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Abstract (Deutsch)

Hintergrund:

Autoantikbérper gegen das native und citrullinierte heterogene nukleare
Ribonukleoprotein-D-like  (hnRNP-DL; JKTBP) wurden bei Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes (SLE) und rheumatoider Arthritis (RA) und im
Tiermodell analysiert. Genetische, klinische und diagnostische Aspekte bei der RA
wurden analysiert und die autoantigenen Strukturen sowie posttranslationalen
Modifikationen charakterisiert, Uber die gegebenenfalls ein krankheitsspezifischer
Nachweis erfolgen kann, um RA-Risikopersonen zu identifizieren sowie

Behandlungserfolg und -méglichkeiten aufzuzeigen.
Methoden:

Durch Protein-Makroarray Untersuchungen konnten a-hnRNP-DL-Autoantikérper
spezifisch bei RA-Patienten identifiziert werden. Rekombinante, in E. coli exprimierte,
hnRNP-DL-Proteine wurden in der ELISA-Technik verwendet und a-hnRNP-DL-
Autoantikérper im Serum von SLE- und RA-Patienten sowie von Mausen aus
Tiermodellen gemessen. Die hnRNP-DL-Expression wurde durch indirekte
Immunfluoreszenz, Immunoblot und Immunhistochemie in Synovialgewebe sowie in

kultivierten Zellen analysiert.
Ergebnisse:

HNRNP-DL wurde als native oder citrullinierte Proteinvariante von Autoantikérpern
von Patientenuntergruppen mit unterschiedlichem RA-Status erkannt. Bei SLE-
Patienten wurden bei 58 % Seroreaktionen gegen strukturelle
citrullinierungsabhangige Epitope (SCEs) von hnRNP-DL nachgewiesen, obwohl 98 %
dieser Seren im Routinetest auf a-CCP2-Ak negativ waren. Zur Erkennung von RF-
IgM/a-CCP2-seronegativen Friih-RA-Patienten (24-46 %) und als Wert zur
Einschatzung des Behandlungserfolgs wurde der ,Citrullinated-Native-hnRNP-DL-
Index™ (CNp.-Index) als Differenzwert von a-cit-hnRNP-DL- und a-hnRNP-DL-OD-
Signalen eingeflhrt. Hohe positive CNp.-Werte korrelierten mit einem schwereren
RA-Verlauf, dem Vorliegen von ,shared-epitope®-Allelen und parenchymatdsen
Lungenveranderungen. Speziell bei SLE-Patienten, bei RA-Risikopersonen und bei

den frihen RA-Kohorten wie EIRA wurde haufiger ein negativer CNp.-Index
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festgestellt und bei den EIRA-Patienten haufiger in der Gruppe, die auf Methotrexat
(MTX)-Therapie ansprachen (87 %). Hohere native a-hnRNP-DL-Werte wurden mit
geringeren Schmerzen assoziiert und speziell bei seronegativen RA-Patienten mit
MTX- oder Etanercept-Therapieansprechen assoziiert. Im SLE-Mausmodell MRL/lpr
zeigten die Ergebnisse, dass die Bildung von a-hnRNP-DL Autoantikérpern Toll-like-
Rezeptor (TLR) 7- und TLR9-abhangig ist und durch Zytokine (Interleukin-1a/-6,
Tumor-Nekrose-Faktor-a) reguliert wird. Bei der Immunfluoreszenz farbten die a-
hnRNP-DL-Autoantikérper  spezifisch  Stressgranula im  Zytoplasma an.
Immunhistochemische Analysen weisen auf eine zytoplasmatische Expression
verstarkt im Grenzbereich von RA-Synovialgewebe hin, nicht aber bei Arthrose und
normalem Kontrollgewebe und legen nahe, dass hnRNP-DL im rheumatoiden Gelenk

citrulliniert ist.
Schlussfolgerungen:

HnRNP-DL ist ein neues Autoantigen bei RA- und SLE-Patienten. Es wird auch in
Mausmodellen flr entziindliche rheumatische Erkrankungen als Autoantigen erkannt.
Anti-hnRNP-DL-Autoantikérper sind fur die Differentialdiagnose der RA bedeutsam
und zeigen einen prognostischen Wert flir das therapeutische Ansprechen, vor allem
in frihen Krankheitsstadien. Die Citrullinierung von hnRNP-DL fuhrt zu
Strukturepitopen (SCEs), die auch von a-CCP2-negativen SLE-Patienten erkannt
werden. Durch kombinierte Betrachtung des nativen und citrullinierten Antigens,
mittels CNp.-Index, wurde die serodiagnostische RA-Friiherkennung deutlich
verbessert und ein Pradiktivparameter fUr das Therapieansprechen mit MTX oder

Etanercept identifiziert.
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Abstract (Englisch)

Background:

Autoantibodies against native and citrullinated heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein D-like (hnRNP-DL; JKTBP) were analyzed in patients with systemic
lupus erythematosus (SLE) and rheumatoid arthritis (RA) and in animal models.
Genetic, clinical and diagnostic aspects in RA were analyzed and the autoantigenic
structures and post-translational modifications were characterized, which might be
used for disease-specific detection to identify SLE-patients, RA-risk-individuals and

therapy-success and -options.
Methods:

Protein macroarray studies identified a-hnRNP-DL-autoantibodies specifically in RA
patients. Recombinant hnRNP-DL proteins expressed in E. coli were used in ELISA-
technique to measure a-hnRNP-DL autoantibodies in serum of SLE-, RA-patients and
mouse models. The hnRNP-DL expression was analyzed by indirect
immunofluorescence, immunoblot and immunohistochemistry in synovial tissue and

cultured cells.
Results:

HNRNP-DL was detected as native or citrullinated protein variant of autoantibodies
from patient-subgroups with different RA-status. In SLE-patients, seroreactions
against structural citrullination-dependent-epitopes (SCEs) of hnRNP-DL were
detected in 58 %, although 98 % of these sera were negative for a-CCP2 routine
assay. To detect RF-IgM/a-CCP2-seronegative early RA-patients (24-46 %) and as a
value to assess treatment success the "Citrullinated-Native-hnRNP-DL-index" (CNp.-
index), as a difference value of a-cit-hnRNP-DL and a-hnRNP-DL OD-signals, was
introduced. High positive CNp.-values correlated with a more severe RA-course, the
presence of "shared-epitope" alleles and parenchymal lung changes. Specifically in
SLE-patients, RA-at-risk-individuals, and early RA-cohorts such as EIRA a negative
CNp.-index was observed and more frequently in the EIRA-patients subgroup,
responding to methotrexate (MTX) therapy (87 %). Higher native a-hnRNP-DL values
were associated with lower pain and specifically in seronegative RA-patients, with

MTX- or etanercept-therapy response. In the SLE-mouse-model MRL/lpr, results
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showed that a-hnRNP-DL autoantibody formation is Toll-like-receptor (TLR) 7- and
TLR9-dependent and regulated by cytokines (interleukin-1a/-6, tumor-necrosis-
factor-a). In immunofluorescence, the a-hnRNP-DL autoantibodies specifically
stained stress granules in the cytoplasm. Immunohistochemical studies indicate
cytoplasmic expression, enhanced in the peripheral region of RA synovial tissue, while
not in osteoarthritis and normal control tissue, suggesting that hnRNP-DL is

citrullinated in the rheumatoid joint.
Conclusions:

HnRNP-DL is a novel autoantigen in RA- and SLE-patients. It is also recognized as an
autoantigen in mouse-models of inflammatory rheumatic diseases. Anti-hnRNP-DL-
autoantibodies are significant for the differential diagnosis of RA and demonstrate
prognostic value for therapeutic response, especially in early stages of disease.
Citrullination of hnRNP-DL results in SCEs, that are also recognized by a-CCP2-
negative SLE-patients. Combined analysis of native and citrullinated antigen using
the CNpr-index, significantly improved serodiagnostic early RA-detection and

provided a predictive parameter for treatment response with MTX or etanercept.
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1 Einleitung

Die Entstehung von Autoimmunkrankheiten lasst sich nicht auf einen bestimmten
Mechanismus zurlckfuhren. Vielmehr handelt es sich um ein komplexes
Zusammenspiel einer Vielzahl von Mechanismen mit z. B. genetischem,
immunologischem, mikrobiellem oder umweltbedingtem Ursprung. Bei systemischen,
entzundlichen Erkrankungen unklarer Ursache wie der rheumatoiden Arthritis (RA)
und dem systemischen Lupus erythematodes (SLE), sind Immunreaktionen gegen
kdrpereigene, ubiquitar vorkommende Antigene wie z. B. Proteine und Nukleinsauren

nachweisbar, weswegen sie auch als Autoimmunerkrankungen bezeichnet werden'-,

Die rechtzeitige und spezifische Diagnose ist sehr wichtig, um frihzeitig eine effektive
entziindungshemmende Therapie einleiten zu kénnen und somit Folgeschaden zu
verhindern. Insbesondere wegen der hohen volkswirtschaftlichen Bedeutung besteht
in diesem Bereich ein groBer Forschungsbedarf. Die Pravalenz von
Autoimmunerkrankungen liegt in den Industrielandern bei 5-8 %, wobei die
Haufigkeit in den letzten Jahren stetig zugenommen hat3. Allein in Deutschland sind

rund 4-7 Millionen Menschen betroffen.

Die Charakterisierung der  Autoimmunerkrankungen mit Hilfe von
Antikoérperreaktionen gegen kdrpereigene Strukturen ist von groBer Bedeutung. Sie
hat sich als eine Klassifizierungsstrategie flr diese Erkrankungen etabliert, um
therapeutische Madglichkeiten der Entziindungshemmung zu optimieren. Es ist
deshalb essentiell, weitere entsprechende diagnostische Biomarker zu finden, ihre
Antigenzielstruktur zu erkennen, die Krankheitsspezifitat zu etablieren und optimale
Methoden zu erarbeiten, wie diese Autoantikdrper spezifisch und sensitiv detektiert
werden kdénnen. Auf dieser Grundlage lasst sich dann leichter erforschen, wie man

die Autoimmunreaktion abschwachen oder vielleicht auch verhindern kann.

Die RA st eine chronisch-entziindliche Gelenkerkrankung und gehdért nach
derzeitigem Kenntnisstand zu den klassischen Autoimmunerkrankungen, bei denen
pathologische Entziindungsprozesse als Ursache angesehen werden. Die genauen
Begleitumstande, unter denen die natlrliche Selbsttoleranz durchbrochen wird, sind
noch nicht im Detail geklart. Die Krankheit ist durch eine fortschreitende Zerstérung
der Gelenke gekennzeichnet. Mit einer Pravalenz von 1 % ist die RA die haufigste

entzliindliche Gelenkerkrankung*®. Besonders haufig entsteht die Krankheit in der
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finften Lebensdekade, wobei Frauen doppelt so haufig betroffen sind wie Manner’.
Die genetische Veranlagung spielt neben den hormonellen Faktoren ebenfalls eine
wichtige Rolle. Studien haben einen Zusammenhang zwischen der Schwere der RA
und der Genetik der MHC-II-Molekile des HLA-DR-4-Komplexes gezeigt®>. Die
Autoantikérperreaktion richtet sich mitunter spezifisch gegen Immunglobulin G,
citrullinierte und andere hochkonservierte, ubiquitar exprimierte Autoantigene, in
Ausnahmeféllen auch organspezifisch gegen Knorpel-spezifische Autoantigene®. Die
Pathogenese der RA ist komplex und multifaktoriell. Es wird eine Fehlreaktion des
Immunsystems vermutet, bei der noch unbekannte Ausléser, wie Viren und Bakterien
auf Makrophagen, autoreaktive T-Zellen und vor allem gegen autoantigene
Strukturen gerichtete B-Zellen einwirken, so dass eine spezifische autoimmune
Seroreaktion ausgel6st wird. Eine Besonderheit ist vor allem, dass Entziindungszellen
wie Makrophagen zusammen mit Fibroblasten, T- und B-Zellen eine Interaktion
eingehen, die gezielt den Gelenkknorpel und den gelenknahen Knochen angreift. Bei
diesem Prozess wirken Zytokine als Steuerelemente, die die Entziindung
aufrechterhalten. Interleukin (IL)-1 und -6 sowie der Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-
a) spielen in diesem Prozess eine Schllsselrolle, weil ihre Blockade, z. B. mittels
therapeutischer Antikdrper, die Entzindung eindrucksvoll reduzieren kann. Diese
Zytokin-Blockade beeinflusst in komplexer Weise die Bindung von Leukozyten an das
GefaBendothel im Rahmen der Migration von Leukozyten aus den GefaBen in das
Gewebe, reduziert die lokalen Entziindungsreaktionen mit Enzymfreisetzung und
Gewebezerstérung im Gelenk, aber auch Akutphasereaktionen wie die Bildung von

C-reaktivem Protein (CrP) in der Leber®.

Der chronische Entzlindungsprozess fuhrt zu einer Wucherung des Synovialgewebes,
dem sogenannten Pannus. Diese histologische Veranderung bei der RA geht einher
mit Knorpel- und Knochenzerstérung im Bereich der Gelenke. Dieser Pannus besteht
in den aktiven Bereichen aus stark vaskularisiertem Entzindungsgewebe, das sich
auf den Knorpel ausbreitet. An der Grenzflache zum Knorpel und Knochen sind vor
allem Makrophagen und Fibroblasten zu finden. In tieferen Bereichen dieses
Gewebes, haufig auch in der Nahe von kleinen GefaBen und Kapillaren, finden sich
Ansammlungen von T-Zellen, B-Zellen und dendritischen Zellen, die zu sogenannten
lymphoide Follikeln anwachsen kénnen und typisch flir die RA sind. Es wird davon
ausgegangen, dass diese immunologische Zellaktivitat die Entziindung im Gelenk

aufrechterhalt und die krankheitstypischen Gelenkveranderungen hervorruft. Im
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Laufe der Zeit werden so Knorpel, Knochen und auch der bindegewebige Stitzapparat

aus Bandern und Sehnen eines Gelenks zerstorti®11,

Die Diagnose der RA erfolgt anhand von Klassifikationskriterien, die sich im Laufe der
Zeit weiterentwickelt haben. Wahrend die Klassifikationskriterien vom American
College of Rheumatology von 198412 die Krankheit durch Spatstadium-Merkmale
definierte, wobei vorrangig das klinische Krankheitsbild, die radiologischen
Veranderungen und serologisch lediglich der Rheumafaktor einbezogen wurden,
erfolgte im spateren Klassifizierungssystem von 2010'3 eine Auslegung auf Merkmale
der frihen Krankheitsstadien. Neben klinischen Merkmalen (Synovitiden in mehr als
zwei Gelenkregionen, Dauer > 6 Wochen, Morgensteife = 60 Minuten) und
Réntgenveranderungen werden bei den Laboruntersuchungen neben
Rheumafaktoren (RF) auch a-citrullinierte Protein/Peptid Antikdrper (ACPA), erhdhte
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und erhdhtes CrP gemessen. Auch weitere
bildgebende Verfahren wie MRT, Sonografie oder Gelenkszintigraphie kommen
mitunter in schwierig zu diagnostizierenden Fallen oder bei gezielteren Beurteilungen

im Verlauf zum Einsatz!3:14,

Obgleich die Autoimmunitat bei der RA seit Jahrzehnten erforscht wird, gibt es immer
noch einen groBen Bedarf an krankheitsspezifischen serologischen Markern, um die
Frihdiagnose zu erleichtern und um neue Therapieansatze bzw. therapeutische

Stratifizierung fir bestehende Medikamente zu entwickeln.

Der Rheumafaktor und Antikérper gegen cyclische citrullinierte Peptide (a-CCP) sind
derzeit die im Alltag verwendeten serologischen Marker zur Diagnose der RA. Dabei
werden jedoch rund 20 bis 25 % der Patienten als seronegative RA eingestuft (RF-
und a-CCP2-Test negativ); in den friihen Phasen der Erkrankung sogar rund 30 %.
Obgleich auch der sogenannte seropositive Befund nicht pathognomonisch fir die RA
ist und weitere Klassifikationskriterien bendtigt werden, werden seronegative
Patienten hinsichtlich der diagnostischen Sicherheit oft nur eingeschrankt und
abwartend beurteilt. Insbesondere bei anfanglich milden klinischen Beschwerden
werden sie haufig erst verspatet einer immunsuppressiven Therapie zugefihrt. Damit
besteht flir Patienten mit seronegativem Ergebnis in der bisherigen Routinediagnostik
eine Sensitivitatsliicke. Man geht derzeit davon aus, dass flr diese Patienten ein
wichtiges Zeitfenster verpasst werden kénnte, das innerhalb der ersten drei bis sechs

Monate der Erkrankung liegt und eine effektive Intervention ermoéglichen kénntet®16,
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Aus diesem Grund wird es als notwendig erachtet, weitere diagnostische Biomarker
zu identifizieren, die die derzeitige serologische Sensitivitatslicke in allen
Krankheitsstadien der RA schlieBen kdnnen, sodass die Erkrankung in den heute
seronegativen Fallen frihzeitiger erkannt und behandelt, das Fortschreiten der
erosiven Erkrankung verzdgert, der Krankheitsverlauf positiv beeinflusst wird, sogar
bis hin zur Remission'’”:'® und somit die Entwicklung von Gelenkerosionen verhindert

wird.

Mit der Anwendung verschiedener ,Omics"-Techniken, hochauflésender bildgebender
Techniken und der Untersuchung spezifischer Serummarker konnten viele Details der
entziindungsabhangigen Pathogenese aufgeklart werden. Die Diagnostik und
Therapie der RA hat daher in den letzten Jahren einen enormen Fortschritt erfahren.
Dabei wurden in den letzten Jahren viele Methoden zum Nachweis von
Autoantikérpern auf ELISA-Basis weiterentwickelt, weil so Antigene auch in
vielseitigen Veranderungen wie Mutationen (z. B. Vimentin) oder posttranslationaler
Modifikation (z. B. Citrullinierung) rasch zur Anwendung kommen konnten und flr
die Frihdiagnostik unverzichtbar geworden sind. Somit ist die Messung von
krankheitsspezifischen Autoantikdérpern im Serum ein entscheidender diagnostischer

Faktor geworden.

