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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Die limbische Enzephalitis (LE) ist eine Autoimmunerkrankung des zentralen Nervensys-
tems, die klinisch durch ein subakut auftretendes limbisches Syndrom bestehend aus der
Trias Stérung des Episodischen Gedachtnisses, epileptische Anfalle temporaler Semiolo-
gie sowie Affektstorungen charakterisiert ist (Bien und Elger, 2007; Dalmau und Graus,
2018; Dubey et al., 2018; Graus et al., 2016, 2010). Zwar tritt die LE gelegentlich im pa-
raneoplastischen Kontext unter Nachweis intrazellularer, onkoneuraler Antikorper auf
(Dalmau und Rosenfeld, 2008; Graus et al., 2001; Gultekin et al., 2000; Hoffmann et al.,
2008; Pittock et al., 2005), im Zentrum dieser Arbeit steht jedoch die nicht-paraneoplasti-
sche LE. Zu den am haufigsten assoziierten Autoantikdrpern zahlen Antikdrper gegen das
intrazellulare Antigen Glutamat-Decarboxylase 65 (GAD65) (Malter et al., 2010), sowie
Autoantikorper gegen die extrazellularen Antigene Leucine-rich glioma-inactivated 1
(LGI1) und contactin-associated protein-like 2 (CASPR2), die beide Bestandteile des
Komplexes spannungsanhangiger Kaliumkanale sind und vormals als solche zusammen-
gefasst wurden (Binks et al., 2017; Irani et al., 2010; Lai et al., 2010; van Sonderen et al.,
2017). Obgleich die Symptomtrias des limbischen Syndroms klinisch den gemeinsamen
Nenner unabhangig von der Autoantikdrperdiagnostik bildet, lassen sich dennoch deutli-
che Unterschiede hinsichtlich der Auspragung einzelner Symptome in Abhangigkeit vom
zugrundeliegenden Autoantikorper feststellen. So ist beispielsweise das Auftreten fazio-
brachialer dystoner Anfalle pathognomonisch fur die LGl1-assoziierte LE (Irani et al.,
2013, 2011), wahrend das Spektrum der mdoglichen GAD65-assoziierten neurologischen
Syndrome, unter anderem mit cerebellarer Ataxie und Stiff-Person-Syndrom, oftmals die
Abgrenzung zur LE erschwert (Arifio et al., 2014; Dade et al., 2021; Honnorat et al., 2001;
Pittock et al., 2006; Saiz et al., 2008). Bedenkt man zudem, dass Autoantikdrper oftmals
nicht verlasslich nachweisbar sind und auf3erdem auch bisher nicht beschriebene Auto-
antikorper ursachlich fur das klinische Bild einer LE seien kdnnen (Dalmau und Vincent,
2017), kommt der Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie (MRT) eine bedeu-
tende Rolle in Diagnostik und Nachsorge zu. Auch hier gilt eine vergrof3erte und signal-
gesteigerte Amygdala als gemeinsamer Nenner, daruber hinaus finden sich jedoch je

nach zugrundeliegendem Autoantikorper weitere charakteristische Muster in der



strukturellen Bildgebung (Baumgartner et al., 2013; Ernst et al., 2019; Heine et al., 2015;
Kotsenas et al., 2014; Plantone et al., 2013; Urbach et al., 2015; Wagner et al., 2015b,
2015a, 2013). Hieraus ist hervorzuheben, dass zuerst Wagner et al. (2016) weitgehende
mikrostrukturelle Veranderungen der weilen Substanz bei GAD65-assoziierter LE mittels

Diffusionstensorbildgebung (Diffusion Tensor Imaging, DTI) beschrieben.

Die DTl ist eine Bildgebungsmethode, bei der durch MRT die Diffusion freier Protonen
gemessen wird. Nach anschlielender Modellierung des Diffusionssignals sind so Ruck-
schllUsse auf die mikrostrukturelle Integritat der weilden Substanz des Gehirns in vivo mog-
lich. In der von Basser et al. (1994) vorgeschlagenen klassischen DTI wird das Diffusions-
signal in jedem dreidimensionalen Bildpunkt (Voxel) als reelle, symmetrische 3 x 3-Ten-
sormatrix modelliert. Die Diagonalelemente der Tensormatrix beschreiben die Diffusion
entlang der Achsen eines beliebigen Orthogonalsystems, wahrend paarweise Korrelatio-
nen zufalliger Bewegungen zwischen den Hauptachsen die Eintrage jenseits der Diago-
nalen definieren. Definitionsgemal ergibt die Diagonalisierung der Tensormatrix drei or-
thogonale Eigenvektoren mit zugehorigen Eigenwerten. Diese sind absteigend geordnet,
womit das Modell wohldefiniert ist. Die Eigenwerte quantifizieren die Diffusion entlang der
durch die zugehdrigen Eigenvektoren beschriebenen Achsen, somit zeigt der erste Eigen-
vektor in Richtung der starksten Diffusion. Eigenwerte und Eigenvektoren lassen sich als
Ellipsoid visualisieren (siehe Abb. 1A), dessen geometrische Eigenschaften (fraktionelle
Anisotropie, mittlere, axiale und radiale Diffusivitat) als Malde fur den Status der weil3en
Substanz gewertet werden. Dem liegt die Annahme zugrunde, dass die gemessene Dif-
fusion entlang intakter mikroanatomischer Faserbindel, also entlang gesunder Axone, am
starksten ausgepragt ist (Hagmann et al., 2006). Nachteil dieser Methode ist es, dass so
lediglich ein skalarer Wert je Voxel verfugbar ist. In der Kenntnis, dass etwa 90 % aller
Voxel weilRer Substanz mehr als eine Faserpopulation hoherer Komplexitat (wie kreu-
zende, ,fachernde” oder ,kissende” Fasern) enthalten (Jeurissen et al., 2013), scheint
dieses Modell nicht mehr tragfahig und gerat zunehmend in Kritik (DellAcqua und Tour-
nier, 2018; Farquharson et al., 2013; Wheeler-Kingshott und Cercignani, 2009). Um dieser

Entwicklung Rechnung zu tragen, haben wir uns zunachst fur die neuere Fixel-basierte
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Abb. 1: Ubersicht iiber die DTI-basierten Analysen, die in dieser Arbeit Anwendung
finden. In den hellroten Kasten sind die zugehorigen Metriken aufgefuhrt, in den dunkel-
roten Kasten die entsprechende Publikation zur LE. A) Metriken der konventionellen Dif-
fusionstensor-Analyse beruhen auf den geometrischen Eigenschaften des Tensorellip-
soids, es ergibt sich je ein Wert fur jedes Voxel. B) In der Fixel-basierten Analyse werden
anhand der Faserverteilungsfunktion mehrere diskrete Faserpopulationen (Fixel) pro Vo-
xel unterschieden und mit zugehorigen Metriken versehen. C) Der graphentheoretischen
Analyse von Hirnnetzwerken liegen Graphen zugrunde, deren Knoten aus der automati-
sierten Segmentierung von T1-gewichteten MRT-Bildern bestehen und deren Kanten an-
hand der DTI-basierten Faserrekonstruktion berechnet werden. Eigene Darstellung, Teile
aus der Originalpublikation in Neuroimage:Clinical sowie aus Dell’Acqua und Tournier
(2018) entnommen.

Analyse entschieden (siehe Abb. 1B). Bei dieser ebenfalls DTl-basierten Methode werden
Metriken nicht auf Voxel-Ebene bestimmt, sondern aus der geschatzten Faserorientie-
rungsverteilung fur jedes Voxel der weil3en Substanz auf Fixel-Ebene abgeleitet (Raffelt
et al., 2017, 2015). Unter einem Fixel versteht man dabei eine von potenziell mehreren
diskreten Faserpopulationen je Voxel. Genauer werden zwei Metriken fur jedes Fixel kom-
biniert: Der Faserquerschnitt (fiber cross-section, FC) beschreibt die makroskopischen
Durchmesser eines Fasertraktes, wahrend die Faserdichte (fiber density, FD) ein Mal3 fur



die mikrostrukturelle Integritat darstellt. Durch das Zusammenfuhren von Informationen
beider Skalen ergibt sich so ein weitaus detailreicheres Bild moglicher Veranderungen der
weillen Substanz, was zunachst an Menschen mit Hippocampussklerose gezeigt wurde
(Raffelt et al., 2017; Vaughan et al., 2017), nach Veroffentlichung unserer Studie Uber LE
aber mittlerweile in mehr als 75 Publikationen Uber zahlreiche weitere Pathologien des

zentralen Nervensystems bestatigt wurde (Dhollander et al., 2021).

Als treibender Fortschritt im Bereich der Neurobildgebung darf aktuell zweifelsohne die
graphentheoretische Analyse von Hirnnetzwerken (im Englischen connectomics) gelten
(Bassett und Bullmore, 2009; Bullmore und Sporns, 2009; Bullmore und Bassett, 2011;
Fornito und Bullmore, 2015; Griffa et al., 2013; Park und Friston, 2013; Sporns et al.,
2005). Dabei wird im Allgemeinen eine Auswahl an kortikalen Arealen sowie subkortikalen
Strukturen als Knotenmenge eines Graphen aufgefasst. Diese Auswahl kann entweder
Atlas-basiert (Desikan et al., 2006; Fischl et al., 2004; Tzourio-Mazoyer et al., 2002) oder
datengetrieben (Wang et al., 2009; Wig et al., 2014; Yeo et al., 2011) erfolgen. Zur Defi-
nition der zugehdrigen Kanten sind zahlreiche Paradigmen unter Nutzung von DTI (Jones
et al., 2013; Smith et al., 2015), funktioneller Bildgebung (Biswal et al., 1997; Chen et al.,
2015; Friston, 2011; van den Heuvel et al., 2008; van den Heuvel und Hulshoff Pol, 2010;
Smitha et al., 2017; Zalesky et al., 2012) oder rein anhand strukturellen Bilddaten (Ale-
xander-Bloch et al., 2013; Evans, 2013; He et al., 2007; Seidlitz et al., 2018) praktikabel.
Ein haufig angewandter und gut untersuchter DTI-basierter Ansatz besteht darin, die An-
zahl an Verbindungen der auf Ganzhirn-Ebene rekonstruierten Fasertrakte zur Modellie-
rung der Kantenstarken heranzuziehen (Hagmann et al., 2008, 2007). Insbesondere sind
hierfur neben strukturellen MRT-Daten lediglich konventionelle DTI-Daten erforderlich,
wie auch fur die zuvor skizzierte Fixel-basierte Analyse, womit diese Herangehensweise
mit den uns retrospektiv vorliegenden Daten ohne Einschrankungen durchfuhrbar war
(siehe Abb. 1C). Die Vorteile der graphentheoretischen Analyse von Hirnnetzwerken lie-
gen darin begrundet, dass sich die funktionelle Relevanz struktureller Veranderungen be-
stimmter Hirnareale nicht erst durch Interpretation im Wissen um anatomisch-funktionelle
Zusammenhange ergibt, sondern die funktionelle Organisation des Hirnnetzwerkes selbst
Gegenstand der Untersuchung ist. Mittels netzwerktheoretischer Marker lasst sich bei-
spielsweise die Effizienz des Gesamtnetzwerkes (Netzwerkintegration), der Grad der

Spezialisierung von Subnetzwerken (Netzwerksegregation) oder die Bedeutung einzelner



Knoten und Kanten fur den Informationsaustausch quantifizieren (Bullmore und Sporns,
2009).

Fragestellung: Mittels aktuellster Methoden der Diffusionstensorbildgebung soll Gberpruft
werden, inwiefern sich bei LE Beteilungen der wei3en Substanz auf mikro- und makro-
struktureller Ebene jenseits der mesiotemporalen Strukturen identifizieren lassen. Weiter
sollen Veranderungen der Netzwerkstruktur unter Nutzung graphentheoretischer Marker
untersucht und mit klinischen Verlaufsparametern in Zusammenhang gebracht werden,
um so neue Einblicke in die Pathomechanismen, welche der LE zugrunde liegen, in einem

weiteren Kontext zu erhalten.

1.2 Material und Methoden

In diese Arbeit wurden retrospektiv Menschen mit LE eingeschlossen, die zwischen April
2008 und November 2016 an der Klinik und Poliklinik fur Epileptologie des Universitats-
klinikkums Bonn behandelt wurden. Die erforderlichen DTI-Daten waren bereits im Rah-
men der Studie von Wagner et al. (2016) erhoben worden. Die Diagnose einer LE wurde
anhand der Kriterien nach Graus et al. (2016) sowie der darauf basierenden Leitlinie der
Deutschen Gesellschaft fur Neurologie gestellt, zudem war ein positiver Antikdrpernach-
weis notwendiges Einschlusskriterium. Insgesamt wurden 19 Menschen mit GADG5-
assoziierter (mittleres Alter 35,9 Jahre, 11 weiblich), 4 Menschen mit LGl1-assoziierter,
(mittleres Alter 63,3 Jahre, 2 weiblich) und 5 Menschen mit CASPR2-assoziierter LE (mitt-
leres Alter 57,4 Jahre, keine weiblich) in die Studie eingeschlossen. Fur die graphenthe-
oretische Analyse mussten zwei Falle von GAD65-assoziierter LE wieder ausgeschlossen
werden, da die notwendige kortikale Segmentierung nicht den Qualitatsanforderungen
entsprach. Daneben wurden als Kontrollgruppe 20 Menschen mit Temporallappenepilep-
sie und histologisch gesicherter Hippocampussklerose (mittleres Alter 38,8 Jahre, 11
weiblich) sowie gesunde Kontrollpersonen aus der Datenbank des Life&Brain-Instituts
eingeschlossen. Weitere Details sind jeweils in Tabelle 1 der Originalpublikationen in Neu-
roimage:Clinical (Abschnitt 2.1) und Epilepsia (Abschnitt 2.3) nachzulesen. Alle Untersu-

chungen wurden auf Grundlage der revidierten Deklaration von Helsinki des
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Weltarztebundes (1983), eines vorliegenden Ethikvotums der Ethikkommission der Medi-

zinischen Fakultat Bonn und den geltenden gesetzlichen Bestimmungen durchgefuhrt.

Antikorpertestungen aus Serum und Liquor erfolgten an der Klinik fur Neuropathologie
des Universitatsklinikums Bonn oder wurde von dort an unten benannte Labore versandt.
Ab 2014 erfolgte das Screening auf onkoneuronale Antikorper mittels semiquantitativer
Immunoblots (EUROLINE PNS 12, Euroimmun, DL 1111-1601-7 G), welche mit rekombi-
nantem Antigen oder Antigenfragmenten beschichtet waren. Serum wurde 1:100 ver-
dunnt, Liquor 1:1. Daruber hinaus wurden mittels Immunzytochemie mit HEK293-Zellen
(Human Embryonic Kidney 293) mit Expression von Antigenen auf der Zelloberflache
NMDAR-, CASPR2-, LGI1-, GABAA-, GABAB-, AMPAR- und GADG65-Autoantikdrper
nachgewiesen, Serum 1:10 verdunnt, Liquor 1:1 (IIFT: Autoimmun-Enzephalitis-Mosaik1,
Euroimmun, FA 1120-1005-1; GADG5-IIFT, Euroimmun, FA 1022-1005-50). Vor 2014 er-
folgte der Nachweis von GAD-Antikorpern im Serum mit einem Anti-125 |-GAD-
Radioimmunoprazipitationstest (Normwert <1 U/ml; Weatherall Institute, Oxford, UK, oder
Euroimmun, Libeck, Deutschland). VGKC-Komplex-Antikorper wurden mittels Radioim-
munprazipitationstest nachgewiesen (Normwerte < 100 pM; Weatherall Institute oder Eu-
roimmun). Antikorper gegen LGI1 und CASPR2 wurden durch indirekte Immunfluores-
zenz mit formalinfixierten HEK293-Zellen nachgewiesen, die membrangebundenes LGI1
oder CASPR2 enthielten (Normwerte <1:10, Euroimmun).

