), Klinik und Poliklinik fiir Strahlentherapie und Radioonko-
logie der Ludwig-Maximilian-Universitit Miinchen (LMU), Klinik fiir Strahlenheilkunde
Freiburg, Universititsklinikum Freiburg (UKF)

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Verbundprojekt ist in vier Arbeitspakete (APs) unterteilt, die von den sechs Projektpart-
nern (HMGU, BfS, CUB, IFZ, LMU und UKF) gemeinsam bearbeitet werden:

AP1: Netzwerkanalyse und Systemmodellierung

AP2: Funktionelle Charakterisierung und priklinische Validierung von Strahlenantwort-
relevanten Netzwerken

AP3: Translationale Validierung von Netzwerken und Markern in Patientengewebe

AP4: Nachwuchsforderung, Training und Interdisziplindrer Austausch
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse
Im vorliegenden Bericht werden Arbeiten des Projektpartners LMU zu AP1 - 4 dargestellt:

Gemeinsam mit den anderen Projektpartnern wurden die vorhandenen Daten zur Bedeutung
der zelluldren Seneszenz und des damit verbundenen sekretorischen Phianotyps gesichtet, final
ausgewertet und im Sinne eines Publikationskonzepts zusammengestellt. Dies befindet sich
aktuell in der ersten Korrektur- und Uberarbeitungsphase. Dariiber hinaus wurden und werden
die Daten, die mit den generierten radioresistenten Cal33-Zellklonen von den verschiedenen
Partnern erhoben wurden, gesichtet und zusammengestellt. Aktuell laufen noch Auswertun-
gen der Microarray-Transkriptom-Daten. Ziel ist die zeitnahe Erstellung eines Publikations-
konzepts.

Zum 01.04.2018 konnte mit Dr. Radostin Galabov ein neuer wissenschaftlicher PostDoc-
Mitarbeiter fiir die Fortsetzung der Projektarbeiten gewonnen werden. Herr Galabov befindet
sich aktuell in der Einarbeitungsphase. Da die Nachbesetzung dieser Stelle mit einem geeig-
neten Mitarbeiter sehr lange gedauert hat, ist leider eine Verzogerung von 10 Monaten in der
Projektbearbeitung eingetreten.

Sonstiges:
Das Halbjahres-Meeting des Verbunds fand am 26./27. Mérz im IFZ in Essen statt. Krank-
heitsbedingt konnte K. Lauber fiir den Projektpartner LMU leider nicht teilnehmen.

Am 26. Juni 2018 fand von 9 - 11 h eine Telefonkonferenz aller beteiligten ZiSStrans-Partner
statt. Es wurden der Probenaustausch zwischen den Verbundpartnern, die weiteren Arbeiten
im Verbund, die Priasentation des Verbundes auf einer Homepage und auf Konferenzen sowie
die Publikationsstrategie fiir die bereits gewonnenen Daten abgestimmt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Das Projekt wird wie im Projektantrag geplant weiterbearbeitet. Da die Nachbesetzung dieser
Stelle mit einem geeigneten Mitarbeiter sehr lange gedauert hat, ist leider eine Verzégerung
von 10 Monaten in der Projektbearbeitung eingetreten.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Publikationen

Linge A, Schotz U*, Lock S, Lohaus F, von Neubeck C, Gudziol V, Nowak A, Tinhofer I,
Budach V, Sak A, Stuschke M, Balermpas P, Rédel C, Bunea H, Grosu AL, Abdollahi A,
Debus J, Ganswindt U, Lauber K, Pigorsch S, Combs SE, Moénnich D, Zips D, Baretton GB,
Buchholz F, Krause M, Belka C*, Baumann M*; DKTK-ROG. Comparison of detection me-
thods for HPV status as a prognostic marker for loco-regional control after radiochemothera-
py in patients with HNSCC. Radiother Oncol. 2018;127(1):27-35. *equal contribution
Kongressbeitrige

Schotz U, Orth M, Selmansberger M, Schuster J, Stegen B, Hess J, Unger K, Zitzelsberger H,
Belka C, Engenhart-Cabillic R, Lauber K. Prognostic biomarkers and targets for personaliza-
tion of radiotherapy of HNSCC: CD44v6. Radiother Oncol. 2018;127; Supplement 1: S251-
S251 Meeting Abstract: OC-0488 ESTRO Jahrestagung
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:

Universitatsklinikum Essen, Hufelandstr. 55, 45147 Essen 02 NUK 047D

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der individuellen Strahlenempfindlichkeit, Teil-
projekt D

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.03.2017 bis 28.02.2022 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

739.080,00 EUR Prof. Dr. Jendrossek

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Im Rahmen des Verbundprojekts ZiSStrans sollen molekulare Zielstrukturen und Signalnetzwerke
identifiziert werden, die eine Modulation der zelluldren Strahlenantwort in Tumorgewebe von Kopf-
Hals-Tumoren erlauben, ohne die Normalgewebstoxizitit zu erhéhen. Ausgehend von den im Vorgén-
gerprojekt ZiSS identifizierten Signalnetzwerken der Strahlenantwort werden Zellkultur- und Tiermo-
delle zur Charakterisierung der Signalwege, zur systembiologischen Modellierung der Netzwerke und
zur Validierung identifizierter Netzwerkprésentanten eingesetzt. Die gewonnenen Hypothesen werden
in translationalen Studien an Tumor- und Normalgewebeproben von Patientenkollektiven untersucht,
die durch klinische Endpunkte hinsichtlich der Strahlenempfindlichkeit charakterisiert sind.

Dabei soll der wissenschaftliche Austausch und Nachwuchs gefordert werden und zudem die zu-
kunftsweisende Systembiologie in die Strahlenforschung integriert werden.

Das Verbundprojekt besteht aus den sechs Projektpartnern: Abteilung Strahlenzytogenetik, Helmholtz
Zentrum Miinchen (HGMU; Koordination), Bundesamt fiir Strahlenschutz (BfS), Institut fiir Patholo-
gie, Charité¢ — Universitdtsmedizin Berlin (CUB), Institut fiir Zellbiologie, Universititsklinikum Essen
(IFZ), Klinik und Poliklinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie der Ludwig-Maximilian-
Universitidt Miinchen (LMU), Klinik fiir Strahlenheilkunde Freiburg, Universitétsklinikum Freiburg
(UKF)

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Verbundprojekt ist in vier Arbeitspakete (APs) unterteilt, die von den sechs Projektpartnern
(HMGU, BfS, CUB, IFZ, LMU und UKF) gemeinsam bearbeitet werden:

AP1: Netzwerkanalyse und Systemmodellierung

AP2: Funktionelle Charakterisierung und priklinische Validierung von Strahlenantwort-relevanten
Netzwerken

AP3: Translationale Validierung von Netzwerken und Markern in Patientengewebe

AP4: Nachwuchsforderung, Training und Interdisziplindrer Austausch

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Arbeiten des IFZ in AP1-4:

Murine Lungengewebsproben (0 und 15 Gy Thoraxbestrahlung) wurden an den Partner HMGU wei-
tergegeben und dort erfolgreich einer Transkriptom-Analyse unterzogen. Die Auswertung der erhalte-
nen Datensdtze wird zeitnah in Zusammenarbeit mit der zum 1.8.2018 eingestellten Doktorandin
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S. Mwiberi am HMGU erfolgen. Die quantitative Erfassung des zeitlichen Verlaufs der Expression
identifizierter relevanter SASP-Faktoren aus bestrahlten Gewebeproben mittels Real-Time PCR wird
fortgefiihrt.

Derzeit wird der Effekt der Inhibition eines SASP Faktors auf die Radiosensitivitét einer syngenen
murinen HNSCC-Tumorzelllinie in vivo getestet. Vorldufige Ergebnisse deuten auf eine Radiosensiti-
vierung der Tumoren durch den SASP-Inhibitor hin. Erste Tumoren wurden bereits isoliert und wer-
den derzeit histologisch und immunhistochemisch untersucht. Um statistisch valide Daten zu erhalten
sind weitere Experimentalserien notig, die Gegenstand aktueller Arbeiten sind. Ebenso wurden weitere
Versuchsserien zur Analyse des Einflusses der Inhibition eines SASP Faktors mit immunmodulieren-
den Eigenschaften auf frithe (0-3 Wochen) und spite (ca. 25 Wochen) Lungenverdnderungen nach ei-
ner Thoraxbestrahlung in vivo initiiert. Derzeit erfolgt die vertiefte Auswertung der Gewebeproben der
bereits beendeten Versuchsserien. Zur Komplettierung der erhaltenen Daten werden komplementére in
vitro Untersuchungen an humanen und murinen Normalgewebszellen durchgefiihrt.

Vom Partner UKF wurden weitere retrospektiv gesammelte Speichelproben (Zellpellets und variable
Mengen Speicheliiberstand (0,5-5 ml)) von Patienten mit frither und spater Mukositis-reaktion erhal-
ten. Es wird derzeit getestet, ob sich aus den aus diesen Proben erhaltenen Zellpellets noch qualitativ
hochwertige RNA zum Nachweis einer verdnderten Expression bereits identifizierter Faktoren mit
Bedeutung fiir pathologische Normalgewebs-Reaktionen isolieren ldsst. Aulerdem werden Ausstriche
dieser Proben immunhistologisch auf das Vorhandensein bestimter Immunzellen hin untersucht. Ob-
wohl nicht aus allen Speichelproben ausreichende Mengen und qualitativ gute Zellen fiir die RNA-
Isolierung und Zellanalyse isolieren lassen sind in den qualitativ guten Proben jedoch einzelne SASP-
Faktoren nachweisbar. Die systematische Analyse dauert noch an. Erste qualitative Analysen von
Test-RNA und Protein-Lysaten der Mundschleimhaut-Keratinozyten-Proben des Partners UKF (iso-
liert und erhalten vom HMGU) zeigen eine gute Qualitit.

Das Halbjahres-Meeting des Verbundes fand am 26./27. Mérz am IFZ in Essen statt. Fiir das IFZ
nahmen V. Jendrossek, D. Klein, Ch. Hansel, S. de Leve, J. Matschke und F. Wirsdorfer teil. Am
26.6.18 fand zusitzlich eine Telefonkonferenz aller beteiligten ZiSStrans-Partner statt. Die bislang im
Projekt beschéftigte Post Doc S. de Leve befindet sich bis 19.8.2018 in Elternzeit. Ihre Vertretung
Frau Dr. Alina Meyer hat zum 30.04.2018 die Arbeitsgruppe verlassen. Eine geeignete Vertretung fiir
die verbleibende Zeit konnte nicht gefunden werden.

4. Geplante Weiterarbeiten
Die geplante Weiterarbeit folgt dem Arbeitsprogramm.
5. Berichte, Veroffentlichungen

Preis: Dr. S. de Leve erhielt den Dissertationspreis 2018 der DEGRO ,,Strahlenbiologie*

Vortrdge: V. Jendrossek und S. de Leve auf der DEGRO (Leipzig)

Publikationen: Wiesemann A., Jendrossek V., Klein D.: Inhibition of Radiation-Induced Ccl2 Sig-
naling Protects Lungs from Vascular Dysfunction and Endothelial Cell Loss. Antioxid Redox Signal.
2018 Apr 2. doi: 10.1089/ars.2017.7458

Publizierte Abstracts (DEGRO 2018, Leipzig):

DeLeve S. et al.: Strahlenther Onkol (2018) 194 (Suppl 1): 1. P08-4

Wiesemann A. et al.: Strahlenther Onkol (2018) 194 (Suppl 1): 1. P08-14.

Wirsdorfer F. et al.: Strahlenther Onkol (2018) 194 (Suppl 1): 1. P08-15
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
ﬁllllarité — Universitiatsmedizin Berlin, Charitéplatz 1, 10117 Ber- 02 NUK 047E
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der individuellen Strahlenempfindlichkeit, Teil-
projekt E

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.03.2017 bis 28.02.2022 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

582.708,00 EUR Prof. Dr. Bliithgen

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Ziel des Verbundvorhabens ist die Identifizierung von molekularen Zielstrukturen und Sig-
nalnetzwerken, welche die zelluldre Strahlenantwort in Tumorgewebe von Kopf-Hals Tumo-
ren modulieren. Deren Relevanz wird auch in Normalgeweben tiberpriift. Auerdem soll eine
Ubertragung der Erkenntnisse aus Modellsystemen auf menschliche Proben erfolgen. Dabei
soll der wissenschaftliche Nachwuchs gefordert und zudem die zukunftsweisende Systembio-
logie in die Strahlenforschung integriert werden. Das Projekt ist ein Verbundprojekt mit dem
Bundesamt fiir Strahlenschutz (BfS), dem Institut fiir Zellbiologie (IFZ) der Universitétsklini-
kum Essen, der Klinik und Poliklinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen (LMU), der Abteilung fiir Strahlenzytogenetik des Helm-
holtz Zentrums Miinchen (HMGU) sowie der Klinik fiir Strahlenheilkunde des Universitéts-
klinikums Freiburg (UKF).

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

CUB ist verantwortlich fiir die systembiologischen Analysen im Konsortialprojekt, die Ar-
beitsgruppe koordiniert das Arbeitspaket AP1 und alle Arbeiten der CUB werden in API
»Netzwerkanalyse und Systemmodellierung® durchgefiihrt.
Im Einzelnen gliedert sich das Arbeitsprogramm in folgende Punkte. Jeder dieser Punkte wird
in enger Kooperation mit den Konsortialpartnern bearbeitet.

