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Teil I – Kurzbericht (max. 2 Seiten, wird veröffentlicht) 

 

Förderkennzeichen: 01EC1903B 

Kontakt für Rückfragen: PD Dr. Elena Neumann 

 

1. Aufgabenstellung 

Im Verbund sollten immunmetabolische Signaturen identifiziert werden, die Patienten mit 

rheumatoider Arthritis (RA) charakterisieren, die eine Remission erreichen (SP1). Hierzu wurde 

die mesenchymale Gewebeantwort mit Fokus auf Synovialfibroblasten mittels RNA-

Sequenzierung und massenspektrometrischen Verfahren analysiert (SP2). Weiterhin wurden 

residente Immunzellen analysiert, wobei Makrophagen im Vordergrund standen (SP3). Das 

Teilprojekt 01EC1903B untersuchte, von der klinischen Charakterisierung der Patienten in 

aktive Erkrankung vs. Patienten in Remission ausgehend, die histologisch, 

immunhistochemisch und massenzytometrischen Veränderungen im Synovium, um Marker der 

Remission zu identifizieren (SP1). Weiterhin wurden Synovialfibroblasten aus denselben 

Proben isoliert und in vitro untersucht (SP2). Neben der Analyse der Synovialfibroblasten 

erfolgte die Polarisierung von M0/M1/M2 Makrophagen mit nachfolgender funktioneller Analyse 

unter Stimulierung mit den in SP1 und -2 identifizierten Faktoren. Ziele des Teilprojekts waren: 

 Zuordnung der RA-Patienten in aktive Erkrankung bzw. Remission an klinischen Parametern  

 Charakterisierung der RA-, Arthrose- und Psoriasisarthritis-Synovialgewebe bezüglich 
Entzündungsstatus, zellulärer Zusammensetzung der Deckzellschicht und des Sublinings. 

 Analyse der Synovialgewebe auf zelluläre Subpopulationsmarker von Fibroblasten und 
Makrophagen zur Analyse der Subpopulation-Verschiebung bei Patienten in Remission. 

 Vergleich von Synovialfibroblasten von RA-Patienten in Remission vs. aktiver Erkrankung 
bezüglich RNA- und Protein-Expressionsprofile (nativ und nach entzündlicher Aktivierung). 

 Analyse der Effekte der charakterisierten Marker in RA-Synovialfibroblasten sowie von 
Makrophagen-Subpopulationen in vitro. 

 

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgeführt wurde 

Das Verbundprojekt wurde in Kooperation mit der Medizinischen Klinik 3 des 

Universitätsklinikum Erlangen durchgeführt. Dies beinhaltete z.B. CyTOF-Experimente zum 

Nachweis der Lokalisation von zellulären sowie Remissionsmarkern im humanen Synovium. 

Das Ziel war, Marker der Remission zu identifizieren, in Geweben zu verifizieren und 

nachfolgend deren Funktion in Zielzellen der RA zu untersuchen. Die Zuordnung der 

klinischen Daten der Patienten in aktive Erkrankung vs. Remission erfolgte im gesamten 

Projektzeitraum durch Prof. Müller-Ladner. Es wurden kontinuierlich weitere Proben in die 

Analysen eingebunden. PD Dr. Elena Neumann war für die experimentelle Charakterisierung 

des Synoviums und der Zellen sowie der Betreuung der Projektmitarbeiter im Labor zuständig. 
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3. Planung und Ablauf des Vorhabens 

Das Teilprojekt 1 wurde in folgende Arbeitsschritte untergliedert, die teils während der 

gesamten Laufzeit zum Einschluss weiterer Gewebe durchgeführt wurden: 

 Klinische Zuordnung in aktive Erkrankung und Remission, histologische Aufarbeitung und 
immunhistochemische Färbung der Gewebe, Isolation von Fibroblasten aus den Geweben.  

 Korrelation der klinischen Parametern mit den histologischen und immunhistochemischen 
Parametern sowie der CyTOF Analyse. 

