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1 Einleitung

1 Einleitung

Das Ruckenmark (RM, Medulla spinalis) ist Teil des zentralen Nervensystems (ZNS)
des Menschen. Es dient der Kommunikation zwischen Gehirn und Peripherie. Uber
afferente und efferente Nervenfasern leitet es Informationen zum bzw. aus dem
Gehirn. Die Vereinigung beider Faserqualitditen zu einem Spinalnerv stellt den

Ubergang des zentralen in das periphere Nervensystem dar.

1.1 Anatomie des Ruckenmarks

Ahnlich dem Gehirn wird das RM von Hirnhduten umhillt. Zwischen der direkt
anliegenden Pia mater und der Arachnoidea befindet sich der Subarachnoidalraum,
welcher den Liquor cerebrospinalis (Lq) enthalt. Die Dura mater und das Periost sind
allerdings nicht, wie im Gehirn, fest miteinander verwachsen, sondern bilden den
Epiduralraum, der mit Fettgewebe und einem Venenplexus ausgefiillt ist und somit die
Bewegung der Wirbelsaule ermdglicht. Bei Erwachsenen reicht das RM vom Foramen
magnum des Os occipitale bis etwa in die Héhe der Lendenwirbelkdrper 1/2. Unterhalb
davon ziehen Hinter- und Vorderwurzeln in der Cauda equina nach kaudal. Segmente
aus je einem Spinalnervenpaar mit ihrem zugehoérigen RM-abschnitt lassen sich den
jeweiligen Wirbelkérpern zuordnen, was eine Unterteilung in finf Bereiche ermdglicht:
Pars cervicalis, thoracalis, lumbalis, sacralis und coccygis. Die von den Spinalnerven
jeweils innervierten Hautareale, die sogenannten Dermatome, erlauben eine
segmentale Gliederung der Haut und — umgekehrt — ihre Zuordnung zu den
entsprechenden RM-abschnitten.

Der Querschnitt des RM besteht aus einer zentralen grauen Substanz (GS, Substantia
grisea) und der sie umgebenden weillen Substanz (WS, Substantia alba). Die
schmetterlingsférmige GS enthalt Perikaryen sowie deren marklose Fasern und
Fortsatze. Uber ihr Hinterhorn empfangt die GS sensorische Informationen Uber
Schmerz und Temperatur aus dem Korper. In ihrem Vorderhorn wird motorische
Information aus dem Gehirn verarbeitet und Uber die Fasern von Motoneuronen an die
Muskeln weitergeleitet. Zwischen den Wirbelkérpern C8 bis L1 findet sich zusatzlich

ein Seitenhorn, das praganglionare vegetative Neurone des Sympathikus enthalt. Die
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1 Einleitung

WS hingegen entsteht durch myelinhaltige Axone, welche die Leitungsbahnen bilden.
Diese leiten in ihren aufsteigenden Bahnen (im Wesentlichen uUber die Hinterstrange
und den Tractus spinothalamicus lateralis) sensorische Informationen zum Gehirn; in
ihren absteigenden Bahnen (grofitenteils Uber die Pyramidenbahn) werden motorische
Informationen vom Gehirn an die Peripherie weitergegeben. Damit stellt das RM die
Verbindung zwischen zentralem und peripherem Nervensystem dar. Diese
herausragende strategische Rolle bringt es mit sich, dass krankhafte RM-prozesse

mitunter fir die Betroffenen verheerende Folgen haben.

1.2 Das Ruckenmark bei neurologischen Erkrankungen

Bei einer Schadigung des RM wird die Weitergabe der in den Leitungsbahnen
enthaltenen Information unterbrochen. Aufgrund der dicht nebeneinander gebindelten
Bahnen fuhrt dies je nach Auspragung zu komplexen sensiblen und/oder motorischen
Ausfallerscheinungen kaudal des L&sionsortes und in &uBerster Form, dem
vollstdndigen Querschnittssyndrom, zur kompletten Plegie und zum Verlust aller
Sinnesqualitdten. Unter Berlcksichtigung der Anatomie des RM lassen sich
Schadigungen durch das klinische Erscheinungsbild meist genau lokalisieren. Anhand
der spinalen Halbseitenlasion (Brown-Séquard-Syndrom) sollen anatomische
Gegebenheiten im RM verdeutlicht werden (Schiinke et al., 2006).

Die Durchtrennung absteigender motorischer Bahnsysteme ruft ipsilateral
Lahmungserscheinungen unterhalb der Dbetroffenen Seite hervor, da die
Pyramidenbahn schon auf Héhe der Medulla oblongata kreuzt. Damit gehen Spastik
und Hyperreflexie sowie das Auftreten des pathologischen Babinski-Reflexes
(Bestreichen des lateralen FuBrandes fuhrt zu einer Dorsalextension der GroRzehe
und einer Plantarflexion der restlichen Zehen) einher. Durch Atrophie der
Vorderhornzellen des RM kénnen in Hohe der Lasion ipsilateral schlaffe Paresen im
entsprechenden Segment auftreten.

Hinsichtlich sensorischer Bahnsysteme bedingt eine Unterbrechung der Hinterstrange
einen ipsilateralen Ausfall des Vibrationsempfindens, der Zweipunkte-Diskrimination
sowie den Verlust des Lagesinns. Letzteres fuhrt zu einer spinalen Ataxie, welche aber
beim Brown-Séquard-Syndrom durch die zugleich bestehenden Paresen Uberschattet
wird. Auf der betroffenen Koérperhalfte bleiben Schmerz- und Temperaturempfinden

vollstdndig erhalten. Die afferenten Fasern dieser Sinnesqualitdten (Tractus
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1 Einleitung

spinothalamicus lateralis) kreuzen namlich wenige Segmente Uber der Eintrittsstelle
des Spinalnerven auf die andere Seite. Bei einer spinalen Halbseitenlasion findet sich
ein Defizit fir Schmerz und Temperatur also auf der kontralateralen Seite distal der
Lasion. Zudem sind durch lIrritationen der Hinterwurzel auch Parasthesien oder
radikuldre Schmerzen im entsprechenden Dermatom oberhalb der Schadigung
maglich.

Je nach Héhe des Befalls finden sich aulerdem vegetative Ausfallerscheinungen wie

ein Verlust der Steuerung von Blase und Mastdarm.

Eine derartige Schadigung des RM, wie die spinale Halbseitenlasion, tritt allerdings in
der Realitdt nur sehr selten auf und dient eher dem anatomischen Verstandnis.
Weniger scharf umschriebene Krankheitsprozesse sind wesentlich haufiger.
Beispielhaft soll hier die Auswirkung degenerativer, metabolischer und entziindlicher
Vorgange dargestellt werden (Bahr et al., 2009).

Zu einer Degeneration des 1. Motoneurons im motorischen Kortex des Gehirns
(Willkurmotorik) sowie des 2. Motoneurons in den Vorderhornzellen des RM kommt es
bei der amyotrophen Lateralsklerose. Eine Degeneration der Pyramidenbahn resultiert
in spastischen Paresen und gesteigerten Reflexen. Dem stehen durch den Befall der
Vorderhornzellen schlaffe La&hmungserscheinungen mit zunehmender Muskelatrophie
und Hyporeflexie gegenlber. Typischerweise zeigen die Patienten zunachst
Schwéchen in der Arm- und Handmuskulatur, im weiteren Verlauf treten auch Paresen
der unteren Extremitaten auf, was sich in Gangstérungen auflert. Sind motorische
Hirnnervenkerne  betroffen, atrophieren zunehmend auch  Schluck- und
Sprechmuskulatur (progressive Bulbarparalyse). Dadurch beglnstigte
Lungenentzindungen sowie LAhmungen der Atemmuskulatur sind hdufige Ursachen
fur den frihen Tod bei dieser Erkrankung. Eine Einschrankung der Sensibilitat findet
sich bei der amyotrophen Lateralsklerose nicht.

Eine solche Stdérung der sensiblen Bahnen kennzeichnet hingegen die funikulare
Myelose, die durch einen Vitamin B12-Mangel entsteht und zu zerviko-thorakalen
Entmarkungsherden in den Myelinscheiden der Hinterstrange fihrt. Die Unterbrechung
dieser sensorischen Leitungsbahnen auRert sich in einer Stérung des
Vibrationsempfindens, der Zweipunkte-Diskrimination der Extremitaten und dem
Verlust des Lagesinns, was in einer beeintrachtigten Bewegungskoordination, der
spinalen Ataxie, resultiert. Zusatzlich kann ein Vitamin B12-Mangel auch

Entmarkungsherde in der Pyramidenbahn hervorrufen. Spastische Lahmungen der
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unteren Extremitat mit gesteigerten Muskeleigenreflexen und einem beidseits positiven
Babinski-Reflex sind die Folge und kdnnen unbehandelt zu einer Querschnittslahmung
fuhren.

Die Folgen einer chronischen autoimmun bedingten Entziindung im ZNS manifestieren
sich bei der Multiplen Sklerose (MS) (Compston and Coles, 2008). Hier werden die
Myelinscheiden der Axone geschadigt, wodurch Lasionsherde in der WS im Gehirn
und RM entstehen. Das Befallsmuster ist dabei so Vvielfaltig wie die damit
einhergehenden klinischen Symptome. Sind sensible Bahnsysteme des RM betroffen,
aulert sich dies haufig in Parasthesien und Taubheitsgefiihlen. Ein typisches Merkmal
einer Schadigung der Hinterstrange ist das ,Lhermitte-Zeichen®, bei dem bei
Nackenbeugung elektrisierende Missempfindungen ausgeldst werden. Lasionsherde
im motorischen System fuhren zum Auftreten von Pyramidenbahnzeichen (z.B. einem
positiven Babinski-Reflex) und zu meist spastischen Lahmungen, was das alltéagliche
Leben der Patienten zusatzlich erschwert. Der aktuelle Schweregrad der Behinderung
lasst sich dabei anhand des sog. Expanded Disability Status Scale (EDSS) beurteilen.
Durch Demyelinisierung vegetativer Nervenfasern im RM kénnen bei Patienten mit MS

auch vegetative Symptome wie Blasen- und Mastdarmstérungen auftreten.

Letztendlich ist eine Schadigung jeglicher Art fur die Betroffenen meist mit einer
erheblichen Minderung der Lebensqualitat verbunden, was den Stellenwert des RM als

Schaltstelle zwischen peripherem und zentralem Nervensystem verdeutlicht.

1.3 Morphometrie des Riickenmarks

Trotz seiner bedeutenden Rolle war das Wissen Uber das RM bis in die spaten 80er
Jahre auf Ergebnisse aus postmortalen Untersuchungen beschrankt. Besonders die
Magnetresonanztomographie (MRT) erlaubte schlieRlich neben bereits etablierten
Verfahren zur Untersuchung des Gehirns auch das RM in vivo zu analysieren. Durch
schnellere Akquisition der Magnetresonanz(MR)-Bilder und einem immer hdheren
Aufldsungsvermdgen wurde das RM zunehmend morphometrischen Untersuchungen
zuganglich (Losseff et al., 1996), mit deren Hilfe sich anatomische Veranderungen
detektieren und quantifizieren lassen (Ashburner et al., 2003).

Angesichts der Bedeutung einer spinalen Atrophie bei neurologischen Erkrankungen,
wie beispielsweise der MS (Kidd et al., 1993, Losseff et al., 1996, Losseff and Miller,
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1998, Miller et al.,, 2002), setzten viele Studien ihren Schwerpunkt auf die
Untersuchung des Riuckenmarkquerschnitts (RMQ).

Methoden zur manuellen Umrandung des RM an hochaufgeldsten axialen Bildern
(Kidd et al., 1993) zeichneten sich durch starke Untersucherabhangigkeit mit einem
Mangel an Objektivitdt aus (Losseff and Miller, 1998). Die Techniken wurden
zunehmend automatisiert (Losseff et al., 1996, Hickman et al., 2003, Vaithianathar et
al., 2003), die Hohe der anatomisch untersuchten Region sorgfaltig gewahlt (Losseff et
al., 1996), ungenaue Ausrichtungen des RM korrigiert und Partialvolumeneffekte
reduziert; daraus resultierten hohe Reproduzierbarkeit und Reliabilitédt (Losseff et al.,
1996, Hickman et al., 2003, Vaithianathar et al., 2003, Tench et al., 2005, Mann et al.,
2007, Freund et al., 2010, Horsfield et al., 2010). Die Verfahren griinden entweder auf
intensitatsbasierter (Losseff et al., 1996) oder gradientenbasierter (Hickman et al.,
2003, Vaithianathar et al., 2003) Kantendetektion um Bildpunkte am Ubergang
zwischen RM-parenchym und Lqg =zu identifizieren. Die Anwendung aktiver
Oberflachenmodelle erlaubt neben der Messung des Querschnitts (Horsfield et al.,
2010) auch die Untersuchung des Volumens (Hickman et al., 2003).

