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Zusammenfassung

Hintergrund: Traumatische Rickenmarksschadigungen (TSCI) sind schwerwiegende
Verletzungen, welche zum Verlust aller sensiblen und motorischen Funktionen
unterhalb des Verletzungsniveaus flihren kdénnen. Durch primare und sekundare
Mechanismen wird das betroffene neuronale Gewebe massivem oxidativen Stress
ausgesetzt. Die Spurenelemente Selen (Se) und Kupfer (Cu) sind von zentraler
Bedeutung flr die antioxidative Abwehr.

Methodik: Von 2011 bis 2018 wurden in einer prospektiven Beobachtungsstudie des
Querschnittzentrums Ludwigshafen von 144 Patient*innen nach TSCI klinische Daten
und Blutproben zusammengetragen. Anhand der ASIA Impairment Scale (AIS)
erfolgten dabei die Quantifizierung und Schweregradeinteilung (AIS A-D) der
resultierenden neurologischen Defizite. Als Remission wurde eine Verbesserung des
AIS Scores innerhalb von 3 Monaten definiert und die Patient*innen dementsprechend
in eine Remissionsgruppe G1 und eine Nicht-Remissionsgruppe GO eingeteilt. Als
Kontrollgruppe dienten 10 Individuen mit isolierten Wirbelfrakturen ohne neurologische
Defizite. Am Institut fir Experimentelle Endokrinologie der Charité Universitatsmedizin
Berlin erfolgten die Analysen der Spurenelemente mittels Totalreflexions-
Rontgenfluoreszenzanalysen (TXRF), der Selenoprotein P (SELENOP) und
Ceruloplasmin (CP) Konzentrationen mittels ELISA und des Selen-bindenden-Protein
1 (SELENBP1) durch einen Immuno-lumineszenz Assay. Zusatzlich erfolgte die
Detektion eines Zytokinprofils am Universitatsklinikum Heidelberg via Multiplex-

Immunoassay Verfahren.

Ergebnisse: Innerhalb der ersten 24 Stunden (h) fielen die Se-Konzentrationen in der
Remissionsgruppe G1 von 71,9 pg/L auf 48,3 pg/L ab, wahrend sie in der Nicht-
Remissionsgruppe GO nahezu stabil blieben (58,5 pg/L vs. 60,6 pg/L) (AG1 vs. AGO p
= 0,044). Die SELENOP Konzentrationen sanken in G1 nach 12 h (p < 0,05) signifikant
ab, wahrend die Unterschiede in GO marginal ausfielen (p > 0,05). Die Dynamiken der
Cu-Konzentrationen divergierten nach 12 h (p < 0,001) und nach 24 h (p = 0,023). Die
Analysen der CP-Konzentrationen ergaben keine Gruppenunterschiede. Die
SELENBP1 Analysen zeigten sowohl im Hinblick auf das klinische Outcome (GO vs.

G1l, p = 0,019) als auch in Abhangigkeit vom Ausmald der neurologischen
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Beeintrachtigungen (AIS A vs. AIS B-D, p = 0.011) signifikante Unterschiede auf.
Anhand binarer logistischer Regressionsanalysen wurden Vorhersagemodelle fir das
Remissionspotenzial ermittelt, deren Genauigkeit in Abhangigkeit der ausgewahlten
Parameter variiert: 90,0 % (67,4 — 100,0 %) fur Se + SELENOP; 87,7 % (75,1 — 100,0
%) fur Se + Cu + CP.

Schlussfolgerung: Frihe Konzentrationsanderungen der Spurenelementparameter
liefern diagnostische Einsichten in die Verletzungsschwere und das individuelle
Remissionspotential der Patient*innen nach TSCI. Peripher reduzierte Dynamiken
kobnnten eine fur die Regenerationsprozesse vorteilhafte Umverteilung der

Spurenelemente zum Ort des Verletzungsgeschehens aufzeigen.
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Abstract

Background: Traumatic spinal cord injuries (TSCI) can lead to loss of all sensory and
motor functions below the injury level. Due to primary and secondary
pathophysiological mechanisms, the affected neuronal tissue is exposed to massive
oxidative stress. The trace elements selenium (Se) and copper (Cu) are crucial for

antioxidant defence.

Methods: From 2011 to 2018, in a prospective observational study of the Paraplegic
Centre Ludwigshafen, blood samples and clinical data were collected from 144
patients after TSCI. The ASIA Impairment Scale (AIS) was used to grade the
accompanying neurological deficits into severity levels (AIS A-D). An improvement of
the AIS within three months was defined as remission and patients accordingly divided
into a remission group G1 or a non-remission group GO. Ten individuals with isolated
vertebral fractures without neurological deficits served as control. Trace elements were
detected by total reflection X-ray fluorescence analysis (TXRF), Selenoprotein P
(SELENOP) and Ceruloplasmin (CP) by ELISA and selenium-binding-protein 1
(SELENBP1) by immunoluminescence assay at the Institute for Experimental
Endocrinology, Charité Universitdtsmedizin Berlin. In addition, a cytokine profile was

detected at Heidelberg University Hospital via multiplex immunoassay.

Results: Within the first 24 hours, Se concentrations in the remission group G1
decreased from 71,9 pg/L to 48,3 pg/L, while they remained almost stable in the non-
remission group GO (58,5 ug/L vs. 60,6 pg/L) (AG1 vs. AGO p = 0.044). These
significantly divergent dynamics were also apparent Cu- analyses, after 12 hours (G1
vs. GO p < 0.001) and after 24 hours (G1 vs. GO p = 0.023). SELENOP concentrations
decreased significantly in G1 after 12 hours (p < 0.05), whereas the differences in GO
appeared marginal (p > 0.05). The CP analyses showed no group differences.
SELENBP1 analyses revealed significant differences both in terms of clinical outcome
(GO vs. G1, p = 0.019) and relation to the extent of neurological impairments (AIS A
vs. AIS B-D, p = 0.011). Binary logistic regression analyses were used to determine
prediction models for the remission potential. The accuracy varies depending on the
selected parameters: 90.0 % (67.4 % — 100.0 %) for Se + SELENOP, 87.7 % (75.1 %
—100.0 %) for Se + Cu parameters.
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Conclusion: Early concentration changes of trace element parameters provide
insights into the injury severity and the individual remission potential of patients after
TSCI. Peripherally reduced dynamics may indicate a beneficial redistribution of trace

elements to the site of injury for regeneration processes.
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1 Einleitung

1.1 Traumatische Rickenmarksverletzungen

Das menschliche Rickenmark ist Bestandteil des zentralen Nervensystems und mit
seinem komplexen Geflecht aus afferenten und efferenten Nervenfasern essentiell fur
die Informationsverarbeitung sensibler Wahrnehmungen aus der Peripherie und
unabdingbar fur die muskulare Willkiirmotorik des gesamten Bewegungsapparates [1].
Traumatische Verletzungen des Ruickenmarks (TSCI), welche mit einer
Querschnittsymptomatik einhergehen, bedeuten substanzielle Einschnitte in die
Lebensqualitat und die Lebenserwartung der betroffenen Patient*innen. Auch wenn
auf dem westeuropaischen Kontinent die Inzidenz einer solchen Verletzung mit etwa
16-19 dokumentierten Fallen pro eine Million Einwohner*innen wenig erscheint, stellen
sie das Gesundheitssystem, die betroffenen Patient*innen und deren Umfeld dennoch
vor grof3e Herausforderungen [2; 3]. Denn trotz intensiver Forschungsbemihungen
und sich in den letzten Jahrzehnten signifikant verbesserten supportiven
Therapieoptionen existiert noch immer kein kurativer Therapieansatz, so dass
permanente motorische und/oder sensorische Funktionseinschrankungen weiterhin
das vordergriindige Leitsymptom traumatischer Rickenmarksverletzungen darstellen
[4]. Das Ausmal} dieser Beeintrachtigungen wird dabei maf3geblich von der H6he des
Querschnitts bestimmt. Ein vollstandiger Funktionsverlust eines oder mehrerer
Ruckenmarksegmente im Bereich der Halswirbelsdule bewirken den Ausfall aller
motorischen und sensorischen Qualitaten der oberen und unteren Extremitaten, des
Rumpfes und des Beckens, i.e. eine komplette Tetraplegie. Im Gegensatz dazu
bleiben bei paraplegischen Erscheinungsbildern die Funktionen der oberen
Extremitaten durch Verletzungen auf thorakaler oder lumbaler Ebene noch erhalten.
Inkomplette Tetra- bzw. Paraplegien mit noch teilweise erhaltenen motorischen
und/oder sensorischen Funktionen resultieren dahingegen aus einem unvollstandigen

Untergang des entsprechenden Ruckenmarksegmentes (Abbildung 1) [5].

Neben den unmittelbar resultierenden Funktionseinschrankungen sind eine grofie
Anzahl der betroffenen Patient*innen oftmals im Verlauf von Folgeerscheinungen wie
chronischen Schmerzen, Kontrakturen, Spastiken, Stérungen des Verdauungs- und

urogenitalen Systems sowie Schluck- und Atemeinschréankungen betroffen, welche die
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Rehabilitation erheblich erschweren und die Lebensqualitat zusatzlich mindern.
Gleichzeitig besteht ein permanent erhohtes Risiko fir lebensbedrohliche
Komplikationen wie Thrombosen, Lungenembolien, fulminante Infektionen, Sepsis
oder Suizid [2; 6]. Die Beeintrachtigungen gehen jedoch weit tiber die rein korperlichen
Einschrankungen bzw. medizinischen Aspekte hinaus. Die Teilhabe an alltaglichen
Aktivitaten und gesellschaftlichen Ereignissen, die Ausiibung eines Berufs oder die
bloRe Aufrechterhaltung sozialer Kontakte unterliegen grof3en Hurden und sind oftmals
trotz tiefgreifender Verdnderungen in allen Lebensbereichen nur schwer zu bewaltigen
[4; 7].

Die zugrundeliegende Pathophysiologie traumatischer Riickenmarksverletzungen ist
komplex und aktueller Forschungsinhalt vieler Studien sowohl im klinischen- als auch
im Grundlagenbereich [8; 9; 10; 11; 12]. Grundséatzlich kdbnnen dabei zwei Phasen
unterschieden werden. Die erste, primare Phase wird durch den ursachlichen
Verletzungsmechanismus, das eigentliche Trauma abgebildet. Mechanische Kréafte
wirken auf die kndchernen und ligamentéaren Strukturen ein und fuhren zu Frakturen,
Kompressionen, Distraktionen, Gefal3verletzungen und Gewebezerreil3ungen, welche
das Ruckenmark direkt oder indirekt schadigen [13]. In Folge dieser gefa3- und
membranzerstérenden Einwirkungen kann sich aufgrund des plétzlichen Verlustes der
vegetativen Regulierungsmechanismen ein lebensbedrohlicher spinaler Schock
manifestieren, welcher mit hamodynamischen Dysregulationen wie einem massiven
Abfall des Blutdruckes und der Herzfrequenz sowie Stérungen der
Temperaturregulation einhergehen kann [14]. Hauptursachen der zugrundeliegenden
Traumata sind in den meisten Fallen Verkehrsunfalle und Stirze, gefolgte von
Sportunféllen und Verletzungen durch Gewaltdelikte, was in Summe Anhaltspunkte
dafur liefern konnte, weshalb weltweit betrachtet vor allem eher jlingere und in der

Mehrzahl mannliche Patienten von solchen Verletzungen betroffen sind [15].

Im Anschluss an diese kurze, primare Phase erfolgt innerhalb weniger Minuten der
Ubergang in eine sekundare Phase, welche Uber Tage, oder Wochen bis Monate
persistieren kann und durch massiven Zelluntergang des neuronalen Gewebes
gekennzeichnet ist [16]. In dieser Phase werden vielfaltige inflammatorische,
zellrekrutierende und immunologische Prozesse ausgelost. Die daraus resultierenden
hypoxischen/ischamischen Zustéande, die Akkumulationen von Neurotransmittern,

Lipidperoxidationen, sowie die Bildung freier Radikale erzeugen massiven oxidativen
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Stress auf das betroffene Gewebe [13; 17]. In den folgenden Wochen bis Monaten
bildet sich eine funktionslose, multizellulare Narbe am Ort des
Verletzungsgeschehens, welche im Kontext der subakuten und chronischen
Mechanismen durch infiltrierende Zellen wie Astrozyten, Immunzellen und
Fibroblasten sowie durch Demyelinisierungs- und axonale Umbauprozesse gebildet
wird [18].

Tetraplegie
zervikal =
Paraplegie
Paraplegie
—

thorakal

I Paraplegie

S
lumbal | -
sakral

Abbildung 1. Die H6he des Querschnitts bestimmt das Ausmal der Lahmungen. Eine
Schédigung des Rickenmarks auf HOhe der Halswirbelsaule kann in eine Tetraplegie
muinden, dem Verlust aller neurologischen Funktionen der oberen und unteren Extremitaten,
des gesamten Rumpfes und des Beckens unterhalb des Verletzungsniveaus (rot). Bei einer
Paraplegie bleiben die Funktionen der oberen Extremitaten erhalten. Die Einschrankungen
betreffen je nach Verletzungshéhe die unteren Extremitaten und Teile des Rumpfes (orange —
gelb). Erstellt mit BioRender.com.

1.1.1 Initiales klinisches Assessment

Das Ubergeordnete Ziel des aktuellen Behandlungskonzeptes fur Patient*innen nach
TSCI besteht darin, die einsetzende Kaskade sekundarer pathophysiologischer
Mechanismen bestmoglich abzumildern, um die Entstehung der irreversiblen
Umbauprozesse so moéglicherweise verhindern zu kdnnen [19]. Nach der praklinischen
Stabilisierung und der unmittelbaren Verlegung in ein spezialisiertes
Versorgungszentrum sind hierbei eine zielfihrende Diagnostik und die schnelle
Einleitung notwendiger Interventionen innerhalb der ersten 24 Stunden maf3gebend
fur das Uberleben und das langfristige Outcome der Patient*innen [16]. In der

klinischen Erstbeurteilung werden die aus der Riuckenmarksschéadigung
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resultierenden, neurologischen Defizite anhand der etablierten ASIA Impairment Scale
(AIS), dem Scoring-System der amerikanischen Vereinigung far
Ruckenmarksverletzungen (ASIA), ausfihrlich evaluiert und quantifiziert. Die
detaillierten motorischen und sensorischen Untersuchungen erlauben eine schnelle
Orientierung im Hinblick auf die Hohe der Verletzung und das Ausmal der
neurologischen Defizite (AIS A-D) (Tabelle 1). Bewusstseinseinschréankungen,
préklinische Sedierungen und zuséatzliche Verletzungen stellen die untersuchenden
Personen dabei jedoch oftmals vor grol3e Herausforderungen [19]. Zur bildgebenden
Quantifizierung des lokalen Verletzungsausmalles stellt die Magnetresonanz-
tomographie (MRT) den Goldstandard dar. Mithilfe der MRT-Schnittbilder kénnen
Schadigungen intra- und extramedullarer Strukturen abgeschétzt und potenziell
riickenmarkskomprimierende Prozesse wie Einblutungen, Odeme, Frakturen oder
Instabilitaiten detektiert werden. Uber die sich im Verlauf entwickelnden
neurodegenerativen Veranderungen der betroffenen Rickenmarkssegmente liefern
die konventionellen MRT-Sequenzen jedoch nur wenige Informationen [20; 21]. Die
Limitierungen der rein klinischen Evaluation des neurologischen Funktionsstatus und
die eingeschrankte Aussagekraft der bildgebenden Verfahren lassen eine verlassliche
Aussage Uuber die Prognose bzw. das individuelle Remissionspotenzial der
Patient*innen oftmals erst nach Wochen bis Monaten zu. Es besteht ein grof3er Bedarf
an der Identifikation zusétzlicher objektiver Parameter/Biomarker, welche frihzeitig in
der Lage sind, weitere Einblicke in die komplexen biochemischen und zellularen

Prozesse zu liefern und Aussagen Uber den Krankheitsverlauf zu erlauben.
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Tabelle 1. Ubersicht der ASIA Impairment Scale (AIS), dem Scoring System der
amerikanischen Vereinigung fur Rickenmarksverletzungen (ASIA). Abgewandelt aus Seelig
et. al (58)

AIS Lahmung Klinisches Ausmal der
Klassifikation neurologischen Defizite
A Komplett Funktionsverlust aller motorischen und sensiblen

Qualitaten unterhalb des Verletzungsniveaus
inklusive der sakralen Segmente S4-S5

B Inkomplett  sensible Funktionen teilweise erhalten, motorische
Funktionen unterhalb des Verletzungsniveaus
komplett erloschen, inklusive der Segmente S4 S5

C Inkomplett  sensible und motorische Funktionen unterhalb des
Verletzungsniveaus teilweise erhalten, Muskelkraft
der Kennmuskeln geringer als Kraftgrad 3

D Inkomplett  sensible und motorische Funktionen unterhalb des
Verletzungsniveaus weitestgehend erhalten,
Muskel-kraft der Kennmuskeln gréRer Kraftgrad 3

