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1 ABSTRACT (DEUTSCH) 
 

Ziele: Es wurden Unterschiede in der enzymatischen Aktivität und dem pathogenen Einfluss 

von Porphyromonas gingivalis (P. g.) Peptidylarginin-Deiminase (PPAD) auf die Entstehung 

der rheumatoiden Arthritis (RA) veröffentlicht. Diese Diskrepanzen werden durch die 

Verwendung unterschiedlicher PPAD-Enzyme und Modifikations-Methoden unterstützt. Es 

wird diskutiert, ob Infektionen, wie z. B. durch P. g., an der Auslösung und Verstärkung von 

Autoimmunreaktionen beteiligt sind. An der Peptidylarginin-Deiminase aus P.g.CH2007 

(RACH2007-PPAD) von einem Patienten (CH2007) mit rheumatoider Arthritis (RA) und einem 

synthetischen PPAD-Peptid (CPP), das die Hauptautocitrullinierungsstelle enthält, wurde der 

potentielle Zusammenhang zwischen bakterieller Infektion, Citrullinierung von RA-

Autoantigenen, -Beginn, -Diagnose und RA mit Lungenbeteiligung untersucht. 

Methoden: Eine rekombinante RACH2007-PPAD wurde kloniert, die DNA sequenziert bzw. 

analysiert und das Protein in Escherichia coli exprimiert. Die gereinigte RACH2007-PPAD und 

ihre enzymatische Aktivität wurden mittels 2D-Elektrophorese, Massenspektrometrie, 

Immunoblot und ELISA analysiert. Native P.g.CH2007-Vesikel wurden durch mehrere 

Zentrifugationsschritte isoliert und auf ihre enzymatische Aktivität hin überprüft. Eine 

Autoantikörperantwort auf verschiedene RACH2007-PPAD-citrullinierte Proteine und Peptide 

sowie die RACH2007-PPAD selbst wurden untersucht und bioinformatisch ausgewertet. 

Ergebnisse: RACH2007-PPAD autocitrullinierte die Aminosäureposition aa63 und zeigte in der 

massenspektrometrischen Analyse zwei noch unbekannte Aminosäure-Mutationen an 

Position aa73 und aa447 auf. RACH2007-PPAD citrullinierte Fibrinogen, Vimentin, hnRNP-A2/B1 

und Histone H1 innerhalb des nativen Proteins mit einer bestimmten RG/RGG-

Erkennungsregion und wird von RA-Seren und spezifischen monoklonalen Anti-Citrullin-

Antikörpern detektiert. 

Bei 20 % der RA-Patienten stellten wir eine erhöhte Antikörper-Reaktivität für anti-cit-RA CH2007-

PPAD nach Ausbruch der RA fest (n=30). Die Antikörperspiegel korrelierten mit den 

Rheumafaktorwerten und dem Alter. Hohe Antikörper-Reaktivitäten (77 %) konnten wir für die 

spezifischen Citrulline im CPP, welches die identifizierte Autocitrullinierungsstelle (R63) enthält, 

in RA-Seren (n=99) nachweisen, wovon 48 % sero-negative RA-Patienten waren. 

Ein humaner RA-Autoantigen-Protein-Macroarray (Antigene = 458) wurde mit RACH2007-PPAD 

citrulliniert und anschließend mit Seren von RA-Patienten (n=6) und OA-Patienten (n=4) 

detektiert. Es wurden 16 bekannte RA-Autoantigene und neun Antigene, die mit Lungen-

Krankheiten assoziiert sind, gefunden. Fünf (FGB, FGG, HARS, HSP90, SRP14) der 

detektierten Antigene wurden bereits als RA-Autoantigene mit der interstitiellen 
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Lungenerkrankung (ILD) in Zusammenhang gebracht. Die anti-Citrullin-spezifische CPP-

Reaktion ist eine wichtige Determinante bei parenchymalen Veränderungen in der Lunge 

(p=0,018; n=106) zum Zeitpunkt der RA-Diagnose. 

Schlussfolgerungen: Die RACH2007-PPAD ist in der Lage, die wichtigsten RA-Autoantigene 

intern zu citrullinieren, und hat eine immunologische und diagnostische Bedeutung in der 

frühen Form der RA und zum Zeitpunkt des Ausbruchs der Krankheit. Anti-Cit-RACH2007-PPAD 

und die Anti-CPP-Level korrelieren mit den ACPA-Spiegeln und unterstützen ein 

infektionsbasiertes Konzept zur Induktion von ACPAs in der Lunge und im Synovialgewebe. 

 

2 ABSTRACT (ENGLISCH) 
 

Background: Differences in enzymatic activity and pathogenic impact of Porphyromonas 

gingivalis (P. g.) peptidylarginine deiminase (PPAD) for development of rheumatoid arthritis 

(RA) have been published, confounded by different PPAD enzymes and methods used. P. g. 

is involved in triggering self-reactive immune responses. An enzymatic active PPAD (RACH2007-

PPAD) was isolated from an RA patient (CH2007) and linked to bacterial infection, citrullination 

of major RA autoantigens, RA onset, RA diagnosis, and RA lung involvement. 

Methods: Recombinant RACH2007-PPAD was cloned, verified by DNA sequencing and 

expressed in Escherichia coli. The purified RACH2007-PPAD and its enzymatic activity was 

analysed using 2D-electrophoresis, mass spectrometry (MS), immunoblot and ELISA. Natural 

P.g.CH2007 vesicles were isolated by centrifugation method and their enzymatic activity was 

analysed. The autoantibody response to various citrullinated RACH2007-PPAD proteins, peptides 

and RACH2007-PPAD itself was recorded and bioinformatically evaluated. 

Results: RACH2007-PPAD autocitrullinates amino acid position 63 (aa63) and exhibits so far 

two new amino acid mutations (aa73 F to L) and (aa447 E to V). RACH2007-PPAD internally 

citrullinated fibrinogen, vimentin, hnRNP-A2/B1, and histone H1 recognised by RA sera and 

specific α-citrulline monoclonal antibodies, identifying a common RG/RGG consensus motif. 

