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2. Zusammenfassung
Weichgewebssarkome sind maligne Erkrankungen, die abhängig von Stadium und Subtyp eine limitierte 
Prognose aufgrund häufiger Lokalrezidive oder Fernmetastasen haben. Es fehlt an effizienten 
systemischen Therapien, weshalb in den meisten Fällen die chirurgische Resektion und anschließende 
Radiotherapie als bestmögliche Behandlung verbleibt. Immuntherapien werden bereits in klinischen 
Studien getestet und zeigen vielversprechende Ergebnisse in einige der Subtypen. Allerdings zeigt sich 
dabei auch ein großer Bedarf an klinischer und experimenteller Forschung, insbesondere über das 
Immunumfeld der Tumore. Ziel dieses Forschungsprojektes ist deshalb, das Wissen über das 
Immunmikroumfeld von Weichgewebssarkomen zu erweitern und damit einen weiteren Schritt in der 
Entwicklung von potenten Immuntherapien zu ermöglichen. Dabei stellen geweberesidente T- Zellen 
(TRM), als nachgewiesene positive Faktoren in der Tumorbekämpfung durch das Immunsystems den 
Fokus des Projekts dar. Da ihr Vorkommen in Sarkomen bisher noch nicht untersucht wurde, soll diese 
Population nun in verschiedenen Subtypen untersucht und ihre wichtigsten Marker identifiziert werden. 
Mit diesen Ergebnissen kann schließlich eine Aussage über Korrelation mit Rezidiv Freiheit oder 
verbesserter Prognose getroffen werden.  

Ein weiteres Ziel der Arbeit ist die Erschaffung von 3D- Sarkom Organoiden. Die bereits durchgeführten 
Vorarbeiten zeigen vielversprechende Ergebnisse, weshalb nun weitere Zelllinien der verschiedenen 
Subtypen kultiviert werden sollen. Im Sinne unseres Forschungsprojektes werden schließlich an Ihnen 
die wichtigsten Funktionen und Einflussfaktoren der TRM- Zellen untersucht. Hierzu wird eine Ko- Kultur 
der Organoide mit T- Zellen angelegt und mithilfe verschiedener Experimente der Einfluss der 
Stimulation von TGF-β auf die TRM Zellen, sowie die Ausschüttung von Zytokinen wie TNF- α und IFN- γ 
evaluiert werden. Schließlich wird der Einfluss der TRMs auf Tumorwachstum oder Apoptose der 
Tumorzellen untersucht. Bei Bestätigung der Hypothese, dass TRM- Zellen zytotoxisch auf Tumorzellen 
wirken, kann dieses Forschungsprojekt ein bedeutender Beitrag in der Entwicklung neuer Sarkom 
Therapien sein. 

3. Stand der Forschung

Sarkome sind eine seltene und heterogene Gruppe an malignen Erkrankungen welche vom 
mesenchymalen Gewebe ausgehen. Da effektive systemische Therapien schwer zu finden sind besteht 
der Goldstandard der Therapie aktuell aus Resektion und Bestrahlung der Resektionsstelle [1], [2]. Da 
Immuntherapien immer häufiger in Malignomen zum Einsatz kommen, wird ihr Potential auch 
zunehmend in Sarkomen geprüft. Erste klinische Studien mit Checkpoint-Inhibitoren zeigen Anzeichen 
für Wirksamkeit in einzelnen Subtypen[3]. Jedoch heben diese Studien auch das große Interesse an 
weiterführenden Kenntnissen über Immunreaktionen im Sarkom hervor.  
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Tumor- residente T- Zellen (TRM), welche im Gewebe verbleiben und nicht rezirkulieren, stellen eine 
aufstrebende Möglichkeit als prognostische Faktoren und Therapieansätze in Tumoren dar. Diese T- Zell 
Population wird meist mit den Markern CD103, CD69 und CD49a definiert und kann aus CD4+ oder CD8+ 
Zellen bestehen [4]. TRMs zeigen einen großen Einfluss auf die Immunität gegen Tumore in anderen 
Malignomen, werden als erhöht zytotoxisch beschrieben und sind häufig mit einem erhöhten 
Vorkommen von inhibitorischen Ko-Rezeptoren wie PD- 1 assoziiert. Ihr Potential in der Kontrolle von 
Tumorwachstum, verbessertem Überleben und Ansprechen auf Immuntherapien konnte bereits 
nachgewiesen werden [5]–[8]. Obwohl sie also eine gute Option für Immuntherapien darstellen, ist ihr 
Vorkommen in Weichgewebssarkomen noch nicht beschrieben. Die Literatur zeigt variierende 
Populationen an tumor- infiltrierenden Lymphozyten in Sarkomen abhängig von Entität. Es konnte 
bereits eine Korrelation von erhöhten CD8+ Populationen mit verbessertem Outcome und Ansprechen 
auf Immuntherapie festgestellt werden, weshalb wir besonders an Untergruppen wie TRM- Zellen in 
dieser Population interessiert sind[9], [10]. 