E Keine motorische und sensible Funktionen sind
normal

1.2 Essenzielle Spurenelemente

Essenzielle Spurenelemente sind chemische Substanzen, welche der menschliche
Organismus taglich in sehr geringen Mengen Uber die Nahrung zu sich nimmt, um die
Homoostase vieler lebenswichtiger Prozesse aufrecht erhalten zu kdnnen [22; 23; 24].
Zu diesen unverzichtbaren Mikronahrstoffen zahlen unter anderem Kupfer (Cu), Selen
(Se) und Zink (Zn) [25]. Als Bestandteil bioaktiver Proteine sind diese Elemente
verantwortlich  fir die  spezifischen  Koordinierungs-, Katalyse- oder
Elektronentransfereigenschaften vieler Makromolekile und so unmittelbar an
enzymatischen Reaktionen, immunologischen Mechanismen und Organfunktionen
beteiligt [26]. Defizite in der Versorgung mit diesen Elementen flhren zu
unterschiedlichen Mangelerscheinungen und kdénnen die Entstehung eines breiten
Spektrums an Krankheiten begunstigen [27; 28; 29]. Expositionen durch zu hohe,
toxische Konzentrationen dieser chemischen Substanzen kdnnen jedoch ebenso

gesundheitsschadlich sein [30].
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1.2.1 Selen und Selenoprotein P

Die Aufnahme des Selens (Se) kann Uber anorganische Verbindungen wie
Natriumselenit, aber auch tber organische Verbindungen wie Selenomethionin oder
Selenocystein erfolgen, wobei diese in Pflanzen- und Fleischprodukten,
Meeresfriichten oder Milchprodukten zu finden sind [31]. Als Selenocystein (Sec) wird
Se fur die Biosynthese von 25 verschiedenen humanen Selenoproteinen bendtigt,
welche eine Vielzahl essenzieller Aufgaben im Organismus Ubernehmen. Die
bekanntesten Vertreter dieser Selenoproteine sind die Glutathionperoxidasen (GPx 1-
4), die Deiodasen (Diol-3) und die Thioredoxinreduktasen (TXNRD). Sie sind
substanziell fir die antioxidative Abwehr, eine suffiziente Immunantwort sowie an der
Produktion von Schilddrisenhormonen beteiligt [23; 32]. Des Weiteren kontrollieren
sie Zellproliferations-, Apoptose- und Transkriptionsprozesse [31; 33]. Der Einbau der
meisten Selenocysteinaminosauren erfolgt in das Transportprotein des Selens, das
Selenoprotein P (SELENOP). Das hauptséachlich in der Leber synthetisierte Protein ist
fur die Verteilung des Se im gesamten Organismus verantwortlich. Zusatzlich verfugt
es Uber antioxidative Fahigkeiten und konnte auf zellularer Ebene als entscheidender
Faktor fur das Uberleben neuronalen Gewebes identifiziert werden [34; 35]. Ein
insuffizienter Se-Status wurde in verschiedenen Studien als Risikofaktor fir das
Auftreten schwerer kardiovaskularer Ereignisse, die Entstehung verschiedener
maligner Erkrankungen, sowie als nachteilig fir die Uberlebenswahrscheinlichkeit
nach polytraumatischen Verletzungen oder septischen Infektionsgeschehen
beschrieben [36; 37]. Im Mittel liegen die Se-Blutkonzentrationen bei Erwachsenen auf
dem westeuropdischen Kontinent bei 82,1 pyg/L (52,1 pg/L — 125,1 pg/L) und far
SELENOP bei 4,3 mg/L (2,9 mg/L — 6,1 mg/L) [38].

1.2.2 Selen-bindendes-Protein 1

Das erstmals 1989 in der Mausleber beschriebene Selen-bindende-Protein 1
(SELENBP1) stellt einen weniger intensiv charakterisierten Vertreter der
Selenoproteine dar [39]. Das hauptsachlich intrazellular vorkommende Protein ist in
den meisten humanen Geweben exprimiert und liegt unter physiologischen
Umstanden teilweise im Komplex mit der Glutathionperoxidase 1 (GPx1) vor. Als
enzymatische Aktivitdt des Proteins wird das Katalysieren der Oxidation von
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Methanthiol zu Signalmolekilen der Zelldifferenzierung beschrieben [40; 41].
Zusatzlich gibt es Hinweise darauf, dass SELENBP1 an Prozessen der Zellmotilitat,
Proteindegradation und Redox-Modulation beteiligt sein koénnte [42; 43]. In
Tumorgeweben wurden Assoziationen zwischen reduzierten Konzentrationen des
SELENBP1 mit einem ausgepragten Tumorprogress und einem erhéhten
Mortalitatsrisiko beschrieben [44; 45; 46]. Am Institut far Experimentelle
Endokrinologie der Charité Universitdtsmedizin zu Berlin konnten in Myokardinfarkt-
Patientenseren erhohte SELENBP1-Konzentrationen nachgewiesen werden. In
diesen Untersuchungen konnte eine positive Korrelation der zirkulierenden
Konzentrationen von SELENBP1 mit dem Ausmald der Myokardschadigungen,

bedingt durch die Ischamie, beschrieben werden [47; 48].

1.2.3 Kupfer und Ceruloplasmin

Nach Zn und Fe ist Cu das dritthaufigste Spurelement im menschlichen Organismus
und muss, ebenso wie Se oder andere essenzielle Mikronahrstoffe, regelmaliig tber
die Nahrung zugefuihrt werden. Die Aufnahme von Cu erfolgt unter anderem beim
Verzehr von Nussen, Hulsenfrichten, Muscheln oder Fischprodukten [49]. Von der
deutschen Gesellschaft fur Ernahrung (DGE) wird dabei flr Erwachsene eine tagliche
Zufuhr von etwa 1 mg - 1,5 mg empfohlen, sodass sich unter normalen Ernédhrungs-
verhéltnissen in der adulten européaischen Bevolkerung im Durchschnitt eine Cu-
Serumkonzentration von etwa 635 pg/L - 1398 ug/L ergibt [50; 51]. Aufgrund der
einzigartigen Fahigkeit des Cu zwei verschiedene Redoxzustande einnehmen zu
konnen - den oxidierten (Cu?*) und den reduzierten (Cu*) Zustand, dient Cu als
wichtiger katalytischer Faktor in einer Vielzahl bioaktiver Proteine [24]. In Form der
Superoxiddismutase (SOD), Cytochrom- C-Oxidase (COX) und Lysyloxidase (LOX) ist
Cu unter anderem an Mechanismen zur Abwehr oxidativen Stresses, der Zellatmung
oder der Modulation extrazellularen Gewebes entscheidend beteiligt [52]. Eine
unzureichende nutritive Zufuhr und eine damit verbundene insuffiziente Verfligbarkeit
der Cu-abhangigen bioaktiven Proteine konnte dementsprechend eine erhohte
Anfalligkeit fir oxidative Schadigungen, Funktionseinschrankungen zirkulierender
Blut- und Immunzellen bis hin zu osteoporotischen Zustanden und neurologischen
Funktionsdefiziten fuhren [24; 49]. Der Hauptanteil des Cu wird jedoch an das

hepatisch synthetisierte Protein Ceruloplasmin (CP) gebunden, welches physiologisch
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in Serumkonzentrationen von 180 mg/L — 450 mg/L vorkommt. CP verflgt Uber ferro-
oxidative Eigenschaften und schiitzt das Gewebe unter anderem vor eisenvermittelten
reaktiven Sauerstoffradikalen [24; 53]. Eine Erhohung intravasaler CP-
Konzentrationen wurden vor allem bei systemischen Infektionsgeschehen und im
Rahmen ausgepréagter Zellschadigungen beobachtet. Eine Erniedrigung hingegen

manifestiert sich vor allem bei hereditaren Erkrankungen wie Morbus Wilson [28; 54].

1.3 Spurenelemente und deren Bedeutung fur die Entwicklung, Gesundheit
und das Uberleben neuronalen Gewebes

Eine unzureichende maternale Nutrition und damit einhergehende insuffiziente fetale
Versorgung mit Makro- und Mikronahrstoffen kann schwerwiegende Auswirkungen auf
die embryonale Entwicklung und die Ausbildung funktionsfahigen neuronalen
Gewebes haben [55]. In einem murinen Depletionsmodell zu fehlenden bzw.
funktionseingeschréankten Selenoproteinen verstarben die Tiere oftmals bereits
wahrend der Embryonalphase oder prasentierten postnatal schwerwiegende
morphologische  und neurologische Defizite [35]. Unter  normalen
Entwicklungsbedingungen nehmen die Spurenelemente eine zentrale Rolle in der
Abwehr (traumatisch bedingter) hypoxischer und oxidativer Schadigungen ein. Im
Kontext hamorrhagischer Schlaganfélle konnte aufgezeigt werden, dass Neurone auf
lipidperoxidative oder ferroptotische Stimuli mit der Induktion von Selenoproteinen wie
der GPx4 reagieren, um die Zellen damit effektiv vor dem Untergang zu schitzen [56].
Die Cu-abhangige SOD wurde in posttraumatischen Mausehirnen als weiteres
Instrument in der Abwehr von reaktiven Sauerstoffradikalen und in der Vorbeugung
mitochondrialer  Dysfunktion identifiziert [57]. Im Rahmen traumatischer
Ruckenmarksverletzungen hat ein CP-Mangel bei Mausen zu einem signifikant
vermehrten neuronalen Gewebsverlust gefuhrt [58]. Eine Se-Supplementierung
konnte wiederum eine Verbesserung der Regeneration neurologischer Funktionen
bewirken [59]. Trotz dieser vielversprechenden Anséatze kbnnen die Resultate nicht
konsequent auf den Menschen Ubertragen werden. Oftmals konnten sich die im
Tiermodell vorteilhaft erschienenen Therapie- oder Interventionsansatze in der
Anwendung an Patient*innen nicht bestatigen [60]. Deshalb besteht ein groRer Bedarf
darin, die Veranderung der Spurenelementkonzentrationen nach TSClI am humanen

Modell zu evaluieren, um so Erkenntnisse Uber ihre potenzielle Rolle in der
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Pathophysiologie im Menschen gewinnen und mdgliche Interventionsansatze

entwickeln zu kénnen.

1.4 Zielstellungen der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, die Konzentrationen zirkulierender Spurenelemente (Cu, Se und
Zn) und derer assoziierter Proteine (SELENOP und CP) in Serumproben von
Patient*innen nach traumatischer Ruckenmarksverletzung zu detektieren und diese
Ergebnisse im Zusammenhang mit den klinischen Untersuchungsbefunden und dem
individuellen Outcome der Patient*innen zu analysieren. Anhand eines engmaschigen
Blutentnahmeprotokolls sollten potenzielle Biomarker identifiziert werden, welche eine
frlhzeitige Aussage Uber das individuelle Remissionspotential ermdglichen und das
klinische Assessment der Patient*innen verbessern kénnten. Es wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die Konzentration des zirkulierenden SELENBP1 abhangig vom
Ausmall des Gewebeschadens ist. Sollte sich diese Hypothese bestatigen, so kénnte
SELENBP1 als mdglicher additiver und objektiver Parameter des lokalen zelluléaren
Untergangs dienen und so eine frihzeitige Abschatzung des neuronalen Schadens
und der Remissionswahrscheinlichkeit ermdglichen.
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2 Materialien & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Studiendesign und —kollektiv

Die klinische Beobachtungsstudie (Fall-Kontroll-Studie) wurde im Zeitraum von 2011
bis 2018 in der Abteilung fir Querschnittgelahmte der Berufsgenossenschaftlichen
Klinik Ludwigshafen in Rheinland-Pfalz zur prospektiven Datenerhebung von
Patient*innen nach traumatischer Rickenmarksverletzung (TSCI) durchgefiihrt. Die
Uberprifung und Genehmigung zur Durchfiihrung der Studie erfolgte durch den
Ethikrat des Universitatsklinikums Heidelberg und der Landesarztekammer Rheinland-
Pfalz (837.188.12 / 8289-F). Die Registrierung der Studie im Deutschen Register
Klinischer Studien (DRKS) erfolgte am 23.03.2016 (Studien-ID: DRKS00009917;
Universal Trial Number (UTN): U1111-1179-1620). Alle in die Studie
eingeschlossenen Patient*innen haben nach zuvor erfolgter ausfuhrlicher Aufklarung
eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie unterschrieben.
In jeder Aufklarung wurde dartiber informiert, dass die Patient*innen jederzeit ohne
Angabe eines Grundes dieses Einverstandnis widerrufen kénnen und das Recht
haben, dass ihre Daten aus der Studie ausgeschlossen werden, ohne nachteilige
Konsequenzen erwarten zu missen. Die Erfassung und Verarbeitung aller erhobenen
Daten sind gemaR der guten klinischen Praxis und im Einklang mit der Deklaration von

Helsinki erfolgt.

Insgesamt konnten 144 Patient*innen in das klinische Studienregister der BG Klinik
Ludwigshafen aufgenommen werden. Als Einschlusskriterien galten dabei das
Auftreten von mindestens einer traumatisch bedingten Wirbelsaulenfraktur und
begleitende sensomotorische Defizite aufgrund einer Rickenmarksschadigung.
Ausschlusskriterien fur eine Aufnahme in die Studie waren das Vorhandensein nicht-
traumatischer Verletzungen des Riickenmarks, Schadel-Hirn-Traumata, traumatische
Amputationen von Extremitaten, Komata oder jegliches andere schwere Trauma
neben der Verletzung des Rickenmarks. Die Beobachtung und Datenerhebung
erfolgten nach der Krankenhausaufnahme jeweils fur drei Monate. Innerhalb dieses

Zeitraumes hat keiner der ausgewahlten Patient*innen Methylprednisolon oder andere
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experimentelle Therapien erhalten. Die klinischen Untersuchungen der Patient*innen
zur Beurteilung des Vorhandenseins neurologischer Funktionseinschrankungen
erfolgten gemalf internationaler Standards [61] innerhalb der ersten 72 Stunden nach
der Hospitalisierung und wurden drei Monate danach wiederholt. Die Quantifizierung
und Schweregradeinteilung der detektierten Defizite erfolgte anhand der ASIA
Impairment Scale (AIS), dem Scoring-System der amerikanischen Vereinigung fir
Ruckenmarksverletzungen (ASIA) (Tabelle 1). Des Weiteren wurde den
Proband*innen nach einem standardisierten Schema Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum an elf definierten Zeitpunkten Blut abgenommen. Das Schema
sah dabei Abnahmen zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme (0 Stunden), 4, 9, 12
und 24 Stunden danach, sowie 3, 7, 14 Tage und 1, 2 und 3 Monate nach der
Hospitalisierung vor (Abbildung 2). Aufgrund der komplexen medizinischen
Versorgungssituation der Patient*innen und durch Verluste wahrend des
Observationszeitraumes lagen nicht fur alle Proband*innen zu jedem der definierten
Zeitpunkte Probenmaterial fur die Analysen vor. Fir die Kontrollgruppe standen
Proben fur die Zeitpunkte 0, 4, 9, 12 und 24 Stunden sowie Tag 3 und 7 nach der

Hospitalisierung zur Verfligung.

Hospitalisierung Initiale Quantifizierung Finale Quantifizierung
innerhalb von 2h |+ neurologischer neurologischer
nach TSCI Funktionen (AIS) Funktionen (AIS)
j j l 1
—o—o— >
BE »|0Oh | 4h | 9h |12h| |24h| [72h 7d 14d m 2m 3m

Abbildung 2. Darstellung des Blutentnahme- Schemas. Im Rahmen des 3-monatigen
Observationszeitraumes wurde den Patient*innen mit traumatischen
Ruckenmarksverletzungen (TSCI) nach der Krankenhausaufnahme (Zeitpunkt O Stunden)
nach 4, 9, 12 und 24 Stunden, nach 3, 7 und 14 Tagen sowie nach 1, 2 und 3 Monaten Blut
fur die Analyse abgenommen. Abkirzungen: TSCI: traumatic spinal cord injury; AIS ASIA
Impairment Scale: ASIA American Spinal Injury Association; BE: Blutentnahme. Abgewandelt
aus Heller et. al von 2018 [62]. Erstellt mit BioRender.com.

Die Untersuchungsergebnisse der Erst- und Letztevaluierung des neurologischen
Status, welche in Summe das klinische Outcome abbilden, stellten die Grundlage der
retrospektiven  Einteilung der Patient*innen in zwei Subgruppen dar.

Studienteilnehmer*innen, welche innerhalb von drei Monaten eine Verbesserung der
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neurologischen Funktionen und somit eine Verbesserung in der AIS Klassifikation
erzielen konnten, wurden in der Remissionsgruppe G1 zusammengefasst.
Studienteilnehmer*innen bei denen keine Remission der neurologischen Funktionen
innerhalb von drei Monaten festgestellt werden konnte, bildeten die Nicht-
Remissionsgruppe GO. Die Individuen mit traumatischen Frakturen der Wirbelsaule
ohne begleitende neurologische Defizite wurden als Kontrollgruppe C
zusammengefasst. Uber diese Einteilung hinaus erfolgte in der Arbeit zur Analyse der
SELENBP1 Konzentrationen eine zusatzliche Subgruppierung in zwei weitere
Gruppen, in Abhangigkeit vom Ausmald der neurologischen Funktions-
einschrankungen [63]. Patient*innen, welche in der Ersteinschatzung der begleitenden
neurologischen Defizite als AIS A (Maximalausprdgung neurologischer Defizite)
klassifiziert wurden, wurden in die Gruppe ,AIS A“ aufgenommen. Proband*innen
hingegen, welche als AIS B-D (teilweise erhaltene Funktionen) klassifiziert wurden,

dementsprechend in die Gruppe ,AlIS B-D*.