In 20% of RA patients we identified an increased antibody reactivity for α-cit-RACH2007-PPAD 

after RA onset (n=30) and antibody levels were correlated with Rheumatoid factor levels and 

age. High antibody reactivities (77%) against the cit-specific signal CPP derived from the 

autocitrullination site (R63) we detected in RA patient sera (n=99), 48% of them were 

seronegative. 

A human 458 RA autoantigen protein-macroarray was citrullinated by RACH2007-PPAD and 

probed with RA patient sera (n=6) and OA patient sera as controls (n=4). 16 RA autoantigens 
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and 9 autoantigens associated with lung diseases were identified. 5 (FGB, FGG, HARS, 

HSP90, SRP14) have previously been described as RA autoantigens in interstitial lung disease 

(ILD). Anti-cit-specific anti-RA-PPAD peptide response is a major determinant in parenchymal 

changes (p=0.018; n=106) in the lung at time of RA diagnosis. 

Conclusions: Specific RACH2007-PPAD from P.g.CH2007 induced internal citrullination of 

major RA autoantigens and has immunological and diagnostic relevance in early RA and for 

onset of RA. Anti-cit- RACH2007-PPAD and anti-CPP levels correlated with ACPA levels, and 

citrullination of ILD autoantigens supporting an infection based concept of induction of ACPAs 

in the human lung and synovial tissue. 

 

3 MANTELTEXT 
 

3.1 Einleitung 

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist die häufigste entzündliche Gelenkerkrankung mit einer 

Vielzahl involvierter Gelenke, die in jedem Alter auftreten kann. In Deutschland ist einer von 

100 Erwachsenen betroffen, wobei die Erkrankung meist bei Frauen ab dem 50. Lebensjahr 

und bei Männern ca. 10 Jahre später auftritt. Zudem erkranken Frauen dreimal häufiger als 

Männer1-4. Die Prävalenz steigt mit dem Alter an und ist bei Frauen mit über 65 Jahren am 

höchsten, was darauf hindeutet, dass hormonelle Faktoren eine pathogene Rolle spielen 

könnten5. Die RA ist eine systemische Autoimmunerkrankung, deren Ursache bis heute noch 

nicht geklärt ist6. Der Hauptgrund liegt in einer immunologischen Dysregulation, welche zur 

Inflammation führt. Diese ist charakterisiert durch autoreaktive T- und B-Zellen, welche gegen 

synoviale Proteine gerichtet sind. Diese T- und B-Zellen führen zur Inflammation des 

synovialen Gelenks und schließlich zur Zerstörung des Gelenks7-10. Genetische und 

umweltbedingte Faktoren und die Interaktion zwischen ihnen spielen eine entscheidende Rolle 

bei der Entstehung der RA11,12. Zwar sind 50 % des Risikos für die Entwicklung von RA auf 

genetische Faktoren zurückzuführen, eine niedrige Konkordanzrate von RA bei monozygoten 

Zwillingen sprechen jedoch für zusätzliche Faktoren wie Umwelteinflüsse, Rauchen und 

Infektionen13,14. Rauchen ist der stärkste bekannte zusätzliche Einflussfaktor für die RA und 

wurde in zahlreichen Studien mit dem erhöhten Risiko für RA assoziiert15-18. 

Ein weiterer Faktor, der die RA beeinflussen könnte, ist die Infektion mit bakteriellen 

Erregern19,20. Eine mögliche Verbindung zwischen dem Mikrobiom und der RA wird seit Jahren 

diskutiert und unter anderem für Porphyromonas gingivalis (P. g.) vorgeschlagen, aber es gibt 

noch immer keine eindeutigen Beweise21,22. Dennoch scheint P. g. an der Entstehung und am 

Fortschreiten der RA beteiligt zu sein. 



 6 

Anti-citrullinierte Peptid-/Protein-Antikörper (ACPAs) gegen menschliche Autoantigene sind 

hochspezifisch in der Serumdiagnostik für die RA und in der Lage, den Ausbruch und die 

Schwere der klinischen Erkrankung vorherzusagen23-25. Die humanen Peptidylarginin-

Deiminasen (hPADs) können verschiedene Autoantigene wie Vimentin, Fibrinogen, Alpha-

Enolase oder Histone im Synovialgewebe citrullinieren, die als Ziele für die Seroreaktivität bei 

der RA26-31 fungieren. Bei der frühen RA sind 40–50 % der Patienten ACPA-seronegativ32-34. 

Zwar sind ACPAs hochgradig kreuzreaktiv und binden eine Vielzahl von citrullinierten 

Proteinen, das relevante Zielantigen in vivo und seine Gewebslokalisation sind jedoch 

unbekannt35. P. g., der Haupterreger der Parodontitis (PD), ist einzigartig in der Expression 

prokaryotischer Peptidylarginin Deiminase (PPAD)21,36,37. Es ist das einzige bekannte 

Bakterium, das eine prokaryotische PAD exprimiert, die in der Lage ist, die C-terminale 

Citrullinierung von Peptiden aus Fibrinogen und Enolase zu induzieren38-40. 

Es hat sich gezeigt, dass P. g. die Lunge, das Gehirn, die Speiseröhre, die Plazenta und die 

Synovialflüssigkeit infizieren kann und intrazellulär in Makrophagen, Epithel-, Endothel- und 

glatte Muskelzellen eindringt. In diesem Zusammenhang kann P. g. die Autophagie innerhalb 

der dendritischen Zellen unterdrücken und aus der Mundhöhle in entfernte Organe 

auswandern41-45. PPAD, welche genetisch nicht mit den hPADs verwandt ist, kann die gleiche 

chemische Reaktion mit einem anderen katalytischen Mechanismus auslösen. PPAD 

citrulliniert C-terminales Peptidylarginin und freies L-Arginin ohne jeden Kofaktor. Im 

Gegensatz dazu citrullinieren die hPADs interne Arginine und sind zudem 

calciumabhängig36,46-50. Intern citrullinierte Arginine sind bisher nur für bakterielle Proteine, 

menschliches Histon H351 und autocitrullinierte PPAD in P. g.52,53 beschrieben worden. 