Neuropsychologische Untersuchungen wurden berucksichtigt, wenn eine Testung in ei-
nem Abstand von hoéchstens 100 Tagen zum MRT-Scan erfolgt war. Als Testung fur das
Figuralgedachtnis wurde das revidierte Diagnosticum fiir Cerebralschédigung verwendet
(Helmstaedter et al., 1991), die Testung des Verbalgedachtnisses erfolgte mittels verba-
lem Lern- und Merkfahigkeitstest (Helmstaedter und Durwen, 1990). Die Gedachtnisleis-
tung wurde alterskorrigiert und relativ zu einem Normkollektiv aus 488 kognitiv unauffalli-

gen Personen betrachtet (Mittelwert 100, Standardabweichung 10).

Alle MRT-Daten wurden im Life&Brain-Institut in Bonn an einem 3-Tesla-Magnetreso-
nanztomographen (Magnetom Trio, Siemens Healthineers, Erlangen, Deutschland) erho-
ben. Aufgrund eines Scanner-Updates Anfang 2014 mussten zwei verschiedene
Messprotokolle verwendet werden. Die DTI-Daten wurden mittels einer Echoplanar-Ima-

ging (EPI) Sequenz aufgenommen. Die Messparameter vor dem Update waren:
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VoxelgroRe = 1,72 mm x 1,72 mm x 1,7 mm, Matrix = 128 x 128 Pixel, repetition time
(TR) =12 s, echo time (TE) = 100 ms, die Messung erfolgte mittels Achtkanal-Kopfspule.
Die Messparameter nach dem Update waren: Voxel-
grolRe = 1,72 mm x 1,72 mm x 1,7 mm, Matrix = 128 x 128 Pixel, TR =9 s, TE = 87 ms,
die Messung erfolgte mittels 32-Kanal-Kopfspule. Bei beiden Sequenzen war die Diffusi-
onswichtung isotrop in 60 Richtungen mit b = 1000 s-mm? verteilt, zu Beginn und nach
jeder Serie von zehn diffusionsgewichteten Bildern wurden sechs Bilder mit b = 0 aufge-
nommen. Strukturelle T1-gewichtete Bilddaten wurden mittels einer magnetization-pre-
pared rapid acquisition gradient echo (MPRAGE) Sequenz aufgenommen Die Messpara-
meter vor dem Update waren: VoxelgroRe =1 mm x 1 mm x 1 mm, Matrix = 256 x 256
Pixel, TR = 1,57 s, TE = 3,42 ms, flip angle = 15°, die Messung erfolgte mittels 32-Kanal-
Kopfspule. Die Messparameter nach dem Update waren: Voxel-
groRe = 0,8 mm x 0,8 mm x 0,8 mm, Matrix = 320 x 320 Pixel, TR =1,66s,
TE = 2,54 ms, flip angle = 9°, die Messung erfolgte mittels 32-Kanal-Kopfspule. Der an-
zunehmende Effekt durch das veranderte Messprotokoll wurde in den statistischen Mo-

dellen berucksichtigt.

Die Vorverarbeitung der DTI-Daten mit Hilfe der FMRIB Software Library (FSL), Version
5.0 (Jenkinson et al., 2012), umfasste das denoising (Veraart et al., 2016), eine Korrektur
fur Verzerrungen durch Bewegung und durch Wirbelstrome (motion and eddy current dis-
tortion correction) (Andersson et al., 2003; Andersson und Sotiropoulos, 2016) und des
N4 bias field (Tustison et al., 2011). Die Vorverarbeitung, Oberflachenrekonstruktion und
volumetrische Segmentierung der strukturellen T1-gewichteten Daten erfolgte mit der
Software FreeSurfer, Version 6.0 (Fischl, 2012). Alle Registrierungen, Segmentierungen
und Oberflachenrekonstruktionen wurden einer visuellen Qualitatskontrolle unterzogen.
Da aktuell diskutiert wird, inwiefern LE eine primar lateralisierte Pathologie ist (Ernst et
al., 2019; Navarro et al., 2016), definierten wir entweder die linke, die rechte oder beide
Hemispharen als primar betroffene Hemispharen. Dazu verwendeten wir ein zweistufiges
Schema in Anlehnung an Ernst et al. (2019): Sofern iktale oder interiktale elektroenze-
phalographische Ableitungen aus dem selben Krankenhausaufenthalt wie die MRT-Daten
vorhanden waren, entsprach die Lateralisierung den elektroenzephalographischen Auf-

falligkeiten. Falls diese nicht verfugbar oder unauffallig waren, nutzten wir das rechts/links-
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Verhéltnis 2 - (VR = VL) - (Vr + VL)' des Amygdalavolumens (V). War dies im unteren
Quartil des Kontrollkollektivs, betrachteten wir die linke Hemisphare als primar betroffen.
War dies im oberen Quartil des Kontrollkollektivs, betrachteten wir die rechte Hemisphare
als primar betroffen. Dazwischen sahen wir beide Hemispharen als primar betroffen an.
Sofern wir nur die rechte Hemisphare als primar betroffen ansahen, spiegelten wir die
MRT-Daten entlang der links-rechts-Achse. Nach dieser Reorientierung finden sich damit
auf der linken Bildseite lediglich primar betroffene Hemispharen, wahrend auf der rechten
Bildseite sowohl primar mitbetroffene wie auch mutmaflich unbetroffene Hemispharen zu

finden sind, weshalb wir hierfir die Bezeichnung kontralateral verwenden.

Die Fixel-basierte Analyse wurde anhand der vorverarbeiteten DTI-Daten mit der Toolbox
MRtrix3 durchgefuhrt (Raffelt et al., 2017; Tournier et al., 2019). Zunachst fuhrten wir auf
Gruppenebene eine Normalisierung der Intensitaten auf das mediane Signal der weil3en
Substanz bei b =0 durch. Wir passten die VoxelgroRe auf 1,3 mm x 1,3 mm x 1,3 mm
an, um die anschlieenden Verarbeitungsschritte zu optimieren. Anhand der auf Grup-
penebene bestimmten durchschnittlichen Antwortfunktion der weillen Substanz (Tournier
et al., 2013) fuhrten wir eine constrained spherical deconvolution (Jeurissen et al., 2014)
durch, um die Faserverteilungsfunktion (fiber orientation distribution, FOD) in jedem Voxel
zu schatzen. Aus einer Untergruppe von 45 reprasentativen Bildern erstellten wir ein FOD-
Gruppentemplate, auf das alle FOD-Bilder registriert wurden. Die probabilistischen FOD-
Bilder wurden in diskrete Faserverteilungsrichtungen (Fixel) segmentiert (Smith et al.,
2013), fur die die Metriken Faserdichte (fiber density, FD) (Raffelt et al., 2012) und Faser-
durchmesser (fiber cross-section, FC) (Raffelt et al., 2017) sowie daraus abgeleitet
FDC = FD - FC und In(FC) berechnet wurden. Ziel des Logarithmierens war es, eine um
Null zentrierte Normalverteilung der Daten zu erreichen. Abb. 1B zeigt eine Skizze zur
Verdeutlichung der Bedeutung der vorgenannten Metriken. Wir fuhrten eine probabilisti-
sche Traktographie des gesamten Gehirns basierend auf dem FOD-Gruppentemplate
durch und wahlten 20 - 108 rekonstruierte Fasern mit einer Léange zwischen 10 und
250 mm und einem maximalen Winkel von 22,5° aus. Um madgliche Verzerrungen in der
Traktographie zu korrigieren, fuhrten wir das spherical deconvolution informed filtering
durch (Smith et al., 2013) und reduzierten die Anzahl der Fasern auf 2 - 10°. Eine graphi-
sche Zusammenfassung der Bildverarbeitungsschritte findet sich in Abb. 1 der Original-

publikation in Neuroimage:Clinical (Abschnitt 2.1). Der statistische Vergleich aller
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Gruppen auf Ganzhirnebene erfolgte mittels connectivity-based fixel enhancement (Raf-
felt et al., 2015) und nicht-parametrischer Permutationstestung (5000 Permutationen) zur
Korrektur der family-wise error rate (FWER). Anschliel3end extrahierten und mittelten wir
die Fixel-Werte signifikanter Bereiche der Ganzhirnanalyse. Die Testung auf Gruppenun-
terschiede Uber alle Gruppen erfolgte mittels einfacher Varianzanalyse (analysis of vari-
ance, ANOVA), die post-hoc Testung auf paarweise Gruppenunterschiede erfolgte mittels
Tukey-Kramer Tests. Als Mal} fur die Starke des Zusammenhangs von Fixel-Werten mit
klinischen Verlaufsmarkern verwendeten wir den Pearson-Korrelationskoeffizient sowie
daruber hinaus lineare Regressionsmodelle. Zur Korrektur der false discovery rate (FDR)

bei multiplem Testen verwendeten wir die Holm-Bonferroni-Methode.

Die Erstellung der Netzwerkgraphen basierend auf den vorverarbeiteten DTI- und T1-ge-
wichteten Daten erfolgte ebenfalls mit der Toolbox MRIrix3 (Tournier et al., 2019). Als
Knotenmenge verwendeten wir alle 84 kortikalen und subkortikalen Areale des Desikan-
Killiany Atlas aus der FreeSurfer-Segmentierung (Desikan et al., 2006). Anhand der DTI-
Daten bestimmten wir fur jeden Probanden eine durchschnittliche Antwortfunktion der wei-
Ren Substanz (Tournier et al., 2013) und schatzten die Faserverteilungsfunktion (fiber
orientation distribution, FOD) in jedem Voxel mittels constrained spherical deconvolution
(Jeurissen et al., 2014). Anders als bei der Fixel-basierten Analyse, wie im vorherigen
Absatz beschrieben, ist fur den netzwerkbasierten Ansatz keine Normalisierung auf ein
Gruppentemplate erforderlich. Anhand der FOD-Daten rekonstruierten wir mittels proba-
bilistischer Traktographie 10 - 108 Fasern mit einer Lange zwischen 10 und 250 mm und
einem maximalen Winkel von 22,5°. Um etwaige Verzerrungen in der Traktographie zu
korrigieren, fuhrten wir auch hier das spherical deconvolution informed filtering durch
(Smith et al., 2013) und reduzierten die Anzahl der Fasern auf 5 - 108. Die Kantenstarken
wurden anhand der Anzahl rekonstruierter Fasern zwischen den Knoten bestimmt (Smith
et al., 2015). Die symmetrischen, gewichteten Netzwerkmatrizen wurden schlief3lich auf
das Intervall [0,1] skaliert und mit Hilfe der Brain Connectivity Toolbox graphentheoretisch
untersucht (Rubinov und Sporns, 2010). Als Mal3 fur die Effizienz des Netzwerkes in einer
Umgebung einzelner Knoten berechneten wir den clustering coefficient (Onnela et al.,
2005), die mittlere Pfadlange (charakteristische Pfadlange) zwischen allen Knotenpaaren
diente als MaR fur die globale Effizienz des Netzwerkes (Rubinov und Sporns, 2010). Da

die Voraussetzungen der einfachen ANOVA nicht in allen Subgruppen gegeben war,
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verglichen wir die Netzwerkmarker lediglich zwischen den Gruppen mit GADG5-
assoziierter LE, Hippocampussklerose und der Kontroligruppe mittels einfacher ANOVA
und paarweisen Tukey-Kramer post-hoc Tests. Zusatzlich erfolgte der Vergleich tber alle
Gruppen mittels nicht-parametrischem Kruskal-Wallis-Test und paarweisen post-hoc
Dunn-Tests. Zur Korrektur der FDR bei multiplem Testen verwendeten wir die Benjamini-
Hochberg-Methode. Weiterhin verwendeten wir lineare Regressionsmodelle mit den un-
abhangigen Variablen charakteristische Pfadlange respektive clustering coefficient, Alter
bei Scan, Sequenz-Update, Autoantikdrper, um die abhangigen Variablen Amygdalavolu-
men der primar betroffenen Hemisphare und Gedachtnismarker zu erklaren. Der Ver-
gleich aller Kantenstarken auf Ganzhirn-Ebene erfolgte im Rahmen von network-based
statistics (Zalesky et al., 2010) mittels ungepaarter t-Tests und nicht-parametrischer Per-

mutationstestung (5000 Permutationen) zur Korrektur der FWER.

1.3 Ergebnisse

Im Vergleich der Gruppen mit LE waren Menschen mit GAD65-assoziierter LE junger bei
Erkrankungsbeginn und bei der MRT-Untersuchung als Menschen mit CASPR2- und
LGI1-assoziierter LE (jeweils Tukey-Kramer p < 0,001). Zudem lag in allen Serogruppen
das Alter bei Erkrankungsbeginn hoher und die Krankheitsdauer war kirzer als bei Men-
schen mit Hippocampussklerose (jeweils Tukey-Kramer p < 0,001). Hinsichtlich Verbal-
gedachtnisleistung (ANOVA F(5, 50) = 2,23, p = 0,065) und Figuralgedachtnisleistung
(ANOVA F(5, 50) = 0,74, p = 0,60) fanden wir keine Gruppenunterschiede.