2.1.2 Studienpopulationen und Anthropometrie

Die Studie unterlag zu jedem Zeitpunkt einem explorativen Charakter, weshalb sich in
Abhangigkeit von der Fragestellung, der Verfugbarkeit analysierbaren
Probenmaterials und des Entwicklungsstandes neuer Testmethoden die Fallzahlen
und Subgruppierungen innerhalb der verdffentlichten Arbeiten unterscheiden
(Abbildung 3). In der zuerst publizierten Pilotstudie zur Analyse des Se-Status bei
Patient*innen nach TSCI konnten von den urspringlich 144 ins Studienregister
aufgenommenen Proband*innen mittels statistischer Matching-Methoden zur
Minimierung von  EinflussgréRen  wie  Alter, Geschlecht, Ho6he der
Ruckenmarksschadigung etc. und unter der Pramisse, dass mindestens 75 % der zu
den definierten Zeitpunkten abgenommen Serumproben zur Verfigung standen, 29
Individuen (G1 = 10, GO =9, C = 10) in die Analysen eingeschlossen werden [62]. In
der zweiten, aufbauenden Studie zur Analyse der Kupfer-Parameter erfolgte eine
Fokussierung auf die ersten 24 Stunden, mit der Zielstellung moglichst viele
Patient*innen zusatzlich einschlieBen zu kdénnen. Unter der Maligabe, dass
mindestens drei von funf Proben vorhanden sein sollten, konnten 23 weitere Individuen
eingeschlossen und das Kollektiv auf n = 52 Patient*innen (G1 = 21, GO =21, C = 10)
erweitert werden [64]. In der dritten Arbeit zur Analyse zirkulierender SELENBP1
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Konzentrationen sollten unsere Ergebnisse der Spurenelement-, SELENOP-, und CP-
Analysen mit den Analysen der Zytokine CCL-2, CCL-3 und CCL-4 (CC-chemokine
ligand 2, 3 und 4), der Matrixmetalloproteinasen 2 und 8 (MMP-2, MMP-8), sowie der
Interleukine 8 und 10 (IL-8, IL-10) aus Heidelberg zusammengefihrt und die
SELENBP1 Dynamiken vor dem Hintergrund dieser gemeinsamen Ergebnisse
diskutiert werden. Von den zuvor eingeschlossenen 52 Individuen verfligten n = 8 tiber
keine Daten zu den Zytokinen, sodass sie ausgeschlossen werden mussten und sich
die Studienpopulation dieser Arbeit somit auf n = 44 Proband*innen reduzierte [63].

TSCI Studienregister
n=144
Einverstandnis abgegeben
mind. eine Blutprobe vorhanden

N

Pilotstudie Se-Status
n=29
Blutprobenvon 0 h-3m
mind. 75% der Seren vorhanden
Subgruppen Matching

Prospektive
Beobachtungsstudie
2011-2018

Exklusion von
n =115 wegen
fehlender Proben

Heller et. al 2019
Relation of selenium status to
neuro-regeneration after
traumatic spinal cord injury

v

Erweiterung um

<—
n=23

Seelig et. al 2020 Aufbaustudie Se + Cu

Selenium and copper status -
potential signposts for
neurological remission after
traumatic spinal cord

n =52
Blutprobenvon 0 h-24 h
mind. 3/5 Seren vorhanden
heterogeneres Studienkollektiv

Exklusion vonn = 8
wegen fehlender
Zytokinparameter

N—.

SELENBP1 Analysen
n=44
Bluprobenvon 0 h-72h
mind. 75% der Seren vorhanden
Vorhandene Daten zu Zytokinen,
Se, Cu, SELENOP, CP

Seelig et. al 2021
Selenium-Binding Protein 1
(SELENBP1) as Biomarker for
Adverse Clinical Outcome After
Traumatic Spinal Cord Injury

Abbildung 3. Darstellung des Studienkollektivs der vorgestellten Arbeiten. Von den 144
in das Studienregister eingeschlossenen Patient*innen, konnten in der Pilotstudie zur Analyse
des Selen (Se)-Status (Se + Selenoprotein P) n = 29 Individuen in die Analysen einbezogen
werden, da von ihnen innerhalb des Beobachtungszeitraumes mindestens zu 75 % der
Blutentnahmezeitpunkte Probenmaterial zur Verfigung stand. In der Aufbaustudie zur
zusatzlichen Analyse der Kupfer- (Cu) Parameter (Cu + Ceruloplasmin) konnte unter der
Umstellung des Analysefokus auf die ersten 24 Stunden das Kollektiv um n = 23 weitere
Patient*innen auf n = 52 erweitert werden. In der dritten Arbeit zur Analyse der SELENBP1
Konzentrationen im Kontext von Spurenelement und Zytokin- Parametern mussten n = 8
Patient*innen ausgeschlossen werden, da keine Daten zu den Zytokin-Parametern vorlagen
und eine Nachbestimmung nicht mehr moglich war. Erstellt mit BioRender.com.
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Die unterschiedlichen Fallzahlen, Zusammensetzungen der Subkohorten und die
Darlegung der Patient*innencharakteristika wie Alter, Geschlechtsverteilung, initiale
und finale AIS Klassifikation, Unfallursache, Ho6he des verletzten
Ruckenmarkssegments und die AO Klassifikation der Wirbelsaulenfrakturen sind in

der Tabelle 1, Tabelle 2 und Tabelle 3 fir die einzelnen Studienkollektive aufgeflhrt.
Tabelle 2. Ubersicht der Charakteristika des Studienkollektivs und der Subgruppen GO, G1

und C der Pilotstudie zur Analyse des Se-Status bei Patient*innen nach TSCI. Abgewandelt
von Tabelle 2 aus Heller et al. [62].

Studien- Gruppe Gruppe
population GO Gl Kontrollgruppe p - Wert
(n=29) (n=9) (n=10) (n=10)
Alter p = 0,898
Median 48,0 49,0 49,5 41,0
(IQR) (32,0; 59,0) (41,0; 60,0) (27,5; 59.0) (34,0; 57,3)
Geschlecht p =1,000
weiblich 10 (34 %) 2 (22 %) 3 (30 %) 5 (50 %)
mannlich 19 (66 %) 7 (78 %) 7 (70 %) 5 (50 %)
AIS initial p = 0,056
A 10 (34 %) 7 (78 %) 3 (30 %) 0 (0 %)
B 5 (17 %) 2 (22 %) 3 (30 %) 0 (0 %)
C 4 (14 %) 0 (0 %) 4 (40 %) 0 (0 %)
D 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
E 10 (34 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 10 (100 %)
AIS final p = 0,002
A 7 (24 %) 7 (78 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
B 4 (14 %) 2 (22 %) 2 (20 %) 0 (0 %)
C 2 (7 %) 0 (0 %) 2 (20 %) 0 (0 %)
D 6 (21 %) 0 (0 %) 6 (60 %) 0 (0 %)
E 10 (34 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 10 (100 %)
Atiologie p = 0,695
Sturz 9 (31 %) 2 (22 %) 4 (40 %) 3 (30 %)
Verkehrsunfall 16 (55 %) 5 (56 %) 4 (40 %) 7 (70 %)
andere 4 (14 %) 2 (22 %) 2 (20 %) 0 (0 %)
NLI p =0,276
ohne 10 (34 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 10 (100 %)
zervikal 7 (24 %) 2 (22 %) 5 (50 %) 0 (0 %)
thorakal 9 (31 %) 6 (67 %) 3 (30 %) 0 (0 %)
lumbal 3 (10 %) 1 (11 %) 2 (20 %) 0 (0 %)
AO p = 0,266
A 21 (72 %) 5 (56 %) 8 (80 %) 7 (70 %)
B 6 (21 %) 2 (22 %) 2 (20 %) 3 (30 %)
C 2 (7 %) 2 (22 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
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Tabelle 3. Ubersicht der Charakteristika des Studienkollektivs und der Subgruppen GO, G1
und C der Aufbaustudie zur Analyse der Se- und Cu-Parameter bei Patient*innen nach TSCI.
Abgewandelt von Tabelle 2 aus Seelig et al. [64].

Studien- Gruppe Gruppe Kontrollgruppe
population GO Gl C p - Wert
(n=52) (n=21) (n=21) (n=10)
Alter p = 0,140
Median 43,5 49,0 34,0 41,0
(IQR) (26,8; 59,3) (36,0; 64,0) (23,0; (34,0; 57,3)
59,0)
Geschlecht p =1,000
weiblich 13 (25 %) 4 (19 %) 4 (19 %) 5 (50 %)
mannlich 39 (75 %) 17 (81 %) 17 (81 %) 5 (50 %)
AlS initial p < 0,001
A 23 (44 %) 18 (86 %) 5 (24 %) 0 (0 %)
B 10 (19 %) 1 (5 %) 9 (43 %) 0 (0 %)
C 7 (13 %) 0 (0 %) 7 (33 %) 0 (0 %)
D 2 (4 %) 2 (10 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
E 10 (19 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 10 (100 %)
AIS final p <0,001
A 18 (35 %) 18 (86 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
B 3 (6 %) 1 (5 %) 2 (10 %) 0 (0 %)
C 9 (17 %) 0 (0 %) 9 (43 %) 0 (0 %)
D 12 (23 %) 2 (10 %) 10 (48 %) 0 (0 %)
E 10 (19 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 10 (100 %)
Atiologie p=0,170
Sturz 30 (57 %) 12 (57 %) 11 (52 %) 7 (70 %)
Verkehrsunfall | 17 (33 %) 7 (33 %) 7 (33 %) 3 (30 %)
andere 5 (10 %) 2 (10 %) 3 (14 %) 0 (0 %)
NLI p = 0,020
ohne 10 (19 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 10 (100 %)
zervikal 16 (31 %) 6 (29 %) 10 (48 %) 0 (0 %)
thorakal 20 (38 %) 14 (67 %) 6 (29 %) 0 (0 %)
lumbal 6 (12 %) 1 (5 %) 5 (24 %) 0 (0 %)
AO p =0,140
A 33 (63 %) 10 (48 %) 16 (76 %) 7 (70 %)
B 8 (15 %) 4 (19 %) 1 (5 %) 3 (30 %)
C 11 (21 %) 7 (33 %) 4 (19 %) 0 (0 %)
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Tabelle 4. Eigenschaften des Studienkollektivs und der

Subgruppen zur Analyse

zirkulierender  SELENBP1-,  Zytokin-, Matrix-Metalloproteinase- und Interleukin-
Konzentrationen. Abgewandelt von Tabelle 2 aus Seelig et. al [63] .
Gruppe GO Gruppe Gl p-Wert AIS A AISB-D p-Wert
(n=15) (n=19) (n=15) (n=19)
Alter p =0,107 p=
Median 47,0 32,0 44,0 34,0 0,238
(IQR) (21,0; 77,0) (15,0; 75,0) (21,0; 75,0) (15,0; 77,0)
Geschlecht p = 1,000 p =1,000
weiblich 3 (20 %) 5 (26 %) 4 (27 %) 4 (21 %)
mannlich 12 (80 %) 14 (74 %) 11 (73 %) 15 (79 %)
AlS initial p = 0,001 p <0,001
A 11 (73 %) 4 (21 %) 15 (100 %) 0 (0 %)
B 1 (7 %) 5 (26 %) 0 (0 %) 6 (32 %)
C 1 (7 %) 10 (53 %) 0 (0 %) 11 (57 %)
D 2 (13 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (11 %)
AIS final p < 0,001 p <0,001
A 11 (73 %) 0 (0.0 %) 11 (74 %) 0 (0 %)
B 1 (7 %) 2 (11 %) 2 (13 %) 1(5 %)
C 1 (7 %) 5 (26 %) 2 (13 %) 4 (21 %)
D 2 (13 %) 12 (63 %) 0 (0 %) 14 (74 %)
Atiologie p = 0,588 p =0,588
Sturz 9 (60 %) 11 (58 %) 9 (60 %) 11 (58 %)
Verkehrsunfall | 4 (27 %) 7 (37 %) 4 (27 %) 7 (37 %)
andere 2 (13 %) 1 (5 %) 2 (13 %) 1(5%)
NLI p = 0,083 p = 0,083
zervikal 4 (27 %) 9 (47 %) 4 (27 %) 9 (47 %)
thorakal 9 (60 %) 4 (21 %) 9 (60 %) 4 (21 %)
lumbal 2 (13 %) 6 (32 %) 2 (13 %) 6 (32 %)
AO p = 0,039 p = 0,015
A 5 (36 %) 15 (79 %) 6 (40 %) 14 (78 %)
B 4 (28 %) 1 (5 %) 5 (33 %) 0 (0 %)
C 5 (36 %) 3 (16 %) 4 (27 %) 4 (22 %)
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2.1.3 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

BSA

Glycerol

K2HPO4

KCI

KH2PO,4

NacCl
Phosphorséaure
Schwefelsaure
Skim Milk Powder
TMB

Carl Roth GmbH & Co. KG, Germany, T844.4
Carl Roth GmbH & Co. KG, Germany

Carl Roth GmbH & Co. KG, Germany, P749.2
Carl Roth GmbH & Co. KG, Germany, 6781.1
Thermo Fisher Scientific, Germany, P/4800/63
Carl Roth GmbH & Co. KG, Germany, 3957.1
Carl Roth GmbH & Co. KG, Germany, 6366.1
IEE-Charité, Germany*

Merck, Germany, 70166-500G

Surmodics IVD Inc., USA, TMBW-1000-01

TritonX100 Carl Roth GmbH & Co. KG, Germany, 3051.1
Tween 20 Carl Roth GmbH & Co. KG, Germany, 9127.1
2.1.1 Puffer
Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller
CP- Assay Puffer 50 mM K;HPO4 (KoaHPO4:KH2PO4=76:24) IEE-Charité,
100 mM KCL Germany*
0,05 %(w/v) TWEEN 20
0,5 %(w/v) BSA
pH 7,4
CP-BSA-L6sung 25 % (w/v) BSA IEE-Charité,
20 mM KoHPO4 (KoaHPO4:KH2PO4=76:24) Germany*
pH 7,5
CP-Blocking-Puffer 20 mM K;HPO4 (KoHPO4:KH2PO4=76:24) IEE-Charité,
0,5 % (w/v) BSA Germany*
0,05 % TWEEN 20
pH 7,5
CP-Coating-Puffer 20 mM KoHPO4 (KoHPO4:KH2PO4= 76:24) | IEE-Charite,
pH 7,5 Germany*

CP-Stock

CP-Wasch-Puffer

SELENBP1-Basis-
Puffer

SELENBP1-Blocking

Puffer

SELENBP1- Proben-

Puffer

4,01 mg/mL Ceruloplasmin

Lee Biosolutions
Inc., USA, 187-51

50 mM KoHPO4 (K:HPO4:KH2PO4= 76:24) | IEE-Charite,
100 mM KCL Germany*
0,05 %(w/v) TWEEN 20

pH 7,4

50 mM K;HPO4 IEE-Charité,
100 M NaCL Germany*
pH 6,5

Basis- Puffer + 0,1 % v/v TritonXigo I[EE-Charité,
5 % w/v Skim Milk Powder Germany*
Basis- Puffer +10 % v/v Glycerol IEE-Charité,

1 % w/v BSA

Germany*
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SELENBP1-Wasch- Basis- Puffer +0,1 % v/v TritonX1go |[EE-Charité,
Puffer Germany*
SELENBP1-Coating- Basis- Puffer + |[EE-Charité,
Solution 0,000208 % w/v SELENBP1- Antikorper 1 | Germany*
SELENBP1-Tracer- Basis- Puffer + I[EE-Charité,
Puffer 0,1 % v/v TritonX100 Germany*

5 % w/v Skim Milk Powder

0,0375 % v/v Tracer-Antikorper

* erstellt in der Arbeitsgruppe von technischen Mitarbeiter*innen nach SOP Vorgaben.

2.1.2 ELISA

Bezeichnung

Hersteller

selenOtest ELISA, SELENOP-ELISA
Ceruloplasmin-Antikorper-1
Ceruloplasmin-Antikdrper-2
(HRP-gekoppelt)

96-Well-Platte aus PP, Vorverdiinnung
96-Well-Platten aus PS, CP- ELISA-Platten
Microseal ‘B” seal

96-Well- Platte aus PS, SELENBP1 ELISA-
Platten

SELENBP1-Antikorper 1
SELENBP1-Antikérper 2

selenOmed GmbH, Germany
InVivo BiotechServices GmbH, Germany
InVivo BiotechServices GmbH, Germany

Greiner-Bio-One GmbH, Germany, 650201
Greiner-Bio-One GmbH, Germany, 655080
Bio-Rad, UK, MSB1001

Greiner-Bio-One GmbH, Germany, 655074

InVivo BiotechServices GmbH, Germany
InVivo BiotechServices GmbH, Germany

2.1.3 Gerate
Bezeichnung Hersteller
Hydro Flex Washer ' Tecan, USA
Infinite M200 Pro Photometer ' Tecan, USA

Spectrophotometer NanoDrop ND-1000

' Thermo Fisher Scientific, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung und externe Analysen

Nach der Abnahme wurden die Vollblutproben fir 20 Minuten koaguliert, bei 3000
Umdrehungen (1500 x RCF) pro Minute zentrifugiert, das Serum aliquotiert und dann
bei -80°C bis zur Analyse aufbewahrt. Die Kihlkette wurde bei Transportprozessen
nicht unterbrochen. Die Proben wurden pseudonymisiert, so dass wahrend der
Analysen keine Rickschlisse auf Patient*innen- oder klinische Daten moéglich waren.
In den Laboren des Universitatsklinikums Heidelberg erfolgte die Bestimmung der
Gesamtkonzentrationen der Zytokine CCL-2, CCL-3 und CCL-4, der
Matrixmetalloproteinasen 2 und 8, sowie der Interleukine 8 und 10 durch ein auf
magnetische Polystyrolkugeln basierendes Multiplex-Immunoassay-Verfahren (R&D
Systems, Minneapolis, MN, Vereinigte Staaten). Fur die Analysen wurden
kommerzielle Test-Kits (Luminex Performance Human High- Sensitivity Cytokine

Panels) genutzt und die Analysen gemalf3 Herstellerangaben durchgefihrt.

