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INTRODUCTION



Préambule

I- Le vieillissement

Selon I'OMS, la proportion des plus de 60 ans dans la population mondiale va presque doubler d’ici
2050, passant de 12 a 22% (1). Cette augmentation fait du vieillissement et des pathologies

dégénératives liées a I’age un probleme de santé publique majeur.

Le vieillissement est un processus physiologique inévitable et irréversible associé a une détérioration
physique, menant a un risque accru de pathologies et de déces. A différentes échelles, il existe une

variabilité inter-espece, inter-individus, et inter-organe au sein d’'un méme individu.

Les processus moléculaires et cellulaires qui sous-tendent le vieillissement et qui sont associés aux
principales maladies neurodégénératives sont complexes et multiples (2). Ils sont résumés dans la

figure 1.

Le processus de vieillissement est le principal facteur de risque des pathologies neurodégénératives,

dominées par la maladie d’Alzheimer.

vy
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Figure 1. Les 8 mécanismes identifiés dans le processus de vieillissement cérébral: instabilité
génomique, altérations épigénétiques, raccourcissement télomérique, perte de la protéostase,
sénescence cellulaire, dysfonction mitochondriale, dysrégulation métabolique, altération de la
communication intercelullaire et altération des cellules souches. AD : maladie d’Alzheimer, PD :
maladie de Parkinson, HD : maladie de Huntington, ALS : sclérose latérale amyotrophique, AT : ataxie
télangiectasie. D’apres Hou et al. 2019.
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Il- Les démences et la maladie d’Alzheimer : généralités

1- Histoire

La premiere description et classification des démences remonte a Avicenne (980-1037 CE). Si sa
description des étiologies des démences est difficilement interprétable par la médecine moderne, ses
définitions et classifications sont proches de celles actuelles. Il définit trois types de troubles de la
mémoire « Fisad-al-Zekr », « Fisad-al-Fekr » et « Fisad-al-Takhayol » qui dans ses descriptions
correspondent respectivement a la maladie d’Alzheimer, la démence fronto-temporale et la démence

a corps de Lewy. Tableau 1.

Allopathic Medicine Criteria described by Avicenna
Alzheimer’s Disease (The five A’s: — Abnormal execution of motor acls — Intact primary sensation
anomia, apraxia, agnosia, amnesia (apraxia)
and aphasia)
— Failure to recognize an object (agnosia) — Normal insight of objects
— Inability to find words (anomia) —Memory impairment
— Failure to remember recent events or — Problem in recalling recent events but not
instructions (amnesia) remolte ones
— Inability to communicate words (aphasia) — Problem in understanding of what have
seen or heard
Frontotemporal Dementia — Disinhibition — No memory impairment
— Socially inappropriate — Unable to distinguish between wrong and
right
— Tactless = Thoughtless
— Disobey socially accepted norms — Unable to describe what had seen or heard
precisely
— Non-Alzheimer type
Dementia of Lewy bodies — Short-term (episodic) memory relatively — Imagining unreal objects
better than Alzheimer’s disease
— Fluctuating cognition — Problems in dreaming

— Recurrent visual hallucinations

Tableau 1. Comparaison des critéres cliniques des trois grands types de démences, entre la médecine
actuelle et la description d’Avicenne dans son ouvrage « Canon of Medicine ». Tiré de I’article de Taheri-
Targhi et al, 2019 (3).

En 1906, Alois Alzheimer décrit la premiére patiente, Augusta Deter, qui souffrait de ce qui
deviendra par la suite la maladie d’Alzheimer. Celle-ci présenta dés I'dge de 51 ans des troubles de la
mémoire, un mutisme, une désorientation et des hallucinations. Apres sa mort, il pratiqua une
autopsie et décrivit les deux Iésions neuropathologiques principales de la maladie : les plaques séniles
et les dégénérescences neurofibrillaires. Il rapporta ceci dans un article intitulé « On an Unusual lliness

of the Cerebral Cortex » (4).
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Il faudra attendre les années 80 pour l'identification des constituants biologiques de ces deux
|ésions caractéristiques: la protéine béta-amyloide (AB) en 1984 par Georges Glenner et la protéine
tau anormalement phosphorylée accumulée dans les dégénérescences neurofibrillaires en 1985 par

Jean-Pierre Brion.

2- Epidémiologie des démences

Selon I'OMS (5), 50 millions de personnes sont atteintes de démence dans le monde, avec une
prévision de 'ordre de 152 millions pour 2050, dont 60 a 70% des cas sont attribués a la maladie
d’Alzheimer. Les autres principales causes de démence sont la démence vasculaire, la démence a corps
de Lewy et la démence fronto-temporale. Depuis peu, un nouveau type de démence voit le jour : la
LATE ou « limbic-predominant age-related TDP-43 encephalopathy ». Cette nouvelle entité correspond
a une protéinopathie a TDP-43, comme dans la moitié des démences fronto-temporales. Elle se
différencie de celle-ci de par son début a un age plus tardif, par des dépobts de TDP-43 touchant
préférentiellement la partie médiale du lobe temporal et cliniguement par un syndrome amnésique

pouvant mimer une maladie d’Alzheimer (6).

En France, la prévalence de la maladie d’Alzheimer et des syndromes apparentés est estimée a environ
900 000 malades. L'incidence passe de 2/1000 personnes-année entre 65 et 69 ans a 70/1000
personnes-année aprés 90 ans. En revanche, pour la maladie d’Alzheimer, elle aurait tendance a
baisser aprés 90 ans. Cette augmentation exponentielle avec I’age souligne I'importance de ce facteur

comme un des principaux facteurs de risque des démences. Figure 2.

—— Hommes — Femmes

Incidence (%)

0
65 70 75 80 85 90 95
Age (années)

Figure 2. Incidence des démences selon I’dge (données Paquid 1988-2001)
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Hormis I'age, les autres facteurs de risques majeurs sont le sexe féminin (sexe ratio 3/2) et sur le plan
génétique 'allele e4 du géne codant pour I'apolipoprotéine E. En effet, la présence d’un ou deux alléles

e4 du gene confere un risque plus important de développer la maladie.

De nombreux autres facteurs de risques potentiels ont été mis en avant et notamment plusieurs
facteurs de risque vasculaire : hypertension artérielle, diabéte, hypercholestérolémie, tabagisme,
alcoolisme chronique, surpoids, accidents vasculaires cérébraux (AVC), fibrillation auriculaire,
athérosclérose, hyperhomocystéinémie... mais également la survenue de traumatismes craniens, un
bas niveau d’éducation, une faible interaction sociale, la dépression ou encore une activité physique
faible. L’alimentation ainsi que les déficiences neurosensorielles (vue, audition) non prises en charges

pourraient également jouer un réle (7).

Grace aux études portant sur des jumeauy, il est possible d’estimer le réle respectif de I’environnement
et de la génétique dans le risque de développer la maladie. Dans une étude récente, I'impact de
I’hérédité était de 45% chez les femmes et 58% chez les hommes, laissant une part environnementale
importante (8). Plus récemment, Finch et Kulmisnki (9) ont proposé le concept d’« AD Exposome »,

mettant en avant la probable interaction importante qui existe entre environnement et génétique.

3- Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer

Sur le plan microscopique, la maladie d’Alzheimer est caractérisée par deux marqueurs histologiques
: la plaque sénile (PS) et la dégénérescence neurofibrillaire (DNF). La PS est une substance insoluble
constituée essentiellement de protéines R-amyloide et formée a partir d'un clivage anormal de la
protéine précurseur. La DNF correspond a des inclusions formées de protéine tau (tubulin associated
unit, ayant un role de stabilisation des microtubules) dans les neurones pyramidaux et qui est

anormalement phosphorylée.

