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Titre : Biomarqueurs rétiniens de la maladie d'Alzheimer et
du vieillissement cérébral

Résume :

L’ceil et le systéeme nerveux central (SNC) ont une origine embryologique commune
et les structures rétiniennes, facilement observables, pourraient refléter les atteintes
cérébrales. L’objectif général de cette thése était d'analyser les relations entre
atteintes rétiniennes et manifestations cliniques (déclin cognitif, démence) et
paracliniques (imagerie cérébrale) du vieillissement cérébral. Deux "biomarqueurs"
rétiniens ont été analysés : les fibres nerveuses de la rétine (RNFL) et les structures
vasculaires. Les données utilisées proviennent de la cohorte populationnelle 3 Cités-
Alienor. Nous avons montré que les sujets ayant une épaisseur réduite de la RNFL
(mesurée par tomographie par cohérence optique spectral-domain, SD-OCT)
présentaient des performances diminuées en mémoire épisodique (principale
fonction cognitive affectée dans la maladie d’Alzheimer, MA) aprés 2 ans de suivi ;
sur une période aussi courte, aucune association n'a été trouvée avec le risque de
démence. Une épaisseur réduite de la RNFL était aussi associée a des parametres
altérés en IRM au niveau des voies visuelles et des régions du systéme limbique,
régions particulierement vulnérables dans la MA. Enfin nous avons montré qu'une
épaisseur réduite de la couche vasculaire choroide était associée a un volume
d’hypersignaux de la substance blanche plus important. Des processus
pathologigues vasculaires et neurodégénératifs sont associés dans le vieillissement
cérébral. Ainsi, la rétine pourrait refléter les altérations du SNC dans la MA et le
vieillissement cérébral. D'autres recherches doivent encore étre menées avant de

considérer la rétine comme un biomarqueur potentiel du vieillissement cérébral.

Mots clés : [Epidémiologie, Biomarqueurs, Rétine, Alzheimer, Vieillissement]




Title: Retinal biomarkers of Alzheimer's disease and the
cerebral aging

Abstract:

The eye and central nervous system (CNS) have a common embryological origin,
and easily observable retinal structures may reflect brain damage. The primary
objective of this thesis was to analyze the relationship between retinal disorders and
clinical (cognitive decline, dementia) and para-clinical (brain imaging) brain aging
manifestations. Two types of retinal "biomarkers" were analyzed: the retinal nerve
fiber layer (RNFL) and vascular structures. The data used come from the population-
based cohort 3-Cities Alienor. We have shown that subjects with reduced RNFL
thickness (measured by spectral-domain optical coherence tomography, SD-OCT)
showed a reduced episodic memory score (cognitive function that is principally
affected in Alzheimer's disease, AD) after 2 years of follow-up; over this short period
of time no association with dementia risk was found. A reduced RNFL thickness was
also associated with altered MRI parameters in visual pathways and in limbic system
regions, which are particularly vulnerable in AD. Finally we have shown that reduced
vascular choroid layer thickness was associated with larger white matter
hyperintensities volumes. Vascular and neurodegenerative disease processes are
associated with brain aging. Thus, alterations in the CNS by AD and brain aging
could be reflected in the retina. Other research is still needed before considering the

retina as a potential biomarker of brain aging.

Keywords: [Epidemiology, Biomarkers, Retina, Alzheimer, Aging]
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INTRODUCTION

Allongement de espérance de vie et son influence sur la prévalence des demences

En raison de I'allongement de I'espérance de vie au niveau mondial (Figure 1), les pathologies
liées au vieillissement, comme les pathologies démentielles et notamment la maladie
d'Alzheimer (MA) et maladies apparentées, sont devenues 1’un des grands défis actuels de
santé publique. Ces maladies représentent un défi social et médico-économique croissant,
notamment pour les régions du monde avec un nombre et un pourcentage élevés de personnes
agées. L’augmentation de la population agée mondiale est notamment liée a divers facteurs
tels que les progres de la médecine et I’arrivée aux ages avances des générations de « baby-

boomers » (Alzheimer’s Association, 2016).
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Figure 1. Espérance de vie a la naissance dans le monde et selon le niveau de
développement des pays, projections de 1950 a 2050. Figure issue du rapport de ’ONU
World Population Ageing 2013. (United Nations, 2013).

Il est estimé qu’au niveau mondial le nombre de personnes agées de 60 ans et plus
augmentera progressivement jusqu’a environ 2 milliards en 2050 (Figure 2). Aux Etats-Unis,
les projections montrent que le nombre de sujets ayant 65 et plus atteindra 74 millions en

2030, ce qui correspondra a plus de 20% de la population totale (contre 14% en 2012)
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(Ortman et al., 2014). En France, selon un scénario central de projection, le nombre de
personnes ayant 65 et plus devrait étre d’environ 16 millions en 2030, ce qui correspondra a
plus de 23% de la population totale (contre 18,6 % en 2015) (Blanpain and Chardon, 2010).

Une conséquence directe de cette augmentation du nombre de personnes agées est
l'augmentation concomitante du nombre de personnes atteintes de pathologies liées au

vieillissement, et notamment les pathologies démentielles.

Figure 2. Projection mondiale du nombre de personnes agées de 60 ans et plus, 1950-
2050. Figure issue du rapport Dementia: a public health priority, WHO and AD
International (World Health Organization and Alzheimer’s Disease International, 2012).

Prévalence et incidence des démences

Les démences sont largement sous-diagnostiquées en population générale (Helmer et al.,
2008). Ce sous-diagnostic peut obéir a divers facteurs comme un contexte multi-pathologique,
I’inexistence d’un traitement curatif (Helmer et al., 2008) ou un acces médical limité en raison
de facteurs géographiques et/ou culturels divers (Cornutiu, 2015). Les études
épidémiologiques en population générale, avec recherche et diagnostic actif des démences,
permettent d'estimer la prévalence et l'incidence de ces pathologies. Ainsi , dans les années
2000 leur prévalence etait estimée a 6-8% aprés 65 ans (Lobo et al., 2000) ; l'incidence
s’accroit exponentiellement avec I'dge, variant approximativement de 2,4 pour 1000
personnes-année (PA) entre 65-69 ans a plus de 50 pour 1000 PA aprés 85 ans (Fratiglioni et
al., 2000). Du fait du vieillissement de la population, le nombre de personnes démentes,
estimé a environ 35 millions au niveau mondial en 2010 devrait ainsi atteindre plus de 100
millions en 2050 (Figure 3) si l'incidence a un age donné reste inchangée (World Health
Organization and Alzheimer’s Disease International, 2012). Les derniéres estimations du
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World Alzheimer Report annoncent environ 131,5 millions en 2050 (Prince et al., 2015). En
Europe, plus de 6 millions de personnes présentaient une démence en 2010 et ce nombre
devrait atteindre 14 millions en 2050. Sur cette méme période, la France devrait passer de 754
000 cas estimés en 2010 a plus de 1,8 millions en 2050 (Mura et al., 2010).

Cependant, plusieurs publications ont récemment analysé les tendances évolutives des
démences, mettant en évidence une tendance & la baisse actuellement par rapport aux
décennies antérieures (Grasset et al., 2016; Matthews et al., 2016; Prince et al., 2016; Rocca
et al., 2011; Satizabal et al., 2016; Schrijvers et al., 2012). Cette diminution de 1’incidence et
de la prévalence des démences pourrait notamment étre attribuée a I'ameélioration du niveau
d'éducation, au meilleur contréle médical des maladies cardiovasculaires et a 1’amélioration
de I'nygiene de vie (Winblad et al., 2016). Si cette baisse est réelle, les estimations antérieures

du nombre de cas attendus devront étre revues a la baisse.

High-income El | ow- and middle-income

120
100
80
60
40

20

Numbers of people with dementia (millions)

2010 2020 2030 2040 2050
Year
Figure 3. Evolution du nombre de personnes atteintes de démence dans les pays a
revenus élevés par rapport aux pays a revenus intermédiaires ou faibles. Figure issue du
rapport 2012 de ’OMS et I’Alzheimer’s Disease International. ‘Dementia: a public health
priority’ (World Health Organization and Alzheimer’s Disease International, 2012)

Démences, consequences et colt économique et social

Le codt des démences dépasse largement les codts liés aux dépenses de soins. Ces pathologies
ont en effet un impact important sur 1’entourage du malade et sur la société en géneéral, avec
un codt social éleve. Des estimations annuelles de I'ensemble des ressources employées pour
prendre en charge la MA en France s’¢levaient a 9,9 milliards d'euros en 2005, dont pres de
55% restaient a la charge des familles (Gallez, 2005). Une part importante du codt lié aux
démences est due a leur impact majeur en termes de dépendance. Cette derniere dure dans le
temps, avec le plus souvent plusieurs années passees a un stade de dépendance sévére
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(Alzheimer’s Association, 2016). La démence représente ainsi une part trés importante de la
dépendance chez les sujets agés. Aux Etats-Unis, par exemple, plus de 80% des utilisateurs de
services de soins spécialisés ont une MA (Alzheimer’s Association, 2016). En France, la
cohorte Paquid a montré que les trois-quarts des personnes présentant une dépendance pour
les activités de base de la vie quotidienne (ADL) étaient démentes (Helmer et al., 2006). La
prise en charge de cette dépendance est assurée soit par les aidants informels (famille,
entourage de la personne démente), soit par des aidants professionnels a domicile avec des
services personnalisés ou en institution. La prise en charge nécessite d'étre adaptée a la
pathologie et elle est souvent plus complexe que la prise en charge pour d’autres maladies
chroniques (Alzheimer’s Association, 2015a). Ainsi, le colt global de la prise en charge est
plus élevé lors d’une démence (Nordberg et al., 2007). Les codts associés a I’implémentation,
a l’accés et au financement de services de soins spécialisés sont considérables et ont été
estimés a 226 milliards de dollars pour les Etats-Unis en 2015 (Alzheimer’s Association,
2015b).

Au-dela du colt de la dépendance, la prise en charge, étant souvent assurée en grande partie
par I’entourage du malade, peut avoir des conséquences sur les aidants, avec notamment un
stress émotionnel et/ou des symptdmes dépressifs, une fragilité et la détérioration de I'état de
santé des aidants. Cela peut également entrainer des conséquences sur l'activité
professionnelle, pouvant conduire a la réduction du revenu (Kasper et al., 2014). L’état de
santé général de I’aidant est d’autant plus impacté lorsque celui-ci fait partie de la famille de

la personne démente (MetLife Mature Market Institute and LifePlans, Inc., 2006).

Cause majeure des pathologies démentielles

Les pathologies démentielles peuvent avoir diverses origines mais 1’étiologie principale est la
MA (Wilson et al., 2012; Winblad et al., 2016). La MA se classe parmi les 8 problémes
majeurs de santé publique au niveau mondial (Cornutiu, 2015). La MA a été décrite pour la
premiére fois par Alois Alzheimer en 1906 chez une patiente souffrant d’hallucinations
(Alzheimer et al., 1995). La MA est une pathologie neurodégenérative qui entraine une
détérioration des capacités et compétences cognitives (mémoire, langage, fonctions
exécutives, orientation spatio-temporelle, perception visuo-spatiale...) (McKhann et al., 1984,
2011).

Au niveau physiopathologique, la MA se caractérise par la présence de lésions cerébrales qui
associent des dépots de protéine B-amyloide et des degenérescences neurofibrillaires (DNF)
(Dubois et al., 2010) (Figure 4). L’accumulation de ces deux types de 1ésions endommage les

circuits d’interconnexion et d’intégrité neuronale (Alzheimer’s Association, 2016).
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Figure 4. Principales lésions neuropathologiques de la MA. Figure Issue de Richard A.
Armstrong 2009 (Armstrong, 2009) : A. plaques séniles formées par les dépots de la B-

amyloide (Ap) (détection par immunohistochimie). B. enchevétrements neurofibrillaires

dans une coupe du cortex cérébral (détection par immunohistochimie TAU).

En 1984, les premiers critéres diagnostiques de la MA ont été publiés (McKhann et al., 1984)
s’appuyant exclusivement sur les manifestations (symptomes) de la maladie. En 2011, ces
criteres ont été revus et actualisés par un groupe de travail du National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer's Disease and
Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) (McKhann et al., 2011). L’actualisation
des critéres considére les avancees scientifiques qui permettent de déceler des changements
neurodégénératifs et intégre aussi un concept de continuum pour un possible diagnostic des
les phases précoces ou précliniques de la maladie (Sperling et al., 2011). Ainsi, ces nouveaux
critéres prennent en considération I’utilisation de « biomarqueurs » de la MA qui peuvent
s’associer aux changements bien avant 1’apparition des signes cliniques (Alzheimer’s

Association, 2016).

Facteurs de risque des démences et de la MA

Plusieurs facteurs individuels, éventuellement modifiables, ont été décrits comme majorant le
risque de démence ou de MA et regroupent des caractéristiques médico-sociales et génétiques
(Ballard et al., 2011). Parmi les plus établis on peut citer le niveau d’éducation (Letenneur et
al., 2000; Sharp and Gatz, 2011), la dépression (Ownby RL et al., 2006) et les facteurs de
risque cardiovasculaires avec notamment I’hypertension artérielle (Nelson et al., 2014), le
diabete de type Il (Pasquier et al., 2006), I’indice de masse corporelle (IMC) (Chuang et al.,
2015), I’inactivité physique (Hamer and Chida, 2009; Wang et al., 2012) et la consommation
de tabac (Zhong et al., 2015). Ainsi, avec l'avancée en age, la MA est rarement « pure » et

I'apparition d'une démence est souvent la résultante d’un ensemble de lésions de type
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neurodégénératif mais aussi de type vasculaire (Schneider et al., 2009), aboutissant a une
démence de type mixte. Outre les données neuropathologiques post-mortem permettant
d'objectiver ces différents types de Iésions, les données d'imagerie cérébrale sont également
en faveur de l'implication de processus vasculaires, notamment microvasculaires dans le
déclin cognitif et la maladie d'Alzheimer (Knopman, 2007).

Au-dela de ces facteurs, certains facteurs génétiques prédisposent aussi a I'apparition d'une
MA. Dans moins de 1% des cas, la MA est d'origine génétique, avec des formes familiales et
un début précoce de la maladie avant 60 ans voire avant 50 ans. Trois génes sont notamment
associés a ces formes précoces (APP, PSEN1 et PSEN2) (Bekris et al., 2010; Tanzi, 2012).
Aux ages plus avancés, la part génétique est plus faible, méme si la présence de
I’apolipoprotéine E €4 (ApoE) multiplie de fagon importante le risque de développer une
démence, notamment avant 70 ans (Corder et al., 1993; Liu et al., 2013). Plus récemment, la
recherche en génétique sur la MA s'est largement développée et de nombreux autres génes ont
été décrits comme étant impliqués dans la survenue d'une MA (Ballard et al., 2011; Lambert
et al., 2013). Mais le sur-risque associé a ces genes reste trés faible (Hardy et al., 2004), et
cette recherche génétique a surtout pour objectif d'identifier des pathways métaboliques de
cette maladie, avec comme but final une meilleure compréhension de la physiopathologie et le

développement de nouveaux traitements.

Manifestations cliniques de la MA et le diagnostic d’une démence

Des éléments cliniques et des manifestations neuropsychologiques sont a la base du
diagnostic d’une démence, ils peuvent commencer plusieurs années avant le stade clinique de
la maladie (Amieva et al., 2005) et leur progression varie a différents rythmes selon les
individus. La démarche diagnostique est basée sur les critéres diagnostiques de démence du
manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux IV (DSM-IV), et de facon plus
récente du DSM-V, dans lequel il n'est plus fait mention de démence mais de trouble cognitif
majeur (American Psychiatric Association, 2013; Sachdev et al., 2014). La progression des
altérations neurodégenératives influence une série de capacités essentielles et nécessaires a
I’étre humain pour mener une existence indépendante d’un tiers. Ainsi, les premiéres étapes
d’une MA auront une influence sur plusieurs fonctions cognitives, avec au premier plan la
mémoire épisodique, et une influence associée sur les activités instrumentales de la vie
quotidienne ou IADL (Instrumental Activities of Daily Living) (Lawton and Brody, 1969) qui
correspondent aux activités telles que téléphoner, utiliser des moyens de transports, gérer ses
finances, faire les courses... A un stade plus avancé de la maladie, les patients nécessiteront

l'aide d’un tiers pour gérer une ou plusieurs activités de base de la vie quotidienne
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(Alzheimer’s Association, 2016), appelées aussi Activities of Daily Living ou ADL (Katz et
al., 1963). Ces activités correspondent aux taches telles que faire sa toilette, se nourrir,
s’habiller, s’orienter dans le temps et dans 1’espace, gérer le budget, les déplacements
(mobilité), la communication et le contact avec leur environnement.

Le diagnostic étiologique de la MA s'appuie sur les critéres diagnostiques de NINCDS-
ADRDA. 1l est basé¢ sur I'évaluation neuropsychologique a I’aide de tests cognitifs, la
présentation clinique de la maladie, les facteurs associés particulierement la co-morbidité
vasculaire, et sur les examens complémentaires, notamment lI'imagerie médicale. L'utilisation
de biomarqueurs, notamment biomarqueurs du liquide cérébro-spinal (LCS), peut parfois
aider au diagnostic mais n'est pas systématique. Le diagnostic nécessitera si possible la
collaboration de I’entourage du patient, a partir duquel le médecin pourra obtenir 1’histoire
médicale et familiale compléte. L'interrogatoire de I'entourage aide a évaluer les changements
de comportement et I'évolution des capacités du patient, la notion de déclin cognitif étant
primordiale. Outre les examens permettant d'apporter des arguments en faveur du diagnostic
et de son étiologie, les examens complémentaires peuvent également permettre de réaliser un
diagnostic différentiel, afin d'exclure d'autres causes potentielles pouvant expliquer les
manifestations cliniques (présence de tumeur, traumatismes craniens,...). Tout ce processus
diagnostique est colteux en termes de professionnels impliqués, de temps mais également en

termes de tests et d’examens complémentaires (Alzheimer’s Association, 2016).

Imagerie cérébrale dans le diagnostic de la MA

La démarche diagnostique combine des signes cliniques et certains examens complémentaires
(Dubois et al., 2010). Le scanner ou I’imagerie par résonance magnétique (IRM) cérébrale
morphologique est un examen systématiqguement recommandé pour I'exploration de tout
trouble cognitif, permettant de détecter une éventuelle autre cause des troubles, et d'objectiver
la présence d'une atrophie (notamment d'une atrophie hippocampique) ou de lésions
vasculaires (Haute Autorité de Santé, 2011). Au-dela de I'imagerie morphologique,
I'utilisation de traceurs spécifiques des Iésions de la MA est possible ; ces techniques sont
cependant complexes et colteuses et restent actuellement essentiellement du domaine de la

recherche.

Importance des biomarqgueurs dans le diagnostic précoce de la MA

L’avancée scientifique des dernieres décennies a permis d’identifier des biomarqueurs

fortement associés aux lésions neurodégénératives de la MA (Clark et al., 2003) permettant
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ainsi sa détection (Dubois et al., 2010). L usage in vivo des biomarqueurs a permis d’intégrer
de fagon plus précoce I’identification des lésions dans le diagnostic de la MA ce qui peut
impacter la prise en charge de cette derniére (Mandel et al., 2010). L'idée sous-jacente est
qu'un diagnostic précoce pourrait permettre la mise en place d'interventions préventives afin
d'en limiter sa progression et d'éviter la survenue de complications. Les biomarqueurs se
modifiant avant les premieres manifestations cliniques, cela permet de se situer en amont de
ces manifestations (Figure 5). Ainsi, la détection de ces anomalies physiopatholoques pourrait
aider, en amont des signes cliniques, a tester I'efficacité de nouvelles stratégies thérapeutiques

de neuroprotection et/ou curatives (Mandel et al., 2010).

Abnormal & —— AB

—— Tau-meditated neuronal injury and dysfunction
Brain structure

—— Memory

—— Clinical function

Biomarker magnitude
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Cognitively normal : Mcl 1 Dementia

»

|
Clinical disease stage

Figure 5. Modele hypothétique de la dynamique des biomarqueurs dans les phases précliniques
de la MA. AB= proteine p-amyloide ; MCI=Mild Cognitive Impairment. Figure issue de Jack et
al. 2010 (Jack et al., 2010)

Dans un souci de simplicité de présentation, les différents biomarqueurs seront groupés dans
deux catégories distinctes : les biomarqueurs liés aux modifications anatomopathologiques et

les biomarqueurs liés aux autres processus physiopathologiques.

Biomarqueurs des altérations anatomopathologiques

Ces biomarqueurs refletent des changements in vivo issus des pertes neuronales et
synaptiques. L’IRM permet ainsi de mettre en évidence des atrophies plus prononcées dans
certaines régions. La région hippocampique est 1’'une des premiéres a étre atrophiée ;
I'atrophie touche également la partie latérale du lobe temporal et le néocortex latéral. Avec

I'avancée de la maladie, d’autres structures seront également touchées, comme le cortex
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frontal et cingulaire postérieur. L’atrophie hippocampique est corrélée aux manifestations
cliniques de la MA et peut étre aussi présente dans d'autres types de démences ; son

identification isolée ne permet donc pas de faire un diagnostic de MA (Dubois et al., 2010).

Biomarqueurs des autres processus physiopathologiques

Ils font appel soit aux techniques d’imagerie cérébrale soit aux dosages dans le LCS des
molécules associées aux Iésions caractéristiques de la MA (DNF et plaques B-amyloides). Au
niveau du LCS une diminution de la protéine B-amyloide (stockée au niveau cérébral et donc
diminuée dans le LCS) et une augmentation de la protéine tau totale et tau
hyperphosphorylée, ainsi qu’une altération du rapport protéine B-amyloide/protéine tau, font
évoquer le diagnostic de MA (Clark et al., 2003). Les estimations de sensibilité du dosage de
la protéine B-amyloide dans le LCS se situent entre 36% et 100% alors que la spécificité se
situe entre 29% et 91% de la détection de la protéine (Tableau 1). Néanmoins, I’usage en
routine des biomarqueurs du LCS est tres loin d'étre systématique, car il nécessite une

ponction lombaire pas toujours bien acceptée et avec de potentiels effets secondaires.