2.2.2 Spurenelementanalytik mittels TXRF

Fur den qualitativen Nachweis und die quantitative Bestimmung der
Gesamtkonzentrationen der Spurenelemente Zink (Zn), Kupfer (Cu) und Selen (Se)
wurden 10 L des zu analysierenden humanen Serums nach dem Auftauen und kurzer
Zentrifugation mit 10 pL eines Gallium-Standards (Konzentration 500 pg/L, Sigma-
Aldrich, Steinheim) versetzt. Fir Doppelbestimmungen erfolgte die zweifache
Auftragung von jeweils 8 pL des Proben-Standard-Gemisches auf polierte Quarzglas-
Probentréager, welche anschlie3end bei 37°C fur 12 Stunden getrocknet wurden. Fir
die Analyse wurde ein Rontgenfluoreszenz-Spektrometer (PicoFox S2, Bruker Nano,
Berlin, Deutschland) zur Messung der von den verschiedenen Elementen bei
Rontgenanregung emittierten, spezifischen Fluoreszenzspektren verwendet. Als
interne Qualitatskontrolle wurde jedem Messdurchlauf ein kommerziell erworbener,
humaner Serumstandard beigefiigt (Sero AS, Seronorm, Billingstad, Norwegen). Der

Intra- und Interassay Variationskoeffizient war dabei stets < 15 %.
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2.2.3 Serumbiomarker

Selenoprotein P und Ceruloplasmin

Fur die Detektion der SELENOP Konzentrationen wurden validierte, kommerzielle
ELISA-Testkits (Selenotest™, InVivo Biosciences, Hennigsdorf, Berlin) verwendet. Die
Grundlagen dieses Analyseverfahrens wurden bereits ausfuhrlich in anderen Arbeiten
dargestellt [36; 37]. Der generelle Ablauf und Aufbau des verwendeten Sandwich-
ELISAs soll, aus Grunden der besseren Verstandlichkeit, kurz mittels des folgenden
FlieRschemas dargestellt werden (Abbildung 4).

¢ ® ®

@

@ e L
® \\
© "
@ Die Testplatte ist mit @ Die Antkdrper binden das Antigen, @ Zugabe eines mit Biotin (griin)
spezifischen Antikérper gegen nicht gebundene Bestandteile markierten Antikdrpers, welcher
ein Antigen (rot) beschichtet {grau) werden ausgewaschen ebenfalls am Antigen (rot)

bindet

TMB Substrat

P
y Y

NS
@ Zugabe des mit Meerettich @ Erzeugung einer enzymatischen
-Peroxidase markierten Farbreaktion durch die Zugabe
Streptavidins, welches am Biotin des Peroxidase -Substrats (TMB)
bindet

Abbildung 4. Grundprinzipien eines Sandwich-ELISA. Die Antigene werden
mithilfe spezifischer, enzymgekoppelter Antikorper nachgewiesen. Nach der
Probenzugabe erfolgte die Antigenbindung durch die Antikérper mit der Erzeugung
einer Farbreaktion (1-5). Das Ausmali des absorbierten Lichtspektrums, des durch die
enzymatische Reaktion entstandenen Farbstoffes, steht dabei in direkter Beziehung
zur Konzentration des in der Probe vorhandenen Antigens. Erstellt mit BioRender.com.

Die Durchfiihrung der Analysen erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. In einer
Vorverdinnungsplatte (Greiner, bio-one, U-shape Microplatte 650201, Deutschland,
Frickenhausen) wurden zunachst 5 pL des zu analysierenden humanen Serums mit
160 pL eines Probenpuffers in einem Verhéaltnis von 1:33 verdunnt und fir 30
Sekunden bei 600 Umdrehungen pro Minute auf einem Mikrotiterplatten-Schuttler
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(Heidolph Titramax 4000) vermengt. Die Bestimmung der Serum SELENOP-
Konzentrationen erfolgte in Doppelbestimmung. Es wurden 100 uL der verdinnten
Proben auf, die mit Antikorper beschichteten, 96-well Messplatte tberfihrt. Mit einer
Abdeckfolie verschlossen wurden die Testplatten dann bei 600 rpm fur 60 Minuten auf
dem Mikrotiterplatten-Schuttler bei Raumtemperatur (RT) inkubiert (Schritt 1+2
Abbildung 4). Nach der Inkubation wurden die Platten mittels eines Mikrotiterplatten-
Waschapparates (Tecan Hydroflex) 4-fach gewaschen, auf saugfahigem Papier
ausgeklopft und mit einem zweiten mit Biotin markierten monoklonalen SELENOP-
Antikdrper (Detektionsantikorper) versetzt und fir weitere 60 Minuten inkubiert (Schritt
3). Es erfolgte die Zugabe von 100 L des Detektionsenzyms Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt mit Streptavidin. Nach einem wiederholten Waschschritt und der Zugabe
von 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) inkubierte die Messplatte ein letztes Mal fur
60 min bei RT (Schritt 4+5). Zuletzt wurden 100 pL verdinnter Schwefelsaure
aufgetragen, um die TMB-Substratumsatzreaktion zu stoppen und gleichzeitig einen
Farbumschlag ins Gelbe zu erzeugen. Die sich unmittelbar anschlieRende
Vermessung der Platten wurde in einem Mikrotiterplatten-Photometer (Plate
Photometer Model 3550 Micoplate Reader) bei A = 450 nm durchgefihrt. Die
gemessene Lichtabsorption stand dabei in direkter Beziehung zur in den humanen

Serumproben vorkommenden SELENOP-Konzentrationen.

Die Messungen der CP-Konzentrationen wurden nach einem &ahnlichen Testprinzip
anhand eines neu entwickelten Sandwich-ELISAs durchgefuhrt [65]. Hier dienten ein
Paar monoklonaler Antikdrper und ein kommerziell erworbener humaner CP-Standard
(Lee BioSolutions), welcher in einer Konzentration 0,2 bis 25,0 mg/L aufgetragen
wurde, als Grundlage des Messaufbaus. Die photometrische Analyse der Proben
erfolgte dabei ebenfalls bei 450 nm.

Die abschlieRende Quantifizierung der Proteinkonzentrationen von SELENOP und CP
erfolgte anhand der mitgefihrten Standards und der gemessenen relativen
Lichteinheiten (RLU) anhand einer logistischen Regressionsanalyse (vier Parameter
logistische Regression). Die Auswertung der Rohdaten erfolgte dabei mittel der
Software Graph Pad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.). Der Intra- und Interassay

Variationskoeffizient war dabei stets < 12 %.
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Selen-bindendes Protein 1

Die Analyse der SELENBP1 Konzentrationen erfolgte mithilfe eines neu entwickelten
Immuno-Assays (LIA) [47]. In Zellkultur erzeugtes rekombinantes SELENBP1-Protein,
welches bereits im Institut vorhanden war, und neu generierte spezifisch bindende
monoklonale Antikorper bildeten dabei die Grundlage des Assays. Der erste Antikdrper
wurde fir die Analyse auf weilRe 96-well Messplatten (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland) in pH 6,5 adjustierter Phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) aufgetragen und bei +4°C fur 12 h inkubiert. Die zu untersuchenden humanen
Serumproben wurden in PBS in einem Verhaltnis von 1:6,7 verdinnt und 100 pL dieser
Verdunnung in die Messplatte aufgetragen. Der rekombinante SELENBP-1 Standard
wurde fur die Standardisierung parallel in einer Konzentration von 3,91 ng/mL bis
2000 ng/mL mitgefuhrt und fir 60 min bei RT unter Schutteln (600 rpm) inkubiert.
Analog zu den CP- und SELENOP-ELISA Protokollen erfolgte im Anschluss ein
Waschvorgang. Nach dem die nicht gebundenen Bestandteile durch diese Prozedur
entfernt wurden, wurde der mit einem Chemilumineszenzfarbstoff gekoppelte
Detektionsantikorper (markiert mit einem  Acridiniumester-Derivat, MACN)
hinzugegeben und die Messplatte erneut bei RT fur 60 Minuten inkubiert. Einem
abermaligen Auswaschen ungebundener Komponenten folgte die Platzierung der
Messplatte in einem Luminometer (Mithras LB 940, Berthold, Bad Wildbad,
Deutschland). Unter Zugabe von 0,06 %igen Wasserstoffperoxid und 0,2 mol/L
Natriumhydroxid erfolgte die Analyse der RLU bei einer Wellenlange von 430 nm fiur 1
sec. Anhand der mitgefihrten Kalibratoren und detektierten RLU wurden anhand einer
logistischen Regressionsanalyse die Konzentrationen des SELENBP1 in den zu
untersuchenden Proben ermittelt. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte dabei mittel
der Software Graph Pad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.). Der Intra- und Interassay

Variationskoeffizient war dabei stets < 15 %.
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2.3 Statistische Analysen

Fur die Durchfiihrung der statistischen Analysen wurde das frei verfligbare
Statistikprogramm R (Versionen 3.2.3 - 4.0.3) verwendet. Die Abbildungen wurden
mittels des "ggplot2" Pakets erstellt [66]. Fur alle Datenpunkte erfolgte eine
Uberprifung auf Normalverteilung anhand des Shapiro-Wilks-Tests. Bei dem
Vorliegen einer Normalverteilung wurde zum Vergleich der Mittelwerte der zweiseitige
T-Test fur abhangige und unabhéngige Stichproben verwendet. Im Falle des
Nichtvorhandenseins einer Normalverteilung erfolgte die Bewertung von
Gruppenunterschieden anhand des nicht parametrischen Mann- Whitney- U- Tests.
Kategoriale Variablen wurden durch den Chi-Quadrat-Test ausgewertet. Die
Darstellung der zeitaufgelosten Analysen erfolgt mittels des Mittelwertes und des
Standardfehlers. Zur Prufung der Korrelationen von Variablen wurde der
Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Alle verwendeten Tests und p-Werte
sind in den Abbildungen und Tabellen angegeben. Da es sich dabei um eine
explorative Post-hoc-Analyse handelt, sind alle p-Werte deskriptiv zu interpretieren.
Fir die multiplen Testverfahren wurden keine Anpassungen vorgenommen. Um den
Einfluss von verschiedenen Kovariablen auf das Ergebnis zu untersuchen, wurden
univariate und multiple logistische Regressionsanalysen durchgefiuhrt. Die durch diese
Analysen erzeugten Modelle wurden anhand des Akaike-Informationskriteriums (AIC)
und des Bayes-Informationskriteriums (BIC) bewertet. Das primare Mal3 fur die
pradiktive Vorhersageleistung der erzeugten logistischen Regressionsmodelle wurde
dabei durch die Flache unter der Kurve (AUC, abgekirzt aus dem Englischen fir area
under the curve) der jeweiligen Receiver-Operating-Characteristic (ROC)-Analyse
ausgedrickt. Die ROC-Analysen wurden mittels des "pROC" Pakets durchgefihrt [67].
Die schrittweise Modellauswahl anhand des AIC- und BIC- Vergleichs erfolgte unter
Verwendung des Pakets "MASS" [68]. Statistische Signifikanz wurde definiert als p <
0,05 und wie folgt gekennzeichnet: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***).
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3 Ergebnisse

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse wurden bereits in zuvor veroffentlichten
Publikationen beschrieben [62; 63; 64].

3.1 Bestimmung der Selenbiomarker

3.1.1 Selen

Die Analysen der Se-Serumkonzentrationen (Mittelwert = Standardabweichung)
ergaben divergierende Konzentrationsdynamiken innerhalb der Remissionsgruppe G1
und der Nicht-Remissionsgruppe GO sowie der Kontrollgruppe C (Abbildung 5). In der
Gruppe G1 fielen die initialen Se-Konzentrationen (71,9 yL + 6,6 pL) innerhalb der
ersten 24 Stunden auf ein Minimum ab (48,3 pL + 15,4 uL), wahrend sie in GO (58,5
20,3 pL vs. 60,6 + 20,1 pL) und C (61,2 pL £ 15,9 pL vs. 61,6 pL + 12,4 pL) nahezu
unverandert blieben (A). Fir die Gruppe G1 wurden im Gegensatz zur Gruppe GO
signifikant reduzierte Konzentrationen zum Ausgangswert nach 4, 12, 24 Stunden und
nach 3 Tagen festgestellt (p < 0,05) (B). Dementsprechend zeigte sich eine signifikante
Differenz zwischen Konzentrationsdynamiken der Subgruppen G1, GO und C
innerhalb der ersten 24 Stunden (G1 vs. GO p = 0,044 und G1 vs. C p = 0,025) (C).
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Abbildung 5. Konzentrationsdynamiken des Selens. Zeit-aufgeloste Darstellung der
Serumselenkonzentrationen der Gruppen G1 (Remission), GO (Nicht-Remission) und C
(Kontrolle) (A). In der Gruppe G1 fallen die Konzentrationen innerhalb der ersten 24 Stunden
auf ein Minimum ab, wahrend sie in den Gruppen GO und C nahezu stabil blieben. In G1
ergaben sich signifikant reduzierte Konzentrationen zum Ausgangswert nach 4, 12 und 24
Stunden sowie nach 3 Tagen (p < 0.05) (B). Die Konzentrationsdynamiken innerhalb der
ersten 24 Stunden (ausgedriickt als grofte Konzentrationsdnderung zum Ausgangswert,
delta) unterschied sich zwischen den Gruppen G1 vs. GO p = 0,044 sowie zwischen G1 vs. C
p = 0,025 signifikant (C). Alle Daten sind als MW+SD dargestellt. Die resultierenden p-Werte
sind wie folgt angegeben: %, p < 0,05; **, p < 0,01; und ***, p < 0,001. Modifizierte Abbildung
3 aus Heller et. al [62].

3.1.2 Selenoprotein P

Die Analysen der SELENOP-Serumkonzentrationen (Mittelwert +
Standardabweichung) ergaben initial in der Gruppe G1 (5,4 £ 1,2 mg/L) im Vergleich
zu den Gruppen GO (4,3 = 1,5 mg/L) und C (4,7 £ 1,3 mg/L) die héchsten
Konzentrationen (Abbildung 6). Analog zu den Verédnderungen des Se sanken die
Konzentrationen des SELENOP innerhalb der ersten 72 Stunden auf ein Minimum ab
(A). Fur die Gruppe G1 ergaben sich dabei nach 12 und 72 Stunden signifikante
Unterschiede zum initialen 0 Stundenwert (p < 0,05) (B). Die Analyse der jeweiligen
Konzentrationsdynamiken innerhalb der ersten 24 Stunden zwischen den Subgruppen

ergaben im Gegensatz zum Se keine statistisch signifikanten Unterschiede (C).
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Abbildung 6. Konzentrationsdynamiken des Selenoprotein P. Zeit-aufgeloste Serum-
SELENOP-Konzentrationen der Gruppen G1 (Remission), GO (nicht-Remission) und C
(Kontrolle) (A). Innerhalb der ersten 72 Stunden fallen die Serumkonzentrationen innerhalb
der Subgruppen auf ein Minimum ab, wobei sich fir die Gruppe G1 nach 12 Stunden und nach
3 Tagen signifikante Unterschiede zum Ausgangswert ergeben (p < 0,05) (B). Die
Konzentrationsdynamiken innerhalb der ersten 24 Stunden (ausgedriickt als grofte
Konzentrationsanderung zum Ausgangswert, delta) wies keine signifikante Differenz zwischen
den Gruppen G1, GO und C auf (C). Alle Daten sind als MW+SD dargestellt. Die resultierenden
p-Werte sind wie folgt angegeben: *, p < 0,05; **, p < 0,01; und ***, p < 0,001. Modifizierte
Abbildung 4 aus Heller et. al [62].

3.1.3 Multivariates Vorhersagemodell neurologischer Remission

Um die prognostische Aussagekraft der dynamischen Veranderungen der Se- und
SELENOP-Parameter im Hinblick auf die Vorhersage einer neurologischen Remission
zu evaluieren, wurde eine binare logistische Regressionsanalyse durchgefuhrt und
verschiedene uni- und multivariate Modelle entworfen. Das Modell mit der besten
Vorhersageleistung enthélt die Konzentrationsveranderungen des Se und SELENOP
zwischen den Zeitpunkten O und 24 Stunden und ist in der Abbildung 7 als
Grenzwertoptimierungskurve (ROC) dargestellt. Die Flache unter der Kurve (AUC)
entspricht einer Vorhersagegenauigkeit von 90 % (Cl: 67,4 % — 100,0 %) flr das

Auftreten einer neurologischen Remission (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Multivariates Modell der Se-Parameter zur Vorhersage einer Remission der
neurologischen Funktionen anhand der Anderungen innerhalb der ersten 24 Stunden
nach Aufnahme des Patienten. Darstellung des finalen multivariaten Modells mit den
Parametern ASe und ASELENOP (Konzentrationsanderungen zwischen 0 und 24 Stunden)
als ROC-Kurvenanalyse. Die Flache unter der Kurve (AUC) entspricht einer
Vorhersagegenauigkeit von 90 % (Cl: 67,4 % — 100,0 %) fur das Auftreten einer
neurologischen Remission innerhalb des 3-monatigen Observationszeitraumes. Abgewandelt
von Abbildung 6 aus Heller et. al [62].