Il existe un différentiel temporo-spatial de propagation de ces deux marqueurs, comme Braak et Braak
I"avaient déja bien décrit en 1991 (10). En effet, les dépbts amyloides débutent plusieurs années avant
I"apparition des symptomes, d’abord au niveau du néocortex, avant de s’étendre aux structures
limbiques (amygdale, hippocampe et cortex cingulaire). La DNF débute quant a elle plus tardivement,
dans des régions initialement dépourvues de plaques amyloides, mais en rapport étroit (via des
projections neuronales) avec des régions cérébrales ayant un taux élevé de celle-ci. Elle démarre au

niveau du cortex transenthorinal et enthorinal, puis se propage dans le subiculum et CA1, puis CA2 et

13



CA3 avant de toucher le néocortex. Cette propagation se ferait selon le réseau neuronal intra-

hippocampique.

Cette dynamique de propagation renforce I’hypothése de transmission de proche en proche supposée
de ces marqueurs (de type Prion-like) (11) et de « cascade amyloide ». En effet, il semblerait que
I'accumulation de protéine amyloide joue un réle de « trigger » de la tauopathie par le biais
d’inflammation, de dysfonction mitochondriale, de stress oxydatif et de perturbation synaptique

(12,13). Figure 3 et 4.

D’autres mécanismes sont impliqués, notamment génétiques, avec au premier plan l'alléle e4 de
I"apolipoprotéine E. Cette protéine existe sous trois isoformes : la plus fréquente ApoE3, ApoE2 et
ApoE4. Elle est impliquée dans le transport des lipides au niveau cérébral et pourrait avoir un réle
dans la régulation de la maintenance neuronale, les processus de réparation, et a des propriétés de
neuroprotection. L'isoforme E4 pourrait avoir des effets délétéres en entrainant une désorganisation
du cytosquelette neuronal, en augmentant les dépo6ts de protéine B amyloide ou par neurotoxicité

directe (14).

Figure 3. Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer

A : aspect microscopique de PS dans le neocortex d’un patient atteint d’une maladie d’Alzheimer.
B : aspect microscopique de DNF dans un neurone du neocortex d’un patient atteint d’une maladie
d’Alzheimer.

E et F : Dynamique de propagation des PS (E) et des DNF (F). Les PS débutent au niveau du néocortex
avant de s’étendre aux structures limbiques (amygdale, hippocampe et cortex cingulaire). La DNF
débute au niveau du cortex transenthorinal et enthorinal, puis se propage dans le subiculum et CA1,
puis CA2 et CA3 avant de toucher le néocortex. D’aprés Jucker et Walker, Nature, 2013
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Figure 4. La cascade amyloide, d’aprés dos Santos Picanco et al, 2018

Sur le plan macroscopique, la tauopathie est a I'origine d’une atrophie corticale et hippocampique. Si
les dépbts amyloides apparaissent des années avant I'apparition des premiers symptomes, dans des
régions anatomiques souvent éloignées du processus neurodégénératif, il existe en revanche une

bonne corrélation entre la pathologie tau, le déclin cognitif et I'atrophie corticale et hippocampique

(15). Figure 5.

4- Symptomes cliniques de la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une démence ou trouble neurocognitif majeur dans le DSM V (16). Ce
trouble neurocognitif majeur se définit par la présence d’un déclin significatif dans au moins un
domaine cognitif (altération de I'apprentissage et du rappel en mémoire a long terme, des fonctions

exécutives, du langage, des capacités visuospatiales ainsi que modification de la personnalité et du
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comportement) qui interfere avec la profession ou les activités habituelles et représente une rupture

par rapport a un niveau antérieur de fonctionnement.

Dans la maladie d’Alzheimer, ces symptémes sont d’apparition insidieuse, sur quelques mois a années

et s’aggravent dans le temps. La prédominance de certains symptémes permet de définir deux formes :

- Laprésentation amnésique dite hippocampique, la plus classique, ol prédominent les troubles
de I'apprentissage et le rappel d’informations nouvelles.

- La présentation non amnésique avec trois formes/variantes : I'atrophie corticale postérieure
(ou prédominent les troubles visuo-spatiaux), la variante logopénique (ou prédominent les
troubles du langage) et la variante frontale (ou prédomine I'altération des fonctions

exécutives) (17,18).

Portée par I'apparition des biomarqueurs, ces dernieres années ont vu naitre le concept de spectre ou
continuum de la maladie d’Alzheimer, qui s’étend du stade préclinique a la démence de la maladie

d’Alzheimer en passant par le mild cognitive impairment (MCl) (19,20). Figure 5.

0 20 30 40 50 60 70 +80 years
il } - ! 4 — | ! i
Cognitively normal  Preclinical MCI ~ Dementia  Clinical
‘| AD Neuropathology
Risk Factors [ TR | p-amyloid (A)
D Tau (T)

[ . TR Neurodegeneration (N)
[ - T Prospective (X)

Biomarkers

Time between positive biomarkers and onset of symptoms

Figure 5. Continuum de la maladie d’Alzheimer. Relation entre les différents stades (préclinique, MCI
et démence) et I'apparition des biomarqueurs. Prospective (X) : biomarqueur futur qui serait encore
mieux corrélé a la neurodégénérescence que la Taupathie.
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lll- L'hippocampe dans le vieillissement et la maladie

d’Alzheimer

1- Généralités sur I’hippocampe

Situé a la face médiale de chaque lobe temporal, I'hippocampe est une structure jouant un role
primordial dans certaines fonctions cognitives telles que la mémoire, I'apprentissage, les processus
émotionnels. Il fait également partie des zones cérébrales ayant un réle de niche de cellules souches

neuronales.

Les dommages de I’hippocampe chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer ont été décrits
pour la premiere fois dans les années 80 lors d’études histologiques post mortem (21). Cela a été
confirmé in vivo, grace a I'apport de I'IRM, avec une bonne corrélation entre I'atteinte IRM et les

données histologiques (sur le volume de I’hippocampe et le nombre de neurone) (22).

L'apparition de I'imagerie dans les critéres diagnostiques de la maladie d’Alzheimer date de 1984 avec
les criteres de la NINCDS-ADRDA (23), a visée de diagnostic différentiel. Par la suite, la recherche
d’anomalies spécifiques (atrophie hippocampique) a été proposée et a pris une place importante a
visée diagnostique aupres des autres critéres (17,19,20,24) . Derniérement, la classification ATN (« A »
Amyloide, « T » Tau et « N » Neurodegenerescence) proposée par la NIA-AA reconnait le r6le de I'IRM
dans le diagnostic de neurodégénérescence, au coté de la TEP-FDG, alors que les critéres cliniques

« cognitifs » ont disparus (25).

Cependant, les études ont montré que I'atrophie hippocampique est peu spécifique de la maladie
d’Alzheimer et peut étre retrouvée dans d’autres causes de démences telles que la dégénérescence
lobaire fronto-temporale, la démence vasculaire, la sclérose hippocampique mais également lors du

vieillissement chez des sujets sains (26—28).

Pour tenter d’avoir un marqueur plus sensible et spécifique, il semblait donc naturel de s’intéresser a
I'analyse des sous-champs de I'hippocampe, et les études ont révélé une atteinte différente et
sélective dans de nombreuses pathologies : maladie d’Alzheimer (29), pathologie neurovasculaire (30),
épilepsie temporale (31), sclérose en plaques (32), pathologies psychiatriques (33,34) ou encore stress

post traumatique (35).
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2- Les sous-champs de I’hippocampe

Sur le plan histologique, la premiére description de I’hippocampe remonte a 1911 par Ramon y Cajal
(36), le décrivant comme un circuit fait de régions interconnectées impliquant différents groupes de
neurones. Ces régions ou sous-champs comprennent le subiculum, la corne d’ammon (elle-méme
divisée en quatre régions CA1, CA2, CA3 et CA4) et le gyrus denté, et ont des caractéristiques

histologiques et des fonctions différentes. Figure 6.

