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1 deutsche Zusammenfassung
der Publikation: ,,NMDA Receptors in Health and Diseases: New Roles and

Signaling Pathways - Anti-N-Methyl-D-Aspartate Receptor (NMDAR)

Autoantibodies as Potential Biomarkers of Fatigue in Patients with Rheumatic

Diseases‘’



1.1 Einleitung / Ziel der Dissertation

Mehr als 50 % aller Patienten mit rheumatischen Erkrankungen leiden unter Fatigue, ein
Uberwaéltigendes, schwachendes und anhaltendes Erschopfungsgefiihl, das die motorischen
und kognitiven Funktionen einer Person auf ein niedriges Niveau reduziert und zu erheblichen
sozialen und 6konomischen Konsequenzen fihrt (1, 2).

Fatigue ist eines der frihesten unspezifischen Krankheitssymptome von Malignomen,
zahlreichen chronisch-entzindlichen und immunologischen Erkrankungen und tritt besonders
haufig bei rheumatischen Erkrankungen auf (2, 3).

Fatigue ist eine wichtige Determinante der gesundheitlichen Lebensqualitdt (QoL) bei
Patienten mit entzundlich-rheumatischen Erkrankungen, selbst wenn die entzindliche
Krankheitsaktivitat in Remission ist (4). Obwohl die Komplikationen von Fatigue nicht
lebensbedrohlich sind, kann ihre Chronizitat erhebliche Auswirkungen auf mehrere Aspekte
der Lebensqualitat und der Erwerbsfahigkeit haben (5).

Trotz der groRen Kklinischen Bedeutung und hohen Pravalenz von Fatigue bei Patienten mit
rheumatischen Erkrankungen ist seine Pathophysiologie noch nicht vollstandig gekléart (6).
Bisher sind weder Biomarker noch experimentelle Tests zur objektiven Messung verfugbar.
Deshalb basiert die Diagnose noch immer auf patientenbezogenen Fragebdgen mit allen
denkbaren Einschrankungen (4). In Anbetracht des einschréankenden Potentials dieses
Phanomens hat die Entschlisselung seiner zugrunde liegenden pathophysiologischen
Mechanismen durch die Entwicklung genauerer Diagnoseverfahren und wirksamer
Behandlung hochste Prioritat in der rheumatologischen Forschung (6).

Anti-NR2-Antikdrper sind eine Untergruppe von pathogenen anti-Doppelstrang-DNA (Anti-
dsDNA)-Antikdrpern, die mit einem einzelnen Epitop kreuzreagieren, das in GIuUN2 a/b-
Untereinheiten der extrazelluldren, Liganden-bindenden Domane der NMDARs, NR2a und
NR2b vorhanden ist (7).

Eine starke Korrelation der zirkulierenden Anti-N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDAR)-
Antikbrper mit Fatigue wurde bereits bei Patienten mit SLE (Systemischer Lupus
erythematodes) veroffentlicht (4). Des Weiteren wurden ahnliche Korrelationen zwischen
kognitiver Dysfunktion und neuropsychiatrischen Manifestationen sowohl bei Patienten mit
SLE als auch bei Patienten mit Sjogren Syndrom (SS) publiziert (8). In der vorliegenden Arbeit
wurde untersucht, ob der beschriebene Zusammenhang auch fur Patienten mit anderen
entziindlichen und nicht-entziindlichen rheumatischen Erkrankungen gilt.

Die Anti-NMDAR-Antikorper sind bei Patienten mit SLE und SS sowohl im Blut als auch im
Liquor und im Gehirn in situ vorhanden (9). Allerdings spiegeln die Autoantikérper im Serum
nicht automatisch deren Vorhandensein im Liquor wider (10). Es wurde behauptet, dass der
Status der Blut-Hirn-Schranke (BHS) fir die Pathogenitat der Anti NR2 Antikdrper im Gehirn
wichtig sein kdnnte (11).

Als Biomarker flir neuronale Schaden und Degeneration kann das Neurofilament Light Protein
(NfL) dienen. Nfl ist Bestandteil des neuronalen Zytoskeletts, das nach einer neuronalen
Schadigung im Liquor und nachfolgend im Blut freigesetzt wird (12). Dies konnte Informationen
Uber die Integritat der BHS liefern. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde untersucht, ob
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erhohte serologische NfL-Konzentrationen mit den Spiegeln von anti-NR2-Antikdrpern
assoziiert sind und ob diese Korrelation der Fatigue bei Patienten mit rheumatischen
Erkrankungen entspricht.

1.2 Material und Methoden

Zwischen 2020 und 2022 wurden insgesamt 88 Patienten mit diversen rheumatischen
Erkrankungen untersucht (Sjogren Syndrom, Systemischer Lupus Erythematodes, limitierte
und diffuse Systemische Sklerose, rheumatoide Arthritis, Psoriasis Arthritis, Spondylarthritis,
Arthrose und Fibromyalgiesyndrom), die im Rheumazentrum Rheinland-Pfalz, Bad Kreuznach
(Deutschland) behandelt wurden und Teil dieser prospektiven Studie sind.

Serumproben von 88 Patienten wurden retrospektiv auf das Vorhandensein von Antikoérpern
gegen die NR2-Untereinheit des NMDAR mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (NR2AT-IFA, Kat.-Nr. ENA100, DRD Biotech) gemafl den Anweisungen des
Herstellers analysiert. Die Analyse des Serum-Neurofilament-Leichtketten (SNfL)-Spiegels
wurde mithilfe der hochempfindlichen Einzelmolekil-Array-Technologie (SiMoA) bestimmt.
Die Proben wurden in mehreren Durchgangen mit SiMoA HD-1 (Quanterix, USA) in Duplikaten
unter Verwendung der NF-Light Advantage Kits (Quanterix) 13 gemafl den Anweisungen des
Herstellers gemessen.

Parallel hierzu wurde der Fatigue-Schweregrad fir motorische und kognitive Beeintrachtigung.
anhand des FMCS (Fatigue-Skala fir Motorik und Kognition) Fragebogens erfasst. Der FMSC
Fragebogen bietet die Maoglichkeit, zwischen kognitiver und motorischer Fatigue zu
unterscheiden und den Schweregrad in 4 Gruppen zu stratifizieren. Der Fatigue-Schweregrad
wurde entsprechend mit dem zirkulierenden Antikdrpertiter und dem NfL-Spiegel korreliert.

Die zusammengefassten Daten wurden einer explorativen statistischen Datenanalyse
unterzogen. Alle Daten wurden hinsichtlich normaler oder nicht normaler Verteilung bewertet.
Unterschiede in den Krankheitswerten wurden mithilfe des Mann-Whitney U- und H-Tests
ermittelt. Die Korrelationen wurden durch die Rho-Korrelationsanalyse nach Spearman
ermittelt. Statistische Analysen wurden mit SPSS PASW27 Statistics (IBM Corp., Somers, NY)
berechnet. Die Abbildungen wurden mit GraphPad Prism fir Windows (Microsoft, Redmond,
WA) erstellt.