API1.1: Identifizierung zentraler Netzwerkmodule der Strahlenantwort

AP1.2: Identifizierung von Repriasentanten der Modulaktivitét

AP1.3: Implementierung von Nachweismethoden

AP1.4: Zeitaufgeloste Messung der Netzwerkaktivititen

AP1.5: Modellierung der Netzwerke und Identifizierung von Modulationsknoten
AP1.6: Datenhandling und -Management
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Ausgehend von den Arbeiten im vorherigen Berichtszeitraum wurde das Modellierungsver-
fahren weiter verbessert und insbesondere die Dokumentation der Modellierungssoftware
(StasNet) iiberarbeitet. Diese ist nun auch als Journalpublikation im Fachjournal Bioinforma-
tics zugénglich.

Nachdem in der letzten Berichtsperiode die fiir die Perturbationsexperimente bendtigten As-
says etabliert und getestet wurde, wurden diese nun genutzt, um die Vorexperimente fiir den
grolen Perturbationscreen zur Genierung modellierbarer Daten durchzufiihren. Hier wurden
die Konzentrationen und Zeitpunkte der Perturbationen an einem Zellmodell ausgetestet, und
ein finales Perturbationsschema erstellt. Beim Projekttreffen in Essen wurde dieses mit den
Projektpartnern diskutiert und noch weiter verfeinert. Als Perturbationen wurden verschiede-
nen Wachstumsfaktoren (ILla, IGF, CXCLI1, EGF, IFN-b), kleinmolekularen Inhibitoren
(IKK-6, Rapamycin, AZD6244, 1.Y294002, Ruxolitinib) sowie DNA-Damaging Agents aus-
gewdhlt. Diese Substanzen werden alleine und in Kombination genutzt, um das Signalnetz-
werk von Zelllinienklonen mit unterschiedlicher Strahlenresistenz zu perturbieren, und dann
die Phosphorylierung wichtiger Signalknoten mit Hilfe der etablierten Assays zu messen.

Weiterhin wurde in Kooperation mit der AG Unger eine Strategie zur Extraktion von Signal-
netzwerken aus den Transkriptomdaten erarbeitet, die auf die im Vorgéngerprojekt ZiSS an-
gewendet wird, um weitere Kandidaten fiir Signalnetzwerke zu screenen.

4. Geplante Weiterarbeiten

Im 2. HJ 2018 ist insbesondere die Generierung von Daten (Perturbationsexpeimente) zur
Modellierung der Signalnetzwerke in Strahlenempfindlichen und —sensitiven Subklonen einer
Zelllinie geplant sowie erste Modellierungen dieser Daten.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Die Modellierungspipeline wurde im Fachjournal Bioinformatics publiziert:

Dorel, M.; Klinger, B.; Sieber, A.; Prahallad, A.; Gross, T.; Bosdriesz, E.; Wessels, L. and
Bliithgen, N.: Modelling Signalling Networks from Perturbation Data. Bioinformatics, early
online, 2018, http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/bty473


http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/bty473
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Albert-Ludwigs-Universitét Freiburg, Friedrichstr. 39,

79098 Freiburg 02 NUK 047F
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der individuellen Strahlenempfindlichkeit, Teil-
projekt F

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.04.2017 bis 31.03.2022 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

611.208,00 EUR Prof. Dr. Henke

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

ZiSStrans ist das Folgeprojekt zu ZiSS. In ZiSS identifizierte Signalwege der Seneszenz, des Zellzyk-
lus, Immunsystems und von PI3K/Akt werden in weiterfiihrenden Experimenten systembiologisch und
funktionell spezifiziert und ihre Deregulation in humanen Proben validiert. Dariiberhinaus sollen aus
zusdtzlichen Daten durch entsprechende Analysen weitere, neue Knotenpunkte und Repréisentanten in
den Netzwerken der Strahlenantwort identifiziert werden. Sowohl Zellkulturmodelle als auch Patien-
tenproben, die durch klinische Parameter hinsichtlich der Strahlenempfindlichkeit charakterisiert sind,
werden untersucht.

Das Freiburger Projekt ist Teil eines Verbundes, dessen 5 Arbeitspakete von 6 Projektpartnern ge-
meinsam bearbeitet werden: Bundesamt fiir Strahlenschutz, AG-SG1.1 (Dr. S. Hornhardt, Dr. M.
Gomolka), Helmholtz-Zentrum Miinchen, Abteilung fiir Strahlenzytogenetik (Prof. Dr. H. Zitzelsber-
ger, Dr. J. He3, Dr. K. Unger), Charité Berlin, Institut fiir Pathologie (Prof. Dr. Nils Bliithgen), Uni-
versititsklinikum Essen, Institut fiir Zellbiologie (Prof. Dr. V. Jendrossek), LMU Miinchen, Klinik
und Poliklinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie, (Prof. Dr. K. Lauber, Prof. Dr. med. Belka),
Universitatsklinik Freiburg, Klinik fiir Strahlentherapie (Prof. Dr. M. Henke, H. Bunea, Dr. A.
Thomsen).

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete
AP1: | Netzwerkanalyse und Modellierung® (CUB/HMGU/B1S)

AP2: Zeitaufgeloste Messung von Netzwerkkomponenten, funktionelle Charakterisierung und prak-
linische Validierung von Strahlenantwort-relevanten Netzwerken in HNSCC Tumormodellen®

(LMU/HMGU/IFZ)

AP3: |, Zeitaufgeloste Messung von Netzwerkkomponenten, funktionelle Charakterisierung und Va-
lidierung von Strahlenantwort-relevanten Netzwerken in Normalgewebs-Modellen
(IFZ/HMGU/BfS/UKF)

AP4: |, Translationale Validierung yon Netzwerken und Markern in Patientengewebe™ (BfS/
HMGU/LMU/UKF/IFZ)

AP5: ,Nachwuchsforderung, Training und Interdisziplindrer Austausch* (BfS/CUB/HMGU/
LMU/UKEF/IFZ)

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Arbeiten des UKF in AP1 - AP2: entfillt, da im UKF-Teilprojekt nicht vorgesehen.
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Arbeiten des UKF in AP3:

Es wurde, retrospektiv, ein Datensatz von Patienten mit Kopf-Halstumoren identifiziert, der Strahlen-
dosis zur Auspragung von Nebenwirkungen (Mukositis) und zu Tumorkontrolle erfasst. Von diesen
Patienten sind asservierte Speichelproben (Zellen und Flissigkeit fiir weitere Analysen verfiigbar.
Speichel-Zell-Pellets wurden zur methodischen Etablierung von Zytokinbestimmung aus klinischem
Material dem Projektpartner IFZ {ibermittelt.

Normalgewebsanalysen werden sowohl in etablierten Zellinien als auch im Patientengewebe durchge-
fiihrt. Dafiir wurde ein komplettes klinisches Studienprotokoll fiir Patienten mit Kopf-Halstumoren er-
stellt. Es beschreibt die prospektive Identifizierung, Rekrutierung, Behandlung und Nachverfolgung
dieses Kollektivs: Demographie, Tumorlokalisation und —ausdehnung sowie Schleimhautdosisbelas-
tung/Mukositis-Grad, Tumor-Gesamtdosisbelastung/Tumor-kontrolle. Der Zeitablauf und die Metho-
dik der Gewinnung prétherapeutischer und interventioneller Vollblut-, Serum-, Speichel- und FF-
Tumor-proben sowie von Mundschleimhautkeratinozyten- dieser Patienten wurden definiert. Ver-
sandart und Ansprechpartner sowie weiteres processing der klinischen Proben fiir die Analyse von
Netzwerk-Repréisentanten der Strahlenreaktion (ZiSS) wurden ebenfalls definiert und mit Probanden-
Proben getestet. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Universitidt Freiburg
(413/17) bewertet. In einer Pilotphase wurden 20 Patienten bis Mirz 2018 eingebracht, entsprechendes
Material gewonnen und gespeichert. Der Aufbau einer Datenbank fiir Datenerfassung und spétere
Analyse ist in Bearbeitung.

Fiir die in-vitro Bestimmung der individuellen Normalgewebs-Radiosensitivitit wurde ein Kulturver-
fahren fiir Keratinozyten und ein Proliferations/Migrations-Assay entwickelt. Dies wurde zunéchst an
gesunden Probanden etabliert, danach — in einer Pilotphase - an 13 Patienten getestet. Dabei wurde
keine nennenswerte Patientenbelastung beobachtet. Eine Test-Validierung, auch mittels Klonogeni-
tatstestung und Chromosomen-Analyse ist noch ausstehend. Im Vorlduferprojekt, ZiSS, stand den Pro-
jektpartnern klinisches Material nicht zur Verfiigung; die Analytik war daher nun auf die knapp be-
messenen klinischen Proben anzupassen: Daher wurden kultivierte bestrahlte/unbestrahlte Keratinozy-
ten sowie Medium-Uberstand (jeweils Normalpersonen) zur Extraktion von DNA, RNA und Proteinen
den Projektpartnern HGMU und CUB zugesandt und notwendige Zell-Mengen ermittelt.

Arbeiten des UKF in AP4:

Zu Patientengewebe und Normalgewebsreaktionen vergleiche auch oben, AP3 Abs. 2 und 3. Das Stu-
dienprotokoll erfasst die Tumorkontrolle. Die im Protokoll vorgesehenen und entnommenen Proben —
insbesondere auch die FF-Tumorgewebsproben - sollen zur prospektiven Validierung der préaklinisch
identifizierten pradiktiven Biomarker (vgl. AP1-3) verwendet werden. 20 Patienten wurden bereits re-
krutiert, ihre Daten erfasst und entsprechende Biomaterialien fiir die spatere Analyse asserviert.

4. Geplante Weiterarbeiten

Die geplante Weiterarbeit folgt dem Arbeitsprogramm.

Speichelproben, Serumproben und Tumorproben werden weiterhin entsprechend Studienprotokoll in
Freiburg gesammelt und tiefgefroren gelagert, klinische Daten kontinuierlich erfasst. EDTA- und He-
parin-antikoaguliertes Vollblut wird fiir zellulire Analysen an den Projektpartner BfS gesendet, der
nach Anreicherung der mononukleédren Zellen diese an die anderen Partner versendet.

Methodisch wir derzeit der Proliferations/Migrations-Assay validiert. Dariiberhinaus wird untersucht,
ob — nach Anwachsen der Keratinozyten — eine zwischenzeitliche Krykonservation weitere Analysen
beeintrichtigt.

Zur Datenakquisition und Optimierung der klinischen Abldufe wird eine remote-data-entry Datenbank
erstellt.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Universitdtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz,

Langenbeckstr. 1, 55131 Mainz 02 NUK 0484
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt ESKaRa: Epidemiologische Studie zu Kardialen Spitfolgen und Zweitma-
lignomen nach Radiotherapie bei Brustkrebspatientinnen, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.05.2017 bis 30.04.2021 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

819.068,00 EUR Dr. Wollschldger

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Zur Beurteilung kardialer Spétfolgen durch die moderne Radiotherapie besteht weiterer Forschungsbedarf. Ins-
besondere fehlen aussagekréftige groBe Studien mit deutschen Patientinnen. Vor diesem Hintergrund wurde im
Jahr 2013 die PASSOS-Herzstudie initiiert (BMBF, FKz: 02NUKO026B). Zur PASSOS-Studie gehorten ca.
12.000 ehemalige Brustkrebspatientinnen, die zwischen 1998 und 2008 an den Universitdtskliniken Mainz und
Ulm (und 16 regionalen Ulmer Netzwerkkliniken) behandelt worden sind. Mehr als 75 % aller Studienteilneh-
merinnen der PASSOS-Kohorte erhielten eine RT im Rahmen der Primirtherapie. Die Auswertung der
PASSOS-Daten zeigte keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der Lateralitdt und dem kardia-
len Mortalitéts- oder Morbiditétsrisiko. Methodische Einschrankungen der PASSOS-Herzstudie ergeben sich aus
der kurzen Beobachtungszeit (durchschnittliche Follow-up Dauer ca. 7 Jahre). Zudem ist die Lateralitdt moglich-
erweise ein unzureichendes Proxy fiir die tatsdchliche Dosisbelastung des Herzens. Das ESKaRa-
Verbundprojekt ist die Fortsetzung und Erweiterung der PASSOS-Herzstudie.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

ESKaRa ist eine Kohortenstudie mit eingebetteter Fall-Kontroll-Studie. Dabei nutzt ESKARA klinische Daten,

die bereits fiir die Studienteilnehmerinnen der PASSOS-Kohorte erhoben worden sind: prognostische Faktoren,

Details der Brustkrebstherapie und kardiovaskuldre Komorbidititen zum Zeitpunkt der Brustkrebsdiagnose. Da-

rauf aufbauend wird ESKaRa ein zeitlich erweitertes Follow up zur Mortalitéit durchfiihren sowie eine erneute

Fragebogenerhebung zur kardialen Morbiditdt. Neben den kardialen Spitfolgen wird ESKaRa zudem den End-

punkt ,,Zweittumore nach Brustkrebstherapie® betrachten. SchlieBlich wird mit optimierten dosimetrischen An-

sédtzen eine exakte, individuelle Charakterisierung der Strahlenexposition des Herzens erfolgen:

AP1:  Mortalitits-Follow up bis einschlieSlich 30.06.2018.

AP2a: Fragebogenerhebung zur Erfassung inzidenter kardialer Ereignisse nach RT sowie von Zweitmaligno-
men (Selbstangabe).

AP2b: Zur systematischen Erfassung von Zweittumoren wird fiir Mainzer Patientinnen (ergédnzend zum Frage-
bogensurvey) ein Abgleich mit dem Krebsregister in Rheinland-Pfalz durchgefiihrt. Fiir Patientinnen
aus Ulm sollen alternative Vorgehensweisen gepriift werden (Klinisches Krebsregister Baden-
Wiirttemberg, CCC Ulm).