 Markeranalyse für die Remission anhand nativer Fibroblasten bzw. nach proentzündlicher 
Stimulierung. Verifikation mittels Screeningverfahren auf RNA- und Proteinebene. 

 Verifikation identifizierter Marker im Gewebe, Synovialfibroblasten und Makrophagen.  

 Funktionelle Markeranalyse in Synovialfibroblasten sowie Makrophagen-Subpopulationen. 
 

4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknüpft wurde 

Die RA ist eine chronisch-entzündliche Gelenkerkrankung, die unbehandelt zur irreversiblen 

Schädigung von Knorpel und Knochen führt. Da die RA bislang nicht geheilt werden kann, ist 

eine Remission das therapeutische Ziel. Bisher ist nicht bekannt, warum einige Patienten eine 

Remission erreichen und teils ohne weitere anti-entzündliche Therapie erhalten, wohingegen 

andere Patienten nur unter anti-entzündlicher Therapie in Remission verbleiben und andere das 

Therapieziel Remission trotz unterschiedlicher Therapiestrategien nicht erreichen. Daher sollte 

im Verbund mit molekularen und bildgebenden Verfahren die Remission charakterisiert werden. 

Die Basis hierzu war die klinische und histologische Charakterisierung der Patienten bzw. 

Gewebe und die Analyse von Markern einer erfolgreichen Remission. 

 

5. Darstellung der wesentlichen Ergebnisse 

Nach der klinischen Zuordnung in Remission und aktive Erkrankung erfolgte die histologische 

und immunhistochemische Analyse der Gewebe. Hierbei zeigte sich, dass Patienten, die eine 

Remission erreichen, spezifische histologische Merkmale aufweisen, die immunhistochemisch 

bestimmten Subpopulationen an synovialen Fibroblasten und Makrophagen zugeordnet werden 

konnten. Mittels Expressionsanalysen wurden Faktoren identifiziert, die mit der Remission 

assoziiert sind, wie z.B. Markern, die mit IL-36beta assoziiert sind. Mittels CyTOF wurde in 

Gewebeschnitten die Veränderung der Verteilung der zellulären Marker sowie Marker der 

Remission im humanen Gewebe bestätigt. Die Verifikation konnte auch in vitro in kultivierten 

humanen Primärzellen bestätigt werden und mittels funktioneller Analysen ein verändertes 

Verhalten insbesondere von Synovialfibroblasten durch die Remissionsabhängigen Faktoren 

nachgewiesen werden. 

 

Zusammenarbeit mit anderen Stellen: Die Projektarbeit erfolgte in Kooperation mit dem 

Universitätsklinikum Erlangen der Friedrich-Alexander Universität Erlangen-Nürnberg. 

Insbesondere die Durchführung und Auswertung eines Teils der histologischen Analysen sowie 

der CyTOF Zytometrie erfolgte in Zusammenarbeit im Verbund. 
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Teil II – eingehende Darstellung (max. 20 Seiten, wird veröffentlicht) 

 

Förderkennzeichen: 01EC1903B 

Kontakt für Rückfragen: PD Dr. Elena Neumann 

 

1. Im Rahmen des Projekts durchgeführte Arbeiten: Verwendung der Zuwendung 

und erzielte Ergebnisse im Einzelnen mit Gegenüberstellung der 

vorgegebenen Ziele 

 

Ein Ziel des Projekts war es, Signaturen zu charakterisieren, die Subgruppen von 

Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) erfassen, die eine Remission erreichen, im 

Gegensatz zu Patienten mit einer aktiven Erkrankung trotz anti-entzündlicher Therapie.  

Hierzu erfolgte zunächst die Charakterisierung der im gesamten Verlauf des Projekts 

gesammelten Synovialgewebe von Patienten mit RA, Arthrose und Psoriasisarthritis 

(PsA) bezüglich Zellzusammensetzung der Deckzellschicht als auch tieferer Schichten 

des Synovialgewebes. Entzündungsstatus, Matrixzusammensetzung, Gefäßdichte und 

Menge an Fettgewebe wurde anhand von Scores (insbesondere Krenn-Score) in 

verschiedenen Stadien der Erkrankung erfasst. Trotz der Einschränkungen durch die 

Pandemie konnten neben bereits vorhandenen Proben kontinuierlich im Projektverlauf 

Proben von weiteren 87 Patienten mit RA in die Analysen einbezogen werden. 