Aufgrund der groBen Bedeutung der Autoantikérper fir die Frihdiagnose und
Behandlung und der unterschiedlichen Sensitivitats- und Spezifitatslicken einzelner
Marker empfiehlt sich, mehrere Serummarker zu kombinieren; aus Kostengriinden
allerdings mit einem mehrstufigen Vorgehen, da mit RF und ACPA bereits ca. 70 %
der Patienten erfasst werden konnen!®2°, Neben der Anwendung in der
Frihdiagnostik sind weitere Studien erforderlich, um eine Korrelation mit der
Krankheitsaktivitdt und der Prognose der Progression, Komorbiditaten und
Komplikationsraten der RA herzustellen. Zu den bekannten Autoantikérpern im
Zusammenhang mit der RA gehoéren neben RF und ACPA auch Antikdrper gegen
mutierte und citrullinierte Formen des Vimentin (Anti-MCV-Antikdrper), aber auch
viele Autoantikérper, die, wenn Uberhaupt, meist nur differentialdiagnostisch in der
Routine zum Einsatz kommen. Dazu gehdren antinukledare Antikérper (ANA),
Antikeratin-Antikérper (AKA), Anti-Perinuklearer Faktor (APF), Anti-Fibronectin-
Antikérper (AFA), Anti-Sa-Antikérper, Anti-Glucose-6-Phosphat-Isomerase (GPI)-
Antikorper, Antikdrper gegen carbamylierte und/oder acetylierte Proteine, Anti-BiP-
Antikérper und Anti-Calcitostatin-Antikdérper (ACAST), Anti-Collagen Typ II (CII)-
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Antikérper und Antikérper gegen heterogenes nukledres Ribonukleoprotein (anti-
hnRNP/RA33 Antikérper)®.

Das hnRNP-A2/B1 mit dem zugehdrigen Autoantikérper RA33 gehért bereits zu den
wichtigsten RA-relevanten Autoantigenen. Autoantikdrper gegen hnRNP-Komplexe
wurden bereits Anfang der achtziger Jahre erstmals bei Patienten mit SLE, RA und
Mischkollagenose (mixed connective tissue desease; MCTD) gefunden?22, DANGLI
et al. (1988)% identifizierten und charakterisierten diese als Antikdrper gegen
verschiedene hnRNP-Proteine. Dabei handelt es sich um eine Gruppe von etwa 30
Proteinen, die Chromatin-assoziiert sind, in Verbindung mit RNA ihre
Hauptfunktionen entfalten (Splice-Prozess, Transport reifer mRNA,
Translationskontrolle) und sehr variabel ubiquitar exprimiert sind?#2°. Auch wenn
diese Proteine in erster Linie im Zellkern angesiedelt sind, wurden auch spezifische
strukturelle Motive gefunden, die ihnen die Fahigkeit verleihen, zwischen Zellkern
und Zytoplasma zu pendeln. Weiter wurde gezeigt, dass die hnRNPs am Export
verschiedener Proteine und der mRNA aus dem Zellkern beteiligt sind?627,
Akindahunsi et al. (2005)?® untersuchten verschiedene hnRNPs und versuchten
anhand von Gen-Homologien die Verwandtschaftsverhaltnisse zu charakterisieren.
Diese Proteine zeigen einen modularen Aufbau, weisen konservierte Bereiche mit
zwei RNA-Bindungsdomanen und einem C-terminalen Glycin-reichen Bereich auf,
unterscheiden sich jedoch stark in den jeweils einzigartigen N-terminalen Regionen.
Entsprechend der Ahnlichkeiten wurden die Proteine in eine A- und eine D-
Untergruppe eingeteilt. Dabei konnte der A-Untergruppe das hnRNPAO, -Al, -A2 und
-A3 und der D-Untergruppe das hnRNPA/B, -D und D-like zugeordnet werden?°-31,

Bereits 2008 wurde in der Arbeitsgruppe das hnRNP-D (AUF1) mit Hilfe von Protein-
Makro-Array-Technologie identifiziert und als neue autoantigene Struktur bei
verschiedenen rheumatischen Erkrankungen beschrieben3?. In einer anderen
friheren Studie wurde gezeigt, dass mit hnRNPs (-Al, -A2/B1 und -A3) restimulierte
Splenozyten von Ratten, die eine Pristan-induzierte Arthritis (PIA) ausgebildet
hatten, eine stark entzliindliche und erosive Arthritis bei naiven Empfangerratten
ausgelost werden konnte, die klinisch und histologisch der RA &hnelt33. Weiter wurde
gezeigt, dass humane TNF-a transgene Mause, die eine erosive entzlindliche

Polyarthritis entwickeln, a-hnRNP-Autoantikérper aufweisen34.
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Diese Daten stiitzen die Hypothese einer pathogenen Rolle von hnRNPs bei erosiver
Arthritis und legen nahe, dass die Autoimmunitat gegen Nukleinsaure-assoziierte
Autoantigene eine entscheidende Rolle bei der Krankheitsentstehung von PIA und
entsprechend reaktiven RA-Patienten spielen konnte3°. Die intraperitoneale Injektion
von hnRNPs induziert proinflammatorische Zytokine, die fur die Arthritis-Entwicklung
bei Ratten relevant sind, wobei TLR7 und -9 als Erkennungsrezeptoren flr virale
Einzelstrang-RNA bzw. unmethylierte, virale oder bakterielle DNA eine Rolle spielen,
nicht aber TLR3 und -4, die bei der Erkennung von viraler Doppelstrang-RNA bzw.

Lipopolysacchariden von Bakterien bedeutsam sind?3e.

Innerhalb dieser Arbeit wurde ein weiterer Vertreter der D-Untergruppe, das
hnRNPD-like-Protein (auch hnRNP-DL oder JKTBP genannt) untersucht. Weil hnRNP-
D und -DL einen engen Verwandtschaftsgrad aufweisen (Sequenzahnlichkeit von
89,1 %)3” mit &hnlichen strukturellen Merkmalen und Bindungseigenschaften3s,
wurden vergleichbare autoantigene Eigenschaften vermutet. Ziel war dabei hnRNP-
DL als neue autoantigene Struktur zu charakterisieren mit folgender Fragestellung:
Kann die auf dem Array gefundene hnRNP-DL -Variante (AS 81-420), die so in der
Natur nicht vorkommt, in nativer oder citrullinierter Form, als neuer Biomarker bei
der rheumatoiden Arthritis (RA) fungieren und gibt es einen serodiagnostischen und
klinischen Mehrwert flr die RA-Therapie? Kénnen Immundetektionen auf Zellen und
Geweben oder die Analyse von Mausmodell-Seren Hinweise liefern, um den Ursprung

dieser Autoantikérper aufzuklaren?

Dazu wurden Lokalisationsstudien flir die Expression von hnRNP-DL durchgeflhrt, die
Einflisse der wichtigsten entziindungsférdernden Zytokine bei der RA wie IL-1a, IL-
6 und TNF-a3°4° die Proteinexpression in verschiedenen Zelllinien getestet und die
Expression im Synovialgewebe analysiert. Bei Tiermodellen von RA und SLE wurden
Autoantikérper gegen hnRNP-DL untersucht.

Der Schwerpunkt der Arbeit lag jedoch auf der Betrachtung von Autoantikérpern bei
Patienten mit einer rheumatoiden Arthritis. Dazu wurden rekombinante hnRNP-
Proteine aufgereinigt und ein Immuntest entwickelt, der eventuell fir ein
krankheitsspezifisches Nachweisverfahren verwendet werden kann oder als
Grundlage fir Weiterentwicklungen dient. Durch die kombinierte Betrachtung der
nativen und citrullinierten Antigene sollte ein neuartiger diagnostischer Parameter

erzeugt werden, der einerseits fur seronegative Patienten die friihzeitige Diagnostik
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verbessern kénnte und auBerdem als Marker flir Prognose und Therapiewahl eine

Bedeutung haben kénnte.
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2 Methoden

2.1 Protein Macroarray als Sceening neuer Biomarker

Fir die Untersuchung neuer Autoantigene bei der RA wurden hEX1-Protein-
Makroarrays (engine GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) analysiert. Diese Arrays sind
aus der cDNA des menschlichen fétalen Gehirns abgeleitet worden*'. Die
Immundetektion wurde, wie vom Hersteller beschrieben, durchgefiihrt. Zunachst
erfolgte eine Blockierung unspezifischer Bindungen durch Inkubation in Block-Puffer
(3 % w/v Milchpulver in TBST; 500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.05 % Tween-
20) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur. Die Probeninkubation erfolgte Gber Nacht bei
4 °C in Block-Puffer, mit einer 1:50 Verdinnung. Nach drei Waschschritten, flr
jeweils 20 Minuten in TBST-T (TBS mit 0.05 % Triton X-100), erfolgte die Inkubation
mit Zweitantikdrper, einem alkalische Phosphatase (AP)-konjugierten Ziege-a-
human-IgG-Antikdrper (A9544, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur, verdinnt in Block-Puffer. Nach drei Waschschritten mit Inkubation
fur jeweils 20 Minuten in TBST-T wurden die Arrays flir 10 Minuten mit AP-Puffer (1
mM MgCl,, 100 mM Tris-Cl, pH 9.5) inkubiert. Die Entwicklung erfolgte durch
funfminttige Inkubation, mittels 0.125 mM Attophos (Roche, Basel, Schweiz) in AP-
Puffer.

Die Arrays wurden mit einer CCD-Kamera (Fuji LAS 1000, Tokio, Japan) mit einer
Anregungswellenldnge von 460 nm visualisiert und mit der AIDA-Software (Raytest,
Berlin, Deutschland) analysiert. Dabei wurde jedem Spot ein Intensitatswert
zugeordnet. Die positiven Spots wurden dann Uber ihre Lokalisation auf dem Array
hinsichtlich ihrer Klonidentitadt identifiziert. Die komplette Prozessierung und

Software-Auswertung der Arrays erfolgte von der Firma engine GmbH.

2.2 Generierung der rekombinanten hnRNPs als His-tag
Fusionsproteine und Aufarbeitung/Immundetektion von
Proteinen aus Synovialgewebe

Rekombinantes hnRNP-DL (UniProt NP_112740.1%%) wurde in zwei bakteriellen
Klonen und jeweils in einem pRSET-Vektor (engine GmbH, Hennigsdorf, Deutschland)
exprimiert. Es wurden zwei verschiedene Proteinfragmente von hnRNP-DL

(Aminosaure 81-420 und 120-420) von mir exprimiert und aufgereinigt. Die langere
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Variante wurde auf dem Array von Patientenseren detektiert. Die kurze Variante
wurde nicht detektiert und wurde als Negativkontrolle verwendet. Weil auf dem Array
kein Klon verfugbar war, der die komplette hnRNP-DL Sequenz (Aminosaure 1-420)
reprasentierte, wurde dieser von mir selbst kloniert, transformiert, exprimiert und
aufgereinigt. Dazu wurde die cDNA von hnRNP-DL (IRAUp969E0262D) von Source
BioScience (Nottingham, Vereinigtes Konigreich) bezogen. Unter Verwendung
spezifischer Oligonukleotide wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
durchgefihrt:

Primer 1: GACGACGACAAGATGGAGGTCCCGCCCAG (Biolegio, Nijmegan,
Niederlande)

Primer 2: GAGGAGAAGCCCGGTTAGTATGGCTGGTAATTG (Biolegio, Nijmegan,
Niederlande)

Die PCR wurde mit Hilfe der Platinum® Pfx DNA Polymerase (Invitrogen, D-Karlruhe)
nach Herstellerprotokoll in einem GeneAmp® PCR System 9700 PCR-Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, USA) durchgefihrt. Das Endvolumen der
Amplifikationsreaktion betrug jeweils 50uL. Nach der initialen Denaturierung der DNA
bei 94 °C flir 5 Minuten wurden folgende Schritte in 35 Zyklen periodisch durchlaufen:
20 Sekunden bei 95 °C; 20 Sekunden bei 55 °C; 90 Sekunden bei 68 °C. Die
Auswertung erfolgte liber Agarosegelelektrophorese. Dazu wurden jeweils 10 uL PCR-
Produkt mit 2 pL sechsfach Probenpuffer (Fluka, Altmann Analytik Mdinchen,
Deutschland) Uber horizontale Gelelektrophorese in 2 %igen (w/v) Agarosegelen
(Agarose GTQ, Roth, Karlsruhe, Deutschland) und bei 80 mV, in TAE-Puffer (Fluka,
Altmann Analytik Minchen, Deutschland) fir 45 Minuten aufgetrennt. Die DNA-
Fragmente wurden durch Gelred (Biotium, Fremont, USA), welches 1:10000 direkt
zum  Gelansatz gegeben wurde, mittels UV-Filter in einem Gel-
Dokumentationssystem visualisiert (G:Box, Syngene, Cambridge, UK). Das
gewilnschte Fragment wurde mit einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel
extrahiert und nach Anleitung des Herstellers mit einem Kit-System aufgereinigt
(QIAquick Gel Extraction Kit/QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden,
Deutschland).

Die hnRNP-DL-Sequenz wurde mit dem pET-30 Ek/LIC-Vektor-Kit (Merck Millipore,
Billerica, USA) nach Herstellerprotokoll kloniert. Flr die Transformation wurden
chemisch kompetente One-Shot™-BL21-(DE3)-pLysS Zellen (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) nach Angaben des Herstellers verwendet.
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AnschlieBend erfolgte die Plasmidpraparation (QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen,
Hilden, Deutschland). Die Klonierung wurde durch Sequenzierung uberprift (LGC
Genomics, Berlin, Deutschland). Dieses damit erzeugte Protein (hnRNP-DL,
Aminosaure 1-420) wurde in Vorexperimenten mit dem hnRNP-DL (Aminosaure 81-

420) verglichen.

Als weiteres Kontrollprotein und zum Test auf Kreuzreaktivitat wurde das bereits
publizierte hnRNP-D in den Expressionsstamm BL21-(DE3)-pLysS (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gemaB dem Herstellerprotokoll
transformiert, exprimiert und aufgereinigt. Das hnRNP-D (AUF1)-Isoform p45,
kloniert in den pTrcHis-Vektor (Life technologies; Carlsbad, USA), enthalt die langste
Transkriptvariante von AUF1 (UniProt NP_112738.1%%). Diese besteht aus 322
Aminosauren (45 kDa) und wurde von Gary Brewer (School of Medicine, Wake Forest

University, USA) zur Verfligung gestelit.

Flr die Proteinexpression wurden jeweils 5 mL LB-Medium verwendet, das passend
zur selektiven Vermehrung des Expressionsvektors mit Antibiotikum versetzt wurde
(pET-30 Ek/LIC, 30 pg/mL Kanamycin; pRSET/pTrcHis, 50 ug/mL Ampicillin). Die
Kulturen des Expressionsstammes (E. coli LysS oder -SCS1) wurden aus der
Glycerolkultur (1 mL Ubernachtkultur, 30 % Glycerin) im Expressionsmedium
angeimpft und ca. 16 Stunden inkubiert. Diese Kultur wurde dann in 1 L LB-Medium
mit entsprechendem Antibiotikum als Hauptkultur Uberfihrt und bei 37°C unter
Schitteln bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (ODeoonm = 0.4-
0.6) inkubiert. Dann erfolgte die Induktion der Expression des His-Tag-
Fusionsproteins durch Zugabe von 1 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG,
Roth, Karlruhe, Deutschland). Nach 4 Stunden wurden die Bakterienzellen bei 20.000
g fir 10 Minuten pelletiert und bei -20 °C aufbewart.

Die Aufreinigung erfolgte mittels Metallchelataffinitadtschromatografie (IMAC) auf
HisPur Cobalt Resin (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) nach Angaben des
Herstellers unter denaturierenden Bedingungen, diskontinuierlich im sogenannten
~Batch-Verfahren®™ (hnRNP-DL/AUF1). Die Aufreinigung grdBerer Proteinmengen
erfolgte kontinuierlich im Saulen-Verfahren mittels Fllissigchromatographie-Systems
(AKTA prime, GE Healthcare, Chicago, USA).

Der Aufschluss erfolgte mit Ultraschall (5x jeweils 30 Sekunden auf Eis; Stufe 5,
SONIFIER B-12, Branson Ultrasonics, Brookfield, Connecticut, USA). Das



2 Methoden 17

Gesamtprotein wurde mit dem Bradford-Assay (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
gemessen. Fur die Kontrolle der Proteinexpression und der Reinigung wurden jeweils
20 gL Probe mit 4 pL sechsfach Probenpuffer*®* 5 Minuten aufgekocht und auf
12.5 %ige SDS-Polyacrylamidgelen mit 4 %igem Sammelgel in einer Gel-Apparatur
(Mighty Small II, Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) aufgetrennt und mittels

InstantBlue™ (Abcam, Cambridge, UK) fixiert und angefarbt.

Neben den Fusionsproteinen wurden auch die Proteine aus humanem
Synovialgewebe aufgearbeitet. Die Probe wurde von einem Patienten mit
rheumatoider Arthritis gewonnen (Gelenkbiopsien, Medizinische Klinik mit
Schwerpunkt Rheumatologie und Klinische Immunologie, Charité, Berlin). Die Lyse
des Synovialgewebes wurde in M-PER (Mammalian Protein Extraction Reagent
78501; Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL USA) mit Zugabe von
Proteaseinhibitor-Cocktail (P8340; Sigma, St. Luis, USA), bestehend aus 100 uM
NasVO4, 150 mM NaCl und 1 mM DTT, durchgefihrt. AnschlieBend erfolgte die
Homogenisierung mit einem Ultra Turrax (T25; IKA, Staufen, Deutschland) dreimal
fur jeweils 1 Minute. Der Aufschluss wurde abzentrifugiert (1 Minute, 17.000 g) und
der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde dann weiter, dreimal fiir jeweils 1
Minute mit Ultraschall (VibraCell, Sonics and Materials, Danbury, USA) in 8M
Harnstoff homogenisiert, um auch die schwerldslichen Proteine aufzuarbeiten. Die
Auftrennung erfolgte auf einem SDS-Gel, wobei jeweils 10 pg des Uberstandes und

des Pellet-Homogenats zusammen in einer Probentasche aufgetragen wurden.