AP3:  Fall-Kontroll-Studie mit exakter Dosimetrie: Félle sind Patientinnen mit kardialen Ereignissen nach RT.
Die ,kardialen Ereignisse” wurden in der PASSOS-Vorlduferstudie ermittelt (kardiale Mortalitdt oder
Morbiditit). Fiir Fallpersonen und fiir Kontrollpersonen (Letztere ohne kardiale Erkrankungen nach RT)
wird die Herzdosis individuell auf Basis der Bestrahlungsplanung bestimmt — sowohl fiir das Ganzherz
als auch fiir relevante Teilstrukturen. Bei Patientinnen, fiir die kardiale Ereignisse im Rahmen des zwei-
ten Fragebogensurvey (AP2a) festgestellt werden sowie bei zugehorigen Kontrollpersonen wird die
Herzdosis geschitzt.

AP4:  Statistische Analyse: Dosis-Wirkungs-Analyse mit verschiedenen Endpunkten (Mortalitat, Morbiditat)
unter Beriicksichtigung von individuellen Confoundern (Ko-Morbidititen, Lebensstilfaktoren etc.).
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1-AP3: Ergebnisse der vorbereitenden Arbeiten: Positives Votum des Landesdatenschiitzers Rheinland-Pfalz

AP1:

AP2a:

AP2b:

AP3:

liegt vor, positives Votum der Ethikkommission der Landesérztekammer Rheinland-Pfalz liegt vor.

Aufbau der Studiendatenbank zur Organisation und Dokumentation des Follow up. Anfragen an Ein-

wohnermeldedmter in Rheinland-Pfalz wurde im Juli 2018 gestartet (ca. 50 % der Studienpopulation

angeschrieben, davon bisheriger Riicklauf ca. 78 %).

Fragebogenerhebung: Anpassung der Erhebungsinstrumente (Fragebogen, Patientinnen-Information,

Einverstidndniserklarung) und Modifikation gemaB3 Vorschldgen der Ethik-Kommission.

Abgleich der ESKaRa-Kohorte mit dem Krebsregister Rheinland-Pfalz zur Identifikation von Zweittu-

moren: Laut Votum des Landesbeauftragten fiir den Datenschutz in Rheinland-Pfalz (22.6.2018) miis-

sen (entgegen urspriinglicher SOPs) die Adressdaten von Patientinnen mit Zweittumoren nicht in der

ESKaRa-Studiendatenbank geldscht werden.

Uberarbeitung des PASSOS Herzatlas (Struktur His-Biindel/AV-Knoten).

Erstellung von Listen bereits namentlich bekannter Fallpersonen aus Mainz und Ulm zur Akquise der

elektronischen Daten zur Strahlentherapieplanung.

Geschichtete zufdllige Ziehung von jeweils 2 gematchten Kontrollpersonen fiir jede Fallperson aus

Mainz und Ulm nach dem Incidence-Density-Sampling Verfahren.

Entwicklung eines standardisierten Verfahrens zum Privacy Preserving Record Linkage zur Identifika-

tion der die Strahlentherapie durchfithrenden Klinik bei Patientinnen mit Primértherapie in einer Ulmer

Netzwerkklinik. Testldufe des Record Linkage in Mainz und Ulm.

Entwicklung von SOPs zur Akquise elektronischer Daten zur Strahlentherapieplanung aus den Netz-

werkkliniken in Absprache mit Ulmer Kooperationspartner: Aufsetzen und Test einer Online-Plattform

zum Austausch von DICOM-Dateien zur Bildgebung und Strahlentherapie.

- Einstellung und Einarbeitung eines Medizinphysikers in Ulm zum 01.09.2017.

- Einstellung eines Medizinphysikers in Mainz zum 15.10.2017 sowie einer MTRA in Mainz zum
01.01.2018.

- Herzkonturierung nach dem PASSOS Herzatlas inkl. der Erfassung von technischen Parametern der
Strahlentherapie fiir Félle und Kontrollen in Mainz und Ulm.

- Beginn der Akquise verschliisselter Patientendaten zum spéteren Record Linkage aus Strahlenterapie-
Kliniken und Gynikologien im Umland von Ulm.

- Entwicklung eines Tools zum Anonymisieren von DICOM Datensdtzen vor dem Transfer von Ulm
nach Mainz.

- Beginn eines Unterprojekts zur Lungenkonturierung.

4. Geplante Weiterarbeiten

API:

AP2a:

AP2b:
AP3:

Weiterfiihrung Follow up mit Ende ca. Dezember 2018. Danach Beginn der Anfragen an Gesundheits-
amter.

Einrichten einer Projekt-Webseite zur AuBlendarstellung gegeniiber Studienteilnehmerinnen und an der
Datenerhebung beteiligten Kliniken.

Sondierungsgespriache: Klinisches Krebsregister Baden-Wiirttemberg, CCC Ulm.

Record Linkage zwischen Netzwerkklinik-Gyndkologien und Strahlentherapie-Kliniken im Umland von
Ulm mit anschlieBender Rekrutierung der Strahlentherapiedaten fiir Fille und Kontrollen mit Primérthe-
rapie in einer Netzwerkklinik. Fortsetzung der Dosimetrie fiir Fille und Kontrollen mit Priméartherapie
in Mainz und Ulm.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Préasentation Jahrestagung der Gesellschaft fiir Medizinische Datenverarbeitung und Statistik (gmds) 2018: An-
genommene Prisentation zum anonymisierten Record Linkage zwischen PASSOS Kohorte und Gutenberg Ge-
sundheitsstudie (H. Merzenich)
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Universitdat Ulm, Helmholtzstr. 16, 89081 Ulm 02 NUK 048B
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt ESKaRa: Epidemiologische Studie zu Kardialen Spitfolgen und Zweitma-
lignomen nach Radiotherapie bei Brustkrebspatientinnen, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:
Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.05.2017 bis 30.04.2021 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

270.727,00 EUR Prof. Dr. Wiegel

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Anschlussprojekt zum Forschungsvorhaben PASSOS. Untersuchung von kardialen Spitfol-
gen und Zweitmalignomen nach Strahlentherapie bei Brustkrebspatientinnen in Deutschland
unter Berticksichtigung individueller (kardiovaskuldrer) Vorerkrankungen und Risikofakto-

ren.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1:

AP2:

AP3:

Follow-up fiir Brustkrebspatientinnen (Diagnose 1998-2008). Das Mortalitits-Follow
up bis einschlieBlich 30.06.2018 (maximale Beobachtungszeit 20 Jahre). Bei verstor-
benen Patientinnen individuelle Todesursachen-Recherche. Endpunkte: kardiale Mor-
talitdt, Krebssterblichkeit.

Recherche zu inzidenten Zweitmalignomen und kardialen Ereignissen bis zum
30.06.2018. Fragebogenerhebung aller noch lebenden Kohortenmitglieder. Ergénzen-
der Abgleich mit dem Krebsregister in Rheinland-Pfalz. Endpunkte: (Krebs-) Morbidi-
tat, kardiale Morbiditét.

Fiir alle Patientinnen nach Radiotherapie mit kardialen Ereignissen bis zum
31.12.2013 sowie fiir ereignisfreie Kontrollpersonen der Kohorte wird die Herzdosis
individuell auf Basis der Bestrahlungsplanung bestimmt — sowohl fiir das Ganzherz als
auch fiir relevante Teilstrukturen. Fiir Patienten mit kardialem Ereignis (Mortalitdt und
Morbiditit kombiniert) nach dem 31.12.2013 bis zum 30.06.2018 sowie fiir zugehori-
ge Kontrollpersonen wird die Herzdosis geschatzt.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

API1+2: Einstellung einer medizinischen Dokumentarin seit 03/18 in der Frauenklinik Ulm
zur Vorbereitung und Durchfithrung des Mortalitdts-FU und des Fragebogensurveys.
Kontaktaufnahme/Schreiben an die externen Netzwerkkliniken erfolgt. Vorbereitung
der Datenbanken, Abfragen und SOPs. Seit dem 01.07.2018 Anschreiben an die ent-
sprechenden Einwohnermeldedmter der Patienten aus externen Zentren, von denen
ein Einverstidndnis vorliegt, dass ihre personenbezogenen Daten im Studienzentrum
der Universititsfrauenklinik Ulm zentral gespeichert werden diirfen, zur Ermittlung
des Vitalstatus bzw. zum Adressabgleich. Zusdtzlich Anschreiben beziiglich Vitalsta-
tusabgleich / Adressabgleich an die Einwohnermeldedmter von 4 externen Zentren
aus iiber Patienten, bei denen die patientenbezogenen Daten in Ulm nicht vorliegen.

AP3:  Patientenliste entsprechend Fall-Kontroll-Design in Studienzentrale Mainz selektiert
und von Gynékologie Ulm de-anonymisiert an Strahlentherapie {ibermittelt. CTs mit
Behandlungspldanen von Originaldatentrdgern (Tape/CD) auf Server iibertragen. Da-
tentransformation fiir Segmentierung in aktueller Planungssoftware ECLIPSE. Herz
mit Teilstrukturen (Myokard, linke/rechte Herzvorderwand, Aortenklappe, Pulmo-
nalklappe, Reizleitungssystem) fiir jetzt insgesamt 300 Patienten konturiert (Stand
August 2018) und Dosisvolumenhistogramme erstellt. Dokumentation zugehoriger
Fall- und Behandlungsdaten in ESKaRa-spezifischem Standard-Format. Konturie-
rung von CT-Serien im Rahmen des Inter-Observer-Vergleichs/PASSOS-Herzatlas.
Verschliisselung der Patientenkennung zum Abgleich zwischen Gynékologie- und
Strahlentherapie-Patienten bei Studienzentrale Mainz. Entwicklung und erfolgreicher
Test des anonymisierten Bilddaten-Transfers zwischen Ulm und Mainz.

4. Geplante Weiterarbeiten

API1+2: Fortlaufender Abgleich mit den Einwohnermeldedmtern. Planung von weiteren Be-
suchen in den externen Zentren. Bei aktuell fehlender Riickmeldung von 9 Netz-
werkkliniken, direkte Kontaktaufnahme mit den jeweiligen Chefédrzten geplant. Beim
jeweiligen zweiten Besuch in den Netzwerkkliniken sollen der Riicklauf der EMAs
dokumentiert und die Gesundheitsdmter angeschrieben werden, um fiir die Todesur-
sachenrecherche die Sterbeurkunden ,,neu Verstorbener® anzufordern.

AP3:  Fortsetzung der Konturierung/Dokumentation von Index- und Kontrollféllen. Pseu-
donymisierte Archivierung der CTs mit Behandlungspldnen und re-konturierten
Herzstrukturen. Fiir sémtliche Fille Erginzung einer aufgrund des Inter-Observer-
Vergleichs neu definierten Teilstruktur zur verbesserten Repriasentation des Reizlei-
tungssystems.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
GSI Helmholtzzentrum fiir Schwerionenforschung GmbH,

Planckstr. 1, 64291 Darmstadt 02 NUK 049A
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt BrainRadiationAssay: Etablierung eines in vitro Systems zur Analyse und
Pradiktion von Schidden im zentralen Nervensystem nach Exposition mit ionisierender
Strahlung in Kombination mit anderen Neurotoxika, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2017 bis 31.12.2020 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

596.000,00 EUR Dr. Schroder

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Strahleninduzierte Schéden des zentralen Nervensystems (ZNS) stellen ein immenses Problem sowohl in
der Diagnostik als auch in der Therapie padiatrischer Tumore dar und fithren zu einer progressiven Ver-
schlechterung der kognitiven Fahigkeiten, dhnlich wie sie in Demenz- und Alzheimerpatienten beobachtet
wird. Als Ursache wird die Schidigung von Stamm- und/oder Vorliuferzellen im Gehirn und eine damit
verbundene gestorte Neurogenese/Neuroregeneration diskutiert, die noch verstiarkt wird durch Kombination
mit Chemo- und Immuntherapie und/oder anderen Medikationen zur Behandlung von Komorbidititen. Die
genauen Wirkmechanismen dieser Kombinationstherapien auf das gesunde ZNS und insbesondere die Rol-
le ionisierender Strahlung dabei sind weitgehend unbekannt und es gibt weltweit kein System das es er-
laubt, die Diversitét dieser chronischen und kumulativen Langzeiteffekte und deren Risiko umfassend zu
untersuchen. Im Verbundprojekt BrainRadiationAssay wird daher basierend auf humanen embryonalen
Stammzellen (hESZ) ein in vitro System entwickelt, das die in vivo Entwicklung und Regeneration von
Neuronen und Mikroglia, welche als Makrophagen des Gehirns eine Schliisselrolle sowohl in der Reaktion
auf neurotoxische Einfliisse als auch in der Neurogenese selbst spielen, in allen Stadien realistisch nachbil-
det. So konnen die Mechanismen der Neurotoxizitdt von ionisierender Strahlung in Kombination mit ande-
ren Therapieformen systematisch molekularbiologisch und elektrophysiologisch untersucht und potentielle
Biomarker zur Priadiktion neurotoxischer Strahlenschéden identifiziert werden. Zusammenfassend stellt das
Projekt einen wichtigen Baustein in der besseren Handhabung und Minimierung von strahleninduzierten
Langzeitfolgen der Tumordetektion und —behandlung dar.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Verbundvorhaben beinhaltet die folgenden Arbeitspakete (Teilprojekte):

AP1:  Entwicklung eines neuronalen und mikroglialen Differenzierungssystems auf der Basis von hESZ
und Untersuchung der Wirkmechanismen von Rontgenstrahlen und C-lonen auf die neuronale/
mikrogliale Differenzierung von hESZ allein oder in Kombination mit Chemotherapeutika, Im-
muntherapeutika oder Antikonvulsiva (GSI Helmholtzzentrum, Dr. Insa S. Schroeder).

AP2: Transfer der Differenzierungssysteme auf MEA Chips filir funktionale Analysen von Neuronen
nach kombinierter Strahlen- und Medikamenteneinwirkung (Hochschule Aschaffenburg, Prof. Dr.
C. Thielemann).