Tableau 1. Résultats d'études utilisant la détection de la protéine p-amyloide 42 pour la
détection de la MA dans le liquide cérébro-spinal. Tableau issu de Ritchie et al. 2014.
(Ritchie et al., 2014)

Study TP FP FN TN Abeta 42 Threshold Threshold Unit of measurement Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% Cl)  Sensitivity (95% Cl)  Specificity (95% CI)
Galluzzi 2010 1 17 425 500.0 ngl  082[0E0, 085  060[043 074 — ——
Bjerke 2009 18 43 269 5120 ngl  090[0E8 083  070[061,077) —% -+
Zetterherg 2003 18 12 719 5320 ngl 063045 0.86)  061[042 078 —— —i—
Harnpel 2004 #4010 813 G740 ngl 083064084  057[034,077] — —i—
Chiagserini 2010 17 2 616 7410 ngl 0.74[052,080 089065 059 —i— —%
Hansson 2007 53 3 4 M 064 ngiml - 083[083,098  043[042, 069 -+ —

Blom 2009 9 9 5 5 820 oM 0B4[0.35,087] 036013 065 & &

Pametti 2008 44 740 5000 pgl  036[011,069  081(078087 —®— —&
Shaw 2009 2113 5 46 1920 pwiml 0BB[071,085  029(022,0.37] —& +

Hertze 2010 47 3 575 2000 poiml 080(078,087)  0G9[06D,0.79] —& —+
Monge-Argiles 2011 8 100 2 16 3200 pginl 082048098  062(041,080) —— ——
Papaliagkas 2008 a 11 03 4720 poiml - 100(048,1.000  077[063,0.88) —1 —
Kester 2011 3216 10 42 4850 poiml - 076061088  072(058 083 — —
Yos 2013 62 41 29 82 500.0 poiml - OB8[058,0.78)  067[058,0.74) — el | —— -

| |
0020406081 0020406081

Outre I'imagerie morphologique, une technique dimagerie pouvant étre utilisée dans le
diagnostic de MA est la tomographie par émission de positon (TEP). La TEP-FDG (*F-
fluorodéoxyglucose) utilise le glucose radiomarqué comme traceur, et permet de mesurer le
métabolisme des structures cérébrales, pouvant ainsi réveler un hypométabolisme dans
certaines régions, notamment le cortex cingulo-postérieur et temporo-parietal. Cet examen
peut étre utilisé en clinique, notamment en cas de présentation atypique de la maladie.
D'autres types d'imagerie TEP permettent de visualiser les lésions de la MA. La TEP-

amyloide permet ainsi de visualiser les plagues amyloides avec des produits de contraste
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(radio-ligands) comme le Pittsburgh Compound-B (PiB) (Klunk et al., 2004), le florbetaben
(Rowe et al., 2008) et le florbetapir (F-AV-45) (Choi et al., 2009). De facon tres récente la
TEP-tau permet maintenant de visualiser la protéine tau. Ces techniques d'imagerie amyloide
et tau sont pour l'instant réservées a la recherche.

D'autres biomarqueurs d’imagerie fonctionnelle existent, comme la tomographie par émission
monophotonique (TEMP) qui évalue le débit sanguin cérébral a ’aide de traceurs (**"Tc-
HMPAO et “™c-ECD) et qui pourrait étre utile pour différentier la MA d’une démence
vasculaire, fronto-temporale ou d’une démence a corps de Lewy (Yeo et al., 2013). Des
imageries TEMP permettent aussi de visualiser des systémes de neurotransmission
specifiques grace aux ligands et de différencier ainsi la MA de la démence a corps de Lewy
ou de la démence de la maladie de Parkinson grace a un transporteur de la dopamine (123-I-

fluoropropylcarboxy-metoxynortropane) (McKeith et al., 2007).

Dans la pratique, tous les biomarqueurs ci-dessus nécessitent des ressources humaines,
mateérielles, logistiques et économiques trés importantes, ce qui limite leur usage en pratique
clinique. La généralisation de l'utilisation de ces biomarqueurs ne peut pas étre étendue a
toutes les personnes agées qui pourraient en bénéficier ni a tous les systemes sanitaires des

différents pays.

Lien entre I’ceil et le cerveau

L il et le cerveau ont une origine embryologique commune ; la rétine, le nerf optique et le
systeme nerveux central (SNC) se développent a partir du diencéphale (London et al., 2013).
Quant aux structures vasculaires rétiniennes, elles partagent aussi des similarités
embryologiques, physiologiques et des caractéristiques anatomophysiologiques similaires
avec le cerveau (Patton et al., 2005). Ainsi, I’ceil peut étre considéré comme une partie du
SNC.

Les structures nerveuses de la rétine sont composées principalement de neurones spécialisés
appelés cellules ganglionnaires (CG) et de leurs axones. Les axons forment la couche de
fibres nerveuses rétiniennes ou RNFL (Retinal Nerve Fiber Layer) (Figure 6) et convergent
vers la papille pour constituer le nerf optique. Anatomiquement, bien que les corps des CG se
situent dans la rétine, une grande partie des axones, aprés la convergence vers la papille, se
situent en dehors de I’il ; les fibres nerveuses, non myélinisées au niveau de la rétine,
deviennent myélinisées a la sortie de I'ceil. Les axones sortant du globe oculaire formeront le
nerf optique et le chiasma optique qui acheminent le signal vers le corps géniculé latéral du

thalamus et le colliculus supérieur du mesencéphale ; les signaux sont ensuite transmis via les
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radiations optiques au cortex visuel primaire (London et al., 2013). Les fibres nerveuses
intraoculaires qui composent la RNFL étant non myélinisées, leur épaisseur correspond ainsi
a 1’épaisseur axonale. La Tomographie par Cohérence Optique ou OCT (Optical Coherence
Tomography) est une technique d'imagerie ophtalmologique qui permet d'évaluer les
structures nerveuses rétiniennes de fagon trés rapide, non invasive, sans contact et avec une
haute précision (Figure 6). Cette technique a aussi un tres faible colt, par rapport aux

examens d'imagerie cérébrale ou des dosages au niveau du LCS.
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Figure 6. Les couches des cellules ganglionnaires, de la RNFL et la choroide observées
en (A) OCT et (B) a I’histologie. RNFL=couche des fibres nerveuses rétiniennes ; CG=
couche des cellules ganglionnaires. La figure histologique est issue de Zhang et al. 2011
(Zhang et al., 2011)

La forte similarité fonctionnelle qui unit les structures nerveuses de I’ceil a celles du SNC a
permis I’amélioration des connaissances sur la réponse axonale face a une l1ésion du SNC
(Benowitz and Yin, 2008). Par exemple, nous savons aujourd’hui que la régénération axonale
suite a une lésion est limitée dans le nerf optique et dans le cerveau de fagon similaire
(London et al., 2013). Ainsi, dans les deux cas il existe un environnement restrictif pour le
processus de régénération avec I'absence de facteurs favorisant la croissance neurale (Filbin,
2003; Fischer et al., 2004; Lingor et al., 2007; Rolls et al., 2008) et la présence de facteurs
inhibiteurs de celle-ci (débris de myéline et facteurs associés, astrocytes réactifs, certaines
protéoglycanes, stress oxydatif...) (London et al., 2013). L’installation de cet environnement
restrictif et neurotoxique finira par étendre la lésion au voisinage neuronal, provoguant un
phénoméne de dégénération secondaire (Levkovitch-Verbin et al., 2001; Yoles and Schwartz,
1998).
Sur le plan immunitaire, 1’ceil présente des caractéristiques immunitaires spécialisées
particulierement similaires a celles du SNC, ce qui produit des interactions contr6lées avec le
systtme immunitaire (Streilein, 2003). L’ceil présente aussi des mécanismes micro-
anatomiques de barriére pour la circulation sanguine (Kaur et al., 2008) qui peuvent aider a la
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conception des composés thérapeutiques ciblant le cerveau et la rétine (Watanabe et al.,

2012).

Concernant les structures vasculaires de la rétine, il existe deux réseaux vasculaires sépares :

la vascularisation rétinienne et la vascularisation choroidienne. Ces deux réseaux proviennent

de I'artére ophtalmique, elle-méme issue de I'artere carotide interne, qui se divise ainsi :

- les arteres ciliaires postérieures, qui donnent la vascularisation choroidienne, ou choroide,
vascularisant le tiers externe de la rétine et notamment les photorécepteurs pour lesquels elle
est la principale source d'oxygene et de nutriments (Figure 7). Cette vascularisation se fait a
partir de la choriocapillaire par diffusion a travers la membrane de Bruch. La
choriocapillaire forme une couche unique de capillaires. Depuis peu, une nouvelle fonction
de I’OCT, le module Enhanced Depth Imaging (EDI) permet la visualisation de cette couche

et la mesure de son épaisseur.

Photorécepteurs

Oxygene et
nutriments

Choro'l'de/ <

Figure 7. Réseau choroidien de la rétine. Figure issue du programme The Science of
AMD (www.scienceofamd.org/fr) de I’Angiogenesis Foundation’s

- l'artére centrale de la rétine, qui donne la vascularisation rétinienne, vascularisant les 2/3
internes de la rétine. Au niveau de la papille, I'artére centrale de la rétine se divise en deux
branches supérieures et inférieures qui elles-mémes vont a nouveau se diviser pour donner
les arteres temporales, supérieures et inférieures et les artéres nasales supérieures et
inférieures. Artéres et artérioles rétiniennes donnent naissance aux capillaires rétiniens. Ce
réseau vasculaire rétinien peut étre visualisé directement sur les photos rétiniennes (Figure
8).

Le cumul des similitudes entre 1’ceil et le reste du SNC fait qu’une grande partie des
connaissances sur l'ceil peuvent étre applicables au cerveau (London et al., 2013), ce qui

représente un grand avantage pour la recherche sur le SNC. Dans ce cadre, l'ceil -et
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notamment la partie nerveuse de la rétine- pourrait étre un outil de diagnostic précieux pour

les maladies neurodégénératives ainsi que pour le développement de thérapeutiques.

Atteinte des structures nerveuses et vasculaires rétiniennes comme possibles
biomarqueurs d’altérations neurodégénératives du SNC, telle que la MA

Dans les années 1980 et 1990, avant I’irruption de moyens techniques plus avancés pour
I’évaluation rétinienne, des études histologiques post-mortem ont montré la dégénérescence
des fibres ganglionnaires du nerf optique et de la rétine chez les patients atteints de la MA
(Blanks et al., 1989; Hinton et al., 1986; Sadun and Bassi, 1990). Ces études ont également
montré qu’en dehors des fibres nerveuses, les autres couches cellulaires étaient relativement
conservées. Plus tard, 1’observation clinique ou par photographie du fond d’ceil de sujets MA,
a rapporté une altération des fibres nerveuses (Hedges et al., 1996) et une plus grande
excavation du nerf optique, considérée comme un signe indirect de perte des fibres
ganglionnaires (Danesh-Meyer et al., 2006; Tsai et al., 1991). Ainsi, I’altération de la partie
nerveuse de la rétine pourrait présenter une utilité pour refléter I’altération neurodégénérative
du SNC.
D’autre part, avec l'avancée en age, les processus neurodégéneératifs du SNC peuvent
s’associer aux lésions vasculaires (Knopman, 2007; Schneider et al., 2009). Ainsi, des études
ont suggéré que la progression de la démence était un processus synergique entre les
processus neurodégénératifs et les altérations vasculaires (Cheung et al., 2014a; Provenzano
et al., 2013; Takano et al., 2007; de la Torre, 2004). Cependant, 1’évaluation in vivo des
altérations affectant la microcirculation cérébrale nécessite la réalisation d'une imagerie
cerébrale, examen relativement long et colteux. L’étude des structures vasculaires rétiniennes
pourrait permettre d’évaluer in vivo la présence d’altérations vasculaires de facon beaucoup
plus rapide (Cheung et al., 2014). En effet, les structures vasculaires rétiniennes peuvent étre
facilement visualisées et quantifiees de facon non-invasive, grace a une photographie
rétinienne. Ainsi, différentes études ont démontré un lien entre les altérations vasculaires
rétiniennes et les atteintes a l'imagerie cérébrale. Les lésions de la substance blanche, plus
importantes lors d’une MA (Bilello et al., 2015; Gordon et al., 2015), sont plus fréequentes
chez les sujets présentant des altérations microvasculaires rétiniennes (microanévrismes,
hémorragie rétinienne,...) sur les photographies rétiniennes (Wong et al., 2002a). Une
réduction du calibre vasculaire, du réseau vasculaire rétinien (par fractal dimension) et
l'augmentation de la tortuosité des artérioles et veinules (Figure 8) ont aussi été observees
chez les sujets ayant une MA, par rapport aux sujets contrbles sans altération cognitive
(Cheung et al., 2014b; Williams et al., 2015).
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Figure 8. Mesures du calibre vasculaire rétinien (a), de la fractal dimension (b) et de la
tortuosité vasculaire (c) avec le logiciel SIVA (Singapore | Vessel Assessment de
I’Université Nationale de Singapour) a partir d'une photographie rétinienne. Les
artérioles sont signalées en rouge et les veinules en bleu. Figure adaptée de Cheung et al.,
2014 (Cheung et al., 2014a)

Ainsi, I’examen des structures nerveuses (CG et RNFL) et vasculaires de la rétine pourrait
constituer une possible « fenétre » pour I'évaluation des structures cérébrales. Depuis les
années 90°, I’examen des structures rétiniennes a fait un véritable saut-en-avant avec
I’apparition de I’OCT permettant de mesurer les épaisseurs de différentes couches rétiniennes,
et notamment celle de la RNFL. De fagon plus récente, le mode EDI de I'OCT permet
maintenant de mesurer une couche qui n'était pas accessible avec les logiciels antérieurs, la
couche des vaisseaux choroidiens. Enfin, sur le plan de la vascularisation rétinienne, au-dela
de I'analyse visuelle du réseau vasculaire rétinien, de nouvelles techniques d’évaluation semi-
automatique de ce réseau sont maintenant disponibles. Cela a permis d'approfondir

I'exploration des possibles liens entre rétine et atteintes au niveau cérébral.

Technique d’imagerie OCT pour la détection de processus neurodégénératifs

L’OCT permet I’obtention d’une image bidimensionnelle de diffusion optique de différents
tissus internes, notamment la région péripapillaire de la rétine (Huang et al., 1991). L’OCT
produit une image obtenue en coupe transversale avec une résolution de quelques
micrometres. En 1993, ’OCT a été utilisée pour la premiere fois in vivo sur la rétine
(Swanson et al., 1993) (Figure 9) et I’image obtenue correspondait analogiquement a ce qui
est perceptible dans une échographie a ultrasons. Depuis, quatre générations améliorées
d'OCT ont vu le jour jusqu’a se transformer en un outil d’imagerie ophtalmologique trés
performant et trés répandu. La 3°™ génération de I'OCT, déja trés répandue en pratique

ophtalmologique, était I’OCT du domaine temporel ou TD-OCT (time-domain OCT) (Figure
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10). La TD-OCT envoie un faisceau lumineux infrarouge (longueur d'onde de 800-840 nm)
vers un réfractométre qui le sépare en deux ; I’une des parties du faisceau se dirige vers un
miroir de référence mobile et I’autre touche le tissu oculaire cible (Bajwa et al., 2015; Yagoob
et al.,, 2005). Le temps différentiel du trajet de réflexion des faisceaux est mesuré et
transformé pour chaque point de tissu scanné sur un patron en forme d’étoile ce qui nécessite
un temps de scan relativement long (avec 400 balayages axiaux, ou A-scans, par seconde) et
limite la qualité de I'image (zones non couvertes par le scan en étoile) (Garcia Martin et al.,
2011). L’examen dure entre 5 et 10 minutes, temps durant lequel la personne doit fixer un
objectif sans bouger la téte (Lamirel et al., 2010). Aujourd’hui, la 4°™ génération de I'OCT,
appelée spectral-domain OCT (SD-OCT) permet la quantification de toutes les couches
rétiniennes avec une qualité d'image optimisée a haute résolution (Rebolleda et al., 2015) et
une excellente reproductibilité, notamment sur 1’épaisseur de la RNFL (Blumenthal et al.,
2000; Serbecic et al., 2011).

La SD-OCT a changé I’étude du temps de trajet de réflexion par I'étude des patrons du spectre
d’interférence des rayons réfractés (Yaqoob et al., 2005) (Figure 9). Ainsi, la SD-OCT envoie
un faisceau lumineux vers le tissu cible et le miroir de référence (qui reste fixe). Une fois le
signal reflété, une grille le décompose en différents spectres lumineux qui sont envoyés a un
spectrométre qui enregistre leur puissance a 1’aide d’une caméra. Ce signal est ensuite
transformé par un algorithme mathématique (formule d’inversion de Fourier) qui traduit
I’information reflétée par le tissu sur une distribution axiale (A-scan). Deux autres miroirs
galvanométriques interviennent pour compléter cette information latéralement. Plusieurs A-
scan sont répétés sur des positions adjacentes ce qui permet de générer une image continue
(B-scan) et de méme, plusieurs B-scan adjacents peuvent étre utilisés ensembles pour obtenir

des données volumétriques (Su et al., 2014).
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Figure 9. Images de la zone maculaire de la rétine humaine obtenues sur une SD-OCT
(A), une TD-OCT moderne (B) et sur la premiere publication de 1993 pour une OCT
utilisée in vivo (C). (Image créée a partir des images publiées (Swanson et al., 1993),
(Yaqgoob et al., 2005) et (Oberwahrenbrock et al., 2015). RNFL=couche de fibres nerveuses
rétiniennes ; GCL=couche de cellules ganglionnaires de la rétine ; IPL=couche plexiforme
intérieure ; INL=couche nucléaire interne ; OPL=couche plexiforme externe ;
ONL=couche nucléaire externe.
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Figure 10. Configuration schématique de ’OCT de spectral-domain (SD-OCT) et de
I’OCT time-domain (TD-OCT).
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Le fonctionnement du SD-OCT permet de maximiser la qualité d’image grace a un balayage
de 40 000 a 70 000 A-scans/sec. (Bajwa et al., 2015), a une résolution longitudinale de 5 a
7um et a la réduction d’artefacts (lies aux mouvements des yeux). Cette réduction d'artéfacts
s’obtient par le miroir de référence fixe (qui augmente la vitesse de 1’obtention de 1’image) et
par un logiciel de suivi de mouvements oculaires (Eye-Tracking technology), présent sur
certains appareils (Garcia Martin et al., 2011). Tous ces avantages techniques générent une
haute qualité d'image qui s’additionnent a 1’excellente reproductibilité pour toutes les couches
de la rétine (Garcia Martin et al., 2011; Oberwahrenbrock et al., 2015). Ce type d'examen
OCT pourrait étre particulierement intéressant pour le suivi afin de détecter des changements
Iégers de I'épaisseur des fibres nerveuses péripapillaires (Bajwa et al., 2015; Rebolleda et al.,
2015; Serbecic et al., 2011) et neuronales (Rebolleda et al., 2015) lors de processus
neurodégénératifs. Cependant, si cet examen est maintenant utilisé en pratique clinique dans
le diagnostic et le suivi de pathologies oculaires, son utilisation dans la pratique clinique en
neurologie reste par contre trés limitée (Lamirel et al., 2010).

Imagerie issue de ’OCT et exploration de biomarqueurs rétiniens en lien avec les
processus neurodégénératifs

Du point de vue de la neuro-ophtalmologie, I’OCT permet une réelle évaluation de I'intégrité
guantitative et qualitative des voies visuelles afférentes lors des neuropathies ou processus
dégénératifs pouvant toucher I’eil. Cette évaluation peut méme étre reproductible au fil du
temps chez un méme patient lorsque le protocole et la machine utilisés sont les mémes
(Lamirel et al., 2010). Ceci a permis, par exemple, d'améliorer les connaissances sur les
neuropathies optiques héréditaires et a apporté des éléments sur les altérations rétiniennes
dans des pathologies neurodégénératives comme le glaucome ou la sclérose en plaques (SEP).
La version TD-OCT a été principalement utilisée pour mesurer I'épaisseur de la RNFL
péripapillaire (Lamirel et al., 2010). Pourtant, la TD-OCT présente des limites quant a sa
capacité a isoler la couche des CG, contrairement a la SD-OCT qui permet d'isoler cette
couche. L’OCT a rendu possible 1’évaluation des caractéristiques de normalité des structures
nerveuses de la rétine (en confirmant les découvertes antérieures) et aussi d’examiner les
changements apparus lors du vieillissement ou lors de différentes maladies.

Avant I’apparition de I’OCT, on savait déja que les sujets normaux présentaient une épaisseur
péripapillaire de la RNFL avec un profil en « double bosse » (Dichtl et al., 1999) ; I’OCT a
confirmé cette caractéristique (Budenz et al., 2007; Kanamori et al., 2003; Kanno et al., 2010;

Kili¢ et al., 2010; Lu et al., 2010; Savini, 2005) en mettant en évidence une épaisseur plus
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importante dans les secteurs supérieur et inférieur et plus spécifiquement les inféro- et supéro-
temporaux, par rapport aux secteurs nasal et temporal respectivement (Figure 11).

Figure 11. Profil des épaisseurs de la RNFL sur les sujets normaux

Différents facteurs influencent la diminution des axones des cellules ganglionnaires, au
nombre de 1 a 1,2 milliards chez les adultes sains (Balazsi et al., 1984). En dehors d’un
contexte pathologique, le principal facteur influencant cette variation est 1’age (Lamirel et al.,
2010). Le vieillissement normal entraine une réduction de 1’épaisseur de la RNFL tout au long
de la vie d’environ 5 000 axones/an (~2500 axones/an avant la cinquantaine et ~7500
axones/an apres 50 ans) (Balazsi et al., 1984). Ainsi, I’épaisseur de la RNFL sera corrélée au
vieillissement avec, selon différentes études, une perte annuelle de 0,19 a 0,56 um (Tableau 2)
(Figure 12).

Tableau 2. Perte d'épaisseur de la RNFL dépendant de I'age selon différentes études sur
des sujets normaux.

Année Auteurs Diminution d'épaisseur p
(um/an)  (um/10 ans)

2015  Rougier et al.(Rougier et al., 2015) -0.56 -5.58 0.003
2014  Patel et al.(Patel et al., 2014) -0.23 -2.30 <0.01
2013  Celebi & Mirza (Celebi and Mirza, 2013) -0.37 -3.65 <0.001
2013  Kampougeris et al.(Kampougeris et al., 2013) -0.19 -1.92 0.001
2011  Feuer et al. (Feuer et al., 2011) -0.24 -2.40 <0.001
2010  Kanno et al.(Kanno et al., 2010) -0.22 -2.20 <0.001
2009 Kilig et al.(Kilig et al., 2010) -0.22 -2.23 0.002
2009  Sung et al.(Sung et al., 2009) -0.42 -4.20 <0.001
2008  Harwerth et al.(Harwerth et al., 2008) -0.30 -3.00 <0.0001
2003  Alamouti & Funk (Alamouti and Funk, 2003) -0.44 -4.40 0.002

28



Le facteur «réduction due a I’a4ge » a été intégré dans les valeurs normatives de certains
logiciels OCT évitant ainsi de confondre le vieillissement normal avec une perte d’épaisseur

pathologique (Budenz et al., 2007).

RNFL Thickness
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Figure 12. Relation entre I'épaisseur de la RNFL (en pm) et I’Age (en années). Figure
issue de Patel et al. 2014 (Patel et al., 2014)

Au-dela de la diminution d'épaisseur liée a I'dge mesurée par I’OCT, une variation peut étre
observée dans différentes pathologies. Ainsi, la RNFL peut étre augmentée lors d’un cedéme
en zone papillaire (Lamirel et al., 2010) mais elle est plus régulierement diminuée chez les
sujets présentant une atrophie optique (toutes causes confondues). Plusieurs études ont ainsi
exploré la RNFL comme un possible biomarqueur oculaire de diverses pathologies

neurodégeneératives du SNC comme la SEP, la MA et le glaucome.

