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Abstract (Deutsch) 

 

Hintergrund: 

Autoantikörper gegen das native und citrullinierte heterogene nukleäre 

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, über die gegebenenfalls ein krankheitsspezifischer 

Nachweis erfolgen kann, um RA-Risikopersonen zu identifizieren sowie 

Behandlungserfolg und -möglichkeiten aufzuzeigen.  

Methoden: 

Durch Protein-Makroarray Untersuchungen konnten α-hnRNP-DL-Autoantikörper 

spezifisch bei RA-Patienten identifiziert werden. Rekombinante, in E. coli exprimierte, 

hnRNP-DL-Proteine wurden in der ELISA-Technik verwendet und α-hnRNP-DL-

Autoantikörper im Serum von SLE- und RA-Patienten sowie von Mäusen 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 Autoantikörpern 

von Patientenuntergruppen mit unterschiedlichem RA-Status erkannt. Bei SLE-

Patienten wurden bei 58 % Seroreaktionen gegen strukturelle 

citrullinierungsabhängige Epitope (SCEs) von hnRNP-DL nachgewiesen, obwohl 98 % 

dieser Seren im Routinetest auf α-CCP2-Ak negativ waren. Zur Erkennung von RF-

IgM/α-CCP2-seronegativen Früh-RA-Patienten (24-46 %) und als Wert zur 

Einschätzung des Behandlungserfolgs wurde der „Citrullinated-Native-hnRNP-DL-

Index“ (CNDL-Index) als Differenzwert von α-cit-hnRNP-DL- und α-hnRNP-DL-OD-

Signalen eingeführt. Hohe positive CNDL-Werte korrelierten mit einem schwereren 

RA-Verlauf, dem Vorliegen von „shared-epitope“-Allelen und parenchymatösen 

Lungenveränderungen. Speziell bei SLE-Patienten, bei RA-Risikopersonen und bei 

den frühen RA-Kohorten wie EIRA wurde häufiger ein negativer CNDL-Index 
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festgestellt und bei den EIRA-Patienten häufiger in der Gruppe, die auf Methotrexat 

(MTX)-Therapie ansprachen (87 %). Höhere native α-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 α-hnRNP-DL Autoantikörpern Toll-like-

Rezeptor (TLR) 7- und TLR9-abhängig ist und durch Zytokine (Interleukin-1α/-6, 

Tumor-Nekrose-Faktor-α) reguliert wird. Bei der Immunfluoreszenz färbten die α-

hnRNP-DL-Autoantikörper spezifisch Stressgranula im Zytoplasma an. 

Immunhistochemische Analysen weisen auf eine zytoplasmatische Expression 

verstärkt 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 für entzündliche rheumatische Erkrankungen als Autoantigen erkannt. 

Anti-hnRNP-DL-Autoantikörper sind für die Differentialdiagnose der RA bedeutsam 

und zeigen einen prognostischen Wert für das therapeutische Ansprechen, vor allem 

in frühen Krankheitsstadien. Die Citrullinierung von hnRNP-DL führt zu 

Strukturepitopen (SCEs), die auch von α-CCP2-negativen SLE-Patienten erkannt 

werden. Durch kombinierte Betrachtung des nativen und citrullinierten Antigens, 

mittels CNDL-Index, wurde die serodiagnostische RA-Früherkennung deutlich 

verbessert und ein Prädiktivparameter für 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 α-hnRNP-DL-autoantibodies specifically in RA 

patients. Recombinant hnRNP-DL proteins expressed in E. coli were used in ELISA-

technique to measure α-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 α-CCP2 routine 

assay. To detect RF-IgM/α-CCP2-seronegative early RA-patients (24-46 %) and as a 

value to assess treatment success the "Citrullinated-Native-hnRNP-DL-index" (CNDL-

index), as a difference value of α-cit-hnRNP-DL and α-hnRNP-DL OD-signals, was 

introduced. High positive CNDL-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 

CNDL-index was observed and more frequently in the EIRA-patients subgroup, 

responding to methotrexate (MTX) therapy (87 %). Higher native α-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 α-hnRNP-DL autoantibody formation is Toll-like-receptor (TLR) 7- and 

TLR9-dependent and regulated by cytokines (interleukin-1α/-6, tumor-necrosis-

factor-α). In immunofluorescence, the α-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 α-CCP2-

negative SLE-patients. Combined analysis of native and citrullinated antigen using 

the CNDL-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 lässt sich nicht auf einen bestimmten 

Mechanismus zurückführen. Vielmehr handelt es sich um ein komplexes 

Zusammenspiel einer Vielzahl von Mechanismen mit z. B. genetischem, 

immunologischem, mikrobiellem oder umweltbedingtem Ursprung. Bei systemischen, 

entzündlichen Erkrankungen unklarer Ursache wie der rheumatoiden Arthritis (RA) 

und dem systemischen Lupus erythematodes (SLE), sind Immunreaktionen gegen 

körpereigene, ubiquitär vorkommende Antigene wie z. B. Proteine und Nukleinsäuren 

nachweisbar, weswegen sie auch als Autoimmunerkrankungen bezeichnet werden1,2. 

Die rechtzeitige und spezifische Diagnose ist sehr wichtig, um frühzeitig eine effektive 

entzündungshemmende Therapie einleiten zu können und somit Folgeschäden zu 

verhindern. Insbesondere wegen der hohen volkswirtschaftlichen Bedeutung besteht 

in diesem Bereich ein großer Forschungsbedarf. Die Prävalenz von 

Autoimmunerkrankungen liegt in den Industrieländern bei 5-8 %, wobei die 

Häufigkeit in den letzten Jahren stetig zugenommen hat3. Allein in Deutschland sind 

rund 4-7 Millionen Menschen betroffen.  

Die Charakterisierung der Autoimmunerkrankungen mit Hilfe von 

Antikörperreaktionen gegen körpereigene Strukturen ist von großer Bedeutung. Sie 

hat sich als eine Klassifizierungsstrategie für diese Erkrankungen etabliert, um 

therapeutische Möglichkeiten der Entzündungshemmung zu optimieren. Es ist 

deshalb essentiell, weitere entsprechende diagnostische Biomarker zu finden, ihre 

Antigenzielstruktur zu erkennen, die Krankheitsspezifität zu etablieren und optimale 

Methoden zu erarbeiten, wie diese Autoantikörper spezifisch und sensitiv detektiert 

werden können. Auf dieser Grundlage lässt sich dann leichter erforschen, wie man 

die Autoimmunreaktion abschwächen oder vielleicht auch verhindern kann.  

Die RA ist eine chronisch-entzündliche Gelenkerkrankung und gehört nach 

derzeitigem Kenntnisstand zu den klassischen Autoimmunerkrankungen, bei denen 

pathologische Entzündungsprozesse als Ursache angesehen werden. Die genauen 

Begleitumstände, unter denen die natürliche Selbsttoleranz durchbrochen wird, sind 

noch nicht im Detail geklärt. Die Krankheit ist durch eine fortschreitende Zerstörung 

der Gelenke gekennzeichnet. Mit einer Prävalenz von 1 % ist die RA die häufigste 

entzündliche Gelenkerkrankung4-6. Besonders häufig entsteht die Krankheit in der 
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fünften Lebensdekade, wobei Frauen doppelt so häufig betroffen sind wie Männer7. 

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-Moleküle des HLA-DR-4-Komplexes gezeigt5. Die 

Autoantikörperreaktion richtet sich mitunter spezifisch gegen Immunglobulin G, 

citrullinierte und andere hochkonservierte, ubiquitär exprimierte Autoantigene, in 

Ausnahmefällen auch organspezifisch gegen Knorpel-spezifische Autoantigene8. Die 

Pathogenese der RA ist komplex und multifaktoriell. Es wird eine Fehlreaktion des 

Immunsystems vermutet, bei der noch unbekannte Auslöser, 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 ausgelöst wird. Eine Besonderheit ist vor allem, dass Entzündungszellen 

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 Entzündung 

aufrechterhalten. Interleukin (IL)-1 und -6 sowie der Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-

α) spielen in diesem Prozess eine Schlüsselrolle, weil ihre Blockade, z. B. mittels 

therapeutischer Antikörper, die Entzündung eindrucksvoll reduzieren kann. Diese 

Zytokin-Blockade beeinflusst in komplexer Weise die Bindung von Leukozyten an das 

Gefäßendothel im Rahmen der Migration von Leukozyten aus den Gefäßen in das 

Gewebe, reduziert die lokalen Entzündungsreaktionen mit Enzymfreisetzung und 

Gewebezerstörung im Gelenk, aber auch Akutphasereaktionen wie die Bildung von 

C-reaktivem Protein (CrP) in der Leber9.  