Es besteht eine potentielle Verbindung zwischen PD und RA, da es Parallelen in der 

Pathogenese, den klinischen Parametern, den Therapien und den ACPA-Intensitäten gibt27-

31,54. Eine deutlich erhöhte Anti-PPAD-Antikörperreaktion, insbesondere in Seren von RA-

Patienten, deutet darauf hin, dass PPAD selbst ein für die RA-Pathogenese relevantes Antigen 

sein könnte52,53. Zu den RA-assoziierten Risiken gehören Zigarettenrauch und eine hohe 

Prävalenz von Lungenerkrankungen einschließlich Atemwegsentzündungen, wie sie bei der 

etablierten RA festgestellt wurden. Die Prävalenz der entzündlichen Atemwegserkrankungen 

ist ebenfalls mit RA-Autoantikörpern assoziiert44. Obwohl P.-g.-DNA in Vollblut, Plasma, 

Serum, Synovialflüssigkeit, Synovialgewebe und Zahnbelägen von RA-Patienten gefunden 

wurde, ist der genaue Mechanismus der P.-g.-Migration in die Gelenke unklar45,55-57. 

Die Spezifität der Immunreaktionen auf citrullinierte PPAD wurde durch die Reaktivität von RA-

Seren auf mehrere synthetische citrullinierte Peptide bestätigt53. Es wurden verschiedene 

Mechanismen zur Störung der Immuntoleranz gegenüber citrullinierten Proteinen diskutiert. 

Zum Beispiel könnte PPAD direkt dazu beitragen, indem sie bakterielle und menschliche 
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Proteine citrulliniert, die dann zu einer ACPA-Antwort führen könnten26,58. Leider konnte bisher 

kein direkter Zusammenhang zwischen einer P.-g.-Infektion und der Citrullinierung von 

humanen Autoantigenen und der ACPA-Reaktion untersucht werden, da die C-terminale 

Citrullinierung bei RA-Patienten nicht immunreaktiv ist59. 

Es wurden mehrere vollständige und verkürzte PPAD-Varianten (flPPAD/tPPAD) mit 

verschiedenen enzymatischen Eigenschaften veröffentlicht. Rodriguez et al.50 zeigten eine 

aktive flPPAD (556aa) und eine N-terminal verkürzte Form der PPAD (513aa), wobei nur die 

verkürzte Proteinversion stabil war und autocitrullinieren konnte. Quirke et al.53 verifizierten 

eine flPPAD in P.-g.-Kulturfraktionen und in Membran-Vesikeln (OMVs, outer-membrane 

vesicles) und produzierten eine rekombinante flPPAD, die autocitrullinieren konnte. Konig et 

al.52 identifizierten eine 47-kDa- und eine 75–85-kDa-zelluläre Form der tPPAD und eine 

gereinigte rekombinante tPPAD mit erhöhter enzymatischer Aktivität. Abhängig von den 

verwendeten PPAD-Varianten und in Kombination mit verschiedenen Methoden wurde von 

heterogenen Ergebnissen für die PPAD-Autocitrullinierung und deren Enzymaktivität berichtet. 

Diese unterschiedlichen Ergebnisse der PPAD werfen Fragen über die Rolle von PPAD in der 

RA-Pathogenese auf. Ist die Autoantigen-Citrullinierung durch PPAD z. B. zufällig oder 

substratspezifisch, um das Immunsystem zu modulieren, was zu Entzündungen im Gelenk 

und möglicherweise auch in anderen Geweben führen kann? 

3.2 Ergebnisse & Diskussion 

In dieser Studie zeigen wir, dass PPAD von einem RA-Patienten (RACH2007-PPAD) ein 

pathogenes Potenzial in der RA haben kann. Wir können zeigen, dass RACH2007-PPAD nicht 

nur eine C-terminale, sondern auch eine interne Citrullinierung von Argininen in Vimentin und 

Fibrinogen bewirkt, was bisher nur für das Histon H351 bekannt ist. Dies wird durch unsere 

massenspektrometrischen Daten und weiteren Daten aus Protein-Macro-Array-Analysen 

bestätigt, welche eine überlappende Aminosäure-Konsensussequenz (RG/RGG) für RACH2007-

PPAD-citrullinierte und hPAD4-citrullinierte humane Proteine identifizieren. Dabei könnte die 

Regulation der Proteinaggregation und die Hemmung von RGG-Methylierungsstellen auch 

durch P. g. beeinflusst werden. RG/RGG wurde zuvor durch hPAD4 citrulliniert gefunden, die 

die Proteinaggregation reguliert und die RGG-Methylierungsstellen hemmt60. ACPAs bei der 

RA sind mit der β1-Kette des humanen Leukozytenantigens DR shared epitope (HLA-

DRB1SE) assoziiert und erkennen viele citrullinierte Autoantigene, z. B. citrulliniertes Vimentin 

(cit71vim), das zuvor im Lungengewebe nachgewiesen werden konnte61,62. Vimentin konnten 

wir durch RACH2007-PPAD ebenfalls als citrulliniert an Aminosäureposition 71 identifizieren, und 

es wurde in unseren Untersuchungen auch spezifisch durch Seren, im Stadium vor Ausbruch 

der RA-Erkrankung, detektiert.  
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Die Citrullinierung interner Arginine durch RACH2007-PPAD, die an der gleichen Proteinsequenz-

Stelle wie die der hPADs entstehen, können zu kreuzreaktiven Epitopen führen und 

unterstützen damit die Hypothese der enzymatischen Mimikry, dass durch eine P.-g.-Infektion 

und PPAD-Citrullinierung von humanen Antigenen eine ACPA-Reaktion induziert werden 

kann25.  

Fibrinogen wurde zuvor in Synovialgeweben in citrullinierter Form gefunden27. Die Art der 

PPAD-vermittelten Citrullinierung von Fibrinogen, die wir gezeigt haben, hat das Potenzial, die 

hemmende Wirkung von nativem Fibrinogen auf die bakterielle Coaggregation zu zerstören, 

und kann so den mikrobiellen Biofilm stabilisieren, so dass sich die Infektion weiter ausbreiten 

kann63. Es wurde nachgewiesen, dass OMVs viele Bakterienarten miteinander coaggregieren 

lassen und die Anheftung anderer Pathogene an Epithelzellen verstärken64-66. 