Von allen Patienten, von denen Synovialgewebe zur Verfügung standen, wurden 

zunächst die klinischen Parameter, z.B. systemische Entzündungsmarker 

(Blutsenkungsgeschwindigkeit, C-reaktives Protein, Leukozytenzahl etc.) sowie 

klinische Parameter (z.B. Anzahl schmerzhafter Gelenke, Schmerzgrad, Mobilität, 

medikamentöse Therapie) evaluiert. Die Zuordnung der Patienten anhand der 

klinischen Parameter in aktive Erkrankung oder in Remission erfolgte durch Prof. Dr. 

med. Ulf Müller-Ladner.  

Parallel wurden an histologischen Schnitten von synovialen Gewebeproben anhand von 

Hämatoxylin-Eosin-Färbungen der Krenn Score angewendet. Hierüber erfolgte eine 

Zuordnung von 0-1: keine Synovialitis, Entzündungsgrad 0 bis maximal 7-9: starke 

Synovialitis; Entzündungsgrad 3. Der Grad der Synovialitis (gesamt und 

Einzelparameter) sowie der Entzündung wurde einer Subgruppenanalyse bezüglich der 
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jeweiligen medikamentösen Therapie, Alter, Geschlecht mit den Subgruppen aktive 

Erkrankung bzw. Gesamtkollektiv durchgeführt. Weiterhin erfolgte eine 

Immunfluoreszenz auf zelluläre Marker. Im Vordergrund standen Subpopulationen von 

Synovialfibroblasten und Makrophagen in seriellen Schnitten sowie  Mehrfachfärbungen 

zur Analyse der Verschiebung der Subpopulationen bei Patienten in Remission vs. 

aktiver Erkrankung. Insbesondere Synovialfibroblasten wiesen eine Verschiebung der 

Subpopulationen in der Deckzellschicht vs. tieferen Schichten des Synovialgewebes bei 

Patienten in Remission, aber auch von Makrophagen, auf. Die Analysen erfolgten im 

gesamten Projektverlauf. Neu hinzu gekommene Proben weiterer Patienten wurden 

kontinuierlich aufgearbeitet, bewertet und gefärbt. Weiterhin erfolgte eine CyTOF-

Analyse im Synovialgewebe von Patienten mit RA. Die Zytometrie erfolgte in 

Kooperation mit den Verbundkollegen in Erlangen. Bei der Analyse wurden zudem 

Marker einbezogen, die in den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen identifiziert 

wurden. 

Von den charakterisierten Patienten (Remission bzw. aktiver Erkrankung) wurden 

Synovialfibroblasten isoliert. Die Synovialfibroblasten wurden direkt ohne weitere Kultur 

(Passage 2) für die RNA-Sequenzierung eingesetzt und parallel für 24 Stunden 

proentzündlich mit Interleukin (IL) 1 beta stimuliert und ebenfalls mittels RNA-

Sequenzierung analysiert. Verglichen wurden Unterschiede in den nativen Zellen bzw. 

mit oder ohne entzündliche Stimulierung jeweils zwischen Patienten in Remission und 

aktiver Erkrankung. Neben Signalweganalysen erfolgte die Subanalyse der am 

stärksten regulierten Molekülgruppen, wobei hier zunächst nicht unterschieden wurde, 

ob die Expression verstärkt oder reduziert war. Es zeigte sich, dass mehrere Proteine 

differenziell exprimiert wurden, die mit IL-36assoziiert sind. Hierbei war insbesondere 

das proentzündliche IL-36bei RA-Patienten in Remission geringer exprimiert als bei 

Patienten mit aktiver Erkrankung. Diese geringer ausgepägte Expression sollte mittels 

Laser-mediierter Mikrodissektion mit nachfolgender Realtime-PCR aus Geweben von 

Patienten in Remission vs. aktiver Erkrankung bestätigt werden. Hierbei gab es im 