Sur le plan fonctionnel, le gyrus denté joue un role dans le processus de pattern separation, par lequel
des représentations similaires sont stockées de maniére distincte les unes des autres afin d’'éviter les
interférences; CA3 a quant a lui un réle dans le processus de pattern completion, quand nous avons
besoin de nous rappeler d’'un souvenir partiel. Avec I'dge, les études ont montré une hyperactivité
dans ces régions avec un shift du pattern separation vers le pattern completion, pouvant expliquer les

légers troubles mnésiques liés a I’age (37,38).

CA1 jouerait quant a lui un réle dans I'apprentissage verbal, la récupération précoce d’informations

mais aussi dans le rappel différé.
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CAl mm CA2 CA3 mm CA4 mm Gyrus Dentaus Subiculum

Figure 6. Images d’une coupe coronale d’un hippocampe et de ses différents sous-champs. L’'image du
haut est tirée de I'article de Wang et al, 2003(39) et celle du bas est une coupe histologique, tirée de
Braak et Braak, 1991(10). CA= Corne d’ammon ; Fd= Gyrus denté
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3- Imagerie des sous-champs et intérét en recherche clinique

Dans la maladie d’Alzheimer, les premieres études post-mortem ayant trouvé une atteinte sélective
des sous-champs ont rapporté une atteinte prédominante dans la région CA1, en comparaison a des

sujets sains (40).

Par la suite, I'apport de I'imagerie a permis de regarder I'hippocampe in-vivo, d’abord par analyse des
modifications de la surface de cette structure, dont les principales méthodes sont: « large
deformation high-dimensional brain mapping », « radial atrophy » et la « Voxel Based Morphometry
(VBM) ». Les deux premieres consistent en une segmentation initiale de tout I'hippocampe, une
reconstruction en 3D de la surface, suivie d’'une comparaison avec une référence. La VBM consiste en
une reconstruction en 3D apres analyse de changements de volumes de substance grise de tous les
« voxels » formant I"hippocampe. Ces méthodes donnent des informations sur les changements de
surface de I'hippocampe, localisant les zones présentant les modifications externes les plus
importantes, sans nécessité de délimitation des sous-champs de I"hippocampe. Les résultats chez les
patients atteints de la maladie d’Alzheimer et les MCI sont consensuels et retrouvent
systématiquement une atrophie prédominante dans la région latérale de [|’hippocampe,
correspondant a CA1 (41). En revanche, ces méthodes ne fournissement pas d’information
guantitative sur les volumes des sous-champs et ne peuvent fournir une bonne évaluation sur I'analyse
interne de I'hippocampe. En effet, I'impact d’'une atrophie de régions profondes telles que le gyrus
denté sur la surface n’est pas clair et les poches de cavités de liquide céphalo-rachidien par exemple,

augmentant avec I'age, ne pourront pas étre détectées.

C'est pourquoi, I'analyse volumétrique des sous-champs de I’hippocampe est apparue, dans un
premier temps par délimitation manuelle puis de fagon automatisée. Ces méthodes de volumétrie des
sous-champs, utilisées dans ce travail de these, reposent sur une segmentation des sous-champs de
I’hippocampe apreés traitement de I'image. Il existe a ce jour plus d’une vingtaine de protocoles de
segmentation qui sont basés sur des limites morphologiques tirés d’atlas anatomiques, qui different
selon les protocoles. Cela explique en partie I’'hétérogénéité des résultats des études. Annexe 1.
Les études ont confirmé I'atrophie sélective prédominant dans les stades précoces de la maladie dans
la région CAl, avec une bonne corrélation entre la perte neuronale de CAl et la densité en
dégénérescence neurofibrillaire (42). D’autres études ont retrouvé une atteinte prédominant dans le
subiculum (41). En associant ces résultats avec ceux d’études retrouvant une association entre

I"atrophie de CA1 (et du Subiculum) et la conversion du stade MCl au stade de démence, cela souligne
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'importance de Ila volumétrie des sous-champs comme marqueur sensible du processus
physiopathologique de la maladie d’Alzheimer et de son potentiel réle en tant que biomarqueur pour

une détection précoce.

Chez des sujets agés sains, si les études post mortem ont retrouvé un effet linéaire de I'age avec le
volume du gyrus denté et du subiculum, les résultats des études d’imagerie semblent plus hétérogenes
(41). Cela étant, une étude récente de corrélation IRM-histologie chez des sujets agés a retrouvé une
bonne corrélation entre I'analyse de surface de I’hippocampe et la pathologie tau associée a la maladie
d’Alzheimer, mais pas avec la pathologie amyloide ou TDP-43 (43). Cela laisse suggérer qu’un
monitoring du volume des sous-champs de I'hippocampe chez des sujets agés pourrait aider a
différencier des sujets sains de sujets avec une maladie d’Alzheimer débutante, voire en prédire la
survenue. D’autres études n’avaient déja pas retrouvé de corrélation entre atrophie des sous-champs

et la pathologie Amyloide (44).

Les différences entre les méthodes d’analyse de surface et de volumétrie sont présentées dans la figure

7.
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Figure7. Présentation des méthodes d’analyse de surface et de volumétrie. A : méthodes d’analyse de
surface, image tirée de De Flores et al. 2015. B : Protocole de segmentation de I’hippocampe selon
Yushkevich et al. En haut coupe sagittale, en bas coupe coronale ; en vert le subiculum, en rouge CA1-
3 et en bleu CA4-GD.
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Objectifs

De trés nombreuses études se sont intéressées a |'atrophie des sous-champs de I’hippocampe chez les
sujets agés et dans la maladie d’Alzheimer. Cependant, comme vu précédemment, les résultats sont
assez hétérogeénes pour plusieurs raisons importantes. Tout d’abord, ces études sont trés souvent
limitées par de faibles effectifs. Par ailleurs, nombres d’entre elles ont utilisé des techniques d’analyse
de surface, ne permettant pas une évaluation correcte des altérations internes, contrairement a la
volumétrie (41). De plus, la notion d’atrophie fait référence a une perte de volume entre deux points
temporels. Or, la plupart des études sont transversales et ne peuvent donc mesurer cette dynamique
d’atrophie. Enfin, 'absence de suivi longitudinal a long terme entraine une limitation importante dans
le suivi de I’évolution cognitive, ne permettant pas de différentier correctement les sujets sains des

sujets malades.

Ainsi, dans ce travail, basé sur de la volumétrie des sous-champs de I’"hippocampe, nous avons essayé
d’évaluer correctement I'histoire naturelle de la vulnérabilité hippocampique chez des sujets agés
sains et chez ceux qui développeront secondairement une démence de type Alzheimer (DTA). Nous
avons également recherché si la dynamique d’atrophie d’un ou plusieurs sous-champs chez une

personne agée non-démente pouvait étre prédictive d’'une future DTA.
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Abstract

Several studies have investigated the differential vulnerability of hippocampal subfields during aging
and Alzheimer’s disease (AD). Results were often contradictory, mainly because these works were
based on concatenations of cross-sectional measures in cohorts with different ages or stages of AD, in
the absence of a longitudinal design. Here, we investigated 327 participants from a population-based
cohort of non-demented older adults with a 14-year clinical follow-up. MRI at baseline and 4 years
later were assessed to measure the annualized rates of hippocampal subfields atrophy in each
participant using an automatic segmentation pipeline with subsequent quality-control. In the one
hand, CA4-dentate gyrus was significantly more affected than the other subfields in the whole
population (CA1-3: -0.68%/year; subiculum: -0.99%/year and CA4-DG: -1.39%/year; p<0.0001). In the
other hand, the annualized rate of CA1-3 atrophy was associated with an increased risk of developing
Alzheimer’s clinical syndrome over time, independently of age, gender, educational level and ApoE4
genotype (HR=2.0; IC95% 1.4-3.0). These results illustrate the natural history of hippocampal subfields
atrophy during aging and AD by showing that the dentate gyrus is the most vulnerable subfield to the
effects of aging while the cornu-ammonis is the primary target of AD pathophysiological processes,

years prior to symptom onset.