In den letzten Jahren wurde gerade flir MS-Patienten die Messung des RMQ auf Hohe
der Bandscheibe C2/3 (RMQ-C2/3) in cranialen MR-Bildern (cMRTs) vorgeschlagen
(Freund et al., 2010). Dies erlaubt eine effizientere Datenerhebung, da die Aufnahme
eines zusatzlichen spinalen MRTs (sMRT) meist zu teuer und zeitaufwendig ist (Healy
et al.,, 2012). Daher wird, obgleich der eigentlichen Notwendigkeit eines sMRTs,
gerade bei Verlaufsuntersuchungen haufig nur ein cMRT angefertigt — also auf ein
sMRT verzichtet. Das zervikale RM wird zudem reichlich von Lg umgeben (Losseff et
al., 1996, Freund et al., 2010). Dadurch entsteht ein starker Kontrast der
Gewebetypen, was die Anwendung automatisierter Methoden zur Messung des
Querschnitts erlaubt. Vom anatomischen Standpunkt her betrachtet, rechtfertigt die
relative Geradlinigkeit des RM (Tench et al., 2005) sowie die starke intraindividuelle
Korrelation der Querschnitte Uber das gesamte RM (Kameyama et al., 1994, Healy et
al.,, 2012) eine Beschrankung auf den oberen zervikalen Abschnitt. Die Sensitivitat
verschiedener Methoden hinsichtlich anatomischer Veranderungen wurde vor allem in
Studien der MS analysiert. In fortgeschrittenen Stadien der MS zeigte sich eine
signifikante Abnahme des RMQ (Kidd et al., 1993, Losseff and Miller, 1998, Stevenson
et al., 1998). Ein Zusammenhang ergab sich auch zwischen dem EDSS-Score, also
dem Fortschreiten der Erkrankung, und dem RMQ-C2/3 (Losseff et al., 1996, Losseff
and Miller, 1998, Stevenson et al., 1998, Lin et al., 2003, Vaithianathar et al., 2003,
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Horsfield et al., 2010). Die Verkleinerung des RMQ korrelierte dabei nicht mit jener des
Gehirnvolumens, was vermuten lasst, dass dies tatsachlich pathologische
Veranderungen im RM — unabhangig von denen des Gehirns — widerspiegelt (Losseff
et al., 1996).

1.4 Determinanten des Riuckenmarks

Zur Evaluierung von Pathologien des RM mit Hilfe des RMQ-C2/3 ist jedoch zunachst
die Kenntnis der physiologischen EinflussgréBen unabdingbar. Abhangig von
unterschiedlichen Methoden liegen kontrare Ergebnisse darUber vor, welchen Effekt
Faktoren wie Alter, Geschlecht sowie Kopf- und Kérpergrée ausuben.

Histologische Untersuchungen wiesen mit hdherem Alter degenerative Veranderungen
der sensorischen und motorischen Fasern des RM nach; es zeigte sich sowohl eine
Verringerung der Anzahl der Axone als auch ihrer Durchmesser (Tomlinson and Irving,
1977, Terao et al.,, 1996, Cruz-Sanchez et al., 1998). Mittels Diffusions-Tensor-
Bildgebung wurden anhand von MR-Bildern mit zunehmendem Alter strukturelle
Veranderungen im RM gemessen, namlich eine Abnahme der zufalligen
Diffusionsbewegung von Wassermolekilen (fractional anisotropy) im RM (Agosta et
al., 2007, Van Hecke et al., 2008) bzw. in seiner mediospinalen Bahn (Lindberg et al.,
2010). Die Diffusions-Tensor-Bildgebung ist eine diffusionsgewichtete Methode, bei der
die fractional anisotropy als Marker fur die Integritat und strukturelle Organisation der
WS gemessen wird (Basser and Jones, 2002).

Im Gegensatz dazu flhren morphologische Veranderungen, wie Atrophie, zu
Veranderungen im RMQ (Tench et al., 2005). In einer post mortem Studie wurde hier
dem Alter lediglich ein geringer Einfluss zugeschrieben (Kameyama et al., 1994). In
vivo Untersuchungen des RMQ mit MR-Bildern zeigten weder unter Anwendung einer
manuellen (Thorpe et al., 1993) noch einer semiautomatisierten Methode (Losseff et
al.,, 1996, Rashid et al., 2006a, Agosta et al., 2007) eine Korrelation zwischen dem
Querschnitt und dem Alter. In einer weiteren umfangreichen Studie wurde hingegen
manuell eine Verkleinerung des Querschnitts mit zunehmendem Alter gemessen
(Ishikawa et al.,, 2003). Auch das Volumen des Zervikalmarks verringerte sich in
hdéherem Alter (Yanase et al., 2006).

Der Einfluss des Geschlechts auf den RMQ ist umstritten. Die Ergebnisse divergieren

von einem signifikanten Unterschied (Ishikawa et al., 2003, Yanase et al., 2006, Mann
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et al., 2007) Uber einen Trend (Losseff et al., 1996) bis hin zu gar keinem signifikanten
Unterschied zwischen Frauen und Méannern (Rashid et al., 2006b).

In vielen dieser Studien wurde jedoch unabhangig von der Methode eine starke
Korrelation des RMQ mit der KopfgroRe, dem totalen intracranialen Volumen (TIV)
(Rashid et al., 2006a, Rashid et al., 2006b), bzw. dem Gehirngewicht (Kameyama et
al., 1994) festgestellt.

Hinsichtlich der KoérpergroRe zeigte sich bei groleren Menschen in der Regel ein
grolkerer RMQ-C2/3 (Kameyama et al., 1994, Losseff et al., 1996).

Die Diskrepanz der Ergebnisse liegt vermutlich auch in einer Korrelation der
Determinanten untereinander begriindet. Rashid et al. (2006a) vermuten einen
geschlechtsspezifischen Unterschied des TIV als Ursache. Das TIV ist namlich bei
Mannern signifikant groRer (Blatter et al., 1995, Nopoulos et al., 2000, Good et al.,
2001a, Kruggel, 2006) und korreliert stark mit dem RMQ-C2/3 (Rashid et al., 2006a,
Rashid et al., 2006b). Zwar zeigten Frauen in ihrer Studie einen kleineren RMQ-C2/3
als Manner, dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant nachdem TIV als Variable
in die Analyse miteinbezogen wurde (Rashid et al., 2006a). Womaoglich spiegelt ein
geschlechtsspezifischer Unterschied des RMQ-C2/3 also lediglich unterschiedliche
KopfgroRen bei Frauen und Mannern wider. Ob der Effekt der Kérpergrélie auf den
RMQ-C2/3 ebenfalls Uber das TIV vermittelt wird, konnten Rashid et al. (2006a)
mangels Verfluigbarkeit dieser Determinante nicht beurteilen.

Um der Interkorrelation der physiologischen Determinanten Alter, Geschlecht und
Korpergrole sowie TIV und Gehirnvolumen untereinander entgegenzutreten und ihren
Einfluss auf den RMQ zu beurteilen, ist daher eine Untersuchung mit Berlcksichtigung
aller Parameter an einer moglichst groRen Kohorte nétig. Die Ergebnisse sollten in
einem statistischen Modell analysiert und — idealerweise — an einer zweiten Kohorte

repliziert werden.

1.5 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit soll eine Methode zur Messung des RMQ auf Héhe C2/3
mittels T1-gewichteter cMRTs entwickelt und die Rolle physiologischer Einflussgréfen
wie Alter, Geschlecht und KorpergroRe sowie TIV und Gehirnvolumen anhand

gesunder Probanden in zwei groRen Kohorten untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Probanden

Das Studienkollektiv setzte sich aus zwei Kohorten gesunder Probanden zusammen,
die bei mehreren bildgebenden Untersuchungen bereits als Kontrollen dienten
(Kohorte 1: Klinikum rechts der Isar, Technische Universitdt Minchen; Kohorte 2:
Klinikum Innenstadt, Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen). Ausschlusskriterien
waren eine bekannte neurologische oder psychiatrische Erkrankung in der
Eigenanamnese oder bei Verwandten ersten Grades, vorhergehende
Kopfverletzungen mit Bewusstseinsverlust, Kortikosteroideinnahme sowie Alkohol-
oder Drogenmissbrauch. Die Studien wurden von den zustéandigen Ethikkommissionen
zugelassen und in Ubereinstimmung mit der Erklarung von Helsinki durchgefihrt.
Demographische, kérperbezogene und neuroanatomische Parameter der untersuchten

Kohorten sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1 Demographische, koérperbezogene und neuroanatomische Parameter
der untersuchten Kohorten (modifiziert nach Engl et al., 2013)

Kohorte 1 Kohorte 2
Anzahl 133 285
Alter in Jahren (Spannweite) (5;9950; 16 (313é§(;‘r5; 16
Geschlecht (mannlich/weiblich) 60/73 151/134
Korpergréfie in cm 170 £ 10,0 nicht bestimmt
Ménner 178 £ 8,1
Frauen 163 £ 5,3
TIV in ml 1605+ 173 1630 + 184
Ménner 1695 + 120 1737 £ 148
Frauen 1531+ 176 1511 + 144
\Volumen der cerebralen GS in ml 645 + 80 704 £ 79
Volumen der cerebralen WS in ml 514 + 69 511 £ 63
\Volumen des cerebralen Lq in ml 446 + 132 415 £ 105
RMQ-C2/3 in mm? (Spannweite) ?gdéﬁi’; ?712’§1i111())’6

Mittelwert + Standardabweichung




2 Material und Methoden

2.2 Magnetresonanztomographie

Samtliche Bilder der Kohorte 1 wurden an nur einem Gerat (Magnetom Symphony,
Siemens, Erlangen, Deutschland, Feldstarke: 1,5 Tesla) mit der gleichen Sequenz
(Magnetization prepared rapid gradient echo = MPRAGE mit einer T1-Wichtung, TR:
43 ms, TE: 4,3 ms, 160 sagittale Schnitte, VoxelgroBe: 1,0x1,0x1,0 mm?®)
aufgenommen. Alle Datensatze der Kohorte 2 wurden ebenfalls an nur einem Gerat
(Magnetom Vision, Siemens, Erlangen, Deutschland, Feldstarke: 1,5 Tesla) mit
derselben Sequenz (T1-gewichtete MPRAGE, TR: 11,6 ms, TE: 4,9 ms, VoxelgroRe:

1,5x1,5x1,5 mm®) erhoben.

2.3 Messung des Ruckenmarkquerschnitts auf Hohe C2/3

In Anlehnung an eine Studie von Freund et al. (2010) wurde der Querschnitt des RM in
Kohorte 1 auf Hohe der Bandscheibe zwischen der Unterkante des zweiten
Halswirbelkérpers C2 und der Oberkante des dritten Halswirbelkérpers C3 erhoben.

Die Messung erfolgte in drei Schritten, die in Abbildung (Abb.) 1 illustriert sind:

1. Im ersten Schritt wurden die MR-Bilder mit Hilfe des Programms AMIRA (Amira
5.3.3, Visage Imaging, Inc.) manuell gedreht, sodass das RM in der
untersuchten Hohe C2/3 senkrecht ausgerichtet war. Dazu wurde das NIfTI
(Neuroimaging Informatics Technology Initiative) Format gewahlt und die
Aufnahmen zunachst im Ortho Slice Model in einer Bounding Box dargestellt.
Dieses Modell erlaubt eine orthogonale Visualisierung von 3D-Bildern oder
skalaren Daten. Dadurch kann der Untersucher das Bild in allen 3
Orientierungen gleichzeitig einsehen (Gaser, 2005) und anatomische Grenzen
somit einfacher und zuverlassiger auffinden.