Projektverlauf aber aufgrund der durch die Pandemie bedingten Lieferschwierigkeiten 

Verzögerungen im Projektverlauf. Weitere Marker, die mit Matrixumbau assoziiert sind, 

wurden als differentiell exprimiert bei Patienten in Remission identifiziert. Die 

identifizierten Faktoren wurden in die immunhistochemischen Analysen sowie 

Massenzytometrie (CyTOF) einbezogen und erfolgten daher in der Schlussphase des 

Projekts. Der Schwerpunkt der CyTOF-Analyse lag bei zellulären Markern (Panel 
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Entzündungs- und Bindegewebszellen) sowie selektive Markern aus den 

beschriebenen Analysen (Faktoren des Matrixumbaus sowie u.a. IL-36 IL-36 

Rezeptorantagonist).  

Neben Synovialfibroblasten erfolgten Stimulierungsexperimente mit M1 und M2 

Makrophagen, die aus Monozyten des peripheren Blutes isoliert und anschließend in 

M0/M1/M2 Makrophagen polarisiert wurden. Die Stimulation der M1/M2 Makrophagen 

mit IL-1 und/oder IL-36 erfolgte alleine oder in Kokultur mit RA Synovialfibroblasten 

(15% der Makrophagen Zellzahl). Gemessen wurden die identifizierten Faktoren, die 

mit IL-36 assoziiert sind sowie Matrixabbau- und Entzündungsparameter. Weiterhin 

wurde die Kapazität zur Phagozytose der M2-Makrophagen mit/ohne Fibroblasten-

Kokultur unter Stimulierung verglichen. Es zeigte sich eine gesteigerte Synthese von 

proentzündlichen  Zytokinen durch M1-Makrophagen. Dies insbesondere in Kokultur mit 

den RA-Synovialfibroblasten, die durch IL-1 und zu einem geringeren Maße durch IL-

36 verstärkt wurde. Ein ähnlicher Effekt wurde bei M2-Makrophagen beobachtet, 

jedoch war die Induzierbarkeit insgesamt geringer im Vergleich zu M1-Makrophagen. 

Interessanterweise induzierte zwar IL-1 das IL-36 in M1 und M2 Makrophagen selbst, 

es erfolgt jedoch keine Verstärkung durch Kokultur mit RA-,  auch nicht durch PsA-

Synovialfibroblasten. Während die Phagozytose von M2-Makrophagen durch die 

Zugabe von RA- oder PsA-Synovialfibroblasten verstärkt wurde, war ein zusätzlicher 

Effekt durch Zugabe proentzündlicher Zytokine wie IL-1 und IL-36 nicht zu 

beobachten.  

Insgesamt scheint der Effekt von IL-36, der Faktor, der bei Patienten in Remission 

reduziert ist, primär über RA-Synovialfibroblasten vermittelt zu werden und 

Makrophagen indirekt über den Kontakt mit RA-Synovialfibroblasten zu aktivieren. Dies, 

zusammen mit der Verschiebung der Subpopulationen von Fibroblasten und 

Makrophagen, kann zu den oben beschriebenen veränderten Expressionssignaturen 

führen, die Patienten in Remission von Patienten mit aktiver Erkrankung in den 

beschriebenen Untersuchungen unterschieden. 
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2. Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 

 

 

Erläuterung zur Verwendung der Positionen: 

0812: Beschäftigung der Naturwissenschaftlichen Doktorandin (E13, 65%) 

0843: Verbrauchsmaterial für Zellkultur (Medien, Puffer, Reagenzien, Plastikware, 

Proteine, Kits funktionelle Assays); Kontrollzellen (hMSC), Kits und Reagenzien für 

RNA-Isolation und PCR-Zubehör; Reagenzien für Histologie und Immunhistochemie, 

und Immunfluoreszenz (Gewebehomogenisierung, Einbettmedien, Färbelösungen, 

Antikörper, Nachweiskits); Zubehör für FACS und Lasermikroskopie; Proben 

Vorbereitung und Labelling für CyTOF-Analysen (Messung bei Kooperationspartnern) 

