Aus der Kiinik fur Neurologie, Abteilung fur Experimentelle Neurologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Entzindungsreaktion und Immundepression nach akuter
traumatischer Ruckenmarkverletzung —
Charakterisierung der post-traumatischen Immunantwort und
Auswirkungen von Infektionen auf die Erholung
neurologischer Funktionen

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Marcel Alexander Kopp

aus Hagen

Datum der Promotion: 04. September 2015






Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung
Abstract deutsch

Abstract englisch
Einfiihrung
Methodik
Ergebnisse
Diskussion
Literaturverzeichnis

Eidesstattliche Versicherung
Anteilserkldrung an den erfolgten Publikationen

Druckexemplare der ausgewihlten Publikationen
Publikation 1 - Priiss et al, 2011

Publikation 2 - Failli et al, 2012
Publikation 3 - Kopp et al, 2013

Lebenslauf (aus Datenschutzgriinden nicht enthalten)
Vollstandige Publikationsliste

Danksagung

O N L1 LWWw

13

21

23
23

25
27
39
63

77
79
81






Zusammenfassung

Abstract deutsch

Einleitung: Infektionen sind haufige Komplikationen und Haupttodesursache nach
akuter Ruckenmarkverletzung. Zudem sind systemische Infektionen mit schlechterer
funktioneller Erholung nach Verletzungen des Zentralen Nervensystems (ZNS)
assoziiert. Mechanische Beatmung oder Schluckstorungen mit Aspiration bieten allein
keine hinreichende Erklarung fur die hohe Inzidenz von Pneumonien nach
Ruckenmarkverletzung. Erschwerend kommt das Spinal Cord Injury-induced Immune
Depression Syndrome (SCI-IDS) hinzu, dem eine Storung der normalerweise fein
abgestimmten Wechselwirkungen zwischen Immunsystem und ZNS zugrunde liegt.
Auch die verletzungsbedingte Entzindungsreaktion, deren Abklingen — die sogenannte
Resolution — im ZNS verzogert und moglicherweise unvollstandig stattfindet, konnte zu
einer kompensatorischen Immundepression beitragen. Diesen immunologischen

Aspekten der Querschnittlahmung sind die hier zusammengefassten Studien gewidmet.

Methodik: Die Resolution von Leukozytenpopulationen im ZNS wurde nach
experimenteller Ruckenmarkverletzung unter Anwendung eines Modells der
Halbwertszeit-Kinetik beschrieben. Es konnten zelltypspezifische Resolutionsindices
berechnet werden — das Resolutionsintervall (Zeitdifferenz vom Maximum bis zum
Abfall der Zellzahl um 50%) und das Resolutionsplateau (verbleibende Zellzahl in

Prozent des Maximums).

Die Hypothese, dass Infektionen (Pneumonien/post-operative Wundinfektionen)
mit schlechterer neurologischer Erholung nach Ruckenmarkverletzung assoziiert sind,
wurde in einer prospektiven, multizentrischen Datenbank klinisch untersucht. Die
Verlaufsbeurteilung erfolgte nach den International Standards for Neurological
Classification of Spinal Cord Injury. In multiplen Regressionsmodellen wurde fur
demografische Faktoren, Verletzungsschwere und klinische Charakteristika adjustiert.

Die Prognose-Studie mit dem Kurztitel SClentinel dient der genaueren Kklinisch-
immunologischen Charakterisierung des SCI-IDS. Das Studienprotokoll wurde auf
Grundlage von Pilotstudien entwickelt. Eine administrative Zwischenanalyse basiert auf
Daten zur Vollstandigkeit des primaren Laborparameters (HLA-DR Expression auf
Monozyten) hinsichtlich der berechneten Rekrutierungsziele.
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Ergebisse: Es zeigten sich deutliche Unterschiede im Resolutionsverhalten
(Resolutionsintervall / Resolutionsplateau) der einzelnen Immunzelltypen: neutrophile
Granulozyten (1,2 Tage / 0%); T-Lymphozyten (1,5 Tage / 10%); aktivierte
Macrophagen oder Microglia (65 Tage / 45%).

Infektionen im Verlauf nach akuter Ruckenmarkverletzung wurden als ein
unabhangiger Risikofaktor fur das Ausbleiben einer Verbesserung des neurologischen
Schweregrades (ASIA impairment scale) nach einem Jahr identifiziert (Odds Ratio 1,89;
p <0,0005). Zusatzlich wurde eine Assoziation von Infektionen mit geringer
Verbesserung der Muskelkraft im ASIA motor score (Regressionskoeffizient: -8,21;
p < 0,0005) dargestellt.

Die Evaluation der Umsetzbarkeit der SClentinel-Studie ergab nach Einschluss
von 60 der etwa 118 zu rekrutierenden Patienten eine Uberwiegend ausreichende bis
gute Vollstandigkeit der Zielparameter.

Schlussfolgerung: Durch einen neu eingefuhrten Index, das Resolutionsplateau,
kann die im ZNS zuruckbleibende ,immunologische Narbe® systematisch quantifiziert
werden. Infektionen wurden erstmals als EinflussgroRe auf die neurologische Erholung
nach Ruckenmarkverletzung dargestellt. Die Friherkennung von Patienten mit hohem
Infektionsrisiko anhand immunologischer Marker konnte zukunftig die Indikations-
stellung zur Vorbeugung und Therapie von Infektionen nach Querschnittiahmung

erleichtern.
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Abstract englisch

Introduction: Infections are a frequent complication and a major cause of death
after acute spinal cord injury (SCI). Furthermore, infections are associated with minor
functional outcome after central nervous system (CNS) injury. Mechanical ventilation or
aspiration due to swallowing disorders alone do not sufficiently explain the high
incidence of pneumonia after SCI. Aggravating effects of the Spinal Cord Injury-induced
Immune Depression Syndrome (SCI-IDS), which is caused by a disruption of the
normally well-balanced interactions between the immune system and the CNS, are
most likely. Likewise, the injury-related inflammatory response might contribute to
compensatory immune-depression. The resolution of inflammation in the CNS is
delayed and probably incomplete. This work summarises three studies on
immunological aspects of SCI.

Methods: The resolution of leukocyte populations after SCI has been quantified
using a model applicable for half-life kinetics. Cell-type-specific resolution indices were
calculated: the resolution interval (days from maximum cell numbers to 50% decrease)
and the resolution plateau (percentage of remaining cell numbers relative to the

maximum).

The hypothesis, that infections (pneumonia/post-operative wound infections) are
associated with poor neurological recovery, was examined in a longitudinal,
prospective, multicenter database. The International Standards for Neurological
Classification of Spinal Cord Injury were applied. Using multiple regression analysis we
adjusted for demographic factors, injury severity and clinical characteristics.

The prognostic SClentinel-study aims at immunologically defining the SCI-IDS.
The protocol is based on pilot trials. An administrative interim analysis comprises data
on the completeness of the primary laboratory endpoint — HLA-DR expression on

monocytes.

Results: The resolution indices (resolution interval / resolution plateau) revealed
clear cell-types-specific differences: neutrophils (1.2 days/0%); T-lymphocytes (1.5
days / 10%); activated macrophages/microglia (55 days / 45%).

Infections after acute SCI were identified as independent risk factor for non-
improvement in the ASIA impairment scale one year post-trauma (odds ratio 1.89,
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p < 0.0005). Additionally, an association of infections with lower gain in the ASIA motor
score (regression coefficient: -8.21, p < 0.0005) has been demonstrated.

The interim feasibility evaluation of the SClentinel-study was performed after
inclusion of 60 patients, representing 50% of the calculated sample size. The analysis

revealed a principally sufficient to good data completeness.

Conclusions: The newly introduced resolution plateau index allows for a
systematic quantification of the ,immunological scar” after CNS-injury. Infections may
act as a disease-modifying factor after SCI by affecting neurological outcome. Using
immunological markers, patients predisposed to develop infections might be identified

and treated earlier in the future.
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Einfiihrung

Weltweit gesehen variiert die Haufigkeit der traumatischen Querschnittiahmung
und liegt durchschnittlich bei 23/1.000.000 pro Jahr. Fur Deutschland ist in der Literatur
eine Inzidenz von 11/1.000.000 angegeben.' Traumatische Riickenmarkverletzungen
entstehen hauptsachlich durch Frakturen der Wirbelsaule mit Dislokation, die zur
Kontusion und Kompression des Ruckenmarks im Spinalkanal fihren. Im Moment der
Verletzung werden Zellen, Axone und Blutgefalle mechanisch zerstort. Im Verlauf
kommt es zu intramedullaren Blutungen sowie Zelldysfunktion und Zelltod durch
Excitotoxizitdt und Ischamie, letztere wird durch vasogene und zytotoxische

Odembildung weiter verstarkt.?>

Die Auswirkungen der traumatisch bedingten massiven
Entzindungsreaktion im Ruckenmark, die im Rahmen dieser Arbeit unter dem Aspekt
des Abklingens der Entziindung im zentralen Nervensystem (ZNS) untersucht wurde®,
sind im Hinblick auf das Uberwiegen protektiver oder schadigender Effekte bisher nicht

eindeutig zugeordnet worden.*°

Eine Querschnittiahmung hat offensichtliche Funktionseinschrankungen des
Bewegungsapparates, der Atmung und des sensiblen Systems zur Folge. Mindestens
gleichbedeutend ist die Dysregulation des autonomen Nervensystems im Sinne von
kardialen, gastrointestinalen und neuro-urologischen Storungen. Neurogene Aspekte ei-
ner Immundepression nach ZNS-Verletzungen ® wurden im Zusammenhang mit
Riickenmarkverletzungen erst seit den 1990er Jahren vermutet”® und 2009 als Spinal
Cord Injury-induced Immune Depression Syndrome (SCI-IDS)? klinisch beschrieben.
Diese Pilotstudien erbrachten Hinweise fur gestorte Lymphozyten-Proliferation und NK-
Zell-Funktion, sowohl nach akuter’ als auch nach chronischer® Querschnittverletzung
Die aktuellere Studie lieferte auch erste longitudinale Daten zum SCI-IDS.° Hier wurde
ein sehr fruhes Maximum der Immundepression innerhalb der ersten Woche nach der
Verletzung festgestellt. Mit Ausnahme der Granulozyten fielen die Zahlen der meisten
Leukozytensubpopulationen bereits am ersten post-traumatischen Tag ab. Gleichzeitig
wurde eine verminderte Expression von HLA-DR beobachtet.” HLA-DR gehért zu den
Major Histocompatibility Complex-Klasse-II Molekulen (MHC II) und ist fur die Antigen-

prasentation und Initiierung der adaptiven Immunantwort essentiell.