Rétine, OCT et sclérose en plagques (SEP)

Dans la SEP, de nombreuses études cas-témoins ont montré que les sujets atteints d’une SEP
avaient une réduction systématique de 1’épaisseur de la RNFL (Klistorner et al., 2014,
Narayanan et al., 2014; Sabry and Ibrahim, 2010). La fiabilité de ’OCT dans la mesure de la
RNFL a permis d’établir la corrélation entre cette derniére et d’importantes altérations
volumétriques au niveau de I’TRM des cerveaux de patients atteints de SEP (Gordon-Lipkin et
al., 2007; Siger et al., 2008). L’OCT a également permis la mise en évidence d’une
correlation entre une RNFL diminuée et un volume plus important de lésions de substance
blanche chez des parents non-malades de sujets atteints de SEP (Gabelic et al., 2013).
D’autres études ont montré que la RNFL était associée aux lésions de la microstructure
globale du cerveau (Scheel et al., 2014) ainsi qu’a des régions spécifiques du systeme visuel
(Gabilondo et al., 2014; Klistorner et al., 2014; Scheel et al., 2014). L’importance

grandissante de I’utilisation de I’OCT dans les études sur la SEP permet de la considérer
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comme un biomarqueur important pour la neurodégénérescence liée a cette maladie et

pourrait étre utile dans de futurs essais de neuroprotection (Rebolleda et al., 2015).

Rétine et OCT dans le contexte d’une déficience cognitive légere (MCI) et/ou une MA

Dans le contexte du MCI et/ou de la MA, I’OCT n'est actuellement utilisée que dans le cadre
de la recherche pour I’étude des structures nerveuses de la rétine en lien avec les processus
neurodégénératifs, avec de nombreuses publications (Ascaso et al., 2014; Cheung et al., 2015;
Coppola et al., 2015; Gao et al., 2015; Garcia-Marti et al., 2013; He et al., 2012; Iseri et al.,
2006; Kesler et al., 2011; Kromer et al., 2014; Liu et al., 2015; Lu et al., 2010; Marziani et al.,
2013; Moreno-Ramos et al., 2013; Paquet et al., 2007; Thomson et al., 2015; Wang et al.,
2015). Ces publications sont basées sur des etudes cas-témoins : de fagon assez consistante les
cas (avec une atteinte cognitive, soit MCI soit MA avérée) présentent une RNFL réduite,
globale et/ou dans certains quadrants. Néanmoins, le design transversal et le nombre
relativement faible de participants dans les études peuvent étre considérés comme des aspects
limitants de leurs résultats. Cependant, une méta-analyse récente observait que la RNFL
pouvait étre réduite de -13,4 um et de -15,9 um dans le cadre d’'un MCI et d’une MA
respectivement (Coppola et al., 2015). Globalement, 1’épaisseur de la RNFL lors de ces
pathologies neurodégénératives peut présenter une diminution bien plus importante que celle
attendue lors d’un vieillissement normal. Ainsi, 1’évaluation des fibres nerveuses de la rétine

par I’OCT pourrait étre un biomarqueur potentiel de la neurodégénération du cerveau.

Rétine et OCT dans un contexte de changements dégénératifs liés au glaucome

L’utilisation de ’OCT dans le cadre de 1’étude des structures nerveuses lors d’un glaucome a
montré une perte en CG rétiniennes entrainant une diminution de 1’épaisseur de la RNFL
(Bussel et al., 2014; Chen, 2009; Gracitelli et al., 2015). D’autres types d’études ont aussi
montré ’atteinte du nerf optique et une dégradation du champ visuel (Kwon et al., 2009) chez
les sujets glaucomateux. La présence d’un glaucome, plus ou moins avancé, provoque une
atteinte généralisée sur 1’ensemble des voies visuelles ce qui génére une association entre la
diminution de 1’épaisseur de la RNFL et la diminution de l'activité cérébrale dans le cortex
visuel primaire et secondaire (Murphy et al., 2016). Les altérations retrouvées dans 1’ceil et le
cerveau lors d’un glaucome font que cette maladie peut étre considérée comme une veéritable
pathologie neurodegénérative. Son facteur causal principal est 1’¢lévation de la pression
intraoculaire, mais sa physiopathologie est complexe et mal connue. Dans ce cadre, des

mécanismes communs entre glaucome et MA pourraient exister et plusieurs hypotheses
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physiopathologiques ont été avancées. Parmi I’ensemble des hypothéses, on retrouve
notamment 1’anomalie de pression du LSC (Wostyn et al., 2009), les dépbts de B-amyloide
(Guo et al., 2007), des phénomeénes d’ischémie-hypoxie rétinienne ainsi qu’une altération des
cellules gliales cérébrales (Bates et al., 2002; Heneka et al., 2010).

Bien que le lien entre glaucome et MA ne soit pas démontré, certaines études basées sur des
données hospitaliéres (Bach-Holm et al., 2012; Kessing et al., 2007) ou des études cas-
témoins (Bayer et al., 2002; Tamura et al., 2006) montrent que le glaucome est plus important
chez les sujets avec une MA. Sur ce point, une étude issue de la cohorte 3C-Alienor met en
évidence un risque accru de démence (3 années plus tard) chez les participants présentant un
glaucome (odds ratio=3,9 [1,5-10,4], p=0,0054) (Helmer et al., 2013). Ce sur-risque serait
spécifique a l'atteinte neurodégénérative et non liée a la pression intraoculaire. Par la suite,
une autre étude en population a montré que les sujets avec un glaucome avaient un risque

accru de développer une MA (Lin et al., 2014).

Importance potentielle des structures nerveuses de la rétine dans le diagnostic des
processus liés au vieillissement et aux maladies neurodégenératives

De nos jours, parmi les différentes techniques d’imagerie oculaire, I’OCT pourrait présenter
une utilité dans le suivi de processus neurodégénératifs. Cependant, la réalisation d'examens
neuro-ophtalmologiques complémentaires ne fait pas partie de la pratique clinique pour le
diagnostic et le suivi des maladies neurodégénératives comme la MA (Garcia Martin et al.,
2011). 1l semble donc nécessaire de réaliser des recherches complémentaires pour bien
comprendre l'intérét potentiel des examens rétiniens (et notamment la mesure de la RNFL)

comme outil diagnostique ou de suivi des pathologies neurodégénératives.
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OBJECTIF DE CE TRAVAIL DE THESE

Objectif général

Les potentiels mécanismes communs entre atteintes oculaires et cognition/démence/imagerie
cérébrale, nécessitent d'étre explorés et confirmés. L'objectif de cette these était d'analyser les
relations entre différents biomarqueurs rétiniens et manifestations cliniques (déclin cognitif,
survenue d'une MA ou d'une démence) et d'imagerie cérébrale du vieillissement cérebral.
L'objectif initial de cette thése était de s’intéresser notamment a deux "types" de biomarqueurs
au niveau rétinien : les fibres nerveuses d’une part et les structures vasculaires d’autre part.
Nos hypothéses de travail sont que :

— la diminution de I'épaisseur des fibres nerveuses est liee a, ou refléte, la
dégénérescence structurale du cerveau en imagerie cérébrale et/ou est associée a un
déclin cognitif ou un risque accru de démence ;

— les anomalies microvasculaires de la rétine, les modifications du réseau vasculaire
rétinien ou I'épaisseur du réseau vasculaire choroidien sont associées aux atteintes

vasculaires cérébrales détectées en IRM.

Concernant les anomalies microvasculaires de la rétine, les travaux reposant sur 1’étude de
I'architecture des vaisseaux rétiniens n'ont pu étre menés a bien au cours de cette thése en
raison des délais pour I'obtention de ces données. En effet, ces données reposent sur
I'utilisation d'un logiciel semi-automatique mis au point par une équipe de Singapour (logiciel
SIVA, Singapore | Vessel Assessment). Ce logiciel permet I'obtention non seulement des
calibres des vaisseaux rétiniens (arteres et veines) mais aussi de parametres permettant de
caractériser toute l'architecture rétinienne (tortuosité des vaisseaux, ramifications, angles).
Notre équipe collabore avec 1’équipe de Singapour mais les aspects réglementaires et
administratifs pour la mise en place de la convention ont pris beaucoup plus de temps que

prévu. Les données fournies par ce logiciel ne seront disponibles que d'ici 1 a 2 mois.

Objectifs spécifiques

Les objectifs spécifiques de cette these étaient :
- danalyser la relation entre 1’épaisseur de la RNFL et les performances cognitives et
I'évolution des performances cognitives au cours du temps ;

- d'analyser la relation entre 1’épaisseur de la RNFL et le risque de démence future ;
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- d'évaluer si I’épaisseur de la RNFL est associée aux altérations morphologiques (volumes
cérébraux) et de microstructure cérébrale au niveau des zones limbiques et des voies visuelles

postérieures ;
- d'évaluer si I’épaisseur de la couche choroide est associée au volume d'hypersignaux de la

substance blanche.
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METHODOLOGIE GENERALE UTILISEE

Les cohortes 3 Cités et Alienor

Cette thése s'est inscrite dans 1’étude de cohorte populationnelle 3 Cités Bordeaux-Alienor
(Figure 13) qui suit depuis plusieurs annees un échantillon de personnes agées.

L'étude des 3 Cités (3C) est une cohorte qui a débuté dans les années 1999-2000 incluant
9294 personnes de 65 ans et plus, tirées au sort depuis les listes électorales. L’étude a été
réalisée dans les villes de Bordeaux (n= 2104), Dijon (n= 4931) et Montpellier (n= 2259).
L’objectif principal était d’étudier I'impact des facteurs vasculaires sur le risque de démence.
Initialement, les participants ont été contactés par courrier et par téléphone et ont eu a
I'inclusion un entretien face-a-face réalisé par des psychologues spécifiquement formés. Les
participants ont ensuite été suivis 2, 4, 7, 10 et 12 ans plus tard ; un suivi a 14 ans (pour le
centre de Bordeaux) et a 15 ans (pour le centre de Montpellier) a également été réalisé.
Initialement et lors des suivis, I’entretien fournit des informations sur les données
sociodémographiques, socioéconomiques, les consommations (tabac, alcool, alimentation,
médicaments), le mode de vie ainsi que les principaux problémes de santé et d’incapacité.
Une prise de sang a été réalisée lors de l'inclusion et au suivi a 10 ans. Une évaluation
cognitive est systématiquement réalisée avec une batterie de tests neuropsychologiques
évaluant différents domaines cognitifs. Un diagnostic de démence est systématiquement
recherché, avec une procédure en trois étapes : d'abord repérage des participants ayant une
suspicion de démence, puis examen clinique de ces participants par un neurologue ou un
gériatre, et enfin validation du diagnostic par un comité d'experts indépendants.

Pour le centre de Bordeaux, une IRM cérébrale a été réalisée sur un sous-échantillon a
Iinclusion (1.5 Tesla), a 4 ans (1.5 Tesla) et a 10 ans (3 Tesla). L’IRM cérébrale a permis
d'évaluer les épaisseurs corticales, la microstructure cérébrale (grace a la DTI), les lésions
vasculaires (hypersignaux de la substance blanche notamment) et les volumes cérébraux
(volumes globaux -gris, blanc, LCS- ou dans des régions d'intérét, notamment les régions
impliquées dans la MA).

Au suivi a 7 ans de la cohorte 3C (en 2007-2008), 1450 participants a Bordeaux ont été revus,
parmi lesquels 963 (66,4%) ont accepté de participer a un suivi ophtalmologique nommeé
étude Alienor (Antioxydants, Lipides Essentiels, Nutrition et maladies OculaiRes). L’objectif
principal d'Alienor était d’étudier les associations entre les maladies oculaires liées a 1’age
(DMLA, glaucome, cataracte, sécheresse oculaire...) et les facteurs nutritionnels (acides gras,
lutéine et z€axanthine, antioxydants...) déterminés a partir de mesures dans le plasma sanguin

et I'estimation des apports alimentaires. Les participants ont bénéficié tous les deux ans de
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plusieurs examens ophtalmologiques, en parallele des suivis 3C, au sein du service
d’ophtalmologie du CHU de Bordeaux. Ces examens incluent un examen ophtalmologique
standardisé avec des mesures d'acuité visuelle et de réfraction, des mesures de la pression
intraoculaire et d'épaisseur cornéenne. Le dépistage et la classification du glaucome ont été
réalisés par un ophtalmologiste spécialiste. Deux photographies couleur rétiniennes ont été
réalisées (de 45°; une centrée sur la macula et l'autre centrée sur le disque optique) et ont
permis de visualiser 1’architecture des vaisseaux rétiniens, de classifier les différentes
maculopathies liées a 1’age (MLA) selon le type, la taille et la zone d’emplacement ainsi que
d’autres types de rétinopathies comme la présence de micro-anévrismes et/ou d’hémorragies.
Lors du suivi en 2009-2010, un examen OCT a été ajouté au bilan ophtalmologique. Cela a
permis de mesurer I'épaisseur de différentes couches rétiniennes, dont la RNFL ; cet examen
OCT a été ensuite répété lors des suivis (Figure 13). Ainsi, cette étude combine des données a

la fois ophtalmologiques, neuropsychologiques et d'imagerie cérébrale avec un suivi

longitudinal.
3C, n=9294 (2 65 ans) Bordeaux (n = 2104), Dijon et Montpellier
IRM IRM IRM
T0 S1 S2 S4 S5 56
@1999—2000 +2 ans +4 ans +7 ans +10 ans +12 ans

Données générales
Examen médical
Bilan neuro-psychologique (Evaluation cognitive, diagnostique de démence)

Aliénor t0 Aliénor t1 Aliénor t2

~ I I -
>

<< ‘ +2 ans A +dans

= - s s

Alienor Bordeaux, n=963 (2 73 ans)

Figure 13. Schéma illustrant la cohorte populationnelle 3C et I'étude Alienor

Descriptif de la population d*étude

La population d'étude analysée dans cette these est issue de celle des participants vus dans
Alienor au suivi en 2009-2010, concomitant au suivi a 10 ans de I'étude 3C. Parmi les 1214
participants Bordelais de ce suivi 3C a 10 ans, 613 (50,5%) ont aussi participé au volet

Alienor (11 sujets supplémentaires ont participé a Alienor mais pas au suivi a 10 ans de 3C,

35



pour un total de 624 participants pour le suivi Alienor 2009-2010). La description des sujets
au suivi en 2009-2010 est présentée dans la table ci-dessous selon leur participation au suivi
ophtalmologique (Alienor).

Par rapport aux sujets 3C n'ayant pas participé a Alienor, les participants d'Alienor étaient
plus jeunes, la participation de femmes était moins importante, avaient un niveau d’études

plus élevé et avaient de meilleures performances cognitives.

Tableau 3. Description des caractéristiques de la cohorte populationnelle 3C selon la
participation au suivi Alienor 2009-2010 a Bordeaux.

3C Bordeaux ne participant 3C Bordeaux-Alienor

pas a Alienor, n= 601 n=613
moyenne ET moyenne ET
ou n° ou % ou n° ou % P
Caractéristiques sociodémographiques et médicales
Age (années) 84.5 4.8 81.9 4.2 <.0001
Femmes 427 71.1 384 62.6 0.002
Niveau d'études <.0001
- Aucune eEude ou primaires 96 16.0 45 73
sans diplome
- Etudes primaires avec dipléme
(CAP ou BEP) ou secondaire 312 52.0 278 45.4
court (BEPC)
- I;tudes secgrl_dalre long ou 192 320 290 473
études supérieurs
Apolipoproteine E4 91 17.5 107 18.8 0.577
Hypertention 503 83.7 508 829 0.701
Diabete* 82 13.6 75 12.2  0.465
Fumeurs ou anciens-fumeurs 185 30.8 221 36.1 0.052
Antepedents d_es maladies 26 116 60 98 0468
cardiovasculaires
Démence (prévalence) 150 25.0 28 46 <.0001
Evaluation cognitive, moyenne (ET)
MMSE 25.1 4.6 27.6 2.4 <.0001
Isaacs' set test (score a 30") 36.1 10.6 43.7 10.3 <.0001
Grober & Buschke
3 Rappels libre 21.5 8.0 25.2 75 <.0001
3 Rappels libre + indicé 42.8 7.4 44.6 54 <.0001
Rappel différé libre 8.5 3.7 10.0 3.2 <.0001
Rappel différé libre + indicé 14.5 2.6 15.1 1.8 <.0001

ET : écart-type ; MMSE : Mini Mental State Examination

*Traitement pour le diabéte ou glycémie >= 7mmol/l & jedn ou 11mmol/I sinon

Valeurs manquantes: MMSE=63 ; Isaacs' set test=99 ; Grober & Buschke 3 Rappels libre et 3 Rappels libre +
indicé =284 ; Grober & Buschke Rappel différé libre et Rappel différé libre + indicé =289 ; Niveau
d'études=1 ; Apolipoproteine E4= 125 ; Antécédents de maladies cardiovasculaires =379.
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Methodologie statistique utilisée

Afin d'explorer les liens entre structures oculaires et cérébrales nous avons essayé de prendre
en compte les différents facteurs pouvant avoir une influence sur cette relation. Dans ce cadre,
nous avons notamment inclus des facteurs socio-démographiques, des facteurs pouvant avoir
une influence des le stade précoce de la vie (niveau d'éducation), des facteurs pouvant avoir
une influence plus tardive sur les altérations cérébrales et/ou oculaires (pathologies générales
comme le diabéte par exemple ou pathologies oculaires comme le glaucome), des facteurs
génétiques (ApoE4) et des facteurs pouvant avoir une influence sur la mesure rétinienne elle-
méme (comme la longueur axiale).

Selon le type de données analysées, trois types de modeles statistiques ont été utilisés afin de
répondre au mieux a nos objectifs. Ces différents modeéles sont présentés briévement ci-

dessous, par ordre d'utilisation dans le manuscrit.

1) Pour I'analyse de la relation entre RNFL et performances cognitives des modeles linéaires
mixtes a effets aléatoires ont été utilisés. Ces modéles sont une extension des modeles
linéaires et permettent notamment de prendre en compte le fait que les données analysées sont
des données répétées non indépendantes. En effet les tests cognitifs sont réalisés a plusieurs
temps (2 temps successifs dans notre cas) chez un méme sujet. L’estimation des paramétres
des modeles a été réalisée avec la procédure MIXED du logiciel SAS®.

De plus en raison de la non-normalité, et de I'effet plafond/plancher et de curvilinéaire de
certains tests, ces derniers ont été normalisés en utilisant une transformation beta (Philipps et
al., 2014; Proust-Lima et al., 2011). Ainsi le MMSE et les différents scores du Grober ont été
transformés ; les scores a I'lsaacs ne nécessitaient pas de transformation. Cette transformation
permet d'analyser correctement les données et de les interpréter en termes statistiques ;
néanmoins elle empéche d’interpréter directement les résultats des modéles de maniére

quantitative, la valeur du paramétre estimé n'étant pas en rapport direct avec I'échelle initiale.

2) Pour l'analyse de la relation entre RNFL et paramétres d'imagerie cérébrale, cette analyse
étant transversale, des modeles linéaires classiques ont été utilisés. L'hypothése de normalité a

été vérifiée a posteriori sur la distribution des résidus.
3) Pour l'analyse de la relation entre épaisseur choroidienne et volume d'hypersignaux de la
substance blanche, la aussi cette analyse étant transversale, des modeles linéaires classiques

ont éte utilisés. Une simple transformation logarithmique du volume d'hypersignaux a été
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réalisée, et le volume a été analysé de facon brute et rapporté au volume total intracrénien.

L'hypothese de normalité a été vérifiée a posteriori sur la distribution des résidus.

4) Enfin, I'analyse complémentaire présentée en discussion et portant sur la relation entre
RNFL et démence, évaluant une variable binaire (le diagnostic de démence), mais avec un
seul temps de mesure (diagnostic d'une démence a la visite & 2 ans) a été réalisée par une

régression logistique.
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ARTICLES

Article 1. Peripapillary retinal nerve fiber layer thickness and the evolution of cognitive
performance (Soumis pour publication)

La couche rétinienne des fibres nerveuses (RNFL) partage des caractéristiques
morphologiques et fonctionnelles avec le systéeme nerveux central (SNC) du fait de leur
origine embryonnaire commune. La tomographie par cohérence optique spectral-domain (SD-
OCT) permet une évaluation précise et non invasive de la RNFL ce qui pourrait permettre
I'évaluation des processus dégénératifs du SNC des sujets agés.
Différentes études se sont intéressées a I’association entre RNFL et fonctions cognitives en
comparant 1’épaisseur de la RNFL entre des sujets présentant un déficit cognitif léger (MCI)
et/ou une MA et des témoins «sains » ; ces études ont montré une épaisseur réduite de la
RNFL chez les sujets MCI et MA. Par contre, 1'association entre la RNFL et 1’évolution des
fonctions cognitives au cours du temps chez les personnes agées non démentes n'a jusque-la
pas eté étudiée. Ainsi, notre travail avait pour objectif d’explorer si I'épaisseur de la RNFL
mesurée par SD-OCT était associée aux performances cognitives initiales de personnes agées
initialement non démentes, ainsi qu'a I'évolution a 2 ans de ces performances.
Ainsi, 427 participants Bordelais de la cohorte 3 Cités-Alienor, initialement non déments,
ayant une mesure valide de leur RNFL et ayant eu une évaluation cognitive concomitante a la
RNFL et 2 ans plus tard ont été inclus dans cette étude. Les tests neuropsychologiques
suivants ont été analysés dans cette étude :
= Mini Mental State Examination, MMSE, évaluant les performances cognitives globales ;
= Set test d’Isaacs a 30°’, évaluant la fluence verbale catégorielle ;
= Grober et Buschke, évaluant la mémoire épisodique. Les scores considérés étaient : score
total aux trois rappels libres, score total aux trois rappels libres + indicés, score au rappel
difféere libre et score au rappel différé libre + indicé.
Les scores au set test d’Isaacs ainsi que la B-transformation des scores des autres tests (en
raison d’une distribution ne suivant pas une loi normale) ont été analysés.
Pour la RNFL, la mesure minimale de 1’épaisseur péripapillaire mesuree par SD-OCT entre
les deux yeux a éeté retenue, apres exclusion des yeux avec des pathologies oculaires pouvant
affecter la mesure de la RNFL. Des modeéles linéaires mixtes ont été construits afin de
modéliser la relation entre la RNFL (globale et sur chacun des six quadrants) avec le score
initial aux tests neuropsychologiques ainsi que I'évolution au cours du temps de ce score
(grace a I’inclusion d’un terme d’interaction RNFL*temps). Tous les modéles ont été ajustés

sur le temps, 1’age, le sexe, le niveau d’éducation, I'Apolipoprotéine €4 (I'Apo €4), I’opération
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de cataracte, la présence de diabéte, la présence de glaucome, la mesure du disque optique
ainsi que sur leurs interactions avec le temps. Un deuxiéme modele, réalisé sur un sous-
échantillon ayant une mesure de la longueur axiale de 1'ceil, était ajusté sur cette longueur
axiale.

Les sujets étaient agés de 81,6 ans (ET=4,2) ; 62% étaient des femmes et 7,7% avaient un bas
niveau d’études (sans étude ou sans certificat d'études primaires). L'épaisseur globale de la
RNFL était de 86,8 um (ET=13,7). Cette épaisseur n'était pas associée aux performances
cognitives initiales, pour aucun des tests neuropsychologiques analysés. Par contre, une
RNFL plus épaisse (+1 pm) était significativement associée a une meilleure évolution
cognitive sur les scores au rappel différé libre (p=0,004) et rappel différé libre + indicé
(p=0,004) du test de Grober et Buschke. L’analyse par quadrants montrait que les quadrants
les plus associés a ces rappels différés étaient le temporal, le temporal-supérieur et le
temporal-inferieur, et de fagon moindre le nasal. Aucune association n’était retrouvée avec les
autres tests cognitifs.