Fir den immunologischen Nachweis der Proteine wurden diese nach der SDS-PAGE
auf eine Nitrocellulosemembran (BA85; Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland)
Ubertragen. Der Proteintransfer erfolgte im Tank-Blot-Puffer (15 mM Tris, 0.1 mM
Glycin) fur 1 Stunde und 400 mA in einer Blotkammer (TE22; Hoefer, Holliston, USA)
unter Rihren und Wasserklihlung. Danach wurde die Membran etwa 5 Minuten in
Ponceau S-Loésung (destilliertes Wasser, 0.2 % w/v Ponceau S, 3 % w/v TCE, 3 %
w/v Sulfosalicylsdure) inkubiert und anschlieBend mit Wasser gewaschen, bis die
Proteinbanden sichtbar wurden. Die Membranen wurden getrocknet bei 4 °C gelagert.
Zur immunologischen Detektion der Proteine auf der Nitrocellulosemembran wurde
diese fir 1 Stunde geblockt in 3% w/v Milchpulver in PBS, pH 7.4. Der
Primarantikdrper wurde in Block-Puffer verdinnt und tGber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Dabei wurde ein a-hnRNP-DL-Antikérper (ARP40586_P050; 1:500; Aviva Systems
Biology, San Diego, USA), ein a-hnRNP-DL-spezifisches Kaninchenserum
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(Peptidmotiv MEDMNEYSNIEEFAEGSK, enthalten in allen hnRNP-DL-Isoformen, 1:
100, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) oder ein Antikdrper gegen deiminiertes
Arginin (ABAP-Kit; 1:500; Modiquest, Oss, Niederlande) verwendet. Nach drei
Waschschritten mit PBS, pH 7.4, 0.05 % Triton X-100 wurde die Membran eine
Stunde lang mit einem a-Kaninchen IgG- oder a-Maus IgG-Peroxidase-Konjugat
(Dako Agilent Pathology Solutions, Santa Clara, USA) 1:1000 verdinnt in
Waschpuffer mit fettfreier Milch (3 % w/v) inkubiert. Nach flinf Waschschritten von
jeweils 5 Minuten mit Waschpuffer erfolgte die Entwicklung der Chemilumineszenz
mit Roti Lumin Substrat (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) entsprechend der

Anweisungen des Herstellers.

Die gesamte beschriebene Protein- und DNA-technische Methodik, auBer der
Entnahme der Gelenkbiopsie vom Patienten, wurde von mir durchgeflihrt und

ausgewertet.

2.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) und
Immunoaffinitiatsreinigung von a-hnRNP-Autoantikérpern

Es wurde ein nichtkompetitiver einseitiger Enzym-Immunoassay (ELISA) zum
Autoantikérpernachweis durchgefihrt. Dazu wurden Mikrotiterplatten mit den
aufgereinigten rekombinanten Proteinen durch passive Adsorption beschichtet (Nunc

Maxisorp mit 96 Vertiefungen; Nalgene Nunc International, Rochester, NY).

Pro Vertiefung wurden 1 pg Protein in einem Kopplungsvolumen von 100 uL PBS
eingesetzt. Um die Probenhintergrundkontrolle zu detektieren, wurden parallel
entsprechende Vertiefungen nur mit Beschichtungspuffer inkubiert. Die Inkubation
erfolgte 16-18 Stunden bei bei 4 °C.

Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer (0.1 % v/v Tween20 in PBS, pH 7.4,
300 pL/Vertiefung) und einem Blockierungschritt (5 % w/v Milchpulver in PBS,
pH 7.4, 200 uL/Vertiefung) fir 90 Minuten unter Schitteln wurden die Platten dann
mit den Serumproben (1:200 Verdinnung in 1.5 % w/v BSA in PBS, pH 7.4,
100 pL/Vertiefung) fir 60 Minuten unter Schitteln inkubiert. Auf jeder Platte wurde
jeweils eine Sekundarantikérperkontrolle mitgefthrt, bei der nur
Serumverdinnungspuffer pipettiert wurde. Die Platten wurden anschlieBend viermal
mit Waschpuffer gewaschen und mit dem entsprechenden Peroxidase-konjugierten
Sekundarantikérper (a-human IgG, P0214, 1:5000; a-Maus IgG, P0260, 1:1000;
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Dako Agilent Pathology Solutions, Santa Clara, USA, verdinntin 5 % w/v Milchpulver
in PBS, pH 7.4, 100 pL/Vertiefung) 45 Minuten schittelnd inkubiert. Danach wurden
die Platten finfmal mit Waschpuffer gewaschen. Die Entwicklung erfolgte Uber 5
Minuten mit 3.3",5.5 " -Tetramethylbenzidin (TMB; Seramun, Heidesee, Deutschland)
(100 pL/Vertiefung) und das Abstoppen der Reaktion mit 0.5 M H;S04
(100 pL/Vertiefung). Die Farbreaktion wurde mit einem SpectraFluor-Reader (Tecan,

Mannedorf, Schweiz) bei 450 nm und 620 nm als Referenzwellenldange gemessen.

Alle ELISA-Inkubationsschritte wurden bei 200 rpm geschittelt (Titramax; Fa.
Heidolph Schwabach, Deutschland). Die Waschschritte erfolgten automatisch

(HydroFlex™, Tecan, Mannedorf, Schweiz).

Die antigenspezifischen Cutoff-Werte wurden mittels sogenannter ,receiver operating
characteristic® (ROC)-Analyse (GraphPad Software, Version 8.0.0, San Diego,
Kalifornien, USA, www.graphpad.com) entweder im Vergleich zu anderen
Krankheiten (auBer SLE) oder im Vergleich zu normalen Kontrollen bestimmt, jeweils
mit 98 % Spezifitdt. Entsprechend dieser Cutoff-Werte erfolgte die qualitative

(positiv/negativ) Bewertung der Seren.

Zur Bestimmung der Serumreaktivitat gegen die citrullinierten Formen der Antigene
wurden die beschichteten ELISA-Platten in vitro citrulliniert, indem sie 3 Stunden bei
55 °C mit Kaninchen-Peptidyl-Arginin-Deiminase (PAD; Sigma; St. Louis, USA) in
einer Menge von 60 mU pro Vertiefung in 100 mM Tris, 5 mM DTT und 10 mM CaCl;
inkubiert wurden. Parallel wurden Kontrollen mitgefihrt, bei denen nur
Citrullinierungspuffer pipettiert wurde. AnschlieBend wurden die ELISA-Experimente

wie beschrieben durchgeftihrt.

Zum Nachweis der Reaktivitat gegen zyklische citrullinierte Peptide sowie des
Rheumafaktors wurden kommerzielle ELISA-Kits (Euroimmun, Libeck, Deutschland)

gemaB dem Herstellerprotokoll verwendet.

Fir die statistische Analyse wurden der Mann-Whitney-Test, der Spearman-
Korrelationstest oder die ROC-Analyse durchgefiihrt (GraphPad Software, Version
8.0.0, San Diego, Kalifornien USA, www.graphpad.com).

Fir die Charakterisierung der Autoantikérper im Immunfluoreszenztest wurden
spezifische hnRNP-DL (Aminosdaure 81-420) und hnRNP-D (p45) mittels ELISA-
Elutionstechnik isoliert und gereinigt, nach dem Prinzip der

Affinitatschromatographie. Das rekombinante Protein wurde, wie Dbereits
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beschrieben, gekoppelt. Nach dem Blockierungsschritt wurden die Mikrotiterplatte
mit einem RA-Patienten-Serumpool (10 RA-Seren, jeweils 1:25 verdinnt mit 1.5 %
w/v BSA in PBS pH 7.4) lUber Nacht bei 4 °C inkubiert. Zur Entfernung der
ungebundenen Komponenten folgten drei Waschschritte fir jeweils 1 Minute (PBS-
0.1 % v/v Tween20, 300 pl pro Vertiefung). Die Elution der proteinspezifisch
gebundenen Antikérper erfolgte durch die Erniedrigung des pH-Wertes mit einem
Glycin-Puffer (0.2 M Glycin-HCI, pH 2.4). Pro Vertiefung wurden 100 pL pipettiert und
die Platte fur 10 Minuten schittelnd inkubiert. Bei Abnahme des Eluats aus den
einzelnen Vertiefungen wurde mehrmalig resuspendiert, um die Ablésung der
Antikorper zu verstarken. Das Eluat wurde gepoolt und mit 1:7 des Gesamtvolumens
mit 1 M Tris, pH 8.8 zur Neutralisation versetzt. AnschlieBend erfolgte die Dialyse
gegen PBS pH 7.4 (Membra-Cel™, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland).

Die Entwicklung, Durchfihrung und Auswertung der ELISA-Tests sowie die
Immunoaffinitatsreinigung wurden von mir durchgefthrt. Die a-CCP2-Untersuchung

der SLE Seren wurde von Madeleine Jenning durchgefihrt.

2.4 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie und
Immunhistochemische Analyse

Die affinitatsgereinigten Antikérper wurden auf HEp-2 Zellen in einem indirekten
Immunfluoreszenztest in Bezug auf a-nukledare bzw. a-cytoplasmatische
Antigenreaktion charakterisiert. Dabei wurde mit dem ANA HEp-2 Plus Kit (Generic
Assays Dahlewitz, Deutschland) nach Angaben des Herstellers gearbeitet. Die
Objekttrager wurden mit den affinitatsgereinigten a-hnRNP-D p45- oder a-hnRNP-
DL-Antikorpern jeweils unverdinnt in PBS oder Kaninchen-a-RCK/p54-Antikérpernt
(1:500; University of Florida, Gainesville, Florida, USA) nach Angaben des Herstellers

Uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert.

AnschlieBend wurden die entsprechenden Sekundarantikbérper gegen humane
Antikérper (FITC-konjugierte a-Human-IgG Antikérpern; ANA HEp-2 plus; Generic
Assays, Dahlewitz, Deutschland) bzw. gegen Kaninchen-Antikérper (polyklonalen
Ziegen-a-Kaninchen-IgG (H+L)-Cy3 (1:50, 111-165-144, Dianova; Hamburg,
Deutschland) inkubiert. Die Auswertung der Praparate erfolgte bei 400-facher
VergréBerung unter Verwendung der entsprechenden Wellenlangenfilter flr die

verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe (FITC: Anregungswellenlange: 490 nm/
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Emissionswellenlange: 520 nm; Cy3: Anregung: 550 nm/ Emission: 570 nm) mit

einem Fluoreszenzmikroskop Axiphot (Carl Zeiss; Jena, Deutschland).

HelLa-Zellen wurden ausplattiert und 1 Stunde mit 0,5 M Natriumarsenit behandelt*>.
Als Primarantikérper wurden die affinitatsgereinigten a-hnRNP-DL-Antikdrper
unverdinnt, Kaninchen-Antikérper gegen humane hnRNP-D-Peptide3? in 1:1000,
Maus a-ATXN2-Antikérper®® in 1:200 und Maus a-hnRNP-A2/B1 (Acris Antibodies,
San Diego, USA) in 1:500 Verdinnung in PBS getestet. Die Durchflihrung der
Immunfarbung und die mikroskopische Auswertung erfolgte durch Franziska Welzel

wie bereits beschrieben?’.

Weiter wurde humanes Synovialgewebe immunhistochemisch analysiert. Dazu wurde
der a-hnRNP-DL-Antikdérper (ARP4085_T100; Aviva Systems Biology; San Diego,
USA) in einer Verdinnung von 1:50 auf einem Gewebemikroarray (TMA, Provitro,
Berlin, Deutschland) analysiert. Dieser enthielt humane Synovialgewebe-
Paraffinschnitte von Patienten mit rheumatoider Arthritis (n=10), Osteoarthritis
(n=12) und von gesunden Spendern (n=4). Zur Visualisierung wurde das Novolink™
Polymer Detection System (RE-7140-CE; Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland)
verwendet. Die Objekttrager wurden mit einem CX41-Mikroskop (Olympus, Tokio,

Japan) in 20- bzw. 40-facher VergréBerung analysiert.

Die Herstellung und die Immunfarbung der TMA erfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers durch die Firma Provitro (Berlin, Deutschland). Die Immunfluoreszenz-
Analyse erfolgte von mir zusammen mit Franziska Welzel, Silvia Krobitsch und
Madeleine Jenning. Die Immunhistochemische Analyse wurde von mir durchgefihrt

und zusammen mit Karl Skriner ausgewertet.

2.5 Datenbanksichtung und Globaler Sequenzvergleich

Mit Hilfe der Datenbank Gen-Bank-EMBL*® wurden die DNA-Sequenzen analysiert.
Die Primer-Sequenzen wurden mit dem BLASTn-Algorithmus* auf Spezifitat gepruft.
Weiter wurden die Aminosauresequenzen der beiden hnRNP-Proteine hnRNP-D
(Isoform A, 355 AS) und hnRNP-DL (Isoform 1, 420 AS) auf homologe
Sequenzbereiche untersucht. Des Weiteren wurde humanes und murines hnRNP-DL
auf Homologie analysiert. Das globale Sequenz-Alignment der Proteinsequenzen
erfolgte nach dem Needleman-Wunsch-Algorithmus3’ mittels des Programms Needle

(Version 2019%%), welches online Uiber die EMBOSS-Website abgerufen wurde®!.
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Die Analysen wurden von mir durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Auf der Suche nach neuen Autoantikérpern als Biomarker, die speziell fir die RA
relevant sind, wurde als Screening-Verfahren die Protein-Macroarray-Technologie
(hEx1, engine GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) eingesetzt. Es wurden Seren von
RA-Patienten und Kontrollseren von Arthrose (OA)-Patienten sowie von gesunden
Blutspendern (n=20 je Gruppe; Charité, Berlin) vergleichend auf ihre Antikérper-
Reaktivitat gegen die, auf dem genannten Macroarray aufgebrachte humane Protein-
Bibliothek untersucht®?. Es wurden mehrere RA-spezifische Antigene identifiziert
(Additional file 2: Tab. 1)°3. In Anbetracht von bereits publizierten Ergebnissen der
Arbeitsgruppe zum hnRNP-A2/B1 und hnRNP-D32>* wurde aus der Positivliste das eng
verwandte Protein hnRNP-DL ausgewahlt und im Rahmen dieser Arbeit im Detail
untersucht. Innerhalb der getesteten Proteinbibliothek zeigte speziell der Klon, der
ein Proteinfragment der Aminosaure 81-420 exprimiert, bei 20 % der getesteten RA-
Patienten ein RA-spezifisches positives Signal. Weil das klrzere DL-Fragment
(Aminosaure 120-420) ebenso auf dem Array vorhanden ist, jedoch nicht von den
RA-Seren erkannt wurde, konnte die Region der Epitop-Bindung auf die Aminosauren
81-119 eingegrenzt werden. Dieses Protein wurde hnRNP-DLn,;r (major immunogenic
region) genannt. Diese N-terminale Region ist hnRNP-DL-spezifisch und in anderen
humanen Proteinen nicht zu finden (Additional file 1: Figure 1)°3. Obwohl die
Antikérperbestimmung lange etabliert ist, wurden in den letzten 20 Jahren kaum
neue Methoden auf diesem Sektor entwickelt. Neben Screening-Verfahren wie
SEREX/SERPA oder Phage-Display stellen dabei die Protein- und Peptid-Arrays eine
sehr effiziente und etablierte Standard-Strategie dar, um neue Biomarker zu finden>>
Die verwendeten kommerziell erhaltlichen Protein-Arrays enthalten, bedingt durch
die Generierung der hEX1 Klon-Bank*!, auch zufallig entstandene Abbruchklone,
wodurch verschiedene verkirzte Proteinvarianten desselben Proteins auf dem Array
exprimiert werden. Dadurch kann einerseits ein neuer potentieller Biomarker
gefunden werden und gleichzeitig bestimmte Epitope und im Vergleich mit deren,
modifizierte Varianten herausgestellt werden®® und Protein-Antikdrper-, Protein-
Ligand- oder Protein-Wirkstoff-Interaktionen detektiert werden. Zudem kénnen auch
Sekundar- und Tertiar-Strukturen analysiert werden, deren Darstellung bei reinen
Peptid-Arrays kaum oder nur sehr eingeschrankt moéglich ist. Durch die Heterogenitat

der antigenspezifischen Immunantworten zwischen den einzelnen Individuen, variiert
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die Anzahl der identifizierten Autoantigene von Probe zu Probe in jeder untersuchten
Gruppe. Um statistisch signifikante Ergebnisse zu erhalten sind daher eine gewisse
Anzahl von Proben zu analysieren. Weil man nur eine Probe pro Array austesten kann,
steigt dabei der experimentelle und wirtschaftliche Aufwand. Flr die Validierung des
Antigensets und Integration die klinische Praxis ist daher diese Methode nicht
praktikabel und ELISA-, Bead- oder Streifentest-basierte Methoden mehr geeignet.
Dabei ist der ELISA-Test als sehr gut validierte und bewahrte Methode anwendbar
um Autoantikérper zu messen®’. Im Handel sind alle erforderlichen Reagenzien fir
die Durchfihrung des Tests als Kits erhaltlich, so dass ein schneller Zugang in ein
standardisiertes Verfahren maoglich ist. Diese Methode wurde daher in dieser Arbeit

eingesetzt, um den diagnostischen Wert der Autoantikérper zu analysieren.

Das rekombinant exprimierte und gereinigte Protein wurde im ELISA mit Seren von
verschiedenen RA-Kohorten (Risk-RA%®, mit/ohne RA-Diagnose n=34/28, Karolinska-
Universitatskrankenhaus, Stockholm, Schweden; Risk-RA, mit/ohne Diagnose
n=3/6, Universitat Erlangen; frilhe RA Kohorte, EIRA>°, n=404, Karolinska-
Universitatskrankenhaus Stockholm, Schweden; fruhe RA-Kohorte mit
Lungenbeteiligung, LURA®®, n=106, Karolinska-Universitdtskrankenhaus, Stockholm,
Schweden; etablierte RA-Kohorte der Predict®?, n=127, Charité), Patienten mit
verschiedenen anderen rheumatischen Erkrankungen (SLE, n=89; Multiple Sklerose,
Sklerodermie, Sjogren Syndrom, Morbus Bechterew, Psoriasis arthritis,
Osteoarthritis, je n=20; reaktive Arthritis, n=7, Hietzing Klinik, Wien und Charité)
und gesunden Kontrollen (n=86, Charité) auf Reaktivitat getestet. In diesen Studien
wurde die Mehrheit der IgG-Autoantikérper gegen hnRNP-DLqi- in Seren von
Patienten mit SLE (36 %) und RA (6-21 %) gefunden. In geringerem MaBe wurde
das Vorkommen von Reaktivitaten auch bei Psoriasis Arthritis (15 %), Multipler
Sklerose und Sklerodermie (jeweils 5 %) sowie bei gesunden Kontrollen (2 %)
nachgewiesen>?. Zur Bestatigung der ersten Proteinarray-Daten zeigte die ebenfalls
gereinigte hnRNP-DL2-Isoform (Aminosdure 120-420), der die einzigartige N-
terminale Region fehlt, eine deutlich geringere Seroreaktivitat bei RA- (9 %) und
SLE-Patienten (15 %) im Vergleich zur hnRNP-DLmi-Variante. Weiter wurde auch die
komplette hnRNP-DL1-Isoform (1-420) mit einer Auswahl von RA-Seren im ELISA
getestet. Bei dieser Variante war die Reaktivitat ebenfalls geringer. Vermutlich hangt
diese Veranderung der Reaktivitat mit der Tertidrstruktur des Proteins zusammen

und es kommt wahrend des nativen Kopplungsprozesses auf der ELISA-Platte zu
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einer Umfaltung des Proteins, die das Epitop teilweise verdecken kénnte. Zur
genauen Charakterisierung eines Epitops in der Primar- und/oder Sekundarstruktur
des Proteins konnte analog zu den Arbeiten von Jenning et al. 2020°® ein
Peptidscreening erfolgen und dazu ein standardisierter Peptid-ELISA-Test entwickelt
werden. Es wurde jedoch auf eine solche Einschrankung der Epitop-Suche verzichtet
und in dieser Arbeit die Immunreaktion des bereits identifizierten komplexeren

Epitops charakterisiert und Einfliisse durch Citrullinierung naher untersucht.