Der chronische Entzündungsprozess führt zu einer Wucherung des Synovialgewebes, 

dem sogenannten Pannus. Diese histologische Veränderung bei der RA geht einher 

mit Knorpel- und Knochenzerstörung im Bereich der Gelenke. Dieser Pannus besteht 

in den aktiven Bereichen aus stark vaskularisiertem Entzündungsgewebe, das sich 

auf den Knorpel ausbreitet. An der Grenzfläche zum Knorpel und Knochen sind vor 

allem Makrophagen und Fibroblasten zu finden. In tieferen Bereichen dieses 

Gewebes, häufig auch in der Nähe von kleinen Gefäßen und Kapillaren, finden sich 

Ansammlungen von T-Zellen, B-Zellen und dendritischen Zellen, die zu sogenannten 

lymphoide Follikeln anwachsen können und typisch für die RA sind. Es wird davon 

ausgegangen, dass diese immunologische Zellaktivität die Entzündung im Gelenk 

aufrechterhält und die krankheitstypischen Gelenkveränderungen hervorruft. Im 
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Laufe der Zeit werden so Knorpel, Knochen und auch der bindegewebige Stützapparat 

aus Bändern und Sehnen eines Gelenks zerstört10,11. 

Die Diagnose der RA erfolgt anhand von Klassifikationskriterien, die sich im Laufe der 

Zeit weiterentwickelt haben. Während die Klassifikationskriterien vom American 

College of Rheumatology von 198412 die Krankheit durch Spätstadium-Merkmale 

definierte, wobei vorrangig das klinische Krankheitsbild, die radiologischen 

Veränderungen und serologisch lediglich der Rheumafaktor einbezogen wurden, 

erfolgte im späteren Klassifizierungssystem von 201013 eine Auslegung auf Merkmale 

der frühen Krankheitsstadien. Neben klinischen Merkmalen (Synovitiden in mehr als 

zwei Gelenkregionen, Dauer > 6 Wochen, Morgensteife ≥ 60 Minuten) und 

Röntgenveränderungen werden bei den Laboruntersuchungen neben 

Rheumafaktoren (RF) auch α-citrullinierte Protein/Peptid Antikörper (ACPA), erhöhte 

Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und erhöhtes CrP gemessen. Auch weitere 

bildgebende Verfahren wie MRT, Sonografie oder Gelenkszintigraphie kommen 

mitunter in schwierig zu diagnostizierenden Fällen oder bei gezielteren Beurteilungen 

im Verlauf zum Einsatz13,14. 

Obgleich die Autoimmunität bei der RA seit Jahrzehnten erforscht wird, gibt es immer 

noch einen großen Bedarf an krankheitsspezifischen serologischen Markern, um die 

Frühdiagnose zu erleichtern und um neue Therapieansätze bzw. therapeutische 

Stratifizierung für bestehende Medikamente zu entwickeln.  

Der Rheumafaktor und Antikörper gegen cyclische citrullinierte Peptide (α-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 α-CCP2-Test negativ); in den frühen Phasen der Erkrankung sogar rund 30 %. 

Obgleich auch der sogenannte seropositive Befund nicht pathognomonisch für die RA 

ist und weitere Klassifikationskriterien benötigt werden, werden seronegative 

Patienten hinsichtlich der diagnostischen Sicherheit oft nur eingeschränkt und 

abwartend beurteilt. Insbesondere bei anfänglich milden klinischen Beschwerden 

werden sie häufig erst verspätet einer immunsuppressiven Therapie zugeführt. Damit 

besteht für Patienten mit seronegativem Ergebnis in der bisherigen Routinediagnostik 

eine Sensitivitätslücke. Man geht derzeit davon aus, dass für diese Patienten ein 

wichtiges Zeitfenster verpasst werden könnte, das innerhalb der ersten drei bis sechs 

Monate der Erkrankung liegt und eine effektive Intervention ermöglichen könnte15,16. 
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Aus diesem Grund wird es als notwendig erachtet, weitere diagnostische Biomarker 

zu identifizieren, die die derzeitige serologische Sensitivitätslücke in allen 

Krankheitsstadien der RA schließen können, sodass die Erkrankung in den heute 

seronegativen Fällen frühzeitiger erkannt und behandelt, das Fortschreiten der 

erosiven Erkrankung verzögert, der Krankheitsverlauf positiv beeinflusst wird, sogar 

bis hin zur Remission17,18 und somit die Entwicklung von Gelenkerosionen verhindert 

wird. 

Mit der Anwendung verschiedener „Omics“-Techniken, hochauflösender bildgebender 

Techniken und der Untersuchung spezifischer Serummarker konnten viele Details der 

entzündungsabhängigen Pathogenese aufgeklärt 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 

Autoantikörpern auf ELISA-Basis weiterentwickelt, weil so Antigene auch in 

vielseitigen Veränderungen wie Mutationen (z. B. Vimentin) oder posttranslationaler 

Modifikation (z. B. Citrullinierung) rasch zur Anwendung kommen konnten und für 

die Frühdiagnostik unverzichtbar geworden sind. Somit ist die Messung von 

krankheitsspezifischen Autoantikörpern im Serum ein entscheidender diagnostischer 

Faktor geworden. 

Aufgrund der großen Bedeutung der Autoantikörper für die Frühdiagnose und 

Behandlung und der unterschiedlichen Sensitivitäts- und Spezifitätslücken einzelner 

Marker empfiehlt sich, mehrere Serummarker zu kombinieren; aus Kostengründen 

allerdings mit einem mehrstufigen Vorgehen, da mit RF und ACPA bereits ca. 70 % 

der Patienten erfasst werden können19,20. Neben der Anwendung in der 

Frühdiagnostik sind weitere Studien erforderlich, um eine Korrelation mit der 

Krankheitsaktivität und der Prognose der Progression, Komorbiditäten und 

Komplikationsraten der RA herzustellen. Zu den bekannten Autoantikörpern im 

Zusammenhang mit der RA gehören neben RF und ACPA auch Antikörper gegen 

mutierte und citrullinierte Formen des Vimentin (Anti-MCV-Antikörper), aber auch 

viele Autoantikörper, die, wenn überhaupt, meist nur differentialdiagnostisch in der 

Routine zum Einsatz kommen. Dazu gehören antinukleäre Antikörper (ANA), 

Antikeratin-Antikörper (AKA), Anti-Perinukleärer Faktor (APF), Anti-Fibronectin-

Antikörper (AFA), Anti-Sa-Antikörper, Anti-Glucose-6-Phosphat-Isomerase (GPI)-

Antikörper, Antikörper gegen carbamylierte und/oder acetylierte Proteine, Anti-BiP-

Antikörper und Anti-Calcitostatin-Antikörper (ACAST), Anti-Collagen Typ II (CII)-
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Antikörper und Antikörper gegen heterogenes nukleäres Ribonukleoprotein (anti-

hnRNP/RA33 Antikörper)6. 

Das hnRNP-A2/B1 mit dem zugehörigen Autoantikörper RA33 gehört bereits zu den 

wichtigsten RA-relevanten Autoantigenen. Autoantikörper gegen hnRNP-Komplexe 

wurden bereits Anfang der achtziger Jahre erstmals bei Patienten mit SLE, RA und 

Mischkollagenose (mixed connective tissue desease; MCTD) gefunden21,22. DANGLI 

et al. (1988)23 identifizierten und charakterisierten diese als Antikörper 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 ubiquitär exprimiert sind24,25. Auch wenn 

diese Proteine in erster Linie im Zellkern angesiedelt sind, wurden auch spezifische 

strukturelle Motive gefunden, die ihnen die Fähigkeit verleihen, zwischen Zellkern 

und Zytoplasma zu pendeln. Weiter wurde gezeigt, dass die hnRNPs am Export 

verschiedener Proteine und der mRNA aus dem Zellkern beteiligt sind26,27. 

Akindahunsi et al. (2005)28 untersuchten verschiedene hnRNPs und versuchten 

anhand von Gen-Homologien die Verwandtschaftsverhältnisse zu charakterisieren. 

Diese Proteine zeigen einen modularen Aufbau, weisen konservierte Bereiche mit 

zwei RNA-Bindungsdomänen und einem C-terminalen Glycin-reichen Bereich auf, 

unterscheiden sich jedoch stark in den jeweils einzigartigen N-terminalen Regionen. 

Entsprechend der Ähnlichkeiten wurden die Proteine in eine A- und eine D-

Untergruppe eingeteilt. Dabei konnte der A-Untergruppe das hnRNPA0, -A1, -A2 und 

-A3 und der D-Untergruppe das hnRNPA/B, -D und D-like zugeordnet werden29-31. 

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 beschrieben32. In einer anderen 

früheren Studie wurde gezeigt, dass mit hnRNPs (-A1, -A2/B1 und -A3) restimulierte 

Splenozyten von Ratten, die eine Pristan-induzierte Arthritis (PIA) ausgebildet 

hatten, eine stark entzündliche und erosive Arthritis bei naiven Empfängerratten 

ausgelöst werden konnte, die klinisch und histologisch der RA ähnelt33. Weiter wurde 

gezeigt, dass humane TNF-α transgene Mäuse, die eine erosive entzündliche 

Polyarthritis entwickeln, α-hnRNP-Autoantikörper aufweisen34.  
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Diese Daten stützen die Hypothese einer pathogenen Rolle von hnRNPs bei erosiver 

Arthritis und legen nahe, dass die Autoimmunität gegen Nukleinsäure-assoziierte 

Autoantigene eine entscheidende Rolle bei der Krankheitsentstehung von PIA und 

entsprechend reaktiven RA-Patienten spielen könnte35. Die intraperitoneale Injektion 

von hnRNPs induziert proinflammatorische Zytokine, die für die Arthritis-Entwicklung 

bei Ratten relevant sind, wobei TLR7 und -9 als Erkennungsrezeptoren für 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 sind36. 