Key words: MRI; Hippocampal subfields; aging; Alzheimer’s disease
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Introduction

The hippocampus is an archeocortical structure involved in cognitive functions such as memory and
spatial learning. The hippocampal formation is made up of distinct subfields that include the
subiculum, the cornu-ammonis (CA1-4) and the dentate gyrus. Although the hippocampus is non-
specifically affected by almost all neurological and psychiatric disorders, its subfields can be
differentially and selectively affected by different pathologies, including Alzheimer’s disease (AD) (1),
neurovascular damage (2), temporal lobe epilepsy (3), multiple sclerosis (4), mood disorders (5),
schizophrenia (6) or post-traumatic stress disorder (7). Theoretically, the study of hippocampal focal
vulnerability could explain this phenotypic diversity and might distinguish between various normal and

pathological conditions.

Hippocampal damage in patients with AD was first histologically described using post-mortem brains
(8) and was subsequantly demonstrated in vivo using MRI. Such studies revealed strong correlations
between MRI and histological data regarding hippocampal volume and neuronal counts (9). Therefore,
hippocampal atrophy can be used as a biomarker of neuronal injury in AD and as information support
of diagnostic criteria (10) (11). However, as mentioned above, hippocampal atrophy is poorly specific
of AD and is often present in patients with other causes of dementia such as frontotemporal lobar

degeneration, vascular dementia and hippocampal sclerosis, as well as in healthy aging (12) (13).

The first pathological studies to identify focal hippocampal damage in AD reported severe neuronal
loss in the CA1 region (14). Consistent with these findings, the majority of neuroimaging studies
investigating patients with AD have reported that regional atrophy is primarily located in CA1 (De
Flores et al, 2015). These findings seem consensual between studies using surface-based techniques
(15) (16)(17) (18) but are more in contradiction with studies using proper volumetric analyses, in which
diffuse atrophy of the hippocampus was observed (although usually more severe in CA1) (19) (20) (21).
The idea of selective regional vulnerability in the hippocampus during healthy aging is even more
controversial (22). Interestingly, a recent MRI-histological correlation study demonstrated that the
modification of hippocampal subfields shape during aging is associated with AD-related tau pathology,
but not with amyloid beta or TDP-43 pathologies (23). It suggests that the monitoring of hippocampal
subfields damage in elderly people could help clinicians distinguish between healthy aging, the early
stages of AD, and other causes of neurodegenerative dementia. Furthermore, as a biomarker of
confined tauopathy, it is possible that the early detection of hippocampal subfields atrophy during

aging could help to predict future AD.

The discrepancies between the MRI studies assessing hippocampal subfields integrity in aging and AD
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can be explained in several ways. First, many of them included small samples, with significant
heterogeneity in terms of the subject’s sociodemographic and clinical characteristics. Second, these
studies relied on cross-sectional MRI acquisition procedures that cannot properly measure individual
occurences of atrophy, which is a dynamic process measured between two timepoints. Third, none of
these studies conducted long-term longitudinal follow-ups of participants that would have allowed for
the determination of individual cognitive trajectories to differentiate healthy aging from various
neurodegenerative diseases properly. Fourth, most of these MRI studies employed surface-based
mesh modelling techniques to study the shape of the hippocampus. However, measuring external
surface modifications does not allow for a direct characterization of the inner alterations of a particular

subfield (particularly the dentate gyrus), which would require volumetric measures (24).

Thus, the primary aim of the present study was to assess properly the natural history of hippocampal
subfields vulnerability during healthy aging and in elderly people who will develop Alzheimer’s clinical
syndrome over time. Additionally, we aimed at investigating whether the annualized rates of
hippocampal subfields atrophy could predict an increased risk of Alzheimer’s clinical syndrome over
time. For these purposes, a well-defined population-based cohort of older adults who underwent two
MRI examinations at a 4-year interval and also completed a clinical follow-up period for up to 14 years
was evaluated. This long-term clinical follow-up allowed to truly discriminate subjects developing AD

pathology from subjects remaining free of dementia over time.

Methods

Participants

The study participants were recruited from the Bordeaux subset of the Three-City (3C) study, which
was a longitudinal population-based cohort designed to evaluate the risk factors of dementia (25).
During the 1999-2000 inclusion period, non-institutionalized individuals who were 65 years of age and
older were randomly selected from electoral lists and then followed-up prospectively for up to 14
years. Information regarding demographic characteristics and ApoE genotype was collected at
baseline. Methods for genotyping the ApoE epsilon polymorphism have been described previously (26)
and ApoE4 carrier was defined as the presence of at least one E4 allele. Of the initial cohort of

participants with baseline MRI data (n=663), only non-demented participants with a MMSE>23, who
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agreed to have a second MRI 4 years later were included in the present hippocampal subfields analyses
(n=364) (Fig. 1A and B). There were no significant differences in the baseline demographic or
neuropsychological characteristics between subjects who completed one MRI and those who
completed two MRIs. All participants provided written informed consent to participate and the study

protocol was approved by the ethics committee of Kremlin-Bicétre University Hospital (Paris, France).

Neuropsychological assessments and diagnosis of Alzheimer’s clinical syndrome

During the 14-year follow-up period, neuropsychological assessments were administered by trained
psychologists at baseline and after 2, 4, 7, 10, 12 and 14 years (Fig. 1A). At each follow-up visit, a
diagnosis of dementia was pre-specified at home by the neuropsychologist and a clinical validation of
the diagnosis was made at home by a neurologist or a geriatrician. A definitive diagnosis of dementia
and diagnoses of possible or probable AD were ultimately made by a panel of independent neurologists
based on the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders criteria (DSM-IV) and the National
Institute of Neurological and Communicative Diseases and Stroke/Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association criteria (11). Cases of probable or possible AD were labeled as “Alzheimer’s
clinical syndrome” according to the recent National Institute on Aging and Alzheimer's Association
(NIA-AA) research framework recommendations (27). According to these definitions, people with mild
cognitive impairment at the end of the follow-up were not considered as demented and were

therefore classified in the “non-AD group”.

The initial neuropsychological battery consisted of the Mini Mental State Evaluation (MMSE: global
cognitive functions), the Free and Cued Selective Reminding Test (FCSRT: verbal episodic memory -
sum of the number of words retrieved during the three free or cued trials), the Benton Visual Retention
Test (BVRT: visuospatial working memory), the Isaacs Set Test (IST: semantic fluency) and the Trail
Making Test part A and B (TMT-A and TMT-B: attention, information processing speed and executive

functions ((number of correct moves/total time)x10)).
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MRI acquisition and processing

Participants were scanned on a 1.5 T Gyroscan Intera system (Philips Medical Systems) with a
quadrature head coil. The morphological protocol consisted of 3D high-resolution T1-weighted images
acquired in transverse plane using magnetization prepared rapid gradient echo sequence (TR=8.5 ms,
TE=3.9 ms, a=10°, FOV=240 mm, voxel size=0.94x0.94x1mm?3). The same scanner and the same

sequence were used for the baseline and the 4-year follow-up MRI procedures.

For the volumetric analyses of brain structures (total hippocampal volume, total grey matter volume
and total intracranial volume) and hippocampal subfields, T1-weighted images were processed using
the volBrain system (http://volbrain.upv.es) (28). After denoising with an adaptive nonlocal mean filter
(29), the images were affine-registered into the Montreal Neurological Institute (MNI) space using
ANTS software (30), corrected for image inhomogeneities using N4 (31) and then intensity-normalized
(32). Next, the segmentation of hippocampal subfields was performed with the HIPS pipeline (33),
based on a combination of non-linear registration and multiatlas patch-based label fusion with
systematic error correction. This method uses a training library from a public repository
(www.nitrc.org/projects/mni-hisub25) composed of high resolution T1w images manually labeled (34).
We used Kulaga-Yoskovitz protocol instead of Winterburn protocol because its segmentations were
more reliable (0.88 vs 0.71) due to the use of a larger number of training cases (33). To perform the
segmentation, the images were up-sampled with a local adaptive super resolution method to fit in the
training image resolution (35). The method provides automatic segmentation of hippocampal subfields
gathered into 3 labels, based on morphology and intensity of densely myelinated molecular layers as

follows: Subiculum, CA1-3 and CA4/dentate gyrus (CA4-DG) (Fig. 1C).