Eine molekulare Mimikry und Kreuzreaktivität von ACPAs, die durch eine Vielzahl 

verschiedener Citrullin-Epitope entstehen, wurden auch im Zusammenhang mit humaner 

Alpha-Enolase30,67 gezeigt. Unsere Protein-Macro-Array-Analyse identifizierte 16 RACH2007-

PPAD-citrullinierte Autoantigene, darunter menschliche Enzyme, Hitzeschockproteine (HSPs), 

Histone, heterogene nukläre Ribonukleoproteine (hnRNPs) und Vimentin, mit Sequenz-

Homologien zu P. g. Wenn sowohl das humane als auch das homologe Fremdantigen von 

antigenspezifischen B-Zellen präsentiert werden, kann ein T-Zell-Aktivierung erreicht 

werden34,68. Im Gegensatz zu hPADs benötigt RACH2007-PPAD keinen Co-Faktor und ist auch 

in entzündeter Umgebung wie Synovialflüssigkeit enzymatisch aktiv und könnte citrulliniertes 

Calreticulin (CitCRT) enthalten, was wir durch unsere Protein-Macro-Array-Daten bestätigt 

haben. Es ist bekannt, dass CitCRT an RA SE von HLA-DR-Molekülen bindet und pro-

inflammatorische Ereignisse in benachbarten Zellen auslöst. CRT wurde als Autoantigen bei 

Bronchiektasepatienten vor dem Ausbruch der RA beschrieben, was darauf hindeutet, dass 

CitCRT ein frühes PPAD-Ziel in der RA69 sein könnte. 

Die Anti-P.-g.-Werte waren bei ACPA-positiven RA-Patienten höher. Dies unterstützt die 

Annahme, dass Anti-P.-g.-Antikörper und die ACPA-Immunantwort an der Störung der 

Immuntoleranz gegenüber citrullinierten Autoantigenen beteiligt sein könnten – ein Phänomen, 

das in der Pathogenese von RA70 auftritt. 

Unsere Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass ACPAs gegen ein bestimmtes 

citrulliniertes PPAD-Peptid (CPP) spezifisch mit der interstitiellen Lungenerkrankung (ILD) im 

Frühstadium der RA assoziiert sein können. Unter anderem untersuchten wir potentiell neue 

ACPA-Epitope, die durch die bakterielle RACH2007-PPAD (BCEs, bacterial citrullinated epitopes) 

erzeugt werden und die Beteiligung der Lunge in der RA im Zusammenhang mit P.-g.-

Infektionen unterstützen. 
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Wir konnten bei 33 % der RA-Patienten eine Anti-cit-PPAD-Reaktivität vor Ausbruch der RA-

Erkrankung feststellen, und mehr als drei Viertel der etablierten RA-Patienten erzeugten eine 

ACPA-Reaktion auf CPP. Fast die Hälfte der RF-IgM/anti-CCP2-negativen (sero-negativen) 

RA-Patienten erkannten auch das BCE-CPP innerhalb der RACH2007-PPAD. RACH2007-PPAD ist 

in der Lage, sowohl menschliche als auch bakterielle Epitope zu citrullinieren. Zwar kann das 

citrullinierte Epitop für PPAD und hPADs gleich sein, Protein-Macro-Array-Daten lassen jedoch 

auf zusätzliche Epitope in menschlichen Proteinen schließen, die durch PPAD citrulliniert 

wurden. Dies deutet darauf hin, dass es eine molekulare und eine enzymatische Mimikry für 

die Proteinmodifikation durch Citrullinierung bei Bakterien und beim Menschen geben könnte. 

Zusätzlich zum Rauchen, das 35 % des Risikos für sero-negative Patienten ausmacht, an der 

RA zu erkranken, könnte eine P.-g.-Infektion die Autoimmunreaktion in der Lunge durch 

Citrullinierung der menschlichen Proteine auslösen, wenn P. g. sich vom Zahnfleisch in die 

Lunge ausbreitet und dort pathologische Schäden induziert62. Wir identifizieren RACH2007-

PPAD-citrullinierte Autoantigene, die von RA-Patienten erkannt, in der Lunge hoch exprimiert 

und als Autoantigene bei Arthritis-Patienten mit ILD identifiziert werden71. Die von uns 

nachgewiesenen Anti-cit-HSP90-Antikörper sind hochspezifisch für ILD bei RA72,73. Die 

Citrullinierung von antibakteriellen menschlichen Proteinen wie Histonen und HSPs könnte für 

das lokale Überleben von P. g. von großer Bedeutung sein. Autoantikörper gegen 

antibakterielle Proteine können ein Versagen der bakteriellen Clearance in der Lunge von RA-

Patienten induzieren. Im Laufe der Zeit können entzündliche und autoimmunvermittelte 

Lungenschäden durch die Ausbreitung von P. g. aus der Lunge auch in andere 

Körperregionen auftreten, wie von Reynisdottir et al. bereits vorgeschlagen wurde74. Eine 

P.-g.-Infektion aus den Atemwegen in die umgebenden parenchymalen Strukturen kann die 

Citrullinierung von Fibrinogen und Vimentin induzieren, wie im Sputum von RA-

Hochrisikopatienten gezeigt wurde75. Darüber hinaus wird eine Verbindung zu mikrobiellen 

Auslösern auch durch wiederholt berichtete mikrobielle DNA- oder Antigenfragmente in 

Gelenken von RA- und sogar OA-Patienten57,75,76 und durch aktivierte Makrophagen mit 

Mustern der mikrobiellen Stimulation in Synovialgeweben langjähriger Patienten mit 

rheumatoider Arthritis angedeutet77. 

3.3 Schlussfolgerung 

Unsere Befunde unterstützen die Hypothese einer möglichen chronischen Auslösung durch 

Mikroben wie P. g., die in der Lage sind, zu citrullinieren und exogen citrullinierte menschliche 

und BCEs zu produzieren und so die Entwicklung von ACPA zu induzieren, was zur 

Entstehung und Progression der RA beitragen kann.  