3.2 Bestimmung der Kupferbiomarker

3.2.1 Kupfer

Die Analysen der Cu-Gesamtkonzentrationen (Mittelwert + Standardabweichung)
offenbarten zum Zeitpunkt O Stunden fir die Remissionsgruppe G1 (987,3 £ 199,8
Mg/L), Nicht-Remissionsgruppe GO (1052,7 + 276,1 pg/L) und Kontrollgruppe C
(1168,5 £ 379,7 pg/L) ahnliche Konzentrationsniveaus (Abbildung 8A). In den
Gruppen GO und C stiegen die Konzentrationen innerhalb von 24 Stunden auf ein
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Maximum an, wahrend sie in der Gruppe G1 nahezu unverandert blieben. Die
divergierenden Dynamiken resultierten in signifikant unterschiedlichen Cu-
Gesamtkonzentrationen nach 12 Stunden (p < 0,001) sowie 24 Stunden (p = 0,023)
(A). Innerhalb der Subgruppen wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Cu-Konzentrationen von 0 Stunden und nach 24 Stunden detektiert (B).
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Abbildung 8. Darstellung der dynamischen Verdnderungen der Cu-Konzentrationen. Die
zeitaufgeltste Darstellung der Cu-Konzentrationen offenbart einen Anstieg in der Nicht-
Remissionsgruppe GO und der Kontrollgruppe C auf ein Maximum nach 24 Stunden, wahrend
die Cu-Konzentrationen in G1 nahezu unveréndert blieben. Diese divergierenden Dynamiken
resultierten in signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen nach 12 (p < 0,001) sowie
24 Stunden (p = 0,023) (A). Innerhalb der Subgruppen wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Cu- Konzentrationen von 0 und nach 24 Stunden detektiert (B).
Alle Daten sind als MW=SD dargestellt. Statistische Signifikanz wurde ausgedrtickt als p <
0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***). Abgewandelt aus Abbildung 4 von Seelig et. al [64].
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3.2.2 Ceruloplasmin

Die CP-Analysen (Mittelwert + Standardabweichung) ergaben fir die
Remissionsgruppe G1 (561,1 + 437,6 mg/L) initial hbhere Konzentration im Vergleich
zur Gruppe GO (469,7 £ 339,2 mg/L) und der Kontrollgruppe C (441,8 = 170,4 mg/L)
(p >0,05) (Abbildung 9A). Durch einen schnellen Abfall in G1 erfolgte nach 4 Stunden
der Angleich der Konzentrationsniveaus (A). Die Analyse der dynamischen
Veranderungen nach 24 Stunden im Vergleich zum Zeitpunkt der Hospitalisierung

ergab keine signifikanten Veranderungen zum Ausgangswert (B).
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Abbildung 9. Darstellung der dynamischen Veranderungen der CP-Konzentrationen. Die
zeitaufgeltste Darstellung der CP-Konzentrationen zeigte initial hohere Konzentrationen in der
Remissionsgruppe G1 (522,9 mg/L) im Vergleich zur Nicht-Remissionsgruppe GO (334,4
mg/L) und der Kontrollgruppe C auf. Nach einem schnellen Abfall nach 4h Stunden gleichen
sich die Konzentrationen an und weisen in den Subgruppen einen ahnlichen Verlauf auf (A).
Im Vergleich der 0 und 24 Stunden Konzentrationen ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede (B). Alle Daten sind als MW+SD dargestellt. Abgewandelt von Abbildung 5 aus
Seelig et. al [64].
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3.2.3 Multivariates Vorhersagemodell aus Parametern des Cu- und Se-Status

Fur das Erweiterungskollektiv wurden in identischer Vorgehensweise zur Se-Studie
univariate und multivariate Modelle zur Vorhersage einer neurologischen Remission
generiert. Das finale multivariate Model beinhaltet die Konzentrationen fir Cu und Se
zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme (0 Stunden) und die Werte fir CP und Se
nach 24 Stunden. Die ROC-Kurve des finalen logistischen Regressionsmodells
offenbart eine Vorhersagegenauigkeit (entspricht der AUC) von 87,7 % (Cl: 75,1 %-
100,0 %) fur das Auftreten eine Remission der neurologischen Funktionen.

[G0/G1] ~ TPOS CP [mg/L] + TRO1 Cu [ug/L] + TPO1 Se [pg/L] + TPO5 Se [ug/L]
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Abbildung 10. Multivariates Modell aus Parametern des Cu- und Se-Status zur
Vorhersage einer neurologischen Remission. Darstellung des finalen multivariaten Modells
mit den Parametern Se + Cu zum Zeitpunkt O Stunden und CP + SELENOP nach 24 Stunden
als ROC- Kurvenanalyse. Die Flache unter der Kurve (AUC) entspricht einer
Vorhersagegenauigkeit von 87,7 % (Cl: 75,1 % — 100,0 %) fur das Auftreten einer
neurologischen Remission innerhalb des 3-monatigen Observationszeitraumes. Abgewandelt
von Abbildung 6 aus Seelig et. al [64].
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3.3 Analyse der Konzentrationen des Selen-bindenden Proteins 1

3.3.1 Relation zur Auspragung der neurologischen Funktionsstérungen und

dem klinischen Outcome

In der zeitaufgelosten Analyse der SELENBP1-Konzentrationen (Mittelwert [95%
Konfidenzintervall]) wies die Nicht-Remissionsgruppe GO (32,1 pg/L [13.37, 50.78]),
insbesondere zum Zeitpunkt der Hospitalisierung, hohere Konzentrationen als die
Remissionsgruppe G1 (14,9 pg/L [11.12, 18.61]) auf (Abbildung 11). Die als
gestrichelte Linie dargestellte Kontrollgruppe C lag im Mittel bei 16,2 pg/L. Innerhalb
der ersten neun Stunden nahmen die erhdhten SELENBP1 Konzentrationen der
Gruppe GO stetig ab, wahrend sie in der Gruppe G1 fiur den gesamten
Beobachtungszeitraum auf konstant niedrigem Niveau blieben (B). AIS A klassifizierte
Individuen, unabh&ngig davon, ob sie der Gruppe GO und G1 angehdrten, wiesen
ebenfalls zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme und in den folgenden Stunden
erhohte SELENBP1-Konzentrationen im Vergleich zu Patient*innen mit teilweise
erhaltenen neurologischen Funktionen (AIS B - D) auf (A). Dementsprechend ergaben
die Analysen der SELENBP1-Dynamiken (O h, 4 h, 9 hvs. 12 h, 24 h, 72 h) signifikante
Unterschiede sowohl zwischen den Gruppen GO und G1 (p = 0,019) als auch zwischen
den Gruppen AIS A und AIS B - D (p = 0,011) (C+D). Auf der Grundlage dieser
Erkenntnisse wurde ein optimaler Grenzwert (30,2 ug/L) berechnet, welcher mit einer
Sensitivitat von 98,7 %, einer Spezifitat von 12,3 % und einer Genauigkeit von 58,6 %
eine Zuordnung der Patient*innen in die Gruppe GO oder G1 erlaubte. Bei
Uberschreiten des Grenzwerts lag das Quotenverhaltnis (Odds Ratio) bei 10,4 fiir das
Ausbleiben einer neurologischen Funktionsverbesserung. Die durchgezogene Linie in

den Abbildungen entspricht diesem berechneten, diagnostischen Grenzwert.
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Abbildung 11. Konzentrationen des Selen- bindenden Proteins 1 in Relation zum
klinischen Outcome und dem AusmalR der neurologischen Funktionsdefizite. Die
Veranderungen der SELENBP1-Konzentrationen sind fur die Remissionsgruppe G1, Nicht-
Remissionsgruppe GO, sowie den Subgruppen AIS A (schwerste neurologische
Einschrankungen) und AIS B-D (teilweise erhaltene Funktionen) als zeitaufgeltstes
Liniendiagramm dargestellt (A, B). Die Unterschiede der Dynamiken zwischen den Gruppen
wurden durch den Vergleich der Zeitpunkte O h, 4 h, 9 hvs. 12 h, 24 h, 72 h analysiert (C, D).
Der berechnete Grenzwert (30,2 pg/L) fir SELENBP1 als diagnostisches Instrument zur
Einschatzung des Remissionspotentials ist als durchgezogene Linie dargestellt. Die Daten
sind als MW+SEM dargestellt. Statistische Signifikanz wurde definiert als p < 0,05 (*), p< 0,01
(**) und p < 0,001 (***). Modifizierte Abbildung 4 aus Seelig et. al [63].
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3.3.2 Analysen der Zytokine, Matrix-Metalloproteinasen und Interleukine

Die Resultate der Serumanalysen der Zytokine CCL-2, CCL-3, CCL-4, Matrix-
Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-8 sowie der Interleukine 8 und 10
Konzentrationen sind in der Abbildung 12 in Bezug auf das klinische Outcome und
das Ausmali der initialen neurologischen Defizite (als AlS-Klassifikation) dargestellt.
Zusatzlich wurden die Spurenelemente Se, Cu, Zn und die assoziierten Proteine
SELENOP, SELENBP1 und CP in die Grafik aufgenommen. Durch statistische
Standardisierung wurde fir jede Variable ein vergleichbarer Z-Wert ermittelt und
anschlieBend anhand einer Heatmap orientierend zusammengetragen. Die gestufte
Farbcodierung zeigt die relativen Konzentrationsunterschiede der einzelnen
Serumparameter zwischen den Gruppen GO (keine Remission) und G1 (Remission)

und fur die AlS-Klassifikationsstufen an.
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Abbildung 12. Heatmap zum Vergleich von Zytokinen, Matrix-Metalloproteinasen,
Interleukinen, Spurenelementen und derer assoziierter Proteine. Die Zytokine CCL-2,
CCL-3, CCL-4, die Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-8, Interleukine 2 und 8,
Spurenelemente Cu, Se und Zn und die assoziierten Proteine CP, SELENOP und SELENBP1
wurden nach z-Standardisierung in Bezug auf eine Remission (G1) oder nicht-Remission (G0)
analysiert. Zusatzlich erfolgte die Darstellung im Hinblick auf das Ausmaf der initial
festgestellten neurologischen Defizite in Form der entsprechenden AIS A-D. Die mittleren z-
Werte geben als abgestufte Farbkodierung die relativen Konzentrationsunterschiede der
Parameter zwischen den Gruppen an. Graue Felder implizieren fehlende Daten. Abgewandelt
aus Abbildung 3 von Seelig et. al von 2021 [63].
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3.3.3 Explorative Korrelationsanalysen

Um potenzielle statistische Zusammenhéange zwischen den Konzentrationsdynamiken
des SELENBP1 zu Zytokinen, Matrix-Metalloproteinasen, Interleukinen oder
Spurenelementen zu detektieren wurde eine explorative Korrelationsanalyse
durchgefiihrt. Die dabei als signifikant identifizierten Korrelationen und die Analysen
zu den Parametern des Se-Status wurden in der Abbildung 13 dargelegt. Fir das
Gesamtkollektiv (G1 + GO) wurden zwischen den SELENBP1 Konzentrationen zum
Se (R =-0,012) sowie zum SELENOP (R = 0,110) keine signifikanten Korrelationen
detektiert. In Relation zum klinischen Outcome lieBen sich jedoch gegensatzliche
Tendenzen feststellen. Fur die Remissionsgruppe G1 ergab sich im Gegensatz zur
Gruppe GO eine signifikante Korrelation zwischen den SELENOP und SELENBP1
Konzentrationen (p < 0,001) (A, B). Die Gesamtserumkonzentrationen des Se und
SELENOP wiesen dahingegen fiur beide Gruppen eine starke lineare
Wechselbeziehung auf (R = 0,76, p < 0,001) (C). In Relation zu den dynamischen
Veranderungen der SELENBP1-Konzentrationen (A SELENBP1; 72 h — 0 h) konnten
signifikante Korrelationen zu CCI-2 fir den Zeitpunkt O h (p = 0,007), zu Zn nach 9 h
(p =0,027) und zu CCL-3 nach 72 h (p = 0,014) identifiziert werden. In der Betrachtung
der Subgruppen ergaben sich dabei die starkeren statistischen Zusammenhange zu
CCL-2 (R=0,66, p=0,024) und Zn (R =- 0,71, p = 0,028) fur die Gruppe GO (D- F).
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Abbildung 13. Korrelationsanalysen zwischen zirkulierenden  SELENBP1-
Konzentrationen zu etablierten Biomarkern des Se-Status und potenziellen Kovariablen
bei TSCI. Fur die Gesamtkonzentrationen des Se (A) und des SELENOP (B) konnten keine
signifikanten Korrelationen zu den SELENBP1 Konzentrationen bestimmt werden. Fir die
Parameter Se und SELENOP bestand eine enge lineare Wechselbeziehung (C). CCL-2, Zn
und CCL-3 prasentierten signifikante Korrelationen zu den dynamischen Veranderungen der
SELENBP1-Konzentrationen (A SELENBP1; 72 h — 0 h) (D-F). Die Ergebnisse fur das
Gesamtkollektiv (Gruppe GO + G1) sind in schwarz und fir die beiden Subgruppen GO in rot
und G1 in blau dargelegt. R gibt den Korrelationskoeffizienten nach Pearson an. Modifiziert
aus Abbildung 6 von Seelig et. al [63].
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4 Diskussion

Die Analysen der Spurenelemente Se, Cu und derer assoziierter Biomarker
SELENOP, SELENBP1 und CP in den Serumproben von Patient*innen nach
traumatischen RuUckenmarksverletzungen offenbarten signifikant divergierende
Veranderungen der peripheren  Konzentrationsdynamiken zwischen den
Studiengruppen G1 (Remission) und GO (keine Remission). In Abhangigkeit von den
frihen Konzentrationsdnderungen und der bioaktiven Verfligbarkeit dieser Parameter
konnten entweder vorteilhafte oder nachteilige Assoziationen zum klinischen Outcome

nach 3 Monaten sowie der initialen Verletzungsschwere identifiziert werden.

4.1 Spurenelemente als prognostische Instrumente fir das Remissions-

potenzial

Die divergierenden Dynamiken der Spurenelemente zwischen den Patient*innen mit
einer Verbesserung der neurologischen Funktionen (Gruppe G1) und den
Proband*innen ohne eine Erholung der sensorischen und oder motorischen Qualitaten
(Gruppe GO) waren vor allem durch die signifikante Abnahme der zirkulierenden
Biomarker-Konzentrationen in der Gruppe G1, im Gegensatz zu nahezu stabil
verbleibenden Konzentrationen in der Gruppe GO, gekennzeichnet. Die Assoziationen
der frihen abfallenden peripheren Konzentrationen mit einem besseren klinischen
Outcome nach 3 Monaten erdffnen die Frage, ob diesen Beobachtungen potenziell
vorteilhafte Umverteilungsmechanismen zum Ort des Verletzungsgeschehens
zugrunde liegen konnten. Fur diese Annahme sprechen die Erkenntnisse aus
vorangegangenen tierexperimentellen Studien zu den begunstigenden Effekten des
Se und Cu auf die Regenerationsprozesse geschadigten neuronalen Gewebes [13].

In Untersuchungen zu akut induzierten Ruckenmarksverletzungen und
Hirnschadigungen an Nagetieren wurden verschiedene Se-abhangige Mechanismen
zum Schutz des gefahrdeten neuronalen Gewebes detektiert. Besonders substanziell
erscheint dabei die Protektion vor reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS), die
Vorbeugung von Lipidperoxidationen und die Suppression der Ferroptose, einer nicht-
apoptotischen Form des Zelltods [69; 70]. Als Reaktion kann auf zellularer Ebene daftr

unter anderem die Hochregulierung anti-apoptotischer und anti-degenerativer
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Faktoren wie des ziliaren neurotrophen Faktors (CNTF) und seines Rezeptors
(CNTFR-alpha) beobachtet werden [59]. Als weiterer Regulierungsmechanismus wird
eine Steigerung der Expression von Selenoproteinen wie der GPx4 und des SELENOP
beschrieben [56]. Tiere, welche dazu nicht in der Lage sind, weisen im Verlauf einen

konsekutiv erhdhten Verlust neuronalen Gewebes auf [71].

Fir Cu und CP deuten die vorhandenen Daten aus der Literatur ebenfalls auf eine
wesentliche Rolle im Schutz des Nervengewebes vor zerstdrenden Einfliissen hin. Die
von Leslie M. Klevay aufgestellte ,Kupfer-Mangel-Hypothese® beschreibt die absolute
Notwendigkeit suffizient verfugbarer Kupferkonzentrationen fir die erfolgreiche
Reparatur neuronalen Gewebes. Ein unzureichender Cu-Haushalt mache es
unmoglich, Myelin und andere, die Neuronen umgebende, Strukturen zu synthetisieren
und fuhre schlussendlich zu einem zellularen Untergang [72]. Darlber hinaus
Ubernehmen die bioaktiven Cu-Proteine wesentliche Funktionen in der antioxidativen
Abwehr. Die Cu- / Zn- abhangige Superoxiddismutase (SOD1) wird unter anderem als
malfigeblich in der Abwehr von nach traumatischen Hirnverletzungen entstehenden
ROS beschrieben [57]. In Maus-Modellen kann eine CP-abhéngige "Eisen
homoostatische Reaktion" beobachtet werden. Mit der Zunahme freier Radikale
steigen gleichermal3en die lokalen CP-Konzentrationen, um dem zunehmenden
eisenvermittelten oxidativen Stress entgegenzuwirken. Tiere mit unzureichenden CP-
Konzentrationsanstiegen entwickeln signifikant grof3ere Verluste von Motoneuronen
und verzeichnen eine beeintrachtigte Erholung der neurologischen Funktionen [58].
Fur eine Rekrutierung peripherer Cu-Konzentrationen zum Verletzungsort sprechen
dabei die erhthten Expressionen Cu-abhangiger Proteine durch eingewanderte
Leukozyten sowie aktivierte Mikroglia, Oligodendrozyten und Astrozyten [73].