2. Im zweiten Schritt wurden die transformierten Bilder mit Hilfe der Software FSL

(Functional MRI of Brain Software Library, www.fmrib.ox.ac.uk/fsl/) segmentiert,

ohne dass eine a priori Information einbezogen wurde. Zusammenhangende
Regionen werden dabei je nach Signalintensitdit und bestimmten
Homogenitatskriterien zusammengefasst. Mittels FAST (FMRIB’s Automated
Segmentation Tool) werden 3D-Bilder des Gehirns vollautomatisch in drei

verschiedene = Gewebeklassen  segmentiert, namlich in die drei
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Gewebekompartimente GS, WS und Lqg. Zugleich werden auf
Magnetfeldinhomogenitaten beruhende raumliche Intensitatsunterschiede
weitgehend ausgeglichen. Der untersuchte RMQ dieser Studie umfasst sowohl
die GS als auch die WS. Die Unterscheidung dieser beiden Kompartimente ist
daher fir die Messung des Querschnitts nicht notwendig. Deshalb wurden die
Bilder in nur zwei Gewebeklassen unterteilt, namlich in Gehirnparenchym,
bestehend aus GS und WS, und in Lg. Dieser Vorgang wurde mittels Hard
Segmentation, einer bindren Segmentierung, durchgefihrt. Jedes einzelne
Voxel wird hier lediglich einer Klasse zugeordnet. Das Ergebnis besteht aus
einem binaren Bild, in dem das Parenchym klar von Lq abzugrenzen ist.

3. Im dritten Schritt wurden die binaren Bilder mit AMIRA in einem Label Field
abgebildet und die axiale Schicht des RM auf Hohe C2/3 dargestellt. Mit Hilfe
der Funktionen Fill Interior und Same Material Only der Magic Wand Funktion
werden nur die GS und WS, nicht aber der Lg markiert, sodass auf diese Weise
der Querschnitt des RM in Hohe der Bandscheibe C2/3 gemessen werden

kann.

Abb. 1 Messung des Riickenmarkquerschnitts auf Héhe C2/3 (Engl et al.,
2013)

Der Rickenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3 wurde nach seiner senkrechten Ausrichtung zum Ruckenmark
auf Hohe C2/3 gemessen (Bild A: weile Linie, sagittale Sicht; Bild B: axiale Sicht). Die Segmentierung in
das Gehirnparenchym (bestehend aus grauer und weifler Substanz) und den Liquor cerebrospinalis ergibt
ein binares Bild (Bild C: axiale Sicht). Der Riickenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3 wurde anhand dieser
binaren Karten gemessen (Bild D: axiale Sicht, Rickenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3 rot markiert).
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Fir Kohorte 2 wurde diese Methode aufgrund der schlechteren Bildqualitat modifiziert.
In der angewandten Sequenz verringerte sich der Bildkontrast zwischen RM-
parenchym und Lq sowie die Auflosung ab der Héhe C2/3 in kaudaler Richtung
erheblich. Aufgrund dessen wurde der RMQ auf einer Hohe gemessen, die einen
deutlichen Kontrast bietet, was im Bereich von bis zu 10,5 mm — dies entspricht 7
Schichten — Uber der Hohe C2/3 mdglich war.

Anatomisch gesehen war dieses Vorgehen gerechtfertigt, da in diesem Bereich
lediglich dinne Nervenwurzeln das RM verlassen, und somit ein anndhernd konstanter
Querschnitt angenommen werden kann. Diese Annahme bestatigen auch die
Ergebnisse von Losseff et al. (1996), welche eine nur geringe intraindividuelle
Variabilitdt der Querschnitte des RM im oberen zervikalen Bereich ergaben. Dennoch
wurde geprift, inwiefern sich die gewahlte Hohe auf die Messung des RMQ-C2/3
auswirkt. Dafur wurden aus beiden Kohorten jeweils 50 Probanden ausgewahlt, deren
Bilder bis zur Hohe C2/3 einen ausreichenden Kontrast und eine gute Auflésung fur die
korrekte Abgrenzung des RM aufwiesen. Die Messung erfolgte dann in der definierten
Hbéhe sowie in drei weiteren Schichten oberhalb von C2/3. Unter Rucksicht auf
unterschiedliche Schichtdicken der beiden Sequenzen erfolgte dies flr Kohorte 1
(Schichtdicke 1,0) jeweils 5, 10 und 15 mm (5, 10 und 15 axialen Schichten
entsprechend) oberhalb von C2/3 und fur Kohorte 2 (Schichtdicke 1,5) jeweils 6, 10,5
und 15 mm (4, 7 und 10 axialen Schichten entsprechend) Uber dieser Hohe. In beiden
Kohorten wurde weder ein signifikanter Unterschied zwischen den erhobenen RMQ-
Werten 15 mm Uber C2/3 und bei C2/3 (p-Wert des gepaarten t-Tests > 0,2) noch eine
systematische Verschiebung der Messwerte beobachtet. Um Letzteres zu prifen,
wurden die Werte der intraindividuellen Korrelationskoeffizienten zwischen den 4
untersuchten Hohen (unabhangige Variable: Hohe kodiert mit 0, 1, 2 oder 3) und dem
jeweiligen RMQ-C2/3-Wert (abhangige Variable) in einem Einstichproben-t-Test auf
ihre Signifikanz geprift. Dabei zeigten die R-Werte keine signifikante Abweichung von
0.

Dennoch gelang bei 2 Datensatzen aus Kohorte 2 aufgrund schlechter Bildqualitat die

Messung des RMQ nicht, sodass diese Daten nicht berlcksichtigt wurden.
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2.4 Datenvorverarbeitung zur Erhebung globaler Volumina mittels

Voxel-basierter Morphometrie des Gehirns

Mit Hilfe der Voxel-basierten Morphometrie (Ashburner and Friston, 2000) kénnen
strukturelle Unterschiede im Gehirn verschiedener Gruppen anhand hochaufgeldster
dreidimensionaler MR-tomographischer Datensatze, im Folgenden vereinfacht ,Bilder*
genannt, in vivo differenziert werden. Ausgehend von T1-gewichteten Bildern, die
durch hohe Signalintensitaten einen starken Kontrast zwischen den drei intracranialen
Gewebeklassen GS, WS und Lq bieten (Ashburner and Friston, 2000), werden die
einzelnen Gehirne im Rahmen einer Vorverarbeitung vergleichbar gemacht, bevor sie
der eigentlichen Analyse unterzogen werden.

Der Prozess umfasst die raumliche Normalisierung, die Segmentierung, die

Biaskorrektur sowie das Glatten.

Raumliche Normalisierung

Um dem Problem starker morphologischer Unterschiede zwischen den individuellen
Gehirnen entgegenzutreten, werden die Bilder im selben stereotaktischen Raum
erfasst und dabei rdumlich auf ein Referenzhirn (template) abgebildet (Ashburner and
Friston, 2000), was einen Vergleich von Bildpunkten neuroanatomisch
korrespondierender Strukturen zwischen verschiedenen Gehirnen ermoglicht. Der
Raum wird durch ein Koordinatensystem &hnlich einem Talairach-Raum (Talairach and
Tournoux, 1988) beschrieben, dessen Ursprung durch die Commissura anterior, und
dessen Ausrichtung durch die Verbindung zwischen Commissura anterior und
posterior definiert wird (= MNI-Raum des Montreal Neurological Institutes).

Die Normalisierung kann auf zweierlei Arten geschehen, die meist kombiniert werden.
Bei der linearen Normalisierung (eine affine geradentreue Abbildung) wird durch
Drehung, Translation, Streckung und Scherung die Ausrichtung und GroRe des
gesamten Gehirns angepasst um grobe Unterschiede auszugleichen; bei der
nichtlinearen Normalisierung (,warping“) werden zusatzlich lokale Unterschiede
angeglichen um beispielsweise der anatomischen Variabilitdt der Gyri Rechnung zu
tragen. Dazu werden die Gehirne deformiert, d.h. in manchen Regionen ,gestreckt"
und in anderen ,gestaucht® (Ashburner and Friston, 2000). Jeder Bildpunkt eines jeden

Gehirns entspricht dann idealerweise der gleichen anatomischen Struktur.
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Segmentierung

Die meisten Fragestellungen erfordern eine separate Analyse von GS, WS und Lq. Bei
der Segmentierung entstehen nach Unterteilung in diese Gewebeklassen aus jedem
MR-Bild drei Bilder. Je nach Intensitat wird jedem Voxel in einem ,Gaussian Mixture
Model“ (Ashburner and Friston, 1997) ein Wert zwischen 0 und 1 zugeordnet, was die
Beurteilung der Wahrscheinlichkeit, in einem bestimmten Bildpunkt einen bestimmten
Gewebetyp vorzufinden, erlaubt. Enthalt ein Voxel aber zugleich Signalanteile
mehrerer Kompartimente, wie beispielsweise an Ubergéngen von verschiedenen
Geweben, treten Partialvolumeneffekte auf, das Voxel lieBe sich also mehreren
Klassen zuordnen und wird mdglicherweise falsch klassifiziert (Mietchen and Gaser,
2009). Um diesen Effekt zu minimieren wird die Information aus der
intensitatsbasierten Segmentierung Uber einen Bayes-Schatzer mit einer a priori
Information  Uber  die  radumliche Verteilung der Gewebetypen, den
Wahrscheinlichkeitskarten, kombiniert (Ashburner and Friston, 1997). So kdénnen
beispielsweise Voxel, die aufgrund ihrer Lokalisation a priori eine hohe
Wahrscheinlichkeit flir einen bestimmten Gewebetyp haben, ,aufgewertet® werden.
SchlieRlich resultieren wiederum Karten, die fir jedes Voxel seine Wahrscheinlichkeit
fur seine Zuordnung zu einem bestimmten Gewebetyp wiedergeben (Ashburner and
Friston, 2000). Obwohl diese Bilder Wahrscheinlichkeiten aufweisen, werden deren

Voxel-Werte zumeist als gewebespezifische Dichtewerte interpretiert.

Biaskorrektur
Wahrend der MR-Aufnahme entstehen Intensitdtsinhomogenitaten, da Magnetfelder
nicht Gber das gesamte Gehirn hinweg gleich stark aufgebaut werden kénnen. Dies

soll mit einer Biaskorrektur ausgeglichen werden (Ashburner and Friston, 2000).

Glatten

Da die Normalisierung nie perfekt ist, werden weitere morphologische Varianzen der
Bilder durch das Glatten (,smoothing“) mit einem isotropen GauRschen Filter
ausgeglichen (Ashburner and Friston, 2000, Good et al., 2001b). Ungleichheiten,
beispielsweise in der kortikalen Dicke verschiedener Gehirne, werden so in
unterschiedlich hohe Amplituden der Voxelwerte Ubersetzt. Dafir wird jedes
Volumenelement mit einer Region von umgebenden Voxeln verrechnet, wobei die
Grofle dieser Region durch die Grolke des Gauldschen Filters bestimmt wird

(Ashburner and Friston, 2000). Da sich die Auflésung dadurch verringert, sollte letztere
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die kleinste neuroanatomische Struktur mitberlcksichtigen, die im Rahmen der
Analyse detektiert werden soll (Ashburner and Friston, 2000). Die Sensitivitat fur
spezifische Veranderungen wird also durch ein adaquates Glatten dadurch verbessert,
dass die Variabilitdt zwischen den Individuen weiter verringert wird (Whitwell, 2009).
Ferner vermindert Glatten das Signal-Rausch-Verhaltnis und erhdht die Validitat
parametrischer statistischer Tests dadurch, dass die Intensitatswerte der
segmentierten Bilder, welche nahe den Extremen 0 und 1 liegen, durch das Glatten

eher normalverteilt sind (Ashburner and Friston, 2000, Salmond et al., 2002).

Unified Segmentation

Diese Schritte der Normalisierung, Segmentierung und Biaskorrektur erfolgen in Form
einer ,Unified Segmentation“ im selben generativen Modell (Ashburner and Friston,
2005). Durch eine iterative Schrittfolge werden sie solange wiederholt, bis ein Bild mit
der maximum a posteriori — der hochsten richtigen — Wahrscheinlichkeit entsteht. Mit
diesem Algorithmus ndhert man sich der Berechnung vieler unbekannter Parameter;
denn die Normalisierung verlangt eine vorherige Gewebeklassifizierung und diese
wiederum verlangt eine vorherige Normalisierung (Ashburner and Friston, 2005). Jeder
einzelne Schritt funktioniert also dann am besten, wenn alle anderen Schritte bereits
perfekt durchgefuhrt wurden. Ergibt bei der Durchfliihrung dieses iterativen Algorithmus
ein weiterer Schritt kein besseres Bild mehr, werden die Bilder geglattet. Einen
anschaulichen Uberblick iber die Schritte der VBM gibt Abb. 2.
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Normalisierung

>

&% Y/ Biaskorrektur =
Segmentierung
Kontrollen Patienten

Modulation

4

Glatten

Gruppenvergleich

H_/

Pat > Normal Normal < Pat

Abb. 2 Zusammenfassung der Voxel-basierten Morphometrie

lterative  Normalisierung, Segmentierung und Biaskorrektur T1-gewichteter ~magnetresonanz-
tomographischer Bilder als Unified Segmentation (geschwungener Pfeil). Nach anschlieRendem Glatten
und einer optionalen Modulation werden die Bilder Voxel fiir Voxel statistisch analysiert.