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1:

Die fiir den Berichtszeitraum geplante Etablierung der Herstellung kortikaler Gehirn-Organoide aus huma-
nen embryonalen Stammzellen (hESZ) nach einer von Lancaster et al. (Nature Biotechnology 35, 2017,
659-666) publizierten Methode war erfolgreich und die ersten Organoide haben das Ende der Differenzie-
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rung-/Kultivierungszeit von 60 Tagen bald erreicht, so dass mit der Charakterisierung begonnen werden
kann.

Diverse Methoden zur optimalen Adhesion der embryonalen Stammzellen an Mikrofilamente, die aus chi-
rurgischem Polylactid-co-Glycolid (PLGA)-Nahtmaterial hergestellt werden mussten, wurden verglichen
und Techniken zur Herstellung der Mikrofilamente verbessert. Auch wenn so die Ausbeute von Organoi-
den um das Vierfache erhoht werden konnte und ein wichtiger Meilenstein des Projekts erreicht ist, wire
eine maschinengesteuerte, standardisierte Produktion von PGLA-Mikrofilamenten vorteilhaft und soll in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Nanobiosystemtechnik der TU Ilmenau realisiert werden (siche weiter-
fiihrende Arbeiten). Die bisherigen Versuche haben gezeigt, dass die hESZ eine quervernetzte Filament-
struktur bevorzugen, so dass Halbkugelartige Netze aus PGLA hergestellt werden sollen, die eine in GroBe
und Ausrichtung der Zellen reproduzierbare Aggregatbildung férdern. Die bisher generierten Organoide
weisen morphologisch identifizierbare Kortexstrukturen auf, so dass von einer erfolgreichen Neurogenese
ausgegangen werden kann.

Neurale Stammzellen und Neurosphéren wurden fiir den Kooperationspartner HAB (AP2) hergestellt, um
die Moglichkeiten der Aufbringung dieser Zellen auf neue Multi-Electrode-Arrays (MEAs) und ihre Ver-
wendung filir Bioprint-Prozesse zu testen. Das Bioprint-Verfahren konnte die im Projekt angestrebte Kokul-
tur von neuralen Vorlduferzellen, Neuronen und Mikrogliazellen durch eine gerichtete und reproduzierbare
Strukturierung wesentlich erleichtern.

Die im Verbundprojekt HIPSTAR (BMBF - Richtlinie zur Forderung innovativer Stammzelltechnologien
fiir die individualisierte Medizin) erarbeiteten neuen Strategien zur Generierung von neuralen Rosetten
(neurale Vorlduferzellen, die dem Neuralrohr dhneln) lieBen sich mithilfe der vorhandenen technischen
Ausstattung nicht etablieren. Es wurde aber die Anschaffung eines neuen Inkubators veranlasst, der es uns
ermoglicht, unter physiologischen Hypoxiebedingungen (5 % Sauerstoff) entsprechende neurale Rosetten
fiir die weitere Differenzierung in Neurone herzustellen.

4. Geplante Weiterarbeiten

Die umfassende Charakterisierung der generierten Gehirn-Organoide auf mRNA-Ebene mittels quantitati-
ver RT-PCR und auf Proteinebene mittels immuncytochemischer Analysen steht im Fokus der weiterfiih-
renden Arbeiten. Hierbei ist insbesondere die Kooperation mit dem Institut fiir Strahlenbiologie des Helm-
holtz Zentrums Miinchen von Vorteil, welches Proteomanalysen der Organoide durchfiihren kann. Erste
Strahlenexperimente sowohl mit Rontgenstrahlung als auch mit Kohlenstoffionen sind fiir den Herbst 2018
geplant.

Vertieft werden soll innerhalb der Kooperation mit der Arbeitsgruppe Nanobiosystemtechnik der TU
Ilmenau die Herstellung und Testung von PLGA-Kopolymerstrukturen zur reproduzierbaren Bildung von
Gehirn-Organoiden. Hier ist das Ziel, ein dreidimensionales Netzwerk aus PLGA herzustellen, um die auf-
wendige und schlecht reproduzierbare Herstellung von Mikrofilamenten aus PLGA-Wundnahtmaterial zu
umgehen. Ebenso soll die Generierung von neuralen Vorlduferzellen (neurale Rosetten) durch die Anwen-
dung spezieller Scaffolds, die die Ausrichtung der neuralen Stammzellen in Rosetten begiinstigen sollen,
erprobt werden. Dies wird durch den Gastaufenthalt einer Studentin der TU Ilmenau im Rahmen der GSI
Summer School ermdglicht.

Die Herstellung von neuralen Vorlauferzellen (neurale Rosetten), die statt der bislang fiir die Generierung
von Organoiden verwendeten hESZ, eingesetzt werden sollen, kann nach der Beschaffung eines neuen In-
kubators ziigig implementiert werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Celine Katharina Schielke, Masterarbeit: ,,Differenzierung von neuralen Stammzellen in neurale Vorladufer-
zellen und Neurone, eingereicht am Fachbereich Biologie der Johannes-Gutenberg Universitit Mainz am
31.01.2018

Mayer M., Arrizabalaga O., Schroder 1., Ritter S. and Thielemann C. (2018): Human Embryonic Stem Cell
Derived Neurospheres — 2D and 3D Cell Culture in one sample. Front. Cell. Neurosci. Conference
Abstract: MEA Meeting 2018 | 11th International Meeting on Substrate Integrated Microelectrode Arrays.
doi: 10.3389/conf.fncel.2018.38.00078
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Hochschule fiir angewandte Wissenschaften - Fachhochschule 02 NUK 049B
Aschaffenburg, Wiirzburger Str. 45, 63743 Aschaffenburg
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt BrainRadiationAssay: Etablierung eines in vitro Systems zur Analyse und
Pradiktion von Schidden im zentralen Nervensystem nach Exposition mit ionisierender
Strahlung in Kombination mit anderen Neurotoxika, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.07.2017 bis 31.12.2020 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

389.735,00 EUR Prof. Dr. Thielemann

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Strahleninduzierte Schiden des zentralen Nervensystems (ZNS) stellen ein immenses Problem sowohl in der Di-
agnostik als auch in der Therapie padiatrischer Tumore dar und fiihren zu einer progressiven Verschlechterung
der kognitiven Fahigkeiten, dhnlich wie sie in Demenz- und Alzheimerpatienten beobachtet wird. Als Ursache
wird die Schiadigung von Stamm- und/oder Vorlduferzellen im Gehirn und eine damit verbundene gestorte Neu-
rogenese/Neuroregeneration diskutiert, die noch verstirkt wird durch Kombination mit Chemo- und Immunthe-
rapie und/oder anderen Medikationen zur Behandlung von Komorbidititen. Die genauen Wirkmechanismen die-
ser Kombinationstherapien auf das gesunde ZNS und insbesondere die Rolle ionisierender Strahlung dabei sind
weitgehend unbekannt und es gibt weltweit kein System das es erlaubt, die Diversitét dieser chronischen und
kumulativen Langzeiteffekte und deren Risiko umfassend zu untersuchen. Im Verbundprojekt BrainRadiation-
Assay wird daher basierend auf humanen embryonalen Stammzellen (hESZ) ein in vitro System entwickelt, das
die in vivo Entwicklung und Regeneration von Neuronen und Mikroglia, welche als Makrophagen des Gehirns
eine Schliisselrolle sowohl in der Reaktion auf neurotoxische Einfliisse als auch in der Neurogenese selbst spie-
len, in allen Stadien realistisch nachbildet. So konnen die Mechanismen der Neurotoxizitdt von ionisierender
Strahlung in Kombination mit anderen Therapieformen systematisch molekularbiologisch und elektrophysiolo-
gisch untersucht und potentielle Biomarker zur Pradiktion neurotoxischer Strahlenschiaden identifiziert werden.
Zusammenfassend stellt das Projekt einen wichtigen Baustein in der besseren Handhabung und Minimierung von
strahleninduzierten Langzeitfolgen der Tumordetektion und -behandlung dar.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Verbundvorhaben beinhaltet die folgenden Arbeitspakete (Teilprojekte):

AP1l:  Entwicklung eines neuronalen und mikroglialen Differenzierungssystems auf der Basis von hESZ und
Untersuchung der Wirkmechanismen von Rontgenstrahlen und C-Ionen auf die neuronale/ mikrogliale
Differenzierung von hESZ allein oder in Kombination mit Chemotherapeutika, Immuntherapeutika oder
Antikonvulsiva (GSI Helmholtzzentrum, Dr. Insa S. Schroeder).

AP2:  Transfer der Differenzierungssysteme auf MEA Chips fiir funktionale Analysen von Neuronen nach
kombinierter Strahlen- und Medikamenteneinwirkung (Hochschule Aschaffenburg, Prof. Dr. C. Thie-
lemann).

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Im Fokus der im Berichtszeitraum durchgefiihrten Experimente standen die aus humanen embryonalen Stamm-
zellen differenzierten Neurosphéren.

In den letzten Monaten wurden die Kultivierung und Passage von neuralen Stammzellen sowie die Herstellung
von Neurosphéren im BioMEMS Lab der Hochschule Aschaffenburg etabliert. Die Neurosphédren wurden erfolg-
reich auf den MEA Chips ausgesit und elektrische Signale detektiert.

Werden Neurosphire auf einem geeigneten Substrat ausgesét, beginnen Zellen und Neurite radial aus der Neuro-
sphire zu migrieren. Bereits im vorrangegangenen Projekt Prénatal (02NUKO025C) konnte durch immunhisto-
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chemische Methoden nachgewiesen werden, dass es sich bei diesen Zellen um postmitotische Neurone handelt.
Im Berichtszeitraum wurden nun erfolgreich Protokolle zur Anfertigung von Kryoschnitten sowie zur immunhis-
tochemischen Markierung der selbigen etabliert. Dabei zeigte sich, dass sich im Inneren der Neurosphéren so-
wohl Neurone, als auch neurale Stammezellen befinden. Eine Selbstorganisation der Zellen zu einer definierten
Struktur wurde nicht nachgewiesen.

Um das Auswachsen der Zellen und Neurite besser analysieren zu konnen, wurde Anfang des Jahres die Soft-
ware Metamorph mit dem dazugehorigen Neurite outgrowth Modul erworben. In ersten Vorversuchen wurde die
Software dazu eingesetzt um Netzwerke kortikaler Rattenneurone sowie aus den Neurosphdren migrierende Zel-
len und Neurite zu analysieren. Zunichst wurde getestet, welche Aufnahmen fiir die Analyse am besten geeignet
sind. Hierfiir wurden konventionelle mikroskopische Aufnahmen der Zellen angefertigt sowie eine Lebendfr-
bung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DIL und eine Antikorperfarbung fixierter Zellen gegen das Protein MAP2.
Dabei zeigte sich, dass die Fluoreszenzfarbungen fiir die Analyse des Neuritenwachstums besser geeignet sind,
da hier der Kontrast zwischen zelluldren Strukturen und dem Hintergrund héher ist. Aufgrund der héheren Auf-
16sung der Antikdrperfarbungen sind diese einer Lebendfarbung mit dem Farbstoff DIL vorzuziehen.

Im vorrangegangenen Projekt Prénatal wurde gezeigt, dass Neurosphéren, die auf mit Rontgenstrahlung (1 Gy)
exponierten embryonalen Stammzellen basieren, ein geringeres Aktivititsniveau besitzen, als entsprechende
Kontrollkulturen. Um zu untersuchen ob dieser Effekt auch auftritt, wenn die Bestrahlung zu einem spéteren Dif-
ferenzierungsstadium erfolgt, wurden in den letzten Wochen neurale Stammzellen mit Rontgenstrahlung expo-
niert. Aus den iiberlebenden Zellen wurden anschlieBend Neurosphiren hergestellt. Diese werden momentan auf
den MEA Chips kultiviert und ihre elektrische Aktivitit tiglich abgeleitet.

Des Weiteren wurden die ersten Neurosphédren auf den CMOS-basierten high density MEAs (HDMEA) kulti-
viert. Um ein optimales Adhdsionsverhalten der Zellen auf den Chips zu erreichen, wurden hierbei unterschiedli-
che Beschichtungsprotokolle verwendet. Dabei zeigte sich, dass eine Beschichtung mit Polyethylenimin und
Laminin zu den besten Ergebnissen gefiihrt hat. Die Neurosphéren adhérierten auf den HDMEAs und das Aus-
wachsen vereinzelter Neurite wurde beobachtet. Neuronale Signale konnten jedoch noch nicht detektiert werden.
Zusétzlich zu den Arbeiten mit Neurosphéren, wurden weitere Experimente mit dem im BioMEMS Lab vorhan-
denen Bioprinter durchgefiihrt. Hierbei wurden neurale Stammzellen in einer geeigneten Biotinte vermengt und
in einer mdanderformigen Struktur auf die MEA Chips gedruckt. Dabei zeigte sich, dass die Strukturen hochge-
nau auf den Elektroden des MEA Chips gedruckt werden konnen. Des Weiteren zeigte sich ein gutes Adhésions-
verhalten der in der Biotinte vermengten Zellen auf den MEA Chips.

Ferner wurden die Algorithmen zur Signalverarbeitung optimiert. Hierbei wurde der Schwerpunkt auf die Quan-
tifizierung der Synchronitit neuronaler Signale gelegt. Fiir die Quantifizierung der Synchronitit wurde ein spezi-
eller Algorithmus namens ,,Spike-contrast™ entwickelt, welcher die Synchronitit nicht nur mit einem skalaren
Wert beschreibt, sondern ein Synchronitits-Spektrum erzeugt, welches es erlaubt die zeitlichen Anderungen der
Synchronitét von sich entwickelnden neuronalen Netzwerken zu untersuchen.