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 (Sequenzähnlichkeit von 

89,1 %)37 mit ähnlichen strukturellen Merkmalen und Bindungseigenschaften38, 

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 für die RA-Therapie? Können Immundetektionen auf Zellen und 

Geweben oder die Analyse von Mausmodell-Seren Hinweise liefern, um den Ursprung 

dieser Autoantikörper aufzuklären? 

Dazu wurden Lokalisationsstudien für die Expression von hnRNP-DL durchgeführt, die 

Einflüsse der wichtigsten entzündungsfördernden Zytokine bei der RA wie IL-1α, IL-

6 und TNF-α39,40 die Proteinexpression in verschiedenen Zelllinien getestet und die 

Expression im Synovialgewebe analysiert. Bei Tiermodellen von RA und SLE wurden 

Autoantikörper gegen hnRNP-DL untersucht. 

Der Schwerpunkt der Arbeit lag jedoch auf der Betrachtung von Autoantikörpern bei 

Patienten mit einer rheumatoiden Arthritis. Dazu wurden rekombinante hnRNP-

Proteine aufgereinigt und ein Immuntest entwickelt, der eventuell für ein 

krankheitsspezifisches Nachweisverfahren verwendet werden kann oder als 

Grundlage für Weiterentwicklungen dient. Durch die kombinierte Betrachtung der 

nativen und citrullinierten Antigene sollte ein neuartiger diagnostischer Parameter 

erzeugt werden, der einerseits für seronegative Patienten die frühzeitige Diagnostik 
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verbessern könnte und außerdem als Marker für Prognose und Therapiewahl eine 

Bedeutung haben könnte.   
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2 Methoden 

2.1 Protein Macroarray als Sceening neuer Biomarker 

Für die Untersuchung neuer Autoantigene bei der RA wurden hEX1-Protein-

Makroarrays (engine GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) analysiert. Diese Arrays sind 

aus der cDNA des menschlichen fötalen Gehirns abgeleitet worden41. Die 

Immundetektion wurde, wie vom Hersteller beschrieben, durchgeführt. Zunächst 

erfolgte eine Blockierung unspezifischer Bindungen durch Inkubation in Block-Puffer 

(3 % w/v Milchpulver in TBST; 500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.05 % Tween-

20) für 1 Stunde bei Raumtemperatur. Die Probeninkubation erfolgte über Nacht bei 

4 °C in Block-Puffer, mit einer 1:50 Verdünnung. Nach drei Waschschritten, für 

jeweils 20 Minuten in TBST-T (TBS mit 0.05 % Triton X-100), erfolgte die Inkubation 

mit Zweitantikörper, einem alkalische Phosphatase (AP)-konjugierten Ziege-α-

human-IgG-Antikörper (A9544, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), für 2 Stunden bei 

Raumtemperatur, verdünnt in Block-Puffer. Nach drei Waschschritten mit Inkubation 

für jeweils 20 Minuten in TBST-T wurden die Arrays für 10 Minuten mit AP-Puffer (1 

mM MgCl2, 100 mM Tris-Cl, pH 9.5) inkubiert. Die Entwicklung erfolgte durch 

fünfminütige 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 

Anregungswellenlänge von 460 nm visualisiert und mit der AIDA-Software (Raytest, 

Berlin, Deutschland) analysiert. Dabei wurde jedem Spot ein Intensitätswert 

zugeordnet. Die positiven Spots wurden dann über ihre Lokalisation auf dem Array 

hinsichtlich ihrer Klonidentität 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_112740.142) wurde in zwei bakteriellen 

Klonen und jeweils in einem pRSET-Vektor (engine GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) 

exprimiert. Es wurden zwei verschiedene Proteinfragmente von hnRNP-DL 

(Aminosäure 81-420 und 120-420) von mir exprimiert und aufgereinigt. Die längere 
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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 verfügbar war, der die komplette hnRNP-DL Sequenz (Aminosäure 1-420) 

repräsentierte, wurde dieser von mir selbst kloniert, transformiert, exprimiert und 

aufgereinigt. Dazu wurde die cDNA von hnRNP-DL (IRAUp969E0262D) von Source 

BioScience (Nottingham, Vereinigtes Königreich) bezogen. Unter Verwendung 

spezifischer Oligonukleotide wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

durchgeführt:  

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) durchgeführt. Das Endvolumen der 

Amplifikationsreaktion betrug jeweils 50µL. Nach der initialen Denaturierung der DNA 

bei 94 °C für 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 über Agarosegelelektrophorese. Dazu wurden jeweils 10 µL PCR-

Produkt mit 2 µL sechsfach Probenpuffer (Fluka, Altmann Analytik München, 

Deutschland) über horizontale Gelelektrophorese in 2 %igen (w/v) Agarosegelen 

(Agarose GTQ, Roth, Karlsruhe, Deutschland) und bei 80 mV, in TAE-Puffer (Fluka, 

Altmann Analytik München, Deutschland) für 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 

gewünschte 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.  Für 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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Anschließend erfolgte die Plasmidpräparation (QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, 

Hilden, Deutschland). Die Klonierung wurde durch Sequenzierung überprüft (LGC 

Genomics, Berlin, Deutschland). Dieses damit erzeugte Protein (hnRNP-DL, 

Aminosäure 1-420) wurde in Vorexperimenten mit dem hnRNP-DL (Aminosäure 81-

420) verglichen. 

Als weiteres Kontrollprotein und zum Test auf Kreuzreaktivität wurde das bereits 

publizierte hnRNP-D in den Expressionsstamm BL21-(DE3)-pLysS (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gemäß dem Herstellerprotokoll 

transformiert, exprimiert und aufgereinigt. Das hnRNP-D (AUF1)-Isoform p45, 

kloniert in den pTrcHis-Vektor (Life technologies; Carlsbad, USA), enthält die längste 

Transkriptvariante von AUF1 (UniProt NP_112738.142). Diese besteht aus 322 

Aminosäuren (45 kDa) und wurde von Gary Brewer (School of Medicine, Wake Forest 

University, USA) zur Verfügung gestellt.  

Für 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 µg/mL Kanamycin; pRSET/pTrcHis, 50 µg/mL Ampicillin). Die 

Kulturen des Expressionsstammes (E. coli LysS oder -SCS1) wurden aus der 

Glycerolkultur (1 mL Übernachtkultur, 30 % Glycerin) im Expressionsmedium 

angeimpft und ca. 16 Stunden inkubiert. Diese Kultur wurde dann in 1 L LB-Medium 

mit entsprechendem Antibiotikum als Hauptkultur überführt und bei 37°C unter 

Schütteln bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (OD600nm = 0.4-

0.6) inkubiert. Dann erfolgte die Induktion der Expression des His-Tag-

Fusionsproteins durch Zugabe von 1 mM Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG, 

Roth, Karlruhe, Deutschland). Nach 4 Stunden wurden die Bakterienzellen bei 20.000 

g für 10 Minuten pelletiert und bei -20 °C aufbewart.  

Die Aufreinigung erfolgte mittels Metallchelataffinitätschromatografie (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 größerer Proteinmengen 

erfolgte kontinuierlich im Säulen-Verfahren mittels Flüssigchromatographie-Systems 

(ÄKTA 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 
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Gesamtprotein wurde mit dem Bradford-Assay (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

gemessen. Für die Kontrolle der Proteinexpression und der Reinigung wurden jeweils 

20 µL Probe mit 4 µL sechsfach Probenpuffer43 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 angefärbt. 

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 µM 

Na3VO4, 150 mM NaCl und 1 mM DTT, durchgeführt. Anschließend erfolgte die 

Homogenisierung mit einem Ultra Turrax (T25; IKA, Staufen, Deutschland) dreimal 

für jeweils 1 Minute. Der Aufschluss wurde abzentrifugiert (1 Minute, 17.000 g) und 

der Überstand abgenommen. Das Pellet wurde dann weiter, dreimal für jeweils 1 

Minute mit Ultraschall (VibraCell; Sonics and Materials, Danbury, USA) in 8M 

Harnstoff homogenisiert, um auch die schwerlöslichen Proteine aufzuarbeiten. Die 

Auftrennung erfolgte auf einem SDS-Gel, wobei jeweils 10 µg des Überstandes und 

des Pellet-Homogenats zusammen in einer Probentasche aufgetragen wurden. 

Für den immunologischen Nachweis der Proteine wurden diese nach der SDS-PAGE 

auf eine Nitrocellulosemembran (BA85; Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) 

übertragen. Der Proteintransfer erfolgte im Tank-Blot-Puffer (15 mM Tris, 0.1 mM 

Glycin) für 1 Stunde und 400 mA in einer Blotkammer (TE22; Hoefer, Holliston, USA) 

unter Rühren und Wasserkühlung. Danach wurde die Membran etwa 5 Minuten in 

Ponceau S-Lösung (destilliertes Wasser, 0.2 % w/v Ponceau S, 3 % w/v TCE, 3 % 

w/v Sulfosalicylsäure) inkubiert und anschließend 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 für 1 Stunde geblockt in 3% w/v Milchpulver in PBS, pH 7.4. Der 

Primärantikörper wurde in Block-Puffer verdünnt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. 