Dans cette étude, nous avons pu observer que 1’épaisseur de la RNFL était associée
spécifiqguement avec 1’évolution des scores évaluant la mémoire épisodique, une fonction
cognitive particulierement affectée dans la MA. Cependant, seuls les tests en mémoire
différée étaient associés. De plus, la RNFL n'était pas associée au déclin sur les autres tests.
Cependant, nos analyses sur le déclin cognitif portent sur un suivi de 2 ans ce qui est
relativement court pour observer un déclin cognitif dans une population non démente et
relativement de haut niveau d'éducation. Un suivi a plus long terme de cette cohorte permettra
de confirmer cette association avec les tests de mémoire épisodique et de vérifier si d'autres
tests sont associés au cours du temps. Néanmoins, l’altération spécifique des capacités
mnésiques de la mémoire épisodique pourraient constituer le reflet précoce d’un processus
neurodégénératif qui pourrait étre lié a un risque de développer un trouble cognitif ou une MA
dans le futur. Si ces résultats sont confirmés, I'épaisseur de la RNFL mesurée par OCT
pourrait constituer une mesure particulierement intéressante pour refléter des changements

neurodégénératifs a venir du SNC.
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Abstract

Retinal Nerve Fiber Layer thickness (RNFL) is reduced in Alzheimer's patients. However,
whether it is associated with early evolution of cognitive function is unknown. Within 427
participants from the 3C-Alienor longitudinal population-based cohort we explored the
relationship between peripapillary RNFL thicknesses and the evolution of cognitive
performance. RNFL was assessed by Spectral-Domain Optical Coherence Tomography;
cognitive performances were assessed at baseline and at 2 years, with the Mini Mental State
Examination, the Isaacs' set test and the Free and Cued Selective Reminding Test (FCSRT).
Multivariate linear mixed models were performed. The RNFL was not associated with initial
cognitive performance. Nevertheless, a thicker RNFL was significantly associated with a
better cognitive evolution over time in the free delayed recall (p=0.0037) and free + cued
delayed recall (p=0.0043) scores of the FCSRT, particularly in the temporal, supero-temporal
and infero-temporal segments. No associations were found with other cognitive tests. The
RNFL was associated with changes in scores that assess episodic memory. RNFL thickness

could reflect a higher risk of developing cognitive impairment over time.

Key words: Retinal nerve fiber layer; episodic memory; cognition; elderly; Optical coherence
tomography.
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1. Introduction

Alzheimer's disease is associated with brain neurodegeneration, particularly in the medial
temporal area, which leads to cognitive decline and dementia. These lesions occur several
years before the clinical phase of dementia (Bernard et al., 2014; Jack et al., 2010). Detection
of this neurodegenerative process at an early stage could allow prediction of cognitive decline
in subsequent years. However, it requires costly and time-consuming brain imaging.

The retina and brain are intimately linked as a result of common embryonic origin. The eye is
a sensory organ that is truly part of the central nervous system with neuronal cells that could
be susceptible to degeneration, directly or indirectly. Thus, the condition of nerve fibers in the
eye could reflect the condition of nerve fibers in the brain (London et al., 2013). Spectral-
Domain Optical Coherence Tomography (SD-OCT) allows easy and accurate evaluation of
the Retinal Nerve Fiber Layer (RNFL) and could thus enable to evaluate neurodegeneration in
mild cognitive impairment (MCI) and Alzheimer's disease pathology (AD) (Garcia-Martin et
al., 2014).

Several previous studies have demonstrated reduced RNFL thickness in patients with MCI
and/or AD compared to that of a healthy control population (Cheung et al., 2015; Garcia-
Martin et al., 2014; Iseri et al., 2006; Kesler et al., 2011; Lu et al., 2010; Paquet et al., 2007);
these studies were, however, mostly cross-sectional case-control studies. Additionally, we
previously found an association between glaucoma pathology, which has reduced RNFL
thickness, and the occurrence of dementia 3 years later (Helmer et al., 2013). However, except
for one study with a small sample (Shi et al., 2015), the association between RNFL and the
evolution of cognitive function has not yet been studied in a general elderly population.

Our study aims to explore the relationship between peripapillary RNFL thickness measured
by SD-OCT and the evolution of cognitive function in several cognitive domains measured
over a 2-year period in the elderly population.

2. Materiel and methods

2.1. Study population

The Three-City (3C) study is a prospective population-based cohort which aims to estimate
the risk of dementia and cognitive impairment attributable to vascular factors. At baseline
(1999-2001), 9,294 community-dwelling French adults aged > 65 years in 3 French cities
(Bordeaux, Dijon, Montpellier) were enrolled, including 2,104 from Bordeaux. The
methodology has been described elsewhere (3C Study Group, 2003). Data regarding
sociodemographic characteristics, lifestyle, physical and mental health, medications, disability

and cognitive functions were assessed at baseline and subsequently 2, 4, 7, 10 and 12 years
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later. At the 7-year follow-up (in 2006-08), 963 participants from Bordeaux agreed to
participate to the Alienor study (Antioxydants, Lipides Essentiels, Nutrition et maladies
OculaiRes), consisting of an ophthalmological examination (Delcourt et al., 2010). These
participants were then followed-up every two years with eye examinations concurrent with
cognitive evaluations. In 2009-2010, a SD-OCT examination of the optic nerve was included
in the eye examination; 624 participants were evaluated. Our population consists of
participants with valid RNFL measurements at that time, concurrent cognitive evaluations,
without prevalent dementia in 2009-2010 and without missing data for confounders.
Participants with ocular pathologies that could influence RNFL measurement were also
excluded. Because glaucoma is a degenerative disease of the optic nerve that could have
common pathophysiological mechanisms with AD, participants with this disease were
retained in the study population, and glaucoma was included as a covariate in the analyses
(Helmer et al., 2013). Finally, participants without cognitive evaluation at 2 years were
excluded, with thus 427 participants considered for the present study.

Approvals were obtained from the Ethical Committee of Bordeaux for the Alienor study and
from the Ethical Committee of the University Hospital of Kremlin-Bicétre and Sud-

Mediterranée I11 for the 3C study. All participants signed an informed consent.

2.2. Cognitive assessment

At each follow-up visit, trained psychologists assessed the cognitive function of each
participant during face-to-face visits using the Mini Mental State Examination (MMSE)
(Folstein et al., 1975), the Isaacs’ set test at 30 seconds (Isaacs and Kennie, 1973) and the
Free and Cued Selective Reminding Test (FCSRT) (Grober and Buschke, 1987).

For this study, we analyzed RNFL measurement in relation to cognitive assessment at
baseline and 2 years later.

The MMSE is a composite scale from 0 to 30 points that evaluates the global cognitive state.
The Isaacs’ set test evaluates categorical verbal fluency by measuring the ability to generate
word lists from four semantic categories (animals, fruits, colors and cities) in 30 seconds.
Finally, the FCSRT evaluates episodic memory using a list of 16 words belonging to 16
semantic categories. This test assesses episodic memory processes by controlling the
encoding and retrieval conditions. It starts with an initial phase of categorical semantic
learning, followed by three notation steps (immediate recall, three free/cued recalls and
delayed free/cued recalls). We used four variables in our study: the three free recalls score, the
added score of three free plus cued recalls, the delayed free recalls and finally the added score

of delayed free plus cued recalls. Other details of the procedure have been previously
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described (Amieva et al., 2007). None of the staff involved in cognitive testing had access to
ophthalmologic data.

2.3. Ophthalmologic assessments

2.3.1. SD-OCT measures: The OCT examination was performed using SPECTRALIS
(Software Version 5.4.7.0; Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany) without pupil
dilation by one experienced technician. The device acquisition rate of OCT images was 40
000 A-scans/sec. The OCT provides an automatic real-time (ART) function that adjusts for
eye movement and increases image quality. Details of our OCT measures have been
previously described (Rougier et al., 2015). The peripapillary RNFL thickness was acquired
using the following conditions (Delcourt et al., 2010): resolution mode: high speed; circle
diameter: 3.5 mm; size X: 768 pixels (10.9 mm); size Z: 496 pixels (1.9 mm); scaling X:
14.14 Im/pixel; scaling Z: 3.87 Im/pixel; and ART mode: 16 images. The minimum reliable
value of global RNFL thickness was retained for analysis when the measure was present in
both eyes; otherwise, data from the eye with the only reliable value was retained. RNFL
thicknesses in the 6 segments measured by the device (superotemporal, temporal,

inferotemporal, inferonasal, nasal and superonasal) were retained for the same eye (Figure 2).

2.3.2. Other ophthalmologic variables: As previously described, the diagnosis of glaucoma
was established according to the classification proposed by Foster et al (Delcourt et al., 2010;
Foster et al., 2002). Cataract surgery was assessed during eye examination. Optic disc size
(vertical disc diameter) was measured using optic disc photography in duplicate by two
trained graders and by a glaucoma specialist if there was inconsistency between the first two
interpretations. Finally, axial length was measured during a subsequent visit in a subsample of
participants using non-contact partial coherence laser interferometry (IOL Master; Carl Zeiss
Meditec AG, Jena, Germany). Five measurements were taken per eye, and the mean was

calculated. None of the staff involved in eye examination had access to the cognitive data.

2.4. Other variables

The following covariates were assessed: age, sex, education level (elementary school, short
secondary school vs higher level), the presence of Apolipoprotein €4 allele and diabetes
(antidiabetic treatment and/or a fasting glucose level > 7 mmol/L or a non-fasting glucose

level > 11 mmol/L).

2.5. Data analysis
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Baseline characteristics of the study sample were first described. To study the relationship
between the RNFL thickness and the cognitive scores at baseline and cognitive change over
time we built linear mixed models to account for the correlations due to repeated cognitive
measures (Laird and Ware, 1982). We first analyzed the relationship between global RNFL
thickness (continuous variable) and each cognitive test to avoid multiplicity of statistical
analyses. We further analyzed all six RNFL segments only when the result was significant for
global RNFL. Due to ceiling and floor effects and curvilinearity (unequal interval scaling) for
MMSE and FCSRT scores, we used a previously published procedure that corrects the
metrological properties to normalize the score distributions (Proust-Lima et al., 2015). First,
models were adjusted for age, sex, time, education level, ApoE4, diabetes, cataract surgery,
optic disc size and glaucoma in multivariable linear mixed models (Model A). The interaction
between each variable and time was systematically tested and retained in the model when p
<0.10. Next, given the knowledge that RNFL thickness decreases with increasing axial-length
(Savini et al., 2012), a second model (Model B) was built including axial length as a
covariate; this measure was available for only a subset (n=204) of the study population.
Sensitivity analyses excluding participants with glaucoma were performed. In complementary
analyses we re-ran the analyses for global RNFL considering RNFL as a binary variable,
according to the classification provided by the Spectralis software: within normal (measured
value within 95% of normal distribution), borderline (measured value between 95% and 99%
of normal distribution) and outside normal limits (measured value below 99% of normal
distribution) based on the age-matched comparison with an internal normative database of
201 healthy eyes of Caucasian patients. Thus, we analyzed the evolution of cognitive
performance for participants with borderline value or value outside normal limits, compared
to value within normal.

The normalization procedure of cognitive scores was performed using R software (version
2.14.1, 2011© The R Foundation for Statistical Computing). All other statistical procedures
were performed using SAS software (version 9.3, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

3. Results

Population characteristics are described in table 1. The mean age was 81.6 (SD: 4.2) years.
The sample population was constituted of 266 (62.3%) women; 33 (7.7%) participants had a
low level of education, and 44 (10.3%) were diabetic. Regarding ocular characteristics, 212
(49.6%) had undergone cataract surgery, 26 (6.1%) had glaucoma; the mean vertical disc
diameter was 2 mm (SD: 0.2). The mean global RNFL thickness was 86.8 um (SD: 13.7). As

expected, the inferotemporal (122.3 um) and superotemporal (115.9 pm) segments were
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thickest. Mean cognitive scores at baseline were 27.8 (SD: 1.9) for the MMSE, 45.1 (SD: 9.7)
for the Isaacs' set test at 30 seconds and 26.1 (SD: 7.1) for the FCSRT (three free recalls).

The global RNFL was not associated with initial cognitive performance regardless of
cognitive test considered (Table 2). Global RNFL was not associated with cognitive evolution
based on the MMSE or the Isaacs' set test at follow-up (RNFL*Time term). However, global
RNFL was associated with the two FCSRT scores of delayed recall scores. Specifically, a
thicker global RNFL was associated with a lower decline of delayed free recall (f=0.015;
95% CI, 0.005 to 0.025; p=0.004 for 1 um RNFL thickness) and delayed free plus cued
recalls (f=0.007; 95% CI, 0.002 to 0.011; p=0.004) (Table 2, model A).

These associations remained unchanged after additional adjustment for axial length in the
subset which had this measure (Table 2, model B).

For FCSRT scores showing significant association with global RNFL, the relationships with
each of the six RNFL segments were analyzed (Table 3). The temporal segments had the
strongest association with the two FCSRT delayed recall scores. Thicker RNFL of the
temporal, inferotemporal and superotemporal segments was significantly associated with a
lower decline in the delayed free recall score during follow-up ($=0.013; 95% CI, 0.003 to
0.023; p=0.011; B=0.007; 95% CI, 0.002 to 0.012; p=0.005 and p=0.007; 95% CI, 0.002 to
0.013; p=0.013, respectively) in model A. The same trends were observed in model B after
additional adjustment for axial length; although, the associations were only borderline
significant for the temporal and inferotemporal segments. Surprisingly, the temporal segment
also showed an association with a lower initial score (= -0.029; 95% CI, -0.054 to -0.005;
p=0.020), but this association was no longer significant after adjustment for axial length.

For delayed free plus cued recalls, the decline over the follow-up was also associated with
RNFL thickness in the ’temporal side’; this association was significant only for the
inferotemporal segment in model A ($=0.003; 95% CI, 0.0003 to 0.005; p=0.025). It was also
significant for the 3 temporal segments in the subset with axial length measured (Model B;
=0.009; 95% CI, 0.002 to 0.016; p=0.010; B=0.005; 95% CI, 0.002 to 0.008; p<0.001;
=0.005; 95% CI; 0.001 to 0.009; p=0.010, for temporal, inferotemporal and superotemporal
segments, respectively). Additionally, thicker RNFL of the nasal segment was also associated
with lower decline of the cognitive score (Models A and B). Surprisingly, in model B, an
association was also demonstrated between inferotemporal segment thickness and a lower
initial score (p=-0.009; 95% ClI, -0.017 to -0.002; p=0.011).

Results were globally unchanged in sensitivity analyses excluding participants with

glaucoma.
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Similar results were also observed in complementary analyses. Participants classified as
borderline or outside normal limits for their global RNFL value according to the Spectralis
software classification had a higher decline for the two FCSRT scores of delayed recall (B=-
0.40; 95% ClI, -0.71 to -0.10; p=0.009 for delayed free recall and f=-0.20; 95% ClI, -0.34 to -
0.05; p=0.007 for delayed free plus cued recalls).

4. Discussion

We found that, whereas global RNFL thickness was not associated with initial cognitive
scores, a thicker RNFL was associated with a lower decline of cognitive performances based
on the delayed recall scores of the FCSRT. None of the other cognitive functions were
associated with RNFL thickness. These findings suggest that reduced RNFL thickness may
reflect a higher risk of episodic memory deterioration over time.

The reduction of RNFL thickness in patients with MCI and/or AD, compared to controls, has
been previously reported in several studies (Cheung et al., 2015; Garcia-Martin et al., 2014;
Iseri et al., 2006; Kesler et al., 2011; Lu et al., 2010; Paquet et al., 2007). However, the
association between RNFL and cognition at an earlier stage is largely unknown; yet, cognitive
decline is a very long process (Amieva et al., 2014). Moreover, our study takes place within a
general elderly population, using a longitudinal design, thus adding complementary
knowledge compare to previous studies which are mostly cross-sectional in clinical settings.
The association shown in our results was specific to episodic memory, which is a cognitive
domain strongly implicated in Alzheimer's disease process. A previous study evaluating the
relationship between RNFL and cognition also found an association between RNFL and
episodic memory (word list learning and story recall) among participants with normal
cognition (Shen et al., 2014). However, this was a cross-sectional study with a small sample
size (n=52).

No association was found with MMSE score, which reflects global cognition. However, our
population is mainly a well-functioning population without dementia at baseline; the MMSE
test may be not sensitive enough to detect subtle changes in the early phase of cognitive
deterioration (Small et al., 2000). Similarly, no correlations between MMSE and peripapillary
thickness were found in most previous studies comparing peripapillary RNFL in AD patients
and healthy controls (Iseri et al., 2006; Kesler et al., 2011). Only one previous study
comparing 35 AD, 35 MCI and 35 healthy controls reported a significant correlation between
peripapillary RNFL and MMSE in an analysis combining all the participants (Oktem et al.,
2015).
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More surprisingly, we also found no association with Isaacs' verbal fluency test, even though
this test has detected changes during very early cognitive decline, as many as 15 years before
the clinical diagnosis of Alzheimer's dementia (Amieva et al., 2014). However, among elderly
people, dementia is the result of several processes including neurodegeneration and vascular
damage (Schneider et al., 2009). Cognitive impairment due to vascular processes is believed
to preferentially manifest through impaired attention and executive function rather than
memory function (O’Brien et al., 2003). Therefore, verbal fluency could reflect the global
vascular process more than the neurodegenerative process. This may explain the lack of
association with RNFL thickness, which may be more strongly related to neurodegeneration.
Our SD-OCT device automatically calculates RNFL thickness both globally and in each of
the 6 segments. This offers the advantage of providing data for the superotemporal and
inferotemporal segments, which are the thickest zones in the peripapillary area and the most
sensitive zones to early age-related defects (Feuer et al., 2011; Rougier et al., 2015). As
previously reported, the highest RNFL values in our data were found in the inferotemporal
and superotemporal segments, which, together with the temporal segment, are also associated
with cognitive decline (Rougier et al., 2015).

Our results showing cognitive test alterations reflecting episodic memory changes are
consistent with previous reports stating that the primary degenerative process leading to MCI
and/or AD is marked by an early deterioration of episodic memory (Fox et al., 1998; Murphy
et al., 2008; Small et al., 2000). In normal elderly subjects, the evaluation of this deterioration
can even predict the time of progression to MCI as well as the time of progression from MCI
to AD (Blacker et al., 2007). Furthermore, even though ‘recall measures’ are cited more often
as good cognitive markers of future AD, ‘delayed recall measures’ are excellent predictors of
progression to AD (Bastin and Salmon, 2014; Fichman-Charchat et al., 2015) and can even
increase the sensitivity of recall scores used in AD identification (Vogel et al., 2007).
Therefore, our findings may be relevant to the specific brain changes found in the
hippocampus and temporal regions of people in the pre-clinical stage of AD (Frisoni et al.,
2008; den Heijer et al., 2010; West et al., 1994). Previous imaging data showing a correlation
between RNFL and cerebral volumes in the temporal and occipital lobes are concordant with
these findings (Ong et al., 2015).

Glaucoma was taken into account in our analyses by adjusting for this pathology and by
performing sensitivity analyses excluding participants with glaucoma. Glaucoma is a
degenerative disease of the optic nerve, and we previously found an increased risk of
dementia among participants with glaucoma (Helmer et al., 2013). The inferotemporal and

superotemporal segments are the first segments damaged in glaucoma. These segments (and
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the temporal segment) are also the ones associated with cognitive decline. Therefore, similar
neurodegenerative processes could lead to both glaucoma and cognitive decline.

Our study has several limitations. First, our follow-up period of two years may be too short to
demonstrate larger effects on other cognitive functions. However, to our knowledge, this is
the first longitudinal study with a large cohort in this field. Moreover, our study included
well-functioning subjects who consented to eye examination and who therefore may have a
lower decline of cognitive performance over time than the general population. Additionally,
despite our large study population compared to previous case-control studies in this field, we
cannot exclude a possible lack of power. Finally, as RNFL measurement was not available at
the baseline time of the Alienor study, the effect of the RNFL evolution over time on
cognition could not be studied; further follow-ups of our cohort will allow studying this.

Our study has some strengths. It is based on a longitudinal design with a large population-
based cohort including nearly 430 elderly participants. It includes a systematic eye
examination that allows the identification and the exclusion of ocular pathologies likely to
influence RNFL measurement (vitreomacular traction, myelinated retinal nerve fibers,
peripapillary choroidal neovascularization or myopic chorioretinopathy). The OCT
assessments were performed on the same OCT machine by the same experienced technician
following a standardized protocol. Moreover, the spectral domain technique provided the best
quality and reproducibility currently available (Nassif et al., 2004). Cognitive functions were
systematically assessed by trained psychologists blinded to ophthalmologic data using
standardized procedures and evaluating several cognitive domains. The association between
RNFL and delayed episodic memory was found with both RNFL as a continuous variable and
using the threshold provided by the device to classify participants as borderline or outside
normal limits for RNFL. Finally, numerous potential confounding factors were taken into

account.

5. Conclusions

Our findings enrich the literature on the potential utility of RNFL in cognitive deterioration.
Although there are still gaps in detailed knowledge of the early association between
neurodegeneration in the retina and in the brain, our findings could lead to the next steps of
knowledge in that domain. However, these results should be corroborated with larger
populations and longer follow-ups. Moreover, cerebral imaging studies should be
implemented to better understand the association between retinal and brain

neurodegeneration.
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469  Figure legends

470  Figure 1. Flow chart of the population.
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473  Figure 2. Global and six segments thicknesses of RNFL, n=427.
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474
475  T= temporal segment, ST= superotemporal segment, SN= superonasal segment, N= nasal

476  segment, IN= inferonasal segment, IT= inferotemporal segment.
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Table 1: Characteristics of the study population at inclusion, N=427

Mean SD
orn or %
Sociodemographic, medical and ophthalmological
characteristics
Age (years), mean (SD) 81.6 4.2
Female, n (%) 266 62.3
Educational level, n (%)
Elementary school 33 7.7
Short secondary school 198 46.4
Higher level 196 45.9
Apolipoprotein E4, n (%) 72 16.9
Diabetes, n (%) 44 10.3
Glaucoma, n (%) 26 6.1
Cataract surgery (with or without implant), n (%) 212 49.6
Vertical diameter of the ONH (in mm), mean (SD) 2.0 0.2
Cognitive assessment tests
MMSE, mean (SD) 27.8 1.9
Isaacs' set test at 30", mean (SD) 45.1 9.7
FCSRT, mean (SD)
Score of three free recalls 26.1 7.1
Score of three free plus cued recalls 45.1 4.6
Score of delayed free recall 10.4 3.1
Score of delayed free plus cued recalls 15.3 1.6
RNFL assessment measures
Global RNFL thickness (um), mean (SD) 86.8 13.7
Segments thickness (um), mean (SD)
superotemporal 115.9 23.5
temporal 67.2 13.4
inferotemporal 122.3 27.1
inferonasal 97.3 24.4
nasal 66.2 16.4
superonasal 91.4 23.3

SD: Standard deviation

MMSE: Mini Mental State Examination

FCSRT: Free and Cued Selective Reminding Test

RNFL: Retinal Nerve Fiber Layer

Missing data: Isaacs' set test at 30" (n=5); all FCSRT scores (n=30).
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Table 2: Initial differences and evolution over time of the neuropsychological tests according to the global thickness of the Retinal Nerve

Fiber Layer.
Model A Model B
n= 427 n=204
B (95% CI) p B (95% CI) p
MMSE
RNFL -0.006 (-0.020 to 0.007) 0.358 0.008 (-0.012 to 0.027) 0.434
RNFL * Time 0.004 (-0.003 to 0.011) 0.234 0.002 (-0.007 to 0.011) 0.692
Isaacs' set test at 30"
RNFL -0.001 (-0.069 to 0.067) 0.986 0.004 (-0.090 to 0.098) 0.933
RNFL * Time 0.001 (-0.020 to 0.023) 0.910 0.017 (-0.013 to 0.046) 0.264
FCSRT
Score of three free recalls?
RNFL 0.011 (-0.004 to 0.025) 0.153 0.015 (-0.005 to 0.036) 0.138
RNFL * Time 0.001 (-0.004 to 0.007) 0.609 0.004 (-0.004 to 0.011) 0.342
Score of three free plus cued recalls®
RNFL 0.010 (-0.001 to 0.021) 0.089 0.013 (-0.003 to 0.029) 0.109
RNFL * Time -0.001 (-0.006 to 0.004) 0.662 -0.002 (-0.008 to 0.005) 0.589
Score of delayed free recallc
RNFL -0.002 (-0.028 to 0.024) 0.862 -0.003 (-0.040 to 0.034) 0.869
RNFL * Time 0.015 (0.005 to 0.025) 0.004 0.017 (0.003 to 0.030) 0.014
Score of delayed free plus cued recalls
RNFL -0.006 (-0.017 to 0.004) 0.253 -0.010 (-0.024 to 0.005) 0.195
RNFL * Time 0.007 (0.002 to 0.011) 0.004 0.011 (0.005 to 0.017) <0.001

Model A adjusted for: time, age, interaction age/time, sex, school level, Apolipoprotein e4, diabetes, diameter of optic nerve head, cataract
surgery and glaucoma.