Infektionen sind Hauptkomplikationen und Haupttodesursachen in der akuten und
subakuten Phase nach einer Querschnittverletzung.”® Da Infektionen praventiven und
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therapeutischen Mallnahmen zuganglich sind, bilden sie einen klinisch relevanten
Faktor in der Behandlung Ruckenmarkverletzter. Neben einer Reduktion der Mortalitat
kann durch Vorbeugung oder frihe Therapie von Infektionen moglicherweise auch einer
vermehrten Neurodegeneration entgegenwirkt werden, die durch systemische Infektio-

nen bedingt sein kann*® "

und die in der Folge zu einem schlechteren Rehabi-
litationsergebnis fuhren konnte. Hinweise fur negative Auswirkungen von Infektionen
auf die neurologische Erholung nach akuter ZNS-Schadigung kommen aus dem
Bereich der klinischen Schlaganfallforschung.>®'? Die Fragestellung, ob systemische
Infektionen die Wiederherstellung neurologischer Funktionen beeintrachtigen konnen,
wurde mit dieser Arbeit anhand einer, in eine prospektive klinische Datenbank
eingebetteten Observationsstudie erstmals auch nach traumatischer Ruckenmark-

verletzung untersucht.™

Die Pathophysiologie des SCI-IDS umfasst moglicherweise neben der verstarkten
Anfalligkeit fur Infektionen mit negativen Folgen fiir das Uberleben und den Erhalt
neurologischer Restfunktionen auch protektive Mechanismen, im Sinne einer Begren-
zung von potentieller Autoimmunitat. Diese konnte durch eine ZNS-Verletzung,
einhergehend mit dem massiven Kontakt des peripheren Immunsystems mit ZNS-
Epitopen, die sonst durch die intakte Blut-Hirn-Schranke abgeschirmt sind, begunstigt
werden.® Der Aspekt von Autoimmunitat nach Ruckenmarkverletzung sowie dem SCI-
IDS zugrundeliegende Mechanismen werden in einer laufenden Prognosestudie mit
dem Kurztitel ,SClentinel-Studie” untersucht, die auf den oben genannten

7,8,9

Pilotstudien’ ™~ aufbaut. Die Studie ist Bestandteil dieser Arbeit und soll die Darstellung

einer Schweregrad- und Lasionshdhenabhangigkeit des SCI-IDS erméglichen.™

Die Zielstellung dieser Arbeit ist, das Verstandnis des immunologischen Verlaufs
der Querschnitttahmung zu vertiefen. In den hier zusammengefassten Publikationen
werden Defizite in der Auflosung der lokalen Entzindungsantwort — die im Folgenden
als Resolution bezeichnet wird — nach experimenteller Rickenmarkverletzung durch
eine Berechnung von Resolutionsindices als KenngréRen systematisch quantifiziert.* Es
wird ferner die Hypothese gepruft, ob Infektionen einen unabhangigen Risikofaktor fur
eine schlechtere neurologische Erholung nach Riickenmarkverletzung darstellen.’
Zusatzlich wird das Protokoll der prospektiven SClentinel-Studie zur genaueren
Charakterisierung des SCI-IDS vorgestellt und eine administrative Zwischenanalyse der
Studiendaten hinsichtlich der Umsetzbarkeit des Protokolls diskutiert.
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Methodik

Die zellulare Entzindungsantwort im Ruckenmarkgewebe nach experimenteller
Verletzung wurde mittels immunhistochemischer Farbungen dargestellt. Die verwende-
ten Tiermodelle sind eine inkomplette dorsale 4/5 Transsektionsverletzung des thoraka-
len Ruckenmarks nach Laminektomie in Hohe des Segments Th8 sowie eine Kontroll-
Operation. Letztere besteht einzig aus einer Laminektomie und dient dem Ausschluss
von Effekten, die auf einer chirurgischen Intervention ohne ZNS-Verletzung beruhen
konnten. Die Totung der Tiere zur Gewebsentnahme erfolgte an den Tagen 1, 3, 7, 14
und den Wochen 4 und 10 nach Ruckenmarkverletzung sowie an Tag 7 nach Kontroll-
Operation. Das Gewebe wurde mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.* Die
immunhistochemischen Farbungen wurden an 5 ym dicken Schnitten durchgefuhrt. Als
zelltypspezifische Marker wurden PrimarantikOrper verwendet, die gegen folgende Anti-
gene gerichtet waren: ED1 (CD68) zur Markierung von Macrophagen/Microglia, W3/13
(CD43) zur lIdentifizierung von T-Lymphozyten und Myeloperoxidase (MPQO) zur
Darstellung neutrophiler Granulozyten. Die gebundenen Sekundarantikorper wurden
mittels Diaminobenzidin visualisiert. Zur Darstellung der Zellkerne wurde mit Hamalaun
nach Mayer gegengefarbt. Da auch einzelne Macrophagen MPO exprimieren, wurden
nur segmentkernige MPO-positive Zellen als Granulozyten gewertet. Ebenso wurden in
die Auswertung W3/13-positiver T-Lymphozyten die Kernmorphologie und die Kern-
Plasma-Relation einbezogen; in Abgrenzung zu Granulozyten und Macrophagen sind
nur Zellen mit nicht-segmentiertem Kern und schmalem Zytoplasmasaum gewertet
worden. Zur weiteren Deskription der Macrophagen wurde ED1 mit den Antigenen CDS8,
CD86 und CD206 doppelgefarbt. Als Negativkontrollen dienten Schnitte, die mit
unspezifischen IgG1 Isotyp Antikorpern oder ohne Primarantikorper inkubiert wurden.*

Die Zellentypen im Lasionsareal wurden pro Tier auf einer Flache von 0,625 mm?
lichtmikroskopisch gezahlt. Fur jeden Zeitpunkt wurden Mittelwert und Standardabwei-
chung der Zellzahl berechnet. Zur Beschreibung etablierter Resolutionsindices '
wurden zelltypspezifisch die maximale Zellzahl (Wnax) und der Zeitpunkt des Maximums
(Tmax) bestimmt. Unter Annahme einer Halbwertszeit-Kinetik fur die Resolution wurde
ab Tmax eine nichtlineare Kurvenanpassung (einphasiger exponentieller Zerfall) durch-
gefuhrt. Die Regressionskurve dient der mathematischen Beschreibung des Resolu-
tionsintervalls (R;) als Zeitdifferenz von Tmax bis zum Zeitpunkt des Abfalls von Wmnax um

50%. Durch die Kurvenanpassung wird, wenn die Zeitachse X gegen unendlich strebt,
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auf der Y-Achse ein Plateau beschrieben. Dieser neu definierte Index, das
Resolutionsplateau (R,), wurde als MaB fiir das entziindliche Residuum verwendet.*

Die Assoziation von Infektionen mit neurologischer Erholung nach Ruckenmark-
verletzung wurde in einer prospektiven, longitudinalen Datenbank untersucht. Aus der
National Spinal Cord Injury Database, Birmingham, Alabama, USA sind alle 24.762
Datensatze, die zum Zeitpunkt der Analyse in der Datenbank vorhanden waren, einem
Screening unterzogen worden. Kriterien fur die Eignung der Datensatze waren neben
epidemiologischen Charakteristika, wie Patientenalter und Schweregrad der Rucken-
markverletzung, auch die Aktualitat und Qualitat der verwendeten Messinstrumente flr
die neurologische Einstufung der Patienten.® Die neurologische Untersuchung ist
gemal} den International Standards for Neurological Classification of Spinal Cord Injury
(ISNCSCI) — frGher American Spinal Injury Association (ASIA) classification of Spinal
Cord Injury’® — durchgefiihrt worden. Aus den ISNCSCI-Untersuchungen wurden der
zur Schweregradeinteilung der Querschnitttahmung herangezogene ASIA impairment
scale (AIS), der ASIA motor score und die motorische und sensorische neurologische
Lasionshohe erhoben. Dokumentationszeitpunkte waren die Aufnahme in die
Akutversorgung, die Aufnahme in die stationare Rehabilitation, die Entlassung aus der
stationaren Versorgung und die Nachuntersuchung ein Jahr nach Ruckenmark-
verletzung. Als Infekte wurden radiologisch bestatigte Pneumonien und post-operative
Wundinfektionen (Pn/Wi) im gesamten Verlauf dokumentiert.”

Die Analyse umfasste zunachst die Darstellung der Infektionsraten in Abhangigkeit
von der AlS sowie deren Auftreten im Zeitverlauf bis zu einem Jahr nach Rackenmark-
verletzung. Zur Charakterisierung der Patientengruppen mit Infekten bzw. ohne Infekte
wurden demografische, epidemiologische und klinische Merkmale der Gruppen
miteinander verglichen. Die Erholung neurologischer Funktionen, d.h. eine Veranderung
im AIS, ein Punktgewinn im ASIA motor score oder eine Veranderung der
neurologischen Lasionshohe, wurde im Zeitverlauf, stratifiziert fur den Baseline-AlS,
deskriptiv dargestellt und mittels Chi-Quadrat-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test
statistisch ~ verglichen. Zur Adjustierung fur soziodemografische Variablen,
Verletzungscharakteristika und klinische Begleitumstande, wie mechanische Beatmung,
wurden multiple logistische oder lineare Regressionsmodelle berechnet. Aufgrund eines
erheblichen Anteils fehlender Werte im Langzeitverlauf wurden zur Korrektur eines
Attrition-Bias die Regressionsmodelle nach Multipler Imputation wiederholt.™
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Die Studie Sekundére Immunsuppression durch Riickenmarkverletzungen mit der
Kurzbezeichnung SClentinel-Studie ist eine prospektive internationale Studie, die an
insgesamt sieben Zentren in Deutschland, der Schweiz und Kanada durchgefuhrt wird.
Koordinierendes Zentrum ist die Klinik fur Neurologie, Abteilung fur Experimentelle
Neurologie, Charité-Universitatsmedizin Berlin. Die Studie ist im Deutschen Register
Klinischer Studien erfasst (DRKS00000122).

Einschlusskriterien sind eine traumatische Wirbelsaulenverletzung mit oder ohne
Querschnittsyndrom. Bei jedem Patienten sollte eine chirurgische Stabilisierung der
Wirbelsaule geplant oder vorgenommen worden sein. Es werden nur volljahrige und
einwilligungsfahige Patienten in die Studie eingeschlossen. Wichtige Ausschluss-
kriterien sind schwere lebensbedrohliche Mehrfachverletzung, mittelschweres bis
schweres Schadel-Hirn-Trauma sowie vorbestehende Infektionen, Neoplasien oder
Autoimmunerkrankungen und vorbestehende systemische Kortikosteroidtherapie. Das
Studiendesign sieht zur Darstellung neurogener Aspekte der Immunsuppression die
Rekrutierung der Patienten in drei Vergleichsgruppen vor: () Patienten mit Rucken-
markverletzung der neurologischen Lasionshohe Th4 oder daruber, (Il) Patienten mit
Ruckenmarkverletzung der neurologischen Lasionshohe Th5 oder darunter; (lll)
Patienten mit Wirbelkorperfraktur ohne Querschnittsyndrom. Kein Patient dieser drei
Gruppen, welche die Per-Protocol-Population der Studie darstellen, darf eine Hoch-
dosistherapie mit Kortikosteroiden erhalten haben. Riuckenmarkverletzte Patienten, die
einer solchen Behandlung im Einzelfall unterzogen wurden, konnen jedoch als eine

vierte Gruppe zur kasuistischen Auswertung in die Studie aufgenommen werden."