Abkirzung: Pat, Patienten

Der optionale Schritt der Modulation

Dabei wird die Idee der Tensor-basierten Morphometrie aufgegriffen und in die VBM
integriert, was bedeutet, dass die vorgenommenen Veranderungen der raumlichen
Normalisierung bertcksichtigt und in der statistischen Analyse mit einberechnet
werden. Damit gehen neben regionalen Konzentrationsunterschieden der GS und WS
auch regionale Volumenanderungen in die Bilder ein (Ashburner and Friston, 2000).
Man nutzt dabei die Tatsache, dass die Gehirne im Rahmen der linearen und
nichtlinearen Normalisierung rdumlich umschrieben deformiert, namlich komprimiert
bzw. dilatiert, werden. Die Information Uber den Grad dieser Deformation ist in jedem
Voxel als dreidimensionaler Vektor enthalten. Mit Hilfe der sog. Jacobi-Determinante
lassen sich diese Volumenanderungen nun quantifizieren und prozentual berechnen
(Gaser, 2005). Dies ergibt eine durch Volumenanderungen berechnete

Deformationsmatrix, die mit den durch Intensitatsunterschiede berechneten raumlich
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normalisierten Wahrscheinlichkeitskarten der jeweiligen Gewebeklasse (GS bzw. WS)
multipliziert wird (Good et al., 2001b). Damit erreicht man, dass die absolute Menge an
GS bzw. WS in den modulierten Bildern schlieBlich derjenigen Menge in den

nichtnormalisierten Bildern entspricht.

Alle MR-Bilder wurden mit der Toolbox fiir Voxel-basierte Morphometrie (VBMS8)

(http://dbm.neuro.uni-jena.de/vbm8), einer Erweiterung der Statistical Parametric

Mapping Software (SPMS8, http://www fil.ion.ucl.ac.uk/spm), auf beschriebene Weise

vorverarbeitet.

Dieser Kernprozess wird mit VBM8 noch verfeinert, indem zusatzliche a priori
Information Uber die raumliche Verteilung der Gewebeklassen aus einem Hidden
Markov Random Field Modell (Cuadra et al., 2005) mit eingeschlossen wird. Damit
werden Voxel nicht isoliert betrachtet, sondern in Bezug zu einer bestimmten Anzahl
umgebender Voxel, deren Informationen bei der Klassifizierung des Bildpunktes
bericksichtigt werden. Voxel, die mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht zu der
umgebenden Gewebeklasse gehdren, werden entfernt, Licken innerhalb eines
bestimmten Gewebetyps geschlossen und Bildrauschen minimiert. Auch
Partialvolumeneffekte werden durch ein adaptives maximum a posteriori Verfahren
bertcksichtigt (Rajapakse et al., 1997). Schlussendlich ist ein Algorithmus (Ashburner,
2007) integriert, der starke Verformungen zulasst (high-dimensional warping) und
damit eine sehr gute Normalisierung erreicht (DARTEL, Diffeomorphic Anatomical
Registration using Exponentiated Lie algebra).

Die Qualitat der bearbeiteten Bilder wurde nach jedem Schritt genau gepriift, bevor sie
mit dem voreingestellten isotropen Gaufischen Filter von 8 mm FWHM (full width at
half maximum) geglattet wurden.

Die Werte der globalen Hirnvolumina fur GS und WS wurden standardmaRig aus der
ersten Segmentierung enthommen. Aus technischen Grinden (Engl et al., 2013)
wurde hier die Vorgangerversion von VBM8, VBM5, verwandt. TIV wurde schliellich

aus der Summe der globalen Volumina fir GS, WS und Lq berechnet.

2.5 Statistische Analyse

Nach diesem Vorverarbeitungsprozess werden die MR-Bilder Voxel fir Voxel, also

Voxel-basiert, Uber das gesamte Gehirn hinweg statistisch analysiert. Unter
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Anwendung des ,Allgemeinen Linearen Modells“ (General Linear Model, GLM)
(Friston, 1995) entstehen Bilder statistischer Parameter, die Regionen aufzeigen in
denen sich die Konzentration an — beispielsweise GS - signifikant zwischen
verschiedenen Gruppen unterscheidet (Ashburner and Friston, 2000). Sie enthalten die
Ergebnisse statistischer Tests flr zahlreiche Voxel und missen fur multiple Vergleiche
korrigiert werden, um das Auftreten falsch positiver Ergebnisse zu vermindern. Dies
geschieht zumeist mit Hilfe Gaulscher Zufallsfelder; eine Bonferroni-Korrektur
beispielsweise ware bei 1 Million Voxel sehr konservativ. In der vorliegenden Arbeit
wurde eine family-wise error (FWE) Korrektur (Friston KJ, 1993) durchgefihrt. Dabei
wird in der Annahme eines GaulRlschen Zufallsfeldes fir jedes Cluster die
Wabhrscheinlichkeit angegeben, nur durch Zufall entstanden zu sein (Friston et al.,
1996). Als signifikant gelten also nur diejenigen statistischen Effekte, die diese
Korrektur Uberleben.

Mit Hilfe von SPM gelingt schlief3lich die dreidimensionale Darstellung der statistischen
Karten und eine farbige Markierung derjenigen Voxel, fir die die Nullhypothese (es
besteht kein Volumenunterschied in Gewebeklassen der verschiedenen Gruppen)
abgelehnt wurde. Anhand des in SPM8 implementierten MNI-Koordinatensystems
werden die ermittelten signifikanten Unterschiede zwischen den Datensatzen

lokalisiert.

Da die MR-Bilder der beiden Kohorten an zwei unterschiedlichen Geraten
aufgenommen wurden, lassen sich die erhobenen absoluten Werte der Variablen nicht
miteinander vergleichen. Aufgrund dessen wurde zuerst Kohorte 1 untersucht; die

Ergebnisse wurden dann in Kohorte 2 reproduziert.

2.5.1 Korrelationsanalysen des Riickenmarkquerschnitts auf Hohe C2/3 mit

demographischen, kérperbezogenen und neuroanatomischen Parametern

In die statistische Korrelationsanalyse gingen sowohl die demographischen und
korperbezogenen als auch die Variablen der globalen Hirnvolumina ein. Erstere
beinhalten Alter, Geschlecht, Kdrpergrofie und totales intracraniales Volumen (TIV);
letztere umfassen GS, WS, Lq, sowie das Gehirnvolumen (GS plus WS). Zwischen
diesen Variablen besteht ein komplexer Zusammenhang, der in Abb. 3 dargestellt wird.

Eine bekannte Korrelation zweier Variablen ist durch Doppelpfeile gekennzeichnet. Mit
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zunehmendem Alter verkleinert sich sowohl das Gehirnvolumen (Good et al., 2001b,
Kruggel, 2006) als auch die KérpergroRe (Sorkin et al., 1999); eine altersabhangige
Verminderung des TIV ist jedoch vernachlassigbar (Good et al., 2001b, Buckner et al.,
2004, Kruggel, 2006). Die Variablen Geschlecht (Frauen, -1; Manner +1), Kérpergrof3e
und TIV sind dreifach miteinander assoziiert. Zum einen sind Manner durchschnittlich
nicht nur groRer als Frauen (Gustafsson and Lindenfors, 2004), sondern haben auch
ein groReres TIV (Good et al, 2001a). Zum anderen findet sich bei grdéferen
Menschen auch ein gréReres TIV bzw. Gehirngewicht (Ho et al., 1980). Werden
Manner und Frauen allerdings separat betrachtet, wird diese positive Korrelation
zwischen der KorpergroRe und TIV vernachlassigbar (Peters, 1991). Insofern lassen
sich jeder der drei Variablen Geschlecht, Korpergréofte und TIV je zwei Pendants
zuordnen.

In Abb. 3 verbinden Pluszeichen dariber hinaus Variablen der globalen Hirnvolumina,
die zusammengerechnet eine weitere Variable ergeben. Die Summe aus GS und WS
ergibt das Gehirnvolumen (GS + WS), TIV errechnet sich aus dem Gehirnvolumen und
dem Lg. So gesehen, kdnnen sowohl Lg und Gehirnvolumen, als auch GS und WS als

Pendant-Paare betrachtet werden.

Abb. 3 Zusammenhang zwischen den untersuchten Variablen

Bekannte Korrelationen sind durch Doppelpfeile markiert. Cerebrale Variablen, die zusammen eine
weitere Variable ergeben, werden durch Pfeile mit einem Plus verbunden.

Abkirzungen: m/w, mannlich/weiblich
Gehirnvol., Gehirnvolumen
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All diese Korrelationen weisen einen hohen Grad an Kollinearitat auf. Diese fihrt an
sich zwar in multiplen linearen Regressionsmodellen zu keinen falsch positiven
Ergebnissen, vermag jedoch zu einem drastischen Anstieg der Konfidenzintervalle zu
fuhren, was eine Verminderung der statistischen Teststéarke zur Folge hat und die
Wahrscheinlichkeit, existierende Effekte zu Ubersehen, vergroRert (Fox and Mathers,
1997). Anstatt alle Variablen in eine einfache lineare Regressionsanalyse
einzuschlieRen, wurden daher schrittweise einfache und partielle Korrelationsanalysen
hypothesengesteuert durchgefiihrt. Dies ergab die in Abb. 4 dargestellte
Korrelationsmatrix. Die untersuchten Variablen sind in der obersten Zeile angefihrt.
Die erste Zeile zeigt die Pearson’s Korrelationskoeffizienten, die sich aus der
einfachen Korrelationsanalyse des RMQ-C2/3 mit jeder einzelnen Variable ergaben.
Da das Alter neben einigen der untersuchten Variablen mdglicherweise auch den
RMQ-C2/3 beeinflusst (Ishikawa et al., 2003), werden in der zweiten Zeile die
entsprechenden Korrelationskoeffizienten der partiellen Korrelationsanalyse des RMQ-
C2/3 mit jeder Variable gezeigt, nachdem flr das Alter korrigiert wurde (1 Stérvariable,
namlich Alter). Die dritte Zeile schlieRlich zeigt die Werte der partiellen
Korrelationsanalyse des RMQ-C2/3 mit jeder Variable, nachdem sie sowohl flr das
Alter als auch fUr ein Pendant, welches in der untersten Zeile aufgefiihrt ist, korrigiert

wurde (2 Stdrvariablen).

2.5.2 Voxel-weise Korrelationsanalyse des Riickenmarkquerschnitts auf Hohe

C2/3 mit der cerebralen grauen und weiRen Substanz

Es wurden zwei Voxel-weise Korrelationsanalysen des RMQ-C2/3 mit der cerebralen
GS und WS Uber das gesamte Gehirn hinweg durchgeflhrt. Damit sollte geklart
werden, ob der RMQ-C2/3 in verschiedenen Gehirnregionen unterschiedlich stark mit
den jeweiligen Gewebekomponenten korreliert. Dazu wurden die vorverarbeiteten
Bilder der GS und WS mit Hilfe von SPM8 in zwei multiplen linearen
Regressionsmodellen analysiert. RMQ-C2/3 wurde in die Modelle als ,variable of
interest* eingeschlossen; Alter und Geschlecht galten hinsichtlich ihres betrachtlichen
Einflusses auf die cerebrale GS und WS (Good et al., 2001a, Good et al., 2001b) als
Storvariablen. Das globale Volumen der GS bzw. WS wurde als zusatzliche
Storvariable mit eingeflhrt, um sicherzustellen, dass diese Untersuchungen nicht

zufallig jene Gehirnareale aufdecken, die Voxel-weise mit dem globalen Volumen
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korrelieren. Es ist hierbei erwdhnenswert, dass die Ergebnisse der Voxel-weisen
Analyse bei einer solchen Korrektur fir die in den einfachen und partiellen
Korrelationsanalysen aufgezeigten Effekte (vgl. 2.5.1) korrigiert sind. Als
Signifikanzniveau wurde ein Voxelschwellenwert von p < 0,05 FWE-korrigiert (Friston
et al., 1996) festgelegt.