Model B adjusted for: the same A-model with additional adjustment for axial length (AL) measure.

» Additional adjustment for the interaction sex/ time in model A and B.

> Additional adjustment for the interaction diabetes/ time in model A and B and the interaction AL/ time in model B.

¢ Additional adjustment for the interaction Apolipoprotein e4/ time in model A and B.

MMSE: Mini Mental State Examination.; FCSRT: Free and Cued Selective Reminding Test.; RNFL: Retinal Nerve Fiber Layer.
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Table 3: Initial differences and evolution
according to the segments of the RNFL.

over time of the FCSRT score of delayed free recall and delayed free plus cued recalls

Model A, n=427 Model B, n=204

Delayed free recall* B (95% CI) p B (95% CI) p
superotemporal -0.009 (-0.024 to 0.006) 0.223 -0.009 (-0.031 t0 0.012) 0.402
superotemporal x Time 0.007 (0.002 to 0.013) 0.013 0.012 (0.004 to 0.020) 0.003
temporal -0.029 (-0.054 to -0.005) 0.020 -0.024 (-0.060 to 0.011) 0.183
temporal x Time 0.013 (0.003 to 0.023) 0.011 0.013 (-0.002 to 0.027) 0.080
inferotemporal -0.006 (-0.020 to 0.007) 0.343 -0.009 (-0.028 to 0.010) 0.340
inferotemporal x Time 0.007 (0.002 to 0.012) 0.005 0.006 (-0.0004 to 0.013) 0.067
inferonasal 0.009 (-0.005 to 0.023) 0.192 0.005 (-0.014 to 0.024) 0.578
inferonasal x Time 0.005 (-0.001 to 0.011) 0.084 0.006 (-0.002 to 0.013) 0.142
nasal 0.020 (-0.00002 to 0.040) 0.050 0.023 (-0.005 to 0.052) 0.112
nasal x Time 0.005 (-0.003 to 0.013) 0.232 0.005 (-0.006 to 0.017) 0.351
superonasal -0.003 (-0.018 t0 0.011) 0.648 -0.008 (-0.028 to 0.013) 0.457
superonasal x Time 0.004 (-0.002 to 0.010) 0.169 0.006 (-0.002 to 0.014) 0.143
Delayed free plus cued recalls

superotemporal -0.005 (-0.011 to 0.001) 0.112 -0.005(-0.014 to 0.003) 0.232
superotemporal x Time 0.002 (-0.001 to 0.005) 0.108 0.005 (0.001 to 0.009) 0.010
temporal -0.009 (-0.019 to 0.001) 0.089 -0.012 (-0.026 to 0.002) 0.096
temporal x Time 0.005 (-0.00003 to 0.009) 0.051 0.009 (0.002 to 0.016) 0.010
inferotemporal -0.005 (-0.010 to 0.001) 0.092 -0.009 (-0.017 to -0.002) 0.011
inferotemporal x Time 0.003 (0.0003 to 0.005) 0.025 0.005 (0.002 to 0.008) <0.001
inferonasal -0.0003 (-0.006 to 0.005) 0.916 -0.0035 (-0.011 to 0.004) 0.363
inferonasal x Time 0.003 (-0.0001 to 0.005) 0.058 0.002 (-0.001 to 0.006) 0.201
nasal 0.003 (-0.005 to 0.012) 0.411 0.004 (-0.007 to 0.016) 0.440
nasal x Time 0.005 (0.001 to 0.009) 0.014 0.007 (0.001 to 0.012) 0.014
superonasal -0.004 (-0.010 to 0.002) 0.177 -0.004 (-0.012 to 0.004) 0.340
superonasal x Time 0.002 (-0.001 to 0.005) 0.140 0.003 (-0.001 to 0.006) 0.134

Model A adjusted for: time, age, interaction age/time, sex, school level, Apolipoprotein e4, diabetes, diameter of optic nerve head, cataract surgery and

glaucoma.

Model B adjusted for: the same A-model with additional adjustment for axial length (AL) measure.
*Additional adjustment for the interaction Apolipoprotein e4/time in model A and B.

MMSE: Mini Mental State Examination; FCSRT: Free and Cued Selective Reminding Test.; RNFL.: Retinal Nerve Fiber Layer.
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Article 2. Retinal Nerve Fiber Layer thickness and brain imaging in non-demented
elderly adults (Soumis pour publication)

En raison d'une origine embryologique commune, la couche rétinienne des fibres nerveuses
(RNFL) a des liens avec le systéeme nerveux central (SNC). Ainsi, I'eil est partie intégrante du
SNC et les cellules rétiniennes sont susceptibles de neurodégénérescence de fagon directe ou
indirecte. La tomographie par cohérence optique spectral-domain (SD-OCT) permet une
évaluation objective, précise et non invasive de la RNFL. Des études explorant la relation
entre la rétine et le cerveau ont trouvé une épaisseur de la RNFL diminuée chez les sujets
présentant une déficience cognitive légere (MCI) et / ou une MA par rapport a des témoins
"sains". Des études utilisant I''RM cérébrale ont montré que I'épaisseur de la RNFL était
associée a une atrophie du cortex visuel et aux lésions des voies visuelles, notamment dans les
radiations optiques chez les sujets présentant une SEP. Cependant, en dehors de la SEP et de
certaines autres pathologies spécifiques (le glaucome notamment), la possible relation entre
RNFL et imagerie cérébrale reste quasiment inexplorée. Chez les personnes agées notamment,
a I’exception d’une étude dans une population présentant majoritairement une altération
cognitive (Ong et al., 2015), aucune étude n'a a ce jour était réalisée.

Notre travail avait pour objectif de déterminer si I'épaisseur de la RNFL pouvait refléter des
altérations microstructurales et volumétriques du cerveau, non seulement dans les voies
visuelles, mais aussi dans des régions particulierement vulnérables au processus
neurodégénératif de la MA. Pour cela, nous nous sommes bases sur la cohorte populationnelle
des 3 Cités-Alienor. Notre échantillon d'étude était constitué des participants ayant bénéficié a
la fois d'une imagerie cérébrale (au suivi a 10 ans de la cohorte 3C) et d'un examen
ophtalmologique concomitant dans Alienor, avec mesure en SD-OCT de la RNFL. Les sujets
présentant une démence et ceux ayant une pathologie oculaire pouvant influencer la mesure
de la RNFL (a I'exception du glaucome) ont été exclus. Nous avons étudié la relation entre
I'épaisseur de la RNFL péripapillaire en SD-OCT et :

1) les volumes cérébraux en IRM T1 morphologique (chez 114 participants). Les volumes
cérébraux analysés étaient le volume total du parenchyme cérébral), le volume de substance
grise, de substance blanche et le volume hippocampique (HPCv), tous ces volumes étant
rapportés au volume total intracranien.

2) et I'intégrite de la microstructure globale et des régions limbiques et visuelles du cerveau en
imagerie de tenseur de diffusion (DTI) (chez 88 participant). Les parameétres analysés en
imagerie en DTI étaient la fraction d’anisotropie (FA), la diffusivit¢ moyenne (MD), la

diffusivité radiale et la diffusivité axiale au niveau des radiations thalamiques postérieures,
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des tractus du systeme limbique (fornix et cingulum) et d’une zone contrble (faisceau
postérieur de la capsule interne). En DTI, les valeurs proches de 1 de la FA reflétent
I’intégrité de la microarchitecture tissulaire des fibres. La MD est la moyenne des 3
coefficients de diffusion sur les 3 axes orthogonaux du DTI (A1 + A2 + A3) ; elle sera basse
(proche de zéro) si l'intégrité tissulaire des fibres du cerveau est préservée.

Des modeles de régression linéaire ont été utilisés pour étudier la relation entre RNFL et
parametres d'imagerie cérébrale. Aprés 1’ajustement par 1’age, le sexe, le niveau d’éducation,
I’opération de la cataracte, le diamétre vertical du disque optique, la présence d'un diabete,
I’hypertension, le glaucome, la présence de 1I’Apo €4 et la mesure de la longueur axiale, une
épaisseur globale de la RNFL plus élevée était associée a un HPCv plus important et a de
meilleurs parameétres de DTI au niveau du cingulum parahippocampique et des radiations
thalamiques postérieures. Aucune autre association n'était trouvée, ni avec les autres volumes
cérébraux en imagerie morphologique, ni avec les autres parametres DTI. En particulier, il n'y
avait pas d'association avec la région contréle étudiée.

Dans cette étude, nous avons pu observer que 1’épaisseur globale de la RNFL était associée
aux paramétres d’IRM au niveau des voies visuelles (radiations thalamiques postérieures,
incluant le cortex visuel) et au niveau des régions du systeme limbique, région
particuliérement touchées lors du processus neurodégénératif de la MA. Ainsi, I'évaluation de
I'épaisseur des fibres nerveuses de la rétine par OCT pourrait refléter les anomalies cérébrales
sur les régions sensibles au processus de neurodégénérescence. Si ces résultats étaient
confirmés par d'autres études et par une approche longitudinale (permettant d’évaluer si
I'épaisseur de la RNFL est associée a la détérioration au cours du temps des structures
cérébrales), la facilité d'utilisation de cet examen, son faible col(t et sa rapidité pourrait

permettre son utilisation a plus grande échelle.
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ABSTRACT

Introduction: We aimed to explore the relationship between RNFL and brain alterations of

the visual and limbic networks in non-demented elderly.

Methods: In the population-based Three-City-Alienor cohort, global RNFL was assessed by
Spectral-Domain OCT. MRI morphological brain alterations were assessed by measuring
global white and grey matter volumes and hippocampal regions among 114 participants.
Brain microstructural alterations were assessed on Diffusion Tensor Imaging for the posterior
thalamic radiations, the limbic system tracts and a control region among 88 participants.

Linear regression models adjusted on several confounders were performed.

Results: A thicker RNFL was associated with a greater hippocampal volume and preserved
DTI parameters in the parahippocampal cingulum and the posterior thalamic radiations. No

association was found with the control region.

Conclusions: In non-demented participants, a thicker RNFL was associated with preserved
MRI parameters both in the visual pathways and in regions particularly involved in the

Alzheimer's neurodegenerative process.

Key words: Retinal Nerve Fiber Layer; Spectral-Domain Optical Coherence Tomography;

Diffusion Tensor Imaging; Brain VVolume, Elderly
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1. Background

Due to a common embryologic origin, the Retinal Nerve Fiber Layer (RNFL) is anatomically
related to the central nervous system; thus, the eye is a sensory organ that is truly part of the
central nervous system with neuronal cells that could be susceptible to degeneration, directly
or indirectly.[1] The use of advanced imaging techniques like the Spectral-Domain Optical
Coherence Tomography (SD-OCT) allows an easy and quick access to an accurate evaluation
of the RNFL. Thus, RNFL may reflect the neurodegenerative changes in the brain.[2]
Some previous studies that explored the relation between retina and brain have found lower
RNFL thickness, possibly related to neurodegenerative processes, in patients with mild
cognitive impairment (MCI) and/or Alzheimer's Disease (AD)[3-5] or Multiple Sclerosis
(MS)[6-8] compared to healthy controls. Other studies that included Magnetic Resonance
Imaging (MRI) showed that the loss of RNFL correlated with significant brain alterations in
MS patients[9,10] or with white matter abnormalities in their healthy relatives[11] compared
to healthy controls. Using a Voxel-Based Morphometry (VBM) approach, RNFL thickness
was also found to be associated with atrophy of the visual cortex and lesions in the visual
pathway, specifically in optic radiations in MS patients.[12] Using functional MRI, the loss of
peripapillary RNFL thickness was found to be related to decreased brain activity in the
primary and secondary visual cortex in glaucoma patients.[13] Moreover, using Diffusion
Tensor Imaging (DTI) technique, which is thought to assess the white matter (WM)
microstructural integrity of the brain, associations were found between thinner RNFL and
WM alterations in whole brain[14] and visual pathway[6,14] in MS patients compared to
healthy controls.
Nevertheless, the relation between the RNFL and brain structures remains largely unexplored
in the non-MS and non-glaucoma population. To our knowledge, only one previous study
explored this relation in a population-based study including mainly cognitively impaired no
dementia participants aged 60-85 years.[15] The authors found a reduced RNFL thickness
associated with reduced grey matter volume in temporal lobe. However, in this study only
brain volumes were analyzed. Yet, other brain imaging techniques such as DTI may reflect
earlier alterations.
Our hypothesis is that changes in the RNFL thickness could reflect microstructural and
volume alterations of the brain, not only in the visual pathways but also in regions particularly
vulnerable to neurodegenerative processes in MCI and/or AD. Thus, within a population-
based study of elderly participants, we aim to explore the relationships between peripapillary
RNFL thickness and brain alterations measures using anatomical images to assess global and
hippocampal volumes and, using diffusion-weighted images to extract parameters in specific
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WM bundles in the posterior thalamic radiations including optic radiations, the WM
connecting tracts of the limbic system (i.e., fornix and cingulum bundles) and the Posterior

Limb of the Internal Capsule (PLIC) as a control region.

2. Methods

2.1. Study population

Our population comes from the Three-City (3C) study which is a prospective population-
based cohort of French adults aged >65 years which aims to estimate the risk of dementia and
cognitive impairment attributable to vascular factors in 3 French cities (Bordeaux, Dijon,
Montpellier).[16] Among the 9,294 participants initially included, our study focused on the
participants from Bordeaux site. A total of 2,104 were included at baseline (1999-2001) and
subsequently followed-up 2, 4, 7, 10 and 12 years later. Data regarding sociodemographic
characteristics, lifestyle, physical and mental health, medications, disability and cognitive
functions were assessed at baseline and at each follow-up. At the 10-year follow-up, a brain
imaging examination was proposed; 239 participants agreed.

At the 7-year follow-up (in 2006-2007), 963 participants agreed to participate to the Alienor
study (Antioxydants, Lipides Essentiels, Nutrition et maladies OculaiRes) consisting of an
ophthalmological examination.[17] These participants were then followed-up every two years
with eye examination concurrent with 3C follow-ups. In 2009-2010, a SD-OCT examination
of the retina and optic nerve was included in the eye examination. Our study sample is
constituted of participants with valid RNFL measurement in 2009-2010 and valid brain MRI
(without presence of major cerebral pathologies) at the same time (Figure 1). The participants
with prevalent dementia or medical history of stroke were excluded; those with eye diseases
affecting RNFL measurement (vitreomacular traction, myopic chorioretinopathy,
peripapillary choroidal neovascularization or myelinated retinal nerve fibers) were also
excluded, except those with glaucoma. Indeed, because glaucoma is a degenerative disease of
the optic nerve that could have common pathophysiological mechanisms with AD,
participants with this disease were retained in the study population, and glaucoma was
included as a covariate in the analyses.[18] In addition, as eye Axial Length (AL) influences
RNFL thickness,[19] we also excluded participants with missing value for AL. Finally, our
study samples included 114 subjects for the brain volume analysis (global and hippocampal
volumes) and 88 subjects for the DTI analysis.

Ethics Committee approvals were obtained from the Ethical Committee of Bordeaux for the
Alienor study and from the Ethical Committee of the University Hospital of Kremlin-Bicétre

and Sud-Mediterranée 11 for the 3C study. All participants signed an informed consent.
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2.2. MRI assessment of brain structure
2.2.1. MRI Acquisition

MRI examination was performed using an ACHIEVA 3T scanner (Philips Medical System,
Netherlands) equipped with a SENSE 8-channel head coil. For each subject, anatomical high
resolution MRI volumes were acquired in transverse plane using a three-dimensional
MPRAGE weighted-T1 sequence, and diffusion-weighted images using a single-shot echo-

planar sequence. Details on MRI sequences are provided in the Supplementary Methods 1.
2.2.2. MRI Processing
2.2.2.1. Brain volumes

Global brain volumes were assessed using VVoxel-Based Morphometry (VBM)
procedure[20,21] implemented in the VBMS8 toolbox within SPM8 software (See
Supplementary Methods 2.1). Regarding the hippocampal volume, segmentations and volume
estimations were performed using FIRST,[22,23] part of FMRIB's Software Library (FSL).
More details were described previously.[24] Right and left hippocampal volumes were
averaged for statistical analyses. Hippocampal fraction (hippocampal volume/TIV) was used
here as an index of hippocampal atrophy.[25] In the same manner, we used in statistical
analyses the GM fraction (GM volume/VTI), the WM fraction (WM volume/VTI) and the
Brain Parenchymal Fraction (BPF, GM+WM volumes/VVTI).[26]

2.2.2.2. Diffusion parameters

We examined the integrity of WM microstructure through exploration of parameters
computed from Diffusion Tensor Imaging (DTI) (Supplementary Methods 2.2.1). DTI
parameters evaluate both the directionality and magnitude of water diffusion in brain tissue.
Within WM, the diffusion of water is restricted along axonal bundles.[27,28] Fractional
anisotropy (FA) represents the degree of directionality of water diffusivity along fibers; axial
diffusivity (AxD) and radial diffusivity (RD) quantify the magnitude of diffusion along the
principal and perpendicular directions of fibers, respectively, and mean diffusivity (MD)
represents a global measure of diffusion. Thus, higher directionality as indicated by FA and
lower magnitude of diffusion as indicated by diffusivity parameters (eg, MD, AxD and RD),
generally indicate preserved microstructure. In our study, we evaluated the DTI parameters in:
i) the posterior thalamic radiations including the optic tracts; ii) the bundles of the limbic

system thought to be altered prematurely in AD processes (eg., fornix and cingulum bundles);
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for these two bundles we analyzed them globally and specifically in their parahippocampal
region. We also analyzed a control ROI (eg., Posterior Limb of Internal Capsule region
including motor bundles, PLIC), not specifically involved neither in the visual pathway nor in

the AD. For further details, see Supplementary Methods 2.2.2.
2.3. SD-OCT measures

Participants underwent a retinal SD-OCT examination using SPECTRALIS (Software
Version 5.4.7.0; Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany), performed by the same
experienced technician, without pupil dilation. The SD-OCT offers a detailed cross-sectional
image of the retina[29] with a device acquisition rate of 40000 A scan per second, with a
depth resolution of 7 Im in tissue and a transversal resolution of 14 Im using a
superluminescent diode with an 870 nm bandwidth. The SD-OCT provides also an automatic
real-time (ART) function that adjusts for eye movement and increases image quality. The
RNFL thickness was acquired using the following conditions:[17] resolution mode: high
speed; circle diameter: 3.5 mm; size X: 768 pixels (10.9 mm); size Z: 496 pixels (1.9 mm);
scaling X: 14.14 Im/pixel; scaling Z: 3.87 Im/pixel; and ART mode: 16 images. The minimum
reliable value of the global thickness was retained when the measure was presented in both

eyes; otherwise, data from the eye with the only reliable value was retained.
2.4. Other variables

The covariates considered were age, gender, educational level, ApoE4 genotype, diabetes
(antidiabetic treatment and/or a fasting glucose level > 7 mmol/L or non-fasting level > 11
mmol/L), glaucoma (according to the classification proposed by Foster et al. as described in a
previous paper[17,30]), hypertension (blood pressure higher than 140/90 mm Hg or
antihypertensive medication), cataract extraction, optic disc size (mean of two measures of
vertical disc diameter) and AL. AL was assessed for all subjects using the anatomical high
resolution MRI images in transverse plane using a three-dimensional MPRAGE weighted-T1
sequence.[31] For each participant, two operators measured separately the AL and mean value
of both measurements was retained. In case of difference between the two values higher than
2 mm, a third measurement was performed and the two closely measures were retained for the
mean. This procedure has been validated in a subsample of 79 participants with available AL
measurement with a non-contact partial coherence laser interferometry (IOL Master; Carl
Zeiss Meditec AG, Jena, Germany), showing strong correlations with AL measurement from
the MRI images (Pearson correlation, r=0.89, p<0.0001).
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2.5. Data analysis

The descriptive statistics were calculated for each MRI subsample, "brain volume sample™
and "DTI sample”. Multiple linear regression models were performed to analyze the
relationship between RNFL and MRI parameters. The models were adjusted for age, gender,
ocular parameters, educational level, diabetes, hypertension, glaucoma, ApoE4 and AL
measurement. The distribution of residuals in the models was examined graphically in order
to test the assumption of normality in their distribution. All statistical analyses were
performed with the statistical software SAS version 9.3 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).

3. Results

Population characteristics are described in Table 1 for the "brain volume" and "DTI" samples.
The mean age was about 81 years and the samples included about 55% of women. Around
74% of participants had hypertension, 8% diabetes, 18% were ApoE4 carrier, 41.5% have had
a cataract extraction and 9 to 10% had glaucoma. Global RNFL thickness was about 87 pm.
Regarding brain volumes, the average BPF volume was 0.76 cm?3 (SD=0.02) and the
HPCV/TIV was 0.005 mm3 (SD=0.001). Regarding DTI parameters, the average global FA
was 0.46 (SD=0.02) and the MD was 0.0008 (SD=0.00003).

3.1. RNFL thickness and brain MRI volume

The relationship between the global RNFL and the brain volume measures are displayed in
Table 2. In multivariate analysis, a significant association was found with the hippocampus, a
thicker RNFL being associated with a higher hippocampal fraction (=0.000013, p=0.0171).
No association was found between RNFL and other MRI volume measures (i.e., Brain
Parenchymal Fraction, global GM fraction and global WM fraction).