4. Geplante Weiterarbeiten

Im Fokus der nidchsten Experimente stehen weiterhin die aus humanen embryonalen Stammzellen differenzierten
Neurosphédren. Nach Beendigung des derzeit laufenden Bestrahlungsexperimentes, bei dem neurale Stammzellen
mit 1 Gy Rontgenstrahlung exponiert wurden, sollen die daraus gewonnenen Daten analysiert und mogliche
strahleninduzierten Verdnderungen des Aktivitdtsmusters ermittelt werden. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse
sollen durch Wiederholungen des Experiments validiert werden. Zusétzlich zu der Untersuchung der Funktiona-
litdt sollen die Auswiichse der Neurosphéren mittels Antikorperfirbung markiert und mit der Software Meta-
morph analysiert werden. Dadurch soll ermittelt werden, ob die Bestrahlung der neuralen Stammzellen einen
Einfluss auf das Migrationsverhalten der Zellen in den Neurosphéren hat. Ferner soll mithilfe immunhistochemi-
scher Farbungen gegen das Protein Synaptophysin die Anzahl synaptischer Verbindungen in den Neurosphiren
sowie in den auswachsenden Neuronen untersucht werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

M. Mayer, O. Arrizabalaga, I. Schroder, S. Ritter and C. Thielemann: Human Embryonic Stem Cell Derived
Neurospheres — 2D and 3D Cell Culture in one sample; Front. Cell. Neurosci. Conference Abstract: MEA Mee-
ting 2018

M. Ciba and C. Thielemann: Synchrony changes on different time-scales during in vitro neuronal network deve-
lopment; Front. Cell. Neurosci. Conference Abstract: MEA Meeting 2018
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
GSI Helmholtzzentrum fiir Schwerionenforschung GmbH,

Planckstr. 1, 64291 Darmstadt 02 NUK 050A
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken und entziindungshemmende Wirkung
von dicht-ionisierender a-Strahlung, Teilprojekt A

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.08.2017 bis 31.01.2021 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:
1.944.335,00 EUR Prof. Dr. Fournier

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Aufbauend auf die im GREWIS-Projekt erzielten Ergebnisse soll die Langzeitwirkung von Radonexposition né-
her untersucht werden, ankniipfend an die Notwendigkeit der Aufklarung biologischer Mechanismen im Nied-
rigdosis-Bereich, um fundierte Erkenntnisse zur therapeutischen Anwendung zu erarbeiten und die Unsicherhei-
ten in der Einschétzung der Wirkung von niedrigen Dosen insbesondere von a-Strahlung zu reduzieren. Die Ra-
donkammer und die im GREWIS-Projekt etablierten Methoden der physikalischen und biologischen Dosimetrie
sollen verwendet werden, um die Aktivititskonzentrationen in der Lunge von exponierten Mdusen und in einem
einfachen Lungenmodell zu quantifizieren, und dabei zwischen Radon und Folgeprodukten zu unterscheiden
sowie eine Dosis abzuschétzen. In einem biologischen Lungenmodell sollen Zelltypen mit besonderem Risiko
fiir bleibende genetische Schiden identifiziert werden. In Arbeiten des GREWIS-Projektes wurde in Fettgewebe
(ex vivo) eine Akkumulation von Radon beobachtet sowie in der ersten Radon-Patientenstudie eine immunmodu-
lierende und entziindungshemmende Wirkung, die sich auch auf Faktoren des Fettgewebes erstreckt. Die Ant-
wort von Fettzellen auf Exposition mit a-Teilchen- bzw. Radon sowie der Zusammenhang zu den beobachteten
Verdnderungen von Immun-, Gelenk- und Knochenzellen soll in weiteren Patientenstudien sowie durch ex vivo
Untersuchung von Patientenmaterial und in vitro aufgeklart werden.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

AP1: Radon-Diffusion/ Loslichkeit und Aerosole
- Radonkammer, Service Strahlenschutz
- Dosisdeposition von Radon im mechanischen Lungenmodell
- Radon-Loslichkeit und Konzentration (Gewebe, Organe, Mause; mit HPGe-Detektor)
- Radon-Diffusion in Gewebeschichten (Fett, Knochen, Bindegewebe; in Radonkammer)
- Exposition von Mausen in Radonkammer
AP3: Zytogenetische Untersuchungen
- Etablierung der organotypischen Kultivierung und Differenzierung von HBEZ
- Genetische, zellbiologische und molekulare Endpunkte (Photonen und a-Bestrahlung)
- Differenzierungsfahigkeit/Funktionalitit der HBEZ nach einer Strahlenexposition
- Genetische Marker in Patienten(blut) nach Radon-Exposition
AP4: (Osteo-) immunologische und entziindliche Reaktionen
- Osteo-immunologische Verdnderungen in Patientenblut (LD-RT-, RAD-ONO02-Studie)
- Untersuchung von Vorlduferzellen ex vivo vor und nach Therapie (LD-RT, RAD-ON02)
- Ex vivo Bestrahlung von Synovial-Gewebe von Patienten und gesunden Spendern
- Vergleich des Einflusses von Photonen- und a-Strahlung auf OB-Vorlduferzellen
- Wirkung von Radon-Adsorption in hTNF-a-tg Méusen; IDO-Expression in Lunge und Haut
- Adhision von Lymphozyten auf Endothelzellen (organotypische), anti-oxidativer Einfluss
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

AP1:

AP3:

AP4:

Die Messungen zur Radonloslichkeit in unterschiedlichen Materialien (Knochen, Knochenmark, Fett,
Muskel) wurden fortgesetzt. Die bisherigen Ergebnisse zur Loslichkeit in Fettsduren und Wasser und der
Vergleich mit molekular-dynamischen Simulationen wurden in einer Publikation eingereicht. Die Arbei-
ten zur Bestimmung der Radondiffusion in unterschiedlichen Materialien wurden im Januar verdffent-
licht. Im Radonheilstollen in Bad Kreuznach konnten erste Experimente mit einem freiwilligen Proban-
den durchgefiihrt werden. In der Radonkammer fanden umfangreiche Messungen zur Radonldslichkeit,
u. a. im mechanischen Lungenmodell, statt. Ebenso wurde die Alpha-Bestrahlungsvorrichtung regelmafig
genutzt. Der hierzu geplante Technical Report (AP1, AP4) ist zur Publikation vorbereitet und soll zeitnah
eingereicht werden.

Die in vitro Dosis-Effekt Kurve (Kalibrationskurve) fiir die Induktion von dizentrischen Chromosomen in
peripheren Blutlymphozyten (semi-automatische Analyse) wurde ergédnzt, insbesondere wurde ein weite-
rer Niedrigdosis-Punkt von 0,01 Gy eingefiigt. Die Kurve basiert nun auf 200.000 analysierten Metapha-
sen. Mit der Auswertung des Radon-Experiments (3 h Expositionsdauer) wurde begonnen. Eine Publika-
tion wurde fertiggestellt und eingereicht.

Die Daten aus den Experimenten mit hTNF-a- Méusen sind noch in der Auswertung und anhand der Er-
fahrungen die Marker-Panels angepasst. Ein neuer Tierversuchsantrag, der auch das Serumtransfer-
Modell umfasst, wird in Zusammenarbeit mit AP5 derzeit finalisiert. Die Daten zur Strahlensensitivitét
von Adipozyten in Bezug auf Proliferation und Differenzierung wurden vervollstindigt. Eine Publikation
wird zeitnah eingereicht. Ein erstes Experiment zur Ermittlung von méglichen strahleninduzierten Ande-
rungen mittels Transkriptomanalyse wurde durchgefiihrt. Probenvorbereitung und RNA-Isolierung wur-
den etabliert und die Proben derzeit analysiert (Kooperation Dr. Kriehuber, FZ Jiilich). Mit der Untersu-
chung zur Strahlenwirkung auf die Funktionalitit von Adipozyten wurde angefangen. Die IMMO-LDRT
Studie lduft weiter. Serumproben zur Bestimmung der Adipokine und Knochenmetabolismus-Marker
werden gesammelt bzw. bei Vollstdndigkeit aufgearbeitet.

4. Geplante Weiterarbeiten

AP1:

AP3:

AP4:

Die Messungen zur Loslichkeit von Radon sollen in verschiedenen Materialien fortgefiihrt werden. Wei-
terhin sollen Diffusionsmessungen durchgefiihrt werden. Auerdem ist es geplant, die sehr vielverspre-
chenden Messungen am freiwilligen Probanden in Bad Kreuznach zu wiederholen und neben Abdomen
und Lunge auch die Aktivitit in der Wirbelsdule zu messen. Die Publikation zur Alpha-
Bestrahlungsvorrichtung soll eingereicht werden.

Die Analyse von Blutproben aus der LDRT-Studie wird fortgesetzt, mit der Radon-Patientenstudie wird
voraussichtlich im Herbst begonnen. Dariiber hinaus werden die ersten Experimente zur Strahlenempfind-
lichkeit von humanen Bronchialepithelzellen durchgefiihrt. Eine Publikation zur genetischen Wirkung
von Alphastrahlen wird vorbereitet.

Neue Experimente mit hTNF-o- Mausen in der Radonkammer werden, je nach Zuchterfolg, vorbereitet.
Die Auswertung der Transkriptomanalyse von bestrahlten Praadipozyten wird zeitnah erwartet. Anhand
der Ergebnisse werden niiher zu untersuchende Zielgene festgelegt. Die Experimente zu Anderungen der
Funktionalitidt von Adipozyten nach Bestrahlung werden weitergefiihrt. In Endothelzellen wird der Ein-
fluss von laminarer Strémung nach ldngerer Kultivierung auf Seneszenz oder endothelial-mesenchymale
Transition weiter untersucht. Die Stimulierung mit Visfatin wird in Kombination mit Photonen- und al-
pha-Bestrahlung untersucht. Daten zur Differenzierung von Osteoklasten nach Bestrahlung werden aus-
gewertet und wiederholt. LSM-Aufnahmen werden detailliert hinsichtlich der 3D-Anheftungsstrukturen
analysiert. Eine Publikation der Daten wird vorbereitet. Die Kooperation mit Prof. Rehart (Agaplesion
Markus Krankenhaus, Frankfurt/ Main) wird im August beginnen und erste Proben werden in Kultur ge-
nommen. Die Adipokin- und Zytokinfreisetzung wird nach Bestrahlung untersucht. Das Sammeln und
Auswerten der Proben der IMMO-LDRT Studie lduft weiter bis zur geplanten Fallzahl. Die RAD-ON02
Studie wird mit AP5 fiir November 2018 vorbereitet.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Maier, A et al. "Method for measurement of radon diffusion and solubility in solid materials"; Nuclear Instru-
ments and Methods in Physics Research Section B: Beam Interactions with Materials and Atoms 416 (2018):
119-127

C. Hartel, Y. Knies, U. Gaipl, B. Frey and S. Ritter: Sensitivity of the dicentric assay for low-dose biodosimetry
of therapeutic radiation exposure. Poster, EPRBiodose Konferenz Miinchen, Juni 2018
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Technische Universitidt Darmstadt, Karolinenplatz 5,
64289 Darmstadt 02 NUK 0508

Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken und entziindungshemmende Wirkung
von dicht-ionisierender a-Strahlung, Teilprojekt B

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.08.2017 bis 31.01.2021 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

588.971,00 EUR Prof. Dr. Lobrich

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

In dem Projekt GREWISalpha soll die genetische und die entziindungshemmende Wirkung von dicht
ionisierender Strahlung, insbesondere von Radon untersucht werden. Die hier vorgeschlagene interak-
tive Forschungsarbeit wird zu einem besseren Verstidndnis der Wirkung von Radon beitragen und die
Auseinandersetzung von jungen Wissenschaftlern mit den vielseitigen Aspekten der Radon-
Problematik fordern. Wir erwarten wichtige Erkenntnisse fiir den Strahlenschutz von langlebigen radi-
oaktiven Isotopen und Verbesserungen in der therapeutischen Anwendung von Radon und der niedrig-
dosierten Strahlentherapie nicht maligner Erkrankungen gewinnen zu kdnnen. Neben Rontgen- und a-
Bestrahlungen sowie Experimenten mit lonenstrahlen sollen Zellkulturen und Tiere in einer Radon-
kammer exponiert werden, da die Radon-Exposition im Bereich des Strahlenschutzes und in der The-
rapie entziindlicher Erkrankungen eine wesentliche Rolle spielt. In Zell- und Tier-Versuchen soll die
Entziindungshemmende Wirkung von Radon mit molekular-biologischen Mitteln untersucht werden
und mit Therapie-Daten verglichen werden. GREWIS verfolgt einen neuen Ansatz: wissenschaftliche
Techniken und Kenntnisse verschiedener Institute, auch von Fachleuten, die bis jetzt keine Strahlenbi-
ologie betreiben, zusammen zu bringen und zu verkniipfen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Das Projekt wird in Zusammenarbeit mit dem Helmholzzentrum fiir Schwerionenforschung GSI

durchgefiihrt. Schwerpunkte des Forschungsvorhabens der AG Lobrich an der TUD sind folgende Un-

tersuchungen:

- Bestrahlung von Zellkulturen mit einer **' Am-Quelle zur Etablierung eines Korrekturfaktors

- Etablierung der Immunfluoreszenzfarbung von Markern fiir komplexe Briiche in verschiedenen
Geweben

- Exposition von Maiusen mit hohen Aktivititskonzentrationen von Radon, um die Rolle von
Aerosolen bei der Dosisdeposition in der Lunge zu untersuchen

- Etablierung der Immunfluoreszenzfarbung von DNA-Doppelstrangbriichen im Knochen sowie die
Analyse der Radon-induzierten DNA-Doppelstrangbriiche

- Exposition von Miusen mit hohen Aktivititskonzentrationen von Radon um die Reparatur von
strahleninduzierten DNA-Doppelstrangbriichen in verschiedenen Organen zu untersuchen