Um die Aussagekraft der Ergebnisse dieser Voxel-weisen Analyse mit den
Ergebnissen  der Korrelationen des RMQ-C2/3 mit demographischen,
kdrperbezogenen und neuroanatomischen Parametern zu vergleichen, wurden Karten
berechnet, welche Voxel fir Voxel die zugehdrigen Korrelationskoeffizienten
wiedergeben (Abb. 5).
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3 Ergebnisse

3.1 Der Ruckenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3

Der durchschnittliche Wert des RMQ-C2/3 lag bei 84,8 + 9,1 mm? in Kohorte 1 (N=133)
und bei 91,3 + 10,6 mm? in Kohorte 2 (N=285).

3.2 Korrelationsanalysen des Riickenmarkquerschnitts auf Hohe
C2/3 mit demographischen, korperbezogenen und cerebralen

Variablen

In der alteren Kohorte 1 (Tabelle 1) wurde eine Verringerung des RMQ-C2/3 mit
zunehmendem Alter festgestellt. Die einfache lineare Regression ergab eine
Verkleinerung des Querschnitts um 2 mm? pro Jahrzehnt. In der jiingeren Kohorte 2
(Tabelle 1) zeigte sich keine altersabhangige Verminderung des RMQ-C2/3.
Erwartungsgemal wiesen Geschlecht, Kdrpergrofle und TIV einen hohen Grad an
Interkorrelation auf (p < 0,001). So war das TIV bei Mannern gréRer als bei Frauen (r =
-0,59 in Kohorte 1; r = -0,61 in Kohorte 2). Ein starker Zusammenhang zeigte sich in
Kohorte 1 zwischen dem TIV und der KoérpergréRe (r = 0,49); der KoérpergrofRe und
dem Geschlecht (r = -0,75) sowie zwischen der KérpergréRe und dem Alter (r = -0,37).
Diese eng assoziierten Variablen (Geschlecht, KorpergroRe und TIV) korrelierten
entweder signifikant mit dem RMQ-C2/3 oder zeigten einen Trend zur Korrelation (p <
0,1). Bei der partiellen Korrelationsanalyse, in der jeweils fur Alter und ein Pendant
korrigiert worden war, blieb als potenzieller Einflussfaktor auf den RMQ-C2/3 nur das
TIV Gbrig (Abb. 4).

Die Analysen der beiden Komponenten des TIV (Gehirnvolumen und Lq) ergab nur fir
das Gehirnvolumen einen signifikanten Einfluss auf den RMQ-C2/3. Beide
Kompartimente des Gehirnvolumens (GS und WS) korrelierten signifikant mit dem
RMQ-C2/3. Die WS erklarte signifikant die Varianz des RMQ-C2/3, nachdem fir die

GS korrigiert worden war; was umgekehrt nicht der Fall war (Abb. 4).
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Kohorte 1 Hirnvolumina Demographische Parameter
TIV m/w GroRe - Alter
Variablen Hirn [ Lq
Keine 0,16 0,19 |_ 0,25
Alter 0,12 0,11 n/a
Alter & 1 Stérvariable 0,02] 0,06 203| 0,03] n/a
Storvariablen GS WS Lg Him m/w GréBe TIV GréBe TIV —m/w
Kohorte 2 Hirnvolumina Demographische Parameter
m/w GroRe - Alter
Variablen
Keine 0,12 n/a 0,00
Alter 0,12 n/a n/a
Alter & 1 Stérvariable 0,06] nfa | nla | nia | nia
Stérvariablen GS WS Lg Him m/w GréBe TIV GréBe TIV —m/w
Skala [Kohorte 1 P-Werte 0,10 0,05
Korrelationskoeffizienten 0,10 0204 0,17 0,20
JIKohorte 2 P-Werte 0,10 0,05
Abb. 4 Korrelationsanalyse des Rickenmarkquerschnitts auf Hohe C2/3

mit den untersuchten Variablen (modifiziert nach Engl et al., 2013)

Die Korrelationsmatrizes der einfachen und partiellen Korrelationsanalyse der untersuchten Variablen mit
dem Rickenmarkquerschnitt auf Héhe C2/3 sind fur beide Kohorten getrennt angegeben. Um
Uberwiegend positive Werte zu erhalten, wurden die Alterswerte zuvor mit -1 multipliziert (,-Alter*). Die
untersuchten Variablen sind in der obersten Zeile aufgefiihrt. Die erste Zeile zeigt die Pearson’s
Korrelationskoeffizienten, welche sich aus der einfachen Korrelationsanalyse des Riickenmarkquerschnitts
auf Hohe C2/3 mit einer jeden Variable ergaben. Die zweite Zeile gibt diejenigen der partiellen
Korrelationsanalyse zwischen dem Rickenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3 und einer jeden Variable an,
nachdem fiir das Alter korrigiert worden war (1 Stérvariable). Die dritte Zeile zeigt dementsprechendes
nach Korrrektur fur das Alter und ein Pendant (2 Stérvariablen), welches in der untersten Zeile angefihrt
wird. Wie zuunterst angegeben, wurden beide Korrelationsmatrizes gleichermallen anhand der
Korrelationskoeffizienten von Weil nach Dunkelgrau skaliert, mit der Ausnahme, dass nur signifikante
Korrelationen (p < 0,05) grauskaliert sind.

Abkirzungen: m/w, mannlich/weiblich

n/a, nicht anwendbar
Hirn, Gehirnvolumen

3.3 Voxel-weise Korrelation des Riuckenmarkquerschnitts auf

Hohe C2/3 mit der cerebralen grauen und weiRen Substanz

In keiner der beiden Kohorten wurden innerhalb der GS Regionen gefunden, die mit
dem RMQ-C2/3 korrelierten, auch nicht nach Herabsetzung des Voxelschwellenwerts
auf ein Signifikanzniveau von p < 0,001 (unkorrigiert). Eine ausgedehnte Korrelation
des RMQ-C2/3 zeigte sich hingegen in beiden Kohorten mit Regionen innerhalb der

WS, und zwar mit einer deutlichen Betonung der cerebrospinalen Bahnen. Dieser
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3 Ergebnisse

Effekt vergroflerte sich nach kaudal und reichte bis zur untersten Schicht des
Hirnstamms, die in die Analyse miteinbezogen wurde. Ab Héhe des Mittelhirns lag der
Varianzanteil des RMQ-C2/3, welcher vom lokalen Gehalt der WS erklart wurde, in der
GréRenordnung des vom Gehirnvolumen erklarbaren Varianzanteils (vgl. Abb. 4 und
5).

Kohorte 1
Kohorte 2
P T R
1 2
[ 6 0,47 | 0,34
0,05 FWE- i
| korrigiert | 5 0,40 10,29
4 0,34 | 0,23
d L
Abb. 5 Korrelation des Riickenmarkquerschnitts auf Hohe C2/3 mit

regionaler weilRer Substanz (modifiziert nach Engl et al., 2013)

Oben: Regionen mit zunehmendem Gehalt an weier Substanz bei zunehmender QuerschnittsgréRRe des
Ruckenmarks auf Hohe C2/3 sind fur beide Kohorten angezeigt. Axiale Schichten werden auf das
template in SPM abgebildet. Die MNI-Koordinaten sind links von jedem Bildelement angegeben.

Unten: Maximale Intensitatsprojektionen sind links angezeigt. Die Farbskalierung der oben dargestellten
Effekte ist rechts unten angegeben (T-Werte mit Signifikanzschwelle sowie — fiir jede Kohorte extra — die
R-Werte).

Abkirzungen:  FWE, Family-wise error
P, p-Wert
R, Korrelationskoeffizient
T, T-Wert
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4 Diskussion

4 Diskussion

In dieser Studie wurde der Zusammenhang verschiedener demographischer,
korperbezogener und neuroanatomischer Parameter mit dem RMQ-C2/3 anhand
cranialer T1-gewichteter MR-Bilder zweier gesunder Kohorten untersucht. Angeregt
wurde die Analyse von der Idee, den RMQ-C2/3 anhand cranialer MR-Bilder zu
bestimmen und ihn auf diese Weise zur Quantifizierung pathologischer Veranderungen

im RM bei neurologischen Krankheiten, wie beispielsweise der MS, zu etablieren.

Als potenzielle Einflussfaktoren auf den RMQ-C2/3 wurden Alter, Geschlecht und
Korpergrolie sowie TIV und globale Hirnvolumina analysiert.

In Analogie zum Gehirn (Blatter et al., 1995) kdnnte man eine Atrophie des RM mit
zunehmendem Alter vermuten. Tatsachlich finden sich diesbeziiglich widersprichliche
Ergebnisse in der Literatur. So wurde in einigen Untersuchungen ein solcher
Zusammenhang (Ishikawa et al., 2003) bzw. ein Zusammenhang zum Volumen des
Zervikalmarks (Yanase et al., 2006) beschrieben; andere Autoren hingegen stellten
keine Assoziation zwischen dem Alter und dem RMQ-C2/3 fest (Kameyama et al.,
1994, Agosta et al., 2007). In dieser Studie wurde nur in Kohorte 1 eine Verringerung
des RMQ-C2/3 mit zunehmendem Alter gefunden. Dieses Studienkollektiv war
durchschnittlich alter, was darauf hinweist, dass ein altersabhangiger Effekt des RMQ-
C2/3 erst im spateren Leben eine Rolle spielt. Obwohl signifikant, wirkt er sich dennoch
gering aus. Die gemessene Verringerung des RMQ-C2/3 von 2 mm? pro Jahrzehnt
sowie den durchschnittichen RMQ-C2/3-Wert von 85 mm? im Alter von 54 Jahren
angenommen, wurde sich der RMQ-C2/3 vom 34. bis zum 74. Lebensjahr von 89 auf
81 mm? verkleinern. Bei einer kreisrunden Form des RMQ-C2/3 bedeutete dies eine
Minderung seines Durchmessers von 18,9 auf 18,0 mm, was knapp unterhalb der hier
angewendeten VoxelgréBe und somit nahe der Nachweisgrenze liegt. Tatséchlich
gelang der Nachweis nur in Kohorte 1, deren Datensatze sich auch durch eine hohere
Aufldsung auszeichneten. Eine Verringerung des RMQ-C2/3 mit zunehmendem Alter
aufzuzeigen, war also womadglich in Kohorte 2 auch aufgrund der gréReren Voxel der
MR-Sequenz erschwert. Angesichts der geringen Querschnittsverringerung pro
Jahrzehnt lieRe sich dies auch nur bei ausreichend breiter Altersverteilung

nachweisen. Dies war im Gegensatz zu Kohorte 2 (Altersspanne 18-65) in Kohorte 1
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(Altersspanne 29-80) eher der Fall. Daraus lasst sich ein im Vergleich zum Gehirn
geringer Alterseffekt auf das RM vermuten, der nur in alteren Kohorten mit breiter
Altersverteilung detektiert werden kann, und der selbst dann noch technisch
anspruchsvoll ist.

Die Variablen Geschlecht, KérpergroRe und TIV wiesen erwartungsgemalf in beiden
Kohorten eine starke Interkorrelation auf und korrelierten allesamt entweder signifikant
mit dem RMQ-C2/3 oder zeigten einen Trend zur Korrelation. Die Effekte von
KérpergroRe und Geschlecht auf den RMQ-C2/3 konnten letztlich nicht voneinander
differenziert werden, da beide nach Korrektur fur das TIV nicht mehr signifikant waren.
Demgegentber blieb der Effekt von TIV auf den RMQ-C2/3 sowohl nach Korrektur fur
das Geschlecht als auch fir die KoérpergroRe signifikant. Eine naheliegende und
bereits andernorts formulierte Interpretation (Rashid et al., 2006a) ist, dass
Korpergrofte und Geschlecht nur indirekten Einfluss auf den RMQ-C2/3 nehmen,
namlich Uber die Kopfgrolke bzw. das TIV. Die Vermutung ist darin begriindet, dass
Manner im Vergleich zu Frauen und grofRere im Vergleich zu kleineren Menschen ein
groReres TIV aufweisen (vgl. 1.4 bzw. 2.5.1).