Es sollte eine generelle Testung auf bakterielle Infektionen bei RA-Patienten durchgeführt 

werden, wenn möglich vor Therapiebeginn. Die P.-g.-Prophylaxe und – sollte der RA-Patient 
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infiziert sein – die P.-g.-Behandlung mit Antibiotika sollte bei der RA-Routinetherapie Standard 

sein. Darüber hinaus sollten klinische Studien mit und ohne P.-g.-Behandlung durchgeführt 

werden. Des Weiteren sollte untersucht werden welchen Einfluss die P.-g.-Behandlung auf die 

Therapie haben könnte. 
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3.4 Methoden 

3.4.1 RA-P.-g.-CH2007-Isolierung 

Porphyromonas gingivalis (RA-P.-g.-CH2007) wurde klinisch von einem RA-Patienten der 

Charité – Universitätsmedizin Berlin, Abteilung für Rheumatologie und Klinische Immunologie, 

Humboldt-Universität und Freie Universität Berlin, Deutschland, isoliert. Die subgingivale 

Plaqueprobe wurde mit einem sterilen Papier entnommen. Die Papierspitze wurde in ein 1,5 ml 

Mikroröhrchen mit 500 µl sterilem, destilliertem Wasser gegeben. RA-P.-g.-CH2007 wurde in 

einer anaeroben Atmosphäre bei 37 °C für 48 bis 72 Stunden in TBS-Medium (TBS, Tryptic 

soybroth), ergänzt mit Menadion 1 µg/ml und Hämin 10 µg/ml, inkubiert. Die Entnahme der 

Probe aus einem RA-Patienten erfolgte in der Klinik und wurde nicht persönlich von mir 

durchgeführt. Das Animpfen in das spezielle Wachstumsmedium und alle weiteren Schritte 

wurden von mir weitergeführt. 

3.4.2 DNA-Gewinnung und Expression von RACH2007-PPAD 

Die Oligonukleotid-Primer (P1 vorwärts 5'-GAC GAC AAG ATG GCA TTC CAG GAA ACG 

AAT CCC CCT GC-3' und P2 rückwärts 5'-GAG GAG AAG CCC GGT TAT TTG AGA ATT 

TTC ATT GTC TCA C-3') für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) einer N-terminal verkürzten 

RACH2007-PPAD-DNA von RA-P.-g.-CH2007 wurden von der BioTeZ Berlin-Buch GmbH 

(Berlin, Deutschland) synthetisiert. Die PCR-Reaktion wurde wie folgt durchgeführt: Die 

Denaturierung erfolgte 30 Sekunden bei 94 °C, anschließend wurde schnell 30 Sekunden bei 

48 °C heruntergekühlt. Die Elongation wurde 2 Minuten bei 72 °C (10 Zyklen) durchgeführt. 

Daraufhin wurde erneut 30 Sekunden bei 94 °C temperiert, 30 Sekunden auf 36 °C 

heruntergekühlt und 2 Minuten bei 72 °C elongiert (30 Zyklen). Als letzter Schritt wurde 

5 Minuten bei 72 °C50 inkubiert. Die PCR erfolgte mit Hilfe der Platin-®Pfx-DNA-Polymerase 

(Katalog-Nr.11708013, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). 

Anschließend wurde die DNA mit einem Miniprep-Kit von Qiagen (Katalog-Nr. 27104, 

QIAprep-Spin-Miniprep-Kit, Hilden, Deutschland) isoliert, gefolgt von der Klonierung des 

RACH2007-PPAD-Fragments in einen EK/LIC-PET30-Vektor mit dem EK/LIC-PET30-Vektor-Kit 

von Novagen (Katalog-Nr. 69077, Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) und der 

folgenden Transformation des Plasmids in One-Shot™-BL21-(DE3)-pLysS-kompatible Zellen 

(Katalog-Nr. C606003, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Der DNA-

Sequenzierservice wurde von LGC Genomics (Berlin, Deutschland) durchgeführt. Zur 

Proteinexpression wurden Zellen in LB-Medien gezüchtet, die mit 34 µg/ml Chloramphenicol 

und 50 µg/ml Kanamycin supplementiert wurden. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe 

von 0,5 mM/ml Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert, gefolgt von einer 

4-stündigen Inkubation bei 37 °C. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 10.000 xg bei 
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4 °C für 15 Minuten geerntet und bei -20 °C bis zur Reinigung eingefroren. Die DNA-

Gewinnung und Protein-Expression von RACH2007-PPAD wurden von mir vorgenommen. 

3.4.3 RACH2007-PPAD-Protein-Aufreinigung 

Jedes Gramm Zellpellet wurde in 1 ml Protein-Lysepuffer (50 mM Tris, 400 mM NaCl, 100 mM 

KCl, 10 % Glycerin, 0,5 mM ß-Mercaptoethanol pH 7,8) resuspendiert und die Suspension 5 

x 20 s (70 % Cycle und 80 % Power) beschallt. Die Lysate wurden bei 8.000 xg 20 min bei 

21 °C zentrifugiert. Die RACH2007-PPAD wurde unter nativen Bedingungen aus dem Überstand 

unter Verwendung eines zweistufigen Reinigungsprotokolls mit HisPur™-Cobaltresin 

(Katalog-Nr. 89964, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gereinigt. Das 

Resin wurde mit dem Fünffachen an Protein-Lysepuffer äquilibriert. Der Proteinüberstand 

wurde mit dem Resin zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der Überstand wurde vom 

Resin entfernt, gefolgt von drei Waschschritten mit zweifachem Waschpuffervolumen (50 mM 

Tris, 400 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 0,5 mM ß-Mercaptoethanol; pH 7,8) des Resins. Die 

Elution wurde dreimal mit dem einfachen Elutionspuffervolumen (50 mM Tris, 400 mM NaCl, 

250 mM Imidazol, 0,5 mM ß-Mercaptoethanol; pH 7,8) des Resins durchgeführt. Alle 

Reinigungsschritte wurden bei RT von mir ausgeführt. 