1.3 Ergebnisse

Unsere Kohorte umfasste 88 Patienten, 79 Frauen und 9 Manner, mit einem Durchschnittsalter
von 50,97 Jahren, die gemaR den Fragebdgen von Penner et al. an unterschiedlichen Graden
kognitiver, motorischer und totaler Erschopfung litten. Von den 88 in diese Studie
einbezogenen Patienten litten 23 Patienten an einem Sjogren-Syndrom, 32 Patienten an
systemischem Lupus erythematodes und 14 Patienten an einer anderen rheumatischen
Autoimmunerkrankung (limitierte und diffuse systemische Sklerose, Polymyositis,
rheumatoide Arthritis, IgG-4-assoziierte Erkrankung). Des Weiteren litten 7 Patienten an
autoinflammatorischen Erkrankungen (Psoriasis-Arthritis, Spondyloarthritis) und 12 Patienten
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an nicht-entzindlichen rheumatischen Erkrankungen (Osteoarthritis und Fibromyalgie).
Dementsprechend wurden die Patienten in 5 Gruppen unterteilt.

Positive Titer (> 2ng/ml) an zirkulierenden Anti-NR2-Antikdrpern waren bei ca. 50% aller
Patienten mit autoimmunen rheumatischen Erkrankungen nachweisbar.

Ebenfalls wurden bei den Patienten mit autoinflammatorischen rheumatischen Erkrankungen
(SPA, Psoriasis Arthritis) positive anti-NR2 Ak-Titer gefunden, die jedoch niedriger zu sein
schienen.

Obwohl sich keine signifikante Korrelation zwischen Antikdrpertitern und Fatigue-Schweregrad
ergab, konnte gezeigt werden, dass die Rheumapatienten mit positiven Anti-NR2 Ak-Titern
Uberwiegend unter schwergradiger Fatigue in allen Fatiguekategorien leiden, unabhangig von
der Grunderkrankung.

In allen Patientengruppen korrelierte der zirkulierende NfL-Spiegel nicht mit dem Anti-NR2-
Titer und dem Schweregrad der Fatigue.

1.4 Diskussion

N-Methyl-D-Asparaginsaure-Rezeptoren (NMDAR) gehodren zu der Glutamat-Rezeptoren
Familie im Zentralnervensystem (ZNS) (13) und sind fur die aktivitditsabhangige synaptische
Plastizitat und die langfristige Potenzierung verantwortlich (9). Unter physiologischen
Bedingungen kommen die NR2-Rezeptoren in besonders hoher Dichte bei Neuronen im
Hippocampus, in der Amygdala und im Cortex vor, die fur die zentralen Prozesse des
Gedachtnisses, des Lernens und der Emotionen zustandig sind (13).

Eine fehlerhafte Funktion des NMDA-Rezeptors, vermittelt durch Antikérper, kdnnte zu
verschiedenen neuropsychiatrischen Symptomen flihren (9). De Giorgio et al. haben bereits
2001 in ihren experimentellen Studien gezeigt, dass die anti-ds-DNA Antikérper im Gehirn bei
Patienten mit neuropsychiatrischem SLE durch eine Kreuzreaktivitat auf den NMDA
Rezeptoren den neuralen Tod Uber einen apoptotischen Weg, ohne Anzeichen einer
Entzindung, vermitteln und mit neurokognitiven Beeintrachtigungen assoziiert sind (14).
Darlber hinaus wurde ein Zusammenhang zwischen dem anti-NMDAR Anktikorpertiter und
depressiver Stimmung gefunden (7). Des Weiteren wurde eine Verbindung zwischen dem anti-
NMDAR Antikorpertiter, vermindertem Kurzgedachtnis und verminderter Lernfahigkeit
festgestellt (15). Dartiber hinaus haben Lauvsnes et al. eine Korrelation dieser Autoantikorper
mit der Hippocampus-Atrophie und kognitiver Beeintrachtigung nicht nur bei Patienten mit
SLE, sondern auch bei Patienten mit pSS nachgewiesen (8).

Einen Zusammenhang zwischen den zirkulierenden Anti-NR2-Antikérpern und dem Fatigue-
Schweregrad bei Patienten mit SLE wurde von Schwarting et al. 2019 gefunden (4).

In der vorliegenden Studie berichten wir, dass zirkulierende Anti-NR2-Antikérper nicht
ausschlieRlich bei Fatigue-Patienten mit SLE vorhanden sind, sondern auch bei Fatigue-
Patienten mit SS und anderen rheumatischen Autoimmunerkrankungen (limitierte und diffuse
systemische Sklerose, Polymyositis, rheumatoide Arthritis, IgG 4-assoziierte Erkrankung).
Diese Verteilung steht im Einklang mit den pathogenetischen und phanotypischen
Ahnlichkeiten sowie der haufigen Uberschneidung von Erkrankungen in der Gruppe der
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Autoimmunerkrankungen. Somit kdnnen wir die Ergebnisse einer aktuellen Metaanalyse (17
Studien) bestatigen, die eine erhthte Pravalenz von Anti-NMDAR-Antikorpern bei SLE (24,6
%) und Sjogren-Syndrom (19,7 %) im Vergleich zu gesunden Menschen (7,6 %) beschreibt
(16). Allerdings wurde in einer kirzlich publizierten Studie mit iber 7.000 Probanden berichtet,
dass Seropravalenz, Immunglobulinklasse oder Titer von Serumantikdrpern gegen
Gehirnantigene (einschlie3lich Anti-NMDAR) keine Vorhersage fur die Erkrankung machen
(17). Obwonhl die Antikorper Korrelationen zu einem Krankheitsph&notyp aufweisen kdnnen,
ist oft nicht klar, ob die gleichen Antikdrper an der Atiologie beteiligt sind oder nur Teil der
Krankheitsmanifestationen darstellen. AuRerdem ist fraglich, ob diese Autoantikbrper zur
Beurteilung des Risikos, der Schwere und der Prognose bei Autoimmunerkrankungen
verwendet werden konnen. Da einige gehirnreaktive Autoantikdrper auch in einer Untergruppe
von gesunden Personen zu finden sind, stellt sich die Frage, ob diese Autoantikbrper
tatsachlich an der Pathophysiologie beteiligt sind und als diagnostische Biomarker dienen
kénnen. Im Rahmen der klassischen paraneoplastischen Zustdnde sind die Autoantikérper
gegen intrazellulare Antigene ein sekundares Ereignis auf die irreversible, durch T-Zellen
vermittelte neuronale Apoptose. Im Gegensatz dazu sind die zerebralen Autoantikdrper bei
Neuromyelitis optica (NMO) und Multipler Sklerose primar pathogen hervorgerufen und
vermitteln weitere Krankheitsmanifestationen (18).

Daruber hinaus haben wir bei Patienten mit autoinflammatorischen rheumatischen
Erkrankungen (PsA, SpA) positive Anti-NR2-Antikdrpertiter gefunden, allerdings scheint die
Pravalenz positiver Titer in dieser Patientengruppe geringer zu sein.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass Anti-NR2-Antikbrper unabhangig von der
Grunderkrankung eine individuelle Rolle in der Pathophysiologie der Fatigue spielen. Daher
konnte der Nachweis von Anti-NR2-Antikdrpern einen potenziellen Biomarker fur Fatigue
darstellen, der krankheitsunabhangig ist.