Quality control of the image-processing pipeline for the baseline and 4-year MRI data was performed
by two neurologists (LN and VP) who were blind to the final dementia diagnosis using 3D Slicer 4.10.0
(www.slicer.org). First, a visual assessment of the image processing quality for all subjects (n=364, at
2 timepoints) was performed using sagittal, coronal and axial slices of the 3D hippocampal volume.
Registration into the MNI space, intracranial volume extraction and tissue classification were also
carefully evaluated. This step led to the removal of 37 subjects from the study due to segmentation
errors that were deemed too important to be corrected. Second, we performed manual correction of
44 labels with minor segmentation errors (such as the inappropriate inclusion of choroidal plexus,
para-hippocampal T1-hypointensity, and/or CSF “pockets”). Finally, the present cohort consisted of
327 participants with available quality-controlled hippocampal subfields segmentations at both

baseline and 4 years (Fig. 1C). Using these longitudinal MRI data, the annualized rates of atrophy for
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each participant was calculated as follows: ((volume after 4 years — volume at baseline)/volume

baseline)/4.
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Figure 1. Methodology of the study. (A) During the follow-up period, neuropsychological assessments

(NP) were administered at baseline and after 2, 4, 7, 10, 12 and 14 years. MRI was performed at

baseline and 4 years later. (B) Flowchart of the study. (C) Examples of hippocampal segmentations in

the sagittal and coronal main axis.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed with Prism software 8 (Graphpad) and XLstats 19.4 (Addinsoft).

First, participants who were seen at least one time after the second MRI for a new neuropsychological

assessment were classified as “incident-AD” (n=35) and “non-AD” (n=269) based on the final diagnosis

after the 14-year longitudinal follow-up period (Fig. 1B). We compared clinical and imaging

characteristics at baseline between groups using t-tests for quantitative variables and Chi-squared

tests for categorical variables. Second, to describe differential hippocampal subfields atrophy during
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aging and AD, the annualized rates of atrophy in the three subfields were compared using one-way
and two-way analysis of variance tests (ANOVA) for the whole cohort of participants and for the
“incident-AD” and “non-AD” groups, respectively. ANOVAs were followed by appropriate post-hoc
tests (Sidak’s or Holm-Sidak’s) to account for multiple comparisons. Cohen’s d was used to determine
the effect size of atrophy rates between the “incident-AD” and “non-AD” groups. Third, associations
between baseline characteristics and the annualized rates of hippocampal subfields atrophy were
assessed using t-tests, Pearson correlation coefficients and multiple linear regressions (using
Bonferroni correction for multiple comparisons when appropriate). Finally, to identify which
hippocampal subfields might be predictive of incident Alzheimer’s clinical syndrome over time, Cox
proportional hazard survival regression analyses were performed, using the annualized rates of
atrophy as predictors and typical confounding variables, such as age, gender, education level and

ApoE4 genotype as co-variates.

Results

Demographic, neuropsychological and MRI characteristics at baseline

Three-hundred and twenty-seven participants were finally included in our analyses after quality
control and manual correction of the automatic hippocampal subfields segmentation procedures at
both timepoints. Of these participants, 304 (92.7%) were seen at least one time after the second MRI
for a new neuropsychological assessment (Fig 1B). During the 14-year longitudinal follow-up period,
35 participants developed Alzheimer’s clinical syndrome after the second MRI (12% of participants,
“incident-AD”). The mean time before the estimated conversion to dementia was 11.5 years (+2.2).

The baseline characteristics of the whole sample and of the two subgroups are summarized in Table 1.

Participants who developed incident Alzheimer’s clinical syndrome were significantly older at baseline
than the group of participants who remained free of AD over time (73.7 vs 71.7 years, p=0.003). In
term of baseline neuropsychological characteristics, the “incident-AD” group already displayed poorer
performance in tests of verbal episodic memory tests (free recall of the FCRST, p=0.002), visuospatial
working memory (BVRT, p=0.003) and attentional and executive function (TMT-A and TMT-B, p=0.001

and p=0.05 respectively).

There were no significant differences in the baseline MRI characteristics between the “incident-AD”

and “non-AD” groups.
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Whole cohort Non-AD group Incident-AD group p-value?

(n=327) (n=269) (n=35)
Demographical variables at baseline
Age, mean (SD) 72.0 (3.8) 71.7 (3.7) 73.7 (3.9) 0.003
Gender, women % 58.2% 57.2% 66.7% 0.28
Education level, high! % 51.8% 51.7% 52.8% 0.90
ApOE (€4 +/- or +/+), % 20.7% 17.7% 27.8% 0.27
Neuropsychological tests at baseline
MMSE, median [range] 28 [24-30] 29 [24-30] 28 [24-30] 0.06
FCSRT free recall, mean (SD) 25.1(5.9) 25.5(5.7) 22.1(6.7) 0.002
FCSRT total recall, median [range] 46 [21-48] 46 [21-48] 45 [32-48] 0.08
BVRT, median [range] 12 [6-15] 12 [6-15] 11 [7-15] 0.003
Isaacs set test 15s, mean (SD) 31.4(5.8) 31.7(5.7) 29.9 (5.8) 0.07
Isaacs set test 30s, mean (SD) 47.6 (9.1) 48.2 (9.0) 45.1 (9.3) 0.06
Isaacs set test 60s, mean (SD) 70.4 (14.7) 71.5(14.2) 66.0 (16.5) 0.04
TMT-A, mean (SD) 4.9 (1.5) 5.0 (1.5) 4.2 (1.3) 0.001
TMT-B, mean (SD) 2.3(1.1) 2.4(1.1) 2.0(1.0) 0.05
MRI volumes at baseline
Hippocampus, mean % ICV (SD) 0.49 (0.04) 0.50 (0.04) 0.49 (0.05) 0.30
CA1-3, mean % ICV (SD) 0.31(0.03) 0.31(0.03) 0.30 (0.04) 0.24
CA4-DG, mean % ICV (SD) 0.05 (0.007) 0.05 (0.008) 0.05 (0.009) 0.63
Subiculum, mean % ICV (SD) 0.14 (0.01) 0.14 (0.01) 0.14 (0.02) 0.45

Table 1. Clinical, MRI and neuropsychological features of participants at baseline. BVRT: Benson
Visual Retention Test ; FCSRT: Free and Cued Selective Reminding Test ; ICV: IntraCranial Volume ;

MMSE: Mini Mental State Examination ; TMT: Trail-Making Test.
1. Education level was considered as high or low according to French baccalaureate (equivalent to A-level).

2. p-values refer to y? test for categorical variables and t-tests for ordinal variables (“non-AD” vs “incident-AD”

subgroups).

Dynamics of regional hippocampal atrophy

The annualized rates of hippocampal subfields atrophy were calculated based on MRI collected at
baseline and 4 years later. Analyses revealed a differential regional vulnerability in the hippocampus
during aging (Fig. 2A). In the whole cohort, CA4-DG was significantly more affected than the other
subfields whereas CA1-3 was significantly less affected (CA1-3: -0.68%/year; Subiculum: -0.99%/year
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and CA4-DG: -1.39%/year; F=19.7, p<0.0001 (ANOVA); mean differences: CA4-DG vs CA1-3 = -0.70,
p<0.0001; Subiculum vs CA1-3 =-0.31, p<0.01 and CA4-DG vs Subiculum = -0.40, p<0.01 (Holm-Sidak’s
multiple comparisons test)). As a comparison, the annualized rate of atrophy was -0.84%/year in the

whole hippocampus and -0.11%/year for the whole cerebral grey matter.