3.2. RNFL thickness and DTI parameters

In multivariate analysis, the RNFL showed significant associations with both regions
including the visual pathway and regions implicated in Alzheimer's disease neurodegenerative
processes. A thicker RNFL was associated with a higher FA (reflecting better integrity of
WM bundles, = 0.0009, p=0.0205) and a lower RD (better integrity, = -0.0000012,
p=0.0375) in the posterior thalamic radiations. A thicker RNFL was also associated with a
lower MD (better integrity, f= -0.0000008, p=0.0250) and a lower RD (= -0.0000009,
p=0.0275) in parahippocampal cingulum. There was no association with other DTI
parameters in the regions explored. In particular, there was no association with the control
ROLI.

70



4. Discussion

In a non-demented elderly population, we found that a thicker global peripapillary RNFL was
associated with preserved DTI parameters in the posterior thalamic radiations, which include
the visual pathway. In addition, a thicker RNFL was also associated with higher hippocampal
volume and preserved DTI parameters in parahippocampal cingulum, regions largely
involved in the Alzheimer's neurodegenerative process. On the contrary, no association was
found between RNFL and DTI parameters in a control region located outside the visual
pathway and the regions involved in AD. No associations were found with global MRI
parameters.

The reduction of the RNFL thickness (temporal segment) was previously reported to be
associated with WM lesions in posterior visual pathway (optic radiations) in MS patients.[6]
The association between the RNFL and the visual pathway has been described also in a
younger population with visual dysfunction where a thinner RNFL thickness was associated
with white matter development injuries in the immature optic radiations.[32] In glaucoma
patients, who have decreased RNFL thickness,[13,33,34] several case-control studies have
also reported alterations of DTI parameters in visual pathway using 1.5T[35] or 3T[36—-38]
MRI. Our results add complementary knowledge; indeed, we found an association between
RNFL thickness and DT parameters in the posterior thalamic radiations, which include the
visual pathway, not specifically in patients with diseases that directly influence the RNFL
thickness but in a general elderly population. Thus, even beyond specific pathology inducing
RNFL lesions, RNFL could reflect the brain visual pathway. To our knowledge, only one
previous study explored the association between the RNFL and brain MRI beyond the context
of MS or glaucoma.[15] This study included a large population of 164 elderly participants,
75% having a cognitive impairment no dementia. The results showed no association between
RNFL and brain occipital lobe, which includes the visual cortex. However, only occipital
volume, and not diffusion parameters, were studied. Moreover, the population was very
different from ours, with a large percentage of cognitively impaired participants, thus far from
a general elderly population.

In addition to the association with the visual pathway, that was rather expected, our study
showed that RNFL thickness was associated with diffusion parameters in the
parahippocampal cingulum and with hippocampal fraction, two brain structures largely
involved in the Alzheimer's neurodegenerative process. On the contrary, no associations were
found between RNFL thickness and DT parameters in a control region, located outside the

visual pathway and the regions involved in AD.
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It is well known that the hippocampus is early involved in neurodegenerative process, which
was evidenced in MCI patients[39] and even in cognitively intact elderly subjects before they
develop AD.[40] In previous results from the 3C-Study we found that AD cases presented
mediotemporal lesions up to 5 years before the diagnosis.[41] As for volumes, DTI
parameters in WM structures have also been associated with current or future clinical
neurodegenerative state. Compared to healthy controls, significant alterations in FA, MD and
RD have been showed in parahippocampal cingulum of AD patients and MCI patients who
convert to AD.[42] FA alteration was also evidenced in parahippocampal cingulum and fornix
WM in non-demented cognitively normal subjects who develop amnestic-MCI two years
later, compared to stable normal subjects.[43] In our elderly population, not specifically
selected on cognitive capacities, the associations found between RNFL and brain structures
beyond the visual pathway, are in favor of a potential interest of the RNFL to reflect brain
alterations in structures particularly vulnerable in cognitive decline and AD. Concordant
results were found by Ong et al. in their cognitively impaired population, with an association
between RNFL and GM volume in temporal lobe.[15]

Interestingly, we found no associations between RNFL and global brain MRI parameters. One
explanation may be that our population is globally well-functioning, with thus very few
participants having a global alteration of the brain. In a previous MRI study among a small
group of young non-MS subjects (controls for MS patients), RNFL thickness was also not
associated with BPF, WM and GM volumes.[9] Ong et al. also failed to find an association
with total brain, GM or WM volumes in their cognitively impaired population;[15] even in
that population, the association was found only with GM in temporal lobe and not globally.
However, before the stage of moderate dementia, global brain structures are relatively
preserved. Thus, associations with RNFL seem to be specific of brain structures particularly
vulnerable in the elderly population and involved in the neurodegenerative process of
cognitive decline and AD.

Regardless the MRI technique used, volumes or DTI parameters, our results were very
consistent, a thicker RNFL being associated with both preserved DTI parameters in
parahippocampal cingulum and higher hippocampal fraction. A thicker RNFL was associated
with lower MD and RD in parahippocampal cingulum, but not with AxD. RD may reveals
more the dysmyelination processes of neuronal cells, whereas AXD may reveals more the
axonal integrity.[44] Consistently, previous studies have found a decreased microstructural
integrity in WM tracts of patients with AD or at risk of AD, in particular in parahippocampal
regions, with alteration of RD parameter suggesting that demyelination may be a contributing

mechanism.[45],[46,47] We do not find any association with global cingulum and fornix
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bundles, but only with the parahippocampal part. However, global bundles seem to evidence
DTI alterations only when degenerative processes are already clinically established,[48,49]
whereas our population was a general population of non-demented elderly. Thus, our results
may reflect an “early silent” brain damage that may progress to a clinical stage in the future.
Our study has some limitations. Firstly, our population was composed of well-functioning
subjects (relatively well-educated with a conserved cognitive state) who have accepted the
ophthalmologic examination. These participants may have less microstructural lesions of WM
that may prevent to evidence early MRI changes associated with RNFL. However, to our
knowledge, this is the first study exploring this relation in such a population. Secondly, due to
our cross-sectional design, any temporal association between retina and brain degeneration
cannot be evaluated; this would deserve future longitudinal approach to find out if one of
these degenerations precede the other or if both are concurrent processes. Finally, as our study
was restricted to participants with both brain MRI1 and ophthalmological examination, we
cannot exclude a possible lack of power.

This study has some strengths. It includes a large population-based sample of elderly
participants, with an exhaustive eye examination allowing the exclusion of ocular pathologies
that are likely to influence the retinal measurement. The OCT assessments were performed on
the same OCT machine by the same experienced technician following a standardized
protocol. Moreover the Spectral-Domain technique provides the best quality and
reproducibility currently available.[50] Brain MRI measures were also performed on the same
machine, following a standardized procedure. Two different kinds of MRI parameters were
analyzed (volumes and DTI parameters), in different regions of the brain, allowing a better
understanding of the global processes. Finally, we took into account numerous potential
confounding factors in our analyses.

In conclusion, in non-demented elderly individuals, the RNFL thickness was associated with
MRI parameters both in regions including the visual pathways and in regions involved in the
Alzheimer's neurodegenerative process. Thus, the OCT assessment of axonal thickness in the
retina could offer a concurrent evidence of brain MRI abnormalities in these regions.
However, more researches are needed to demonstrate the potential utility of the RNFL

thickness to detect an early brain neurodegeneration in pre-symptomatic elderly.
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Figure 1: Flow-chart of the selected subjects.
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Table 1: Characteristics of the study populations

"Volume" sample "DTI" sample
(n=114)* (n=88)**

Age (years), mean (SD) 81.0 (4.0 80.6 (3.9
Female, n (%) 63 (55.3) 48 (54.6)
Educational level, n (%0)
Higher level 58 (50.9) 42 (47.7)
Short secondary school 46 (40.4) 39 (44.3)
Elementary school 10 (8.8) 7 (8.0)
Apolipoprotein E4, n (%) 20 (18.2) 15 (17.7)
Diabetes, n (%) 9 (7.9) 7 (8.0)
Hypertension, n (%) 85 (74.6) 65 (73.9)
Glaucoma, n (%) 10 (8.8) 9 (10.2)
Cataract surgery, n (%) 47 (41.6) 36 (41.4)
Vertical diameter of optic nerve (mm), mean 20 0.2) 21 0.2)
(SD)
Axial length, mean (SD) 23.7 (1.1) 23.7 (1.1)
Global RNFL thickness (pum), mean (SD) 87.2 (14.5) 86.9 (14.6)
MMSE, mean (SD) 27.8 (2.2) 27.8 (2.0)
MRI-DTI measures, mean (SD)
Global Fractional Anisotropy 0.46 (0.02)
Global Axial diffusivity (s/mm?) 0.0013 (0.00005)
Global Mean diffusivity (s/mm?) 0.0008 (0.00003)
Global Radial diffusivity (s/mm?) 0.0006 (0.00003)
MRI volume measures, mean (SD)
Brain parenchymal fraction (cm®) 0.76 (0.02)
Hippocampal fraction (mm®) 0.005 (0.001)
Grey matter fraction (cm®) 0.40 (0.03)
White matter fraction (cm®) 036  (0.02)

SD: Standard Deviation.

RNFL: Retinal Nerve Fiber Layer

MMSE: Mini Mental State Examination

MRI: Magnetic Resonance Imaging

DTI: Diffusion Tensor Imaging

* Missing data in volume sample: Apolipoprotein E4=4; Vertical diameter of the optic nerve=3; Cataract extraction=1;
Hippocampal fraction =8.

** Missing data in DTI sample: Apolipoprotein E4= 3; Vertical diameter of the optic nerve=3; Cataract extraction=1
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Table 2: Associations between the global thickness of Retinal Nerve Fiber Layer and brain

MRI volumes, n= 106*

B p
BPF (cm3) 0.00013 0.4627
Hippocampal fraction (mm?®)** 0.000013 0.0171
White matter fraction (cm?) -0.000011 0.9498
Grey matter fraction (cm®) 0.00014 0.4200

Multiple linear regression model adjusted for: age, gender, educational
level, cataract intervention, diameter of optic nerve disc, diabetes,
hypertension, glaucoma, Apolipoprotein e4 and axial length

* 8 participants with missing value for at least one covariate have been
excluded from multivariate analysis

**n=08
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Table 3: Associations between the global thickness of Retinal Nerve Fiber Layer and DTI measures, n=81*

Fractional Anisotropy

Axial Diffusivity

Mean Diffusivity

Radial Diffusivity

R p R p B p B p
Global white matter 0.0002 0.3438 -0.0000002 0.4611 -0.0000002 0.3359 -0.0000003 0.3233
Global fornix -0.0002 0.6408 0.0000006  0.6076  0.0000009 0.5816  0.0000010  0.5835
Global cingulum 0.0004 0.2143 -0.0000004 0.4602 -0.0000004 0.2061 -0.0000005 0.2072
Parahippocampal fornix 0.0003 0.3694 -0.0000006  0.2924 -0.0000005 0.2908 -0.0000004 0.3868
Parahippocampal cingulum 0.0006 0.1108 -0.0000006  0.3123 -0.0000008 0.0250 -0.0000009 0.0275
Posterior thalamic radiations 0.0009 0.0205 -0.0000004 0.5141 -0.0000010 0.0839 -0.0000012 0.0375
Posterior limb of the internal capsule 0.0001 0.5763 -0.0000001 0.8221 -0.0000001 0.5603 -0.0000002 0.5216
Multiple linear regression model adjusted for: age, gender, educational level, cataract intervention, diameter of optic nerve disc, diabetes, hypertension, glaucoma,

Apolipoprotein e4 and axial length

* 7 participants with missing values for at least one covariate have been excluded from multivariate analysis
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Article 3. Choroidal thickness and white matter lesions: results from a population-based

study. (En cours de soumission)

La rétine est alimentée par deux réseaux vasculaires distincts : le réseau vasculaire rétinien
(issu de l’artére centrale rétinienne) et la couche vasculaire choroide (située entre la
membrane de Bruch et la sclérotique). Le réseau vasculaire rétinien et la choroide apportent
respectivement de I'oxygene et des nutriments aux couches internes et externes de la rétine.
En raison du lien entre la rétine et le cerveau, des etudes antérieures ont montré que les
anomalies microvasculaires de la rétine pouvaient refléter les atteintes cérébrales, montrant
des associations entre les altérations vasculaires de la rétine avec le déficit ou le déclin
cognitif, et a la démence. En outre, les études d'imagerie ont monté que ces altérations
microvasculaires de la rétine sont également associées a 1’atrophie cérébrale ainsi qu’a la
pathologie microvasculaire cérébrale.

Cependant, la plupart des études existantes se sont intéressées uniquement a la vascularisation
rétinienne et pas a la vascularisation choroidienne ; pourtant la vascularisation choroidienne
pourrait représenter un site privilégié pour I'observation d’altérations pathologiques
vasculaires dues a des facteurs de risque vasculaires. La choroide a en effet un haut débit
sanguin et se différencie du réseau vasculaire rétinien par 1’absence de systémes
d’autorégulation physiologique comme la barriére hémato-rétinienne. La tomographie par
cohérence optique spectral-domain (SD-OCT) avec le mode enhanced depth imaging (EDI)
permet une évaluation objective, non invasive et a faible colt de la couche vasculaire
choroide alors que I'imagerie in vivo pour I’évaluation de la pathologie cérébrale des petits
vaisseaux est longue et colteuse. Ainsi, I’évaluation de I'épaisseur de la choroide pourrait
représenter un biomarqueur de la microvascularisation cérébrale.

Une étude explorant 1’épaisseur de la choroide a montré que la réduction de cette couche était
associée a des performances cognitives diminuées. D’autres études comparant des sujets avec
une maladie d’Alzheimer (MA) a des contréles du méme &ge ont montré une diminution
d’épaisseur de la choroide chez les MA. Cependant, & notre connaissance aucune étude
explorant le possible lien entre I'épaisseur de la choroide et les anomalies vasculaires
cérébrales n'a a ce jour était réalisée. Notre travail avait pour objectif de déterminer si
I'épaisseur de la choroide était associée au volume d’hypersignaux de la substance blanche
(HSB) au sein d'une population agée. Notre hypothese était qu’une faible épaisseur de la
choroide était associée a un volume plus important d'HSB.

Nous nous sommes basés sur la cohorte populationnelle des 3 Cites-Alienor. Notre
échantillon d'étude était constitué de 117 participants ayant bénéficié a la fois d'une mesure
valide des HSB (par IRM 3T au suivi 2010-2011 de la cohorte 3C) et d'une mesure valide de
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la couche choroide (avec le mode EDI du SD-OCT dans Alienor). Deux modeles de
régression linéaire ont été utilisés pour étudier I'association entre épaisseur de la choroide et
HSB. Un premier modeéle a été ajusté sur I'age, le sexe, le niveau d’études et la mesure de la
longueur axiale. Un deuxieme modele a été ajusté en plus sur d'autres potentiels facteurs de
confusion (tabac, diabéte, hypertension, hypercholestérolémie et indice de masse corporelle).
Dans le premier modele, une épaisseur plus importante de la couche choroide était associée a
un moindre volume (valeur brute ou ajustée par le volume total intracranien) des HSB. Dans
le deuxieme modeéle, cette méme association était légérement diminuée, a la limite de la
significativité (p=0,054) ; l'ajustement supplémentaire sur I'ApoE4 ne modifiait pas ce
résultat.

Dans cette étude, nous avons pu observer que 1’épaisseur de la choroide était associée au
volume des HSB. Ainsi, I'évaluation non-invasive, facile et rapide de I'épaisseur de la
choroide par OCT pourrait refléter des Iésions microvasculaires dans le cerveau des personnes
agées (lésions qui jouent un réle important dans le déclin cognitif et la démence). Nos
modéles prennent en compte de nombreux facteurs de confusion potentiels (surtout des
facteurs de risque vasculaires) permettant ainsi d’observer 1’association indépendante entre
choroide et HSB. Cependant, nos résultats sont a la limite de la significativité, et d’autres
études, sur des populations plus importantes, sont nécessaires pour confirmer cette
association. Il serait aussi important d’explorer, par une approche longitudinale, si la
diminution de I'épaisseur de la choroide au cours du temps est associée a 1’augmentation de
Iésions vasculaires cérébrales. De tels résultats confirmatoires et complémentaires sont
indispensables avant d'envisager 1’utilité potentielle de la mesure de la choroide en pratique

clinique.
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Abstract

Objective: Our objective was to explore the relationship between choroidal thickness and
White Matter Hyperintensities (WMH) volume within an elderly population.

Methods: 117 participants from the 3C-Bordeaux-Alienor longitudinal population-based
cohort were included. Choroidal thickness was assessed by Spectral-Domain Optical
Coherence Tomography, using the enhanced depth imaging (EDI) mode. WMH volume was
automatically assessed on FLAIR images from 3T MRI, using the Lesion Segmentation Tool
for SPM. Linear models adjusting for several confounders, especially vascular risk factors,
were performed.

Results: Mean age was 83 years. Mean choroidal thickness was 185.6 um and mean WMH
volume was 16.0 ml. A thicker choroid layer was significantly associated with a lower
volume of WMH (B= -0.0409 for 10 mm increase of choroidal thickness p=0.0315) in the
model adjusted for age, sex and axial length. This association was slightly decreased and
borderline significant after additional adjustment for several vascular risk factors and co-
morbidities (= -0.0390, p=0.0541).

Conclusions: Choroidal thickness, a non-invasive, easy and quick measure, could reflect
microvascular lesions in the brain of elderly. As cerebral microvascular lesions play an
important role in cognitive decline and dementia, the evaluation of retina may help to adapt
advices and examinations for the elderly population in order to prevent cognitive

deterioration.
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INTRODUCTION

The retina is supplied by two distinct vascular systems: the retinal vascularization, supplied
by the retinal central artery, which vascularizes the internal two thirds of the retina; and the
choroidal vascularization, which vascularizes the external third of the retina. This choroid
vascularization composes the choroid layer, a highly vascularized tissue, located between the
retina and the sclera; its function is to bring oxygen and nutrients to the outer retina layer,
through the Bruch membrane.

As retina and brain are intimately linked, due to a common embryonic origin, the eye may be
considered as an extension of the brain. Thus, previous studies have investigated if vascular
abnormalities in the retina could reflect vascular pathology in the brain, showing that retinal
microvascular alterations are related to cognitive impairment, cognitive decline and
dementia.[1] Moreover, retinal alterations have also been related to cerebral atrophy and
microvascular cerebral pathology in imaging studies.[2-6]

However, most of the previous studies were focused on the retinal vascularization, and the
choroidal vascularization has been less studied. Yet, blood flow in the choroid is one of the
most important, without autoregulation, although it is still subject of debate.[7] Thus, this
layer could be an early site for vascular alterations due to vascular risk factors. As in vivo
visualization of cerebral small vessels disease requires brain imaging, a costly and long exam,
choroidal thickness could represent a biomarker for cerebral microvascularization. A lower
choroidal thickness has already been found to be associated with worse cognitive function.[8]
Moreover, comparing AD patients to age-matched controls, three previous studies founded a
thinner choroid in AD.[9-11] However, until now, no studies evaluated the link between
choroidal thickness and vascular cerebral abnormalities.

As the choroid is located behind the retinal pigment epithelium it cannot be visualized on
fundus photography. However, using the enhanced depth imaging mode of Spectral-Domain
Optical Coherence Tomography (SD-OCT) allows visualizing the choroid layer and assessing
its thickness easily and quickly.[12] Our aim was to evaluate the association between
choroidal thickness and white matter hyperintensities within a population-based study. We
hypothesized that low choroidal thickness was associated with higher white matter

hyperintensies volume.

SUBJECTS AND METHODS

Study population

This paper is based on the Three-City study and the Alienor study. The Three-City (3C) study

is a prospective population-based cohort which aims to estimate the risk of dementia and
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cognitive impairment attributable to wvascular factors. At baseline (1999-2001), 9,294
community-dwelling French adults aged >65 years in 3 French cities (Bordeaux, Dijon,
Montpellier) were included, among whom 2,104 from Bordeaux. The methodology has been
described elsewhere.12 Data regarding sociodemographic characteristics, lifestyle, physical
and mental health, medications, disability and cognitive functions have been assessed at
baseline and subsequently 2, 4, 7, and 10 years after. Blood samples were collected at
baseline and at 10 years. At the 10-year follow-up, a subsample had a brain MR, allowing the
assessment of white matter hyperintensities.

At the 7-year follow-up (in 2006-08), 963 participants from Bordeaux agreed to participate to
the Alienor study (Antioxydants, Lipides Essentiels, Nutrition et maladies OculaiRes)
consisting of an ophthalmological examination.13 These participants were then followed-up
every two years for eye examinations. In 2011-2012, in addition to the eye examination, the
enhanced depth imaging mode of Spectral-Domain Optical Coherence Tomography (SD-
OCT) allows to visualize the choroid layer and evaluating its thickness. Our study sample is
constituted of 117 participants having both valid MRI data with assessment of white matter
hyperintensities and valid measurement of choroidal thickness.

Ethics Committee approvals were obtained from the Ethical Committee of Bordeaux for the
Alienor study and from the Ethical Committee of the University Hospital of Kremlin-Bicétre
and Sud-Mediterranée 111 for the 3C study. All participants signed an informed consent.

Eye examination and choroidal thickness

The eye examination was performed in the Department of Ophthalmology of the University
Hospital of Bordeaux. It included a recording of ophthalmic history, measurement of visual
acuity, refraction, intraocular pressure, nonmydriatic color fundus photographs. In 2011-2012,
Spectral domain optical coherence tomography examinations were performed after pupil
dilatation by the same experienced technician, using Spectralis (Software Version 5.4.7.0,
Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany). The device acquisition rate of OCT images
was 40 000 A-scans/sec. The OCT provides an automatic real-time (ART) function that
adjusts for eye movement and increases image quality. Details of our OCT measures have
been previously described.18 Using the Enhanced Depth Imaging mode (EDI), subfoveal
choroidal thickness (SFCT) was measured manually on one horizontal scan that cutting the
fovea. Subfoveal choroidal thickness was defined as the vertical distance between the hyper-
reflective line of the Bruch membrane and the hyper-reflective line of the inner surface of the
sclera (Figure 1). For each participant, both eyes were assessed. All the measurements were
performed by the same ophthalmologist. In a subsample of 40 eyes, the inter-grader reliability

between the ophthalmologist and two other persons (one technician and one ophthalmologist)
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was tested: the intraclass correlation coefficient (ICC) was high (ICC= 0.95, 95%Cl=
[0.93;0.97]), showing very good reliability.