Obwonhl wir keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Schweregrad der Fatigue und
dem Titer der Anti-NR2-Antikdrper finden konnten, zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass
Rheumapatienten mit positiven Anti-NR2-Titern in allen Fatiguekategorien Uberwiegend unter
schwerer Fatigue leiden.

Zahlreiche Faktoren konnen die Konzentration der Anti-NR2-Antikdrper im Plasma
beeinflussen und dadurch das Verstandnis dartber verschleiern, wie die zirkulierenden
Spiegel die Pathophysiologie sowie die klinischen und Laborbefunde widerspiegeln (19). Es
ist immer noch umstritten, ob eine Erhéhung der Anti-NR2-Antikérper im Gehirn der Patienten
mit Autoimmunerkrankungen auf eine erhohte intrathekale Synthese durch die Infiltration von
Immunzellen, die sich im Gehirn niederlassen, oder auf einen Transport vom peripheren
Blutkreislauf zum Liquor durch eine beschadigte Blut-Hirn-Schranke (BHS) zurtickzufiihren ist
(4). Das Vorhandensein von Plasmazellen im zerebralen Parenchym legt nahe, dass die
Antikdrper zumindest teilweise lokal produziert werden kénnten (20).

Kowal et al. fanden im Jahr 2016 heraus, dass Mause mit hohen Konzentrationen an Anti-
NR2-Antikdrpern keinen neuronalen Schaden erleiden, bis diese Antikérper die BHS
durchbrechen (21). Offenbar verhindert eine intakte BHS den Transport von Anti-NR2 aus dem
systemischen Kreislauf in das Gehirn (19). Somit unterscheiden die Spiegel der Anti-NR2-
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Antikdrper im Liquor eher zwischen Patienten mit oder ohne neurokognitive Manifestationen,
einschlieBlich Fatigue, als zwischen zirkulierendem Anti-NR2-Spiegel. Wiederholte
Liguorsammlungen zur Uberwachung der Fatigue sind jedoch invasiv, kénnen nicht
regelmanig durchgefiihrt werden und wir hielten dies bei unserem Patientenkollektiv fir nicht
durchfuihrbar. Nur eine blutbasierte Messung von Anti-NR2-Antikorpern ware fur diese
Patientenpopulation geeignet und konnte eine breite Anwendung in der klinischen Routine
bieten.

Um mit blutbasierten Messungen gleichwertige Informationen wie mit einem Liquortest
bereitzustellen, haben wir eine Kombination aus einem zirkulierenden Anti-NR2-Antikdrpertiter
und einem zirkulierenden NfL-Spiegel als zusammengesetzte Diagnostik verwendet. Zweitens
untersuchten wir die Korrelation zwischen Anti-NR2-Antikorpertitern als hirnreaktive
Autoantikorper und zirkulierenden NfL-Spiegeln als Biomarker fur Beeintrachtigungen der BHS
bei rheumatischen Patienten mit Fatigue.

NfL sind Strukturproteine des neuronalen Zytoskeletts, die ausschlief3lich in zentralen und
peripheren Neuronen exprimiert werden (22). Nach einer neuronalen Schadigung aufgrund
neurodegenerativer, entzindlicher, vaskularer oder traumatischer Prozesse werden sie im
Liguor und anschlieend in geringerem Mafl3e im Blut freigesetzt (12). Dementsprechend ist
NfL ein vielversprechender Biomarker fir neuronale Schaden bei mehreren
neurodegenerativen Erkrankungen, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und traumatischen
Hirnverletzungen und kann zukinftige Raten des kognitiven Rickgangs vorhersagen (23).
DarUber hinaus korreliert der NfL-Spiegel im Liquor (CSF NfL) mit der Beteiligung des
Zentralnervensystems (ZNS) an entzlndlichen Autoimmunerkrankungen wie Multipler
Sklerose, SLE und primarem Sjogren-Syndrom (24, 25). Lauvsnes et al. berichteten, dass
steigende Konzentrationen von NfL im Liquor mit steigenden Spiegeln von Anti-NR2-
Antikérpern im Liguor verbunden sind und kognitive Dysfunktion bei Patienten mit SLE sowie
bei pSS widerspiegeln kénnen (23).

Im Allgemeinen sind die Erh6hungen des NfL-Spiegels unspezifisch, da sie aus jedem Prozess
resultieren konnen, der zu Nervenschaden fuhrt. Dies wird oft als Hindernis fur die
Implementierung der Serum NfL Spiegel (sNfL) in der klinischen Routine angesehen.
Allerdings ist Fatigue nicht auf bestimmte pathophysiologische Prozesse beschrankt und
dieser Mangel an Spezifitdt konnte tatsachlich von Vorteil sein, da er die Erkennung eines
breiten Spektrums potenzieller neuronaler Schaden mit diffuser oder polytoper Lokalisierung
im Gehirn ermdglicht (12). Tjensvoll et al. berichteten im Jahr 2021, dass steigende NfL-
Konzentrationen im Liguor mit steigenden Konzentrationen von Anti-NR2-Antikdrpern im
Liquor verbunden waren und kognitive Dysfunktionen bei Patienten mit SLE und pSS
widerspiegelten (23). Darlber hinaus fanden sie keine Unterschiede in den Liguor-NfL-
Konzentrationen zwischen Patienten mit SLE und pSS, was darauf hindeutet, dass die
neuronale pathogenetische Wirkung von Anti-NR2-Antikdrpern bei beiden Krankheiten mehr
oder weniger ahnlich ist (23). Dennoch deuten mehrere Studien darauf hin, dass sNfL
gleichwertige und angemessene Kklinische Informationen wie Liguormessungen liefern
konnten. sNfL kann eine Vorhersage tber einen kognitiven Riickgang und Veranderungen des
Hippocampusvolumens sowie der fraktionierten Anisotropie im Corpus callosum ermdéglichen
(24).



Der Zusammenhang zwischen den sNfL-Spiegeln bei Patienten mit SLE und
neuropsychiatrischen Manifestationen sowie die bildgebend dargestellten zerebralen
Anomalien via Magnetresonanztomographie (MRT) wurden von Lauvsnes et. al. dokumentiert
(24). Dartber hinaus beobachteten sie eine moderate Korrelation zwischen Liquor- und
Plasma-NfL-Konzentrationen (24). Engel et at. berichteten tGber erhdhte sNfL-Werte bei SLE-
Patienten mit fokaler ZNS-Beteiligung, wahrend sich die sNfL-Werte von SLE-Patienten mit
diffuser ZNS-Beteiligung und Beteiligung des peripheren Nervensystems (PNS) nicht von
denen von SLE-Patienten ohne neuropsychiatrische Manifestationen unterschieden (12).

Allerdings haben wir in der vorliegenden Studie keine signifikante Korrelation zwischen den
Anti-NR2-Antikorpertitern als gehirnreaktive Autoantikbrper und den zirkulierenden NfL-
Spiegeln bei rheumatischen Patienten mit Fatigue festgestellt. Diese Ergebnisse stimmen mit
den Erkenntnissen von Lauvsnhes et al. Uberein, welche tber den fehlenden Zusammenhang
zwischen Anti-NR2-Antikdrpern und sNfL berichten (24). Darlber hinaus gab es bei
rheumatischen Patienten mit positiven Anti-NR2-Titern keine Korrelation zwischen dem
zirkulierenden NfL-Spiegel und dem Grad der klinischen Fatigue, was darauf hindeutet, dass
nicht nur die neuronalen Schaden und die BHS-Integritat, sondern auch andere Faktoren an
der Pathophysiologie von Anti-NR2-Antikorpern beteiligt sein kdnnten.