Die Analyse der beiden Komponenten des TIV, Lq und Gehirnvolumen, ergab nur flr
letzteres einen unabhdngigen und signifikanten Effekt auf den RMQ-C2/3. Bei der
Unterscheidung zwischen dem Einfluss der cerebralen GS und WS, konnte die WS die
Varianz des RMQ-C2/3 unabhangig von der GS signifikant erkldren, was umgekehrt
nicht zutraf. Diese Hypothese konnte auRerdem mit Hilfe der VBM gestltzt werden. Es
wurde eine Voxel-weise Analyse zwischen dem RMQ-C2/3 und der cerebralen GS und
WS dber das gesamte Gehirn hinweg durchgefiihrt, wobei zuvor flr das
Gesamtvolumen des jeweiligen Gewebekompartiments korrigiert worden war, sodass
die Ergebnisse eine zusatzliche Information zur einfachen wund partiellen
Korrelationsanalyse des RMQ-C2/3 mit globalen Hirnvolumina liefern. Vor dieser
Analyse wurden innerhalb der GS Zusammenhange zwischen dem RMQ-C2/3 und
solchen Regionen flr moglich gehalten, die, wie beispielsweise die perizentrale
Region, mit dem RM verbunden sind. Daflr sprach zum einen die Tatsache, dass die
GroRe der neuronalen Zellkérper des motorischen Kortex signifikant mit der
Korpergrole korreliert (Ho et al., 1992); je grélier ein Mensch, umso grélier also die
Perikaryen im motorischen Kortex. Zum anderen wurde eine Korrelation des RMQ-
C2/3 mit der Anzahl neuronaler Somata dieser kortikalen Areale erwogen, welche
unabhangig von der Korrelation mit der Gesamtzahl cerebraler Neurone ist. Allerdings

bildete sich in keiner einzigen cerebralen Region eine Korrelation zwischen ihrem
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Gehalt an GS mit dem RMQ-C2/3 ab. Dies deutet darauf hin, dass die Anzahl der
Neurone, welche das RM durchziehen eher durch die Gehirngréfie als durch den
Gehalt an GS in bestimmten Gehirnregionen determiniert wird.

Im Gegensatz dazu, konnte solch eine regionale Akzentuierung fir die Korrelation
zwischen der cerebralen WS mit dem RMQ-C2/3 eindeutig nachgewiesen werden.
Dieser Effekt zeigte sich in den cerebrospinalen Bahnen und vergréRerte sich nach
kaudal. Er reichte bis zur untersten Schicht des Hirnstamms, die in die Analyse
einbezogen wurde, also bis zur Hohe des Foramen magnum, das sich in etwa 5 cm
Uber dem untersuchten RMQ-C2/3 befindet. Wichtig ist hierbei, dass der Effekt
ungefahr ab Hoéhe des Mittelhirns, im Bereich von jenem des Gehirnvolumens lag, was
darauf hindeutet, dass der Grad an axonaler Mpyelinisierung innerhalb der
kortikospinalen Bahnen wesentlich zur GroRe des RMQ-C2/3 beitragt. Der Gehalt an
WS konnte aus methodischen Griinden nur bis zur Héhe des Foramen magnum
bestimmt werden. Es wird aber vermutet, dass sich der kraniokaudale Gradient des
aufgezeigten Effekts fortsetzt, was einen noch starkeren Einfluss der axonalen
Myelinisierung auf den RMQ-C2/3 — als in dieser Analyse geschatzt — bedeuten wirde.
Dieses zunachst Uberraschende Ergebnis wird mit einer grob vereinfachten Sichtweise
vorstellbar. Angenommen man vernachldssigt Gliazellen und bertcksichtigt nur
Neurone, dann spiegelt das Gesamtvolumen der GS die Anzahl und Gréfe neuronaler
Somata wider; das Gesamtvolumen der WS reprasentiert die Anzahl der Axone und
deren Gehalt an WS, also den individuellen Grad der axonalen Myelinisierung. Letztere
Annahme wird von Studien Uber den Myelingehalt im ZNS im Verlauf der Ontogenese
gerechtfertigt (Barkovich, 2000). Zunehmende Myelinisierung des sich entwickelnden
Gehirns resultiert namlich in einem zunehmend hyperintensen Signal in T1-
gewichteten MR-Bildern. Geht man nun weiter davon aus, dass ein gréfReres Gehirn in
der Regel Uber mehr und/oder grolere cerebrospinale Axone mit der Peripherie
verbunden ist, werden die Ergebnisse dieser Studie verstandlich. Die Korrelation mit
den globalen Volumina der GS und WS legt nahe, dass der RMQ-C2/3 zum einen von
der Anzahl durchziehender Axone determiniert wird, und — in gleichem Mal3e — von der
GroRe cerebrospinaler Axone und ihrem Grad an Myelinisierung, was sich in dem
zusatzlichen Effekt des cerebralen Volumens der WS (nach Korrektur flr das cerebrale
Volumen der GS) und in den Ergebnissen der Voxel-basierten Analyse widerspiegelt.
Ist diese Schlussfolgerung richtig, so lielke sich auch der geringe Alterseffekt auf den
RMQ-C2/3 erklaren. Die WS erwies sich namlich bei cerebraler Atrophie resistenter
gegeniber Alterseffekten (Pfefferbaum et al., 1994, Good et al., 2001b, Tisserand et
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al.,, 2004, Kruggel, 2006). Dies bedeutete, dass auch der RMQ-C2/3 mit
zunehmendem Alter nur geringfligig atrophiert, da dieser Uber die WS determiniert
wird.

Basierend auf der Interpretation der Ergebnisse dieser Studie, wird ein Modell Uiber die
Determinanten des RMQ-C2/3 vorgeschlagen. Es wird in Form eines Diagramms in

Abb. 6 veranschaulicht.

Ruckenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3

Postulierte Altersbedingte | MBI e
Determinanten Atrophie cerebrospinaler cerebrospinaler
Axone Axone
t i i e &
____________________________________ ORI Ot Ny wuPRs: BN
' ' ' ,
Postulierter i i Volumen Volumen i G?it;:—::?er
i H H cerebraler cerebraler ! .
EInﬂUSS der i i grauer Substanz | [ weiler Substanz i cerebrospinaler
untersuchten - - | [ Bahnen (VBM)
Parameter : : ? T !
: : i
H 4 ; Gehirnvolumen i
i i !
! ! =
i Totales i |
Y intracraniales | 1 !
1 v 1 !
H Volumen H :
L 5 i
Alter | | Geschlecht E Kgor?;: E Global i Regiona|
! ! |
Demographische ! Koérperbezogene ! Neuroanatomische
Parameter Parameter Parameter
Abb. 6 Modell iiber Determinanten des Riickenmarkquerschnitts auf Hohe

C2/3 (modifiziert nach Engl et al., 2013)

Die Graphik gibt eine Ubersicht (iber die vorgeschlagenen Determinanten des Riickenmarkquerschnitts
auf Hohe C2/3. Er ist hauptsachlich durch eine altersabhangige Atrophie, der Anzahl an cerebrospinalen
Axonen und den Grad der axonalen Myelinisierung in den cerebrospinalen Bahnen determiniert (graue
Kasten), was durch die grauen Pfeile dargestellt wird. Die in dieser Studie untersuchten Parameter (weil3e
Kasten) beeinflussen den Rickenmarkquerschnitt auf Héhe C2/3 (iber diese drei Determinanten in
unterschiedlichem Male direkt oder indirekt, was durch die schwarzen Pfeile dargestellt wird.

Ihm zufolge wird der RMQ-C2/3 hauptsachlich Gber eine altersabhangige Atrophie, die
Anzahl der cerebrospinalen Axone und dem Grad der axonalen Myelinisierung
determiniert. Das Geschlecht und die KorpergroRe korrelieren indirekt mit dem RMQ-

C2/3, und zwar Uber das TIV, das selbst wiederum indirekt Gber das Gehirnvolumen
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mit dem RMQ-C2/3 korreliert. Der RMQ-C2/3 korreliert mit der cerebralen GS als
Ausdruck der geschatzten Anzahl cerebrospinaler Axone. Selbiges gilt fur die
Korrelation des RMQ-C2/3 mit der cerebralen WS, die jedoch auch den Grad der
axonalen Myelinisierung in Bahnen der WS widerspiegelt. Dieser Zusammenhang ist

regional innerhalb der cerebrospinalen Bahnen deutlich ausgepragt.

Eine Einschréankung dieser Studie liegt in der Verwendung von cMRTs. Dadurch
konnten weder die Lange des RM, noch Querschnitte in seinen unterschiedlichen
Abschnitten bertcksichtigt werden. Letztere zeigen zwar einen hohen Grad an
intraindividueller Korrelation (Kameyama et al., 1994, Healy et al., 2012), dennoch ist
der RMQ-C2/3 womdglich nicht reprasentativ fir das gesamte RM und die
Schlussfolgerung der Studie somit auch nicht zwangslaufig darauf Ubertragbar
(Sherman et al., 1990). Auch die unterschiedliche Altersverteilung der beiden Kohorten
und die fehlenden Angaben zur KoérpergréfRe in Kohorte 2, lielen nur bedingt eine
Beurteilung des RMQ-C2/3 hinsichtlich dieser Variablen zu.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wird fur MR-Studien des RM vorgeschlagen,
vor allem in alteren Populationen mit einer breiten Altersverteilung flr das Alter und fur
nur eine weitere Variable mit folgender Prioritat zu korrigieren: Volumen der cerebralen
WS, Gehirnvolumen, TIV, und Geschlecht.

Abgesehen von der Verfugbarkeit, muss jedoch auch eine mogliche Interferenz der
jeweils untersuchten Erkrankung mit diesen Variablen sorgfaltig berlcksichtigt werden.
Manche neurologische Erkrankungen — beispielsweise die Chorea Huntington oder die
kindliche MS — gehen nicht nur mit einer Gehirnatrophie, sondern auch mit einer

Verringerung des TIV einher (Nopoulos et al., 2011, Kerbrat et al., 2012).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das Gehirnvolumen und der Gehalt
an WS in den cerebrospinalen Bahnen mit dem RMQ-C2/3 korrelieren. Es wird
vermutet, dass abgesehen von der Anzahl der Axone, die durch das RM ziehen, der
individuelle Grad an Myelinisierung dieser Axone wesentlich zur Grélie des RMQ-C2/3
beitragt. Die Erkenntnisse dieser Studie kénnen bei der Auswertung von
Studienergebnissen Uber das RM bei Gesunden und Kranken als auch bei der

Beurteilung pathologischer RM-veranderungen bei einzelnen Patienten nitzlich sein.
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5 Zusammenfassung

Der Ruckenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3 ist mdglicherweise ein aussagekraftiger
Parameter um Veranderungen des Riuckenmarks zu detektieren und somit den Grad
der spinalen Beteiligung bei neurologischen Erkrankungen, wie beispielsweise der
Multiplen Sklerose, zu quantifizieren. Die Messung an cranialen Magnetresonanz-
Bildern vorzunehmen, bietet hier vor allem den Vorteil, dass mit nur einer
Untersuchung Gehirn und Rickenmark erfasst werden und somit eine grofe Anzahl
von Datensatzen schnell und kostenglnstig akquiriert wird. Zum anderen rechtfertigen
die anatomischen Begebenheiten, wie die intraindividuelle Korrelation der
Querschnitte, mitunter die Beschrankung auf den oberen zervikalen Bereich.

Um Pathologien untersuchen zu konnen, ist jedoch zunachst die Kenntnis der
physiologischen Determinanten des Riickenmarks erforderlich. Obwohl grundlegend,
gibt es dazu nur wenige Daten.

In dieser Studie wurde daher der Einfluss demographischer, kérperbezogener und
neuroanatomischer Parameter auf den Rickenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3
ermittelt. Als potenzielle Faktoren galten dabei Alter, Geschlecht, Korpergrofte und
totales intracraniales Volumen sowie das Gehirnvolumen mit seinen einzelnen
Bestandteilen graue Substanz, weille Substanz und Liquor cerebrospinalis. lhre
Auswirkung auf den RUckenmarkquerschnitt auf Hoéhe C2/3 wurde in zwei
unterschiedlichen Kohorten mit 133 bzw. 285 gesunden Probanden sowohl durch
einfache und partielle Korrelationsanalysen als auch mit Hilfe der Voxel-basierten
Morphometrie durch Voxel-weise Korrelationsanalysen mit der cerebralen grauen und
weillen Substanz untersucht.