Die neurologische Klassifikation der Patienten anhand des AIS und der
neurologischen La&sionshohe wird zum Zeitpunkt des Einschlusses in die Studie
durchgefuhrt. Der Unfallzeitpunkt, die operativen Therapien sowie Vorerkrankungen
und Begleitverletzungen werden dokumentiert. An funf Studienvisiten im Verlauf an den
Tagen 1, 3, 7 und den Wochen 2 und 10 post-traumatisch werden Infektionen anhand
festgelegter Kriterien erfasst. Zu jeder Visite finden identische Blutentnahmen zur
Immunphanotypisierung statt. Primarer Zielparameter ist die quantitative Messung der
Expression von HLA-DR auf Monozyten mittels Fluorescence-Activated Cell Sorting
(FACS). Ein Absinken der HLA-DR Expression auf Monozyten ist ein validierter Marker
fur eine Immundepression und kann fur eine Pradiktion von Infektionen eingesetzt

werden.!”
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Sekundéare Zielparameter sind eine Leukozytendifferenzierung inklusive Sub-
populationen von Lymphozyten (B-Zellen, T-Zellen und NK-Zellen) und T-Zellen (CD3,
CD4, CD8), die Messung der Zytokinsekretion nach Stimulation von T-Zellen (IFNy,
TNFa, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-17), die Spiegelbestimmung von weiteren Immun-
modulatoren  (IL-6, Katecholamine) und indirekten Entzindungsparametern (CRP,
Procalcitonin) im Plasma. Zusatzlich ist die Analyse der Immunparameter auf mRNA-
Ebene moglich. Eine Untersuchung von zellularer oder humoraler Autoimmunitat nach
Ruckenmarkverletzung durch einen T-Zell Elispot unter Stimulation mit ZNS-Antigenen
bzw. durch ein Screening nach Autoantikorpern im Serum der Patienten ist Gegenstand
assoziierter Studien.™

Die Fallzahlschatzung basiert auf Daten der Pilotstudie aus der ersten Woche
nach Ruckenmarkverletzung zur Anzahl HLA-DR positiver Zellen (Riegger et al. 2009).
Die Berechnung wurde fur die Prufung der Hypothese mittels one-way ANOVA fur eine
EffektgroRe von 0,18 vorgenommen. Die Wahrscheinlichkeit fur den Fehler erster Art
wurde auf 0,05 (zweiseitig) und fur den Fehler zweiter Art auf 0,2 festgelegt. Eine Rate
von bis zu 50% fehlender Werte durch Abbruch der Studienteilnahme oder
Nichterscheinen von Patienten zur Nachuntersuchung wurde bertcksichtigt, ebenso die
gegebenenfalls erforderliche Anwendung verteilungsunabhangiger statistischer
Testverfahren.'

Das Management der Daten und Proben erfolgt pseudonymisiert. Die Blutproben
fur die Durchflusszytometrie einschlielBlich FACS sowie fur den T-Zell Stimulations-
Assay werden sofort innerhalb definierter Zeitfenster analysiert. Die Proben fur alle
weiteren Fragestellungen werden innerhalb von zwei bis sechs Stunden aufbereitet und
bei -80°C oder gegebenenfalls in flissigem Stickstoff bis zur Analyse gelagert. Die
erhobenen Daten und Messergebnisse werden in einer zentralen Datenbank (Access)
gespeichert. Die administrative Zwischenanalyse zur Prufung der Rekrutierungsziele
und Umsetzbarkeit des Studienprotokolls umfasste eine Darstellung der Per-Protocol-
Population hinsichtlich der Anzahl der rekrutierten Patienten pro Vergleichsgruppe
sowie eine Ubersicht Uber die Vollzahligkeit der Laborparameter der Durchfluss-
zytometrie pro Studienvisite und Gruppe.™
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Ergebnisse

Den Schwerpunkt der Darstellung einer gestorten Entziundungsauflosung im
immunprivilegierten ZNS bildete die Analyse der Dynamik der Zellzahlen von
Leukozytensubtypen nach experimenteller Rickenmarkverletzung. Die Maxima der
Zellzahlen im Lasionsgebiet wurden fur MPO-positive neutrophile Granulozyten an Tag
3 (112 Zellen/0,625mm?), fir ED1-positive Macrophagen/Microglia an Tag 7 (366
Zellen/0,625mm?) und fiir W3/13-positive T-Lymphozyten an Tag 3 erreicht (174
ZeIIen/0,625mm2). Bei Tieren mit Kontroll-Operation waren an Tag 7 nach Verletzung
keine neutrophilen Granulozyten bzw. nur vereinzelte Macrophagen/Microglia und
T-Lymphozyten sichtbar. Die Beschreibung der Halbwertszeit-Kinetik ab dem Maximum
ergab folgende Resolutionsintervalle (R;): fur neutrophile Granulozyten 1,2 Tage, fur
Macrophagen/Microglia 55 Tage und fiir T-Lymphozyten 1,5 Tage.*

Neben einer Beschreibung der Kinetik liefert das Modell der Kurvenanpassung
durch das Resolutionsplateau (Rp) auch ein Mal fur den residualen Anteil der im Ge-
webe akkumulierten Immunzellen. Neutrophile Ganulozyten verschwinden bis Tag 70
vollstandig aus dem Lasionsareal; das R, ist 0%. Macrophagen/Microglia verbleiben zu
diesem Zeitpunkt in einem erheblichen Ausmall im Gewebe mit einem R, von 45%.
T-Lymphozyten, die mit ahnlicher Schnelligkeit wie Granulozyten aus dem Gewebe ver-
schwinden, sind im Gegensatz zu diesen auch noch am Ende der Beobachtungs-

periode mit einem gewissen Anteil im Gewebe vertreten und haben ein R, von 10%."

Die morphologische Charakterisierung von Macrophagen/Microglia ergab im Ver-
lauf folgendes Bild: An den Tagen 7 und 14 wiesen etwa 20 bis 30% der ED1-positiven
Zellen verdickte und verzweigte Fortsatze auf, was auf aktivierte Microglia hindeutet.
Diese Zellen waren vornehmlich an der Grenze zum nekrotischen Zentrum der Verlet-
zung sichtbar. Gleichzeitig bestand der Uberwiegende Anteil der ED1-positiven Zellen
aus Schaumzellen mit exzentrischer Kernposition, lokalisiert sowohl im Zentrum der
Lasion als auch am Lasionsrand. An Tag 70 waren uber 90% Gitterzellen in die
Narbenformation eingestreut, bei nur vereinzelt anzutreffenden ramifizierten Zellen.* Zu
diesem Zeitpunkt waren deutliche Anteile von 30% bzw. 50% der Macrophagen/Micro-
glia positiv fur CD86 bzw. CD8, d.h. fur Marker fur eher proinflammatorische
Phanotypen, und zu einem geringeren Anteil von 20% auch fur CD206, d.h. far
Macrophagen mit liberwiegend antiinflammatorischem Profil.*

Seite 13



Die klinische Beobachtungsstudie zur Prufung einer Assoziation von Infektionen
mit der neurologischen Erholung nach Ruckenmarkverletzung untersuchte zunachst die
Haufigkeit von Infekten in Abhangigkeit vom Schweregrad der Querschnittiahmung.
Nach Anwendung der Eignungskriterien wurden 2.089 Patienten der Schweregrade AIS
A bis D in die Analyse eingeschlossen. Komplett querschnittgelahmte Patienten AIS A
hatten zu 42,8% eine Pneumonie und/oder eine post-operative Wundinfektion (Pn/Wi).
Motorisch komplett, sensibel inkomplett gelahmte Patienten AIS B hatten zu 32,8% eine
Pn/Wi. Die Haufigkeit nahm mit geringerer Schwere weiter ab und lag bei inkomplett
verletzten Patienten mit geringer motorischer Restfunktion AIS C bei 22% und bei
Patienten mit (iberwiegend erhaltener motorischer Funktion AIS D bei 13,1%."

Patienten der Schweregrade AIS C und D wurden aufgrund zu erwartender
Ceiling-Effekte im ASIA motor score von der Analyse der neurologischen Erholung im
Verlauf ausgeschlossen. Von den 1.436 Patienten AIS A und B in der Analyse-
Population fielen 855 Patienten in die Gruppe ohne dokumentierte Pn/Wi und 581 in die
Gruppe mit Pn/Wi. Uber 90% der Infektionen waren Pneumonien. Die Infektionen traten
in ca. 70% der Falle wahrend der stationaren Akutversorgung und in etwa 25% der
Falle zuerst wahrend der stationaren Rehabilitation auf. Nur knapp 5% der Infektionen
wurden erstmals im Verlauf des ersten Jahres nach Entlassung dokumentiert. Die
Gruppen mit und ohne Infektion waren hinsichtlich epidemiologischer Faktoren, wie
Alter, Geschlecht und ethnische Gruppe, vergleichbar. Auch die Rate penetrierender
Ruckenmarkverletzungen war nicht signifikant verschieden. Differenzen zwischen den
Gruppen bestanden in der Verteilung des AIS, der neurologischen Lasionshdhe sowie
der Haufigkeit mechanischer Beatmung und der stationaren Wiederaufnahme. "

Die Zeitpunkte der Einschluss- und Verlaufsuntersuchungen [Median und Inter-
quartilsabstand (IQR)] waren die Aufnahme in die Akutversorgung innerhalb von Tag 1
(0-2), die Aufnahme in die stationare Rehabilitation an Tag 15 (8-25), die Entlassung
aus der stationaren Rehabilitation an Tag 62 (42-98), sowie die Nachuntersuchung
nach einem Jahr an Tag 365 (304-408) nach Riickenmarkverletzung.*®

Eine Konversion im AIS hin zu einem geringeren Schweregrad nach einem Jahr
fand bei Patienten, die anfanglich Schweregrad AIS A aufwiesen, in der Gruppe mit
Pn/Wi (n = 326) in nur 17,2% der Falle statt, in der Gruppe ohne Pn/Wi (n = 394)
hingegen in 23,9% der Falle (p = 0,03). Bei Patienten mit anfanglichem Schweregrad
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AIS B verbesserten sich in der Gruppe mit Pn/Wi (n =70) 57,1%, in der Gruppe ohne
Pn/Wi (n = 146) hingegen 74,7% der Patienten (p = 0,009). Zur Adjustierung fur die
obengenannten epidemiologischen und klinischen Variablen wurde ein multiples
logistisches Regressionsmodell mit der AlS-Konversion nach einem Jahr als abhangige
Variable gerechnet (n = 931). Innerhalb des Modells wurde das Vorliegen von Pn/Wi als
ein unabhangiger Risikofaktor fur das Ausbleiben einer Verbesserung im AlIS mit einer
Odds Ratio von 1,89 [95% Konfidenzintervall (Kl): 1,36-2,63, p < 0,0005] identifiziert.
Zur Korrektur fur fehlende Werte wurde die Analyse nach Multipler Imputation
wiederholt (n = 1428) und ergab fur Pn/Wi eine Odds Ratio von 1,47 (95% KI:1,06—
2,04, p =0,02)."