Durch die Testung der verschiedenen RA-Kohorten konnte das Autoantikdrperniveau
bei verschiedenen Krankheitszustanden und Behandlungen gepruft werden. Die
frihen RA-Kohorten (Risk-RA%®, 13 9%/EIRA%®, 21 %) zeigten dabei hohere
Sensitivitaten als die Kohorten mit Ilangerer Krankheitsdauer und unter
verschiedenen Therapien (LURA®, 8 %/Predict (etablierte RA, Charité)®?, 6 %).

Neben der unmodifizierten Form der klonierten und aufgereinigten hnRNP-DL
Proteine wurden diese auch als citrulliniertes hnRNP-DL (cit-DL) untersucht, weil
bekanntlich die citrullinierten Antigene RA-spezifische Autoantikérperziele sind,
darunter auch citrulliniertes hnRNP-A2/B13°. Die parallele Detektion des cirullinierten
Antigens wurde dabei in den ELISA-Test integriert. Dabei war keine zusatzliche
Antigenpraparation erforderlich, weil das Antigen direkt auf der ELISA-Platte
citrulliniert wurde. Bei paralleler Austestung eines gréBeren Protein-Sets, wird die
Durchfihrung und der Probenaufwand allerdings auch komplexer und ineffizient.
Dabei kénnte man versuchen mehrere Biomarker in einem Well zu detektieren und
einen Multiplex-Test zu entwickeln, wie es beispielsweise fiir Diabetes Biomarker

publiziert wurde®!

In den Kohorten der friilhen und auch der etablierten RA wurde bei cit-DL die héchste
Sensitivitat detektiert (64-100 %)>2. Diese Beobachtungen geben eine Anregung fiir
zuklnftige Experimente, hnRNP-DL und cit-DL in Verlaufsproben des gleichen
Patienten zu untersuchen, um die Stabilitat dieser spezifischen Autoreaktivitat im
Rahmen der Chronifizierung sowie unter Therapie, insbesondere unter Blockade der

Ausreifung neuer B-Zell-Klone durch Rituximab, zu betrachten.

Bei der Prifung von SLE-Seren mit cit-DL wurden 58 % positiv getestet, die im a-
CCP2 Test zu 98 % negativ waren>?. Es werden demnach Strukturepitope durch
Citrullinierung erzeugt und erkannt, die nicht nur die Citrullinierung selbst, sondern

auch die Umgebungsstruktur miteinbeziehen. Diese strukturellen citrullinierten
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Epitope (SCEs) sollten genauer analysiert werden, auch in Bezug auf die RA. Wir
vermuten, dass eine vermehrte Bildung und strukturelle Veranderung solcher
Proteinkomplexe zu einer pathogenen Reaktion und Autoimmunerkrankung flihren
kann, z. B. bei Entziindungsprozessen mit Uberexpression von Interleukin (IL) 1-a
und/oder Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), wenn dabei bakterielle oder auch
kdrpereigene  Peptidylarginindeiminasen  (PADs)  Modifikationen  erzeugen.
Méglicherweise kénnen diese Modifikationen Anderungen der Faltungsstruktur im
Rahmen von Entziindungsprozessen bewirken und so SCEs erzeugen. Bei weiteren
Immunfluoreszenzanalysen konnte eine Verbindung zu Stressgranula und P-bodies
(sogenannte ,processing bodies") als Orte von Aggregaten zytoplasmatischer mRNPs
nachgewiesen werden®?, die entzlindliche Prozesse bei der RA férdern kénnen und
somit bereits publizierte Daten zu hnRNP-D (AUF1) unterstitzen3?. Wir vermuten,
dass a-hnRNP-Autoantikdrper, die gegen mRNA-Zerfallskomplexe gerichtet sind, Teil
der Stressgranula sind. Bei der Untersuchung der EIRA-Seren konnte eine Assoziation
von a-DL mit besserer Schmerzlinderung (VAS-Pain) auf verschiedene
entziindungshemmende Therapien nach 6 Monaten gefunden werden (Additional file
1: Table 4)>3. Eine Rolle von hnRNP-DL und dagegen gerichtete Autoantikorper fir
die Arthritis und begleitende Schmerzreaktionen legen auch Mausmodelle nahe, da
ein Fehlen von Toll-like-Rezeptor (TLR)-7/9 in entsprechenden Knockout-
Krankheitsmodellen die Bildung von a-hnRNPs verhindert®? und TLR- und MyD88-

Signaling am Schmerzpfad beteiligt sein konnen36.63,

Um den Unterschied der Seroreaktionen einer Probe zwischen der citrullinierten und
nicht-citrullinierten Epitop-Variante generell zu beschreiben, wurde die Differenz
zwischen dem OD-ELISA Messwert a-cit-DL und a-DL bestimmt. Dadurch entstand
der neue CNp.-Index, durch den sich beschreiben Idsst, ob die Reaktivitat gegen die
citrullinierte Proteinform Uberwiegt (positiver Wert) oder vornehmlich durch die
native Form hervorgerufen wird (negativer Wert). Die Seroreaktion gegen native
hnRNP-DL-Epitope wird durch Citrullinierung vermutlich kaum beeinflusst, denn die
meisten der a-DL-positiven Seren binden in gleicher Weise oder mehr an die
citrullinierte Proteinvariante. Bei Erh6dhung der Reaktivitat durch Citrullinierung wird
offensichtlich eine Mischung aus a-DL- und a-cit-DL-Antikdrpern auf dem
citrullinierten Protein nachgewiesen. Es ist also wichtig, beide Proteinformen parallel
zu messen. Diese Beziehung der Antikérperantwort gegen native und citrullinierte

Formen des gleichen Proteins wurde in den meisten friheren Verdéffentlichungen tber
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citrullinierte Proteine nicht vorgenommen. Kirzlich konnte die Bedeutung dieser
Betrachtungsweise, dass Seroreaktionen gegen Modifikationen und Nativformen
gleichzeitig untersucht werden missen, von der Arbeitsgruppe und auch anderen
gezeigt werden>®%4, Mit fortschreitender RA wurde der CNp.-Index zunehmend positiv
und korrelierte mit parenchymatésen Veranderungen in der Lunge und dem
Vorhandensein von Shared Epitope (SE)-Allelen und identifizierte Personen mit dem

Risiko, eine RA zu entwickeln®?.

Anti-cit-DL  kann vom Vorhandensein begunstigender Faktoren z. B. einer
genetischen Veranlagung (SE), abhangen. Weiter kdénnten Faktoren wie
Rauchen®>%6, chronische bakterielle Infektionen z. B. durch Aggregatibacter
actinomycetemcomitans®” oder Porphyromonas gingivalis, die hnRNPs citrullinieren
kénnen>¢, zu einer Uberexpression von hnRNPs fiihren. Daflir spricht die hier gezeigte
Uberexpression und Citrullinierung von hnRNP-DL im Synovialgewebe von RA-
Patienten®2. In den hier untersuchten Tiermodellen sind solche beglinstigenden
Faktoren bisher nicht bekannt oder identifiziert, was erklaren kdnnte, dass in den
hier gepriften wichtigen RA- und SLE-Mausmodellen keine Autoantikérper-
Reaktivitaten gegen cit-DL nachgewiesen werden konnte®2. Um diese Vermutung zu
bestatigen und die Bedeutung solcher Modifikationen weiter zu untermauern, sollten
entsprechende Modellsituationen mit humanen SE-Genen in Mausen experimentell

untersucht werden.

Die hochsten CNp.-Index Werte wurden in den RA-Kohorten festgestellt, wobei die
héchsten, ausschlieBlich positiven Werte, bei der etablierten RA-Kohorte festgestellt
wurden (Predict, Sensitivitat: 100 %; Cutoff RA vs. gesunde Kontrollen und 72 %;
Cutoff RA vs. andere Erkrankungen)>2. Diese Kohorte beinhaltete Patienten mit einem

langen Krankheitsverlauf und verschiedenen friilheren Therapien.

Demgegenliber hatten 11-20 % der Patienten der frihen RA-Kohorten (Risk-
RA/EIRA/LURA), SLE und auch einzelne Patienten anderer Erkrankungen, einen
negativen CNp.-Index. Bei diesen Patienten Uberwiegt die Reaktivitat gegen das
native Protein (a-DL) im Vergleich zum citrullinierten Protein (a-cit-DL). Bei der EIRA-
Kohorte konnten signifikante, klinische Zusammenhdnge gezeigt werden. Bei
alleiniger Betrachtung von Patienten mit negativem CNp.-Index zeigten, die
erfolgreich mit MTX behandelten EIRA-Patienten die niedrigsten Werte (Additional

file 1: Table 7)°3, das heiBt die groBte Dominanz der Reaktivitat gegen das native
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Protein im Vergleich zum citrullinierten hnRNP-DL. Generell korrelierte der CNp.-
Index positiv mit dem a-cit-DL, jedoch weniger signifikant in der seronegativen
Gruppe. Weiter korrelierte dieser ausschlieBlich in der seronegativen Gruppe negativ
mit der a-DL-Reaktivitat. Auch die sogenannte ,receiver operating characteristic"
(ROC)-Analyse zeigte in der seronegativen Gruppe die beste Assoziation der a-DL
Seroreaktivitat mit dem erfolgreichen Therapieansprechen auf MTX (Additional file 1:
Table 6)°3.

Des Weiteren korrelierte a-DL weder mit a-CCP2 noch mit RF-IgM, im Gegensatz zu
a-cit-DL (Additional file 1: Table 3-5)°3. Es wurde bereits veroffentlicht, dass
seronegative Patienten oft eine mildere Form der RA aufweisen. Flir RA-Patienten mit
a-hnRNP-B1-Autoantikérpern konnte neben dem Bezug zur milden Erkrankung3
auch die Assoziation zum besseren Ansprechen auf die Therapie mit MTX und a-TNF-

a bereits gezeigt werden®8.

Dies kénnte auch die gute diagnostische Performance fur diesen weiteren a-hnRNP-
Autoantikorper erkléren, speziell in der seronegativen Gruppe der RA-Patienten?.
Man kann spekulativ behaupten, dass es in Bezug auf RF-IgM/a-CCP2 zwei
verschiedene Krankheiten gibt, die seropositive und die seronegative RA-Gruppe. Im
Allgemeinen weist die seropositive RA einen schwereren Krankheitsverlauf auf als die
seronegative RA, bei der a-hnRNP-Autoantikérper mit einer milderen Erkrankung

assoziiert sind3>:%°,

Im RA-Mausmodell (SKG, Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist) kann, nach
Einkreuzung des humanen SE, die Mdoglichkeit der Toleranzinduktion unter

Verwendung von hnRNP-DL eingehender untersucht werden.

Bei kinftigen therapeutischen Ansatzen sollten native RA-Autoantigene wie hnRNP-
DL zur Toleranzinduktion, bei Personen mit einem Risiko an RA zu erkranken, genutzt
werden. Durch Kombination unseres Biomarker-Sets (a-cit-DL, a-DL, CNp.-Index)
kédnnen je nach Kohorte RF IgM/a-CCP2-seronegative RA-Patienten in
unterschiedlichem AusmaB detektiert werden. Innerhalb der Diagnostik kénnen diese
Autoantikérper, speziell in der seronegativen Gruppe, zur Vorhersage des
Therapieerfolgs und des Schmerzniveaus nach sechsmonatiger Behandlung

verwendet werden.

Innerhalb dieser Arbeit wurden a-DL-Autoantikbrper bei systemischen

Autoimmunerkrankungen analysiert und meist bei RA und SLE und deren
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Tiermodellen detektiert. Zudem wurden diese in Stressgranulas, im RA-Synovium
nachgewiesen und MYD88, TL7/9 und Zytokin-Abhangigkeit gezeigt. Anti-native DL-
Autoantikérper wurden als Marker der frihesten RA-Krankheitsphase detektiert, vor
Entwicklung der ACPA-Reaktivitat und liefern Hinweise auf Therapieerfolg und
geringere Schmerzintensitat bei der RA. Durch Citrullinierung von DL entstehen
Strukturepitope (SCE-Epitope) die von CCP2-negativen SLE-Patienten erkannt
werden. Durch Analyse von Delta-DL wurde der CNp.-Index eingeflihrt, als ein
korrigierter Wert flr das citrullinierte Signal, der im Verlauf der RA ansteigt und mit
dem Vorhandensein von SE-Allelen, sowie bei parenchymalen Lungenveranderungen
ansteigt. Bei RA-Risikopatienten ist a-cit-DL und ADL vor Beginn der Erkrankung
signifikant spezifisch in der Patientengruppe mit Diagnose und ist somit bereits vor
Ausbruch und im Frihstadium der RA detektierbar. Durch Messung von a-(cit)hnRNP-
DL werden a-CCP2/RF-IgM seronegativen RA-Patienten detektiert und ein
Lickenschluss von 32-100% (Cutoff vs. gesunde Kontrollen) je nach RA-Status

erreicht.
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4 Schlussfolgerungen

Diese neuen Daten verdeutlichen, dass hnRNP-DL ein neuartiges TLR7/9-abhangiges
Autoantigen ist, das vor allem bei RA und SLE sowie bei Mausmodellen entziindlich-
rheumatischer Erkrankungen eine Rolle spielt. Die Analysen der Mausmodelle zeigen,
dass sich die Autoantikdérper durch endogene und exogene Einflussfaktoren
verandern und einen Zusammenhang bestimmter exogener Faktoren mit dem
Vorhandensein von ACPA/SCE-Antikdrpern bestehen kénnte. Uber TLR7 und -9
Aktivierung, welche eine besondere Bedeutung in der Pathogenese und Therapie der
RA haben’®7>, erfolgt die B-Zell-Aktivierung und Freisetzung der a-hnRNP-
Autoantikorper. Beide sind notwendig flr die Autoantikérper-Bildung. Nur wenn beide
ausgeschaltet sind verschwindet der a-DL Autoantikdérper und zeigen, dass DNA und
RNA eine entscheidende Rolle bei der Pathophysiologie der RA zu spielen scheinen.
Durch exogene Faktoren werden endogene Nukleinsdauren aus sterbenden Zellen
freigesetzt und die Autoimmunreaktion gegen nukleinsaurebindende Proteine wie
hnRNP-DL innitiiert. Ein pradisponierender genetischer Hintergrund, insbesondere
MHC 1I, ist dabei ein weiterer Trigger, aufgrund der Fahigkeit, endosomale TLRs zu
aktivieren. Die aufgezeigte TLR-, MyD88- und Schmerz-VAS-Korrelation von a-DL

zeigt eine mogliche Verbindung zu Schmerz-Signalkaskaden auf.

Insgesamt kann die kombinierte Messung nativer und citrullinierter Autoantikdrper
und die Einfihrung des neuen CN-Index dazu beitragen, die Sensitivitatslicke zu
schlieBen, um eine optimierte Messung fur frihzeitige Behandlungsstrategien
aufzuzeigen, die mit den derzeitigen handelsliblichen a-citrullinierte Protein/Peptid
Antikoérper (ACPA)-Tests nicht messbar sind.

Weitere Studien sollten folgen, einschlieBlich der Epitop-Kartierung von hnRNP-DL,
der genauen Identifizierung der in vitro citrullinierten Aminosauren und der
Citrullinierung von hnRNP-DL, die im RA-Synovialgewebe vorzukommen scheint.
Zudem sollten weitere Mitglieder der hnRNP-Familie untersucht werden und
insbesondere Seren im Rahmen von Therapiestudien und -verldufen, um
entsprechend der Reaktivitaten, neue Untergruppen von RA-Patienten zu ermitteln.
AuBerdem sollte die klinische Bedeutung der SCEs genauer untersucht werden.
Weiterhin sollten hnRNP-DL und weitere native Autoantigene in Mausmodellen als

Therapieansatze zur Toleranzinduktion bei RA und SLE ndher erforscht werden.
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Abstract

Background: There is a need for biomarker to identify patients “at risk” for rheumatoid arthritis (risk-RA) and to
better predict the therapeutic response and in this study we tested the hypothesis that novel native and
citrullinated heterogenecus nuclear ribonucleoprotein (hnRNP)-DL autcantibodies could be paossible biomarkers.

Methods: Using protein macrearray and ELISA, epitope recognition against hnRNP-DL was analysed in sera from
different developed RA disease and diagnosed SLE patients. Toll-like receptor (TLR) 7/9 and myeloid differentiation
primary response gene 88 (MyD88)-dependency were studied in sera from murine disease models. HNRNP-DL
expression in cultivated cells and synovial tissue was analysed by indirect immunofluorescence, immunoblot and
imrmunchistochemistry.
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Results: HNRNP-DL was highly expressed in stress granules, citrullinated in the rheumateid joint and targeted by
autoantibodies either as native or citrullinated proteins in patient subsets with different developed RA disease.
Structural citrullination dependent epitopes (SCEs) of hnRNP-DL were detected in 58% of the SLE patients although
98% of these sera were a-CCP-2-negative. To obtain a specific citrullinated signal value, we subtracted the native
antibody value frem the citrullinated signal. The citrullinated/native index of autoantibodies against hnRNP-DL
(CNp-Index} was identified as a new value for an “individual window of treatment success” in early RA and for the
detection of RF lgM/a-CCP-2 seronegative RA patients (24-46%). Negative CNp-index was found in SLE patients,

seronegative RA patients.

closing the sensitivity gap in RA.

erythematosus, Autoantigens, Treatment

risk-RA and early RA cohorts such as EIRA where the majority of these patients are DASZ8-responders to
methotrexate (MTX) treatment (87%;). High positive CNp -values were associated with more severe RA, shared
epitope and parenchymal changes in the lung. Specifically, native a-hnRNP-DL is TLR7/9-dependent, associated
with pain and RCC analysis revealed an association to initial MTX or etanercept treatrment response, especially in

Conclusion: CNp, -index defines people at risk to develop RA and the "window of treatment success” thereby

Keywords: Rheurnatoid arthritis, ACPA, Anti-CCP, Rheumatoid factor, Shared epitope, Systemic lupus

Background

More than 20 years ago heterogeneous nuclear ribonu-
cleoprotein (hnRNP) complexes were first described as
autoimmune targets [1, 2]. These complexes associate
with DNA and RNA and can stimulate Toll-like receptor
(TLR) 7 and 9 [3-7]. Antibodies against these structures
are characteristic for autoimmune disorders, such as sys-
temic lupus erythematosus (SLE), progressive systemic
sclerosis (scleroderma), primary Sjdgren’s syndrome,
HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic parapar-
esis (HAM/TSP), multiple sclerosis (MS) and rheumatoid
arthritis (RA) as well as for mouse models of lupus and
arthritis [8-10].