- Umfassende mechanistische Studien zur Reparatur bei niedrigen Strahlendosen in kultivierten
Zellen zur Frage, ob Radikalstress die Reparaturkinasen ATM und DNA-PKcs aktivieren kann und
dadurch die Reparaturprozesse effizient aktiviert

- Etablierung von weiteren Markern zur in vitro Analyse von persistierenden Foci-Signalen
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Biodosimetrie

Im Rahmen des Projektes GREWIS wurde eine unerwartet hohe Anzahl von 53BP1-Foci (als Marker
fiir DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs)) in der Lunge von Miusen nachgewiesen, die einer therapeu-
tisch relevanten Konzentration von Radon (440 kBq/m®) ausgesetzt wurden. Fiir die Abschitzung der
im Gewebe deponierten Dosis (ausgehend von der Anzahl der detektierten Foci) wurden bisher Expe-
rimente nach Bestrahlung mit 10 mGy Rontgenstrahlen herangezogen, bei denen eine vergleichbare
Anzahl an Foci festgestellt wurde. Dieses Vorgehen ist aufgrund der unterschiedlichen Art der Do-
sisdeposition von Rontgenstrahlen und Radon moglicherweise nicht gerechtfertigt, ohne einen geeig-
neten Korrekturfaktor fiir die unterschiedliche Dosisdeposition zu beriicksichtigen. Um einen solchen
Korrekturfaktor zu entwickeln, muss entweder auf kultivierte Zellen zuriickgegriffen werden oder, al-
ternativ, konnen auch Gewebe nach der in vivo Bestrahlung mit anderen Schwerionen (mit einem zu
a-Teilchen vergleichbaren LET) zur Dosisabschitzung verwendet werden. Vorlaufige Ergebnisse sol-
cher Experimente zeigen, dass die Zellen der Lunge nach der in vivo Bestrahlung mit 10 mGy Ei-
senionen, wie erwartet, eine etwas geringere Anzahl an 53BP1-Foci aufweisen, als nach der Bestrah-
lung mit 10 mGy Rontgenstrahlen. Wird dieses Experiment mit Eisenionen zur Abschédtzung der Do-
sisdeposition von Radon verwendet, wird in der Lunge von Radon-exponierten Mausen eine Dosis von
12 mGy deponiert.

Mechanistische Studien

Im Rahmen des Projektes GREWIS wurde eine ineffiziente DSB-Reparatur nach Radonexposition
(440 kBg/m3) festgestellt. Dieses Verhalten kann nicht nur auf die Komplexitit der Schiden zuriick-
gefiihrt werden, da ein dhnliches Verhalten auch fiir strukturell einfachere DSBs nach der Bestrahlung
mit niedrigen Dosen Rontgenstrahlen beobachtet wurde. Weiterfithrende mechanistische Studien sol-
len kldren, warum die Reparatur nach solch niedrigen Strahlendosen ineffizient verlduft. Eigene Vor-
arbeiten in kultivierten Zellen zeigten, dass Radikale, neben deren bekannten Effekt auf die Induktion,
auch die Reparatureffizienz nach Bestrahlung mit niedrigen Dosen beeinflussen (Grudzenski et al.,
PNAS 2010, Dissertation J. Mirsch). Dieser Zusammenhang zwischen geringer Reparatureffizienz und
niedrigem Radikalstress sollte mit tierexperimentellen Studien verifiziert werden. Dazu wurden Méuse
iiber 14 Tage mit dem Antioxidans N-Acetylcystein (NAC) behandelt und anschlieBend mit 20 mGy
Rontgenstrahlen bestrahlt. Eine entsprechend bestrahlte Kontrollgruppe erhielt kein NAC. Da durch
das NAC der oxidative Stress in den Zellen verringert wird, erwarteten wir durch die NAC-
Behandlung eine eingeschrinkte Reparatur.

Zur Analyse der Reparatureffizienz wurden Gewebeschnitte der Lunge, der Niere und des Diinndarms
angefertigt und die DNA-Schadensmarker (53BP1-, YH2AX-Foci) angefarbt. Die Quantifizierung der
53BP1-Foci zeigte, dass nach 24 h zwar 10-15 % der induzierten DSBs in Organen der Kontrollgruppe
persistierten, jedoch wurde keine signifikant verschlechterte Reparatur in den NAC-behandelten Mau-
sen festgestellt. Eine mogliche Erklarung fiir dieses Ergebnis ist, dass NAC - im Gegensatz zu in vitro-
Experimenten in kultivierten Zellen - die Reparatureffizienz in vivo nur bis zu einem gewissen Grad
beeinflussen kann und die Dosis von 20 mGy bereits die antioxidative Kapazitit der Zellen iibersteigt.
Im Vergleich zu kultivierten Zellen ist die in vivo-Anwendung von NAC durch die Pharmakokinetik
"limitiert". NAC wird im Darm und in der Leber stark verstoffwechselt und obwohl dessen Metabolite
auch antioxidativ wirken konnen, verstarkten sie die antioxidative Kapazitit der Zelle auch bei einem
Uberangebot moglicherweise nicht mehr.

4. Geplante Weiterarbeiten

Um die Ursache der schlechten Reparatureffizienz nidher zu untersuchen, sollen fiir weiterfiihrende
mechanistische Studien zundchst mind. eine geeignete Zelllinie etabliert werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen

Keine.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Technische Universitidt Darmstadt, Karolinenplatz 5,

64289 Darmstadt 02 NUK 050C
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken und entziindungshemmende Wirkung
von dicht-ionisierender a-Strahlung, Teilprojekt C

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.08.2017 bis 31.01.2021 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

398.280,00 EUR Prof. Dr. Thiel

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Die geplanten Arbeiten werden sich auf Effekte von Strahlung im Allgemeinen und Radon-
strahlung im Besonderen auf Prozesse in Zellen jenseits des Zellkerns konzentrieren. Ein
zentrales Element in den Arbeiten beruht auf Befunden, die zeigen, dass eine Bestrahlung von
Zellen mit niedrigen Dosen im Zytoplasma von Zellen zu einem raschen Anstieg an ROS
fiihrt; diese initiale Zellantwort 16st wiederum weitere Signalkaskaden aus, die sowohl fiir die
Immunantwort der Zellen aber auch fiir neurophysiologische Signalweiterleitungen von Be-
deutung sein konnen.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete
Untersuchungen zu dem zeitlichen und kausalen Zusammenhang zwischen einer Niedrigdo-

sen-Bestrahlung von Zellen des Immunsystems und von Neuronen und dem folgenden An-
stieg an ROS in den Zellen und die sich daraus ergebene Auswirkung auf Signalkaskaden.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Im vorherigen Berichtszeitraum wurden Messungen durchgefiihrt, die gezeigt haben, dass io-
nisierende Strahlung einschlieBlich a-Strahlung in humanen T-Zellen zu Oszillationen der cy-
tosolischen Ca®" Konzentration fiihren. Teile der Ergebnisse sind in die unten genannte Publi-
kation eingeflossen. In dem aktuellen Berichtszeitraum hat die Doktorandin Frau Tandl mit
einem Masterstudenten Experimente durchgefiihrt, die zeigen sollen aus welchem zelluldren
Kompartiment das Ca®" stammt und warum nach Bestrahlung mehr als eine halbe Stunde ver-
geht bis die Ca®>" Oszillationen einsetzten. Laufende Experimente sollen ferner Auskunft dar-
iiber geben, welcher Signalweg in den T-Zellen durch die Ca?* Oszillationen aktiviert werden.
Die Ergebnisse der Arbeiten werden im September im Rahmen einer Tagung der Gesellschaft
fiir Biol. Strahlenschutz in Frankfurt vorgestellt werden. Des Weiteren wurde begonnen, zu
Neuronen differenzierte neuronale Stammzellen aus der Maus elektrophysiologisch zu cha-
rakterisieren und auf O2- beschichteten Mylar-Folien wachsen zu lassen, um die Wirkung von
alpha-Strahlung auf Neurone zu analysieren. In dem aktuellen Berichtszeitraum hat die Dok-
torandin Frau Juliane Joswig diese Experimente weiter vorangetrieben und gezeigt, dass die
auf beschichteter Mylar Folie differenzierten Zellen eine deutliche Stromantwort nach Appli-
kation von Glyzin/Glutamat aufweisen, was fiir das Vorhandensein von funktionellen
NMDAR spricht. Ebenso konnte sie eine Erhohung der Kalium- und Natrium-Leitfahigkeit
wihrend des Differenzierungsverlaufs aus vorangegangenen Arbeiten bestdtigen. Aufgrund
dieser Befunde kann davon ausgegangen werden, dass sich die aus neuronalen Stammzellen
differenzierten Neuronen als Modelsystem fiir die Schmerzsensierung eignen und eine kon-
trollierte Bestrahlung mit alpha-Teilchen moglich ist. Laufende Experimente sollen nun Aus-
kunft dariiber geben, welchen Einfluss unterschiedliche Dosen an alpha- und Rontgen-
Bestrahlung auf die Aktivitdt von Rezeptoren und Kanélen haben. Die Ergebnisse der Arbeit
werden im September im Rahmen einer Tagung der Gesellschaft fiir Biol. Strahlenschutz in
Frankfurt vorgestellt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Die laufenden Arbeiten zum Ca?" Signaling in T-Zellen sollen im folgenden Berichtszeitraum
abgeschlossen werden, damit dieser Teil der Arbeit publiziert werden kann. In kommenden
Experimenten sollen Effekte von alpha Strahlung und Radon Behandlung miteinander vergli-
chen werden, um herauszufinden, ob eine eventuelle Schmerzsensierung strahlungsspezifisch
oder radonspezifisch ist.

5. Berichte, Veroffentlichungen
Voos, P., Fuck, S. Weipert, F., Babel, L., Tandl, D., Meckel, T., Hehlgans, S., Fournier, F.,

Rodel, F., Moroni, A. Thiel, G. (2018): Ionizing radiation induces morphological changes and
immunological modulation of Jurkat cells. Frontiers in Immunol. 9:922.
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Zuwendungsempfinger: Forderkennzeichen:
Johann Wolfgang Goethe-Universitit Frankfurt am Main, Theo-

dor-W.-Adorno-Platz 1, 60323 Frankfurt am Main 02 NUK 050D
Vorhabensbezeichnung:

Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken und entziindungshemmende Wirkung
von dicht-ionisierender a-Strahlung, Teilprojekt D

Zuordnung zum FuE-Programm:

Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung

Laufzeit des Vorhabens: Berichtszeitraum:
01.08.2017 bis 31.01.2021 01.01.2018 bis 30.06.2018
Gesamtkosten des Vorhabens: Projektleiter:

405.538,00 EUR Prof. Dr. Rodel

1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Die niedrig dosierte Strahlentherapie wird vorwiegend zur Behandlung degenerativ-
inflammatorischer, d. h. benigner Erkrankungen eingesetzt. Die ursidchlichen Mechanismen, die zur
antientziindlichen Wirkung niedrig dosierter Strahlung fiihren, sind bislang jedoch nur unzureichend
geklart. Arbeiten unserer und anderer Arbeitsgruppen konnten jedoch in den letzten Jahren fiir viele
Effekte eine nichtlineare Dosis-Wirkungsbeziehung nach Rontgen- und Schwerionen-Bestrahlung be-
obachten, an der entscheidend reaktive Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt sind. Diese werden in der
Zelle hochprizise durch antioxidative Enzyme reguliert und fiihren im Niedrigdosisbereich funktionell
zu einer Minderung der Leukozytenadhésion als einer wesentlichen Komponente der Inflammation. In
Teilprojekt D werden als mdgliche Regulatoren des oxidativen Systems und der ROS-Produktion in
Endothelzellen und Leukozyten der Transkriptionsfaktor Nrf2 sowie micro(mi)RNAs nach Bestrah-
lung mit Photonen und mit dicht-ionisierenden Strahlenquellen in vitro, in vivo und in Patientenstudien
in enger Kooperation mit AP1 (Maier & Kraft, GSI), AP4 (C. Fournier, GSI) und AP5 (U. Gaipl & B.
Frey, UKER) untersucht.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Entsprechend der im Rahmen des Verbundprojektes GREWIS gewonnenen Erkenntnisse ist das Un-
tersuchungsprogramm des Teilprojektes D (Arbeitspaket 6) wie folgt gegliedert:

Task 21: Der erste Themenkomplex beinhaltet Untersuchungen der Nrf2 Aktivitdt in Endothelzellen
und Leukozyten nach Photonen- und Radon-Bestrahlung.

Task 22: Dieses Arbeitspaket befasst sich mit der Analyse von Nrf2 und dessen Targetgenen nach Be-
strahlung von Subpopulationen muriner und humaner Lymphozyten.

Task 23: In diesem Themenkomplex sollen die in vitro gewonnenen molekularen Erkenntnisse iiber
die differentielle Regulation der ROS-Produktion durch antioxidative Enzyme und miRNAs in vivo im
Mausmodell sowie in Patientenstudien bestitigt werden.

Task 24: Gegenstand dieses Arbeitspaketes ist die Identifizierung der an der differentiellen Regulation
des antioxidativen Systems von Endothelzellen und der Leukozytenadhision beteiligten miRNAs mit-
tels spezifischer miRNA Inhibitoren und Next Generation Sequencing (NGS).

Task 25: In weiteren funktionellen Analysen werden die anti-oxidativen Einfliisse auf die Lymphozy-
ten-Adhésion an Endothelzellen mittels Flow Chamber untersucht.