Die Erholung der motorischen neurologischen Restfunktion wurde anhand der
Differenzen vom Ausgangswert im ASIA motor score untersucht. Der ASIA motor score
fasst Kraftgrade von insgesamt 20 Kennmuskeln der oberen und unteren Extremitaten
zusammen. Der Gesamtscore kann Werte von 0 bis 100 annehmen. Da der ASIA motor
score — mit Ausnahme von Th1 — die thorakalen Segmente des Riuckenmarks nicht
abbildet, wurden nur Patienten mit zervikaler Lasionshohe in die Analyse einge-
schlossen (n = 603). Bei Aufnahme in die Rehabilitation bestanden keine statistisch
signifikanten Differenzen zwischen den Gruppen mit und ohne Pn/Wi. Im Verlauf eines
Jahres wurden signifikante Unterschiede sichtbar, zunachst bei Patienten AIS B zum
Zeitpunkt der Entlassung aus der Rehabilitation. Hier betrug die Veranderung im ASIA
motor score [median (IQR)], 8 (1,5-27,5) versus 22 (9,5-45) Punkte (p = 0,001). Zum
Zeitpunkt eines Jahres nach Ruckenmarkverletzung betrug die Veranderung im AS/IA
motor score bei AIS A Patienten mit Pn/Wi 8 (4-12) Punkte versus 10 (5-17) Punkte
ohne Pn/Wi (p = 0,01). Patienten AIS B mit Pn/Wi verbesserten sich um 19,5 (8-53,5)
Punkte verglichen mit 42 (20,5-64) Punkten bei Patienten ohne Pn/Wi (p = 0,03).
Innerhalb eines multiplen linearen Regressionsmodells mit der Differenz zum
Ausgangswert im ASIA motor score nach einem Jahr als abhangige Variable (n = 336)
konnte eine unabhangige Assoziation von Pn/Wi mit geringerer motorischer Erholung
gezeigt werden [Regressionskoeffizient: - 8,21 (95% KI: -12,29 bis -4,14); p < 0,0005].
Auch fur den ASIA motor score wurde das Regressionsmodell nach Multipler Imputation
wiederholt (n = 603). Auch hier bestatigte das Ergebnis fur Pn/Wi nach Imputation
[Regressionskoeffizient: - 4,96 (95% KI: -8,85 bis -1,07); p = 0,01] die Analyse der
vollstandigen Datensétze."
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In der Auswertung der Veranderungen des motorischen und sensiblen
neurologischen Niveaus wurde ein deutlicher Unterschied zwischen den Gruppen bei
Patienten AIS A sichtbar. In der Gruppe mit Pn/Wi (n = 143) war, verglichen mit
Patienten ohne Pn/Wi (n = 117), seltener ein Gewinn einer motorischen Funktionsstufe
zu beobachten (21,7% versus 33,3%; p = 0,04). Ein ahnliches Bild ergab sich fur die
sensible Funktionsstufe, hier verbesserten sich Patienten mit Pn/Wi (n =135) seltener
als es bei Patienten ohne Pn/Wi (n = 102) der Fall war (24,4%, versus 37,3%; p = 0,03).
Bei Patienten AIS B war keine statistisch signifikante Assoziation von Veranderungen
des neurologischen Niveaus mit Infektionen darstellbar.'

Die SClentinel-Studie zur Charakterisierung der Immundepression nach
Ruckenmarkverletzung (SCI-IDS) bendtigt gemaly der Fallzahlplanung zum Erreichen
einer Teststarke von 80% eine Fallzahl von 118 Patienten einschliel3lich einer
geschatzten Rate von 50% fur fehlende Werte. In der Berechnung wurde zusatzlich die
natiirlicherweise asymmetrische Verteilung des neurologischen Niveaus ™ beriick-
sichtigt. Es resultieren — basierend auf der Pilotstudie — ungleiche Grolken der Ver-
gleichsgruppen: (I) n = 48 Patienten mit Ruckenmarkverletzung der neurologischen
Lasionshohe Th4 oder daruber, das entspricht 41% der Gesamtzahl; (Il) n = 31
Patienten mit Ruckenmarkverletzung der neurologischen Lasionshohe Th5 oder
darunter, das entspricht 26% der Gesamtzahl; (lll) n = 39 Patienten mit
Wirbelkdrperfraktur ohne Querschnittsyndrom, das entspricht 33% der Gesamtzahl.'

Die administrative Zwischenauswertung wurde durchgefuhrt, als mit n = 60 fur die
Per-Protocol-Population rekrutierten und nachbeobachteten Patienten etwa 50% der
berechneten Fallzahl erreicht war. In die einzelnen Gruppen wurde folgende Anzahl von
Patienten eingeschlossen: (I) n = 28; (II) n = 11; (lll) n = 17. Vier Patienten fielen
aufgrund nachtraglich aufgetretener Ausschlusskriterien aus der Per-Protocol-
Population heraus. Das entspricht einer Ausfallrate von 7%. Gesondert in die Studie
eingeschlossen wurden n = 4 Patienten, die hochdosiert Methylprednisolon erhalten
hatten. Die Vollstandigkeit der Hauptlaborparameter war fur die Studienvisiten eins bis
vier mit Werten von 57% bis 78% ausreichend bis zufriedenstellend. Eine mit nur 45%
unzureichende Vollstandigkeit war fur die Visite funf zum Zeitpunkt von 10 Wochen

nach Riickenmarkverletzung zu verzeichnen.™
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Diskussion

Nach akuten ZNS-Verletzungen, beispielsweise nach Schlaganfall oder Schadel-
Hirn-Trauma (SHT), wurde eine schnell einsetzende Immundepression mit erhohter
Infektanfalligkeit unter dem Begriff Central Nervous System Injury-induced Immune
Deficiency Syndrome (CIDS) beschrieben.® Das Syndrom der Immundepression nach
Riickenmarkverletzung, das SCI-IDS®, ist eine spezifische Variante des CIDS. Im
Gegensatz zur Immundepression nach Schlaganfall oder SHT, zeichnet sich das SCI-
IDS durch anatomische Besonderheiten. wie die intakte Funktion des Nervus vagus und
die Lasionshohenabhangigkeit der Storung des sympathischen Nervensystems, aus.

Als grundlegend flur die neurogene Immundepression werden verschiedene Me-
chanismen diskutiert. Das Immunsystem und das ZNS kommunizieren wechselseitig
Uber das sympathische und parasympathische Nervensystem durch Neurotransmitter
wie Noradrenalin bzw. Acetylcholin. Subpopulationen von Leukozyten besitzen Rezep-
toren fur Katecholamine, so zum Beispiel T-Helfer-Zellen den B2-Adrenorezeptor oder
Macrophagen den nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor, beide vermitteln Uberwiegend
antiinflammatorische Effekte. Afferente Fasern des Nervus vagus sind mit Zytokinre-
zeptoren, wie dem IL-1 Rezeptor, ausgestattet und kdnnen damit Informationen Uber
eine systemische Entzundungsantwort an das ZNS weitergeben. Daruber hinaus besitzt
das ZNS in bestimmten Regionen, wie den zirkumventrikularen Organen, ebenfalls
Rezeptoren, die aufgrund der in diesen Regionen durchlassigen Blut-Hirn-Schranke
Zytokine im Blutstrom detektieren kénnen.® Ein anderer Mechanismus der Beein-
flussung des Immunsystems durch das ZNS ist eine Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse (HHN-Achse), die letztlich durch gesteigerte Produk-
tion von Glucocorticoiden antiinflammatorisch wirkt. Die Aktivierung der HHN-Achse wie
auch des sympathischen Nervensystems erfolgt nicht nur im Rahmen einer allgemeinen
Stressantwort, sondern kann auch durch die Gegenwart von proinflammatorischen
Zytokinen, wie Interleukin-18, im ZNS-Kompartiment ausgelost werden.®

Neurogene Mechanismen, die dem SCI-IDS zugrunde liegen, sind zum einen die
Storung des Gleichgewichts der autonomen Innervation von Immunorganen nach
Schadigung der Leitungsbahnen und zum anderen die Entzindung im ZNS nach Ru-
ckenmarkverletzung. Letztere ist moglicherweise Ausgangspunkt fur eine antientzind-

liche Gegenregulation im Sinne eines dem Compensatory Anti-inflammatory-Response-
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Syndrome (CARS) ahnlichen Syndroms. Das CARS ist als homoostatische Reaktion
auf das Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) beschrieben und wird
auBer (iber antiinflammatorische Zytokine auch liber die HHN-Achse vermittelt.®

Die Entzindungsreaktion im ZNS folgt aufgrund des Immunprivilegs mit Besonder-
heiten, wie der fehlenden lymphatischen Drainage,'® einem anderen Verlauf, als ihn
Entzindungen peripherer Organe zeigen, und ist durch langanhaltende Prasenz von
Entzindungszellen im Gewebe, also durch ein Resolutionsdefizit, gekennzeichnet.
Neben Effekten der verlangerten Entzundungsreaktion auf Prozesse der Wiederher-
stellung oder Vernarbung von Gewebe ist auch eine Persistenz proinflammatorischer

Stimuli zu erwarten, die moglicherweise zur Chronifizierung eines SCI-IDS beitragen.