Dabei wurde ein α-hnRNP-DL-Antikörper (ARP40586_P050; 1:500; Aviva Systems 

Biology, San Diego, USA), ein α-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 Antikörper 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 α-Kaninchen IgG- oder α-Maus IgG-Peroxidase-Konjugat 

(Dako Agilent Pathology Solutions, Santa Clara, USA) 1:1000 verdünnt in 

Waschpuffer mit fettfreier Milch (3 % w/v) inkubiert. Nach fünf 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, außer der 

Entnahme der Gelenkbiopsie vom Patienten, wurde von mir durchgeführt und 

ausgewertet. 

2.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) und 

Immunoaffinitätsreinigung von α-hnRNP-Autoantikörpern 

Es wurde ein nichtkompetitiver einseitiger Enzym-Immunoassay (ELISA) zum 

Autoantikörpernachweis durchgeführt. 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 µg Protein in einem Kopplungsvolumen von 100 µL 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 µL/Vertiefung) und einem Blockierungschritt (5 % w/v Milchpulver in PBS, 

pH 7.4, 200 µL/Vertiefung) für 90 Minuten unter Schütteln wurden die Platten dann 

mit den Serumproben (1:200 Verdünnung in 1.5 % w/v BSA in PBS, pH 7.4, 

100 µL/Vertiefung) für 60 Minuten unter Schütteln inkubiert. Auf jeder Platte wurde 

jeweils eine Sekundärantikörperkontrolle mitgeführt, bei der nur 

Serumverdünnungspuffer pipettiert wurde. Die Platten wurden anschließend viermal 

mit Waschpuffer gewaschen und mit dem entsprechenden Peroxidase-konjugierten 

Sekundärantikörper (α-human IgG, P0214, 1:5000; α-Maus IgG, P0260, 1:1000; 
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Dako Agilent Pathology Solutions, Santa Clara, USA, verdünnt in 5 % w/v Milchpulver 

in PBS, pH 7.4, 100 µL/Vertiefung) 45 Minuten schüttelnd inkubiert. Danach wurden 

die Platten fünfmal mit Waschpuffer gewaschen. Die Entwicklung erfolgte über 5 

Minuten mit 3.3`,5.5`-Tetramethylbenzidin (TMB; Seramun, Heidesee, Deutschland) 

(100 µL/Vertiefung) und das Abstoppen der Reaktion mit 0.5 M H2SO4 

(100 µL/Vertiefung). Die Farbreaktion wurde mit einem SpectraFluor-Reader (Tecan, 

Männedorf, Schweiz) bei 450 nm und 620 nm als Referenzwellenlänge gemessen.  

Alle ELISA-Inkubationsschritte wurden bei 200 rpm geschüttelt (Titramax; Fa. 

Heidolph Schwabach, Deutschland). Die Waschschritte erfolgten automatisch 

(HydroFlex™, Tecan, Männedorf, 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 (außer SLE) oder im Vergleich zu normalen Kontrollen bestimmt, jeweils 

mit 98 % Spezifität. Entsprechend dieser Cutoff-Werte erfolgte die qualitative 

(positiv/negativ) Bewertung der Seren.  

Zur Bestimmung der Serumreaktivität 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 CaCl2 

inkubiert wurden. Parallel wurden Kontrollen mitgeführt, bei denen nur 

Citrullinierungspuffer pipettiert wurde. Anschließend wurden die ELISA-Experimente 

wie beschrieben durchgeführt.  

Zum Nachweis der Reaktivität gegen zyklische citrullinierte Peptide sowie des 

Rheumafaktors wurden kommerzielle ELISA-Kits (Euroimmun, Lübeck, Deutschland) 

gemäß dem Herstellerprotokoll verwendet.  

Für die statistische Analyse wurden der Mann-Whitney-Test, der Spearman-

Korrelationstest oder die ROC-Analyse durchgeführt (GraphPad Software, Version 

8.0.0, San Diego, Kalifornien USA, www.graphpad.com). 

Für die Charakterisierung der Autoantikörper im Immunfluoreszenztest wurden 

spezifische hnRNP-DL (Aminosäure 81-420) und hnRNP-D (p45) mittels ELISA-

Elutionstechnik isoliert und gereinigt, nach dem Prinzip der 

Affinitätschromatographie. Das rekombinante Protein wurde, wie bereits 
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beschrieben, gekoppelt. Nach dem Blockierungsschritt wurden die Mikrotiterplatte 

mit einem RA-Patienten-Serumpool (10 RA-Seren, jeweils 1:25 verdünnt mit 1.5 % 

w/v BSA in PBS pH 7.4) über Nacht bei 4 °C inkubiert. Zur Entfernung der 

ungebundenen Komponenten folgten drei Waschschritte für jeweils 1 Minute (PBS-

0.1 % v/v Tween20, 300 µl pro Vertiefung). Die Elution der proteinspezifisch 

gebundenen Antikörper erfolgte durch die Erniedrigung des pH-Wertes mit einem 

Glycin-Puffer (0.2 M Glycin-HCl, pH 2.4). Pro Vertiefung wurden 100 µL pipettiert und 

die Platte für 10 Minuten schüttelnd inkubiert. Bei Abnahme des Eluats aus den 

einzelnen Vertiefungen wurde mehrmalig resuspendiert, um die Ablösung der 

Antikörper zu verstärken. Das Eluat wurde gepoolt und mit 1:7 des Gesamtvolumens 

mit 1 M Tris, pH 8.8 zur Neutralisation versetzt. Anschließend erfolgte die Dialyse 

gegen PBS pH 7.4 (Membra-Cel™, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland). 

Die Entwicklung, Durchführung und Auswertung der ELISA-Tests sowie die 

Immunoaffinitätsreinigung wurden von mir durchgeführt. Die α-CCP2-Untersuchung 

der SLE Seren wurde von Madeleine Jenning durchgeführt. 

2.4 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie und 

Immunhistochemische Analyse 

Die affinitätsgereinigten Antikörper wurden auf HEp-2 Zellen in einem indirekten 

Immunfluoreszenztest in Bezug auf α-nukleäre bzw. α-cytoplasmatische 

Antigenreaktion charakterisiert. Dabei wurde mit dem ANA HEp-2 Plus Kit (Generic 

Assays Dahlewitz, Deutschland) nach Angaben des Herstellers gearbeitet. Die 

Objektträger wurden mit den affinitätsgereinigten α-hnRNP-D p45- oder α-hnRNP-

DL-Antikörpern jeweils unverdünnt in PBS oder Kaninchen-α-RCK/p54-Antikörpern44 

(1:500; University of Florida, Gainesville, Florida, USA) nach Angaben des Herstellers 

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

Anschließend wurden die entsprechenden Sekundärantikörper gegen humane 

Antikörper (FITC-konjugierte α-Human-IgG Antikörpern; ANA HEp-2 plus; Generic 

Assays, Dahlewitz, Deutschland) bzw. gegen Kaninchen-Antikörper (polyklonalen 

Ziegen-α-Kaninchen-IgG (H+L)-Cy3 (1:50, 111-165-144, Dianova; Hamburg, 

Deutschland) inkubiert. Die Auswertung der Präparate erfolgte bei 400-facher 

Vergrößerung unter Verwendung der entsprechenden Wellenlängenfilter für die 

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

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

HeLa-Zellen wurden ausplattiert und 1 Stunde mit 0,5 M Natriumarsenit behandelt45. 

Als Primärantikörper wurden die affinitätsgereinigten α-hnRNP-DL-Antikörper 

unverdünnt, Kaninchen-Antikörper gegen humane hnRNP-D-Peptide32 in 1:1000, 

Maus α-ATXN2-Antikörper46 in 1:200 und Maus α-hnRNP-A2/B1 (Acris Antibodies, 

San Diego, USA) in 1:500 Verdünnung in PBS getestet. Die Durchführung der 

Immunfärbung und die mikroskopische Auswertung erfolgte durch Franziska Welzel 

wie bereits beschrieben47.  

Weiter wurde humanes Synovialgewebe immunhistochemisch analysiert. Dazu wurde 

der α-hnRNP-DL-Antikörper (ARP4085_T100; Aviva Systems Biology; San Diego, 

USA) in einer Verdünnung 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 Objektträger wurden mit einem CX41-Mikroskop (Olympus, Tokio, 

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

Die Herstellung und die Immunfärbung 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 durchgeführt 

und zusammen mit Karl Skriner ausgewertet. 

2.5 Datenbanksichtung und Globaler Sequenzvergleich 

Mit Hilfe der Datenbank Gen-Bank-EMBL48 wurden die DNA-Sequenzen analysiert. 

Die Primer-Sequenzen wurden mit dem BLASTn-Algorithmus49 auf Spezifität geprüft. 

Weiter wurden die Aminosäuresequenzen 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-Algorithmus37 mittels des Programms Needle 

(Version 201950), welches online über die EMBOSS-Website abgerufen wurde51.  
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Die Analysen wurden von mir durchgeführt. 