A two-way ANOVA accounting for incident Alzheimer’s clinical syndrome revealed a “subfield effect”
(F=10.3, p<0.0001) as well as a “disease effect” (F=29.4, p<0.0001) that could explain the variance in
the annualized rates of regional hippocampal atrophy; without any significant interactions (F=1.01,
p=0.23). Compared to the “non-AD” group, the “incident-AD” group had significantly higher rates of
atrophy in CA1-3 (-1.37%/year vs -0.59%/year; p<0.001) and in CA4-DG (-2.33%/year vs -1.21%/year;
p<0.001) but not in the subiculum. Regarding effect size, CA1-3 was the most affected subfield in the

“incident-AD” group compared to the “non-AD” group (d=0.77 for CA1-3 and d=0.50 for CA4-DG) (Fig.
2B).

Participants who will develop AD over time

Whole cohort B g ) "
A vs participants who will remained free of AD
= CA13  Sub  CALDG g o CA1-3 . CA4-DG
< 0- g - Il ‘non-AD"
< £
=3 3 I ‘incident-AD”
e =]
® A © -11
- b~
I} [=]
k] 2
£ 2 2 d= 3*7?
=2 1 T - =U.
3 2 g
E dededeok '—;
] 2 F (subfields) = 10.3, p<0.0001
£ _31F=197 p<0.0001 £ .3 F(disease) = 29.4, p<0.0007 T
< < d=0.50

Figure 2. Annualized rate of hippocampal subfields atrophy the whole cohort of participants (A) and
in participants with future Alzheimer’s clinical syndrome and participants who will remain free of
AD (B). ** p<0.01 and. ***p<0.001. ****p<0.0001 (Holm-Sidak’s multiple comparisons test after one-
way ANOVA or Sidak’s multiple comparisons test after two-way ANOVA, as appropriate). Cohen’s d

values measure effect size between two groups.
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Associations between baseline characteristics and annualized rates of hippocampal subfields

atrophy.

Age, gender, educational level and ApoE genotype were not associated or correlated with the
annualized rate of hippocampal subfields atrophy in the whole cohort of participants and in the “non-
AD” subgroup. However, there were associations between ApoE4 genotype and a higher annualized
rates of atrophy in the subiculum (p=0.028) and CA1-3 (p=0.030) in the “incident-AD"” subgroup. Age,
gender and educational level were not associated with the annualized rates of hippocampal subfields
atrophy in the “incident-AD” group. Associations between ApoE status and annualized rate of

hippocampal subfields atrophy are summarized in Table 2.

Regarding the neuropsychological correlates at baseline, there was a significant association between
the total recall score on the FCSRT and the annualized rate of atrophy in the CA1-3 (r=0.18, p=0.0015),
taking into account multiple comparisons (Bonferroni threshold p-values = 0.0018 for 27 comparisons).
This association was still significant after adjusting for age, educational level and ApoE4 status

(p=0.0016).

ApoE4 + ApoE4 - p-value

Whole cohort (n=327; 20.7% ApoE4+)

Annualized rate of subiculum atrophy, mean (SD) -1.12 (1.31) -0.95 (1.10) 0.332

Annualized rate of CA1-3 atrophy, mean (SD) -0.78 (1.09) -0.65 (0.85) 0.367

Annualized rate of CA4-DG atrophy, mean (SD) -1.85 (2.49) -1.26 (1.92) 0.075
Non-AD group (n=269; 17.7% ApoE4+)

Annualized rate of subiculum atrophy, mean (SD) -0.95 (1.28) -0.93 (1.07) 0.925

Annualized rate of CA1-3 atrophy, mean (SD) -0.57 (0.99) -0.60 (0.80) 0.865

Annualized rate of CA4-DG atrophy, mean (SD) -1.57 (2.36) -1.19 (1.86) 0.261
Incident-AD group (n=35; 27.8% ApoE4+)

Annualized rate of subiculum atrophy, mean (SD) -2.12 (1.02) -1.14 (1.31) 0.028

Annualized rate of CA1-3 atrophy, mean (SD) -1.98 (0.90) -1.13 (1.15) 0.030

Annualized rate of CA4-DG atrophy, mean (SD) -3.46 (2.74) -1.89 (2.32) 0.131

Table 2. Annualized rate of hippocampal subfields atrophy regarding ApoE4 status in the whole

cohort of participents and in both the “non-AD” and “incident-AD” subgroups.
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Prediction of incident Alzheimer's clinical syndrome

The results of the Cox proportional hazard models assessing relationships of the annualized rates of
hippocampal subfield atrophy, age, gender, educational level, and ApoE4 genotype with the risk of
developing Alzheimer’s clinical syndrome are shown in Table 3. In terms of regional hippocampal
vulnerability, only the annualized rate of CA1-3 atrophy was associated with an increased risk of
developing AD over time (HR=1.8; 1C95% 1.2-2.6). This association remained significant after adusting

for age, gender, educational level and ApoE4 genotype (HR=2.0; IC95% 1.4-3.0).

In contrast, normalized hippocampal subfields volumes at baseline were not predictive of incident

Alzheimer’s clinical syndrome over time.

Hazard ratio 95% ClI
Model 1
Annualized rate of subiculum atrophy 1.08 0.81-1.47
Annualized rate of CA1-3 atrophy 1.80 1.23-2.63
Annualized rate of CA4-DG atrophy 1.08 0.89-1.32
Model 2
Age 1.14 1.04-1.26
Gender 1.45 0.69-3.03
Education level 1.18 0.61-2.29
ApoE genotype 1.66 0.79-3.50
Annualized rate of subiculum atrophy 1.04 0.76-1.41
Annualized rate of CA1-3 atrophy 2.00 1.35-2.99
Annualized rate of CA4-DG atrophy 1.07 0.77-1.32

Table 3. Predictive values of annualized rate of hippocampal subfields atrophy alone (model 1)
and in combination with age, gender, educational level and ApoE genotype (model 2) on the risk

of incident Alzheimer’s clinical syndrome (Cox models).
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Discussion

Thanks to its longitudinal design involving repeated MRI exams and a 14-year clinical follow-up of 327
initially non-demented elderly people, this study showed that hippocampal subfields are differentially
affected in healthy aging and AD. Indeed, we have shown that the annualized rate of CA4/dentate
gyrus atrophy was the most important during aging, compared to the other hippocampal subfields.
Additionally, we showed that participants who developed incident Alzheimer’s clinical syndrome
during the follow-up period had higher atrophy rates in CA4/dentate gyrus and CA1-3 compared to
those who did not develop AD, but with a larger effect size in CA1-3. Our assumption is that the
“neurodegenerative effect” linked to ongoing early AD pathophysiological process mainly affects CA1-
3, on top of the aging-related atrophy in the dentate gyrus. Furthermore, participants with a higher
initial annualized rate of CA1-3 atrophy had a higher risk of developing Alzheimer’s clinical syndrome
during the 14-year follow-up period, independently of age, gender, educational level, and ApoE4
genotype, whereas subicular and CA4/dentate gyrus atrophy were not predictive. The fact that the
annualized rate of CA1-3 was associated with lower FCSRT scores at baseline, known to predict
dementia in this cohort (36) and able to screen for patients with amnestic syndrome of the
hippocampal in prodromal AD support this finding (37). Furthermore, ApoE4 genotype was associated
with the annualized rate of CA1-3 atrophy only in the “incident-AD” group, which further strengthens
the association of CA1-3 atrophy and AD pathophysiology. Taken together, these results revealed a
differential vulnerability of CA4/dentate gyrus to aging process and a differential and early

vulnerability of CA1-3 to AD pathology, even several years prior to the onset of dementia.