3.4.4 Autocitrullinierung der RACH2007-PPAD 

Die Autocitrullinierung von RACH2007-PPAD wurde durch Inkubation von nativ gereinigtem 

Protein in Elutionspuffer (siehe PPAD-Proteinreinigung) bei Raumtemperatur für mindestens 

21 Tage durchgeführt. Die Autocitrullinierung wurde mit verschiedenen monoklonalen 

Antikörpern mittels Immundetektion nachgewiesen. Das endgültige Protokoll zur 

Autocitrullinierung von RACH2007-PPAD wurde von mir entwickelt und umgesetzt. 

3.4.5 2D-Gel der RACH2007-PPAD 

50 µg RACH2007-PPAD wurden in 2 Dimensionen aufgetrennt. Für die isoelektrische 

Fokussierung in der isoelektrischen Protean-Fokussierungskammer (IEF) wurden 

immobilisierte pH-Gradientenstreifen (IPG) mit einem pH-Wert von 3–10 verwendet. 

Anschließend wurde eine Natriumdodecylsulfat-Polyacraylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE) mit einem 12,5%igen Gel vorgenommen. Ich verwendete das Protokoll des 2D-

Fertigpräparationskits von BIORAD (ReadyPrep™-2-D-Starter-Kit, Katalog-Nr. 1632105, 

BIORAD, Hercules, Kalifornien, USA). Die 2D-Auftrennung der RACH2007-PPAD wurde von mir 

durchgeführt. 

3.4.6 Citrullinierung humaner Proteine durch RACH2007-PPAD 

Vor der Analyse des Westernblots wurden zwei verschiedene Methoden der Citrullinierung 

angewandt: die In-vitro-Modifikation unter nativen Bedingungen und die Modifikation am 

Westernblot unter nativen Bedingungen. Die RACH2007-PPAD-Citrullinierung wurde bei 
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Raumtemperatur über Nacht oder 48 Stunden durchgeführt. Danach wurden die Blots einmal 

für 10 Minuten mit PBS-0,05%-Triton-X-100 gewaschen, gefolgt von einem 

Blockierungsschritt mit 5%-Milchpulver(MP)-1,5%-Rinderserumalbumin(BSA)-PBS für 

1 Stunde bei RT. Die Citrullinierung von menschlichen Proteinen wurde mit verschiedenen 

monoklonalen Antikörpern (human (hu) Anti-Citrullin 1:1.000 Katalog-Nr. MQR2.101; Maus 

(ms) Anti-Citrullin 1:1.000, Katalog-Nr. MQR1.101; ms Anti-Arginin 1:1.000 aus ABAP-Kit, 

Katalog-Nr. MQ17.101-96; ImmunoPrecise Antibodies ehemals ModiQuest Research, Oss, 

Niederlande) oder mit Serumpools von RA-Patienten (1:250) in 3%-MP-1%-BSA-PBS für 

1 Stunde bei RT nachgewiesen. Die Blots wurden 3 x 10 Minuten gewaschen und mit 

sekundären HRP-konjugierten Antikörpern in 3%-MP-1%-BSA-PBS für 1 Stunde bei RT 

inkubiert, dann nochmals 5 x 5 Minuten gewaschen und 2 Minuten mit dem Western-Bright-

(Chemilumineszenz)-ECL-Substrat von Advansta (Katalog-Nr. K-12045-D50, Menlo Park, 

USA) inkubiert. Der Nachweis des ECL-Signals wurde mit Hyperfilm™-ECL von Thermo 

Fisher Scientific (Katalog-Nr. 45-001-508, Waltham, Massachusetts, USA) durchgeführt. Das 

Protokoll zur Citrullinierung humaner Proteine durch RACH2007-PPAD mit anschließendem 

Nachweis mittels ECL wurde von mir entwickelt, und alle Experimente dazu wurden von mir 

persönlich umgesetzt. 

Es wurde ein ELISA-basierter Nachweis-Assay für RACH2007-PPAD-citrulliniertes 

hnRNP-A2/B1 und Histon H1 verwendet. HnRNP-A2/B1 und Histon H1 wurden 1 µg pro Well 

in 100 µl 8 M Harnstoff auf Nunc-Maxisorb-96-Wellplatten über Nacht bei 4 °C beschichtet. 

Dreimaliges Waschen der Platten erfolgte mit PBS-0,05%-Tween-20, 400 µl pro Well. Das 

Blockieren der Platten wurde mit 5%-MP-1,5%-BSA-PBS 200 µl pro Well eine Stunde bei RT 

und Schütteln bei 300 U/min durchgeführt. Es folgte ein erneutes dreimaliges Waschen der 

Platten. Anschließend wurden die Platten mit Modifikationspuffer (50 mM Tris, 10 mM CaCl2, 

5 mM DTT pH 7,8) 100 µl pro Well für 10 Minuten vorinkubiert. Die Citrullinierung der 

beschichteten Proteine mit aktiver RACH2007-PPAD erfolgte mit 2 µg pro Well in 100 µl 

Modifikationspuffer für 48 Stunden bei RT. Die Platten wurden danach nochmals dreimal 

gewaschen. Daraufhin wurden die Platten mit monoklonalen Anti-Citrullin-Antikörpern (ms 

Anti-Cit-Antikörper 1:1.000, Katalog-Nr. MQR1.101 und hu Anti-cit ab 1:000, Katalog-Nr. 

MQR2.101, ImmunoPrecise Antibodies ehemals ModiQuest Research, Oss, Niederlande) in 

3%-MP-1%-BSA-PBS 100 µl pro Well für eine Stunde bei RT inkubiert. Im Anschluss daran 

wurden die Platten viermal gewaschen und mit dem Sekundärantikörper inkubiert 

(anti-human-IgG-Fc-spezifischer Peroxidase-konjugierter Antikörper, 1:10.000, Katalog-Nr.: 

MQR2.101, ImmunoPrecise Antibodies ehemals ModiQuest Research, Oss, Niederlande; 

anti-ms-IgG-FC-spezifischer Peroxidase-konjugierter Antikörper 1:10.000, Katalog-Nr. A2554, 

Sigma-Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) in 3%-MP-1%-BSA-Waschpuffer 100µl 

pro Well eine Stunde bei Raumtemperatur und 300 U/min inkubiert. Die Platten wurden 
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danach fünfmal gewaschen. Die Entwicklung der Platten erfolgte mit Seramun-fast-3,3′,5,5′-

Tetramethylbenzidin (TMB) von Seramun Diagnostica GmbH (Katalog-Nr. S-001-2-TMB, 

Heidesee, Deutschland) 100 µl pro Well für fünf Minuten. Die Entwicklung wurde mit 0,5 M 

H2SO4 100 µl pro Well gestoppt. Im Anschluss daran wurde die optische Dichte bei einer 

Wellenlänge von 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 620 nm gemessen. Das ELISA-

Protokoll zur Citrullinierung humaner Proteine durch RACH2007-PPAD wurde von mir entwickelt 

und durchgeführt. 