 



3 Ergebnisse und Diskussion  23 

 

3 Ergebnisse und Diskussion 

 

Auf der Suche nach neuen Autoantikörpern als Biomarker, die speziell für 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 Antikörper-

Reaktivität gegen die, auf dem genannten Macroarray aufgebrachte humane Protein-

Bibliothek untersucht52. Es wurden mehrere RA-spezifische Antigene identifiziert 

(Additional file 2: Tab. 1)53. In Anbetracht von bereits publizierten Ergebnissen der 

Arbeitsgruppe zum hnRNP-A2/B1 und hnRNP-D32,54 wurde aus der Positivliste das eng 

verwandte Protein hnRNP-DL ausgewählt und im Rahmen dieser Arbeit im Detail 

untersucht. Innerhalb der getesteten Proteinbibliothek zeigte speziell der Klon, der 

ein Proteinfragment der Aminosäure 81-420 exprimiert, bei 20 % der getesteten RA-

Patienten ein RA-spezifisches positives Signal. Weil das kürzere DL-Fragment 

(Aminosäure 120-420) ebenso auf dem Array vorhanden ist, jedoch nicht von den 

RA-Seren erkannt wurde, konnte die Region der Epitop-Bindung auf die Aminosäuren 

81-119 eingegrenzt werden. Dieses Protein wurde hnRNP-DLmir (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)53. Obwohl die 

Antikörperbestimmung 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 finden55 

Die verwendeten kommerziell erhältlichen Protein-Arrays  enthalten, bedingt durch 

die Generierung der hEX1 Klon-Bank41, auch zufällig entstandene Abbruchklone, 

wodurch verschiedene verkürzte 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 werden56 und Protein-Antikörper-, Protein-

Ligand- oder Protein-Wirkstoff-Interaktionen detektiert werden. Zudem können auch 

Sekundär- und Tertiär-Strukturen analysiert werden, deren Darstellung bei reinen 

Peptid-Arrays kaum oder nur sehr eingeschränkt möglich ist. Durch die Heterogenität 

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. Für 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 bewährte Methode anwendbar 

um Autoantikörper zu messen57. Im Handel sind alle erforderlichen Reagenzien für 

die Durchführung des Tests als Kits erhältlich, so dass ein schneller Zugang in ein 

standardisiertes Verfahren möglich ist. Diese Methode wurde daher in dieser Arbeit 

eingesetzt, um den diagnostischen Wert der Autoantikörper zu analysieren. 

Das rekombinant exprimierte und gereinigte Protein wurde im ELISA mit Seren von 

verschiedenen RA-Kohorten (Risk-RA58, mit/ohne RA-Diagnose n=34/28, Karolinska-

Universitätskrankenhaus, Stockholm, Schweden; Risk-RA, mit/ohne Diagnose 

n=3/6, Universität Erlangen; frühe RA Kohorte, EIRA59, n=404, Karolinska-

Universitätskrankenhaus Stockholm, Schweden; frühe RA-Kohorte mit 

Lungenbeteiligung, LURA60, n=106, Karolinska-Universitätskrankenhaus, Stockholm, 

Schweden; etablierte RA-Kohorte der Predict52, n=127, Charité), Patienten mit 

verschiedenen anderen rheumatischen Erkrankungen (SLE, n=89; Multiple Sklerose, 

Sklerodermie, Sjögren 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 Reaktivität getestet. In diesen Studien 

wurde die Mehrheit der IgG-Autoantikörper gegen hnRNP-DLmir in Seren von 

Patienten mit SLE (36 %) und RA (6-21 %) gefunden. In geringerem Maße wurde 

das Vorkommen von Reaktivitäten auch bei Psoriasis Arthritis (15 %), Multipler 

Sklerose und Sklerodermie (jeweils 5 %) sowie bei gesunden Kontrollen (2 %) 

nachgewiesen52. Zur Bestätigung der ersten Proteinarray-Daten zeigte die ebenfalls 

gereinigte hnRNP-DL2-Isoform (Aminosäure 120-420), der die einzigartige N-

terminale Region fehlt, eine deutlich geringere Seroreaktivität bei RA- (9 %) und 

SLE-Patienten (15 %) im Vergleich zur hnRNP-DLmir-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 Reaktivität ebenfalls geringer. Vermutlich hängt 

diese Veränderung der Reaktivität mit der Tertiärstruktur des Proteins zusammen 

und es kommt während des nativen Kopplungsprozesses auf der ELISA-Platte zu 
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einer Umfaltung des Proteins, die das Epitop teilweise verdecken könnte. Zur 

genauen Charakterisierung eines Epitops in der Primär- und/oder Sekundärstruktur 

des Proteins könnte analog zu den Arbeiten von Jenning et al. 202056 ein 

Peptidscreening erfolgen und dazu ein standardisierter Peptid-ELISA-Test entwickelt 

werden. Es wurde jedoch auf eine solche Einschränkung der Epitop-Suche verzichtet 

und in dieser Arbeit die Immunreaktion des bereits identifizierten komplexeren 

Epitops charakterisiert und Einflüsse durch Citrullinierung näher untersucht. 

Durch die Testung der verschiedenen RA-Kohorten konnte das Autoantikörperniveau 

bei verschiedenen Krankheitszuständen und Behandlungen geprüft werden. Die 

frühen RA-Kohorten (Risk-RA58, 13 %/EIRA59, 21 %) zeigten dabei höhere 

Sensitivitäten als die Kohorten mit längerer Krankheitsdauer und unter 

verschiedenen Therapien (LURA60, 8 %/Predict (etablierte RA, Charité)52, 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 Autoantikörperziele sind, 

darunter auch citrulliniertes hnRNP-A2/B135. Die parallele Detektion des cirullinierten 

Antigens wurde dabei in den ELISA-Test integriert. Dabei war keine zusätzliche 

Antigenpräparation erforderlich, weil das Antigen direkt auf der ELISA-Platte 

citrulliniert wurde. Bei paralleler Austestung eines größeren Protein-Sets, wird die 

Durchführung und der Probenaufwand allerdings auch komplexer und ineffizient. 

Dabei könnte man versuchen mehrere Biomarker in einem Well zu detektieren und 

einen Multiplex-Test zu entwickeln, wie es beispielsweise für Diabetes Biomarker 

publiziert wurde61 

In den Kohorten der frühen und auch der etablierten RA wurde bei cit-DL die höchste 

Sensitivität detektiert (64-100 %)52. Diese Beobachtungen geben eine Anregung für 

zukünftige Experimente, hnRNP-DL und cit-DL in Verlaufsproben des gleichen 

Patienten zu untersuchen, um die Stabilität dieser spezifischen Autoreaktivität im 

Rahmen der Chronifizierung sowie unter Therapie, insbesondere unter Blockade der 

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

Bei der Prüfung von SLE-Seren mit cit-DL wurden 58 % positiv getestet, die im α-

CCP2 Test zu 98 % negativ waren52. 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 Veränderung solcher 

Proteinkomplexe zu einer pathogenen Reaktion und Autoimmunerkrankung führen 

kann, z. B. bei Entzündungsprozessen mit Überexpression von Interleukin (IL) 1-α 

und/oder Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), wenn dabei bakterielle oder auch 

körpereigene Peptidylarginindeiminasen (PADs) Modifikationen erzeugen. 

Möglicherweise können diese Modifikationen Änderungen der Faltungsstruktur im 

Rahmen von Entzündungsprozessen 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 werden52, die entzündliche Prozesse bei der RA fördern können und 

somit bereits publizierte Daten zu hnRNP-D (AUF1) unterstützen32. Wir vermuten, 

dass α-hnRNP-Autoantikörper, die gegen mRNA-Zerfallskomplexe gerichtet sind, Teil 

der Stressgranula sind. Bei der Untersuchung der EIRA-Seren konnte eine Assoziation 

von α-DL mit besserer Schmerzlinderung (VAS-Pain) auf verschiedene 

entzündungshemmende Therapien nach 6 Monaten gefunden werden (Additional file 

1: Table 4)53. Eine Rolle von hnRNP-DL und dagegen gerichtete Autoantikörper für 

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 α-hnRNPs verhindert62 und TLR- und MyD88-

Signaling am Schmerzpfad beteiligt sein können36,63.  

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 α-cit-DL und α-DL bestimmt. Dadurch entstand 

der neue CNDL-Index, durch den sich beschreiben lässt, ob die Reaktivität gegen die 

citrullinierte Proteinform überwiegt (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 α-DL-positiven Seren binden in gleicher Weise oder mehr an die 

citrullinierte Proteinvariante. Bei Erhöhung der Reaktivität durch Citrullinierung wird 

offensichtlich eine Mischung aus α-DL- und α-cit-DL-Antikörpern auf dem 

citrullinierten Protein nachgewiesen. Es ist also wichtig, beide Proteinformen parallel 

zu messen. Diese Beziehung der Antikörperantwort gegen native und citrullinierte 

Formen des gleichen Proteins wurde in den meisten früheren Veröffentlichungen über 
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citrullinierte Proteine nicht vorgenommen. Kürzlich konnte die Bedeutung dieser 

Betrachtungsweise, dass Seroreaktionen gegen Modifikationen und Nativformen 

gleichzeitig untersucht werden müssen, von der Arbeitsgruppe und auch anderen 

gezeigt werden56,64. Mit fortschreitender RA wurde der CNDL-Index zunehmend positiv 

und korrelierte mit parenchymatösen Veränderungen in der Lunge und dem 

Vorhandensein von Shared Epitope (SE)-Allelen und identifizierte Personen mit dem 

Risiko, eine RA zu entwickeln52.  