Task 26: Dieses Arbeitspaket beschéftigt sich mit der Etablierung organotypischer Blutgefd3-Kulturen
zur Messung von Lymphozyten-Adhédsion nach Niedrigdosisbestrahlung.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Im Rahmen des Verbundprojektes GREWIS konnte eine nichtlineare Dosis-Effekt-Beziehung der
Leukozyten-Endothelzelladhésion nach Niedrigdosis-Bestrahlung in urséchlichen Zusammenhang mit
der Regulation des anti-oxidativen System gebracht werden. Eine verminderte Expression des Tran-
skriptionsfaktors Nrf2 nach Bestrahlung im Bereich zwischen 0,3 und 0,7 Gy fiihrte zu einer verrin-
gerten Expression der anti-oxidativen Enzyme Superoxiddismutase (SOD), Catalase und Glutathion-
peroxidase (GPx) und damit zu einer erhohten ROS-Menge in den untersuchten Immunzellen. Zur
Uberpriifung dieser nichtlinearen Regulation in vivo wurde eine Real-Time PCR zur Quantifizierung
der murinen Enzyme mit Standardkurve zur besseren Vergleichbarkeit der verschiedenen Messungen
etabliert. Die Messung sowohl von SOD1, Catalase, GPx1 als auch des Transkriptionsfaktors Nrf2
zeigte sowohl bei mit Radon (430 kBq) bestrahlten C57Bl/6 Kontrollméusen als auch bei bestrahlten
hTNFa-transgenen Méusen eine veranderte Expression im Vergleich zu unbestrahlten Mausen, jedoch
war diese gegenldufig. Wihrend die Bestrahlung bei den Kontrollméusen zu einer erhohten Expressi-
on der anti-oxidativen Enzyme fiihrte, war diese in den Radon-exponierten hTNFa-transgenen Mau-
sen vermindert.

Im Berichtszeitraum wurden zudem die Expression von Nrf2, SODI, Catalase und GPx1 in den ersten
Patientenproben der IMMO-LD-RT Patientenstudie bestimmt. Bis zu diesem Zeitpunkt lag RNA aus
Blut von fiinf Patienten, die die Therapie beendet haben, vor. Es wurde jeweils vor Therapie, am Ende
der ersten Bestrahlungsserie, am Anfang der zweiten Bestrahlungsserie, am Ende der zweiten Bestrah-
lungsserie und zum Zeitpunkt der Nachsorge in Erlangen (AP5) Blut entnommen und die RNA iso-
liert. Die Quantifizierung der Enzyme und von Nrf2 erfolgte mittel Real-Time PCR in Frankfurt (AP6,
Task 23). Dabei zeigte sich eine Regulation der Expression der untersuchten Faktoren im Verlauf der
Therapie, der aber erst nach Untersuchung weiterer Patientenproben in der fortlaufenden Studie ab-
schlieBend beurteilt werden kann.

4. Geplante Weiterarbeiten

Innerhalb des Verbundprojekts GREWISalpha werden fortlaufend Patientenproben durch die Projekt-
partner (APS) gesammelt, die in Frankfurt hinsichtlich der Expression von an der Regulation des anti-
oxidativen Systems beteiligter Faktoren untersucht werden (Task 23). Zusétzlich erfolgen funktionelle
Studien in Form von Adhésionsexperimenten in vitro und in vivo nach niedrig dosierter Strahlenthera-
pie (Task 23, 25, 26).

5. Berichte, Veroffentlichungen

Voos P, Fuck S, Weipert F, Babel L, Tandl D, Meckel T, Hehlgans S, Fournier C, Moroni A, Rédel F,
Thiel G.: lonizing Radiation Induces Morphological Changes and Immunological Modulation of Jur-
kat Cells. Front Immunol 2018;9:922.

Wunderlich R, Riihle PF, Deloch L, Roedel F, Fietkau R, Gaipl US, Frey B.: Ionizing radiation re-
duces the capacity of activated macrophages to induce T-cell proliferation, but does not trigger dendri-
tic cell-mediated non-targeted effects. Int J Radiat Biol 2018;18:1-36.

Hehlgans S, Oppermann J, Weipert F, Mortl S, Fournier C, Rédel C, Rodel F.: MicroRNAs modulie-
ren die anti-oxidative Antwort von Endothelzellen nach Bestrahlung im Niedrigdosisbereich. Abstract
bei der 24. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Radioonkologie, Leipzig, 2018; Strahlenther
Onkol 2018;194, Supplement 1: S98
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platz 4, 91054 Erlangen 02 NUK 050E
Vorhabensbezeichnung:
Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken und entziindungshemmende Wirkung
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Nukleare Sicherheitsforschung: Strahlenforschung
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1. Vorhabensziele/Bezug zu anderen Vorhaben

Das Gesamtziel des Verbundes kniipft an die Notwendigkeit der Aufkldrung biologischer Mechanismen im
Niedrigdosis-Bereich an. Der Schwerpunkt wird auf die Wirkung von Radon gelegt, dessen radioaktiver Zerfall
und Inkorporation durch den Menschen etwa 30 % der mittleren Strahlenbelastung pro Jahr ausmacht. Anderer-
seits wird eine hohe Zahl an Patienten, die unter chronischen, degenerativen, entziindlichen und schmerzhaften
Erkrankungen leiden, in dafiir ausgewiesenen Heilbddern mit Radon therapiert. Die Arbeiten des Verbundpro-
jektes sollen dazu beitragen, Risiken und Nutzen einer Radon-Exposition auf wissenschaftlicher Basis besser
abwigen zu konnen. Dazu wurden im vorangegangenen Projekt GREWIS die notwendigen Instrumente und Me-
thoden etabliert bzw. eine entsprechende Infrastruktur (Radonkammer, Patientenstudien, Tier-Modelle) geschaf-
fen und validiert, die nun in GREWISalpha fokussiert eingesetzt werden kann.

Im Hinblick auf die klinische Nutzung von Radon-Exposition sollen im Teilprojekt E basierend auf den aussage-
kréftigen Vordaten, Immunmatrices identifiziert werden. Diese konnten als Immunbiomarker von Strahlungsex-
positionen dienen. Es wird die RAD-ONO02-Folgestudie, welche eine tempordre Placebo-Gruppe beinhaltet
(cross-over-design), durchgefiihrt werden, um die durch Radonexposition hervorgerufenen osteoimmunologi-
schen Verdnderungen klar definieren zu konnen. Ergédnzend zur Immunphénotypisierung sollen zusétzlich auch
Zytokine, Chemokine und erweiterte Gefahrensignale im Blut erfasst werden. SchlieBlich sollen die Immunbio-
marker der Niedrigdosis-Exposition von Radon denen fiir Photonen (IMMO-LDRT-01-Studie) gegeniibergestellt
werden.

In den Maus-Modellen soll der Fokus verstarkt auf die lokalen und systemischen osteoimmunologischen Verén-
derungen durch Strahlungsexposition sowie auf das Zell-Mikromilieu im Knochen und am entziindeten Knorpel
gelegt werden. Ein weiteres Entziindungsmodell wird hierfiir etabliert und genutzt, welches auch schnellere Ana-
lysen in hoherer Anzahl zulédsst. Mit diesen K/BxN (respektive KRN) Mausen kann der Einfluss von Strahlung
auf die mannigfaltigen Interaktionen von Immunzellen mit Osteoblasten, Osteoklasten sowie Fibroblas-
ten-dhnlichen Synoviozyten sehr gut auf molekularer und zelluldrer Ebene untersucht und Mechanismen der
Strahlungswirkung aufgekldrt werden. Ausgewéhlte Experimente sollen ebenfalls weiter im hTNF-a-tg Maus-
model durchgefiihrt werden. Ein Augenmerk soll hierbei insbesondere auf den Einfluss des basalen Entziin-
dungsstatus auf die strahlungsinduzierten osteoimmunologischen Verdnderungen gelegt werden.

2. Untersuchungsprogramm/Arbeitspakete

Die Arbeitshypothese ist, dass Radonexposition die Populationen und Funktionen von Immunzellen und Zellen
des Knochenstoffwechsels moduliert und somit zur Abmilderung von Entziindung beitrégt.

Im Speziellen wird der spezifische Immunstatus von Patienten vor, wihrend und nach Strahlungsexposition im
Rahmen der RAD-ONO02- und der IMMO-LDRT-01-Studie bestimmt sowie das weitere Mikromilieu im Serum
analysiert. Es sollen Immunbiomarker und Immunmatrices der Strahlungsexposition auch im Vergleich zur loka-
len Hochdosisbestrahlung definiert werden. Mechanistisch werden osteoimmunologische Untersuchungen zur
Wirkung von Radon auf Entziindung und Knochenmetabolismus in den K/BxN und hTNF-a-tg Mausmodellen
sowie in ex vivo Zellkultursystemen durchgefiihrt.
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3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Frau Ina Becker wurde als neue wissenschaftliche Mitarbeiterin in die Immunphénotypisierungen (IPT) erfolg-
reich eingearbeitet. Frau Donaubauer hat sich im Rahmen ihrer Promotion ,,Osteoimmunological modes of action
of radon and X-ray* der Graduiertenschule fiir Lebenswissenschaften ,,Life@FAU* der Friedrich-Alexander-
Universitdt Erlangen-Niirnberg angeschlossen. In die IMMO-LDRTO1 Studie konnten nun bereits 81 Patienten
eingeschlossen werden. Im peripheren Blut waren B und T Lymphozyten nach Ende der ersten Bestrahlungsserie
signifikant erniedrigt, wohingegen eosinophile Granulozyten signifikant erhoht waren. Im ldngeren Verlauf war
bei einigen Immunzelltypen ein reduzierter Aktivierungsstatus nach der seriellen Bestrahlung festzustellen. Die-
se Daten wurden im Juni 2018 auf der DEGRO Jahrestagung in Form eines Vortrags prasentiert. Aktuell wird
der Immunstatus der Patienten unter Beriicksichtigung der zugrundeliegenden Indikationen analysiert, um zu un-
tersuchen, ob bei den unterschiedlichen Krankheitsbildern unterschiedliche immunologische Mechanismen nach
Bestrahlung zum Tragen kommen. Bei ersten Analysen zeigten sich Unterschiede im initialen Immunstatus der
verschiedenen Patientenkollektive. Die Methode der modularen Immunphénotypisierung wurde im Mai 2018 bei
Springer Protocols eingereicht. Die Publikation zu den Zytokindaten aus der RAD-ONO1-Studie wird fiir Bio[]
med Res Int mit minor revisions umgeschrieben und das Paper bei Modern Rheumatology wurde im Februar
2018 akzeptiert. Die Vorbereitungen zur RAD-ONO2 Studie wurden fortgesetzt. Im Zuge der tierexperimentellen
Arbeiten wurde das Paper ,,L.ow-dose radiotherapy ameliorates advanced arthritis in hTNF-o tg mice by particu-
larly positively impacting on bone metabolism” in {iberarbeiteter Form bei Frontiers in Immunology eingereicht
und ist im abschlieBenden Begutachtungsprozess. Es wurden funktionelle Assays zum Fressverhalten der Osteo-
kalsten (pit formation) finalisiert und die Neutrophileninfiltration und Aktivitdt in den bestrahlten Pfoten von
hTNF-a tg Miusen untersucht. Ein weiteres Paper, welches den Einfluss von niedrig dosierter Rontgenstrahlung
auf Zellen des Knochenmetabolismus im nicht-entziindeten Zustand untersucht, wurde fertiggestellt und soll
beim International Journal of Molecular Sciences eingereicht werden. Die Daten zum Knochenmetabolismus
nach LD-RT wurden beim European Rheumatology Workshop in Genf prisentiert und der Abstract in einer
Supplementary Issue von Annals of the Rheumatic Diseases verdftentlicht. Ein weiterer Abstract wurde im Rah-
men der DEGRO in Leipzig als Poster prasentiert sowie als Kurzverdffentlichung in Strahlentherapie und Onko!
logie publiziert. Die Untersuchungen zum Einflusses der lokal applizierten Rontgenstrahlung auf das periphere
Immunsystem im KRN Serumtransfermodell wurden wiederholt. Hierbei bestitigte sich, dass B Zellen im Kno-
chenmark und Blut behandelter Tiere erniedrigt werden. Bei den T Zellen konnte eine Verschiebung im Kno-
chenmark von CD8+ hin zu CD4+ Zellen beobachtet werden, wihrend sich die Gesamt T Zellzahl sowohl im
Blut als auch im Knochenmark reduziert hatte. Eine Bachelorarbeit, welche sich mit dem Einfluss niedrig dosier-
ter Rontgenstrahlung auf den Phénotyp gesunder Makrophagen beschéftigt, wurde begonnen. Das Treffen zur
Koordination der Tierversuche und des neuen TVAs fand im Januar 2018 an der GSI statt.

4. Geplante Weiterarbeiten

Ein Update der IPT Daten der IMMO-LDRT-01 Studie soll im September 2018 auf der GBS Jahrestagung vor-
gestellt werden. Im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit sollen zudem die erhobenen Daten zur Lebens-
qualitdt und den Schmerzparametern evaluiert werden. Die hierdurch generierten Erkenntnisse sollen im An-
schluss mit den Daten der IPT korreliert werden. Des Weiteren sind Analysen von osteoimmunologischen Se-
rummarkern mit den in die hauseigene Biobank eingelagerten Serumproben der Studienpatienten geplant. Fiir
Nov. dieses Jahres ist der Start der RAD-ONO2 Studie geplant und die entspr. Vorbereitungen getroffen. Das Pa-
per wird beim International Journal of Molecular Sciences eingereicht werden. Die Arbeiten zum Einfluss der
Rontgenstrahlung auf Makrophagen sollen fortgefiihrt werden. Hierfiir sind v. a. Transwell-Assays zur Untersg.
des Einflusses von Zytokinen, welche von fibroblast-like synoviocytes (FLS) freigesetzt wurden, auf die Diffe-
renzierung von Makrophagen vorgesehen. Die Experimente zu Untersg. des Einflusses des Geschlechts sowie
der Bestrahlungshéufigkeiten auf den Phinotyp von FLS sollen abgeschlossen werden. Die detaillierte Charakte-
risierung der h7NF-a tg Tiere wird im Rahmen einer weiteren zahnmedizinischen Doktorarbeit durchgefiihrt.
Weiterfithrende Untersg. zum Einfluss von niedrigen Strahlendosen auf den Kochenmetabolismus sind ebenfalls
vorgesehen. Die aufgrund von Bauarbeiten in den GSI Laboratorien sowie erneuten Zuchtproblemen der hTNF-a
tg Mausen ausgesetzten Versuche in der Radonkammer werden wieder aufgenommen. Die im Rahmen der Se-
rumtransferversuche entstandenen Knochenschnitte sollen bzgl. der Infiltration von entziindlichem Gewebe so-
wie Knochenerosionen untersucht werden.