Der Vergleich aller Fixel-Metriken FD, In(FC) und FDC auf Ganzhirn-Ebene zeigte keine
Gruppenunterschiede zwischen Menschen mit CASPR2-assoziierter LE und Kontrollper-
sonen sowie zwischen Menschen mit LGl1-assoziierter LE und Kontrollpersonen (jeweils
pmin > 0,05, FWER-korrigiert). Im Vergleich von Menschen mit GAD65-assoziierter LE zu
Kontrollpersonen fanden sich drei Regionen (siehe Abb. 2A) mit signifikant reduzierter
FDC: Erstens und zweitens im fasciculus longitudinalis superior um im Mittel -5,4% in der
primar betroffenen (tmax = 4,57, pmin = 0,036, FWER-korrigiert) wie auch um im Mittel -
5,0% in der kontralateralen Hemisphare (fmax = 5,25, pmin = 0,002, FWER-korrigiert),
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Abb. 2: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Fixel-basierten Analyse. A) Gruppenun-
terschiede auf Ganzhirnebene im Vergleich von Menschen mit GAD65-assoziierter LE mit
Kontrollpersonen: (1) fasciculus longitudinalis superior der kontralateralen Hemisphare,
(2) fasciculus longitudinalis superior der primar betroffenen Hemisphare, (3) Isthmus des
corpus callosum. B) Korrelation des FC-Quotienten links/rechts mit der Verbalgedachtnis-
leistung in der Gruppe mit GAD65-assoziierter LE. C) Varianzanalyse zum Vergleich der
FDC-Werte im fasciculus longitudinalis superior Uber alle Gruppen. D) Regressionsana-
lysen der extrahierten FDC-Werte mit dem Alter bei Erkrankungsbeginn und der Krank-
heitsdauer. */**/***: post-hoc Tukey-Kramer Test p < 0,05/p < 0,01/p < 0,001. pbH: Primar
betroffene Hemisphare. kH: Kontralaterale Hemisphare. Modifiziert nach der Originalpub-
likation in Neuroimage:Clinical.

drittens im Isthmus des corpus callosum (fmax = 4,88, pmin = 0,012, FWER-korrigiert). In
allen Regionen setzte sich die Reduktion von FDC aus einer Reduktion sowohl von FD
wie auch FC zusammen. In einem zweiten Schritt projizierten wir die dem fasciculus lon-
gitudinalis superior entsprechende Region auf beide Hemispharen (siehe Abb. 2C) und
fanden darin signifikante Gruppenunterschiede der FDC-Werte (ANOVA F(9, 152) = 6,57,
p < 0,001). Bei Menschen mit GAD65-assoziierter LE fanden wir niedrigere FDC-Werte
im Vergleich zu Kontrollpersonen sowohl in der primar betroffenen (Tukey-Kramer-Test
p < 0,001) wie auch in der kontralateralen Hemisphare (Tukey-Kramer-Test p = 0,029).
Bei Menschen mit CASPR2-assoziierter LE fanden wir reduzierte FDC-Werte in der
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primar betroffenen Hemisphare im Vergleich zu Kontrollpersonen (Tukey-Kramer-Test
p = 0,003), der kontralateralen Hemisphare bei Menschen mit LGl1-assoziierter LE (Tu-
key-Kramer-Test p = 0,015) und der kontralateralen Hemisphare bei Menschen mit Hip-
pocampussklerose (Tukey-Kramer-Test p = 0,042). Eine Korrelationsanalyse zwischen
den Fixel-Metriken FD, In(FC) und FDC innerhalb des fasciculus longitudinalis superior
und den Resultaten der neuropsychologischen Testungen zeigte eine signifikante Korre-
lation zwischen dem Quotienten der FC-Werte links/rechts sowie dem Verbalgedachtnis
(R=0,64, p=0,048, Holm-Bonferroni FDR-korrigiert) bei Menschen mit GAD65-
assoziierter LE (siehe Abb. 2B). Zudem untersuchten wir lineare Regressionsmodelle mit
Alter bei Krankheitsbeginn und Krankheitsdauer als unabhangigen Variablen (siehe Abb.
2D). Bei Menschen mit Hippocampussklerose konnten FDC-Werte im fasciculus longitu-
dinalis superior der betroffenen Hemisphare als abhangige Variable mittels eines solchen
Modells erklart werden (globaler F-Test F(2, 17) = 5,23, p = 0.017, R? = 0,38), dabei war
der Regressor Krankheitsdauer signifikant (-Test des Regressionskoeffizienten t = -3,22,
p = 0,004), der Regressor Alter bei Krankheitsbeginn hingegen war nicht signifikant (t-
Test des Regressionskoeffizienten t=-1,55, p=0,14). Bei Menschen mit GADG65-
assoziierter LE war das Regressionsmodell weder mit den FDC-Werten im fasciculus lon-
gitudinalis superior der primar betroffenen Hemisphare (globaler F-Test (2, 16) = 0,48,
p = 0,63), noch den gemittelten FDC-Werten Uber beide Hemispharen als abhangige Va-
riablen signifikant (globaler F-Test F(2, 16) = 0,82, p =0,45). Fur die Gruppen mit
CASPR2- und LGI1-assoziierter LE fuhrten wir die Regressionsanalyse aufgrund zu klei-

ner Gruppengrolde nicht durch.

Die Analyse der Hirnnetzwerke zeigte signifikante Gruppenunterschiede auf Ganzhirn-
Ebene zwischen Menschen mit GAD65-assoziierter LE, Hippocampussklerose und Kon-
trollpersonen hinsichtlich der charakteristischen Pfadlange als Mal} fur die Netzwerkin-
tegration (ANOVA F(4, 58) = 3,66, p = 0,010) sowie des clustering coefficient als Mal3 fur
die Netzwerksegregation (ANOVA F(4, 58) = 4,98, p = 0,002). Dies fand sich ebenso im
nicht-parametrischen Pendant Uber alle Gruppen (charakteristische Pfadlange: Kruskal-
Wallis-Test x%(4)=10,83, p=0,03, clustering coefficient. Kruskal-Wallis-Test
X?(4) = 15,78, p = 0,003) (siehe Abb. 3A und 3B). Paarweise durchgefiihrte post-hoc

Tests zeigten lediglich eine signifikant erhohte charakteristische Pfadlange sowie eine
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A) Netzwerkintegration B) Netzwerksegregation / Regressionsanalyse
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Abb. 3: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Netzwerkanalysen. A) Vergleich der cha-
rakteristischen Pfadlange als Marker fur die Netzwerkintegration Uber alle Serogruppen.
B) Vergleich des clustering coefficient als Mal} fur die Netzwerksegregation Uber alle
Gruppen, daneben Korrelationsanalyse mit dem Amygdalavolumen der primar betroffe-
nen Hemisphare und dem Verbalgedéchtnis. C) Ubersicht (iber die lokalen Netzwerkan-
derungen hinsichtlich Knoten- und Kantenzentralitat. **: post-hoc Tukey-Kramer-/Dunn-
Test 0,001< p < 0,01. Modifiziert nach der Originalpublikation in Epilepsia.

signifikant erniedrigten clustering coefficient im Vergleich zu Kontrollpersonen und Men-
schen mit Hippocampussklerose (jeweils Tukey-Kramer-Test und Dunn-Test p < 0,01).
Mittels linearer Regressionsmodelle (siehe Abb. 3B) fanden wir einen Zusammenhang
sowohl zwischen dem Amygdalavolumen in der primar betroffenen Hemisphare als ab-
hangigen Variable (globaler F-Test F(4, 21) = 3.09, p = 0,038, R? = 0,31) sowie dem Ver-
balgedachtnis als abhangigen Variable (globaler F-Test F(4,21)=4,39, p =0,010,
R? = 0,45) und jeweils dem Regressor clustering coefficient (t-Test des Regressionskoef-
fizienten jeweils p < 0,05). Lineare Regressionsmodelle mit dem Amygdalavolumen auf
der kontralateralen Hemisphare, dem uber beide Hemispharen gemittelte Amygdalavolu-
men und dem Figuralgedachtnis als abhangige Variablen waren nicht signifikant im glo-

balen F-Test (p > 0,05). Im Vergleich der Kantenstarken mittels network-based statistics
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fanden wir elf Verbindungen mit signifikant reduzierter Kantenstarke bei Menschen mit
GADG65-assoziierter LE im Vergleich zu Kontrollpersonen (p < 0,05 FWER-korrigiert)
(siehe Abb. 3C fiir eine Ubersicht, Details siehe Abb. 1C der Originalpublikation in Epi-
lepsia, Abschnitt 2.3). Bei Menschen mit Hippocampussklerose zeigte die interhemispha-
rische Verbindung zwischen den orbitofrontalen Gyri eine reduzierte Kantenstarke im Ver-
gleich zu Kontrollpersonen (p < 0,05 FWER-korrigiert). In allen anderen paarweisen Grup-
penvergleichen war das FWER-korrigierte p > 0,05 fur alle Kanten. Bei Betrachtung der
Knotenzentralitat fanden wir Gruppenunterschiede der Knotenstarken in 18 Knoten (je-
weils p < 0,05 Benjamini-Hochberg FDR-korrigiert) (siehe Abb. 3C fir eine Ubersicht,
Details siehe Abb. S4C im Supplementary Material der Originalpublikation in Epilepsia,
Abschnitt 2.4).

1.4 Diskussion

Die klinischen Merkmale der einzelnen LE-Serogruppen unserer Kohorte entsprechen
den Charakteristika, die zuvor in zahlreichen Studien beschrieben wurden (Bien et al.,
2007; Dalmau und Graus, 2018; Graus et al., 2016; Malter et al., 2010). Insbesondere war
der Anteil Frauen in der Gruppe der GAD65-assoziierten LE signifikant grof3er als in den
anderen Serogruppen (Graus et al., 2016). Menschen mit GAD65-assoziierter LE waren
zudem signifikant junger bei Krankheitsbeginn als Menschen mit LGI1- oder CASPR2-
assoziierter LE, dennoch lag der Erkrankungsbeginn aller von LE Betroffenen im Erwach-
senenalter, wahrend Menschen mit Hippocampussklerose bereits erste Symptome im
Kindesalter zeigten (Bien et al., 2007; Bien und Elger, 2007; Malter et al., 2010). Die Leis-
tung des Verbal- und Figuralgedachtnisses war, wie erwartet, in allen Gruppen einge-
schrankt (Elger et al., 2004; Finke et al., 2017; Frisch et al., 2013; Griffith et al., 2020;
Hermann et al., 2006; Witt und Helmstaedter, 2021).

Bei Menschen mit GAD65-assoziierter LE sind mittels konventioneller DTI weitreichende
Anderungen der weilen Substanz beobachtet worden (Wagner et al., 2016). Diese An-
derungen konnten wir erstens mit Hilfe der Fixel-basierten Analyse auf distinkte Faser-
trakte eingrenzen, und zweitens mittels eines netzwerkbasierten Ansatzes funktionell in-

terpretierbar kontextualisieren. Anderungen der Diffusivititsparameter im corpus



19

callosum, wie wir sie auch in der Fixel-basierten Analyse in der Gruppe mit GADG5-
assoziierter LE fanden, wurden bereits bei Temporallappenepilepsie beobachtet (Caligiuri
et al., 2016; Whelan et al., 2015). Gegenstand der Diskussion ist diesbezuglich insbeson-
dere die Frage, ob es sich hierbei um eine Folge von epileptischen Anfallen, ein Bestand-
teil der Pathologie oder eine genetische Komponente handelt (Vaughan et al., 2017).
Auch die FDC-Reduktion des fasciculus longitudinalis superior in der betroffenen Hemi-
sphare wurde bereits bei Menschen mit Temporallappenepilepsie beobachtet (Raffelt et
al., 2017; Smith et al., 2013; Vaughan et al., 2017), was unsere Daten nun erneut an
Menschen mit Hippocampussklerose bestatigen. Neu hingegen ist die Beobachtung, dass
diese Anderungen auch bei Menschen mit GAD65-assoziierter LE bilateral zu finden sind.
Auch dies kann auf zwei Weisen interpretiert werden: Entweder als sekundarer axonaler
Schaden durch epileptische Anfalle, die nicht zwangslaufig auf die primar betroffene He-
misphare beschrankt sind, sondern sich Uber ein bilaterales Netzwerk ausbreiten (Ahmadi
et al., 2009; Campos et al., 2015; Otte et al., 2012), oder aber als Bestandteil der autoim-
munen Pathologie. Zwar fanden wir bei Menschen mit Hippocampussklerose einen zeitli-
chen Zusammenhang zwischen der Reduktion der FDC-Werte und der Krankheitsdauer,
was prinzipiell eher fur einen Sekundarschaden spricht. Allerdings lasst sich dies aufgrund
des unterschiedlichen Erkrankungsalters nicht ohne Weiteres auf Menschen mit LE Uber-
tragen, da sich diese signifikant im Alter bei Erkrankungsbeginn unterscheiden und dies
bekanntermallen die Anfalligkeit des Gehirns fur Anfalle und das Potenzial fir Neuroplas-
tizitat maf3geblich beeinflusst (Ben-Ari und Holmes, 2006; Berg et al., 2012).

Hinsichtlich der Pathogenese von LGI1-assoziierter LE wird aktuell ein unilateraler Krank-
heitsbeginn diskutiert (Ernst et al., 2019; Navarro et al., 2016). Im Gegensatz dazu zeigen
unsere Ergebnisse lediglich einen Trend in Richtung asymmetrischer Veranderungen mit
niedrigeren FDC-Werten in der primar betroffenen Hemisphare in dieser Gruppe. Dies
konnte darauf zurlckzufuhren sein, dass nicht alle Menschen mit LGl1-assoziierter LE in
unserer Kohorte unmittelbar bei Beginn der Erkrankung der MRT-Untersuchung unterzo-
gen wurden. Bemerkenswert ist dennoch, dass in der Gruppe mit CASPR2-assoziierter
LE trotz des geringen Stichprobenumfangs signifikant reduzierte FDC-Werte lediglich in

der primar betroffenen Hemisphare zu finden sind.
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Das Verbalgedachtnis darf als wichtiger klinischer Verlaufsparameter der Temporallap-
penepilepsie, sowohl mit Hippocampussklerose als auch autoimmuner Atiologie, gelten
(Elger et al., 2004, Griffith et al., 2020; Hermann et al., 2006; Loane et al., 2019; Witt und
Helmstaedter, 2021). Zudem ist bekannt, dass der fasciculus longitudinalis superior es-
sentieller Bestandteil von Netzwerken zur Sprachverarbeitung ist und darin insbesondere
zwischen Sprachfunktion und Gedachtnis vermittelt (Baddeley, 2000; Bernal und Ardila,
2009; Maldonado et al., 2011; Smits et al., 2014). Der Zusammenhang zwischen dem
Verbalgedachtnis und der Asymmetrie von FC-Werten im fasciculus longitudinalis supe-
rior mit grofderen Werten zu Gunsten der linken Hemisphare korrespondiert mit den Re-
sultaten zahlreicher Studien mit konventioneller DTI-Analyse (Catani et al., 2007; Thie-
baut de Schotten et al., 2011; Vernooij et al., 2007). Daruber hinaus konnten wir zeigen,
dass mit dem clustering coefficient die Netzwerkorganisation auf Ganzhirnebene mit dem
Ausmal} der Verbalgedachtnisverlusts bei LE in Verbindung steht. Beides zusammenge-
nommen untermauert das Konzept, dass das Verbalgedachtnis als wichtiger klinischer
Verlaufsparameter der LE weniger durch die Funktion einzelner Komponenten alleine,
sondern vielmehr durch die Integritat der zur Sprachverarbeitung relevanten Netzwerke

im Gesamten bestimmt wird (Catani et al., 2007; Loane et al., 2019).

Daruber hinaus konnten wir zeigen, dass der clustering coefficient als Marker fur die Netz-
werksegregation neben dem Verbalgedachtnis mit dem Ausmal der fur LE charakteristi-
schen AmygdalavergrofRerung in Zusammenhang steht (Ernst et al., 2019; Wagner et al.,
2015b). Hierbei ist von besonderem Interesse, dass dies lediglich fur das Volumen in der
primar betroffenen Hemisphare gilt, nicht jedoch fur das Amygdalavolumen in der kontra-
lateralen Hemisphare. Diese Beobachtung unterstreicht die Seitenspezifitat der Amygda-
lavergroRerung hinsichtlich der Anderungen auf Netzwerkebene, was als Hinweis auf eine
mogliche Lateralisierung des Krankheitsprozesses verstanden werden kann. Umgekehrt
demonstriert dieser Zusammenhang die Relevanz der graphentheoretischen in-silico Met-

riken fur die klinische Praxis.

Mit Blick auf die Netzwerkorganisation auf lokaler Ebene beschrieben bisherige Studien
mittels funktioneller Bildgebung insbesondere eine reduzierte interhippocampale und hip-
pocampo-kortikale Konnektivitdt bei Menschen mit LGI1-assoziierter LE (Heine et al.,

2018; Loane et al., 2019). Dies konnten wir durch eine reduzierte Knotenzentralitat des
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Hippocampus bei Menschen mit LGI1- und GAD65-assoziierter LE unter Nutzung DTI-
basierter Netzwerke bestatigen. Daruber hinaus fanden wir in diesen beiden Serogruppen
zudem eine reduzierte Knotenzentralitat des insularen Kortex, was bisher nicht auf Netz-
werkebene reproduziert wurde, indes aber elektroklinisch, mittels konventioneller Bildge-
bung und mittels Positronen-Emissions-Tomographie beobachtet wurde (Bose et al.,
2019; Falip et al., 2019; Li et al., 2018).