Die vorliegende Studie weist einige Einschrankungen auf. Zunachst wurden die Anti-NR2-
Antikorpertiter anhand des Cut-offs flr den ELISA-Assay kategorisch als positiv und negativ
definiert. Um die Cut-off Werte genauer und die Ergebnisse akkurater zu bestimmen, sind
breite Daten normaler gesunder Personen, die im ELISA negativ auf Anti-NMDA-Rezeptor-
Antikorper getestet wurden, notwendig. Die zweite Einschrankung war die kleine Kohorte von
Patienten mit rheumatischen Erkrankungen und die unterschiedliche Anzahl von Teilnehmern
in jeder Untergruppe. SchlieB3lich wurden die Untersuchungen von Anti-NMDA-Rezeptor-
Antikérpern und NfL nur an Blutproben durchgefihrt und umfassten keine Liquorproben oder
Ergebnisse von bildgebenden Verfahren wie cMRT.

Es gibt Hinweise darauf, dass Anti-NR2-Antikdrper pathogen fur das Gehirn sein kénnten, da
sie via neuronale Apoptose durch Exzitotoxizitat diffuse kognitive Beeintrachtigungen
hervorrufen (13).

Experimentelle Studien zeigen alternative Hypothesen, einschlie3lich eines reduzierten
Energiestoffwechsels und immunmetabolischer Stérungen (4). Die Mechanismen der
Pathogenitat konnten entscheidend fir den Grad der Wiederherstellung der Gehirnfunktion
sein. Wahrend die exzitotoxische Zelllyse zu einer irreversiblen Gewebezerstérung fuhrt, ware
ein pathogener Effekt, der durch Zellsignalverdnderungen und Internalisierung von
Membranrezeptoren verursacht wird, durch die Entfernung von Antikorpern reversibel (18, 24,
26). Schwarting et al. zeigten in-vitro einen (maoglicherweise reversiblen) verringerten ATP-
Metabolismus in Astrozyten. Au3erdem konnte in der Gruppe bei Patienten mit Fatigue und
zirkulierendem Anti-NR2 Uber einen Zeitraum von 2 Jahren ein verringertes
Hippocampusvolumen festgestellt werden. Dies deutet auf einen strukturellen Effekt einer
Langzeitexposition gegenlber diesen Autoantikdrpern hin (4).

Die klinischen Effekte sind auch vom Verteilungsmuster der betroffenen NMDA-Rezeptoren
abhangig. Eine Schadigung des Hippocampus und des limbischen Systems fuhrt durch
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neuronale Apoptose zu Verédnderungen im Stoffwechsel des Hippocampus und zur
Beeintrachtigung des Gedachtnisses, wahrend eine Atrophie der Amygdala mit emotionalen
Storungen verbunden ist (4).

Daher spricht Fatigue bei Patienten mit entziindlich-rheumatischen Erkrankungen auf eine
immunsuppressive Therapie an, insbesondere auf Glucocorticosteroide, Medikamente mit
sowohl immunmodulatorischer als auch metabolischer und endokriner Wirkung. Ferner fuhrt
die Entfernung der Anti-NR2-Antikbrper mittels Immunadsorption bei Patienten mit
entziindlich-rheumatischen Erkrankungen, Long Covid-Syndrom, aber auch beim chronischen
Erschopfungssyndrom (CFS) haufig zu einer deutlichen Verbesserung oder sogar zu einer
Remission der Symptomatik. Dieser vielversprechende Effekt der durchgefihrten
Immunadsorption weist auf einen eher reversiblen Wirkmechanismus von Anti-NR2-
Antikérpern hin. Darlber hinaus unterstiitzt die Remission der Fatigue-Symptomatik, die mit
sinkenden Antikorperspiegeln bei Patienten mit CFS und langem Covid-Syndrom einhergeht,
diese Hypothese (27, 28).

Eine andere Theorie ist die Bedeutung einer Anti-NMDAR-Antikorper induzierten Unterfunktion
oder Uberfunktion auf die Genexpression. Die Signallibertragung von NMDARs reguliert die
Genexpression einschlieBlich ihrer eigenen Expression (11). Die durch Anti-NMDAR-
Autoantikérper induzierte verdnderte Signallbertragung, unabhéngig davon, ob sie an
synaptischen oder extrasynaptischen Stellen auftritt, hatte vermutlich langfristige
Auswirkungen auf die Genexpression, die das gesamte Profil der betroffenen Zelle verandern
kénnte. Dennoch sind die langfristigen Folgen einer voribergehenden Exposition gegeniuiber
Anti-NMDAR-Autoantikdrpern auf Neuronen und Gliazellen weiterhin unbekannt und
unerforscht (11).

Insgesamt sind weitere Studien erforderlich, um die Anti-NR2-Pathophysiologie zu
untersuchen und herauszufinden, ob die mit den Anti-NR2-Antikérpern verbundenen
zerebralen Manifestationen maoglicherweise reversibel oder aufgrund eines neuronalen Todes
statisch sind. Dies wirde neue Ansétze in der Therapie der durch diese Antikdrper vermittelten
Krankheitsbilder bieten.
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Abstract: Fatigue is a widespread and complex symptom with motor and cognitive components;

it is diagnosed predominantly by questionnaire. We recently published a correlation between anti-
N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) antibodies and fatigue in patients with SLE (systemic
lupus erythematosus). In the present study, we examined whether this association also applies

to patients with other rheumatic diseases. Serum samples of 88 patients with different rheumatic
diseases were analyzed for the presence of anti-NR2 antibodies and Neurofilament light chain (NfL)
protein. The severity of fatigue was determined according to the FSMC questionnaire (Fatigue Scale
for Motor and Cognitive Functions) and correlated with the circulating antibody titer and NfL level
accordingly. Positive titers of anti-NR2 antibodies were detected in patients with both autoimmune
and non-autoimmune rheumatic diseases. These patients suffer predominantly from severe fatigue.
The circulating NfL level did not correlate with the anti-NR2 titer and the fatigue severity in all
patient groups. The association of severe fatigue with circulating anti-NR2 antibodies in patients
with rheumatic diseases, independently from the main disease, suggests an individual role of these
autoantibodies in fatigue pathophysiology. Thus, the detection of these autoantibodies might be a
helpful diagnostic tool in rheumatic patients with fatigue.

Keywords: anti-NMDAR?2 antibodies; fatigue; rheumatic diseases; neurofilament light chain

1. Introduction

Fatigue is one of the most debilitating and frequent symptoms in rheumatic patients. It is a common
feature of cancer and many chronic inflammatory and immunological diseases and is particularly
prominent in rheumatological conditions. The prevalence of fatigue varies within rheumatic
diseases; it is estimated as lowest in patients with osteoarthritis(35%) and highest in patients with
fibromyalgia (82%) [1]. In contrast, the prevalence offatigue in the general population defined as
chronic fatigue syndrome ranges between 0.007 and 2.8% [2].