Many previous MRI studies have demonstrated that the hippocampus shrinks with age and that this
shrinkage is not homogeneous among the hippocampal subfields. However, these previous studies
were based on cross-sectional analyses that assessed hippocampal volume in subjects of different ages
rather than the rate of atrophy over time in individual subjects (22). Furthermore, these studies often
failed to isolate participants free of age-related neurological diseases affecting the hippocampal circuit,
because they lacked very long-term longitudinal follow-up periods. It may explain the significant
discrepancies among the results. For example, some authors concluded that predominant damage
during aging occurs either within CA1 (20)(38) (39), whereas others identified the subiculum (40), the
dentate gyrus (41) (42), and still others observed homogeneous damage among various subfields
(43)(44) (45). By conducting 4-year longitudinal MRI analyses in people over 65 (mean age 72), our
work is therefore unique in demonstrating that individuals recruited from the general population who
remained free of Alzheimer’s clinical syndrome 10 years after the last MRI, exhibited a maximal
annualized rate of atrophy in CA4/dentate gyrus (-1.21%/year) that was more than twice as high as in

CA1-3. This CA4/dentate gyrus atrophy over time was even higher in participants who developed
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Alzheimer’s clinical syndrome during the follow-up period (-2.33%/year). The dentate gyrus is the only
neurogenic niche within the hippocampus and the differential atrophy observed in the present study
is therefore well supported by animal and human studies investigating decreases in adult neurogenesis

in the subgranular zone of the dentate gyrus during aging, that is further impaired during AD (46).

Our longitudinal findings showing an early vulnerability of CA1-3 during the AD pathophysiological
process are consistent with most of the past and current histological and imaging cross-sectional
studies (14)(47)(48) (21). The association between ApoE4 genotype and the rate of CA1-3 atrophy
observed in the present study also corroborates data from a previous cross-sectional study that used
a 7T-MRI scanner (49). Furthermore, we also found that the annualized rate of CA1-3 atrophy was
associated with baseline FCSRT scores, assessing episodic memory, which is consistent with a previous
cross-sectional voxel-based morphometry study showing that CA1 atrophy in patients with AD is
associated with the severity of amnestic syndrome of the hippocampal type, which is the typical
neuropsychological presentation of AD (50). Thus, our results extend previous knowledge by
demonstrating that specific CA1-3 atrophy was associated with a higher risk of developing Alzheimer’s
clinical syndrome over a long period of time, independently of age, gender, educational level and
ApoE4 genotype, even if this region was not the most atrophied subfield. From a pathophysiological
point of view, these results support the hypothesis that tau neurofibrillary tangles initially spread from
the entorhinal cortex to the cornu-ammonis of the hippocampus several years priors to symptom onset

and that this process can be monitored in vivo with MRI (51) (52).

The present results indicate that the longitudinal monitoring of hippocampal subfield atrophy may
distinguish hippocampal damage linked to aging from that associated with AD. Interestingly, a previous
study by our research group using the same cohort of older adults found that the atrophy rate of the
whole hippocampus was not significantly associated with the incidence of Alzheimer’s clinical
syndrome over time, which suggests that the rate of atrophy in specific hippocampal subfields is more
informative than the rate of atrophy for the whole hippocampus (53). That study also revealed that
individuals with “hippocampal predominant atrophy” (based on the evolution of hippocampal-to-
cortical volume ratio over time) have a higher risk of developing Alzheimer’s clinical syndrome during
a 12-year follow-up period (HR=5.7). However, the differentiation of brain atrophy subtypes during
aging and AD requires the categorical classification of subjects within a reference population, which is
interesting for epidemiological and pathophysiological studies but not suitable at the individual level
in clinical practice (54). Although the analysis of hippocampal subfields appears to be a promising
biomarker, this technique will require longitudinal rather than cross-sectional volumetric assessments
because, as seen in the present study, the normalized hippocampal subfield volumes at baseline were

not predictive of Alzheimer’s clinical syndrome whereas the annualized rates of atrophy over 4 years
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were predictive of the disease. It confirms that the value of longitudinal measures of brain shrinkage
usually exceeds that of cross-sectional estimates (55) and that such measurements are ultimately more

informative.

As mentioned above, the present study has many methodological strengths compared to previous
studies in this topic. First, it employed a natural history design that included a large population-based
cohort who were monitored with two MRIs (4-year interval) using the same scanner. Second, a very
long term prospective follow-up period (14 years) was used, and few participants were lost to follow-
up, which allowed for the identification of individuals with “true” healthy aging and the avoidance of
a selection bias due to the misclassification of people with presymptomatic neurodegenerative
diseases. Third, we performed proper measurements of hippocampal subfields volumes, rather than a
“simpler” shape analysis, in conjonction with a strict quality control of the automatic subfields
segmentation. Additionally, HIPS, which is an automatic pipeline of hippocampal subfields
segmentation was used in this study (33). This pipeline is user-friendly and freely available online,

which could help to integrate findings across studies.

Regarding the limitations of the study, we acknowledge that volumetric analyses of hippocampal
subfields still require protocol harmonization to clearly define subfield boundaries in order to reduce
discrepancies between research centers and to obtain a truly standardized and generalizable
biomarker (56) (57). Furthermore, our findings are based on 1.5T MRI. Although it is true that
upsampling will never recover completely the underliying high-resolution image, we have previously
demonstrated that our post-processing pipeline significantly improve the segmentation results
compared to classical interpolation methods such as linear or spline interpolation (33). The main
limitation of the present study was the lack of an assessment of amyloid pathologies, which was due
to the 1999-2000 inclusion period for the present cohort. Analyses of amyloid pathologies could have
further specified the diagnosis of AD and allowed for evaluations of the link between amyloid plaques
and the vulnerability of hippocampal subfields. However, the diagnoses of Alzheimer’s clinical
syndrome (possible or probable AD according to 1984 and 2011 criteria) made in the present study
relied on longitudinal assessments and were confirmed by a panel of independent and expert
neurologists. Moreover, the present results are congruent with observations from the literature
regarding the larger ratio of subjects with incident Alzheimer’s disease presenting at least one ApoE4

allele, and the link between CA1-3 atrophy and ApoE4 status specifically in the “incident-AD” subgroup.
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Conclusion

In this study, we described the natural history of hippocampal subfield atrophy during healthy aging
by pinpointing an increased vulnerability of the dentate gyrus relative to the subiculum and the cornu-
ammonis. Although the annualized rate of CA1-3 atrophy was less severe than the other two subfields,
it was the only region associated with the risk of developing Alzheimer’s clinical syndrome over time,
independently of age, gender, educational level and ApoE4 genotype. These findings indicate that
aging and AD differentially impact the hippocampal anatomy and that longitudinal MRl measures can

contribute to disentangle these two phenomena.
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Dans ce travail, nous avons montré un effet différentiel du vieillissement et de la maladie d’Alzheimer
sur les sous-champs de I’hippocampe. En effet, dans le vieillissement, le taux annualisé d’atrophie du
CA4/GD est plus important que dans les autres sous-champs hippocampiques. Chez les sujets qui
développeront une DTA, c’est le CA4/DG et le CA1-3 qui ont le taux d’atrophie le plus important mais
avec une taille d’effet (comparativement au groupe ne développant pas de démence) plus important
pour le CA1-3. De plus, le taux annualisé d’atrophie de CA1-3 est associé a des performances initiales
plus faibles au RL/RI-16, au statut ApoE4 et est prédictif de la survenue d’une DTA sur les 14 années
de suivi réalisées durant I'étude, indépendamment de I'age, du genre, du niveau d’éducation et du

statut ApoE4.

L’ensemble de ces résultats laisse suggérer une vulnérabilité du CA4/GD liée a I’dge et une vulnérabilité

précoce du CA1-3 chez les sujets qui développeront une DTA.

De par le suivi longitudinal de longue durée d’une cohorte de taille importante issue de la population
générale, cette étude permet d’apporter des éléments uniques de corrélation clinique, anatomique et

physiopathologique.