046: Dienstreisen der Doktorandin Frau Ohl (EULAR 2022, EULAR 2023, DGRh 2022), 

der Projektleiter Müller-Ladner (Verbundtreffen Erlangen) und Neumann (DGRh 2023) 

 

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeiten 

 

Notwendigkeit 

Die Fragestellung, warum bei rheumatischen Gelenkerkrankungen einige Patienten das Ziel 

einer Remission erreichen und andere nicht, ist nach wie vor unzureichend geklärt. Die 

Identifikation von Einflussfaktoren, die den Verlauf und die Ausprägung einer 

Gelenkerkrankung prägen und die Erreichbarkeit einer Remission charakterisieren, könnte 

zukünftig dabei helfen, eine Therapie zu optimieren, frühzeitig bei unzureichendem Erfolg 

umzustellen und so Kosten einzusparen. Die Charakterisierung der gewonnenen 

Gewebeproben stellt eine Basis der Fragestellung des Verbundes dar. Zudem erfolgte die 
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Analyse, welche Faktoren eine Remission charakterisieren und ob Zellen des synovialen 

Lining Layers, die Synovialfibroblasten und synovialen Makrophagen, bei der Remission bzw. 

den Markern einer Remission eine zentrale Rolle spielen und durch diese beeinflusst werden 

können. 

 

Einhaltung des Zeit- und Ausgabenplanes 

Der Anteil des Teilprojekts, der in Bad Nauheim/Gießen (01EC1903B) erfolgte, verzögerte 

sich anfänglich aufgrund der Ausschreibungsfristen und Pandemiebedingungen durch eine 

verspätete Einstellung. Daher verzögerte sich der insgesamt der Projektbeginn. Nach Beginn 

lag die Durchführung zunächst im Zeitplan. Aufgrund der Pandemie erfolgten insbesondere 

durch Lieferschwierigkeiten weitere Verzögerungen. Daher wurde eine Laufzeitverlängerung 

beantragt. Im Rahmen der Laufzeitverlängerung konnten die verzögerten Experimente 

durchgeführt und zusätzlich Marker der Remission mit Fokus auf IL-36 weiter im Detail auf 

zellulärer Ebene untersucht werden. Der Abschluss der experimentellen Phase der 

naturwissenschaftlichen Promotionsarbeit erfolgte fristgerecht zum Ende der Laufzeit. Die 

zugehörige Dissertation ist derzeit in Erstellung, experimentell ist die Arbeit abgeschlossen. Im 

Rahmen der Arbeit erfolgten bereits mehrere Präsentationen auf Fachkongressen durch die 

wissenschaftliche Mitarbeiterin. Die Publikation der Daten ist derzeit durch die 

naturwissenschaftliche Mitarbeiterin ebenfalls in Vorbereitung. 

 

4. Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des 

fortgeschriebenen Verwertungsplans 

 

Wirtschaftliche Erfolgsaussichten 

Das Vorhaben untersuchte, welche Faktoren und Charakteristika im Synovialgewebe eine 

Remission bei der RA beschreiben und welche Funktion diese Faktoren auf zentralen Zellen 

des RA-Synoviums, insbesondere in der Deckzellschicht nehmen. Zu den 

Verwertungsaussichten gehören die Sequenzierungsdaten, die nach Publikation der 

Ergebnisse öffentlich zugänglich gemacht werden. Somit ist mit den Ergebnissen und der 

Verwendbarkeit der zur Verfügung gestellten Daten ein Beitrag zur Bemessung des 

Erreichens bzw. Nicht-Erreichens einer klinischen Remission bei der RA gegeben, ein 

zentrales Ziel der medizinischen Versorgung bei rheumatischen Erkrankungen. 

 

Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten 

Präsentationen auf nationalen und internationalen Kongressen belegen trotz der Problematik 
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der limitierten Fachkongresse während der Pandemie den wissenschaftlichen Erfolg und das 

Interesse an den Ergebnissen  Teilprojekts (siehe Punkt 6) für die Abteilung. Eine Publikation 

ist in Vorbereitung und eine naturwissenschaftliche Dissertationsarbeit wird im aktuellen Jahr 

eingereicht, eine medizinische Dissertationsarbeit ist in Vorbereitung. 