Anti-cit-DL kann vom Vorhandensein begünstigender Faktoren z. B. einer 

genetischen Veranlagung (SE), abhängen. Weiter könnten Faktoren wie        

Rauchen65,66, chronische bakterielle Infektionen z. B. durch Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans67 oder Porphyromonas gingivalis, die hnRNPs citrullinieren 

können56, zu einer Überexpression von hnRNPs führen. Dafür spricht die hier gezeigte 

Überexpression und Citrullinierung von hnRNP-DL im Synovialgewebe von RA-

Patienten52. In den hier untersuchten Tiermodellen sind solche begünstigenden 

Faktoren bisher nicht bekannt oder identifiziert, was erklären könnte, dass in den 

hier geprüften wichtigen RA- und SLE-Mausmodellen keine Autoantikörper-

Reaktivitäten gegen cit-DL nachgewiesen werden konnte52. Um diese Vermutung zu 

bestätigen und die Bedeutung solcher Modifikationen weiter zu untermauern, sollten 

entsprechende Modellsituationen mit humanen SE-Genen in Mäusen experimentell 

untersucht werden. 

Die höchsten CNDL-Index Werte wurden in den RA-Kohorten festgestellt, wobei die 

höchsten, ausschließlich positiven Werte, bei der etablierten RA-Kohorte festgestellt 

wurden (Predict, Sensitivität: 100 %; Cutoff RA vs. gesunde Kontrollen und 72 %; 

Cutoff RA vs. andere Erkrankungen)52. Diese Kohorte beinhaltete Patienten mit einem 

langen Krankheitsverlauf und verschiedenen früheren Therapien.  

Demgegenüber hatten 11-20 % der Patienten der frühen RA-Kohorten (Risk-

RA/EIRA/LURA), SLE und auch einzelne Patienten anderer Erkrankungen, einen 

negativen CNDL-Index. Bei diesen Patienten überwiegt die Reaktivität gegen das 

native Protein (α-DL) im Vergleich zum citrullinierten Protein (α-cit-DL). Bei der EIRA-

Kohorte konnten signifikante, klinische Zusammenhänge gezeigt werden. Bei 

alleiniger Betrachtung von Patienten mit negativem CNDL-Index zeigten, die 

erfolgreich mit MTX behandelten EIRA-Patienten die niedrigsten Werte (Additional  

file 1: Table 7)53, das heißt die größte Dominanz der Reaktivität gegen das native 
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Protein im Vergleich zum citrullinierten hnRNP-DL. Generell korrelierte der CNDL-

Index positiv mit dem α-cit-DL, jedoch weniger signifikant in der seronegativen 

Gruppe. Weiter korrelierte dieser ausschließlich in der seronegativen Gruppe negativ 

mit der α-DL-Reaktivität. Auch die sogenannte „receiver operating characteristic“ 

(ROC)-Analyse zeigte in der seronegativen Gruppe die beste Assoziation der α-DL 

Seroreaktivität mit dem erfolgreichen Therapieansprechen auf MTX (Additional file 1: 

Table 6)53.  

Des Weiteren korrelierte α-DL weder mit α-CCP2 noch mit RF-IgM, im Gegensatz zu 

α-cit-DL (Additional file 1: Table 3-5)53. Es wurde bereits veröffentlicht, dass 

seronegative Patienten oft eine mildere Form der RA aufweisen. Für RA-Patienten mit 

α-hnRNP-B1-Autoantikörpern konnte neben dem Bezug zur milden Erkrankung35 

auch die Assoziation zum besseren Ansprechen auf die Therapie mit MTX und α-TNF-

α bereits gezeigt werden68.  

Dies könnte auch die gute diagnostische Performance für diesen weiteren α-hnRNP-

Autoantikörper erklären, speziell in der seronegativen Gruppe der RA-Patienten52. 

Man kann spekulativ behaupten, dass es in Bezug auf RF-IgM/α-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 α-hnRNP-Autoantikörper mit einer milderen Erkrankung 

assoziiert sind35,69. 

Im RA-Mausmodell (SKG, Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist) kann, nach 

Einkreuzung des humanen SE, die Möglichkeit der Toleranzinduktion unter 

Verwendung von hnRNP-DL eingehender untersucht werden.  

Bei künftigen therapeutischen Ansätzen 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 (α-cit-DL, α-DL, CNDL-Index) 

können je nach Kohorte RF IgM/α-CCP2-seronegative RA-Patienten in 

unterschiedlichem Ausmaß detektiert werden. Innerhalb der Diagnostik können diese 

Autoantikörper, speziell in der seronegativen Gruppe, zur Vorhersage des 

Therapieerfolgs und des Schmerzniveaus nach sechsmonatiger Behandlung 

verwendet werden. 

Innerhalb dieser Arbeit wurden α-DL-Autoantikörper 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-Abhängigkeit gezeigt. Anti-native DL-

Autoantikörper wurden als Marker der frühesten RA-Krankheitsphase detektiert, vor 

Entwicklung der ACPA-Reaktivität und liefern Hinweise auf Therapieerfolg und 

geringere Schmerzintensität 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 CNDL-Index eingeführt, als ein 

korrigierter Wert für das citrullinierte Signal, der im Verlauf der RA ansteigt und mit 

dem Vorhandensein von SE-Allelen, sowie bei parenchymalen Lungenveränderungen 

ansteigt. Bei RA-Risikopatienten ist α-cit-DL und ∆DL vor Beginn der Erkrankung 

signifikant spezifisch in der Patientengruppe mit Diagnose und ist somit bereits vor 

Ausbruch und im Frühstadium der RA detektierbar. Durch Messung von α-(cit)hnRNP-

DL werden α-CCP2/RF-IgM seronegativen RA-Patienten detektiert und ein 

Lückenschluss 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-abhängiges 

Autoantigen ist, das vor allem bei RA und SLE sowie bei Mausmodellen entzündlich-

rheumatischer Erkrankungen eine Rolle spielt. Die Analysen der Mausmodelle zeigen, 

dass sich die Autoantikörper durch endogene und exogene Einflussfaktoren 

verändern und einen Zusammenhang bestimmter exogener Faktoren mit dem 

Vorhandensein von ACPA/SCE-Antikörpern bestehen könnte. Über TLR7 und -9 

Aktivierung, welche eine besondere Bedeutung in der Pathogenese und Therapie der 

RA haben70-75, erfolgt die B-Zell-Aktivierung und Freisetzung der α-hnRNP-

Autoantikörper. Beide sind notwendig für die Autoantikörper-Bildung. Nur wenn beide 

ausgeschaltet sind verschwindet der α-DL Autoantikörper und zeigen, dass DNA und 

RNA eine entscheidende Rolle bei der Pathophysiologie der RA zu spielen scheinen. 

Durch exogene Faktoren werden endogene Nukleinsäuren aus sterbenden Zellen 

freigesetzt und die Autoimmunreaktion gegen nukleinsäurebindende Proteine wie 

hnRNP-DL innitiiert. Ein prädisponierender genetischer Hintergrund, insbesondere 

MHC II, ist dabei ein weiterer Trigger, aufgrund der Fähigkeit, endosomale TLRs zu 

aktivieren. Die aufgezeigte TLR-, MyD88- und Schmerz-VAS-Korrelation von α-DL 

zeigt eine mögliche Verbindung zu Schmerz-Signalkaskaden auf. 

Insgesamt kann die kombinierte Messung nativer und citrullinierter Autoantikörper 

und die Einführung des neuen CN-Index dazu beitragen, die Sensitivitätslücke zu 

schließen, um eine optimierte Messung für frühzeitige Behandlungsstrategien 

aufzuzeigen, die mit den derzeitigen handelsüblichen α-citrullinierte Protein/Peptid 

Antikörper (ACPA)-Tests nicht messbar sind. 

Weitere Studien sollten folgen, einschließlich der Epitop-Kartierung von hnRNP-DL, 

der genauen Identifizierung der in vitro citrullinierten Aminosäuren 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 -verläufen, um 

entsprechend der Reaktivitäten, neue Untergruppen von RA-Patienten zu ermitteln. 

Außerdem sollte die klinische Bedeutung der SCEs genauer untersucht werden. 