3.4.7 Enzymaktivitätsbestimmung von RACH2007-PPAD mittels ABAP-

Assay (ModiQuest) 

Zur Bestimmung der Enzymaktivität von RACH2007-PPAD haben wir den ABAP-Assay (Katalog-

Nr. MQ17.101; Antibody-Based-Assay for PAD-enzyme-Activity ImmunoPrecise Antibodies 

ehemals ModiQuest Research, Oss, Niederlande) entsprechend der Empfehlung des 

Herstellers eingesetzt. Der Test basiert auf einem künstlichen Filaggrin-Peptid 

(SHQESTRGKSKGKAAAAA), das auf eine 96-Well-Platte gekoppelt ist. Nach einer 3-

stündigen Citrullinierung mit RACH2007-PPAD bei RT wurde der Nachweis mit einem 

spezifischen monoklonalen Anti-Deiminated-Arginin-Antikörper in einer Verdünnung von 

1:1.000 durchgeführt. Alle weiteren Schritte erfolgten nach Angaben des Herstellers und 

wurden von mir umgesetzt. 

3.4.8 Vesikelpräparation von Porphyromonas-gingivalis-RA-P.-g.-

CH2007 

Die Zellen von Porphyromonas-gingivalis-RA-P.-g.-CH2007 wurden in TBS mit 1 µg/ml 

Menadion und 10 µg/ml Hemin unter Sauerstoffabschluss für 72 Stunden bei 37 °C kultiviert. 

Die OMVs wurden von mir gemäß dem Protokoll von Grenier & Mayrand 1987 präpariert78 und 

aufgearbeitet. 

3.4.9 RACH2007-PPAD-ELISA 

96-Well-Maxisorb-Platten der Firma Nunc wurden mit 1 µg RACH2007-PPAD in 100 µl 8 M 

Harnstoff pro Well über Nacht bei 4 °C beschichtet, dreimal mit 400 µl pro Well Waschpuffer 1 

(0,05%-Tween-20-PBS) gewaschen und mit 200 µl pro Well Blockierungslösung (5%-MP-

1,5%-BSA-PBS) für eine Stunde bei RT und Schütteln bei 300 U/min blockiert. Die Platten 

wurden erneut dreimal gewaschen und mit 100 µl pro Well Modifikationspuffer (50 mM Tris, 

5 mM CaCl2, 1 mM DTT pH 7,8) für 10 Minuten bei 37 °C vorinkubiert. Die Citrullinierung der 

gekoppelten RACH2007-PPAD wurde mit 5 µg pro Well aktiver RACH2007-PPAD in 100 µl 

Modifikationspuffer für 3 Stunden bei 37 °C durchgeführt. Auch hier wurden die Platten dreimal 

gewaschen. Vor der Anwendung wurden die Seren im Verhältnis 1:250 in Waschpuffer 2 (3%-

MP-1%-BSA) äquilibriert, mit nicht reaktiver RACH2007-PPAD (0,1 µg/ml) für 30 Minuten 

vorinkubiert und anschließend für eine Stunde bei Raumtemperatur in die Wells (100 µl pro 
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Well) gegeben. Die Platten wurden viermal gewaschen und die weiteren Schritte wurden 

gemäß der Beschreibung im Abschnitt: „Citrullinierung humaner Proteine durch RACH2007-

PPAD“ von mir durchgeführt. 

3.4.10 PPAD-Peptid-ELISA 

96-Well-Maxisorb-Platten wurden über Nacht bei 4 °C mit 2 µg pro Well Neutravidin in PBS 

beschichtet. Die Platten wurden dreimal mit 400 µl pro Well Waschpuffer 1 gewaschen und 

mit 200 µl pro Well Roti-Block (Katalog-Nr. A151.4, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland) für zwei Stunden bei RT unter Schütteln bei 300 U/min blockiert. Die Platten 

wurden dreimal mit Waschpuffer 1 gewaschen. Die Beschichtung mit citrulliniertem PPAD-

Peptid (CPP) und Arginin-haltigem Kontrollpeptid (PP) wurde mit 1 µg pro Well in 100 µl PBS 

für zwei Stunden bei RT unter Schütteln bei 300 U/min durchgeführt. Die Platten wurden 

dreimal mit Waschpuffer 1 gewaschen. Die Platten wurden danach mit Patientenserumproben 

in einer Verdünnung von 1:200 in 100 µl pro Well für eine Stunde bei RT inkubiert und 

anschließend viermal mit Waschpuffer gewaschen. Im nächsten Schritt wurden die Platten mit 

einem Sekundärantikörper, dem anti-human-IgG-Fc-spezifischen HRP-konjugierten 

Antikörper 1:10.000 (Katalog-Nr. A0170, Sigma-Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, 

USA) und/oder dem anti-human-IgA-HRP-konjugierten Antikörper 1:1.000 (Katalog-Nr. 

A0170, Sigma-Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA), in 3%-MP-1%-BSA-

Waschpuffer 100 µl pro Well für eine Stunde bei RT und unter Schütteln bei 300 U/min 

inkubiert. Die Platten wurden fünfmal mit Waschpuffer gewaschen. Die Detektion erfolgte mit 

Seramun-fast-TMB-Substrat 100 µl pro Well (Katalog-Nr. S-001-2-TMB, Seramun GmbH, 

Heidesee, Deutschland) für fünf Minuten bei RT und wurde durch die Zugabe von 0,5 M H2SO4 

100 µl pro Well gestoppt. Im Anschluss daran wurde die optische Dichte bei einer Wellenlänge 

von 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 620 nm gemessen. Die Entwicklung des 

PPAD-Peptid-ELISAs wurde von meiner Kollegin Bianka Marklein und mir geleistet. 