The clinical significance of chronic fatigue in patients with inflammatory rheumatic diseases is
underlined by its association with lower self-reported health-related quality of life (QoL). While the
complications of fatigue are not life-threatening, its chronicity can lead to severe debility, markedly
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affecting mood, sleep, routine daily activities, work capacity and employment opportunities [3].
Rheumatic patients rank fatigue as one of their mostdisabling symptoms, even when inflammatory
disease activity is under control [2]. In contrast to the clinical importance of fatigue in rheumatic
diseases, its pathology remains poorly understood. No biomarkers or experimental tests for objective
measurementof fatigue are yet available. Thus, self-report questionnaires continue to be the diagnostic
gold standard, with many conceivable and established limitations.

The pathogenesis of fatigue, particularly in the setting of inflammatory rheumatic diseases, is
not yet completely elucidated, but growing evidence suggests a multifacetedpicture [3]. An association
has been described with various psychological and physiological conditions, including depression,
anxiety, dysfunctional and alexithymic psychological profile, pain, neuroticism and fibromyalgia [4,5].
Manzo et al. reported in 2019 a significant correlation between the fatigue severity and the presence of
cognitive symptoms measured by objective cognitive tests, such as working and verbal memory
dysfunction, attention disorders and alteration in executive functions [6].

However, psychological factors and profiles are not able to explain the markedly elevated
prevalence of fatigue in patients with rheumatic diseases, implying the contribution of additional, still-
unexplored molecular, genetic and metabolic factors to its development and regulation [5]. Therefore,
fatigue is increasingly considered as a biological and brainphenomenon [7,8]. Autoantibodies are
features of many rheumatic diseases, and severalstudies have explored a potential correlation between
specific autoantibodies, fatigue and cognitive dysfunction. Most notably, a subset of pathogenic anti-
double-stranded DNA (anti-dsDNA) antibodies cross-reacting with a single epitope present in GluN2 a/b
subunits of the extracellular, ligand-binding domain of the N-methyl-D-aspartate receptor (NM- DAR)
have been identified as possible pathogenic factors closely associated with cognitive dysfunction, both in
patients with SLE (systemic lupus erythematosus) und pSS (primary Sjogren’s syndrome) [9-11].
Although their prevalence is markedly elevated in SLE and pSS patients with neuropsychiatric
manifestations, anti-NMDAR antibodies are not restricted in these populations. In particular,
autoantibodies to NMDAR subunit NR1 or voltage-gated potassium channel complex have been
associated with limbic encephalitis [12].

We recently identified a strong correlation of circulating antibodies to the NMDAR subunit NR2
with fatigue in SLE patients [11]. In the present study, we explored the presence of these anti-NMDAR
antibodies in patients with other inflammatory and non-inflammatory rheumatic diseases suffering
from fatigue. In addition, we investigated theassociation of these autoantibodies with circulating
neurofilament level, as a marker of neuronal damage and blood-brain barrier (BBB) breach.

2. Results
2.1 Demographic Characteristics of the Patients

Our cohort included 88 patients, 79 females and 9 males, with a mean age of 50.97 yearsand a mean of
body-mass index (BMI) 26.29 kg/m? and suffering from different grades ofcognitive, motoric and total
fatigue, according to the questionnaires of Penner et al. [13](Table 1).

Table 1. Demographic characteristics of the patients.
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n Mean Std. Min. Max.

Value Deviation
Gender
Female (%) 79 (89.77)
Male (%) 9 (10.23)
Age 88 50.97 13.26 21 81
BMI 88 26.29 6.39 15.89 53.2
2
FSMC total 88 73.02 16.25 31 98
FSMC cognitive 88 35.12 9.30 11 50
FSMC motoric 88 37.76 7.73 15 53
Anti NR2 88 2.19 1.50 0.11 11.50

2.2 Clinical Characteristics of the Patients

Of the 88 patients included in this study, 23 patients were diagnosed with Sjégren’s syndrome, 32
patients with systemic lupus erythematosus and 14 patients with other autoimmune rheumatic diseases
(limited and diffuse systemic sclerosis, polymyositis, rheumatoid arthritis, IgG 4 associated disease), as
well as 7 patients with non-autoimmune inflammatory rheumatic disease (psoriatic arthritis,
spondyloarthritis) and 12 patients with non-inflammatory rheumatic disease (osteoarthritis and
fibromyalgia) (Table 2).

Table 2. Clinical characteristics of the patients and distribution of positive anti-NR2 antibody titer inthe different
groups of fatigued patients with rheumatic diseases.

positive anti-NR2

Disease Group Diagnosls antibody titer (>2ng/ml)
Sjogren Syndrome Sjogren Syndrome 23 (n=11) 47.8%

Systemic lupus . _ .

erythematosus Systemic lupus erythematosus 32 (n=15) 46.9%

Systemic sclerosis, Mixed connective
tissue disease, Polymyositis, Rheumatoid 14 (n=8) 57.1%
arthritis, IgG 4 associated disease

other autoimmune
rheumatic disease

Non-autoimmune

inflammatory rheumatic Psoriatic arthritis, Spondyloarthritis 7 (n=3) 42.9%
disease
Non-mﬂa_mn_latory Fibromyalgia, Osteoarthritis 12 (n=6) 50.0%
rheumatic disease
Total 88 43 (48.8%)

Elevated anti-NR2 antibodies (titer > 2 ng/mL) were presented in 48.8% (n = 43) of total fatigued
rheumatic patients, in 47.8% (n = 11) of SS patients, 46.9% (n = 15) of SLE patients, 57.1% (n = 8) of
patients with other autoimmune rheumatic disease, 42.9% (n = 3) of the patients with non-autoimmune
inflammatory disease and 50% (# = 6) of the patients with non-inflammatory rheumatic disease (Table 2,
Figure 1).
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Figure 1. Distribution of anti-NR2 antibody titer in the different groups of fatigued patients withrheumatic
diseases.

Among all rheumatic patients (n = 88), 72.7% (n = 64) of the patients were graded as severely fatigued,
13.6% (n = 12) as moderately fatigued, 11.4% (n = 10) as mildly fatigued and 0.01% (n = 2) did not have
fatigue based on the total FSMC score as determined by Penner et al., 2009.

The results for the different fatigue sub-categories were similar: 55.7% (n = 49) of the rheumatic
patients suffered from severe cognitive fatigue, 79.5% (n = 70) severe motor, 22.7% (n = 20) moderate
cognitive, 11.4% (n = 10) moderate motor, 12.5% (n = 11) mild cognitive, 4.5% (n = 4) mild motor, 9.1%
(n = 8) of the patients did not suffer from cognitive fatigue and 4.5% (n = 4) did not suffer from motor
fatigue.

2.3 Patients with Positive anti-NR2 Antibody Titer

Furthermore, we analyzed the distribution of the fatigue grade for particular fatigue categories
(cognitive, motor and total fatigue) in the different groups of rheumatic patients with positive anti-NR2
titers. All patients (n = 43) with an anti-NR2 titer >2 ng/mL were included in further analysis. Anti-
NR2 positive patients from all disease groups predominantly suffered from severe fatigue level
regardless of the fatigue sub-categories.