Da klinische Studien aufgrund der niedrigen Inzidenz und hohen Heterogenität von 
Weichgewebssarkomen schwer durchzuführen sind, soll die Testung der Therapie am Gewebe in vitro 
Aufschluss über die genaue Wirkungsweise geben[12]. Ein Ansatz dafür ist die Entwicklung von 
Tumoroiden als dreidimensionale Zellkulturen. Tumoroide von anderen Malignomen sind bereits gut 
etabliert, während die Entwicklung von Sarkom Tumoroiden noch eine Herausforderung darstellt. 
Jedoch können sie als hochwertige Möglichkeit Genetik, Eigenschaften, Immunumfeld und 
Interaktionen der Zellen zu beurteilen dienen und Fortschritte in der Entwicklung von neuen Therapien 
ermöglichen [13]. 
 

4. Vorarbeiten 
Im Vorfeld dieses Förderantrags wurden bereits verschiedene Sarkom Entitäten mit Fokus auf ihr 
Immunumfeld untersucht. Durch die Verwendung von Durchflusszytometrie konnte eine relevante 
Anzahl von Zellen mit tumor- residenten Markern gefunden werden. Hierbei zeigte sich insbesondere 
eine relevante Anzahl von CD8+CD49a+CD103+ Zellen, welche nun genauer untersucht werden soll 
(Abb.1). Das Vorkommen im Tumor ist signifikant erhöht im Vergleich zu normalem Fettgewebe oder 
benignen Tumoren und variiert in den verschiedenen Subtypen. Des Weiteren konnten bereits mehrere 
Sarkom Entitäten als 2D und 3D Zellkultur angezüchtet werden, welche sich auch nach dem Passagieren 
stabil und gesund zeigen (Abb.2).  

 

Abb. 1: TRM Marker in verschiedenen T Zell Populationen: Bei Untersuchung der CD3+ Zellen konnten variierende 
Populationen von CD4+ und CD8+ Zellen detektiert werden. In Blut und Fett sind hauptsächlich CD4+ Zellen vertreten, während 
CD8+ Zellen die größte Gruppe im Sarkom ausmachen. TRM spezifische Marker sind insbesondere bei den CD8+ Sarkom Zellen 
zu finden. Hier demonstriert sich eine signifikante Gruppe an CD49a+ als auch CD49a+CD103+ T Zellen.  

BLUT FETTGEWEBE TUMOR 
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5. Projektziele mit Forschungshypothesen

Mit der Untersuchung des Immunmikromilieus von Weichgewebssarkomen zielt das Projekt darauf ab 
das Wissen über Verhalten und Beziehungen von Sarkomen mit dem Immunsystem zu vertiefen. Als 
möglicher relevanter Einfluss auf das Immunsystem sollen geweberesidente- T- Zellen dargestellt 
werden. Bekannte Marker für diese Untergruppe sind CD103, CD69 und CD49a auf  CD 4+ und  CD8+ T- 
Zellen, welche bisher noch nicht auf Weichgewebssarkomen untersucht wurden. Als erstes sollen 
deshalb die relevantesten Marker für TRM Zellen in Weichgewebssarkomen identifiziert werden, um sie 
in verschiedenen Subtypen dieses Malignoms zu lokalisieren und auch von geweberesidenten T- Zellen 
im umgebenden Gewebe zu differenzieren. Die Charakterisierung von TRM- Zellen eröffnet schließlich 
weitergehende Fragen, welche wir mit unserer Forschung angehen möchten: Können TRMs in Sarkomen 
Rezidive und systemische Erkrankung vermindern? Welche Signale und Modulatoren sind nötig für ihre 
Entwicklung und Verbleib der Zellen im Gewebe? Des Weiteren, wird in der Literatur wird TGF- β als 
wichtiger Stimulationsfaktor von TRM Zellen beschrieben und es ist bekannt, dass TRMs vermehrt TNFα 
und IFNγ ausschütten und somit zytotoxisch wirken. Somit entwickelt sich die Hypothese, dass TGF- β, 
welches von dendritischen Zellen ausgeschüttet wird, die Entwicklung von TRMs fördert und damit zur 
Hemmung des Tumorwachstums führt. Somit kann das Vorkommen von TRM Zellen zu Verminderung 
von Lokalrezidiven und Metastasen führen, was ein Hauptfaktor in der schlechten Prognose dieser 
Erkrankung darstellt.  