 

Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfähigkeit 

Basierend auf den erzielten Ergebnissen wurde eine medizinische Doktorarbeit vergeben, die 

sich mit der Rolle von IL-36 in der Pathophysiologie der RA beschäftigt und den Vergleich zur 

PsA weiterführen wird. Hieraus soll, nach Publikation der Daten, weiterhin ein Drittmittelantrag 

gestellt werden, der den IL-36 Signalweg in weiteren Entzündungszellen untersuchen wird. 

 

5. Während der Durchführung des Vorhabens dem Zuwendungsempfänger 

bekannt gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens 

Seit Projektbeginn wurden unserer Kenntnis nach keine Studie veröffentlicht, welche die 

Effekte des von IL-36 auf den Verlauf einer RA und insbesondere dem Erreichen einer 

Remission untersucht hat. Auch Signalwege, die mit IL-36 assoziiert sind, wurden in der 

Zwischenzeit im Kontext der RA nicht untersucht.  

 

6. Erfolgte und geplante Veröffentlichungen der Ergebnisse 

(Stand 08.05.2024) 

 

Manuskript in Vorbereitung: 

Ohl S, Arnold M, Frommer KW, Rigau AR, Günther S, Rickert M, Rehart S, Schett G, Distler J, 

Müller-Ladner U, Neumann E. Comparison of histological and molecular features in the 

synovium of patients with an active rheumatoid arthritis and patients in remission reveals the 

involvement of the IL-36 b pathway 

 

Abstracts 

1. S Ohl, K Frommer, M Rickert, S Rehart, U Müller-Ladner, E Neumann. Histological 
and molecular comparison in the synovial tissue of patients with active rheumatoid 
arthritis to remission. Arthritis Rheum 2023; 75:S9 

2. S. Ohl, K.W. Frommer, M. Rickert, S. Rehart, U. Müller-Ladner, and E. Neumann. 
Comparison of histological and molecular characteristics of patients with active 
rheumatoid arthritis and patients in remission. German Medical Science 2023, 
ET23. 

3. S Ohl, K Frommer, M Rickert, S Rehart, U Müller-Ladner, E Neumann. Comparison 



Sachbericht zum Verwendungsnachweis 01EC1903B   

of histological and molecular features in patients with an active rheumatoid arthritis 
and patients in remission. Ann Rheum Dis, 83:S1 [in press] 

4. Selina Ohl, Klaus W Frommer, Markus  Rickert, Stefan Rehart, Ulf Müller-Ladner, 
Elena Neumann. Comparison of the histological and molecular features in the 
synovium of patients with an active rheumatoid arthritis to patients in remission. Die 
Innere Medizin, 2023, S:S73. 

5. S Ohl, K Frommer, M Rickert, S Rehart, U. Müller-Ladner, E. Neumann. 
Histological and molecular comparison of patients with an active rheumatoid 
arthritis and patients in remission. 42nd European Workshop for Rheumatology 
Research (EWRR) 2023, Dublin, Ireland. 

6. S Ohl, K Frommer, M Rickert, S Rehart, U Müller-Ladner, E Neumann. Differences 
between patients in remission with active rheumatoid arthritis by histological and 
molecular comparisons. Arthritis Rheum 2022; 74:S9 

7. S. Ohl, K.W. Frommer, M. Rickert, S. Rehart, U. Müller-Ladner, and E. Neumann. 
Defining histological differences between patients with an active rheumatoid 
arthritis and patients in remission. German Medical Science 2023, ET13. 

8. S Ohl, K. Frommer, M. Rickert, S. Rehart, U. Müller-Ladner, E. Neumann. 
Histological changes in the synovium that define remission in rheumatoid arthritis. 
41st European Workshop for Rheumatology Research (EWRR) 2022, Vienna, 
Austria. 

 

 

 

 

 

 

Bad Nauheim, 27.05.2024 

     

 