Weiterhin sollten hnRNP-DL und weitere native Autoantigene in Mausmodellen als 

Therapieansätze zur Toleranzinduktion bei RA und SLE näher erforscht werden. 
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Figure 2.    Characterisation of autoantibodies against, A, citrullinated α-hnRNP-

DLmir (cit-DL), B, α-hnRNP-DLmir (DL) and C, ∆OD between cit-DL and DL (∆DL) 

determed by ELISA in sera of other diseases (n=127; MS n=20, reA n=7, Sclero 

n=20, Sjö 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; Sjö, Sjögren´s syndrome; PsA, 

psoriasis arthritis; MB, ankylosing spondylitis; OA. Osteoarthritis 
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Table 1.    Mann Whitney U-test of (cit) α-hnRNP-DLmir-OD signals of seropositive 

and seronegative data sets of RA-cohorts. 

cohort Mann Whitney U 
Test 

cit-DL DL 

  seropos. seroneg. seropos. 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 **** ns 

      

EIRA median 0.7175 n=202 0.2403 n=202 0.1105 n=202 0.1200 n=202 

 P value <0.0001 0.2672 

 P value summary **** 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 **** ns 

 

 

Table 2.    Mann Whitney U-test of cit α-hnRNP-DLmir-OD signals of seronegative 

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

Mann Whitney 
Test 

Cit-DL 

 seroneg. 
EIRA 

other 
diseases 

median 0.2403 n=202 0.1455 n=127 

P value 0.0005 

P value summary *** 

  

 seroneg. 
Predict 

other 
diseases 

median 0.5255 n=41 0.1455 n=127 

P value <0.0001 

P value summary **** 

  

 seroneg. 
LURA 

other 
diseases 

median 0.1120 n=25 0.1455 n=127 

P value 0.2168 

P value summary ns 
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A

Spearman r

  r

  95% confidence interval

P value

  P (two-tailed)

  P value summary

  Exact or approximate P value?

  Significant? (alpha = 0.05)

0.8395

0.8072 to 0.8669

<0.0001

****

Approximate

Yes

 

B 

Spearman r

  r

  95% confidence interval

P value

  P (two-tailed)

  P value summary

  Exact or approximate P value?

  Significant? (alpha = 0.05)

0.9464

0.9292 to 0.9594

<0.0001

****

Approximate

Yes

 

 

C 

Spearman r

  r

  95% confidence interval

P value

  P (two-tailed)

  P value summary

  Exact or approximate P value?

  Significant? (alpha = 0.05)

0.5145

0.4018 to 0.6118

<0.0001

****

Approximate

Yes
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D 

Spearman r

  r

  95% confidence interval

P value

  P (two-tailed)

  P value summary

  Exact or approximate P value?

  Significant? (alpha = 0.05)

-0.2222

-0.3156 to -0.1246

<0.0001

****

Approximate

Yes

 

 

E 

Spearman r

  r

  95% confidence interval

P value

  P (two-tailed)

  P value summary

  Exact or approximate P value?

  Significant? (alpha = 0.05)

0.003228

-0.1389 to 0.1452

0.9636

ns

Approximate

No

 

F 

1 2 3

-2

-1

0

1

2

3

DL vs. DL seroneg.

DL seroneg.

Spearman r

  r

  95% confidence interval

P value

  P (two-tailed)

  P value summary

  Exact or approximate P value?

  Significant? (alpha = 0.05)

-0.4695

-0.5734 to -0.3509

<0.0001

****

Approximate

Yes
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Figure 3.    XY-Plot and Spearman Correlation of citrullinated or native α-hnRNP-

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

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 % 95% CI 
Likelihood 

Ratio 

> 0.1540 42.86 35.47% to 50.58% 80.65 63.72% to 90.81% 2.214 

> 0.1588 42.24 34.87% to 49.96% 80.65 63.72% to 90.81% 2.182 

> 0.1630 41.61 34.28% to 49.34% 80.65 63.72% to 90.81% 2.150 

> 0.1650 40.99 33.69% to 48.71% 80.65 63.72% to 90.81% 2.118 

> 0.1678 40.37 33.10% to 48.09% 80.65 63.72% to 90.81% 2.086 

> 0.1703 39.75 32.52% to 47.46% 80.65 63.72% to 90.81% 2.054 

> 0.1718 39.13 31.93% to 46.84% 80.65 63.72% to 90.81% 2.022 

> 0.1730 38.51 31.34% to 46.21% 80.65 63.72% to 90.81% 1.990 

> 0.1748 37.89 30.76% to 45.58% 80.65 63.72% to 90.81% 1.958 

> 0.1758 37.27 30.18% to 44.95% 80.65 63.72% to 90.81% 1.925 

> 0.1768 36.65 29.60% to 44.32% 80.65 63.72% to 90.81% 1.893 

> 0.1795 36.02 29.01% to 43.69% 80.65 63.72% to 90.81% 1.861 

> 0.1830 35.40 28.44% to 43.05% 80.65 63.72% to 90.81% 1.829 

> 0.1865 34.78 27.86% to 42.42% 80.65 63.72% to 90.81% 1.797 

> 0.1935 34.16 27.28% to 41.78% 80.65 63.72% to 90.81% 1.765 

> 0.1998 33.54 26.71% to 41.14% 80.65 63.72% to 90.81% 1.733 

> 0.2020 32.92 26.13% to 40.50% 80.65 63.72% to 90.81% 1.701 

> 0.2038 32.30 25.56% to 39.86% 80.65 63.72% to 90.81% 1.669 

> 0.2048 32.30 25.56% to 39.86% 83.87 67.37% to 92.91% 2.002 

> 0.2058 31.68 24.99% to 39.22% 83.87 67.37% to 92.91% 1.964 

> 0.2068 30.43 23.85% to 37.93% 83.87 67.37% to 92.91% 1.887 

> 0.2078 29.81 23.29% to 37.28% 83.87 67.37% to 92.91% 1.848 

> 0.2088 29.19 22.72% to 36.63% 83.87 67.37% to 92.91% 1.810 

> 0.2103 28.57 22.16% to 35.99% 83.87 67.37% to 92.91% 1.771 

> 0.2120 27.95 21.59% to 35.33% 83.87 67.37% to 92.91% 1.733 

> 0.2158 27.33 21.03% to 34.68% 83.87 67.37% to 92.91% 1.694 

> 0.2200 26.71 20.48% to 34.03% 83.87 67.37% to 92.91% 1.656 

> 0.2215 26.09 19.92% to 33.37% 83.87 67.37% to 92.91% 1.617 

> 0.2283 25.47 19.36% to 32.71% 83.87 67.37% to 92.91% 1.579 

> 0.2380 24.22 18.26% to 31.39% 83.87 67.37% to 92.91% 1.502 

> 0.2428 23.60 17.71% to 30.73% 83.87 67.37% to 92.91% 1.463 

> 0.2455 22.98 17.16% to 30.06% 83.87 67.37% to 92.91% 1.425 

> 0.2480 22.36 16.61% to 29.40% 83.87 67.37% to 92.91% 1.386 

> 0.2498 22.36 16.61% to 29.40% 87.10 71.15% to 94.87% 1.733 

> 0.2513 22.36 16.61% to 29.40% 90.32 75.10% to 96.65% 2.311 

> 0.2608 21.74 16.07% to 28.73% 90.32 75.10% to 96.65% 2.246 

> 0.2703 21.12 15.52% to 28.06% 90.32 75.10% to 96.65% 2.182 
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> 0.2740 20.50 14.98% to 27.39% 90.32 75.10% to 96.65% 2.118 

> 0.2780 19.88 14.45% to 26.71% 90.32 75.10% to 96.65% 2.054 

> 0.2873 19.25 13.91% to 26.03% 90.32 75.10% to 96.65% 1.990 

> 0.2983 18.63 13.38% to 25.35% 90.32 75.10% to 96.65% 1.925 

> 0.3028 18.01 12.84% to 24.67% 90.32 75.10% to 96.65% 1.861 

> 0.3148 17.39 12.32% to 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% to 22.61% 90.32 75.10% to 96.65% 1.669 

> 0.3328 15.53 10.74% to 21.92% 90.32 75.10% to 96.65% 1.605 

> 0.3378 14.91 10.23% to 21.22% 90.32 75.10% to 96.65% 1.540 

> 0.3430 14.29 9.712% to 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% to 19.12% 90.32 75.10% to 96.65% 1.348 

> 0.3683 12.42 8.187% to 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 5.590 2.969% to 10.28% 93.55 79.28% to 98.85% 0.8665 

> 0.6288 5.590 2.969% to 10.28% 96.77 83.81% to 99.83% 1.733 

> 0.6663 4.969 2.539% to 9.498% 96.77 83.81% to 99.83% 1.540 

> 0.7028 4.348 2.122% to 8.702% 96.77 83.81% to 99.83% 1.348 

> 0.7125 3.727 1.719% to 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% to 6.213% 96.77 83.81% to 99.83% 0.7702 

> 0.7605 1.863 0.5079% to 5.335% 96.77 83.81% to 99.83% 0.5776 

> 0.8710 1.242 0.2207% to 4.416% 96.77 83.81% to 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% to 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 

 

 Sensitivity % 95% Cl Specificity % 95% CI 
Likelihood 

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% to 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% to 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% to 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 14.10 8.061% to 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% to 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 5.128 2.012% to 12.46% 86.67 62.12% to 97.63% 0.3846 

> 0.5495 3.846 1.048% to 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% to 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 0.5072 to 0.7774 