Mit der Arbeit zur Kinetik der Resolution im ZNS-Kompartiment4 wurden etablierte
Indizes, wie das Resolutionsintervall (R;), durch neue Definitionen, wie das Resolutions-
plateau (Rp), erganzt. Durch erstmalige Anwendung des Modells der Halbwertszeit-
Kinetik wird das R; mathematisch berechenbar, und zusatzlich kann das R, als Mal} fur
die residuale Entzindung vorhergesagt werden. Dadurch wird eine vergleichende Mes-
sung sowohl der Kinetik als auch der Vollstandigkeit der Resolution ermdglicht. Das legt
eine Anwendung des Modells in der Untersuchung sowohl resolutionshemmender Be-
dingungen als auch resolutionsférdernder Wirkstoffe nahe.*'® Das fiir einzelne
Leukozytensubpopulationen berechnete Modell zeigte, dass deutliche zelltypspezifsche
Unterschiede fur R; und R, bestehen. Dabei verhalten sich R; und R, nicht immer
kongruent. Wahrend neutrophile Granulozyten und T-Zellen ein nahezu identisches R;
von 1,2 bzw. 1,5 Tagen aufweisen, ist deren R, von 0% bzw. 10% des Maximums
unterschiedlich. Macrophagen/Microglia haben mit 55 Tagen das langste R; und ein R,
von 45%. In Zusammenhang mit der limitierten Beobachtungszeit von 70 Tagen wird
besonders an dieser Zellpopulation eine Beschrankung des Modells deutlich. So ist das
Rp eine mathematisch geschatzte Grolke, die von den Daten aus dem Beobachtungs-
zeitraum abhangt und sich bei dessen Verldngerung oder Verkiirzung dndern kann.*

Mit dem Ziel einer ersten naheren Charakterisierung des R, der Macrophagen/
Microglia wurden aufder morphologischen Kriterien auch einzelne immunhisto-
chemische Marker fur eine deskriptive Auswertung eingesetzt. Auch zu chronischen
Zeitpunkten nach der Ruckenmarkverletzung waren Anteile der Macrophagen/Microglia
positiv fur Marker Uberwiegend pro-inflammatorischer Phanotypen, wie CD86 oder
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CD8.* Es sind weitere Untersuchungen zur Differenzierung des zelluldren entziindlichen
Residuums erforderlich, um die Bedeutung dieser ,immunologischen Narbe® nach
Ruckenmarkverletzung in Hinblick auf Neurodegeneration und als moglichen Trigger fur
das SCI-IDS einordnen zu konnen.

Ein Zusammenhang von systemischen Infektionen mit einer schlechteren neu-
rologischen Erholung konnte erstmals in einer gro3en Beobachtungsstudie nach
Ruckenmarkverletzung gezeigt werden."® Patienten mit im Verlauf aufgetretenen Infekti-
onen verbesserten sich weniger haufig im AIS und zeigten einen geringeren motori-
schen Funktionsgewinn als Patienten ohne Infektionen. Nach Adjustierung fur demogra-
fische Faktoren, fur Lasionshohe und Schweregrad der Verletzung sowie fur mechani-
sche Beatmung wurden Infektionen als ein unabhangiger Risikofaktor fur schlechtere
neurologische Erholung bestatigt. Unterschiede in der deskriptiven baseline-adjustierten
Analyse des ASIA motor score, im Sinne einer besseren Erholung bei Patienten ohne
Infektionen, waren an frihen Beobachtungszeitpunkten nicht darstellbar, entwickelten
sich jedoch im Verlauf eines Jahres deutlich. Diese Beobachtung stutzt zusatzlich die
Annahme, dass die beobachteten Differenzen eher auf den Einfluss der Infektionen als
auf diskrete Unterschiede in der Verletzungsschwere zurtckzuflhren sind.

Eine Limitation der Arbeit ist der hohe Anteil fehlender Werte zum letzten
Beobachtungszeitpunkt nach einem Jahr. Die Analyse fehlender Werte hatte zwar keine
signifikanten Unterschiede in den neurologischen Baseline-Parametern zwischen
Patienten mit fehlenden Werten und ohne fehlende Werte ergeben.’ Dennoch wurden
zur Korrektur eines Aftrition-Bias die Regressionsmodelle nach Multipler Imputation
wiederholt. Die Ergebnisse bestatigten die Analyse der vollstandigen Datensatze, so
dass das Risiko einer Verzerrung durch fehlende Werte als gering einzuschatzen ist.
Eine weitere Beschrankung der Arbeit liegt darin, dass in der Studie keine
Harnwegsinfekte dokumentiert wurden und somit die Analyse auf Pneumonien und
postoperative Wundinfektionen beschrankt blieb. Dadurch wurde maglicherweise die
Grolle der Auswirkung von Infektionen unterschatzt, da sehr wahrscheinlich auch
Patienten in der Kontrollgruppe von Harnwegsinfekten betroffen waren.

Es sind weitere Studien mit engmaschiger Dokumentation eines breiteren Spek-
trums von Infektionen sowie Funktionsparametern erforderlich, um die Langzeitaus-

wirkungen einzelner querschnittspezifischer Komplikationen auf das neurologische
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Rehabilitationsergebnis und die Selbstandigkeit der Patienten im Alltag differenzierter
beurteilen zu kdnnen. Die Fruherkennung von therapierbaren Infektionen stellt somit ein

Mittel zum Schutz des ohnehin begrenzten Rehabilitationspotentials dar.

Das Ziel der SClentinel-Studie liegt in der genauen immunologischen Definition
des SCI-IDS. Das Studiendesign beinhaltet drei Vergleichsgruppen. Innerhalb der Pa-
tienten mit einem Querschnittsyndrom wird zwischen der neurologischen Funktionsstufe
Th4 oder hoher und Th5 oder tiefer unterschieden. Das ermdoglicht eine Untersuchung
von Auswirkungen einer Storung der sympathischen Innervation immunrelevanter Orga-
ne, wie Milz, Leber und Nebenniere, als eine der diskutierten ursachlichen Mechanis-
men fur das SCI-IDS. Die beschriebenen Organe werden durch den Nervus splanchni-
cus major innerviert, dessen Fasern von ThS bis Th9 den Grenzstrang verlassen. Um
fur die Vollstandigkeit der Unterbrechung der sympathischen Bahnen zu stratifizieren,
kann zusétzlich zu der Lasionshéhe die Lasionsschwere herangezogen werden. Uber
diese kann auch auf das Ausmald der Entzindungsantwort im ZNS als Faktor fur eine
kompensatorische CARS-ahnliche Gegenreaktion riuckgeschlossen werden. Durch den
Einschluss von Patienten mit Wirbelkorperfraktur ohne Querschnittsyndrom als dritte
Gruppe kann das SCI-IDS von einer Immundepression abgegrenzt werden, die durch
das Trauma und/oder die operative Therapie an sich bedingt ist.

Die administrative Zwischenauswertung der Studie belegte die Umsetzbarkeit des
Studienprotokolls. Ein Problem stellt jedoch der letzte Beobachtungszeitpunkt nach 10
Wochen dar, bei dem ein hoher Anteil fehlender Werte vorlag. Aus Grunden der
Machbarkeit war von Beginn an auf einen noch spateren Beobachtungspunkt, z.B. nach

einem Jahr, verzichtet worden.

Die SClentinel-Studie ermdglicht die Bereitstellung prognostischer Parameter zur
frhzeitigen Identifikation von Patienten mit hohem Risiko, Infektionen zu erleiden und
in der Folge neurologische Erholung einzubiiRen." Das ist klinisch hoch relevant, denn
durch konsequente Vorbeugung und Behandlung von Infektionen kann die
Querschnittlahmung als Krankheitsbild im Verlauf therapeutisch beeinflusst werden.
Dies ist von besonderer Bedeutung, da derzeit au3erhalb einzelner Klinischer Studien
keine etablierten pharmakologischen oder zellbasierten Therapien mit dem Ziel der
Neuroprotektion, der Verbesserung neuronaler Plastizitat oder Regeneration verfugbar

sind.>%
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Abstract

Background: Infections are the leading cause of death in the acute phase following spinal cord injury and qualify
as independent risk factor for poor neurological outcome (“disease modifying factor”). The enhanced susceptibility
for infections is not stringently explained by the increased risk of aspiration in tetraplegic patients, neurogenic
bladder dysfunction, or by high-dose methylprednisolone treatment. Experimental and clinical pilot data suggest
that spinal cord injury disrupts the balanced interplay between the central nervous system and the immune system.
The primary hypothesis is that the Spinal Cord Injury-induced Immune Depression Syndrome (SCI-IDS) is ‘neurogenic’
including deactivation of adaptive and innate immunity with decreased HLA-DR expression on monocytes as a key
surrogate parameter. Secondary hypotheses are that the Immune Depression Syndrome is i) injury level- and ii)
severity-dependent, iii) triggers transient lymphopenia, and iv) causes qualitative functional leukocyte deficits,
which may endure the post-acute phase after spinal cord injury.

Methods/Design: SClentinel is a prospective, international, multicenter study aiming to recruit about 118 patients
with acute spinal cord injury or control patients with acute vertebral fracture without neurological deficits
scheduled for spinal surgery. The assessment points are: i) <31 hours, i) 31-55 hours, iii) 7 days, iv) 14 days, and v)
10 weeks post-trauma. Assessment includes infections, concomitant injury, medication and neurological classification
using American Spinal Injury Association impairment scale (AlS) and neurological level. Laboratory analyses
comprise haematological profiling, immunophenotyping, including HLA-DR expression on monocytes, cytokines
and gene expression of immune modulators. We provide an administrative interim analysis of the recruitment
schedule of the trial.
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(Continued from previous page)

medical care.

treatment, Infections

Discussion: The objectives are to characterize the dysfunction of the innate and adaptive immune system
after spinal cord injury and to explore its proposed ‘neurogenic’ origin by analyzing its correlation with lesion
height and severity. The trial protocol considers difficulties of enrolment in an acute setting, and loss to
follow up. The administrative interim analysis confirmed the feasibility of the protocol. Better understanding
of the SCI-IDS is crucial to reduce co-morbidities and thereby to attenuate the impact of disease modifying
factors to protect neurological “outcome at risk”. This putatively results in improved spinal cord injury

Trial registration: DRKS-ID: DRKS00000122 (German Clinical Trials Registry)

Keywords: Spinal cord injury, Immune paralysis, Lesion height dependency, High-dose methylprednisolone

Background

The effective treatment of worldwide 2.5 million paralyzed,
spinal cord injured patients represents an unmet medical
need to date [1]. In addition, the numbers of non-traumatic
cases (e.g. tumor, cervical spondylotic myelopathy) of spinal
cord injury (SCI) are increasing. Infections, ie. pneumonia
and urinary tract infections are a leading cause of morbidity
and mortality in patients with acute SCI [2,3]. However,
attributing infections to motor-paralysis related dysfunction
alone does not sufficiently explain the increased suscep-
tibility to develop infections after SCI. Among others,
dysphagia occurs also in healthy patients over night without
causing pneumonia. Thus, higher rates of dysphagia in SCI
patients with cervical lesions do not solely explain increased
rates of pneumonia.

It has been elucidated recently that SCI might increase
predisposition to infections by Central Nervous System
(CNS)-specific mechanisms: CNS-injury induces a disturb-
ance of the normally well-balanced interaction between
the immune system and the CNS resulting in a Spinal Cord
Injury-induced Immune Depression Syndrome (SCI-IDS)
[4-9]. Presence of SCI-IDS has been verified independently
after experimental [10] and human SCI [11]. In brief, SCI
‘neurogenically’” ablates the immune system and enhances
susceptibility to develop infections, which in turn might
cause a generalized wound healing impairment — also
affecting wound-healing/repair of the spinal cord lesion
itself. Of note, besides increasing the mortality, infections
represent an independent risk factor for impaired functional
neurological recovery e.g. by i) reducing the conversion rate
from being ‘completely’ to ‘incompletely’ paralyzed and ii)
impairing gain of American Spinal Injury Association
(ASIA) motor scores [12].