In RA, the most specific anti-nuclear reactivity is
directed against hnRNPs. Most prominent targets are
hnRNP-A1 and hnRNP-A2/B1 proteins, which with
hnRNP-A3 and hnRNP-AO proteins form the sub-
group of hnRNP-A/B proteins [11-15]. Autoanti-
bodies against hnRNP-A2/B1 (RA33) occur in about
20-40% of RA, SLE and mixed connective tissue
disease (MCTD) patients [16]. Autoantibodies to
hnRNP-Al can be found in RA, SLE and MCTD, but
probably are cross-reacting a-hnRNP-A2/B1 anti-
bodies [17]. Also, hnRNP-A2/B1 is citrullinated in the
rheumatoid joint, and it can be targeted either as a
citrullinated and or native protein in distinct subsets
of RA patients [18].

Previously, we have described autoantibodies directed to
the TNFa regulatory protein hnRNP-D (AUF1) to occur
in 33% of SLE, 20% of RA and 17% of MCTD patients
[19]. Although predominantly localized in the nucleus,
hnRNPs are exported additionally into the cytosol, where
they form new autoimmune target structures in stress
granules, P-bodies or RNA transport particles [19-21].

The hnRNP-D-like protein (hnRNP-DL) protein,
which is also known as JKTBP, is related to the autoanti-
gen hnRNP-D/AUFIL. Due to its binding properties and
structural features [22|, hnRNP-DL,-D and -AB- form
the D-subgroup of hnRNPs. These proteins exhibit a
modular structure and conserved residues, two adjacent
RNA binding domains (RBD) followed by a glycine-rich
C-terminal auxiliary domain. However, they are very dis-
tinct in each of the unique N-terminal regions [23, 24].

HnRNP-DL acts as a transcription factor [25], partici-
pates in metabolism and biogenesis of mRNA [3], is able
to shuttle between the nucleus and the cytoplasm and
binds both to nuclear and cytoplasmic mRNAs [24], espe-
cially when containing AU-rich elements (AREs) as found
within the 3’-UTR of many proto-oncogenes and cytokine
mRNAs [26, 27]. Up to now, three alternatively spliced
hnRNP-DL  transcript variants have been described,
hnRNP-DL isoform 1-3, whereas proteins only were de-
scribed for isoform 1 and 2 [23]. Splenocytes from
pristane-primed rats restimulated with hnRNPs (-A1,-A2/
Bl and -A3) induce a highly inflammatory and erosive
arthritis in naive recipient rats [6]. Furthermore, human
TNFa-transgenic mice, which develop a massive erosive
inflammatory polyarthritis, generate c-hnRNP autoanti-
bodies [28]. This supports the hypothesis of a pathogenic
role of native hnRNPs in erosive arthritis and suggests that
autoimmunity to nucleic acid-associated autoantigens has
the potential to contribute to RA development [18].
HnRNPs may alse induce pro-inflammatory cytokines,
relevant for arthritis development in rats, which involve
TLR7 and TLRY but not TLR4 [6].

For a-hnRNP-A2/B1, clinical associations have already
been shown for RA severity, with antibodies against the

citrullinated protein occurring more frequently in
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erosive RA and antibodies against the native protein in
milder disease [18, 29]. For citrullinated peptides, it has
already been shown that the formation of a delta value
with the corresponding arginine peptide increased diag-
nostic sensitivity and indicated association to shared epi-
tope (SE) [30].

In our study, the delta value of ELISA signals was evalu-
ated as a possible biomarker to cbtain a new clinical value,
as the difference between the a-citrullinated and «-native
protein value. hnRNPs were further investigated in the
immunopathogenesis of RA, demenstrating the clinical
relevance of autoantibodies, for predicting therapeutic
success, early parenchymal changes in the lung, and SE in
RA. For the first time, structural epitopes resulting from
the citrullination process were investigated.

Material and methods

Patient sera

A total of 1010 sera were evaluated, including patients
with early RA (EIRA cohort # = 404), early RA with lung
association (LURA cohort # = 106), established rheuma-
toid arthritis (predict cohort n = 127), systemic lupus er-
ythematosus (# = 89), multiple sclerosis (# = 20),
reactive arthritis (# = 7), scleroderma (n = 20), Sjogren’s
syndrome (n = 20), psoriasis arthritis (z = 20), ankylos-
ing spondylitis (1 = 20), osteoarthritis (# = 20), people at
risk for developing RA (Risk-RA cchort from Sweden 1
= 62; Risk-RA from Erlangen n = 9) and healthy control
subjects (1 = 86). The sera were derived from the serum
bank of the 2nd Department of Medicine-Centre of
Rheumatic Diseases, Hiezing Hospital (Vienna, Austria),
and of the Department of Rheumatology at the Charité
Universititsmedizin (Berlin, Germany). Early RA sera
from the Swedish EIRA [31] and LURA [32] cohort and
Risk-RA patients were provided by the early arthritis
clinic of Karolinska University Hospital in Stockholm,
Sweden. Further, we obtained sera from Risk-RA also
from the Institute of Rheumatology and Immunology of
the University of Erlangen, Germany.

All patients with RA fulfilled the 1987 revised criteria
of the American College of Rheumatology [33]. All pa-
tients with SLE met the 1982 criteria of the ACR [34],
and all patients with MCTD met the criteria described
by Alarcon-Segovia and Villarreal [35].

Mice sera

A total of 153 mice sera were evaluated. SKG Zymosan
model (1 = 16; King’s College, London, England), MRL/
Ipr (z = 20), MRL lpr MyD88~'~ (n = 20), MRL/lpr
TLR7 '~ (1 = 7), MRL/lpr TLR9'~ (z = 4), MRL/lpr
TLR7/97/~ (n = 7, all 5 from Yale University School of
Medicine, New Haven), C57BL/6 lpr (1 = 12), C57BL/6
lpr SIGIRR/TIR8 ™/~ (n = 12, both from Medical Policli-
nics, University Munich), C57BL/6 (1 = 10), C57BL/6
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+R848 (1 = 10, both from University Hospital of Zurich,
Zurich, Switzerland), and Balb/c IL-1Ra™" (1 = 35, Rad-
boud University Medical Center 272, Experimental
Rheumatology Nijmegen, The Netherlands).

Cell lines

HEp-2 cell slides were supplied by Generic Assays (ANA
HEp-2 plus Kit; Generic Assays, Dahlewitz, Germany),
IL1a-, TNFa- and non-stimulated HeLa whole cell ex-
tracts and IL6- and non-stimulated HepG2 whole cell
extract were obtained by Active Motif (Carlsbad, USA).
Ten microgrammes cell extract per lane were separated
on a SDS-gel and transferred to a nitrocellulose
membrane.

Protein macroarray
Screening for novel autoantigens in RA was performed
on hEX1 protein macroarrays derived from cDNA of hu-
man foetal brain [36] (available from engine GmbH,
Hennigsdorf, Germany). Screening was carried out as
described by the manufacturer. Briefly, protein macroar-
rays were incubated with blocking buffer (3% (w/v) milk
powder in TBST (500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH
7.5, 0.05% Tween 20)) for 1 h at room temperature
followed by overnight incubation at 4 °C with patient
serum (1:50 dilution in blocking buffer). Subsequently,
arrays were washed three times for 20 min each, in
TBST-T (TBS with 0.05% Triton X-100) and incubated
2 h at room temperature with an alkaline phosphatase
(AP)-conjugated goat a-human IgG antibody (A9544,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in blocking buffer for 2
h. Following three washes for 20 min in TBST-T, the ar-
rays were incubated for 10 min in AP-buffer (I mM
MgCl,, 100 mM Tris-Cl, pH 9.5} and finally 5 min in
0.125 mM Attophos (Roche, Basel, Switzerland) in AP-
buffer. Arrays were illuminated with an excitation wave-
length of 460 nm and images were taken using a CCD
camera (Fuji LAS 1000, Tokyo, Japan). Image analysis
was performed with AIDA software (Raytest, Berlin,
Germany). The manufacturer has defined the cutoff
values according to Aida program. Each filter has an in-
dividual cutoff level defined by signals of individual dots
without expression vector and dots without bacteria.
Positive positions on the arrays were scored and corre-
lated with clone data provided by the manufacturer.

Cloning, expression and purification of recombinant
fusion proteins

Recombinant hnRNP-DL (UniProt NP_112740.1) was
expressed in two bacterial clones with different variants
of hnRNP-DL (amino acid 81-420 or 120-420). The
hnRNP-D (AUF1) isoform p45, cloned in pTrcHis vector
(Life Technologies; Carlsbad, USA), was a kind gift by
Gary Brewer (School of Medicine, Wake Forest
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University, USA). The AUF1 p45 plasmid includes the
longest transcript wvariant of AUFl1 (UniProt NP_
112738.1) and consists of 322 amino acids (45 kDa). For
expression, the AUF1p45 plasmid was transformed into
expression strain BL21 (DE3) pLysS cells (Merck Milli-
pore; Darmstadt, Germany, USA) according to the man-
ufacturer’s protocol.

The ¢DNA clone of hnRNP-DL was obtained from
(IRAUp969E0262D, Source BioScience, Nottingham, UK).
The polymerase chain reaction was performed, using the oli-
gonucleotides primer 1: GACGACGACAAGATGGAGGT
CCCGCCCAG and primer 2@ GAGGAGAAGCCCGG
TTAGTATGGCTGGTAATTG as primers (Biolegio, Nijme-
gan, Netherlands). The hnRNP-DL sequence was cloned
using pET-30 Ek/LIC vector kit (Merck Millipore, Billerica,
USA). Insert sequences were checked by sequencing (LGC
Genomics, Berlin, Germany).

For protein expression, 1 L. LB medium (containing
antibiotics corresponding to the carrying expression
vector) was inoculated with 5 mL overnight culture of
the expression strain (E. cofi LysS or -SCS1) and in-
cubated at 37 °C with shaking until optical density of
the solution was within the range of ODgy 0.4-0.6.
Fusion protein expression was induced by adding
IPTG to a final concentration of 1 mM. After 4 h,
the bacterial cells were pelleted at 20.000xg for 10
min and stored at — 20 °C.

All proteins were expressed as His-tag fusions proteins
and purified by HisPur Cobalt Resin (Thermo Fisher Sci-
entific, Rockford, USA) in a batch process corresponding
to the manufacturer’s protocol under denaturing condi-

tions (hnRNP-DL/ AUF1).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA plates (Nunc 96-well Nunc Maxisorp; Nalgene
Nunc International, Rochester, NY, 1 pg protein/ well)
were coated with recombinant proteins in PBS by pas-
sive adsorption at 4 °C, overnight. For sample back-
ground control plates were incubated with coating
buffer only.

After washing three times with washing buffer (0.1%
Tween20 in PBS, pH 7.4, 300 pL/well) and blocking
with blocking buffer (5% non-fat dried milk in PES,
pH 7.4, 200 uL/well) for 90 min while shaking, the
plates were then incubated with sera (1:200 dilution
in 1.5% BSA in PBS, pH 7.4, 100 pL/well) for 60 min,
shaking. On each plate a secondary antibody control
{only serum dilution buffer) was present. Plates were
washed four times with washing buffer and incubated
shaking with secondary antibody (P021402-02, Dako
Agilent Pathology Solutions, Santa Clara, USA, diluted
1:5000 in 5% non-fat dried milk in PBS, pH 7.4, 100
pL/well) for 45 min. Afterwards, the plates were
washed five times with washing buffer. Then, they
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were incubated with 3.37,5.5"-Tetramethylbenzidin
(TMB, Seramun, Heidesee, Germany) for 5 min (100
pL/well) and stopped with 0.5 M H.S50, (100 pL/
well). The resulting colour reaction (from blue to yel-
low) was quantified with a SpectraFluor reader
(Tecan; Maennedorf, Switzerland) at 450 nm and 620
nm as reference.

Each sample was quantified as mean of triplicate mea-
surements. The difference between antigen mean value
and sample background mean value, each corrected
using mean value of the secondary antibedy control, re-
sulted in the net values which were used for evaluation
according to the antigen-specific cutoff. The cutoff
values (dotted lines) were determined by ROC analysis
(GraphPad Software, version 8.0.0, San Diego, California
USA, www.graphpad.com) versus other diseases (except
SLE) or healthy controls with 98% specificity each. This
threshold served for qualitative (positive/ negative) as-
sessment of patient sera. These calculations were used
for all ELISA analyses in human and mice.

The “Ratic mean OD positive” (Table 2) reflects the
level of the positive signals in each mouse model and
was calculated as the quotient of the mean value of the
positive signals and the diagnostic cutoff.

To determine serum-reactivity against the citrullinated
forms of the antigens by ELISA, the coated antigens
were citrullinated in vitro by incubating for 3 h at 55 °C
with 60 mU per well rabbit PAD (Sigma; St. Louis, USA)
in 100 mM Tris, 5 mM DTT, and 10 mM CaCl,, while
the control wells were incubated only with citrullination
buffer. Afterwards, ELISA-experiments were carried out
as described above

For detection of rheumatoid factor and reactivity
against cyclic citrullinated peptides (a-CCP-2) commer-
cial ELISA kits (Euroimmun, Libeck, Germany) were
applied according to the manufacturer’s protocol.

To ensure reproducibility between assays, all tests
were performed with the same lot of antigen, enzyme,
and TMB substrate. A cit-DL/DL-positive control serum
was diluted analogously to the samples and carried with
each assay. Furthermore, a secondary antibody control
was included with each test, where the serum dilution
buffer was incubated to allow detection of the non-
specific secondary antibody background signal. The posi-
tive control and the secondary antibody contrel had to
be within the valid range (+ 10%) to assure that the
measurement is correct.

Statistical analysis

For statistical analysis Mann-Whitney test, Spearman
correlation test or ROC calculation were performed
(GraphPad Software, version 8.0.0, San Diego, CA, USA,

www.graphpad.com).
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Immunoaffinity purification of antibodies

Autoantibodies to hnRNP-DL (amino acid 81-420) and
hnRNP-D isoform p45 were affinity-purified from 10 RA
patients by ELISA-elution technique. Antigen prepar-
ation was performed as described in the section “En-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA)”. The
blocked plates were incubated overnight at 4 °C with
sera diluted 1:25 in PBS with 1.5% BSA, pH 7.4. Elution
of antigen-bound antibodies was performed by incuba-
tion and shaking in 0.2 M Glycin-HCl pH 2.4 for 10
min. The eluate was neutralized with 1:7 elution volume
1 M Tris, pH 8.8, and immediately dialyzed against PBS,
pH 7.4

Indirect immunofluorescence microscopy

Commercial HEp-2 cell slides (ANA HEp-2 plus; Generic
Assays, Dahlewitz, Germany) were used for immunoflucres-
cence analysis. Slides were incubated with affinity-purified -
AUFL p45 and a-hnRNP-DL antibodies (undiluted in PES)
or rabbit «-RCK/p54 [37] antibodies (1:500; University of
Florida, Gainesville, Florida, USA) overnight at 4 °C in a
moist chamber. After washing, slides were incubated with -
human IgG-FITC antibody (ANA HEp-2 plus; Generic As-
says, Dahlewitz, Germany) or polyclonal goat «-rabbit IgG
(H+L)-Cy3  (1:50, 111-165-144, Dianova; Hamburg,
Germany) antibodies.

HeLa cells were plated and exposed 1 h to 0.5 M so-
dium arsenite [38] and afterwards incubated with the re-
spective primary antibodies (affinity-purified a-hnRNP-
DL antibody, undiluted in PBS; rabbit a-human AUF1
peptide antibody [19], 1:1000; mouse a-ATXN2 antibody
[39], 1:200; mouse a-hnRNP-A2/B1, 1:500; Acris Anti-
bodies, San Diego, USA). For immunofluorescence ana-
lysis, corresponding FITC- and Cy3-coupled, secondary
antibodies were used as previously described [40].

Preparations were analysed at 400-fold magnification
with a LSM510 fluorescence microscope (Carl Zeiss;
Jena, Germany) fitted with the appropriate filter sets for
FITC and Cy3.

Immunahistochemical analysis

We analysed an a-hnRNP-DL antibody (ARP4085_T100;
Aviva Systems Biology; San Diego, USA) in 1:50 dilution
on a tissue microarray (TMA, Provitro, Berlin, Germany)
with paraffin sections of human synovial tissue from pa-
tients with rheumatecid arthritis (z = 10), ostecarthritis
(1 = 12) and from healthy donors (12 = 4). Immunostain-
ing of the antibody was performed according to the
manufacturer’s protocol. For visualization, the Novolink™
Polymer Detection System (RE-7140-CE; Leica Biosys-
tems, Nussloch, Germany) was used. Slides were ana-
lysed with a CX41 microscope (Qlympus, Tokyo, Japan).
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Preparation of synovial tissue

Synovial tissue was collected from a patient with
rheumatoid arthritis (joint biopsies, Department of
Rheumatology and Clinical Immunology, Charité,
Berlin). Lysis of synovial tissue was performed in M-PER
Mammalian Protein Extraction Reagent. (78501; Thermo
Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA) with protease
inhibitor cocktail (P8340; Sigma, St. Luis, USA}), 100 uM
Na3VO04, 150 mM NaCl, and 1 mM DTT, followed by
mechanical homogenization with an Ultra Turrax (T25;
IKA, Staufen, Germany) three times for 1 min. After
centrifugation (1 min, 17,000xg) the supernatant was
collected. To enhance solubility of proteins, the pellet
was homogenized three times for 1 min with ultrasound
(VibraCell; Sonics and Materials, Danbury, USA) in 8 M
urea. Ten microgrammes of each, the supernatant and
the pellet homogenate, were separated together in one
lane on a SDS-gel and transferred on a nitrocellulose
membrane.