Im Vergleich zu Menschen mit Hippocampussklerose waren die Netzwerkanderungen bei
Menschen mit GAD65-assoziierter LE zum einen wesentlich ausgedehnter, zum anderen
weniger lateralisiert zu beobachten. Wahrend sich Knoten mit reduzierter Zentralitat bei
Menschen mit Hippocampussklerose ausschlielich in der betroffenen Hemisphare fan-
den, sahen wir bei Menschen mit GAD65-assoziierter LE eine reduzierte Knotenzentralitat
insbesondere bilateral in den Basalganglien. Dies verstehen wir als graphentheoretisches

Korrelat des zuvor bereits beschriebenen Hypermetabolismus (Tripathi et al., 2018).

Insgesamt demonstrieren unsere Resultate, dass es sich bei der GAD65-assoziierten LE
um eine Entitat autoimmuner LE handelt, die mit deutlichen bilateralen Veranderungen
entlang des gesamten Spektrums von mikro- bis makrostrukturellen sowie nicht zuletzt
netzwerkbezogenen Bildgebungsmarkern einher geht. Im Gegensatz dazu fanden wir auf
Ganzhirnebene keine mikro- und makrostrukturellen Veranderungen der weilden Sub-
stanz und allenfalls lokale Netzwerkanderungen in LGI1- und CASPR2-assoziierter LE,
was dem in der Literatur gezeichneten Bild dieser Erkrankungen entspricht (Heine et al.,
2015; Wagner et al., 2016). Nicht zuletzt spiegelt sich diese Gegenuberstellung innerhalb
des Spektrums der LE in den typischen klinischen Verlaufen wieder: Wahrend Menschen
mit LGI1- und CASPR2-assoziierter LE haufig ein gutes Ansprechen auf Immuntherapie
zeigen (Bien, 2021; Dubey et al., 2020; Graus et al., 2016; Rodriguez et al., 2022; Shin et
al., 2013; Toledano et al., 2014; Witt und Helmstaedter, 2021), sind chronische Langzeit-
verlaufe mit maligem Ansprechen auf Immuntherapie und wiederholten akuten Krank-
heitsphasen typisch fur GAD65-assoziierte LE (Bien, 2021; Frisch et al., 2013; Graus et
al., 2016; Malter et al., 2010; Witt und Helmstaedter, 2021).

Im Wesentlichen schranken drei Aspekte die Aussagekraft dieser Arbeit ein. Erstens eig-

net sich ein transversales Studiendesign, wie es anhand der retrospektiv vorliegenden
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Daten unumganglich war, nur bedingt zur Untersuchung von Erkrankungen mit komple-
xen Langzeitverlaufen. Insbesondere kdnnen verschiedene Therapieregime Einfluss auf
die Daten haben (Foster et al., 2020; Het et al., 2005; Witt und Helmstaedter, 2017), was
aufgrund der individuellen klinischen Verlaufe statistisch nicht zu kontrollieren ist. Zwei-
tens sind kleine und heterogene Stichproben statistisch herausfordernd, was in dieser
Arbeit besonders die Gruppen mit LGI1- und CASPR2-assoziierte LE betrifft und die Test-
starke erheblich mindert. Drittens und letztens konnen uUber die histopathologischen Zu-
sammenhange zwischen DTl-basierten und besonders netzwerkbezogenen Bildgebungs-
markern aktuell nur MutmaRungen angestellt werden. Da dieser Aspekt die Bildgebungs-
forschung im Gesamten betrifft, profitiert diese im Besonderen von der Kontextualisierung
ihrer Resultate mit etablierten klinischen Parametern, wie es nicht zuletzt diese Arbeit

demonstriert.

1.5 Zusammenfassung

Bisher lag der Fokus der Bildgebungsforschung zur LE auf den mesiotemporalen Struk-
turen. Mittels Fixel-basierter Analyse und einem netzwerkbasierten Ansatz demonstriert
diese Arbeit, dass auch extratemporale Strukturen der weilden Substanz von der Erkran-
kung betroffen sind. Zum einen hangt das genaue Muster und das Ausmal} dieser Veran-
derungen von dem zugrundeliegenden Autoantikdrper ab, wobei diese bei GADG5-
assoziierter LE bilateral und deutlich weitreichender sind als bei LGI1- und CASPR2-
assoziierter LE. Zum anderen lassen sich die veranderten Bildgebungsmarker mit der
Verbalgedachtnisleistung und dem Amygdalavolumen der primar betroffenen Hemisphare
in Zusammenhang bringen, die beide als klinisch etablierte Verlaufsparameter der LE gel-

ten und damit die Relevanz dieser in silico-Metriken fiir die klinische Praxis untermauern.
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ABSTRACT

Limbic encephalitis (LE) is an autoimmune syndrome often associated with temporal lobe epilepsy. Recent research suggests that particular structural changes in LE
depend on the type of the associated antibody and occur in both mesiotemporal gray matter and white matter regions. However, it remains questionable to what
degree conventional diffusion tensor imaging (DTI)-methods reflect alterations in white matter microstructure, since these methods do not account for crossing fibers.
To address this methodological shortcoming, we applied fixel-based analysis as a novel technique modeling distinct fiber populations. For our study, 19 patients with
LE associated with autoantibodies against glutamic acid decarboxylase 65 (GAD-LE, mean age = 35.9 years, 11 females), 4 patients with LE associated with
autoantibodies against leucine-rich glioma-inactivated 1 (LGI1-LE, mean age = 63.3 years, 2 females), 5 patients with LE associated with contactin-associated
protein-like 2 (CASPR2, mean age = 57.4, 0 females), 20 age- and gender-matched control patients with hippocampal sclerosis (19 GAD-LE control patients: mean
age = 35.1 years, 11 females; 4 LGI1-LE control patients: mean age = 52.6 years, 2 females; 5 CASPR2-LE control patients: mean age = 42.7 years, 0 females; 10
patients are included in more than one group) and 33 age- and gender-matched healthy control subjects (19 GAD-LE healthy controls: mean age = 34.6 years, 11
females; 8 LGI1-LE healthy controls: mean age = 57.0 years, 4 females, 10 CASPR2-LE healthy controls: mean age = 57.2 years, O females; 4 subjects are included in
more than one group) underwent structural imaging and DTI at 3 T and neuropsychological testing. Patient images were oriented according to lateralization in EEG
resulting in an affected and unaffected hemisphere. Fixel-based metrics fiber density (FD), fiber cross-section (FC), and fiber density and cross-section (FDC = FD - FC)
were calculated to retrieve information about white matter integrity both on the micro- and the macroscale. As compared to healthy controls, patients with GAD-LE
showed significantly (family-wise error-corrected, p < 0.05) lower FDC in the superior longitudinal fascicle bilaterally and in the isthmus of the corpus callosum. In
CASPR2-LE, lower FDC in the superior longitudinal fascicle was only present in the affected hemisphere. In LGI1-LE, we did not find any white matter alteration of the
superior longitudinal fascicle. In an explorative tract-based correlation analysis within the GAD-LE group, only a correlation between the left/right ratio of FC values
of the superior longitudinal fascicle and verbal memory performance (R = 0.64, Holm-Bonferroni corrected p < 0.048) remained significant after correcting for
multiple comparisons. Our results underscore the concept of LE as a disease comprising a broad and heterogeneous group of entities and contribute novel aspects to
the pathomechanistic understanding of this disease that may strengthen the role of MRI in the diagnosis of LE.

1. Introduction

Limbic encephalitis (LE) is an autoimmune disease characterized by
subacute short-term memory loss and psychiatric conspicuity. It often
involves temporal lobe epilepsy (Bien and Elger, 2007; Graus et al.,
2010; Dalmau and Graus, 2018). To date, a variety of autoantibodies
related to different LE subtypes have been identified. Antibodies against
the intracellular antigen glutamic acid decarboxylase 65 (GAD) and
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against the extracellular antigen voltage-gated potassium channel
complex (VGKC) rank among the most common autoantibodies asso-
ciated with LE (Dubey et al., 2018). Within the VGKC-complex, two
components that are targeted by different autoantibodies have been
found (Irani et al., 2010; Lai et al., 2010; van Sonderen et al., 2017;
Binks et al., 2017): Leucine-rich glioma-inactivated 1 (LGI1) and con-
tactin-associated protein-like 2 (CASPR2). Even though different LE
subtypes share clinical features, they differ in relevant aspects such as
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Demographic- and clinical data of all patient- and control groups. All values are arithmetic group means (range). Verbal memory test: VLMT Helmstaedter et al.
(2001), figural memory test: DCS-R Helmstaedter et al. (1991), memory parameters were standardized according to a conormalization sample of 488 healthy

volunteers (mean = 100, standard deviation = 10), applying a correction for age.

3one subject is included in both groups, ®3 subjects are included in both groups, “4

subjects are included in both groups, 94 subjects are included in both groups, °2 subjects are included in both groups, NA: not applicable, y: years.

LE controls HS ANOVA
Group GAD LGI1 CASPR2 (GAD) (LGI1) (CASPR2) (GAD) (LGI1) (CASPR2) P
Number 19 4 5 19° 8> 10°° 1944 4% 5de NA
Female (%) 11 (58) 2 (50) 0(0) 11 (58) 4 (50) 0 (0) 11 (58) 2 (50) 0 (0) NA
Lateralization right 5 (26) 2 (50) 1 (20) NA NA NA 7 (37) 2 (50) 1 (20) NA

(%)

Age () 35.9 (20-61) 63.3(57-69)  57.4 (40-72)  34.6 (20-50) 57.0 (23-67) 57.2 (44-67) 35.1 (18-59)  52.6 (46-59) 42.7 (26-50) <0.001
Age at onset (y) 31.2 (16-56) 61.4 (57-67)  54.4 (39-69) NA NA NA 15.7 (0-34) 6.5 (0-14) 9.3 (0-30) <0.001
Disease duration (y) 4.6 (0-22) 1.9 (0-5) 3.0 (1-5) NA NA NA 19.3 (5-47) 46.0 (40-50) 33.5 (15-50) <0.001
Verbal memory 96.7 (71-108) 83.6 (70-108) 88.8 (78-92) NA NA NA 86.1 (63-100) 90.5 (80-99) 84.5 (77-91) 0.065
Figural memory 88.5 (65-108) 77.5(61-99)  91.9 (81-107) NA NA NA 84.1 (61-102) 84.3 (75-87) 80.8 (66-87) 0.595
Seizure-free (%) 4(21) 3 (75) 2 (40) NA NA NA 1(5) 0 (0) 1 (20) NA

comorbidities and, most relevant, their response to immunotherapy
(Quek et al., 2012). As the presence of pathologic neuronal auto-
antibodies yet undiscovered may not be excluded by negative antibody
testing, diagnostic weight is added on clinical examinations and mag-
netic resonance imaging (MRI) (Dalmau and Vincent, 2017). Recent
research indicates that MRI features of LE depend on the type of au-
toantibody harbored by the patient. Mesiotemporal structures have
been shown to be initially- and predominantly affected by LE; in par-
ticular amygdala and hippocampal swelling has been described (Ernst
et al., 2019; Heine et al., 2015; Wagner et al., 2015; Fredriksen et al.,
2018). Besides, there is growing evidence for serospecific structural
alterations also in white matter regions caused by the disease. While a
recent study investigating white matter features of LE by means of
diffusion tensor imaging (DTI) found widespread alterations of diffu-
sivity parameters in patients with GAD-autoantibody associated LE
(GAD-LE), no white matter alterations in patients with VGKC-auto-
antibody associated LE have been observed (Wagner et al., 2016).
However, the accuracy of conventional DTI-methods for reflecting the
result of pathophysiological processes in white matter remains ques-
tionable. Conventional DTI relies on measures averaged across the vo-
lume of one voxel, despite the fact that roughly 90% of white matter
voxels contain multiple fiber orientations (Jeurissen et al., 2013). To
address this issue in the present study, we chose to apply fixel-based
analysis, where metrics are derived from the specific estimated fiber
orientation distribution for each white matter voxel (Raffelt et al.,
2017). Here, two metrics are combined for each distinct fiber popula-
tion within a voxel: Fiber cross-section (FC) provides information on a
macroscale, while fiber density (FD) assesses microstructural proper-
ties. By combining information on both scales, we hypothesized fixel-
based analysis to draw a more detailed picture of white matter altera-
tions to enhance future diagnostics. Studies applying fixel-based ana-
lysis to patients with hippocampal sclerosis (HS) found tract-specific
atrophy on both hemispheres (Vaughan et al., 2017). In this study, we
aimed to compare GAD-LE, LGI1-associated LE (LGI1-LE), CASPR2-as-
sociated LE (CASPR2-LE), chronic temporal lobe epilepsy patients with
HS and healthy controls to investigate the disturbed structure—function
relationship, hoping to unmask structural underpinnings of clinical and
neuropsychological alterations in LE patients.

2. Materials and methods
2.1. Study groups

This study comprised three experimental and two control groups:
GAD-LE, LGI1-LE and CASPR2-LE formed three study groups. Patients

with hippocampal sclerosis (HS) and healthy subjects constituted two
control groups. First, we prospectively ascertained 19 patients with

GAD-LE (mean age = 35.9 years, 11 females), 4 patients with LGI1-LE
(mean age = 63.3, 2 females) and 5 patients with CASPR2-LE (mean
age = 57.4, 0 females) who presented at the Department of
Epileptology at the University Hospital Bonn between April 2008 and
November 2016. All patients included in this study were diagnosed
with autoimmune limbic encephalitis according to the widely ac-
knowledged diagnostic criteria set forth by Graus et al. (2016). Results
of conventional DTI-analysis of a partly overlapping study group were
previously published by Wagner et al. (2016). Moreover, auto-
antibodies against either GAD, LGI1 or CASPR2 were serologically
proven in all patients included in this study (see below). Disease onset
was defined as the onset of the first LE-associated symptoms. Second,
we included 20 matched patients (mean age = 34.1, 11 females) with
histologically confirmed HS and no suspicion of LE who presented for
presurgical evaluation at our department between May 2008 and Oc-
tober 2013. This additional control group was included since we aimed
to specifically detect autoimmune-mediated structural alterations
caused by the respective autoantibodies and not those alterations that
occur due to persistent temporal lobe epilepsy. HS subjects were in-
dividually matched to GAD-, LGI1- and CASPR2-LE with respect to the
age at study, gender and the affected hemisphere. Subjects with dual
pathologies were excluded from the study. Third, we composed three
age- and gender-matched groups of healthy subjects with no history of
neurological or psychiatric disorders from a pre-existing in-house da-
tabase to be contrasted to GAD-LE, LGI1-LE and CASPR2-LE, respec-
tively (GAD-LE healthy controls: mean age = 34.6 years, 11 females;
LGI1-LE healthy controls: mean age = 57.0 years, 4 females; CASPR2-
LE healthy controls: mean age = 57.2 years, 0 females). For the LGI1-
LE and CASPR2-LE healthy control groups, two healthy subjects were
matched to each patient to increase statistical power. Clinical data of all
patients including memory performance (Verbal memory: VLMT;
Helmstaedter et al. (2001), figural memory: DCS-R; Helmstaedter et al.
(1991)) were retrieved from our in-house database. See Table 1 for
groups characteristics (further details are provided in Supplementary
Tables S1-S4). The study was approved by the Internal Review Board of
the University Hospital Bonn and all participants provided written in-
formed consent.