Zusammenfassend sind die Ziele dieses Forschungsprojektes: 

1. Definition und Lokalisation von geweberesidenten T- Zellen in Weichgewebssarkomen
2. Analyse der Haupteinflussfaktoren für Entwicklung und Verbleib von TRMs in Sarkomen
3. Untersuchung der Funktion von TRMs und Einfluss auf Tumorentwicklung

6. Arbeitsprogramm mit Meilensteinen
1. Ziel: Mithilfe der Durchflusszytometrie soll als erstes die Charakteristika des Immunumfelds und die
Expression von TRM- spezifischen Markern darstellen. Weiterführend soll RNA Einzelzellsequenzierung
der tumor- infiltrierenden Lymphozyten weitere Marker detektieren und ihre Entwicklung

Abb. 2: Zellkulturen eines Myxofibrosarkoms im Lichtmikroskop: A: 2D Zell Kultur von 
Myxofibrosarkomzellen mit der typischen Struktur von Fibrozyten. (40x Vergrößerung); B: 3D Spheroid 
von Myxofibrosarkom Zellen mit Konglomeraten von Zellen welche die interzellulären Adhäsionen im 
Tumor zeigen.  
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nachvollziehen. Immunfluoreszenz soll zusätzlich die Lokalisation dieser Untergruppe im Tumor 
darstellen.  

2. Ziel: Hierfür erfolgt eine Erweiterung des Bestandes an 2D und 3D Sarkom Zellkulturen mit
verschiedenen Subtypen. Zusätzlich wird die Etablierung von Ko- Kulturen von Tumor Organoiden und
Immunzellen fortgesetzt. An diesen wird schließlich der Einfluss von verschiedenen Zytokinen auf die
Entwicklung und das Vorkommen von TRMs untersucht. Dafür werden die Ko-Kulturen beispielsweise mit 
TGF-β stimuliert und anschließend mittels Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz die Menge und
Lokalisation an TRM- Zellen evaluiert.

3. Ziel: Nachdem der Stimulator für TRMs detektiert wurde, wird nun die Funktion der Zellen durch
Evaluation ihrer ausgeschütteten Zytokine untersucht. Dabei wird nach Stimulation die Menge von TNFα
und IFNγ im Medium quantifiziert. Darüber hinaus, wird in Abhängigkeit von stimulierenden und
inhibitorischen Faktoren das Tumorwachstum mittels Durchflusszytometrie und Zellproliferations-
Assays bewertet.

7. Beantragte Mittel: Sachmittel
Bezeichnung Anzahl Brutto-Preis gesamt in Euro 

ANTIKÖRPER DURCHFLUSSZYTOMETRIE 25 5000 

ZELL- ISOLATION (COLLAGENASE I, CELL STRAINER ETC.) 50 5260 

DMEM/FBS/PENSTREP 20 680 

CULTREX BASEMENT MEMBRANE MATRIX 10 2275 

TRYPLE EXPRESS 2 200 

KOKULTUR STIMULATION (TGF- ß ETC.) 2 1225 

IMMUNFLUORESZENZ ANTIKÖRPER 4 2500 

RNA EINZELZELLSEQUENZIERUNG 12 24.000 

SUMME INSGESAMT 41.140 

8. Voraussichtliche Dauer und Projektskizze
Vorarbeiten zum Projekt werden aktuell bereits seit 04/2021 durchgeführt. Insgesamt soll das Projekt 
im 10/2022 abgeschlossen sein. Die beantrage Förderlaufzeit ist von Oktober 2021 bis Oktober 2022 
festgelegt. 
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oxygenation, and survival in severe acute porcine pancreatitis: results of a randomized

experimental trial.Bachmann K, Freitag M, Lohalm H, Tomkötter L, Dupree A, Koops S, Strate

T, Izbicki JR, Mann O.Pancreas. 2014 Aug;43(6):855-62. doi:

10.1097/MPA.0000000000000146.PMID: 24809409

§ Initial experience with a new quantitative assessment tool for fluorescent imaging in

peripheral artery disease.Rieß HC, Duprée A, Behrendt CA, Kölbel T, Debus ES, Larena-

Avellaneda A, Russ D, Wipper S.Vasa. 2017 Aug;46(5):383-388. doi:

10.1024/0301-1526/a000642. Epub 2017 Jun 14.PMID: 28613118



Listung der bisher eingeworbenen begutachteten Drittmittel 

Sehr geehrte Damen und Herren, 

Hiermit versichere ich, Simone Verena Müller, dass das Forschungsprojekt bisher noch nicht mit 
anderen eingeworbenen begutachteten Drittmitteln gefördert wird.  

Hamburg, 26.07.2021 
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