P value 0.0724 

Data  
Controls (DL_seroneg_nonR) 16 

Patients (DL_seroneg_R) 83 

 

 Sensitivity % 95% Cl Specificity % 95% CI 
Likelihood 

Ratio 

> 0.1365 50.60 40.06% to 61.09% 81.25 56.99% to 93.41% 2.699 

> 0.1415 49.40 38.91% to 59.94% 81.25 56.99% to 93.41% 2.635 

> 0.1458 48.19 37.76% to 58.78% 81.25 56.99% to 93.41% 2.570 

> 0.1470 46.99 36.62% to 57.62% 81.25 56.99% to 93.41% 2.506 

> 0.1490 45.78 35.49% to 56.45% 81.25 56.99% to 93.41% 2.442 

> 0.1508 44.58 34.36% to 55.27% 81.25 56.99% to 93.41% 2.378 

> 0.1520 42.17 32.12% to 52.91% 81.25 56.99% to 93.41% 2.249 

> 0.1540 42.17 32.12% to 52.91% 87.50 63.98% to 97.78% 3.373 

> 0.1608 40.96 31.01% to 51.71% 87.50 63.98% to 97.78% 3.277 

> 0.1703 39.76 29.91% to 50.52% 87.50 63.98% to 97.78% 3.181 

> 0.1748 38.55 28.81% to 49.31% 87.50 63.98% to 97.78% 3.084 

> 0.1785 37.35 27.72% to 48.10% 87.50 63.98% to 97.78% 2.988 

> 0.1850 36.14 26.63% to 46.88% 87.50 63.98% to 97.78% 2.892 

> 0.1968 34.94 25.56% to 45.66% 87.50 63.98% to 97.78% 2.795 
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> 0.2058 33.73 24.48% to 44.42% 87.50 63.98% to 97.78% 2.699 

> 0.2095 31.33 22.36% to 41.94% 87.50 63.98% to 97.78% 2.506 

> 0.2168 30.12 21.31% to 40.69% 87.50 63.98% to 97.78% 2.410 

> 0.2313 28.92 20.27% to 39.43% 87.50 63.98% to 97.78% 2.313 

> 0.2428 27.71 19.23% to 38.16% 87.50 63.98% to 97.78% 2.217 

> 0.2455 26.51 18.20% to 36.89% 87.50 63.98% to 97.78% 2.120 

> 0.2480 25.30 17.19% to 35.60% 87.50 63.98% to 97.78% 2.024 

> 0.2505 25.30 17.19% to 35.60% 93.75 71.67% to 99.68% 4.048 

> 0.2608 24.10 16.17% to 34.31% 93.75 71.67% to 99.68% 3.855 

> 0.2703 22.89 15.17% to 33.01% 93.75 71.67% to 99.68% 3.663 

> 0.2750 21.69 14.18% to 31.70% 93.75 71.67% to 99.68% 3.470 

> 0.3058 20.48 13.20% to 30.38% 93.75 71.67% to 99.68% 3.277 

> 0.3328 19.28 12.23% to 29.04% 93.75 71.67% to 99.68% 3.084 

> 0.3493 18.07 11.27% to 27.70% 93.75 71.67% to 99.68% 2.892 

> 0.3683 16.87 10.32% to 26.34% 93.75 71.67% to 99.68% 2.699 

> 0.3713 15.66 9.388% to 24.98% 93.75 71.67% to 99.68% 2.506 

> 0.3800 14.46 8.468% to 23.59% 93.75 71.67% to 99.68% 2.313 

> 0.4033 13.25 7.564% to 22.19% 93.75 71.67% to 99.68% 2.120 

> 0.4193 12.05 6.678% to 20.78% 93.75 71.67% to 99.68% 1.928 

> 0.4648 10.84 5.810% to 19.34% 93.75 71.67% to 99.68% 1.735 

> 0.5175 9.639 4.965% to 17.88% 93.75 71.67% to 99.68% 1.542 

> 0.5525 9.639 4.965% to 17.88% 100.0 80.64% to 100.0%  
> 0.6048 8.434 4.145% to 16.40% 100.0 80.64% to 100.0%  
> 0.6663 7.229 3.355% to 14.89% 100.0 80.64% to 100.0%  
> 0.7028 6.024 2.600% to 13.34% 100.0 80.64% to 100.0%  
> 0.7280 4.819 1.890% to 11.75% 100.0 80.64% to 100.0%  
> 0.7533 3.614 0.9852% to 10.10% 100.0 80.64% to 100.0%  
> 0.7605 2.410 0.4281% to 8.366% 100.0 80.64% to 100.0%  
> 1.434 1.205 0.06180% to 6.514% 100.0 80.64% to 100.0%  
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Table 7.    Negative CNDL-index of MTX-treated EIRA patients n=192 (Resp. n=161, 

non-Resp. n=31) 

∆DL_Responder 
N=27 

∆DL_nonResponder 
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 0.5246 

Std. Error 0.06190 

95% confidence interval 0.4033 to 0.6459 

P value 0.6995 

Data  
Controls (DL_nonR) 31 

Patients (DL_R) 63 

 

 Sensitivity % 95% Cl Specificity % 95% CI 
Likelihood 

Ratio 

> 0.1118 23.81 14.99% to 35.64% 80.65 63.72% to 90.81% 1.230 

> 0.1153 22.22 13.73% to 33.91% 80.65 63.72% to 90.81% 1.148 

> 0.1178 22.22 13.73% to 33.91% 83.87 67.37% to 92.91% 1.378 

> 0.1213 20.63 12.48% to 32.17% 83.87 67.37% to 92.91% 1.279 

> 0.1245 19.05 11.25% to 30.41% 83.87 67.37% to 92.91% 1.181 

> 0.1270 19.05 11.25% to 30.41% 87.10 71.15% to 94.87% 1.476 

> 0.1308 17.46 10.04% to 28.62% 87.10 71.15% to 94.87% 1.353 

> 0.1358 17.46 10.04% to 28.62% 90.32 75.10% to 96.65% 1.804 

> 0.1443 15.87 8.857% to 26.81% 90.32 75.10% to 96.65% 1.640 

> 0.1558 12.70 6.577% to 23.11% 90.32 75.10% to 96.65% 1.312 

> 0.1638 12.70 6.577% to 23.11% 93.55 79.28% to 98.85% 1.968 

> 0.1703 12.70 6.577% to 23.11% 96.77 83.81% to 99.83% 3.937 

> 0.1740 12.70 6.577% to 23.11% 100.0 88.97% to 100.0%  
> 0.1985 9.524 4.438% to 19.26% 100.0 88.97% to 100.0%  
> 0.2263 7.937 3.438% to 17.27% 100.0 88.97% to 100.0%  
> 0.2373 6.349 2.497% to 15.22% 100.0 88.97% to 100.0%  
> 0.2515 4.762 1.298% to 13.09% 100.0 88.97% to 100.0%  
> 0.2753 3.175 0.5641% to 10.86% 100.0 88.97% to 100.0%  
> 0.2930 1.587 0.08142% to 8.459% 100.0 88.97% to 100.0%  
 

seropositive n=63 

Area 0.5785 

Std. Error 0.08150 

95% confidence interval 0.4187 to 0.7382 

P value 0.3515 

Data  
Controls (DL_seropos_nonR) 16 

Patients (DL_seropos_R) 47 

 

 Sensitivity % 95% Cl Specificity % 95% CI 
Likelihood 

Ratio 
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< 0.02575 2.128 0.1091% to 11.11% 100.0 80.64% to 100.0%  
< 0.02625 4.255 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% to 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% to 97.78% 0.6809 

< 0.03775 12.77 5.985% to 25.17% 87.50 63.98% to 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% to 97.78% 1.872 

< 0.05075 25.53 15.25% to 39.51% 87.50 63.98% to 97.78% 2.043 

< 0.05200 25.53 15.25% to 39.51% 81.25 56.99% to 93.41% 1.362 

< 0.05275 27.66 16.94% to 41.76% 81.25 56.99% to 93.41% 1.475 

< 0.05375 31.91 20.40% to 46.17% 81.25 56.99% to 93.41% 1.702 

< 0.05475 34.04 22.17% to 48.33% 81.25 56.99% to 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 

 

 Sensitivity % 95% Cl Specificity % 95% CI 
Likelihood 

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% to 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 12.50 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 α-hnRNP-DLmir (DL) is rather present in 6-

month EULAR Responder RA patients who had received MTX or α-TNF inhibitor 

therapy (Enbrel®). A-C, Citrullinated α-hnRNP-DLmir (citDL) (A), α-hnRNP-DLmir (DL) 

(B) and ∆ OD between citDL and DL (∆DL) (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, α-DL were measured by ELISA in 

patient sera from the Predict cohort treated with α-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 

Figure 5.    A, Influence of cytokines on hnRNP-DL expression determined by 

immunoblotting. Cellular extracts from unstimulated, IL1α- or TNFα-stimulated HeLa 

cells and from unstimulated and IL6-stimulated HepG2 cells were probed with α-

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 α-

deiminated arginine antibody and an α-hnRNP-DL antibody. Both positive bands 

were labled with hnRNP-DL, which isoforms were not analysed. 
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Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht. 
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