3.4.11 Massenspektrometrische Analyse und Peptid-Identifikation 

Die durch Western Blotting als citrulliniert identifizierten Flecken wurden aus einem 

SDS-PAGE-Gel ausgeschnitten. Die Banden wurden nach Shevchenko et al. 199679 reduziert, 

alkyliert und durch Trypsin verdaut. Nach der Extraktion und Entsalzung mittels Zip Tips (C18; 

Merck Millipore Ltd, Irland) wurden die Proben unter Verwendung von on-line nLC-MS/MS (RP 

C18) getrennt und auf einem LTQ Velos Orbitrap ETD MS (Thermo Fisher Scientific, 

Deutschland) analysiert. Für die Trennung wurde ein 40-Minuten-Gradient von Puffer A und B 

(A: 0,1 % Ameisensäure in Wasser; B: 0,1 % Ameisensäure in Acetonitril) verwendet: 5–30 % 

B in 35 Minuten, gefolgt von 30–95 % B in 5 Minuten. Die Durchflussrate betrug 300 nl/min. 

Die MS-Spektren wurden mit einer Auflösung von 60.000 aufgenommen, gefolgt von der 

Fragmentierung der 5 intensivsten Peaks unter Verwendung von CID und einer normalisierten 
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Kollisionsenergie von 30. Massenlisten wurden mit Raw2MGF v2.1.3 17 extrahiert und mit der 

Maskottchen-Suchmaschine v2.3.02 (Matrix Science Ltd., London, UK) in der Swiss-Prot-

Datenbank (heruntergeladen von www.uniprot.org 2014010, enthält 546.790 Sequenzen) 

gesucht. Die folgenden Parameter wurden für die Datenbankabfrage verwendet: tryptischer 

Aufschluss (mit maximal zwei Fehlspaltungen); Carbamidomethylierung (C) als feste 

Modifikation; Oxidation (M), Pyroglutamat (N-Term Q), Deamidierung (N/Q) und Citrullinierung 

(R) als variable Modifikationen; 10 ppm als Vorläufer-Toleranz und 0,25 Da als Fragment-

Toleranz. Spektren, die citrullinierte Peptide identifizierten, wurden manuell validiert, indem 

überprüft wurde, ob die Vorläufermasse korrekt zugeordnet war und ob die modifizierte Stelle 

mit den beobachteten Massenverschiebungen der Fragment-Ionen übereinstimmte. Die 

massenspektrometrischen Analysen und das Protokoll dazu führte Jimmy Ytterberg aus. 

3.4.12 Protein-Macro-Array-Analyse 

Die Protein-Macro-Arrays wurden analog zur ELISA-Durchführung mit RACH2007-PPAD 

citrulliniert, gefolgt von 3 Waschschritten der Arrays mit anschließender Blockierung und 

weiteren 3 Waschschritten sowie einer Inkubation der Citrullin-spezifischen monoklonalen 

Antikörper 1325:01BO9, 1325:04CO3 und humaner Anti-cit-Antikörper (Katalog-Nr. 

MQR2.101 ImmunoPrecise Antibodies ehemals ModiQuest Research, Oss, Niederlande). Der 

Nachweis spezifisch gebundener Antikörper erfolgte mit Sekundärantikörpern (anti-Maus-IgG-

Fc-spezifischer AP-konjugierter Antikörper oder anti-Human-IgG-Fc-spezifischer AP-

konjugierter Antikörper), gefolgt von einer Fluoreszenzsignaldetektion unter Verwendung von 

Attophos als Substrat auf einem Molecular-Devices-Storm-860-Scanner. Die Modifikation der 

Protein-Macro-Arrays mittels RACH2007-PPAD wurde von mir entwickelt und die Detektion 

entsprechend dem Hersteller von mir vorgenommen. 

3.4.13 Immunhistochemische Analyse 

Wir analysierten einen Anti-PPAD-Antikörper (PPAD-Peptid-Antikörper vom Kaninchen; 

Thermo Scientific) in 1:1.000 Verdünnung auf einem Gewebe-Mikroarray (TMA, Provitro, 

Berlin, Deutschland) mit Paraffinschnitten von menschlichem Synovialgewebe von Patienten 

mit rheumatoider Arthritis (n=10), Osteoarthritis (n=12), Psoriasis-Arthritis (n=2) und von 

gesunden Spendern (gemäß Eigenauskunft; n=5). Die Immunfärbung des Antikörpers wurde 

nach dem Protokoll des Herstellers durch mich durchgeführt. Zur Visualisierung wurde das 

Novolink™ Polymer Detection System (RE-7140-CE; Leica Biosystems, Nussloch, 

Deutschland) verwendet. Die Objektträger wurden mit einem CX41-Mikroskop (Olympus, 

Tokio, Japan) von meiner Kollegin Bianka Marklein und mir analysiert. 

3.4.14 Statistische Analyse 

Der Mann-Whitney-Test wurde verwendet, um Unterschiede zwischen den 

Antikörperreaktionen auf die spezifischen Antigene in Serumproben zu vergleichen, und ein 



 17 

gepaarter T-Test wurde verwendet, um Unterschiede zwischen den Antikörperreaktionen in 

Serumproben desselben Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten zu vergleichen. Die Cut-off-

Werte der ELISAs wurden als Mittelwert plus 3 x Standardabweichung der ND (gemäß 

Eigenauskunft) definiert. Statistische Korrelationen wurden mittels Spearman-

Korrelationstests berechnet. Die Berechnungen und Diagramme wurden mit GraphPAD-

Prisma von mir erstellt. 

3.4.15 Online-Tools 

Das Venn-Diagramm wurde mit dem Tool InteractiVenn80 erstellt.  

Das Konsensdiagramm wurde mit Weblogo, Version 2.8.2 ((2005-09-08) Genomforschung, 

14:1188-1190, (2004))81 erstellt. 

Die Online-Tools und Graphen wurden von mir erstellt und in die Abbildungen der Publikation 

eingebunden. 
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