Der bekannte, aber geringe Einfluss des Alters konnte in dem alteren Studienkollektiv
bestatigt werden. Bei der Analyse der Variablen Geschlecht, Kérpergrof3e und totales
intracraniales Volumen, wies nur das totale intracraniale Volumen nach Korrektur fur
die jeweils anderen Variablen eine signifikante Korrelation mit dem
Rickenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3 auf. Innerhalb der cerebralen Variablen zeigte
das Gehirnvolumen eine starkere Korrelation mit dem Rickenmarkquerschnitt auf
Hohe C2/3 als das totale intracraniale Volumen. Die beiden Volumina der
Gehirnkompartimente graue und weile Substanz korrelierten signifikant mit dem

Rickenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3. Die Varianz des Rickenmarkquerschnitts auf
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Hohe C2/3 lield sich durch das Volumen der weilen Substanz — nach Korrektur fur das
Volumen der grauen Substanz — signifikant erklaren. Das Gegenteil war jedoch nicht
der Fall. Dementsprechend zeigte sich auch mit der Voxel-basierten Morphometrie
kein signifikanter Effekt von cerebralen Regionen der grauen Substanz, wohingegen
der Gehalt an weilter Substanz in den cerebrospinalen Bahnen stark mit dem
Rickenmarkquerschnitt auf Hohe C2/3 korrelierte. Dieser Effekt vergroRerte sich
entlang eines kraniokaudalen Gradienten und reichte bis hin zur untersten Hohe des
Hirnstammes, die in die Studie miteinbezogen wurde.

Schlussfolgernd legen die Ergebnisse nahe, dass der Rickenmarkquerschnitt auf
Hoéhe C2/3 zum einen durch das Gehirnvolumen, und damit durch die Anzahl
durchziehender Axone, sowie zum anderen durch den Gehalt an weiller Substanz in
den cerebrospinalen Bahnen im Wesentlichen determiniert wird.

Die Erkenntnisse dieser Studie kénnen in weiteren Studien des Rickenmarks als
Grundlage zur Evaluation von physiologischen und pathologischen Veranderungen

nutzlich sein.
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Abstract

Introduction Measurement of the upper cervical cord area
(UCCA) from brain MRI may be an effective way to quan-
tify spinal cord involvement in neurological disorders such
as multiple sclerosis. However, knowledge on the determi-
nants of UCCA in healthy controls (HCs) is limited.
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Methods In two cohorts of 133 and 285 HCs, we studied the
influence of different demographic, body-related, and brain-
related parameters on UCCA by simple and partial correlation
analyses as well as by voxel-based morphometry (VBM) across
both cerebral gray matter (GM) and white matter (WM).
Results First, we confirmed the known but moderate effect
of age on UCCA in the older cohort. Second, we studied the
correlation of UCCA with sex, body height, and total intra-
cranial volume (TIV). TIV was the only variable that corre-
lated significantly with UCCA after correction for the other
variables. Third, we studied the correlation of UCCA with
brain-related parameters. Brain volume correlated stronger
with UCCA than TIV. Both volumes of the brain tissue
compartments GM and WM correlated with UCCA signif-
icantly. WM volume explained variance of UCCA after
correction for GM volume, whilst the opposite was not
observed. Correspondingly, VBM did not yield any brain
region, whose GM content correlated significantly with
UCCA, whilst cerebral WM content of cerebrospinal tracts
strongly correlated with UCCA. This latter effect increased
along a craniocaudal gradient.

Conclusion UCCA is mainly determined by brain volume
as well as by WM content of cerebrospinal tracts.

Keywords Age - Cranial MRI - Healthy controls - Sex -
Upper cervical cord arca

Introduction

Measurement of the upper cervical cord area (UCCA) may
be an effective way to quantify spinal cord involvement in
neurological disorders. Although imperfect, the approach to
estimate the degree of spinal cord damage by measuring the
cross-sectional area at only one level is promising as it is
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well feasible and justified by the fact that spinal cord areas
show a high degree of intra-individual correlation across
segments despite physiological enlargement of the spinal
cord in the cervical and lumbar region [1, 2]. In 1996,
UCCA, as measured from spinal cord MRI at the level of
C2/3, was proposed as a marker of disease progression in
multiple sclerosis (MS) [3]. In a later longitudinal study, a
decline of UCCA was demonstrated in MS patients but not
in healthy controls (HCs). Of note, the decline in UCCA did
not correlate with the decline in brain volume, suggesting
that UCCA indeed reflects pathology of the spinal cord
independent of that of the brain [3]. In a cross-sectional
study in MS patients and HCs, a correlation of UCCA with
total intracranial volume (TIV) was observed [4]. However,
even in HCs, knowledge on the determinants of the spinal
cord size is incomplete, although it constitutes a prerequisite
for the study of the spinal cord in health and disease. Some
but not all studies have demonstrated UCCA to decrease
with age, to increase with body height, and to be smaller in
women compared to men [2, 5-7]. Further, data on the
relationship between spinal cord size and brain-related pa-
rameters are also limited [8]. Here, we determined to what
extent UCCA is influenced by the demographic parameters
of age and sex, by the body-related parameters of body
height and TIV as well as by the brain-related parameters
of gray matter (GM) and white matter (WM) volume. We
also performed voxel-wise correlation analyses of UCCA
across both cerebral GM and WM in order to clarify whether
correlations of UCCA vary across brain regions. We
followed the proposal of Freund et al. [9] and measured
UCCA from high-resolution brain images also covering the
upper cervical cord, which enabled us to simultaneously
perform voxel-based morphometry (VBM) across the brain
in two large cohorts of HCs.

Methods

We analyzed two cohorts of HCs. As images were acquired
at different scanners, absolute values of brain-related param-
eters cannot be compared between cohorts. Hence, we first
analyzed cohort 1 and replicated our findings in cohort 2.

Subjects

We studied two cohorts of normal subjects that had served
as HCs in several imaging studies including two with pooled
data, namely 1 on cohort 1 [10] and another on cohort 2
[11]. The studies were approved by the respective ethics
committee and performed in accord with the Declaration of
Helsinki. Demographic, body-related, and brain-related pa-
rameters of both cohorts are given in Table 1.

@ Springer

Magnetic resonance imaging

All brain images of cohort 1 were acquired on the same scanner
(Magnetom Symphony, Siemens, Erlangen, Germany; field
strength, 1.5 T; sequence, T1-weighted magnetization prepared
rapid gradient echo (MPRAGE); TR, 11.1 ms; TE, 4.3 ms;
slices, 160; voxel size, 1.0x1.0x1.0 mm3). All brain images of
cohort 2 were acquired on the same scanner (Magnetom Vision,
Siemens, Erlangen, Germany; field strength, 1.5 T; sequence,
T1-weighted MPRAGE, TR, 11.6 ms; TE, 4.9 ms; voxel size,
1.5x1.5x 1.5 mm’).

Measurement of the upper cervical cord area

Measurement of UCCA at the level of the C2-3 vertebral disc
comprised three steps (Fig. 1). First, the original images were
manually rotated by the use of commercially available soft-
ware (Amira 5.3.3, Visage Imaging, Inc.) resulting in a per-
pendicular orientation of the cervical cord around the level of
C2-3. Second, images were segmented without a priori prob-
ability maps into the two classes of brain parenchyma (GM
and WM) as well as cerebrospinal fluid (CSF) by the use of
FSL software (www.fmrib.ox.ac.uk/fsl/). This procedure
(“hard segmentation”) resulted in binary maps (brain paren-
chyma, 1; CSF, 0). UCCA could now be determined easily
from axial slices of these binary maps by counting contiguous
voxels of UCCA and considering the voxel size.

For cohort 2, we modified measurement of UCCA. Because,
in the images available, contrast and definition decreased along
a craniocaudal gradient starting at about the level of C2-3, we
determined UCCA 10.5 mm, i.e., seven slices, above the C2—3
level. Although a previous study demonstrated that the volu-
metric measurement at the higher level of the medulla
oblongata can also predict spinal cord involvement of MS
[12], we considered whether this change in methods may have
caused a bias in our measurements. From an anatomical view,
this seems unlikely as only very thin nerve roots leave the spinal
cord there, so that UCCA can be assumed almost constant. Yet,
we confirmed our assumption by further analyses. We chose 50
HCs from cohort 1 and 50 HCs from cohort 2, whose images
showed sufficient contrast and definition to measure UCCA
down to the level of C2-3. Besides this level, UCCA was
measured at three further levels above C2-3. Accounting for
the different slice thickness of both sequences, we chose the
following levels: +5, +10, and +15 mm corresponding to 5, 10,
and 15 axial slices (cohort 1; slice thickness, 1.0 mm), and +6, +
10.5, and +15 mm corresponding to 4, 7, and 10 axial slices
(cohort 2; slice thickness, 1.5 mm). In both cohorts, we ob-
served neither a significant difference of UCCA between the
levels C2-3 and C2-3 +15 mm (paired ¢ tests, P>0.2 for both
comparisons) nor a systematic shift. To test the latter, 5 values
of intra-individual correlation coefficients (independent vari-
able, 4 levels labeled 0, 1, 2, and 3; dependent variable,
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Table 1 Demographic, body-
related, and brain-related pa-

Cohort 1

Cohort 2

rameters of the study cohorts
Number of healthy controls

Age in years (range)

Sex (male/female)

133
54.0+11.6 (29-80)
60/73

285
33.8+11.6 (18-65)
151/134

Body height in cm 170£10.0 n.d.

Total intracranial volume in ml 1605+173 1630+184
Volume of cerebral gray matter in ml 645+80 704+79
Volume of cerebral white matter in ml 514+69 511+63
Volume of cerebrospinal fluid in ml 4464132 415+105

Mean values =+ standard devia-
tions are given

Upper cervical cord area in mm? (range)

84.849.1 (60-114) 91.3+10.6 (72-111)

UCCA values) were subjected to a one-sample  test (P>0.2 for
both comparisons). However, we were unable to measure
UCCA in 2 of the 287 subjects of cohort 2 because of poor
image quality. These images were excluded from analysis.

Image preprocessing for voxel-wise analysis and measurement
of global volumes

We used SPMS software (http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm) and
its VBMS toolbox (http://dbm.neuro.uni-jena.de/vbmg). Brain
images were normalized and segmented into the tissue classes
of GM, WM, and CSF by VBMS. This tool provides a sophis-
ticated preprocessing pipeline [13] including high-dimensional
warping also called “DARTEL” [14]. The resulting GM and
WM images were modulated to account for volume changes
resulting from the normalization process [13]. After each pre-
processing step, images were thoroughly inspected to monitor
quality. Finally, GM and WM images were smoothed with a

Fig. 1 Measurement of the a
upper cervical cord area. The
upper cervical cord area was
determined after perpendicular
orientation around the level of
C2-3 (a: white line, sagittal
view; b: axial view).
Segmentation into the two
classes of brain parenchyma
(gray plus white matter) and
cerebrospinal fluid results in
binary maps (c: axial view).
The binary maps of brain
parenchyma were used to
measure the upper cervical cord
area (d: axial view, upper
cervical cord area in red)

Gaussian kernel of 8 mm full width at half maximum (default
option of SPM8 and VBMB). TIV was estimated by the sum of
global volumes of GM, WM, and CSF. In SPM, these values
are derived from the first segmentation step by summing up the
respective tissue probability maps, which are in the original
(“native”) space. Yet, VBMS8 generated implausible TIV
values. While we observed the known difference between
men and women [15], we also found an implausible strong
negative correlation with age. We assume that the former effect
is due to the brain extraction strategy of VBMS. In conse-
quence, external CSF spaces seem to be incompletely covered
and, hence, TIV values biased by brain size. Accounting for this
problem, we used the precursor version of VBMS8, VBMS.
Here, the normalization procedure also accounts for
extracerebral structures; accordingly, we have not observed
an implausible correlation of TIV with age while we still
found the known difference between men and women to the
same degree [15].

O
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Simple and partial correlation analyses of demographic,
body-related, and brain-related parameters with the upper
cervical cord area

With regard to the influence on UCCA, we analyzed the
demographic parameters of age and sex, the body-related pa-
rameters of self-reported body height and TIV as well as the
brain-related parameters of GM volume, WM volume, and
brain volume (GM plus WM). TIV can be regarded both
brain-related, since it correlates with brain size [16], and
body-related, since it reflects head size, which can be estimated
more simply by head circumference [17]. To justify our corre-
lation analyses, some relationships among the variables under
investigation are to be considered. With increasing age, body
height [18] and brain volume decrease [16]. Moreover, there is
a complex relationship among body height, sex, and TIV. On
average, men are larger than women and have larger TIVs [15].
Body height correlates with TIV, although this has rarely been
observed after control for sex-related effects [19]. In this re-
spect, each of the three variables has two counterparts. With
regard to brain-related variables, two pairs of variables sum up
to another variable (GM+WM=Brain, Brain+CSF=TIV). In
this respect, CSF and brain as well as GM and WM can be
interpreted as pairs of counterparts as well. To preserve statis-
tical power, we decided not to create a single linear regression

model with UCCA as dependent variable and all parameters
described above as independent variables but to perform simple
and partial correlation analyses in a hypothesis-driven and
stepwise manner resulting in the correlation matrix shown in
Fig. 2. As age interferes not only with some of the variables
under investigation [16] but also with UCCA [6], age was
included in all partial correlation analyses. Given the hierarchi-
cal nature of the analyses described in this section, we did not
correct for multiple statistical tests.