Insgesamt scheint aufgrund der pathophysiologischen Prozesse nach TSCI ein
erhohter Bedarf an Spurenelementen, in Form ihrer bioaktiven Proteine, am Ort des
Verletzungsgeschehens zu entstehen. Eine Verschiebung zirkulierender
Konzentrationen dieser Elemente kénnte daher einen beglnstigenden Einfluss auf den
Regenerationserfolg haben. Da diese explorative Arbeit von einem rein
beobachtenden  Charakter  gepragt war, konnten  retrospektiv  keine
Kausalzusammenhénge zwischen den unterschiedlichen Konzentrationsdynamiken
und deren Assoziationen zum klinischen Outcome dargelegt werden. Dennoch

offenbarten die Detektionen der Spurenelementdynamiken innerhalb der ersten 24
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Stunden einen vielversprechenden Ansatz flr die Abschéatzung des individuellen
Remissionspotenzials der Patient*innen nach TSCI. Mit einer Vorhersagesicherheit
von etwa 90 % fur die Se-Parameter und etwa 87,7 % fur die Kombination von Se und
Cu Variablen konnten die Individuen mit einer erhdhten Chance fuir eine Verbesserung

der neurologischen Funktionen innerhalb der ersten 24 Stunden identifiziert werden.

Diese Ergebnisse stehen in starkem Kontrast zur aktuellen klinischen Realitat. Eine
belastbare Aussage Uber das Ausmald verbleibender neurologischer Defizite kann
durch die rein klinische Verlaufsbeurteilung oftmals erst nach Wochen bis Monaten
getroffen werden. Unsere vorgeschlagenen Modelle kénnten, nach zuvor erfolgten
weiteren Studien und Validierungsprozessen, ein supportives Instrument fir die
Kliniker*innen in der Beurteilung der Patient*innen darstellen. Anhand von zwei
Blutentnahmen, zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme und nach 24 Stunden,
kbnnten aus weniger als 20 pL Serum die relevanten Parameter bestimmt und
innerhalb weniger Stunden erste Hinweise Uber das individuelle Remissionspotential
der Patient*innen identifiziert werden. Dieser frihe Informationsgewinn konnte
zukunftig Entscheidungen Uber zusatzliche bzw. alternative Therapieoptionen
unterstitzen oder als Parameter zur Validierung neuerlicher Therapiekonzepte
fungieren. DarlUber hinaus konnte die frihzeitige Perspektive eines erhdhten
Remissionspotenzials auch fir die betroffenen Individuen im Hinblick auf Compliance,
Motivation und die Resilienz von grol3er Bedeutung sein.

4.2 SELENBP1 als Biomarker fur hypoxischen Zelluntergang nach TSCI

Die Quantifizierung des neuronalen Schadens und die Klassifikation der resultierenden
neurologischen Funktionsausfalle nach traumatischen Rickenmarksverletzungen
erfolgt im klinischen Alltag mithilfe bildgebender Maflinahmen und etablierter klinischer
Untersuchungsalgorithmen [8]. Die verfligbaren Instrumente zur Abschatzung des
Schadigungsausmalies, die Vorhersagemdglichkeiten klinischer Verlaufe und die
Zuverlassigkeit der Diagnose hangen jedoch mafigeblich von der Erfahrung und dem
Wissen der Untersucher*innen und der Kooperationsbereitschaft der Patient*innen ab.
Belastbare objektive Marker zur Quantifizierung des Gewebeschadens konnten noch

nicht identifiziert werden [74].
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Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Analysen zirkulierender SELENBP1-
Konzentrationen ein zusatzliches Instrument zur Kklinischen Erstbeurteilung von
Individuen nach traumatischen Ruckenmarksverletzungen darstellen konnte. Die
Untersuchungen der Serumproben ergaben signifikante Konzentrationsunterschiede,
sowohl in Bezug auf das Ausmald der initialen neurologischen Beeintrachtigungen
(Subgruppe AIS A vs. AIS B - D) als auch in Relation zum klinischen Outcome nach 3
Monaten (Remission vs. Keine Remission). Die Patient*innen, welche in der initialen
klinischen Untersuchung die schwerwiegendsten neurologischen
Funktionseinschrankungen aufwiesen (AIS A klassifiziert), offenbarten in den
Serumanalysen die hochsten SELENBP1-Konzentrationen. Uberschritten die
Konzentrationen dabei Werte von tber 30,2 pg/L, konnte fir keines der betroffenen
Individuen eine Verbesserung der neurologischen Funktionen nach drei Monaten
beobachtet werden. Die Verwendung dieses Grenzwertes erlaubte in der
retrospektiven Analyse eine Vorhersage des individuellen Remissionspotenzials mit
einer Sensitivitat von 98,7 % und ergab einen Odds Ratio von 10,4 fur das Ausbleiben
einer neurologischen Funktionsverbesserung. Die Beobachtungen dieser engen
Assoziation zwischen erhdhten zirkulierenden SELENBP1-Konzentrationen und den
gravierendsten Verlaufen nach TSCI drangt die Frage auf, ob dieses Protein
maoglicherweise einen Surrogat-Marker eines frihen, ausgepragten hypoxischen
Zelluntergangs am Ort des Verletzungsgeschehens darstellen kbnnte.

Diese Annahme wird durch Erkenntnisse vorangegangener Studien unterstiitzt. Im
Kontext maligner Lebererkrankungen wird fur das ubiquitar vorkommende Protein auf
zellularer Ebene unter anderem eine starke Beeinflussung des Expressionsverhaltens
durch Hypoxie induzierte Faktoren beschrieben [75]. In tierexperimentellen Studien zu
chemisch induzierten Nierenschadigungen erfolgt eine Hochregulierung der
SELENBP1-Konzentrationen im Gewebe und eine konsekutiv erhéhte Ausscheidung
des Proteins im Urin, in direkter Abhangigkeit von der Dosis der applizierten
schadigenden Substanzen [76]. Im Rahmen von Untersuchungen zu den
Auswirkungen ischamischer Zustande auf kardiales Gewebe wurden sowohl in
Abhéangigkeit von der Dauer der hypoxischen Verhéltnisse als auch in Relation zum
resultierenden zellularen Verlust signifikante Assoziationen zu den im Blut
aufkommenden SELENBP1 Konzentrationen festgestellt [47; 48]. Ebenso scheinen
die durchgefiihrten Korrelationsanalysen zu den peripheren CCI-2 Konzentrationen (R

= 0,66) die Hypothese zusatzlich zu stitzen. Das in neuronalen Geweben exprimierte
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Zytokin wird durch Hypoxie induzierte Faktoren, wie HIF-1lalpha, hochreguliert und
fuhrt zu einer entziindungsférdernden Migration, Differenzierung und Proliferation von
Monozyten [77]. Fruhere Studien zur Analyse peripherer Konzentrationen dieses
Zytokins im  Kontext des klinischen Outcomes nach traumatischen
Ruckenmarksverletzungen beschreiben eine unginstige Prognose flir Patient*innen,

bei denen initial erhéhten Konzentrationen detektierbar sind [78].

Diesen Ergebnissen und den Erkenntnissen aus der Literatur folgend wéare es
hochinteressant zu untersuchen, ob die im Serum nachgewiesenen SELENBP1-
Konzentrationen mit einem erniedrigten lokalen Sauerstoffgehalt bzw. reduzierten
Perfusionsdriicken zusammenhangen. In kiunftigen Studien kénnten anhand von
Uberwachungstechniken ~ wie  der  Nahinfrarotspektroskopie, intraspinalen
Drucksonden und Perfusionsmessungen dezidierte Einsichten Gber Zusammenhange
lokaler Oxygenierungszustande des Gewebes, intraspinalen Druckverhaltnissen,
hamodynamischer Parameter zu den zirkulierenden Konzentrationen dieses Proteins
gewonnen werden [79; 80; 81]. Daruber hinaus kénnten SELENBP1-Bestimmungen
aus dem Liquor sowie lokale Gewebeproben tiefergehende Einblicke gewahren. In
Kombination zu den Uberwachungsmethoden des intraspinalen und
Ruckenmarkperfusionsdrucks sowie der Bestimmung lokaler Stoffwechselverhaltnisse
durch eine Oberflachen-Mikrodialyse konnte eine zusatzliche Uberwachung der
SELENBP1 Konzentrationen weitere Einblick in die individuelle hypoxische
Gesamtbelastungssituation auf zellularer Ebene geben und so einen weiteren Schritt
zu einer detaillierten, individualisierten klinischen Bewertungs- und Therapiestrategie
nach TSCI darstellen [82].

4.3 SELENBP1 - kein Parameter des Se-Status bei Patient*innen nach TSCI

SELENBP1 wird in der Literatur als ein dem Spurenelement Se assoziiertes Proteins
beschrieben, dessen genaue Interaktionen noch nicht abschliel3end geklart werden
konnten [42]. In Zusammenschau der Se-Analysen bei TSCI lag deshalb die Annahme
nah, dass die SELENBP1 Konzentrationen eines weiteren Markers, der sich
verandernden Se-Homoostase darstellen konnte. Unsere Analysen ergeben jedoch
keine signifikanten Wechselbeziehungen zwischen den SELENBP1-Konzentrationen
und den Gesamtkonzentrationen des Se (R = - 0,012, p = 0,892) und des SELENOP
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(R =0,110, p =0,201). Im Gegensatz dazu wiesen die etablierten Biomarker des Se-
Status (Se und SELENOP) die erwartete enge Korrelation (R = 0,76, p < 0,001) auf.
Diese Ergebnisse machen deutlich, dass keine Dysregulationen oder Umverteilungen
innerhalb der Parameter des Se-Status den SELENBP1-Dynamiken zugrunde liegen,

sondern im direkten Zusammenhang zum Ausmalf des zellularen Untergangs stehen.

4.4 Supplementierung als moglicher adjuvanter Therapieansatz

Die engen Assoziationen der oben beschriebenen Spurenelementdynamiken mit dem
gunstigeren klinischen Outcome der Remissionsgruppe G1 nach 3 Monaten wirft die
Frage auf, ob das klinische Outcome der Patient*innen durch eine Supplementation
zusatzlich positiv beeinflusst werden kénnte. In den Fokus dieser Fragestellung rtickt
dabei vor allem das Selen. Denn in den Analysen des Studienkollektivs wurden sowohl
in der Remissionsgruppe G1 als auch in der Nicht-Remissionsgruppe GO
unzureichende Se-Status detektiert, wobei die Defizite in der Gruppe GO starker
ausgepragt waren als in der Gruppe G1 (G1 vs. GO; 71,9 ug/L vs. 58,5 ug/L). Ein
ausreichender Versorgungszustand ist unabdingbar fir eine suffiziente Synthese der
bioaktiven Selenoproteine und in Zustanden erhdhten Bedarfs umso entscheidender.
Die positiven Effekte einer Se-Supplementierung auf das klinische Outcome konnte
bereits in einer zuvor durchgefuhrten tierexperimentellen Studie zu hamorrhagischen
Hirnschadigungen nachgewiesen werden. Schon eine einmalige Zufuhr
hirndurchdringender Selenopeptide hat in der Studie zu einer erhéhten Expression von
Selenoproteinen, einer effektiven Hemmung ferroptotischer Mechanismen und damit
einen wirksamen Schutz vor Zellschadigungen und folglich zu einem besseren
klinischen Outcome bei den Versuchstieren gefihrt [83]. Aufgrund der nahezu
kongruenten sekundaren Verletzungsmechanismen konnten diese positiven Effekte
auch auf traumatische Rickenmarksverletzungen zutreffen und sollten in weiteren
Studien tberpruft werden. Beim Menschen haben Se-Supplementierung vor allem bei
kritisch kranken Patient*innen im Rahmen septischer oder kardiovaskularer
Erkrankungen Anwendung gefunden [84; 85]. Die Ergebnisse aus diesen Arbeiten
kénnten als Blaupause fur Dosierungen und Applikationsschemata zukunftiger Studien

dienen.
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45 Schwachen der Arbeit

Zu den Schwéchen dieser Arbeit gehort die geringe Fallzahl, welche in Anbetracht der
Komplexitat und Seltenheit des Auftretens traumatischer Rickenmarksverletzungen
jedoch zu einem der groBeren humanen Studienkollektiven z&hlt. Um den
Herausforderungen der geringen Fallzahl begegnen zu kénnen und die Aussagekraft
der Studie zu erhéhen, konnte unter der Adaptierung des Beobachtungszeitraumes
und des Verzichts statistischer Matching-Methoden in den aufbauenden Arbeiten die
Grolle des Kollektivs erhoht werden. Diese Herangehensweise hat zu einem
heterogeneren Kollektiv mit teilweise statistisch unterschiedlichen
Patient*innencharakteristika innerhalb der Studiengruppen gefiuhrt. Trotz der
Berucksichtigung in der statistischen Analyse kénnten diese Divergenzen einen
Einfluss auf die Ergebnisse der Arbeiten gehabt haben. Dartber hinaus kdnnen
aufgrund des explorativen und beobachtenden Charakters keine
Kausalzusammenhénge zwischen den detektierten peripheren
Konzentrationsdynamiken der Spurenelement-Biomarker und deren Assoziationen
zum klinischen Outcome dargelegt werden. Es sind weitere Studien notwendig, um die
peripheren Konzentrationsanderungen der Spurenelemente mit den Veranderungen
auf zellularer Ebene oder innerhalb anderer Kompartimente wie dem Liquor ins

Verhaltnis zu setzen.
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5 Zusammenfassung

Die explorative Arbeit zur Analyse von Spurenelementen und derer assoziierter
Biomarker bei Patient*innen nach traumatischen Rickenmarksschadigungen liefert
neue Einblicke in die Auswirkungen der primaren und sekundaren patho-
physiologischen Verletzungsmechanismen auf die Homoostase der Mikroelemente. In
Abhangigkeit vom klinischen Outcome ergaben sich divergierende Veranderungen
peripherer Konzentrationen fur Se, Cu, SELENOP und CP zwischen den Studien-
gruppen G1 (Remission) und GO (keine Remission). Innerhalb der ersten 24 Stunden
abfallende Konzentrationsdynamiken waren mit einem positiven klinischen Outcome,
einer Remission der neurologischen Funktionen nach drei Monaten assoziiert. Durch
die Analysen der Spurenelementdynamiken konnten multivariate Vorhersagemodelle
generiert werden und eine friihe Einschatzung des individuellen Remissionspotentials
erfolgen. SELENBP1 hat sich in den Analysen als ein von den restlichen Biomarkern
des Se-Status unabhangiger Parameter dargestellt. Initial erhéhte SELENBP1-
Konzentrationen waren mit den schwerwiegendsten neurologischen Funktions-
einschrankungen (AIS A klassifizierte Patient*innen) als auch mit dem Ausbleiben
einer neurologischen Remission assoziiert. Periphere SELENBP1-Konzentrationen
konnten somit einen Surrogat-Marker fir die individuelle hypoxische
Gesamtbelastungssituation der Patient*innen auf zellularer Ebene darstellen.

Traumatiche
Verletzung des
Riickenmarks

. ' Remission
SELENBP1 !
Cu ASe ®
B i CP| aseLEnoP [ / IﬂL
L L
] J A
- Keine Remission

Abbildung 14. Simplifizierte Zusammenfassung der Studienergebnisse. Die Analysen der
Spurenelementkonzentrationen offenbarten divergierende Dynamiken zwischen der
Studiengruppe G1 (Remission) und der Gruppe GO (keine Remission). Abfallende Selen (Se),
Kupfer (Cu), Selenoprotein P (SELENOP) und Ceruloplasmin (CP) Konzentrationen innerhalb
der ersten 24 Stunden waren mit einem vorteilhaften klinischen Outcome nach 3 Monaten
assoziiert (grun). Initial erhohte SELENBP1- Konzentrationen standen mit schwerwiegenden
neurologischen Defiziten sowie einem nachteiligen klinischen Outcome nach 3 Monaten im
Zusammenhang (rot). Abkirzungen: h, Stunden; m, Monate.
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Introduction: Traumatic spinal cord injury (TSCI) presents a diagnostic challenge as it
may have dramatic consequences for the affected patient. Additional biomarkers are
needed for improved care and personalized therapy.

Objective: Serum selenium binding protein 1 (SELENBP1) has been detected
in myocardial infarction, reflecting hypoxic tissue damage and recovery odds. As
SELENBP1 is usually not detected in the serum of healthy subjects, we tested the
hypothesis that it may become detectable in TSCI and indicate tissue damage and
regeneration odds.