Based on preclinical and first clinical observations within
a pilot trial [5,6] we aim to develop prognostic surrogate
parameters in order to predict and selectively identify
patients ‘at risk’ to develop infections. Here, we propose to
establish parameters after human SCI, which have been
tested in other clinical paradigms of elevated infectious risk
such as status post cardiopulmonary bypass [13] and after

ischemic CNS injury [14,15]. Therefore, we apply methods
established in humans, such as human leukocyte antigen
(HLA)-DR expression on monocytes [14] and Concanava-
lin A (ConA)-induced cytokine expression in whole blood
samples, as surrogate markers of SCI-IDS. HLA-DR
expression on monocytes serves as primary outcome
measure. Moreover, a peripheral blood leukocyte mRNA
expression profile encoding for immune modulatory
proteins will be investigated to sense and therefore predict
an evolving immune suppression as early as possible.
Furthermore, we will measure the presence of individual
predisposition for infections by assessing polymorphisms in
coding areas of MHC-proteins, toll-like pattern-recognition
receptors and selected cytokines [16].

The prevention of infections facilitated by the ‘neuro-
genic’ immune suppression syndrome (with its pronounced
penetrance referred to as ‘immune paralysis’) aims to (i)
decrease mortality, (ii) reduce expensive hospitalization
time and, (iii) improve the functional outcome, since SCI
patients suffering infections are prone to develop inferior
neurological recovery [12]. Molecular treatment strategies
aiming to foster axonal plasticity and repair might be
complemented by approaches that intend to protect the
intrinsic neurological recovery potential. Given a realistic
therapeutic timeframe of opportunity after SCI, the early
identification of SCI-patients ‘at risk’ would offer a ‘pre-
ventive’ option to treat infections earlier and thereby avoid
their detrimental consequences. This protective strategy
might save neurological function ‘at risk’ and thereby
improve quality of life. In addition, it would be possible
to unmask putative confounding factors that influence
neurological outcome measures of relevance for inter-
ventional or rehabilitative trials [12].

A solid body of evidence demonstrates that SCI is associ-
ated with an early onset of immune suppression (SCI-IDS).
Identification of SCI patients as immune compromised is
a clinically relevant finding, yet widely underappreciated
and warranting further analysis. In order to decipher the
underlying mechanisms of SCI-IDS we are following-up
on experimental results [5,7,10,17], clinical pilot trials



Kopp et al. BMIC Neurology 2013, 13:168
http://www.biomedcentral.com/1471-2377/13/168

[6,8], and cohort studies [9,18,19] with the international
SClentinel trial. We outline the study protocol and design,
define the main outcome parameters, and provide the
results of an administrative interim analysis.

Methods/Design
Study design, study coordination, and participating
centers
The “SClentinel” trial is designed as a prospective mul-
ticenter study for the detailed evaluation of the SCI-IDS
(Figure 1). The overall coordination is performed by the
Department of Experimental Neurology, Clinical and
Experimental Spinal Cord Injury Research (Neuroparaple-
giology) at the Charité University Hospital, Campus Mitte,
Berlin, Germany.

The study comprises seven recruiting trial centers with
a specialization in SCI treatment: Treatment Center for
Spinal Cord Injuries, Trauma Hospital Berlin, Germany;
Center for Musculoskeletal Surgery (Campus Virchow
Clinic); Department of Trauma and Reconstructive Surgery
(Campus Benjamin Franklin); Department of Neurosurgery
(Campus Virchow Clinic and Campus Benjamin Franklin),
Charité University Hospital Berlin, Germany; Division
of Trauma Surgery, University Hospital Zurich; Spinal
Cord Injury Center, University Hospital Balgrist, Zurich,
Switzerland, and the Department of Neurosurgery, Toronto
Western Hospital, Toronto, Canada. The study investi-
gators are physicians specialized and experienced in the
treatment and rehabilitation of patients with SCI.

Page 3 of 12

Duration

A recruitment period of 30 months is scheduled. Each
patient will be followed-up to three months post-trauma.
After completion of recruitment and follow-up, a further
six months period is planned for the database clearing, the
statistical evaluation and the preparation of the trial report.
Enrolment has started in August 2011. Expected study
completion date is the first quartile of 2014. Publication of
the trial report is scheduled for the end of the year 2014.

Ethics

The protocol received approval by the local Ethics Com-
mittees: Ethical Committee of the Charite — Universitéts-
medizin Berlin (EA1/001/09), University Health Network
Research Ethics Board, Toronto (REB10-0384-AE), Cantonal
Ethics Commission, Zurich (KEK-ZH-Nr. 2011-0059).
Participants will be informed about the trial, orally and
in written form, using patient’s information sheets and
written informed consent will be obtained. This study
complies with the Helsinki Declaration, the principles
of Good Clinical Practice (GCP) and the Personal Data
Protection Act. The study will also be carried out in
keeping with local legal and regulatory requirements.
The study has been registered in the German Clinical
Trials Registry (DRKS-ID: DRKS00000122).

Participants
A number of 118 patients is planned to be allocated to the
study for examination of the primary endpoint. In order to

samples for FACS (primary endpoint)

Trial Sites v
BL-C (3 sites), BL-T, ZH-U, ZH-B, TO A A
local trial management, Databi catistical
recruitment, trial documents c?einisge data S fe;f‘;;a
data/sample collection v
5 filled CRFs — ! v
SISO ol Coordinating Center
raw samples for (Stl'.ldy Office), BL-C
secondary endpolnt materials trial managment,
data management,
sample management,
trial reports
rotocols
< P '
Site Laboratories A" prepared samples for 'y T A
secondary endpoints
BL-C, ZH-U, TO e protocol samples for test
sample preparation/interim storage, development secondary endpoints results
shipment v v

Figure 1 Multicenter structure and trial management. Legend: Scheme of the trial workflow. BL-C = Berlin-Charité, BL-T = Berlin-Trauma-Hospital;
TU = Biometry Tubingen; ZH-U = Zurich-University Hospital; ZH-B = Zurich-Balgrist; TO = University Hospital Toronto.

Statistical Center
(Biometry), TU
support in data managment,
statistical analysis and report

Coordinating Laboratory
(Immunology) BL-C
sample analysis,
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allow for investigation of the role of disturbed innervation
of the major splanchnic nerve (T5-T9) as linked to alter-
ations of the immune system function, we categorize SCI
patients into lesions with the neurological level T4 or
above versus lesions neurological level T5 or below.
Therefore, the patients will be assigned to 3 groups: i)
48 SClI-patients with a neurological level T4 or above; ii)
31 patients with a neurological level T5 or below; iii) 39
patients with an acute vertebral fracture, but without SCI
as control group (Figure 2).

The study will not interfere with methylprednisolone
treatment per site regimens and patients will be also en-
rolled, but are excluded from the analysis of the primary
endpoint. Based on experiences from the clinical practice
in the recruiting trial centers the rate of cases treated with
methylprednisolone is estimated to be 5-10%. Thus, up to
12 patients will additionally be included for explorative
examination of methylprednisolone-related alterations of
the immune system after SCI (Figure 2).
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Sample size calculation

The primary endpoint is a difference in HLA-DR ex-
pression on monocytes exactly quantified by analysing
antibody-binding molecules/cell within the first week
(day 3—4) post-trauma. Numbers of patients to be enrolled
were calculated on the basis of a pilot study (n=26) [6].
The sample size calculation was performed for an effect size
of 0.18. The type one error was be set to 0.05 (two-sided);
type two error was set to 0.2. The number of patients eli-
gible for evaluation (for testing the hypothesis by the one
way anova) is 56 in total (software nquery, version 7.0).
Due to an expected rate of drop-outs/missing data of 50%
and non-parametric testing, where applicable, the number
of patients to be recruited increases to 118 in total.
The expected rate of drop-outs/missing data relates to the
structural conditions of acute SCI care in terms of i)
delayed transfer to specialized SCI trial centers after
primary care in external non-specialized centers and ii) loss
to follow up due to discharge from inpatient rehabilitation,

lung
(alveolar
macrophages)
liver Ao
(Kupffer cells) 7 esmssmasssEEERAREEE
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spleen mesentericum s
adrenal gland %
kidney
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Figure 2 Relay-interaction of the immune system and the central nervous system. Legend: Groups for primary comparison in relation to the
major sympathetic outflow (vegetative innervation). In Group I (SCl of the neurological level T4 or above) the lesion is localized within the spinal
segments C2-T5, resulting in a disturbance of the sympathetic innervation of immunologically relevant organs through the coeliac ganglion and
further ganglia connected through lower segments of the spinal cord. Of note, the neurological level is defined by the ISNCSCI as the most cranial
segment with normal sensory function and a muscle grade of at least 3/5 with normal function in the segments above on both sides of the body, i.e.
in case of a neurological level T4, the lesion begins in the segment T5. In Group Il (SCI of the neurological level T5 or below) the lesion is located in the
spinal segment T6 or below. Thus, the sympathetic outflow to the coeliac ganglion is expected being only partially disrupted or completely preserved.
Group Il consists of patients with vertebral fracture alone without injury to the spinal cord (control). Here, the sympathetic innervation is intact.
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particularly in the control group or in cases of mild
incomplete SCI. Consequently, to allow for a completion
of the study within a feasible time period consideration of
missing values is unavoidable.

The sample size calculation was performed taking the
asymmetric natural distribution of the neurological lesion
level into account [20]. Injury to the cervical and high thor-
acic spinal cord has the highest incidence and represents
the largest group of SCI patients. Thus, the relation of the
3 groups to each other was determined as follows based on
the pilot trial data i) 41% (n = 48); ii) 26% (n = 31); iii) 33%
(n=39).

Enrolment and eligibility criteria

With the seven study centers treating 20 to 60 acute SCI
patients admitted to the emergency ward of each center
per year we estimate to screen about 200 SCI patients per
year and about 40 of them are expected to meet eligibility
criteria (Table 1).

Investigators will evaluate the patients after admission
to the emergency ward for eligibility. Before final inclusion
into the study the investigator will conduct an interview
with the patients to verify the inclusion- and exclusion-
criteria and obtain written informed consent.

Table 1 Eligibility criteria

Inclusion criteria

M Patients with acute isolated spinal cord injury (AIS A-D) planned
for surgical stabilization and decompression, lesion may include
more than 1 segment

) Patients with acute isolated spinal fracture planned for surgical
stabilization, lesion may include more than 1 segment

(3) = 2 spinal cord or vertebral lesions definable one from another

(4) Legal age of the patient

(5) Documented informed consent of the patient

Exclusion criteria

Q) Non-traumatic spinal cord injury

) 2 or more spinal cord or vertebral lesions definable one from
another

(3) Severe polytrauma (definition: patients with severe injuries of

life-sustaining organ systems, which per se and in the acute phase
are life-threatening (e.g., severe pelvic trauma, severe body cavity
injuries)

4) Concomitant traumatic brain injury (TBI) (definition: i) Patients
with persisting neurological deficit in consequence of the TB, ii)
patient with severe TBI (Glasgow Coma Scale < 8), and iii) patients
with intracranial pressure monitoring sensors.)