2.2. Antibody testing

From 2014 on, screening for onco-neuronal antibodies was per-
formed using semiquantitative immunoblots (EUROLINE PNS 12,
Euroimmun, DL 1111-1601-7 G) coated with recombinant antigen or
antigen fragments (dilution: serum 1:100, cerebrospinal fluid: 1:1).
Moreover, immunocytochemistry was performed using HEK293-cells
(Human Embryonic Kidney 293) with expression of antigens on the cell
surface (IIFT: Autoimmune-Enzephalitis-Mosaikl, Euroimmun, FA
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1120-1005-1; GADG65-IIFT, Euroimmun, FA 1022-1005-50) for
NMDAR-, CASPR, LGI1, GABAA-, GABAB-, AMPAR- and GAD65-auto-
antibodies (dilution: serum 1:10, cerebrospinal fluid: 1:1). Before 2014,
detection of GAD antibodies in serum was performed by using an Anti-
125 I-GAD-radioimmunoprecipitation assay (normal values <1 U/ml;
Weatherall Institute, Oxford, UK, or Euroimmun, Liibeck, Germany).
VGKC-complex antibodies were detected by radioimmunoprecipitation
assay (normal values < 100 pM; Weatherall Institute or Euroimmun).
Antibodies against LGI1 and CASPR2 were examined by indirect im-
munofluorescence using formalin fixed HEK293 cells containing
membrane bound LGI1 or CASPR2 (normal values <1 : 10; all tests
performed by Euroimmun).

2.3. Neuropsychological assessment

Neuropsychological testing was performed within 100 days of the
scan. Abilities in figural learning and the overall memory performance
were assessed using the revised Diagnosticum fuer Cerebralschaedigung
(DCR-R; Helmstaedter et al. (1991)). Abilities in verbal learning and the
overall memory performance were assessed using the verbal learning
and memory test (VLMT; Helmstaedter et al. (2001)). Memory para-
meters were standardized according to a conormalization sample of 488
healthy volunteers (mean = 100, standard deviation = 10), applying a
correction for age.

2.4. MRI examinations

Diffusion Tensor Imaging (DTI) for all subjects was performed at the
Life & Brain Center in Bonn using a 3 Tesla MRI-Scanner (Magnetom Trio,
Siemens Healthineers, Erlangen, Germany). Diffusion-weighted data were
acquired using single shot spin-echo echo-planar imaging. Due to a
scanner update in early 2014, two different acquisition protocols were
used. Parameters before the update were TR = 12 s, TE = 100 ms using
an eight channel headcoil, parameters after the update were TR = 9 s,
TE = 87 ms using a 32 channel headcoil. Both protocols acquired 72 axial
slices, matrix 128 X 128, voxel size 1.72 mm X 1.72 mm X 1.7 mm and
in both protocols, diffusion weighting was isotropically distributed along
60 directions at b = 1000 s - mm ™2 Six images with b = 0 were acquired
initially and following each series of ten diffusion-weighted images.
Healthy control groups were matched with regard to sequences before and
after the scanner update.

2.5. Reorientation of images

Cortical reconstruction and volumetric segmentation of T1-weighted
images was performed using FreeSurfer (version 6.0; Fischl et al. (2002);
http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu). As it remains unclear whether LE is a
predominantly unihemispheric process (Navarro et al., 2016), we defined
either the right, the left or both hemispheres as affected hemispheres using
a two-step classification scheme according to Ernst et al. (2019). Interictal
EEG data acquired during the same hospital stay as the MRI examination
were used as primary criterion: The hemispheres presenting pathological
interictal EEG potentials were classified as the affected hemisphere. If EEG
data were not available, we used the right/left amygdala volumetric ratio,
calculated as 2(Vg — V1)/(Vx + V1), as a secondary criterion: If the
amygdala volumetric ratio was in the upper quartile as compared to
controls, the right hemisphere was defined as affected hemisphere. If the
amygdala volumetric ratio was in the lower quartile as compared to
controls, the left hemisphere was defined as affected hemisphere. In be-
tween, we regarded both hemispheres as affected. For whole-brain fixel-
based analysis and subsequent group-wise comparisons, we flipped all LE
and HS patients with affected right hemispheres along the left-right axis.
For ROI-wise correlation analysis with neuropsychological tests, we used
the native (unflipped) image orientation.
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2.6. Fixel-based preprocessing

Fixel-based analysis was performed using the MRtrix3 toolbox (The
Florey Institute, Melbourne, Australia; http://mrtrix.readthedocs.io). The
principle behind this approach is to use constrained spherical deconvo-
lution and probabilistic tractography to compute metrics on anatomically
plausible fiber populations. Preprocessing of diffusion-weighted images
included denoising (Veraart et al., 2016), motion and eddy current dis-
tortion correction (Andersson et al., 2003; Andersson and Sotiropoulos,
2016) using the FMRIB software library (FSL, Version 5.0; Jenkinson
et al. (2012); http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl) and N4 bias field correc-
tion (Tustison et al., 2011). Next, we performed group intensity nor-
malization to the median white matter b = 0 signal and upsampled
images to (1.3 mm)?® voxel size in order to improve downstream spatial
normalization statistics. We computed a group average single-shell white
matter response function (Tournier et al., 2013), performed constrained
spherical deconvolution (Jeurissen et al., 2014) in order to estimate the
fiber orientation distribution function (FOD) for all subjects and gener-
ated a study-specific group FOD template from a representative subgroup
comprising 45 images. FOD template and subject FOD images were
segmented to discrete fixels (Smith et al., 2013). Subject FOD and all
subsequent images were then registered to the group template. Subse-
quently, we calculated values for FD (Raffelt et al., 2012), and FC (Raffelt
et al., 2017) for all subject fixel images. Furthermore, we computed fiber
density and cross-section as FDC = FD - FC and In(FC) images. In(FC)
images were computed to ensure data were normally distributed and
centered around zero for downstream statistical analysis. We performed
whole-brain probabilistic tractography on the FOD template selecting 20
- 10° streamlines with a length between 10 and 250 mm and a maximum
angle of 22.5°. To correct for tractography biases, we performed spherical
deconvolution informed filtering (Smith et al., 2013) and reduced the
number of streamlines to 2 - 10°. See Fig. 1 for an overview on the
processing pipeline. We tested for differences in FD and FC fixel values
between both MRI acquisition setups used and did not find any differ-
ences within the healthy control group.

2.7. Statistical analysis

Analysis was conducted following a two-tier strategy: First, fixel-
wise analysis was conducted and, second, mean fixel values of resulting
clusters were used for ROI-wise group comparisons or correlation
analysis with neuropsychological assessment metrics. Cross-sectional
statistical analysis of fixel-based metrics was performed using con-
nectivity-based fixel enhancement (Raffelt et al., 2015, parameters:
C = 0.75, E = 3.5, H = 4) and fixel-wise non-parametric permutation
testing (5000 permutations) with the MRtrix3 toolbox. By smoothing
and enhancing fixels along the template streamlines, this method puts
additional weight on local fixel-fixel connectivity and determines sig-
nificant fixels that are structurally connected. Second, fixels from re-
sulting clusters were extracted, averaged, and subjected to ROI-wise
comparisons and correlation analysis: For comparison of means of in-
dependent numerical data across more than two groups, we used one-
way analysis of variance and post-hoc Tukey-Kramer test for pair-wise
comparisons including a correction for multiple comparisons. Correla-
tion analysis was carried out using Pearson correlation and Steiger’s Z-
test. The Holm-Bonferroni procedure was applied to adjust p-values for
multiple testing (Holm, 1979). ROI-wise statistical analyses were per-
formed using Stata 14 (Stata Statistical Software: Release 14, StataCorp
LP, College Station, TX, USA). In this study, we regard a probability
value p < 0.05 as statistically significant.

3. Results
3.1. Clinical group differences

All study groups were compared using one-way analysis of variance
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Fig. 1. Overview over the processing pipeline. Fixel-based analysis was performed using the MRtrix3 toolbox. It was conducted as proposed by Raffelt et al. (2017).

FC: fiber cross-section, FD: fiber density, FOD: Fiber orientation distribution.

with Tukey-Kramer post-hoc pairwise testing. Between LE groups, we
found a significantly lower age at study and age at disease onset in GAD-
LE as compared to LGI1-LE (age at study: Tukey-Kramer p < 0.001, age
at disease onset: Tukey-Kramer p < 0.001) and CASPR2-LE (age at study:
Tukey-Kramer p < 0.001, age at disease onset: Tukey-Kramer
p < 0.001). Disease duration did not differ significantly neither between
GAD-LE and LGI-LE (Tukey-Kramer p = 0.994) nor between GAD-LE and
CASPR2-LE (Tukey-Kramer p = 0.999). Between LE groups and the
matched HS groups, in all LE groups the age at disease onset was sig-
nificantly higher and disease duration was significantly shorter as com-
pared to the matched HS group (all Tukey-Kramer p < 0.001). LE groups
and HS control groups did not differ significantly in verbal memory
performance (F(5,50) = 2.23, p = 0.065) or figural memory perfor-
mance (F(5,50) = 0.74, p = 0.595).

3.2. Fixel values group differences between GAD-LE and control groups

Fixel-wise group comparisons revealed three clusters with sig-
nificantly lower FDC in GAD-LE versus controls: First and second, we
found a significant reduction of FDC in fibers associated to the superior
longitudinal fascicle (SLF) on both the affected (1) and unaffected (2)
hemispheres with an average reduction of —5.4% in the affected
(tmax = 4.57, Pmin = 0.036, FWE-corrected) and —5.0% in the un-
affected hemisphere (tyax = 5.25, Pmin = 0.002, FWE-corrected). Third,
we found a significant reduction of FDC in crossing fibers (3) located in
the isthmus of the corpus callosum (tnax = 4.88, Pmin = 0.012, FWE-
corrected; see Fig. 2A). FDC reduction was driven by a reduction of both
FD and FC (see Supplementary Table S5). In a second step, we projected
the (more extensive) SLF-cluster in the unaffected hemisphere cluster to
the contralateral/affected hemisphere, extracted and averaged fixels
from both clusters and computed whole-brain-corrected FDC fixel

values within the SLF on both hemispheres. Consecutive ROI-wise
analysis of covariance adjusting for age and post-hoc pairwise testing
confirmed significantly lower bihemispheric FDC values in GAD-LE
patients (F(9,152) = 6.57, 1> = 0.28, p < 0.001; see Fig. 2B and
Supplementary Table S6) as compared to healthy controls (Tukey-
Kramer, affected hemisphere: p < 0.001, unaffected hemisphere:
p 0.029). ROI-wise analysis of control patients with HS showed
unilaterally lower FDC values only in the affected hemisphere as com-
pared to healthy controls (Tukey-Kramer, p < 0.001). ROI-wise ana-
lysis of CASPR2-LE patients also revealed unilaterally lower FDC values
only in the affected hemisphere as compared to healthy controls (Tukey-
Kramer, p = 0.003), the unaffected hemisphere in LGI1-LE (Tukey-
Kramer, p = 0.015) and the unaffected hemisphere in HS (Tukey-
Kramer, p = 0.042). In a second analysis of covariance adjusting all LE
and HS groups for age and seizure freedom (F(9,86) = 2.71, 1> = 0.22,
p = 0.008; see Supplementary Table S7), lower FDC values in the af-
fected hemisphere in CASPR2-LE than in the unaffected hemisphere in
LGI1-LE remained significant (Tukey-Kramer, p = 0.013), whereas the
affected hemisphere in CASPR2-LE did no longer show significantly
lower FDC values than the unaffected hemisphere in HS (Tukey-Kramer,
p = 0.211). After adjusting for seizure freedom, we found significantly
lower FDC values in the affected hemisphere in HS patients than in the
unaffected hemisphere in LGI1-LE (Tukey-Kramer, p = 0.035).

3.3. Fixel values group differences between LGI1-LE and control groups

Fixel-wise group comparison did not reveal any cluster with sig-
nificantly different FD, In(FC) or FDC neither between LGI1-LE and
healthy controls (pmin > 0.05, FWE-corrected) nor between LGI1-LE
and HS (Pmin > 0.05, FWE-corrected).
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Fig. 2. Summary of fixel-based analysis results. (A) Display of streamlines associated to fixels with significant (p < 0.05, FWE-corrected) reduction of FDC in GAD-LE
versus controls. (B) Whole-brain corrected mean FDC values in the extracted superior-longitudinal-fascicle-ROI for all groups are shown. *Results did not remain
significant after adjusting for seizure freedom. ®Results was only significant after adjusting for seizure freedom. HC: healthy controls; HS: control patients with
hippocampal sclerosis; unaff.: unaffeceted; *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001.

3.4. Fixel values group differences between CASPR2-LE and control groups

Fixel-wise group comparison did not reveal any cluster with sig-
nificantly different FD, In(FC) or FDC between CASPR2-LE and healthy
controls (Pmin > 0.05, FWE-corrected). While FD did not differ sig-
nificantly between CASPR2-LE and HS, we found a small cluster of
significantly higher In(FC) and FDC in the cerebellar peduncle on
CASPR2-LE versus HS (tyax = 10.16, pmin = 0.01, FWE-corrected).

3.5. Correlation between ROI-wise fixel values and neuropsychological test
results

Moreover, we performed correlation analysis in an explorative de-
sign between fixel values extracted from the SLF-ROI found in cross-
sectional analysis and neuropsychological scores within the GAD-LE
group (see Fig. 3 and Supplementary Table S8). For this analysis, as
memory is known to be lateralized, we used a “native” left/right or-
ientation in addition to the orientation according to the hemisphere
affected by the disease. We found a significant correlation (R = 0.64,
Holm-Bonferroni corrected p < 0.048) between the left/right ratio of
whole brain corrected FC values in the SLF and the assessed verbal
memory score. We did not find any correlation between hippocampal

volumes and figural or verbal memory performance (uncorrected
p > 0.05).

3.6. Regression of ROI-wise fixel values by clinical features

We performed regression analysis in order to link our finding of
lower FDC in the SLF-ROI with clinical features. Within the HS group,
FDC values in the SLF in the affected hemisphere were predicted by a
linear regression model (F(2,17) = 5.23, p = 0.017, R% = 0.38) in-
cluding disease duration and age at onset as covariates (see Fig. 4).
While we found a significant effect of the disease duration (¢t = -3.22,
p = 0.004), the contribution of age at onset was not significant (t = -
1.55, p = 0.140). Within the GAD-LE group, the same model did not
significantly predict FDC values in the SLF neither of the affected
hemisphere (F(2,16) = 0.48, p = 0.628) nor pooled across both
hemispheres (F(2,16) = 0.82, p = 0.451).

4. Discussion
Using the novel approach of fixel-based analysis, our study reveals

distinct fiber tract alteration patterns in patients with LE that can be
related to the associated antibody. GAD-LE showed bilaterally lower
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Fig. 3. Results of explorative ROI-wise correlation analysis with neuropsycho-
logical performance in the GAD-LE group. Correlation between Left/Right ratio
of fiber cross-section values in the extracted SLF-ROI and verbal memory per-
formance (R = 0.64, Holm-Bonferroni corrected p = 0.048; FC: fiber cross-
section; SLF: superior longitudinal fascicle; L: left; R: right.

fiber density and cross-section (FDC) in the SLF as compared to healthy
controls, while this reduction was present only in the affected hemi-
sphere in CASPR2-LE and was not present at all in LGI1-LE. Correlation
analysis finally draws a link between the altered SLF and memory
performance further suggesting the functional relevance of our findings.

4.1. Clinical group differences

Analyses of clinical features confirm serogroup characteristics pre-
viously described in several studies (Malter et al., 2010; Bien et al.,
2007; Graus et al., 2016; Dalmau and Graus, 2018): GAD-LE were
significantly younger at the onset of the disease than LGI1-LE and
CASPR2-LE patients. Also, there were more female patients in the group
of GAD-LE (Graus et al., 2016). The disease onset of all LE-groups was
much later than in the HS patient control groups, where first symptoms
appeared in childhood. As expected, all LE and HS patients equally
showed impaired figural and verbal memory performance.