Methods: In this prospeclive observational study, patients with comparable injuries
were allocated to three groups; vertebral body fractures without neurological impairment
(control “G), TSCI without remission ("GO, and TSCl with signs of remission ("G17).
Consecutive serum samples were available from different time points and analyzed for
SELENBP1 by sandwich immunoassay, for trace elements by X-ray fluorescence and
for cytokines by multiplex immunoassays.

Results: Serum SELENBP1 was elevated at admission in relation to the degree of
neurological impairment [graded as A, B, C, or D according to the American Spinal Injury
Association (AISA) impairment scale (AIS)]. Patients with the most severe neurological
impairment (classified as AIS A) exhibited the highest SELENBP1 concentrations
(p = 0.011). During the first 3 days, SELENBP1 levels differed between GO and G1
(p = 0.019), and dynamics of SELENBP1 correlated to monocyte chemoatiractant
protein 1, chemokine ligand 3 and zinc concentrations.
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GRAPHICAL ABSTRACT | The pathophysiology of traumatic spinal cord injury (TSCI) can be divided into two major phases. (A) The mechanical trauma is followed
within minutes by a secondary phase consisting of local complex and intertwined acute responses, intercellular signaling and cell activity regulating pathways.
Inflammatory processes, oxidative stress and hypoxia, leading to cell damage and death, and specific cell contents are released into the circulation (B). The motor
and sensory deficits upon TSCI are assessed by using the American Spinal Injury Association (ASIA) impairment scale (AIS), ranging from AIS A as a complete
absence of any motor and sensory functions under the lesion site, to AIS E with complete preservation of motor and sensory functions. {€) The concentrations of
serum SELENBP1 were elevated in patients classified as AIS A as compared to less severely affected patients classified as AIS B, C or D. A cut-off was deduced
[(SELENBP1) = 30.2 pg/L], reliably predicting whether a patient belongs to the group showing neurclogical recovery (G1) or not {G0) within 3 months after the
trauma. The figure was created by using https://biorender.com.

Conclusion: Circulating SELENBP1 concentrations are related to the degree of
neurclogical impairment in TSCI and provide remission odds information. The tight
correlation of SELENBP1 with CCL2 levels provides a novel link between Se metabolism
and immune cell activation, with potential relevance for neurological damage and

regeneration processes, respectively.

A di i i !

INTRODUCTION

Traumatic spinal cord injury (TSCI) remains one of the most
severe injuries and affects predominantly young patients
(Furlan et al, 2013; Spinal Cord Injury [SCI], 2016). On
a pathophysiological level, the primary injury phase is
characterized mainly by the mechanical disruption of the
spinal cord (SC) due to shearing, laceration, acute stretching, and
sudden acceleration-deceleration events (Baptiste and Fehlings,
2006; Rowland et al, 2008). Hereafter, a secondary injury
phase is driven by complex inflammatory responses, involving
excitotoxicity, ischemia/hypoxia, inflammation, increased spinal
cord intraparenchymal pressure, and oxidative stress. Ultimately,
these processes determine the extent of neuronal loss after the
mechanical insult (Kwon et al., 2004; Shadgan et al., 2019).
Finally, the chronic phase is characterized by adaptive processes,
recovery, or autonomic dysregulations (Kwon et al, 2004;
Norenberg et al., 2004; Rowland et al., 2008; Moghaddam et al.,
2015). Due to the highly dynamic nature of these processes, an
informative assessment of the remaining or regained neurological
functions after TSCI can only be conducted after months, when
a new balance is established. Objective and early biomarkers for
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the extent of damage with potential relevance for remission and
prognosis are urgently needed (Kwon et al,, 2019).

The essential trace elements selenium (Se), copper (Cu),
and zinc (Zn) are of crucial relevance for immune responses
and neurological repair processes (Levenson, 2005 Ma et al.,
2018; Zhang et al.,, 2020) partly due to trace element containing
proteins with enzymatic or transport functions. Selenoprotein P
(SELENOP) is a circulating Se transport protein with peroxidase
activity, ceruloplasmin (CP) is an oxidoreductase and Cu
transporter, and the intracellular Cu/Zn superoxide dismutase
is an essential component of the antioxidative defense (Besold
et al, 2016; Kielczykowska et al, 2018; Lewandowski et al.,
2019). Thus, trace elements, when available to the organism in
physiological concentrations, exert a beneficial influence on the
regulation of various immune cells (Avery and Hoffmann, 2018),
are facilitating in regeneration processes after injuries (Lansdown
et al., 2007), or, in the form of SELENOP, influence the survival of
neurons exposed to oxidative stress (Yan and Barrett, 1998).

Se-binding protein 1 (SELENBP1) is a poorly characterized
parameter of Se metabolism, transport and intracellular
accumulation. It can exert enzymatic activity, capable of
oxidizing methanethiol (Pol et al., 2018), and it constitutes
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a potential early biomarker of schizophrenia (Mohammadi
et al., 2018). SELENBPI is located intracellularly under normal
conditions, partly in complex with Se-dependent glutathione
peroxidase 1 (GPX1) (Diamond, 2015). Its expression is
dysregulated in malignant tissue (Hughes et al., 2018; Schott
et al.,, 2018), and it may serve as a biomarker of adipocyte
differentiation (Steinbrenner et al., 2019). There are indications
that the protein contributes to redox control, affecting cell
differentiation and motility (Elhodaky and Diamond, 2018).
Moreover, extracellular SELENBPI can be detected in blood
following myocardial infarction or during cardiac surgery, where
serum SELENBPI levels correlate to tissue damage and hypoxic
stress (Kiihn et al., 2019; Kuhn-Heid et al., 2019).

Based on these findings, we hypothesized that TSCI might
be associated with an increase in circulating SELENBPI
concentrations and that elevated serum SELENBP1 at an
early stage after injury may correlate to the severity and the
neurological outcome of this devastating condition. Accordingly,
the aim of this study was to determine circulating SELENBP1
concentrations and to analyze whether this parameter correlates
to the extent of neurological impairment and clinical outcome
after 3 months. In order to facilitate the evaluation of the analyses
and to identify potential associations with other potentially
relevant parameters, circulating chemokines, trace elements and
associated biomarkers were analyzed in parallel.

MATERIALS AND METHODS
Study Design

This clinical prospective observational study has been approved
by the local ethics committee of the University of Heidelberg
(S514/2011). It was registered (Study-1D: DRKS00009917/ Date
of Registration: 23.03.2016/Universal Trial Number (UTN):
Ul111-1179-1620) at the German Clinical Trial Register
(Deutsches Register Klinischer Studien—DRKS). Data collection
and processing were performed according to good scientific
practice, and the manuscript was compesed according to the
STROBE statement (von Elm et al., 2008). All study participants
signed an informed consent form and agreed to participate. The
patients were informed that they could choose to leave the study
without reason at any time and that this decision will not affect
further treatment in any way.

Source of Clinical Data

The clinical data were collected during the examinations and
consecutively provided by the hospital database. Inclusion
criteria were defined as the occurrence of at least one fracture
of the spine with accompanying sensorimotor deficits resulting
from TSCIL Fractures were classified according to the AO
classification (Magerl et al, 1994) and the occurrence of
sensorimotor deficits described as neurclogical level of injury
(NLI). The NLI is defined as the lowest neurological level,
where both motor and sensory functions are intact. Exclusion
criteria were non-traumatic spinal cord injury (SCI), traumatic
brain injury, severe abdominal trauma, traumatic amputation
of extremities, coma, or any additional life-threatening trauma

apart from the SCI (Heller et al, 2020). During the study
period, no methylprednisolone sodium succinate was provided
to the participating patients. The patients included in the
study were grouped into the study group S (1 = 34), which
was retrospectively divided into two subgroups GO and Gl
according to the clinical outcome after 3 months. G1 (n = 19)
included patients with neurological remission, and group GO
(n = 15) consisted of patients without any improvement of the
neurelogical functions within 3 months after injury. Ten subjects
with vertebral fractures without neurological impairment were
analyzed and served as the contrel group C (= 10). The detailed
patient allocation to the groups is visualized (Figure 1), and
patient characteristics are provided (Tables 1, 2).

Source of Material

Venous blood samples were collected in the Department of
Paraplegiology at the BG Trauma Center Ludwigshafen from
TSCI patients from 2011 to 2018. Consecutive blood samples
were drawn from patients at specific time points covering the
period from the time of admission until 3 months after injury
according to our study protocol (Figure 2). All blood samples
were treated routinely according to the same standard procedure;
20 min of coagulation at room temperature, centrifugation at
3,000 1pm with an RCF of 1,000 g, aliquoting into sterile
tubes and storing at —80°C until analysis or transport on
dry ice. Missing samples in the protocol are mostly due to
urgent interventions. The laboratory analyses for SELENBPI1
and cytokine concentrations were conducted by staff blinded
to patient identities and clinical data in the Institute for
Experimental Endocrinology of the Charité-Universititsmedizin
Berlin and the Institute of Immunology at Heidelberg University
Hospital, respectively.

Sample Analysis

Trace Element Analyses

Trace element concentrations were determined by total reflection
X-ray fluorescence (TXRF) analysis, essentially as described
(Hughes et al., 20163 Heller et al., 2019). Briefly, serum samples
were diluted with a Gallium standard and applied to polished
quartz glass discs. After drying, a benchtop TXRF device
(PicoFox S2, Bruker Nano, Berlin, Germany) was used for
recording the fluorescence spectra emitted from the elements
upon X-ray excitation. An internal laboratory quality control
was included in each measurement run, and all samples were
measured in duplicate (Heller et al., 2020). The inter-assay
coefficient of variation (CV) was below 10%, as determined with
a commercial standard serum (Sero AS, Seronorm, Billingstad,
Norway) (Hughes et al., 2016; Heller et al., 2019).

Ceruloplasmin (CP) and Selenoprotein P (SELENOP)
Quantification by Sandwich Immunoassays

Serum samples were tested for SELENOP and CP concentrations.
To this end, a validated enzyme-linked immunosorbent sandwich
assay specific for human SELENOP (selenOtest™, ELISA)
(Hybsier et al,, 2017) was used according to the manufacturer’s
instructions (selenOmed GmbH, Betlin, Germany). Serum CP
concentrations were determined by a sandwich ELISA using a
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FIGURE 1 | Patient identification and allocation scheme. A set of n = 44 patients were successfully enrolled into the study, and divided into groups with no
neurological impairment (Control Group C) vs. patients with neurclogical impaiment (Study Group S). The latter group was subdivided further according to the
severity of the symptoms using the AIS categories A-D, where A relates to the most severe condition. AIS improvement was assessed 3 months after enrolment,
allowing a subdivision of S into group G1 (improvement) or GO (no improvement). Group C; controls, group G1; patients with neurological remission, group GO,
patients without neurclogical remission, AIS; American Spinal Injury Association (ASIA) Impairment Scale.

pair of specific monoclonal antibodies in combination with a
commercial human CP standard (CP, catalog number 187-51, Lee
BioSolutions, Maryland IHeights, MO 63043, United Stales) as
described earlier (Hackler et al., 2020).

Selenium Binding Protein 1 (SELENBP1)
Quantification by LIA

Serum SELENBP1 concentrations were analyzed by a recently
established luminometric immunoassay (LTA) (Kithn et al,
2019). Quality of measurements was verified by including two
human serum standards in each assay run. Intra- and inter-
assay variations of SELENBP1 concentrations were below 15%
during the analyses.

Cytokine Quantification via Multiplex Bead-Based
Immunoassays

Multiplex bead-based immunoassays were used to quantify a
set of human chemokines and cytokines (Luminex Performance
Human High-Sensitivity Cytokine Panels). Serum concentrations
of CCL-2, CCL-4, MMP-2, MMP-8, IL-8, and IL-10 were
assessed. The determination was performed according to
the manufacturer’s instructions (R&D Systems, Minneapolis,
MN, United States).

Outcome

The American Spinal Injury Association (ASIA) impairment
scale (AIS) was used to describe the functional impairment in
TSCI patients. The neurological functions were graded as A, B,
C, or D) by experienced examiners applying the International
Standards for Neurological Classification of SCI (ISNCSCI). To
quantify the neurological deficit according to the AIS various
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parameters such as sensilivity, motor function, muscle strength,
and the level of the paraplegia are considered. Hence, AIS A grade
represents the complete loss of all motor and sensory functions
below the site of injury. Whereas AIS B-D constitute incomplete
deficits with remaining sensory and/or motor qualities, with B
containing the least and D the most functions. Physiological
findings without neurologic impairment are classified as AIS
E (Table 3). Initial examinations (AIS initial) were performed
within 72 h after admission in awake and responsive patients,
and final examinations (AIS final) took place at 3 months after
the trauma (Burns and Ditunno, 2001). Neurological remission
was defined as an improvement of AIS grades within 3 months
after the trauma. The initial AIS is illustrated in Figure 1 and
Tables 1, 2.

Predictors

The individual protein and trace element concentration patterns
were analyzed concerning both the initial AIS and the presence
or absence of neurological remission within 3 months after the

injury (Table 3).

Sample Size

Serum samples [rom this observational study, along with the
respective clinical data of the patients have already been analyzed
for different parameters in other studies by our research groups.
The explorative research studies have been performed with
slightly different sets of patient samples, depending on the
inclusion criteria combined with the respective availability of a
sufficient quantity of serum samples stored in the biobank at
the time of analysis. For this reason, the numbers of patients

May 2021 | Volume 15 | Article 680240



Seelig et al. 2021

67

Seelig et al

SELENBP1 in Patients After TSCI

TABLE 1 | Descriptive depiction of patient characteristios of subjects in the study
group S and the contral group C.

[A] Study Group S Bl Control Group

N =34) CN=10)
Age Age
Medlian 41.0 Median 41.0
(IGR) (16.0, 77.0) (1GR) (27.0, 71.0)
Sex Sex
Fernale 8 (23.5%) Fernale 5 (50.0%)
MALE 26 (78.5%) Male 5 (50.0%)
AlS initial Etiology
A 15 (44.1%) Fall 7 (70.0%)
B 6 (17.6%) Traffic 3 (30.0%)
cC 11 (32.4%)
D 2 (5.:9%) AO

7 (r0.0%)

AlS final B 3 (30.0%)
A 11 (32.4%)
B 3(8.8%)
C 6 (17.6%)
D 14 (41.2%)
Etiology
Fall 20 (568.8%
Other 3(8.8%)
Traffic 11 (32.4%)
NLI
Cenvical 13(38.2%)
Lurnbar 8(23.5%)
Thoracic 13 (38.2%)
AO*
A 20 (60.6%)
B 5(15.2%)
C 8 (24.2%)

NLI, Neurological Level of Injury; AO, AO-Classffication; AlS, ASIA (Amsrican Spinal
Injury Association) impairment Scale. Age is expressed as median years with their
corresponding IQR. *One patient in the sub group GO suffered’ an isolated contusion
of the spinal cord without vertebral fracture, so no AQ classification was asssssad.

and samples vary across the different analyses, according to
availability, volumes, and the specific scientific issue.

Missing Data

The mean follow-up of available serum samples for analysis
within the first 3 days was higher than 75%; missing values were
excluded from the pairwise deletion (Kang, 2013).

Statistical Analysis

Non-parametric test methods were assessed to investigate
location shifts between groups (Mann-Whitney U-test,
Kruskal-Wallis test). Categorical variables were evaluated
using Fishers exact test.

As this is an exploratory post-hoc analysis, all p-values are
to be interpreted descriptively, and no adjustment for multiple
testing was adopted. The statistical tests are using an o-level of
0.05, and statistical significance was defined as p > 0.05 (n.s.),
p < 005 (M), p <001 (*), or p < 0.001 (***), For SELENBP1

at admission, an optimal cut-off for the differentiation between
GO and G1 was estimated based on the Odds Ratio (OR). All
statistical calculations were performed with R version 4.0.2 (R
Development Core Team, 2015). Figures were created by using
the package “ggplot2” (Wickham, 2009).

RESULTS

A total of 44 patients were eligible for the current study,
including 34 patients with neurological impairment (study group
$), divided into 19 patients with remission (group G1) and 15
patients without remission (group GO). The other 10 subjects
with vertebral fracture without neurological impairment (group
C) served as a control group (Figure 1).

Patients

Out of all 34 patients in the study group § (G0+G1), eight were
female, and 26 were male with an average age of 41 years (IQR
15, 77 years). The TSCI was caused by a fall in 59% of cases, and
by accident in 32% of cases. The injuries in the control group
(including five males and five females with an average age of
41 years) resulted from a fall in about 70% of cases or from an
accident in the remaining 30% of cases. Within the study group S,
there were no significant differences regarding age, sex, etiology,
NLI or AQO classification between the patients with and without
neurological remission. The distribution of AIS grades between
the groups GO and Gl differed significantly both at admission
(p = 0.001) and at discharge (p < 0.001). An overview of the
patients’ characteristics is shown in Tables 1, 2.

Biochemical Analysis of the Serum

Samples

The analysis of the serum samples indicated that Se, Zn, Cu,
SELENOP, SELENBP1, CP, CCL-2, CCL-3, MMP-8, MMP-10, IL-
8, and IL-10 were detectable in measurable concentrations. Most
of the parameters analyzed displayed impairment-dependent
concentration differences according to AIS grades A vs. B-D early
in the post-injury period and differed in relation to injury when
comparing the groups GOand G1 vs. C (Figure 3).