(5) Neoplasia and/or antineoplastic therapy

©6) Rheumatic disease, collagenosis, vasculitis or other autoimmune
disease

7) Preexisting chronic infectious disease (before the injury)

8) Preexisting systemic steroid treatment

9) Severe alcohol or drug addiction

(10) Pregnancy, lactation
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Assessment time points

Measurements and observations are scheduled in all groups
in the same manner (Figure 3). An inclusion assessment
will be performed at the study entry and is documented
in a case report form (CRF). The baseline CRF includes
the neurological classification, assessment of injury date
and time, medical history, concomitant injury, acute
SCI therapy concerning high-dose methylprednisolone
treatment as well as surgical intervention.

At the 5 study visits, equal blood samples and clinical
data will be obtained. The clinical data comprise infections,
medication, surgery, and blood transfusions. The first
assessment should be completed as early as feasible after
the injury, preferably before surgery, otherwise at least
within 31 hours post-injury. The second assessment point
refers to a time window of 31-55 hours post-injury. To
ensure a sufficient time interval to the first assessment the
second one should be performed on the following day at
the earliest. This allows a better intra-individual analysis.
The visits 3, 4 and 5 refer to day 7, 14 and to 10 weeks
after injury, respectively. Blood withdrawals, except at time
point 1 should be performed between 7:00 and 11:00 am.
This setting determines the influence of the circadian
rhythm to a minimum.

In the case, if it is unavoidable that a patient may be
assigned to the study later as 31 hours (delayed recruit-
ment) e.g., due to later admission or transfer to a study
center (see also sample size calculation), study inclusion
is tolerated at any later time point. In individual cases of
delayed recruitment or patient’s absence, documentation
of visits 2—5 may be scheduled in extended time windows
(Figure 3).

Definition of infections

The most prevalent infections after SCI, in detail chest
infections and urinary tract infections, are diagnosed and
documented in the study according to established defini-
tions of disease to ensure a biometric comparability
[15,21,22] (Table 2). Additionally, a distinction is made
between non-symptomatic and symptomatic urinary tract
infections, ie. the latter are classified with regard to evi-
dence of fever, increased spasticity, bladder spasm, supra-
pubic or flank pain, autonomic hyperreflexia, malaise, or
lethargy. All other infections are documented according to
the usual diagnostic criteria of the participating centers.

Neurological classification

The neurological evaluation is performed according to the
International Standards for Neurological Classification
of Spinal Cord Injury (ISNCSCI), a revision of ASIA
classification [23,24]. Within the ISNCSCI-regime the
ASIA impairment scale (AIS) as a measure for complete-
ness of the injury, and the single neurological level of the
lesion are assessed.
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Inclusion-CRF

[ At the time of inclusion into the study

Time point 1*

Time point 2"
31-55h
31-96h
Time point 3*
5-9d
Time point 4*
14d
| 11-28d
Time point 5*

Injury 10w

¥ 8-12w |

Oh 24h 48h 96h 1w 2w 4w 8w 12w

11 11

* Blood collection before surgery (if feasible)

# Blood collection between 07:00 and 11:00 am

§ Time point 2 earliest at the day following Time point 1 Precise timing [ Time window
Figure 3 Longitudinal trial design. Legend: Assessment points and time frames. The starting point of the time line is the time of injury not the
time of surgery. In the case of difficulties in scheduling the visits 2 to 5 may be conducted within the indicated time windows (italic). The
circadian rhythmics are respected.

Blood sample handling
Peripheral blood is collected under sterile conditions
from each participant at each visit. All samples are labeled
with a six-digit pseudonym and any personal information
of the participants is removed. Overall, one 2 ml and
one 6 ml Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) BD
Vacutainer®, two 3 ml Heparin BD Vacutainer® and one
8.5 ml Serum BD Vacutainer® are needed. Furthermore
one 5 ml Cyto-Chex® blood collection tube (BCT) and
two 2.5 ml PAXgene™ RNA tubes are collected (Figure 4).
Blood samples for flow cytometric analysis are analyzed as
soon as possible, preferably within 24 hours latest within
48 hours. Preservation of intracellular and extracellular
surface markers is ensured by using Cyto-Chex* BCT
[25,26].

Supernatants from whole blood stimulation and further
blood samples for secondary outcome measures are stored

at —80°C for subsequent batch analysis (Figure 4). In the
trial centers at Berlin and Zurich, one additional 8 ml
BD Vacutainer® CPT™/Ficoll™ tube is collected for im-
mediate preparation of Peripheral Blood Mononuclear
Cells (PBMCs) for storage in liquid nitrogen. The handling
of samples follows identical standard operating procedures
and checklists at all trial centers.

Immune profiling of SCI-IDS

The following investigations are performed to determine
the immune status: i) immunophenotyping with lympho-
cyte subpopulations (B, T, NK cells), T cell subpopulation
(CD3, CD4, CD8) and monocytic HLA-DR expression; ii)
ex vivo T lymphocyte cytokine secretion such as ConA-
induced IFN-g, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 secretion
and staphylococcal enterotoxin B (SEB)-induced IL-17
production; iii) gene expression analysis for immune

Table 2 Diagnostic criteria for chest infection and urinary tract infection

Type of infection

Criteria

Chest infection, if 2 3 criteria apply

Urinary tract infection, if 2 1 criteria apply

Symptomatic urinary tract infection, if 2 1 criteria apply

Temperature < 36.0°C or 2 37.5°C

Putrid secretion

Pathological respiration (rales, bronchial breathing, tachypnea > 22/min)
Opacities in chest x ray (required for the diagnosis of pneumonia)
Detection of pathogenic germs in sputum

pO2 < 70 mmHg/O2 saturation < 93%

Bacteriuria with bacterial count > 10° cells/m!

Leukocyturia > 100 WBC/mm?, respectively 100.000 WBC/ml

= 1 criteria for urinary tract infection

= 1 of the following criteria: fever, suprapubic or flank discomfort, bladder
spasm, increased spasticity, worsening dysreflexia
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activation/deactivation related genes (mRNA expression);
iv) circulating immune modulators: such as IL-6, epineph-
rine; v) indirect infection parameters: procalcitonin,
C-reactive protein (CRP), LBP (lipopolysaccharide-bind-
ing protein).

Immunophenotyping using fluorescence-activated cell
sorting (FACS) including quantitative measurement of
monocytic HLA-DR expression as the primary outcome
measure will be conducted according to standardized
operation procedures established at the Institute of Med-
ical Immunology (Charité - Universitatsmedizin Berlin,
Germany) for clinical diagnostics of an immune suppres-
sion state [14]. HLA-DR belongs to the MHC class II
molecules that are responsible for antigen presentation to
CD4+ T-cells. Monocytic HLA-DR expression reflects the
state of the adoptive immune competence as it is positively
regulated by Th1 cytokines and negatively regulated by
anti-inflammatory cytokines, stress hormones and some
exogenous agents. Furthermore, monocytic HLA-DR
expression is associated with the ability to produce pro-
inflammatory mediators upon challenge by bacterial prod-
ucts such as lipopolysaccharides (LPS). Reduced monocytic
HLA-DR expression has been established to correlate
with an increased risk for infections in critically ill patients
previously [14,27,28].

Quantitative measures of HLA-DR expression

In contrast to the pilot study that measured HLA-DR
expression on different cell types [6], the SClentinel
study measures quantitatively the amount of HLA-DR
molecules per monocyte (in estimated numbers per cell).

The reliability of the method has been previously approved
in an inter-laboratory study [14].

The principle of the test is as follows. A mixture of
Phycoerythrin (PE) beads conjugated with defined amounts
of PE molecules is measured at the same instrument
settings as the cells incubated with a mix consisting of
anti-human HLA-DR-PE, anti-human CD14-PerCP-Cy5.5,
and an inhibitor of HLA-DR turnover (BD Quantibrite™
HLA-DR/Monocyte reagent, BD Biosciences). The PE
beads facilitate conversion of the FL2 axis into PE mole-
cules bound per cell. The known ratio of PE to anti-HLA-
DR antibody is used to convert the PE molecules per cell
into antibodies per cell (AB/c). The anti-HLA-DR anti-
body, clone 1.243, reacts with a non-polymorphic HLA-DR
epitope and is conjugated with PE molecules in a ratio of
1:1. The anti-CD14 antibody, clone MoP9, is conjugated
with PerCP-Cy5.5. CD14 is expressed by the majority of
monocytes. In addition, since the cyan dye component of
PerCP-Cy5.5 binds to CD64, the anti-CD14 PerCP-Cy5.5
antibody detects all monocytes (CD14 brightly positive and
weakly positive). The immunodiagnostical thresholds de-
lineating a graded SCI-IDS penetrance are defined as indi-
cated in Table 3 and were developed based on previous
clinical trials after CNS injury [27].

Data management

Data are collected on a paper CRF (pCRF) basis. All
patient’s data are managed with a six-digit pseudonym.
At the coordinating center personnel familiar with the trial
protocol check the filled pCRFs for completeness and
consistency. Implausible or missing data may be corrected
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Table 3 Thresholds for the interpretation of the analysis
of HLA-DR expression on monocytes

Antibodies/cell

Interpretation

> 15000 Normal diagnostic findings
10 000 — 15 000 Immunodepression

5 000-10 000 Borderline immunoparalysis
< 5000 Immunoparalysis

or added after consulting the investigator at the trial site
through the study management (Queries). The corrected
documents will be archived together with the completed
CRFs. Data are entered and stored electronically in a
database (Access) and are independently double-checked
for correctness. The database has secured and restricted
access centralized at IT-Center of Charité-Universitdtsme-
dizin Berlin, Germany. Data backups are performed on a
daily basis.

Interim evaluation of recruitment status

An administrative interim evaluation for control of the
estimated recruitment schedule after enrolment and follow
up of approximately 50% of the calculated sample size has
been performed. Patients recruited until April 2013 and
followed up to July 2013 were included. The groups for
comparison were analyzed for their concordance with
the estimated sample size (Table 4). Furthermore the
completeness of data for the main laboratory outcome
parameters (flow cytometry) at each time point was
assessed within the ‘per protocol’ population (Table 5).