Gel electrophoresis, immunoblotting and immune
detection

Total protein was measured using the Bradford assay
(Roth, Karlsruhe, Germany). Equal amounts of protein
in sample buffer [41] were separated on 12.5% SDS
minigels with 4% stacking gel in SDS running buffer (25
mM Tris, 0.2 M Glycine, 0.1% (w/v) SDS) for 40-50 min
at 25 mA in a gel apparatus (Mighty Small II, Amersham
Pharmacia, Uppsala, Sweden). Afterwards, proteins were
transferred to nitrocellulose membranes (BAS5; Schlei-
cher & Schuell, Dassel, Germany) using a tank blot sys-
tem (TE22; Heefer, Helliston, USA) with tankblot buffer
(15 mM Tris, 0.1 mM glycine) for 1 h and 400 mA with
stirring and water cooling. After protein transfer, the
Western blot was blocked for 1 h in blocking solution
(3% w/v non-fat dried milk in PBS, pH 7.4) and incu-
bated with an a-hnRNP-DL antibody (ARP40586_P050;
1:500; Aviva Systems Biclogy, San Diego, USA), hnRNP-
DL-specific rabbit antibody serum (peptide motif
MEDMNEYSNIEEFAEGSK, contained in all hnRNP-DL
isoforms, 1:100, Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA) or an a-deiminated arginine antibody (ABAP Kit;
1:500; Modiquest, Oss, Netherlands) diluted in blocking
solution overnight at 4 °C. After washing three times for
10 min with washing buffer (PBS, pH 7.4, 0.05% Triton
X-100) the blot was incubated for 1 h with secondary
antibody (rabbit or mouse horse radish peroxidase con-
jugate, Dako Agilent Pathology Solutions, Santa Clara,
USA) 1:1000 diluted in 3% w/v non-fat dried milk in
washing buffer. After washing five times for 5 min with
washing buffer, chemiluminescence detection was per-
formed with Roti Lumin substrate (Roth, Karlsruhe,
Germany) according to the manufacturer’s instructions.
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Global sequence alignment

With the help of the program “Needle”, version 2019
[42], which can be accessed online via the EMBOSS
website [43] (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_
needle/; retrieved on 04 April 2020), we performed a
global sequence alignment by Needleman-Wunsch algo-
rithm [44]. The amino acid sequences of the two hnRNP
proteins hnRNP-D (isoform A, 355 AA) and hnRNP-DL
(isoform 1, 420 AA) were analysed for homologous se-
quence regions.

Results
Protein macroarray screening identifies the hnRNP-DL
protein as a novel autoantigen targeted in rheumatoid
arthritis (RA)
Scra from 26 RA patients and 40 control subjects, in-
cluding osteoarthritis (OA) patients (# = 20) and self-
reported healthy blood donors (7 = 20), were analysed
on protein macroarrays [36]. The 20 most sensitive auto-
antigens only found in the RA group are listed in the
Additional file 2

We identified a-hnRNP-DL with second highest inten-
sity score. HnRNP-A2/B1 and hnRNP-D (AUF1) have
already been described as autoantibody targets in RA
[11, 19]. Structure of hnRNP-DL and sequence align-
ment with hnRNP-D is shown in Additional file 1: sup-
plementary Figure 1. One of two different hnRNP-DL
clones, expressing the protein fragment from amino acid
81 to 420, revealed autoantibody reactivity in 20% of RA
sera (Additional file 2). This hnRNP-DL fragment was
termed hnRNP-DL,,;,. (major immunogenic region). Iso-
form hnRNP-DL2 (amino acid 120-420) could not be
detected by RA sera.

Autoantibodies against native and citrullinated hnRNP-DL
are predominantly present in sera of systemic lupus
erythematosus (SLE) and RA patients

To verify the results from protein macroarray screening,
hnRNP-DL,,;, was expressed in E. coli BL21{DE3)pLysS,
purified and tested for reactivity in ELISA as native (DL)
and citrullinated protein version (cit-DL), using 1010
sera obtained from Risk-RA cohort (# = 71), from early
RA cohorts (LURA # = 106; EIRA » = 404), from an
established RA cohort (predict # = 127), control cohorts
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of other autoimmune diseases (n = 216) and from
healthy controls (z = 86). Since citrullinated antigens,
among them hnRNP-A2/B1 [18], arc the most specific
targets in RA, we analysed autoantiboedy responses
against cit-DL, with the highest signalling and positivity
found in the early and established RA cohorts (64—
100%). With special focus on the seropositive and scro-
negative RA patients only a-cit-DL signals differ signifi-
cantly within all investigated RA cohorts, not «-DL
values (Fig. 1A/B; Additional file 1: supplementary Table
1). Although a-cit-DL signals of seronegative patients
were lower than those of seropositive patients, they were
still significantly higher than in other diseases in EIRA
and predict cohort (Additional file 1: supplementary
Table 2).

The majority of «-DL was found in sera of patients
with SLE (34%) and RA (6-21%) and in patients with
psoriasis arthritis (15%), patients with MS (5%) and
scleroderma (5%) as well as healthy controls (2%) (Fig.
1B; Additional file 1: supplementary Figure 2). Interest-
ingly, we obtained very different sensitivities within the
four investigated RA cohorts whereby Risk-RA- (13%)
and EIRA cohort (21%) showed the highest sensitivities.
Cohorts under certain therapy or advanced disease dur-
ation showed lower values (LURA 8%/predict 6%).

Noticeable 58% of the SLE patients, using the cutoff
level versus other discases, were a-cit-DL positive (a-DL
18%), although 98% of the tested SLE sera were a-CCP-
2-negative. We determined the difference between the
ELISA signals, to get a value that describes the relation-
ship between o-cit-DL and o-DL. This value we namec
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CNp-Index (ADL), shown in Fig. 1C, with the highest
values detected in the RA cohorts. In established RA
(predict), the highest CNp-Index (sensitivity, 100%/72%
versus healthy controls/other diseases) and exclusively
positive values were detected. In contrast, 11-20% of
early RA patients (Risk-RA/EIRA/ LURA) had a negative
CNp-index, where «-DL was higher than a-cit-DL. Be-
sides, only SLE patients and single exceptions in other
diseases had a negative CNpg-index below — 0.1. In the
early RA cohort EIRA, the CNp-Index correlated posi-
tively to a-cit-DL and there, exclusively in the seronega-
tive EIRA negatively to a-DL response (Additional file 1:
supplementary Figure 3).

Anti-cit-DL and CNp-Index correlated with parenchymal
changes in lung/shared epitope and identified people at
risk to develop RA

Anti-DL autoantibodies were detectable in early RA.
Therefore, we investigated a-CCP2-positive healthy sub-
jects with musculoskeletal symptoms, classified as Risk-
RA cohort, differentiating between subjects developing
arthritis during follow-up and those remaining healthy
without arthritis diagnosis. Further, we analysed a-DL
autoantibody association with certain risk factors for RA.
We plotted respectively a-cit-DL, a-DL and the CNp-
index in the LURA cchort with the parenchymal
changes in the lung and in the EIRA cohort with the
genetic risk factor shared epitope.

In the Risk-RA cohort, a-cit-DL and CNp; -Index were
significantly elevated in progressors (Fig. 2A), in the
LURA cohort in patients with parenchymal lung changes
(Fig. 2B) and in the EIRA in patients with shared epi-
tope, particularly in those carrying two copies (Fig. 2C).
No significant differences were found for «-DL
antibodies.

High a-DL autoantibody levels found in 6-month EULAR
responders for methotrexate (MTX) or Enbrel® treatment
We examined our biomarkers (a-cit-DL, a-DL and
CNp_-index) with therapy data of the EIRA and predict
cohort. One hundred and ninety-two MTX-treated EIRA
patients were analysed (Fig. 3A-C; Additional file 1: sup-
plementary Figure 4A/B). The ROC analysis of a-DL sig-
nals reached 12% sensitivity with 90% specificity, using
the RA-specific cutoff level (OD 0.371) for detecting
MTX response. ROC results got more significance for
detecting MTX responses in the seronegative group
(cutoff 0.371; 16% sensitivity, 94% specificity; Additional
file 1: supplementary Table 6).

Because a-DL correlated negatively to the CNp; -Index
in the seronegative group (Additional file 1: supplemen-
tary Figure 3), we analysed MTX-treated EIRA patients
with negative CNp_-index. Eighty-seven percent of these
patients were responders. We reached sensitivities in a
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range of 15-33% (100/75% specificity) to detect MTX
response (Additional file 1: supplementary Table 7).

In the predict cohort (Enbrel-treatment) no CNpp-
index/response association were found since all patients
had equally high positive CNp-index and none of them
negative values. ROC analysis of a-cit-DL or CNp_-
index showed no specific response cutoff. But with a-
DL, we identified 23% of the EIRA patients as MTX re-
sponder and in the seronegative group 25% (90% specifi-
city). Among the established RA cohort (predict), a-DL
reached 13% sensitivity and even 25% within the sero-
negative group for the detection of Enbrel® response
(100% specificity; Fig. 3D-F; Additional file 1: supple-
mentary Table 8).

Anti-cit-DL and a-DL increase the serodiagnostic
sensitivity in early RA

All RA cohorts were analysed to determine diagnostic
sensitivities of a-cit-DL and «-DL, in RF IgM/a-CCP-2-
seropositive and -negative patients.

The calculated cutoff level versus healthy controls
(96% specificity), identified 80% of the subjects in the
Risk-RA cohort, which are exclusively a-CCP-2-positive.
In the LURA/EIRA cohort 32/73% of the seronegative
patients were identified. In the predict cohort, all pa-
tients could be identified with one of cur biomarkers
and «-DL response was on average the lowest (6%). In
SLE patients, 84% in total were detected (a-DL, 34%; a-
cit-DL, 80%). In other autoimmune diseases, about half
(48%) of the patients were detected in total with our bio-
marker set.

Using the cutoff level versus other diseases (96% specifi-
city), we detected 51% of the seronegative established RA pa-
tients and 8—17% of the early RA patients (Table 1).

Localization and expression of hnRNP-DL in different cell
lines and synovial tissue
Affinity-purified a-DL autoantibodies from RA patient
sera were used for localization of hnRNP-DL in HeLa-
and HEp-2 cells. Sparing the nucleoli in interphase cells,
staining with the a-DL autoantibodies showed a nucleo-
plasmic staining with large speckles (Fig. 4A; a, b). How-
ever, the nucleoplasmic staining produced by a-hnRNP-
D (a-AUF-1) and a-hnRNP-A2/B1 antibodies was more
homogeneous (Fig. 4A; e, f) and stained as well as o-DL
autoantibodies discrete cytoplasmic foci when cells were
stressed by arsenite (Fig. 4A; c, e, f). Notably, the co-
localization experiment showed «-DL antibodies stained
a subset of cytoplasmic stress granules (Fig. 4A; ¢}, inde-
pendent of size and localization. HnRNP-D could be de-
tected in nearly all granules (Fig. 4A; g, yellow), like the
controls Ataxin2 and RCK/p54 (Fig. 4A; d/h).

Since previous studies demonstrated hnRNP-A2/B1
and hnRNP-D to be highly expressed in synovial tissue
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of RA patients and arthritic mice [19, 28, 45, 46], we
analysed the expression of hnRNP-DL in the human
joint, Specific rabbit antibodies recognizing hnRNP-
DL 1 and 2 expression were tested by immunchisto-
chemistry in synovial tissue of RA and OA patients
and from healthy controls (Fig. 4B). These analyses
revealed hnRNP-DL to be highly expressed in RA tis-
sue. Nuclear and cytoplasmic expression was seen in
cells of RA synovial tissue, in contrast to the exclu-
sive nuclear staining observed in OA and normal tis-
sue (Fig. 4B, arrows).

We further investigated the expression of hnRNP-
DL under inflammatory conditions in ILla- and
TNFa-stimulated HepG2-, as well as in IL6-
stimulated HeLa cells by immunoblotting (supplemen-
tary Fig. 5 A/B). TNFa and particularly IL1a upregu-
late, whereas IL6 downregulates the expression of
hnRNP-DL and furthermore induces its degradation.

We further detected citrullinated proteins of the same
molecular weight as of hnRNP-DL (supplementary Fig. 5
B) in the synovial tissue. The molecular weights of the
detected DL bands in supplementary Figure 5 B do not
correspond to the isoforms in supplementary Figure 5A;
they may be other DL isoforms that have not been stud-
ied in detail.

Anti-DL in animal models of RA and SLE with association
to TLR7/9 and MyD88 — supports reference to clinical
pain
Anti-cit-DL/a-DL autoantibodies, in baseline samples,
are associated with pain VAS after 6 months of various
treatments of EIRA patients (Additional file 1: supple-
mentary Table 3-5).

Therefore, we wanted to study the production of a-DL
autoantibodies in the context of TLR and MyD88-
knock-out mice, known to be involved in pain pathway
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Table 1 Sensitivity of a-citrullinated hnRNP-DL; (cit-DL), a-hnRNP-DL,;, (DL) autoantibodies and A OD between ¢it-DL and DL
(ADL} in sera from Risk-RA patients, early RA patients (LURA/ EIRA), established RA patients (predict), SLE patients (n = 89}, other
diseases and healthy controls determined by ELISA. Sensitivities are expressed as percentages, with a 98% specificity, and were
calculated using two cutoffs in each case, first, against healthy contrals (to the left of the slash) and second, against other diseases
except SLE (ta the right of the slash). Total DL is the combined antibody reactivity and describes the proportion of patients that one
detects positive overall with the combination of all three biomarkers a-cit-DL, a-DL and/cr ADL

cit-DL DL ADL total RF and/or CCP positive RF and CCP negative
oL cit-DL DL ADL total DL cit-DL DL ADL total DL

Risk-RA n=71 n="71 n=20
% pos. 70/28 13/6 68/34 80/39 70/28 13/6 68/34 80/39 2 = -
LURA n=106 n =8l n=25
% pos. 64,38 B/4 £4/40 69/42 77748 72 77/52 80/53 24/4 12/8 24/0 32/8
EIRA n =404 n=202 n =202
% pos. 80/33 21/9 68/31 84/40 94/59 17/5 89/59 96/63 65/7 25/14 46,2 7317
Predict n=127 n=286 n=41
% pos. 100/67 6/0 100/72 100/72 100477 6/0 100/83 100/83 100/46 5/0 100/51 100/51
SLE n==8a9
% pos. 80/58 34/18 72/57 84/73
other n=127
% pos. 45/2 4/2 41/2 4874
HC n=86
% pos. 2/0 2/0 20 5/0

HC healthy controls, RA rheumatoid arthritis, SLE systemic lupus erythematosus

[47, 48]. Because hnRNP-DL is highly conserved in hu-
man and mouse (similarity 98.5% [44]), we analysed o-
DL in sera of mouse models of RA and SLE (Table 2).

In zymosan-treated SKG-mice [49], a-DL autoanti-
bodies were twice as frequent (50%) compared to the less
severe arthritis model without zymosan induction (25%).

Interestingly, in the interleukin-1 receptor antagonist-
deficient (IL-1Ra~")-mouse arthritis model we found
high signals of a-DL autoantibodies in all mice tested.

MRL/lpr-mice produce antibodies against hnRNPs
[50] and snRNPs [51] «-DL autoantibodies were detect-
able in 85%, while none of them were positive for the
citrullinated protein version.

‘We analysed sera from TLR7-, TLR9-, and TLR7/TLRS-
double deficient lupus-prone MRL/lpr-mice. This investi-
gation revealed that a-DL autoantibodies were TLR7/-9
dependent and only completely absent in the double defi-
cient mice, while they remained detectable in about 50%
aof the single TLR7- or TLRY-knock-out MRL/lpr-mice.
MyD88 plays a central role in TLR-pathway [52]. We
tested MyD88-deficient mice, which did not produce o-
DL autcantibodies except two mice with very low titre.
Further, we tested knock-out mice of Toll interleukin-1
receptor 8 (TIR8, SIGIRR, IL1R8), a negative regulator of
TLR-IL1-receptor family signalling. Genetic inactivation
of this protein, which is associated with severe auto-
immunity and high autoantibody production [53], in-
creased prevalence of a-DL autoantibodies by 50%, with a

three times higher mean level of ELISA signal intensity
(Table 2).

Discussion

RA antibody systems are remarkably diverse, character-
ized by the presence of those against native proteins as
well as those containing posttranslational modifications
(PTMs) [54, 55]. While current models of RA have em-
braced PTMs as core principles of pathogenesis [54, 56],
a-native protein antibodies are not adequately explained
by the PTM-centric paradigm of autocantigen selection.
The direct o-citrullinated protein-antibody response
may depend on the presence of permissive factors, ie., a
genetic predisposition, as has been shown for a-cit-DL
with its shared epitope (SE)-dependency and the contin-
ued production of modified antigen. Chrenic bacterial
infection, such caused by Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans [57] or Porplyromonas gingivalis, which
can citrullinate hnRNPs [58] or smoeking [59, 60], leading
to overexpression of hnRNPs, as shown by our results
with overexpression and citrullination of hnRNP-DL in
RA joint.

In early RA, a serodiagnostic gap of 50-60% [61-64]
left by using RF IgM/ a-CCP-2 assays. This is of particu-
lar importance as patients considered to be autoantibody
negative may erroneously not be diagnosed as having
RA due to inappropriate therapeutic measures. In recent
years, novel biomarkers have been described with
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sensitivities between 16 and 67% in a-CCP-2-negative
RA cohorts [65]. However, the clinical utility of these
biomarkers is questionable because diagnostic specific-
ities are largely unknown and will have to be shown in
further studies. RF IgM/ a-CCP-2-seronegative RA pa-
tients became seropositive by a combination of our

biomarker set (a-cit-DL, a-DL, CNpy; -index). In the clin-
ical autoantibedy testing, the new biomarker can be used
for detecting people “at risk” for RA, and for carly and
established RA, reducing the sensitivity gap of RF IgM/ a-
CCP-2-seronegative patients (sensitivity RF IgM/a-CCP-2
negative LURA/EIRA /predict 32%/73%/100%; Table 1).
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Table 2 Frequency of autoantibodies against recombinant hnRNP-DL.;, in sera from different RA and SLE mause models

Mouse model Model Autoantigen(s) assayed No. of sera tested % Positive Ratio, Mean OD positi\.feh
SKG (+/+ Zymosan) RA hnRNP-OLy, 8/8 25/50 248/1.23
Balb/c (IL-1Ra 7 ) RA hnRNP-DL,, 36 100 7.89
MRL-Ipr SLE hnRNP-DL,, 20 85 422
MRL-Ipr (MyD&8 /) SLE hARNP-D L 20 10 13
MRL-Ipr {TLRO * ) SLE hNRNP-O Ly 4 S0 242
MRL-lpr {TLR7 * ) SLE hNRNP-O Ly 7 43 255
MRL-lpr {TLR7/9 /) SLE hNRNP-DLonie 7 0

CS7BL/6 Ipr SLE hnRNP-DL,; 12 33 246
CS7BL/6 Ipr (SIGIRR/TIR8 ¥ ) SLE hnRNP-CL,, 12 83 6.83
CS7BL/6 (-/+ R848) TLR7/8 agonist hnRNP-D Ly 10/10 0/10 -/1.39

RA rheumnatoid arthritis, SLE systemic lupus erythematosus, SIGIRR/TIR8 Single Ig IL-1-related receptor/Toll/interleukin-1 receptor 8, R848 SIGIRR TLR7/8 agonist,

MyD88 myeloid differentiation primary response gene 88, T{R Toll-like receptor

“Additionally citrullinated hnRNP-DL,,;, were tested. In no case, citrullination of hnRNP-DL,, resulted in a higher signal compared to the native hrRNP-DLy,, form

{no additional reactivity)

PRatio mean OD positive reflects the level of the positive signals in each mouse model and was calculated as the quotient of the mean value of the positive

signals and the diagnostic cutoff

It has already been published that it is important to
study the citrullinated signal adjusted from the unmodi-
fied protein/peptide signal, to obtain the specific signal,
which is added or reduced by the modification. It has
been shown that these autoantibodies occur specifically
in RA, but without clinical associations such as therapy
response [30, 58].