MRI assessment of White Matter Hyperintensities
MRI Acquisition

MRI examination was performed in 2010-2011 using an ACHIEVA 3T scanner (Philips
Medical System, Netherlands) equipped with a SENSE 8-channel head coil. For each subject,
anatomical high resolution MRI volumes were acquired in transverse plane using a three-
dimensional MPRAGE weighted-T1 sequence, with the following parameters: TR/TE=8.2/3.5
ms, 7-degree flip angle, FOV 256x256 mm2 to cover the whole brain, yielding 180
contiguous slices, voxel size 1x1x1 mma3. To increase signal-to-noise ratio, the sequence was
repeated in four successive runs. For qualitative clinical readings, Fluid-Attenuated Inversion
Recovery (FLAIR) images were also obtained with the following parameters:
TR/TE/TI=11000/140/2800 ms, FOV 230*172.5 mmz2, yielding 24 slices, gap of 1 mm, voxel
size 0.72*1.20*5 mma3. All acquisitions were aligned on the anterior commissure-posterior

commissure plane (AC-PC).
MRI Processing

White Matter Hyperintensities (WMH) were automatically detected using the Lesion
Segmentation Tool for SPM.[13] The procedure included three major steps ans operated
exclusively in the native space of T1-weighted images. First, the pre-processing was
performed using VBMS8 toolbox within SPM8 software. For tissue clasification, T1 image
was used to generate partial volume estimate image. Next, a tissue probability map of WM
was created and warped to the T1 image. FLAIR images were co-registered to T1 images.
Secondly, using intensity distribution of FLAIR images, outliers were detected and lesion
belif maps were calculated for the three tissue classes. These lesion belief maps were then
summed up. Finally, a growth model lesion was applied to create lesion maps. WMH volumes
were extracted. For the analysis, we used both the crude value of WMH and the value divided

by intracranial volume; values were normalized using log transformation.
Other variables

The following covariates were considered: age, sex, education level (elementary school, short
secondary school vs higher level), presence of Apolipoprotein €4 allele, and smoking in pack-
years [pack-years = packs (20 cigarettes) smoked per day x years of smoking) assessed at

baseline. Other vascular risk factors were assessed both at baseline and in 2010-2011 to
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evaluate past and more recent exposures: high blood pressure (systolic blood pressure >140
mmHg and/or diastolic blood pressure >90 mmHg and/or anti-hypertensive treatment),
hypercholesterolemia (fasting cholesterol level > 6.2 mmol/L and/or lipid-lowering treatment)
and diabetes (antidiabetic treatment and/or a fasting glucose level > 7 mmol/L or non-fasting
level > 11 mmol/L); due to small numbers ancient and more recent diabetes have been
grouped in the analysis. History of stroke was assessed at baseline and over the follow-up
(reported by participants and validated by an independent expert committee on the basis of
medical records). Body mass index (self-reported weight/height2) was considered in 2010-
2011,

Axial length (AL) was assessed using the anatomical high resolution MRI images in
transverse plane using a three-dimensional MPRAGE weighted-T1 sequence.[31] For each
participant, two operators measured separately the AL and mean value of both measurements
was retained. In case of difference between the two values higher than 2 mm, a third
measurement was performed and the two closely measures were retained for the mean. This
procedure has been validated in a subsample of 79 participants with available AL
measurement with a non-contact partial coherence laser interferometry (IOL Master; Carl
Zeiss Meditec AG, Jena, Germany), showing strong correlations with AL measurement from

the MRI images (Pearson correlation, r=0.89, p<0.0001).
Data analysis

Baseline characteristics of the study sample were first described. To study the relationship
between the choroidal thickness and the WMH volume we performed multiple linear
regression models. Model was first adjusted for age, sex, educational level and axial length
(Model 1) and then additionally for other potential confounders (smoking, diabetes, HTA,
hypercholesterolemia, BMI) (Model 2). Because of few missing data, ApoE4 was adjusted for
in a supplementary model. The distribution of residuals in the models was examined
graphically in order to test the assumption of normality in their distribution. Statistical
analyses were performed on SAS (software version 9.3, SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).

RESULTS

Population characteristics are described in Table 1. The mean age was at 83.1 years (standard
deviation (SD): 4.1). The sample included 55% of women and more than half of the
population had a high educational level (52.1%). Regarding vascular risk factors, mean BMI
was at 26.3 (SD: 4.1), 6.8% had diabetes, 83.8% had a high blood pressure, 5.1% had a
history of stroke, 68.1% had hypercholesterolemia and 37.6% had ever smoked. In this
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population, mean choroidal thickness was 185.6 pum (SD: 77.7) and mean WMH volume was
16.0 ml (SD: 18.1).

In model adjusted for age, sex, educational level and AL, there was a significant association
between choroidal thickness and WMH volume, a thicker choroid being associated lower
WMH volume (B= -0.0409, p=0.0315 for 10 mm increase of choroidal thickness, Model 1).
Results were the same whatever the variable considered for WMH volume (crude volume or
divided by intracranial volume). After additional adjustment for vascular risk factors and
vascular comorbidities the B coefficient was slightly decreased, and the association was only
borderline significant (B= -0.0390, p=0.0541 for 10 mm increase of choroidal thickness,
Model 2). Supplementary adjustment for ApoE4 did not modify the result ((f= -0.0381,
p=0.0541 for 10 mm increase of choroidal thickness).

DISCUSSION

In our elderly population, we found that choroidal thickness was associated with WMH; thus
a non-invasive, easy and quick retinal measure could reflect microvascular lesions in the brain
of elderly. This association was slightly decreased after multiple adjustments for vascular
factors and co-morbidities, taking into account these vascular factors several years before the
measurement of choroidal thickness.

Until now, previous studies regarding the relationship between retina and brain have mostly
evaluated the retinal vascularization rather than the choroidal one. Classical retinopathy signs,
retinal vascular calibers and changes in global retinal vascular network have been studied.[1]
Thus, associations have been found with cognition[14-17] and dementia,[18-21] although the
associations with dementia were mainly cross-sectional and mainly with vascular
dementia.[20, 21] Retinal microvascular abnormalities have also been associated with
cerebral vascular abnormalities, mainly cerebral infarcts and WMH, in imaging studies.[2-6]
However, studies evaluating the interest of choroidal thickness in brain pathology are less
frequent. In previous post-mortem studies, authors have found a decreased choroidal
thickness in AD human eyes and in rats transgenic eyes.[22] A lower choroidal thickness has
also been found to be associated with worse cognitive function evaluated using the Mini-
Mental State Examination (MMSE), among 3009 subjects aged 50 years and over from the
population-based Beijing Eye Study.[8] Moreover, comparing AD patients to age-matched
controls, three previous studies founded a thinner choroid in AD.[9-11] However, beyond AD
pathology, vascular processes play an important role in cognitive decline and dementia,
especially with advancing age.[23]. Yet, to our knowledge, our study is one of the first to

evaluate the relationship between choroidal thickness and WMH on brain MRI data within a
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population-based sample. In their case-control study, Gharbiya et al failed to evidence any
relationship between choroidal thickness and Fasekas score for periventricular and white
matter hyperintensities; the sample was however small (21 patients and 21 controls) and the
method to evaluate white matter hyperintensities not automatic but semi quantitative.[10]
Moreover, the authors excluded patients with vascular risk factors from their sample, leading
probably to very little variability for brain microvascular abnormalities. As we were not
specifically interested in evaluating AD pathology but rather cerebral small vessel disease,
contrary to previous report[9-11], we did not systematically exclude participants with vascular
risk factors. In particular, we did not exclude participants with history of diabetes or high
blood pressure. Exclusions were done only when lesions and quality of MRI images prevent
us to accurately assess WMH volume.

In our results, with found a relationship between a thicker choroid layer and a lower WMH
volume. As we wanted to evaluate whether choroidal thickness was associated with brain
vascular lesions beyond traditional vascular risk factors, with took into account several
vascular risk factors in the analyses. Indeed, the choroid being a highly vascularized tissue,
with very high blood flood, it may be influenced by vascular risk factors; these vascular
factors having also a direct impact on brain vascular lesions. However, in previous studies,
choroidal thickness has been found to be associated with age,[24, 25] man sex[24] and lower
axial length[24, 25] but few studies have evaluated the associations between vascular factors
and choroidal thickness, with conflicting results. Within the Beijing Eye Study, no association
was found between vascular factors and choroidal thickness, whereas choroid was found to be
thinner among type 1 diabetic patients[26] and young adults with systemic arterial
hypertension,[27] compared to controls. Adjustment on these vascular factors partly explained
the association between choroidal thickness and WMH in our data, but not totally. Thus,
beyond the presence of observed risk factors, individual response to vascular injury, due to
other non-measured factors, individual or environmental, could be partly assessed by the way
of choroidal thickness.

A great advantage of the evaluation of choroidal thickness is that this is a very easy and quick
measure. The specific EDI mode of the OCT directly allows measuring it, with no needs of
specific software for the images analysis. Thus, it could be directly used by clinicians, during
a consultation. The major inconvenient is that the variability between people is high. In our
data, standard deviation was at 78 um, for a mean value of 186 um. Thus, reduction of
choroidal thickness over time rather that a single measure, could be an interesting parameter
in clinical practice. However, the interest of such a reduction needs to be further evaluated

within studies with longitudinal design.
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Our study has some limitations. Firstly, our population was composed of well-functioning
subjects, who have accepted the brain MRI and ophthalmologic examination, with few
vascular risk factors, in particular few diabetics; thus, these participants may have less
microvascular brain lesions than the general elderly population of the same age. Moreover
due to the low numbers of participants with both MRI and ophthalmological examinations,
the study’s power was quite low. Secondly, our design was cross-sectional; thus future
longitudinal approach should find out if both phenomena in the retina and the brain are
concomitant or if one is preceding the other. Third, we did have only one measure of
choroidal thickness; however, this measure was performed in the subfoveal area, where the
choroid layer is the largest. Moreover, although several measures can bring more information,
one single measure is probably more applicable in clinical practice.

This study has several strengths. It includes a large population-based sample of elderly
participants, with eye examination and brain imaging. Brain MRI measures were performed
on the same machine, following a standardized procedure and WMH were assessed
automatically. The OCT assessments with EDI mode were also performed on the same
machine by the same experienced technician following a standardized protocol; the manual
measurement of choroidal thickness was performed by the same person, with a high
intraobservator reproducibility in the subsample where choroidal thickness was measured by
three persons. Moreover, as a circadian variation in choroidal thickness has been reported,[28]
all the choroidal assessments were performed between 2 pm and 4 pm. Finally, we took into
account numerous potential confounding factors, in particular vascular factors, to find out to
what extend choroidal thickness could mirror the microvascular brain pathology, beyond
vascular risk factors and comorbidities.

In conclusion, choroidal thickness could reflect microvascular lesions in the brain of elderly,
beyond vascular comorbidities. As cerebral microvascular lesions play an important role in
cognitive decline and dementia,[23] this evaluation of retina may help to adapt clinical care
for the elderly population in order to prevent cognitive deterioration. Indeed, choroidal
thickness measurement is a non-invasive and quick measure that could easily be used in
clinical practice in the future. However, more researches are needed to confirm the association
between choroidal thickness and brain vascular abnormalities, to explore the reduction of
choroidal thickness over time and to demonstrate its potential utility in usual care.
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Figure 1. Choroidal imaging using spectral-domain optical coherence tomography (SD-OCT)
with enhanced depth imaging mode (EDI)
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Table 1: Characteristics of the study population. 3C-Alienor study, n=117.

Age (years), mean (SD) 83.1 4.1
Female, n (%) 64 54.7
Educational level, n (%0)

- elementary school 10 8.5

- short secondary school 46 39.3

- higher level 61 52.1
Apolipoprotein E4*, n (%) 19 16.8
Diabetes, n (%)

- recent 4 3.4

- past 4 34
Hypertension, n (%)

- recent 18 15.4

- past 80 68.4
Hypercholesterolemia*, n (%0)

- recent 17 14.7

- past 62 534
Stroke, n (%) 6 5.1
Smoking (pack-year)*

- never smoker 73 62.4

-1-19 19 17.9

->20 23 19.7
BMI, mean (SD) 26.3 4.1
Global choroidal thickness (um), mean (SD) 185.6 77.7
Axial length (mm), mean (SD) 23.7 1.2
WML volume, mean (SD) 16.0 18.1
WML volume/VTI, mean (SD) 1.2 1.4

SD: Standard Deviation; BMI: Body Mass Index; WML: White Matter Lesions
** Missing data: Apolipoprotein E4 (n=4); hypercholesterolemia (n=1)



Table 2: Association between choroidal thickness and white matter hyperintensity volume.
3C-Alienor study, n=117.

WMH volume (log) log WMH
volume/VTI (log)
R p R p
Global choroidal thickness: increase of 10 mm
Model 1 -0.0411 0.0323 -0.0409 0.0315
Model 2* -0.0393 0.0543 -0.0390 0.0541

Multiple linear regression models adjusted for:

Model 1: age, gender, educational level, axial length

Model 2: Model 1 + diabetes (combining past and recent due to too few diabetics), high blood
pressure, stroke, smoking, Body Mass Index

*1 participant with missing value for at least one covariate have been excluded in model 2
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DISCUSSION GENERALE

I. Comment le processus dégénératif d’une MA affecte le cerveau

Le cerveau adulte sain est composé d’environ 100 milliards de neurones. Ce réseau neuronal
permet le flux d'informations assurant ainsi des fonctions complexes (conscientes et
autonomes) telles que les capacités de mémoire, sensitives et motrices (Alzheimer’s
Association, 2016). Lors du processus neurodégénératif d’une MA, I’intégrité de ce réseau
neuronal est profondément compromise (Alzheimer’s Association, 2016).

Les processus neurodégeneratifs liés a la MA débuteraient plus de 20 ans avant ’apparition
des premiers symptdmes cliniques (Bateman et al., 2012; Villemagne et al., 2013). Pendant un
temps, le cerveau affecté par les processus de neurodégénérescence compense afin de
maintenir un fonctionnement normal, mais avec l'avancée de la neurodégénérescence
surviennent des altérations cognitives, d'abord subtiles puis plus importantes. La présence de
ces manifestations cliniques permettra a terme d'établir un diagnostic clinique de démence
basé sur des criteres diagnostiques (McKhann et al., 1984, 2011). Dans la MA, une des
manifestations cliniques les plus fréquentes est 1’aggravation progressive de la mémoire
épisodique. A cette altération mnésique peut s’associer des altérations liées aux fonctions

exécutives, aux capacités langagicres ou a I’attention (Dubois et al., 2010).
Structures cérébrales touchées lors du processus neurodégénératif de la MA

Au début du processus neurodégénératif, les DNF et lI'accumulation de dépdts de protéine f3-
amyloide vont affecter initialement le cortex entorhinal puis s’étendre ensuite aux différentes
sous-régions hippocampiques (Apostolova et al., 2010; Braak and Braak, 1991), générant un
dysfonctionnement synaptique (Ballard et al., 2011) et la mort neuronale (Alzheimer’s
Association, 2015a). La progression des lésions s'étend ensuite aux structures
parahippocampiques associées au systeme limbique puis a toutes les structures d’association
isocorticales affectant finalement les aires sensorielles, motrices et visuelles (Braak and
Braak, 1991). Cette atteinte de l'aire visuelle expliquerait notamment la présence de déficits

visuo-spatiaux chez les sujets présentant une MA (Butter et al., 1996).

I1. Structures oculaires et structures cérébrales : similitudes, liens et manifestations
cliniques lors d’une altération.

En raison d'une forte similarité fonctionnelle et structurelle (London et al., 2013) des
structures nerveuses oculaires et cérébrales, I'étude des fibres nerveuses oculaires peut

permettre de mieux comprendre la réponse axonale du SNC face a une lésion (Benowitz and
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Yin, 2008). Par exemple, la régénération axonale suite & une lésion est limitée dans le nerf
optique et dans le cerveau de fagon similaire (London et al., 2013). La régénération axonale
est doublement défavorisée par I’absence de facteurs favorisant la croissance neurale (Filbin,
2003; Fischer et al., 2004; Lingor et al., 2007; Rolls et al., 2008) et la présence de facteurs
inhibiteurs de celle-ci (débris de myéline et facteurs associés, astrocytes réactifs, certaines
protéoglycanes, stress oxydatif...) (London et al., 2013).

L’ceil et le SNC ont une interaction contrélée avec le systéme immunitaire par le biais des
facteurs immunomodulateurs spécifiques. Au niveau oculaire, I’interaction contr6lée du
systéme immunitaire aide a conserver 1’intégrité cellulaire en minimisant le dommage
secondaire lié a son action (Streilein, 2003). De fagon similaire au SNC, I’eil présente aussi
des mécanismes micro-anatomiques de barriére pour la circulation sanguine au niveau du
réseau vasculaire rétinien (contrairement a la choroide) (Kaur et al., 2008) qui peuvent aider a
la conception des composés thérapeutiques ciblant le cerveau et la rétine (Watanabe et al.,
2012). De plus, les vaisseaux rétiniens et cérébraux partagent une origine embryologique, des
mécanismes de régulation et des caractéristiques anatomophysiologiques similaires (Patton et
al., 2005).

Altérations des fonctions physiologiques des structures cérébrales lors d’une MA et ses
manifestations cliniques

Lors d’une MA, le phénotype le plus fréquent est I’altération progressive de la mémoire
épisodique (Price et al., 1993), conséquence de l'atteinte des régions du cerveau impliquées
dans la capacité mnésique (Alzheimer’s Association, 2015a). Dans le 1* article de cette thése,
nous avons abordé la relation particuliere entre la RNFL (épaisseur globale et par quadrants)
et 1’évolution cognitive grace a un suivi longitudinal sur 2 ans. Nous avons montré que les
sujets ayant une plus faible épaisseur globale de la RNFL avaient un déclin cognitif plus
important sur les scores évaluant la mémoire épisodique. Des résultats similaires ont été
observés dans ’analyse par quadrants. Les résultats de ce travail montrent que la perte
axonale rétinienne est associée trés spécifiguement a la principale manifestation clinique
initiale de la MA, l'atteinte mnésique. Ainsi, le phénotype le plus fréquemment observe lors
d’une MA débutante pourrait étre reflété par 1’altération de ’intégrité des fibres nerveuses de
la rétine. Ce résultat est tres cohérent avec les études antérieures montrant une épaisseurs de la
RNFL diminuée chez des sujets avec un MCI et/ou une MA (Cheung et al., 2015; Garcia-
Martin et al., 2014; Iseri et al., 2006; Kesler et al., 2011; Lu et al., 2010; Paquet et al., 2007).
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Mesures des fibres nerveuses rétiniennes et absence de relation avec la cognition globale
et la démence au sein d’une population dgée initialement non démente

Dans notre 1% article, nous avons observé que la perte d’épaisseur de la RNFL n’était pas
associee aux scores du MMSE reflétant I’efficience cognitive globale. Cependant, on sait que
le MMSE est peu sensible dans la détection des changements cognitifs subtils et spécifiques
des premiéres phases de I’altération cognitive (Small et al., 2000) ; I'évolution des scores au
MMSE va plutdt survenir a un stade un peu plus avancé des troubles cognitifs.

Dans ce cadre, au vu des études antérieures mettant en évidence une diminution de I'épaisseur
de la RNFL chez des patients MCI et/ou déments, nous avons comparé dans notre population
I’épaisseur de la RNFL entre sujets déments et non-déments sur un échantillon de 578 sujets
de I’étude 3 Cités-Aliénor. Nous avons aussi exploreé la relation entre 1’épaisseur de la RNFL
et le risque de démence future sur un échantillon de 552 sujets. Les résultats ont montré qu'il
n'y avait aucune différence d’épaisseur de la RNFL entre déments et non-déments (Tableau
4), ni aucune association entre I'épaisseur de la RNFL et le risque de démence 2 ans apres
(Tableau 5) (résultats non publiés). Cette absence d'association peut étre liée a un manque de
puissance dans notre étude ; en effet, seuls 27 sujets présentaient une démence pour I'analyse
transversale, et seuls 16 nouveaux cas de démence ont été diagnostiqués au cours des 2 ans de
suivi. L'absence d'association peut aussi étre liée au fait que notre échantillon, issu d'une étude
en population générale, est probablement tres différent des échantillons cliniques analysés
dans les précédentes publications. Les patients MCI et/ou MA diagnostiqués dans des
structures cliniques n'ont en effet pas la méme présentation clinique, et probablement pas le
méme stade de sévérité, que ceux diagnostiqués dans le cadre d'une étude en population
générale. Des études antérieures ont, par exemple, montré une évolution nettement plus
défavorable, avec une conversion vers la démence bien supérieure pour des MCI
diagnostiqués en clinique versus des MCI issus d'études en population générale (Farias et al.,
2009).

Tableau 4. Etude comparative de I’épaisseur moyenne de la RNFL entre patients
déments et non-déments. Etude 3C-Alienor, n=578.

Non-déments (n=551) Démence prévalent (n=27)
moyenne écart-type moyenne écart-type p*

RNFL globale 86.4 13.8 82.7 19.7 0.342
Quadrants

temporal 67.0 13.8 64.0 18.0 0.397

temporal-inférieur 121.4 27.5 115.0 40.0 0.418

temporal-supérieur 115.2 24.4 107.9 35.5 0.299

nasal 65.9 15.9 63.4 155 0.429

nasal-inférieur 96.7 23.6 93.9 28.2 0.554

nasal-supérieur 91.1 23.9 88.4 26.7 0.559
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* Test de Student
Tableau 5. Etude de la relation entre I’épaisseur de la RNFL et la démence incidente 2

ans apres. Etude 3C-Alienor, n=552. Régression logistique multivariée.
Rapport de cotes (odds ratio) 1C a 95% p

RNFL globale 1.04 099 110 0.151
Analyse par quadrants

temporal 1.03 0.98 1.07 0.240
temporal-inférieur 1.01 099 1.04 0.381
temporal-supérieur 1.02 0.99 1.06 0.240
nasal 1.04 1.00 1.09 0.068
nasal-inférieur 1.00 0.98 1.03 0.840
nasal-supérieur 1.01 0.98 1.05 0.353

Modele ajusté sur : age, sexe, niveau d’éducation, Apolipoprotéine E4, diamétre du disque optique, opération de
cataracte, diabete, hypertension, AVC, antécédents cardiovasculaires, statut tabagique et présence de glaucome.

Mesures des fibres nerveuses rétiniennes et relation avec des structures cérébrales
Dans le 2°™ article de cette thése, nous avons abordé la relation entre les fibres nerveuses
rétiniennes et les structures nerveuses cérébrales grace a la SD-OCT et a I'IRM 3T,
respectivement. Nous avons analysé 1’épaisseur globale de la RNFL, la volumétrie cérébrale
ainsi que la microstructure des fibres de la substance blanche (par imagerie du tenseur de
diffusion (DTI)). Nous avons montré que les sujets ayant une plus faible épaisseur de la
RNFL présentaient des altérations spécifiques aussi bien sur les voies visuelles que dans des
régions particulierement impliquées dans le processus neurodégénératif de la MA
(hippocampe et faisceaux du cingulum parahippocampique). Les résultats de ce travail
montrent que, lors d’un processus neurodégénératif « cliniquement silencieux », les Iésions
peuvent affecter des structures nerveuses oculaires et cérébrales de facon concomitante. Ainsi,
au-dela de I'atteinte des voies visuelles, la perte axonale rétinienne est associée a une perte de
cellules nerveuses dans I’hippocampe et a une altération de I’intégrité microstructurale des
faisceaux nerveux para-hippocampiques.

L’altération microstructurale de la substance blanche dans les voies visuelles a déja été
observée dans plusieurs études chez les sujets glaucomateux (Chen et al., 2013; El-Rafei et
al., 2011; Garaci et al.,, 2009; Murai et al., 2013), avec une épaisseur de la RNFL
systématiquement réduite (Kanamori et al., 2003; Murphy et al., 2016; Zangwill et al., 2000).
De méme, une épaisseur de la RNFL réduite a été associée a une altération dans les voies
visuelles chez les sujets ayant une SEP (Klistorner et al., 2014).