When considering only the anti-NR2-positive patients, 81.8% (1 = 9) of those with SS, 66.7% (n
= 10) of those with SLE, 87.5% (n = 7) of those with other autoimmune rheumatic diseases, 66.7% (n =
2) of those with non-autoimmune inflammatory diseases and 83.3% (n = 5) of those with non-
inflammatory rheumatic diseases suffered from severe total fatigue(Figure 2a). In terms of cognitive
fatigue in the anti-NR2-positive patients, 36.4% (n = 4) of those with SS, 46.7% (n = 7) of those with SLE,
87.5% (n = 7) of those with other autoimmune rheumatic diseases, 67.7% (n = 2) of those with non-
autoimmune inflammatory rheumatic diseases and 83.3% (n = 5) of those with non-inflammatory
rheumatic diseases suffered from severe levels of cognitive fatigue (Figure 2b). Focusing on motor fatigue,
81.8% (n = 9)of the anti-NR2-positive SS patients, 93.3% (n = 14) of the positive SLE patients, 100% (n =
8)of the positive patients with other autoimmune rheumatic diseases, 66.7% (n = 2) of the positive
patients with non-autoimmune inflammatory rheumatic diseases and 83.3 (n = 5)of the positive

patients with non-inflammatory rheumatic diseases suffered from severe levels of motor fatigue (Figure
2¢).
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Figure 2. (a-c) Severity of total fatigue in patients with positive anti-NR2 titer according to the FMSC score.

Patients with rheumatic diseases and positive anti-NR2 titers suffered predominantly from severe
fatigue. In particular, 76.7% (n = 33) of the anti-NR2 positive patients (# = 43) had total FSMC scores
valued as severe, 88.4% (n = 38) of these patients had motor FSMC scores valued as severe and 58.1%
(n = 25) of these patients had cognitive FSMC scores valued as severe.

2.4 Correlation between Antibody Titer and Fatigue Severity

No significant correlation between anti-NR2 antibody titer and fatigue severity couldbe
detected over all the disease groups, except for cognitive fatigue in the group of patients with other
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autoimmune diseases (n = 14, r = 0.594, p 0.05) (Table 3(a)). However, with regard to the FSMC motor
score (0.461, p = 0.097) and FSMC total score (0.490, p = 0.075) in this group of patients, no correlation
was found (Table 3(b,c)).

2.5 Correlation of the Circulating NfL Level, Anti-NR2 Antibody Titer and Fatigue Severity inPatients with
Rheumatic Diseases

The correlation analysis of circulating NfL level (pg/mL) and anti-NR2 antibody titerin patients
from different disease groups revealed no significant correlation between the two biomarkers in patients
with fatigue (Table 4).

Table 3. (a) Correlation by Spearman-Rho of circulating anti-NR2 antibody titer and cognitive fatigue severity
in the different groups of patients with rheumatic diseases. (b) Correlation by Spearman-Rho of circulating anti-NR2
antibody titer and motor fatigue severity in the different groups of patients with rheumatic diseases. (c) Correlation
by Spearman-Rho of circulating anti-NR2 antibody titer and total fatigue severity in the different groups of patients
with rheumatic diseases.

n 1, Correlation p, Probability
Coefficient Value
(@)
SS 23 0.255 0.240
SLE 32 0.229 0.208
Other 14 0.549 <0.05
autoimmune
Non- 7 0.255 0.582
autoimmune
inflammatory
Non- 12 0.364 0.24
inflammatory
(b)
SS 23 0.215 0.325
SLE 32 0.085 0.643
Other 14 0.461 0.097
autoimmune
Non- 7 0.126 0.788
autoimmune
inflammatory
Non- 12 0.364 0.244
inflammatory
]
SS 23 0.232 0.287
SLE 32 0.066 0.721
Other 14 0.490 0.075
autoimmune
Non- 7 0.162 0.728
autoimmune
inflammatory
Non- 12 0.371 0.235
inflammatory

Table 4. Correlation by Spearman-Rho of circulating NfL level and anti-NR2 antibody titer in the different
groups of patients with rheumatic diseases.

n 1, Correlation p, Probability
Coefficient Value
SS 23 0.190 0.386
SLE 32 0.035 0.851
Other 14 0.051 0.864

autoimmune
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7 -0.464 0.294

inflammatory
Non- 12 0.252 0.429
inflammatory
Total 88 0.067 0.534

Furthermore, we correlated the circulating NfL level (pg/mL) with the fatigue severity, according to
the FSMC scores for the different categories (cognitive, motor, total) in the patients with positive (>2
ng/mL) n = 43 and negative (<2 ng/mL) n = 45 anti-NR2 antibodytiters. There was no significant
correlation by Spearman-Rho for patients with positive anti-NR2 titer (>2 ng/mL) (n = 43) as well as
for patients with negative anti-NR2 titer (<2 ng/mL) (n = 45) (Tables 5-7, Figure 3) concerning the
FSMC cognitive, motor and total score.

Table 5. Correlation by Spearman-Rho of circulating NfL level and fatigue severity in patients withpositive
anti-NR2 antibody titer (>2 ng/mL) n = 43.

n=43 r, Correlation Coefficient p, Probability Value
FSMC cognitive -0.160 0.305
FSMC motor -0.158 0.310
FSMC total -0.152 0.329

Table 6. Correlation by Spearman-Rho of circulating NfL level and fatigue severity in patients withnegative
anti-NR2 antibody titer (<2 ng/mL) n = 45.

n=45 r, Correlation Coefficient p, Probability Value
FSMC cognitive -0.133 0.385
FSMC motor -0.050 0.745
FSMC total -0.107 0.485

Table 7. Correlation by Spearman-Rho of circulating NfL level and fatigue severity in all patientswith
rheumatic diseases n = 88.

n=_88 r, Correlation Coefficient p, Probability Value
FSMC cognitive -0.150 0.163
FSMC motor -0.093 0.389
FSMC total -0.118 0.272
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Figure 3. (a-c) Correlation by Spearman-Rho of circulating NfL level and fatigue severity in patientswith positive
anti-NR2 antibody titer (>2 ng/mL).

There was no significant correlation by Spearman-Rho between the adjusted NfL level (Z-score
NfL) in accordance with age and BMI of a representative collective regarding the FSMC cognitive score,
the FSMC motor score and the FSMC total score (Table 8).

Table 8. Correlation by Spearman-Rho of adjusted NfL level (Z-score) and fatigue severity in allpatients
with rheumatic diseases n = 88.

n=388 r, Correlation Coefficient p, Probability Value
FSMC cognitive -0.127 0.239
FSMC motor -0.097 0.370
FSMC total -0.127 0.239

Moreover, we correlated the circulating NfL level (pg/mL) with the fatigue severity,according
to the FSMC scores in the different groups of patients. In accordance with the previous results, no
correlations were detected.

2.6. Distribution of the Anti-NR2 Antibody Titer in Patients with Rheumatic Diseases

In addition, we analyzed the distribution of the anti-NR2 antibody titer in the population of
patients with rheumatic diseases.