Voxel-wise correlation analyses of the upper cervical cord
area across cerebral gray and white matter

We also performed two voxel-wise correlation analyses of
UCCA, one across cerebral GM and the other across cerebral
WM, in order to clarify, whether correlations of UCCA with each
of these tissue compartments vary across brain regions.
Smoothed normalized GM and WM images were analyzed by
two multiple linear regression models as implemented in SPMS.
In these models, voxel values constitute the dependent variable.
Of the independent variables, only the variable of interest (i.e.,
UCCA) was weighted so that the correlation under investigation
was corrected for variance explained by the remaining indepen-
dent variables. Hence, the latter can be regarded as nuisance
variables. This way, we included age and sex, since both variables

Cohort 1 Brain-related variables | Body-related and demographic variables
Sex Height -Age
Variables Brain| CSF
None 0.16 0.19 0.25
Age 0.12 0.11 n/a
Age & 1 nuisance variable 0.07] 0.26] 0.27] 0.02] 0.06] 0.03] 0.03[ n/a
Nuisance variables GM WM _CSF Brain Sex Size TIV Height TIV _ Sex
Cohort 2 Brain-related variables | Body-related and demographic variables
TIV Sex Height -Age
Variables Brain| -CSF
GM
None 0.21 0.08 0.26 0.12 n/a 0.00
Age 0.25 0.09 0.26 0.12 n/a n/a
Age & 1 nuisance variable 0.01 0.07] 0.25] n/a | 0.06] nfla | nfa | nia | n/a
Nuisance variables GM__WM_CSF Brain Sex Size TIV Height TIV _ Sex
Scale Cohort 1 P values 0.10 0.05
Correlation coefficients 0.10 T0H2 014 0.17 0.20
Cohort 2 P values 0.10 0.05

Fig. 2 Correlation analyses of the upper cervical cord area with the
parameters under investigation. The correlation matrices of the simple
and partial correlation analyses of the upper cervical cord area with the
parameters under investigation are shown for both cohorts separately.
To gain mainly positive values, age values were multiplied by minus
one beforehand (“—Age”). The parameters under investigation are
indicated in the head line. The first line shows the Pearson's correlation
coefficients derived from the simple correlation analyses of the upper
cervical cord area with each of the variables. The second line shows the
partial correlation analyses of upper cervical cord area with each of the
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variables but corrected for age (one nuisance variable). The third line
shows the partial correlation analyses of the upper cervical cord area
with each of the variables but corrected for age and one counterpart
(two nuisance variables), which is indicated in the bottom line. As
indicated at the bottom, only significant correlations (P value<0.05)
are marked in gray. For better comparability of effect sizes, both
correlation matrices were scaled equally from light to dark gray
according to the correlation coefficients. Abbreviations: CSF; cerebro-
spinal fluid; GM, gray matter; n/a, not applicable; 77V total intracranial
volume; WM, white matter
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exert a substantial influence on cerebral GM and WM [15, 16]. In
addition, we included the global volumes (GM or WM, respec-
tively) to ensure that these analyses did not randomly reveal brain
areas through voxel-wise correlation with the global volume. In
other words, this approach implies that the results of our voxel-
wise analyses are corrected for the effects demonstrated by our
simple and partial correlation analyses of brain-related parameters
with UCCA.

We chose a height threshold (voxel level) of 0.05 family-
wise error corrected but no extent threshold (cluster level)
[20]. To compare the explaining power of the results of the
voxel-wise analyses with those of the correlations with
demographic, body-related, and brain-related parameters,
we also calculated maps indicating the correlation coeffi-
cients in a voxel-wise manner (Fig. 3).

Results

Simple and partial correlation analyses of the upper cervical
cord area with demographic, body-related, and brain-related
parameters

As shown in Fig. 2, we observed age-related decline of
UCCA in the older cohort (cohort 1). Simple linear regres-
sion indicated a decrease of 2 mm? per decade. Beyond this

Fig. 3 Correlation of the upper
cervical cord area with regional
white-matter content. Regions
of increasing white matter with
increasing upper cervical cord
area are shown for both cohorts.
Axial slices are projected onto
the SPM template and MNI
coordinates are indicated on the
left of each cell (upper and
middle row). Maximum
intensity projections are shown
on the left (lower row).
Correlation coefficients (R
values separately for each
cohort as indicated by the
number | and 2) and 7 values,
including the height threshold
(voxel level) of 0.05 family-
wise error corrected, are
indicated by the right colored
bar (lower row)

Cohort 1

Cohort 2

discrepancy, the results derived from both cohorts did not
differ in a meaningful way. Body height, sex, and TIV
correlated significantly with UCCA or showed a trend to-
wards correlation (p<0.1). However, only the correlation of
TIV with UCCA retained significance after correction for
the other variables (Fig. 2). Analyses of the two components
of TIV, brain and CSF, yielded a significant contribution of
only brain volume to UCCA. Both brain tissue compart-
ments (GM and WM) significantly correlated with UCCA
also after correction for age. WM significantly explained
variance of UCCA after correction for GM, whilst the
opposite was not observed (Fig. 2).

Voxel-wise correlation of the upper cervical cord area
with cerebral gray and white matter

In both cohorts, we did not identify any brain region, whose
GM content correlated with UCCA even after relaxing the
height threshold (voxel level) to 0.001 wuncorrected.
However in both cohorts, we found widespread correlation
of UCCA with WM content with a clear accentuation of the
cerebrospinal tracts. This effect increased along a

craniocaudal gradient and reached to the lowest level of
the brainstem included in our analysis. From the midbrain
level, the explaining power (R values) was in the range of
brain volume (Figs. 2 and 3).

T score R values
1| 2

P value

f G 1.0.4710.34

0.05 FWE | - 1 o0.40 0.29
corrected |

4 0.3410.23
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Discussion

Motivated by the aim to establish UCCA, as determined from
brain MRI, for quantification of spinal cord pathology in
neurological disorders such as MS, we investigated the influ-
ence of demographic, body-related, and brain-related param-
eters on UCCA in two cohorts of HCs. We will discuss the
results of the correlation analyses and voxel-wise analyses in
their context, propose a model on the determinants of UCCA,
acknowledge limitations of our study, and consider implica-
tions for studies on the spinal cord in health and disease.

It is intuitive to assume that the spinal cord atrophies with
age in analogy to the brain. Yet, respective data are
conflicting. Such an association was reported by some [0,
7] but not by all authors [2, 5].We found a negative corre-
lation of age with UCCA only in the older cohort,
suggesting that age-related decrease of UCCA comes into
play later in life. Although significant, this effect was still
small. Assuming the estimated decline of 2 mm? per decade
and the average UCCA of 85 mm? at the average age of
54 years, UCCA would decrease from 89 to 81 mm? from
age 34 to 74. Further assuming a circular shape of UCCA,
this would result in a decrease of the diameter from 18.9 to
18.0 mm, which is in the range of our voxel size and, hence,
near the detection limit. Insofar, the larger voxel size of the
MRI sequence applied in cohort 2 may also have impeded
demonstration of age-related effects on UCCA. Taken to-
gether, we believe that the effect of age on the spinal cord is
minor compared to that on the brain, that this effect can
primarily be detected when analyzing large older cohorts
with broad age ranges and that its detection may still be
technically problematic.

With regard to sex, body height, and TIV, we found a
trend towards correlation or significant correlation of all
three variables with UCCA. We could not disentangle the
effects of body height and sex but found both variables to
influence UCCA only indirectly via TIV as suggested by
others [8]. Further, analysis of differential contributions of
both compartments of TIV, brain and CSF, yielded a signif-
icant effect only of brain volume but not CSF volume.

Differentiating further between the influence of cerebral
GM volume and WM volume, we found that global WM
volume significantly explained variance of UCCA after
correction for global GM volume, whilst we did not observe
the opposite. Likewise, our VBM analyses across the whole
brain revealed additional explaining power for UCCA only
when analyzing WM. Of note, these VBM analyses
corrected for the global volume of the tissue compartment
under investigation so that results constitute information
additional to the simple and partial correlation analyses of
UCCA with global brain volumes. Before data analysis, we
considered it possible that UCCA correlates with the GM
contents of areas connecting to the spinal cord, such as the
pericentral regions, which is also supported by the fact that
motor cortex neuronal cell body size significantly correlates
with body height [21]. However, not a single brain region
displayed a correlation of its GM content with UCCA,
indicating that the latter is determined by brain size rather
than by the GM content of certain brain regions. In contrast,
we could clearly demonstrate an accentuation for the corre-
lation of UCCA with regional cerebral WM. This effect
appeared in cerebrospinal tracts and increased along a
craniocaudal gradient reaching to the lowest level of the
brainstem included in our analysis, namely the level of the

Upper cervical cord area

Proposed
determinants

Age-related
atrophy

Proposed
influence of
parameters
under
investigation

intracranial
volume

Body
height

=
Demographic
Parameters

Fig. 4 Proposed model on the determinants of the upper cervical cord
area. The chart illustrates the proposed model on the determinants of
the upper cervical cord area. The upper cervical cord area is mainly
determined by age-related atrophy, number and size of cerebrospinal
axons as well as their degree of myelination (gray boxes) as indicated
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by the gray arrows. The parameters under investigation in this study
(white boxes) influence the upper cervical cord area via these three
determinants to different degrees directly or indirectly as indicated by
the black arrows. For details see text
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foramen magnum, which is located about 5 cm above the
spinal cord level of C2-3. Of note, from the level of the
midbrain, this additional regional effect was in the range of
that of brain volume.

These surprising findings let us to speculate about their
histological substrate and to propose a model thereof. Taking a
simplistic view on the brain by neglecting glial cells and
accounting only for neurons, global GM volume should re-
flect the number of neurons and size of neuronal somata,
whereas global WM volume should reflect the number of
neurons as well as the size of axons and their degree of
myelination. In particular, the latter assumption is reasonable
as studies on the human developing brain demonstrated that
the degree of myelination determines the hyperintense signal
of Tl-weighted MRI sequences within cerebral WM [22].
Assuming further, that larger brains are connected to the
periphery via more or larger cerebrospinal axons, our results
become plausible and suggest that UCCA is determined by the
number of axons passing through, as reflected by the correla-
tion with global GM and WM volume, and, in addition, by the
size of cerebrospinal axons and their degree of myelination, as
reflected by the additional explaining power of cerebral WM
volume (after correction for cerebral GM volume) on the one
hand and by our VBM analyses on the other hand. Based on
our interpretation, we propose a model on the determinants of
UCCA. This model is illustrated by the chart in Fig. 4.
Accordingly, UCCA is determined by age-related atrophy,
number, and size of cerebrospinal axons as well as their degree
of myelination. Sex and body height indirectly correlate with
UCCA via TIV, which, in turn, correlates with UCCA indi-
rectly via brain volume.

We acknowledge limitations of our study. Our conclusion
on UCCA may not apply to the whole spinal cord [23].
Further, we could not consider the length of the spinal cord,
both cohorts differed with regard to age, and body height
was only available in one cohort.

As a methodological consequence of our findings for
studies on the spinal cord, we suggest correcting for age
particularly in older populations of a broad age range and to
correct for only one further global parameter in the follow-
ing order of priority: cerebral WM volume, brain volume,
TIV, and sex. Besides availability however, potential inter-
ference of the disorder under investigation with these pa-
rameters must be carefully considered. For example, MS
pathology affects both the brain and spinal cord so that the
correction strategy must depend on the specific question
under examination. In addition, neurological diseases may
not only go along with brain atrophy but even with a
decrease in TIV [24, 25]. Finally, the high degree of intra-
individual correlation across different spinal cord levels [1,
2] may be diminished by neurological diseases necessitating
cautious interpretation of findings based on measurements
of the UCCA at the level of C2/3.

Conclusions

We demonstrated that brain volume and WM content of
cerebrospinal tracts correlate with UCCA. We speculate that,
beyond the number of axons passing through the spinal cord,
the size of axons and their degree of myelination considerably
contributes to the size of UCCA. We believe that our findings
are valuable for the interpretation of study results on the spinal
cord in health and disease as well as for the evaluation of
spinal cord pathology in individual patients.
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