Therefore, we have introduced and tested a new bio-
marker CNp;-index which measures the difference of «-
cit-DL and «-DL ELISA OD levels, covering both anti-
bodies against citrullinated epitopes and structural
citrullinated epitopes (SCEs). Negative CNpr-index was
detectable at an early timepoint of arthritis and even be-
fore arthritis starts. Moreover, RA patients with such
negative CNpy-index tended to respond positively to
MTX/Enbrel® therapy. As RA progresses, the CNp;-
index became increasingly positive and was associated
with SE, parenchymal changes in lung and lower the re-
sponse to MTX therapy.

Citrullination is a hydrolytic reaction, the target pro-
tein mobility in SDS-PAGE will shift, yielding a non-
charged citrulline amino acid and neutral urea through
the hydrolysis of the strongly basic positively charged
side chain of arginine by water. This charge shift affects
protein structure, protein-protein interactions, and
hydrogen bond formation, and it may cause protein de-
naturation [66, 67]. This study suggests an alternative
model to the PTM-centric model in which the antigen is
initially targeted independent of citrullin itself, but may
be depend on a structural change induced by cryptic
PTM that causes the autoantibody binding. Demon-
strably, the sensitivity of a-cit-DL within the tested SLE
patients was 58%, almost three times higher than the
sensitivity of a-DL (18%), calculated with the cutoff ver-
sus other diseases, although 98% of the tested SLE sera

were a-CCP-2-negative. Citrullination leads to formation
of a new SCE, whose recognition is independent of dir-
ectly targeting the citrulline site. This new form of a-
SCE autoantibodies may explain the shift from an initial
native autoantibody response against PTMs. DNA, RNA
and TLR7/9 activation are required to generate o-
hnRNP-specific B cells and this complex induced RA in
a pristane-induced arthritis model of RA [68]. Interest-
ingly, MyD88 deficiency leads to reduction of pain [47],
which may explain the correlation of a-DL with pain
VAS after 6 months in the EIRA cohort. Autoantibodies
against DL did not correlate to RF IgM or «-CCP-2 or
SE. These antibodies can be used specifically in the sero-
negative group to predict the therapeutic outcome and
pain level after 6 months of treatment.

The «-DL autoantibody level disappeared in the course
of RA, inversely the a-cit-DL autoantibody level in-
creased, independently from the therapeutic regime.
Therefore, future therapies utilizing tolerance induction
may use native RA autoantigens in “high risk” individ-
uals. Epitope spreading to PTM autoantigens can be
blocked in the major mouse models of SLE and RA that
we have tested, and this could be analysed experimen-
tally with hnRNP-DL in future studies. Native antigens
as part of stress granules are used in existing models of
experimental arthritis to induce arthritis, but not the
citrullinated antigens [68]. SE and specific exogenous
factors are missing in the studied animal models of RA
and SLE, explaining the lack of ACPAs and SCE auto-
antibodies. Anti-native protein antibodies may represent
markers for the detection of risk people in the earliest
pre disease of RA, preceding the development of the
ACPA response, predicting a mild disease. For a-
hnRNP-A2/B1 autoantibodies, an association to less ero-
sive disease, exclusively in early RA, has already been
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published [18, 29]. Recently, several more reactivities
against native proteins in RA have been published [55].
Therefore, it is important to measure other hnRNP auto-
antibodies and in combination in future studies to evalu-
ate them for personalized medicine.

Conclusions

These new data suggest that hnRNP-DL is a novel TLR7/
9-dependent autoantigen found predominantly in RA and
SLE and in mouse models of inflammatory rheumatic dis-
eases. Our studies on hnRNP-DL have shown that citrulli-
nation can lead to structural epitopes (SCE) that can be
recognized by «-CCP-2-negative SLE patients. By using
the combined assay consisting of citrullinated hnRNP-DL
and native hnRNP-DL, we increase the serodiagnostic sen-
sitivity in RA patients who are negative for RF and o-
CCP-2 autoantibodies. We demonstrated that autoanti-
bodies against hnRNP-DL have prognostic value for the
differential diagnosis of RA, especially in early disease. Im-
munoflucrescence analyses revealed that hnRNP-DL is
part of stress granules that can trigger inflammatory pro-
cesses in RA. Our results indicate that truncated, possibly
citrullinated, immunogenic hnRNP-DL can be detected in
synovial tissue.

We hypothesize that hnRNP autoantibodies generated
by patients with systemic autoimmune diseases are di-
rected against mRNA decay complexes that are part of
the stress granules. We hypothesize that increased for-
mation and structural modification of such protein com-
plexes by bacterial or human enzymes (e.g, in
inflammatory processes with overexpression of ILla
and/or TNFe) may lead to a pathogenic autoimmune re-
sponse against a structurally altered form of native
hnRNP-DL and that SCE epitopes may arise before the
temporal increase in PTM-specific targets. In conclu-
sion, the introduction of a CN-index biomarker that
measures specific anti-citrulline signalling in autoanti-
gens will help to objectively facilitate early RA treatment
decisions that are not measurable with current commer-
cial ACPA assays.

Further autoantibody studies with additional hnRNP
family proteins in native and citrullinated form should
follow to identify new subsets of reactivities in RA pa-
tients. In addition, the clinical significance of the struc-
tural epitopes should be investigated in detail.
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Additional file 1: Figure 1. Sequence, structure and major
immunogenic region {mir) of hnRNP-D and hnRNP-DL. A, Schematic rep-
resentation of hnRNP-D {isofarm p45), hnRNP-CL and the different re-
combinant hnRNP-DL variants studied. The main structural features are
highlighted. Mir-region is the major immunogenic region, RBD1 and
RBDZ are RNA-binding domains 1 and 2, Gly-rich is the C-terminal
ghcine-rich region of the proteins. B, Global amino acid sequence align-
ment of hnRNP-D and hnRNP-CL1 {isoform 1). HnRNP-D and -DL share
89.1% similarity by sequenc e[1]. Regions "mir’, "RBD17, "RBD2" and “Gly-
rich” are highlighted. Figure 2. Characterisation of autoantibodies
against, A, citrullinated a-hnRNP-DLy, {cit-DL), B, a-hnRNP-DL,;, (DL and
C, AOD between cit-DL and DL (ADL) determed by ELISA in sera of other
diseases {n=127; MS n=20, reA n=7, Sclero n=20, Sjo n=20, PsA n=20, MB
n=20, OA n=20). The dotred lines markes the cutoff vs. other diseases {ex-
cept systemic lupus erythematosus) or healthy controls with 98% specifi-
city each. OD, optical density; nm, nano meter; vs, versus; MS, multiple
scleross; reA, reactive arthritis; Sclero, scleroderma; Sj6, S5jégren’s syn-
drame; PsA, psoriasis arthritis MB, ankylosing spondylitis; OA. Osteoarth-
ritis. Table 1. Mann Whitney U-test of (cit) o-hnRNP-DLyy-O0 signals of
seropositive and seronegative data sets of RA-cohorts. Table 2. Mann
Whitney U-test of dt a-hnRNP-DLy,-OD signals of seronegative data sets
of RA-cohorts and data sets of other inflammatory diseases. Figure 3.
K¥-Plot and Spearman Correlation of citrullinated or native a-hnRNP-
Dl versus ARnRNP-DL .y, for the early RA cohort EIRA (A/D; n=404), the
seropositive EIRA sera (B/E; n=202) and the seronegative EIRA sera (C/F;
n=202). Table 3. Spearman correlation of the early RA sera of the EIRA
cohort {n=404). The results are given as R value {left of slash) with the
correspanding p-value {right of slash). Table 4. Spearman correlation of
the 247 EIRA sera treated with MTX {a-CCP2 positive n=133, a-CCP2
negative n=104). The results are given as R value {left of slash) with the
corresponding p-value {right of slash). Table 5. Spearman correlation of
the established RA sera of the Predict cohort {(n=94; RF Ight and/or a-
CCP2 positive n=564, RF IgM and a-CCP2 negative n=30). The results are
given as R value {left of slash) with the corresponding p-value (right of
slash). Table 6. ROC analysis of native hnRNP-DL,y, of MTX-treated EIRA
patients {n=192; seropositive n=93, seranegative n=99). Table 7. Nega-
tive CNp -index of MTX-treated EIRA patients n=192 (Resp. n=161, non-
Resp. n=31). Table 8. ROC analysis of native hnRNP-DLy, of Enbrel®-
treated Predict patients (n=94; seropositive n=63, seronegative n=31).
Figure 4. High baseline titer against a-hnRNP-DLq,; (DL) is rather present
in 6-month EULAR Responder RA patients who had received MTX or a-
TNF inhibitor therapy {Enbrel®). A-C, Citrullinated a-hnRNP-DiLy {citDL)
{A), a-hnRNP-DL.;, (CU) {B) and A OD between citDL and DL {ADL) {O)
were measured by ELISA in patient sera from the EIRA cohort treated
with MTX {n=192) with 161 EULAR Responder and 31 EULAR non-
Responder among 6 months. The evaluation was done according to the
cutoff versus other diseases. [, a-DL were measured by ELISA in patient
sera from the Predict cohort treated with a-TNF inhibitor therapy with é-
monith EULAR response data {n=94, responder n=63, non-Responder n=
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31). Based on the signals, a response-cutoff (dotted line, OD 0.174) was
determined, from which only responders are recognized as positive. OD,
optical density; nm, nano meter, RA, theumatoid arthritis; SLE, systemic
lupus erythernatosus, MTX, Methotrexate, Resp,, 6-month EULAR Re-
sponder. Figure 5. A, Influence of cytokines on hnRNP-CL expression de-
termined by immunoblotting. Cellular extracts from unstimulated, IL1a-
or TNFa-stimulated Hela cells and from unstimulated and IL&-stimulated
HepG2 cells were probed with a-hnRNP-DL1/2-peptide specific rabbit
serum. B, Citrullination of hnRNP-DL in synovial tissue from a patient with
rheumatoid arthritis was investigated with an a-deiminated arginine anti-
body and an a-hnRNP-DL antibody. Bath positive bands were labled with
hnRMNP-DL, which isoforms were not analysed.

Additional file 2: Tab. 1. Antigens.
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SUPPLEMENTARY RESULTS
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Figure 1. Sequence, structure and major immunogenic region (mir) of hnRNP-D
and hnRNP-DL. A, Schematic representation of hnRNP-D (isoform p45), hnRNP-DL
and the different recombinant hnRNP-DL variants studied. The main structural
features are highlighted. Mir-region is the major immunogenic region, RBD1 and
RBD2 are RNA-binding domains 1 and 2, Gly-rich is the C-terminal glycine-rich
region of the proteins. B, Global amino acid sequence alignment of hnRNP-D and
hnRNP-DL1 (isoform 1). HnRNP-D and -DL share 89.1% similarity by sequence[1].

Regions “mir’, “RBD1”, “RBD2” and “Gly-rich” are highlighted.
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Figure 2. Characterisation of autoantibodies against, A, citrullinated a-hnRNP-
DLmir (cit-DL), B, a-hnRNP-DLmir (DL) and C, AOD between cit-DL and DL (ADL)
determed by ELISA in sera of other diseases (n=127; MS n=20, reA n=7, Sclero
n=20, Sj6 n=20, PsA n=20, MB n=20, OA n=20). The dotted lines markes the cutoff
vs. other diseases (except systemic lupus erythematosus) or healthy controls with
98% specificity each. OD, optical density; nm, nano meter; vs., versus; MS, multiple
sclerosis; reA, reactive arthritis; Sclero, scleroderma; Sj6, Sjégren’s syndrome; PsA,

psoriasis arthritis; MB, ankylosing spondylitis; OA. Osteoarthritis
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Table 1.

and seronegative data sets of RA-cohorts.

Mann Whitney U-test of (cit) a-hnRNP-DLmi-OD signals of seropositive

cohort Mann Whitney U cit-DL DL
Test
SEeropos. seroneg. SEeropos. seroneg.
LURA median 0.5480 n=81 0.1120 n=25 | 0.06600 n=81 | 0.05700 n=25
P value <0.0001 0.6801
P value summary i ns
EIRA median 0.7175n=202 | 0.2403 n=202 | 0.1105 n=202 | 0.1200 n=202
P value <0.0001 0.2672
P value summary i ns
Predict median 0.8478 n=86 | 0.5255 n=41 0.07650 n=86 | 0.06500 n=41
P value <0.0001 0.2693
P value summary i ns
Table 2. Mann Whitney U-test of cit a-hnRNP-DLmi-OD signals of seronegative

data sets of RA-cohorts and data sets of other inflammatory diseases.

Mann Whitney Cit-DL
Test
seroneg. other
EIRA diseases
median 0.2403 n=202 | 0.1455 n=127
P value 0.0005
P value summary e
seroneg. other
Predict diseases
median 0.5255 n=41 0.1455 n=127
P value <0.0001
P value summary e
seroneg. other
LURA diseases
median 0.1120 n=25 0.1455 n=127
P value 0.2168
P value summary ns
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Figure 3. XY-Plot and Spearman Correlation of citrullinated or native a-hnRNP-
DLmir versus AhnRNP-DLmir for the early RA cohort EIRA (A/D; n=404), the

seropositive EIRA sera (B/E; n=202) and the seronegative EIRA sera (C/F; n=202).
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Table 6.
seropositive n=93, seronegative n=99)

Total n=192
Area under the ROC curve
Area 0.5893
Std. Error 0.05318
95% confidence interval 0.4850 to 0.6935
P value 0.1159
Data
Controls (DL_nonR) 31
Patients (DL_R) 161
Sensitivity % 95% Cl Specificity %
>0.1540 42.86 35.47% to 50.58% 80.65
> 0.1588 42.24  34.87% to 49.96% 80.65
> 0.1630 41.61  34.28% to 49.34% 80.65
> 0.1650 40.99 33.69% t0 48.71% 80.65
>0.1678 40.37 33.10% to 48.09% 80.65
>0.1703 39.75 32.52% to 47.46% 80.65
>0.1718 39.13  31.93% t0 46.84% 80.65
>0.1730 38.51  31.34% t0 46.21% 80.65
>0.1748 37.89 30.76% to 45.58% 80.65
> 0.1758 37.27 30.18% to 44.95% 80.65
>0.1768 36.65 29.60% to 44.32% 80.65
>0.1795 36.02 29.01% to 43.69% 80.65
>0.1830 35.40 28.44% to 43.05% 80.65
> 0.1865 34.78 27.86% to 42.42% 80.65
> 0.1935 34.16 27.28% to 41.78% 80.65
> 0.1998 33.54 26.71% to 41.14% 80.65
> 0.2020 3292 26.13% to 40.50% 80.65
> 0.2038 32.30 25.56% to 39.86% 80.65
> 0.2048 32.30 25.56% to 39.86% 83.87
> 0.2058 31.68 24.99% to 39.22% 83.87
> 0.2068 30.43 23.85% to 37.93% 83.87
> 0.2078 29.81 23.29% to 37.28% 83.87
> 0.2088 29.19 22.72% to 36.63% 83.87
>0.2103 28.57 22.16% to 35.99% 83.87
>0.2120 2795 21.59% to 35.33% 83.87
>0.2158 27.33 21.03% to 34.68% 83.87
> 0.2200 26.71  20.48% to 34.03% 83.87
> 0.2215 26.09 19.92% to 33.37% 83.87
> 0.2283 25.47 19.36% t0 32.71% 83.87
> 0.2380 2422 18.26% to 31.39% 83.87
> 0.2428 23.60 17.71% t0 30.73% 83.87
> 0.2455 2298 17.16% to 30.06% 83.87
> 0.2480 22.36 16.61% to0 29.40% 83.87
> 0.2498 22.36 16.61% to0 29.40% 87.10
> 0.2513 22.36 16.61% to0 29.40% 90.32
> 0.2608 21.74 16.07% t0 28.73% 90.32
> 0.2703 2112  15.52% to 28.06% 90.32

95% CI
63.72% t0 90.81%
63.72% to 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% to 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% t0 90.81%
63.72% to 90.81%
63.72% to 90.81%
63.72% to 90.81%
63.72% to 90.81%
67.37% 10 92.91%
67.37% 10 92.91%
67.37% to 92.91%
67.37% t0 92.91%
67.37% 10 92.91%
67.37% 10 92.91%
67.37% 10 92.91%
67.37% 10 92.91%
67.37% t0 92.91%
67.37% to0 92.91%
67.37% t0 92.91%
67.37% t0 92.91%
67.37% t0 92.91%
67.37% t0 92.91%
67.37% t0 92.91%
71.15% to 94.87%
75.10% to 96.65%
75.10% to 96.65%
75.10% to 96.65%

ROC analysis of native hnRNP-DLmir of MTX-treated EIRA patients (n=192;