4.2. Fixel-based analysis reflects serostatus

In GAD-LE, widespread reductions of fractional anisotropy have
been observed by means of conventional DTI (Wagner et al., 2016).
Using fixel-based analysis, this finding could be narrowed down to two
fiber tracts affected by significant FDC reduction: Crossing fibers in the
isthmus of the corpus callosum and in the SLF in both hemispheres.
Reduction of diffusivity parameters in the corpus callosum have been
repeatedly observed and discussed (Whelan et al., 2015; Caligiuri et al.,
2016). It is subject to an ongoing debate whether they are a con-
sequence of seizures, a part of the underlying pathology, or a con-
tribution of genetics (Vaughan et al., 2017). Structural affection of the
affected SLF is also known to occur in temporal lobe epilepsy: Reduced
FDC of the SLF (Raffelt et al., 2017; Vaughan et al., 2017) and FA re-
duction (Otte et al., 2012) could be shown by previous studies and is
now confirmed by findings in our HS patient control group. The bi-
lateral affection of the SLF found in GAD-LE, however, is novel and may
be interpreted as bilateral axonal damage caused by persisting seizures
involving a network not limited to the affected hemisphere (Ahmadi
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et al., 2009; Otte et al., 2012; Campos et al., 2015) or as part of the
pathologic process in autoimmune encephalitis. In LGI1-LE, a unilateral
disease onset is discussed (Navarro et al., 2016; Ernst et al., 2019). Our
results, in contrast, failed to reveal any asymmetrical white matter al-
teration patterns in this group. This might be due to the fact that not all
LGI1-LE patients are identified in the early disease stage or due to the
very small sample size. Notably, despite small sample sizes, CASPR2-LE
showed reduced FDC in the SLF limited to the affected hemisphere.
Considering the older age at disease onset of LE patients in comparison
to HS control patients, it remains open which amount of FDC reduction
in the SLF is purely grounded in the autoimmune pathology of LE or
simply a consequence of persisting seizures, as it is the case in HS where
FDC reduction in the SLF is significantly associated with disease dura-
tion. Based on our data, such a link cannot be drawn for LE, especially
GAD-LE. Notably, different age at disease onset has been shown to in-
fluence the vulnerability of the brain to seizures and the potential for
neuroplasticity (Berg et al., 2012; Ben-Ari & Holmes, 2006), which is
why the direct comparison between LE subgroups and HS has to be
made with caution.

4.3. Functional relevance of structural alterations

We discuss our finding of lower FDC in GAD-LE versus controls lo-
cated within the SLF in the light of verbal memory performance, a
cognitive domain most commonly impaired in temporal lobe epilepsy
(Helmstaedter, 2001; Hermann et al., 2006). It is widely recognized
that both affected SLF subdivisions, the SLF II and SLFIII, are key
components of the dorsal language processing stream and involved in
mediating between language functions and working memory
(Baddeley, 2000; Bernal and Ardila, 2009; Maldonado et al., 2011;
Smits et al., 2014). Our data, showing a positive correlation between
the left-greater-than-right asymmetry of FC values within the SLF and
verbal memory, is in line with previous studies applying DTI based
measures (Vernooij et al., 2007; Catani et al., 2007; Thiebaut de
Schotten et al., 2011). This underlines the concept that integrity of
superordinated organizational properties of the language processing
system rather than isolated damage to one component predicts verbal
memory performance (Catani et al., 2007).

4.4. Limitations and outlook

There are three major limitations to the current study. The first
limitation lies in the study design: Transversal study designs like the
current one are challenged by therapeutic interventions. GAD-LE has
been described to be less responsive to immunotherapy as compared to
LGI1-LE and CASPR2-LE (Graus et al., 2016). It is, therefore, difficult to
discriminate whether differences observed between groups reflect the
response to differing treatments or the natural course of the disease.
Second, small sample sizes and heterogeneity especially of the LGI1-LE
and CASPR2-LE groups limit the ability of the present study to reveal
distinct serospecific properties. Notably, because of this limitation, this
study did not reveal any significant group differences when comparing
LE subgroups against each other. Third, the interpretation of fixel-based
measures, mostly in analogy to DTI measures, remains speculative. Yet,
in order to increase the value of those metrics as meaningful imaging
biomarkers offering pathomechanistic insight, a more detailed under-
standing of the histopathological underpinnings is essential. Therefore,
future studies investigating histolopathological correlates of imaging
measures are needed.

5. Conclusion

Imaging research in LE has recently been focused on mesiotemporal
gray matter structures. However, in DTI studies it became evident that
white matter structures also undergo pathological changes. In the cur-
rent study, fixel-based analysis has proven to be a useful tool for the
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Fig. 4. Results of regression analysis of FDC in the affected superior longitudinal fascicle. Within the hippocampal sclerosis group (right and top), FDC values were
predicted (F(2,17) = 5.23,p = 0.017, R*> = 0.38) by disease duration (t = —3.22, p = 0.004) and age at onset(t = —1.55, p = 0.140) , while only the contribution
of disease duration was significant (top). Within the GAD-LE group, the same model failed (F(2,16) = 0.48, p = 0.628) to predict FDC values in the affected superior
longitudinal fascicle (left). FDC: fiber density and cross-section; SLF: superior longitudinal fascicle; yrs: years.

detection of distinct microstructural white matter alterations and could
show their functional relevance. It is our hope that the current study, as
well as future studies, will help in unveiling the pathomechanism of LE,
thereby, strengthening the role of MRI in the diagnosis of LE patients.
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2.2 Supplementary Material zur Originalpublikation in Neuroimage:Clinical

Table S1. Clinical characteristics of GAD-LE patients.

Patient Gender Laterali- Age at Age at I+t Age at # of Ab at 1st visit Ab at study Initial IT IT at study Verbal Figural Clinical Clinical
zation onset, visit, yrs | study, yrs | AEDs at memory at memory at MRI at 1% MRI at
yrs study study study visit study
1 F L 46.4 48.4 52.6 2 >1000U/ml NA MPR pulse None 88 92 uWML uWML
2 F R+L 16.5 18.0 21.6 2 >1000U/ml >1000U/ml MPR pulse MMF 105 73 HI HI+A HCR
AMR+HCR
+ claustrum
bilateral
3 M R+L 26.4 26.7 29.9 2 >1000U/ml >1000U/ml MPR pulse None 100 104 HI AML Normal
4 F R 30.0 32.0 32.1 2 >1000U/ml >1000U/ml IVIG None 103 102 Normal Normal
5 F R+L 21.0 25.7 28.4 2 >1000U/ml >1000U/ml IVIG PR oral 109 97 HI+AHCL | HI+A HCL
6 F R 18.1 18.2 20.6 2 >1000U/ml 0U/ml MPR pulse None 85 66 HI+VI HI HCR
AMR+HCR,
HI
biparietal+
thalamus
bilateral
7 M L 29.3 35.0 35.0 2 >1000U/ml >1000U/ml AZA None 107 108 Normal Normal
8 M L 43.0 43.3 43.5 1 >1000U/ml >1000U/ml PR oral MPR pulse+ 92 106 HI HI
PR oral AML+HCL | AML+HCL
9 F L 48.7 49.1 50.1 1 >1000U/ml >1000U/ml MPR pulse None 107 84 HI+VI HI AMR
AMR
10 F L 28.5 28.6 28.6 1 >1000U/ml >1000U/ml MPR pulse MPR pulse 108 104 Normal Normal
11 M R 21.7 26.4 26.4 2 >1000U/ml >1000U/ml MPR pulse MPR pulse 101 92 HI+A HCL | HI+A HCL
12 M L 327 329 32.9 1 >1000U/ml >1000U/ml PR oral None 107 101 HI HCR HI HCR
13 M L 354 359 359 0 >1000U/ml >1000U/ml MPR pulse None 103 84 HI HI
AMLAHCL | AML+HCL
14 F R+L 55.3 60.9 61.9 1 >1000U/ml >1000U/ml MPR pulse None 102 67 HI HI
AMR+HCR, | AMR+HCR,
uWML uWML
15 M R 29.4 49.4 51.4 2 >1000U/ml >1000U/ml MPR pulse MMF 71 104 HI AMR, uWML
uWML
16 F L 24.4 24.8 26.8 2 >1000U/ml >1000U/ml MPR pulse MMF 109 77 HI+VI HI+VI
AMI+HCL | AML+HCL
17 M R 18.0 21.1 24.9 3 >1000U/ml NA MPR pulse MPR pulse 80 67 Normal Normal
+ BAS
18 F L 42.0 47.4 479 2 >1000U/ml >1000U/ml MPR pulse None 74 67 HI HI
AML+HCL, | AML+HCL,
uWML uWML
19 F L 25.5 30.6 30.9 2 >1000U/ml 0U/ml MPR pulse MPR pulse 101 77 HI AML HI AML

M: male, F: female, R: right, L: left, NA: not available, yrs: years, AEDs: antiepileptic drugs, Ab: serum antibody concentration, I'T: immunotherapy, MPR:methylprednisolone, IVIG:
intravenous immunoglobulin, PR: prednisolone, AZA: azathioprine, MMF: mycophenolate-mofetil, BAS: Basiliximab, uWML: unspecific white matter lesions, HI: hyperintensity, A: atrophy,

VI: volume increase, AMR: right amygdala, AML.: left amygdala, HCR: right hippocampus, HCL.: left hippocampus.
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Table $2. Clinical characteristics of LGI1-LE patients.

LGI1 1:10
CASPR2 <1:10

LGI1 1:10
CASPR2 <1:10

Patient Gender Laterali- Age at Age at 13t Age at # of Ab at 1% visit Ab at study Initial I'T IT at Verbal Figural Clinical MRI | Clinical MRI
zation onset, visit, yrs study, AEDs at study memory | memory at 1st visit at study
yrs yrs study at study at study
1 M R 67.8 67.8 69 2 VGKC > 100 pM VGKC NA MPR pulse None 71 76 HI+VI VI AMR
LGI1 1:10 LGI1 NA AMR+AML | A HCL+HCR
CASPR2 <1:10 CASPR2 NA
2 M L 59.7 60.0 64.7 1 VGKC >7655pM VGKC NA MPR pulse None 96 83 HI AMR+ HI+A
LGI1 1:100 LGIT NA AML+HCR | AMR+AML+
CASPR2 <1:10 CASPR2 NA HCR+HCL
3 F L 61.1 61.2 63.4 1 VGKC 679pM VGKC 0pM MPR pulse None 64 59 HI+VI HCR HI+A
LGI1 1:100 LGI1 <1:10 HCR+HCL
CASPR2 <1:10 CASPR2 <1:10
4 F R 57.0 57.1 572 2 VGKC 558pM VGKC 558pM PR oral MPR pulse 86 73 Normal Normal

M: male, F: female, R: right, L: left, NA: not available, yrs: years, AEDs: antiepileptic drugs, Ab: serum antibody concentration, I'T: immunotherapy, MPR: methylprednisolone,

IVIG:

intravenous immunoglobulin, PR: prednisolone, AZA: azathioprine, MMF: mycophenolate-mofetil, IA: immunoadsorption, uWML: unspecific white matter lesions, HI: hyperintensity, A:
atrophy, VI: volume increase, AMR: right amygdala, AML.: left amygdala, HCR: right hippocampus, HCL: left hippocampus.

Table §3. Clinical characteristics of CASPR2-LE patients.

Patient Gender Laterali- Age at Age at 13 Age at # of Ab at 15 visit Ab at study Initial IT IT at Verbal Figural Clinical MRI | Clinical MRI
zation onset, visit, yrs study, AEDs at study memory | memory at 1%t visit at study
yrs yrs study at study at study
1 M L 69.7 70.2 75.6 1 VGKC 1419pM VGKC NA MPR pulse None 93 82 HI+VI AML | A HCR+HCL
LGI1 <1:10 LGI1 NA
CASPR2 1:1000 CASPR2 NA
2 M L 38.0 38.5 40.4 2 VGKC 475pM VGKC 1929pM MPR pulse | PR oral+ 92 107 HI AMR Normal
LGI1 <1:10 LGI1 <1:10 MMF
CASPR2 1:1000 CASPR2 1:1000
3 M R 68.1 69.1 72.6 1 VGKC 556pM VGKC 46pM MPR pulse None 81 96 Normal A HCR+HCL
LGI1 <1:10 LGI1 <1:10
CASPR2 1:100 CASPR2 <1:10
4 M R+L 47.6 479 52.7 1 VGKC 1336pM VGKC 502pM MPR pulse None 93 87 HI+VI HI
LGI1 <1:10 LGI1 <1:10 AMR+AML, AMR+AML
CASPR2 1:3200 CASPR2 1:3200 HI
HCR+HCL
5 M L 48.4 51.0 51.0 2 VGKC 1203pM VGKC 1203pM MPR pulse | MPR pulse 90 84 Normal Normal
LGI1 <1:10 LGI1 <1:10
CASPR2 1:3200 CASPR2 1:3200

M: male, F: female, R: right, L: left, NA: not available, yrs: years, AEDs: antiepileptic drugs, Ab: serum antibody concentration, I'T: immunotherapy, MPR: methylprednisolone,
intravenous immunoglobulin, PR: prednisolone, AZA: azathioprine, MMF: mycophenolate-mofetil, IA: immunoadsorption, uWML: unspecific white matter lesions, HI: hyperintensity, A:

atrophy, VI: volume increase, AMR: right amygdala, AML.: left amygdala, HCR: right hippocampus, HCL.: left hippocampus.

IVIG:
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Table 4. Clinical characteristics of HS patients.

Patient Sex Side of HS Age at Age at study, |# of AEDs at
onset ,yrs yrs study
1 M R 6.0 26.0 3
2 F L+R 22.0 27.5 1
3 F L 23.0 39.3 2
4 F R 0.5 18.9 1
5 M R 11.2 19.1 2
6 F R 21.0 36.4 2
7 M L 12.0 32.9 2
8 M L 9.4 44.3 2
9 M L 8.0 27.2 1
10 F L 15.0 24.5 2
11 F L 14.0 54.6 2
12 F L 17.0 28.2 3
13 M L 6.0 39.5 3
14 F L 23.0 29.5 2
15 F R 11.7 24.6 2
16 F L 32.0 40.0 2
17 F R 12.0 59.1 3
18 M R 21.0 50.5 2
19 M L+R 343 46.1 1
20 M L 30.8 46.8 2

M: male, I': female, R: right, L: left, yrs: years, AEDs: antiepileptic drugs, NA: not available
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Table §5. Statistical values of all two-tailed t-tfests using connectivity-based fixel enbancement conducted in this study.