First, we tested the variables antibody titer and cognitive fatigue for the normality of the
distribution. For the antibody titer, the values for Skewness z-value and Kurtosis z-value were 11.63 and
31.93. Those values were outside the interval 1.96, 1.96 which indicates excessive deviation from the
normal distribution. For the cognitive fatigue, the corresponding values for Skewness z-value and Kurtosis
z-value were 1.53 and 1.21. Those values were in the corresponding interval of acceptable values 1.96,
1.96. Table 9(a) presents the test of normality for cognitive fatigue. In this table, the values ofthe Shapiro-
Wilk test indicate that the significance for rejecting the null hypothesis is below the critical value of 0.05.
Thus, both variables are not normally distributed. This can be also concluded from the following Q-Q
boxplots (Figures 4 and 5).

Table 9. (a) Tests of normality for cognitive fatigue. (b). Tests of normality for motor fatigue.

Kolmogorov—Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic Df Sig.
(@)

Antibody titer 0.124 88 0.002 0.777 88 0.000
Fatigue cognitive 0.088 88 0.086 0.965 88 0.018
(b)

Fatigue motor 0.140 88 0.000 0.958 88 0.007
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a Lilliefors Significance Correction.
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Figure 4. Normal Q-Q plot of anti-NR2 titer.
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Figure 5. Normal Q-Q plot of cognitive fatigue.

The same analyses were performed for the variable motor fatigue. For the motor fatigue, the
values for Skewness z-value and Kurtosis z-value were 2.623 and 0.104, respectively. The Skewness z-
value was outside the interval 1.96, 1.96, indicating that the values were not normally distributed. Table
9(b) provides the test of normality of this variable.

The values of the Shapiro-Wilk test indicate that the significance for rejecting the null hypothesis
was below the critical value of 0.05. Thus, the variable motor fatigue was not normally distributed. This
can also be concluded from the boxplot diagram, which is given below (Figure 6).
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Figure 6. Normal Q-Q plot of motor fatigue.

For the variable total fatigue, there was no need to perform an analysis of normality of
distribution. If the two variables, cognitive and motor fatigue, that are part of this variable do not have a
normal distribution, then it can be safely said that this variable also does not have a normal distribution.

3. Discussion

NMDAR signaling is responsible for the majority of excitatory synaptic transmissionin the
CNS, as an elementary mechanism of synaptic plasticity, fundamental for learningand memory [10]. It
affects almost all forms of brain activity, including those important for higher brain functions. It has been
well established that anti-NR2 antibodies in the brainare related to the neurocognitive impairment
in patients with neuropsychiatric SLE (De Giorgio et al.) [14]. Moreover, it has been shown that anti-
NR2 antibodies are associatedwith depressive mood (Lapteva et al.) [15], as well as decreased short
memory and learning abilities (Omdal et al.) [16]. In addition, Lauvsnes et al. found a correlation of
anti-NR2 antibodies with hippocampal atrophy and cognitive impairment, not only in patients with SLE,
but also in patients with pSS [17].

In our previous study we revealed an association of the circulating anti-NR2 antibodiesand
fatigue in patients with SLE. In the present study we report that circulating anti-NR2antibodies are not
exclusively present in fatigued patients with SLE, but can also be detectedin fatigued patients with SS and
other autoimmune rheumatic diseases (limited and diffuse systemic sclerosis, polymyositis, rheumatoid
arthritis, IgG 4 associated disease).

This distribution is in accordance with the pathogenetic and phenotypic similarities,as well as
the frequent overlap of diseases in the group of autoimmune diseases. Thus, wecan confirm the results
of a recent meta-analysis (17 studies), describing increased anti-NMDAR antibody prevalence in SLE
(24.6%) and Sjogren’s syndrome (19.7%) compared to healthy people (7.6%) [18]. However, a recent
study in over 7000 subjects reported that seroprevalence, immunoglobulin class, or titers of serum
antibodies against brain-antigens (including anti-NMDAR) did not predict disease [19].

Additionally, we found positive anti-NR2 antibody titers in patients with autoinflammatory
rheumatic diseases (PsA, SpA); however, the prevalence of positive titers in this patient group seems
to be lower.

These findings suggest an individual role of anti-NR2 antibodies in the pathophysiology of
fatigue, regardless of the main disease. Therefore, it could be postulated that the detection of anti-
NR2 antibodies may represent a potential biomarker of fatigue, which isdisease independent.

Although we could not find a significant correlation between the fatigue severity and the titer
of anti-NR2 antibodies, the results of this study demonstrate that rheumatic patients with positive
anti-NR?2 titers suffer predominantly from severe fatigue in all fatigue categories.
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Numerous factors can influence the plasma anti-NR2 antibody concentration and thereby
obscure the understanding of how the circulating levels reflect the pathophysiology and clinical and
laboratory findings [20]. It is still a matter of debate whether elevation of anti-NR2 antibodies in the
cerebrospinal fluid (CSF) of patients with autoimmune diseases is due to increased intrathecal synthesis
or to a transport from the peripheral bloodcirculation to the CSF through a damaged BBB [11]. Kowal
et al. found in 2016 that micewith high levels of anti-NR2 antibodies have no neuronal damage until
BBB breakdown takes place [21]. Apparently, an intact BBB prevents the transport of anti-NR2 from
the systemic circulation into the brain [20]. Thus, the levels of anti-NR2 antibodies in CSF aremore
likely to distinguish between patients with or without neuro-cognitive manifestations, including fatigue,
than the circulating anti-NR2 levels. However, repeated collections of CSF to monitor fatigue are
invasive and cannot be performed on regular basis, and thus we considered this infeasible in our
patient population. Only blood-based measures of anti-NR2 antibodies would be convenient for the
population of fatigued patients und could offer a broad application in clinical routine.

For the purpose of providing information equivalent to CSF testing, via blood-basedmeasures,
we used a combination of a circulating anti-NR2 antibody titer and circulating NfL level as a composite
diagnostic. Secondly, we explored the correlation between anti-NR2 antibody titers, as brain-reactive
autoantibodies and circulating NfL levels, as a surrogate biomarker in rheumatic patients with
fatigue. NfL is a structural protein of the neuronal cytoskeleton, exclusively expressed in central and
peripheral neurons [22]. Following neuronal damage due to neurodegenerative, inflammatory,
vascular or traumatic processes, these proteins are released into CSF and consecutively into the blood
to a lesser extent [23]. Accordingly, NfL is a promising biomarker for neuronal damage in
neurodegenerative conditions, multiple sclerosis, cardiovascular diseases, and traumaticbrain injury
and can predict future rates of cognitive decline [24]. In addition, NfL levels in the CSF (CSF NfL)
correlate with central nervous system (CNS) involvement in autoimmune inflammatory diseases,
such as multiple sclerosis, SLE and primary Sjogren’s syndrome [25,26]. In general, NfL level
increases are unspecific, as they may arise from any process resulting in neural damage, which is
often viewed as an obstacle for the implementation of sNfL level assessment into clinical practice.
However, fatigue is not restricted to specific pathophysiological processes, and this lack of specificity
might actually be beneficial because it enables the detection of a wide range of potential neuronal damages
with diffuse or polytope localization in the brain [23]. Tjensvoll et al. reported in 2021 that increasing
concentrations of NfL in CSF were associated with increasing levels of anti-NR2 antibodies in CSF and
reflected cognitive dysfunction in patients with SLE and pSS [24]. Moreover, they found no differences
in NfL concentrations between patients with SLE und pSS, indicating that the neuronal pathogenetic
impact of anti-NR2 antibodies is more or less similar in the two diseases [24]. Nevertheless, several
studies suggest that plasma NfL could provide adequate clinical information, equivalent to CSF
measures [23,25]. Plasma NfL can predict cognitive decline and changes in hippocampal volumes and
fractional anisotropy in the corpus callosum [25]. Lauvsnes et al. found an association between
plasma NfL concentrations in patients with SLE and some abnormal neurological, cognitive and
neuroimaging findings [25]. Furthermore, they observed moderate correlation between CSF and plasma
NfL concentrations [25]. Engel et at. reported increased sNfL levels in SLE patients with focal CNS
involvement, whereas sNfL levels of SLE patients with diffuse CNS and peripheral nervous system
involvement did not differ from those of SLE patientswithout neuropsychiatric manifestations [23].