Likelihood
Ratio
2.214
2.182
2.150
2.118
2.086
2.054
2.022
1.990
1.958
1.925
1.893
1.861
1.829
1.797
1.765
1.733
1.701
1.669
2.002
1.964
1.887
1.848
1.810
1.771
1.733
1.694
1.656
1.617
1.579
1.502
1.463
1.425
1.386
1.733
2.311
2.246
2.182
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> 0.2740 20.50 14.98% to0 27.39% 90.32 75.10% to 96.65% 2.118
> 0.2780 19.88 14.45% 10 26.71% 90.32 75.10% to 96.65% 2.054
> 0.2873 19.25 13.91% t0 26.03% 90.32 75.10% to 96.65% 1.990
> 0.2983 18.63 13.38% t0 25.35% 90.32 75.10% to 96.65% 1.925
> 0.3028 18.01  12.84% t0 24.67% 90.32 75.10% to 96.65% 1.861
>0.3148 17.39 12.32% t0 23.99% 90.32 75.10% to 96.65% 1.797
> 0.3285 16.77 11.79% to 23.30% 90.32 75.10% to 96.65% 1.733
> 0.3323 16.15 11.27% 10 22.61% 90.32 75.10% to 96.65% 1.669
> 0.3328 15.583 10.74% to0 21.92% 90.32 75.10% to 96.65% 1.605
> 0.3378 1491 10.23% to 21.22% 90.32 75.10% to 96.65% 1.540
> 0.3430 1429 9.712% t0 20.52% 90.32 75.10% to 96.65% 1.476
> 0.3445 13.66 9.200% to 19.82% 90.32 75.10% to 96.65% 1.412
> 0.3555 13.04 8.692% t0 19.12% 90.32 75.10% to 96.65% 1.348
> 0.3683 1242 8.187% 10 18.41% 90.32 75.10% to 96.65% 1.284
> 0.3713 11.80 7.687% to 17.70% 90.32 75.10% to 96.65% 1.219
> 0.3800 11.18 7.190% to 16.98% 90.32 75.10% to 96.65% 1.155
> 0.3985 10.56 6.698% to 16.26% 90.32 75.10% to 96.65% 1.091
> 0.4133 9.938 6.210% to 15.53% 90.32 75.10% to 96.65% 1.027
>0.4193 9.317 5.727% to 14.80% 90.32 75.10% to 96.65% 0.9627
> 0.4605 8.696 5.250% to 14.07% 90.32 75.10% to 96.65% 0.8986
> 0.5048 8.075 4.779% to 13.32% 90.32 75.10% to 96.65% 0.8344
> 0.5175 7.453 4.315% to 12.58% 90.32 75.10% to 96.65% 0.7702
> 0.5358 7.453  4.315% to 12.58% 93.55 79.28% to 98.85% 1.155
> 0.5495 6.832 3.858% to 11.82% 93.55 79.28% to 98.85% 1.059
> 0.5663 6.211  3.408% to 11.05% 93.55 79.28% to 98.85% 0.9627
> 0.6030 5590 2.969% to 10.28% 93.55 79.28% to 98.85% 0.8665
> 0.6288 5590 2.969% to 10.28% 96.77 83.81% to0 99.83% 1.733
> 0.6663 4969 2.539% t0 9.498% 96.77 83.81% to0 99.83% 1.540
> 0.7028 4348 2.122% t0 8.702% 96.77 83.81% to 99.83% 1.348
>0.7125 3.727 1.719%t0 7.891% 96.77 83.81% to 99.83% 1.155
> 0.7370 3.106 1.334% to 7.063% 96.77 83.81% to 99.83% 0.9627
> 0.7533 2.484 0.9703% to0 6.213% 96.77 83.81% to 99.83% 0.7702
> 0.7605 1.863 0.5079% to 5.335% 96.77 83.81% to0 99.83% 0.5776
> 0.8710 1.242 0.2207% t0 4.416% 96.77 83.81% t0 99.83% 0.3851
> 1.538 0.6211 0.03186% to 3.434% 96.77 83.81% to 99.83% 0.1925
>2.102 0.000 0.000% to 2.330% 96.77 83.81% to0 99.83% 0.000
seropositive n=93
Area under the ROC curve
Area 0.5308
Std. Error 0.08058
95% confidence interval 0.3728 to 0.6887
P value 0.7069
Data
Controls (DL_seropos_nonR) 15
Patients (DL_seropos_R) 78
Likelihood

Sensitivity % 95% Cl Specificity % 95% ClI Ratio
> 0.2058 29.49 20.52% to 40.38% 80.00 54.81% to 92.95% 1.474
> 0.2078 28.21 19.43% to 39.03% 80.00 54.81% t0 92.95% 1.410
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> 0.2088 26.92 18.34% to 37.68% 80.00 54.81% to 92.95% 1.346
>0.2103 25.64 17.26% t0 36.31% 80.00 54.81% to 92.95% 1.282
> 0.2153 24.36 16.19% to 34.94% 80.00 54.81% to 92.95% 1.218
> 0.2205 23.08 15.13% to 33.56% 80.00 54.81% to 92.95% 1.154
> 0.2283 21.79 14.08% to 32.16% 80.00 54.81% to 92.95% 1.090
> 0.2425 19.23 12.02% to 29.33% 80.00 54.81% to 92.95% 0.9615
> 0.2638 19.23 12.02% t0 29.33% 86.67 62.12% to 97.63% 1.442
> 0.2863 17.95 11.00% to 27.90% 86.67 62.12% to 97.63% 1.346
> 0.2983 16.67 10.01% to 26.46% 86.67 62.12% to 97.63% 1.250
> 0.3028 15.38 9.026% to 24.99% 86.67 62.12% to 97.63% 1.154
>0.3148 1410 8.061% to0 23.51% 86.67 62.12% to 97.63% 1.058
> 0.3285 12.82 7.115% to 22.02% 86.67 62.12% to 97.63% 0.9615
> 0.3373 11.54 6.191% to 20.50% 86.67 62.12% to 97.63% 0.8654
> 0.3430 10.26 5.289% to 18.95% 86.67 62.12% to 97.63% 0.7692
> 0.3445 8.974 4.415% 10 17.38% 86.67 62.12% to 97.63% 0.6731
> 0.3770 7.692 3.573% to 15.78% 86.67 62.12% to 97.63% 0.5769
> 0.4545 6.410 2.769% to 14.14% 86.67 62.12% to 97.63% 0.4808
> 0.5230 5128 2.012% to 12.46% 86.67 62.12% to 97.63% 0.3846
> 0.5495 3.846 1.048% 10 10.71% 86.67 62.12% to 97.63% 0.2885
> 0.5903 2.564 0.4556% to 8.875% 86.67 62.12% to 97.63% 0.1923
> 0.6743 2.564 0.4556% to 8.875% 93.33 70.18% to 99.66% 0.3846
> 0.8483 1.282 0.06576% t0 6.911% 93.33 70.18% to 99.66% 0.1923
>1.540 0.000 0.000% to 4.694% 93.33 70.18% to 99.66% 0.000
seronegative n=99
Area under the ROC curve
Area 0.6423
Std. Error 0.06894
95% confidence interval 0.5072t0 0.7774
P value 0.0724
Data
Controls (DL_seroneg_nonR) 16
Patients (DL_seroneg_R) 83
Likelihood

Sensitivity % 95% Cl Specificity % 95% ClI Ratio
> 0.1365 50.60 40.06% to 61.09% 81.25 56.99% t0 93.41% 2.699
>0.1415 49.40 38.91% t0 59.94% 81.25 56.99% t0 93.41% 2.635
> 0.1458 48.19  37.76% to 58.78% 81.25 56.99% t0 93.41% 2.570
> 0.1470 46.99 36.62% to 57.62% 81.25 56.99% t0 93.41% 2.506
>0.1490 45.78  35.49% to 56.45% 81.25 56.99% to 93.41% 2.442
> 0.1508 4458  34.36% t0 55.27% 81.25 56.99% to 93.41% 2.378
> 0.1520 4217  32.12% 10 52.91% 81.25 56.99% t0 93.41% 2.249
> 0.1540 4217  32.12% 10 52.91% 87.50 63.98% t0 97.78% 3.373
> 0.1608 4096 31.01%1t051.71% 87.50 63.98% t0 97.78% 3.277
>0.1703 39.76  29.91% to 50.52% 87.50 63.98% t0 97.78% 3.181
>0.1748 38.55 28.81% 10 49.31% 87.50 63.98% t0 97.78% 3.084
>0.1785 37.35 27.72% t0 48.10% 87.50 63.98% t0 97.78% 2.988
> 0.1850 36.14  26.63% to 46.88% 87.50 63.98% t0 97.78% 2.892
> 0.1968 34.94 25.56% to 45.66% 87.50 63.98% t0 97.78% 2.795
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> 0.2058
> 0.2095
>0.2168
> 0.2313
> 0.2428
> 0.2455
> 0.2480
> 0.2505
> 0.2608
> 0.2703
> 0.2750
> 0.3058
> 0.3328
> 0.3493
> 0.3683
> 0.3713
> 0.3800
> 0.4033
> 0.4193
> 0.4648
>0.5175
> 0.5525
> 0.6048
> 0.6663
> 0.7028
> 0.7280
> 0.7533
> 0.7605
> 1.434

33.73
31.33
30.12
28.92
27.71
26.51
25.30
25.30
24.10
22.89
21.69
20.48
19.28
18.07
16.87
15.66
14.46
13.25
12.05
10.84
9.639
9.639
8.434
7.229
6.024
4.819
3.614
2.410

24.48% to 44.42%
22.36% to 41.94%
21.31% to 40.69%
20.27% to 39.43%
19.23% to0 38.16%
18.20% to 36.89%
17.19% to 35.60%
17.19% to 35.60%
16.17% to 34.31%
15.17% 10 33.01%
14.18% t0 31.70%
13.20% to 30.38%
12.23% 10 29.04%
11.27% 10 27.70%
10.32% 10 26.34%
9.388% to 24.98%
8.468% to 23.59%
7.564% to 22.19%
6.678% to 20.78%
5.810% to 19.34%
4.965% to 17.88%
4.965% to 17.88%
4.145% to 16.40%
3.355% to 14.89%
2.600% to 13.34%
1.890% to 11.75%
0.9852% to 10.10%
0.4281% to 8.366%

1.205 0.06180% to 6.514%

87.50
87.50
87.50
87.50
87.50
87.50
87.50
93.75
93.75
93.75
93.75
93.75
93.75
93.75
93.75
93.75
93.75
93.75
93.75
93.75
93.75
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

63.98% to 97.78%
63.98% t0 97.78%
63.98% t0 97.78%
63.98% to 97.78%
63.98% t0 97.78%
63.98% to 97.78%
63.98% to 97.78%
71.67% to 99.68%
71.67% t0 99.68%
71.67% t0 99.68%
71.67% t0 99.68%
71.67% to 99.68%
71.67% t0 99.68%
71.67% to 99.68%
71.67% t0 99.68%
71.67% t0 99.68%
71.67% to 99.68%
71.67% t0 99.68%
71.67% t0 99.68%
71.67% to 99.68%
71.67% t0 99.68%
80.64% to 100.0%
80.64% to 100.0%
80.64% to 100.0%
80.64% to 100.0%
80.64% to 100.0%
80.64% to 100.0%
80.64% to 100.0%
80.64% to 100.0%

2.699
2.506
2.410
2.313
2.217
2.120
2.024
4.048
3.855
3.663
3.470
3.277
3.084
2.892
2.699
2.506
2.313
2.120
1.928
1.735
1.542
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Table 7. Negative CNpL-index of MTX-treated EIRA patients n=192 (Resp. n=161,
non-Resp. n=31)

ADL_Responder|ADL_nonResponder
N=27 N=4
-0.759 -0.3705
-0.729 -0.199
-0.5745 -0.1225
-0.41 -0.032
-0.3395
-0.3
-0.27
-0.2325
-0.2145
-0.186
-0.184
-0.175
-0.14
-0.118
-0.091
-0.0835
-0.08
-0.0765
-0.0635
-0.0435
-0.032
-0.024
-0.0185
-0.0155
-0.0145
-0.0095
-0.007

Cutoff =-0.2010  =>33% Sensitivity/ 75% Specificity

Cutoff =-0.3710  >15% Sensitivity/ 100% Specificity
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Table 8. ROC analysis of native hnRNP-DLmir of Enbrel®-treated Predict patients
(n=94; seropositive n=63, seronegative n=31)

Total n=192

Area under the ROC curve
Area

Std. Error

95% confidence interval

P value 0.6995
Data
Controls (DL_nonR) 31
Patients (DL_R) 63
Sensitivity % 95% Cl Specificity %
>0.1118 23.81 14.99% to 35.64% 80.65
>0.1153 22.22 13.73% 10 33.91% 80.65
>0.1178 22.22 13.73% 10 33.91% 83.87
>0.1213 20.63 12.48% 10 32.17% 83.87
> 0.1245 19.05 11.25% to 30.41% 83.87
> 0.1270 19.05 11.25% to 30.41% 87.10
> 0.1308 17.46  10.04% to 28.62% 87.10
> 0.1358 17.46  10.04% to 28.62% 90.32
> 0.1443 15.87  8.857% 10 26.81% 90.32
> 0.1558 12.70 6.577% to0 23.11% 90.32
> 0.1638 12.70 6.577% t0 23.11% 93.55
>0.1703 1270  6.577% 10 23.11% 96.77
> 0.1740 12,70 6.577% to0 23.11% 100.0
> 0.1985 9.524  4.438% t0 19.26% 100.0
> 0.2263 7.937 3.438% 10 17.27% 100.0
> 0.2373 6.349 2.497%to0 15.22% 100.0
>0.2515 4.762  1.298% to 13.09% 100.0
> 0.2753 3.175 0.5641% to 10.86% 100.0
> 0.2930 1.587 0.08142% to 8.459% 100.0
seropositive n=63
Area 0.5785
Std. Error 0.08150
95% confidence interval 0.4187 t0 0.7382
P value 0.3515
Data
Controls (DL_seropos_nonR) 16
Patients (DL_seropos_R) 47

Sensitivity %

0.5246
0.06190

0.4033 to 0.6459

95% Cl Specificity %

95% CI
63.72% t0 90.81%
63.72% t0 90.81%
67.37% 10 92.91%
67.37% t0 92.91%
67.37% t0 92.91%
71.15% to 94.87%
71.15% to 94.87%
75.10% to 96.65%
75.10% to 96.65%
75.10% to 96.65%
79.28% t0 98.85%
83.81% t0 99.83%
88.97% to 100.0%
88.97% to 100.0%
88.97% to 100.0%
88.97% to 100.0%
88.97% to 100.0%
88.97% to 100.0%
88.97% to 100.0%

95% ClI

Likelihood
Ratio
1.230
1.148
1.378
1.279
1.181
1.476
1.353
1.804
1.640
1.312
1.968
3.937

Likelihood
Ratio



Publikation 76
< 0.02575 2128 0.1091%to 11.11% 100.0 80.64% to 100.0%
< 0.02625 4255 0.7561% to 14.25% 100.0 80.64% to 100.0%
< 0.02800 6.383 2.195% to 17.16% 100.0 80.64% to 100.0%
< 0.03025 6.383 2.195% to 17.16% 93.75 71.67% t0 99.68% 1.021
< 0.03375 8.511 3.359% to 19.93% 93.75 71.67% to 99.68% 1.362
< 0.03700 8.511 3.359% to 19.93% 87.50 63.98% t0 97.78% 0.6809
< 0.03775 12.77 5.985% to 25.17% 87.50 63.98% t0 97.78% 1.021
< 0.03850 14.89 7.407% to 27.69% 87.50 63.98% to 97.78% 1.191
< 0.03925 17.02 8.886% to 30.14% 87.50 63.98% to 97.78% 1.362
< 0.03975 19.15 10.42% to 32.54% 87.50 63.98% to 97.78% 1.532
< 0.04225 21.28 11.99% to 34.90% 87.50 63.98% to 97.78% 1.702
< 0.04725 23.40 13.60% to 37.22% 87.50 63.98% t0 97.78% 1.872
< 0.05075 25.53 15.25% to 39.51% 87.50 63.98% t0 97.78% 2.043
< 0.05200 25.53 15.25% to 39.51% 81.25 56.99% t0 93.41% 1.362
< 0.05275 27.66 16.94% to 41.76% 81.25 56.99% t0 93.41% 1.475
< 0.05375 31.91 20.40% to 46.17% 81.25 56.99% t0 93.41% 1.702
< 0.05475 34.04 22.17% to 48.33% 81.25 56.99% t0 93.41% 1.816
seronegative n=31
Area under the ROC curve
Area 0.6479
Std. Error 0.1014
95% confidence interval 0.4493 to 0.8466
P value 0.1605
Data
Controls (DL_seroneg_nonR) 15
Patients (DL_seroneg_R) 16
Likelihood

Sensitivity % 95% Cl Specificity % 95% CI Ratio
> 0.08225 50.00 28.00% to 72.00% 80.00 54.81% to 92.95% 2.500
> 0.08475 43.75 23.10% to 66.82% 80.00 54.81% to 92.95% 2.188
> 0.09550 43.75 23.10% to 66.82% 86.67 62.12% to 97.63% 3.281
> 0.1065 37.50 18.48%t0 61.36% 93.33 70.18% to 99.66% 5.625
>0.1143 31.25 14.16% to 55.60% 93.33 70.18% to 99.66% 4.688
> 0.1233 25.00 10.18% to 49.50% 93.33 70.18% to 99.66% 3.750
> 0.1320 25.00 10.18% to 49.50% 100.0 79.61% to 100.0%
> 0.1560 18.75  6.592% to 43.01% 100.0 79.61% to 100.0%
>0.1985 1250 2.221% to 36.02% 100.0 79.61% to 100.0%
> 0.2263 6.250 0.3206% to 28.33% 100.0 79.61% to 100.0%
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Figure 4. High baseline titer against a-hnRNP-DLmir (DL) is rather present in 6-
month EULAR Responder RA patients who had received MTX or a-TNF inhibitor
therapy (Enbrel®). A-C, Citrullinated a-hnRNP-DLmir (citDL) (A), a-hnRNP-DLmir (DL)
(B) and A OD between citDL and DL (ADL) (C) were measured by ELISA in patient
sera from the EIRA cohort treated with MTX (n=192) with 161 EULAR Responder
and 31 EULAR non-Responder among 6 months. The evaluation was done
according to the cutoff versus other diseases. D, a-DL were measured by ELISA in
patient sera from the Predict cohort treated with a-TNF inhibitor therapy with 6-month
EULAR response data (n=94, responder n=63, non-Responder n=31). Based on the
signals, a response-cutoff (dotted line, OD 0.174) was determined, from which only
responders are recognized as positive.

OD, optical density; nm, nano meter; RA, rheumatoid arthritis; SLE, systemic lupus
erythematosus; MTX, Methotrexate; Resp., 6-month EULAR Responder
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Figure 5. A, Influence of cytokines on hnRNP-DL expression determined by
immunoblotting. Cellular extracts from unstimulated, IL1a- or TNFa-stimulated HelLa
cells and from unstimulated and IL6-stimulated HepG2 cells were probed with a-
hnRNP-DL1/2-peptide specific rabbit serum. B, Citrullination of hnRNP-DL in
synovial tissue from a patient with rheumatoid arthritis was investigated with an a-
deiminated arginine antibody and an a-hnRNP-DL antibody. Both positive bands

were labled with hnRNP-DL, which isoforms were not analysed.
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