Concernant les résultats sur le sous-champ CA1-3, ceux-ci supportent I’hypothése de propagation de
la dégénérescence neurofibrillaire, se propageant du cortex enthorinal a la corne d’'ammon des années
avant la survenue des premiers symptomes. De plus, 'absence de caractere prédictif du volume
hippocampique a la baseline confirme I'intérét d’analyse longitudinale comme celle réalisée dans ce
travail. Au niveau moléculaire, les synapses de certains neurones de CA1 sont connues pour leur forte
propension a subir une potentialisation a long terme dépendante des récepteurs NMDA, une forme
de plasticité synaptique associée a la formation de la mémoire. Il est concevable que la perte de ces

synapses puisse contribuer aux troubles mnésiques observés ici (45,46).

Concernant les résultats sur le sous-champ CA4/DG, qui est le plus atrophié dans les deux groupes,
ceux-ci sont en accord avec les études animales et humaines. En effet, le gyrus denté est I'unique niche
de cellule souche neuronale de I'hippocampe, dont le nombre décroit avec I'age et encore plus chez
les sujets atteints de la maladie d’Alzheimer. Cela pourrait étre en lien avec une
hyperactivité/hyperexcitabilité dans cette région, comme cela a été retrouvé chez les sujets 4gés non
déments ayant des plaintes mnésiques mais également chez les sujets MCl aux stades précoces

uniquement (37,47,48).

Pour I'avenir, afin de confirmer ces résultats et d’aller encore plus loin, la premiéere étape indispensable
est de mettre en place un protocole de segmentation harmonisé avec une segmentation IRM basée

sur un référentiel histologique unique et une diffusion large du protocole. Cela a été récemment
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proposé par le « HSP » (hippocampal subfield group) (49), permettant une fois mis en place de

s’affranchir de I’'hétérogénéité importante dans les résultats des études réalisées jusque-la.

Par la suite, l'intérét pourra étre multiple avec en premier lieu une meilleure compréhension
physiopathologique de la maladie. A ce niveau, il serait intéressant de réaliser une étude longitudinale
couplant analyse volumétrique des sous-champs de I’hippocampe et de I'imagerie moléculaire visant

la pathologie Tau et Amyloide.

L'intérét pourrait également étre a visée diagnostique : I'analyse volumétrique pourrait dans le futur
faire partie des critéres diagnostiques en tant que biomarqueur de neurodégénerescence de la

maladie, et ainsi supplanter I'analyse hippocampique actuelle par IRM.

On peut également imaginer que ce protocole de volumétrie soit appliqué chez des sujets a risque afin
de détecter le plus précocement ceux ayant un risque plus important de survenue de la maladie,
organiser un suivi et pouvoir ralentir le plus tot possible la maladie avec les moyens dont nous
disposons actuellement ou des traitements s’ils viennent a voir le jour. Pour cela, des études sont
nécessaires pour mieux définir la corrélation entre la dynamique d’atrophie hippocampique et le déclin

cognitif. En effet, dans notre étude, seuls les bilans neuropsychologiques a la baseline ont été analysés.

Pour conclure, il est probable que I'analyse volumétrique des sous-champs de I’hippocampe continue
a prendre de I'ampleur dans les années a venir, les objectifs pouvant étre multiples, allant d’une
meilleure compréhension physiopathologique de la maladie, a un intérét diagnostic voire méme

éventuellement thérapeutique.
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Annexel. Comparaison de 21 protocoles de segmentation sur un méme sujet, par Yushkevich et al,
montrant ’hétérogénéité entre les protocoles. Coupes coronales de la téte de I’hippocampe en haut et
du corps en bas.
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T2w + labels

Annexe 2. Exemples du protocole de segmentation de I’hippocampe utilisé dans cette étude (50), aprés
traitement de I'image. Image du Haut: de A a J coupes coronales de I'hippocampe, de la partie
antérieure a la partie postérieure; L visualisation 3D; K et image du bas coupes sagittales.
L’hippocampe est segmenté en trois parties : le Subiculum (vert), la corne d’‘ammon de CA1 a 3 (rouge)
et CA4 et le Girus denté (bleu).
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Annexe 3. lllustration du contréle qualité réalisé dans ce travail.

Inclu apreés correction

manuelle

A, B, C: contréle qualité réalisé a partir du rapport de volumétrie de 364 patients, pour les 2 IRM. A
I'issue, trois catégories de patients : patients A inclus directement (n=283); patients B exclus du fait
d’anomalies trop importantes de la segmentation, sans correction possible (n=37); patients C

présentant de légeéres

anomalies

de segmentation,

corrigeables

D : exemple de correction manuelle a partir du logiciel 3D Slicer.
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TITRE : Dynamique de I’atrophie hippocampique dans le vieillissement et la maladie
d’Alzheimer

RESUME : De nombreuses études se sont intéressées a la vulnérabilité des sous-champs de
I’hippocampe dans la maladie d’Alzheimer et le vieillissement lié a I'age. Les résultats sont souvent
contradictoires, principalement car ces études sont transversales et portent sur des cohortes d’ages
différents et de différents stades de la maladie. Dans ce travail, nous avons étudié 327 participants
issus d’une cohorte de population de sujets agés non déments avec un suivi clinique durant 14 ans.
Une IRM était réalisée a la baseline et a 4 ans, permettant de mesurer le taux annualisé d’atrophie des
sous-champs de I'hippocampe de chaque participant avec un contrdle qualité conséquent. D’un coté,
CA4-Girus denté était plus affecté que les autres sous-champs dans toute la population (CA1-3: -
0.68%/an; subiculum: -0.99%/an et CA4-DG: -1.39%/an; p<0.0001). D’un autre c6té, le taux annualisé
d’atrophie de CA1-3 était associé a un risque plus important de développer une maladie d’Alzheimer,
indépendamment de I'dge, du genre, du niveau d’éducation et du statut ApoE4 (HR=2.0; IC95% 1.4-
3.0). Ces résultats illustrent I’histoire naturelle de I'atrophie des sous-champs de I’hippocampe dans le
vieillissement lié a I'age et la maladie d’Alzheimer, montrant que le Gyrus denté est le plus vulnérable
a I'effet de I’age, tandis que la corne d’ammon est la premiere cible du processus physiopathologique
de la maladie d’Alzheimer, des années avant les premiers symptomes.

MOTS-CLES : IRM, maladie d’Alzheimer, vieillissement, sous-champs de I’"hippocampe, atrophie

TITLE : Differential annualized rate of hippocampal subfields atrophy in aging and future
Alzheimer’s clinical syndrome

ABSTRACT : Several studies have investigated the differential vulnerability of hippocampal subfields
during aging and Alzheimer’s disease (AD). Results were often contradictory, mainly because these
works were based on concatenations of cross-sectional measures in cohorts with different ages or
stages of AD, in the absence of a longitudinal design. Here, we investigated 327 participants from a
population-based cohort of non-demented older adults with a 14-year clinical follow-up. MRI at
baseline and 4 years later were assessed to measure the annualized rates of hippocampal subfields
atrophy in each participant using an automatic segmentation pipeline with subsequent quality-control.
In the one hand, CA4-dentate gyrus was significantly more affected than the other subfields in the
whole population (CA1-3: -0.68%/year; subiculum: -0.99%/year and CA4-DG: -1.39%/year; p<0.0001).
In the other hand, the annualized rate of CA1-3 atrophy was associated with an increased risk of
developing Alzheimer’s clinical syndrome over time, independently of age, gender, educational level
and ApoE4 genotype (HR=2.0; 1C95% 1.4-3.0). These results illustrate the natural history of
hippocampal subfields atrophy during aging and AD by showing that the dentate gyrus is the most
vulnerable subfield to the effects of aging while the cornu-ammonis is the primary target of AD
pathophysiological processes, years prior to symptom onset.

KEYWORDS : MRI, Alzheimer disease, aging, hippocampal subfields, atrophy
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