Statistical analysis

Data analysis of the primary endpoint consists of a com-
parison, between the 3 groups at the early and subsequent
follow-up assessment points using one-way ANOVA or
nonparametric tests, if appropriate. The analysis will be
performed using the full dataset comprising all patients
included according to the criteria as defined in the study
protocol. In addition, in patients with complete intra-
individual datasets also changes over time within the
groups will be assessed with descriptive methods. Further-
more, in the case of a relevant amount of missing values,
multiple imputation will be taken into consideration
for verification of the analysis of the original data. Data
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obtained from patients treated with methylprednisolone
will be primarily analyzed in a casuistic manner.

The statistical analysis of the administrative interim
evaluation has been performed using SPSS for Macintosh,
Version 19.0.

Discussion

The SClentinel trial aims to define SCI-IDS characteristics.
We investigate the hypothesis that SCI-IDS is not restricted
to quantitative immune suppression (cell depletion) [5-8],
but also affects qualitative immune function of ‘spared’
immune cells. Qualitative dysfunction of immune cells
translates into suppressed innate and adaptive immune
cell function that finally leads to impaired host defense
[29]. Qualitative effects may extend into chronic SCI [29]
and therefore the identification of patients prone to develop
infections is also relevant during long-term follow up.
Moreover, according to the proposed ‘neurogenic’ origin
of the SCI-IDS we suggest rostral and complete spinal
cord lesions to be associated with a more severe immune
depression syndrome compared to more caudal or incom-
plete lesions. Furthermore we intend to investigate a puta-
tive sustained extension into chronic disease phases
after SCI. Together, this is embedded the longitudinal
prospective trial design and in a power calculation that
takes differences between rostral and caudal neurological
levels into account. In addition, the impact of facultative
co-treatment with high dose methylprednisolone, which
may further aggravate SCI-IDS is accessible for descriptive
analysis.

Spine trauma

In order to differentiate the SCI-related ‘neurogenic’ effect
on the immune system from the ‘non-neurogenic’ effect
of the surgical intervention/trauma itself (activation of the
stress axis/post-aggression syndrome) the study protocol
incorporates a control group of patients with isolated
vertebral fracture without neurological deficit. Of note,
this refinement of the control group definition by the
SClentinel trial overcomes a weakness of the pilot study
where patients after smaller surgical interventions such
as arthroscopy served as control group [6], which only
insufficiently mimics the post-aggression syndrome caused
by surgical stabilization of the spine.

Table 4 Administrative interim analysis of the recruitment status for patients without high-dose methylprednisolone

treatment

Groups Overall n (%) SCI T4 and above n (%) SCI T5 and below n (%) Control group n (%) Drop out n
Estimated sample size 118 (100) 48 (100) 31 (100) 39 (100) na.
Enrolled partients 60 (51) 28 (58) 11 (35) 17 (44) 4

Legend: Sixty patients without high-dose methylprednisolone treatment were included into the SClentinel trial from August 2011 to April 2013. The number of
patients recruited into the group of SCI patients of the neurological level T5 or below was slightly smaller than expected. This does not match the natural distribu-
tion of the lesion level and seems to be random. In total, four patients (7%) dropped out of the interim analysis due to occurrence of exclusion criteria.
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Table 5 Administrative interim analysis of the completeness of laboratory data (flow cytometry) for each visit relative
to the number of enrolled patients feasible for ‘per protocol’ analysis

Groups Visit 1 Visit 2 Visit 3 Visit 4 Visit 5
Overall n=56 Complete data n 32 38 44 44 25
(% of ‘per protocol’ population) (57) (68) (79 (79 (45)
SCI T4 and above n =28 Complete data n 17 20 22 22 16
(% of ‘per protocol’ population) 61) 71) (79) (79) (57)
SCI T5 and below n=11 Complete data n 6 6 8 10 5
(% of ‘per protocol’ population) (55) (55) (73) Q1) (45)
Control group n=17 Complete data n 9 12 14 12 4
(% of ‘per protocol’ population) (53) (71) (82) (71) (24)

Legend: The completeness of the main laboratory data was calculated for the three groups relative to the number of enrolled patients feasible for ‘per protocol’
analysis. The sample size calculation takes a 50% rate of drop out or missing values into account. Considering the drop out rate < 10% at the current stage of the
trial, a 60% rate of data completeness is acceptable. Critical rates of overall completeness are observed at visit 1 and visit 5 and relate mainly to the control group

and to patients with neurological level T5 or below.

In order to evaluate the impact of the lesion height we
assess differences between rostral and caudal spinal cord
lesions. Consequently, SCI patients were divided into two
groups with/without expected impairment of the major
sympathetic outflow and compared with the controls
applying a three-group strategy for analysis (Figure 1).
To assess the effect of lesion severity, we compare
complete (AIS A) with incomplete lesions (AIS B-D) in
a descriptive sub-group analysis.

Eligibility criteria

We defined the eligibility criteria (Table 1) in order to
minimize inclusion bias and to obtain ‘representative’
data. The definitions stipulated in the SClentinel protocol
are consistent with previously published studies [6,8,18,30].
It was necessary to exclude patients with severe, life
threatening polytrauma or severe TBI in order to limit
variability caused by concomitant injury. For detection
of immune system functionality, it is furthermore essential
to exclude all circumstances combined with pre-existing
alterations in the immunological profile such as chronic
autoimmune diseases and pre-existing systemic treatment
with corticosteroids.

The administrative interim analysis of the SClentinel
trial has confirmed the feasibility of the eligibility criteria.
From August 2011 to April 2013 n = 64 patients have been
enrolled for the study which represent 37 patients per
year. Thus, the enrolment status is within the expected
range. Four of the 64 patients (6%) were treated with
high-dose methylprednisolone. Therefore, those patients
are to be excluded from the ‘per protocol” analysis. How-
ever, casuistic studies on immunosuppressive effects of
methylprednisolone treatment in the context of the SCI-
IDS are enabled. The remaining 60 patients represent 51%
of the estimated sample size (Table 4).

Observation period

Observational time points (Figure 2) range from acute to
sub-acute stages after SCI comparable to the pilot study
[6]. Here, the time schedule corresponded to the hallmarks
of parenchymal inflammation following SCI. The imple-
mentation of sub-acute assessments is in line with previous
trials that demonstrated mid- and long-term alterations of
the immune system after SCI [8,18,19].

The setting of defined time corridors instead of time
points provides a more complete tracking of the partici-
pants. In order to prevent a high amount of missing
datasets due to loss to follow-up, the protocol allows an
inclusion at each documentation time point.

The administrative interim analysis of data completeness
for the main laboratory parameters indicates - depending
on the group or visit — a completeness of data between
24% and 91% with critical rates of completeness at visit 1
and visit 5, particularly in the control group (Table 5). As a
consequence, the recruiting centers have been requested
to enroll the patients as soon as possible after injury.
Additionally, we intend to address the challenge of loss
to follow up by travelling to external rehabilitation
centers or by phone calls to remind patients of their
study visit at the outpatient clinic. The rate of complete
longitudinal datasets ranges between 18% and 36% but
is expected to increase during the further trial course
since trial routines are better established. Noteworthy,
the sample size calculation takes 50% of missing values
into account and was performed for one-way ANOVA.
Repeated measure analysis requires lower sample sizes.
Therefore, it seems feasible that a relevant amount of
complete longitudinal datasets can be achieved also for
the description of the intra-individual course of the SCI-
IDS. Pursuing this study concept, serial investigations on
short- and mid-term changes of the immunological func-
tion are provided.
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Clinical observations

For the clinical research, it is imperative to use reliable
reproducible clinical tests. The ISNCSCI standards revised
over the years to provide better, more specific definitions
[23,24]. We incorporated the AIS and the single neuro-
logical level into the trial protocol for neurological baseline
characterization of SCI patients.

The determination of infections is of crucial importance
in this study. Prevailing infectious complications of SCI
patients are pulmonary and urinary tract infections [4].
Cameron and colleagues recently provided a review consist-
ing of 12 articles of urinary tract infection (UTI) screening
for SCI [31]. Noteworthy, there is no universal definition
of UTTI used in the literature allowing substantial hetero-
geneity. The American Paraplegia Society (APS) recom-
mends to base the diagnosis of UTI solely on bacteriuria,
with a threshold of 10> colony-forming units (cfu)/mL for
SCI patients [32]. However, up to 75% of samples taken
from asymptomatic SCI male patients under intermittent
catheterization contain > 10* cfu/mL [32]. Thus, a threshold
of 10* cfu/mL is associated with low specificity, leading to
an excess of treatment, with the risk of the emergence of
resistant bacteria, adverse events, and unnecessary expense.
In consequence, we defined according to the National
group on urologic rehabilitation of paraplegics urinary tract
infection as bacteriuria greater than 10° cells/ml or WBC
count of more than 100/mm? [21].

Regarding the development of chest infection criteria
defined by Mann et al. were incorporated [22]. For the
diagnosis of pneumonia the finding of infiltrates or opacity
in chest X-ray will be required consistent with Haeusler
et al. who used similar criteria in the analysis of cellular
immunodepression preceding infectious complications after
acute ischemic stroke [15].

In summary, the clinical assessments and definitions
used in the SClentinel study allow for collection of reliable
and reproducible data.

Primary outcome measure

For meeting the purpose of a more comprehensive
characterization of the SCI-IDS and establishing prog-
nostic surrogate parameters, it is essential to implement
specific parameters, readily validated in clinical immun-
ology, robust and reproducible [14]. Quantification of
immune cell populations in the blood using FACS is a
clinically established and precise method that qualifies as
primary outcome measure. Our primary measure is the
determination of HLA-DR-molecules per monocyte.
Alterations in HLA-DR expression on monocytes occur
early enough to identify patients at high risk for relevant
immune depression and consecutive development of
infections. Significantly decreased monocytic HLA-DR
levels have been observed as early as day one after acute
cerebral ischemia in patients who developed infectious
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complications in comparison to patients with an uncom-
plicated clinical course [27]. Furthermore, the method is
already established and available in centralized immuno-
logical laboratories. It has sufficient diagnostic specificity
as a basis for clinical decision-making and therefore is
clinically highly relevant. Moreover, we implemented a
large setting of secondary endpoints for the development
of very early predictive parameters, for example on the
level of mRNA expression.

Possible consequences

The objective of this study is the longitudinal character-
ization of immunological markers of the innate and ac-
quired immune system after traumatic SCI. Furthermore,
the aim is to detect diagnostic surrogate parameters for
the clinical application after SCI. The characterization of a
causative relationship between the lesion level and/or SCI
severity and the type and/or extent of the immune response
after SCI - including a critical characterization of the meth-
ylprednisolone effect - is essential for the implementation
of therapeutic studies. Understanding and recognition
of the immunological dysfunction and the altered sus-
ceptibility to infections may then assist in consecutive
decision-making. This is relevant for the stratification of
patients who are at high or low risk for infectious compli-
cations [33]. In addition, these findings may also hold the
key for early therapeutic immunomodulation aiming to
improve overall survival by anticipation and prevention of
life-threatening infectious complications.
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