However, in the present study, we did not find a significant correlation between anti- NR2
antibody titers as brain-reactive autoantibodies and circulating NfL levels in rheumatic patients with
fatigue. These results are in accordance with the findings of Lauvsnes et al., who reported the lack of
association between anti-NR2 antibodies and plasma NfL [25].

Moreover, there was no correlation between circulating NfL level and clinical fatigue levelin
rheumatic patients with positive anti-NR2 titers, suggesting that, not only neuronal damage and BBB
integrity, but also other factors may be involved in the pathophysiologyof anti-NR2 antibodies.

The present study has some limitations. First, the anti-NR2-antibody titers were categorically
defined as positive and negative using the cut-off for the ELISA assay. The data of normal healthy
individuals who tested negative for anti-NMDA receptor antibodies byELISA are needed to assess their
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cut-off values precisely and interpretate the clinical results more accurately. A second limitation was the
small cohort of patients with rheumatic dis-eases and the different number of participants in each
subgroup. Lastly, the investigations of anti-NMDA receptor antibodies and NfL were only performed
on blood samples and did not include CSF samples or results of imaging techniques such as cMRT.

Experimental studies are not concordant to a single theory with regard to the pathophysiological
mechanism of anti-NR2 antibodies. Besides the theory of neuronal apoptosis via excitotoxicity, there are
suggestions of alternative hypotheses, including reduced energy metabolism and immune-metabolic
disturbances [11].

The mechanisms of pathogenicity could be decisive for the degree of recovery of brain
function. Whereas the excitotoxic cell lysis results in irreversible tissue destruction,a pathogenic effect
caused by cell signaling alterations and internalization of membrane receptors can be reversed upon
removal of antibodies [25,27,28].

Overall, further studies are required to investigate the anti-NR2 pathophysiology and reveal if
the cerebral manifestations related to the anti-NR2 antibodies are potentially reversible or static due to a
neuronal death. This would offer new approaches in the therapyof the clinical conditions mediated by
these antibodies.

4. Materials and Methods

4.1 Study Design and Patient Cohort

Between 2020 and 2022, patients treated at the Center for Rheumatic Diseases Rhineland-Palatinate
GmbH, Bad Kreuznach (Germany) were screened for eligibility for inclusion in this prospective study
based on available medical records. Inclusion criteria were a confirmed rheumatologic diagnosis from
a rheumatologist, as well as presence of fatigueaccording to the FSMC (fatigue scale for motor and
cognitive functions) questionnaire.

Clinical, histological, laboratory, psychometric and personality data were also collected. Written
informed consent was obtained from all patients.

4.2 Analysis of Anti-NR2 Antibody and sNfL Levels

Freshly drawn blood samples were collected, centrifuged and stored at 80 °C. For the detection of
circulating anti-NR2 antibodies, human serum was analyzed using an enzyme- linked immunosorbent
assay (ELISA)(NR2AT-IFA, Cat. No. ENA100, DRD Biotech) according to the manufacturer’s instructions.
All samples were analyzed retrospectively.

Anti-NR2 titers >2 ng/mL were considered as elevated or positive, according to the ELISA Kit
manufacturer’s instructions.

Analysis of serum neurofilament light chain (sNfL) levels were determined using highly
sensitive single molecule array (SiMoA, Billerica, MA, USA) technology. Samples were measured in
duplicate in several rounds by SiMoA HD-1 (Quanterix, Billerica, MA, USA) using NF-Light Advantage

Kits (Quanterix) [19] according to the manufacturer’s instructions. Resorufin-B-D-galactopyranoside
(RGP) was incubated at 33 °C for 60 min prior to running the assay. sNfL. measurements were
performed in a blinded fashion without information about clinical data. sNfL Z scores were derived
from a recently publisheddatabase comprising 4532 control persons with no evidence of CNS disease
taking part infour cohort studies in Europe and North America (Benkert et al., Lancet Neurol 2022) [29].
The authors of this study modelled the distribution of sNfL concentrations in the function of
physiological age-related increase and body-mass index (BMI)-dependent modulation,to derive Z
score values from this reference database, via a generalized additive model for location, scale and
shape. The application we used to calculate age- and BMI-adjusted sNfL. Z scores based on this
reference database can be accessed at the following link: http: //shiny.dkfbasel.ch/baselnflreference
(accessed on 27 July 2022).

4.3 Fatigue Status

In parallel, the degree of fatigue for motor and cognitive functions was recorded using the FSMC
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(fatigue scale for motor and cognitive functions) questionnaire [13]. The FSMC contains 20 items. Ten
items measure symptoms of motor and cognitive fatigue. Responses are scored on a five-point scale. Item
scores can be summed to a global severity score for FSMC-total or for the two sub-scales FSMC-cognitive
and FSMC-motor.

This questionnaire enables us to differentiate cognitive from motor fatigue and to stratify the
degree of severity into 4 groups. While the FSMC questionnaire was originallydeveloped for patients
with Multiple Sclerosis (MS), we have adapted it for patients withrheumatic diseases.

4.4 Statistical Analyses

All data were assessed for normal or non-normal distribution. Differences in dis- ease scores
were determined using the Mann-Whitney U and H-Test. Correlations were determined by
Spearman’s Rho correlation analysis. The level of significance was set at @ = 0.05. The resulting p-
values were considered nominally significant at p < 0.05. Statisticalanalyses were calculated with SPSS
PASW27 Statistics (IBM Corp., Somers, NY). Figures were created using GraphPad Prism for Windows
(Microsoft, Redmond, WA, USA).

5. Conclusions

Fatigue is a widespread and complex symptom that is diagnosed by questionnaire. Here, we
report that the presence of circulating anti-NR2 antibodies is associated with severe fatigue in patients
with both autoimmune and non-autoimmune rheumatic diseases. Thus, the detection of these
autoantibodies might be a helpful diagnostic tool in rheumatic patients with fatigue.

Furthermore, the presence of anti-NR2 antibodies in different subsets of rheumatic patients,
independently from the main disease, suggests an individual role of these autoantibodies in fatigue
pathophysiology.

The lack of correlation between the circulating NfL levels, anti-NR2 antibody titer and clinical
fatigue manifestations indicates alternative factors and theories in fatigue pathophysiology, such as
chronification and microglial activation.

Further studies on a larger cohort are needed to confirm the validity of anti-NR2 antibodies as
a biomarker of fatigue in patients with rheumatic autoimmune diseases.
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