Major Findings

Serum SELENBP1 Concentrations Are Elevated With
the Severity of Impairment

Increased SELENBP1 concentrations were detected especially at
early time points available for analysis, i.e., directly at admission
to hospital (0 h). The patients with severe injury and an AIS
classification of A exhibited relatively high concentrations of
SELENBPI as compared to the other patients, suggesting a
relation of acute serum SELENBPI elevations to the severity of
neurological impairment (Figure 4A).

Dynamic Changes in Circulating SELENBP1 Are
Related to Clinical Outcome

The SELENBP1 concentrations during the first 3 days in relation
to the clinical outcome as assessed 3 months after injury differed
significantly between the two groups of subjects with TSCI.

Frontisrs in Neuroscience | www.frontisrsin.org

May 2021 | Velume 15 | Article 680240



Seelig et al. 2021

68

Seelig et al

SELENBP1 in Patients After TSCI

TABLE 2 | Clinical characteristics of subjects in the groups GO (n = 15) and G1 {1 = 19), and subgroups AIS A (n = 15} and AIS B-D {n = 19).

GO {n =15) G1{n=19) p-value
Age 0.107
Median 47.0 32.0
(1GR) 21.0, 77.0) (15.0, 75.0)
Sex 1.000
Female 3(20.0%) 5 (26.3%)
Male 12 (80.0%) 14 (73.7%)
AIS initial 0.001
A 11 (73.3%) 4(21.1%)
B 1(6.7%) 5(26.3%)
c 1(6.7%) 10 (52.6%)
D 2 (13.3%) 0(0.0%)
AIS final < 0.001
A 11 (73.3%) 0(0.0%)
B 1(6.7%) 2 (10.5%)
c 1(6.7%) 5(26.3%)
D 2 (13.3%) 12 (63.2%)
Eticlogy 0.588
Fall 9 (60.0%) 11 (57.9%)
Other 2 (13.3%) 1(5.3%)
Traffic 4(26.7%) 7 (36.8%)
ML 0.083
Cervical 4(26.7%) 9 (47 .4%)
Lumbar 2{13.3%) 6 (31.6%)
Thoracic 9 (60.0%) 4(21.1%)
AT 0.039
A 5(35.7%) 15 (78.9%)
=] 4(28.6%) 1(5.3%)
C 5(35.7%) 3(15.8%)

AIS A {n=15) AISB-D (n=19) p-value
0.238
44.0 34.0
(21.0, 75.0) (15.0, 77.0)
1.000
4(26.7%) 4(21.1%)
11(73.3%) 15 (78.9%)
< 0.001
15 (100.0%) 0(0.0%)
0(0.0%) 5(31.6%)
0(0.0%) 11 (57.9%)
0(0.0%) 2(10.5%)
< 0.001
11 (73.3%) 0(0.0%)
2(13.3%) 1 (5.3%)
2(13.3%) 4(21.1%)
0(0.0%) 14.(73.7%)
0.588
9(60.0%) 11 (57.9%)
2(13.3%) 1 (5.3%)
4(26.7%) 7 (36.8%)
0.083
4(26.7%) 9 (47.4%)
2(13.3%) 6(31.6%)
9 (60.0%) 4(21.1%)
0.015
6(40.0%) 14 (77.8%)
5(33.3%) 0(0.0%)
4(26.7%) 4(22.2%)

The Kruskal-Wallis test for comparison of two independent samples and the Fisher's exact test were used to assess the differences in numeric and categorical variabies.
NLI, Neurological Level of Injury; AQ, AQ-Classification; AIS, ASIA (American Spinal Infury Association) Impairment Scale. Age Is expressed as median years with their
corresponding IQR. Neurclogical remission was defined as improvement in AIS within 3 months after the trauma. *One patient in the subgroup GO suffered an isolated
contusion of the fumbar spinal cord without vertebral fracture, so no AD classification was assessed.

Trauma Initial Final
Admission to hospital +] neurological assessment Neurological assessment
within 2 hours (AIS) (AIS)
>
'l"\‘\

FIGURE 2 | Overview of standardized blood sampling and neurclogical assessment protocols for patients with severe traumatic injuries. The study enrolled patients
who were administered to the hospital within 2 h after the traumatic injury. Blood samples (BS) were collected at different time points after admission, starting
immediately at entry into the hospital (O h after injury; BS 0 h) and extending until the time of final neurological assessment at 3 months after admission (BS 3 m). BS,
blood sample; AIS, American Spinal Injury Association (ASIA) Impairment Scale; h, hours; d, days; m, months.

Patients without remission in group GO showed relatively high
SELENBP1 concentrations at admission (0 h), as compared to the
patients with remission in group G1, who had low concentrations
throughout the full observation period. The elevated SELENBP1

Frontiers in Neurcscience | www. frontiersin.org

concentrations in GO decreased steadily within the first 9 h, while

the low SELENBPI levels in G1 remained constant (Figure 4B).
A direct comparison of serum SELENBPI concentrations at

the time of admission (0 h) highlights the significantly elevated
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TABLE 3| The American Spinal Injury Association Impairment Scals (AIS)

AlS grade Clinical state

A Complete No motor or sensory function is preserved in the sacral segments 54-35

B Incomplete Sensery but not mator funstion is preserved below
the NLI and includes the sacral segments S4-S5

(o} Incamplete Motor function is preserved kelow the NLI, and mors than half of key muscles
kelow the NL have a muscle grade less than 3

D Incamplete Motor function is preserved kelow the NLI and at
least half of key muscles below the NLI have a muscle grade of 3 or more

E Narmal Motor and sensory function is normal

AIS grades from A to E are considering the complsteness of paralysis and the motor and sensory function tests.

SELENBPI levels in relation to the extent of the neurological
impairment after TSCI, i.e., the patients with most severe injury
classified by the AIS system as A displayed highest SELENBP1
(Figure 4C). The Mann-Whitney test indicated that when
comparing the initial three samples with the later time points
(0h 4h 9hwvs 12h 24 h, 72 h) the dynamic decrease
in SELENBPI1 concentrations (A SELENBP1) was significantly
greater for in GO (no remission) (Median = 5.32) than Gl
(remission) (Median = 0.99), W = 197, p = 0.019 (Figure 4D).
Based on the data obtained for serum SELENBP1 concerning
remission, a cut-off of 30.2 .g/L was calculated for allocating
patients either to GO or to Gl, providing 98.7% sensitivity,
specificity of 12.3%, an accuracy of 58.6%, and an odds ratio of
10.4. This diagnostic cut-off is indicated as a solid line, whereas
the SELENBP1 level of controls is indicated as a dashed line at
16.2 ug/L (Figures 4A-C).

Correlation Analysis of SELENBP1 With Parameters
of Se Status and Covariates in TSCI

SELENBPI concentrations were not significantly related to the
other Se status biomatkers. The interrelations were characterized
by low correlation coefficients of R = —0.012 for SELENBP1 with
total serum Se (Figure 5A), and R = 0.110 for SELENBP1 with
SELENOP, respectively (Figure 5B). Concerning the outcome
of neurological remission, the correlations of SELENBP1 with
Se or SELENBP1 with SELENOP tended to point into opposite
directions for patients in group GO vs. Gl (Figures 5A,B).
These findings suggest that serum SELENBPI is not a surrogate
marker of blood Se status in the patients. As expected, total
serum Se and SELENOP showed the typically strong and
linear interrelation with a cotrelation coefficient of R = 0.76
in the samples from patients with TSCI, irrespective of final
remission (Figure 5C). Next, correlations between SELENBP1
concentrations and additional trace elements and cytokines
were analyzed to identify other potential covariates. Three
parameters correlated significantly with the SELENBPL decline
(A SELENBPI; delta 3 day-0 h), i.e, CCl-2 at 0 h (p = 0.007,
Figure 5D), Zn at 9 h (p = 0.027, Figure 5E) and CCL-
3 at 3 day (p = 0.014, Figure 5F). Concerning the clinical
outcome 3 months after TSCI in the group of non-improving
patients (GO), strong positive correlations of A SELENBPI were
observed for CCL-2 (R = 0.66) and CCL-3 (R = 0.58), and a
negative correlation for Zn (R = —0.71). In contrast to these
correlations, only moderate and non-significant interrelations

were observed in the group of recovering patients in Gl
(Figures 5D-F).

Relation of Serum SELENBP1 Levels to Trace
Elements and Cytokines

An explorative correlation analysis was conducted between
the SELENBP1 concentrations with the analyzed trace element
parameters and cytokine concentrations. A strong linear
association between the initial SELENBP1 concentrations and
the dynamics of SELENBP1 decline over the initial 3-day study
period was observed (0 hy R = 094, 4 h; R = 086, 9 Iy
R = 0.58). To assess differences in all parameters between the
groups GO and G1 with respect to the initial AIS scores, the
corresponding log-fold changes (logFC) for each point in time
in G1/GO were calculated. The analysis indicated a negative
relationship between SELENBPI and the group of chemotactic
ligands CCL-2, CCL-3, and CCL-4. This interaction was most
substantial when comparing the initial concentrations of the
most severely impaired patients (AIS group A) in the group
with remission (G1) vs. the group with no remission (GO)
(Supplementary Figure 1).

DISCUSSION

The fundamental need for novel therapies improving the
neurclogical recovery of patients who suffer from SCI remains an
urgent research issue. However, specific treatments that appeared
promising in a pre-clinical setting regrettably failed to show
beneficial effects in clinical SCI trials (Tator, 2006). A reason for
the controversial study results may be found in the underlying
pathophysiological and biochemical processes that are setting
in upon SCI and which may fundamentally differ in extent,
dynamics and interrelation between the animal models used
and the acutely injured human subjects (Kwon et al., 2015).
This challenge is most difficult to address, given the paucity of
molecular data on the intracellular signaling events, metabolic
responses to trauma in patients and the lack of informative
diagnostic biomarkers. In addition, the available instrumentation
for estimating the extent of injury and predicting the outcome
after a TSCI is limited, and reliability of both diagnosis and
prognosis mainly depends on the experience and knowledge of
the particular clinical examiner. In order to gain further insights
and test candidate biomarkers, we have standardized some of
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FIGURE 3| Comparison of cytokines, metalloproteases, trace elements and related biomarkers in relation to neurclogical remission. The cytokines GCL-2, CCL-3,
GCCL-4 aleng with the metalloproteases MMP-2 and MMP-8 were analyzed from the serum samples of patients with TSCI in relation to remission (G1) or no
remission (GO). In addition, the trace elements Cu, Fe, Se, and Zn as well as the Se-binding proteins SELENBF1 and SELENOP along with the Cu transporter CP
were quantified in parallel. The heat maps indicate the relative concentration differences of these serum parameters in the two groups of TSCI patients (GO and G1)
in relation to the control group C. In addition, relative concentration differences are depicted in regard to the clinical severity of the neurological deficit, classified as
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FIGURE 4 | Relation of serum SELENBP1 to the functicnal impairment at admission and neurological remission. Differences in SELENBP1 concentrations are shown
as time-resolved line plots (A,B) or box plots (C,D). The mean SELENBP1 levels (16.2 11g/L) of the control group C are depicted as dashed line. Changes (A
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SELENBP1 is particularly elevated during the first 3 days after injury in patients not undergoing remission (B,D). The calculated cut-off (30.2 pwg/L) for the SELENBP1
threshold as a prognostic marker for remission is indicated as solid line. Values are expressed as mean £ SEM. The Mann-Whitney-U-Test assessed significant
differences between two groups; *p < 0.05.

the essential parameters and introduced a transparent blood
sampling, clinical assessment and laboratory analysis scheme.
Our results suggest that the analysis of serum SELENBPI
may contribute to an improved initial clinical assessment
after TSCI and may provide valuable insights into the
pathophysiology and individual prognosis. Significant differences
in SELENBP1 were detected with regards to degree of

neurological impairment (severe AIS A vs. AIS B-D), and
with respect to the clinical outcome after 3 months (remission
vs. no remission). The patients who displayed elevated serum
SELENBP1 concentrations at admission (above the cut-off at 30.2
pg/L) presented with the most severe impairment (classified as
AIS A) and were most unlikely to achieve neurological remission.
The other severely impaired patients with the same classification
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provided on top of the graphics for all samples (black), and the two groups of patients separately (GO; red, G1; blue).

of AIS A, but with SELENBPI below this threshold showed a
high chance for recovery. Using this SELENBPI1 threshold, a
prediction for remission was enabled with a sensitivity of 98.7%
and an odds ratio of 10.4, i.e., with a diagnostically valuable and
acceptable degree of reliability.

Due to the observational nature of this study, causal
interrelationships cannot be deduced. However, some knowledge
of SELENBP1 is available from prior studies. SELENBP1
constitutes a highly conserved protein between species, that
may be critical for specific physiological functions, potentially
including cell differentiation, protein degradation, intra-Golgi
vesicular transport, cell motility and redox modulation (Elhodaky
and Diamond, 2018). Its expression is strongly affected by
hypoxia, as shown in the context of cancer (Huang et al,
2012; Jeong et al, 2014) and cardiovascular research (Kithn
et al, 2019; Kuhn-Heid et al, 2019). It would be highly
interesting to study whether serum SELENBP1 is related to
locally depressed oxygen levels, employing suitable monitoring
techniques such as near-infrared spectroscopy (Casha and
Christie, 2011; Ryken et al, 2013; Hawryluk et al, 2015).
The assumption that increased SELENBPL is related to
hypoxia and cell death resulting from increased ischemia
in TSCI is further supported by the positive correlation

with CCL-2 (R = 0.66), that is known as a hypoxia-
responsive cytokine (Mojsilovic-Petrovic et al., 2007). It is also
consistent with our prior study (Heller et al, 2017), where
patients with no improvement in neurological function initially
showed increased CCL-2 levels, with a resulting induction of
monocyte migration, monocyte proliferation and differentiation
(Kiguchi etal., 2010).

Previous studies indicated that peripheral trace element
dynamics and concentration changes in the trace element
biomarkers are associated with the clinical outcome after TSCI
(Heller et al., 2019, 2020; Sperl et al., 2019; Seelig et al., 2020).
[t was thus hypothesized that there might be a close correlation
between serum Se, SELENOP and SELENBP1 concentrations.
Unexpectedly, no significant interrelation between SELENBP1
and the other Se status biomarkers was observed, neither in the
group with non-remission nor in the remission group. This result
highlights that SELENBP1 may not directly affect extracellular
serum Se status, potentially due to its relatively low serum
concentrations and the different origins of these proteins (mainly
liver in case of SELENOP, kidney in case of GPX3 vs. damaged
tissue in case of SELENBP1).

Due to the divergent degrees of injuries within AIS classes
from A to E, SELENBPI concentration dynamics may provide
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a direct insight into the individual burden of hypoxic stress on
a cellular level. Combined with additional diagnostic parameters,
SELENBPI monitoring might pave the way for a more detailed
and quantitative clinical assessment strategy after TSCI, thereby
supporting the established INSCCI examinations.

Future studies are required to test for a correlation of
SELENBP1 dynamics with intraspinal pressure (Phang et al,
2015; Chen et al,, 2018; Saadoun and Papadopoulos, 2020,
and local tissue oxygenation at the injury site (Kurita et al.,
2020). In addition to the sensor-derived data, SELENBP1 might
also provide information about other tissues that are damaged
or at-risk for degeneration, and remote from the sensor. The
SELENBP1 concentrations may also reflect other sorts of injury,
including micro-bleedings that might not be detectable by
current imaging techniques such as MRI or CT scan. The
relevance of these processes and their contribution to the global
burden of injured neural tissue and the neuroinflammatory
signaling in the second phase after TSCI still need to be
evaluated. Recent findings support the importance of spinal cord
perfusion pressure (SCPP) monitoring with respect to metabolic
characteristics of the injured tissue concerning the chances of
neurological remission after TSCIL. The data indicate a close
correlation between the individual SCPP and metabolic profiles
at the injury site, estimated via tissue glucose, lactate, pyruvate,
glutamate and glycerol by surface microdialysis (Saadoun and
Papadopoulos, 2020). This information might support the
identification of individuals with lower potential for remission,
and aid in personalized therapy.

With a better characterization of the regulation and function
of SELENBPI in these tissues, its potential role in diseases
such as TSCI may be better understood, and SELENBP1L
may become a novel and valuable biomarker for diagnostic,
monitoring, and prognostic purposes in acute and potentially also
in chronic injuries.

Limitations

Despite the relevant and convincingly strong interrelations
identified, the current study is not free from limitations. The
sample size was relatively small, yet it was sufficient to deduce
a cut-off for the early detection of patients with a high chance
of neurological remission after TSCI by serum SELENBPI.
Still, serum trace elements and their protein biomarkers
may be surrogate markers, not necessarily affecting disease
course directly or reliably reflecting the physiclogically relevant
intracellular trace element concentrations (Maret and Sandstead,
2006). Furthermore, the data are from an observational study,
and are thus not suitable for deducing mechanistic insights.
Finally, the pathophysiological and clinical heterogeneity within
the AIS groups complicates the interpretation of the results and
necessitates an independent verification of this newly identified
biomarker in TSCIL.

CONCLUSION

Our results indicate that the analysis of SELENBPI
concentrations in serum provides promising insights regarding

the early assessment of both the injury severity after TSCI in
AIS A vs. B, C, or D and the individual chance of neurclogical
remission. Menitoring serum SELENBP1 concentrations could
assist clinicians in the initial assessment of patients after TSCI,
especially in estimating the remission potential of severely
injured patients classified as AIS A. Our results support the
notion that SELENBP1 constitutes a premising marker for
identifying and assessing cell damage and injury, and this
potential should be investigated further in the context of other
traumatic or degenerative diseases.
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