Contrast Metric min p-value max #value number of voxels containing fixels with location of fixels with fwe-
fwe-corrected p < 0.05 corrected p < 0.05
GAD-LE < HC FD 0.017 * 6.02 102 BL SLF
In(FC) 0.035%* 5.38 58 Isthmus CC
FDC 0.002 ** 5.58 829 BL SLE, isthmus CC
GAD-LE > HC FD 0.924 4.64 0
In(FC) 0.616 4.22 0
FDC 0.652 5.04 0
GAD-LE < HS FD 0.101 6.78 0
In(FC) 0.651 5.41 0
FDC 0.596 6.28 0
GAD-LE > HS FD 0.082 8.33 0
In(FC) 0.012 * 6.99 92 Anterior commisure
FDC 0.139 6.28 0
LGI1-LE < HC FD 0.14 7.08 0
In(FC) 0.21 6.72 0
FDC 0.22 7.59 0
LGI1-LE > HC FD 0.96 7.11 0
In(FC) 0.80 4.96 0
FDC 0.95 8.32 0
LGI1-LE < HS FD 0.65 7.31 0
In(FC) 0.64 5.36 0
FDC 0.52 8.11 0
LGI1-LE > HS FD 0.11 7.30 0
In(FC) 0.14 3.49 0
FDC 0.07 7.76 0
CASPR2-LE < HC FD 0.33 7.32 0
In(FC) 0.09 5.87 0
FDC 0.07 6.54 0
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CASPR2-LE > HC FD 0.64 7.78 0
In(FC) 0.97 5.69 0
FDC 0.59 6.11 0
CASPR2-LE < HS FD 0.47 6.85 0
In(FC) 0.91 3.02 0
FDC 0.70 6.47 0
CASPR2-LE > HS FD 0.11 8.08 0
In(FC) 0.01 10.16 218 cerebellar peduncle + splenium of CC
FDC 0.03 11.19 56 cerebellar peduncle
LGI1-LE < GAD-LE FD 0.95 6.20 0
In(FC) 0.55 3.67 0
FDC 0.93 6.06 0
LGI1-LE > GAD-LE FD 0.06 6.49 0
In(FC) 0.37 3.14 0
FDC 0.34 5.78 0
CASPR2-LE < GAD-LE FD 0.92 5.27 0
In(FC) 0.51 4.18 0
FDC 0.65 5.96 0
CASPR2-LE > GAD-LE FD 0.25 5.10 0
In(FC) 0.42 3.65 0
FDC 0.12 4.61 0
CASPR2-LE < LGI1-LE FD 0.24 18.08 0
In(FC) 0.79 10.63 0
FDC 0.83 13.67 0
CASPR2-LE > LGI1-LE FD 0.42 18.30 0
In(FC) 0.12 15.09 0
FDC 0.22 14.58 0

BL: bilateral, FD: fiber density, FC: fiber cross-section, FDC: fiber density and cross-section, SLF: superior longitudinal fascicle, CC: corpus callosum
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Table $6. Analysis of variance and Tukey-Kramer post-hoc pairwise comparison of extracted superior longitudinal fascicle FDC fixcel metrics across all groups adjusting for age.

ANCOVA Post-hoc tests (Tukey-Kramer) #value p-value
F(9,152)=6.57 HC <> GAD-LE aff. 4.25 < 0.007 ok
$<0.001 HC <> GAD-LE not aff. 3.34 0.029 *
7?=0.28 HC <> LGI1-LE aff. 2.29 0.353
HC <> LGI1-LE not aff. 0.89 0.993
HC <> CASPR2-LE aff. 4.04 0.003 **
HC <> CASPR2-LE aff. 2.06 0.506
HC <> HS aff. 4.74 < 0.007 ¥k
HC <> HS not aff. 0.96 0.989
GAD-LE aff. <> GAD-LE not aff. -0.74 0.998
GAD-LE aff. <> LGI1-LE aff. 0.17 1.000
GAD-LE aff. <> LGI1-LE not aff. -2.77 0.132
GAD-LE aff. <> CASPR2-LE aff. 1.52 0.847
GAD-LE aff. <> CASPR2-LE not aff. -0.28 1.000
GAD-LE aff. <> HS aff. 0.33 1.000
GAD-LE aff <> HS not aff. -2.72 0.149
GAD-LE not aff. <> LGI1-LE aff. 0.59 1.000
GAD-LE not aff. <> LGI1-LE not aff. -2.35 0.318
GAD-LE not aff. <> CASPR2-LE aff. 1.98 0.560
GAD-LE not aff. <> CASPR2-LE not aff. 0.18 1.000
GAD-LE not aff. <> HS aff. 1.08 0.976
GAD-LE not aff. <> HS not aff. -1.97 0.566
LGI1-LE aff. <> LGI1-LE not aff. -2.39 0.297
LGI1-LE aff <> CASPR2-LE aff. 1.03 0.982
LGI1-LE aff <> CASPR2-LE not aff. -0.36 1.000
LGI1-LE aff. <> HS aff. 0.02 1.000
LGI1-LE aff. <> HS not aff. -1.69 0.753
LGI1-LE not aff <> CASPR2-LE aff. 3.35 0.015 *
LGI1-LE not aff <> CASPR2-LE not aff. 2.15 0.441
LGI1-LE not aff. <> HS aff. 2.95 0.082
LGI1-LE not aff <> HS not aff 1.26 0.941
CASPR2-LE aff. <> CASPR2-LE not aff. -1.48 0.864
CASPR2-LE aff. <>HS aff. -1.32 0.925
CASPR2-LE aff. <> HS not aff. -3.21 0.042 *
CASPR2-LE not aff. <> HS aff. 0.49 1.000
CASPR2-LE not aff. <> HS not aff. -1.40 0.896
HS aff. <> HS not aff. -3.09 0.058

aff.: affected hemisphere, FDC:

tiber density and cross-section
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Table S7. Analysis of variance and Tnkey-Kramer post-hoc pairwise comparison of extracted superior longitudinal fascicle FDC fixel metrics across all groups adjusting for

ave and seizure freedom.

ANCOVA Post-hoc tests (Tukey-Kramer) -value p-value
F(9,86)=2.71 GAD-LE aff. <> GAD-LE not aff. -0.71 0.997
P=0.008 GAD-LE aff. <> LGI1-LE aff. -0.39 1.000
n?=0.22 GAD-LE aff. <> LGI1-LE not aff. -3.02 0.063
GAD-LE aff. <> CASPR2-LE aff. 1.08 0.960
GAD-LE aff. <> CASPR2-LE not aff. -0.58 0.999
GAD-LE aff. <> HS aff. 0.50 1.000
GAD-LE aff <> HS not aff. -2.38 0.265
GAD-LE not aff. <> LGI1-LE aff. -0.01 1.000
GAD-LE not aff. <> LGI1-LE not aff. -2.64 0.155
GAD-LE not aff. <> CASPR2-LE aff. 1.50 0.805
GAD-LE not aff. <> CASPR2-LE not aff. -0.15 1.000
GAD-LE not aff. <> HS aff. 1.21 0.927
GAD-LE not aff. <> HS not aff -1.67 0.707
LGI1-LE aff. <> LGI1-LE not aff. -2.28 0.317
LGI1-LE aff <> CASPR2-LE aff. 1.20 0.929
LGI1-LE aff <> CASPR2-LE not aff. -0.11 1.000
LGI1-LE aff. <> HS aff. 0.64 0.998
LGI1-LE aff. <> HS not aff. -0.86 0.989
LGI1-LE not aff <> CASPR2-LE aff. 3.58 0.013 *
LGI1-LE not aff <> CASPR2-LE not aff. 2.26 0.325
LGI1-LE not aff. <> HS aff. 3.24 0.035 *
LGI1-LE not aff <> HS not aff. 1.74 0.663
CASPR2-LE aff. <> CASPR2-LE not aff. -1.41 0.851
CASPR2-LE aff. <>HS aff. -0.77 0.994
CASPR2-LE aff. <> HS not aff. -2.50 0.211
CASPR2-LE not aff. <> HS aff. 0.87 0.988
CASPR2-LE not aff. <> HS not aff. -0.85 0.990
HS aff. <> HS not aff. -2.95 0.076

aff.: affected hemisphere, FDC:

fiber density and cross-section
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Table S8. Statistical values of all correlation analyses between ROI-wise fixel metrics and memory performance. P-values are reported uncorrected and after applying
a Holm-Bonferroni procedure to correct p-values for multiple comparisons.

ROI hemisphere metric Verbal memory Figural Memory
Pearson R P H.-B.-corr. p Pearson R P H.-B.-corr. p
SLF Affected FD -0.047 0.847 1.000 -0.092 0.707 1.000
FC -0.128 0.601 1.000 0.169 0.489 1.000
FDC 0.013 0.958 1.000 0.112 0.649 1.000
Unaffected FD 0.009 0.971 1.000 0.159 0.516 1.000
FC -0.084 0.731 1.000 -0.090 0.715 1.000
FDC 0.038 0.878 1.000 0.108 0.660 1.000
L FD -0.268 0.267 1.000 0.026 0.917 1.000
FC 0.213 0.380 1.000 0.215 0.377 1.000
FDC 0.088 0.719 1.000 0.170 0.487 1.000
R FD 0.162 0.505 1.000 0.073 0.765 1.000
FC -0.418 0.075 1.000 -0.106 0.665 1.000
FDC -0.028 0.908 1.000 0.057 0.817 1.000
2(L-R)/(L+R) FD -0.348 0.144 1.000 -0.032 0.898 1.000
FC 0.684 0.001 0.048 * 0.301 0.210 1.000
FDC 0.197 0.419 1.000 0.188 0.441 1.000
(L+R)/2 FD -0.011 0.971 1.000 0.064 0.515 1.000
FC -0.126 0.601 1.000 0.058 0.810 1.000
FDC 0.029 0.906 1.000 0.117 0.632 1.000
Hippo- affected -0.136 0.577 1.000 0.363 0.126 1.000
campus | unaffected -0.008 0.972 1.000 0.430 0.066 1.000
L -0.135 0.580 1.000 -0.228 0.347 1.000
R -0.116 0.638 1.000 0.018 0.943 1.000
2(L-R)/(L+R) <0.001 1.000 1.000 -0.212 0.383 1.000
(L+R)/2 -0.150 0.539 1.000 -0.124 0.611 1.000

SLF: superior longitudinal fascicle, R: right, L: left, H.-B.-corr.: Holm-Bonferroni correceted values.
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Figure 1. Whole-brain average In(FC), FD and FDC values of all subjects over age including results of regression analysis (lef?)
and grouped with results of ANCOVAs adjusting for age (right).

FD: fiber density, FC: fiber cross-section, FDC: fiber density and cross-section, yrs: years
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Abstract

Limbic encephalitis (LE) forms a spectrum of autoimmune diseases involving tem-
poral lobe epilepsy and memory impairment. Imaging features of LE are known to
depend on the associated antibody and to occur on the brain network level. However,
first studies investigating brain networks in LE have either focused on one distinct
antibody subgroup or on distinct anatomical regions. In this study, brain graphs of 17
LE patients with autoantibodies against glutamic acid decarboxylase 65 (GAD-LE),
four LE patients with autoantibodies against leucine-rich glioma-inactivated 1, five
LE patients with autoantibodies against contactin-associated protein-like 2, 26 age-
and gender-matched healthy control subjects, and 20 epilepsy control patients with
hippocampal sclerosis were constructed based on T1-weighted structural magnetic
resonance imaging scans and diffusion tensor imaging. GAD-LE showed signifi-
cantly altered global network topology in terms of integration and segregation as
compared to healthy controls and patients with hippocampal sclerosis (P < .01,
analysis of variance with Tukey-Kramer post hoc tests). Linear regression linked
global network measures with amygdala volume and verbal memory performance
(P < .05). Alterations of local network topology show serotype dependence in hip-
pocampus, amygdala, insula, and various cortical regions. Our findings reveal sero-
type-dependent patterns of structural connectivity and prove the relevance of in silico

network measures on clinical grounds.
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1 | INTRODUCTION

Limbic encephalitis (LE) comprises a spectrum of autoim-
mune brain diseases characterized by temporal lobe epilepsy
and memory impairment." Growing evidence suggests that
the clinical picture of LE patients including their magnetic
resonance imaging (MRI) signature largely depends on the
associated antibody.z’3 Antibodies against glutamic acid de-
carboxylase 65 (GAD), leucine-rich glioma-inactivated 1
(LGI1), and contactin-associated protein-like 2 (CASPR2)
are most commonly found in LE patients.' Previous imaging
research in the field of LE has mostly focused on identifying
structural alterations of either mesiotemporal gray matter re-
gions or white matter tracts.* Nevertheless, these approaches
are limited in their ability to gain insights into pathological
processes at a larger scale. To integrate previous findings into
a global and functionally relevant framework, we chose to
apply a structural connectivity network model.? In this frame-
work, we investigated alterations of network topology across
multiple scales and serogroups. Moreover, we aimed to es-
tablish a link between in silico measures of network topology
and well-established clinical parameters in the field of LE,
in particular mesiotemporal volumetry and memory perfor-
mance. To discriminate structural network topology between
LE patients and other patients with focal epilepsy, we include
epilepsy patients with hippocampal sclerosis (HS) as a clin-
ical control group. To draw a complete picture, we opted to
retain LE patient groups with only few subjects, although this
requires a less powerful nonparametric approach for group-
level statistical comparisons.
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2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study group

Three experimental and two control groups were contrasted.
For the experimental groups, we prospectively included 17
patients with GAD-autoantibody-associated LE (GAD-LE),
four patients with LGIl-autoantibody—associated LE
(LGII-LE), and five patients with CASPR2-autoantibody—
associated LE (CASPR2-LE). All LE patients were diag-
nosed according to widely acknowledged diagnostic criteria
and harbored serologically proven autoantibodies.” As it re-
mains unclear whether LE is a predominantly unihemispheric
process, we defined either one hemisphere as the predomi-
nantly affected hemisphere or both hemispheres as affected
hemispheres according to a two-step classification scheme
based on electroencephalographic data and mesiotempo-
ral volumetry described elsewhere.>*!” Twenty-six healthy
control subjects from a preexisting in-house database were
individually age- and gender-matched to the LE patients.
Moreover, presurgical scans of 20 epilepsy patients with
histologically confirmed HS who underwent selective amyg-
dalohippocampectomy were included. In all patients, figural
and verbal memory performance was assessed.'? Memory
parameters were standardized according to a conormalization
sample of 488 healthy volunteers (mean = 100, SD = 10), ap-
plying a correction for age. See Table 1 and Supplementary
material S1 for details. The study was approved by the inter-
nal review board of the University Hospital Bonn. All partici-
pants provided written informed consent.

TABLE 1 Demographic and clinical data of all patient and control groups
ANOVA,
Group GAD-LE LGI1-LE CASPR2-LE HS Controls P
n 17 4 5 20 26 NA
Female, n (%) 10 (58.8) 2 (50.0) 0 11 (55.0) 12 (46.2) 47
Lateralization, right/ 4/5/8 2/1/1 17272 4/0/16 NA 25
bilateral/left
Age, y 35.50 £ 11.72 63.37 + 4.90 57.35 £ 13.57 38.84 +13.22 44.63 + 15.62 <.001
Age at onset, y 31.75 + 11.89 61.44 + 4.60 54.39 +2.96 14.49 + 11.86 NA <.001
Disease duration, y 3.75 £ 2.56 1.92 + 2.09 2.96 + 1.31 2435 + 14.27 NA <.001
Verbal memory 98.04 + 11.35 80.31 + 11.68 88.81 + 6.00 84.26 + 10.28 NA .002
Figural memory 87.04 + 14.97 74.33 +7.66 91.89 + 11.06 83.42 + 61.81 NA .23
Seizure-free at study, 5(29.4) 3(75.0) 2 (40.0) 1(5.0) NA .014

n (%)

Note: Continuous data are given as arithmetic group means =+ standard deviation. P values correspond to analyses of variance for continuous data or Pearson chi-square

tests for categorical data. Verbal memory test: Verbal Learning and Memory Test'?; figural memory test: Diagnosticum fiir Cerebralschidigung, revised''; memory

parameters were standardized according to a conormalization sample of 488 healthy volunteers (mean = 100, standard deviation = 10), applying a correction for age.
ANOVA, analysis of variance; CASPR2-LE, CASPR2-autoantibody—associated LE; GAD-LE, GAD-autoantibody-associated LE; HS, hippocampal sclerosis; LE,

limbic encephalitis; LGI1-LE, LGI1-autoantibody—associated LE; NA, not applicable.
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2.2 | Image acquisition

All subjects underwent diffusion tensor imaging with 60 di-
rections and T1-weighted structural imaging in Bonn using
a 3T MRI scanner (Magnetom Trio, Siemens Healthineers).
Due to a scanner update in 2014, two different acquisition
protocols and head coils were used. Details on acquisition
parameters can be found in Supplementary Data S2. We ac-
counted for this factor by introducing scanner update as an
independent variable in the statistical models.