Les structures cérébrales associées a I'épaisseur de la RNFL dans nos résultats (hippocampe et
régions parahippocampiques) ont été largement impliquées dans le MCI et la MA dans la
littérature. En effet I’hippocampe est précocement altéré chez les sujets MCI (Tabatabaei-
Jafari et al., 2015) et méme chez les sujets a4gés sans atteinte cognitive qui développent une

MA dans les années suivantes (Apostolova et al., 2010; den Heijer et al., 2006). Des résultats
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précédents de la cohorte des 3-Cités montraient également des lésions médiotemporales
présentes jusqu'a 5 ans avant le diagnostic de MA (Bernard et al., 2014). L’altération
microstructurale du cingulum parahippocampique a aussi été retrouvée chez les sujets MA (et
les sujets MCI qui développeront une MA) comparés aux sujets controles sains (Ito et al.,
2015). Cette altération a été eégalement mise en évidence chez des sujets sans altération
cognitive qui développent un MCI amnésique deux ans plus tard, par rapport aux sujets
cognitivement stables (Zhuang et al., 2012).

Dans nos résultats, les altérations microstructurales de la substance blanche ont été observées
en grande partie sur les parametres de diffusivité radiale (RD) (Song et al., 2002) ce qui peut
refléter une dégénération de la substance blanche liée a la démyélinisation des faisceaux
neuronaux. Ainsi, plusieurs études ont constaté grace a la RD que les sujets atteints d’une MA
(ou a risque de I’avoir) avaient une altération de leur intégrit¢é microstructurale,
particulierement dans les régions parahippocampiques (Gold et al., 2010; Salat et al., 2010;
Stebbins and Murphy, 2009). La démyélinisation pourrait ainsi étre contributive de la
dégénération neuronale dans la MA.

Altérations des structures vasculaires et nerveuses de la rétine et leur relation avec les
Iésions vasculaires cérébrales

Au-dela des processus de neurodégénérescence, la participation des processus vasculaires,
notamment microvasculaires dans le déclin cognitif, la survenue d'une démence et méme
d'une MA est de plus en plus reconnue (Schneider et al., 2009). Sur le plan clinique, ces
Iésions vasculaires pourraient se manifester par une atteinte préférentielle des fonctions
exécutives (O’Brien et al., 2003).

De précédents travaux de notre équipe avaient montré une relation entre anomalies
microvasculaires de la rétine a I'examen visuel des photographies rétiniennes et déclin cognitif
sur 3 ans sur le test de mémoire visuelle de Benton (travaux non publiés) (Lebrum, 2010).
Dans ces travaux, les anomalies rétiniennes n'étaient associées ni au déclin des autres tests ni
a la survenue d'une démence a 3 ans. Dans la littérature, plusieurs études ont mis en évidence
des relations entre anomalies microvasculaires rétiniennes et déclin cognitif (Baker et al.,
2007; Heringa et al., 2013; Lesage et al., 2009; Wong et al., 2002b), méme si les études
portant sur la survenue d'une démence sont plus rares (Jong et al., 2011). De fagon similaire,
des relations entre anomalies microvasculaires rétiniennes et imagerie cérébrale ont été
retrouvées, soit montrant une atrophie cerébrale plus importante (Heringa et al., 2013;
Kawasaki et al., 2010; Wong et al., 2003), soit montrant des lésions vasculaires cérébrales

plus importantes (Heringa et al., 2013; Ikram, 2005; Kwa et al., 2002).
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De facon plus récente, certains travaux se sont intéresses a l'analyse de différents paramétres
de I’architecture vasculaire de la rétine, montrant que, par rapport a des sujets contréles, les
sujets ayant une MA présentent une altération du réseau vasculaire rétinien (réduction du
calibre artériel, augmentation du calibre veineux et de la tortuosité des artérioles et veinules)
(Cheung et al., 2014b; Williams et al., 2015). Ces différents parameétres sont en cours
d'acquisition dans la cohorte Aliénor, et pourront étre mis en relation avec le déclin cognitif,
la survenue d'une démence et d'une MA ainsi qu'avec I'imagerie cérébrale dans le futur.
Au-dela du réseau vasculaire rétinien, I'épaisseur de la choroide (tunique vasculaire sous-
rétinienne) a pu étre mesurée dans la cohorte 3C-Alienor, grace a l'introduction du mode EDI
de I'OCT lors du suivi Alienor & 4 ans. Dans notre 3°™ article, nous avons abordé la relation
entre I'épaisseur de la choroide et les Iésions microvasculaires du cerveau, évaluees par le
volume des hypersignaux de la substance blanche (HSB) a I’imagerie cérébrale. Nous avons
mis en évidence que les sujets ayant une épaisseur choroidienne plus importante avaient un
moindre volume d'HSB, méme aprés prise en compte des différents facteurs de risque
vasculaires connus de ces sujets. Des études récentes examinant I'épaisseur choroidienne chez
les sujets agés ont montré qu’elle était associée a un meilleur statut cognitif (Bulut et al.,
2016; Jonas et al., 2016) et qu'elle était diminuée chez les patients MCI (Bulut et al., 2016) et
chez ceux présentant une MA (Bayhan et al., 2015; Bulut et al., 2016; Gharbiya et al., 2014)
par rapport a des sujets contrbles. Cette épaisseur choroidienne, de mesure trés facile et tres
rapide, pourrait donc représenter un marqueur supplémentaire, en complément du profil de
risque vasculaire des sujets, pour évaluer leurs lésions microvasculaires cérébrales. Notre
résultat, obtenu sur une population de taille modérée, nécessite bien sir d'étre répliqué et
confirmé avant d'envisager une application en pratique clinique. Cependant, ces résultats sont
cohérents avec les résultats d'études antérieures suggérant que la progression des signes
cliniques lors d’'une MA pourrait étre un processus synergique entre les altérations vasculaires
et les processus neurodegénératifs (Provenzano et al., 2013; Takano et al., 2007; de la Torre,
2004). En outre, les évaluations post-mortem du cerveau montrent que dans 60-90% des cas
de MA, I’angiopathie amyloide, la dégénérescence microvasculaire ainsi que des 1ésions de la
substance blanche périventriculaire sont mises en évidence (Kalaria, 2000).

A la lumiére de ces résultats, nous avons tenté d'explorer cette « synergie » suggérée entre
neurodégénérescence et altérations vasculaires. Nous avons ainsi voulu évaluer si I’altération
des fibres nerveuses rétiniennes (mesurée par I'épaisseur de la RNFL) était associée aux
Iésions vasculaires cérébrales (mesurées par le volume d'HSB). Cette étude a été réalisée sur
un échantillon de 90 sujets non déments de 1’étude 3Cités-Alienor sans antécédent d’accident
vasculaire cérébral (travaux non publiés). Les résultats montraient que les sujets ayant une

RNFL globale plus épaisse (+ 1 micron) avaient un volume d'HSB moins important (Tableau
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6), I'association étant a la limite de la significativité. L’analyse par quadrants de la RNFL
montrait une association dans le quadrant temporal-inférieur (le plus épais) seulement. Ainsi,
les résultats sur cet échantillon pourraient étre en faveur d'une relation entre altération des
fibres nerveuses et lésions vasculaires. Cela doit néanmoins étre confirmé par d’autres études.
De la méme fagon que pour les altérations de la RNFL, des études antérieures ont montré que
les HSB sont inversement corrélés avec le volume hippocampique (Crane et al., 2015; Habes
et al., 2016; Jang et al., 2013) et sont plus fréquents chez les sujets avec une MA comparés

aux sujets contréles (Bilello et al., 2015; Gordon et al., 2015).

Tableau 6. Etude de la relation entre I’épaisseur de la RNFL et le volume
d’hypersignaux de la substance blanche. Etude 3C-Alienor, n=90. Modéles multivaries
de régression linéaire.

Modele A Modeéle B
B p R2 ajusté (%) B p R2 ajusté (%)

RNFL globale -0,025 0,062 17,2 -0,025 0,063 15,2
Analyse par quadrants

temporal-supérieur -0,008 0,254 14,7 -0,008 0,246 12,8
temporal -0,012 0,316 14,4 -0,012 0,309 12,4
temporal-inférieur -0,016 0,023 19,0 -0,016 0,023 17,1
nasal-inférieur -0,009 0,199 15,1 -0,009 0,200 13,1
nasal -0,009 0,347 14,3 -0,009 0,354 12,2
nasal-supérieur -0,005 0,528 13,7 -0,005 0,550 11,6

Modeéle A : Log du volume des hypersignaux de la substance blanche

Modeéle B : Log du volume des hyper signaux de la substance blanche corrigé par le volume total intracranien
Modéles ajustés sur: &ge, sexe, niveau d’éducation, hypertension, diabéte, indice de masse corporelle,
Apolipoprotéine E4, diamétre du disque optique, opération de cataracte, présence de glaucome et longueur
axiale.

Lien entre les différentes études sur la relation entre les structures rétiniennes et
cérébrales

Lors du processus neurodégénératif de la MA, les premieres lésions apparaissent précocement
dans le cerveau (Bateman et al., 2012; Villemagne et al., 2013) longtemps avant d'avoir un
retentissement et d'étre décelables par 1’évaluation neuropsychologique. Ainsi, la MA
présente un stade «cliniquement silencieux », stade auquel les structures spécifiques du
systeme limbique (liées a la mémoire épisodique) sont pourtant déja atteintes (Apostolova et
al., 2010; Braak and Braak, 1991). Les études réalisées dans ce travail de thése s’intégrent
dans cette phase précoce, bien avant le stade de démence. Nous avons ainsi trouvé qu'en
amont d'une atteinte clinique avérée, une mesure de la RNFL diminuée était associée a une
altération spécifique des structures visuelles et limbiques ainsi qua un déclin des
performances mnésiques en mémoire épisodique. Notre travail de thése a également pris en

compte la présence des processus vasculaires dans le vieillissement cérébral. Ainsi, nos
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résultats mettent en évidence une association entre les lésions microvasculaires cérébrales et

I’altération de la choroide d'une part et de la RNFL d'autre part.

1. Utilité des structures rétiniennes associées précocement au Processus
neurodégénératif du cerveau dans la démence
Les travaux de cette these ameénent des arguments en faveur de I’utilisation potentielle des
composants axonaux et vasculaires rétiniens comme structures reflétant les atteintes
cerébrales neurodégénératives et vasculaires. Ce lien rétine-cerveau pourrait constituer une
voie permettant d’obtenir un diagnostic précoce de la maladie grace & une évaluation
ophtalmologique. De plus, ces évaluations rétiniennes, que ce soit par OCT ou par
photographie rétinienne, présentent de multiples avantages (simplicité, rapidité et faible codt)
tres intéressants pour envisager la rétine comme un possible biomarqueur, simple et non-
invasif, de la MA et du vieillissement cérébral. Malgré cela, il est important de relativiser

I’interprétation des résultats exploratoires de cette these.

Avantages ou inconvénients de communiquer précocement un diagnostic de démence a
I’aide de biomarqueurs

Les travaux de cette thése apportent de nouvelles connaissances mais ameénent aussi a
réfléchir sur les avantages ou les inconvénients potentiels pour le malade, sa famille et la
société en général de I’obtention d’un diagnostic précoce de démence grace a la rétine. Dans
ce cadre, le rapport 2015 de 1’Alzheimer’s Association a exposé les avantages de
communiquer précocement un diagnostic de démence, méme si un traitement curatif n’est pas
encore disponible (Alzheimer’s Association, 2015a). Ainsi, le patient peut prendre conscience
précocement de son diagnostic et avoir plus de liberté dans la prise de décision quant a son
parcours de soin. C’est aussi la possibilité de s’impliquer, en tant que participant, dans la
recherche clinique maximisant les chances de succes des stratégies thérapeutiques (Dubois et
al., 2010; Garcia Martin et al., 2011). Le patient et son entourage peuvent aussi anticiper les
actions liées aux aspects administratifs, juridiques et financiers. Enfin, communiquer
précocement un diagnostic établi peut aider 1’entourage du patient a mieux comprendre les
changements avec une connaissance de 1’évolution de la pathologie et la possibilité de mieux
apprécier les capacites restantes de leur proche. Le temps gagné grace a la précocité du
diagnostic permettrait ainsi d’adopter les meilleures stratégies d’adaptation face a la maladie.
Cependant, les avantages potentiels doivent étre considérés avec prudence d'autant plus que la
mesure réelle du bénéfice de communiquer précocement le diagnostic n’a pas suffisamment

de preuves solides. Ainsi, les avantages doivent étre pondérés avec les inconvénients
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potentiels du diagnostic et la communication précoce. Par exemple, dans la MA, actuellement,
il n’y a pas d’essais de traitements curatifs concluants pour arréter de fagon définitive la
progression de la maladie. De plus, le dépistage précoce d’une « démence future » devrait se
faire systématiquement chez des personnes en apparent bon état cognitif, ce qui ouvre la porte
a classer de « futures MA » qui pourraient ne pas développer une démence. L’ impact de ces
erreurs peut étre potentiellement important dans le cadre d’une faible prévalence (méme en
utilisant un biomarqueur ayant une bonne précision diagnostique), ce qui peut arriver dans les
cohortes de sujets MCI qui deviennent MA (Mattsson et al., 2010). De plus, il faut prendre en
compte qu’un diagnostic chez les patients vrais ou faux « futurs déments » peut susciter un
préjudice émotionnel fort avec des implications socio-économiques étendues. Ainsi, ce
diagnostic peut entrainer des sentiments d’angoisse, d’anxiété, de souffrance, de tristesse et de
profond désespoir qui peuvent accroitre le risque de développer une dépression. Ceci est
éthiguement problématique, méme dans les cas de vrais positifs, parce que cela pourrait se
traduire en ‘arrét maladie’ ou la perte du travail, ce qui génére un double impact pour le
patient et pour la société. Au contraire, certains sujets pourraient changer leur comportement
adoptant un type de vie « a risque » ce qui sur certains pays peut faire augmenter le prix des
assurances (medicales, voiture, vie...) et impacter méme sur le plan juridique. Finalement, les
inquiétudes liées au diagnostic pourraient augmenter le co(t total de celui-ci par la
multiplicité des demandes de tests complémentaires par les patients, notamment dans les pays
ou la couverture médicale est universelle et donc le financement de tests doit étre couvert par
I’Etat.

Usage de biomarqueurs de la rétine dans le cadre de la disponibilité d’un médicament
contre la MA

Si un traitement contre la MA était disponible, certaines études suggérent que des techniques
de mesures rétiniennes pourraient étre intéressantes. Une méta-analyse récente appuie ainsi le
role de I'OCT dans la mesure des fibres rétiniennes pour I’évaluation de la progression de la
MA et aussi pour I'évaluation de I'efficacité des possibles traitements (Coppola et al., 2015).
Aujourd’hui, I’OCT permet d’évaluer tres spécifiquement les cellules ganglionnaires (ce qui
pourrait fournir de I’information sur I’altération cellulaire) et les réseaux vasculaires rétiniens
(proxy de la santé microvasculaire) (Thomson et al., 2015). De plus, les performances

techniques de I'OCT ne cessent de s’améliorer.
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CONCLUSION

Les structures oculaires et le SNC partagent une origine embryonnaire commune. De
nombreuses caractéristiques anatomiques, fonctionnelles et physiopathologiques similaires
entre ’ceil et le SNC ont fait de 1’étude de I’ceil une source importante de nouvelles
connaissances sur les processus pathologiques du SNC. Ainsi, I’il est considéré comme une
structure extra-cérébrale de premier ordre dans 1’étude du SNC, notamment en raison des
avantages liés a son évaluation. De nos jours, des technologies avancées d’imagerie
ophtalmologique comme I’OCT donnent la possibilité d’étudier les structures oculaires d’une
facon rapide, reproductible, non invasive et a faible codt. Cette technologie a aidé a confirmer
des changements de structures oculaires lors du vieillissement ainsi qu’a déceler des
altérations pathologiques lors des pathologies du SNC. Dans ce cadre, les études montrent une
réduction systématique de [’épaisseur de fibres nerveuses des cellules ganglionnaires
rétiniennes lors de pathologies comme la SEP ou le glaucome. Cette réduction est aussi
présente lors d’une maladie neurodégénérative majeure comme la MA. D’autres techniques
complémentaires sont aussi utilisées pour aider au diagnostic d’'une MA (TEP, IRM,
molécules dans la LCS) mais leurs avantages sont conditionnés par la lourdeur de leurs
protocoles de mesures, 1’acceptation du patient et surtout par leur colt. Tous les systémes
sanitaires des différents pays ne peuvent pas assurer les aspects économiques et techniques
liés a I'usage de ces technologies, alors que 1'usage de I’OCT pourrait répondre a cette
nécessité. Cependant, il reste encore un long chemin avant de pouvoir confirmer 1’avantage
concret de I’imagerie OCT de I’ceil (et la rétine) afin d’établir de nouveaux biomarqueurs
pouvant aider au diagnostic précoce des altérations du SNC. Sur le plan clinique, ’utilité d’un
biomarqueur issu de I’imagerie rétinienne devra présenter des caractéristiques prédictives
avérées sur le risque de démence afin d’étre un éclairage supplémentaire pour le diagnostic.
Les travaux de cette thése ont associé des altérations des fibres nerveuses et vasculaires de
I’ceil avec une altération plus importante de la mémoire, des structures visuelles et limbiques
et avec des lésions vasculaires cérébrales respectivement. Ainsi, ces resultats nous ameénent a
suggerer une capacité potentielle de I’ceil a refléter précocement les altérations pathologiques
du SNC, notamment celles liées a la MA.

Cependant, ces mémes résultats nous incitent a réfléchir sur le réel avantage de 1’utilisation
future de I’OCT dans la procédure diagnostique d’une MA. Les avantages et inconvénients
liés a la decouverte précoce d’une maladie démentielle chez les individus encore « sains » ne
sont pas encore suffisamment étudiés. Les implications éthiques des questions liées au
diagnostic sont aussi teintées par des aspects économiques, surtout dans le contexte actuel ou

aucun traitement curatif n’existe contre cette pathologie.
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Les résultats de cette thése peuvent néanmoins encourager les futures recherches nécessaires
pour mieux comprendre les processus pathologiques sous-jacents a 1’association entre les
structures oculaires et le SNC. L’éclaircissement de ce lien pourrait devenir un point clef pour
I'avancée vers un biomarqueur précoce. Cliniquement, le développement d’une thérapie
médicamenteuse nécessiterait un biomarqueur optimal et d’utilisation facile qui pourrait aider

le monitoring de patients tout en réduisant les codts de soins.
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IMPLICATIONS ET PERSPECTIVES

A la lumiére de ce travail de thése, les résultats enrichissent les connaissances sur le lien entre
I’ceil et le cerveau. Certains résultats sont consensuels avec les études antérieures ou les
altérations oculaires sont associées aux altérations cérébrales en lien avec le processus
neurodégénératif du SNC. D’autres résultats apportent de I’information sur des altérations
vasculaires oculaires associées aux altérations vasculaires cérébrales, permettant ainsi de
mieux comprendre la relation ceil-cerveau. Tous ces résultats mettent en lumiére de nouvelles
possibilités pour I'utilisation de la rétine comme un biomarqueur des anomalies cérébrales.
Cependant, il faut rester trés prudent avant de pouvoir réellement envisager la rétine comme
un biomarqueur de pathologies dégénératives du SNC, et notamment comme biomarqueur de
la MA. De nombreux autres travaux devront confirmer ces premiers résultats et les étendre.
De plus, de nombreuses questions de recherche restent encore a étre explorées avant de

concevoir la rétine comme un biomarqueur cérébral.
Travaux nécessaires pour confirmer et étendre les résultats de cette these

Avant d'envisager la rétine comme un biomarqueur du déclin cognitif, de la MA ou des
altérations vasculaires cérébrales il est nécessaire de répliquer les résultats que nous avons
obtenus et de les compléter. Ainsi, nos résultats, tant sur I'épaisseur de la RNFL que sur
I'épaisseur de la couche choroide nécessitent d'étre confirmés sur des échantillons de plus
grande taille et sur des études dans d’autres populations. Une approche longitudinale a plus
long terme semble aussi indispensable pour évaluer dans quelles dimensions les mesures
initiales de la RNFL sont associées aux atteintes d'autres fonctions cognitives et a la survenue
d'une MA. De plus, afin de mieux comprendre les liens réels entre rétine et cerveau, des
mesures répétées de la RNFL semblent nécessaires pour évaluer la diminution au cours du
temps de son épaisseur et I'impact de cette diminution sur le déclin cognitif ou sur la survenue
d'une MA. Cette méme approche longitudinale devrait aussi étre développée pour les autres
couches de la rétine, et notamment la couche choroide. Ces différents travaux permettraient de
confirmer 1’association montrée dans nos travaux en s’affranchissant des possibles probléemes
de puissance statistique, des biais de sélection, de temps de suivi insuffisant ou de type de
population.

Les travaux de cette thése devront aussi étre étendus en explorant d’autres structures oculaires
en vue de I’approfondissement du lien entre les processus neurodégéneratifs dans I’ceil et le
cerveau. Ces études futures pourront aborder 1’étude des cellules ganglionnaires rétiniennes

mais aussi I’exploration des réseaux vasculaires de la rétine avec, notamment, les nouvelles
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technologies d’imagerie qui permettent de mesurer ’altération de 1’architecture du réseau

vasculaire rétinien.

Comparaison et complémentarité des performances des structures oculaires avec
d’autres types de procédures de diagnostic complémentaires

Si nos résultats sont confirmés et étendus, des travaux complémentaires devront ensuite
évaluer les caractéristiques métriques des structures oculaires afin de préciser notamment la
sensibilité, la spécificité et les capacités prédictives des structures rétiniennes. Les seuils
pouvant étre utilisés en pratique clinique pour détecter une population "a risque™ devront aussi
étre détermines.

Au-dela des performances isolées des structures rétiniennes comme biomarqueurs de la
pathologie cérébrale, une analyse comparative ou combinée aux autres biomarqueurs existant
sera nécessaire, afin de préciser dans quelle mesure les structures rétiniennes pourraient
apporter des éléments complémentaires dans la démarche clinique. Ainsi, les futures études
devront évaluer les performances des biomarqueurs oculaires comparativement a celles des
biomarqueurs comme I’'IRM, les biomarqueurs du LCS et la TEP. Cependant, la facilité
d'utilisation et le faible colt des biomarqueurs rétiniens par rapport a I'imagerie cérébrale et
aux marqueurs du LCS devra aussi étre pris en compte. Cependant, avant la comparaison avec
des parametres considérés comme "biomarqueurs” de la pathologie, une comparaison avec les
différents parameétres cliniques -et notamment les tests neuropsychologiques utilisés en
pratique clinique courante- semble indispensable. Au final, des études combinant I'ensemble
des biomarqueurs cliniques, biologiques, d’imagerie et rétiniens devraient étre réalisées afin
d’établir les intéréts respectifs de ces différents biomarqueurs pour le diagnostic et la prise en
charge clinique des patients. Cela permettrait d'apporter des éléments de réponse aux
questions suivantes: Les biomarqueurs rétiniens permettent-ils une amélioration des
performances diagnostiques ? Si oui, a quel stade ? Pour quelle(s) pathologie(s) ? Pour la
MA uniquement ou également pour les démences mixtes ? La réponse a ce type de questions
pourrait ainsi permettre d’optimiser les critéres diagnostiques a un stade prodromique,
conduisant a 1’établissement de nouveaux critéres clinico-biologiques dans la pratique
cliniqgue. Néanmoins, de telles études combinant I'ensemble des biomarqueurs sont difficiles,
longues et colteuses a mettre en place et les futures études devront sans doute se contenter de

données plus restreintes, apportant chacune des réponses partielles a chacune des questions.
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