5. Berichte, Veroffentlichungen
Riickert, Deloch et al., Strahlenther Onkol. 2018 Jun;194(6):509-519; Riihle et al., Mod Rheumatol. 2018 Mar

2:1-8; Wunderlich et al., Int J Radiat Biol. 2018 Jun 18:1-36; Deloch et al., Annals of the Rheumatic Diseases,
77 (Suppl 1) A62-A63; Deloch et al., Strahlenther Onkol. 2018;194(1):1-222.
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dungshemmende Wirkung von dicht-ionisierender a-Strahlung, Teil-
projekt E



02 NUK 051C

02 NUK 017A

02 NUK 034C

02 NUK 037A

02 NUK 049A

02 NUK 050A

02 NUK 027C

02 NUK 041B

02 NUK 046B

02 NUK 051B

160

| Friedrich-Schiller-Universitit Jena, Fiirstengraben 1, 07743 Jena
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und Umwelt (GmbH), Ingolstidter Landstr. 1, 85764 Neuherberg

Helmholtz Zentrum Miinchen Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit

Verbundprojekt Endothelzellen: Effekte niedriger, mittlerer und hoher
Strahlendosen auf primdre mikrovaskulire Endothelzellen unter-
schiedlicher Normalgewebe; Teilprojekt B
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Verbundprojekt BrainRadiationAssay: Etablierung eines in vitro Sys-
tems zur Analyse und Pridiktion von Schiden im zentralen Nerven-
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mit anderen Neurotoxika, Teilprojekt B
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Strahlung in der Krebsentstehung und Alterung, Teilprojekt A
Verbundprojekt KAUVIR: Kombination statt Addition — UV bis IR
Strahlung in der Krebsentstehung und Alterung, Teilprojekt C
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Johann Wolfgang Goethe-Universitit Frankfurt am Main, Theodor-W.-Adorno-
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dungshemmende Wirkung von dicht-ionisierender a-Strahlung, Teil-
projekt D
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jekt B

Verbundprojekt SIRIUS: Sekundérionisation radioaktiver Isotope zur
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| Klinikum der Universitit Miinchen, Marchioninistr. 15, 81377 Miinchen

Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der individuellen Strahlen-
empfindlichkeit, Teilprojekt C
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Str. 22, 81675 Miinchen

Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitit Miinchen, Ismaninger

Verbundprojekt Endothelzellen: Effekte niedriger, mittlerer und hoher
Strahlendosen auf primdre mikrovaskuldre Endothelzellen unter-
schiedlicher Normalgewebe; Teilprojekt A

104

Leibniz-Institut fiir Priventionsforschung und Epidemiologie — BIPS
Achterstr. 30, 28359 Bremen

GmbH,

Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenempfindlichkeit: Iden-
tifikation biologischer und epidemiologischer Langzeitfolgen, Teilpro-
jekt C
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| Leibniz Universitit Hannover, Welfengarten 1, 30167 Hannover

Verbundprojekt SIRIUS: Sekundérionisation radioaktiver Isotope zur
ortsaufgeldsten Ultraspurenanalyse, Teilprojekt A

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und Transferverhalten
langlebiger Radionuklide entlang der kausalen Kette Grundwasser-
Boden-Oberfliche-Pflanze unter Beriicksichtigung langfristiger klima-
tischer Verdnderungen, Teilprojekt A

044

54

| Medipan GmbH, Ludwig-Erhard-Ring 3, 15827 Dahlewitz

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-Reparaturfoci als Maker
der individuellen Strahlenempfindlichkeit, Teilprojekt E

[ 88

79100 Freiburg

Oko-Institut. Institut fiir angewandte Okologie e. V., Merzhauser Str. 173,

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und Transferverhalten
langlebiger Radionuklide entlang der kausalen Kette Grundwasser-
Boden-Oberfliche-Pflanze unter Beriicksichtigung langfristiger klima-
tischer Verdnderungen, Teilprojekt E

62

| Ruprecht-Karls-Universitit Heidelberg, Grabengasse 1, 69117 Heidelberg

Verbundprojekt ThermAc: Aufklarung von Thermodynamik und Spe-
ziation von Actiniden bei hoheren Temperaturen in Kombination von
Schitzmethoden, spektroskopischen und quantenmechanischen Me-
thoden; Teilprojekt C

38

Sondervermégen Grofiforschung beim Karlsruher Institut fiir Technologie
(KIT), Hermann-von-Helmholtz-Platz 1, 76344 Eggenstein-Leopoldshafen

Verbundprojekt ThermAc: Aufklarung von Thermodynamik und Spe-
ziation von Actiniden bei hoheren Temperaturen in Kombination von
Schitzmethoden, spektroskopischen und quantenmechanischen Me-
thoden; Teilprojekt A

34




02 NUK 041D

02 NUK 034A

02 NUK 034B

02 NUK 036D

02 NUK 037C

02 NUK 042D

02 NUK 050B

02 NUK 050C

02 NUK 027A

02 NUK 027B

02 NUK 027E

02 NUK 035C
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THD - Technische Hochschule Deggendorf, Dieter-Gorlitz-Platz 1,
94469 Deggendorf

Verbundprojekt PANAS: Untersuchungen zu passiven Nachzerfalls-
wiarme-Abfuhrsystemen; Teilprojekt D: Statische und dynamische
Modellierung der thermischen Kopplung von Fluidphasen und Wir-
melibertriagerstrukturen

30

| Technische Universitit Darmstadt, Karolinenplatz 5, 64289 Darmstadt

Verbundprojekt NeuroRad: Ein Ansatz zur Bewertung neurologischer
Strahlenschéden, Teilprojekt A

Verbundprojekt NeuroRad: Ein Ansatz zur Bewertung neurologischer
Strahlenschéden, Teilprojekt B

Verbundprojekt KAUVIR: Kombination statt Addition — UV bis IR
Strahlung in der Krebsentstehung und Alterung, Teilprojekt D

Verbundprojekt VERCHROMT: Erkennung, Verarbeitung und biolo-
gische Konsequenzen von Chromatinschiden nach Teilchenbestrah-
lung, Teilprojekt C

Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenempfindlichkeit: Iden-
tifikation biologischer und epidemiologischer Langzeitfolgen, Teilpro-
jekt D

Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken und entziin-
dungshemmende Wirkung von dicht-ionisierender a-Strahlung, Teil-
projekt B

Verbundprojekt GREWISalpha: Genetische Risiken und entziin-
dungshemmende Wirkung von dicht-ionisierender a-Strahlung, Teil-
projekt C

oy 72

74

96

102

114

150

152

| Technische Universitiit Dresden, Helmholtzstr. 10, 01069 Dresden

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager fiir abgebrannte
Brennelemente: Experimentelle Analyse, Modellbildung und Validie-
rung fiir System- und CFD-Codes; Teilprojekt A: Experimentelle und
theoretische Untersuchung der Nachwéarmeabfuhr von Brennelemen-
ten in ausdampfenden Nasslagern

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager fiir abgebrannte
Brennelemente: Experimentelle Analyse, Modellbildung und Validie-
rung fiir System- und CFD-Codes; Teilprojekt B: Simulation von
Stromung und Wiarmetransport unter den Bedingungen eines Lagerbe-
ckens

Verbundprojekt SINABEL: Sicherheit der Nasslager fiir abgebrannte
Brennelemente: Experimentelle Analyse, Modellbildung und Validie-
rung fiir System- und CFD-Codes; Teilprojekt E: Ortsaufgeloste Tem-
peratur- und Gasphasengeschwindigkeitsmessung zur Analyse der
Stromungszustinde in ausdampfenden Brennelementen

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-Reparaturfoci als Maker
der individuellen Strahlenempfindlichkeit, Teilprojekt C

110

12

18

[ 84




02 NUK 041A

02 NUK 046A

02 NUK 039E

02 NUK 045C

02 NUK 051D

02 NUK 031A

02 NUK 035A

02 NUK 046C

02 NUK 043C

02 NUK 040B
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Verbundprojekt PANAS: Untersuchungen zu passiven Nachzerfalls-
wiarme-Abfuhrsystemen; Teilprojekt A: Einzel- und Integralexperi-
mente sowie theoretische Analysen zu Verdampfung, Kondensation
und Zweiphasen-Natriumlaufstabilitdt in einem passiven Warmetrans-
portsystem

Verbundprojekt FENABIUM: Struktur-Wirkungsbeziehungen zwi-
schen f-Elementen und organischen Ligandsystemen mit naturstoffba-
sierten Bindungsfunktionen in Hinblick auf eine mogliche Mobilisie-
rung in der Umwelt, Teilprojekt A

24

L 48

| Technische Universitit Miinchen, Arcisstr. 21, 80333 Miinchen

Verbundprojekt ThermAc: Aufklarung von Thermodynamik und Spe-
ziation von Actiniden bei hoheren Temperaturen in Kombination von
Schitzmethoden, spektroskopischen und quantenmechanischen Me-
thoden; Teilprojekt E

Verbundprojekt INSTRA: Integrative Langzeitstudie zur Wirkung
niedriger Strahlendosen in der Maus; Teilprojekt C

[ 42

126

| Universitit Bremen, Bibliothekstr. 1, 28359 Bremen

Verbundprojekt TRANS-LARA: Transport- und Transferverhalten
langlebiger Radionuklide entlang der kausalen Kette Grundwasser-
Boden-Oberfliche-Pflanze unter Beriicksichtigung langfristiger klima-
tischer Verdnderungen, Teilprojekt D

J 60

Universitit der Bundeswehr Miinchen, Werner-Heisenberg-Weg 39,
85579 Neubiberg

Verbundprojekt LET: Simulation von Hoch-LET-Effekten mittels fo-
kussierter Niedrig-LET-Strahlung; Teilprojekt A

J 68

| Universitit des Saarlandes, Campus, 66123 Saarbriicken

Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-Reparaturfoci als Maker
der individuellen Strahlenempfindlichkeit, Teilprojekt A

£ 80

| Universitit Leipzig, Ritterstr. 26, 04109 Leipzig

Verbundprojekt FENABIUM: Struktur-Wirkungsbeziechungen zwi-
schen f-Elementen und organischen Ligandsystemen mit naturstoftba-
sierten Bindungsfunktionen in Hinblick auf eine mdgliche Mobilisie-
rung in der Umwelt, Teilprojekt C

52

| Universitit Rostock, Universititsplatz 1, 18055 Rostock

Verbundprojekt COLLAR: Komplexe DNA-Lésionen und deren Be-
deutung fiir die zelluldre Antwort nach Bestrahlung, Teilprojekt C

120

| Universitit Stuttgart, Keplerstr. 7, 70174 Stuttgart

Verbundprojekt UNSCHRO: Experimentelle Untersuchungen und
theoretische Beschreibung der Schiadigung metallischer Rohrleitungen
bei turbulenter Durchstromung im Bereich hoher Driicke und hoher
Temperaturen, Teilprojekt B: Numerische Simulation turbulenter
Stromung

22
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Universitit Stuttgart — Otto-Graf-Institut — Materialpriifanstalt, Pfaffenwald-
ring 32, 70569 Stuttgart

02 NUK 040A  Verbundprojekt UNSCHRO: Experimentelle Untersuchungen und 20
theoretische Beschreibung der Schidigung metallischer Rohrleitungen
bei turbulenter Durchstromung im Bereich hoher Driicke und hoher
Temperaturen, Teilprojekt A: Mischnéhte, Ausstromen

| Universitit Ulm, Helmholtzstr. 16,89081 Ulm

02 NUK 048B  Verbundprojekt ESKaRa: Epidemiologische Studie zu Kardialen Spit- = 142
folgen und Zweitmalignomen nach Radiotherapie bei Brustkrebspati-
entinnen, Teilprojekt B

| Universititsklinikum Essen, Hufelandstr. 55, 45147 Essen

02NUK 037B  Verbundprojekt VERCHROMT: Erkennung, Verarbeitung und biolo- 190
gische Konsequenzen von Chromatinschdden nach Teilchenbestrah-
lung, Teilprojekt B

02NUK 043B  Verbundprojekt COLLAR: Komplexe DNA-Lisionen und deren Be- 118
deutung fiir die zelluldre Antwort nach Bestrahlung, Teilprojekt B

02NUK 047D Verbundprojekt ZiSStrans: Zielstrukturen der individuellen Strahlen- 134
empfindlichkeit, Teilprojekt D

| Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf, Martinistr. 52, 20251 Hamburg

02NUK 032  DNA-Doppelstrangbruchreparatur in Tumoren: Mechanismen und 70
Targets

02NUK 035B  Verbundprojekt DNA-Reparaturfoci: DNA-Reparaturfoci als Maker 82
der individuellen Strahlenempfindlichkeit, Teilprojekt B

Universititsmedizin der Johannes-Gutenberg-Universitit Mainz,
Langenbeckstr. 1, 55131 Mainz

02NUK 0424 Verbundprojekt ISIBELA: Intrinsische Strahlenempfindlichkeit: Iden- =108
tifikation biologischer und epidemiologischer Langzeitfolgen, Teilpro-
jekt A

02 NUK 048A  Verbundprojekt ESKaRa: Epidemiologische Studie zu Kardialen Spit- = 140
folgen und Zweitmalignomen nach Radiotherapie bei Brustkrebspati-
entinnen, Teilprojekt A