2.3 | Image preprocessing and network
construction

Surface reconstruction and volumetric segmentation of T1
structural images were performed using FreeSurfer (v6.0,
https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/); 84 cortical and sub-
cortical regions of interest (ROIs) of the Desikan-Killiany
atlas were used as nodes in the structural connectivity
graph. Preprocessing of diffusion-weighted images was
performed as described elsewhere?; streamline and network
reconstruction was performed using the MRtrix3 toolbox
(http://www.mrtrix.org). Edge weights were derived as the
streamline count between each pair of ROIs and normal-
ized to [0,1] on an intrasubject level.

2.4 | Global network analysis

Using the Brain Connectivity Toolbox, the clustering coef-
ficient as a measure of segregation and the characteristic path
length as a measure of integration were calculated for all in-
dividuals.® Statistical comparisons between groups were per-
formed in two steps. First, we tested for differences between
GAD-LE, HS, and healthy controls using a one-way anal-
ysis of variance adjusting for age and scanner update with
post hoc Tukey-Kramer pairwise tests. Second, to include
LGI1-LE and CASPR2-LE groups, we tested for differences
across all groups using a Kruskal-Wallis test with post hoc
Dunn pairwise tests. A Benjamini-Hochberg procedure was
applied to correct for multiple comparisons. Furthermore, re-
gression analyses to predict amygdala volumes and memory
performance based on global network measures across all LE
serogroups were performed using linear regression including
scanner update and individual intercepts for each serogroup
as independent variables.

2.5 | Local network analysis

Differences in node strength were tested for every node
across all groups using Kruskal-Wallis tests with post hoc

Dunn pairwise tests and Benjamini-Hochberg correction for
multiple comparisons. In the healthy control group, node
strengths were pooled across both hemispheres. Unpaired ¢
tests adjusting for age and scanner update were used to test
for differences of connection weights between groups by
means of network-based statistics including nonparametric
permutation testing with 5000 permutations to correct for
familywise error rate (FWE).13

3 | RESULTS

3.1 | Global network topology

An analysis of variance revealed significant group differ-
ences between GAD-LE, HS patients, and healthy controls
in clustering coefficient (Fy s = 4.98, P = .002) and char-
acteristic path length (Fy 53 = 3.66, P = .010). A Kruskal-
Wallis test confirmed significant group differences across
all groups in clustering coefficient (){24 = 15.78, P = .003)
and characteristic path length (4>, = 10.83, P = .03). Post
hoc pairwise tests revealed significantly lower clustering
and a higher characteristic path length in GAD-LE as com-
pared to HS patients and healthy controls at P < .01. Post
hoc tests involving LGI1-LE and CASPR2-LE did not re-
veal any significant group differences at P < .05. By means
of linear regression, the amygdala volume on the pre-
dominantly affected hemisphere (F, ,; = 3.09, P = .038,
R? = 31) and verbal memory performance (Fy 1 = 4.39,
P = .010, R* = .45) were predicted by the clustering coeffi-
cient. The amygdala volume on the unaffected hemisphere,
the amygdala volume averaged across both hemispheres,
and figural memory performance were not significantly
predicted by either clustering coefficient or characteristic
path length at P < .05 (see Figure 1A,B and Figure S3).

3.2 | Local network topology

Comparing connection weights between GAD-LE and
healthy controls, the network-based statistics approach de-
tected 11 connections with significantly (FWE-corrected
P < .05) lower weights across both hemispheres. When con-
trasting HS patients and healthy controls, only the connection
between both lateral orbitofrontal gyri showed significantly
lower weight in HS patients than healthy controls. All other
contrasts did not reveal any significantly altered connections
at FWE-corrected P < .05 (see Figure 1B and Figure S3B).
Comparing node strengths across all groups, global Kruskal-
Wallis tests revealed significant (false discovery rate—cor-
rected P < .05) group differences for 18 nodes, including
hippocampus, amygdala, and insula (Figure 1C and Figure
54C).


https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/
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network clustering relates to amygdala volume and verbal memory
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Overview of alterations of local and global network topology. A, Left: Group-level pairwise comparisons revealed a significantly

lower clustering in GAD-autoantibody—associated limbic encephalitis (GAD-LE) as compared to healthy controls and patients with hippocampal
sclerosis. Middle and right: Across all LE groups, amygdala volume in the predominantly affected hemisphere (middle) and verbal memory
performance (right) are predicted by the clustering coefficient and individual group intercepts using linear regression. B, Overview of local network
topology alterations. Colored edges denote significantly reduced connection weights by means of network-based statistics at FWE-corrected

P < .05; colored nodes show significantly reduced node strength. Larger-appearing nodes are top 15% hubs according to node strength. C, The
network-based statistics approach detected 11 connections with significantly (FWE-corrected P < .05) lower weights in GAD-LE as compared

to controls (orange lines). When contrasting hippocampal sclerosis patients and healthy controls, only the connection between both lateral
orbitofrontal gyri showed significantly lower connection weight (green line). **P < .01 (Tukey-Kramer post hoc test). CASPR2-LE, CASPR2-
autoantibody—associated LE; FWE, familywise error rate; HC, healthy controls; HS, hippocampal sclerosis; LGI1-LE, LGI1-autoantibody—

associated LE

4 | DISCUSSION

In the present study, we describe altered network topology in
three distinct LE serogroups and aim to relate our findings to
their clinical and cognitive profiles. Although the interpretation
of altered network topology in a clinical context remains chal-
lenging, mesiotemporal volumetry is a clinically recognized
marker for diagnostics and follow-up monitoring in the field
of autoimmune LE.>* Here, we show that lower clustering in
LE patients is associated with greater amygdala enlargement
in the predominantly affected hemisphere. Beyond imaging

characteristics, memory impairment ranks among the most rel-
evant cognitive deficits associated with LE.'* Although figural
memory was independent of network topology, lower cluster-
ing was predictive for verbal memory impairment. This find-
ing confirms a previously reported association between disease
severity and verbal memory performance, which was related
to structural integrity of the left hippocampus. This association
was not found for figural memory perfonnance.14

With regard to local network topology, our results reflect
previously described reduced interhippocampal and hippo-
campocortical functional connectivity in LGI1-LE.'*'* This
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is further backed by our data regarding reduced hippocam-
pal node centrality in LGI1-LE and GAD-LE. However,
our finding of reduced insular node centrality in GAD-LE
and LGII1-LE is novel and supports previous reports indi-
cating a possible involvement of the insula in GAD-LE and
LGI1-LE.'®7 Nevertheless, the pathomechanism of this
finding remains a topic for future study. In comparison to
HS patients, GAD-LE shows more widespread alterations
of local network topology. Whereas in HS patients reduced
node strengths are restricted to the predominantly affected
hippocampus and both parahippocampal gyri, we found 18
anatomical regions with reduced node strength across both
hemispheres in GAD-LE. Notably, in 10 nodes this reduction
is significant in comparison to HS patients. In contrast to HS
patients, reduced node strengths as well as reduced connec-
tion weights in GAD-LE largely cover bilateral subcortical
gray matter regions, which may be associated with previously
reported basal ganglia hypermetabolism in these patients.18

Altogether, our findings underline the concept that
GAD-LE is a disease entity involving a variety of anatom-
ical structures across the entire brain and beyond the mesial
temporal lobe.> With regard to LGI1-LE and as previously
hypothesized, in contrast, our results point toward a less
widespread pathology with a clear focus on mesiotemporal
structures.® The absence of significant alterations of net-
work topology in CASPR2-LE may be grounded in insuffi-
cient statistical power due to the small sample size on the one
hand, and on the other hand, previous literature has reported
only subtle MRI findings in CASPR2-LE.®

Three aspects limit the explanatory power of the pres-
ent study. First, small sample sizes in the LGII1-LE and
CASPR2-LE groups made the use of low-power nonparamet-
ric statistical approaches unavoidable. Moderate group-level
effects might therefore become apparent with increasing sta-
tistical power in a larger study cohort. Second, transversal
study designs like the present one are challenged by therapeu-
tic interventions. Because different LE serogroups are known
to differ in their response to immunotherapy, and patients
may be captured at different disease stages, immunotherapy
interaction with effects of pathology are unobserved in a
transversal statistical approach. Third and last, the biological
underpinnings of altered network topology remain specula-
tive and require further investigation. Nonetheless, this study
pioneers in linking observed network alterations across dif-
ferent scales and serological groups to well-established clini-
cal parameters in the field of LE.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

S1 Patient characteristics

Table STA. Clinical data of all GAD-LE patients.

ID Sex Lateral- Ageat  Age at Ab at  Initial IT IT at Verbal Figural
ization onset, study,yrs  study, study memory  memory
yIs U/ml atstudy  at study
1 F L 45-50 50-55 NA MPR pulse ~ None 88 92
2 F R+L 1520 20-25 >1000 MPR pulse ~ MMF 105 73
3 M R+L 2530 25-30 >1000 MPR pulse  None 100 104
4 F R 30-35 30-35 >1000 IVIG None 103 102
5 F R+L 2025 25-30 >1000 IVIG PR oral 109 97
6 F R 15-20 20-30 0 MPR pulse  None 85 66
7 M L 25-30 35-40 >1000 AZA None 107 108
8§ M L 40-45 40-45 >1000 PR oral MPR 92 106
pulse+ PR
oral
9 F L 45-50 50-55 >1000 MPR pulse  None 107 84
10 F L 25-30 25-30 >1000  MPR pulse MPR pulse 108 104
11 M R 20-25 20-25 >1000  MPR pulse MPR pulse 101 92
12 M L 30-35 30-35 >1000 PR oral None 107 101
13 M L 35-40 35-40 >1000 MPR pulse ~ None 103 84
14 F R+L 55060 60-65 >1000  MPR pulse ~ None 102 67
15 M R 15-20 20-25 NA MPR pulse MPR Pulse 80 67
+ BAS
16 40-45 45-50 >1000 MPR pulse  None 74 67
17 L 25-30 30-35 0 MPR pulse MPR pulse 101 77

M: male, F: female, R: right, L: left, NA: not available, yrs: years, Ab: serum antibody concentration,
IT: immunotherapy, MPR: methylprednisolone, IVIG: intravenous immunoglobulin, PR: prednisolone,
AZA: azathioprine, MMF: mycophenolate-mofetil, BAS: Basiliximab
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Table S1B. Clinical data of all LGI1-LE patients.
ID Sex Lateral- Age at Age at Ab at Initial IT IT at Verbal Figural
ization onset,yrs study,yrs  study study memory memory
atstudy  at study
1 M R 65-70 65-70 NA MPR pulse  None 71 76
2 M L 55-60 60-65 NA MPR pulse  None 96 83
3 F L 60-65 60-65 <1:10  MPR pulse = None 64 59
4 F R 55-60 55-60 1:10 PR oral MPR pulse 86 73
M: male, F: female, R: right, L: left, NA: not available, yrs: years, Ab: serum antibody concentration,
IT: immunotherapy, MPR: methylprednisolone, PR: prednisolone
Table S1C. Clinical data of all CASPR2-LE patients.
ID Sex Lateral- Age at Age at Ab at Initial IT  IT at Verbal  Figural
ization onset, yrs study, yrs  study study memory memory
atstudy  at study
1 M L 65-70 75-80 NA MPR pulse  None 93 82
2 M L 35-40 40-45 1:1000 MPR pulse PR oral+ 92 107
MMF
3 M R 65-70 70-75 <1:10  MPR pulse = None 81 96
4 M R+L 45-50 50-55 1:3200 MPR pulse = None 93 87
5 M L 45-50 50-55 1:3200 MPR pulse = MPR 90 84
pulse

M: male, F: female, R: right, L: left, NA: not available, yrs: years, Ab: serum antibody concentration,

IT: immunotherapy, MPR: methylprednisolone, PR: prednisolone, MMF: mycophenolate-mofetil
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Table S1D. Clinical data of all hippocampal sclerosis patients.

ID Sex Side of HS Age at Age at
onset,yrs study, yrs
1 M R 5-10 25-30
2 F L+R 20-25 25-30
3 F L 20-25 35-40
4 F R <5 15-20
5 M R 10-15 15-20
6 F R 20-25 35-40
7 M L 10-15 30-35
8 M L 5-10 40-45
9 M L 5-10 25-30
10 F L 15-20 20-25
11 F L 10-15 50-55
12 F L 15-20 25-30
13 M L 5-10 35-40
14 F L 20-25 25-30
15 F R 10-15 20-25
16 F L 30-35 40-45
17 F R 10-15 55-60
18 M R 20-25 50-55
19 M L+R 30-35 45-50
20 M L 30-35 45-60

M: male, F: female, R: right, L: left, HS: hippocampal sclerosis
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S2 Image acquisition parameters

T1-weighted structural imaging and diffusion tensor imaging (DTT) for all subjects was performed at the
Life & Brain Center in Bonn using a 3 Tesla MRI-Scanner (Magnetom Trio, Siemens Healthineers, Erlangen,
Germany). Diffusion-weighted data were acquired using single shot spin-echo echo-planar imaging. Due to
a scanner update in eatrly 2014, two different acquisition protocols were used. DTI Parameters before the
update were TR = 12 s, TE = 100 ms using an eight channel headcoil, parameters after the update were
TR= 9 s, TE = 87 ms using a 32 channel headcoil. Both protocols acquired 72 axial slices,
matrix 128 X 128 pixel, voxel size 1.72 mm X 1.72 mm X 1.7 mm and in both protocols, diffusion weighting
was isotropically distributed along 60 directions at b = 1000 s - mm™2. Six images with b = 0 were acquired
initially and following each series of ten diffusion-weighted images. T1-weighted images were acquired using
MPRAGE sequences. Scanning parameter before the update were TR = 1570 ms, TE = 3.42 ms, flip angle
15°, matrix 256 X 256 pixel, .voxel size 1.0 mm X 1.0 mm X 1.0 mm, parameters after the update were TR
= 1660 ms, TE = 2.54 ms, flip angle 9°, matrix 320 X 320 pixel, voxel size 0.8 mm X 0.8 mmX 0.8 mm.
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S3 Overview over alterations of global network topology

(A) Left: Group-level pairwise comparisons revealed a significantly lower clustering in GAD-LE as
compared to healthy controls and patients with hippocampal sclerosis. Middle and right: Across all LE
groups, amygdala volume on the affected hemisphere (middle) and verbal memory performance (right) are
predicted by the clustering coefficient and individual group intercepts using linear regression. (B) Group-
level pairwise comparisons revealed a significantly lower local efficiency and transitivity, two alternative
measures of network segregation, in GAD-LE as compared to healthy controls and patients with
hippocampal sclerosis. (C) Group-level pairwise comparisons revealed a significantly higher characteristic
path length in GAD-LE as compared to healthy controls and patients with hippocampal sclerosis. Global
efficiency did not differ significantly between groups.

global network topology relates to amygdala volume and verbal memory
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S4 Overview over alterations of local network topology

(A) Overview over alterations of local network topology in terms of nodal strength and connection weights.
(B) The network-based statistics approach detected 11 connections with significantly (FWE-corrected
P < 0.05) lower weights in GAD-LE as compared to controls (orange lines). When contrasting hippocampal
sclerosis patients and healthy controls, only the connection between both lateral orbitofrontal gyri showed
significantly lower connection weight (green line). (C) Comparing node strengths across all groups, global
Kruskal-Wallis tests revealed significant (FDR-corrected p < 0.05) group differences for 18 nodes.
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